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Francisella tularensis: Taksonomi

» Bacterium tularensis

Tulare kasabasi, Kaliforniya,
Dr. Edward Francis, 1919

» 16SrRNA hibridizasyonu sonucunda;
> Sinif:  Proteobacteria-y altsinifi

> Talkam: Thiotrichales
> Family: Francisellaceae

> Cins:  Francisella
° Turler: F tularensis, F. philomiragie, F.novicida (?)




Francisella tularensis

» Kuguk (0,2-0,5 x 0,7-1 um),
» Aerob, pleomorfik, hareketsiz

* Hucreici ve hucredisinda yerlesebilen
gram negatif bir kokobasildir.




Tani Yontemleri: Gram boyama

* Francisella tularensis Gramla ¢cok zayif
boyanir.

» Gram negatif kisa basiller ve kokoid
formlar seklinde gorulur.
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Tani Yontemleri: Kultur

» Bu amagla sistein/sistin gibi sulfidril
bilesikleri, glukoz ve ferrik pirofosfat yada
IsoVitalex iceren besiyerleri kullanilir.
> Sistein-glukoz iceren kanl agar (Francis besiyeri)

> Sistein’li kalp agar (CHAB)+%9 isitilmis koyun
kani eklenmig

> Sisteinle zenginlestirilmis cukulatamsi agar,

> GC agar base Il +% 1 hemoglobin - %1
IsoVitaleX

> Thioglycollate - glucose blood agar (TGBA)..



Francisella tularensis: Kultur

DMYK.-'

*Sisteinli kalp agar (CHAB)+%9 isitilmig koyun kani

P3 Lab yada glove-box kullanimi

\ - DH“I"K °

«Sistein-glukoz iceren kanli agar (Francis besiyeri)




Francisella tularensis: Kultur

* Sik kullanilan ornekler;
> Bogaz siiruntisu (Orofaringeal form)
> Lezyondan suruntu, aspirat yada biyopsi
> Cevresel ornekler
- Su
* Toprak
« Camur

* Hayvan diskilari ya da lesleri




Francisella tularensis: Kultur

» Su ornekleri 0,20um ¢apinda selluloz asetat
membranlardan filtre edilir.

* Membranlar antibiyotikli sistein kalp agara
membran ekimi yapilir. 37°C, %5 CO2,4-10 gun
inkube edilir.




Tani Yontemleri:

Fare inokulasyonu

» Kontamine orneklerden F. tularensis’in
izolasyonunda kullanigli bir metoddur.

» Ornek SF ile homoijenize edilir ve 0,1-0,5
ml alt abdomenden subkutan olarak
uygulanir.

* 3-5 gun iginde hastalanir.

» KC ve dalak dokusundan yapilan kulturler
ile bakteri izolasyonu saglanir.




Tani Yontemleri: Antijen
saptanmasina yonelik testler

» DFA (Direk floresan antikor testi)

FITC ile isaretli, tavsan poliklonal
F. tularensis antikorlar kullanihr.

» Orneklerden yada kulturden ince bir
preparat hazirlanir. Kurutulur ve uzerini
kaplayacak kadar konjugat eklenir.

» DFA testi hizli ve ozglin bir testtir (duyarlilk
sinirt ~1 08 hiicre/ml).







Tani Yontemleri:
capture ELISA (cELISA)

» Solid bir faz uzerine monoklonal antikorlar
kaplanir

» Antijen (F tularensis LPS’i yada tum hucre) ile
baglanir.

» Bagli antijenin peroksidaz ile isaretli antikorun
kullanilarak saptanmasi islemici'r

» Bu islem supheli kulturlerln ve hayvan
dokularinda etken varliginin arastirilmasinda
kullantlir,

*  Grunow et al. 2000



TULAREMI: serolojik Tani

» Tanida en yaygin kullanilan yontem
mikroagglutinasyon yada tup aglutinasyonudur.
ELISA yontemi de kullanilabilir.

* Antijen olarak FopA, LPS, dis membran
karbohidrat fraksiyonu (OMP) ve olu bakteri
hucresi kullanilir,

» Dezavantaji antikorlarin genellikle hastaligin 2.
haftasina kadar saptanamamasi ve bazi
bakterilerle capraz reaksiyonlar gostermesidir.



TULAREMI:
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

» Duyarl, ozgun ve personel igin guvenli bir
yontemdir.

» Son yillarda Real-Time PCR teknikleri tercih
edilmektedir.

* F tularensis’e ait hedeflenen baslica genler:
> Tul4, fopA (Dis membran proteinlerini kodlar),
> ISFtu2

> 23kDa gen (Makrofaj infeksiyonunda eksprese edilen
bir proteini kodlar)



TULAREMI.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

» Uc farkli genomik lokusu (ISFtu2, 23kDa,
tul4) hedefleyen multitarget TagMan
assay sayesinde bir adet F. tularensis’i
dahi saptamak mimkundadr.

» JVersage et al. 2003
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Kitin Deneme Sonuclari
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali



F. tularensis suslarinin tiplendirilmesi

» Klinik ozellikleri ve mortalite oranlari
farkl olmasi, biyoteror etkeni olma
potansiyeli nedeniyle alttur ayirimi
onemlidir.

» Alttur ayirrminda kullanilan yontemler

> RNA helikazi kodlayan gen

> Insersiyon sekans (ISFtu2);
- alttur holarctica 1248bp,
- alttur tularensis 390bp

> pdpD gen varliQi (alttur tularensis)




Extensive single
nucleotide vanation
In $even genes

Ancestor of Presence of: : | subsp. holarctica
. RDlc RD6 ED4 RDI6M from Furasia and
F. tula
HIATEnsEs RD2 RD7 N. America
RDI RDI6 subsp. holarctica
RD5 from Japan

subsp. fularensis

* Svensson et al.] Bacteriol 2005;187(11):3903-8



Suslarin tanimlanmasinda kullanilan
yontemler
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Family ‘ Genus ‘ Species ’Ellbipi-l:lﬁ ‘ Isclate

Farlow et al 2001, Johansson et al 2001, 2004




Multi locus variable number tandem repeats

* F tularensis genomundaki 25-50 sayida farkl
tekrarlar arasindaki farkhhgi arastirir.

* Bu lokuslarin PCR ile amplifikasyonu yapilr.

* Herbir VNTR lokusunda tum izolatlardan elde
edilen amplikon buyuklugu ile ilgili skorlamalar
yapilr.

* VNTR’lerdeki allelik farkliliklara gore izolatlar
genetik olarak gruplandirilir (dendogram).




F. tularensis: Proteomiks ¢alismalari

* Proteomik analiz sayesinde bakterinin
virulansi ve patojenisitesi anlamak
amaclanmaktadir.

* Bu yontemle membran proteinlerinin
dusuk yogunlukta bulunmasi tam
anlasilamamistir.

» Membran proteinlerinin konak parazit
iliskisinde, virulans ve invazyonda onemli
rolleri oldugu bilinmektedir.




F. tularensis: Proteomiks ¢alismalari

PH: 5-8, F. tularensis alttiir holarctica, Kocaeli L"JniversitesiTlp Fakiiltesi
Arastirma laboratuvari




Boncuk Karadenizli, 7 ya <A
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