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OZET. Bacillus anthracis basta ruminantlar olmak iizere bircok hayvan tiiriinii ve insanlar1 da etkileyen
zoonotik karaktere sahip, gram pozitif sporlu bir bakteridir. B. anthracis sporlarinin biyoterérizm ajani
olarak kullanilma potansiyeli viriilansinin molekiiler mekanizmalarini ve suslarmin filogenetik olarak
izlenmesi igin adli yontemlerin arastirilmasini kuvvetle tegvik etmistir. Son yillarda molekiiler tiplendirme
yontemlerin gelistirilmesi, bakterini cografi kaynaginin tespit edilmesi ve bakterideki genetik
polimorfizmlerin kapsamli bir sekilde arastirilmasi saglanmigtir. Bu ¢alismada B. anthracis’in genel
bilgilerin yaninda, bakterinin molekiiler tiplendirme yontemlerinden ve yapilan caligmalardan bahis
edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Bacillus anthracis, biyoterdrizm, MLVA tiplendirme

Bacillus anthracis’ of METHODS USED IN GENETIC AND
PHYLOGENETIC ANALYSIS

ABSTRACT. B. anthracis is a gram-positive spore-forming bacterium with zoonotic character that affects
many animal species, especially ruminants, and humans. The potential for use of B. anthracis spores as a
bioterrorism agent has strongly encouraged the investigation of molecular mechanisms of its virulence and
forensic methods for phylogenetic monitoring of strains. In recent years, the development of molecular
typing methods, the determination of the geographical source of the bacterium and the comprehensive
investigation of genetic polymorphisms in bacteria have been provided. In this study, besides general
information about B. anthracis, molecular typing methods of bacterim and studies are mentioned.
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GIRIS

Bacillus anthracis, sporlu gram pozitif bir bakteridir. Uzun bir gegmise ve genis
cografi dagilima sahip B. anthracis basta ruminantlar olmak tizere birgok hayvan tiirtinii
ve insanlar1 da etkileyen zoonotik karaktere sahiptir.

Hastalik diinya ¢apinda endemiktir; ancak siki eradikasyon onlemlerinin alindigi ve
uygulandig iilkelerde diizensiz olarak ortaya ¢ikar. B. anthracis’in en dnemli biyolojik
Ozelligi, vejetatif faz ile spor faz arasindaki degisimidir. Bu bakteri temel olarak dogada,
metabolik olarak uykuda oldugu spor olarak bulunur. 20-40 nesli kapsadig1 tahmin edilen
iireme sikluslarina sahiptir. Uzun siire spor olarak dogada bulunmasi nedeniyle, bu
patojen benzer jenerasyon siirelerine sahip diger bakterilerin aksine, cok yavag gelisir. Bu
nedenle, B. anthracis genetik ve fenotipik olarak asirt homojendir [1]. Serolojik,
biyokimyasal testler ve faj gibi geleneksel yontemler suslari ayirt etmekte uygun degildir.
B. anthracis sporlarinin biyoterdrizm ajani olarak kullanilma potansiyeli viriilansinin
molekiiler mekanizmalarin1 ve suslarmin filogenetik olarak izlenmesi i¢in adli
yontemlerin arastiritlmasini kuvvetle tesvik etmistir. Son yillarda tiim genom dizileme
teknolojilerinin  gelistirilmesiyle, genetik polimorfizmlerin kapsamli bir sekilde
arastirilmasi saglanmstir [2].

Etiyoloji

B. anthracis aerobik, gram pozitif, hareketsiz, non- hemolitik, endospor olusturan,
kanli agarda hizli iireyen ¢omak seklinde bir zoonotik karakterli bakteridir [3]. R-
tipindeki kolonileri meduza basi ya da kuyruklu yildiz seklinde gériiliir [4]. B. anthracis
dogada spor seklinde enfekte dokuda ise vejetatif formda tek, ikili ya da ti¢lii zincirler
halinde bulunur [5]. i¢ ice ge¢mis ii¢ adet katmani bulunan sporun temel gérevi bakteri
DNA’sin1 kararli halde tutup korumaktir [6]. Vejetatif formu doga kosullarina uzun siire
dayanikli olamamasina ragmen spor formunun bu dayanikli yapisi bakterinin uzun siire
dogada infektivitesini korumasini saglamaktadir [7].

B.anthracis’in iki patojenik plazmidi vardir ve virillans &zellikler pX01(viriilent
olmayan) ve pXO02(viriilent) plazmitleri tarafindan stimiile edilmektedir. pX02
plazmidinin kodladig: antifagositik PGA (poly-y-D-glutamic acid) kapsiil, pX01 plazmidi
ise kodladig iki ekzotoksin olmak tizere iki adet virulans faktorii vardir. pX01 plazmidi,
0dem faktorii (EF), koruyucu antijen (PA), ve letal faktor (LF) olmak iizere biyolojik
olarak her biri inaktif olan ii¢ bileseni kodlar. PA ile EF birlestiginde hiicre i¢i siklik AMP
seviyesini artiran 0dem toksinini olusturur. Artan AMP seviyesi s1v1 ve elektrolit kaybina
ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. PA ile LF birlesimi ise
protein kinazlari inaktive eden ve sinyal iletimini bozan letal toksini olusturur [8, 9, 10].

Epidemiyoloji

Diinya genelinde prevalansi gittik¢e azalan infeksiyoz hastaliklardan biri olan Anthrax
bir¢ok sicak kanli hayvani etkileyen zoonoz hastaliktir. Fakat heniiz diinya genelinden
sporlarinin dogada infektivitesini uzun yillar korumas: nedeniyle tamamen eradike
edilememistir. Gliniimiizde, sporadik Anthrax vakalari tim diinya kitalarinda ortaya
cikmaktadir. Gelismis iilkelerde ¢ok diisiik seviyelerde goriilmesine ragmen, agilamanin
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yetersiz oldugu birgok Asya ve Afrika lilkelerinde yaygin olarak goriilmektedir [11].
Afrika’da Gine Nijer, Cad, Zambiya ve Zimbabve’de, Asya’da Myanmar ve
Tacikistan’da hiper endemiktir [12, 13]. Insan ve hayvan Anthrax vakalari, Avrupa’da
Tiirkiye, Yunanistan, Balkan iilkeleri, Italya ve Ispanya da dahil olmak iizere Akdeniz’e
bitisik iilkelerde nispeten yaygindir. Ayrica Ozellikle Kafkasya bolgesinde, Rusya
Federasyonu’nda endemiktir. Ulkemizde ise Anthrax vakalari genelde sporadik 6zellikte
olup bazi yorelerde ise endemik boyuta varmis durumdadir.

Anthrax, hayvanlar ile yakin temasi olan veteriner hekimler, cobanlar, kasaplar ve
ciftciler i¢in meslek hastaligidir [14]. Tarim ve Orman Bakanlig1 verilerine gore Tiirkiye
genelinde, 2007-2019 yillar1 arasinda biri yabani hayvanda 1.332’si de ¢iftlik
hayvanlarinda, olmak tizere 1333 Anthrax mihraki bildirilmistir [15]. Anthrax mihraklari
bu siire zarfinda 2018 yilinda 160 vaka ile zirveye ulasmustir. Il bazinda hastalik vakalar
sirast ile Erzurum, Kars, Ankara ve Agri’da daha sik gorilmiistiir. Fakat Tirkiye’de
hayvan ve insan Anthrax vakalari asagi yukari illerin tamaminda yenileyen vakalar
seklinde endemiktir. Zaman zaman da bolgesel salginlar halinde, hayvan ve insan sagligi
icin 6nemli risk faktorii olarak giincel varligini korumaktadir [16].

Biyoterorizm

Biyoterorizm; biyolojik savas ajanlarinin savunmasiz ve hazirliksiz topluluklarda
hastalik ve korku olusturmak amaglariyla kullanilmasidir [17]. Biyoterdrizm ajanlari
dogrudan insan hayatini tehdit edebilecegi gibi insan yasami igin gerekli olan bitki ve
hayvanlart 6ldiirerek insan hayatini ve yasam kosullarin1 zorlastirabilir. 180°den fazla
patojenin biyoteror ajani olarak kullanilabildigi rapor edilmistir [18]. 1900’Iu yillarin
basinda Anthrax ile ilgili biyoterérizm kaynakli enfeksiyonlar goriilmiistiir.

Birinci Diinya savasi sirasinda Almanya Anthrax’i diigmanlarina at tedarik eden
tarafsiz lilkeler {izerinde biyo-silah olarak kullanmistir [19]. Biyolojik silah ajanlar1 CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) tarafindan Kategori A, B, C olmak iizere ii¢
gruba ayrilmistir (Tablo 1), [20]. Grup A en yiiksek risk grubu olarak degerlendirilirken,
Grup B daha diisiik hastalik olusturma potansiyeli olan ajanlardan olusurken Grup C’deki
ajanlar ise gelecekte yiikksek morbidite ve mortalite olusturma potansiyeli olan
etkenlerden olusmaktadir [8]. B. anthracis A grubu tehdit unsuru etkenler arasinda
bulunmaktadir.
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Tablo 1. Biyolojik ajanlarin simiflandriimast [21]

Kategori | Biyolojik ajan Hastalik
Variola Major Cigek
Bacillus anthracis Sarbon
Yersinia pestis Veba
Clostridium botulinum (botulinum .

o Botulismus

toksinleri)

A Francisella tularensis Tularemi

Filoviriis ve Arena viriisler (Ebola

. . Viral kanamali atesler
virus, Lassa virus vb.)

Coxiella burnetii Q atesi
Brucella spp. Bruselloz
Burkholderia mallei Ruam
Burkholderia pseudomallei Melioidoz

Alpha viriisler (Venezuella
ensefaliti, Dogu at ensefaliti, Bat1 | Ensefalit
at ensefaliti)

Rickettsia prowazekii Tiflis
Chlamydia psittaci Psittakoz
Toksinler (Risin, Stafilokokkal

5 enterotoksin B) Toksik sendromlar

Gida kaynakli ajanlar (Salmonella
spp., Escherichia coli 0157:H7)
Su kaynakli ajanlar (Vibrio
cholerae, Cryptosporidium

parvum)

Nipah virus Ensefalit

Hantaviriisler Hantapulmoner viriis sendrom
c Kene kaynakli viral hemorajik Kirim Kongo hemorajik ates

atesler

Falavi viriis Sarthumma

Mycobacterium tuberculosis Coklu ilag direngli tiiberkiiloz

“B. anthracis’in” Tiplendirme Yiontemleri

B. anthracis’in genetik tiplendirme ¢alismalarinin temel amaci, mihraklar arasindaki
iligkiyi ve suslar arasinda iligkiyi belirlemek, bulagsma kaynaklarini arastirmak ve
biyoterdrizm ajani olarak kullanilma potansiyelin bulunmasi sebebiyle iilkelerin major
genotipik klonlar1 bilinerek olasi saldirilara hazirlikli olmaktir [12]. Ayni zamanda
mikroorganizma DNA’sinda meydan gelen mutasyonlar1 ve degismeler yakinda
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izlenebilir. B. anthracis’in olasi bulasma kaynaklarini arastirmak ve suslar arasindaki
genetik iligkiyi belirlemek igin tiim genom sekanslama, kanonik tek niikleotid
polimorfizmleri (canSNP), Tek Niikleotid Polimorfizm, Yiksek Coziintirliklii Erime
Egrisi ile SNP Ayrimi ve Cok Lokuslu Degisken-Say1 Tekrar Analizi (MLVA)
kullanilmaktadir [22].

Tiim Genom Sekanslama

Son yillarda, tiim genom dizileme (WGS), klinik mikrobiyolojide devrim yaratma
potansiyeline sahip bir teknoloji olarak algilanmistir. Bir hiicrenin tiim genomik DNA
sekansinin tek bir zamanda analizi olup, genomun en kapsamli karakterizasyonunu saglar.
Tiim genom sekanslamasi yaparken 6nce polimeraz zincir reaksiyonu ile sekanslamak
istedigimiz DNA’nin milyonlarca kopyas iiretilir. Daha sonra foloresans boyalar ile
isaretlenmis dideoksiniileotidler (ddNTP) kullanilarak zincir uzamasi1 durdurulur. Burada
onemli olan her bir niikleotid i¢in kullanilan farkli ddNTP’lerin zincir uzamasinin farkl
noktalarda durduruyor olmasidir. Elde edilen DNA parcalar1 jel elektroforezi ile elektrik
yiikkii ve molekiil biiyiikliiklerine gore ayristirilir. Floresan boyalar ile etiketlenen
niikleotidler renklerine karsilik gelen harflerin bilgisayar ortaminda art arda dizilmesiyle
slireg sonlanir [23].

Tim genom sekanslama verilerinin kullanilmasiyla B. anthracis’in yayilim
haritalarinin olusturulmasini saglamakta ayni1 zamanda mutasyonlar belirlenmekte [24]
ve uluslararasi epidemiyolojik 6nlem politikalarinin gelistirilmesinde kullanilmaktir [25].

Tek Niikleotid Polimorfizm

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), bir tek niikleotidin bir digerinin yerini alimasiyla
DNA da olusan varyasyondur. Diger polimorfizm tiirlerinden daha yaygin oldugu
saptanmistir. Genom boyunca 1000 bp’de bir frekansta meydana gelir. SNP’ler
kodlanmis bir amino asiti degistirebilecegi gibi sessiz veya kodlama yapilmayan
bolgelerde gerceklesebilir. B. anthracis’lerin dogada kisa siire vejetatif formda bulunmasi
ve SNP’lerin oldukga kararli olmasi bu patojeni alt tipleme igin SNP’leri ideal imzalar
haline getirir [26].

Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Egrisi ile SNP Ayrimi

HRM yontemi 1997 yilinda real time PCR’dan gelistirilmis genetik varyasyonlari
belirlemek i¢in kullanilan ve DNA’nin erime kinetigini belirlemek i¢in gelistirilen bir
yontemdir. Kapali tiip sisteminde gergeklesen ¢ift zincirli DNA sicaklikla ayrisir, boya
salinir ve floresan azalir. Floresandaki bu azalis DNA’nin %50’sinin denatiire (Tm)
olmasiyla hizla artar [27]. Her 2 saniyedeki 0,1-1,0°C sicaklik artisina bagl floresan
sinyal degisimin 6l¢iim ile erime egrileri olusturulur [28, 29].

Coklu Lokus Degisken Analizi (MLVA)
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B. anthracis yiiksek homojen genoma sahip olmasi nedeniyle, birgok bakteride
standart olarak kullanilan “pulsed-field gel electrophoresis” yonteminin suslarin
tiplendirilmesinde saglikli olarak kullanilamamaktadir [30, 31]. Suslar arasindaki genetik
iliskiyi gosterebilenen ¢ok sayida lokustaki tekrarlayan gen bolgelerinin analizi yontemi
gelistirilmistir. (Multilocus variable number tandem repeat analysis, MLVA). MLVA,
genomik yapis1 yiiksek derecede korunmus olan B. anthracis suslarinin molekiiler
tiplendirmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir [32, 33, 34].

MLVA yaninda “single nucleotid polymorphism” (SNP) yontemi de B. anthracis
suslar1 arasindaki genel epidemiyolojik iliskiyi ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir [35].
B. anthracis suslar arasindaki genetik iliskiyi gosterebilenen MLVAS, MLVAI1S,
MLVA20, MLVA25 ve MLVA31 gelistirilmistir [15].

B. anthracis igin yapilan ilk ¢ok lokuslu analiz, sekiz lokuslu MLVA (MLVA-8)’dir.
MLVA-8; altis1 kromozamal (vrrA, vrrBl1, virB2, vrrCl, virC2, GG3), ikisi plazmit
(pXO1, pX02) olmak tizere toplam sekiz lokus icermektedir [36]. Ancak MLVA-8’in
ayrim giiclinlin yetersizligi kisa siirede anlagilmig ve incelenen lokus sayist dnce on bese
(MLVA-15), yirmi (MLVAZ20), yirmi bese (MLVA-25) ve en son otuz bire (MLVA-31)
kadar cikartilmigtir [37]. Bu yontemle belirlenen genotiplerin daha once belirlenmis

olanlarla kiyaslamasi yapilarak suslarin orijini ve cografik dagilimi belirlemek miimkiin
olabilmektedir [12].

Yapilmis Calismalar

B. anthracis sporlar1 toprakta oldugu gibi ¢evrede de prolifere olmadan yillarca
kalabilir. Bu nedenle genomunda genetik sapmalar diisiik orandadir. B. anthracis genetik
ve fenotipik olarak asir1 homojen, monomorfik bir tiirli temsil eder. Bu nedenle klasik
yontemler B. anthracis suslarimi ayirt etmek i¢in uygun degildir. 2016 yilinda B.
anthracis’ nin filogenetik yapist A, B ve C olmak iizere ii¢ ana dala ayrilmistir (Sekil 1).
. A ve A suslar1 tim diinyada yaygin olarak dagilirken, B ve C daha dar bir cografi dagilim
sergilemektedir. Bu gruplar su ana kadar anahtar nokta mutasyonlar (canSNP) ile giiclii
sekilde tanimlanmis 13 ayr1 soya boliiniir [38].

A sinift diinya capinda en dagiik dal olmasina ragmen, alt gruplar belirli cografi
dagilim gosterir. A dizisi dort alt gruba ayrilmistir: A.Br.005 /006, A.Br. Vollum, A.
Br.010/008 ve A.Br.010/004 [26]. A.Br.005/006 grubu diger alt gruplarin gore temeldir
ve Afrika'da izole edilen suslari igerir [39, 40]. A.Br. Vollum Pakistan ve Afganistan’da
baskin olarak goriilse de genis bir cografyada yayilmistir [2]. A.Br. Vollum suslari, Bati
Cin, Avrupa ve Kuzey Amerika ve diinyanin diger bolgelerinden siklikla izole edilir [41,
42, 43]. A. Br. 008 Asya ve Avrupa’da genis bir yayilim gosterirken Cin’de oldukc¢a
yaygindir. Avrupa'da A. Br. 008, 'Avrupa' kiimesi B.Br.004 ile birlikte bulunur. Alt soy
A.Br.014 Bat1 Cin, Tiirkiye ve Hindistan'da yayginken, A.Br.081 Dogu ve Orta Cin'de
daha yaygindir. A.Br.034 biiyiik Ol¢iide Giiney Afrika ile smirli kalmistir. Kuzey
Amerika kitasinda izole edilen suslar agirlikli olarak A. Br. 009°dir. A.Br.054 ise Giiney
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Amerika'da goriiliir. B ve C soylar1 sinirli dagilim gosterir. C sadece Kuzey Amerika'da,
B ise Avrupa ve Giiney Afrika'da tespit edilmistir [26].
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Sekil 1. canSNP ’lerine dayali isimlendirmeyi ozetleyen sematik B. anthracis filogenetik
agag [26]

Keim ve ark. [36], 426 B. anthracis susunu kullanarak yaptiklari ¢ok uluslu ¢alismada
MVLA- 8 tiplendirmesi ile 89 farkli genotip tanimlanmislardir. Bu genotipler Al, A2,
A3, A4, BI1, B2 olmak alt1 major kiime i¢inde tanimlanmistir. A kiimesi diinya genelinde,
B kiimesinde yer alan B1 baskin alarak Giiney Afrika’da, B2 ise Avrupa’ da yayilim
gostermistir. A kiimesinin dort alt kiimesinden biri olan A1 Kuzey Amerika’nin bati
kisminda baskin olmak iizere diinya genelinde dagilim gdstermektedir. A2 Pakistan’da
goriiliirken A3 diinyanin bir¢ok yerinde gozlenen predominant genotipleri igermektedir.
A4 kiimesi Avrupa Asya ve Amerika’da daginik olan genotipleri kapsamaktadir.

2014 yilinda Thierry ve ark. [15] Fransiz Ulusal Referans Laboratuvari izolatlarinin
karakterize etmek i¢in MLV A31 uygulamiglardir. MLV A31 ile 130 susu 35 genotipte
ayrrmiglardir.

Durmaz ve ark. [12], 1983-2011 yillar1 arasinda Tiirkiye genelinde toplanan B.
anthracis suslarm1 MLVA-8 yontemi ile analiz etmisler ve 12 genotip ortaya
cikarmiglardir. 12 genotipin hepsinin daha 6nce Keim ve arkadaslari tarafindan belirlenen
89 genotiplerine karsilik geldigini bulmusglardir. MLV A25 analizi ile 251 B. anthracis
izolatindan sonucunda 33'ii sadece bir izolat olmak tizere 62 farkli genotip elde edilirken,
geri kalan 29 genotip 2 - 43 izolat olmak iizere toplam 218 izolat (%86,9) bulunmustur.
Bu bulgular Tiirkiye'deki Anthrax vakalarinda ¢ok yiiksek c¢apraz bulagsma oranlarina
isaret etmektedir. Tiirkiye'de teshis edilen genotipler A major kiimesinde yer almaktadir.
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Demiraslan ve ark. [44] 2017 yilinda yaptiklar1 calismada MLV A-8 tiplendirmesinde
genotip 43 (4 izolat), genotip 33 (2 izolat), genotip 36 (1 izolat), genotip 40 (1 izolat) ve
genotip 45 (1 izolat) olmak tizere bes farkli genotip gozlenmis ve tiim genotiplerin A3.a
major kiimesine ait oldugu tespit edilmistir. MLV A-25 tiplemesi ile ise genotip 1 (3
izolat), genotip 2 (2 izolat) ve genotip 3-6 (her biri igin 1 izolat) olmak tizere alt1 farkli
genotip gozlemlenmistir. Bu ¢aligmada ortaya ¢ikan genotipler, Tiirkiye'de verilen i¢in B.
anthracis genotip 6l¢egi ile 6rtiismektedir [44].

Tiirkiye ve Giircistan'm baz1 bdlgeleri de dahil olmak iizere Giiney Kafkasya
bolgesinde yaygin olarak bulunan B. anthracis'ler A.Br. Aust94 ve A.Br.008/009'u
gruplarindandir. Sahin ve ark. [45], 2018 yilinda yapiklari ¢alismada Kars ilinden
toplanan suslarda yeni SNP'ler kesfettimisler ve bu suslar1 ve cografi olarak iligkili oldugu
A anadalinin Aust94 grubununa bagli KafkasB- Geo 1-3 olarak adlandirdiklari ii¢ yeni
dalina kesfetmislerdir.

Yalgin ve ark. [46], 2010- 2021 yillar1 arasinda Tirkiye’nin farkli yerlerinden izole
edilen 114 B. anthracis susunu MLVA- 31 yontemi ile analiz etmisler ve Tirkiye’deki
Anthrax mihraklarinin A, C1, C2 ve C3 olmak iizere 4 major kiimeye ait oldugunu ve 70
adet farkli genotipte olduklarimi tespit etmislerdir. Tirkiye’de baskin kiimenin C2
(%68,4), baskin genotipin ise G18 (%17,5) ve G21 (%6,4) oldugu tespit edilmistir. Bu
calismanin diger calismalarda farkli sonu¢ vermesi ise Tiirkiye’de iller arasi hayvan
hareketlerinin fazla olmasina ve her vakanin ihbar edilmemesi ile iller ve bolgeler arasi
capraz kontaminasyon olduguna baglanmistir.

SONUC

Suslarin genetik ve filogenetik analizi cografi dagilimi ve B. anthracis ‘in evrimi
diizeyinde elde edilen bilgilerin Otesinde, tiirler arasi ¢esitliligi analiz etmek igin
gelistirilen molekiiler araglar, geriye dontik adli arastirmalar i¢in degerlidir. Ayrica vaka
orjinli B. anthracis suslarinin filogenetik analizinin belirlenmesi epidemiyolojik agidan
molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarin  Gtesinde bulasma kaynaklarinin  ortaya
c¢ikarilmasinda ortak kaynak epidemilerini aydinlatilmasinda yol gdsterici olacaktir.
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