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OZET

Molekiiler tiplendirme yontemleri Bacillus anthracis suglari arasimdaki klonal iliskinin ortaya konulmast yaninda her-
hangi bir toplum, bolge, tilke veya diinya genelindeki yaygin genotipik klonlarm dagilim hakkimda da oldukca yararli bilgiler
sunmaktadir. Sarbon basilinin molekiiler tiplendirmesinde kullanilan ¢alismalarda yaygin olarak genom ve plazmitler tizerin-
de bulunan ¢ok sayida lokus (multilocus, ML) iizerindeki farkli sayilarda sirali tekrarlardan (variable number tandem repeat,
VNTR) yararlanmilmaktadir. Multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA) olarak adlandirilan bu yontemle
diinyanin bircok yerinden bildirilmis calismalar vardir. Ulkemizde bu konuda TUBITAK tarafindan desteklenen bir proje ile
sarbonun hiperendemik olarak goriildiigii illerdeki insan ve hayvan izolatlarinin analizi yapilmaktadir. Bu yazida, projenin ilk
iki yillik siireci icerisinde MILVA-25 yontemiyle tiplendirmesi tamamlanan 190 B.anthracis susunun sonuglart verilmistir.
fncelemeye alinan suglarm 84’ii insan, 101°i hayvan, besi cevre izolatidir. MLVA-25 tiplendirme sonucunda 190 sus arasinda
64 farkls genotip saptanmustir. Insan sarbon olgularindan elde edilen B.anthracis suslart arasinda ayni MLVA profili gosteren-
lerin orant % 77.3, hayvan ve ¢evre izolatlar: arasindaki oran ise % 80.2 olarak bulunmustur. Suglarimn 96's1 (% 50.5) genotip
43 olarak belirlenmistir. Diger iki yaygin tip; genotip 35 (32 sus) ve 27 (18 sug)’dir. Saptanmug olan genotiplerin, % 92.6's1
A3.a, % 11.1'i A1.b, % 1.6's1 Al.a major kiimeleri igerisinde yer almaktadir. B major kiimesinde hicbir genotip saptanmamis-
tir. Bulgular, Tiirkiye'de insan ve hayvan sarbon olqular: arasindaki ¢apraz bulag derecesinin oldukea yiiksek oldugunu ve
iilkemizdeki genotiplerin diinya genelinde yaygin olan A major kiimesi icerisinde yer aldigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Bacillus anthracis, genotip, klon, MLVA tiplendirme
SUMMARY
Phylogenetic Distribution of Anthrax Bacilli and Common Clones

Molecular typing methods can be used to determine clonal relationship among the Bacillus anthracis isolates, and additi-
onally they can provide very useful data regarding to distribution of predominant genetic clone in a population, region, and
country or all over the world. The studies used on molecular typing of anthrax bacilli are commonly based on the variable number
tandem repeats (VNTR) located in multiple loci (ML) in chromosome and plasmids. There are many researches used MLVA
method for typing of B.antracis isolates from different regions of the world. In our country, a project supported by TUBITAK has
been continued to analyze animal and human B.anthracis isolates collected from the provinces in where anthrax is hyperendemic.
MLVA-25 typing results of the 190 B.anthracis isolates analyzed in a two-years period of this project was presented in this report.
Of the 190 isolates analyzed in this period 84 were isolated from human, 101 from animals and five from environment. MLVA-25
yielded 64 different genotypes among the 190 isolates; 37 genotypes were unique observed only one isolate each, the remaining 27
included 2-41 isolates showing identical MLVA profile. The rate of isolates showing identical MLVA-25 profile among the isolates
of human, and animals and environment were 77.3 % and 80.2 %, respectively. According to the results of MLVA-8, 13 genoty-
pes were determined among the 190 isolates. Genotype 43 was the most common type observed in 96 (50.5 %) isolates. The other
two common types were genotype 35 (32 isolates) and genotype 27 (18 isolates). Major cluster A3.a was the predominant cluster
including 92.6 % of the isolates followed by A1.b (11.1 %), and Al.a (1.6 %). There was no isolate identified in B cluster. The
findings of the current study indicated that cross-transmission rate among the animal and human anthrax cases in Turkey was
very high and genotypes found in our country were in A major cluster predominately observed over the world.

Keywords: Bacillus anthracis, clone, genotype, MLVA typing
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Sarbonla miicadelede en etkili yol insan ve
hayvanlardaki hastalik etkeni Bacillus anthracis
suslarinin kaynaginin saptanmasi ve etkin kont-
rol programlarmin uygulanmasi ile miimkiin
olmaktadir. Sarbonun laboratuvar tanisi ve anti-
biyotiklere duyarliliklarin belirlenmesinde feno-
tipik yontemler oldukga iyi sonuglar vermekte-
dir. Ancak, olgular arasindaki epidemiyolojik
iligkinin belirlenmesinde molekiiler tiplendirme
yontemlerine gereksinim vardir. Molekiiler tip-
lendirme y&ntemleriyle farkli hastalar ile cevre
ve/veya hayvan izolatlar1 arasindaki epidemi-
yolojik iliski dogrulanabilmekte ve bir tilkede
goriilen major genotipik klonlar belirlenerek,
iilkedeki kokenlerin orijini hakkinda fikir sahibi
olunabilmektedir. Klonal iliskinin ortaya konul-
masiyla major klonlarin ne kadar insan veya
hayvani etkileyebildigi yaninda, bu klonun kag
yildan beri devamliligini korudugu da belirle-
nebilmektedir. Sarbon agisindan kaynak gorevi
olabilecek toprak, ot veya meralarin kontami-
nasyon durumu aragtirilabilmektedir. Biyolojik
silah olarak kullanilabilecek olan sarbon sporla-
riin orijini ve bu sporlara maruz kalan kisilerin
dogrulamas: yapilabilmektedir. Buradan hare-
ketle sarbon basilinin yayilma derecesi ve ortak
klonlarin kag yillik siire icerisinde varligini
koruyabildigi hakkinda bilgi sahibi olunabil-
mektedir(3,8,'ll,'13,]6,18,]9).

Molekiiler yontemler

B.anthracis suslarinin genomik yapisindaki
yiiksek homojeniteden dolayi, bircok bakteride
altin standart olan “pulsed-field gel electropho-
resis” yonteminin ayrim giicii bu suslarin tiplen-
dirilmesinde yetersiz kalmaktadir®?. Bunun
yerine polimeraz zincir reaksiyon (PZR) bazh
yontemlerden biri olan “amplified fragment
length polymorphisms” (AFLP)" ve koruyucu
antijeni kodlayan gen bélgesinin hedef alindig:
baz dizi analizi ¢alismalarina®™ yonelme olmus,
ancak bu calismalardan da arzu edilen yarar
saglanamamuistir. Suglar arasindaki genetik ilig-
kiyi gosterebilecek yeni molekiiler yontemlere
ihtiyag duyulmustur. Bu amagla gelistirilen yak-
lasimlardan biri, ¢ok sayida lokustaki tekrarla-
yan gen bolgelerinin analizidir (multilocus vari-
able number tandem repeat analysis, MLVA).
MLVA’da kullanilan sirali tekrarlar (tandem
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repeats), satellitler arasinda siniflandirilmakta-
dir. Minisatellitler 6-100 baz cifti, mikrosatellit-
ler ise 1-8 baz ¢ifti uzunluktadir®. Sirali tekrar-
lar, genomik yapis: yliksek derecede korunmus
olan B.anthracis suslarimin molekiiler tiplendir-
mesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir®1219).
Incelen lokuslarin icerisindeki sirali tekrarlarin
sayis1 suslar arasinda degisiklik gosterebilmekte
ve buna bagh olarak amplifiye edilen lokusun
biiyiikliigii degismektedir. Sirali tekrarlarin say1
farklilig1 genellikle epidemiyolojik olarak iliski-
siz olan suslarda gozlenmekte, ayni soydan
gelen salginla iligkili olan suglarda ise korun-
maktadir. Dolayisiyla epidemik olarak iligkisiz
kaynaklardan iiretilmis olan izolatlarm lokuslari
biiyiikliik ve sirali tekrar sayist bakimindan
farklilik gostermektedir?. MLVA yaninda “sing-
le nucleotid polymorphism” (SNP) yontemi de
B.anthracis suslar arasindaki genel epidemiyo-
lojik iliskiyi ortaya koymak igin kullanilmakta-
dir®. Diger yeni bir tiplendirme y6ntemi olan
“single nucleotide repeats” (SNR) analizi ise
salginla veya epidemiyle iligkili izolatlarin ayrin-
til1 analizleri igin kullanilmakta ve bu yontemle
MLVA'nin ortak olarak buldugu epidemik sus-
lar alttiplere ayrilabilmektedir®®. SNR y&ntemi
biyoterdrizm iligkili salginlarin analizinde ve
kaynagin saptanmasinda oldukca yararh bilgi-
ler saglayabilmektedir®.

B.anthracis igin yapilan ilk c¢ok lokuslu
“variable number tandem repeat” (VNTR) ana-
lizi, sekiz lokuslu MLVA (MLVA-8)’dir. MLVA-S;
altis1 kromozamal (vrrA, vrrBl, vrrB2, vrrCl,
vrrC2, GG3), ikisi plazmit (pXO1, pXO2) olmak
tizere toplam sekiz lokus icermektedir®. Ancak,
MLVA-8'in ayrim giicliniin yetersizligi kisa stire-
de anlasilmis ve incelenen lokus sayist yirmi
bese (MLVA-25) cikarilmigtir. MLVA-25 igerisin-
de CG3, bams44, bams3, vrrB2, bams5, bams15,
bamsl, vrrC1, bams13, vrrBl, bams28, vrrC2,
bams53,bams31, virA, bams25,bams21, bams34,
bams24, bamsb51, bams22, bams23, bams30,
pXO1, pXO2 lokuslar yer almaktadir®®. Sekizli
MLVA yonteminde amplifiye edilen lokus
biiyiikliiklerinin goriintiillenmesinde agaroz jel
elektroforezi yeterli olurken, MLVA-25 yonte-
minde kapiller jel elektroforezi ve miuiiltipleks
polimeraz zincir reaksiyon uygulamalarina
gereksinim duyulmaktadir. MLVA-25, B.anthracis’in



bolgesel genotiplerini belirlemenin yaninda,
diinyadaki farkli genotiplerin tanimlanmasimn
da saglayan gegerli bir ydntemdir. Bu yontemle
saptanan genotiplerin daha o6nce saptanmis
olanlarla mukayesesi yapilarak suslarin cografik
dagilimi ve orijini hakkinda bilgi almak miim-
kiin olabilmektedir.

Yapilmis ¢alismalar

MLVA-25 molekiiler tiplendirme y6ntemi
kullanilarak degisik tilkelerdeki hayvan ve insan
izolatlariin analizleri {izerine ¢calismalar devam
etmektedir. Calismalar, sarbon basillerinin major
belirli genotiplerinin oldugunu ve bu tiplerin
cografik bolgelere 6zgii dagilim gosterdigini
ortaya koymustur(31619), ftalya’da 2004 yazinda
41 epidemi gozlenmis ve farkh alanlardan 124
hayvan etkilenmistir. Epidemi stiresince toplam
53 izolat MLVA-25 ile tiplendirildiginde suslarin
tamaminin tek bir genotipte oldugu gosterilmis-
tir. Ayni suglar SNR analizi yontemiyle incelen-
diklerinde bes farkli altgenotip saptanmistir®.
Cin’de 1033 B.anthracis susu SNP yontemiyle
incelendiginde {i¢ major familya (lineage) ve 12
altfamilya (sub-lineages) saptanmistir. Bu
major gruplardan birinin (A familyasi) diinyada
yaygin halde oldugu ve modern sarbonun cog-
rafik dagilimina temel olusturdugu gosterilmis-
tir. Suglardan 191 tanesi MLVA ile incelendigin-
de her bir SNP igerisindeki suslarin rezoliisyo-
nunun arttigr kaydedilmistir®. Davul halayma
katilan 24 yasindaki bir kadinda barsak sarbonu
gelisiyor. Davuldan ve alt1 ¢evre drneginden
B.anthracis tiretiliyor. MLVA-8 ile yapilan tiplen-
dirme sonucunda hastanin izolat1 ile ¢cevreden
tiretilen alt1 susun ayni klondan olduklar: dog-
rulaniyor®. Polonya’da yapilan ¢alismada labo-
ratuvar suglarn ile Sterne 34F2A as1 susunun
klonal benzerligi arastirilmis ve laboratuvar sus-
larinin as1 susundan farkli MLVA profili sergile-
digi gosterilmistir®.

Keim ve ark.” tarafindan 2000 yilinda
yapilan ¢ok uluslu galismada 426 B.anthracis
susunun MLVA-8 tiplendirmesi sonucunda 89
farkli genotip tanimlanmustir. Bu genotipler alti
major kiime (Al, A2, A3, A4, Bl, B2) icinde
gruplandirilmistir. A kiimesi diinya genelinde
yayilim gosterirken, B kiimesinde yer alan Bl
baskin olarak Giiney Afrika’da, B2 ise Avrupa’da
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gortilmektedir. A kiimesindeki dort alt kiime-
den biri olan Al, diinya genelinde dagilim gos-
termektedir, ancak Kuzey Amerika'nin bati kis-
minda daha baskindir. A2, Pakistan’da saptan-
mis olan tek bir genotipi bulundurmaktadir. A3
kiimesi diinyanin bir¢ok yerinde gozlenen, pre-
dominant genotipleri icermektedir. A4 kiimesi
Asya, Avrupa ve Amerika’da dagmik olan geno-
tipleri kapsamaktadir?. Isvigre’de yapilan calis-
mada insan izolatlarinda yaygin olarak A4
kiimesi saptanirken, hayvan kaynakli suslarda
B2 kiimesi bulunmustur®. Bulgaristan’da 1960-
1980 yillar1 arasinda ¢ogunlukla tilkenin kuzey
ve kuzey-batisinda topraktan izole edilmis olan
40 B.anthracis izolatiin yogun olarak Al.a
kiimesi icerisinde yer aldigi gosterilmistir®.
Buna tezat olarak Bulgaristanin giiney ve dogu-
su, Gircistan, Tiirkiye ve Iran izolatlarmin
Gliney Kafkasya A3.a kiimesi igerisinde dagilim
gosterdikleri  belirtilmigtir. ~ Arnavutluk,
Macaristan ve Italya’dan izole dilen suslar,
Bulgaristan'in batisindaki izolatlara benzer ola-
rak Al.a kiimesi igerisinde yer almaktadir®.
Italya ve Fransa’dan toplanmig olan 160 B.anth-
racis susunun MLVA-8 ile tiplendirilmesi sonu-
cunda suglarin biiyiik bir ¢ogunlugunun Al.a
kiimesi icerisinde yer aldig1 kaydedilmistir®".
Kazakistan’da 1937-2005 yillarinda ¢ogunlugu
insandan izole edilmis 93 B.anthracis susu MLVA-
8 ile tiplendirildiginde 88 susun genotipi sapta-
nabilmistir. Saptanan genotiplerin 78i (% 88.6)
Al.a, 6s1 (% 6.8) A3.b, 2’si (% 2.3) A4 kiimeleri
icerisinde tanimlanmistir®. Giircistan’da insan
ve hayvanlardan izole edilmis 18 B.anthracis
susunun MLVA-8 ile tiplendirilmesi sonucunda
ti¢ genotip saptanmis ve bunlarin tamaminin
A3.a major kiimesi icerisinde yer aldig1 gosteril-
mistir. Giircistan’da saptanmis olan bu {i¢ geno-
tipten ikisinin Tiirkiye’de de bulundugu goz
oniine alinarak, “Giiney Kafkasya-Ttirkiye” bol-
gesel sus paternine dikkat cekmiglerdir®.
MLVA-15 kullanularak 42 farkli iilkeden
toplanan 1033 B.anthracis susunun tiplendiril-
mesinde A, B ve C olarak {i¢ major genotipik
familya ve 12 alt familya veya alt grup (A’da 8,
B’de 3 ve C’'de 1) ve 221 6zgii profil saptanmis-
tir®). A familyas: oldukea genis yayilim gosterir-
ken (genotiplerin % 89.6’sin1 icermekte), B (% 10)
ve C (% 0.4) ise sinurli alanlarda yayilim goster-



mistir. Yaygin dagilim gosteren A familyasinda-
ki izolatlarin daha fazla ¢ogalabilen, olumsuz
cevresel kosullara daha dayanikli ve uzak mesa-
felere yayilabilen karakterde oldugu, buna kar-
sin diger familya igindeki genotiplerin ise yay1-
Liminin sinirl oldugu belirtilmigtir.

Ulkemizdeki caligmalar

Ulkemizde B.anthracis suslarmin molekii-
ler tiplendirilmesine yonelik olarak TUBITAK
tarafindan desteklenen bir proje ytiriitiilmekte-
dir. Projenin ilk iki yillik siireci igerisinde toplam
190 susa ait laboratuvar calismalari tamamlan-
mustir. Suslarin 84 tanesi (% 44.2) insan, 101
tanesi (% 53.2) hayvan, bes tanesi ( % 2.6) gevre
izolatidir. Suglar yogunlukla sarbonun hiperen-
demik oldugu Kuzey-Dogu Anadolu illerinden
alinmigtir. MLVA-25 tiplendirme sonucunda 190
sus arasinda 64 farkli genotip saptanmuistir.
Genotiplerden 37’si yalnmzca birer susta gozle-
nirken, 27 genotipten her biri 2-41 arasinda
degisen sayida aynt MLVA profili gosteren sus
icermektedir. Insan izolatlari arasinda 37, hay-
van ve gevre izolatlari arasinda 34 farkh genotip
saptanmustir. Insan sarbon olgular1 arasinda
ortak genotipik profil gosteren suslarin oram
(bulas oran1) % 77.3, hayvan ve gevre izolatlar1
arasindaki bulag orani ise % 80.2 olarak belirlen-
mistir. Ayni kiime igerisinde yer alan suslarin
ayrintili analizi yapildiginda, bulasin belirli bir
il veya sinirh bir zaman periyodu igerisinde kal-
madig1 ve ayrica hayvanlar arasmnda oldugu
gibi hayvanlarla insanlar arasinda ortak klon-
dan gelen suslarin oldugu da goriilmiistiir.

MLVA-8 tiplendirme sonucu esas alinarak
yapilan degerlendirmede 190 sus arasindan 13
farklt MLVA tipi belirlenmistir. Saptanan geno-
tiplerin tamami Keim ve ark.”’nin 2000 yilinda
tanimlamig olduklar1 genotipler igerisinde yer
almaktadir. Suslarin yariya yakini (96 sus) geno-
tip 43 olarak tanimlanmistir. Bu genotip daha
once Tiirkiye’den incelenen suslarda gozlenmis-
tir. Diger iki yaygin tip; genotip 35 (32 sus) ve 27
(18 sus)’dir. Genotip 35 Tiirkiye, Nabivya,
Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletlerinde;
genotip 27 ise Norveg'te bulunmustur®.

Bu galismada saptanmus olan genotiplerin,
altt major B.anthracis kiimesi igerisindeki dagili-
mina bakildiginda; suglarm % 92.6's1 A3.a, % 11.1'i
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Alb, % 1.6’s1 Al.a major kiimeleri igerisinde yer
almaktadir. B major kiimesinde higbir genotip
saptanmamigtir. Bulgular, Tiirkiye’de insan ve
hayvan sarbon olgular: arasindaki ¢apraz bulas
derecesinin oldukga yiiksek oldugunu ve tilke-
mizdeki genotiplerin diinya genelinde yaygin
olan A major kiimesi igerisinde yer aldigini gos-
termektedir.

Tesekkiir: Bu sunumdaki Tiirkiye verileri TUBITAK
tarafindan desteklenen ve Durmaz R, Doganay M, Sahin
M, Percin D, Ozkurt Z, Karahocagil MK, Kayabas U, Otlu
B, Ertek M tarafindan yiiriitiillmekte olan 1085164 nolu
“Tiirkiye’de Sarbon Yoniinden Hiperendemik Bolgelerde
Bacillus  anthracis  Infeksiyonunun  Molekiiler
Epidemiyolojisi ve Izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklarmimn
Belirlenmesi” baglikli projenin 2 yillik laboratuvar sonug-
larmi icermektedir.
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