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ONSOZ

Mikobakteriler, ¢esitli hayvan tiirleri ve insanlarda tiiberkiiloz
enfeksiyonunun etkenidir. Son yillarda hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglara kars1
direng gelisimi ve immun sistemi baskilanan insanlarin hastalia karsi duyarlilasmasi
tiberkilloz vakalarinda artisa yol agmustir.

Mikobakterilerin tGremeleri yavastir ve uzun zaman almaktadir. Ayrica izole
edilen suglarin identifikasyonunda kullanilan geleneksel metotlarin rutin olarak
uygulanmas1 gii¢, testlerin tekrar1 ve degerlendirilmesi pratik olmayip, her
laboratuvarda uygulanmamaktadir.

Son zamanlarda yapilan molekiiler diizeydeki genetik c¢alismalar mikobakteri
tirlerinin DNA yapilarimin biiylik bir benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.
Mikobakteri tiirleri ¢ok genis bir konak¢1 dagilimina sahip olup, insanlar i¢in patojen
olan suslar hayvanlarda, ¢esitli hayvan tiirlerinde enfeksiyona neden olan suslar da
insanlarda tiiberkiiloza sebep olmaktadir.

Ulkemizde mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu konusunda yeterli ¢calisma
olmayip, ozellikle sigirlarda enfeksiyona neden olan Mycobacterium bovis’in
insanlarda goriilen tiiberkiilozun ne kadarindan sorumlu oldugu bilinmemektedir.
Kanatlilarda enfeksiyon olusturan M. avium ise son yillarda immun sistemi
baskilanmis insanlardan izole edilmektedir.

Bu calismada, hayvanlardan izole edilen mikobakteri suslarinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ile klinik materyalden dogrudan tespiti ve yontemin rutin teshiste
kullanabilirliginin arastirilmasi, sigir ve kanatli mikobakterilerinin izolasyonu, insan
izolatlartyla birlikte molekiiler teshis metotlari ile tiplendirilmesi ve orijinlerinin
belirlenmesi amaglanmustir.

Doktora tez ¢alismamda bilgi ve deneyimleriyle destek olan ilk danismanim
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SIMGELER VE KISALTMALAR  ....coueeereenenersenssessssssssncssnenisesiessneniens 1V

ARB : Asido Resistant Bacil - Asite direngli basil

BCG : Bacillus Calmette Guerin

CD4 : Cluster of Differentiation

EZN : Ehrlich Ziehl-Neelsen

HIV/AIDS : Human Immunodeficiency Virus infection / Acquire
Immunodeficiency Syndrome

IL . Interleukin

INF : Interferon

IS . Insertion Sequence

LAM . Lipoarabinomannan

LJ : Lowenstein-Jensen

MHC : Major Histocompatibility Complex

MIRU-VNTR : Mycobacterial Interspersed Repetitive Units

MTBC : Mycobacterium tuberculosis Complex

NK - Natural Killers

oT : Old Taberkdlin

PCR : Polymerase Chain Reaction

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PPD : Purified Protein Derivative

PZA : Pirazinamid

REA . Restriksiyon Enzim Analizi

RFLP :Restriction Fragment Length Polymorphism

ROAM . Reaktif Oksijen Aract Molekdlleri

TCH : Thiopen-2-carboxylic acid hydrazine

TDM > a,0’trehalose dimycolates

TGF : Transforming Growth factor

TLR : Toll-Like Receptor

TMM . a,0’trehalose monomycolates

TNF : Tumor Necrosis Factor

TU : Tuberkilin Unitesi

VNTR : Variable Number Tandem Repeat
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1. GIRIS

1. 1. Tanim

Tuberkiloz hem hayvanlarin hem de insanlarin sagligini olumsuz etkileyen,
akcigerler basta olmak Uzere bircok organ yada dokuda kazedz ve kazekalsertz
karakterde tiiberkiillerin olusmasi ile karakterize kronik, bulasici ve zoonoz 6zellikte

bakteriyel bir hastaliktir (Akay 1997, Yardimc1 2006).

Gunumuzde de hala 6nemini koruyan hastaliga tarihsel surecte farkli isimler
verilmistir. Insanlar1 zayiflatarak o6ldiirdiigii i¢in “Tiiketim Hastali1”, hastalari
soldurdugu igin “Beyaz Olim” veya “Beyaz Veba” ve yiizyillar boyunca birgok
kisinin dliimiine sebep oldugu i¢in de “Oliimiin Kaptani” olarak tanimlanmustir.
Romalilar hiriltili nefes alip verme ve Oksiiriikle balgam atma anlamina gelen
“Phthisis” admi vermisler, veremle ilgilenen doktorlara Ftizyolog denilmistir.
Tiirkce’de ise “Ince Hastalk” en ¢ok kullanilan tamimdir (Baris 2003).
Mycobacterium tuberculosis insan, M. bovis sigir ve M. avium kanatli kokenli

tiiberkiilozun baslica etkenleridir (Yardimc1 2006).

Birgok tilkede sigir ve evcil hayvanlar ile insanlarda mikobakterilerin neden
oldugu tiiberkiiloz (TB), en dénemli enfeksiyoz hastaliklardan birisidir (Szewzyk ve
ark 1995, Coetsier ve ark 2000). Pek ¢ogu gelismekte olan iilkelerde olmak tizere
diinya niifusunun yaklasik ticte birinden fazlast M. tuberculosis ile enfektedir
(Giocimini ve ark 2001).

Sigir tiiberkiilozunda, tiiberkller (nodil, graniilom) karakterize olusumlardir.
Genellkle kronik bir hastalik olarak bilinmesine ragmen, sigir TB’u zaman zaman
akut, cabuk ilerleyici bir tablo gosterebilir. Lezyonlar genelde lenf nodilleri
(Ozellikle bas ve thoraks), akcigerler, bagirsaklar, dalak, karaciger, pleura ve
peritoneum’da bulunur (Ozbey ve ark 2008, OIE 2009). Diinya’da 50 milyondan
fazla sigirm tiiberkiilozla enfekte oldugu ve yillik kaybin 3 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir (Hewinson 2001). Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda kilo kaybx, siit
Uretimi ve Uremenin azalmasma bagh agir ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Coetsier ve ark 2000).

M. tuberculosis, insanlarda en yaygin tiiberkiiloz etkeni olmakla birlikte,
hayvanlarda da (primatlar, kdpek, domuz ve bazi egzotik hayvan tiirleri) hastaliga
1



neden olmaktadir. Sigir, tavsan ve kediler ise daha direncli olup, insanlarla uzun

sireli ve yakin temas eden hayvanlarda (kus, kopek ve diger memeliler)

gorulebilmektedir (Michalak ve ark 1998, Erwin ve ark 2004).

M. bovis, basta sigirlar olmak {izere insan, primatlar, koyun, ke¢i, kedi,
kopek, tavsan, domuzda hastalik yapmaktadir. M. bovis dogal hayatta geyik, fil,
lama, mink, bufalo, porsuk, tilki, Afrika ceylani, papagan, ziirafa, tilki, vizon,
porsuk, gelincik, antilop, gergedan, yer sincapi, su samuru, rakun, ¢akal, leopar,
vasak, aslanlar, kaplan ve bizon gibi birgok tiirden izole edilmistir. M. bovis i¢in en
onemli rezervuar yabani hayvanlardir (O'Reilly ve Daborn 1995, Srivastava ve ark
2008, OIE 2009).

M. avium, biitin kanathh tirlerinde tiuberkiiloza neden olabilmektedir.
Enfeksiyon egzotik kafes kuslarimin Onemli bir problemi olup, dogada serbest
yasayan kuslar ve tavuklarda nadiren rastlanmaktadir. Ozellikle hayvanat
bahcelerinde kuslar arasinda yaygindir (Thoen 1998, Giimiissoy ve ark 2006).

1. 2. Tarihcge

Tiiberkiiloz, eski donemlerden beri bilinen bir hastaliktir (Daniel 2006).
Mozaik tabletlerinde, hayvan karkaslarindaki pleura ve akcigerler arasinda
yapismalarin oldugu yazilidir. Misir, Peru ve Naga mumyalarinda tiiberkiiloz
etkenleri giinimiizde molekiiler teknikler ile tespit edilmistir (Barig 2003, Zink ve
ark 2003, Oguz 2004, Daniel 2006). Filogenetik ¢aligmalara gore mikobakterilerin 3
milyon yil oncesinde Dogu Afrika’da bulundugu ve insanlar1 enfekte ettikleri

belirtilmistir (Daniel 2006).

Mikobakterilerin atalarinin sularda ve ¢evrede yasayan mikobakteriler oldugu
tahmin edilmektedir. Konak ve mikobakterilerin paralel evrimlestigini iddia eden
hipotez, 1950'lerdeki “goklu tesadUfi giris” kadar ragbet gormemis ve giinimizde de
oldugu gibi “M. tuberculosis’in M. bovis’ten tiiredigi” goriisii kabul gormiistiir.
Brosch (2002) tarafindan M. tuberculosis’in M. bovis’ten atasal sustan ayriminin
yaklagik olarak 15.000 yil kadar once yalnizca TbD1 mutasyonu ile oldugu
bildirilmistir. M. bovis daha kiguk gen yapisina sahip olmasina ragmen ¢ok sayida
mutasyona ugramistir. Guncel veriler Dogu Afrika ilk insanla beraber M.

tuberculosis’in evrimlestigini ve buradan Afrika ve tim dinyaya yayildigi fikrini

2



dogrulamaktadir. M.O. 17.000° 1i yillardan kalma bizon kemiklerinde M.
tuberculosis’in tespiti, bakterinin insanlar disinda buzul déneminde mastodonlar ve

sigirlari da hasta etmis olabilecegini gostermistir (Peterson 2009, Zeytinli 2010).

Yakin donemde ise tiiberkulozlu insan sivi materyalinin enjeksiyonla
tavsanlara bulasabilecegi gosterilmistir (Barnes 2000, Daniel 2006). Ayrica, 1862
yilinda Lyon’da yapilan g¢alismada, enfekte materyal ile beslenen buzagilarda
tiberkiiloz gelistigi  bildirilmistir (Baris 2003). Robert Koch, 1882 yilinda
tiberkllozdan 6len hastasinin akcigerinde lezyonlarinda basili gostermis, izole etmis

ve tretilen basil ile deney hayvanlarinda tiiberkuloz olusturmustur (Barnes 2000).

Etken, 1896’da Lehmann ve Neumann tarafindan ‘“Mycobacterium
tuberculosis” olarak isimlendirilmistir (Yardimci 2006). Sonrasinda morfolojik,
kiltirel ve patolojik 6zelliklerine gore tuberkiloz basilleri; insan, sigir ve kus tipi
olarak tanimlanmistir (Keskin 1996). Ayrica, bu tiirlerin yani sira canlinin immun
sistemi baskilandiginda hastalik yapabilen saprofit mikobakterilerde (M. kansasii,
M. fortitum, M. chelonae, M. abscessus, M.gordonae, M. terrae, M. leprae, M.
szulgae, M. scrofulaceum, M. ulcerans, M. simiae, M. marinum) mevcuttur
(Kasimmoglu 1989, Tell ve ark 2001).

Son yillarda yasanan sosyo-ekonomik problemler, kontrol programlarinin
ihmali ve 6zellikle de HIV/AIDS salgini ile tiiberkiiloz vakalarinda artis olmus, koti
kontrol programlar1 ylziinden ilag direnci yaygmlasarak “Cok flaca Direngli

Tiiberkiiloz” insan sagliginin énemli bir sorunu olmustur (Kiligarslan 2007).

M. bovis Bacillus Calmette Guerin (BCG) asis1 insanlarda ilk uygulanan canli
atteniie asilardandir. Asi, 1906-1916 yillar1 arasinda gelistirilerek 1921°de canhi
atteniie BCG as1s1 olarak insanlarda kullanilmaya baslanmistir (Ozkinay ve Ozkinay

2008).

ABD’de streptomisinin, Isve¢’te Para-amino Salisilik Asit (PAS)’1n kesfi ile
1940’1larda tlberkiloz tarihinde yeni bir donem baslamis ancak tek kullanilan bu
ilaglara kisa zaman i¢inde diren¢ gelisimi, yeni ila¢ aragtirmalarin1 zorunlu kilmistir.
Robizek ve Selikof tarafindan izoniazid (INH)’in kesfi sonrasi bu ¢ ilagla 18-24
aylik kombine tedavi uygulanmasi ile tuberkiiloz tedavi edilebilir hale gelmistir.

Daha sonraki yillarda tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglardan sirasiyla, 1954

3



yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda
rifampisin (RIF) bulunmustur (Karlikaya 2012).

1. 3. Etiyoloji

Mikobakteriler; iireme hizi, sicakligi, koloni morfolojileri, pigment
olustumalar1 ve ¢esitli biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilirlar (Kasimoglu
1989, Ozsahin 1994). Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology’de (9. Baski);
Prokaryotes alemi, Firmicutes divizyonu, Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae
familyasi, Mycobacteriacea cinsi igerisinde gosterilmistir (Koksal ve Yaman 2003,
Ozbey ve ark 2008).

M. tuberculosis kompleks ve M. avium kompleks hayvanlarda ve insanlarda
patojen olan mikobakterilerin olusturdugu iki gruptur (Inderlied ve ark 1993).
M. tuberculosis kompleks icinde, insanlarda enfeksiyon olusturan; M. tuberculosis,
M. africanum, M. canetti ile, kemirgen ve insanlarda hastalik yapan; M. microti,
sigirlarda hastalik etkeni olan; M. bovis subsp. bovis ve M. bovis subsp. caprae ve asi
susu olarak kullanilan M. bovis BCG ve foklarda hastaliga yol agan M. pinnipedii yer
almaktadir (Niemann ve ark 2000a, Joloba ve ark 2001, Cavanagh ve ark 2002,
Abass ve ark 2010).

M. tuberculosis ve M. bovis ayriminda koloni formu, gliserol ihtiyaci, niasin
liretimi, nitrat rediiksiyonu, nicotinamidase ve pyrazinamide duyarliligi gibi
Ozellikler 6n plandadir. M. tuberculosis, eugonic karakterde (reme gosterirken,
niasin Uretimi ve nitrat redikstyonu pozitiftir. TCH (Thiopen-2-carboxylic acid
hydrazine) ise direnglidir. M. bovis ise dysgonic lireme 6zelliginde, niasin iiretimi ve
nitrat rediiksiiyonu ise negatiftir. Ayrica, nicotinamidase ve pyrazinamide direnglidir
(Niemann ve ark 2000a). Gliserol M. tuberculosis'in, piruvat M. bovis’in Uremesini
artirmaktadir (Quinn ve ark 1994, Akay 1997, Yardimci 2006).

Fenotipik olarak M. tuberculosis ile M. bovis arasinda yer alan
M. africanum’un insanlarda hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Viana-Niero ve ark
2001). Biyokimyasal Ozelliklerine gore 2 alt ture (tip 1, Bati Afrika izolatlar1 M.
bovis' e, tip 2, Dogu Afrika izolatlar1 ise M. tuberculosis ile benzerlik géstermekte)

ayrilmigtir (Haas ve ark 1997, Niemann ve ark 2000a).



M. microti, tarla faresi gibi kiiciik kemirgenler, kaya tavsani, dag gelincigi,
domuz ve lamada hastalik etkenidir (Cavanagh ve ark 2002). Uzun sure insanlar igin
patojen olup olmadigi tartisilmis molekiler tekniklerle insanlarda da tlberkiloza

neden oldugu gosterilmistir (Abass ve ark 2010).

M. canetti, 2 yasinda lenfadenitisli bir hastadan izole edilmis olup,
biyokimyasal ve genetik 6zelliklerine gore M. tuberculosis kompleks grubundaki
diger suslarla benzerlik gostermektedir. Ancak, smooth tarzda parlak koloni yapist ve
genotipik Ozelliklerinin farklilig: ile grup iiyelerinden ayrilir (Van Soolingen 1997,
Pfyffer ve ark 1998).

M. bovis BCG, M. bovis’in 13 yil boyunca 230 kez pasajlanmasiyla elde
edilmistir. Ulkemizde ve dinyanin birgok iilkesinde tiiberkiiloz asis1 olarak
kullanilmaktadir. Konjenital veya kazanilmis bagisiklik yetmezligi olanlarda asilama
sonrasinda, BCG-osis olarak tanimlanan lenf diigiimleri, akcigerler, bobrek, dalak
gibi organlarda tiiberkiiloz lezyonlar1 gelisebilmektedir (Cavusoglu ve ark 2007).
M. bovis BCG fenotipik ve genotipik olarak M. bovis ve M. tuberculosis kompleksin

diger iiyeleriyle benzerlik gostermektedir (Talbot ve ark 1997).

M. avium kompleks icinde M. avium ve M. intracellulare bulunur. M.
avium'un ise 3 alt turi mevcuttur. M. avium subsp. avium ve M. avium subsp.
sylvaticum kanatlilarda, M. avium subsp. paratuberculosis ruminantlarda ve diger

memeli tiirlerinde Johne’s hastaliginin etkenidir (OIE 2008, Turenne ve ark 2008).

M. avium subsp. avium ordek, kaz, kugu, tavuskusu, glivercin, hindi,
devekusu gibi kanatli hayvanlar ile yabani kuslarda hastaligin etkenidir. Tipik
grantlomlar karaciger, dalak ve kemik iliginde gorulirken, etken cocuklarda
submandibular adenopati ve yetiskinlerde ise firsat¢1 patojen olarak solunum yolu
hastaliklar1 neden olmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda (AIDS gibi) ise,
tim vucuda yayilabilmektedir (Picardeau ve Vincent 1996, OIE 2008). Memelilerde
hastaliga hamster, lama ve maymunlar daha duyarli, kOpek, fare, kobay ve ratlar ise
daha direnglidir. Sigirlarda enfeksiyon sekillense de lezyonlar lokalize olarak
kalmaktadir (Thoen 1998). Domuz ve kedilerde ise lenf nodiilii enfeksiyonlarina

sebep olmaktadir (Picardeau ve Vincent 1996).



M. avium'un genotiplendirme ¢alismalar1 ile kuslar1 enfekte eden M. avium
subsp. avium disinda insan ve domuzlarda enfeksiyon yapan M. avium subsp.
hominissuis alt tird tespit edilmistir (Mijs ve ark 2002). M. avium subsp. sylvaticum,

Ozellikle kanatlilarda ve memelilerde hastalik olusturmaktadir (Witmer ve ark 2003).

Mycobacterium genavense, AIDS’li hastalar (Coyle ve ark 1992), gesitli kus
tarleri (Hoop 1996) ve kopeklerden izole edilmistir (Kiehn ve ark 1996).

Mikobakteriler degisik biiyiiklikkte (0.2-0.6x 1.0-10 pum) uzun yada kisa
comak seklinde, aerobik, sporsuz, hareketsiz, kapsiilsiizdiirler. Gram pozitif
olmalarina ragmen hiicre duvarlarindaki zengin lipid tabakasindan dolayr normal

boyalar1 almazlar (Durupinar 1996).

Mikobakterilerde hiicre duvarinda bulunan mikolik asitler tum hicre duvari
kuru agirhgmin %50’si ve hiicre lipidlerinin ise %60’in1 olusturlar. TDM
(o,a’trehalose dimycolates), TMM (a,0’trehalose monomycolates) ve hiicre duvarina
nonkovalent olarak bagli olan ve asimetrik dagilim gosteren lipid fraksiyonlari
birlikte hidrofobik bir bariyer olusturur (Koksal ve Yaman 2003). Yag asitleri hiicre
duvarinin kalin ve etkenin aside direngli olmasin1 saglamakla birlikte, ayn1 zamanda
bakteriyi cevresel etkilerden korur (Ozsahin 1994, Nigou ve ark 2003).
Mikobakterilerin hiicre duvarindaki lipid tabakasi anilin boyalar1 ile bag olusturarak
asit-alkolden etkilenmedikleri igin asid fast boyama yontemi Ziehl-Neelsen ile
boyanir. Boyama esnasinda alttan hafifce isitilarak hiicre duvarlarinin yumusatilarak
boyay1 almasi saglanir. Boyama sonrasi asit alkolle dekolorize edilemediklerinden
asit alkole direncli basil (AARB yada ¢ogu zaman ARB ) olarakta adlandirilirlar
(Quinn ve ark 1994, Durupmar 1996, Akay 1997, Yardimc1 2006). Hiicre duvarinin
dis tabakasinda virilensle iliskilendirilen gliserol monomikolates, fosfolipidler ile
stlfatidler, “kord faktorii” olan TMM ve TDM gibi trehalozlar bulunur. Kord faktori
toksik etkili olup, graniilom olusumuna neden olur. Bu etki ise, makrofajlarin
kemotaksisi ve uyarisina bagl olarak gelisirken, komplementi alternatif yoldan

aktive ederek akut yangiya da neden olmaktadir (Durupinar 1996).

En dis tabakay1 peptidoglikolipid olan ve “mycoside” olarak isimlendirilen
yapilardan olusturur. Lifsel yapida ag seklinde olan mycosideler, bazi
mikobakterilerin (M. avium ile M. lepra) cevresini kapsul gibi sararak saydam bir
alanin goriilmesine yol acar (Ozsahin 1994). Polisakkarit ve proteinler ile az
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miktarda da lipid iceren kapsil, 0Ozellikle enfekte makrofajlardan hazirlanan
preparatlarda bulunmaktadir. Bu yap1 alfa-1,4 glukan, bir arabinomannan ve mannan
iceren igeren lipomannan (LM) ve lipoarabinomannan (LAM) gibi kapsuler
polisakkaritlerden olusmaktadir. Ayrica hiicre duvarinda gram negatif bakterilerde

oldugu gibi porin proteinleri de mevcuttur (Koksal ve Yaman 2003).

Toprak ve diskida aylarca canli kalabilen mikobakteriler fiziksel etkilere kars1
oldukga direnclidir (Quinn ve ark 1994). Basilin gevre kosullarma olan direng
epidemiyolojik ve klinik agidan 6nemlidir. Kurumaya karsi da ¢ok direncli olan
mikobakteriler, besiyerinde 37 °C’de 12 yil canl1 ve patojen kalirken, kuru balgamda
6-8 aya kadar canliliklarini devam ettirebilirler. Sporsuz bakterilere gére sodyum
hipoklorit, %70’lik alkol, %5 fenol, povidon-iyodin gibi dezenfektanlara daha
direnclidirler. Ortamda bulunan organik maddeler dezenfektanlarin etkisini azaltict
etkileri vardir Mikobakteriler direk giines 15181, ultraviole, pastorizasyon ve basinglt
buharla sterilizasyona duyarli olup, 60 °C’de 15-20 dakikada &lurler. Balgam, kirli
camagirlar ve kaplardaki bulunan etkenlerin inavtivasyonu igin 5 dakika kaynatma
yeterlidir. Pastorizasyon, sutteki mikobakterilerin 6lmesi igin yeterlidir. Direkt giines
15181 Kiltdr bakterilerini 2 saatte, balgamdaki basilleri 20-30 saatte 6ldirirken,
basiller yumurtali besiyerinde karanlik ortamlarda yillarca canli kalabilirler. Direncli
oldugu malasit yesili gibi boyalar, besiyerlerine katilarak selektif besiyerleri elde
edilir (Durupiar 1996).

1. 4. Epidemiyoloji

Diinya niifusunun 1/3’iiniin tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu, her yil
yaklasik 8 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu ve 3 milyon tiiberkiiloza bagli 6liim oldugu
tahmin edilmektedir (Ozkara ve ark 2003). 2013 yili Global Tuberkiiloz Raporunda,
2012 yilinda TB yeni vaka sayisinin 8,6 milyon oldugu, diinyada vakalarin
cogunlugunun Giliney-Dogu Asya (%29), Afrika (%27) ve Bati Pasifik (%19)
bolgelerinde goriildiigii, Hindistan (%26) ve Cin (%12)'deki tiiberkiiloz hastalarinin
dunyadaki hastalarin %38’ini olusturdugu bildirilmistir. Mortalite ise, 2003 yilinda
1.8 milyon, 2010°da 1.4 milyon, 2013' te 320 bini HIV pozitif olmak uzere 1,3
milyon olarak belirtilmistir (Tiirk Tabipler Birligi 2012, WHO 2013).

Osmanl: Imparatorlugunda 19. yiizyilin sonlarinda tiberkiiloz salgini biyik

bir halk sagligi sorunu olmus, Balkan Savaslari ve 1. Dunya Savasindaki yoksullukla
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Anadolu'ya yayilmaya baslayan hastalik, 1940’larin sonunda en ylksek dlizeyine

ulasarak bu dénemde en sik gorilen 61im nedeni olmustur (Barig 2003).

Ozkara ve ark (2003), 1953-1959 yillar1 arasinda niifusun %56’sinn, 1980-
1982 yillart arasinda ise %25'nin enfekte oldugunu bildirmislerdir. Prevalans, 2006-
2009 yillar1 arasinda yiiz binde 24 olarak tespit edilmistir (TUrk Tabipler Birligi
2012).

Tiirkiye’de vahsi hayvanlarda tiiberkiilozun prevalansi ile evcil hayvanlar ve
insanlarla olan iliskilerine ait veriler olduk¢a sinirhidir. Yaylacilik sirasinda vahsi
domuz ve geyiklerden kalan enfekte materyallerle bulasik otlaklar hastaligin evcil
hayvanlara bulasmasinda en onemli kaynaktir (Ozbey ve ark 2008).

Ulkemizde 1980-1985 yillar1 arasinda 161.022 bas hayvana tiiberkiilin testi
uygulanmis ve 50 mihrakta toplam 82 hayvanda tiiberkiiloz miispet bulunmustur.
1986’da Tirkiye Tiiberkiiloz Miicadele Projesi baslatilmis ve iilke 5 bolgeye
ayrilarak 1. bolgeden baslamak tizere ilk y1l hayvan mevcudunun %20’si, 2. ve 3. yil
%40’1 miicadele kapsamina alinmistir. Bu projeye gore 1986 yilinda 250.000 adet
sigira tiiberkiilin uygulanmis 153 mihrakta toplam 1983 hayvanda tlberkiloz
miispet bulunmugtur. Ancak bu hastaligin tazminatli bir hastalik olmas1 nedeniyle
finansal sorunlar bas gostermis ve 1987 yilinda programda 591.000 sigira tiiberkiilin
uygulanmasi planlanmigsken 64.000 sigira tiiberkiilin uygulanmis, 96 mihrakta

toplam 252 hayvan miispet bulunmustur (Akcay 2011).

GTHB Gida ve Kontrol Genel Midirligi (2013) verilerine gore, 2011
yilinda PPD ile test edilen 77.497 sigirdan 4.605°1, 2012 yilinda 124.431 sigirdan
18.086°s1, 2013 yilinda ise 134.602 sigirdan 19.463’1 pozitif bulunmustur. OIE
2012’ye gore Konya’da 6 isletmede 33 sigirda tiiberkiiloz vakasi tespit edilmistir.

Bugiin gelismis tilkelerin ¢ogunda sigir TB’u eradike edilmis veya kontrol
altina almis durumdadir. Bu iilkelerde TB’un prevalansina bakildiginda, tlkemizde
etkili bir eradikasyon c¢alismasinin yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir

(Ozbey ve ark 2008).

1. 5. Epizootiyoloji

Mikobakterilerin hayvanlarda hastalik yapabilmesi etkenin dozu, konagin
dogustan gelen direnci ve mikobakterilerin virtlensine baglidir. Makrofajlart yiiksek
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mikrobisidal etkiye sahip olan veya diisiik viriilent bir mikobakteri ile enfekte
bireyde hastaligin olugsmasi igin gereken doz miktari yiiksektir (Piessens ve Nardell
2000). Enfeksiyonun baslamasi, etkenin makrofaji yok ederek canli kalmasi ve
konak¢i makrofajinda ¢ogalmasi ile olur (Piessens ve Nardell 2000, Ozbal 2006).
Patogeneziste birka¢ komponentin katilimi ve kiimiilatif etkileri zorunludur (Gyles

ve Thoen 1993, Thoen ve ark 2006).

Palmer ve Waters 2006, aerosol bulasma icin 4x10°, oral bulasma i¢in ise bu
saymin 1000 kati kadar basil gerektigini ancak oral yolla alinan 5000 CFU
mikobakterinin hastalik olusmasi i¢in yeterli oldugunu iddia etmislerdir. Solunumla
alinan mikobakteriler ilk olarak iist solunum yollarinda mukus ve epitel kirpikler
tarafindan olusturulan mukosiliyer bariyer karsilasir. Ancak toz ve su damlaciklari ile
etken mukosiliyer bariyere takilmadan terminal bronsiollere ve alveollere kadar
tagmabilir (Thoen ve ark 2006). Mikobakteriler girdikleri organlarda (akciger,
bagirsak) ilk lezyonlar1 (primer efekt, ghon odagi) olusturur. Fagosite edilen
mikobakteriler, lenf diigiimleri ve akcigerin parankimine yerlesir ve 0zellikle lenf
yumrularinda yangi, dejenerasyon ve sislikler olusturur. Etkenlerin ilk girdigi yerdeki
organ veya dokular ile lenf yumrularinda olusturdugu bozukluklar geliserek primer
kompleks olusturur. Lezyonlar konak direncine bagl olarak iyilesebilir yada hi¢ belli
olmayabilir (tam olmayan primer kompleks). Vicut direnci kirihidiginda tespit
edilemeyen bu lezyonlardaki canli basiller yeniden ureyebilir. Kana karigsan basiller
vicutta degisik organ ve dokulara yayilarak generalizasyona neden olurlar (erken
generalizasyon). Sonu¢ olarak bazi doku ve organlarda yeni tiberkiloz lezyonlar:
meydana gelir (generalize milier tiiberkiloz). Odaklarin merkezinde yer alan
kazeifiye veya Kalsifiye alanlar biyliylip genisleyerek acilirsa, mikobakteri
barindiran eksudat brons ve bronsiyollere acilarak bosalir. Oksiiriik ve tiksirikla
atilan eksudat kontaminasyona yol acar (agik tiiberkiiloz). Vicudunda primer
kompleks olan birey yeniden mikobakteri ile karsilagtiginda tekrar hasta olursa
reenfeksiyon ve bu durum ise kronik organ tuberkulozudur. Buradan orijin alan
generalizasyon ise ge¢ generalizasyon olup, viicudu zayif ve duyarli olanlarda
fazlaca rastlanir (Arda 1982, Akay 1997, Haziroglu 1998).

Sigirlar arasinda hastaligin yayilist farkli yollarla olmaktadir. Horizontal
olarak direkt inhalasyon yoluyla bulasma olabilecegi gibi, enfekte materyalin

yenmesi ve indirekt olarakta kontamine otlaklar, su veya etkenle bulasik
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materyallerle olmaktadir. Generalize tiiberkiilozun gelismis iilkelerde goriilme
sikliginin azalmasinin en 6nemli nedeni idrar, slt ve gaita ile atilimin kontrol altina
alinmasidir (Neill ve ark 2001). Ayrica, hem sigir hem de insanlarda hastaligin
goriilme sikligimi 6nemli Olgiide azalmasinda sltin pastérizasyonu buyik rol
oynamustir (Cosivi ve ark 1998). Vertikal bulasma miimkiin olmakla birlikte nadiren
gorulmektedir (Neill ve ark 2001).

M. bovis’ in insanlara bulasmasinda solunum, pastorize edilmemis siitler ve
enfekte sigir etlerinin tiiketimi, immun sistemin baskilanmis olmasi ile mukoz
membranlar ve yarali deriyle temas rol oynamaktadir (Cosivi ve ark 1998).
Mezbahada calisan kisilerde solunum yoluyla bulagsma siklikla goriilmektedir. HIV
ile enfekte bireylerde M. bovis 0zellikle enfeksiyona firsat¢1 patojen olarak yol
acmaktadir (Sunder ve ark 2009).

Sigirlarda lezyonlarin Oncelikle solunum yolu ile iligkili lenf yumrularinda
sekillendigi yillardan beri bilinmektedir (Pollock ve ark 2006, Thoen ve ark 2006).
En sik olarak mediastinal, bronsiyal ve bas bdlgesi lenf yumrularinda lezyonlara
rastlanmaktadir. Etkenle enfekte sut ile beslenen genc hayvanlarda lezyonlar
Ozellikle mezenteriyel lenf digiimlerinde olusmaktadir Generalize tuberkiilozda
karakteristik lezyonlar akciger, karaciger, dalak ve viicut bosluklari, bobrek ve
memede yada meningsler ile ser6z bosluklarda goriiliir (Neill ve ark 2001, Thoen ve
ark 2006).

Kanatlilar i¢in patojen olan mikobakteriler ¢evrede saprofit olarak fazlaca
bulunmaktadir. Ozellikle bataklik, gol, dere ve nehir yiizey sulari, organik madde
bakimindan zengin veya hayvan digkis1 ile kirlenmis topraklar enfeksiyon i¢in ana
kaynaktir. Ayrica enfekte kanatlilar digkilariyla ¢evreyi kontamine ederek

enfeksiyonun yayilmasinda rol oynarlar (Tell ve ark 2001).

M. avium biitiin kuslarda enfeksiyona neden olmakla birlikte, hastaliktan daha
cok yabani kuslar, konusan kafes kuslari ile evcil kiimes hayvanlarini
etkilenmektedir. Ayrica glvercin, hindi, kaz, kugu, ordek, tavus kusu ile kafes ve
yabani kuslarda da tiiberkiiloza neden olmaktadir. Serce, karga, baykus, bazi sahin
tiirleri, karatavuk, sigirciktan izole edilmistir. Papagan ve kanaryalarda ise hastalik

nadiren goralir. (Thoen 1998). Mevcut bilgilere gore insanlarda M. avium' un ilk
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giris yolu bagirsaklar, ikincil olarak solunum yolu gortlmektedir (Inderlied ve ark
1993.

1. 6. Bagisikhk

Mikobakteriler, yeterli immiin cevap sekillenen saglikli bireylerin %90’1nda
enfeksiyon olusturmamaktadir (Oztlirk 2003, Ozbal 2006, Hernandez-Pando ve ark
2007). Ancak, enfeksiyonun gelisme riski immun sistemin baskilandigi durumlarda
(AIDS gibi) artmakta ve BCG asis1 da tiiberkiiloza kars1 bagisiklik saglamamaktadir
(Hernandez-Pando ve ark 2007).

1. 6. 1. Tiiberkiilozda Dogal Immiinite

Mikobakterilere viicuda girdiginde dogal savunmada; tist solunum yollar1 ve
bronglardaki anatomik olusumlar, 6kstrik, mukosiliyer engel, IgA, alveollerde ise
alveoler makrofajlar, fagositoz, fagositik hicrelerin reaktif nitrojen ve oksijen
urtnleri, yangi hucreleri ve sitokinleri, alveoler makrofajlarin kimyasal yapisini
degistirmesi, apoptoz ve genetik faktorler, hilicresel ve humoral imminite yer
almaktadir (Fokkens ve Scheeren 2000, Ugar ve ark 2002, Ozbal 2006).

1. 6. 2. Fagositoz

Mikobakterilerin ilk karsilagtiklar1 savunma hiicreleri alveolar makrofajlardir
(van Crevel ve ark 2002, Pollock ve ark 2006). Basilin fagosite edilmesi bakterinin
makrofaj mannoz ve/veya kompleman reseptorleri ile etkilesmesi ile baslamaktadir
(Soysal 2009). Canli mikobakteriler 10'a yakin TLR (Toll-Like Receptor) iginden
TLR2 ve TLR4 reseptorlerini aktive edebilirler (Schluger 2005). Mikobakterilerin
yapisinda bulunan 19 kDa lipoproteini ve lipoarabinomannan (LAM) TLR2’ye
baglanarak intraselliiler sinyal iletimini ve sitokin {iretimini baglatarak, makrofaj
aktivasyonunu saglar. Alveol yiizeyindeki siirfaktan protein A, basilin mannoz

reseptorlerine baglanmasini artirir (Hernandez-Pando ve ark 2007, Soysal 2009).

Tuberklloz basilleri, makrofaja Fc reseptorleri gibi oksidatif Grlinlerin
salmmmina sebep olmayan CR1 ve CR3 kompleman reseptorlerini kullanarak
baglanir ve toksik ortamdan korunmus olurlar. Yine mikobakterilerde bulunan
19 kDa lipoproteini ManLAM zayif aktiviteli makrofaj cevabinin ve nitrojen ara

driinlerinin tretiminin inhibisyonu ile intraselliler ortamda canl kalabilirler (Oztiirk
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2003, Calisir 2004, Ozbal 2006). Tum patojenik mikobakterilerde her zaman
rastlanan bir molekil olan Lipoarabinomannan (LAM) ile ManLAM bazi immun
sistem htcrelerinin sitokin Gretimini inhibe ederek makrofajlarin i¢inde bulunan

basilin hayatta kalmasina yardimci olur (Nigou ve ark 2003).

Partikiillerin makrofaj adezyonu ve igeri alinmalariyla fagositoz gergeklesir.
Ig ve komplemanin makrofaj yiizeyine baglanmasiyla nonspesifik adezyon disinda
opsonin bagiml fagositoz olur. Makrofajlar, Fc reseptoru ile Ag- Ab kompleksine
baglanabilir. Ardindan yuzey membranin i¢e dogru invajinasyonuyla “Fagozom”
vakuolleri olusur. Fagozomlarin lizozomlarla birlesmesiyle “fagolizozom” sekillenir
(Giacomini 2001, Ucar ve ark 2002). Bdylece hiicre ici 6ldirme mekanizmalar: olan
asit pH, reaktif oksijen aract molekiilleri (ROAM), lizozomal enzimler ve toksik
peptidlerle karsilasan mikobakterilerin makrofaj icinde olimi gergeklesir (Smith
2003, Hernandez-Pando ve ark 2007 ).

Ayrica uyarilan makrofajlar IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a ve INF-y gibi
sitokinleri salgilanir. IL-1, monosit, makrofaj ve dendritik hiicrelerin Gretiminde rol
oynarken, tuberkiloz basilinin antijeni ile karsilasan T-lenfositleri 1L-2 salgilayarak,
CD4+ hiicrelerinin ¢ogalmalarin1 saglar. IL-6 ise, fagoitoz hizin1 artirirken,
mikobakteriyel enfeksiyonlarda IL-1 ve TNF-o iiretimini azaltict etkisi ile zararh
olabilecegi, eksikliginde ise enfeksiyona olan duyarliligin arttigina dair bulgular
mevcuttur. Mikobakterilerin fagositozu icin gerekli olan I1L-12'nin ise, INF-y
tretimini artirict etkisi vardir (van Crevel ve ark 2002). Enfekte makrofajlarin
apoptozisini artiran TNF-o, dendritik hiicre olgunlagsmas: ve monosit/lenfosit
gocinln aktivasyonuyla tiiberkilloza karsi savunmada rol alir. Ayrica monosit ve
antijen spesifik T lenfositlerinin enfeksiyon bdlgesine toplanmasinda gorev alirken,
IL-12 ve IL-18 ile NK hiicrelerinin aktivasyonunu saglar (Ertirk 2009). INF-y,
fagositoz hizim1 ve makrofajlardan IL-12 ve TNF-o sentezini artirmaktadir.
Makrofajlarda ¢ogalan basiller ya fagositleri parcalar yada latent olarak kalirlar.
Makrofajlardan ¢ikan mikobakteriler alveol bosluklarinda ¢ogalir, komsu lenf
bezlerine ve lenfo-hematojen yolla tim vicuda yayilarak, yeni enfeksiyon odaklari
olustururlar (Ozbal 2006).

Apoptozis, mikobakterilerin enfekte hiicre iginde canli kalmasini sinirlayarak

enfeksiyonun yayilmasini 6nlemektedir. Aktive olan makrofaj ve dendritik
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hicrelerden salinan TNF-0, programli hiicre 6lumune neden olur. Sitokin
olusumundan bagimsiz olarak LAM, Ca2+ bagimli mekanizma ile basille enfekte
hicrelerin in vitro apoptozunu Onleyebilir. Sitotoksik hiicreler ile birlikte katki Fas
ligandin enfekte makrofajlarda ekspresyonunun artmasi makrofaj apoptozuna
saglayabilir. Granulozin, mikobakterilerin membran biitiinliigiinii dogrudan etkileyen
ve bu sekilde basilleri 6ldiren bir molekul olup, sitotoksik T ve NK hicrelerinde
bulunmaktadir (Oztiirk 2003, Ozbal 2006). Patojen mikobakteriler cogu zaman
enfekte alveoler makrofajlarin apoptozundan kurtulabilmektedir (Keane ve ark 2000,
Ozbal 2006).

1. 6. 3. Graniilom Olusumu

Aktive makrofajlar, T- lenfositleri, fibroblastlar ve epiteloid hicrelerce
mikobakterilerin graniilom iginde sinirlanmasi gerekmektedir. Klasik olarak
gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonlarini karakterize eden grantlomlar, ayni
zamanda graniilomatoz bir yangi odagidir. Vicutta mikobakterilere 6zgii olusan
grantlomlar, epiteloid goriniimlii aktive olmus makrofajlarin dokularda maydana
getirdigi kronik yangisal bir immiin yanitidir (Daniel ve ark 2000, Kobayashi ve ark
2001, Schluger 2005). Enfeksiyonun baslamasindan sonraki 2-6 hafta icinde
mikobakterilere karsi olusan hiicresel immiin yanit ile lezyon bdlgesindeki aktif
alveoler makrofajlar, epiteloid histiositler, cok ¢ekirdekli dev hiicreler ile lenfositler
(CD4 +TH ve CD8 +Tc¢) toplanarak graniilom olusturur (Kobayashi ve ark 2001,
Tahaoglu 2007). Granilomlar ile fagosite edilen ve yok edilemeyen mikobakterilerin
cogalmalar1 ve enfeksiyonun ilerlemesi ve yayilmasi simirlandirilir (Yaman 1999,

Tahaoglu 2007).

Kaze6z nekroz ile sonuglanan granilomun kaze6z odaginda mikobakteriler
yasayabilir ancak ¢ogalamaz. Hiicresel immiinite ve gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu mikobakterilerin viicuda girisinden Ug-sekiz hafta sonra sekillenir.
Ancak HIV pozitif bireyler, yashlar ve immiin sistemi heniiz gelismemis infantlar
enfeksiyonu bu asamada smirlayamaz ve primer enfeksiyonu izleyen haftalarda
hastalik gelisir. Uzun yillar kazeéz odaklar icinde varligini siirdiiren basiller

reaktivasyonun nedeni olabilirler (Ozbal 2006, Tahaoglu 2007).
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Tiberkulozda dogal direngte rol oynayan asil hiicreler olan makrofajlar ve
dendritik hticrelerin kazanilmis direncin baslatilmasinda da ¢ok Onemli gorevleri
vardir (Oztlirk 2003). Humoral cevaptan ziyade hiicresel immun cevabin daha etkin
oldugu tuberkilozda, 6zellikle hastaligin ilk evrelerinde antikorlar tek basina yada
uygun sitokinlerle mukozal yiizeylerde bakteri girisini Onleyici etkiye sahiptir
(Hernandez-Pando ve ark 2007). Spesifik antikorlarin M. bovis BCG 'nin nétrofil
yada makrofajlarin i¢ine alinmasini ve oldiiriilmesini artirdigi, antikorla kapli BCG
basilinin dendritik hiuicrelerce CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin stimilasyonu icin daha
etkili islendigini ve sunuldugu bildirilmistir (de Valliere ve ark 2005). Hicresel
immun cevapla enfeksiyon kontrol altina alinabilir veya az sayida basil duragan hale
gecebilir. Primer enfeksiyondan yillar sonra etkenler ¢ogalarak sekonder tiiberkiiloza

neden olabilirler (Manabe ve Bishai 2000, Hernandez-Pando ve ark 2007).
1. 6. 4. Tiiberkiilozda Kazanilan immiinite

Antijen sunumu, kostimiilasyon ve sitokin olusumu kazanilmis bagisikligin
sathalarin1 olusturur. Makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan antijen sunumu
farkli mekanizmalar1 kapsar. Ilk olarak, MHC II molekiilleri mikobakteriyel
proteinleri CD4+T hiicrelerine sunarken, antijenler profesyonel antijen sunan
hlcrelerin fagolizozomal boéliimlerde islenir. Biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde eksprese
edilen MHC smif I molekiilleri, mikobakteriyel proteinleri antijene spesifik olan
CD8+T hiicrelerine sunabilir. Bu sekilde bazi mikobakteriyel antijenlerin
fagozomdan bir yolunu bulup kagabilmelerinden dolay1 6nemli sitozolik antijenlerin

sunumuna imkan saglar (Oztlrk 2003).

MHC’den  bagimsiz olarak gamma-delta T lenfositler basilleri
taniyabilmektedir. Antijen sunumunun ise ancak 6zel ortak sinyallerin varhiginda T
hiicre uyarisina yol agtigi bilinmektedir. Makrofajlar ve dendritik hticrelerde
eksprese edilen ve T hicreler zerindeki CD28 ve CTLA-4’e baglanan CD80 ve
CD86, T hiicre uyarilmasi i¢in en iyi bilinen ortak sinyalleridir. Antijen sunumu
uygun ortak sinyallerin yoklugunda T hiicrelerin artmis apoptozuna yol agabilir. T
lenfositlerin uyarilmasi i¢in aktif makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan degisik
sitokinlerin salgilanmasi esastir. 1L-10, IL-12, IL-15, IL-18, TNF-a, IL-1, IL-6 ve
TGF-B gibi sitokinler makrofajlar ve dendritik hucrelerce salgilanan sitokinlerdir
(Daniel ve ark 2000).
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IL-2 ve TNF-a, NK hucrelerini aktive edici, TNF-B ve IL-12 immin
koruyucu, TGF-B ve IL-10 immdn supresif sitokinlerdir. TNF-a ile IL-12, CD4+TH
[CD4+T helper (yardimci T lenfosit)] lenfositleri Thl'e farklilagtirir. Th 1 lenfositleri
IL 2, TNF-a ve IFN-y salgilar. IFN-y; makrofajlar1 aktivasyonu, IL-12 ve TNF-a
sentezini ayni1 zamanda fagositoz hizini artirmaktadir. IL-2 ve TNF-ao'nin aktive ettigi
NK ve CD8+Tc lenfositleri hucre icinde bulunan mikobakteriyle birlikte enfekte
makrofajlarida yok ederek basil sayisini1 azaltilmasina katkida bulunur. Makrofajlar
veya dendritik hiicreler tarafindan mikobakterilere ait antijenler CD4+TH veya
CDB8+Tc lenfositlerine sunumuyla hiicresel immaunite ile birlikte tlberkdlin testiyle
belirlenebilen gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu da sekillenir. Graniilom ve
kazedz nekroz olusumu gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunun sonucudur.
Tuberkdlin testinin pozitif olmasi, canlinin tiiberkiiloz basiliyle karsilasmis veya
BCG ile asilanmus oldugunu gostergesidir (Oztiirk 2003, Ozbal 2006).

1. 6. 5. Gecikmis Tip Asir1 Duyarhlik Reaksiyonu

Gecikmig tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, hiicresel diizeydeki bagisiklik
olaylarim1 kapsayan ve yavas gelisen reaksiyonlardir. Diger asir1 duyarhilik
reaksiyonlarindan farki antikorlarin higbir roliiniin olmayisidir (Diker 1998).
Hayvanar arasinda serumla transfer miimkiin olmayip ancak koruyucu bagisiklikla
ilgili olan ylizey reseptorlerinin (6rn. Farelerde Lyl veya Lyl1,2.3 reseptorleri)
bulunduran T (T-delayed type hipersensitivity, Tpry) lenfositleriyle aktarilabilirler
(Erganis 1994). Reaksiyon antijen sunan hiicreler, T lenfositleri, yangi hiicreleri ve

sitokinler tarafindan yiiriitilir (Diker 1998).

Tuberkilozda konagin gecikmis tip asir1 duyarlilik cevabi akciger hasarina
yol acar. Sekillenen hiicresel bagisiklik ile gecikmis tip asirt duyarlilik cevabi,
tiiberkiiloz basillerinin ¢ogalmasini esit diizeylerde baskilar. Hiicresel immiin yanit
fagosite edilen mikobakterileri 6ldirmeleri icin makrofajlar1 aktive ederken,
gecikmis tip asirt duyarlilik yanitt ise basil bulunan fakat aktive olmamig
makrofajlarla, cevre dokular1 harap edip etkenlerin tUremesi icin uygun hicre ici
ortam1 bozar. Aktive olan lokal makrofajlar fagosite ettikleri basilleri elimine eder
ancak aktive olmamis olanlarda basiller tekrar ¢ogalmaya baslar. Gecikmis tip asiri

duyarlilik yaniti tekrarlanarak, g¢ogalmay:r onlemek i¢in kazedz nekroz alanlarim
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genisletecektir. Tiiberkiilozda doku nekrozu ve kavern olusmasi geg¢ tip asiri

duyarhlikla ilgilidir (Ozbal 2006).

Tuberkllozun teshisinde tiiberkiilin testi, tip 4 gecikmis tip asir1 duyarlilik
yanit1 olup, antijeniyse tlberkiloz basili kiltlr infiltratindan purifiye edilen protein
derivesi (PPD)'dir. (Soysal 2009). PPD antijen igeriginin biiyiik boliimtini 10.000 Da
molekiil agirligindaki proteinler olusturur. Ayrica bazi polisakkarit ve lipidler de
bulunabilir (Ozbal 2006, Kiligaslan 2007). Lenfositlerin aktivasyonuyla salinan
lenfokin ve kemotaktik faktdrlerin etkisiyle yangi hiicreleri toplanarak doku hasari ve
nekroz gelisir (Vordermeier 1995).

1. 7. Tlberkiloz'da Asillama

Tiiberkiilozise kars1 immiinoprofilakside giiniimiizde insanlarda kullanilan tek
ve canli atteniie as1 M. bovis BCG 'dir (Vordermeier ve ark 2002, Albay 2009). BCG,
adenit ve osteit gibi nadir goriilen yan etkilerine ragmen, uzun yillar deri ici
uygulanan, giivenli ve ucuz bir asidir (Colditz ve ark 1995, Yaramis 2003). Asiy1
Calmette ve Guérin, 1908 ile 1921 yillar1 arasinda Paris'te Pasteur Enstitusi'nde
gelistirmistir. M. bovis, sigir siitiinden izole edilen virilent sus olup, safrali
besiyerinde kultire edilerek, her ii¢ haftada bir 13 yil boyunca Sauton Medium’da
toplam 231 kez pasajlanarak atteniie edilmistir. Atteniiasyon sorasi patatesli Sauton
Buyyon, patatesli-safrali Sauton buyyon, patatesli-gliserinli-sigir etli buyyonda
pasajlanmaya devam edilmistir. Insanlarda ilk olarak 1921 yilinda canli atteniie BCG
asist olarak kullanilmaya baslanmistir (Celik 1994, Talbot ve ark 1997, Fine 2000,
Yaramis 2003, Cavusoglu ve ark 2007, Ozkinay ve Ozkimay 2008, Albay 2009).
1932 yilindan beri patatesli-safrali ve patatesli-safrali-sigir etli buyyonda pasajlar
kullanilmamaktadir (Talbot ve ark 1997). Genetik ¢alismalar, BCG genomunun
delesyon ile 100°den fazla geni kaybettigini gostermistir (Yaramis 2003).

BCG oral olarak uygulandiginda yiiksek oranda servikal lenfadenopatiye
sebep oldugundan (Fine 2000), deri i¢i uygulanmaktadir (T.C. Saglik Bakanligi
2003). Tiirkiye’de BGC Russia asist kullanilmaktadir. Farkli suglardan tiretilmis olan
astlarin koruyuculugunun farkli oldugu ifade edilmistir (Ozkinay ve Ozkinay 2008).

BCG asisi, deri igine (intradermal) 0-12 aylik bebeklere 1/2 dizyem, daha
yiksek yas gruplarina 1 dizyem (0,1 ml.) uygulanir. 5-15 yil siire ile %50-60
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oraninda tliberkiiloz enfeksiyonuna karsi koruma saglamaktadir. (T.C. Saglik
Bakanligi 2003). Sigirlarda BCG as1 uygulamasi, tiberkiilin deri testi ile pozitif
reaksiyona neden olmakta, PPD pozitif olan sigirlarin kesime gonderilmesinden

dolayida as1 uygulanmamaktadir. Ayrica, uzun siireli bir koruma saglamamaktadir.

Sonug olarak mevcut BCG asisinin etkinligi ve giivenilirligi ile ilgili endiseler
yeni bir asinin gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Yapilan ¢alismalarda rekombinant,
attenlie, subunit ve DNA asilarin1 kapsayan yaklasik 200 as1 adayr iginde sadece
rekombinant bir aginin etkinliginin BCG agisindan daha fazla oldugu tespit edilmistir

(Yaramis 2003, Buddle ve ark 2003).
1. 8. Teshis

Robert Koch 1882 yilinda ilk kez tuberkiiloz basilini mikroskobik olarak
gostermis, saf kiiltiir olarak izole etmis, laboratuar hayvanlarinda hastalig
olusturarak etken hasta iligkisini ortaya koymustur (Gedikoglu 2003). O tarihten bu

yana hastaligin hizli, hassas ve dogru teshisine yonelik calismalar yapilmaktadir

(Rishi ve ark 2007, WHO 2009).

Giintimiizde insan ve sigirlarda tiiberkiilozun teshisinde in vivo ve in Vitro;
asido-rezistans boyama (ARB), kltur, radyoloji, histopataloji, antijen tespit testleri,
antikor tespiti, INF-y testi, niikleik asit amplifikasyon testi, faja dayal test yontemleri
kullanilmaktadir (OIE 2009, WHO 20009).

OIE tarafindan sigirlarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun antemortem teshisinde
tiberkllin deri testi, alternatif olarak gamma interferon testi, posmortem teshisinde;
bakteriyoskopi (Ziehl-Neelsen, Floresans boyama, Immunperoksidaz), histopatolojik

muayene, kiltir ve molekiler metotlar 6nerilmektedir (OIE 2009).

Ulkemizde, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Sigir Bovine Tiiberkiilozu
Yonetmeligi’ne gore teshis amagli PPD test kullanilmakta olup, bir siiriide ya da
bolgede enfekte ve hasta hayvanlarin maksimum sayisinin tespitini miimkiin kilmak
amaci ile tiiberkiilin testine ek olarak Bakanlik Diyagnostik Testler ve agilar igin
standartlara iliskin OIE Kilavuzu'nda, sigir tiiberkiilozu i¢in belirtilen INF-y testinin

uygulanmasina izin vermektedir (Resmi Gazete 2009).
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1. 8. 1. Bakteriyoskopi ve Kultur

Hicre duvarlarindaki yiiksek lipid miktarindan dolay1r mikobakterilerin adi
laboratuvar boyalart ile boyanmalart miimkiin degildir. Bu nedenle bakteri igine
boyanin girebilmesi icin suda eriyen bir organik madde icinde eritilmesi ve boyama
islemi sirasinda basillerin 1sitilmalar1 gerekir. Tuberkiloz etkeni basil arilmetan,
fuksin gibi aromatik metan halkasina sahip boyalar veya florokrom teknikler
(rodamin, oramin) ile boyanabilir. Bu bakterilerin tespitinde boyama metodu Ziehl-
Neelsen yonteminde boya olarak bazik fuksinin fenol igindeki eriyigi olan karbol-
fuksin kullanilir. Hiicre duvarinda bulunan mikolik asit ile fuksin boyas1 birleserek,
miko-lat-fuksin kompleksini olusturur. Bakteri, asit-alkol ile yapilan dekolarizasyona
ragmen boyayi birakmamayarak, mikroskopik olarak parlak kirmizi renkte gorinur
(Durupinar 1996, Sarigiizel 2003).

Direk mikroskopik muayene, tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda hizli, basit
ve ucuz yontemdir. Tuberkiloz basilinin ikiye bolinme siresi ortalama 18 saat
oldugundan, kiiltiire edilmesi ve izolasyonu uzun zaman almaktadir (Gedikoglu
2003, Ozkinay ve Ozkinay 2008). Mikobakterilerin bu teknik ile tespiti, ilk kez 1882
yilinda Ehrlich ve Ziehl tarafindan Onerilen ve 1883 yilinda Ziehl tarafindan
modifiye edilen EZN (Ehrlich Ziehl-Neelsen) yada Aside Direnc¢li Boyama (ARB,
Asido-Rezistant Bakteri, AARB; Asit-Alkole Rezistant Bakteri) ile mumkin
olabilmektedir (Foulds ve Brien 1998, Ceyhan ve ark. 2010).

Ancak bakteriyoskopi ile etkenin gorulebilmesi icin érnekte ~5.000-10,000
basil/ml olmas1 gerekmektedir. Mikroskopi ile basiller MTBC (M. tuberculosis
complex) olarak tespit edilmesine ragmen tur olarak ayrim mumkin olmamaktadir.
Ayrim ig¢in, in vitro sartlarda tiire Ozgii niikleik asit bolgesinin ¢ogaltilmasi ile
tespitini saglayan niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) gelistirilmistir (Sanic
2007).

Molekiiler testlerdeki gelismeler hizli tami i¢in umut vermesine ragmen
tiilberkiilozun teshisinde altin standart kiltirdiir. Kiltiir i¢cin en sik kullanilan
besiyerlerinden biri Lowenstein-Jensen (LJ), ucuz ve glivenilir bir besiyeridir. Ancak
izolasyon yaklasik 4-6 haftalik bir siire gerektirmektedir. Bu nedenle, BACTEC
yontemi ile daha erken sonug alinabildigi i¢in birgok Ulkede LJ kultlrd ile birlikte

kullanilmaktadir (Palaci ve ark 1996, Pfyffer ve ark 1998). BACTEC yo6nteminde
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radyoaktivite kullanimi, radyoaktif atik sorunu ve ileri teknoloji gerektirmektedir
(Heifets ve ark 2000, Somoskovi ve ark 2000).

1. 8. 2. Hiicresel Bagisikhgin Olgiilmesi
PPD tuberkalin deri testi

Tiberkiilin testi, tliberkiiloz enfeksiyonunu teshisinde en Onemli tani
metotlarindan biridir (Oguz 2004). Test, mikobakteri ile enfekte canlida, bakteri
hiicre duvarindaki kultlr ekstreleri olan “tiiberkiilin”e kars1 gelisen gecikmis tipte
asirt duyarlilik reaksiyonunu gosterir (Ursavas ve ark 2004). Glnumizde Old
tiberkalin (OT) ve PPD (Purifiye edilmis protein derivesi) olmak (zere 2 ¢esit
tiberkdlin bulunmaktadir: OT ilk olarak 1890 yilinda Koch tarafindan gliserinli et
suyunda tlberkiloz basillerinin 100°C’de 6ldiirmesiyle hazirlanmis, tedavi ve tani
amacl kullanmay1 denemistir. Seibert ve Munday PPD (Purified Protein Derivative
=Saflastirilmis Protein Turevi)'yi gelistirmis, daha sonra 1941 yilinda ise bugin
yaygin olarak kullanilan standart PPD (PPD-S) gelistirilmistir (Oguz 2004, Ursavas
ve ark 2004).

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan kabul edilen tiim PPD preparatlari igin
standart tuberkilin PPD lot numarast 49608 veya PPD-S’tir. Tum tlberkilin
preparatlariin giicii “tiiberkiilin {initesi (TU)” olarak belirtilir ve 1-TU=0.00002 mg
PPD-S iceren birim olarak tanimlanmustir (0.1 ml’lik solusyonda 5-TU dozundaki
0.0001 mg PPD-S bulunmaktadir (Hueloner 1993, Oguz 2004).

Intradermal PPD enjeksiyonunu takiben antijen, derideki dendritik hiicreler
(Langerhans hiicreleri) tarafindan alinarak bolgesel lenf diiglimlerine taginir. Lenf
diigtimlerindeki ve dolagimdaki duyarli Thl hiicreleri antijeni tantyarak aktive olur
ve enjeksiyon bolgesinde toplanir. Bolgeye toplanan T-lenfositleri tarafindan IFN-y,
IL-2, IL-8, seratonin, lenfotaktin gibi maddeler salgilanir. Bu sitokinler nedeniyle
bazofil ve makrofaj gocu artar ve hiicresel diizeyde yangiya neden olur. Asiri
duyarlilik reaksiyonun sonucu olarak, 2-3 giin icinde enjeksiyon bdolgesinde
kizariklik, 1s1 artig1 ve siskinlik meydana gelmektedir. Doku tahribinin en 6nemli
nedeni ise, makrofajlar tarafindan salinan serbest radikaller ve enzimlerdir (Bilgehan

1999, Erganis ve Istanbulluoglu 1999).
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PPD insanlar icin M. tuberculosis’den hazirlanmakta ve Diinya Saglik Orgiitii
yada Amerikan Toraks Dernegi (ATS) direktifine gore uygulanmaktadir. Tiiberkiiloz
basili ile enfekte olan kiside 4-16 hafta igerisinde gecikmis tipte asir1 duyarlilik
reaksiyonu olusur. Intradermal PPD enjeksiyonunu takiben 48-72 saat igerisinde

olusan endurasyonun ¢ap1 degerlendirilir (Oguz 2004).

Sigirlarda kullanilan PPD, M. bovis ANS5 susundan hazirlanmaktadir.
Sigirlarda deri i¢i uygulanan Mamalian ve Avian PPD’nin dozu 2000 IU’den daha az
olmamalidir (OIE 2008, Resmi Gazete 2009). Tuberkdilin testi ya boynun yan orta
kismindan (cervical fold skin test) veya sadece Amerika’da oldugu gibi kuyruk
kokinden (caudal fold skin test) deri ici uygulanabilmektedir. Avian ve Bovine
PPD’nin uygulandigi karsilastirmali tiiberkiilin testiyle, hayvanlarin M. bovis ile
enfeksiyonunu ya da M. avium, M. avium subsp. paratiiberkilozis ve cevresel
mikobakteriumlar ile duyarli hale gelip-gelmedigi ayirimi yapilabilmektedir. Enfekte
sigirlar enfeksiyon baglangicindan 6-9 hafta sonra PPD enjeksiyonuna cevap
verebilmektedir (Saym 2010).

Gamma interferon (IFN-y) testi

Tiiberkiiloz enfeksiyonunda, insan ve hayvanlarda etkene karsi gelisen
hiicresel bagisikligi in vitro ortaya koymak ic¢in kandaki IFN-y diizeyi
Olgllebilmektedir (Pollock ve Andersen 1997). Test, antijenlerle uyarilan T
hicrelerinin salgiladigi IFN-y seviyesinin (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
yontemi ile belirlenmesi esasina dayanir (Tasbakan ve Saymer 2008). IFN-y testi,
1980 yilinda Avusturalya’da sigir tiiberkiilozunun teshisi amaciyla gelistirilen bir
testtir. Testte, PPD Avian (A) ve Bovine (B) ya da diger mikobakteriyel antijenler ile
uyarilan tam kan ya da mononiikleer hiicre kiiltiiriinde, IFN-y miktar1 sandwich
ELISA ile belirlenmektedir. Sigirlarda, M. bovis ile enfeksiyonundan 1-4 hafta sonra,
tam kan hucre kaltirindeki T-lenfositleri PPD Bovine ile uyarildiginda yiiksek
dizeyde IFN-y salinimi sekillenmektedir. IFN-y test kiti olan BOVIGAM, sigirlar
disinda, koyun ve kecilerde de kullanilabilmektedir. Ancak kitin diger memeli
hayvanlar ve insanlarda kullanimi1 yoktur (Sayin 2010).

1994 yilinda insanlarda M. tuberculosis ve M. avium enfeksiyonlarinin

teshisinde kullanilmaya baslanan IFN-y testinin, ilk versiyonu olan Quantiferon-TB
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testinde tam kan PPD ile in vitro olarak inkiibe edilmekteyken, daha sonra gelistirilen
Quantiferon-TB Gold testinde, spesifik antijenler olan ESAT-6 ve CFP-10 ile inkibe
edilen tam kan silipernatantinda, 24 saat sonra T hiicrelerinin salgiladigi IFN-y
konsantrasyonu Ol¢iilmektedir. Son yillarda Uglincu bir antijen (TB 7.7) eklenerek

Quantiferon- TB Gold In-Tube testi gelistirilmistir (Tasbakan ve Saymer 2008).

Ulkemizde Sigir Bovine Tiiberkiilozu Yonetmeligi (2009)' ne gore bir suriide
ya da bolgede enfekte ve hasta hayvanlarin maksimum sayisinin tespitini mimkin
kilmak amaci ile tiiberkiilin testine ek olarak, Bakanlik tarafindan Diagnostik Testler
ve agilar i¢in standartlara iliskin OIE Kilavuzu’nda, sigir tiiberkiilozu i¢in belirtilen

IFN-y testinin uygulanmasina izin verilebilecegi belirtilmistir.
Lenfosit poliferasyon testi

PPD Bovine ve PPD Avian antijenlerinef kars1 lenfositlerin vermis oldugu
invitro hiicresel bagisiklik reaksiyonu karsilagtirildigi testin, sensitivite ve spesifitesi
yuksektir. Cevresel mikobakterilerden kaynaklanan capraz antijenlere Kkarsi
lenfositlerin cevabinin ortadan kaldirilarak spesifitenin artirilidg test, tam kan ya da

purifiye lenfositler ile gergeklestirilmektedir (OIE 2009).

Test i¢in alinan kan ornekleri kisa siire igerisinde laboratuara ulastirilmasi ve
Ozel laboratuar ekipmani gerekmektedir. Ayrica inkiibasyon periyodunun uzun
olmasi, radyoaktif niikleotidlerin  kullanilmasi  ve  laboratuarlar  arasi
standardizasyonun saglanamamas1 gibi nedenler dolayisiyla rutin kullanimi olmay1p

sadece bilimsel ¢aligsmalarda kullanilmaktadir (OIE 2009).
1. 8. 3. Humoral Bagisikhigin Olgiilmesi

Tiiberkiilozun seyri sirasinda mikobakteriyel antijenlere karst humoral
bagisikliginda olustugu ve 19G, IgA ile IgM antikorlarinda artis oldugu bildirilmistir
(Eris ve ark 2000). Tiberkllozun serolojik teshisinde, aglutinasyon testleri,
Kompleman Fikzasyon (CFT), pasif hemaglitinasyon ve jel presipitasyon testleri ile
immunelektroforez ve immunfloresan gibi yontemler tanimlanmistir. Ancak, testlerin
duyarhilik ve 6zellikle de 0zgulluklerinde yetersizlikle karsilagilmistir (Bengisun ve

ark 1997). Bunun en oOnemli nedeni, cevrede yaygin mikobakterilerin capraz
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reaksiyonu ve heniiz hangi antijen veya antijenlerin daha dogru sonu¢ verdiginin

kesinlik kazanmamis olmasindandir (Eris ve ark 2000).

Son 15 yilda degisik antijenler kullanilarak ELISA kitleri gelistirilmesine
ragmen, rutin kullanima gegirecek duyarlilik ve 6zgiilliik elde edilememistir (Eris ve
ark 2000). Bununla birlikte, isletmelerin kan almak icin sadece bir kez ziyaret
edilmesi, toplanan serum orneklerinin farkli hastaliklarin  teshisi iginde
kullanilabilecek olmasi ve dondurularak uzun siireler saklanabilmesi, hayvanlara
herhangi bir ajan enjekte edilmedigi i¢in immiin sistemin etkilenmemesi ve testin

tekrar uygulanabilmesi, ucuz ve basit olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Sayin

2010).
1. 8. 4. Molekduler Yontemler

Molekiler yontemler, geleneksel yontemlerle tanisi zaman alic1 ve zahmetli
olan yavas lireyen patojenlerin (mikobakteriler gibi) erken tami ve tedavilerinde
giivenilir ve hizli sonuglar veren testlerdir. Mikobakterilerin klinik drnekten teshisi,
tlr duzeyinde ayrimi, ilag direncliliginin tespiti ve epidemiyolojik arastirmalarda
kullanilmaktadir. Nikleik asit tabanli yontemler standardizasyon gerektirmesi ve bir
kismininda yiiksek maliyet ve/veya deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle

kullanimlari kisithidir (Esen 2003, Raqib ve ark 2003).

Kiiltiirde tireyen mikobakterilerin kisa siirede tiir diizeyinde tanimlanmasini
saglamak amaciyla ¢esitli molekiiler tan1 sistemleri gelistirilmistir. 16S rRNA, 23S
rRNA, hsp65, 16S-23S rRNA ara bolgesi, 1S 6110 gibi gen bdlgeleri amplifikasyon
yontemleri ile g¢ogaltma sonrasi; prob hibridizasyon, DNA dizi analizi, DNA
Microarray, RFLP (Restriction fragment length polymorphism), spoligotyping
yontemleri ile mikobakteriler cins ve tiir diizeyinde tanimlanabilmektedir (Karabulut
2008). 16S rDNA dizilendirme ve hsp65 PCR-REA yontemleri tiberkiloz
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Ayrica sadece patojen olan
mikobakteri tlrlerini identifiye edebilmeyi saglayan ticari DNA hibridizasyon kitleri,
rutini yogun olan laboratuvarlara maliyeti ylksek fakat daha kolay bir alternatif
sunmaktadir (Koksalan 2010).

M. avium kompleks iiyelerinin tiir diizeyinde ayirimi igin farkli molekiler

metotlar bulunmaktadir. M. avium ve M. intracellulare Kdltiirleri arasindaki ayrim,
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ticari nlikleik asit hibridizasyon problari ile yapilabilmekte, ayrica M. genavense' nin
de bu testler ile ayrimi miimkiin olmaktadir. M. avium kompleksinde dahil oldugu
mikobakteriyel kilturlerin ¢esitli in-house molekiler yontemlerle yapilabildigi
bildirilmistir (OIE 2008).

Kanatlilarin tiiberkilloz vakalarindan izole edilen M. avium subsp. avium
suslarinda tekrarlayan kopyalar halinde bulunan IS901 sekansi ayni zamanda
patojenite ile de iliskilendirilmektedir. 1S901, M. avium' un sadece 3 serotipinde
(serotip 1, 2 ve 3) tespit edilmis, bu serotiplerin kanatlilar i¢in daha patojenik

olabilecegi bildirilmistir (OIE 2008).

Erganis ve ark (2010) Tarkiye'de ilk defa yaban koyunlarinin
bagirsaklarindan izole edilen 3 M. avium subsp. paratuberculosis susu ile referans
susun PZR analizlerinde, tir spesifik primerler ile farkli bandlar olusturmasi saha ile
referans suslar arasinda molekiiler farkliliklar oldugunu, referans suslarin ayni suslar
olmasima ragmen farkli besiyerlerinde yada pasajlama sonrasinda molekiiler olarak
farklilasabildigini bildirmislerdir.

Mycobacterium tuberculosis kompleks ve diger mikobakteri tirlerinin
ayiriminda, tim mikobakteri tiirlerinde bulunan 1s1 sok proteinini kodlayan gen
(hsp65) bolgesinin analizi siklikla kullanilmaktadir. M.tuberculosis kompleks
tiirlerinin tanimlanmasinda, mikobakteri DNA' sinin siiper sarmal reaksiyonunu ATP
varhiginda katalizleyen DNA giraz enziminin bir alt Unitesi olan "gyrB" proteinini

kodlayan gen bdlgesinin belirlenmesi énemlidir (Agacayak ve ark 2007).

Mikobakteri suslarinin dagilim farkliliklarinin/benzerliklerini ortaya koymak
icin standart ve tek bir yontemin kullanilmasma 1993'te baslanmigtir. 1S6110
yontemi fazla sayida susun tiplendirmesi gereken durumlarda yetersiz kalmaktadir.
Ayni zamanda yogun emek gerektiren bir yontemdir. Buna karsilik PZR bazli iki
yontem olan spoligotyping ve MIRU-VNTR (Variable Number Tandem Repeats of
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Mikobakterilerdeki tekrarlayan
tinitelerin degisken sayida tekrarlari) PZR analizi fazla sayida sus bulunan ¢aligmalar
icin iyi bir alternatif olup, IS6110-RFLP yontemine gore ¢ok daha hizli sonug
vermektedir (Koksalan 2010).

Mycobacterium tuberculosis kompleks izolatlarinin hizli ve yiiksek

¢cOzUnlrlikli genotiplendirme yodntemi olan Variable Number Tandem Repeat
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(VNTR) dizileri, genetik olarak yuksek homojeniteye sahip farkli patojenlerle
(Bacillus anthracis, Yersinia pestis ve MTBC gibi) yapilan molekiiler epidemiyolojik
aragtirmalarda kullanilmaktadir. M. tuberculosis kompleks Gyelerinin genomlarinda,
blydklikleri 50-100 bp arasinda degisen 41 farkli VNTR bolgesi MIRU olarak
adlandirilmistir. MIRU bdlgelerini kapsayan ve komsu bolgeleri taniyan primerler
kullanilarak tespit edilen band buyuklikleri MIRU lokusunun tekrar sayisinin
belirlenmesini saglar. Daha sonra, elde edilen kopya sayilar1 kullanilarak olusturulan
sayisal kodlamayla her susun kendine 6zgii VNTR profili ortaya c¢ikar.
Epidemiyolojik arastirmalarda dnceleri 12 lokus MIRU primerleri kullanilirken, daha
sonra gelistirilen 15 ve 24 lokustan olusan MIRU setleriyle ¢alismalar yapilmistir
(Supply ve ark 2006, Boniotti 2009).

1. 8. 5. Deneme Hayvam Testi

Deneme hayvanlarindan enfekte materyal veya siipheli kolonilerden etken
izolasyonu ve identifikasyonu igin yararlanilmaktadir. Bunun icin daha ¢ok kobaylar
kullanilmaktadir. Inguinal lenf yumrular1 yakinma deri alti olarak marazi
maddelerden hazirlanan inokulum verilen kobaylarin, 6-8 hafta sonra otopsisi
yapilarak iliakal ve subiliakal lenf diiglimlerinden bakteriyoskopi ve kiiltiir
yapilmaktadir (Akay 1997, Koneman 2006, Yardimei 2006).

Bu calismada, insan ve hayvanlardan izole edilen mikobakteri suslarinin PZR
yontemi ile klinik materyalden dogrudan tespiti ve rutin teshiste kullanabilirliginin
arastirtlmasi, s1g1r, insan ve kanatli mikobakterilerin izolasyonu ve molekiiler teshis

metotlar ile tiplendirilmesi ve orijinlerinin belirlenmesi amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2. 1. 1. Sigir, Kanath Organ ve Doku Materyali

Bu galismada, Konya’daki mezbahalar ile teshis amaciyla Konya Veteriner
Kontrol Enstitiisii'ne gonderilen tiiberkiiloz siipheli toplam 81 sigira ait 33 granilom
ve 65 mediastinal lenf yumrusu 6rnekleri kullanildi.

Konya Ilinde bulunan giivercin pazarlari, arka bahge kiimesciligi yapan
kisilerden ve Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii'ne tiiberkiiloz siipheli getirilen 9'u
giivercin, 2'si tavuk, 1'1 hindi ve 1'1 devekusu olmak {izere 13 kanathidan 13

karaciger, 5 bagirsak ve 11 dalak alindi.
2. 1. 2. Insan Mikobakterium Suslar

Ankara Tirkiye Halk Sagligi Kurumu Tiiberkiiloz Laboratuvarinda
insanlardan izole edilen ve kiiltiir koleksiyonlarinda bulunan 50 adet mikobakterium
susu tiplendirme amaciyla ¢alismada kullanildi. Mikobakteri izolatlar1 Middlebrook
ADC Enrichment (Difco, 212352, USA) katilarak zenginlestirilen Middlebrook 7H9
broth ( Difco, 271130, USA)'da saklandi.

2. 1. 3. Referens Mikobakterium suslari

M. tuberculosis H 37Rv, M. bovis EMKVE ve M. avium ATCC 2529 suslar1
calismada referens suslar olarak kullandi. M. tuberculosis H 37Rv ve M.avium
ATCC 2529 suslart Tirkiye Halk Sagligt Kurumundan, M. bovis EMKVE susu

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin
edildi.

2. 1. 4. Bakteriyoskopi

Dekontamine igleminden elde edilen siispansiyondan direkt mikroskopi igin

preparat hazirlandi ve Ziehl-Neelsen metodu ile boyandi.
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Fenolli karbol fuksin

Bazik fuksin 3 gr
Etanol (%95) 100 ml
Fenol 5 gr

Distile su 100 ml

Bazik fuksin havan icinde, tzerine alkol ilave edilerek ezildi (Sollsyon 1).
Fenol kristal halde oldugu i¢in 45-50 °C’ye 1sitilarak eritildi ve Uzerine distile su
eklenerek homojen bir karisim elde edildi (Soliisyon 2). 10 ml soliisyon 1, 90 ml
soliisyon 2 ile karigtirilarak calisma soliisyonu hazirlandi. Boya soliisyonu
hazirlandiktan sonra koyu renkli kapakli siselere aktarildi, 24 saat bekletilerek, filtre

edildikten sonra kullanilda.
Asit-alkol (%3 w/v)

HCI (%37,5) 3 ml
Etanol (%95) 97 ml

Metilen mavisi

Metilen mavisi 0,3 gr
Distile su 100 ml
Metilen mavisi havanda ezildikten sonra distile su eklenerek eritildi. Boya

sollisyonu siiziildiikten sonra koyu renkli siselere aktarildi.
2. 1. 5. Kaltar
Dekontaminasyon

Tiiberkiiloz siipheli 6rnekler stomacher’de (IUL Instruments, Spain)
parcalanarak, kontaminant bakterilerin inaktivasyonu amaciyla %]1,5 HPC
(Hexadecylpyridinium Chloride- Sigma 52340, Germany) ile dekontaminasyona tabi
tutuldu (Corner ve Trajstman 1988, Ambrosio ve ark 2008).
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Mikobakterilerin izolasyonu icin besiyerleri

Mikobakteriumlarin izolasyonu amaci ile gliserinli ve piruvatli Lowenstein-
Jensen besiyeri (Merck VM049700, Germany), iiretilen suslarin stoklanmasi ve fazla
miktarda Uretilmesi icin, Middlebrook ADC Enrichment (Difco, 212352, USA) ile
zenginlestirilen, Middlebrook 7H9 broth (Difco 271310, USA) kullanildi.

Sodyum piruvat

M. bovis’i kultlre etmek igin Lowenstein-Jensen besiyerine ilave edildi (Sigma,
P2256 Germany).

Gliserol

M. avium ve M. tuberculosis’i Kiltlire etmek icin Lowenstein-Jensen besiyerine
ilave edildi (Merck 1040942500, Germany).

2. 1. 6. Molekuler Metotlar

Tiiberkiiloz ~ siipheli doku ve organlar ile izolasyonu yapilan
mikobakteriumlardan DNA ekstraksiyonu yapilarak PZR, REA (Restriksiyon Enzim
Analiz) ve 12 lokus MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-

Variable Number Tandem Repeats) analizi yapildi.
DNA ekstraksiyonu

Tiiberkiiloz ~ slipheli doku ve organlar ile izolasyonu yapilan
mikobakteriumlardan DNA ekstraksiyonu DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN-
69506, Germany) kiti ile yapildi. Ekstraksiyon agsamalari iiretici firmanin belirttigi
sekilde gerceklestirildi.

DNA amplifikasyonu
Taq polimeraz

3X1 ml 10XKCI’li, 3X1 ml 10X(NH4)2S04°li TagBuffer, 3X1 ml 25 Mm
MgCl2 igeren Taq DNA polimeraz (Fermantas 5 U/ul, EP0402) kullanildi.
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Deoksi ntuikleotid trifosfat set

dNTP set (Fermentas 4x10 plmol, RO185), istenilen molaritede distile su ile

sulandirilarak kullanildi.

Marker

50 bp DNA ladder plus (Fermentas 50 pg SM0321) ve 100 bp DNA ladder
(Bioron 50 pg 304005) kullanildi.

PZR pozitif kontroller

M. bovis EMVVKAE, M. tuberculosis H 37 Rv ve M. avium ATCC 2529,

suslarindan hazirlanan DNA ekstraksiyonlar1 kullanildi.

Primerler

Mycobacterium tuberculosis complex suslarinin ayrimz igin, gyrB gen

bdlgesinin tespiti icin primerler secildi;

M. tuberculosis kompleksin tespiti icin;

MTUB_C-gyrBf : 5’- TCG-GAC-GCG-TAT-GCG-ATA-TC-3’
MTUB_C-gyrBr : 5’-ACA-TAC-AGT-TCG-GAC-TTG-CG-3’

M. tuberculosis tespiti icin spesifik 734 bp fragmentini kodlayan;
MTUB-gyrB-756-Gf-5’- GAA GAC GGG GTC AAC GGT G-3’
MTUB-gyrB-1450-Cr-5’ -CCT TGT TCA CAACGACTT T CGC-3’
primerleri kullanild1 (Kasai ve ark 2000, Chimara ve ark 2004).

M. avium suslarinda bulunan IS901 gen bélgesini tespit icin;
P1-1S901 : 5'-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3’
P2-1S901 : 5'-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3' (Kunze ve ark 1992, Pavlik
ve ark 2000)
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12 Lokus MIRU-VNTR metodu icin (Skuce ve ark 2002, Smittipat 2005, Zeytinli

2010)

Hedef Bolge

MIRU 2a
MIRU 2b
MIRU 4a
MIRU 4b
MIRU 10a
MIRU 10b
MIRU 16a
MIRU 16b
MIRU 20a
MIRU 20b
MIRU 23a
MIRU 23b
MIRU 24a
MIRU 24b
MIRU 26a
MIRU 26b
MIRU 27a
MIRU 27b
MIRU 3la
MIRU 31b
MIRU 39a
MIRU 39b
MIRU 40a
MIRU 40b

PZR primer (5" to 3")
5’-TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT-3’
5’-TAC TCG GAC GCC GGC TCA AAAT-3’
5’-GCG CGA GAG CCC GAACTG C-3’
5’-GCG CAG CAG AAA CGT CAG C-3°
5’-GTT CTT GAC CAACTG CAG TCG TCC-3’
5’-GCC ACC TTG GTG ATC AGC TACCT-3’
5’-TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A-3’
5’-CCC GTC GTG CAG CCCTGG TAC-3°
5’-TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG-3’
5’-GGA GAC CGC GAC CAG GTACTT GTA-3’
5’-CAG CGA AAC GAA CTG TGC TAT CAC-3’
5’-CGT GTC CGA GCA GAA AAG GGT AT-3
5’-CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT-3’
5’-GGG CGA GTT GAG CTC ACA GAA-3’
5’-CCC GCC TTC GAA ACG TCG CT-3’
5’-TGG ACA TAG GCG ACC AGG CGA ATA-3’
5’-TCG AAA GCC TCT GCG TGC CAG TAA-3’
5’-GCG ATG TGA GCG TGC CAC TCA A-3’
5’-ACT gAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA-3’
5’-GTG CCG ACG TGG TCT TGA T-3°
5’-CGC ATC GAC AAA CTG GAG CCA AAC-3
5’-CGG AAA CGT CTA CGC CCC ACA CAT-3’
5’-GGG TTG CTG GAT GAC AACGTG T-3”
5’-GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA-3

primerleri kullanildi, oligonukleotid primeleri IDT DNA (USA) sentezlettirildi.
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Agaroz jel elektroforez

Tris asetat (TBE) tamponu (10X)
Tris base 60,5 gr
Borik asit 30,85 gr
Na,EDTA.2H,0 3,72 gr
Distile su ile 1000 ml tamamlandi.

Agaroz jel (% 1,5) (w/v)

Agaroz 3 gr
TBE 200 ml

Etidyum bromdar stok soltisyonu (10 mg/ml)

Ethidyum bromir 20 mg
Distile su 1.98 ml

Karanlikta muhafaza edilerek, agaroz jele 0,5 pg/ml oraninda katildu.
YUkleme tamponu

Cogaltilan DNA’larin boyanmasi amaci ile, 6X loading dye soliisyonu
(Sigma G 7654, USA) kullanildi.

Orneklerin jele yiklenmesi icin 18 géze sahip (20x0.1x8) taraklar ile agaroz
jelde cukurlar acgilarak, 1,4 ul (6x) yiikleme tamponu ile 7 ul PZR Urunu karistirilarak
jele yuklendi.

2. 1. 7. Restriksiyon Endontiklez Analizi (REA)

M. tuberculosis ve M. bovis suslarinn ayrimi igin M. tuberculosis kompleks
(1020 bp) pozitif bulunan insan ve sigir suslarinin PZR driinleri Rsal enzimi
(Fermentas 10 U/ul, ER1121 ve Sacll(Cfr421) (Fermentas Fermentas 10 U/pul,
ER0201) enzimleri ile kesildi.
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2.2. YONTEM
2. 2. 1. Bakteriyoskopi
Ziehl-Neelsen boyama

a) Hazirlanan preparatlarin 10 dakika Etil alkol ile tespiti yapildi.

b) Lam Gzerine 10 ml karbol fuksin konuldu. Alttan 4-5 dakika 1sitild1.

c) Boya dokilerek asit-alkol ile 30 sn renksizlestirildi.

d) Su ile yikandi.

e) Preparat Gizerine metilen mavisi dokulerek 10-15 sn boyandi.

f) Preparat yikanarak kurutuldu, mikroskopta (Olympus CH20 Biokiiler 11k
mikroskobu) immersiyon objektifte incelendi. Mikobakteriumlar pembe, diger

mikroorganizmalar ve zemin mavi renkte gozlendi (Arda 1997).

2.2. 2. Kultar

Lowenstein-Jensen besiyerinin hazirlamsi

LJ toz besiyerinden, 37,5 gr 600 ml distile suda eritilerek otoklavlandi.
Otoklavlama o6ncesi M. avium ve M. tuberculosis'in iiremesini artirmak igin
besiyerine 12 ml gliserol, M. bovis icin ise sodyum piruvat (4 g/L) eklendi. Gunluk
tavuk yumurtalart (1 litre) mikserde steril olarak homojenize edildi, 50 °C’ye
sogutulan besiyerine ilave edildi. Steril vida kapakli tiiplere 10ar ml besiyeri
dagitildi, yumurtanin koaguleasyonu igin yatik olarak 85-90 °C’de 45 dakika 24 saat

ara ile iki kez tutuldu. Besiyerleri +4 °C’de muhafaza edildi.

Middlebrook 7H9 broth hazirlanmasi

Toz besiyerinden, 900 ml distile suda 4,7 g eritilip, otoklav edildi. 45°C’ye
kadar sogutulan besiyerine 100 ml Middlebrook ADC Enrichment ilave edildi (pH
6,6). Gliserin ihtiyact gosteren mikobakteriumlarin iretilmesi igin besiyerine
otoklavlama oncesi 2 ml gliserin, piruvat ihtiyaci i¢in 4 g sodyum piruvat ilave
edildi.
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Orneklerin dekontaminasyonu

Dekontaminasyon igin 3-5 g lezyonlu doku 6rnegi alinarak, 10 ml. steril
%0.85’lik Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) ile karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml
alinarak esit miktarda %1,5 HPC (Hexadecylpyridinium Chloride- Sigma 52340
Belgium) ile 2 ml lik vida kapakli steril tiiplere aktarildi. Oda 1sisinda 30 dakika
muamele edilerek 2500 rpm’de 20 dakika santrifiij yapildi. Ust siv1 atilarak 1 ml
steril 9%0,85’lik FTS ilave edildi.

Besiyerine ekim

Dekontamine edilen 6érneklerden 100" er ul alinarak piruvatli (Sigma P2256,
Japan, M. bovis i¢in) ve gliserolli (Merck 1040942500, Germany, M. tuberculosis ve
M. avium icin) Lowenstein-Jensen besiyerine ekimler yapildi. Besiyerleri 37°C’de 8
hafta etiivde inkubasyona birakildi. Ekim yapilan besiyeri tiiplerinin haftada birkag
kez kapaklar agilarak oksijen girisi sagland1 (Corner ve Trajstman 1988, Ambrosio
ve ark 2008). Besiyerlerinde gozle gorulur koloniler mikobakteriler yoninden
stipheli kabul edildi. Siipheli izolatlar Middlebrook ADC Enrichment (Difco,
212352, USA) katilarak zenginlestirilen Middlebrook 7H9 broth (Difco, 271130,
USA)'da saklandi

2. 2. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
DNA izolasyonu
Dokudan ve Kiiltiirden DNA izolasyonu

Tiiberkiiloz ~ slipheli doku ve organlar ile izolasyonu yapilan
mikobakteriumlardan DNA ekstraksiyonu DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN-
69506, Germany ) kiti ile yapildi. Ekstraksiyon asamalar iiretici firmanin belirttigi
sekilde gerceklestirildi.

DNA ekstraktlarimin absorbans tayini

DNA ornekleri, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda saflik ve miktar tayini
icin ekstraksiyon sonrasi spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131) ile optik
dansiteleri (OD) 6lcildi. Distile su ile 50 ul DNA 6rnegi 100 pl’ye tamamlandi. 260
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nm (OD260) ve 280 nm (OD280) dalga boylarinda olgtimler yapilarak, ng/ml

cinsinden DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari belirlendi.

OD260 ve OD280 degerlerine gore hesaplanan DNA  miktarlar
0OD260/0D280 seklinde oranlanarak, 1,8-2,0 arasinda tespit edilenler PZR’da
kullanilirken, DNA miktar1 bu miktardan daha diisiik olanlarin ekstraksiyon islemi

tekrarlanda.

DNA amplifikasyonu

M. tuberculosis kompleks DNA amplifikasyonu

Dokudan ekstrakte edilen ya da Lowenstein-Jensen besiyerinde ureyen
bakterilerden elde edilen mikobakterium siipheli DNA’larin, ilk olarak M. tuberculosis
kompleks yonunden PZR analizleri yapildi. PZR igin, M. tuberculosis kompleks
tarlerinde gyrB gen bolgesi, 1020 bp (baz pair) fargmenti kodlayan; MTUB_c-gyrBf-5'-
TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC-3' ve MTUB_c-gyrBr-5-ACA TAC AGT TCG
GAC TTG CG-3 primerleri kullanildi (Chimara ve ark 2004, Kasai ve ark 2000).
PZR; 5 ul PZR buffer (KCI'l), 3 pl MgCl, (25 mM), 1 ul dNTP set (10 mM) 1 ul | (
1 pl M) her bir primerden (MTUB_C-gyrBf ve MTUB_C-gyrBr) , 0.25 pl (1.25 U)
Tag DNA polimeraz, 33,75 pl steril ultra saf su ve 5 ul DNA ekstrakti iceren 50 ml.
konsantrasyonda gergeklesti.

Amplifikasyon islemi igin PZR termal cycler (MJ Research PTC-100 USA)
cihazinda; 95 °C’de 10 dak. 6n denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon,
65 °C’de 1 dak sogutma, 72 °C’de 1 dak ekstensiyon ve 72 °C’de 10 dak. son zincir

uzamasindan olusan 35 devirlik bir program uygulandi.

Ormnek analizi i¢in 5 pl PZR driini, 1 pl loading dye (Sigma, G7654) ile
boyanarak, 5 pg/ml etidyum bromid igeren %1.5 agarose jel (Seakem, 50002, USA)
icinde 125 V’ta elektroforeze (EC App. Coorp. EC135 USA) tabi tutularak UV
transilluminatorde incelenerek, goriintiilendi. Olusan bandlarin biiytikliikleri standart
100 bp DNA marker (100 bp DNA ladder (Bioron 50 ug 304005) ile karsilastirilarak
degerlendirildi. 1020 bp biiyiikliigiinde bant veren DNA o6rnekleri M. tuberculosis
complex yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Kasai ve ark 2000, Chimara ve ark
2004). Pozitif kontrol olarak M tuberculosis H37 Rv susu, negatif kontrol olarak ise
M. avium ATCC 25291 susu referens olarak kullanilda.
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M. tuberculosis DNA amplifikasyonu

M. tuberculosis ve M. bovis suslarinda gyrB gen bdélgesi 1020 bp de pozitif
band verdiginden dolayr ayrim i¢in M. tuberculosis icin spesifik 734 bp fragmenti
kodlayan MTUB-gyrB-756-Gf 5-GAA GAC GGG GTC AAC GGT G ve MTUB-
gyrB-1450-Cr 5-CCT TGT TCA CAA CGA CTT T CGC-3' primerleri ile M.
tuberculosis H 37 Rv referans susuna PZR uygulandi (Kasai ve ark 2000).

PZR 50 pl konsantrasyonda; 5 ul PZR buffer (KCI'lu), 3 pl MgCl;, (25 mM),
1 ul dNTP set (10 mM) 1 ul I (1 pul M) her bir primerden (MTUB_c-gyrB-756 Gf” ve
MTUB-c-gyrB-1450-Cr) , 0.25 ul (1.25 U) Tag DNA polimeraz, 33,75 pl steril ultra
saf su ve 5 ul DNA ekstraktindan olustu.

Amplifikasyon islemi PZR termal cycler (MJ Research PTC-100 USA)
cihazinda; 95°C’de 10 dak. 6n denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon,
65°C’de 1 dak. sogutma, 72°C’de 1 dak. ekstensiyon ve 72°C’de 10 dak. son zincir

uzamasindan olusan 35 devirlik bir program uygulandi.

Ornek analizi icin 5 pl. PZR driind, 1 pl loading dye (Sigma, G7654) ile
boyanarak, 5 pg/ml etidyum bromid iceren %1,5 agarose jel (Seakem, 50002, USA)
icinde 125 V’ta elektroforeze (EC App. Coorp. EC135 USA) tabi tutularak UV
transilluminatorde goriintiilendi. Olusan bandlarin biiyiikliikleri standart 100 bp DNA
marker (Bioron 50 pg 304005) ile karsilastirilarak degerlendirildi (Kasai ve ark 2000,
Chimara ve ark. 2004). 734 bp biiyikliginde bant veren DNA o&rnekleri M.
tuberculosis pozitif olarak kabul edildi (Kasai ve ark 2000).

Mycobacterium avium subsp. avium suslari

M. avium subsp. avium tirlerinde bulunan IS 901 gen bolgesi tzerinde 1108 bp
fragmenti kodlayan P1-1S901 5-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3' ve P2-1S901
5-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3' primerleri ile M. avium ATCC 25291
referans susuna PZR uygulandi (Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000).

PZR 50 pl konsantrasyonda; 5 ul PZR buffer (KCI'lu), 3 pl MgCl; (25 mM),
1 pl dNTP set (10 mM) 1 pl I (1 pl M) her bir primerden (P1-1S901 ve P2-1S901) ,
0.25 pl (1.25 U) Tag DNA polimeraz, 33,75 pl steril ultra saf su ve 5 pl DNA
ekstraktindan olustu. Amplifikasyon islemi PZR termal cycler (MJ Research PTC-

100 USA) cihazinda, 94°C’de 1 dak 6n denatiirasyonu takiben, 94°C’de 30 sn
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denatiirasyon, 65°C’de 2 dak sogutma, 72°C’de 1,5 dak ekstensiyon ve 72 °C’de 5
dak son zincir uzamasindan olusan 35 devirlik bir program uyguland1 (Kunze ve ark
1991). Ornek analizi i¢in 5 pl. PZR drind, 1 pl loading dye (Sigma, G7654) ile
boyanarak, 5 pg/ml etidyum bromid iceren %1,5 agarose jel (Seakem, 50002, USA)
icinde 125 V’ta elektroforeze (EC App. Coorp. EC135 USA) tabi tutularak UV
transilluminatdrde incelenerek, goriintiilendi. Olusan bandlarin biiyiikliikleri standart
100 bp DNA marker (Bioron 50 pg 304005) ile karsilastirilarak degerlendirildi
(Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000). Marker olarak 100 bp DNA ladder (Bioron
50 ug 304005), pozitif kontrol olarak M. avium ATCC 25291, negatif kontrol
olarakta M. tuberculosis H 37 Rv suslar1 kullanildi. 1108 bp biiyiikligiinde bant

veren ornekler M. avium subsp. avium pozitif olarak degerlendirildi.

2. 2. 4. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

M. tuberculosis kompleks REA

M. tuberculosis kompleks PZR pozitif suslarin tiir diizeyinde ayirimi igin,
1020 bp’lik PZR irtinlerine Chimara ve ark (2004), Kasai ve ark (2000), Nieman ve
ark (2000Db) belirttikleri metoda gore Rsal ve Sacll enzimleri ile restriksiyon enzim

analizi yapildi.

Rsal enzimi ile REA igin 10 pl PZR driine 1 pl Rsal enzimi, 2 pl 10XBuffer
Tango ve 18 pl distle su karigtirilarak birkag dakika vortekslenerek, 37 °C'de 16 saat
inkube edildi. Sacll (Cfr421) ile REA i¢in 10 pl PZR drlne 1 pl Rsal enzimi, 2 pl
10XBuffer B ve 18 pl distle su karistirilarak birkag dakika vortekslenir. 37 °C'de 16
saat inkube edildi.

Marker olarak 100 bp’lik bant olusturan marker kullanildi, degerlendirme
Nieman ve ark (2002) ile Chimara ve ark (2004) bildirdigi metoda gore asagidaki
sekilde (Cizelge 2. 1) degerlendirildi.
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Cizelge 2. 1. REA analizi degerlendirme ¢izelgesi

Rsal (5°...GT | AC...3), (3’...CA 1 TG...5")

M. tuberculosis
M. africanum subtype 11 360/560 bp
M. africanum subtype |

M. bovis,(Pyrazinamid (PZA) direncli)

) 360/480 bp
M. bovis subsp. caprae (PZA duyarl)

M. microti 360/660 bp

Sacll (5°...CCGC |GG...3’), (3’...GG 1 CGCC...5%)

M. bovis (PZA direncli)
M. bovis BCG

Kesim Yok

M. bovis subsp. caprae (PZA duyarli) 280/740 bp

2.2.5. MIRU-VNTR Analizi

M. bovis izolatlarinin hedeflenen MIRU lokuslar icin Cizelge 2.1°de verilen
primerler kullanildi. Her bir susa 6zgl 12 MIRU lokusunun VNTR sayisinin
belirlenmesi PZR reaksiyonu ile gergeklestirildi (Skuce ve ark 2002, Smittipatt 2005,
Niemann ve ark 2010).

PZR ic¢in reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandh.

dH,0 2,170ul

DMSO 0,250ul

2X PZR Master mix 3,125ul

Forward Primer 0,040ul

Rewerse Primer 0,040ul

DNA 0,625ul

Toplam 6,250pl

2X PZR Master Mix:

4 mM MgCl,

1,6 mM dNTP mix (her bir INTP 0,4 mM)
0,05 u/ ul Taq DNA Polimeraz icermektedir.
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Amplifikasyon islemi i¢in; thermal cycler’da (MJ Research PTC-100 USA)
94°C’de 5 dak 6n denatiirasyonu takiben, 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 62°C’de 1 dak

sogutma, 72°C’de 1,5 dak ekstensiyon ve 72 °C’de 10 dak son zincir uzamasindan

olusan 40 devirlik bir program uygulandi.

Amplikonlar 120 Voltta, 60 dakika, etidyum bromiirlii %2’lik agaroz
(Seakem, 50002, USA) jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel

gorinttleme sistemi (EC App. Coorp. EC135 USA) ile goruntilendi. Bant

baydkliglnin tespitinde 50-1000 bp lik marker (Fermantas) kullanildi. Bant
blyikliklerine dayanarak 12 lokus MIRU-VNTR tipleme sonucunda her bir MIRU
lokusunda bulunan allel tekrar sayis1 (Cizelge 2. 2) belirlendi (Zeytinli 2010) .

Cizelge 2. 2. MIRU lokuslarinin MIRU-VNTR tekrar sayilari ve amplikon boyutlar:

ALLEL
TEKRARI 2
0 402
1 455
2 508
3 561
4 614
5 667
6 720
7 773
8 826
9 879
10 932
11 985
12 1038
13 1091
14 1144
15 1197

175
252
329
406
483
560
637
714
791
868
945
1022
1099
1176
1253
1330

10

482
537
590
643
696
749
802
855
908
961
1014
1067
1120
1173
1226
1279

16

565
618
671
724
777
830
883
936
989
1042
1095
1148
1201
1254
1307
1360

20

437
514
591
668
745
822
899
976
1053
1130
1207
1284
1361
1438
1515
1592

MIRU
23 24
150 395
200 447
253 501
306 555
359 609
412 663
465 717
518 771
571 825
624 879
677 933
730 987
783 1041
836 1095
889 1149
942 1203

26

285
336
387
438
489
540
591
642
693
744
795
846
897
948
999
1050

27

498
551
604
657
710
763
816
869
922
975
1028
1081
1134
1187
1240
1293

31

492
545
598
651
704
757
810
863
916
969
1022
1075
1128
1181
1234
1287

39

540
593
646
699
752
805
858
911
964
1017
1070
1123
1176
1229
1282
1335

40

354
408
462
516
570
624
678
732
786
840
894
948
1002
1056
1110
1164
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3. BULGULAR

3. 1. Bakteriyoskopi

Resim 3. 2. ve Resim 3. 3. Sigir mediastinal lenf yumrusu ve kiltiirde Ziehl-Neelsen
boyama ile bakteriyoskopide gdzlenen mikobakteriumlar.

Resim 3. 4. Bakteriyoskopi ve kiiltiirii yapilan bir hindiye ait dalak ve karaciger.

Toplam 81 sigira ait 98 doku ve organ (33 graniilom, 65 mediastinal lenf
yumrusu) Orneginin  (Resim 3. 1) 68inde (%69,38) bakteriyoskopi ile
mikobakteriumlar tespit edilirken (Resim 3. 2, Resim 3. 3), 87'sinden etken
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izolasyonu yapildi. Tiberkiilozun teshisinde bakteriyoskopinin sensitivitesi, %78,16,

spesifitesi %100 olarak belirlendi.

i Al "
Resim 3. 5 ve 3. 6. Hindi karaciger doku ornegi ve kiiltiirde bakteriyoskopi ile
gorulen mikobakteriumlar

Kanatlilarda gilivercin (2 adet), devekusu (1 adet) ve hindiye (1 adet) ait 7
ornekte (3 dalak ve 4 karaciger) bakteriyoskopi (Resim 3. 4) ile mikobakteri basilleri
(Resim 3. 5, Resim 3. 6) gozlendi.

Kltdr pozitif 9 kanatli doku 6rneginden, 7’sinde kiltir 6ncesi bakteriyoskopi ile
etken gorulirken sensitivitesi, %77,77 olurken, kiltir negatif doku 6rneklerinin

bakteriyoskopisinde etken gozlenmedi ve spesifitesi %100 olarak belirlendi.

Resim 3. 7. Ankara Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu' ndan temin edilen insan izolati
bakteriyoskopik gorinimi

THSK'dan almman 50 insan izolatinin tamaminda bakteriyoskopik olarak
mikobakterium basilleri tespit edildi (Resim 3. 7).

3. 2. Kiiltiir Sonuclari
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3. 2. 1. Sigir Doku ve Organlarindan izolasyon

Bakteriyolojik kiiltiirii yapilan 81 sigirdan 70 sigira ait 32 grantlom ve 55
akciger lenf diigiimiinde Lowenstein-Jensen besiyerinde mikobakterium siipheli

tremeler (Resim 3. 8) gorildu.

Resim 3. 8. Lowenstein-Jensen (piruvatli) besiyerinde iireyen sigir dokularindan
izole edilen mikobakterium kolonileri.

3. 2. 2. Kanath Doku ve Organlarindan izolasyon

Resim 3. 9. Lowenstein-Jensen (gliserolli) besiyerinde kanatli dokularindan izole
edilen mikobakterium kolonileri.

Kanatlilarda, glivercin (3 adet), devekusu (1 adet) ve hindiye (1 adet) ait 4
dalak ve 5 karaciger érneginden mikobakterium siipheli koloniler (Resim 3. 9) izole
edildi.

40



v veIoT
2 20%1-03-20
-

Resim 3. 10. Ankara Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu'ndan temin edilen insan izolati
kulttru.

THSK'dan alinan 50 insan izolatininn tamamimda Lowenstein-Jensen

besiyerinde mikobakterium siipheli koloniler (Resim 3. 10) izole edildi.

3. 3. 3. PZR Sonuglan

M MB1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 N

— 3880
— 800
— 700
— 600
500
— 400
300

200

— 100

Resim 3. 11. Sigir doku o6rneklerinde Mycobacterium tuberculosis complex PZR

gorintlst M : 100 bp Marker (Bioron), MB : M.bovis Etlik MKVKE,MT : M. tuberculosis H 37
Rv 1,4,5,6,8,9, 10, 11, 12, 14: M.bovis siipheli doku 6rnekleri , 2, 3, 7, 13 : Negatif doku drnekleri
NK: Negatif Kontrol (M.avium ATCC 25291).

Calismada 81 sigirin 62'sine ait 28 grantlom ve 47 lenf diigiimii 6rneginde
1020 bp uzunlugunda bandlar (Resim 3. 11, Resim 3. 12) elde edildi. Pozitif kontrol
olarak M. bovis Etlik MKVKE susu kullanilirken, negatif kontrol olarak M. avium
ATCC 25291 susu kullanildi.
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Resim 3. 12. Mycobacterium tuberculosis kompleks saha izolatlarinin PZR

gorintlsu. M : 100 bp Marker (Bioron), MB : M.bovis Etlik MKVKE,MT : M. tuberculosis H 37
Rv 1, 2, 3, 4: M.bovis saha izolatlar1 NK: Negatif Kontrol (M.avium ATCC 25291).

Sigir orneklerinin kiiltiiric sonucu 70 sigira ait 32 granilom ve 55 lenf
diigimiinden izole edilen suslarin PZR analizlerinde 1020 bp M. tuberculosis

kompleks yonlnden pozitiflik bulundu.

Kiiltiir pozitif 87 sigir doku 6rneginin 75’inde, M. tuberculosis kompleks PZR ile
pozitif sonuc¢ elde edildi. Kiiltiir sonuclari altin standart kabul edildiginde klinik
orneklerde M. tuberculosis kompleks tirlerini belirlemeye yonelik olarak uygulanan
1020 bp PZR sensitivitesi %86,20 olurken, spesifitesi %100 olarak belirlendi.

+ 560 bp

e 480 bp

LN

360 bp

Resim 3. 13. M.bovis saha izolatlarnmn REA PZR gorintisi M : 100 bp Marker
(Bioron), MB : M. bovis EMVKE , 1, 2, 3, 4,5 M.bovis saha izolatlart MT: M. tuberculosis H 37
Rv.

M. tuberculosis kompleks PZR pozitif 75 doku 6rnegi ve 87 saha izolatina ait

1020 bp uzunlugunda bant olusturan PZR {iriinlerinin Rsal enzimi ile REA analizi
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sonuglara gore 360 ve 480 bp biiyiikliigliinde DNA bantlar1 elde edildi. Bu sekilde
izolatlarin M. bovis/M. bovis subsp. caprae oldugu belirlendi. M. tuberculosis H 37
RV susuna ait 1020 bp PZR fiirinii ise Rsal enzimi ile 360 bp ve 560 bp
biiyiikliigiinde band (Resim 3. 13) elde edildi.

Resim 3. 14. M.bovis ve M. bovis subsp. caprae'nin PZR goérunttsi M : 100 bp
Marker (Fermentas), MB : M. bovis EMVKE , 1, 2, 3: M. bovis saha izolatlar1 4, 5 : M. bovis subsp.
caprae.

57 sigira ait 25 grantlom ve 47 lenf diigiimiinden elde edilen izolatlar Sacll
enzimi ile REA sonucu bandlarda kesim olmadigi goriildii ve suslar M. bovis (PZA
direncli) olarak tiplendirildi. 13 sigira ait 8 granilom ve 9 lenf diigiimii izolatinda ise
280 ve 740 bp biyiikliiglinde DNA bantlar1 olustu. Bu suslarda M. bovis subsp.
caprae olarak identifiye edildi (Resim 3. 14).

Resim 3. 15. Kanatli doku 6rneklerinde Mycobacterium avium subsp. avium DNA'
sinin PZR gorintlst. M : 100 bp Marker (Bioron), MA : M.avium ATCC 25291, 1, 3, 4, 5 M.
avium saha izolatlari, 2 : Negaif Saha Ornegi NK: M. tuberculosis H 37 Rv.
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Resim 16. Mycobacterium avium subsp. avium izolatlarinin PZR gorintisi. M : 100
bp Marker (Bioron), MA : M.avium ATCC 25291, NK: M. tuberculosis H 37 Rv, 1, 2, 3, 4,5 M.
avium saha izolatlar1.

Kanatli dokularindan 4 karaciger ve 3 dalak dokusu 6rnegi ve kiltur sonucu
elde edilen 9 izolatin patojen M. avium suslarinda bulunan IS901 gen bdlgesine
yonelik P1-1S901 ve P2-1S901 primerleri ile PZR analizleri ve PZR drunlerinin
elektroforezi sonrasi 1108 bp de DNA bantlar1 olustugu goriilerek (Resim 3. 15),

suslarin patojen M. avium suslar1 oldugu belirlendi.

Kiiltiir pozitif 9 kanatli doku 6rneginin 7’sinde, M. tuberculosis kompleks PZR
ile pozitif sonuc elde edildi (Resim 3. 16). Kiiltiir sonuglari altin standart kabul
edildiginde klinik 6rneklerde M. avium suslarini belirlemeye yonelik olarak uygulanan
1108 bp PZR sensitivitesi %77,77 olurken, spesifitesi %100 olarak belirlendi.

Cizelge 3.1 Sigir ve kanatlilarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun postmortem teshisinde
kullanilan testlerin sensitivite ve spesifiteleri

Test Sensitivite Spesifite
Dokudan direkt mikroskopik muayene (s1g1r) 78,16 100
Dokudan direkt mikroskopik muayene (kanatl) 71,77 100
Dokudan M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR 86,20 100
Dokudan M. avium (1108 bp) PZR 717,77 100
Kultirden M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR 100 100
Kultirden M. avium (1108 bp) PZR 100 100

sensitivite (%) = [Gergek Poz / (Gergek Poz+Yanlis Neg)] X100
spesifite (%) = [Gergek Neg/ (Gergek Neg+Yanlis Poz)] X100

44



1500

— 438
— 800
— 700
— 600

500
— 400

300

200

— 100

Resim 3. 17. M. tuberculosis kompleks PZR gorintlsi. M : 100 bp Marker (Fermentas),
MB : M.bovis Etlik MKVKE, MT : M. tuberculosis H 37 Rv, 1, 2, 3, 4 THSK'dan alinan M.
tuberculosis izolatlar1 NK: Negatif Kontrol (M.avium ATCC 25291).

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu'ndan alinmis olan 50 mikobakterium siipheli

izolatinin hepsi 1020 bp M. tuberculosis kompleks PZR ile pozitiflik bulundu.

1500
S5 /4 1000 bp
B R 734 bp

500

ERPT.S 500 bp

300

200

— 100

Resim 3. 18. M. tuberculosis izolatlarinin PZR gorlntlsd. M : 100 bp Marker
(Fermentas), MT : M. tuberculosis H 37 Rv, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 THSK' dan alinan M. tuberculosis
izolatlart NK: Negatif Kontrol (M.avium ATCC 25291).

M. tuberculosis kompleks (Resim 3. 17) tilrlerinde bulunan gyrB gen bdlgesi
(1020 bp) uzerinde M. tuberculosis icin spesifik 734 bp fragmenti kodlayan
MTUB_c-gyrB-756 Gf ve MTUB-c-gyrB-1450-Cr primerleri ile 50 insan izolati M.
tuberculosis PZR pozitif (Resim 3. 18) bulundu.
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Klasik ve molekuler yontemler kullanilarak izole ve identifiye edilen 70
sigira ait izolatm (57 M. bovis ve 13 M. bovis subsp. caprae) molekdiler
epidemiyolojik 6zelliklerinin aragtirilmasi i¢in 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile
yapilan calismada; MIRU2, MIRU4, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27 ve
MIRU39 lokuslarindaki tekrar sayilarinin suslar arasinda farklilik gostermedigi,
MIRU10, MIRU16, MIRU26, MIRU31 ve MIRU40 lokuslarindaki tekrar sayilarinin
ise suslar arasinda farklilik gosterdigi (Cizelge 3. 1, Resim 3. 19) ve bu lokuslarin
yiiksek ayrim giicline sahip oldugu (0,25<h) belirlendi (MIRU-VNTRPIus,

WWW.miru-vntrplus.org).

Cizelge 3. 1. 12 Lokus MIRU-VNTR yontemi ile belirlenen kopya sayilari ve ayrim
gucleri

Miru Allel Tekrarlari™* Ayrim
lokuslarn [ 0 | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9] 10| Guct(h*)
MIRU 2 70 0,00
MIRU 4 70 0,00
MIRU 10 40 | 1 7 119 3 0,58
MIRU 16 41 | 29 0,48
MIRU 20 70 0,00
MIRU 23 70 0,00
MIRU 24 70 0,00
MIRU 26 10 | 5 | 38 | 17 0,6
MIRU 27 70 0,00
MIRU 31 29 | 19 22 0,65
MIRU 39 70 0,00
MIRU 40 5|58 | 7 0,29

*h= 1 — =xi’[n/(n-1)] n: susg sayist  **xi: lokusdaki allelin tekrar sayisi

12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile yapilan genotiplendirmede izolat sayisi
1-14 arasinda degisen 29 subgrup olustugu, 16. subgrubun 14 iiyeye sahip en buyuk
gen grubunu olusturdugu, bunu 8 iiyeye sahip 18. grubun takip ettigi, 17. subgrubun
5 iiyeye sahip oldugu, 1 subgrubun 4 iiyeye sahip oldugu, 3 subgrubun 3 iiyeye sahip
oldugu, 8 subgrubun 2 iiyeye sahip oldugu ve 14 subgrubun ise tek iiyeye sahip
oldugu (Cizelge 3. 2, Sekil 3.1) tespit edildi.
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NJ-Tree, MIRU-VNTR [12}: Categorical Qizelge 3.2. 70 51g1r izolatinin
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Insanlardan izole edilen 50 mikobakterium siipheli izolatin tamamimmn
M. tuberculosis olarak identifiye edilip iclerinden higbirinin M. bovis olmamasi, M.
tuberculosis kompleks ile M. avium kompleks suslarinin VNTR bdlgelerinin
farkliligindan dolay1 ¢aligmamizda insan ve kanath izolatlarina ait MIRU-VNTR

analizleri yapilamamustir.

802bp

Resim 3. 19. M. bovis saha izolatlarinin MIRU-10 PZR gorUntusi M : 100 bp Marker
(Bioron) 1, 2, 3, 4,5 M.bovis saha izolatlar
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4. TARTISMA

Tuberkiloz, M. tuberculosis kompleks igindeki bir grup mikobakterinin
yapmis oldugu, degisik klinik goriinimlerde kronik bir enfeksiyondur (Bayram ve
Emekdas 2008). Bilinen en eski hastaliklardan biri olup, 21. yiizyilin baslarinda
olmamiza ragmen hala 6nemini korumaktadir (Yuksel 2005, Barani ve ark 2012).
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tiim diinya niifusunun yaklasik iicte birinin
tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu, her yil yaklasik 8-9 milyon yeni tuberkiiloz
vakas1 ortaya ¢iktig1 ve her yil 2 milyon kisinin tiiberkiilozdan 6ldigi bildirilmistir

(Bayram ve Emekdas 2008).

Sigir tiiberkiilozu etkeni M. bovis, M. tuberculosis kompleks Uyeleri icinde en
genis konak araligina sahip olup, hayvanlari bazen de insanlari enfeksiyona yol
agcmaktadir (Aslan ve ark 2009). M. bovis’in insanlar i¢in en 6nemli bulasma kaynagi
kontamine, pastorize edilmemis siitler, enfekte hayvanlarla direkt temas veya basil
sacan hayvanlarin ¢ikardigi enfeksiyoz aerosollerin solunmasi ile de bulagma
olabilmektedir. Insandan insana bulasma cok nadir olmakla birlikte, 6zelikle
immiinsliprese kimseler arasinda bu yolla bulagsma olabilecegi dogrulanmigtir
(Grange 2001, Aslan ve ark 2009). Insanlarda M. bovis enfeksiyonunun insidensi
verilerin sinirli olmasindan dolayr net degildir. Sigir enfeksiyonunun taginmasinda
insanlarin da M. bovis’in rezervuari olabilecegi belirtilmistir (Wei ve ark 2004).
M. avium kompleks M. avium subsp. avium (M. avium), M. intracellulare ve M.
avium subsp. paratuberculosis (M. paratuberculosis) tiyelerinden olusmaktadir
(Eriks ve ark 1996). Seroaglutinasyon metodu ile 28 serovara ayrilmistir. Serovar 1-
6, 8-11 ve 21, M. avium, Serovar 7, 12 ve 20 M. intracellulare, Serovar 22-24, 26-28,
M. intracellulare, M. scrofulaceum ve siniflandirilamayan mikobakteriumlar:
icermektedir (Cardoso ve ark 1999, Dvorska ve ark 2004). Bunlar, gida tiretiminde
kullanilan kanatli, sigir ve domuz gibi hayvanlarda ve insanlarda 6nemli hastaliklara

neden olmaktadir (Eriks ve ark 1996).

M. avium subsp. avium, kanatlilarda tiiberkiiloz, sigirlarda ve domuzlarda lenf
diigiimii enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Picardeau ve Vincent 1996). Iinsanlarda
firsatg1 patojen olup Ozellikle immin sistemi baskilanmis insanlarda enfeksiyona

sebep olmaktadir (Kunze ve ark 1992).
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4. 1. Bakteriyoskopi

Ziehl-Neelsen boyama yontemi balgam ve postmortem d&rneklerde
mikobakterilerin  tespiti icin ilk basamaktir (Bayram ve Emeckdas 2008).
Tiiberkiilozda erken teshis hastaligin yayilmasin1 onlemek ve Ozellikle beseri
hekimlikte tedaviye baslamak i¢in énemlidir (Li ve ark. 2000, Barani ve ark 2012).
Hastalifin laboratuvar teshisi  bakteriyoskopik olarak hizli bir sekilde
yapilabilmektedir (Singh ve Kashyap 2012). Mikroskobik inceleme tuberkiloz
tanisinda basit, hizli, ucuz ve 6zgul bir yontem olmas: nedeniyle hastaligin endemik
oldugu ulkelerde yaygin olarak kullaniimaktadir (Kilicarslan 2007, Ekinci 2009).
Boyali preparatlarda bakterilerin gorilebilmesi icin drnekte 5.000-10.000 basil/ml,
bulunmas: gerekmektedir. Bakteriyoskopinin en biiyiikk dezavantaji ¢evresel
mikobakteriumlardan kaynaklanan yanlis pozitifliktir (Manzano ve ark 2008,
Bayraktar ve ark 2011). Mikroskobik inceleme 6ncesinde Ziehl-Neelsen, Kinyoun ve
auramin-rodamin floresan boyama uygulanan boyama yodntemleridir (Kiligarslan
2007).

Gutierrez ve Garcia (1993), 18 sigir ve 24 kegiden, avidin-biotin complex
peroxidase (ABC-P) metodu ile 13 kecide (%54) ve Ziehl Neelsen boyama ile de 8
kecide (%33) mikobakterileri tespit etmislerdir. Ayrica, 14 sigirda (%77) ise her iki
metotla etkeni gozlemlemislerdir. Boylece, avidin-biotin complex peroxidase

(ABC-P)'m ZN’ye gore daha avantajli oldugunu bildirmislerdir.

Farkli arastirmacilar (Okaiyeto ve ark 2008, Al-Saqur ve ark 2009)
mikobakteriumlari siitlerde ZN ile tespit sensitivitesini sirasiyla % 14 ve %0,4 olarak
bildirmislerdir. Nasr ve ark (2013), 50 tiiberkulin pozitif sigir siitiiniin 7'sinde (%14),
50 tiiberkiilin negatif sigir siitiiniin 3'inde (%0,6) Ziehl-Neelsen boyama ile

mikobakteriumlar1 gdstermislerdir.

Adu-Bobi ve ark (2009), 130 tiberkiloz slpheli sigirin 95’inde (%73), Kuria
ve Gathogo (2013), tuberkilloz benzeri lezyonlu 176 karkastan 35’inde (%20)
mikobakterileri tespit ettiklerini, 29'unda mantarla birlikte mikobakterileri Ziehl-
Neelsen boyamada tespit ettiklerini bildirmislerdir. Proano-Perz ve ark (2006), 29
kaltur pozitif sigir doku Orneginin 3’iinde (%10) mikobakterileri bakteriyoskopik

olarak belirlemislerdir.
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Chuwku ve ark (2013), 50 sigir ve 50 kegiden aldiklar tiiberkiiloz siipheli
lezyonlar bulunan akciger 6rneklerinden 15 sigira ait akciger 6rneginde (%30) Ziehl-
Neelsen boyali orneklerde pozitiflik tespit ederken, keci oOrneklerinin negatif

oldugunu rapor etmislerdir.

Eregat ve ark (2013), 44 keci ve 60 sigira ait 208 doku 6rneginden sadece 1
sigira ait akciger lenf diigiimiinde (%0,035) Ziehl-Neelsen boyamada aside direncli
basil tespit etmislerdir.

Kanatli tiiberkiilozu, ¢ogunlukla M. avium tarafindan olusturulan viicudun
herhangi bir doku ya da organda tiiberkiillerin agsamali gelisimi ile karakterize kronik
zayiflamaya neden olan bir hastaliktir (Giimiissoy ve ark 2006). Enfeksiyon 6zellikle
zoolojik kafeslerde goriildiigiinde nadir ve siradist tiirlerin 6liim dahil ciddi
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir (Kul ve ark 2005). M. avium tiirleri sigir,
domuz, yaban kuslar1 ve yabani ruminantlardan izole edilmektedir (Bartos ve ark
2006). M. avium kompleks iginde bulunan turlerin hemen hemen hepsi ciddi

enfeksiyonlara neden olmaktadir (Ayele ve ark 2001, Bartos ve ark2006).

Kanathilarda Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile hazirlanan Orneklerde
tlberkiloz etkenlerinin kiigiik gruplar halinde kirmizi ¢omakciklar seklinde
goruldiigii bildirilmistir (Tell ve ark 2001, Bougiouklis ve ark 2005, Gerhold ve
Fischer 2005, Terim Kapakin ve ark 2010). Tantas ve ark (1990) ile Yavuz ve ark
(2012) kanath ciftliklerinden alinan 6rneklerde bakteriyoskopik olarak tiiberkiilozu
tespit ettiklerini ve bulagsmanin yem kaynakli olabilecegini bildirmislerdir. Gonzalez
ve ark (2002), 48 haftalik tavuklarda direkt mikroskopik muayenede mikobakterileri
gozlemlediklerini bildirmiglerdir. Bougiouklis ve ark (2005) 3 giivercine ait dalak,
karaciger, kemik iligi, ovidukt ve ovumda bulunan lezyonlu dokularda Ziehl-Neelsen
boyamada intra ve ekstraselliler olarak aside direncli mikobakterileri tespit

ettiklerini rapor etmislerdir.

Kanatli tiiberkiilozu ticari kanatli isletmelerinde kontrol altina alinmasina
ragmen, gerek vahsi gerekse de serbest hayat yasayan evcil (kOy tipi yetistiricilik)
kanatlilarda sorun olmaya devam etmektedir. Bu durum ise halk saghg ve diger
kanatli hayvanlar icin potansiyel bir risk olusturmaktadir. Bu bilgiler esliginde
kontrollii kanatli hayvan yetistiriciliginin dnemi bir kez daha vurgulanmigtir (Terim
Kapakin ve ark 2010).
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Zink ve Nerlich (2004), parafinlenmis 49 insan dokusu arsivlerinde 20'sinde
PZR analizi ile pozitif bulduklar1 M. tuberculosis kompleks orneginden sadece
8'inde, Park ve ark (2003), 53 dokudan 17'sinde bakteriyoskopik olarak
mikobakterileri gostermislerdir. Parafinli dokularda M. tuberculosis kompleks
suslarinin identifikasyonu, etkenin epidemiyolojik ve evrimsel degisimi ile ilgili daha

ileri diizeyde ¢aligmalarda kullanilabilecegini gostermistir.

Isitez ve ark (2004), 280 Klinik 6rnekten 31'ini Ziehl-Neelsen ve 38" ini Kkiltiir
ile (Lowenstein-Jensen agar) pozitif bulmuslardir. Li ve ark (2000), ZN negatif
olarak tespit edilen formolle fikse edilip parafinlenmis dokularda IS6110 primerlerini
kullanarak 115 hastanin 68'inde M. tuberculosis kompleks varligin1 gostermislerdir.
Bu bulgular, tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda birden fazla tan1 yonteminin birlikte

uygulanmasinin hastaliin teshis sansin1 arttirdigini gostermektedir.

Agagayak ve ark. (2007), insanlarda kultir pozitif tiberkiloz olgularindan
alinan 51 balgam 6rneginden PZR ile 44’tinlin (%86.3) M. tuberculosis kompleks,
4’0n0n (%7.8) M. scrofulaceum, 2’sinin (%3.9) M.avium ve 1’inin de (%1.9) M.

intracellulare olarak tanimlandig: bildirmislerdir.

Insanlarda bakteriyoskopik muayenenin sensitivitesinin farklilik gosterdigi
belirtilmektedir. Sensitiviteyi Cousins ve ark (1992) %53, Folguera ve ark (1993)
%64, Giines ve ark (2002) %46, Chen ve ark. (2012) %16, Ozbey ve ark (2012) %0.4,
Singh ve Kashyap (2012) %43, Ali ve ark. (2013) %37 olarak bildirmislerdir. Nawaz
ve ark (2012) tiiberkiiloz siipheli hastalarda balgam orneklerinde %23 ve kan

orneklerinde %8 sensitivite tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Bu c¢alismada, kiiltiir pozitif 87 sigir 6rneginin 68'sinde (%78,16) ve 87
mikobakterium siipheli izolatin bakteriyoskopisinde etken tespit edilmistir. Kultir
pozitif 5 kanatliya ait 9 6rnegin 7'sinde (%77,77) ve 9 mikobakterium siipheli izolatin
bakteriyoskopik muayenesinde etken belirlenmistir. Ayrica THSK'dan alinan 50
mikobakterium siipheli izolatin Ziehl-Neelsen boyamasinda bakteriyoskopik olarak
etkenler goriintiilenmistir. Calismada kullanilan orneklerin biiyiik ¢ogunlugunun
tiiberkiiloz lezyonlu dokular olmasi ve stomacherda parcalama sonrasi santrifiijleme
isleminin birim hacimde bulunan bakteri yogunlugunu dolayisiyla tespit oraninin

yuksek olmasinin nedeni olabilir
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4. 2. Kultar

Tuberklloz tamsinda kdltur yontemleri altin  standart olma &zelligini
korumaktadir. izolasyon igin yumurta bazlh veya agar icerikli kati besiyerleri ve sivi
besiyerleri kullaniimaktadir. Hizli tan1 amaciyla sivi besiyerlerinin otomatize ve yari
otomatize cihazlarin kullanildig: cesitli sistemler bulunmaktadir (Kilicarslan 2007). Bu
amacgla ginimizde en yaygin olarak kullanilan kati besiyeri LJ besiyeri, sivi kultir
sistemleri BACTEC 460 TB, MGIT 960, MB\Bact ALERT dir. Bu sistemlerde kulttr 1-
3 hafta kadar siirmektedir (Ozbey ve ark 2012). Kiltirde iireme pozitifligi icin érnegin
ml’sinde en az 10-100 basil/ml bulunmasi gerekmektedir (Bayraktar ve ark 2011).
Kiltir yonteminin avantajlari, bakteriyoskopi ile ayrimi yapilamayan M. tuberculosis
kompleks dis1 mikobakteri ayrimini yapabilme, ila¢ duyarliligini belirleme ve
genotiplendirme gibi ek testler yapilabilmesine imkan saglamasidir (Ozbey ve ark
2012).

Corner ve ark. (2012), sigir dokularinda 3 farkli besiyeri (modifiye Middlebrook
7H11 (7H11), tuberculosis blood agar (B83) ve Stonebrink’s medium) ve 3 farkh
dekontaminant (%2 (w/v) sodium hydroxide (NaOH), 0.75% (w/v), 0.075% (w/v)
hexadecylpyridinium chloride, (HPC) ve % 0,5 (w/v) benzalkonium chloride) kullanarak
yaptiklar1 caligmada tiim besiyeri tiplerinde 2. haftanin sonunda iiremelerin goriildiigii,
kiiltiirlerin %75'inde pozitifligin ise 8 hafta da tespit edildigini belirtmislerdir. Baz1
besiyerlerinde {iremelerin yavas olmasimi inokiilasyonda bulunan bakteri sayisinin
azligryla iliskilendirmislerdir. Kolonilerin gdriiniim zamanini besiyeri tipleri etkilemis
olup, kolonilerin ortalama tespit stresi modifiye Middlebrook 7H11 ve tuberculosis
blood agar B83'te 28 gun, Stonebrink’s mediumda ise 36 giin olarak tespit edilmistir.
Stonebrink’s mediumun en fazla iiremenin goriildiigi besiyeri ve toksik etkiden dolay1
dekontaminasyon prosedurlerinin pozitif kilturlerin tespiti icin gereken minimum sireyi
artirdig1 bildirilmistir. Kiltiir yapilan besiyeri sayisinin fazlaligi, pozitif kiiltiir sayisinda
artist ve kolonilerin tespit edildigi siirenin azalmasimi sagladigi ifade edilmistir. Bu
bilgiler 1s181nda M. bovis' in tespitinde genel olarak secilen agar, dekontaminat turi ve

inkubasyon siresi etkili oldugu ortaya konmustur.

Kahla ve ark. (2011), PPD mamalian pozitif bulunan 102 sigirdan 15 giin arayla
alinan 306 siit 6rneginin 5'inden M.bovis izole ederken, Pardo ve ark (2001) 15 gin
boyunca siit topladiklar1 78 sigirdan kiiltiir sonucu 19'unda Mycobacterium spp. izole
ettiklerini bildirmislerdir. Kuria ve Gathogo (2013), 176 tiiberkiilozlu sigir karkasinin
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64' Unden Mycobacterium spp. izole ettiklerini bildirmislerdir. Awah-Ndukum ve ark
(2013) ise, 219 tiiberkiiloz siipheli sigir dokusunun 169’unu kiiltiir sonrasi ZN
boyamada pozitif bulduklarini bildirmislerdir.

Ozbey ve ark (2012), tuberkiiloz 6n tamist konmus 667 hastan 1048 drnegini
BACTEC MGIT ile, besiyerinde 54 hastada 71 M. tuberculosis kompleks ve 7
tiberkiloz disi mikobakteri olmak U(zere toplam 78 mikobakteri izole etmislerdir.
Ayrica, LJ besiyerinde 64 M. tuberculosis kompleks ve 4 tiiberklloz dis1 mikobakteri

olmak Uzere toplamda 68 izolasyon elde etmislerdir.

Tiberkuloz teshisinde boyali preparatlarin mikroskobik incelemesi kolay ve hizli
bir yontem olmasina ragmen disiik duyarlilikta, Kkiltir ise bakteriyoskopiye gore
oldukca duyarhdir. BACTEC MGIT 960 otomatize sivi bazli tiiberktloz kaltir sistemi
ile kaltdr calismalar: ve ila¢ duyarliliklari kolay ve hizli bir sekilde galisilabilmektedir.
Tuberkuloz tamsinda kualtlr duyarliliginin mikroskopiden fazla oldugu, ancak kultlr
islemleri sonuclanana kadar hastalarin erken tani ve takibinde duyarlilig: diisiik olmasina
ragmen mikroskobik incelemenin rutin olarak kultur ile birlikte degerlendirilmesi

gerektigi bildirilmistir (Ozbey ve ark 2012).

Bayraktar ve ark (2011), 2007-2010 yillarinda 2,436 hastadan alinan 3,828
ornekten 192 mikobakterium susu izole ettiklerini, 188’inin M. tuberculosis
komplex, 1’inin M. abscessus ve 3’iniinde M. avium complex oldugunu

bildirmislerdir.

Cousins ve ark (1992), 177 hastanin 63’iinde, Folguera ve ark (1993) 75
ornegin 71'inde, Singh ve Kashyap (2012) 60 6rnekten 41'inde, Nawaz ve ark (2012)
tiiberkiiloz stipheli hastalardan aliman 100 balgam 6rneginin 11'inde ve 100 kan

orneginin 9'unda kiiltiir pozitiflik elde etmislerdir.

Kunduracioglu ve ark (2013), tiberkuloz stpheli ve aside direncli basil
(ARB) yayma negatif 107 hastaya ait 6rnekte (65’1 balgam, 32’si brons aspirasyon
sivist, 5’1 plevral sivi ve 5°i transtorasik ince igne aspirasyonu) 45 hasta akciger
parankim tlberkilozu tanisi konurken, LJ kiltir yéntemi ile 32°sinde, BACTEC 960

sistemiyle ise 38’inde pozitif sonug alinmastir.

Hollanda’da 10 yil siireyle dogal hayattaki 6lii kuslarin %0.7'sinden M. avium
izolasyonu yapildig1 belirtilmigtir (Smit ve ark 1987). Tantas ve ark. (1990) ve
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Yavuz ve ark (2012) kanath ¢iftliklerindeki tavuklardan alinan Orneklerde

bakteriyolojik kiltir sonucu tuberkiiloz varligini ortaya koymuslardir.

Gumiissoy ve ark (2006), Kayseri hayvanat bahgesinde 4 guvercin (Columba
domestica), 3 kizil sahin (Buteo rufinus), 2 mandarin 6rdegi (Aix galericulato), 2
hindi (Meleagris gallopavo) ve 1 sulin (Phasianus colchicus)’de ZN boyamada
mikobakteriumlar1 tespit etmis, kiiltiir ve biyokimyasal testlerle M. avium subsp.
avium olarak tiplendirmislerdir. Ancak, kiimes 6rneklerinde boyama, bakteriyoskopi
ve kiiltiir ile mikobakterileri tespit edemediklerini belirtmislerdir. Calismada, hem
konvansiyonel hemde hizli kolorimetrik metodlar kullanilmis, BACTEC hizh
radyometrik dokuda tiiberkiiloz etkeni varliginin hizl bir indikatérii olabilecegi ifade
edilmis, ayrica BACTEC sistemi M. avium'un tespiti i¢in sensitive bir test oldugu ve

hastaligin tespit siiresinide kisalttig1 belirtilmistir.

Bu ¢alismada, 70 sigira ait 87 ornekte piruvatli besiyerinde, 5 kanatliya ait 9
numunede Lowenstein-Jensen besiyerinde mikobakterium siipheli tiremeler gézlendi.
Izolatlar tiiberkiiloz lezyonlu dokulardan izole edilirken lezyonsuz dokulardan
herhangi bir iireme olmadi. Bakteriyoskopiye gore kiiltiir pozitifliginin yiiksek
olmasini, Ziehl-Neelsen boyali prepertalarda etkenin gorilebilmesi i¢in 5.000-10.000
basil/ml gerekirken, kultirde treme igin 10-100 basil/ml’nin yeterli olmas: ile

aciklanabilir.

4. 3. Molekuler Metotlar
4. 3. 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR mikobakteriyel enfeksiyonlarin teshisinde yaygin olarak kullanilan
givenilir bir yontemdir (Hawkey 1994). Ancak, klinik 6rnekten tan1 amagh PZR
testlerinde diisiik sensitivite elde edilebilmektedir. PZR inhibitorlerinin varligi, DNA
ekstraksiyonun da yetersizlik, Ornekteki bakteri sayisimin disikligi disiik
sensitivitenin sebeplerindendir. PZR ¢ogunlukla izole edilen mikobakterilerin tir
diizeyinde identifikasyonunda kullanilmaktadir (Bartos ve ark. 2006). Ayrica
molekuler yontemler, ila¢ direncinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik
arastirmalarda genis uygulama alani bulmustur (Kunduracioglu ve ark 2013).

Mikobakteriumlarin tiir ve alt tiir diizeyinde ayriminda kolonilerin biiylime
karakterleri, biyokimyasal testler, high-performance liquid chromatography (HPLC),
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DNA problart ve RNA sekanslama gibi araglar kullanilmaktadir. Mevcut ticari
problarin genis kapsamli standardizasyonu, baslangigta yiksek ekipman gideri
vel/veya yogun isgiicii gereksiniminin olmasi ayrica laboratuvarlarda rutin kullanimi

icin adaptasyon giigliigii gibi dezavantajlar1 vardir (Khosravi ve ark 2007).

M. tuberculosis kompleks uyeleri (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis,
M. bovis BCG, M. microti, M. tuberculosis subsp. caprae and M. canetti ve M.
pinnipedii) genetik olarak ¢ok yakin bir grupta olup, 16SrRNA gen sekansi
yoniinden yiiksek bir homolojiye (%99.9) sahiptirler (Kasai ve ark 2000, Chimara ve
ark 2004). Son yillarda yapilan galismalar, IS elemanlar1 ve kisa tekrarlayan DNA
dizileri gibi M. tuberculosis genomunda tekrarlayan DNA elemanlarinin
dagilimindaki  farkliliklara ~ bagli  polimorfizmlerin, suslarin  ayriminda
kullanilabilecegini ortaya koymustur (Karahan 2006). M. tuberculosis kompleks
tirlerinin  birbirinden ayriminda spoligotyping, pncA ve o0xyR genlerindeki
mutasyonlart belirlemeye yonelik PZR, mtp 40 PZR, farkli gen bdlgelerinin
amplifikasyonuna yonelik metotlar kullanilabilmektedir (Kasai ve ark 2000, Chimara
ve ark 2004).

Zink ve ark. (2003), Misir'daki mumyalarda PZR ile M. tuberculosis varligini
gostermislerdir. Folguera ve ark (1993) 66 hastadan alinan 75 ornekte PZR ile
pozitiflik belirlermislerdir. PZR analizinin, 6zellikle mikobakteri az sayida oldugu
orneklerde, tiiberkiiloz enfeksiyonunun teshisinde duyarli bir metot oldugunu ifade

etmislerdir.

Barani ve ark (2012), 114 6rnekten ZN ve PZR ile pozitif bulunan 17 drnegin
4’ini 1S6110, 5’ini TRC, primerleri ile 8’ini her ikisi ile de pozitif bulmuslardir.
Ziehl Neelsen negatif olarak tespit edilen ancak PZR ile pozitif bulunan 12 6rnekten
3'Un0 1S6110, 5’ini TRCy4 primerleri ile 4’linii her ikisi ile de pozitif bulmuslardir.
Aragtiricilar (Barani ve ark 2012) akciger TB’li hastalarin erken tanmsi, tedavinin
erken baslamasi, hastaligin ilerlemesinin onlenmesi ve toplum sagligi agisindan
bulasin engellenmesinde MTD Gen-Probe yontemi, literature paralel olarak givenilir
hizl bir tan1 yontemi olarak bildirmislerdir.

Bougiouklis ve ark (2005) PZR ile Mycobacterium spp.'yi tespit eden 16S

rRNA, M. tuberculosis kompleks'i tespit eden 1S6110 ve M. avium subsp. avium' u
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tespit eden 1S901 primerleri ile negatif sonug elde ederken. M. avium complex'i tespit

eden 1S1245 primerleri ile PZR pozitiflik elde etmislerdir.

Giivercinlerde tiiberkiilozun ¢ogu zaman atipik semptomlarla ortaya
¢ikmasindan Otiirii teshiste yasanan gecikmeler yetistiricileri, ¢ocuklar ve immiin
sistemi baskilanmig insanlarda riski artirmaktadir. Bu durumda biyogiivenlikle ilgili

tedbirlerin 6nemini daha da artirmaktadir (Bougiouklis ve ark 2005).

Gonzalez ve ark. (2002), 48 haftalik tavuklarin dokularindan M. avium
yonunden PZR ile pozitiflik elde etmislerdir. Yavuz ve ark (2012), kultir ile elde
ettikleri tavuk izolatlarmi1 PZR ile M. avium subsp. avium olarak identifiye

etmislerdir.

Kazwala ve ark. (2001) tlberkilozlu insanlara ait balgam, servikal ve
mezenterik lenf biyopsisinden olusan 149 6rnekte, 31 M. tuberculosis, 7 M. bovis ve
6'sinda ise diger mikobakterium tiirleri (tiimii akcigerden) izole ve identifiye
etmiglerdir. Bu bulgulara dayanarak, M. bovis Tanzanya kirsal bolgelerde yasayan

insanlar i¢in endise verici bir patojen olarak kabul edilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Liebana ve ark (1995), 49 M. bovis kiiltiir pozitif sigirdan 35’ine (%71,4),
kiiltir negatif 32 sigirdan 2’sine (%6,25) ait doku orneklerinde M. tuberculosis
kompleks PZR ile etkeni gosterebilmislerdir. Solmaz ve ark (2006), PPD deri testi
uyguladiklart 210 siit ineginde, PPD pozitif 3 sigirin siit 6rneklerinde PZR ile M.
tuberculosis kompleks belirlemiglerdir. Kuria ve Gathogo (2013) 176 tuberkilozlu
sigir karkasin 64'inden Mycobacterium spp. izole ettiklerini ve 19'unu PZR ile M.

bovis olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Chuwku ve ark (2013), 50 sigir ve 50 kegiden aldiklan tiiberkiiloz siipheli
akciger 6rneklerinden 9'unu PZR ile M. tuberculosis kompleks pozitif olarak tespit
ettiklerini ve Ziehl-Neelsen boyamada negatif bulunan 35 6rnekten 1’inde PZR ile

pozitif bulundugunu bildirmislerdir.

Ereqgat ve ark. (2013), tiiberkiiloz yoniinden kiiltiir negatif 44 keci ve 60 sigira
ait 208 doku 6rnegi ile 120 keci ve 30 sigira ait 150 siit drneginden, 1 kegi ve 3 sigir
dokusu ile 4 siit 6rneginde 1S6110-PCR ile pozitiflik bulduklarini ve real-time PCR
HRM ile M.bovis olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir.
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Aslan ve ark (2009), farkli kliniklerden izole edilen ve klinik &zellikleri,
Klasik kulturde uzun tdreme suresi ve identifikasyonda M. tuberculosis’den farklilik
gosteren (¢ olguya ait izolatlar spoligotiplendirme yontemiyle M. bovis olarak
belirlemislerdir. Tiiberkiiloz etkenlerinin tiir diizeyinde ayrimini yapan laboratuvar
yontemlerinin kullaniminin yayginlasmasi gergek M. bovis olgu sikliginin ortaya

¢ikmasina 1s1k tutacagini bildirmislerdir.

Ceyhan ve ark (2010), Ankara ve g¢evre illerde 16’s1 sigirlardan 5’i
insanlardan izole edilen toplam 21 M. bovis susunu tiplendirilmislerdir. ERIC-PCR
yonteminin ayrim yapmada yetersiz kaldigini, buna karsin OUT-PCR yodnteminin
farkli kokenleri kolaylikla ayirabildigini belirtmislerdir. OUT-PCR yonteminin kolay
uygulanabilen, hizli veya laboratuvar kaynakli c¢apraz kontaminasyonlarin
saptanmasinda yararli olacagi ancak epidemiyolojik calismalarda tek basina

kullanilamayacag1 sonucuna vardiklarini bildirmislerdir.

Giines ve ark (2002) 64 hastaya ait 6rnegin 33'liinde, Singh ve Kashyap
(2012) insanlardan alinan 60 Ornekten 41'inde PZR pozitiflik elde ettiklerini
bildirmislerdir. Ali ve ark (2013), 324 tiiberkiilozlu insandan alinan 6rnegin PZR ile
184'tinde M. tuberculosis komplex olarak tespit edildigini, bunlardan 24'tintinde M.
bovis olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Nawaz ve ark (2012), tiberkiloz
stipheli hastalardan alinan 100 balgam Orneginin 42'sinde ve 100 kan Grneginin

43'linde duplex PZR ile pozitiflik elde etmislerdir.

Bu calismada, 62 sigira ait 47 lenf diigiimii ve 28 grantlom o6rnegi ile izole
edilen suslarin tamami ayrica THSK'dan alman 50 insan izolati PZR sonucu
M. tuberculosis kompleks olarak tespit edildi. M. tuberculosis kompleks PZR (1020
bp) analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan M. bovis EMVKAE, M. tuberculosis H
37 Rv referans suslari pozitif DNA bantlar verirken, negatif kontrol olarak kullanilan M.
avium ATCC 25291 referans susunda 1020 bp’de bant tespit edilmemistir. Daha sonra
yapilan PZR ile 50 insan izolati M. tuberculosis pozitif olarak belirlendi.
M. tuberculosis PZR (734 bp) analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan M.
tuberculosis H37 Rv referans susu pozitif bant verirken, negatif kontrol olarak kullanilan
M. avium ATCC 25291 referans susunda 734 bp’de bant tespit edilmedi.

Ayrica 4 kanatliya ait 4 karaciger ve 3 dalak 6rnegi ile izolatlarin tiimii PZR
sonucu M. avium subsp. avium olarak tespit edildi. M. avium suslarinda bulunan

IS901 gen bolgesi igin PZR analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan M. avium
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ATCC 25291 susu 1108 bp’de DNA bantlar1 olustururken, negatif kontrol olarak
kullanilan M. tuberculosis H37 Rv referans susunda DNA bandi tespit edilmedi.

Sigirlarda PZR pozitifliginin bakteriyoskopiye gore yiiksek olmasinin nedeni
bakteriyoskopiye gére PZR’in daha az sayida bakteri gereksinimi olabilir. PZR’da
kllture gore daha dusiik pozitiflik elde edilmesi ise, PZR inhibitorleri ve kullanilan

ornek miktarmin kiiltiire gére 1/20°1 kadar olmasi ile agiklanabilir.
4. 3. 2. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

MTBC’nin genotiplendirilmesinde, DNA polimorfizmine dayanan yontemler
kullanilmaktadir. DNA hibridizasyon yontemi, 1S6110-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), spoligotiplendirme ve 12-15-24 lokus MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetetive Units-Variable Number of Tandem Repeat)
molekdler genotiplendirme icin belirlenen yontemleridir.. Bu yontemlerin her birinin
istlin ya da zayif yonleri bulunmaktadir (Yardimci ve ark 2007). Mikobakterilerin
kisa siirede tiplendirilmesi amaciyla gelistirilen PZR-REA (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon enzim analizi) yontemi, DNA'nn, restriksiyon enzimleriyle
kesilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu yontem hibridizasyon basamaklari ve

radyoaktivite icermemektedir (Esen 2003).

M. tuberculosis kompleks turlerinde, REA (restriksiyon endonuclease analizi) ile
M. tuberculosis kompleks tyelerini ayirt etmislerdir. i1k asamada gyr bolgesini kodlayan
1020 bp primerler ile PZR gerceklestirilmekte, ikinci asamada ise olusan PZR
drtinlerinin Rsal ve Sacll enzimleri ile REA ve agaroz jel elektroforezi yapilamaktadir
(Kasai ve ark 2000, Chimara ve ark 2004).

M. bovis subsp. caprae, ilk olarak koyun ve kecilerden daha sonra evcil ve
yabani sigirlardan, insanlardan, atlardan, kedi, kopek ve domuzlardan izole ve identifiye
edilmistir (Niemann ve ark 2002, Prodinger ve ark 2002, Lantos ve ark 2003). Aranaz ve
ark (1999), kecilerden izole ettikleri suslarin farkliliklarini ortaya koymuslar ve M. bovis

subsp. caprae olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir.

Sayin (2010) ve Sayin ve Erganis (2011) Turkiye'de ilk kez sigir tiiberkiiloz
vakalarinda izolatlarm 24’1 (%20,5), doku orneklerinin 18’inin (%17) M. bovis ssp.

caprae M. bovis subsp. caprae izole ve identifiye edildigini bildirmistir.
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Prodinger ve ark (2002), 4 insan, 3 sigir ve 5 yabani kirmiz1 geyikten M. bovis
subsp. bovis caprae izole edildigini, 4 insandan 2’sinin siir yetistiriciligi ile
ugrastigmi ve 1'inin sigir ¢iftligine yakin bir yerde yasadigini ama kegiler ile
temaslarinin bulunmadigin1 bildirmislerdir. Etkenin kirsal alanlardaki hayvanlarda

bulundugundan dolayi insan tiiberkiilozu i¢in 6nemsiz olamayacagini bildirmislerdir.

Agagayak ve ark (2007), kiiltiir pozitif 51 balgam 6rneginden PZR ile M.
tuberculosis kompleks olarak belirledikleri 44 PZR {rlnine, Rsal RE enzimine ek
olarak Taql RE enzimi ile 34’ini M. tuberculosis, 8’ini M. bovis, 1’ini M. microti ve
1’ini M. africanum olarak tespit etmislerdir. Calisma ile Ulkemizin tim bdlgelerindeki
tdr dagiliminin molekiler yontemlerle belirlenmesinin tiberkiloz ile savasta basarili

olabilmek icgin gerekli oldugu rapor edilmistir.

Bayraktar ve ark (2011), M. tuberculosis kompleks olarak tespit edilen 188
izolatin Rsal ve Tagl enzimleri ile REA analizi sonucunda 177’sinin M. tuberculosis,
8’inin M. bovis ve 3’liniide M. caprae olarak identifiye edildigini, M. bovis olarak tespit
edilen 8 izolattan 1’inin BCG agis1 yapilmis bir yasinda bir ¢ocuktan izole edilen ve
Geno-Type MTBC testi (Hain Lifescience, Nehren, Germany) ile M. bovis BCG olarak
tiplendirilen sus oldugunu bildirmislerdir. Calisma sonuclara goére insanlarda M. bovis
kaynakl tiiberkiiloz %5,3 diizeyinde oldugu, sigir siiriilerinde tiiberkillozun kontrol
altina alindigim1 kabul edilsede enfekte hayvanlardan insanlara bulasma nedeniyle
primer M. bovis enfeksiyonlar1 Tiirkiye'de hala bir sorun olarak devam ettigi, rutin
mikobakteriyolojik laboratuar ¢aligmalarinda M. bovis’in sik identifiye edilmesi ve

pirazinamide olan direnci ile daha fazla bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir.

Niemann ve ark (2000b), 30 M. tuberculosis kompleks izolatlarin fenotipik ve
genotipik 6zelliklerini karsilastirdiklarinda, M. tuberculosis ve M. africanum subtype 11
disindaki mikobakterium tyelerinin PZR-RFLP analizleri ile biyokimyasal testlere

oranla daha kolay ve daha kisa siirede yapilabilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada, 62 sigira ait 47 lenf diigtimii ve 28 granilom o6rnegi ve 87
izolatin M. tuberculosis kompleks olarak tespit edilen PZR driinlerinin Rsal enzimi
ile REA (Restriksiyon Endoniiklease Analizi) sonucu 13 sigira ait 7 graniilom ve 8 lenf
diiglimii izolatinda ise 280 ve 740 bp biyiikliiginde DNA bantlar1 olustu. Bu

suslarda M. bovis subsp. bovis caprae olarak identifiye edildi.
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4. 3. 3. Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable Number Tandem
Repeats (MIRU-VNTR)

Tiiberkiilozda  etkenin  kaynaginin  birgok  vakada tam  olarak
belirlenemeyisinde yeterli bilgi eksikligi veya epidemiyolojik olarak iyi
degerlendirilmeme en Onemli sinirlamalar olarak karsimiza g¢ikmaktadir
(Frothingham ve Meeker-O’Connell 1998). Molekiler yontemlerin gelistirilmesi ile
artan epidemiyolojik arastirmalarla, 6zellikle reenfeksiyon-reaktivasyon ayriminin
yapilabilmesi, salginlarda kaynagin ve dinamigin belirlenmesi, iatrojenik
enfeksiyonlarmn ve laboratuvar kontaminasyonlari belirlenebilmektedir. Onceleri
IS6110 REA ve/veya PGRS (polimorfik GC rich sequence - polimorfik GC’den
zengin bolge) yontemler yerini, son yillarda spoligotyping (Spacer oligonucleotide
typing) ve MIRU-VNTR gibi yontemlere birakmaktadir (Esen 2003).

Ayrnim gucu ve tekrarlanabilirligi yiksek, uygulamas: kolay, ¢ok merkezli
calismalara uygun, otomatize edilebilir ve hizli sonug verebilen MIRU-VNTR'n,
hizli sonug vermesi, fazla miktarda DNA gerektirmemesi, canli olmayan 6rneklerde
uygulanabilmesi en dnemli avantajlarindandir (Esen 2003, Zeytinli 2010). 1S6110
RFLP ve spoligotipleme ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR yontemiyle tiplendirme
daha fazla ayirici profil olusturmaktadir (Peterson 2009, Esen 2003). M. tuberculosis
kompleks izolatlar: i¢in duyarh ve 6zguldir (Esen 2003, Zeytinli 2010).

Frothingham ve Meeker-O’Connell (1998) bazi bakterilerde yapilan bagimsiz
VNTR lokuslarinin analizi yerine, ilk kez M. tuberculosis kompleks suslarinda 11
VNTR bolgesi belirleyerek tandem tekrarlarinin  sistematik bir analizini
gerceklestirmiglerdir. ' VNTR lokuslarmin  sonuglarini  kombine ederek, 25
M. tuberculosis kompleks susunda 22, 3 M. africanum susunda 2, 6 M.bovis susunda
7, 14 M. tuberculosis susunda 13 VNTR profili elde etmislerdir.

Roring ve ark (2002), Frothingham ve Meeker-O’Connell (1998)'in
kullandigi MIRU-VNTR setini kullanarak, 27 sigir ve 20 porsuktan izole edilen 47
M. bovis susunda 14 farkli VNTR profili elde ettiklerini, VNTR 1895, VNTR 3232,
VNTR 3336, ETR-A ve ETR-B (h=0.87) olusan setin en yiiksek ayrim giicline sahip
MIRU lokuslar1 oldugunu bildirmislerdir.
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Allix ve ark (2006) , Belgika'da 77 farkl ciftlikte bulunan sigirlardan izole
edilen 127 M. bovis izolatini, spoligotyping, 156110 RFLP analizi ve 29 lokus
MIRU-VNTR yontemleri ile degerlendirdikleri ¢alismada, MIRU-4 ve MIRU-26
lokuslarmin da yer aldigi 9 MIRU lokuslu (MIRU-4, MIRU-26, VNTR 3232, ETR-
B, ETR-A, QUB11b, QUB11a, ETR-C, VNTR 4156) set ile en yiiksek ayrim giiciinii
elde ettiklerini, bu set icinde Roring ve ark (2004) ve Skuce ve ark (2002) tarafindan
da bildirilen ve MIRU-26 lokusunda bulundugu 6 lokusun (VNTR3232, ETR-A ve
B, MIRU 26, QUB 11a ve 11b) en yuksek allel farklilikligini ortaya koydugunu
bildirmislerdir. MIRU-VNTR verilerin tasinabilirligi ve uluslararasi entegre bir
standart veritabani gelistirilmesi ile patojenin diinya capindaki izlenmesi igin ok
yararli olabilecegini, 6zellikle 1S6110 RFLP ile karsilastirildiginda MIRU-VNTR

uygun, hizli ve tekrarlanabilir bir teknik oldugunu belirtmislerdir.

Ispanya'da Donana National Park'ta bulunan sigir ve yaban hayvanlarmdan
(geyik, vasak, yaban domuzu, tilki vb) izole edilen 92 M. bovis izolatindan 8 farkli
MIRU-VNTR profili elde edilen ¢alismada, ETR-A + QUB 11b + MIRU-4 setinin
ayrim giicii 0.44 iken, MIRU-4'lin yalniz basina ayrim giicii 0.34, MIRU-40'iki ise
0.02 olmustur. Ayrica M.bovis'in ayni spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR profilinin
sigir ve etoburlar gibi vahsi hayvanlar tarafindan paylasildigi da arastiricilar

tarafindan ortaya konmustur (Romero ve ark (2008).

Cvetnic ve ark (2006) 6 sigir ve 4 domuzdan izole edilen M. bovis subsp.
caprae izolatlarin1 12 lokus MIRU-VNTR analizi ile test ederek tek tip VNTR profili
elde ettiklerini bu nedenle domuz ve sigirlar1 enfekte eden susun ayni oldugunu,
ayrica M. bovis subsp. caprae izolatlarinin Hirvatistan'da domuzlardan izole ve

identifiye edilen ilk suslar oldugunu bildirmislerdir.

Besirovic ve ark (2012) Bosna-Hersek'te aralarinda 130 km mesafe bulunan
iki bolgedeki sigirlardan ilk kez izole ve identifiye edilen 5 M. bovis subsp. caprae
suslarindan 12 lokus MIRU-VNTR analizi ile 2 farkli VNTR profili elde ettiklerini,
dolayisiyla her iki bolgedeki suslar arasinda iligiki olmadigini ve ayrim olusturan
MIRU lokuslarinin ise, MIRU-10, MIRU-16 ve MIRU-31 oldugunu

raporlamislardir.

Matos ve ark (2010) Portekiz'de bir salginda izole edilen 20 M. bovis
izolatindan sadece 1 susun diger 19 sustan farkli VNTR profili olusturdugunu, susun
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ayriminin ETR-A, ETR-C and MIRU4 lokuslarindaki farkliliktan kaynaklandigini,
molekdler ve epidemiyolojik analiz sonucunun salginda etken olan klonal soyun

kaynaginin ayni oldugu kanaatine vardiklarini belirtmisglerdir.

Duarte ve ark (2010) sigir, yaban domuzu, ke¢i ve kizil geyiklerden izole
edilen 171 M. bovis ve 10 M. bovis subsp. caprae suslar1 ile yaptiklar1 ¢alismada 8
lokus MIRU-VNTR analizi ile 87 farkli profil elde etmisler, MIRU-26'nin ayrim
guicu 0.442 olurken, MIRU-4'tin ayrim giiciini ise 0.325 olarak tespit etmislerdir.
MIRU-4 lokusunun ayrim giiciiniin daha 6nce Supply ve ark (2006) tarafindan
bildirilenin aksine disiik kalmasimin nedenini ise, VNTR lokuslarmin iilkeler,
cografik bolgeler ve epidemiyolojik senaryolar arasinda degiskenliklerden kaynakli
olabilecegi olarak ifade etmisleridir. Ayrica vahsi hayattaki hayvanlar ile sigir suslari
arasinda ortak VNTR profili tespitinin sigirlar ve vahsi yasam arasindaki gegisi teyit
ettigini, bu durumun bulasma ve/veya ortak kontaminasyon kaynaklarinin

kullanimindan kaynakli olabilecegini belirtmislerdir.

M. tuberculosis suslariin 12 lokus MIRU-VNTR analizlerinde, Chatterjee ve
Mistry (2013), MIRU-10, 16, 31, 39 ve 40'1n ayrim giictiniin yiksek, MIRU-26"nin
ise en yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yine Jafarian ve ark (2010) ile Guo ve ark
(2011) en yiksek ayrim giiciine sahip lokuslarin MIRU-10, 16, 26, 31 and 40
oldugunu, Nikolayevskyy ve ark (2006) ise, MIRU 10, 23, 26, 31 ve 40 oldugunu
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada 70 sigira ait izolatin (57 M. bovis ve 13 M. bovis subsp.
caprae) 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile analizi sonucu; MIRU2, MIRU4,
MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27 ve MIRU39 lokuslarindaki tekrar sayilarinin
suslar arasinda farklilik gostermedigi, MIRU10, MIRU16, MIRU26, MIRU31 ve
MIRU40 lokuslarindaki tekrar sayilarinin ise suslar arasinda farklilik gosterdigi ve
bu lokuslarin yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu (0,25<h) belirlendi.

Ayrica 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile yapilan genotiplendirmede izolat
sayisi 1-14 arasinda degisen 29 subgrup olustugu, 16. subgrubun 14 iiyeye sahip en
bliyiik gen grubunu olusturdugu, bunu 8 iiyeye sahip 18. grubun takip ettigi, 17.
subgrubun 5 {iyeye sahip oldugu, 1 subgrubun 4 iiyeye sahip oldugu, 3 subgrubun 3
liyeye sahip oldugu, 8 subgrubun 2 iiyeye sahip oldugu ve 14 subgrubun ise tek
iiyeye sahip oldugu tespit edildi. Bu calisma ve yapilan farkli arastirmalarda, MIRU
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lokuslarinda degisik ayrim giicli elde edilmesinin sebebi; suslarin iilkeler ve cografik

bolgeler arasinda farklilik gostermesinden kaynaklanabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

1. Bakteriyoskopik muayenenin sensitivitesinin diisiik oldugu bildirilmesine
ragmen si@ir ve kanatli 6rneklerinde tiiberkiilozun teshisinde ylksek sensitiviteye
sahip oldugu belirlendi. Bu ¢aligmada, maksatli 6rnekleme yapildigindan dolay:
alman Orneklerin lezyonlu dokulardan olusmasi bu ylksek sensitivitenin sebebi
olabilecegi kanaatine varildi. Bakteriyoskopinin ucuz, kolay uygulanabilen ve hizl
sonug veren bir test olmasindan dolay: tiiberkiilozun endemik oldugu bolgelerde

teshis i¢in kullanilabilecegi tespit edildi.

2. Kiiltiir, altin standart olma 6zelligini hala tasimakta olup, negatif basingh
ortamlar gerektirmesi, uzun zamanda sonu¢ vermesi, diger mikroorganizmalar
Ozellikle de mantarlarla kontaminasyon riski, dekontaminantlarin toksik etkileri
nedeniyle kiiltiir negatifliginin olusmasi, ortam ve c¢alisana bulagma riskleri

nedeniyle kullanim kolayliginin olmadig: belirlendi.

3. PZR'In postmortem 0Orneklerde sensitivitesinin kiiltiire gore disiik
olmasina ragmen, erken ve hizli tani sagladigi, epidemiyolojik arastirmalarda

kullanilabildiginden 6tiirii bu tiir calismalarin arttirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

4. RE analizinin, biyokimyasal testlere gore hizli, pratik ve giivenli bir
yontem olarak M. tuberculosis kompleks tarlerinin identifikasyonunda

kullanilabilecegi belirlendi.

5. Ug farkl: tiire ait drnek ve izolatlarin incelendigi calismamizda sigirlarda
M. bovis subsp. bovis ve M. bovis subsp. caprae, kanatlilarda M. avium subsp. avium,

insanlarda ise M. tuberculosis baslica etken olarak tespit edildi.

6. MIRU-VNTR yonteminin ekonomik, uygulanmasi kolay, ayirim gici ve
tekrarlanabiliriligi yiikksek olmasi ile enfeksiyonun kaynagi, bulasma dinamigi ve
izolat farkliliklarinin ortaya konmasinda etkin bir epidemiyolojik ara¢ olarak

kullanilabilecegi belirlendi.

Sonug olarak, sigirlardan M. bovis subsp. bovis yaninda 6zellikle Avrupa'da
tiiberkiilozlu sigir ve insanlardan izole edilen M. bovis subsp. caprae'de izole ve

identifiye edilmistir. Kanathilardan ise, patojen olan ve Ozellikle immun sistemi
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baskilanmis insanlar icin tehdit olan M. avium subsp. avium izole ve identifiye
edilmistir. Her ne kadar c¢alismada identifiye edilen insan izolatlarin tamami
M. tuberculosis olarak identifye edilmis, sigir ve kanathh kokenli iki tiire
rastlanmamus olsa bile, bu tiirlerin insanlar i¢in tehdit oldugu bilindiginden 6zellikle
pyrazinamid direncli M. bovis'lerin insan vakalarinda etken olabilecegi dikkate
alinmali, M. tuberculosis kompleks olarak tespit edilen izolatlarin mutlaka alt
tiplendirme ¢aligmalar1 yapilmalidir. Ozellikle, molekiiler tiplendirme yéntemlerinin
kullanilmas: ile ¢ok degerli epidemiyolojik bilgiler edinilebileceginden ve etkili
tiberkilloz kontrol programlarinin gelistirilmesinde genotiplendirme ydntemlerinden
yararlanildigindan bu tiir ¢alismalar arttirllmali, zoonoz olan bu enfeksiyonun

kayiplarin1 azaltmak igin iilkesel eradikasyon ¢alismalarina 6nem verilmelidir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sigir, Kanath Ve insanlardan izole Edilen Mikobakterilerin Molekiiler
Tekniklerle Tiplendirilmesi

Yasin GULCU

Mikrobiyoloji (Vet) Anabilim Dah

DOKTORA TEZi/KONYA-2014

Bu caligmada, sigir, kanatli ve insanlardan mikobakterilerin izolasyonu, direk klinik
materyalden PZR ile tespiti, rutin teshiste kullamilabilirligi, molekiiler tiplendirilmesi ve izolatlarin
orjinlerinin belirlenmesi amaglandi. Toplam 81 sigir graniilom ve lenf diigiimii ile 9 glvercin, 2 tavuk,
1 hindi ve 1 devekusundan doku ve organ ornekleri toplandi. Ornekler Konya’daki kesimhaneler,
kanatli yetistiricileri ve Konya Veteriner Kontrol Enstitlisiine gonderilen tiiberkiiloz siipheli
materyalleerden alindi. insan izolatlar1 (n=50) ise, Tiirkiye Halk Saghg Kurumu Tuberkiloz
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan alindi. Doku 6rnekleri Zielh-Neelsen ile boyandi, Lowenstein-
Jensen (LJ) besiyerine ekildi ve PZR analizleri (M. tuberculosis komplex ve M. avium'un tespiti,
identifikasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz Analizleri (REA) ile tiplendirilmesi) yapildu.

Ayni zamanda, LJ’de izole edilen mikobakteri tiirleri de ZN ile boyandi ve PZR analizleri
yapildi. Sigir Orneklerinin bakteriyoskopisinde; 25 granilom ve 43 lenf digimii Orneginde
mikobakterium siipheli basiller gézlendi. Kltiirde; 32 granilom ve 55 lenf diigiimii 6rneginden LJ’de
mikobakterium siipheli R tipi koloniler izole edildi. Kanatli 6rneklerinden, 3 giivercin, 1 devekusu ve
1 hindiye ait 4 dalak ve 4 karaciger 6rneginde bakteriyoskopi ile mikobakterium basilleri g6zlendi.
Ayni zamanda, LJ’de 4 dalak ve 5 karaciger 6rneginden mikobakteri siipheli koloniler izole edildi.
PZR yoklamalarinda 28 graniilom ve 47 lenf diigiimii 6rneginde ve LJ’de tireyen 87 siipheli izolat M.
tuberculosis complex olarak belirlendi. PZR iiriinlerinin REA’sinda; izolatlarin 70’i M. bovis ve 17’si
M. bovis subsp. caprae olarak identifiye edildi. PZR ile kanatlilarda Ureyen 9 izolatin timiinin M.
avium, insanlara ait 50 izolatin ise M. tuberculosis oldugu gézlendi. MIRU-VNTR analizi ile MIRU-
10, MIRU-16, MIRU-26, MIRU-31 ve MIRU-40 lokuslarimin yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu
tespit edildi.

Sonug olarak, sigirlarda M. bovis subsp. bovis ve M. bovis subsp. caprae'nin, kanatlilarda M.
avium subsp. avium'un, insanlarda ise M. tuberculosis'in tiiberkllozun ana etken oldugu belirlendi.

Anahtar Sozcikler: Molekiler tiplendirme; M. avium;M. bovis;M. tuberculosis;ttberkiloz.
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7. SUMMARY

Molecular Typing of Mycobacteria Isolated from Bovine, Poultry and Human

This study was aimed to isolate mycobacteria from bovine, poultry and human, to detect
directly from clinical materials by PCR, usability in routin diagnosis, molecular typing and to
determine origin of isolates. Samples were collected from 81 bovine granulomas and lymph nodules,
tissues 9 pigeons, 2 chickens, 1 turkey and 1 ostrich. Samples from tuberculosis suspected materials
were provided by slaughterhouses located in Konya Province, poultry production farmers and
Veterinary Control Institute of Konya. In addition, human isolates (n=50) were obtained from culture
collection of National Tuberculosis Reference Laboratory, Public Health Institution of Turkey. All
the tissue samples were first stained by Ziehl-Neelsen, were them cultured on Lowenstein-Jensen (LJ)
medium and were analysed by PCR (for detection of Mycobacterium tuberculosis complex and M.
avium, identification and typing by Restriction Endonuclease Analyses).

Also, mycobacteria strains isolated on LJ were stained by ZN and analysed by PCR. In
microscopic examination of bovine samples; AFB results were positive in 25 granulomas and 43
lymph nodules. In culture; mycobacteria strains like-R type were isolated from 32 granulomas and 55
lymph nodules. In microscopic examination of poultry samples; AFB positivities were determined in 3
spleens and 4 livers belong to pigeon, ostrich and turkey. Also, suspected mycobacterial colonies were
isolated from 4 spleens and 5 livers. M. tuberculosis complex were determined by PCR from 28
bovine granulomas and 47 lymph nodules and 87 mycobacteria isolates. According to the results of
REA, a total of 70 strains were identified as M bovis and 17 were M. bovis subsp. caprae. All of the
poultry isolates were detected to be M. avium, while all human isolates were M. tuberculosis. The
maximal resolution of MIRU-VNTR typing was achieved using MIRU10, 16, 26, 31 and 40 loci by
MIRU-VNTR analysis.

In conclusion, this study shown that M. bovis subsp. bovis and M. bovis subsp. caprae in
cattle, M. avium subsp. avium in poultry and M. tuberculosis in human have been found to be main
agents for tuberculosis.

Key words : Molecular typing; M. avium; M. bovis; M. tuberculosis; tuberculosis.
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9. EKLER

EK-A : Etik kurul karar1

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
VETERINER FAKULTESI

ETiK KURUL (SUVFEK) KARARLARI

Toplant: Tarihi 08.07.2009 | Toplant Sayisi 2009/13 Karar Sayisi 2009/057

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet
ATES tarafindan sunulan “Sigir, Kanath ve Insanlardan Izole Edilen Mikobakterilerin
Molekiiler Tekniklerle Tiplendirilmesi” isimli tez projesi degerlendirilmistir.

Projede Konya ve gevresindeki mezbahalarda kesime tabi tutulan 100 sigir ve 35 kanathinin
tiiberkiiloz siipheli olan materyallerinden (akciger, lenf yumrulari) alinan &rneklerin ve Refik
Saydam Hifzisthha Merkezinden temin edilecek olan insanlardan izole edilmis 30 adet susun
kullanilacag: belirtilerek, bunlarin tiplendirilmesi, orijinlerinin belirlenmesi ve zoonotik yaklagimin
ortaya konulmasinin amaglandig bildirilmektedir.

Bagvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Y&nergesi ilkelerine uyulduguna,
projenin aragtirma etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar verilmistir.

Gl
" Prof. Dr. Mehmet MADEN

Dr. Enver YAZAR

Baskan B 1 Yardimcisi
\p , TOPLANTIYA KATILMADI
e i
Prof. Dr. Sade_t;t TIPIRDAM Girkan HIZLI .
Uye Konya Dogay! ve Hayvanlari Koruma Dernegi Uzesi
TOPLANTIYA KATILMADI
Prof. Dr} Fatma INAL Prof. Dr. Vahdettin ALTUNOK Hiiseyin AYDIN

Raportor Uye Uye Sivil Uye




EK-B : Resimler

Resim. 9. 1. Akciger dokusunun kesit yizlnde tiberkeller

Resim. 9. 2. Mediastinal lenf yumrusunun kesit yiiziinde tiberkeller
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Resim 9. 3. ve 9. 4. Tirkiye Halk Saghigi Kurumu Biyoguvenlik-3 duzeyndeki
Tiberkiiloz Laboratuvari.

Resim 9. 5. Turkiye Halk Sagligi Kurumu Tiiberkiiloz Laboratuvari sus bankasi.
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Resim 9. 6. Tiberkiiloz siipheli orneklerin pargalanmasinda kullanilan stomacher
(IUL Instruments, Spain).

Resim 9. 7. Lowenstein-Jensen besiyerinde mikobakterium siipheli koloniler.
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Resim 9. 8. PCR gel elektroferez.
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Resim 9. 9. MIRU-VNTR jel gériintisii (MIRU-2).
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Resim 9. 10. MIRU-VNTR jel goruntiisti (MIRU-10).

J0 11812 13

M

Resim 9. 11. MIRU-VNTR jel gérintist (MIRU-4).
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10. OZGECMIS

1976 yilinda Konya’da dogdu. Ik, orta 6grenimini Konya’da tamamladi. 1994
yilinda Konya Veteriner Saglik Meslek Lisesi’nden mezun oldu. Ayni yil S.U. Veteriner
Fakiiltesi'ni kazandi. Universite 6grenimine devam ederken 1995 yilinda Veteriner
Saglik teknisyeni olarak memuriyete basladi. 1999 yilinda S.U. Veteriner Fakiiltesi’nden
mezun oldu. 2000 yilinda ise Konya Veteriner Kontrol Enstitlisii Miidiirliigli’ne atandi.
2014 yilinda doktora egitimini tamamladi. Halen aym1 kurumda Bakteriyoloji

Laboratuvarinda Sef olarak gorev yapmakta olup, evli ve 1 ¢cocuk babasidir.
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