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ONSOZ

Insan ve sigirlarda goriilen zoonotik TB enfeksiyonlarinda etken olan
mikobakteri tiirlerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi ve genotiplendirilmesi,
zoonotik TB bulasmasi i¢in risk faktorlerinin ve bulagsma yollarinin belirlenmesi yani
sira suglarin cografik degilimlarinin saptanmasi i¢in de epidemiyolojik bilgi

saglamaktadir.

Ulkemizde Mycobacterium bovis’in insandan hayvana ya da hayvandan
insana bulasini gosterecek epidemiyolojik veri elde edebilmek icin tasarlanmis bu
kapsamda (108 sus) spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yapilmis ¢alisma yok
denecek kadar azdir. Ayrica bu g¢alisma, Oncelikle Ankara ili ve g¢evresi illeri
kapsayan bolgede M. bovis’in genotipik haritasi hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir.
Daha sonra yapilacak olan M. bovis ile ilgili molekiiler ¢aligmalar i¢in de 6nemli veri

elde edilmesine olanak saglayacaktir.
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), insanlarda ve hayvanlarda diinya ¢apinda yayilim gdsteren
cok eski zamanlardan beri siiregelen bulasici bir hastaliktir. Tiiberkiiloz, 1921°de
koruyucu bagisiklik saglayan BCG asisinin gelistirilmesi yani sira 1950'li yillardan
itibaren antitiiberkiiloz ilaglarla da tedavi edilebilmektedir. Fakat, giiniimiizde halen
diinyanin neredeyse biitiin tilkelerinde TB asilmas1 gereken bir saglik sorunu olarak
giindemden diismemektedir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) diinya niifusunun
neredeyse 1/3’tniin TB basili ile karsilastigin1 ve enfekte oldugunu, her yil yaklasik
10 milyon yeni tiiberkiiloz enfeksiyonu vakasinin saptandigini ve her yil yaklasik iki
milyon kisinin tiiberkiilozdan hayatini kaybettigini bildirmektedir. 2019'da diinya
capinda tahmini 140.000 yeni zoonotik TB vakasi meydana gelmistir. Bu tahminde,
diinya capmnda zoonotik TB'mnin en yaygin nedeni olan Mycobacterium bovis
hakkindaki veriler kullanilmistir. Diger mikobakteriyel tiirlerin de zoonotik TB'ye
neden olabilecegi goz Oniine alindiginda, gercek yiik daha yiiksek olabilir. Gergek
insidansin sekiz kat daha yiiksek olabilecegi dngoriilmektedir. Hastaligin insidansina
yonelik bilgiler M. bovis enfeksiyonunda sinirli sayida oldugu i¢in zoonotik TB
verilerinin olduke¢a tartismali oldugu diistiniilmektedir (Avsever ve ark., 2017 ve
WHO Global TB Report, 2020).

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) iyeleri
tarafindan olusturulan farkli klinik semptomlarda, morbidite/mortalitesi oldukga
yiiksek hem insan hem de ¢esitli tiirdeki memeli hayvanlarda enfeksiyon yapabilen
kronik bir enfeksiyondur. MTBC i¢indeki tiiberkiiloz nedeni tiirler basta M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae, M. canettii, M. pinnipedii ve M.
microti olmak iizere son yillarda gergeklestirilen molekiiler c¢alismalarla MTBC
tiyelerinin 11 mikobakteri tiiriinden olustugu bilinmektedir. Mikobakterilerin yiizden
fazla tiiri vardir. Baz1 atipik mikobakterilerin 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda tiiberkiiloz dis1 enfeksiyonlara neden olabildigi gozlenmistir, bununla
birlikte mikobakterilerin ¢ogu insanlarda hastalik olusturmaz. (Gagneux, 2012 ve
Thoen ve ark., 2014).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Sigir TB'nu halk sagligma ciddi tehdit olusturan
ihmal edilmis yedi zoonozdan biri olarak kabul etmistir. Diinya Hayvan Sagligi
Orgiitii (OIE), Sigir TB'nun kontrol edilmesi ve ortadan kaldirilmasi cagrisinda
bulunmaktadir. Insanlarda HIV-AIDS'in  yayilmasiyla birlikte Sigir TB
enfeksiyonunun énemi konusunda farkindalik artmigtir. HIV-AIDS hastalarinda Sigir
TB enfeksiyonu oranlar1 genel popiilasyondan daha yiiksektir. Bu artan farkindaliga
ragmen, Sigir TB'nin insanlarda akciger (AC) dis1i TB'nin kiiresel oranlarina ve genel
TB'ye katkis1 tam olarak belgelenmemistir ve bu konuda ek arastirmalar yapilmasi

gerekmektedir (OIE, 2021 ve WHO Global TB Report, 2020).

Sigir Tiiberkiilozu, sosyoekonomik etkisi ve halk sagligi agisindan 6nemi
nedeni ile OIE listesinde yer alan bildirimi zorunlu bir hastaliktir (OIE, 2021).
Tedavi ¢ok maliyetli oldugu icin, miicadele bu etkenle enfekte oldugu diisiiniilen
ciftlik hayvanlari imha edilerek yapilmaktadir (Akdesir ve ark., 2018). Sigir TB i¢in
birincil ana kaynak evcil sigirlardir. Bununla birlikte ¢ogu memeli tiirinde M. bovis
rapor edilmistir. Evcil hayvanlar, yaban hayati ve insanlar1 igeren genis bir konake1
yelpazesine sahiptir. Sigir ve insanlarda TB enfeksiyonu igin, diger evcil hayvanlar
ve yabani hayvanlar M. bovis'in potansiyel rezervuarlar1 kabul edilmektedir (Thoen
ve ark., 2014). Karmasik epidemiyolojisi ve ekosistemler i¢inde ¢ok ¢esitli yaban
hayvanlari ile enfeksiyonun siirdiiriilmesi nedeniyle sigir TB’u, kontrol edilmesi ve

ortadan kaldirilmasi zor olan endemik hastaliklardan biridir (Dibaba ve ark., 2019).

Prodinger ve ark. (2014) M. bovis kaynakli TB oramni Ispanya’da %2,2,
Fransa’da %2,9, Avusturya’da %0,94, Almanya’da %1, Tirkiye’de %1,31-5,85
olarak bildirmislerdir. Ulkemizde biiyiikbas hayvanlarin yani sira insanlarda da
patojen olarak tespit edilen M. bovis’in laboratuvarlarda tanimlamasi genellikle
MTBC diizeyinde yapilmaktadir. Ayrica, M. bovis genellikle akciger dis1 seyrettigi
icin de tanimlama da gbézden kacabilmektedir (Aslan ve ark., 2009). Sigir
tiiberkiilozunun molekiiler tanisi, hastaligin epidemiyolojik bilgisinde énemli bir rol
oynamaktadir. Ulkemiz dahil tiim diinyada M. bovis kaynakli sigir tiiberkiilozu
bildirimlerinin artmis olmasi, hayvan kaynakli tiiberkiilozun yayilimmin kontrolii

yani sira tiiberkiiloz teshisi yontemlerinin gelistirilmesinin 6nemini artirmistir (Aslan
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ve ark.,, 2009 ve Yardimci ve ark., 2007). Suslarin antimikrobiyallere karsi
duyarliliklarinin tespit edilerek tedaviye baslanilmasinin gerekliligi kabul edilmistir.
Tim diinyada tiiberkiilozu eradike etmek i¢in uygulanan programlarda, elde edilen
suslar molekiiler yontemlerle tanimlanarak epidemiyolojik olarak izlenmektedir.
(WHO Global TB Report, 2020).

Bu tez caligmasinda; tliberkiilozlu sigirlardan kesim sonrast alinan AC
biyopsilerinden ve tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu diisiiniilen insanlardan alinan
cesitli 6rneklerden, MTBC tiyelerinin izolasyonu yapilmistir. Elde edilen M. bovis
izolatlarinin; Oncelikle ters hibridizasyon teknigi ile identifikasyonlar1 yapilmus,
sonrasinda epidemiyolojik 6nemlerinin tespiti amact ile spoligotiplendirme ve 24

lokus MIRU-VNTR yontemleri ile genotiplendirmeleri yapilmistir.

1.1. Tarihge

Dogada her yerde, bol miktarda bulunabilen mikobakteriler, milyonlarca yil
once ortaya cikmistir. M.O. 8000 yillarina ait Almanya’da bulunan insan
iskeletlerinde ait lezyonlar bilinen en eski tiiberkiiloz vakasinin kalintilar1 kabul
edilmektedir. Mumyalarin kemik kalintilarinda M.O. 4000-2400 yillarina tarihlenen
tiiberkiiloza ait lezyonlar bulunmus; PCR, 1S6110 RFLP ve ARB teknikleri ile
tiiberkiilozun varligi gosterilmis ve sus tayinleri ise spoligotipleme ile yapilmustir.
Avrupa’da sanayi devrimi doneminde, 17. ve 18. ylizyillarda, beslenme yetersizligi
ceken birarada yasayan yoksul niifusun artig1 tiiberkiiloz salginlarma da neden
olmustur. TB salgminin Ingiltere odaginda basladigi, burdan bati Avrupa’ya
yayildigi; bati Avrupa’dan da tiim diinyaya yayilarak biitiin diinyada yaygin bir
enfeksiyon halini almistir (Erkan, 1996).

Tiiberkiiloz, tarih boyunca degisik klinik 6zelliklerle kendini gostermis, pek
cok hayvan ve insanin dliimiine neden olmustur. FGlinlimiizde ise diinya iizerinde
her yil yaklastk 2 milyon insan tiiberkiiloz enfeksiyonu nedeniyle hayatini
kaybetmekte ve yaklasik 10 milyonda yeni tiiberkiilloz vakasi goriilmektedir
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(Avsever ve ark., 2017 ve WHO Global TB Report, 2020). Gelismekte olan
tilkelerde insanlarda goriilen sigir kdkenli TB vakalarmin %7-8’e varan oranlarda

oldugu tahmin edilmektedir (Cosivi ve ark., 1998).

Robert Koch’un 1905 yilinda kendisine Nobel 6diilii kazandiran bulusu,
1882°de TB’nin nedeni M. tuberculosis olan enfektif bir hastalik oldugunu
ispatlamasidir (Kaufmann ve ark., 2006). Koch, TB asisin1 gelistirmek i¢in ¢ok caba
sarfetmistir. Insanlardan ve hayvanlardan elde ettigi tiiberkiiloz kiiltiirlerine yiiksek
1s1 ile uygulayarak bir soliisyon elde etmis ve bu soliisyona ‘old tiiberkiilin® ismini
vermistir. Daha sonra old tiiberkiilini as1 denemelerinde kullanmistir. 1930’°Iu
yillarda F. Seibert, old tiiberkiilini saflastirarak saflastirilmis proteini (PPD) elde
etmis ve TB enfeksiyonunun varligini tespit etmekte PPD ile denemeler yapmistir
(Erkan, 1996).

Calmette ve Guerin, tiiberkiiloza karsi bir as1 yapabilmek ic¢in Oncelikle
viriilans1 daha diisiik bir mikobakteri iretmek istemislerdir ve bu amagla bir inekten
elde ettikleri virilan TB basilinin patates, gliserin ve sigir safrasi igeren besi
yerlerine 13 yil boyunca 230 pasaj ekimini yapmuslardir. Istedikleri sonuca
ulagsmusglar ve bagisiklik yapabilme 6zellikli bu basili Bacille Calmette Guerin (BCG)
olarak adlandirmislardir. Paris’te, 1921°de ilk asilama c¢aligmalar1 baglatilmistir.
Anneleri tiiberkiiloz hastaligina yakalanmig 600 ¢ocuk BCG ile asilanmis ve
coguklarin hepsinin bagisiklandigr gozlenmistir. Bundan sonra, BCG ile as1

caligmalart genisleyerek uygulanmaya devam etmistir (Pereira ve ark., 2007).

1854 yilinda Almanya’da TB tedavisinde yeni bir ¢ag, ilk sanatoryumun
acilmasiyla baglamistir. 1895 yilinda sanatoryumlar; fluoroskopik goriintiileme
islemleri ve bakteriyolojik incelemelerin yapildigi verem arastirma ve tedavi
merkezleri halinde hizmet verir olmustur. Bunda W. Roentgen’in X iginlarini

bulusunun pay biiytiktiir (Erkan, 1996).



1885 yilinda, Istanbul’da balgamda TB basili saptanmistir. 1890’11 yillarda
Avrupa ile aynt zamanlarda tiiberkiilozdan korunmada tiiberkiilin kullanilmig ve
pnomotoraks tedavisinde denenmistir. Osmanli’da II. Abdiilhamit déneminde
tiiberkiiloz ile miicadele baslamistir. Izmir ve Istanbul’da TB kayitlar1 tutulmaya
baslanmigtir (Sabar, 1956). Tiirkiye’de 1900°li yillarda baslayan sigir tiiberkiilozu
lizerine ¢aligmalarin bildirimleri yapilmaktadir. OIE tarafindan, Tirkiye TB’un

bulundugu iilkeler arasinda ilan edilmistir (OIE, 2021).

Avrupa’da 20. Yiizyiln ikinci yarisinda yapilan eradikasyon caligsmalari
sonucunda TB 6nemli 6l¢iide 6nlenmistir. 1991 yilina kadar sadece sporadik vakalar
bildirilirken, Ispanya (%0108), Fransa (%o03), irlanda (%088), Yunanistan (%o3), italya
(%037) gibi Avrupa Birligi iyesi iilkelerde yiiksek hastalik goriilme oranlar
bildirilince 1996 yilinda bir komisyon olusturulmustur. Komisyonda alinan karara
gore, hayvan siiriilerinin %99,9’unda 10 y1l boyunca tiiberkiiloz vakasi1 goriilmeyen
tilkeler tiiberkiilozdan ari kabul edilecektir. OIE ise hastaligin taranmasinda pozitif
hayvan sayisi, toplam siiriiniin %02 olmayan iilkeleri tiiberkiilozdan ari saymaktadir
(Akay ve ark., 1984).

Gegmiste kolera, ¢icek ve veba gibi hastaliklarla birlikte bir¢ok salgina neden
olan TB, giinlimiizde immiin yetmezlige neden olan viral enfeksiyonlar (AIDS),
immiin supresif tedaviler ve yoksul diinya niifusunun artis1 ile birlikte yeniden tehdit

edici boyutlara ulagsmistir (WHO Global TB Report, 2020).

Ulkemizde sigir tiiberkiilozu konusunda bilimsel calismalar (Akdesir ve ark.,
2018 ve Avsever ve ark., 2017) ve vaka bildirimleri (Aslan ve ark., 2009)
yapilmasina ragmen, TB’nin insidansi ve prevalansi konusunda yeterli sayida giincel
aragtirma ve kapsaml bilgi sinirhi sayidadir (Cavusoglu ve Yilmaz, 2017; Giilcii ve

Hadimli, 2020 ve Tuzcu ve Koksal, 2020).



1.2. Epizootiyoloji ve Epidemiyoloji

TB, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) tarafindan olusturulan,
solunum sistemi organlar1 basta olmak iizere bir¢ok dokuda kazedz ve kazeokalsifiye
goriintimlii  granulomlar ile karakterize, enfeksiyéz ve bakteriyel kronik bir
zoonozdur (Avsever ve ark., 2017). insan TB vakalarinin ¢coguna Mycobacterium
tuberculosis neden olur. Zoonotik TB ise agirlikli olarak MTBC {iyesi bir tiir olan M.
bovis'in neden oldugu insanlarda goriilen bir TB seklidir. Sigirlarda hastaligin nedeni
olan M. bovis, 6nemi gbéz ardi edilmis bir zoonozdur. M. bovis, hayvanlarda
tiiberkiiloza neden olmasmin yani sira, insanlarda da TB’a neden olabilir. Sigir
tiiberkiilozu etkeni M. bovis’in basta sigirlar olmak tizere diger evcil hayvanlarda ve
vahsi yasamdaki varligl; insanlara bulasmasi ile birlikte insanlarda da hastalik
olusturmasi olasiligini artirmaktadir (Thoen ve ark., 2006). M. bovis enfeksiyonunun
esas konagi sigir tiirleri ve insanlardir. Kiigiikbas hayvanlarda bu hastalik ¢ok nadir
bildirilmistir (Aytekin ve ark., 2010). MTBC igin konak tiirlerinin duyarliligi; bulas
yolu ve mikroorganizmanin miktar1 ile farklihk gdstermektedir. Insanlar, primatlar
ve kobaylar M. tuberculosis'e ¢ok duyarlidir. Sigirlar, tavsanlar ve kediler M. bovis'e
duyarli ve M. tuberculosis'e olduk¢a direnglidir. Toynakli yaban hayvanlari
genellikle M. bovis’e duyarlidir, ancak M. tuberculosis izolasyonu hakkinda ¢ok az
calisma mevcuttur. Domuz ve kopekler hem M. bovis’e hem de M. tuberculosis’e
duyarlidir (Thoen ve ark., 2014).

Sigir tiiberkiilozu; genellikle kronik bir hastalik olasina ragmen, bazen akutta
seyredebilir. Cogunlukla lenf nodiilleri (bas ve toraks), solunum sistemi,
gastrointestinal sistem, dalak, karaciger, plevra ve peritonda lezyonlar gozlenir
(Avsever ve ark. 2017 ve Ozbey ve ark., 2008). M. bovis klinik olarak M.
tuberculosis’dan ayirdedilememektedir. Insidansi bilinemediginden, M. bovis’in
neden oldugu TB ile miicadele edilememektedir. M. bovis’in baz1 suslarinda ¢oklu
antibiyotik direnci olmasi, immun yetmezlikli bireylerde izole edilmesi ve HIV ile
koenfeksiyonu sebebi ile dikkate alinmasi ve uygun tedavi yontemleri gelistirilmesi
gerekmektedir. Gelismis Ttlkelerde, M. bovis temelli TB insidansinin, siitlerin

pastorize edilmesi ve basarili eradikasyon programlarini sonucu azaldigi
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bildirilmigtir. Degisik llkelerde yapilan ¢aligmalarda enfeksiyonunun taginmasinda
insanlarinda  rezervuar olabilecegi  belirtilmektedir. Insanlarda M.  bovis
enfeksiyonunun yeni vaka sayisini (insidans) belirlemek igin paylasilan verilerin
smirli sayida olmasi, verilerin tartismaya agik olmasina da neden olmaktadir (Aslan

ve ark., 2009 ve OIE, 2021).

Insanlarda Sigir TB, hayvanlardaki hastalik yiikii ve hayvanlar ile insanlar
arasindaki bulasma riskleri ele alinmadan anlasilamaz. Hastaligin birincil bulagsma
sekli, tiire gore ve iilkelerdeki hayvancilik wuygulamalarina bagli olarak
degismektedir. Pastorize edilmemis siit tiiketimi, insanlar i¢in M. bovis’in en 6nemli
bulas kaynagidir. Hasta hayvanlarla direk temas edilmesi ve hasta hayvanlarin
infeksiy6z aerosolleri solunum ile ortaya vermesi sonucu insanlarin bu aerosolleri
inhale etmesi ile de bulas gozlenmektedir. Hasta olan sigirlar tim viicut sivilari ile
etkeni bulastirabilirler. Pastorize edilmemis siit {irlinleri tiikketen veya M. bovis igeren
az pismis et Urlinlerini tiiketen bireylerin yani sira enfekte sigirlarla yakin etkilesime
giren kisilerde de zoonotik TB'ye yakalanma riski daha yiiksektir (Cadmus ve ark.,
2019 ve Oruene ve Ndukwe, 2020). Insandan insana TB bulasi, dzelikle bagisiklik
sistemi baskilanmis kisiler arasinda bildirilmistir ve ¢ok nadirdir (Collins, 2011).
Insanlar icin M. tuberculosis 'den daha az patojenitesi olsa da M. bovis insandan,
potansiyel olarak diger insanlara akciger tiiberkiilozu bulastirabilmektedir. Kisiden
kisiye yayilma kaydedilmistir. Ancak tiiberkiiloz olgular1 M. bovis yoniinden ayrintili
olarak arastirilmamustir (Thoen ve ark., 2006). Sigirlara TB enfeksiyonunun canlilar
arasinda tasinmasinda M. bovis in bulas kaynag olarak insanlarinda sayilabilecegi

belirtilmektedir (Wei ve ark., 2004).

Sigir tiiberkiilozunun patolojik ve klinik bulgularinin insan tiiberkiilozuna
fazlaca benzer olmasi dolayisiyla TB’li hastalarda M. bovis’in hakiki insidansi
bilinememekte ve tliberkiilozdan korunma ve tedavi calismalari negatif yonde
etkilenmektedir. Sigir TB'nin ekonomik maliyetleri, kontrol programlarinin olmadigi
veya etkisiz oldugu sanayilesmemis {lilkelerde daha yiiksektir. Dikkate alinmasi
gereken diger onemli bir faktor ise yoksulluktur. Cilinkii yoksulluk, imha edilmesi

gereken kontamine et ve et Uriinlerinin tiikketimine yol acar. Yetersiz beslenme ve
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HIV-AIDS TB’ye duyarlilign artinir (WHO Global TB Report, 2020). Siitiin
kaynatilmadan ve etin iyi pisirilmeden yendigi durumlarda mezenterik ve servikal

lenfadenit gibi hastaligin klinik formlar1 goriilmesi ile iligkili caligmalar mevcuttur

(Thoen ve ark., 2006).

Nedeni M. bovis olan insan enfeksiyonlari nadiren bildirilmektedir. TB
hastalarindan alinan numunelerden izole edilen hastalik etkeni, siirveyans sistemleri
haricinde MTBC olarak tanimlanmaktadir. Tiir diizeyinde tanimlanmaz. Bu nedenle,
hayvandan insana bulasin neden oldugu TB’un miktarinin tahmini zordur. Hastaligin
prevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde, sigir TB ykiisii olan siirii sahiplerinde TB
defalarca gozlenmis olabilir. Molekiiler sus tipleme tekniklerinin uygulanmasi ile
sigir TB’nin nadir olmayan bir meslek hastaligi oldugu ve bu alanda ¢alisan veteriner

hekimlerde de hastalik riski olusturdugu kanitlanmistir (Thoen ve ark., 2006).

Sigirlar arasinda ana bulasma sekli inhalasyondur. Aerosol iletimi 6zellikle
kapali bir hava sahasinda ve kalabalik olan sigir siiriileri igin 6nemlidir. Bunun
yaninda otlatma yapilirken enfekte su damlaciklarina maruz kaldiklarinda ve enfekte
toz pargaciklarini solumalar1 halinde de hastalik gelisebilir (Dibaba ve ark., 2019).
Ciftlik hayvanlarindaki M. bovis'in neden oldugu verim kaybi, yoksul topluluklardaki
gecim kaynaklarini etkiler. Enfekte siiriiler karantina altina alinir ve bu siiriilerden
kesim haricinde sigir satilmasina izin verilmez. Hayvanlarda Sigir TB’ nun bu sekilde
kontrol edilmesi, evcil hayvanlardan yaban hayatina yayilmanin erken miidahalesi ve
onlenmesi insan popiilasyonuna bulagma riskini en aza indirir (Chambers ve ark.,
2018). Yaban hayatta yayilmada ¢ig kontamine et veya sakatat yenilmesinin rolii

oldugu diisiiniilse de tam olarak aydinlatilamamistir (Thoen ve ark., 2006).

Mevcut ulusal ve Avrupa Birligi yasalarina gore, tiiberkiilin testi pozitif olan
sigirlarin saglikli olanlardan ayri olarak kesimi yapilir ve postmortem muayene
edilir. Karkaslar generalize enfeksiyon yok ise imha edilmez ve ilgili kurallara gore
tiketime uygun ilan edilir. Karkasin tamami, yalnizca generalize TB durumunda

insan tliketimi i¢in uygun degildir. Lokalize lezyonlar sadece lezyonlu sakatatin imha



edilmesini gerektirir. Yetistiricilerin en biiyiik kayiplari, infekte sigirlarin imhasindan
kaynaklanmaktadir (Thoen ve ark., 2006).

TB, pek c¢ok iilkede, yillardir kapsamli kontrol ve imha programlari
uygulanmaya c¢alisilmasimma ragmen, ekonomik kayiplara neden olmaya devam
etmektedir. Ulusal kontrol onlemlerini uygulayamayan {ilkelerde, enfeksiyonun
zoonotik bulasmasi, her yastan insanda morbidite ve mortaliteye yol agmaya devam
etmektedir (Chambers ve ark., 2018). Zoonozlara yonelik insan ve veteriner tibbi
yaklasimini tanimlamak i¢in benimsenen ‘Tek Saglik’ yaklagimini uygulamak,
tilkelerdeki insan, c¢iftlik hayvanlar1 ve yaban hayati popiilasyonlarindaki farkliliklar
g6z Oniine alindiginda Sigir TB ile iliskili zorluklar1 ele almak i¢in TB'yi kontrol

etmeye yonelik kiiresel stratejide kritik 6neme sahiptir.

Ulkemiz diisiik sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel diizeye sahip oldugu igin TB
ve sigir TB’u igin yiiksek riske sahip bir iilkedir. Uygulanan biiyiikbag hayvan
politikalari, tiiberkiilozun yogun goriildiigli gelismemis iilkelerden alinan yogun gég,
hayvansal gida iiretiminde hijyen kurallarina uyulmamasi, hayvancilikla ugrasan
insanlarin hayvanlarla i¢ ice yasamalar1 gibi etkenler {ilkemizde insan ve hayvan
topluluklarinda M. bovis'in TB olgularinin M. tuberculosis kadar her gegen giin
artmasina neden olmaktadir (Thoen ve ark., 2014).

Sigir TB’nun sigirlar ve diger hayvanlar {izerindeki olumsuz etkileri,
ilkelerin ekonomisi ve gecim kaynaklari iizerine etkisi kapsamli bir sekilde
belgelenmesine ragmen, kiiresel insan TB’u salginindaki rolii gerektigi kadar
anlagilamamistir. Bu hastaligin miicadelesinde ilk olarak hastalik etkeninin insan
toplumundan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bunun igin M. bovis’in bulas
ozelliklerinin iyi bilinmesi ve toplumdaki yayilimimin kontrol edilmesi

gerekmektedir (Thoen ve ark., 2006).



1.3. Mikobakterilerin Ozellikleri

Mikobakteriler fakiiltatif aerop, kapsiilsiiz, katalaz pozitiftir. Hicre ici
yasayan, hafif kivrik veya diiz ¢omak seklinde 1,0-10 um boyunda, 0,3-0,6 pum
eninde ince basillerdir (Coros ve ark., 2008). Mikobakterilerin optimum iireme
sartlar1 pH 5-6 araliginda, %5-10 CO; igerikli ve sicakligin 37°C oldugu ortamdir.
Hiicre duvarmin lipit igerigi olduk¢a fazla oldugundan alkole, asidik ve alkali
¢ozeltilere ve ortamin kuruluguna karsi direng¢ gosterir. Basiller 18-24 saatte bir
boliinlir ve yaklasik 10-15 giinde gozle goriiliir biyiikliikte, deve tliyii renginde,
karnabahar sekline benzeyen, burusuk diizensiz koloniler olusturmaya baslar (Costa
ve ark., 2014). Mikobakteriler hiicre duvari lipit yapilarindan dolayr gram boya ile
boyanip olarak smiflandirilamazlar. Birgok bakteri %3’lik hidroklorik asit ve
%95°1ik etil alkol’den olusan asit-alkol ¢6zeltisi ile dekolarize olurlarken
mikobakteriler bu sekilde davranmazlar ve bu sebeple ‘aside direngli bakteri’ (ARB)
olarak adlandirilirlar (Gedikoglu, 1997).

Mikobakterilerin hiicre duvar yapilarindaki hidrofobik lipid miktar1 oldukca
yiiksek oldugundan dolay1 aside direnglidirler. Gram (+) bakterilerde lipid icerigi
%0,5 oraninda iken Gram (-) bakterilerde bu oran %3’tiir. Mikobakterilerin
duvarindaki lipid igerigi ise %25’tir. Mikobakterilerin hiicre duvarlarinin yiiksek
lipid yapisi, Gram boyamada kullanilan anilin boyalarin gecisine izin vermediginden
bazik fuksinin fenol i¢inde ¢oziindiiriilmiis yogun ¢6zeltileri ile boyanirlar. Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) veya Kinyoun yontemleri ile boyanarak mikroskopta goriiniir
hale getirilen mikobakterilerin dekolorizasyonunda %3’liik asit-alkol uygulanir, tek
basina sadece alkolle dekolorizasyon yetersiz kalmaktadir. Asit-alkol uygulamasina
ragmen mikobakterilerde ilk boya mikolik asitten dolayr hiicre duvarinda
kalmaktadir. Dekolorizasyon isleminden sonra EZN veya Kinyoun yontemlerinde zit
boya olarak metilen mavisi kullanilir. Bu boyama yontemleri kullanilarak
mikroskobik inceleme yapildiginda, TB basilleri mavi zeminde kirmizi ¢omaklar
seklinde goriliir. Mikobakteri basillerinin birbirlerinden ayrilmayarak, yilankavi
seklinde olusturduklar1 yapiya trehaloz dimikolat-kord faktor (serpentine cord) adi
verilir (Borrell ve Gagneux, 2009).
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Hiicre duvarlarindaki lipid yogunlugu mikobakterilerin patojenik ve
immunolojik o6zelliklerini 6nemli dlgiide belirler. Koloni yapilari, serolojik
spesifiteleri, bakteriyofaj duyarliliklar1 ve fagositoza dayanikliliklar1 hiicre
yiizeylerindeki peptidoglikan ve glikolipidler tarafindan belirlenir. Notrofil
hareketini  baskilayan, mitokondriyel aktiviteyi bozan, hiicresel bagisiklig
tetikleyerek granulom olusumunu indiikleyen hiicre duvari bilesikleri vardir. Hiicre
duvarindaki siilfolipidler ve fosfatidil inositol mannozid; fagolizozom olusumunu
oksijen radikallerini baskilayarak vde oksijen radikallerinin etkinligini azaltarak
Onler, bakteriyi fagositoza direngli hale getirir. Hiicre duvari yapisindaki
mikobaktinler, demir baglamada gorevlidirler. Gecikmis tip asirt duyarlilig:
reaksiyonunu tetikleyen tiiberkiilinler ise bakteriyel biiyiime sirasinda ortama salinan
peptitlerdir. Antibiyotiklere karsi dayaniklilikta, hiicre duvarindaki mikolik asidin
rolii goz ardi edilemez (Ayele ve ark., 2004).

Mikobakterileri kiiltiirde tiretmek i¢in Lowenstein-Jensen besiyeri (yumurta
bazli) veya Middlebrook 7H10/7H11 (agar bazli) veya Middlebrook
7TH9/7H12/Kirshners ortami gibi sivi besiyerleri kullanilmaktadir. Hiicre boliinme
sliresi en az 12 saattir, koloniler ise haftalar sonra goriliir hale gelir. Mikobakteriler,
pek ¢ok antimikrobiyal maddeye, dezenfektanlara, boyalara ve kuru ortama
dayaniklidir. Uzun siire toprakta canliliklarin1 koruyabilirler. Fenolik dezenfektanlara
kars1 ¢ok dayaniksizdirlar. Giines 15181, ultraviyole 151k ve pastdrizasyona maruz

kalirlarsa kisa siirede Oliirler (Ayele ve ark., 2004).

1.4. Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mikobakteriler, Actinomycetales takiminin Mycobacteriacea ailesinde
siniflandirilmaktadir. Mycobacteriacea ailesinin  tek genusu Mycobacterium
spp’lerdir. Mikobakteri tiirlerinin genomu, yaklasik 4,4 milyon baz ¢ifti
biiytikligiinde olup, GC (Guanin ve Sitozin) oraninin yiiksek olmasi (%65-70) ile
Rhodococcus (%59-69) ve Nocardia (%60-69) gibi mikolik asit igeren diger

bakterilerle benzerlik gosterirler. Biitiin mikobakterilerin atasinin; tiiriiniin evrimine
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katkida bulunabilecek sekilde kendisiyle iliskisiz c¢evresel bakterilerle genetik
materyal degisimini ¢ok nadir gorillen yatay (horizontal) gen transferi ile
gerceklestirdigi diistiniilmektedir (Namouchi ve ark., 2012 ve Veyrier ve ark., 2011).
Bu durum tiir i¢erisinde klonal evrimle sonug¢lanmistir (Coros ve ark., 2008). Yapilan
calismalarda, bu tiirlin Rv0986-8 operonu gibi viriilans islevlerine sahip cesitli
genleri tasidigi belirlenmistir. Bu durum arastirmacilar tarafindan klonal evrim
siirecinde, muhtemelen bir proteobakteriyel tiirden bu 6zellikleri elde ettigi seklinde

yorumlanmustir (Jang ve ark., 2008).

Mycobacterium cinsinin genomunda tiir ve alt tiir diizeyinde farkliliklar
meydana getiren insersiyon ve delesyonlar meydana gelmistir. Bu verilerle farkli
kompleksler, genomik diizeyde benzerlik gosteren tiirler dahil edilerek
tanimlanmustir. Bakteriyolojik ve DNA benzerligi yoniinden birbirleriyle yakin
iliskili tiirlere ‘kompleks’ denilmistir ve M. bovis, genetik 6zelliklerinden dolayi
kendisine benzeyen bir grup tiirle birlikte bir MTBC tiyesidir (Cizelge 1.1). M. bovis,
uzun yillardir degismeyen genom yapisina sahip bir mikobakteridir. MTBC; halk
saglhigi agisindan Mycobacterium cinsinin en énemli kompleksidir (Hall ve Howard,

1994).

Cizelge 1.1. Mikobakterilerin siniflandirilmasi (Hall ve Howard, 1994).

Alem Prokaryot

Bolim Firmicutes

Simif Actinobacteria
Takim Actinomycetales
Aile Mycobacteriaceae
Cins Mycobacterium

Tiir Mycobacterium bovis

Mikobakteri tiirlerinin simiflandirilmasinda  Ernest Runyon, 1950’lerin

sonlarinda tiiberkiiloz dist1 mikobakteri (TDM) tiirlerini kati1 besiyerinde iireme
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hizlari, koloni morfolojileri ve pigment tiretimlerini dikkate alarak asagidaki gibi dort

grupta siniflandirilmistir (Runyon, 1967). Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Runyon siniflandirmasina gore;

* Runyon I (fotokromojenler): Yavas tireyerek, 1sikta pigment olusturanlar;

* Runyon II (skotokromojenler): Yavas tireyerek, 1sikta ve karanlikta pigment

olusturanlar;

* Runyon III (nonkromojenler): Yavas iireyerek, zayif pigment olusturanlar

veya hi¢ pigment olusturmayanlar;

* Runyon IV (hizli iireyenler): 24°C ve 37°C’de 7 giinde koloni olusturanlar.

Cizelge 1.2. Runyon Siniflandirmasi (Runyon, 1967).

Mycobacterium

Klinik belirti

Pigmentasyon

Ureme

Siniflandirilmayan
M. tuberculosis

M. ulcerans

M. bovis

M. leprae

Runyon Grup 1
M. marinum

M. kansasii

M. simiae

Genelde patojen

Fotokromojen

Yavag

Runyon Grup 2
M. scrofulaceum M. gordonae
M.xenopi

Nadir patojen

Skotokromojen

Yavag

Runyon Grup 3
M.avium intracellulare
M.avium
M.haemophilum

Firsat¢1 patojen

Nonkromojen

Yavag

Runyon Grup 4
M. fortuitum
M. chelonae
M. abcessus

Nadir patojen

Nonkromojen

Hizh

1987 yilinda Washington ve Woods, Runyon siniflandirmasini yetersiz

bulmuslar ve M. tuberculosis’i de igeren yeni bir gruplandirma onermislerdir.

Cizelge 1.3’de gosterilmistir (Woods ve Washington, 1987).
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Cizelge 1.3. Woods ve Washington siiflandirmasi (Woods ve Washington, 1987).

En sik etken olan
Mikobakteriler

. tuberculosis kompleks (MTBC)

. tuberculosis

. bovis (M. bovis BCG)
. africanum

microti

canetti

Potansiyel patojen
olan

Mikobakteriler

. kansasii

. scrofloceum
xenopi

. szulgari

. malmoense
simiae

. genavense

. marinum

. ulcerans

. haemophilum
. celatum

TTTZTTTTEE|gEzzR

. fortuitum-chelonae kompleks

. avium-intracellulare kompleks

Nadiren hastalik
yapan saprofitik tiirler

Yavas iireyenler
M. gordonae

M. asiaticum
M.terrae-triviale kompleks
M. shimoidei

M. gastri

M. nonchromogenicum

M. paratuberculosis

Orta hizda

iireyenler
M. flavescens

Hizh iireyenler
M. thermoresistible

M. smegmatis
M. vaccae
M. phlei

M.parafortuitum
kompleks

1.4.1. Mycobacterium tuberculosis Kompleks

MTBC igindeki ve TB’ye sebep olan tiirler basta M. tuberculosis, M. bovis,

M. africanum, M. caprae, M. canettii, M. pinnipedii ve M. microti olmak {izere son

yillarda gerceklestirilen molekiiler caligmalarla MTBC iiyelerinin 11 mikobakteri

tiiriinden olustugu bilinmektedir. Tiir sayis1 tiizii agan mikobakterilerin gogunlugunun

insanlarda hastalik etkeni olmadigi, ancak bazi tiiberkiiloz dist mikobakterilerin

bagisiklik

sistemi

baskilanirsa

bilinmektedir (Clarke ve ark., 2016).

tiilberkiiloz  dis1

hastaliklara neden oldugu
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1.4.1.1. M. tuberculosis

Robert Koch (1882) tarafindan tanimlanan basil, insan TB’unun en yaygin
etkeni olarak bilinmektedir. M. tuberculosis makrofaj hiicreleri icerisinde yasamini
devam ettirir ve makrofajlar i¢inde ¢ogalir. En sik damlacik yoluyla yayilmaktadir.
Ik baslarda yapilan arastirmalarda M. tuberculosis’in M. bovis’ten kdken alarak
hayvandan insana adapte olmus versiyon oldugu ifade edilse de son genomik
calismalar M. bovis genomunun M. tuberculosis genomundan daha kiigiik oldugunu
ve evrimsel siiregte M. tuberculosis’in daha geng bir bakteri oldugunu gostermektedir
(Brosch ve ark., 2002). TbD1 delesyonu ile atasal sustan ayrilan M. tuberculosis’in
ana konagi insandir. Aerop bir bakteri olan M. tuberculosis kat1 besiyerlerinde R tipi
koloni olusturarak, 37°C’de 2-4 haftada iirer. Siv1 besiyerinde kord faktor olusturan
M. tuberculosis pigmentsizdir. Nitratlar1 nitritlere indirgeyebilir ve Niasin testi
pozitiftir. TCH hidrazid iceren ortamda tireyebilir. 68°C’ye kadar katalaz testi
pozitiftir daha yiiksek sicaklikta bu 0zelligini kaybetmektedir. Pirazinamidaz
aktivitesi pozitiftir (Brudey ve ark., 2006).

1.4.1.2. M. bovis ve BCG

Sigirlarda goriilen TB’nin etkenidir. Fakat insanlarin da icinde yer aldigi
diger memeli tiirlerinde de TB’ye sebep olur. Sivi ve kat1 besiyerlerinde, oksijeni bol
sartlarda 6 ila 8 haftada iiremeler gozlenir. Piruvat eklenen iireme ortaminda tiremesi
artar. Kat1 besiyerinde R veya S koloni seklinde goriiliir. Giiglii katalaz aktivitesi
gosterir. Niasin ile reaksiyon vermez ve nitratlari nitrite ¢eviremez. Pirazinamidaz
enzimi yoktur. M. bovis susunun invitro sartlarda 230 defa pasajlanarak ateniiasyonu
ile elde edilmis ve zayiflatilmig canli formu olan as1, TB’ye kars1 kullanimda olan tek
asidir. Calmette ve Guérin tarafindan TB’yi Onlemek igin gelistirilen Bacillus
Calmette Guérin (BCG) asis1 ilk kez 1921'de insana uygulanmistir. Kiiresel olarak en
yaygin sekilde uygulanan asidir ve rutin yeni dogan bagisiklama programinda yer
alir. Bu as1 ayrica mesanenin yiizeysel karsinomunun tedavisinde de kullanilir

(Okafor ve Momodu, 2019).
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1.4.1.3. M. caprae

Ik kez Ispanya’da kegilerden bildirimi yapilan bu basil, keci tiiberkiilozunun
diinya capinda etkenidir. Domuz ve kizil geyik, insanlarin da dahil oldugu diger
memelilerde, vahsi ve evcil hayvanlarda TB’ye sebep olur. Hayvancilikla ugrasan
bireylerden de vaka bildirimi yapilmistir (Erler ve ark., 2004 ve Pavlik ve ark.,
2002). Bu patojen, Avustralya’da tan1 almig fakat normalde Avrupa’da yasayan bir
vaka ile Cezayir’de bir inekten izole edilmesi disinda, hi¢cbir zaman Avrupa kitasi
disinda izole edilmemistir (Sahraoui ve ark., 2009 ve Sintchenko ve ark., 2006).
Uzun siire boyunca biyokimyasal test 6zellikleri benzedigi igin M. bovis olarak kabul
edilen bu varyant spoligotiplendirme ile M. caprae olarak tanimlanmistir (Aranaz ve
ark., 1999). Pirazinamid duyarliligi disinda degisik gen polimorfizm (pncA, oxyR,
katG ve gyrA) kombinasyonlari géstermektedir (Groenheit, 2011).

1.4.1.4. M. africanum

Afrika kitasindaki akciger TB vakalarinin %60’indan sorumlu tutulan M.
africanum, 1968'de ilk kez Senegalli bir hastadan tanimlanmistir (Bonard ve ark.,
2000). Hem insan hem de vahsi hayvanlarla iliskili olan, genomdaki RD9 bdlgesinin
kaybi ile karakterize edilmis farkli suslar1 olan tek soy M. africanum’dur (Brosch ve
ark., 2002). insanlarda M. tuberculosis’den daha az siklikta saptanan M. africanum,
ortamda %5-10 CO, olunca daha iyi trerler, nitrat1 indirgemez ve TCH hidrazid
varliginda iiremez. Pirazinamidaz aktiviteleri de vardir. Cografi sinirliliklar ve
laboratuvar klasifikasyon eksikligine bagli olarak identifikasyonu yetersiz

yapilmaktadir (Groenheit, 2011).

1.4.1.5. M. microti

Dogal konakgis1 ozellikle tarla fareleri ve diger kiiciik kemirgenlerdir,

olduk¢a nadir de olsa diger memelilerde Ozellikle kediler, domuzlar ve lamalarda
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enfeksiyon olusturdugu gdzlenmistir. TB’ye sebep olur. Ilk olarak 1998 yilinda
immiin sistemi baskilanmis hastalarda bildirilmistir. M. microti enfeksiyonunun
insandan insana geg¢isinin nadir oldugu bildirilmektedir. Diger MTBC iiyelerinden
farkli olarak S koloni yapar, fazlasiyla yavas tirerler (Groenheit, 2011). Farkl
karakteristik 1S6110 bant profili ve spoligotiplendirme paternine sahip olan M.
microti’nin lama ve sigan tipi olmak tizere iki farkli spoligotiplendirme paterni
tamimlanmaktadir (Pfyfer ve ark., 2003).

1.4.1.6. M. canettii

Cok nadir bir biyotip ve ¢evresel bir izolattir. Insanlarda nadir ve sporadik TB
sebebi olarak tanimlanir. Diizgiin bir koloni morfolojisine sahip bu varyant ilk olarak
1969'da Canetti tarafindan Somali dogumlu bir hastadan izole edilmistir (Van
Soolingen ve ark., 1997). M. canettii suslar1 arasinda IS1081 kopya sayisi,
housekeeping gen polimorfizmi, hiicre duvar lipid igerigi, koloni morfolojisi gibi
farkli ozellikler bulunmustur. Yapilan delesyon tiplendirme c¢alismalarinda M.
canettii genomunda RD, RVD ve ThD1 bdélgelerinin korunarak degismedigi
goriilmistiir (Groenheit, 2011).

1.4.1.7. M. pinnipedii

Ilk kez 1993 yilinda deniz aslanlarindan izole edilmistir (Cousins ve ark.,
1993). Giiney yarimkiirede birkag¢ fok tiirtinde, deniz aslanlar1 gibi deniz memelileri
ile tapirler ve develerde endemik TB’ye sebep oldugu bilinmektedir (Cousins ve ark.,
2003). Deniz memelileriyle yakin temas halinde olan bireylerden izole edildigi
bilinmektedir (Kiers ve ark., 2008). Pirazinamide duyarli olmas1 M. bovis’ten farkli
bir 6zelligidir (Groenheit, 2011).
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1.4.1.8. M. mungi

Botswana ve Kuzey Bati Zimbabwe bolgesinde yasayan firavun farelerinde
tiiberkiilozun sebebi olarak gosterilmistir (Alexander ve ark., 2010). Patojen koku
alma sirasinda enfekte sekresyonlar yoluyla bulasir. 2013 yilinda enfekte farelerle
yapilan ¢alismada susun genomik yapisi incelenerek M. mungi olarak tanimlanan
patojenin MTBC igerisinde yer almasi gerektigi diisliniilmiistiir. Basiller, konakgiya
nazal yoldan girer ve enfeksiyon sistematik olarak lenfatik veya hematojen yolla
yayilir. M. mungi piruvatla zenginlestirilmis Lowenstein-Jensen besiyerinde 5-6
haftada tiretilebilir (Clarke ve ark., 2016).

1.4.1.9. M. suricattae

M.mungi ile ortak atayir paylasirlar. Col faresinden izole edilmistir. Dassie
bacillus ile de genomik olarak yakindir. BACTEC MGIT ortaminda da izolasyonu
gerceklestirilen bakteri, piruvat ile zenginlestirilmis LJ besiyerinde 10 haftada ancak
yeterli koloni olusturabilmigtir. M. suricattae MTBC iyeleri arasinda higbir

spoligotip kalibina uymamasiyla benzersizdir (Dippenaar ve ark., 2015).

1.4.1.10. M. orygis

2012 yilinda tanimlanmistir. Afrika’daki potansiyel konaklari olan orkisler,
su kuslar1 ve ceylanlar ile Giiney Asya'da yasayan sigirlar ve rhesus maymunlarinda
ve daha az bilinen nadir tiirlerde TB’nin sebebi olarak gosterilir (Marcos ve ark.,
2017 ve Van Ingen ve ark., 2012).
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1.4.1.11. Dassie bacillus

MTBC’nin nadir goriilen varyantlarindan olan ve yapisi en ¢ok M. microti'ye
benzeyen Dassiec Bacillus, Giiney Afrika yaban fareleri’nde (Procavia capensis)
goriilen TB’nin sebebi olarak bilinir. Ilk kez 1954 yilinda Giiney Afrika’da Nieu-
Bethesda izole edilmistir (Wagner ve ark., 1958). Yapilan ¢alismalarda kobaylar igin
patojenik  olmadigi bildirilen bu tiiriin insanlardaki enfeksiyonu heniiz
gosterilememistir. Dassie basili, gliserol igermeyen yumurtali besiyerinde 4-6 hafta

igerisinde gozle goriiliir koloni olusturmaktadir (Clarke ve ark., 2016).

1.4.2. MTBC’nin Evrimi ve M. bovis

MTBC populasyonunun; yaklasik 15-35 bin yil 6nce genetik cesitliliginin
azalmasina neden olan bir gelisimsel daralma sonucu tek bir soydan gogalarak eski
M. tuberculosis koklerini ve giiniimiizde goriilen TbD1 geni delesyona ugramis
modern M. tuberculosis koklerini olusturabilecegi goriisii kabul gérmektedir (Baris,
2003 ve Burgos ve Pym, 2002).

Kisa bir siire 6ncesine kadar M. bovis’in hayvandan insana adaptasyonu ile
M. tuberculosis’in gelistigi sanilmakta ve kabul edilmekteydi. Bu goriisiin kabul
edilmesinin bir nedeni, M. tuberculosis’in M. bovis’e kiyasla ¢ogunlukla insanlarda
hastalik olusturmasi ve M. bovis’in daha genis konak yelpazesine sahip olmasiydi
(Karboul ve ark., 2006). Artik genomdaki mutasyona neden olan delesyonlarin
incelenmesi sonucu giintimiizde, M. bovis’in, delesyona neden olan mutasyonlar
sonrast meydana ¢ikan yeni bir soy oldugu, M. tuberculosis’in atasal suslarindan
ayrimindan sonra olustugu goriisii kabul goérmektedir. M. tuberculosis’in atasal
suslarindan ilk olarak M. africanum, ikinci sirada M. microti, daha sonra M.
pinnipedii, M. caprae ve M. bovis olacak sekilde mikobakteriler evrimlesmistir. Bu
delesyonlar nedeniyle M. bovis’in genomu, M. tuberculosis’in genomundan ~60 kb

daha kisadir. M. bovis’e has 6zgiin bir gen kiimesinin bulunmamasi da bu goriisii
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destekleyen bir bulustur (Collins ve ark., 2011; Garnier ve ark., 2003 ve Yardimci,
2006).

Molekiiler yontemlerle yapilan arastirmalar sonucunda, MTBC’in daha
kapsamli bir mikobakteri grubunun bir alt grubu oldugu bulunmustur. Sonug olarak;
M. prototuberculosis olarak adlandirilan tiir; MTBC’nin ¢ok eski zamanlarda koken
aldig1 soydur. Sinonim niikleotit ¢esitliligi yontemiyle M. prototuberculosis’in yasi
yaklasik 2,8 milyon yil olarak hesaplanmistir (Garnier ve ark., 2003 ve Yardimci,
2006).

M. bovis, M. pinnipedii ve M. caprae kokenlerinde TbD1 gen bdlgesinin
bulunmas1 ortak bir &zellik iken, RD7, RD8, RD9 ve RD10 gen delesyonlarinin
varhigi gozlenen bir diger ortak 6zelliktir. M. caprae ve M. pinnipedii; M. bovis ten
koken alan M. bovis’in farkli kokenleri olarak bilinmektedir. M. pinnipedii RDseal
fok izolatlarinda, M. caprae RD12, RD13 delesyonu kegi izolatlarinda ve RD4,
RD12 ve RD13 delesyonu ise M. bovis izolatlarinda gézlenmistir. Bu gozlemler
neticesinde M. caprae’nin M. bovis’den daha eski oldugu disiiniilmektedir. Klasik
M. bovis’de bulunan RD1, RD14 ve RD2 gen bolgelerinin delesyona ugramasi
sonucunda M. bovis BCG’nin atteniiasyonunun gergeklestigi bildirilmektedir. RD1
bolgesi, ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini kodlayan gen bdlgesidir. M.
tuberculosis’de bulunan en az 61 gen M. bovis BCG’de kaybolmustur ve kaybolan
gen bolgelerin konakg1 yelpazesinden ve virulans kaybmin sorumlusu olabilecegi
diistiniilmelidir (Garnier ve ark., 2003 ve Oral Zeytinli ve Koksal, 2012).

Avirulan M. microti ve M. bovis BCG insanlarda as1 olarak kullanilmaktadir.
Bu as1 suslarindaki RD lokuslarinin dagilimlar1 genomik diizeyde karsilastirilip
degerlendirilerek virulan ve atteniie suslar arasinda attenuasyona sebep olabilecek
degisikliklerin nedeni aragtirilmistir. M. microti ve M. bovis BCG’nin RD1 gen
bolgeleri karsilagtirilarak enfektif koklerde yer alan ESAT-6 ve CFP-10
proteinlerinin as1 koklerinde kaybedildigi bildirilmistir. RD3, RD5, RD4, RD9 veya
RD7 gen bolgeleri ile benzer bir iligki gosterilememistir M. bovis’in atteniiasyonuna

RD1 delesyonunun neden oldugu diisiiniilmekle birlikte atteniiasyonun sorumlu
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mutasyonlar: tam olarak bilinmemektedir. Sadece RD1 gen bolgesinin geri
tamamlanmasiyla BCG kokenlerinde virulans tamamen geri donmemektedir. Bu
bilgiler 1s181nda bir¢ok RD bdlgesinin ve nokta mutasyonlarin M. bovis BCG’de RD1

ile birlikte virulansta rol oynadigi gériilmektedir (Esen, 2005).

MTBC igerisinde yer alan tiirler, niikleotit diizeyinde %99'dan daha fazla
genetik benzerlige sahipken, cografi dagilimlarina gore konak tropizmi, fenotip ve
patojenite agisindan biiytik farkliliklar gosterirler (Brosch ve ark., 2002). MTBC
tiyelerinin ¢ogu konaga adaptasyon ile birbirlerinden farklilagmistir. Son ¢alismalara
gore kiiltiirleme yoluyla adaptasyonu degistirilmis sus olan M. bovis BCG ile birlikte
MTBC 11 iiyeden olusur (Sekil 1.1). M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti ve M.
bovis, insan enfeksiyonu ile iliskili en ¢ok karsilasilan MTBC suslaridir.
Spoligotiplendirme gibi yontemlerle genotipik olarak MTBC farkli filogenetik
soylara ayrilmigtir (Boniotti ve ark., 2009 ve Clarke ve ark., 2016).

Common MTC
ancestor

P M. tuberculosis

RD9

P M. Africanum West Africa |
| RD7, 8, 10 |

P M. Africanum West Africa Il

N- RD25%=

RD1™" ———— M nungi

RD1%# Dassie bacillus

RD5*™

_______--""-_ l— » M suricattoe
RD5% (Atypical
variant)
RD12% M. orygis
RD1™ P M. microti
RD2:s P M. pinnipedi

| RD12,13 |

RD1

P M. caproe

P M. bovis

M. bovis BCG

Sekil 1.1. MTBC’nin filogenetik agac1 (Clarke ve ark., 2016).
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1.4.3. M. bovis’in Genomu

M. bovis genomu niikleotid diizeyinde %99,95 M. tuberculosis genomuna
benzer fakat yaygin olarak duplikasyon, translokasyon ve inversiyon gostermez. M.
bovis’in genomik dizilimi, ¢ok biiyiik bir oranda M. tuberculosis genomik yapisina
benzemektedir. M. tuberculosis’ten farkli olarak M. bovis’in genomunda olusan
delesyonlar ile genom boyu azalmistir. Farkli gen ekspresyonlarinin insan veya
hayvan tiiberkiiloz etkenlerinin konak segiciliginde rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Garnier ve ark. (2003), izole ettikleri bir M. bovis susunun genom dizisini
inceledikleri ¢alismalarinda; M. bovis genomu GC oranim1 %65,63 bulmuslardir.
Genomun tek sirkiiler kromozoma sahip 4.345.492 bp uzunlugunda oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, 3.951 gene sahip, 42 adet IS elementi igeren bir genom

gozlemlediklerini belirtmislerdir.

Delesyon, M. bovis’in genomunu olusturan baskin mekanizmadir. M.
bovis’de TbD1 olarak adlandirilan gen bdlgesi bulunmasma ragmen, ThD1
delesyonlu modern M. tuberculosis’te yoktur (Baris, 2003).

M. tuberculosis H37Rv ile M. bovis karsilagtirildiginda 2,437 adet Single
Nucleotide Polymorphism (SNP), M. tuberculosis CDC1551 ile M. bovis
kiyaslandiginda 2,423 adet SNP vardir. M. bovis’te pirazinamid antitiiberkiiloz ilag
direnci, pncA geninde meydana gelen nokta mutasyon sonucunda olusmustur ve
ortamda niasinin birikmesine engel olur. identifiye edilmis 3 ayr1 genomda 2,504
CDS (cooding sequences) incelendiginde; M. bovis genomunun M. tuberculosis
H37Rv ile 1629 CDS’nin benzer oldugu, M. tuberculosis CDC1551 ile 1656
CDS’nin nerdeyse ayni oldugu gosterilmistir. M. bovis genomunun M. tuberculosis
H37Rv ile 2,082 CDS’i; M. tuberculosis CDC1551 ile 1629 CDS’i tamamen ayni
bulunmustur. Bu 2,082 CDS bolgesi i¢in M. bovis ve M. tuberculosis H37Rv
karsilastirildiginda 506 sinonim, 769 nonsinonim SNP goriiliirken; M. tuberculosis
CDC1551 ile M. bovis karsilastirildiginda 506 sinonim, 800 nonsinonim SNP ortaya
cikarilmigtir. Her iki standart M. tuberculosis susu karsilastirhidiginda ise 241

sinonim, 339 nonsinonim SNP gosterilmistir. Bu bulgular, MTBC iiyeleri arasinda
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genomik dizilimin korunmus olmasi yan1 sira M. tuberculosis ile M. bovis genomlar1
arasinda da farkliliklar olduguna dikkat cekmektedir (Garnier ve ark., 2003).

M. tuberculosis ve M. bovis’in hiicre duvari yapilar1 ve burdan salgilanan
proteinleri kodlayan gen bolgeleri arasinda dikkat ¢ekici 6l¢iide degisiklik vardir. M.
bovis genomunda lipoproteini kodlayan genlerdeki farkliliklar ve benzerlikler
birbirleriyle karsilagtirildiginda IpgT, IprM, IppO ve IpgG genleri frameshift ya da
delesyon mutasyonlarina ugradiklar1 bununla birlikte, IppA geninin aksine iki
kopyasi bulundugu goériilmiistiir. M. bovis genomundaki rpfA geninin ise biiylimeyen
veya dormant halde olan basilin yeniden canlanmasini saglayan proteini kodladigi

saptanmistir (Mukamolova ve ark., 2002).

ESAT-6 familyasi; M. bovis’in genomunda delesyonlarin en ¢ok tesir ettigi
bilinen antijen grubudur. Kuvvetli T hiicre mutajeni proteinlerden biri olan ESAT-6
proteini, M. tuberculosis tarafindan 20 farkli formda salgilanan bir antijendir. M.
bovis’te degismis veya kaybolmus genler, M. tuberculosis’te ESAT-6 proteinini
kodlayan genlerdir. Bu genlerdeki kaybin 6nceden bilinmesi zordur. Sekrete edilen
proteinlerdeki degisik varyasyonlar M. bovis’deki MPB70 ve MPBS83 antijen

salmimini artirmaktadir (Hewinson ve ark., 1996).

M. tuberculosis’in virulan yapisini etkilemeyen mangan (Mn*?) transportunu
saglayan proteinleri kodlayan mntH geninin inaktivasyonu; M. bovis’de bu genin
gerekli olan fonksiyonlarin1 aksatmaktadir. Hatta, mangan ve fosfat transportunda
meydana gelen degisikliklerin tiim gen diizenlenme mekanizmalarini etkileyebilecegi
ongoriilmektedir (Weber ve ark., 2000).

Standart suslarin genom Ozelliklerinin karsilastirilmas: ve Cizelge 1.4’de

gosterilmistir (Garnier ve ark., 2003).
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Cizelge 1.4. Genom Karsilastirilmalar1 (Garnier ve ark., 2003).

Ozellik M. bovis AF2122-97 M. tuberculosis HITRy M. tuberculosis CDC1551
Genom wzunlugu, bp 4345 492 4.411,532 4403 836
G+C, % 65.6 65.6 65.6
Protein kodlayan gen sayisi 3,951 3,995 4249

M. bovis 'le karsilastirmasi

SNPs - 2,437 2,423
Transitions - 1,649 1,630
Transversions - 788 793
Deletions (=1 bp) - 205 221
Insertions (=1 bp) - 177 245

M. tuberculosis invitro tek karbon kaynagi olarak gliserole ihtiya¢ duyar iken
M. bovis piruvata ihtiya¢ duymaktadir. Bunun nedeni, M. bovis’in gliserol
metabolizmasindaki kusurlar olabilir. GIpK, M. bovis AF2122-97 susunda gliserol
kinaz enzimini kodlayan gendir ve gliseroliin fosforile edilmesini engelleyerek
gliseroliin besin kaynagi olarak kullanilmasini saglar. UgpA geni, gliserol-3-fosfat
aktarimin1 saglayan enzimleri kodlayan gendir. M. bovis BCG’de glpK ve ugpA
mutasyonlart bulunmamaktadir ve gliserinli besiyerine piruvat ilavesine gereksinim

duymamaktadir (Brosch ve ark., 2002 ve Garnier ve ark., 2003).

1.4.4. M. bovis’in Ureme Ozellikleri

M. bovis besiyerlerinde (kat1 ve sivi), O,’li kosullarda 6 ila 8 haftada
tiremektedir. Kati besiyerlerinde S veya R tipi koloni yapmaktadir. M. bovis’in
kolonileri M. tuberculosis’ten daha ge¢ ortaya ¢ikmaktadir. Yumurta katkili
besiyerlerinde kiiciik, yuvarlak, kabarik veya diiz, 1slagims1 veya kuru, beyazimtirak
ve en bilinir tammmiyla deve tiiyli rengi Kolonileri ortalama 4. haftadan sonra
olusmaya baglar. Uzun, ince, 0,2-0,6 um ¢ap ve 1-10 um uzunlukta, kapsiilsiiz ve
sporsuz bakterilerdir. Hareket yetenekleri olmayip nitrat ve niasin rediiksiyonu
yapamazlar. Tiyofen-2-karboksilik asit (TCH)’e duyarli ve katalaz aktivitesini yogun
gosterirler. Diger mikobakterilerden ayrilmalarinda bu 6zellikleri 6nemlidir. M. bovis
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subsp. bovis pirazinamide diregli, M. bovis subsp. caprea pirazinamide duyarli
olmalariyla da birbirlerinden ayrilirlar (Bilgehan, 1999). Kati besiyeri igerigindeki
gliserin, M. bovis’in iiremesini olumsuz etkiler. M. bovis izolasyonunda sodyum
piruvatla zenginlestirilmis, gliserinsiz besiyeri onerilmektedir (Munyeme ve ark.,
2009).

Dezenfektanlara ve cevresel faktorlere karsi direngli olmalarmin sebebi,
biiyiik 6lglide hiicre duvari yapisindaki yiiksek miktardaki lipid nedeniyledir. Bes ay
toprak ve sularda yasayabilirler. 12 yil 37°C’de besiyerinde canli kalabildikleri
virulanslarin1 kaybetmedikleri goriilmiistiir. Giines 15181 faktorii ortada yokken
sokakta 10 giin canli kalabilmislerdir. Soguga kars: direnglidirler. 20°C’de %2’lik
gluteraldehit ile 30 dakikadan fazla tutuldugunda %2’lik gluteraldehitin
tiiberkiilosidal etkisi M. bovis BCG ve M. tuberculosis iizerinde gosterilmistir.
Serbest iyot %0,0625 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda oda sicakliginda 5
dakikada tuberkiilosidal etkilidir. %5°lik sodyum hipoklorit ve %3-8’lik formaldehit
ise 10-30 dakika siirede tiiberkiilosidal etkili bulunmustur. M. bovis, ultraviole
isinlarina, direk gelen giines 1s18ina, pastorizasyona ve basingli buharla yapilan

sterilizasyona duyarlidir (Durupinar, 1996).

1.5. Virulans

1.5.1. Mikobakteriyel Proteinler

1.5.1.1. Old Tuberkiilin (OT)

Old Tuberkiilin (OT), MTBC basillerinin kiiltiir ekstraktidir. ilk kez Koch
tarafindan tretilmistir. OT, MTBC basillerinin siv1 besiyerinde 37°C’de 6 ila 8 hafta
tretilmesini takiben buharla Oldiiriilmesi, ilk hacminin 1/10’u kalincaya kadar
isitilarak  yogunlastirilmasi ile inaktive edilerek elde edilir. Filtrasyonla sterilize

edilse de elde edilen iirtin saf olmayan, diger mikobakteriyel proteinleri de igeren bir
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tirtindiir. OT, ¢ok onceden intradermal deri testi olarak kullanilmigtir. Saf olmadigi

icin PPD’nin gelistirilmesine gerek duyulmustur (Barry 111, 2001).

1.5.1.2. Tiiberkiilin-PPD (Purified Protein Derivative)

Ik kez Seibert ve Glenn tarafindan tanimlanmustir. Saflastirilmis protein
derivesi (Purified Protein Derivative-PPD), MTBC kiiltiir ekstratinin amonyum
stilfatla ¢oktiiriilmesi ve kollodyon membranlardan siizdiiriilmesi gibi islemlerden
sonra elde edilen saf bir iiriindiir. PPD, DSO tarafindan kullanimi kabul géren deri
test maddesi olma oOzelligiyle birlikte uygulanan kisinin aktif TB’u olup
olmadigindan ¢ok MTBC basilleriyle karsilasip karsilasmadigini gdsteren bir testtir.
Tamamen saflastirilamamasi ve diger mikobakterilerle capraz reaksiyon vermesi gibi

dezavantajlara sahiptir (Barry 111, 2001).

1.5.1.3. Is1 Sok Proteinleri (HspX: Heat Shock Proteins)

Thl cevabii baslattigi diisiiniilen saperon benzeri proteinlerdir. Hsp65Kda,
Hsp38Kda, Hspl2Kda gibi farkli ¢esitleri vardir. Konakta koruyucu immiinite
gelismesini ve Thl cevabinin olusturulmasini saglarlar. Ayrica dormant fazda TB

basilinin hayatta kalmasini ve apoptozdan korunmasini saglarlar (Barry 111, 2001).

1.5.1.4. ESAT-6 (Early secretory antigenic target)

RD1 bolgesinden kodlanan ESAT-6, INFy salinimint ve T hiicre iiretimini
indiikler. Ayrica yapilan calismalarda ESAT-6'nin memeli hiicre zarlariin
bilesenlerinden olan dimiristoilfosfatidilkolin ve kolesterol iceren lipozomlarin
kararsizlasmasina ve par¢alanmasina neden oldugu belirtilmistir (De Jonge ve ark.,
2007). ESAT-6 kaspaza bagimli bir yol ile makrofajlarin apoptozisini de indiikler
(Derrick ve Morris, 2007).
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1.5.1.5. 65 kDa Protein

Is1 sok proteinlerine benzer 6zellikler gosteren bu antijenik protein, yiiksek
derecede immiinojenik bir saflastirilmis proteindir. Konak hiicrede otoimmiin
reaksiyonlara yol acarak kazeifikasyon ve likefaksiyon nekrozuna neden olur,
tiiberkiiloz graniilomlarindaki tipik goriinimii ortaya ¢ikarmaktadir (Dubaniewicz,
2010).

1.5.1.6. CFP-10 (Culture filtrat protein)

Uretim mekanizmalar1 tam olarak bilinmeyen CFP’lere birgok ornek
verilebilir. Erp proteini, Mas proteini, FadD26 ve Fad28 proteinleri, yag asidi
metabolizmasina katkida bulunan CFP’ler; OmpA proteini, porin benzeri bir protein
olan CFP ve SecAl ve SecA2 gibi CFP’ler 6rnekler verilebilir. SecA2 gen bdlgesini
deneysel olarak kaybeden mikobakteri suslarinin kiiltiir ortamlarinda virulanslarini

kaybederek tiredikleri bildirilmistir (Harboe ve ark., 1996).

1.5.1.7. 19 kDa Lipoprotein

Hiicre duvar proteinidir. Interferon gama (INFy) sentezini kodlayan genlerin
bir alt kiimesinin transkripsiyonunu bloke ederek makrofajlarin INFy reseptoriinii
inhibe eder. Ayn1 zamanda, Toll like reseptor sinyalleri ile MHC smif I’in antijen

islemesini ve nitrojen ara Uriinlerinin {iretimini de inhibe eder (Tobian ve ark., 2003).
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1.5.2. Mikobakteriyal Lipidler

1.5.2.1. Kord Faktor

Kord faktorii (Trehaloz-6,6 Dimikolat), alternatif kompleman yolunu aktive
eder. Konak hiicrenin mitokondri membranina tutunarak oksidatif fosforilasyonda ve
hiicre solunumunda hasara neden olur. Ayrica PMNL gég¢iinii durdurarak graniilom

olusumunda rol oynar (Kiyan, 1999).

1.5.2.2. WaxD

BCG asisimin mesane tiimorlerinde gerilemeye neden olan immiinoterapdtik
etkisinde rolii oldugu disiiniilmektedir. Yapilar1 peptidoglikolipid haldedir (Kiyan,
1999).

1.5.2.3. Siilfolipidler (Siilfatidler)

Fagolizozom olusumunu engelleyerek, makrofajlarda TB basilini lizozomal

enzimler tarafindan sindirilmekten korumaktadirlar (Kiyan, 1999).

1.5.2.4. PIM (Fosfatidil inozitol Mannozid)

Hapten 6zelliginde ve lipid yapisindadir. Capraz koruyucu bagisiklikta rolii
oldugu bildirilmistir (Astarie-Dequeker, 2010).
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1.5.2.5. Lipoarabinomannan (LAM)

MTBC’nin hiicre duvari1 yapisinda bulunur. Konagm tirozin fosfatin
etkinlestirir. Olii basillerin fagositozu sirasinda LAM araciligiyla sfingozin kinazin
aktivitesinin sonlandirilmasina sebep olur. Bunu tirozin fosfati uyararak basarir
(Astarie-Dequeker, 2010). Virulan mikobakterilerde bulunan ManLAM (arabinan
terminaline mannoz bagli) ve hizli iireyen avirulan mikobakterilerde bulunan LAM
(fosfomiyoinozitol bagli) ve AraLAM (arabinan terminaline mannoz bagli olmayan)

olmak iizere ii¢ farkli LAM vardir (Ozbal, 2006).

1.5.3. Mikobakteriyel Enzimler

MTBC iiyeleri; metabolizmalarinin gereksinim duydugu aminoasitler,
karbonhidratlar, kofaktorler, ptirin-pirimidinler ve énemli metabolitleri konak hiicresi
icerisinde g¢ogaldiklar1 ortamdan saglarlar. Konak makrofajlarinda oksidasyondan
korunmak i¢in antioksidan enzimler iiretirler. MTBC basillerinin iirettigi en dnemli
enzimler; Kkatalaz-peroksidaz, nitrat rediiktaz, demir ile aktive olan siiperoksit
dismutaz, bakir ve ¢inko ile aktive olan siiperoksit dismutaz, isopropilmalat
izomeraz, pyrolin-5-karboksilat rediiktaz, antranilat fosforibozil transferaz, metal
transferazlar, lipazlar, esterazlar, izositrat liyaz, acil CoA sentaz, fosfolipaz C gibi

fonksiyonel enzimlerdir (Dedieu ve ark., 2013).

1.5.4. Transkript Regiilatorleri

Mikroorganizmanin bulundugu ortamdaki sartlar1 diizenleyen regiilatorler,
gen transkripsiyonunu regiile ederler. Mikobakterilerde varligi  gosterilen

regiilatorler;
sigma-E, dezenfektanlarin varligini algilayarak gen diizenlemeleri yapar.

sigma-A, genlerin salinimini diizenler.
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sigma-F, Dbasilin metabolizmasint bazal diizeye indirerek latent

enfeksiyonlarda korunmasini saglar.

sigma-H, tireme ortamindaki sicaklik artisi ve oksidatif strese cevap olarak

ekspresyonu artar (Rachman ve ark., 2006).

1.6. Bagisikhik

Tiiberkiiloz  enfeksiyonu konakta kazamilmigs ve dogal bagisiklik

olusturmaktadir.

1.6.1. Dogal Bagisikhik

MTBC basilleri inhalasyonla konak viicuduna alindiginda ilk 6nce dogal
immiin cevapla karsilasir; siliyer mukoza hiicreleri ile etkilesime gegen basiller
yakalanarak disar1 atilir, yakalanamayan bir kismi ise alveollere ulasir. Ust solunum
yolunun yapisal 6zelliginin olusturdugu engel, etkenin fagosite edilmesi, reaktif
nitrojen ve oksijen triinlerin fagositik hiicrelerden salinmasi, inflamasyonda gérevli
hiicreler ve inflamatuar hiicrelerden salgilanan sitokinler, kimyasal yapisit degismis
alveoler makrofajlar, apoptoz, genetik faktorler ve iist solunum yolunun mikrobiyal

floras1 dogal bagisikligin elemanlaridir (Zuniga, 2015).

Ust solunum yolunun yapisindaki siliali epitel, TB basillerini tutarak alt
solunum yollarma gegmesini engeller. Ust solunum yolu anatomisi nedeni ile hava
gecisi sirasinda olusan hava turbulansi ile mikroorganizmalar ve yabanci partikiiller
mukoz maddeye dogru itilerek mukoz maddeye yapigmalari saglanir. Goblet
hiicreleri de IgA antikorlar salgilayarak solunum yolunda dogal bagisikligin destek
olmaktadirlar (Diker, 1998).

Alveollara ulasan MTBC basillerinin viriilans yetenegine bagli olarak
yaklagik %10 aktif TB gelistirme olasiligt vardir (Zuniga, 2015). Alveoler
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makrofajlar ve monositler mikobakterileri fagosite ederler. Hiicrede fagolizozom
olusur ve fagolizozom iginde pH diismesi, proteolitik enzimler, fagositik hiicrelerce
iretilen oksijen ve nitrojen ve oksijen ara iriinleri ile mikobakteriler ortadan
temizlenmeye c¢alisilir. Hiicre duvarinda bulunan lipitler (LAM, sulfolipitler,
glikolipitler, 19 kDa lipoprotein) fagositozda biiyiik 6neme sahiptir (Smith, 2003).
MTBC hiicre duvar komponenti olan LAM, hiicre i¢i Ca*? artisin1 inhibe ederek
Ca*¥/kalmudilin yolagima  zarar  vererek  fagozom-lizozom  fiizyonunun
gerceklesmesini  engeller ve boylece MTBC ortamda canli kalir. Virulan
mikobakterilerde bulunan ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagli)
mikobakterilerin hiicre i¢inde yasamasin1i makrofaj cevabini inhibe ederek
saglamaktadir (Ozbal, 2006, Yardimci, 2006). Fagolizozom olusturulamazsa
mikobakteriler hiicre iginde yok edilemez ve g¢ogalmaya baslarlar. Fagolizozom
olusturulabilirse de, fagolizozom igindeki diisiik pH’in nétralize ederek, hiicre
duvarindaki lipitler ile lizozomal hidrolitik enzimlere direng gelistirerek ya da H,O;
sentezini Onleyerek fagolizozomun oldiiriicii etkisinden korunurlar. MTBC’nin
tanimlanmis bir endotoksini veya ekzotoksinin olmamasi sebebiyle TB
enfeksiyonuna karst hemen konak yaniti1 gelismez. Konakta hiicresel immiin cevap
geligebilmesi i¢in MTBC basillerinin belirli miktarda ¢ogalmasi gerekmektedir. TB
basilleri makrofaj i¢inde ¢ogalarak makrofaji1 patlatir ve basiller serbest kalir (Zhai ve
ark., 2019). Fagositler pargalanirsa ortama dagilan TB basilleri daha da gogalarak
lenf nodiillerine ve ilgili organlara yonelir ve yeni enfeksiyon mihraklari insa etmeye
baglarlar. Mikobakteriler, alveoler makrofajlar i¢inde isositrat liyaz enzimi ile yag
asitlerini besin kaynagi olarak kullanir. Yillarca makrofajlar i¢inde persistan halde
kalmalarin1 bu beslenme 6zelligine borgludurlar (Smith, 2003). Mikobakteriyel
antijenler tarafindan uyarildiginda makrofajlardan IL-1, IL-12, IL-6, IL-8, TNF-a ve
IFN-y gibi sitokinler salgilanir (Duarte ve ark., 2005).

1.6.2. Kazanilmis Bagisikhk

Kazanilmis bagisikligin uyarilmasiyla TB basillerinin  bulundugu alana,

graniilom olusumunu saglayan sitokin ve kemokinleri iireten makrofajlar, dentritik
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hiicreler, T lenfositler ve fagositlerin gogii baslar. Bu sayede TB basilleri enfeksiyon
odaginda lokalize kalmaktadir. Makrofajlardan, TNF-o ve IL-12 gibi inflamatuar
sitokinler salgilanir. TNF-o ve IL-12; CD4Th lenfositlerin CD8Tc’ye dontismesini
uyarir. CD4Th1 lenfositleri; IL-2, TNF-a ve IFN-y salgilar. IFN-y; fagositoz hizini
artirir ve makrofajlardan TNF-a ve 1L-12 salgilanmasini artirir. IL-2 ve TNF-a; NK
ve CD8Tc lenfositleri aktiflestirir. Uyarilan makrofajlar TB bisillerini pargalar. NK
ve CD8Tc lenfositleri mikobakterileri iceren makrofajlar1 yok ederek TB basillerini
azaltmaya calisirlar. CD4Th veya CD8Tc lenfositlerine makrofajlar veya dendritik
hiicreler tarafindan mikobakteriyel antijenler sunuldugunda, tiiberkiilin (PPD) testi
ile gozlenebilen gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu hiicresel immiinite ile

birlikte gelismektedir (Hingley-Wilson, 2003).

Konagin antijenlere karsi olusturdugu inflamatuvar bir cevap olan gecikmis
tip asir1 duyarlilik reaksiyonu yavas olmakta ve uzun zaman siirmektedir. Uyarilan
makrofajlar, MHC-II molekiilleri araciligi ile mikobakteriyel antijenik peptitleri Thl
lenfositlerine  sunarlar. Bunun sonucu antijene karsti uyarilan CD4Thl
lenfositlerinden, ayni antijenle yeniden karsilasildiginda, INF-y, TNF-a, GM-CSF
(Granulosit Makrofaj-Koloni Stimiile Edici Faktor) gibi yangiya neden olan
sitokinler salinir. Makrofajlarin kemotaksisi i¢in GM-CS-F, aktivasyonunu igin INF-
Y, Olimleri i¢in TNF-o gorev almaktadir. Bunlarin salgilanmalariyla 6nce gecikmis
tip asirt duyarlilik reaksiyonu olusur, sonra graniilom olusumu gelisir. Hiicresel
immiin yanitin ardindan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu gelismektedir

(Diker, 1998).

Gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonuna en tipik drnek, PPD reaksiyonudur.
Lenfositlerin aktiflesmesiyle salinan sitokinler ve diger faktorlerin etkisiyle yangi

olusur. Sonugta doku hasar1 ve onu takiben nekroz gelisir (Velmurugan, 2007).

Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonundan, en ¢ok tiiberkiilin sorumludur.
CD1 molekiilleri tizerinden T lenfositlerine sunulan antijenler bu hiicresel immiin
yantmn olusmasinda énemli mikobakteriyel yapilardir (Ozbal, 2006). Gecikmis tip

asir1 duyarlilik reaksiyonu, kazedz nekroz ve kavite olusumuna yol agarak konakta
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doku hasarma sebep olur (Duarte ve ark., 2005 ve Hingley-Wilson, 2003). MTBC
basilleri nekrotik hiicre 6liimiine neden olarak enfekte hiicrelerden kacar ve makrofaj

apoptozunu inhibe ederek konak savunmasini onler (Velmurugan, 2007).

Tiiberkiilozda konagin gecikmis tip asir1 duyarlilik cevabi ile kazeifikasyon,
likeifikasyon ve kavitasyon gibi akciger hasarlari meydana gelmektedir (Ortatatls,
1998). Konakta olusan hiicresel bagisiklik, TB basillerinin ¢ogalmasimni ve
yayilmasini hiicresel immiinite ile baskilar. Nekroz olusumu, makrofaj aktivasyonu
icin gereklidir. Nekrotik bolgeden yayilmak isteyen TB basilleri makrofajlar
tarafindan tutularak fagosite edilirler. Uyarilan makrofajlar, fagosite ettikleri TB
basillerinin ¢ogalmasini engellemek igin hiicresel bagisiklik ile gecikmis tip asiri

duyarlilik reaksiyonu sonucu kazedz nekroz alanlar1 genisletirler (Ozbal, 2006).

TB olusumunda Th1l yanitt Th2’ye doniisiir ve bu esnada olusan kilo kaybu,
ates, doku hasar1 gibi semptomlar Thl yaniti olan TNF-a’nin sonucudur. Antijene
spesifik T lenfositler TB enfeksiyonunun olustugu bolgeye toplanarak graniilom

lezyonlarinin olusumuyla doku hasarini baglatir (Fieweger, 2019).

1.6.3. Graniilom Olusumu

TB enfeksiyonunun basindan 2-6 hafta sonra gelisen graniilom olusumu,
alveolar makrofajlar ve lenfositlerin hiicresel bagisiklik cevabi ile lezyon bolgesinde
toplanmasiyla gelisir. Uyarilmis makrofajlardan salinan I1L-8 ve MCP-1 gibi
kemokinlerin ve mikobakteriyel lipitlerinin graniilom olusumunda etkileri vardir
(Duarte ve ark., 2005). MTBC basilerinin nekroz doku igerisinde ¢ogalmasini ve
yayilmasini siirlayan grantilomlar, makrofajlari, T lenfositlerini ve diger bagisiklik
hiicrelerini uyarir. Basillerin ¢ogu, graniilomlarda yok edilir ve hastaligin ilerlemesi
durdurulur. TB enfeksiyonuna karsi gelisen bu immun cevap ile olusan granulomlar
etkenin ¢ogalmasini ve yayilmasini sinirlamaktadir. Graniilom olusumunda etkenin
virulans faktorlerine ve sayisina gore konagin basaris1 farklilik gostermektedir.

Graniilomlarda uzun siire canliliklarin1 koruyabilen TB basilleri, hiicresel immun
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yanitin baskilandigi immunsiipresyon gibi durumlarda yeniden aktiflesebilmektedir

(Duarte ve ark., 2005; Hingley-Wilson, 2003 ve Ozbal, 2006).

1.7. Tiiberkiilozun Laboratuvar Tanisi

Sigir tiiberkiilozunun hem insanlarda hem de hayvanlarda dogru tanimlanip
zamaninda teshis edilmesi; bulasin onlenmesi ve hastaligin takibi agisindan ¢ok
degerlidir. Bunun yami sira insanlarda yanlis teshis uygun olmayan tedavi alinip

tedavi maliyetlerinin artmasina neden olabilir (Kambashi ve ark., 2001).

1.7.1. immunolojik Tam Testleri

1.7.1.1. Tiiberkiilin (PPD) Deri Testi (TDT)

Tiiberkiilin (PPD) deri testi (TDT), 1910’dan beri tiiberkiiloz enfeksiyonunu
saptamak i¢in kullanilan in vivo bir testtir. Halen kullanilmakta olan en eski tani
testlerinden biridir. Ancak, TDT, diisiik Ozgilliige sahiptir. TDT, intradermal
Mantoux testi ve PPD terimleri genellikle birbirinin yerine kullanilabilir.
Saflastirilmig  protein tirevi (PPD), M. bovis BCG ve c¢ogu tiiberkiiloz disi
mikobakteride bulunan 200'den fazla antijeni igeren tiiberkiiloz basilinin bir kiltiir
filtratidir (Barne, 2006 ve Seibert ve Dufour, 1948).

Sigirlarda ve diger hayvanlarda, M. bovis'in kiiltiir filtratindan amonyum
siilfat (NH42S0O4) veya trikloroasetik asit (C2HCI302) ile ¢okeltilerek hazirlanan
intradermal  tliberkiilin, tiiberkiilozun tanimlanmast i¢in yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Thoen ve ark., 2009). Intrakiitan olarak uygulanan tiiberkiilin
sonras1 ortaya ¢ikan reaksiyon, gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunun klasik
ornegidir. Reaksiyon 48-72 saat sonra okunur. Ayri papiiller varsa en biiyiik
papiillerin ¢ap1 Olgiliir. Vezikiil goriindiigiinde sonu¢ kaydedilir ve pozitif olarak

kabul edilir. Papiiller birlestiginde, en biiyiik endurasyon odaginin ¢apr olgiiliir. Bu
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testin mekanizmasi; Onceki enfeksiyon tarafindan duyarli hale getirilen T
hiicrelerinin lenfokin {iretmeleri ile cilt ylizeyine ¢ekilmesi ve bu lenfokinlerin,
0dem, lokal vazodilatasyon, fibrin birikimi ve diger inflamatuar hiicrelerin aktive
olmasiyla bolgede endurasyona neden olmalar1 olarak 6zetlenebilir (Clark ve Kruse,

1990).

1.7.1.2. Gama Interferon (IFN-y) Testi

Gama interferon (IFN-y) testi gibi hiicresel bagisikligi da olgen kan testleri
tanimlanmistir. IFN-y testinin duyarliligi, tek intradermal tiiberkiilin testinden 6nemli
Ol¢iide daha yiiksektir (Wood ve ark., 1991). Uygulamada hem tiiberkiilin deri testi
hem de IFN-y testi, bagisikligi baskilanmis konaklarda gizli tiiberkiillozu ve
hastaligin erken diizeylerini belirlemede etkinligi en iist diizeye c¢ikarmak icin

kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2009).

1.7.2. M. bovis’in Mikroskobik Tanisi

Afrika gibi yoksul iilkelerde, TB teshisinin dayanak noktasi mikroskopidir.
EZN ile 151k mikroskobunda veya "auramin O" gibi floresan boyalar ile floresan
mikroskobu kullanilarak mikroskobik inceleme gergeklestirilebilir. Yayma
preparatlarinin uygun sekilde hazirlanip yorumlanmasi gereklidir. M. bovis
tanimlamasinin 6n asamasi, boyama 6zelliklerine oldugu kadar koloni morfolojisine
de baglidir. M. bovis ve tiim mikobakteri tiirleri, kirmiz1 kokobasil veya 3 ila 4 um
uzunlugunda kisa g¢ubuklar olarak goriiniir ve EZN boyamasi ile mavi arka planda
kirmiz1 basillerin goriiniimii tipiktir (Sekil 1.2). Floresan mikroskobunda ise aside
direngli tiiberkiiloz basili saridan turuncuya bir renk araliginda floresan gubuklar

olarak goriiniirler (Sekil 1.3) (Marais ve ark., 2008 ve UTTR, 2014).
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Sekil 1.2. EZN boyama ile ARB goriiniimii.

Sekil 1.3. Floresan boyama ile ARB goriinimii (UTTR, 2014).

EZN boyamal1 yontemden daha hassas bir yontem olmasina ragmen, floresan
boyamali yontem; pahali bir floresan mikroskobu yani sira karanlik bir oda
gerektirmektedir. Diisiik maliyetli floresan LED mikroskobu teknolojisindeki son
gelismeler, yiiksek hassasiyete sahip cihazlarin, bu teknige ihtiya¢ duyulan alanlarda

kullanilmasina olanak saglamistir (Mizuno ve ark., 2009).
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1.7.3. M. bovis’in Kiiltiirde Tanis1

Kiiltiir, hastaligin M. tuberculosis veya M. bovis enfeksiyonu ile iliskili olup
olmadigima bakilmaksizin, MTBC enfeksiyonlarinin tanisinda “altin standart” olarak
kabul edilir. Ancak TB tedavisi goren hastalarda her zaman pozitif bulunmayabilir.
Tani, MTBC’nin Lowenstein-Jensen besiyeri (yumurta bazli) veya Middlebrook
7H10/7H11 (agar bazli) veya Middlebrook 7H9 (Sekil 1.4), Middlebrook 7H12 ve
Kirshners ortami gibi s1v1 olan farkli secici besiyerlerinde biiylimesi ve izolasyonu ile
dogrulanir. Stonebrink'in gliserol i¢ermeyen sodyum piruvat igeren besiyeri de
mikobakteriler i¢in iyi besiyeri olabilir. Kati kiiltiir ortaminda Mycobacterium bovis
kolonilerinin, CO;'li veya CO,'siz 37°C+1'de minimum 8 hafta (10-12 haftaya kadar
uzayabilir) inkiibasyonundan sonra ortaya ¢ikmasi beklenir (Strong ve Kubica, 1981)
(Sekil 1.5).

MGIT 960 (Becton Dickinson, New Jersey, USA) sisteminde Middlebrook
7H9 broth benzeri besiyeri kullanilir ve tiipte oksijene bir florofor baglanir.
Organizmalar oksijeni kullandiginda, bu florofor serbest birakilir ve analizr
tarafindan algilanir. MB/BacT (BioMerieux, France) sisteminde ise benzer bir
besiyeri ortami kullanir, ancak algilama yontemi MGIT 960'tan farklidir. Boliinen
organizmalar tarafindan tretilen artan CO2 varliginda olan pH diismesini, pH'a bagl
bir sensor algilar (Parrish ve ark., 2009). BACTEC yonteminin dezavantajlari, bu
yontemin daha pahali olmasi, kiiltiir sisesi okuma cihazi gerektirmesi ve
radyoizotoplarin islenmesini icermesidir (Ayele ve ark., 2004). Kiiltiir, dogru tiir

tanimlamasi, ilag duyarlilik testi ve genotipleme testleri i¢cin de yapilmalidir.
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Sekil 1.4. MGIT sivi1 kiiltiir sisesinde MTBC iiremesi.

Sekil 1.5. LJ kat1 besiyerinde MTBC iiremesi.
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1.7.4. Fenotipik Ozelliklere Dayali Tam Testleri

Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBC) alt tiirlerinin ayrimu,
organizmanin fenotipik 6zelliklerine dayal1 laboratuvar testleri ile gergeklestirilebilir.
Bu testler sunlari igerir: koloni morfolojisi, farkli ortamlardaki biiylime 6zellikleri ve

biyokimyasal testler.

Koloni morfolojisi, MTBC alt tiirleri arasinda degisiklik gosterir; kuru ve
piiriizliiden diiz, diiz, kubbeli parlak kolonilere kadar degisir (Pfyffer, 2015).
Mikobakterilerin koloni morfolojisi doniisiimiiniin glikolipidler, lipooligosakkaritler
ve mikozitler dahil olmak tizere organizmanin hiicre duvari igerigindeki

degisikliklerle iliskili oldugu belirtilmistir (Belisle ve Brennan, 1989).

Biyokimyasal testler; izonikotinik asit hidrazid (INH), sikloserin, tiyofen-2-
karboksilik asit (TCH) inhibisyonu, niasin birikimi, siklosporinem, nitrat
indirgemesi, ilireaz aktivitesi, nikotin amidaz ve pirazinamidaz aktivitesini igerir.
Mycobacterium bovis, INH ve TCH duyarlidir. M. bovis i¢in niasin tiretimi ve nitrat
indirgenmesi negatif iken bunlar M. tuberculosis igin pozitiftir. M. bovis, iireaz
pozitif, pirazinamidaz ve nikotinamidaz negatiftir. Tween 80 kullanimi, telliirit
indirgenmesi, demir ihtiyaci ve NaCl’a dayaniklilik daha fazla bilgi saglayabilecek
diger testlerdir. Biyokimyasal testler genellikle Lowenstein—Jensen ortaminda yapilir
ve sonuglarin alinmasi {i¢ haftaya kadar siirer. Bu testler basit ve ucuz olmasina
ragmen, yogun emek gerektiren, zaman alict ve organizmanin yeterli bilylimesine
bagli testlerdir. Ayrica bu testler rutin olarak tiim laboratuvarlarda yapilamamakta ve

elde edilen sonuglar da kesin degildir (Babady ve Wengenack, 2012).

1.7.5. Genotipik Ozelliklere Dayah Tam Testleri

Tiim molekiiler tan1 yontemlerinin temeli, MTBC genomunun belirli
bolgelerinde zaman iginde genetik mutasyonlarin elde edilmesine dayanir, bu

nedenle izolatlar arasinda benzersiz profiller olusmaktadir.
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PCR tabanli tiplendirme yontemleri basit ve ucuz olmasindan dolayi
kullanilagelmektedir. ERIC PCR ve OUT PCR o6zellikle M. tuberculosis ve M.
bovis’in tiplendirmesi amaciyla kullanilmistir (Ceyhan, 2010; Gutierrez ve ark., 1995
ve Sechi ve ark., 1999).

Ayn tiirdeki iki bakteri susunda hemen hemen ayni genom olsa da birkag
lokusta farkliliklarin ortaya ¢ikmasi dogaldir. M. bovis i¢in standart referans parmak
izi yonteminden baska molekiiler epidemiyolojik metodlar tarif edilmistir (Van

Soolingen ve ark., 1991).

1.7.5.1. Genomik Delesyon Tiplendirme (RD delesyon tiplendirme)

Genomik delesyon tiplendirme yontemi, insanlarda ve hayvanlarda TB'ye
neden oldugu bilinen MTBC iiyeleri arasinda, gesitli genomik farklilik bélgelerinin
(RD: Region Of Different) delesyon tiplendirmesine bagli olarak ayrim yapmak igin
geligtirilmisgtir. MTBC'nin ¢esitli iiyelerinin genomlar1 arasindaki antijenik
proteinlerin genleri tanimlanmis ve MTBC’nin genetik soyu ve RD’ler, farkli insan
poplilasyonlarindan ve farkli hayvan tiirlerinden izole edilen MTBC suslarinda
degisken genom bolgelerinin dagiliminin analizleriyle belirlenmigtir. Bu RD’lerin
¢ogu DNA sekans delesyonlarindan olusmaktadir. RD’lerdeki rekombinasyon
bilinmediginden, kayip bir DNA dizisi geri kazanilamaz ve delesyon, MTBC soyunu
sliresiz olarak karakterize eder (Brosch ve ark., 2002). Hayvana adapte konakgi
suslarin soyu, RD9 spesifik bolgesinin yoklugu ile karakterizedir (Smith ve ark.,
2006). Bu soy grubunda M. bovis, M. microti ve M. africanum vardir ve RD9'un
silinmesiyle M. tuberculosis'ten ayrilirlar. Korunmus RD bdlgelerinin varligina veya
yokluguna dayanarak, MTBC'nin son ortak atasi ile bir iligki diizeyi, M. tuberculosis
ve M. bovis soylarmin, M. tuberculosis'e 6zgii delesyon TbD1 gerceklesmeden dnce
ayrildig 6ne siiriilmistiir. Bu bilgilere dayanarak, M. bovis'in M. tuberculosis'in atas1
olamayacagi, ancak M. tuberculosis'in soyundan geldigi veya bagimsiz olarak ortaya
¢iktig1 one strtlmustiir (Sekil 1.6.) (Brosch ve ark., 2002). RD4 delesyonu, M. bovis
ve M. bovis BCG'yi M. caprae ve M. pinnipedii gibi yakindan iligkili diger soylardan
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ayirir. M. bovis ve M. tuberculosis genomlari arasindaki asirt degisken bolgelerin
tanimlanmasi ile MTBC suslarinda 6nemli degiskenlik gosteren birkag¢ lokus
tamimlanmistir. RD’lerin dagilimi, M. bovis suslar1 arasindaki bes ana grubu ayirt
etmemizi saglar. MTBC'nin Onerilen evrimsel semasi, korunmus ve delesyona
ugramis bolgelerin varligt veya yoklugu yani sira segilen bes gendeki dizi

polimorfizmlerine dayanmaktadir (Gordon ve ark., 2001).

M. bovis BCG, antijenik proteinler i¢in genler de dahil olmak tizere bir grup
genden (Rv3971 ila Rv3879) ve kiiltiir bliylimesi sirasinda erken dénemde MTBC
tarafindan tretilen RD1 bolgesinden yoksundur. M. tuberculosis suslarinda RD 1, 2,
4,7, 8,9, 10, 12, 13 ve RD14 bolgeleri yiiksek oranda korunur. Bu RD’ler, M.
tuberculosis suslarinin MTBC’nin diger iyelerinden, cografi kokenlerinden ayirt
edebilmesini saglayan bolgelerdir. Bu bolgelerin M. tuberculosis'in  konakg1
ozgilligh ile iliskisi olabilir (Brosch ve ark., 2002). M. tuberculosis ve M. bovis
arasindaki RD4-RD11 bolgelerinin genomik delesyonlart ve M. bovis susunun
tekrarlanan alt kiiltiirlenmesine bagli olarak RD1'in delesyona ugramasi, M. bovis

BCG susunun ortaya ¢ikmasi ile sonuglanmistir (Gonzalo-Asensio ve ark., 2017).

M. canettii

Common ancestor of the

M. tuberculosis complex M. tuberculosis

Miepow,

} M. africanum

M. microti
oryx \

> M. bovis
“classical”

BCG Tokyo

BCG Pasteur _

Sekil 1.6. Belirli soylarda DNA'min art arda silinmesini gdsteren MTBC'nin Onerilen
evrimsel semas1 (Brosch ve ark. 2002).

Sema, korunmus ve delesyona ugramig bolgelerin varligi veya yoklugu yani sira secilen bes gendeki
dizi polimorfizmlerine dayanmaktadir.
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1.7.5.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Insersiyon segmentleri (IS), cogu bakteri genomunda yaygin olarak bulunan
kiiglik transpoze edilebilir genetik elementlerdir. 1S6110, enterobakteriyel ekleme
dizisi elemanlariin IS3 ailesinin bir liyesidir ve MTBC’nin iiyelerine 6zgili ¢oklu
kopyalar halinde sunuldugu disiiniilmektedir. MTBC tiirleri arasinda genomda
bulunan 0 ila 26 arasinda degisen IS6110 kopya sayis, biiyiik farkliliklar gosterir ve
cogu susun 8 ila 15 kopyasi vardir ve bu da farkli bir MTBC polimorfizmine neden
olur. Ornegin, M. tuberculosis genomu 19 kopyaya kadar IS6110 tastyabilirken, M.
bovis sadece 1 ila 5 kopya igerir, entegrasyonlart i¢in belirli noktalar olmasina
ragmen, bu elementler genom arasinda dagilmistir (Flores ve ark., 2010 ve Van
Soolingen ve ark., 1991). IS6110 kullanarak yapilan molekiiler fingerprinting;
organizmanin Uretilmesine, genomik DNA ekstraksiyonuna, enzim restriksiyon
RFLP'sine, agaroz jel elektroforezine, Southern blotting’e ve isaretli bir prob ile IS
elemanlariin saptanmasina dayanir. Bu nedenle, kullanilan restriksiyon enzimi ve
probun DNA dizisi birlikte, genomik DNA'daki polimorfizmlerin gorsellestirilmesini
saglar (Van Embden ve ark., 1993).

Bu teknigin ilk adim1 DNA'nin kiiltiirden saflastirilmasidir, ardindan genomu
birka¢ pargaya bodlen, ancak [S6110'u yalnizca bir kez bolen, genomik DNA'nin
"Pvull" restriksiyon enzimi ile sindirimi gelir. Elde edilen DNA fragmanlar1 daha
sonra agaroz jelleri lizerinde elektroforezlenir ve daha sonra southern blot
hibridizasyonunun gergeklestirildigi bir nitroseliiloz membrana aktarilir. Isaretli
prob, 1S6110 dizisinin 3’ ucuna tamamlayici olarak hibridize edilir. Hibridizasyon
paternindeki her bant, Pvull boliinme bolgeleri arasindaki mesafeye bagli olarak,
farkli uzunluklarda DNA ile gevrili tek bir IS6110 kopyasini gosterir. Son olarak,
isaretli prob ile etkilesime giren membrana, tipik olarak fotograflanabilen 1s1ldayan

bir reaksiyon {ireten bir algilama sistemi uygulanir (Sekil 1.7) (Ei ve ark., 2016).

IS6110-RFLP, ayrimci giicii yiikksek olmasina ragmen zaman alicidir ve
yiksek DNA kalitesi ve yogun emek gerektirir. Ayrica, IS6110-RFLP, M. bovis
suglar1 sadece 1 ila 5 kopya IS6110 tasidigr i¢in M. bovis izolatlarin tespiti igin
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daha az kullanishdir. EK olarak, bu elementler genellikle bu yontemin diferansiyel
kabiliyetini sinirlayan birkag M. bovis susunun 1.9-kb Pvull fragmaninda bulunur
(Van Soolingen ve ark., 1991).

Pul sites laddor  culosis

M. tuberculosis M. tuberculosis i : ——
genome ) genome ==

LR RNl s

(8] © (D)
Sekil 1.7. RFLP'nin ilkeleri.

(A) Pvull béliinme bolgelerini gosteren insersiyon segmenti IS6110 olan M. tuberculosis genomu. (B)
Tim genomun Pvull ile sindirimi. (C) Jel i¢inde calistirildiktan sonra farkli boyutlardaki DNA
segmentleri bir zara aktarilir ve ardindan hibridizasyon yapilir. (D) Farkli uzunluklarda DNA ile
cevrili IS6110'un tek bir kopyasini temsil eden gorsellestirilmis fragmanlar (Ei ve ark. 2016).

1.7.5.3. Spoligotiplendirme

Spoligotiplendirme (spacer oligoniikleotid tiplendirmesi), tiiberkiilozun tani
ve epidemiyolojisi i¢in hibridizasyona dayali parmak izi tekniklerine alternatif bir
teknik olarak 6nerilen PCR bazli molekiiler tipleme yontemidir (Kamerbeek ve ark.,
1997). Spoligotiplendirme, MTBC suslarinin dogrudan klinik 6rneklerden
saptanmasimi ve farklilagmasini saglayan ilk genotipik yontemdir. Bu ydntem,
MTBC genomunun dogrudan tekrar (DR: Direct repeat) lokusu i¢inde bulunan ara
birimlerdeki DNA polimorfizmlerinin saptanmasina baglidir. Bu lokus, uzunlugu 35-
41 bp arasinda degisen tekrarlamayan spacer’larin DNA dizileri ile ayrilmis 36 bp
uzunlugundaki ¢oklu dogrudan tekrarlardan (DR'ler) olusur (Groenen ve ark., 1993).
Bu tek lokus, MTBC’in genomik DR bdlgesinde 43 serpistirilmis spacer (aralayici)
diziden (daha 6nce H37Rv laboratuvar susunda ve M. bovis BCG as1 susu P3'te
tanimlanmis) olusur. MTBC suslari, DR'lerin sayisina ve belirli spacer dizilerin

varligina veya yokluguna gore degisir. DR lokusu 60'tan fazla tiir spacer icerir, ancak
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bu yontemin temeli olarak bir dizi 43 spacer secilmistir. Bu DR bdélgeleri, farkli
paternlere sahip suslar arasinda farklilagmaya izin verir (Smith ve Upton, 2012).
MTBC suslarinda, bu spacer’larin yoklugu, DR bolgesinde neredeyse her zaman
mevcut olan 1S6110 ekleme dizilerinin  homolog rekombinasyonu veya

transpozisyonu nedeniyle meydana gelebilir (Groenen ve ark., 1993).

Spoligotiplendirme paternleri, tam DR lokusu i¢in PCR amplifikasyonu ile
elde edilir ve bu bolgedeki tiim ara parcalarin amplifikasyonuna izin verir. Bu PCR,
DR boélgesinin biyotinile edilmemis ve biyotinile primerlerini igerir. Amplifiye
tirtinler daha sonra bir membran iizerine bir dizi serbest aralayici oligoniikleotide ters
hibridize edilir, her biri, bir dizi MTBC susundan dizilmis olan DR icindeki 43
potansiyel benzersiz aralayict DNA dizisinden birine karsilik gelir. ikinci antikor
daha sonra paternleri gorsellestirmek i¢in kullanilir, bu da bir floresan emisyonu ile
sonuclanir (Kamerbeek ve ark., 1997). Spoligotiplendirmenin ¢iktisi, ortaya ¢ikan 43
dizinin her birinin hibridizasyonunun sonugta varliginin veya yoklugunun

belirlenmesiyle elde edilir.

Bazi aralayicilarin olmamasi, bazi M. tuberculosis ve farkli M. bovis suslarini
ayirt etmede yardimcidir. M. tuberculosis H37Rv referans susu; 20, 21 ve 33 ila 36
ara pargalarinin yoklugu ile karakterize iken, M. bovis BCG, 3, 9, 16 ve 39 ila 43 ara
parcalarinin yoklugu ile karakterizedir (Sekil 1.8) (Kamerbeek ve ark., 1997).
Ayrica, M. bovis'in kaydedilen spoligotip kaliplarinin uluslararasi veri tabani ve diger
RD9 delesyonlu soylar, farkli iilkelerden elde edilen sonuglarin karsilastirilmasin
kolaylastirmis ve suslarin dagilimini ve yayilmasini aydinlatmaya yardimci olmustur.
Bu veri tabani c¢evrimigi olarak serbest¢ce kullanilabilir (Brudey ve ark., 2006).
Spoligotiplemeye dayali MTBC genotiplerinin uluslararasi en biiyiik veri tabanlari
SITVIT2 ve SITVITWEB’dir (Couvin ve ark., 2019). Spoligotipleri WGS
veritabanindan ¢ikarmak i¢in bagka araglar da gelistirilmistir (Coll ve ark., 2012).
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Sekil 1.8. Spoligotip belirleme adimlari.

1)M. tuberculosis genomunda DR lokus yapisi. 2) Korunmus DR bdlgesini tamamlayan PCR
amplifikasyon iiriinleri. 3) PCR {irlinii-Aralayic1 sekans problarini igeren membran iizerine amplifiye

DNA fragmanimin Oligo Hibridizasyonu. 4) Hibridizasyon paterni sonucu ve sekizli kod tiiretilir.
Spoligotipler, en son, en genis uluslararasi spoligotip veritabani (SITVIT2) kullanilarak tiiretilmistir

(Couvin ve ark., 2019).
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Spoligotiplendirme,  transmisyon  baglantilarin1  izlemek,  endojen
reaktivasyonlar gibi iletim modellerini tanimlamak i¢in uygulanabilir. M. bovis ve
dolasimdaki basiller ile olast zoonozlari tespit etmek ic¢in kullanilabilir. Dahasi, bu
yontem az miktarda DNA gerektirir ve kiiltiire, parafine gdmilii numunelere ve
hiicre kiiltiirii lizatlarina ihtiya¢ duymadan dogrudan balgam gibi klinik numunelerde
kullanilma potansiyeline sahiptir (Driscoll ve ark., 1999). Bu yontem ayni zamanda
belirli bir tilkede M. tuberculosis izolatlarimin yeni klonal bilesiminin
tanimlanmasma ve tiiberkiiloz dinamiklerinin ve gocle iliskili epidemiyolojik
etkilerin izlenmesine de olanak saglamaktadir (Zozio ve ark., 2005). Bununla
birlikte, tek basmna spoligotipleme her zaman bilgilendirici degildir ve M. bovis
suslar1 arasinda yeterli ayrimcilik saglamaz. Paylasilan spoligotipleri olan suslar
degisken eslestirilmis [S6110 profillerine sahip olabilir, bu nedenle
spoligotiplendirmeye tek basina MTBC'nin evrimsel g¢alismalari i¢in bir yontem
olarak giivenilemez, ancak VNTR veya RFLP gibi diger tekniklerle birlestirilebilirse

giivenli olur (Kremer ve ark., 2004).

1.7.5.4. Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — Variable Number
Tandem Repeat (MIRU-VNTR)

MIRU, genellikle M. tuberculosis'in senX3-regX3 operonunun intergenik
bolgesi boyunca tanimlanan kiiciik tandem tekrarlayan DNA dizileridir (Supply ve
ark., 2001). MIRU tiplendirmesi, MTBC'nin genomu icinde dagitilan 40-100 bp
arasinda degisen 41 VNTR'de tanimlanan polimorfizmlere dayanir. Bu degisken
tekrar sayisi, secilen 12, 15 veya 24 MIRU lokusunda tanimlanmistir ve PCR tabanl
bir yontem kullanilarak genotipleme i¢in kullanilabilir. Bu PCR tabanli tiplendirme
teknigi ilk olarak adli vakalarda ve babalik testleri i¢in kullanilmistir (Supply ve ark.,
2006).

MIRU-VNTR tiplendirme yontemi, her bir lokusun, yan bolgelere
tamamlayic1 spesifik primerlerle PCR amplifikasyonu ve ardindan amplikonlarin

boyutunun saptanmast i¢in jel elektroforezi kullanilarak gergeklestirilir.

46



Amplikonlarin biiylikligi dogrudan tandem tekrar sayisi ile iligkilidir, dnceden
bilinen tekrar iinitesinin referansina gore belirlenebilir. Tandem tekrarlarin sayisi
daha sonra her bir basamagin her bir lokusun kopya sayisini temsil ettigi bir koda
dontistirilir (Sekil 1.9) (Supply ve ark., 2001). MIRU lokuslari, diger suslarda
senX3-regX3 interistronik bolgenin 53 bp MIRU'sunun varligi ve M. bovis BCG
suslarindan yoklugu nedeniyle M. bovis BCG ve virillan MTBC suslar1 arasinda
ayrim yapmak i¢in kullanilmistir. M. tuberculosis genomundan bir lokus olan MIRU

21'in tiim M. bovis suslarinda bulunmadig1 bulunmustur (Supply ve ark., 2000).

MIRU-VNTR tiplendirme sonuglari dijitaldir ve dogrudan kiiltiire
uygulanabilir, DNA saflastirmasina yoktur. Bu yontem M. tuberculosis i¢in oldukga
aymmcidir, ayrica M. bovis tiplemesi igin tercih edilen bir yontem olma
potansiyeline sahiptir. M. bovis transmisyonunu degerlendirmek i¢in VNTR
tiplemesi de kullanilmistir (Roring ve ark., 2004). MIRU-VNTR belirtegleri daha
biliyiik popiilasyona dayali c¢aligmalar ic¢in yararli olabilir ve ayrica suslarin
siiflandirilmasi i¢in degerli tahminler saglayabilir (Huang ve ark., 2013). Bununla
birlikte, heniiz standartlagtirllmamistir ve lokuslarin allelik ¢esitliligi MTBC tiirleri
arasinda ve farkli lilkeler arasinda farklilik gosterebilir (Supply ve ark., 2001).

Aplicons Gel electrophoresis
DNA
ledder
=== -

e . -
¢ LITE -
L ———— =
e L -

locus C A 8 ¢ 0 €
(SIS MIRU-VNTR locus 0 0 Repetitive number: 3 3 5 4 2 e

[ q Specific primers for each locus

Sekil 1.9. MIRU-VNTR genotipleme prensibi.

(A) M. tuberculosis genomunda dagilmis farkl tekrarlayan sayilara sahip MIRU-VNTR lokuslari, her
lokus i¢in spesifik primerler ile giiclendirilir. (B) PCR'dan sonra farkli boyutlarda amplikonlar. (C)
Her bir VNTR lokusunun tekrarlayan sayisini yansitan farkli boyutlarda jel elektroforezinden sonra
amplikonlar goriilebilir (Ei ve ark., 2016).
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1.8. Tiiberkiiloz Tedavisi

1.8.1. insanlarda Tedavi Yaklasim

Insanlarda tiiberkiilozun geleneksel tedavisi, izoniazid, rifampin, pirazinamid
ve etambutol antibiyotiklerini igeren alt1 aylik standart bir rejimdir. M. tuberculosis
ile komplike olmayan TB enfeksiyonu olan insanlar icin etkili bir ilag¢ tedavisi
olmasia ragmen, 6zellikle M. bovis'in neden oldugu ekstrapulmoner tiiberkiilozun
hala 6zel bir tedavisi yoktur ya da oldukg¢a zordur (Maas ve ark., 2013). Ayrica, M.
bovis pirazinamid antibiyotiklere kars1 dogal bir dirence sahiptir, bu nedenle M. bovis
enfeksiyonlarinin etkin tedavisi i¢in uzun siireli bir antibiyotik kiirii gereklidir.
Tiiberkiiloz tedavisi etken duyarli ise, birinci secenek ilaglardan olusan tedavi
rejimleri ile yapilmaktadir. Cogu M. bovis kaynakli vakada hastalarda tiiberkiiloz
kaynaginin izi siiriilmemekte ve bu nedenle insanlarda tedaviye baslamadan 6nce M.
tuberculosis enfeksiyonu ile M. bovis enfeksiyonu arasinda ayrim yapilmamaktadir.
Bunun yani sira M. bovis'in M. tuberculosis'ten daha yiiksek 6liim oranina sahip bir
hastaliga neden oldugu belirtilmektedir (Miller ve Olea-Popelka, 2013).

TB goriilme sikligim1 azaltmak ve antitiiberkiiloz ilag direnci gelismesini
engellemek amaciyla hastanin ilaglarin1 kullanmasindaki uyumsuzlugu ortadan
kaldirmak icin Dogrudan Gozetimli Tedavi (DGT) stratejisi iilkemizde de
uygulanmaktadir. Hastalar bir gézetmen esliginde ilaglarini alirlar ve bu kayit altina
almir. DGT ile hastalar saha ziyaretleri ve telefon gortismeleri ile aktif olarak takip
edilmektedirler. Saglik Bakanligi’nca tiim veriler aylik olarak toplanmaktadir (Geng
Kuzuca, 2016).

Antitiiberkiiloz ilaglarinin ortak 6zellikleri; konagin dokularinda ¢ogalmakta
olan MTBC basillerini hizla dldiirmek ve hastaligin goriildiigii bolgeleri sterilize

ederek ilaca direngli mutant suslarin ortaya ¢ikmasimi dnlemektir (Velayati ve ark.,
2009).
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DSO, antitiiberkiiloz ilaglari, etkinligi ve kimyasal ozellikleri gibi cesitli
kriterlere gore bes smifta gruplandirmistir. Birinci siifta oral kullanilan ve EMB,
INH, PZA ve RIF bulunur. Ikinci smifta parenteral kullanilan Amikasin,
Kapreomisin, Viomisin, Kanamisin ve Streptomisin bulunur. Uciincii sinifa dahil
olan ilaglar; Ofloksasin, Levofloksasin, Moksifloksasin, Gatifloksasin eski ve yeni
kusak florokinolonlardir. Dordiincii sinifa dahil olan ilaglar ise oral bakteriostatik
etkili ikinci secenek ilaglardir ve Sikloserin, Etionamid, Para-Amino Salisilik Asit,
Protionamid, Terizidon ile Tiasetazon dordiincti smiftaki ilaglardir. Besinci sinifa
dahil ilaglar ise etkinligi siipheli ilaglardir ve Amoksisilin/Klavulanat, Klaritromisin,
Klofazimin, Imipenem, Linezolid, Bedakulin Delamanid bu smifin iiyelerini

olusturur (Sotgiu ve ark., 2015).

DSO’niin 6nerileri ile giiniimiizde TB tedavisi, birinci secenek ilaglar olan
INH, RIF, PZA ve EMB’nin iki ay boyunca kullanilip sonrasinda dort ay INH ve
RIF ile tedaviye devam edilmesi seklindedir. Ilaca direng gelisimi ya da intolerans
gibi durumlar nedeniyle tedavi basarisizhigi durumunda genellikle daha toksik ve
daha diisiik etkili olan PAS, Kapreomisin, Florokinolonlar, Kanamisin, Sikloserin ve
Etionamid gibi ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglar tedaviye dahil edilmektedir
(Zhang ve ark., 2006).

1.8.2. Hayvanlarda Tedavi Yaklasimi

Sigir TB, Hayvan Saglik Zabitas1 Kanunu’na gore bildirimi zorunlu bir
hastaliktir. Siit sigircilig1 yapanlar her yil ineklerini TB agisindan muayene ettirmeye
ve Tiberkiilin (PPD) testi yaptirmaya zorunludur. Veteriner hekim, PPD sonucuna
gore saglikli hayvanlara saglik belgesi diizenler ve sahibine verir. Hastalikli
hayvanlara ise hastalik raporu diizenlenir ve hastalik ¢ikisi ilan edilir. Tiiberkiilozlu
hayvanlar degerinin dortte {igii tazminat olarak verilerek kesilir, etleri diisiik degerli
et olarak satilir. Hasta hayvanlarda sagaltima gidilmez (Hayvan Sagligi ve Zabitasi
Kanunu, 1986).
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Bircok tilkede sigir TB kontrol programlart rutin et muayenesi seklindedir.
Ekonomik olmamasi ve TB tasiyiciliginin  onlenememesi nedeniyle ¢iftlik
hayvanlarinda tedavi 6nerilmez. Vahsi hayvanlar arasinda da tiiberkiilozun varligini
siirdiirmesi eradikasyonu i¢in Onemli bir engeldir (Sigir Bovine Tiiberkiilozu
Yonetmeligi, 2009). Pet hayvanlarinda TB olgularinda ise uygulanan tedavi rejimleri

vardir (Gokalp ve Gokalp, 2020).

Tiberkiilin (PPD) testi, sigirlarda Sigir TB saptanmasi i¢in uluslararasi
uygulanan standart bir yontemdir. PPD testinde de yanlis pozitiflik ve negatiflik
goriilebilmektedir, testin duyarliligi ve ozgiinligi yeterli degildir. Yeni dogum
yapmis hayvanlarda hatali degerlendirmelere neden olabilir. Yanlis negatif sonuglar
hastaligin erken sathasinda ya da ileri derecede enfekte hayvanlarda meydana
gelebilir. Sigirlara PPD testi, genellikle boynun orta kismina intradermal tiiberkiilin
enjeksiyonu ile yapilir. Kuyrugun kaudal kivrimida PPD uygunabilen bir bolgedir.
Testten iic glin sonra uygulama yerinde sisme (gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu) saptanir. Avian ve sigir tiiberkiilinler karsilastirmali olarak uygulanirsa
sonug¢ daha saglikli degerlendirilebilir. (Sigir Bovine Tiiberkiilozu Yonetmeligi,
2009).

1.9. Korunma

Elde edilen bagisiklik diizeyi ve TB enfeksiyona karsi korumasi farkliliklar
gostermesine ragmen uzun yillardir tiiberkiiloza bagisiklik saglamak icin var olan tek
as1; BCG asisidir. Yeni ast gelistirme calismalarinin diger enfeksiyon etkenlerine
oldugu gibi TB enfeksiyonlar: i¢in de planlanmasimin gerekliligi s6z konusudur.
BCG asisindan farkli segenekler i¢in hayvan ve insanlarda ¢alismalar yapilmaktadir.
Atteniic M. bovis asilari, 61t non tiiberkiiloz mikobakteri asilari, mutant BCG asilari,
DNA asilari, subunit protein asilari, viral vektor asilart ve bunlarin BCG ile
kombinasyonlar1 denenerek asi gelistirme ¢alismalar1 yiiriitilmektedir (Mustafa ve
ark., 2006).
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Sigir tiiberkiilozu, insanlar1 dogrudan temas ile enfekte edebilecegi gibi et, siit
ve hayvansal besinlerin yenmesi ile de bulasabilir. Bu nedenle, ilk olarak insan
saglig i¢in birtakim Onlemler alinmasi gerekmektedir. Tiiberkiilin testi ile portor
hayvanlar belirlenip imha edilmelidir. Hayvanlarin alim satimlarinda hasta olmayan
hayvanlara saglik sertifikas1 verilmeli ve bu sertifika alim satimlarda
sorgulanmalidir. Tiim mezbahalarda tiiberkiilozlu hayvanlar PPD ile belirlenmeli ve
bu hayvanlarin geldigi siiriiler izlenerek baska tasiyici hayvanlarin varligi da
arastirtlmali ve PPD pozitif hayvanlar kesilmelidir. Siitler uygun pastorizasyon veya
sterilizasyona tabi tutulmali, bu islemi gergeklestiren isletmeler izlenmeli ve sokakta
denetimsiz siit satilmast engellenmelidir. Hayvan ithalatinin tiiberkiiloz ari iilke veya
bolgelerden yapilmasi saglanarak hayvan kacakciligit  Onlenmelidir.  Sigir
tiiberkiilozunu eradike etmeye yonelik proje ve programlar insan ve hayvan sagliklari
Oon amag¢ olarak planlanmalidir. Yaban hayatindaki hayvanlarin da tiiberkiiloz
bulasindaki rolleri unutulmamali ve yaban hayatindaki TB portorleri ile de miicadele
edilmelidir. Sigir tiiberkiilozu ve insan tiiberkiilozu ile miicadele es zamanli yapilarak
tek saglik uygulamalar ile insan kaynakli tiiberkiilozun da hayvanlara bulasi, hayvan

kaynakl1 tiiberkiilozun da insanlara bulasi 6nlenmeye ¢alisilmalidir.

Bu tez ¢aligmasinda, insan ve hayvan kaynakli Mycobacterium bovis
izolatlarinin spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yontemleri ile epidemiyolojik

analizinin yapilmasi amaglanmigtir.
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calismaya Halk Saghgi Genel Midiirliigii, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlart ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanlign biinyesindeki Ulusal
Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’nda rutin laboratuvar ¢alismalarinda izole edilen
insan kaynakli Mycobacterium bovis suslar1 (58 sus; 17 adet M. bovis BCG ve 41
adet M. bovis spp. bovis) ve Tarim ve Orman Bakanligi Veteriner Kontrol Merkez
Aragtirma Enstitiisii Midiirliigii biinyesindeki Tiiberkiiloz Paratiiberkiiloz ve Ruam
Teshis Laboratuvari’nda Veteriner Hekim muayenesi sonucu Sigir Tiiberkiilozu
pozitif bulunan 108 sigir kaynakli doku nekropsi orneklerinden Ulusal Tiiberkiiloz
Referans Laboratuvari’'nda izole edilerek tanimlanan hayvan kaynakli

Mycobacterium bovis suslari (50 sus; 50 adet M. bovis spp. bovis) dahil edildi.

2.1. Gerec

2.1.1. M. bovis Suslarinn izolasyonu ve identifikasyonu icin Gerecler

Isik mikroskobu

e Preparat kurutucu

e Boya sehpasi

e EZN Boyama Seti

e LJ (Lowenstein Jensen) kati besiyeri

e MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) siv1 besiyeri
e Smif II Biyogiivenlik Kabini

e CO,’li Inkiibator

o MGIT 960 otomatize kiiltiir cihaz1

o Otoklav
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e MTBC-TDM ayrimi i¢in immunokromatografik kaset test

e Birinci segenek ilaglarin (SIREP: Streptomisin, Izoniazid, Rifampisin,

Etambutol, Pirazinamid) ¢6zeltileri
e GenoType Mycobacterium MTBC (Hain Lifescience, Almanya) Kiti
e [s1dongii cihazi
e Hibridizasyon cihazi
e Otomatik pipetler
e \Vorteks
o Santrifijj
e Cryovial tiip 2 ml
e PCR tiipii (0,5 mL -1,5 ml)
e Buzdolabi

e Derin dondurucu

2.1.2. M. bovis Suslarimin Genotiplendirmesi i¢in Geregler

2.1.2.1. Spoligotiplendirme I¢in Geregler

e DR boélgesini PCR ile ¢gogaltmak i¢in primerler (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. Spoligotiplendirme i¢in kullanilan primerler.

DRa

5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’ucu biotin ile isaretli)

DRb

5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’

e M. bovis BCG ve M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart suslari

e Ultra saf su
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o 2X Buffer mix
e Buz akiisi

e Spoligotiplendirmede kullanilacak ¢ozeltiler

20X SSPE: Hazirlandiktan sonra en fazla 6 ay raf 6mrii vardir. 175,3 g NaCl,
27,6 g NaH2PO4.H20 ve 7,4 g EDTA karistirildi. 10N NaOH ile pH 7,4’e ayarlandi.
Hacmi H,O ile 1 L’ye tamamlandi. Otoklavlandi.

%10 SDS (stok): Her galismada taze hazirlanmalidir. 10 g SDS tartildi. 100

ml su eklendi. Isitici-karistiric1 da ig¢ine balik konularak eritildi.

2XSSPE: 100 ml 20X SSPE ve 900 ml su steril sise igerisinde karistirildi

2XSSPE 0,1% SDS: 100 ml 20X SSPE, 10 ml 10% SDS ve 890 ml su steril

sise igerisinde karigtirildi.

2XSSPE 0,5% SDS: 100 ml 20X SSPE, 50 ml 10% SDS ve 850 ml su steril

sise icerisinde karistirildi.

%21 SDS: 50 ml %10 SDS ve 450 ml su steril sise i¢erisinde karistirildi.

M _EDTA (pH 8,0): 46,53 g EDTA ve 250 ml su steril sise igerisinde

karistirildi. pH 8,0’e ayarlandiktan sonra otoklavlandi.

20mM EDTA (pH 8,0): 40 ml 0,5M EDTA ve 960 ml su steril sise igerisinde

karistirildi.

o [s1 dongii cihaz1 (SensoQuest, Germany)

e Spoligotiplendirme membrani (Isogen, Hollanda)
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e Miniblotter (FINEPCRcombi-SV120)
e Aspirasyon cihazi

e Hibridizasyon firin1

e Naylon membran

o Streptavidin-peroksidase

o Amersham soliisyonu Kiti (ECL Detection kit, Amersham Pharmacia
Biotech)

e Goriintiileme cihazi (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M)

2.1.2.2. MIRU-VNTR Genotiplendirme i¢in Gerecler

e MIRU-VNTR o6ncesi PCR igin forward ve reverse primerleri (Cizelge 2.2)
e M. bovis BCG ve M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart suslar1
e 2X HS Prime Taq

e 5XQ

e MgCl,

e Agaroz jel elektroforez cihazi ve sarflart

e 1000 bp'lik bir DNA merdiveni (Invitrogen, Life Technologies, Carlshad,
CA)

e Kapiller jel elektroforez cihazi (Beckman Coulter CEQTM 8000 Genetic
Analysis System, ABD)

e Goriintiileme cihazi (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M)
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Cizelge 2.2. 24 Lokus MIRU-VNTR metodu igin kullanilan primerler ve mix’ler.

MIRU primerler Primer sequences (5’ to 3') Primer Isimleri Mix'ler
MIRU 4; ETR D | GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM) MIRU4_ETR D-F Mix1
GCGCAGCAGAAACGCCAGC MIRU4_ETR D-R
MIRU 26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC MIRU26-F
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC) MIRU26-R
MIRU 40 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED) MIRU40-F
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA MIRU40-R
MIRU 10 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC MIRU10-F Mix2
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM) MIRU10-R
MIRU 16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA MIRU16-F
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC) MIRU16-R
MIRU 31 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA MIRU31_ETR E-F
GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED) MIRU31_ETR E-R
Mtub04 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT Mtub04-F Mix3
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM) Mtub04-R
ETRC CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC) ETR_C-F
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA ETR_C-R
ETR A AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED) ETR_A-F
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT ETR_A-R
Mtub30 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM) Mtub30-F
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA Mtub30-R
Mtub39 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC) Mtub39-F Mixd
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG Mtub39-R
QUB-4156 TGACCACGGATTGCTCTAGT QUB-4156-F
GCCGGCGTCCATGTT (NED) QUB-4156-R
QUB-11b CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG QUB-11b-F
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM) QUB-11b-R
Mtub21 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC) Mtub21-F Mix5
CAACATCGCCTGGTTCTGTA Mtub21-R
QUB-26 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED) QUB-26-F
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT QUB-26-R
MIRU 2 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT MIRU2-F
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAM) MIRU2-R
MIRU 23 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (VIC) MIRU23-F Mix6
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC MIRU23-R
MIRU 39 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC MIRU39-F
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (NED) MIRU39-R
MIRU 20 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (FAM) MIRU20-F
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA MIRU20-R
MIRU 24 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT MIRU24-F .
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (VIC) MIRU24-R Mix7
MIRU 27; QUB-5 | TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA MIRU27_QUB-5-F
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED MIRU 27_QUB-5-R
Mtub29 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (FAM) Mtub29-F
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC Mtub29-R
ETR B ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (VIC) ETR_B-F Mixg
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC ETR B-R
Mtub34 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED) Mtub34-F
GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC Mtub34-R
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2.2. Yontem

22.1. M. bovis Suslarimin izolasyonu ve Identifikasyonu icin

Uygulamalar

Tim ornekler DHK (Dekontaminasyon-Homojenizasyon-Konsantrasyon)
islemi uygulandiktan sonra calisildi. Islenmis &rneklerden preparat hazirlandi.
Hazirlanan preparatlar iki saat elektrikli preparat kurutucuda 65-75 °C’de tespit
edildi. Preparatlar EZN yontemiyle boyandi. Boyali preparatlar 1s1k mikroskobunda
ARB pozitifligi yoniinden degerlendirildi. Mikobakteriler mavi zeminde kirmizi
basiller olarak degerlendirildi. Diger mikroorganizmalar mavi renkte gozlendi. DHK
isleminden sonra, 6rneklerden hem LJ besiyerine hem MGIT sivi besiyerine ekim
yapilarak 37 °C’de inkubasyona birakildi. 8 hafta besiyerlerindeki iireme olup
olmadig1 takip edildi. Kontaminasyon gelisen Kkiiltiirler tekrar ekim yapilarak
inkubasyona birakildi. Sivi kiiltiirlerden immunokromatografik kaset test ile pozitif
bulunan mikobakterilere ilag duyarlilik testi (IDT) uygulandi. IDT, MGIT 960
otomatize Kkiiltiir cihazinda birinci secenek ilacglarin ¢ozeltileri kullanilarak
proporsiyon yontemi ile yapildi. Ilaglara duyarlilk ve diren¢ durumlar
degerlendirilerek kaydedildi. Pirazinamid direnci olan izolatlar M. bovis yoniinden
degerlendirme i¢in ayrildi. Pirazinamid direnci olan izolatlara alttiir identifikasyonu
yapildi. Sivi kiiltiirlerdeki iiremelerden ekstraksiyon Kkiti ile DNA ekstrakti elde
edildi. GenoType Mycobacterium MTBC kitinin talimatlarina gore test uygulandi.
Mikobakteriler testin yorumlanma rehberine gore alttiir diizeyinde identifiye edildi.
Kalan DNA ekstraktlar1 genotiplendirme ¢alismalar1 igin derin dondurucuya
kaldirildi (UTTR, 2014).
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2.2.2. M. bovis Suslarmin Genotiplendirmesi

2.2.2.1. Spoligotiplendirme

Derin dondurucuda (-20 °C’de) saklanan DNA ekstraktlar1 ¢alisma Oncesi
c¢ikarildi. Spoligotiplendirme Kremer ve ark. (2004)’a gore ¢alisildi.

DR bolgesini SpoligoPCR ile ¢ogaltmak i¢in primerler temin edildi. Her bir
spoligotiplendirme ¢alismasinda pozitif kontrol olarak M. bovis BCG ve M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart suslarindan elde edilen saf DNA ve
negatif kontrol olarak ultra saf su kullanildi. DRa primeri (biotinle isaretli oldugu
icin +4 °C) ve DRD primerinin (-20 °C’de) saklama kosullarina titizlikle uyuldu. Her
bir sus icin Cizelge 2.3 deki gibi PCR miksi hazirlandi.

Cizelge 2.3. Bir 6rnek i¢cin PCR miksi.

Reajen Hacim
2X Buffer mix 25 ul
DRa (20 pmol) 4l
DRb (20 pmol) 4l
Template DNA 10 pl

Toplam 50 pl

Temiz odada ependorflarin icine PCR reaksiyon karistmi hazirlandi.
Hazirlanan ependorflar 1s1 dongii cihazina (Applied Biosystem AB) konularak

Cizelge 2.4’deki PCR dongiileriyle olusturulan programda amplifiye edildi.

Cizelge 2.4. Spoligotiplendirme 6ncesi PCR dongiileri.

Is1 (°C) Siire Déngii Sayist
95 °C 10 dk

96 °C 1dk

55°C 1dk 25 siklus
72 °C 30 sn

72 °C 5 dk

4°C o
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Kaynat patlat yapacagimiz alt1 diiz olmayan vida kapakli ependorflar 1’den
40’a kadar numaralandirildi. H37Rv ve M. bovis BCG i¢in 2’ser ependorf hazirlandi.
Her birine 20 ul PCR iiriini ve 150 ul 2XSSPE 0,1% SDS eklendi. Is1 blogunun
tizerinde tencerede 10 dk kaynatilarak denatiire edildi ve hemen buz akiisiine alindi.
Fazla kalirsa donacagi i¢in donmadan spora alindi. Hibridizasyon firin1 60°C’ye
ayarlandi. Spoligotiplendirme membrani1 250 ml 2XSSPE 0,1% SDS ile 60°C’de 5
dakika hibridizasyon firininda hazirlandi. Membran yastigi ve membran
miniblotter’a (Miniblotter-3024) yerlestirilirken, miniblotter ve membranin
birbirlerine dikey konumda olmalarina dikkat edildi. Miniblotter’in slotlarda kalan
stvilar aspirasyon cihazi ile aspire edildi. Slotlara denatiire edilmis PCR {iriinii
yavasca konuldu. Ilk iki siraya ve son iki siraya 2XSSPE 0,1% SDS koyuldu.
Miniblotter yatay olarak 60°C’de 60 dakika hibridizasyon firininda hibridize edildi.
Miniblotter’in slotlardan tirlinler aspirasyon cihazi ile aspire edildi. Penset ile
membran miniblotter’dan alindi. Yikama kutusuna koyuldu. Membran her defasinda
250 ml 2XSSPE 0,5% SDS ile 60°C’de iki kere 10’ar dk ¢alkalanarak yikandi.
Naylon membran (mavi) 42°C olan 2XSSPE 0,5% SDS ile islatildi ve membran,
naylon membran ile sarildi. Membran siseye koyuldu ve sogutuldu. 3 pl streptavidin-
peroksidase ve 15 ml 42°C olan 2XSSPE 0.5% SDS tiipte karistirildi. Karigim
sisenin i¢ine eklendi. Biitlin membranin karisim ile 1slanmasi saglandi. Hibridizasyon
firinda rotora takilan sise donerek 42°C’de 60 dk inkiibe edildi. Membran siseden
cikarildi ve her defasinda 250 ml 2XSSPE 0,5% SDS ile 42°C’de iki kere 10’ar dk
calkalanarak yikandi. Membran 2XSSPE ile 5 dk oda sicakliginda c¢alkalanarak
yikandi. Streptavidin-peroksidaz ile inkiibe edildikten sonra, aralayicilar geligsmis
kemiliiminesans saptamasi ile saptandi. 15 ml Amersham soliisyonu hazirland1. (7,5
ml sollisyon A ve 7,5 ml soliisyon B). 2XSSPE uzaklastirildi ve Amersham
soliisyonu eklendi ve calkalandi. Spacer’larin goriintiillenmesi membran cihaza
yerlestirilerek goriintiilleme cihaz1 ile yapildi. Degerlendirme sonuglari excel

formatinda hazirlandi.

Membranin tekrar kullanilabilmesi icin goriintiileme sonrasinda talimatlara
uyularak asagidaki gibi yikandi. 250 ml %1 SDS ile 80°C’de 30’ar dk iki kere
yikandi. 20 mM EDTA ile oda sicakliginda 10 dk yikandi. 20 mM EDTA membranin
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tizerini ortecek sekilde koyuldu. Kutunun {izerine membranin kullanim sayisi1 ve tarih

yazilarak buzdolabina (+4°C) kaldirildi.

2.2.2.2. MIRU-VNTR Genotiplendirme

Derin dondurucuda (-20°C) saklanan DNA ekstraktlar1 ¢alisma Oncesi
cikarildi. MIRU-VNTR Supply ve ark. (2006)’a gore caligildu.

Calisilacak MIRU lokuslari igin Cizelge 2.2’de verilen primerler temin edildi.
Her bir MIRU-VNTR c¢alismasinda pozitif kontrol olarak M. bovis BCG ve M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart suslarindan elde edilen saf DNA ve
negatif kontrol olarak ultra saf su kullanildi. Primerlerin (-20°C’de) saklama
kosullarina titizlikle uyuldu. Her bir sus i¢in dncelikle PCR ile amplifikasyon yapildi.
PCR i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 2.5’de belirtildigi sekilde hazirlandu.

Cizelge 2.5. Bir 6rnek i¢cin PCR miksi.

Reajen Hacim

2X HS Prime Taq 12,5 ul
5X Q 5ul
Forward Primer 3ul
Reverse Primer 1,5 ul
MgCl, 1 ul
Template DNA 2 ul

Toplam 25 pul

Hazirlanan reaksiyon karigimi 1s1 dongii cihazinda Cizelge 2.6°da belirtilen

151, siire ve dongii sayisinda amplifiye edildi.

Cizelge 2.6. MIRU oncesi PCR dongiileri.

Is1 (°C) Siire Doéngii Sayisi
95 °C 10 dk
94 °C 45 sn
57 °C 1dk 25 siklus
72 °C 1dk
72 °C 5 dk

4°C ©
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PCR sonrasi olusan amplikonlara 120 Voltta, 60 dakika, GelRed ile boyanmis
%1,5'lik agaroz jelde elektroforez uygulandi. PCR firiinlerinin varliklart 1000 bp'lik
bir DNA merdiveni ile karsilagtirilarak gozlendi. Elektroforez sonrasi jelin
gorlntiilenmesi goriintiileme cihazi ile yapildi. Amplikon gozlenen 6rnekler, kapiller
jel elektroforez cihazinda analiz edildi. Analiz plate’ine 2 pl diliie edilmis PCR
ornegi, lizerine 31 pl Sample loading mix (0,5 pl Size Marker ve 30 ul Sample
Loading Solution) eklendi. Ayrica Separation plate’i hazirlanarak cihaza yiiklendi.
Cihaz c¢alismas1 bittikten sonra her bolgenin fragman uzunluklari not edilerek
kod’lar1 referansa gore hesaplandi. Her bolgenin fragman uzunluklarina gore
kod’larinin oldugu referans Cizelge 2.7°de verilmistir. Allellerin tekrarlanma sayilari,
fragman biiyiikliiklerine dayanilarak her bir MIRU lokusu i¢in belirlendi. Cihazdan

alian fragman uzunluklar1 excel formatinda hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1. M. bovis Suslarinin izolasyon ve identifikasyon Bulgular:

Sigir TB oldugu disiiniilen 108 sigirdan alinan granulomlu sigir nekropsi
materyallerinden 50 adet M. bovis izolat1 elde edildi. EZN boyama ile %46,3
(50/108) pozitiflik saptandi. Tiiberkiiloz etkeni tespiti igin ¢alisilan insan
orneklerinden izole edilen 58 mikobakteri izolatinin ise EZN boyama ile 24’iiniin
ARB pozitif oldugu retrospektif incelemede goriildii. Ornekten yapilan preparatta
ARB negatif degerlendirilse de pozitif sivi kiiltiirlerden yapilan EZN boyama ile
ARB pozitifligi gozlendi. Tim izolatlar sivi  kiltiirlerinden  yapilan
immunokromatografik kaset test ile pozitif bulunarak MTBC olarak tanimlandi.
MTBC’lere sivi  kiiltiirlerinden IDT yapildi. izolatlarm tamammin SIRE
(Streptomisin, izoniazid, Rifampisin, Etambutol) antitiiberkiiloz ajanlarina duyarl ve
pirazinamide direngli oldugu goriildii. Sivi kiiltiirdeki tiremelerden DNA ekstrakti
elde edildi ve molekiiler caligmalarda kullanildi. M. bovis olabilecegi 6n goriilen
pirazinamid direngli izolatlara GenoType Mycobacterium MTBC Kkiti ile cesitli
numunelerden izole edilen 58 insan kaynakli M. bovis izolatinin 17’si (%29,3) M.
bovis BCG olarak tanimlanirken, 41°i (%70,7) M. bovis spp. bovis olarak tanimlandi.
Cizelge 3.1°de calismadaki insan kaynakli izolatlarin identifikasyon bulgular
gosterildi. Sigir akciger lenf yumrularindan izole edilen 50 hayvan kaynakh
izolatlarin tamami GenoType Mycobacterium MTBC Kkiti ile M. bovis spp. bovis
olarak tanimlandi. Cizelge 3.2°de c¢alismadaki hayvan kaynakli izolatlarin
identifikasyon bulgular1 gosterildi.
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Cizelge 3.1. insan kaynakl1 izolatlarin kodlar1 ve identifikasyon bulgulari.

Sus Kodu | Orijin Numune Sehir Tarih SIRE-P MTBC Alt tiirii
H-1 insan Doku Biyopsi Erzincan 2019 $SSS- R M.bovis BCG
H-2 Insan Abse Trabzon 2019 SSSS- R M.bovis BCG
H-3 nsan Balgam Istanbul 2019 $585- R M.bovis spp. bovis
H-4 Insan Balgam Konya 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-5 insan Doku Biyopsi Konya 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
H-6 Insan Balgam Istanbul 2019 | s555-R M.bovis BCG
H-7 insan Idrar Konya 2019 SSSS- R M.bovis BCG
H-8 insan Abse Konya 2019 S5SS- R M.bovis BCG
H-9 insan | LenfNodu Biyopsi | Ankara 2019 SSSS- R M.bovis spp. caprae
H-10 Insan AMS Istanbul 2019 S555- R M.bovis BCG
H-11 insan Doku Biyopsi Sirnak 2020 SSSS- R M.bovis BCG
H-12 insan Balgam Istanbul 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-13 nsan Doku Biyopsi Istanbul 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-14 insan AMS Istanbul 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
H-15 insan BAL Konya 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-16 insan Doku Biyopsi Trabzon 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-17 insan Doku Biyopsi Aksaray 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-18 insan Balgam Zonguldak 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-19 insan Balgam Antalya 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-20 insan Doku Biyopsi Erzurum 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-21 insan Abse Konya 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-22 Insan Balgam Istanbul 2020 | ssss-R M.bovis spp. bovis
H-23 insan Doku Biyopsi Konya 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-24 insan Balgam Eskisehir 2021 $SSS- R M.bovis spp. bovis
H-25 insan Balgam Tekirdag 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-26 insan Doku Biyopsi Konya 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-27 insan BAL Ankara 2021 S5SS- R M.bovis spp. bovis
H-28 insan Doku Biyopsi Aksaray 2021 SSSS- R M.bovis BCG
H-29 Insan Doku Biyopsi Denizli 2021 S5SS- R M.bovis spp. bovis
H-30 insan BAL Konya 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-31 Insan Balgam Antalya 2021 $SSS- R M.bovis BCG
H-32 insan Yara aspirat Kayseri 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-33 insan Balgam Bolu 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-34 insan Doku Biyopsi Gaziantep 2021 | sS5S-R M.bovis BCG
H-35 insan Balgam Konya 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-36 Insan Abse Konya 2021 S5SS- R M.bovis BCG
H-37 Insan Abse Mardin 2021 SSSS- R M.bovis BCG
H-38 insan Balgam Diyarbakir 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-39 insan Abse Adana 2021 | ss55-R M.bovis BCG
H-40 insan Abse Istanbul 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
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Cizelge 3.1. Devami. Insan kaynakli izolatlarin kodlar1 ve identifikasyon bulgular.

Sus Kodu | Orijin Numune Sehir Tarih SIRE-P MTBC Alt tiirii
H-41 insan Balgam Istanbul 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
H-42 insan Balgam Burdur 2021 S$SSS- R M.bovis spp. bovis
H-43 insan Abse Kirikkale 2021 $5S5- R M.bovis BCG
H-44 insan Abse Ankara 2021 $585- R M.bovis BCG
H-45 insan Balgam Tekirdag 2021 S$SSS- R M.bovis spp. bovis
H-46 | insan Balgam Konya 2021 | ssss-r |  M-bovis spp. bovis
H-47 insan Balgam Gaziantep 2021 $585- R M.bovis spp. bovis
H-48 insan Balgam Bilecik 2021 55SS- R M.bovis spp. bovis
H-49 insan Doku Biyopsi Bilinmiyor | 2021 $585- R M.bovis spp. bovis
H-50 insan Doku Biyopsi Diyarbakir | 2021 S5SS- R M.bovis spp. bovis
H-51 insan Doku Biyopsi Diyarbakir 2021 S$SSS- R M.bovis spp. bovis
H-52 insan Doku Biyopsi Rize 2021 $S8SS- R M.bovis spp. bovis
H-53 insan Abse Ankara 2021 S$SSS- R M.bovis spp. bovis
H-54 insan Doku Biyopsi Diyarbakir 2021 5SSS- R M.bovis spp. bovis
H-55 insan Doku Biyopsi Diyarbakir | 2021 $5SS- R M.bovis spp. bovis
H-56 insan Abse Sirnak 2022 | SSSS-R M.bovis BCG
H-57 insan Abse Konya 2022 SSSS- R M.bovis BCG
H-58 Insan Balgam Ankara 2022 SSSS-R M.bovis spp. bovis

H: Human (insan) olarak kodlanmustir.
S: Duyarl
R: Direncli

Cizelge 3.2. Hayvan kaynakl1 izolatlarin kodlar1 ve identifikasyon bulgulari.

Sus Kodu Orijin Numune Tarih SIRE-P MTBC Alt tiirii
B-1 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-2 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-3 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-4 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-5 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 35SS- R M.bovis spp. bovis
B-6 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-7 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 35SS- R M.bovis spp. bovis
B-8 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-9 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-10 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-11 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-12 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-13 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-14 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-15 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-16 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
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Cizelge 3.2. Devami. Hayvan kaynakli izolatlarin kodlar1 ve identifikasyon bulgulari.

Sus Kodu Orijin Numune Tarih SIRE-P MTBC Alt tiirii
B-17 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-18 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-19 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-20 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-21 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-22 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-23 Hayvan AC Lenf yumrusu 2019 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-24 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-25 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-26 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-27 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-28 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-29 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-30 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-31 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-32 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-33 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-34 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-35 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-36 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-37 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-38 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-39 Hayvan AC Lenf yumrusu 2020 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-40 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-41 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 $5SS- R M.bovis spp. bovis
B-42 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-43 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-44 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 5SSS- R M.bovis spp. bovis
B-45 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-46 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-47 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 $SSS- R M.bovis spp. bovis
B-48 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 35SS- R M.bovis spp. bovis
B-49 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 SSSS- R M.bovis spp. bovis
B-50 Hayvan AC Lenf yumrusu 2021 $SSS- R M.bovis spp. bovis

B: Bovis (Si1g1r) olarak kodlanmustir.

S: Duyarl
R: Direngli
AC: Akciger
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3.2. M. bovis Suslarinin Genotiplendirme Bulgular:

3.2.1. Sipoligotiplendirme Bulgular

Spoligotiplendirme  metodunda sonug¢larin  yorumlanmasinda  spacer
bolgelerinin varligr degerlendirilirken, membrana bagli oligoniikleotidlerin PCR
tirtinleri ile hibridizasyonu sonucu olusan koyu goriilen bolgeler pozitif olarak
degerlendirildi. Sonuglar excel formatinda spacer’larin varliina goére ‘1’ ve
yoklugunda ‘0’ olacak sekilde hazirlandi. Spoligotiplendirme sonuglarinin

degerlendirilmesinde Sekil 3.1’deki oktal kodlar kullanilmastir.

ooo=0oom=1lomo=2cmm =3 m=10=0
E00=4mOm=5mm0 =6 mmm="7 Spacer 43

Sekil 3.1. Spoligotiplendirme sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan oktal kodlar.

Spacers

1 > 43

EEEEEEEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEECCOCOmmmmmEm H37TRyv

EECOEEEENCEEEEENCEEEEEEEEEEEEEEEnEEnnnnn0000 BOG

Sekil 3.2. Spoligotiplendirme paternleri (M. tuberculosis H37Rv ve M. bovis BCG).

M. tuberculosis H37Rv susunda 20-21 ve 33-36 spacerlari yoktur ve M. bovis

BCG susunda 3, 9, 16 ve 39-43 ara pargalar1 yoktur. Bu suslar, spoligotiplendirme
icin kontrol olarak kullanild1 (Sekil 3.2).

Elde edilen sonuglar Mbovis.org (http://www.mbovis.org) ve SITVIT2
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/links.jsp) databaselerinde

degerlendirildi, kiimeler ve familyalar (clade) belirlendi.

67


http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/links.jsp

Insan Kaynakh izolatlarmm SIT, Lineage ve SB Number Bulgular::
Spoligotiplendirme ¢aligmalar1 sonucu elde edilen veriler ile binary ve octal kodlar
elde edildi. Binary ve octal kodlar, SITVIT2 database’inde degerlendirildiginde SIT,
lineage ve hexadecimal kodlar1 elde edildi. SB number kodlar1 ise binary ve octal
kodlarin Mbovis.org database’inde degerlendirilmesiyle elde edildi. insan kaynakl
izolatlarin spoligo binary, oktal ve hexadecimal kodlari, SIT, spoligofamilya

(Lineage) ve SB sayilar Cizelge 3.3 de gosterildi.

Bulgular incelendiginde spacer gozlemlenmeyen H-8’in SB2277 olarak
kodlandig1  goriildii. SIT ve lineage tamimlanamadi. H-11 ve H-31
degerlendirilemedi. Standart sus M. bovis BCG ile birlikte 16 izolat (%27,6)
SIT482/SB0120 ve lineage BOV 1 olarak tanimlandi. Calismada insan kaynakli
izolatlar en sik SIT482/SB0120 tipinde gorilmiistiir. Bunun yani sira 8 izolat
(%13,8) SIT1118/SB0989 ve lineage BOV_1, 7 izolat (%12,1) SIT685/SB0288 ve
lineage BOV, 4 izolat (%6,9) SIT3529/SB0920 ve lineage BOV_1, bir izolat
SIT1185/SB0897 ve lineage BOV_1, bir izolat SIT3710/SB1595 ve lineage BOV _1,
bir izolat SIT688/SB0129 ve lineage BOV 1 olarak tanimland.

SIT kodu tanimlanamayan 18 izolattan bir izolat SB0419 ve lineage BOV_4-
CAPRAE, bir digeri SB1231 ve lineage BOV 1 olarak tanimlandi. 4 izolat (%6,9)
SB2466, birer izolat sirasiyla SIT3687/SB1625 ve SB2277 kodunda iken bu
izolatlarin SIT ve lineage kodlar1 database’de bulunamadi. 10 adet izolatin (%17,2)

higbir kodu database’de bulunamadi ve bu izolatlar ‘yeni izolat’ olarak yorumlandi.
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Hayvan Kaynakh Izolatlarmn SIT, Lineage ve SB Number Bulgular:
Spoligotiplendirme ¢aligmalar1 sonucu elde edilen veriler ile binary ve octal kodlar
elde edildi. Binary ve octal kodlar, SITVIT2 database’inde degerlendirildiginde SIT,
lineage ve hexadecimal kodlar1 elde edildi. SB number kodlar1 ise binary ve octal
kodlarin Mbovis.org database’inde degerlendirilmesiyle elde edildi. insan kaynakl
izolatlarin spoligo binary, oktal ve hexadecimal kodlari, SIT, spoligofamilya

(Lineage) ve SB sayilar Cizelge 3.4’de gosterildi.

Bulgular incelendiginde spacer gézlemlenmeyen B-21’in SB2277 olarak
kodlandig1 goriildii. SIT ve lineage tanimlanamadi. Standart sus M. bovis BCG ile
birlikte bir izolat SIT482/SB0120 ve lineage BOV 1 olarak tanimlandi. Calismada
hayvan kaynakli izolatlar en sik 12 izolatta (%24) SIT1118/SB0989 ve lineage
BOV 1 tipinde goriilmiistiir. Bunun yam sira, 6 izolat (%12) SIT685/SB0288 ve
lineage BOV, bir izolat SIT1185/SB0897 ve lineage BOV 1 olarak tanimlandi.

SIT kodu tanimlanamayan 29 izolattan bir izolat SB0419 ve lineage BOV_4-
CAPRAE olarak tanimlandi. 13 izolat SB1593, bir izolat SB2510 kodunda iken bu
izolatlarin SIT ve lineage kodlar1 database’de bulunamadi. 14 adet izolatin (%28)

hi¢cbir kodu database’de bulunamadi ve bu izolatlar ‘yeni izolat’ olarak yorumlandi.
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Spoligotiplendirme sonucunda elde edilen kodlar BioNumerics software 7.5
(Applied Maths, East Flanders, BE) bilgisayar programi ile analiz edildi.
Dendrogramlar, BioNumerics software 7.5’de (Applied Maths, East Flanders, BE)
UPGMA (unweighted pair-grouping method analysis algorithm) kullanilarak
olusturuldu. Izolatlar arasindaki benzerlik katsayilari hesaplanarak koken iliskisi

belirlendi.

Insan Kaynakh Suslarda Spoligotiplendirme ile Dendogram Bulgulari:
Spoligotiplendirme caligmalar1 sonucunda, H-11 ve H-31 tiim spacer’lar1 pozitif
oldugu i¢in; H-8’in higbir spacer’inda pozitiflik goézlenmediginden dendogram
olusturulurken degerlendirme dis1 birakildi. 55 insan kaynakli izolat ve M. bovis
BCG standart susunun binary kodlari ile dendogram olusturuldu. insan kaynakl
izolatlarda 6 farkli kiimelenme goriildiigii Sekil 3.3’de gosterildi. Spoligotiplendirme
sonucu insan kaynakli izolatlarda goriilen kiimeler ve goriilme oranlar1 Cizelge
3.5’de 6zetlendi. Spoligotiplendirilen izolatlarin %40’1 M. bovis BCG standart susu
ile birlikte C3 kiimesinde bulunuyordu. M. bovis BCG standart susu ile tamamen
ayni binary koda sahip olan 16 izolat M. bovis BCG olarak degerlendirildi. C3
kiimesi en ¢ok izolatin yer aldig1 kiimedir. C1 ve C6 kiimelerinde ikiser izolat yer
almaktaydi. C6 kiimesindeki iki izolattan biri (H-9) Mbovis.org ve SITVIT2
databaselerinden elde edilen verilerle birlikte Mycobacterium caprae olarak
degerlendirildi. Diger izolat ise (H-48) M. bovis spp. olarak degerlendirildi.
Izolatlarin %27,3’iiniin bulundugu C4 ve %23,6’sinin bulundugu C2 kiimeleriyle
birlikte C5 kiimesindeki tek izolat ve C2 kiimesindeki izolatlar Mbovis.org ve
SITVIT2 databaselerinden elde edilen veriler de dikkate alinarak M. bovis spp. bovis

olarak degerlendirildi.

76



insan

HlIIIllllIlll-llIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

L

Sekil 3.3. insan kaynakl1 izolatlarn spoligotiplendirme ile dendogramu.

Cizelge 3.5. Spoligotiplendirme sonucu insan kaynakli izolatlarda goriilen kiimelenmeler.

Yiizde
3,6
23,6

0

7
1,8

4
3,6

3

2

Kiime

C1

2
3
4

C
C
C

C5

Cé6

Adet

Renk

13
22+BCG

15

Hayvan Kaynakl Suslarda Spoligotiplendirme ile Dendogram Bulgulari:

Spoligotiplendirme caligmalar1 sonucunda, B-21’de hi¢ spacer gozlenmediginden

49 s1gir kaynakli izolat ve M.

lendirme dis1 birakildi.

dendogram olusturulurken deger

bovis BCG standart susunun binary kodlar1 ile dendogram olusturuldu. Hayvan

kiimelenme gorildiigii Sekil 3.4’de gosterildi.

izolatlarda 5 farkli

kaynakli

Spoligotiplendirme sonucu hayvan kaynakli izolatlarda goriilen kiimeler ve goriilme

Spoligotiplendirilen izolatlarin %30,6’s1 M. bovis

oranlar1 Cizelge 3.6’da 6zetlendi.
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BCG standart susu ile birlikte C2 kiimesinde bulunuyordu. M. bovis BCG standart
susu ile tamamen ayni binary koda sahip olan bir izolat (B-20) M. bovis BCG olarak
degerlendirildi. En ¢ok izolatin yer aldigi C1 kiimesinde izolatlarin %34,7’si yer
almaktaydi. Izolatlarin %28,6’smin bulundugu C4 ve 2 adet izolattan olusan C3
kiimeleriyle birlikte C1 kiimesindeki izolatlar Mbovis.org ve SITVIT2
databaselerinden elde edilen veriler de dikkate alinarak M. bovis spp. bovis olarak
degerlendirildi. Tek izolath C5 kiimesinde (B-47) ise Mbovis.org ve SITVIT2

database verileriyle MTBC iiyesi Mycobacterium caprae’nin bulundugu gorildi.
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Sekil 3.4. Hayvan kaynakli izolatlarin spoligotiplendirme ile dendogramu.

Cizelge 3.6. Spoligotiplendirme sonucu hayvan kaynakli izolatlarda goriilen kiimelenmeler.

Renk Adet Kiime Yiizde
17 C1l 34,7
15+BCG C2 30,6
2 C3 4,1
14 C4 28,6
1 C5 2
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Insan ve Hayvan Kaynakh izolatlar Bir Arada Spoligotiplendirme ile
Dendogram Bulgulari: Spoligotiplendirme c¢alismalart sonucunda degerlendirme disi
birakilan 4 izolat (H-11, H-31, H-8 ve B-21) harici dendogram olusturuldu. 49’u sigir
kaynakli ile 55’1 insan kaynakli olmak iizere 104 izolat birlikte degerlendirilerek
dendogram olusturuldugunda 8 farkli kiimelenme goriildigii Sekil 3.5’de gosterildi.
Spoligotiplendirme sonucu goriilen kiimeler ve goriilme oranlar1 Cizelge 3.7°de 6zetlendi.
C2 kiimesinde (%22,12) standart sus BCG ile birlikte bir adet hayvan kaynakli (B-20) sus
ile 22 adet insan kaynakli sus bulunuyordu, bu izolatlardan M. bovis BCG standart susu
ile tamamen ayni binary koda sahip olan 16 izolat M. bovis BCG olarak degerlendirildi.
Izolatlarin %25,96’smin yer aldig1 C3 kiimesinde hayvan kaynakli 14 genotip ile insan
kaynakli 13 genotip bulunmaktaydi. C3 kiimesindeki Sp3, Sp9, Spll, Spl6, Sp23 ve
Sp39-43°’den yoksun olan genotipin insan kaynakli 8, hayvan kaynakli 12 genotipte
tamamen ayni olmasi tiirler arasi benzer genotip olarak yorumlandi. Izolatlarin
%30,78’sinin bulundugu C4 kiimesi hayvan kaynakli 15 genotip ile insan kaynakli 17
genotipin bulundugu en ¢ok izolatin yer aldig: kiime idi. C4 kiimesindeki Sp3, Sp§-12,
Spl6 ve sp39-43°den yoksun olan genotipin insan kaynakli 7, hayvan kaynakli 6
genotipte tamamen ayni olmas tiirler aras1 benzer genotip olarak yorumlandi. C7 kiimesi,
14 genotipin (%13,46) gorildiigli en kalabalik dordiincii kiimeydi. Bu kiimede ise
birbirinin ayn1 spoligotiplendirme sahip 13 hayvan kaynakli susg ile digerlerinden farkli
olarak Sp23 ve Sp24’ii de olmayan bir hayvan kaynakli izolat (B-27) bulunmaktaydi. C1
(H-18 ve H-26) ve C5 (B-26 ve B-28) kiimelerinde ikiser izolat yer almaktaydi. C6 (H-
27) kiimesi ise tek izolath 1di. C8 kiimesindeki ii¢ izolatin tamamen ayn1 binary koddaki
iki iyesi (B-47 ve H-9) Mbovis.org ve SITVIT2 databaselerinden elde edilen verilerle
birlikte Mycobacterium caprae olarak degerlendirildi. Diger izolat ise (H-48) M. bovis

olarak degerlendirildi, alttiir diizeyinde yorum yapilamadi.

Cizelge 3.7. Spoligotiplendirme sonucu insan ve hayvan kaynakli suglarda goriilen kiimelenmeler.

Renk Adet Kiime Yiizde
2 C1l 1,92
23+BCG C2 22,12
27 C3 25,96
32 C4 30,78
2 C5 1,92
1 C6 0,96
14 Cc7 13,46
3 C8 2,88
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Sekil 3.5. insan ve hayvan kaynakli izolatlarin birlikte spoligotiplendirme ile dendogram.
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Spoligotiplendirme ile Genotipler: Hayvan (49) ve insan (55) kaynakli 104
izolat birlikte degerlendirilerek dendogram olusturuldugunda 8 farkli kiime ve 30
farkli genotip gozlendi. Dort farkli (G3, G4, G5 ve G6) genotip igeren C2 kiimesinde
(%22,12) en sik goriilen G4 genotipi (%16,35) standart sus BCG ile birlikte bir adet
hayvan kaynakli (B-20) sus ve 22 adet insan kaynakli susta tamamen ayni binary
koda sahipti. G4 genotipindeki (SIT482/SB0120) tiim izolatlar M. bovis BCG (as1
susu) olarak degerlendirildi. G3 (SIT3529/SB0920), G5 (SIT3710/SB1595) ve G6
(SB1231) C2 kiimesinde yer alan diger genotiplerdi. izolatlarin %25,96’smin yer
aldig1 C3 kiimesinde hayvan kaynakli 14 genotip ile insan kaynakli 13 genotip
bulundu. C3 kiimesinde insan kaynakli 8, hayvan kaynakli 12 izolatta en sik
(%19,23) goriilen G9 genotipi (SIT1118/SB0989) tiirler arasi benzer genotip olarak
yorumlandi. C3 kiimesindeki bir insan ve bir hayvan kaynakli izolatta goriilen G10
genotipi de (SIT1185/SB0897) tiirler aras1 benzer genotiplere 6rnektir. C4 kiimesi
(%30,78) hayvan kaynakli 15 genotip ile insan kaynakli 17 genotipin bulundugu en
cok izolatin ve genotipin yer aldig1 kiime idi. C4 kiimesinde insan kaynakli 7, hayvan
kaynakli 6 izolatta gorillen G18 genotipi (SIT685/SB0288) tiirler arasi benzer
genotiplerin baska bir gostergesidir. 14 izolatin (%13,46) bulundugu C7 kiimesindeki
birbirinin ayni spoligotiplendirmeye sahip 13 hayvan kaynakli izolat G27
genotipinde (SB1593) goriildii. C8 kiimesindeki {i¢ izolatin tamamen ayni binary
koddaki iki iiyesi (B-47 ve H-9) Mbovis.org ve SITVIT2 databaselerinden elde
edilen verilerle birlikte Mycobacterium caprae olarak degerlendirildi. Tiirler arasi
benzer genotiplere  Mycobacterium caprae izolatlart da Grnek  oldu.
Spoligotiplendirme sonuglarina gore tanimlanan genotipler, konak ve iilke orjinleri

Cizelge 3.8 de gosterildi.
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3.2.2. MIRU-VNTR Genotiplendirme Bulgulari

Bu caligmada degerlendirilen 58 adet insan kaynakli izolatin yedisi (H-1, H-3,
H-8, H-11, H-31, H-36 ve H-56) ile 50 adet hayvan kaynakli izolatin altis1 (B-13, B-
21, B-24, B-25, B-48 ve B-49) ile yapilan PCR ¢alismalarinda amplikon elde
edilemediginden 24 lokus MIRU-VNTR genotiplendirmesi yapilamadi. Cizelge 3.9
ve Cizelge 3.10°da SITVIT2 database’den elde edilen SIT, Lineage ve MIRU verileri
(12-MIT, 15-MIT, 24-MIT ve VIT) bulunmaktadir. 51 insan kaynakli ve 44 sigir
kaynakl1 olmak tizere 95 izolat birlikte MIRU-VNTR ile degerlendirildi.

insan Kaynakh 1Izolatlarm MIRU-VNTR Bulgulari: SITVIT2
database’den elde edilen MIRU verilerini (12-MIT, 15-MIT, 24-MIT ve VIT)
inceledigimizde tiimiinlin yeni izolat olarak tanimlandigr goriildi. Bulgular
incelendiginde standart sus M. bovis BCG ile birlikte SIT482/SB0120 ve lineage
BOV 1 olarak tanimlanan 8 izolatin ve SIT688/SB0129 ve lineage BOV 1 olarak
tanimlanan bir izolatin 12-MIT kodu 281 bulundu. Hicbir kodu database’de
bulunamayan ve yeni izolat olarak tanimlanan iki izolatin 12-MIT kodu 49 bulundu.
SIT482/SB0120 ve lineage BOV 1 olarak tanimlanan bir izolatin ise 12-MIT kodu 5
bulundu. Higbir izolatin 15-MIT, 24-MIT ve VIT kodlar1 database’de bulunamadi ve

tiimii yeni izolat olarak yorumlandi.
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24 lokus MIRU-VNTR genotiplandirme sonucunda elde edilen kodlar
BioNumerics software 7.5 (Applied Maths, East Flanders, BE) bilgisayar programi
ile analiz edildi. Dendrogramlar, BioNumerics software 7.5’de (Applied Maths, East
Flanders, BE) UPGMA (unweighted pair-grouping method analysis algorithm)
kullanilarak olusturuldu. Izolatlar arasindaki benzerlik katsayilar1 hesaplanarak

koken ilisgkisi belirlendi.

Insan Kaynakh Izolatlarda MIRU-VNTR ile Dendogram Bulgular1: PCR
caligmalarinda amplikon elde edilemediginden MIRU-VNTR testi yapilamayan 7
insan kaynakli izolat dendogram olusturulurken degerlendirme dis1 birakildi. 51
insan kaynakli izolat MIRU-VNTR ile degerlendirildi. Insan kaynakli izolatlarda 6
farkli kiimelenme goriildigi Sekil 3.6’da gosterildi. MIRU-VNTR sonucu insan
kaynakli izolatlarda goriilen kiimeler ve goriilme oranlar1 Cizelge 3.11°de 6zetlendi.
Izolatlarn %19,6’s1 M. bovis BCG standart susu ile birlikte C4 kiimesinde
bulunuyordu. M. bovis BCG standart susu ile tamamen aynt MIRU koduna sahip
olan bes izolat (H-2, H-6, H-10, H-37 ve H-57) ve C4 kiimesinde yer alan diger
izolatlar M. bovis BCG olarak degerlendirildi. En ¢ok izolatin yer aldigi kiimeler
olan C2 kiimesinde izolatlarin %29,4’1i ve C5 kiimesinde %27,5’1 bulunuyordu. C6
ve Cl ise sirasiyla izolatlarin %11,7’si ve %9,8’ini igeriyordu. C5 tek tiyeli (H-45)
kiimeydi. Spoligotiplendirme sonuglarina gore M. caprae olarak degerlendirilen H-9,
C1 kiimesinde yeralan bes izolattan biriydi. MIRU-VNTR ’nin spoligotiplendirmeye

gore daha yiiksek ayirim giiciine sahip oldugu gozlendi.

Cizelge 3.11. MIRU-VNTR sonucu insan kaynakli izolatlarda goriilen kiimelenmeler.

Renk Adet Kiime Yiizde
5 C1l 9,8
15 C2 29,4
14 C3 27,5
10+BCG C4 19,6
1 C5 2
g 6 c6 117
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Hayvan kaynakh izolatlarda MIRU-VNTR ile dendogram bulgular::
PCR ¢aligmalarinda amplikon elde edilemediginden MIRU-VNTR testi yapilamayan
6 hayvan kaynakli izolat dendogram olusturulurken degerlendirme dis1 birakildi.44
sigir kaynakli izolat MIRU-VNTR ile degerlendirildi. Hayvan kaynakli izolatlarda 5
farkli kiimelenme goriildigi Sekil 3.7°de gosterildi. MIRU-VNTR sonucu hayvan
kaynakli izolatlarda goriilen kiimeler ve goriilme oranlar1 Cizelge 3.12°de 6zetlendi.
Izolatlarn %18,2’si M. bovis BCG standart susu ile birlikte C1 kiimesinde
bulunuyordu. M. bovis BCG standart susu ile tamamen aynt MIRU kodunda izolat
gozlenmedi. En c¢ok izolatin yer aldigt C2 kiimesinde izolatlarin %56,8’i yer
almaktaydi. Izolatlarn %20,4’ii C5 kiimesini olusturuyordu. C3 ve C4 tek iiyeli
kiimelerdi. Spoligotiplendirme sonuglarina gére M. caprae olarak degerlendirilen B-
47, C3 kiimesini olusturuyordu. C4 kiimesini olusturan B-1 izolatinin genotipik

farkliligi da MIRU-VNTR ile gozlendi.

Cizelge 3.12. MIRU-VNTR sonucu hayvan kaynakli izolatlarda goriilen kiimelenmeler.

Renk Adet Kiime Yiizde
8+BCG Cl 18,2
25 C2 56,8
1 C3 2,3
1 C4 2,3
9 C5 20,4
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7. Hayvan kaynakli izolatlarin birlikte 24 lokus MIRU-VNTR ile dendogrami.
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Insan ve Hayvan Kaynakh Suslar Bir Arada MIRU-VNTR ile
Dendogram Bulgulari: PCR ¢aligmalarinda amplikon elde edilemediginden MIRU-
VNTR testi yapilamadigindan degerlendirme dis1 birakilan 6 hayvan kaynakli, 7
insan kaynakli izolatlar dendogram harici tutuldu. 51 insan kaynakli ve 44 sigir
kaynakli olmak iizere 95 izolat birlikte MIRU-VNTR ile degerlendirilerek
dendogram olusturuldugunda 9 farkli kiimelenme goriildiigii Sekil 3.8’de gosterildi.
MIRU-VNTR sonucu goriilen kiimeler ve goriilme oranlar1 Cizelge 3.13’de
ozetlendi. Izolatlarm %10,53’i M. bovis BCG standart susu ile birlikte C3
kiimesindeydi. C3 kiimesinde insan kaynakli 10 genotip bulunmaktadir. Hayvan
kaynakli genotip bulunmamaktadir. M. bovis BCG standart susu ile tamamen ayni
MIRU koduna sahip oldugu i¢in M. bovis BCG olarak degerlendirilen insan kaynakli
izolatlar C3 kiimesinde bulundu. Hayvan kaynakli 9 genotip ile insan kaynakli 6
genotip bulunan C1 kiimesinde (%15,79) MIRU-VNTR kodlar1 kendi aralarinda
tamamen ayni olan insan kaynakli ii¢ izolat (H-24, H-30, H-41) ve hayvan kaynakl
(B-6, B-7, B-9, B-10, B-11, B-12) alt1 izolatin ayni kiimede olmalar ilgi g¢ekicidir.
C2 kiimesinde (%20) hayvan kaynakli 4 genotip ile insan kaynakli 15 genotip
goriildii. C2 kiimesinde aynt MIRU-VNTR koduna sahip olan 2’ser insan kaynakli
izolat (H-33 ve H-46, H-15 ve H-16) oldugu goriildii. Hayvan kaynakli 14 genotip ile
insan kaynakli 25 genotip bulunan C4 kiimesi izolatlarin %41,05’ini olusturuyordu.
MIRU-VNTR kodlar1 kendi aralarinda tamamen ayni1 olan insan kaynakli izolatlar ve
MIRU-VNTR kodlar1 kendi aralarinda tamamen ayn1 olan hayvan kaynakli izolatlar
ayni kiime igerisinde bulunurken, ayn1 genotip hem insan kaynakli hem de hayvan

kaynakl1 izolatlarda gézlenmedi. C6, C7 ve C8 tek tiyeli kiimelerdi.

Cizelge 3.13. MIRU-VNTR sonucu insan ve hayvan kaynakli izolatlarda goriilen kiimelenmeler.

Renk Adet Kiime Yiizde
15 C1l 15,79
19 C2 20

10+BCG C3 10,53
39 C4 41,05

4 C5 4,21

1 C6 1,05

1 Cc7 1,05

1 C8 1,05

5 Cc9 5,27
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Sekil 3.8. Insan ve hayvan kaynakli izolatlarin birlikte MIRU-VNTR ile dendogram.
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24 lokus MIRU-VNTR ile Genotipler: Hayvan (44) ve insan (51) kaynakli
95 izolat birlikte degerlendirilerek dendogram olusturuldugunda 9 farkli kiime ve 55
farkl1 genotip gozlendi. Bes farkli (G26-30) genotip ve 10 izolat igeren C3
kiimesinde (%10,53) bes insan kaynakli izolatta goriilen G28 genotipi standart sus
BCG ile birlikte tamamen ayni MIRU-VNTR koduna sahipti. G28 genotipindeki
izolatlar M. bovis BCG (as1 susu) olarak degerlendirildi. Ayn1t MIRU-VNTR
kodlarma sahip olup tiirler aras1 benzer genotip olarak yorumlanan genotip yoktu. 14
adet hayvan kaynakli izolat ile 25 adet insan kaynakli izolattan olusan C4 kiimesi
(%41,05), 18 farkli genotip ile en kalabalik kiime idi. 17 farkli genotip goriilen C2
kiimesi (%20); 4 adet hayvan kaynakli izolat ile 15 adet insan kaynakli izolat ile
ikinci biiyiik kiime idi. C1 kiimesinde (15,79) 6 insan kaynakli izolat ve 9 hayvan
kaynakli izolat bulunurken, 8 farkli genotip goriilmektedir. C6, C7 ve C8 sirasiyla
G51, G52 ve G53 genotipleri bulunan tek iiyeli kiimelerdir. C5 kiimesi (%4,21), 2
farkli genotipin goriildiigii dort adet hayvan kaynakli izolat ile olusmustu. C9 kiimesi
ise (%5,27) 2 farkli genotipin gozlendigi bes insan kaynakli izolat ile olusan bir
kiimedir. MIRU-VNTR sonuglarina goére tanimlanan genotipler, dahil olduklar

kiimeler ve konak orjinleri Cizelge 3.14’de gosterildi.
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Cizelge 3.14. 24 lokus MIRU-VNTR ile saptanan genotipler.

Sus sayis1 Genotip Cluster (Kiime) adet % orani
6B Gl
1B G2
1B G3
3H G4
1H G5 C1 15 15,79
1H G6
1H G7
1B G8
1H G9
1H G10
1H Gl1
1B G12
1H G13
1H Gl4
1H G15
2H G16
1B G17 C2 19 20
2H G18
1H G19
1H G20
1H G21
1B G22
1H G23
1H G24
1B G25
2H G26
1H G27

BCG-5H G28 C3 10 10,53
1H G29
1H G30
3H G31
1H G32
1H G33
1B G34
1B G35
10B G36
1B G37
4H G38
1H G39
1H G40 C4 39 41,05
2H G41
1H G42
4B G43
1B G44
4B G45
1B G46
1B G47
1B G48
3B G49
1B G50 C5 4 4,21
1H G51 C6 1 1,05
1B G52 C7 1 1,05
1B G53 C8 1 1,05
4H G54
1H G55 C9 5 5,27
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3.3. Molekiiler Tiplendirme Bulgularinin Karsilastirilmasi

Insan Kaynakh izolatlarda Molekiiler Tiplendirme Bulgularinin
Karsilastirilmasi: GenotypeMTBC Kkiti ile M. bovis BCG bulunarak galismaya
alinan ¢ izolatta (H-8, H-11 ve H-31) spoligotiplendirme ile sonug¢ alinamadi. Yedi
izolatta (H-1, H-3, H-8, H-11, H-31, H-36 ve H-56) MIRU-VNTR testi ile sonug
almamadi. Bes izolatta (H-6, H-13, H-28, H-30 ve H-47) {i¢ test arasinda
uyumsuzluk vardi. Geriye kalan 46 izolatta ii¢ test arasinda alttiir tanimlamasinda
tam uyum vardi. Ug testle degerlendirilen izolatlarin %90,2’sinde (46/51) birbiri ile

uyumlu sonuglar gézlendi.

Spoligotiplendirme  ile  GenotypeMTBC  kiti  bulgular1  birlikte
degerlendirildiginde, ii¢ izolatta (H-8, H-11 ve H-31) sonu¢ alinamadi, dort izolatta
(H-6, H-13, H-30, H-47) uyumsuzluk vardi, geriye kalan 51 izolatin (%92,7)

sonu¢lart uyumluydu.

MIRU-VNTR ile GenotypeMTBC kiti bulgular: birlikte degerlendirildiginde,
yedi izolatta (H-1, H-3, H-8, H-11, H-31, H-36 ve H-56) sonu¢ alinmadi, bir izolatta
(H-28) uyumsuzluk vardi, geriye kalan 50 izolatin (%98) sonug¢lart uyumluydu.

Spoligotiplendirme ile MIRU-VNTR bulgulan birlikte degerlendirildiginde,
bes izolatta (H-6, H-13, H-28, H-30 ve H-47) uyumsuzluk vardi, geriye kalan iki
testinde calisildig1 46 izolatin (%90,2) sonuglari uyumluydu (Cizelge 3.15).
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Cizelge 3.15. Insan kaynakli izolatlarda molekiiler tiplendirme bulgularinin karstlastiriimas.

Sus Kodu | GenotypeMTBC Spoligotiplendirme MIRU-VNTR Uyum

H-1 M. bovis BCG M. bovis BCG Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
H-2 M. bovis BCG M. bovis BCG M. bovis BCG Ug testte uyumlu
H-3 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
H-4 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-5 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-6 M.bovis BCG BOVIS M.bovis BCG Uyumsuz

H-7 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu

| H8 | MbovisBCG |  Yapilamad |  Yapilamadt [ = Yoplamad |

H-9 M.bovis spp. caprae | M.bovis spp. caprae M.bovis spp. caprae Ug testte uyumlu
H-10 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-12 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-13 BOVIS M.bovis BCG BOVIS Uyumsuz

H-14 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-15 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-16 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-17 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-18 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-19 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-20 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-21 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-22 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-23 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-24 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-25 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-26 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-27 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-28 M.bovis BCG M.bovis BCG BOVIS Uyumsuz

H-29 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-30 BOVIS M.bovis BCG BOVIS Uyumsuz

H-32 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-33 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-34 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-35 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-36 M.bovis BCG M.bovis BCG Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
H-37 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-38 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-39 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-40 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-41 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-42 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-43 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-44 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-45 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-46 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-47 BOVIS M.bovis BCG BOVIS Uyumsuz

H-48 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-49 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-50 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-51 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-52 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-53 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-54 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-55 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu
H-56 M.bovis BCG M.bovis BCG Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
H-57 M.bovis BCG M.bovis BCG M.bovis BCG Ug testte uyumlu
H-58 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

H: Human (insan) olarak kodlanmustir.
BOVIS: M. bovis spp. bovis
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Hayvan Kaynakh Izolatlarda Molekiiler Tiplendirme Bulgularinin
Karsilastirilmasi: GenotypeMTBC Kiti ile M. bovis. bovis bulunarak g¢alismaya
alinan bir izolatta (B-21) spoligotiplendirme ile sonu¢ alinamadi. Alt1 izolatta (B-13,
B-21, B-24, B-25, B-48 ve B-49) MIRU-VNTR testi sonu¢ alinamadi. Bir izolatta
(B-20) ii¢ test ile uyumsuz sonug¢ goriildii. Geriye kalan 43 izolatta ii¢ test arasinda
alttir tanimlamasinda tam uyum vardi. Ug testle degerlendirilen izolatlarin

%97,7’sinde (43/44) uyumlu sonuglar gézlendi.

Spoligotiplendirme  ile = GenotypeMTBC  kiti  bulgularn  birlikte
degerlendirildiginde, bir izolatta (B-21) sonu¢ alinamadi, bir izolatta (B-20)

uyumsuzluk vardi, geriye kalan 48 izolatin (%98) sonuglar1 uyumluydu.

MIRU-VNTR ile GenotypeMTBC kiti bulgular1 birlikte degerlendirildiginde,
alt1 izolatta (B-13, B-21, B-24, B-25, B-48 ve B-49) sonug¢ alinmadi, uyumsuz sonug
yoktu, calisilan 44 izolatin (%100) sonuglari uyumluydu.

Spoligotiplendirme ile MIRU-VNTR bulgulan birlikte degerlendirildiginde,
bir izolatta (B-20) uyumsuzluk vardi, geriye kalan iki testinde ¢alisildigi 43 izolatin
(%97,7) sonuglart uyumluydu (Cizelge 3.16).
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Cizelge 3.16. Hayvan kaynakli izolatlarda molekiiler tiplendirme bulgularinin karsilastirilmasi.

Sus Kodu | GenotypeMTBC | Spoligotiplendirme MIRU-VNTR Uyum

B-1 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-2 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-3 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-4 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-5 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-6 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-7 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-8 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-9 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-10 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-11 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-12 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-13 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
B-14 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-15 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-16 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-17 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-18 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-19 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-20 BOVIS M.bovis BCG BOVIS Uyumsuz

B-22 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-23 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-24 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
B-25 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
B-26 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-27 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-28 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-29 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-30 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-31 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-32 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-33 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-34 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-35 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-36 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-37 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-38 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-39 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-40 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-41 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-42 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-43 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-44 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-45 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-46 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-47 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B-48 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
B-49 BOVIS BOVIS Yapilamadi GenotypeMTBC ve Spoligo uyumlu
B-50 BOVIS BOVIS BOVIS Ug testte uyumlu

B: Bovis (Si81r) olarak kodlanmistir.
BOVIS: M. bovis spp. bovis
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4. TARTISMA

Mycobacterium bovis ve daha az siklikla M. caprae'nin neden oldugu Sigir
Tiiberkiilozu, Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii'ne (OIE) gore bildirimi zorunlu, bulasici
bir zoonozdur. Sigir TB, sigir ve kiiclikbas hayvanlart etkiledigi gibi oOzellikle
hayvancilikla ugrasan insanlara bulasabilir, bu nedenle diinya capinda Veteriner

Hekimlik ve Halk sagligi i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.

M. bovis, iilkemizde sigir TB'nin baslica nedenidir ve insan sagligi i¢in de bir
risk olusturmaktadir. Bu ¢alismada insanlar ve hayvanlar arasinda goriilen sigir TB
etkenlerinin  genetik benzerligini saptamak icin sigirlardan ve insanlardan

mikobakterilerin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler karakterizasyonu yapildi.

Bu calismada tiiberkiilin pozitif 108 sigirin granulomlu AC ve lenf
dokularindan etken izolasyonu igin yapilan ¢aligmalarda; EZN boyama ile %46,3
(50/108) ARB pozitifligi saptandi. EZN boyamada ARB tespit edilen 6rneklerden
MTBC’lerin izolasyonlar1 yapildi ve 50 (%100) izolat elde edildi. Cesitli klinik
orneklerden izole edilen 58 adet insan kaynakli izolat (16 adet M. bovis BCG susu

42 adet M. bovis spp. bovis) ¢alismaya katildi.

Cinoglu 2021 yilinda Adiyaman ilinde TB siiphesi olan sigirlarda M. bovis
varligin1 arastirdigt calismasinda EZN boyama ile %45,45 (20/44) pozitiflik
saptamugtir. 44 sigir 6rneginin 40 (%90,90)’inda M. bovis izole etmistir. Sayin ve
Erganis 2011 yilinda yayimladiklari g¢alismalarinda PPD-bovine ve PPD-avian
testlerine ek olarak IFN-y testi ile taranan 5 farkli ¢iflikten 772 disi sigirdan 135’inin
kesimi sonucu kiiltiirii ve mikroskobisi yapilan nekropsi 6rneklerinde, kiiltiir pozitif
117 doku 6rneginin, 96’sinda (%82,5) kiiltiir 6ncesi EZN mikroskobi ile TB basili
gordiiklerini, kiltiir negatif doku Orneklerinin  bakteriyoskopisinde etken
gbzlenmedigini bildirmislerdir. Tuzcu ve Koksal (2020) ¢alismalarinda kesim sonrasi
graniilomatéz pnomoni oldugu disiiniilen 95 hayvana ait akciger ve lenf

nodiillerinden alinan doku Orneklerinden 32 (%33,68)‘sinde M. bovis izole
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etmiglerdir. EZN boyamay1 LJ besiyerindeki kolonilerden yapmislar ve ARB
pozitifligi gormislerdir. Ayni ¢alismada TB’lu hastalarin balgam 6rneklerinden izole
edilen 10 adet insan kaynakli M. bovis ve M. bovis BCG izolat1 da ¢alismaya dahil
edilmistir. Parreiras ve ark. (2012), 185 biiyiikbas doku 6rneginden elde ettikleri 61
(%32,97) izolatin tiimiinii konvansiyonel tanimlama islemleri ile M. bovis olarak

tanimlamisglardir. Yapilan ¢aligmalarla bu ¢alismanin izolasyon bulgulart uyumludur.

Bu c¢alismada 108 adet izolat, spoligotiplendirme ile genotiplendirildi.
Spoligotiplendirme caligmalar1 sonucunda, H-11 ve H-31 tiim spacer’lar1 pozitif
oldugu icin; H-8 ve B-21 ise hi¢ spacer gézlenmediginden dendogram olusturulurken
degerlendirme dis1 birakildi. Hi¢ spacer goriillmeyen H-8 ve B-21 izolatlari, veri
tabaninda SB2277 olarak bildirilmektedir. Bu ¢alismada spoligotiplendirilemeyen
sus yoktur. Insan kaynakli iki susun (H-11 ve H-31) spoligo oktal kodlar1 ile M.
bovis olarak degerlendirilemeyecegi goriildii. 49 adet hayvan kaynakli ile 55 adet
insan kaynakli olmak tizere 104 izolatin spoligotiplendirme sonuglari ile dendogram

yapildiginda 8 farkli kiimede ve 30 farkli genotip gozlendi.

Oral Zeytinli ve Koksal (2010) Cukurova Bolgesindeki TB’li hastalardan elde
ettikleri 467 MTBC izolatina spoligotiplendirme uyguladiklarinda 443 G6rnegin 21
grupta kiimelendigini ve 2 (%0,4) izolatinda M. bovis olarak genotiplendirildigini
rapor etmisler. Yardimci ve ark. (2007) ¢alismalarinda 43 farkli oligoniikleotidi
mikropleytlere baglamiglar ve mikropleytlerde yaptiklar1 hibridizasyon sonucu 3
degisik spoligotip profili saptadiklarini bildirmisler, elde ettikleri paternleri ise ANK
1, ANK 2 ve ANK 3 olarak adlandirmiglardir. Tuzcu ve Koksal (2020)
spoligotiplendirme 1ile izolatlarin 6 kiimede dagildigint ve en biiylik kiimeyi
SB0120/SIT482 (%42,85) genotipinin olusturdugunu bildirdikleri ¢aligmalarinda
sigir ve insan kokenli M. bovis izolatlarin1 kullanmiglardir. Parreiras ve ark. (2012),
spoligotiplendirme ile, 61 izolati 9 kiimede gruplamislar ve kalan 8 izolatin
birbirinden benzersiz tipte oldugunu belirterek calismalariin 17 spoligotip ile
sonuglandigin1  bildirmiglerdir.  Sahraoui ve ark. (2009), calismalarinda
spoligotiplendirme ile 22 farkli kiime belirlediklerini ifade etmislerdir. Yapilan

caligmalarla bu ¢alismanin spoligotiplendirme bulgular1 uyumludur. Kullanilan

101



genotiplendirme ydntemi, izolat sayisi, izolat orijini ve kullanilan dendogram

programi dendogram ile elde edilen kiime ve genotip sayisini etkilemektedir.

Bu c¢alismada spoligotiplendirme sonucu 12 hayvan kaynakli, 8 insan
kaynakli toplam 20 izolatta (%19,23) goriilen SIT1118/SB0989 en ¢ok goriilen
genotiptir. Bir hayvan kaynakli ve 16 insan kaynakli izolat (%16,35) SIT482/SB0120
genotipinde saptanmistir. Bu ayni zamanda M. bovis BCG standart susunun
spoligotipidir. En ¢ok goriilen genotiplerden bir digeri 6 hayvan kaynakli, 7 insan
kaynakli izolatta (%12,5) saptanan SIT685/SB0288’dir. Digeri ise 13 hayvan
kaynakli izolatta (%12,5) gorilen SB1593’dir ve insan kaynakli izolatlarda
saptanmamustir. Dorder insan kaynakli izolatta (%3,85) goriilen genotipler
SIT3529/SB0920 ve (%3,85) SB2466 olarak saptanmistir. Bir insan ve bir hayvan
kaynakli izolatta (%1,92) gozlenen ayni spoligotipe sahip SIT1185/SB0897 ve
(%1,92) SB0419 genotipleri de bu c¢alismada hem insan hem hayvan kaynakli
suslarda saptanan genotiplerdi. Insan orneklerinde birer susta goriilen (%0,96)
SIT3710/SB1595, (%0,96) SB1231, (%0,96) SIT688/SB0129, (%0,96)
SIT3687/SB1625 ve hayvan kaynakli orneklerde tek bir susta (%0,96) goriilen
SB2510 saptanan diger genotiplerdi. Geriye kalan 24 izolat (%23,1) yeni genotip
paterni olarak tanimlandi. 10 insan kaynakli izolatin her birinde farkli yeni bir
genotip paterni gozlendi. 14 sigir kaynakli izolatin 8’inde ve 2’sinde kendi iginde
ayni tip yeni genotip paterni goriiliirken, diger 4 izolatin her birinde birbirinden farkli

yeni bir genotip paterni saptandi.

Sahraoui ve ark. (2009), calismalarinda paternlerin %89’unun daha Once
Avrupa’daki sigirlardan izole edilen paternler oldugunu bildirmis, hayvan kaynakl
bir izolattan saptadiklar1 veri tabaninda bulunmayan SB1451 genotipinin M. caprae
susuna ait spoligotip oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda en sik saptadiklari
spoligotiplerin SB0120 (%40), SB0121 (%22), SB0134 (%7) ve SB0941 (%7)
oldugunu yayinlamislardir. Parreiras ve ark. (2012) 61 sigir izolati ile yaptiklari
caligmalarinda SB0295 (%29,5), SB0121 (%23), SB0274 (%9,8), SB0881 (%6,6),
SB0120 (%4,9), 16 susta 12 farkli spoligotip ve kalan sekiz susta yeni bir genotip
saptamiglardir. Belakehal ve ark. (2022) 60 sigir izolati ile yaptiklar
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spoligotiplendirme sonucuna gore, 20 susta SB0120, 13 susta SBO121 ve yedi susta
SB0134 tipleri ile 16 farkli spoligotip elde etmislerdir. Melo ve ark. (2021)
spoligotiplendirdikleri 17 sigir izolatint SB0121, SB0295, SB0852, SB0120 ve
siniflandirilmamig bir genotip olarak karakterize etmislerdir. Bu ¢alismalardaki
spoligotipler bu calismada saptanan genotipler haricinde spoligotiplerdir. Cografik
farkliliklar farkli genotiplerin goriilmesinin nedeni olabilir. Cavusoglu ve Yilmaz
(2017) Ege Bolgesinde insan TB epidemiyolojisinde M. bovis'i degerlendirdikleri
caligmalarinda, klinik orneklerden {iretilen 482 MBTC'den spoligotipleme ile
tanimlanan 13 adet M. bovis izolatinin dokuzunu (%63.6) SIT685/SB0288, bir izolati
(%7,7) SIT1118/SB0989, bir (%7,7) izolat1 SIT820/SB0856 olarak tanimlamislar ve
iki tane de veri tabanlarinda olmayan izolat bildirmislerdir. Cavusoglu ve Yilmaz
(2017)’in galismasinda en ¢ok saptanan veri tabanina gore Almanya kokenli
SB0989’un bu c¢alismada da 12 hayvan kaynakli, sekiz insan kaynakli izolatta
goriilen en ¢ok goriilen genotip olmasi epidemiyolojik olarak insan ya da hayvan
hareketi ve tiirler aras1 ¢apraz bulas ile bu suslarin Tiirkiye’ye tasinmis olabilecegini
diisiindiirdii. Bu calismada, SIT685/SB0288) ve SIT1118/SB0989 genotipleri baskin
olarak bulundu. Bu genotiplerin diinyada ¢ok az sayida bildirimi yapilmistir.
Cavusoglu ve Yilmaz (2017) bu nedenle SB0288 ve SB0989 genotiplerinin
Anadolu’da ortaya ¢ikan Ozgiin ve baskin spoligotipler olabilecegi fikrini ileri
stirmiiglerdir. Prodinger ve ark. (2014) calismalarinda 43 insan kaynakli M. bovis
izolatinin 15 (%34,9)’inde, SIT685/SB0288 tipi en baskin spoligotip olarak
bulmuslardir. Avsever ve ark. (2017) spoligotiplendirme ile alt1 M. bovis izolatinin
genotiplendirmesini  yapmiglar ve tiim izolatlart SIT685/SB0288 olarak
tammlamislardir. Izolatlart Ege Bolgesindeki dort sigir ve iki keciden elde
etmislerdir. Cavusoglu ve Yilmaz (2017)’in ¢alismasinda ikinci siklikta goriilen
SIT685/SB0288 genotipi bu g¢aligmada alti hayvan kaynakli, yedi insan kaynakli
izolatta (%12,5) saptanan bir genotiptir. Veri tabaninda kokeni Birlesik Krallik
olarak ac¢iklanan SB0288 genotipinin de epidemiyolojik olarak insan ya da hayvan
hareketi ve tiirler aras1 ¢apraz bulas ile Tiirkiye’ye tasinmis olabilecegi diistiniildii.
Tuzcu ve Koksal (2020) spoligotiplendirme ile hem sigir hem de insan izolatlarinin
dort profil altinda (SB0120, SB0140, SB0148 ve SB0288) gruplandirildigini rapor
etmigler. En yaygin spoligotipin 18 izolatta goriilen (%42,85) SB0120/SIT482
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oldugunu bildirmiglerdir. Onbir izolatta (%26,19) SB0140/SIT683, yedi izolatta
(%16,66) SB0418/SIT647, dort izolatta (9,52) SIT685/SB0288 ve iki izolatta yeni
spoligotip paterni bulduklarini  bildirmislerdir. Tuzcu ve Koksal (2020)’1n
caligmalarinda 11 izolatta saptadiklart SB0140, bu c¢alismada saptanmamistir ancak
diinyada insan izolatlar1 arasinda yaygin genotip olarak goriilmektedir. Tuzcu ve
Koksal (2020) ¢alismalarinda iki insan izolatii M. bovis BCG olarak tanimlarken
sigir kaynakli yedi izolatin ise M bovis ssp. caprae olarak tanimlandigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da bir insan ve bir sigir kaynakli izolat M bovis ssp.
caprae olarak tanimlandi, fakat spoligotip paterni Tuzcu ve Koksal (2020)’1n
calismalarindan farkli olarak SB0419 olan veri tabanina gore kokeni Isvec olan
suslardi. SB0418 ise ayni veri tabanina gore Belgika kokenlidir. Sayin ve Erganis
(2011) ¢alismalarinda MTBC PCR pozitif 106 doku 6rnegi ve 117 kiiltiir izolatina ait
1020 bp’lik PCR fiiriinlerine REA uygulayarak, Rsal enzimi ile 360 ve 480 bp
biiyiikliigiinde, DNA bantlar1 olusturmus ve izolatlar1 6ncelikle M. bovis/M. bovis
ssp. caprae olarak tanimlamiglardir. Ayni ¢alismada daha sonra Sacll enzimi ile 280
ve 740 bp biiyiikliiglinde DNA bantlar1 olusturabilen 24 kiiltiir izolat1 ve 18 doku
orneginden elde edilen PCR fdirlinleri, M. bovis ssp. caprae olarak identifiye
edilmistir. Saymn ve Erganis’in ¢calismalari REA ile 19 sigira ait doku ve izolattan M.

bovis ssp. caprae tanimlanan 6nemli bir ¢aligmadir.

M. bovis BCG as1 susunun spoligotiplendirme profili, 3, 9, 16 ve 39 ila 43
aralayicilarin  yoklugudur (Haddad ve ark., 2004). BCG kiimesi ile iligkili
spoligotipler SBO120 ve SB0121 Avrupa, Afrika ve Amerika'da neredeyse diinya
capinda dolagsmaktadir (Ghavidel ve ark., 2018). Bu c¢alismada da  SB0120
genotipinin 16’s1 insan kaynakli 17 izolatta (%16,35) saptanmis olmasi beklenen bir
durumdur. Tuzcu ve Koksal (2020)’in g¢alismasinda %42,85, Belakehal ve ark.
(2022) ¢alismasinda %33,33, Sahraoui ve ark. (2009) ¢alismasinda %40 oranlarinda
en ¢ok siklikta SB0120 genotipi bildirilmistir.

Bu calismada, diger calismalarda gozlenen spoligotiplerin saptanamama
nedeni cografik dagilim olabilir. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarla benzer ya da ayni

spoligotipte izolatlar saptandigi goriiliirken farkli kitalardaki iilkelerde tamamen
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farkli profillerde spoligotiplerin  bildirildigi  farkedilmektedir. Bu  durum
epidemiyolojik olarak degerlendirme yapilirken iizerinde 6nemle durulmasi gereken
bir konudur. Ulkemizde izole edilen M. bovis 6rneklerinin genotiplendirme
caligmalarinin  sonuglarinin uluslararas1 veri tabanlar1 ile karsilastirilarak yeni

bulunan patternlerin bu veri tabanlarina bildirilmedigi goriilmektedir.

Bu c¢aligmada 95 adet izolat 24 lokus MIRU-VNTR ile genotiplendirildi. 24
lokus MIRU-VNTR g¢alismalar1 sonucunda, insan kaynakli 6rneklerde H-1, H-3, H-8,
H-11, H-31, H-36 ve H-56’da; hayvan kaynakli 6rneklerde B-13, B-21, B-24, B-25,
B-48 ve B-49’da yapilan PCR calismalarinda amplikon elde edilemediginden MIRU-
VNTR testi uygulanamadi ve dendogram olusturulurken bu izolatlar degerlendirme
dis1 birakildi. 51 insan kaynakli ve 44 si8ir kaynakli olmak tizere 95 izolat birlikte
MIRU-VNTR ile degerlendirildi. insan ve hayvan kaynakli M. bovis izolatlarmin 24
lokus MIRU-VNTR sonuglar1 epidemiyolojik veri elde edebilmek igin beraber
degerlendirilerek dendrogram olusturuldugunda MIRU-VNTR ile, 95 izolatin 92
(%96)’sinin 6 kiime olusturdugu ve benzersiz VNTR profillerine sahip bireysel
izolatlarin geri kalan 3 kiimeyi olusturdugu toplamda 9 kiime ve 55 farkli genotip
goriildii. 24 lokus MIRU-VNTR kodu tamamen ayni olan izolatlar ayn1 genotipte
degerlendirildi. Bu c¢alismada en ¢ok goriilen genotip 10 hayvan kaynakli izolatta
gorillen 24 lokus MIRU-VNTR kodu (2323252532232510431233433) olan
genotiptir. 24 lokus MIRU-VNTR ile gozlemledigimiz 55 farkli genotip, MIRU-
VNTR’nin spoligotiplendirmeye goére daha yiiksek ayirim giiciine sahip oldugunu

gostermektedir.

Parreiras ve ark. (2012) 12 lokus MIRU-VNTR tiplemesi ile 53 izolatin sekiz
kiime olusturdugu ve benzersiz VNTR profillerine sahip bireysel izolatlarin da geri
kalan sekiz kiimeyi olusturdugu caligmalarinda toplam 16 farkli genotip rapor
etmislerdir. Belakehal ve ark. (2022) 42 izolatta 19 lokus MIRU-VNTR
tiplendirmesi ile, 32 farkli genotip, bes kiime ve bir orphan pattern elde etmisler ve
19 lokus MIRU-VNTR’nin spoligotiplendirmeye gore daha yiiksek ayrim giicii
gosterdigini rapor etmislerdir. Melo ve ark. (2021) 24 lokus MIRU-VNTR ile her biri

iki izolattan olusan iki kiime ve 13 benzersiz genotip saptadiklarini bildirmislerdir.
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Giilcti ve Hadimli (2020) TB siipheli sigir doku ve organlarindan izole ettikleri 70
adet M. bovis izolatinin 12 lokus MIRU-VNTR ile genotiplendirilmesi sonucu; izolat
sayis1 degisen 29 kiime gézlemlediklerini bildirmislerdir. Tuzcu ve Koksal (2020) 12
lokus MIRU-VNTR ile 10 farkli patern belirlemislerdir. MIRU-VNTR ’nin
spoligotiplemeye gore daha yiiksek ayrim giicli gosterdigini bildirmislerdir. Bolado-
Martinez ve ark. (2015) Sigir Tiiberkiilozu lezyonlarindan elde ettikleri 65 izolata
yedi ve 24 lokus MIRU-VNTR yaptiklar1 ¢alismalarinda tiim izolatlar igin farkl
MIRU-VNTR paternleri bulmuslardir. Yapilan ¢aligmalarla, bu ¢alismanin MIRU-
VNTR bulgulari uyumludur. Kullanilan genotiplendirme yontemi, izolat sayisi, izolat
orijini ve kullanilan dendogram programi dendogram ile elde edilen kiime ve genotip

sayisini etkilemektedir.

24 lokus MIRU-VNTR uygulanan bu g¢alismada, insan kaynakli 6rneklerde
ETR C, QUB2163b, QUB26, QUB4156 ve Mtub04 lokuslar1 en ¢ok allellik ¢esitlilik
gozlenen lokuslardir. ETR A, ETR B, ETR D=MIRU 04, ETR E=MIRU31, Mtub21,
Mtub29, Mtub30, Mtub34, Mtub39, MIRU10, MIRU26, MIRU40 lokuslarinin da
kayda deger ayrim giicli gosterdigi saptandi. MIRU 2, 16, 20, 23, 24, 27 ve 39

lokuslarinin ise allelik ¢esitlilik gostermedigi gézlemlendi.

Hayvan kaynakli 6rneklerde ise ETR C, ETR E=MIRU31, QUB2163b ve
QUB26 lokuslar1 en ¢ok allellik ¢esitlilik gozlenen lokuslardi. ETR A, ETR B,
QUBA4156, Mtub04, Mtub21, Mtub39, MIRU 16, 23, 26 ve 40 lokuslarinin da kayda
deger ayrim giicii gosterdigi saptandi. MIRU 2, 10, 20, 24, 27 ve 39 lokuslan ile
ETR D=MIRU 04, Mtub29, Mtub30 ve Mtub34 lokuslarinin ise allelik ¢esitlilik

gostermedigi gézlemlendi.

Parreiras ve ark. (2012) 12 lokus MIRU-VNTR ile genotiplendirme yaptiklar
calismalarinda sadece MIRU 16 ve 26 lokuslarinin kayda deger bir ayrim giicii
gosterdigini ve MIRU 10, 20, 23 ve 39 lokuslarimin ise allelik cesitlilik
gostermedigini gozlemlemislerdir. Belakehal ve ark. (2022) yedi lokusun; ETR A,
ETR B, ETR C, QUBI1b, QUBIla ve QUB 3232, MIRU 27 en ¢ok ayirt edici
lokuslar oldugunu iddia ettikleri calismalarinda 19 lokus MIRU-VNTR ile suslarin
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molekiiler farklilasmasinin spoligotiplendirmeye gore daha basarili oldugunu rapor
etmiglerdir. Melo ve ark. (2021) ETR-A lokusunun daha yiiksek ayrim giicii
gosterdigini ve ETR-B, ETR-C, MIRU16, MIRU27 ve QUB26 lokuslarinin orta
derecede allelik ¢esitlilik gosterdigini bildirdikleri c¢alismalarinda bu galismada
oldugu gibi 24 lokus MIRU-VNTR yontemini kullanmiglardir. Bu ¢aligmada, allelik
cesitlilik géstermeyen MIRU16 ve MIRU27 lokuslarinin Melo ve ark. ¢alismasinda
allelik cesitlilik gostermeleri cografik farkliliklardan kaynaklanabilir. ETR A, ETR-
B, ETR-C ve QUB26 lokuslar1 bu ¢alismada da allelik gesitliligi kayda deger
lokuslar olarak degerlendirilmistir. Giilcii ve Hadimli (2020) 12 lokus MIRU-VNTR
ile MIRU 2, 4, 20, 23, 24, 27 ve 39 lokuslarindaki tekrar sayilarinin suslar arasinda
farklilik gdstermedigini; MIRU 10, 16, 26, 31 ve 40 lokuslarindaki tekrar sayilarinin
ise suslar arasinda farklilik gosterdigini ve 6zellikle MIRU31, MIRU26 ve MIRU10
lokuslarinin yiiksek ayrim gliciine sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Giilcii ve
Hadimli, 12 lokus MIRU-VNTR panelinde bulduklart yiiksek allelik gostern
lokuslarin M. bovis izolatlarmin genotiplendirmesi igin belirtegler olarak
kullanilmasinda ¢aligsmalara katkida bulunabilecegini belirtmislerdir. Tuzcu ve
Koksal (2020) 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile yaptiklart genotiplendirmede
izolatlarin tamaminda MIRU 2, 10, 16, 20, 23, 24, 27 ve 39 lokuslarinda allelik
cesitlilik saptayamadiklarini ancak MIRU4, MIRU26, MIRU31 ve MIRU40
lokuslarinin tekrar sayilar1 arasinda farkliliklar gozlemlediklerini bildirmiglerdir.
MIRU4'lin ayirt edici giicliniin diigiik, MIRU26, MIRU31 ve MIRU40'm ise yliksek
ayirt edici oldugunu rapor etmislerdir. Bolado-Martinez ve ark. (2015) yedi ve 24
lokus MIRU-VNTR ’nin verimliligine baktiklar1 ¢aligmalarinda QUB11a lokusunu en
ayirt edici lokus olarak tanimlamiglardir. Calismada 24 lokusun tiimii MIRU-VNTR
iyl bir ayrim giicii gosterse de, en yiiksek cesitlilige sahip lokuslar QUB3232,
QUB11a, ETR A, MIRU 26, QUB 26, MIRU 16, MIRU 27, MIRU 39, MIRU 2,
MIRU 31, ve QUB3336 olarak bildirilmistir. Ara gesitlilige sahip lokuslar QUB23,
ETR B, ETR C, QUB11b, MIRU 40, MIRU 23, QUB18, MIRU 10, MIRU 4, MIRU
24 ve QUBI1S5 olarak tanimlanmistir. QUB1895 ve MIRU 20 lokuslarinin da diisiik

ayrim giiciinde oldugunu belirtmiglerdir.
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Bu calismanin bulgulart Giilcii ve Hadimli’nin ¢alisma verileriyle biiyiik
Olcide uyumludur. Fakat 24 lokus MIRU-VNTR diizenindeki ETR ve QUB
lokuslarinin  bu c¢alismada bulunmamasi1 tam bir karsilastirma yapilmasinm
engellemektedir. Caligmalarda, MIRU 02, MIRU 20, MIRU 23, MIRU 24 ve MIRU
39 lokuslarinin ayirim giiclinlin olmamasi, birgok ¢alisma ile uyumludur (Giilcii ve
Hadimli, 2020; Parreiras ve ark., 2012; Roring ve ark., 2004 ve Tuzcu ve Koksal,
2020).

Sonug olarak iilkemizde goriilen zoonotik TB’nin insan ve hayvanlarda
bulagsma yollarinin ve bulas i¢in risk faktorlerinin belirlenmesi i¢in insan ve
hayvanlar arasinda enfeksiyona neden oldugu saptanan baskin tiirlerin tanimlanmasi
ve lilkemizdeki suslarin birbirleri ile cografik iliskisinin anlasilabilmesi ic¢in

Molekiiler Epidemiyoloji ¢caligsmalarinin sayisinin artirilmasi gerekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, mezbahalarda kesilen ve kesim sonrasi 108 sigira ait
graniilamat6z doku nekropsi 6rneginden konvansiyonel yontemlerle 50 adet M. bovis
izolat1 (50 adet M. bovis spp. bovis) izole edildi. Ulusal Tiiberkiiloz Referans
Laboratuvarina rutin c¢aligma i¢in TB silipheli hastalardan gonderilen cesitli
orneklerden izole edilen insan kaynakli 58 adet M. bovis izolat1 (17 adet M. bovis
BCG ve 41 adet M. bovis spp. bovis) c¢alismaya dahil edildi. Tim izolatlarin
spoligotiplendirme ve 24 lokus MIRU-VNTR yontemi ile genotipleri saptandiktan

sonra Molekiiler Epidemiyolojik 6zellikleri degerlendirmeye alindi.
Degerlendirme sonucunda;

» Bu calismada M. bovis subsp. caprea’nin bir sigirda ve bir insanda
(%1,92) bulunmus olmas1 Sigir tiiberkiilozuna kars1 korunma ve kontrol
programlari tasarlanirken M. bovis subsp. caprea epidemiyolojisininde
degerlendirilmesi gerekliligini gosterdi.

» Spoligotiplendirme  ile izolatlarin  %96,30’u  dendrogram ile
degerlendirildi. iki insan kaynakli izolat tiim aralayicilar1 pozitif oldugu
icin (%1,92) M. bovis olarak tiplendirilemedi. Spoligotiplendirmede hig
aralayici goriilmeyen bir hayvan ve bir insan kaynakli iki izolat da (%1,92)
dendogram olusturulurken degerlendirmeye alinmadi. Ancak hig¢ spacer’1
olmayan bu iki izolat veri tabaninda SB2277 olarak tanimlanmaktaydi.

» Spoligotiplendirme sonucu izolatlarin %19,23’linde, hayvan ve insan
kaynakli goriillen SIT1118/SB0989 genotipi en c¢ok goriilen baskin
genotipti.

» Elde edilen genotipler icerisinde insan ve hayvan izolatlarinda saptanan,
SIT482/SB0120 paternini gosteren M. bovis as1 susu genotipi %16,35
oraninda gozlendi.

» En cok goriilen genotiplerden bir digeri izolatlarin %12,5’inde hayvan ve
insan kaynakli izolatlarda saptanan SIT685/SB0288°di.

» Sadece hayvan kaynakli izolatlarda (%12,5) goriilen SB1593 ise insan

kaynakl1 izolatlarda saptanmada.
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» SIT3529/SB0920 ve SB2466 %3,85 oranlarinda dorder insan kaynakli
izolatta saptanmistir ve hayvan kaynakli izolatlarda goriilmedi.

» SIT1185/SB0897 de SB0419 gibi bir sigirda ve bir insanda 9%1,92
oraninda goriilen izolatlardan biridir.

> Insan oOrneklerinde birer susta gorillen SIT3710/SB1595, SB1231,
SIT688/SB0129, SIT3687/SB1625 ve hayvan kaynakli drneklerde tek bir
susta goriilen SB2510, bu ¢alismada saptanan diger spoligotiplerdi. Geriye
kalan 24 izolat (%23,1) yeni genotip paterni olarak tanimlandi. 10 insan
kaynakli izolatin her birinde farkli yeni bir genotip paterni gozlendi. 14
sigir kaynakli izolatin 8’inde ve 2’sinde kendi i¢inde ayni tip yeni genotip
paterni goriiliirken, diger 4 izolatin her birinde birbirinden farkli yeni bir
genotip paterni saptandi.

» 24 lokus MIRU-VNTR tiplendirmesinin spoligotiplendirme ydntemine
gore daha yiiksek ayirt etme kapasitesinde oldugu, bu nedenle daha fazla
cesitte genotipi daha fazla sayida kiime olarak gosterebildigi anlasildu.

» MIRU-VNTR tiplendirme ile spoligotiplendirme karsilastirildiginda
spoligotiplendirmenin, uygulamas: daha zahmetsiz, yinelenebilir bir
yontem oldugu goriildi. MIRU-VNTR ile spoligotiplendirme yontemleri
beraber uygulanip degerlendirildiklerinde ise epidemiyolojik olarak daha
ayrintili degerlendirmelerinin yapilmasina imkan saglayacag diisiiniildii.

» Sigir TB’a kars1 korunma ve kontrol programlari hazirlanirken uygulanan
programlarin etkinligini 6lgmek i¢in 24 lokus MIRU-VNTR ve
spoligotiplendirme yontemlerinin de yararli olacag diisiiniildii. ileri
Molekiiler Tiplendirme i¢in Tim Genom Dizileme yontemi de
kullanilabilir.

> Ulkemizde hem insanlar hem de hayvanlar i¢in hala ciddi bir yiik
olusturan sigir TB; bir zoonoz olmasi, prevalansinin bilinenden yiiksek
olmasi sebebi ile insan TB’u ile birlikte miicadele edilmesi gereken bir
hastaliktir.

» Sigir TB; ulusal hayvancilikta biliyiik ekonomik kayiplara neden olarak

iilke capinda hayvan iiretim oranlarini da negatif yonde etkilemektedir.
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» Tek saglik uygulamalarina sigir TB’ununda dahil edilerek eradikasyon
caligmalarinin Tip ve Veteriner Hekimlik alanlarinda beraber isbirligi ile
planlanmasi gereklidir.

> Insan ve Sigir TB vakalarinda M. bovis izolasyonunun birlikte

degerlendirilmesi gerekliligi diisiiniildii.
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OZET

Insan ve Hayvan Kaynakh Mycobacterium bovis Suslarinin Spoligotiplendirme ve
MIRU-VNTR Yontemleri ile Epidemiyolojik Analizinin Yapilmasi

Zoonotik tiiberkiiloz, ¢ogunlukla M. bovis'in neden oldugu bir TB seklidir. Sigir
tiiberkiilozu etkeni M. bovis’in basta sigirlar olmak iizere diger evcil hayvanlarda ve vahsi
yasamdaki varligi; insanlara bulagmasi ile insanlarda da hastalik olusturmasi olasiligini
artirmaktadir. Pastorize edilmemis siit tiikketimi, M. bovis’in en 6nemli bulag kaynagidir.
Hasta hayvanlardan ¢ikan infeksiy6z aerosollerin inhalasyonu veya hasta hayvanlar ile direk
temas ile bulas gozlenmektedir. Hasta olan sigirlar tiim viicut sivilart ile etkeni
bulastirabilirler. Az pismis et tirlinlerini tiiketen bireylerin yani sira enfekte sigirlarla yakin
etkilesime giren kisilerde de zoonotik TB'ye yakalanma riski daha yiiksektir. Insandan insana
bulas, o6zelikle bagisiklik sistemi baskilanmig kisiler arasinda bildirilmistir ve ¢ok nadirdir.
Sigirlara TB enfeksiyonunun bulagmasinda insanlar da M. bovis kaynagi olarak davranabilir.
Ulkemizde insan ve hayvanlardan M. bovis’in molekiiler genotiplendirilmesine iliskin ¢ok az
bilgi edinilmektedir. Bu ¢aligmada; toplam 108 M. bovis izolatt (50 hayvan, 58 insan)
spoligotiplendirme ve 24 lokus MIRU-VNTR yontemi ile analiz edildi. Spoligotiplendirme
calismalar1 sonucunda, iki insan kaynakli izolat tiim spacer’lar1 pozitif oldugu icin; birer
insan ve hayvan kaynakli izolatta hi¢ spacer gozlenmediginden dendogram olusturulurken
degerlendirme dis1 birakildi. Sigir kaynakli 49 izolat ile insan kaynakli 55 izolat olmak {izere
104 izolat birlikte degerlendirildiginde 8 farkli kiime ve 30 farkli genotip gozlendi.
Spoligotiplendirme ile hayvan ve insan kaynakli izolatlarda goriilen SIT1118/SB0989
(%19,23) en ¢ok goriilen genotipti. Elde edilen genotipler icerisinde insan ve hayvan
izolatlarinda, SIT482/SB0120 paternini gésteren M. bovis as1 susu genotipi %16,35 oraninda
gozlendi. SIT685/SB0288 (%12,5) genotipi, hayvan ve insan kaynakli izolatlarda saptanan
bir diger genotipti. Sadece hayvan kaynakli izolatlarda (%12,5) goriilen SB1593 ise insan
kaynakli izolatlarda saptanmadi. SIT3529/SB0920, SB2466, SIT1185/SB0897, SB0419,
SIT3710/SB1595, SB1231, SIT688/SB0129, SIT3687/SB1625 ve SB2510 bu caligmada
gozlenen diger genotiplerdi. 24 lokus MIRU-VNTR c¢aligmalari igin yedi insan kaynakli ve
alt1 hayvan kaynakli izolatta PCR ¢aligmalarinda amplikon elde edilemedi ve MIRU-VNTR
testi yapilamadi. Amplikon elde edilmeyen izolatlar dendogram olusturulurken
degerlendirme dis1 birakildi. Insan kaynakli 51 izolat ve sigir kaynakli 44 izolat olmak iizere
95 izolat birlikte 24 lokus MIRU-VNTR ile genotiplendirildi ve 9 farkli kiime ve 55 farkli
genotip gozlendi. 24 lokus MIRU-VNTR’nin sipoligotiplendirmeye goére ayrim giicliniin
daha yiiksek oldugu goriildii. Bu ¢alismada izolatlarin genotipik dagilimlar incelendiginde
tilkemizde insan ve hayvan izolatlar1 arasinda benzer genotipler oldugu tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Epidemiyoloji, Genotiplendirme, MIRU-VNTR, Mycobacterium bovis,
Spoligotiplendirme.
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SUMMARY

Epidemiological Analysis of Human and Animal Originated Mycobacterium bovis
Strains by Spoligotyping and MIRU-VNTR Methods

Zoonotic tuberculosis is a form of TB mostly caused by M. bovis. The presence of
M. bovis, the causative agent of bovine tuberculosis, in cattle, other domestic animals and
wildlife; transmission to humans increases the likelihood of disease in humans. Consumption
of unpasteurized milk is the most important source of transmission of M. bovis. Transmission
is observed by inhalation of infectious aerosols from sick animals or by direct contact with
sick animals. Sick cattle can transmit the agent with all body fluids. Individuals who
consume undercooked meat products, as well as those who have close contact with infected
cattle, are also at higher risk of contracting zoonotic TB. Human-to-human transmission has
been reported, particularly among immunocompromised individuals, and is very rare.
Humans may also act as a source of M. bovis in the transmission of TB infection to cattle. In
our country, very little information is available on the molecular genotyping of M. bovis
from humans and animals. In this study; A total of 108 M. bovis isolates (50 animals, 58
humans) were analyzed by spoligotyping and 24 loci by MIRU-VNTR method. As a result
of spoligotyping studies, since all spacers of two human isolates were positive; Since no
spacers were observed in each isolate of human and animal origin, it was excluded from the
evaluation when creating the dendogram. When 104 isolates, 49 isolates of bovine origin and
55 isolates of human origin, were evaluated together, 8 different clusters and 30 different
genotypes were observed. SIT1118/SB0989 (19.23%) seen in isolates of animal and human
origin by spolygotyping was the most common genotype. Among the obtained genotypes,
the M. bovis vaccine strain genotype showing the SIT482/SB0120 pattern was observed at a
rate of 16.35% in human and animal isolates. SIT685/SB0288 (12.5%) genotype was another
genotype detected in isolates of animal and human origin. SB1593, which was seen only in
isolates of animal origin (12.5%), was not detected in isolates of human origin.
SIT3529/SB0920, SB2466, SIT1185/SB0897, SB0419, SIT3710/SB1595, SB1231,
SIT688/SB0129, SIT3687/SB1625 and SB2510 were other genotypes observed in this study.
For the 24 locus MIRU-VNTR studies, seven human and six animal origin isolates could not
obtain amplicons from PCR studies and the MIRU-VNTR test could not be performed.
Isolates from which amplicon was not obtained were excluded when constructing the
dendogram. 95 isolates, 51 isolates from human and 44 from cattle, were genotyped together
with 24 loci MIRU-VNTR, and 9 different clusters and 55 different genotypes were
observed. It was observed that 24 loci MIRU-VNTR had higher discriminatory power than
cypolygotyping. In this study, when the genotypic distribution of the isolates was examined,
it was determined that there was smilar genotypes between human and animal isolates in our
country.

Keywords:  Epidemiology, Genotyping, MIRU-VNTR, Mycobacterium  bovis,
Spoligotyping.
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