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OZET

MYCOBACTERIUM BOVIS iZOLATLARININ MIRU- VNTR
VE SPOLIGOTYPING iLE SURVEYANSI

Insan ve hayvan tiiberkiiloz olgularindan izole edilen M. bovis suslariin
epidemiyolojik ozelliklerinin belirlenmesi, kaynag: hayvan ve hayvan iiriinleri olan
bir grup tiiberkiiloz olgusunun kontrolii ve etkin kontrol tedbirleri ile en aza
indirilmesini saglayacaktir. Bu c¢ahismada Cukurova boélgesinde pulmoner
tilberkiiloz on tamihh hastalarin balgam ornekleri ile Adana mezbahasinda et
iiretimi amaci ile kesilen hayvanlarin akciger ve lenf nodlarimmn makroskopik
incelemelerinde tiiberkiiloz siiphesi yaratacak lezyona sahip olan dokulardan izole
edilen M. bovis suslarinin muhtemel bir bulasa delil teskil etmek iizere klonal
diizeyde irdelenmeleri ve bu amacgla kullanilan yontemlerin tek baslarina veya
birlikte kullamilmalar1 halindeki ayirim giiclerinin tespiti amaclandi. Calismaya
Mart 2011-Haziran 2012 tarihleri arasinda izole ve identifiye edilen hayvan
kokenli 32 ile insan kokenli 10 M. bovis izolati dahil edildi. Klonal iliskinin
belirlenmesinde 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile spoligotyping yontemi
kullanildi. Test izolatlarinin tamaminin spoligotipleme ile 6, MIRU-VNTR ile 10
farklh patern gosterdikleri, her iki yontemin birlikte kullanilmas1 halinde ise
patern sayisinin 28’e ¢iktigi, MIRU lokuslari icerisinde MRU4, MIRU26, MIRU31
ve MIRU40’mm ayirim giicii en yiiksek lokuslar oldugu, spoligotiplemede de
izolatlarin % 42.85 oram ile SB0120 paterninde yogunlastiklari, aym yontemle 7
izolatin M. bovis ssp caprae paterni, 2 insan izolatinin da M. bovis BCG paterni
sergiledikleri, 5 insan izolatimn spoligotyping ve MIRU-VNTR kaliplarinin sigir
kokenli izolatlar ile % 100 uyumlu oldugu yani ortak kokenden enfekte edildikleri
goriildi. Bu cahsmada M. bovis izolatlarimn epidemiyolojik analizinde
spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemlerinin birlikte kullanilmasi halinde ayirim
giiclerinin her iki yontemin tek basina kullanilmasina oranla daha yiiksek oldugu,
bolgemizde bir kaynaktan koken alan suslarin hem insanlar1 hem de hayvanlar
enfekte ettigi bu sebeple de M. bovis molekiiler epidemiyolojisine yonelik
calismalarin siirdiiriilerek elde edilen sonu¢larin Gida Tarim ve Hayvancihk
Bakanhg ile paylasilmasinin uygun olacag kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: M. bovis, MIRU-VNTR, Spoligotyping
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ABSTRACT

THE SURVEILLANCE OF MYCOBACTERIUM BOVIS ISOLATES WITH
MIRU- VNTR AND SPOLIGOTYPING

To determine the epidemiological characteristics of M. bovis strains, isolated
from human and animal tuberculosis cases, will be minimized by controlling a
group of tuberculosis cases which is the source of animals and animal products and
with effective control measures. In this study, It was aimed the investigation of
M. bovis strains isolated from sputum samples of patients with pulmonary
tuberculosis in Cukurova region and lungs and lymph nodes of slaughtered
animals for meat production in Adana slaughterhouse on clonal level and
determination of separation forces of methods used for this purpose, either alone
or together, to be evidence of a possible transmission.Thirty-two M. bovis isolates
of animal origin and 10 of human origin, isolated and identified between March
2011-June 2012, were used. 12 locus MIRU-VNTR and spoligotyping method was
used for determining the clonal relationship. Six different pattern by spoligotyping
and 10 by MIRU-VNTR was determined. When both methods were used together,
the number of pattern was found to be 28 and MIRU4, MIRU26, MIRU31,
MIRU40 discrimination power was the highest loci. The isolates concantrated in
SB0120 pattern in the rate of 42.85 % in spoligotyping. By the same method, it was
seen of 7 isolates were M bovis ssp caprae pattern and of 2 human isolates were
M. bovis BCG pattern. Neverthless, spoligotyping and MIRU-VNTR patterns were
competible with isolates originated from cattle. The use of spoligotyping and
MIRU-VNTR methods together was found more sensitive in epidemiological
analysis of M. bovis isolates when compared to the use of either method alone. It is
concluded that strains, sourced from same source in our region, infect both
humans and animals. Therefore, continuation of studies on the molecular
epidemiology of M. bovis and would be appropriate to share with the Ministry of
Food Agriculture and Livestock.

Keywords: M. bovis, MIRU-VNTR, Spoligotyping
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1. GIRIS

Mycobacterium (M.) tuberculosis kompleks (MTK) tarafindan olusturulan
tiilberkiiloz, farkli klinik goériinlimlere sahip, kronik seyirli bir enfeksiyondur. MTK
icinde bulunan ve tiiberkiiloza neden olan tiirler, M. tuberculosis, M. bovis, M. canettii,
M. microti, M. africanum, M. caprae ve M. pinnipedii’dir. Yiizden fazla tiirii olan
mikobakterilerin ¢ogunun insanlarda hastalik olusturmadigi, ancak bazi atipik
mikobakteri tiirlerinin immun sistemi baskilanmis konaklarda tiiberkiiloz dis1 hastaliklar
meydana getirdigi de bilinmektedir'*>.

Tiiberkiiloz, 1921 yilinda kalict koruyucu immunite saglayan bir asinin
gelistirilmesi ve 1950'li yillarin ortalarindan itibaren de anti-tiiberkiiloz ilaglarla etkili
bir sekilde tedavi edilebiliyor olmasina ragmen, giiniimiizde diinyanin her yerinde
onemli bir saglik problemi olarak hala karsimiza gikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) diinya niifusunun yaklasik iigte birinin tiiberkiiloz basili ile infekte oldugunu, her
yil yaklagik 9 milyon yeni tliberkiiloz vakasinin ortaya c¢iktigini ve yilda 2 milyon
kisinin tiiberkiilozdan 61diigiini bildirmektedir®.

Sigir tiiberkiilozu etkeni M. bovis, MTK iiyeleri i¢cinde en genis konak araligina
sahip mikobakteridir ve basta sigirlar olmak iizere diger hayvanlarda ve insanlarda
hastalik olusturmaktadir. M. bovis BCG, M. bovis’in 13 yil boyunca 230 kez
pasajlanmasiyla elde edilmis olup, tiim diinyada genel as1 susu olarak
kullammaktadir>®.

M. bovis’in insanlar i¢in en Onemli bulas kaynagi, pastdrize edilmemis siit
tilketimi olmakla birlikte, infekte hayvanlar ile direk temas veya hasta hayvanlarin
cikarttig1 infeksiydz aerosollerin inhalasyonu ile de bulasma gozlenmektedir. Insandan
insana bulas ¢cok nadir olmakla birlikte, 6zelikle immun sistemi baskilanmis kisiler
arasinda bulasma oldugu da bildirilmektedir’*.

Diinya Saglik Orgiitii, Giiney Amerika’da her yil M. bovis’in neden oldugu
7.000 yeni insan tiiberkiiloz olgusunun bildirildigini fakat ger¢cek insidansin bu
bildirimden sekiz kat daha yiiksek oldugunun tahmin edildigini belirtmektedir®.

Insanlarda M. bovis enfeksiyonunun insidansina ydnelik dogru bilginin smirli oldugu ve



verilerin oldukga tartismali oldugu diistiniilmektedir. Sigir enfeksiyonunun taginmasinda
insanlarin da M. bovis in rezervuar olarak davranabilecegi belirtilmektedir™'°.

Son yillarda M. bovis gibi zoonotik suslarla olusan tiiberkiiloz olgularinin
tilkemizde dahil olmak iizere biitlin diinyada bildirimlerinin artmis olmasi, hayvan
kaynakli tliberkiilozun yayiliminin kontroliine yonelik ¢abalarin ve hayvan kaynakli
suglarla olusan tiiberkiilozun teshisini saglayacak yontemlerin belirlenerek

1123 Tim diinyada uygulamaya konan ve

uygulanmasinin 6nemini artirmistir
tiiberkiiloz hastaligin1 eradike etmeye yonelik programlar hastalardan izole edilen
suslarin molekiiler epidemiyolojik yontemlerle identifiye edilerek izlenmesinin, major
ve minor ajanlara karst duyarlihi@in tespitinden sonra tedavinin baglatilmasinin
gerekliligini ortaya koymustur’”.

M. bovis'in sebep oldugu enfeksiyonun klinik ve patolojik bulgularinin
M. tuberculosis enfeksiyonuna oldukca benzemesi, tiiberkiilozlu hastalarda M. bovis’'in
gercek insidansinin bilinememesine ve bu patojenin sebep oldugu tiiberkiilozdan
korunma ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin goézardi edilmesine sebep olarak
koruma ve tedavi calismalarinin basar oranlarmi etkilemistir®'*'>-'¢.

Subtropikal iklim kusagina yakin bir bolgede yer alan Cukurova, tiiberkiiloz i¢in
daha yiiksek riske sahip diisiik sosyo ekonomik ve sosyokiiltiirel diizeye sahip komsu
illerden ve iilkelerden yogun goc almaktadir. Diger taraftan bolgemizde hayvancilikla
ugrasan insanlarin gelir seviyelerinin oldukga diisiik olmasi, bu insanlarin hayvanlarla i¢
ice yasamalari, hayvansal gida iiretiminde hijyen kurallarina uyulmamasi, bolgemizde
yasayan insanlarda ve hayvanlarda M. tuberculosis kadar M. bovis'in de tiiberkiiloz
olgularina sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez calismasinda; Cukurova Bolgesinde kesilen tiiberkiilozlu sigirlardan
alman i¢ organ oOrneklerinden ve tiiberkiiloz 6n tanili insanlardan alinan klinik
orneklerden, MTK iiyesi tiirlerin konvansiyonel yontemlerle izolasyonu ve ayirict
biyokimyasal testlerle identifikasyonu ile elde edilen M. bovis izolatlariin, bulas
yollarinin, muhtemel kaynagin ve toplumdaki hareketinin tespiti amaci ile MIRU-

VNTR ve Spoligotyping yontemleri kullanilarak genotip diizeyinde tiplendirilmesi
yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce:

Ug yiiz milyon yildan beri varligim siirdiiren mikobakteriler, dogada her yerde
ve bol miktarda bulunabilir'’. Bilinen en eski tiiberkiiloz vakas1 Almanya’da bulunan
M.O. 8000 yillarina ait insan iskeletlerindeki lezyonlara ait bulgularla tesbit edildigi
bildirilmektedir'®. Eski Misir’in Thebes bolgesinde M.O. 4000-2400 yillarinda yasamig
Fravunlar doneminden kalma mumyalarin kemik kalintilarinda da tiiberkiiloza ait
lezyonlar belirlendigi ve bu mumyalardan alinan 6rneklerde ARB, PCR ve IS6110
RFLP teknikleri ile tiiberkiilozun varliginin gosterildigi ve spoligotipleme ile de sus
tayininin yapildigi bildirilmistir'. Yine M.S. 700 yillarinda yasadig: diisiiniilen bir inka
erkek cocugu mumyasinin omurga grafisinde omurga tiiberkiilozuna ait bulgular tespit
edilmistir'®. Hipokrat (M.O. 460-377) hastalik i¢in erime, tiikkenme anlamma gelen
“phtisis” deyimini kullanirken, M.S. 2. yilizyilda yasayan Galen, kendisinden sonra 1000
yil degismeyen tiiberkiiloz icin tedavi 6nerilerini ortaya koymustur®.

Aceves Avila ve arkadaglar1 (1998) Meksika’da 16. Yiizyilda yasamis yerlilere
ait, 443 iskelette yaptiklar1 ¢alismada, inceledikleri iskeletlerin 19 tanesinde vertebra
tiiberkiilozuna ait bulgular gordiiklerini rapor etmislerdir. Yine Colomp dncesi donemde
tiiberkiilozun sik goriildiigii Peru’da yasadig: diisiiniilen en az 1000 yillik oldugu tahmin
edilen bir kadina ait spontan olarak mumyalagmis akciger dokusundaki lezyonlardan
IS6110 teknigi ile M. tuberculosis’in varligimin gosterilmis olmasi tiiberkiiloz tarihinin
Amerika kitasinda da oldukga eski olduguna isaret etmektedir’' .

Ronesans’la beraber tiiberkiiloz konusunda da yeni bilgiler ortaya ¢ikmus,
Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin
bulundugunu bildirmistir. F. Sylivus (1614-1672) ise tiiberkiilozdan 6len hastalarin
akcigerlerinde kiiclik sert nodiillerin bulundugunu gostererek bunlara “tiiberkiil” adini
vermistir™>. On yedinci ve on sekizinci yiizyillarda sanayi devrimi déneminde, yetersiz
beslenen ve kalabalik barinma sartlarinda yagayan yoksul insanlarin sayisinin ¢ogalmasi
ile tiiberkiiloz salginlarinda artislar olmustur. Bu durum hastaligin Ingiltere’den tiim bat1
ilkelerine yayilmasina yol agmis ve bati1 Avrupalilar tiim diinyaya yayildikea tiiberkiiloz

da yayginlik kazanmistir'®,



Robert Koch 1882°de tiiberkiilozun M. tuberculosis ile olusan bir enfeksiyon
hastalig1 oldugunu ispatlayarak yeni bir donem baslatmistir. Robert Koch’un bu bulusu
kendisine 1905 yilinda Nobel 6diilii kazandirmistir™.

Koch tiiberkiiloz agisin1 gelistirmek i¢in hayvan ve insanlardan elde ettigi
tiiberkiiloz kiiltlirlerini yiiksek 1s1 ile muamele ederek hazirladigi soliisyona Old
tuberculin ismini vermis ve old tuberculini ag1 olarak kullanmistir'®. F. Seibert 1930°1u
yillardan sonra old tiiberkiilini saflastirmis ve elde edilen saflastirilmis proteini (PPD)
tiiberkiiloz enfeksiyonunun varligim tespitte kullanmustir'®,

Almanya’da 1854 yilinda ilk senatoryumun acilmasiyla tiiberkiiloz tedavisinde
yeni bir yaklasim baslamis ve W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1sinlarin1 bulusu ile
sanatoryumlar bakteriyolojik ve fluoroskopik incelemelerin yapildig: tiiberkiiloz tedavi
ve arastirma merkezleri haline gelmistirlg.

Tiiberkiiloza kars1 etkili bir asi hazirlamayr amacglayan Calmette ve Guerin
mikobakterilere karst bagisiklik kazandiracak ama viriilanst diisilk bir mikobakteri
iiretmeyi amaclamislar ve bir inekten izole ettikleri viriilan bir tiiberkiiloz basilini
patates, si8ir safras1 ve gliserin igeren besi yerlerine ekerek, yaptiklart 13 yil stiren 230
pasajdan sonra istedikleri sonuca ulagmislardir. Bagisiklik yapma 6zelligi olan bu basil
Bacille Calmette-Guerin (BCG) olarak isimlendirilmistir. Ilk asilama calismasi
1 Temmuz 1921°de Paris’te baslatilmistir. Bu ¢alismada anneleri tiiberkiilozlu olan 600
cocuk asilanmis ve coguklardan higbirinin hastalanmadigi belirlenince, BCG ile
hazirlanmis as1 uygulamasi hizla yay11m1$t1r24’25.

Osmanli’da tiiberkiiloz ile miicadele II. Abdiilhamit doneminde baslamistir.
1882 yilinda Robert Koch’un verem basilini kesfinden iic yil sonra Istanbul’da
balgamda verem basili gosterilmistir. Yine Istanbul’da 1890’11 yillarda Almanya ile es
zamanl1 olarak tiiberkiilozdan korunmada tiiberkiilin kullanilmis ve Avrupa ile paralel
olarak pnomotoraks tedavisi uygulanmistir®. Yine II. Abdiilhamid zamaninda ilk defa
Istanbul ve Izmir’de verem kayitlari tutulmaya baslanmustir. 20. Yiizyilin basinda
niifusu 1.2 milyon olan Istanbul’da ortalama 2.800 kisinin veremden 6ldiigii kayitlara
gecirilmistir®.

Gegmiste ¢icek, veba veya kolera gibi hastaliklarla birlikte bir¢ok dramatik
salginlara sebep olan mikobakterilerin sebep oldugu salginlar immiin yetmezlige neden

olan viral enfeksiyonlar (Human immunodeficiency viriis/HIV) ve uygulanan immiin



supresif tedaviler nedeniyle gliniimiizde tekrar artarak, yeniden tehdit edici boyutlara
ulagmigtir®®?’.

Mikobakteriler hiicre duvarlarinda bulunan peptidoglikan yapisi ile Gram pozitif
bakterilere benzerlik gosterseler de, bilinen anilin boyalar1 ile boyanmazlar ve boya
alma yeteneklerini etkileyen son derece kompleks yapilanmalart mevcut olup

asidorezistan boyanma 6zelligine sahiptirler”.

2.2. Mikobakterilerin Evrimsel Gelisimi ve M. bovis

MTK populasyonunun; yaklasik 15.000-35.000 yil kadar once daralmaya
ugrayarak genetik cesitliligin azalmasina yol acan bir evrimsel darbogaz gecirdigi ve bu
darbogazin ardindan tek bir klondan ¢ogalan “eski” M. tuberculosis kdkenlerinin ve
giiniimiizdeki tliberkiiloz olgularinin biiyiik bir boliimiinden sorumlu olan TbDI
delesyonlu “modern” M. tuberculosis kokenlerinin ortaya ¢ikmis olabilecegi goriisii
kabul gormektedir’*?®.

M. bovis’in M. tuberculosis’e gore daha genis bir konak araligina sahip olmasi
ve M. tuberculosis’in ¢ogunlukla insanlarda hastalik olusturmasi sebebi ile, yakin bir
gecmise kadar M. tuberculosis’in, M. bovis’in hayvandan insana adaptasyonu ile
evrimlestigi goriisii kabul gérmiistiir”. Ancak giiniimiizde, genomdaki mutasyonel
delesyonlarin irdelenmesi ile, M. bovis’in, M. tuberculosis atasal suslarindan
ayrimindan sonra bu tiirden siras1 ile, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii,
M. caprae ve M. bovis olacak sekilde delesyonel mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan en
yeni iiye oldugu goriisii kabul edilmektedir. Bu kami, M. bovis’in genomunun
delesyonlar sebebi ile M. tuberculosis’den ~60 kb daha kisa olmas1 ve M. bovis’e 6zgii
yeni bir gen kiimesinin bulunmamast ile desteklenmektedir®**".

Molekiiler yontemlerle yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar, tim
MTK’nin daha biiyiik bir tiiberkiiloz basili tiiriniin bir alt grubu oldugunu
gostermektedir. Sonugta; MTK’nin M. canetti ve diger diizgiin koloni olusturan
tiiberkiiloz basilini de (DKKTB) iceren ve M. prototuberculosis olarak adlandirilan ¢cok
daha eski ve genis bir bakteriyel tiirden daha sonra dogan klonal bir populasyon oldugu
kabul edilmektedir. M. prototuberculosis’in yas1 sinonim niikleotit ¢esitliligi yontemiyle

2,6-2,8 milyon yil olarak hesaplanmistir. Darbogaz 6ncesi hattin temsilcileri olan M.

canettii ve DKKTB’nin erken hominidlerin 3 milyon yil 6nce yasadiklari Dogu



Afrika’da izole edilmesi erken hominidlerin de tiiberkiilozdan etkilendiklerini
diisiindiirmektedir**>".

M. caprae ve M. pinnipedii, M. bovis’in farkli kékenleri olarak bilinmektedir.
TbD1 bolgesinin bulunmasina karsin, RD7, RD8, RD9 ve RDI10 delesyonunun
bulunmasit M. bovis, M. caprae ve M. pinnipedii kokenlerinde gozlenen ortak bir
ozelliktir. Fok izolatlarinda (M. pinnipedii) RD*", ke¢i izolatlarinda (M. caprae) RD12,
RD13 ve “klasik” M. bovis izolatlarinda ise RD4, RD12 ve RDI3 delesyonu
belirlenmistir. Bu bulgular M. caprae nin veya atalarinin M. bovis veya atalarindan
daha eski oldugunu diisiindiirmektedir. M. bovis BCG’de ise atteniiasyon islemleri
sirasinda klasik M. bovis’de bulunan ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve
CFP-10 (Culture filtrat protein) proteinlerini kodlayan RD1 bélgesinin yan1 sira RD2 ve
RD14 bolgelerinin  delesyona ugradigi  bilinmektedir. M. bovis BCG’de
M. tuberculosis’de bulunan en az 61 genin kayip oldugu tahmin edilmekte ve bu
genomik bolgelerin konak spektrumundan veya virulans kaybindan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir®'2.

Insanlarda as1 olarak kullanilan avirulan M. microti ve M. bovis BCG’deki
attenuasyonun sebebi virulan ve atteniie tiirler arasindaki RD lokuslarinin dagilimlarinin
genomik diizeyde karsilastirilmasi ile kismen degerlendirilmis ve M. bovis BCG’nin
RD1% ve M. microti’nin RD1™¢ bdlgelerinin karsilastirilmastyla virulan kokenlerde
bulunan potent T-hiicre antijenleri ESAT-6 ve CFP-10 ile PE35 ve PPE68
proteinlerinin as1 kokenlerinde olmadig1 gosterilmistir. Boyle bir iliski RD3, RD4, RDS,
RD7 veya RD9 bolgeleri ile gosterilememistir. Patojenitede énemli bir rol oynamasina
karsin tek bagina RD1’in tamamlanmasiyla BCG kokenlerinde virulans tam anlamiyla
olusmamaktadir. Bu bulgular M. bovis BCG’de RD1 ile birlikte diger RD’lerin ve nokta
mutasyonlarmin da virulansda rol oynadigini gostermektedir’=*.

Brosh ve arkadaglar1 (2002) ortak atadan koken alan mikobakterilerin
evrimlerini genomlarinda bulunan 10 adet restriksiyon ile kaybedilmis “farklilasma
bolgeleri” (RD’s) ile tek niikleotid polimorfizmin (SNP’s) belirledigini ileri slirmiis ve

filogenetik yapilanmay1 da Sekil 1°de verildigi gibi sematize etmislerdir®.
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Sekil 1: MTK tiirleri arasindaki filogenetik iliski®

M. bovis AF2122 97, M. tuberculosis H37Rv ve M. tuberculosis CDC1551

suslarinin genom 6zellikleri karsilagtirilmig ve Tablo 1°de ana hatlariyla Szetlenmistir’'.

Tablo 1: Genom Karsilastirilmalarina Genel Bakis®'

Ozellik M. bovis AF2122-97 M. tuberculosis H37TRv M. tuberculosis CDC1551
Genom uzunlugu, bp 4,345,492 4,411,532 4,403,836
G+C, % 65.6 65.6 65.6
Protein kodlayan gen sayisi 3,951 3,995 4,249

M. bovis’le karsilagtirmasi

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




Yine M. bovis AF2122/97 ve M. tuberculosis H37Rv suslar1 arasinda sekrete
edilen protein farkliliklari, karbonhidrat metabolizmasindaki farkliliklar ve M. bovis’te

inaktif olan proteinler asagida Sekil 2°de gosterilmistir’".
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Sekil 2: M. bovis AF2122/97 ve M. tuberculosis H37Rv suslari arasindaki farkliliklar. Mavi ¢izgi
M. tuberculosis hiicre duvari, kirmizi ¢izgi M. bovis hiicre duvari. Hiicre duvarina yerlesen her
iki tiiberkiiloz basiline ait transport molekiilleri, sekrete edilen farkli proteinler (turuncu oklar)
her iki yarimda gosterilmistir. Sekil icerisinde karbonhidrat metabolizmasindaki Snemli
adimlar ve M. bovis’teki eksiklikler kirmizi carpi isareti ile belirtilerek gosterilmistir. M.
bovis 'te inaktive olan ve DNA ile birbirini etkileyen proteinler mavi ile gosterimistir. PGL,
phenolic glycolipid; G3P, glycerol 3-phosphate; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; PEP,
phosphoenolpyruvate; Ald, alanine dehydrogenase®'.

2.3. Smiflandirma

Evrimin ilk yillarinda Mycobacterium cinsi igerisinde bulunan iiyelerin
genomunda meydana gelen insersiyon ve delesyonlara bagli olarak tir ve alt tiir
ozellesmeleri meydana geldiginden, genomik diizeyde benzerlik gdsteren tiirler farkl
kompleksler icerisine dahil edilmistir. Halk saglig1 agisindan 6nemi sebebi ile MTK,

Mycobacterium cinsinin en énemli grubunu olusturmaktadir’®’.



M. bovis Actinomycetales takimi igerisinde bulunan Mycobacteriaceae ailesinin
Mycobacterium cinsine bagli, aside direngli, yavas lireyen ve oldukca stabil genom
yapisina sahip bir bakteridir*®.

Mikobakteri tiirlerinin smiflandirilmasinda Ernest Runyon, M. tuberculosis
disindaki MOTT (Mycobacterium Other Than Tuberculosis) tiirlerini iireme hizlari,
pigment iiretimleri ve koloni morfolojilerini temel alarak fotokromojen, skotokromojen,
nonfotokromojen ve hizli iireyenler olarak dort gruba aymrmustir’®. Woods ve
Washington (1987) bu simiflandirmay1 eksik bulmus ve M. tuberculosis’i de igerisine

alan klinikle uyumlu Tablo-2’de verilen simflandirmay1 6nermislerdir™.

Tablo 2:Woods ve Washington siniflandirmasi®

Klinik 6nemi olan M. tuberculosis kompleks(MTK)
Mikobakteriler M. tuberculosis
M. bovis (M. bovis BCG)
M. africanum
M. microti
M. canetti
Insanda potansiyel M .avium-intracellulare kompleks
patojen olan M. kansasii
Mikobakteriler M. fortuitum-chelonae kompleks
M. scrofloceum
M. xenopi
M. szulgari
M. malmoense
M. simiae
M. genavense
M. marinum

M. ulcerans
M. haemophilum
M. celatum
Insanda nadiren hastalik Yavas iireyenler Orta hizda Hizh iireyenler
yapan saprofitik tiirler M. gordonae iireyenler M. thermoresistible
M. asiaticum M. flavescens M. smegmatis
M.terrae-triviale komp. M. vaccae
M. shimoidei M. phlei
M. gastri M.parafortuitum
M. nonchromogenicum kompleks

M. paratuberculosis



2.3.1. M. tuberculosis Kompleks (MTK)

Kompleks igerisindeki benzerlikler ve koloni morfolojisi, iireme hizi ve
biyokimyasal testler gibi fenotipik 6zellikler ile DNA fingerprint teknikleri kullanilarak
yapilan tamimlamalar ile M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti,

M. microti, M. pinnipedii ve M. caprae olmak iizere 7 iiye dahil edilmistir*.

2.3.1.1. M. tuberculosis

Insan tiiberkiilozunun en sik goriilen etkenidir. Cogunlukla damlacik
enfeksiyonu seklinde yayilir. M. tuberculosis evrim siirecinde spesifik delesyon bolgesi
TbD1 delesyonu ile atasal sustan ayrilmistir. Esas konagi insan olan M. tuberculosis,
kat1 besiyerlerinde aerop ortamda, 37 °C’de 2-4 haftada, pigmentsiz, R koloni
olusturarak trer. Niasin kullanir, nitrati nitrite indirgerler. Tiyofen-2-karboksilik asit
hidrazid (T,H) tiremesini baskilamaz. Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir. Katalaz

aktivitesi diisiiktiir veya yoktur®'.

2.3.1.2. M. africanum

Afrika'da Senegalli bir hastadan 1968 yilinda izole edilmistir®. M. afiicanum
subtip I (Bat1 Afrika) ve subtip II (Dogu Afrika) olmak iizere iki gruba ayrilmustir.
M. africanum subtip Il M. tuberculosis’ in alt dali olarak kabul edilmektedir. Bati
Afrika M. africanum iki dala (lineage) ayrilmistir. Lineage 1’de RD711 bolgesi, lineage
2’de ise RD7, RD8, RD9, RD10, RD701 ve RD702 bdlgeleri delesyona ugramistir. Bu
iki dal neredeyse Bati Afrika'daki tiiberkiiloz olgularinin yarisindan sorumludur.
M. africanum insan konakli patojendir, M. tuberculosis’den daha diisiik oranda izole
edilir. Bu durum cografi smirliliga veya laboratuar klasifikasyon eksikligine bagh
olabilir. Mikroaerofilik ortamda iyi irerler. Nitrati indirgemezler. T,H varliginda

{iremezler. Pirazinamidaz aktiviteleri pozitiftir*®*.

2.3.1.3. M. microti

Cogunlukla kiigiik kemirgenlerde bildirilmesine ragmen kediler, domuzlar ve
lamalarda enfeksiyon olusturdugu gézlenmistir. M. microti’ nin son zamanlarda c¢ok
nadir de olsa insanlarda enfeksiyon yaptigi bildirilmistir*’. Geleneksel yumurtali kati

besiyerinde zayif iireme gosterirler. Stv1 kiiltiir tekniklerinde daha hizli ve bol miktarda
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irerler. M. microti suslart diger MTK suslarinda goézlenenden farkli karakteristik
IS6110 bant profili ve spoligotyping paterni gostermektedir. Lama-tipi ve sigan-tipi

olmak iizere iki Spoligotyping profili bulunmaktadir***

2.3.1.4. M. canettii

M. tuberculosis’in oldukg¢a nadir goriilen bir varyantidir. 16S rRNA dizileri
diger mikobakteriler ile benzerdir. M. canettii cogunlukla diizgilin, yuvarlak ve parlak
goriiniimlii koloniler olusturur. Diizgiin koloni fenotipi stabil degildir, diizensiz koloni
morfolojisine de doniigebilir. M. canettii suslart arasinda housekeeping gen
polimorfizmi, IS1081 kopya sayisi, koloni morfolojisi, hiicre duvarinin lipid igerigi gibi
bir¢ok acidan farkliliklar belirlenmistir. Delesyon incelemesi sonucunda RD, RVD ve

TbD1 bélgelerinin M. canettii genomunda korundugu gorilmiistiir®.

2.3.1.5. M. pinnipedii

M. pinnipedii ilk olarak Avustralya deniz aslanlar1 ve fok baliklarinda gézlenen
tiiberkiiloz vakalarindan izole edilmistir. Fok baliklarindan izole edilen suslar sodyum
piruvat igeren besiyerinde lireme gostermistir. Ziehl-Neelsen boyamada gevsek kord

formasyonu ve pirazinamid duyarliligi ile M. bovis 'ten farklilik gostermektedir™®.

2.3.1.6. M. caprae

M. caprae ilk olarak Ispanya’da kegilerden izole edilmisti. MTK nin diger
tiyelerinden farkliliklar gosterir. Pirazinamid duyarlili@i gibi biyokimyasal ve
epidemiyolojik oOzellikleri disinda gen (pncA, oxyR, katG ve gyrA) polimorfizm

kombinasyonlari ile MTK nin siradis1 bir ﬁyesidir40.

2.3.1.7. M. bovis

M. bovis in konak spektrumu hayvan ve insanlar1 da icine alacak kadar genistir.
Klinik olarak M. tuberculosis enfeksiyonundan ayirimi oldukga zordur. Insan nadiren de
olsa primer konak olabilecegi i¢in epidemiyolojik acidan M. tuberculosis ile tiir
diizeyinde ayirt edilmelidir. M. bovis enfeksiyonlar1 diisiik sosyo-ekonomik diizeyli,
tiiberkiiloz kontrol programlarinin yetersiz oldugu ve pastdrizasyonun uygulanmadigi

iilkelerde hayvan ve insanlarda oldukga yaygindir**,
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2.4. Morfoloji

Mikobakteriler DNA’sinda bulunan G+C oran1 (%62-70) ile Nocardia (%60-69),
Rhodococcus (%59-69) ve Corynebacterium gibi diger aside direngli bakterilere
benzerlik gosterir. Mikobakteriler 0,3-0,6x1-4 mm biiyiikliglinde comakgiklar olup,
bazen hafif kivrik bigimlerde de goriilebilirler””. Mikroskobik olarak tiiberkiiloz
etkenlerinin birbirinden ayrilmasi olduk¢a zordur. Mikobakteriler stoplazma, plazma
membrant ve bunlar1 ¢evreleyen lipidlerce zengin bir hiicre duvarindan olusur. Bazi
mikobakterilerin stoplazmalarinda kromozomal DNA disinda plazmid ve epizom olarak

adlandirilan kiigiik DNA parcaciklari goriiliir™.

2.4.1. Hiicre duvar:

Mikobakterilerin hiicre duvari, bilinen bakteri hiicre duvarlarindan farkli olmak
lizere, plazma membrani, orta tabaka ve peptidoglikan yap1 olmak iizere 3 tabakadan
olusur?.

Plazma Membrani: Protein ve fosfolipidlerden olusan plazma mebrami ¢ift
katmanli yapidadir ve peptidoglikan tabakadan periplazmik boslukla ayrilir®®*.

Orta Tabaka: Peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik asitler, agil trehalozlar,
oligosakkarid igeren lipidler ve fosfotidilinozitoliin glikozil derivatlar1 yer alir.
Antijenik 6zellige sahip glikoproteinler ile porin yapilar da orta tabakada yer alir.
Mikobakterilerin en 6nemli virulans faktorlerinden olan mikolik asitler hiicre duvari
kuru agirliginin % 50°sini olusturur. Mikolik asitler giiglii hidrofobik 6zellige sahip olup
hiicre duvari permeabilitesini de etkilerler”.

Peptidoglikan Yapi: Mikobakterilerde hiicre duvarinin en 6nemli karakteristigi
kemotip-IV peptidoglikan yapidir. Klasik bakteriyel peptidoglikandan farkli olan bu
yapt N- asetilglukozamin ve N- glikozilmuramik asitin, betaglikozid ve fosfodiester
baglarla baglanmasindan olusan bir heteropolimerdir. Mikobakterilerin kemotip-1V
peptidoglikan  sinifindan  olan peptidoglikan tabakasinda, diger bakterilerin
pepdidoglikanlarindan farkli olarak muramik asidin asetillenmis yapis1 yerine glikolik
asitle glikozillenmis formu bulunmakta ve tetrapeptit yan zincirler diaminopimelik asit
icermektedir. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bdlgesinin iskeletini
olusturmak tizere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asitin baglanmasina benzer bir

disakkarit fosforil koprii ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktani kovalent olarak
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baglar. Pepdidoglikan yap1 bakteriye seklini verir, hiicre duvarina biitiinliik ve sertlik
kazandirir. Tetrapeptid yapida yer alan diaminopimelik asitler ile lizozimlere karsi
diren¢  kazanirlar. Hiicre duvarlari  yapisinda peptidoglikanin  bulunmasi
mikobakterilerin Gram pozitif bakterilere benzer oldugunu diisiindiiriir. Ancak hiicre
duvar yapisinda protein ve polisakkaritlerin yerini lipid tabakanin bulunmasi gram

26,45

pozitif bakterilerle farklilik yaratir®®*. Sekil 3te hiicre duvarinin yapisi verilmistir®®.

Kapsdl tabakas:
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Sekil 3: Mikobakterilerde hiicre duvari yapisi®®

2.4.2. M. bovis’in Genomu

M. bovis genom dizilimi biiylik oranda M. tuberculosis genomuna benzer fakat
M. tuberculosis’ten farkli olarak genomda olusan delesyonlar genom uzunlugunun
azalmasma neden olmustur’'. insan veya hayvan tiiberkiiloz etkenlerinin konak
tropizminde farkli gen ekspresyonlar1 anahtar rol oynar. M. bovis insanlarda halen
kullanilan as1 susu M. bovis BCG’nin atasidir ve M. bovis BCG, M. bovis’in 13 yil
boyunca seri bir sekilde 230 kez pasaj yapilarak atteniiasyonu ile elde edilmistir®.
Basilin atteniiasyonuna yol acan mutasyon tam olarak bilinmemekle birlikte RD1

delesyonunun rol oynadigi diistiniilmektedir.
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Garnier (2003) ve arkadaslar1 Ingiltere’de tiiberkiiloz lezyonu bulunan akciger
ve lenf diiglimlerinden elde ettikleri M. bovis susunun genom dizisinin 4,345,492 bp
uzunlugunda tek sirkiiler kromozoma sahip ve G+C oranmin % 65,63 oldugunu
belirterek, protein kodlayan ve igeriginde profaz evresi ve 42 adet IS elementi olan
3,951 gene sahip oldugunu rapor etmislerdir’'.

M. bovis’de tek lokusta bulunan ve TbD1 olarak adlandirilan sekans
M. tuberculosis’te biiylik ihtimalle yoktur. M. bovis’in seklini olusturan dominant
mekanizma delesyondur. M. bovis’le M. tuberculosis H37Rv susu arasinda 2.437 SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), M. bovis’le M. tuberculosis CDCI1551 susu
karsilastirildiginda ise 2.423 adet SNP vardir. M.bovis’e ait pncA geninde meydana
gelen nokta mutasyon sonucunda antitiiberkiiloz ila¢ olan prazinamid direnci olusur ve
niasin birikimine engel olur. 2,504 CDS, (cooding sequences) identifiye edilen 3 ayri
genomda kiyaslandiginda; M. tuberculosis H37Rv ile 1629, M. tuberculosis CDC1551
ile 1656 cooding dizisinin benzer oldugu ortaya c¢ikmistir. 2,082 CDS her iki
M. tuberculosis susunda ayni bulunmustur. Bu secilen CDS’nin karsisinda M. bovis,
M. tuberculosis H37Rv susuyla kiyaslandiginda 506 synonymous, 769 nonsynonymous,
M. tuberculosis CDC1551 ile kiyaslandiginda 506 synonymous, 800 nonsynonymous
SNPs gosterilmistir. Bu iki M. tuberculosis susu arasinda ise 241 synonymous, 339
nonsynonymous SNPs goriilmiistiir. Bu durum hem MTK {iyelerinin arasinda gen
diziliminin korunmus oldugunu hem de M. tuberculosis ile M. bovis arasindaki farklilig
vurgulamaktadir®’.

Insan ve hayvan tiiberkiiloz basilinin hiicre duvar1 ve sekrete edilen proteinlerini
kodlayan genler arasinda Onemli derecede farkliliklar olmasi dikkat c¢ekicidir.
Lipoproteini kodlayan genlerdeki farklilik karsilastirildiginda M.bovis genomunda
IppO, IpgT, IpqG ve IprM geni delesyon ya da frameshift mutasyona ugramasina
ragmen, IppA geni ¢ift kopya olarak bulunmaktadir. Benzer sekilde M. bovis’de rpfA
geninin kodladig1 sekrete edilen protein biiylimeyen veya dormant haldeki basilin
yeniden canlanmasini saglar®’.

M. bovis’in genomunda delesyonla daha ¢ok etkilendigi bilinen antijenler grubu
ESAT-6 familyasidir. M.tuberculosis tarafindan sekrete edilen ESAT-6 proteini 20°nin
lizerinde iiyesi bulunan kuvvetli T hiicre mutajeni proteinler ailesi mensubu bir

antijendir. M. tuberculosiste ESAT-6 proteinini kodlayan Rv2346¢c, Rv2347c,
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Rv3619c, Rv3620c, Rv3890c (Mb3919c) ve Rv3905c¢ (Mb3935c) geni M. bovis’te
degismis veya kaybolmustur. Bu degisiklikler antijen yiikii konusunda tek veya
kombinasyon halde etki etmesine karsin bu genlerdeki kaybin 6nceden bilinmesi zordur.
Sekretomdaki etkileyici derecedeki varyasyonlar sigir basilindeki MPB70 ve MPBS§3
serodominant antijen ekspresyonunu artirir™.

Mangan’in (Mn'") transportunu saglayan proteinleri kodlayan mntH geninin
inaktivasyonu M. tuberculosis’in virulansim etkilemedigi halde M. bovis i¢in Mn"
dinlenme evresi veya olumsuz sartlarda diizenleyici fonksiyonlar i¢in gereklidir. Ayrica
Mn " ve fosfat transportunda meydana gelebilecek degisikligin tiim gen regiilasyonunu
etkileyebilecegi distiniilmektedir®.

M. bovis ile M. tuberculosis arasinda invitro farklardan birisi de M. tuberculosis
icin tek karbon kaynagi gliserol iken M. bovis’in pruvata ihtiyag duymasidir’’. Bu,
muhtemelen M. bovis 'in gliserol metabolizmasindaki kusurun etkileri ile olmaktadir. M.
bovis AF2122/97 susunun glpK geni gliserol kinaz1 kodlayan bir pseudogendir ve
gliseroliin fosforilasyonunu engeller ve boylece karbon kaynag: olarak kullanir. ugpA
geni de ATP-binding kasetinin gliserol 3 fosfatin transferini saglayan boliimiinii kodlar.
JrdB (Iron sulfure protein) ve frdC (fumarat rediiktazin membran spanning domaini)
geninde olusan frameshift membrandaki 6nemli anaeorobik enzimin pozisyonunu
etkileyebilir. Piruvat kinaz fosfofenol piruvatin piruvata defosforilasyonunu katalizler.
Bu glikolizisin doniistimsliz  son adimidir. Boylece M. bovis’te oksidatif
metabolizmadaki glikolitik ara iirlinler bloke edilmis olur. Alanin dehidrogenaz
enzimini kodlayan pseudogen olan piruvat ald geninin bloke olmasi da alaninden
piruvat olusumunu engeller. M. bovis BCG susunda glpK, ugpA ve pykA mutasyonlari
bulunmamaktadir ve gliserinli besi yerine piruvat ilavesine ihtiyag duymamaktadir®'>’,
M. bovis genomu %99,95 oraninda niikleotid diizeyinde M. tuberculosis genomuna
benzerlik gosterir ancak yaygin olarak translokasyon, duplikasyon ve inversion

.. 31
gostermez™ .

2.5. Ureme Ozellikleri
M. bovis kat1 ve sivi besiyerlerinde, aerob sartlarda 6-8 haftada iirer. Kati

besiyerinde R veya S tipi koloni yapar™™",
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M.bovis iiretme 6zelligi en iyi olan besi yerlerinde bile M.tuberculosis’ten daha
gec Urer. Yumurtali besi yerinde kolonileri ortalama 4. haftadan sonra olusmaya baglar.
Bu besi yerinde kiiciik, yuvarlak, diiz veya hafif kabarik, nemli ve beyazimtirak
koloniler yaparak iirer. 1-10 pm uzunlukta ve 0,2-0,6 um capl, kapsiilsiiz, sporsuz,
hareketsiz olup niasin ve nitrat rediiksiyon testleri negatiftir. TCH’ya duyarlidirlar.
Giiclu katalaz aktivitesi gosterir. Bu 6zellikleri diger mikobakterilerden ayrilmalarinda
kullanilir. M. bovis subsp.bovis (pirazinamide direcli) ve M. bovis subsp.caprea
(pirazinamide duyarli) olmak iizere 2 alt tiirii bulunmaktadir™.

Gliserin M. bovis tiremesini M.tuberculosis’in aksine olumsuz etkiler hatta
durdurabilir. Bu nedenle M. bovis izolasyonunda gliserinsiz ve sodyum piruvatla
zenginlestirilmis besiyeri tercih edilmelidir>>*=*.

Hiicre duvar yapisindaki yiiksek oranda bulunan lipid sebebiyle dezenfektanlara
ve ¢evresel faktorlere karsi direnglidir. Toprak ve sularda 4-5 ay yasayabilirler. 37 °C
besiyerinde 12 yil canli ve virulan kalabildikleri gosterilmistir. Giines 15181 olmadigi
siirece sokak tozlarmda 10 giin canli kalabilirler. Soguga kars: direnglidirler' .

Yapilan ¢aligmalar % 2’lik gluteraldehitin 20 °C de ve ancak 30 dakikadan daha
fazla siire tutuldugunda M. bovis BCG ve M. tuberculosis lizerine tiiberkiilosidal etkili
oldugunu gostermistir. Serbest iyodun oda sicakliginda % 0,0625 ve daha yiiksek
konsantrasyonlarmin 5 dakikalik siirede tuberkiilosidal etkili oldugu bilinmektedir.
Sodyum hipoklorit (% 5) ve %3-8 formaldehit 10-30 dakikada tiiberkiilosidal etkilidir.
60 °C’de 15-20 dakikada canliliklar1 kaybolur. Direk etki eden glines 1s181na, ultraviole

1sinlarina, basingh buharla sterilizasyona ve pastdrizasyona duyarlidirlar'”.

2.6. Antijenik Yapi ve Direncg
Mikobakterilerde, giiclii antijenik 6zellik gdsteren hiicre duvarinda yer alan ¢ok
sayida protein, lipoprotein ve lipid yapida epitoplar ile hiicre disina sekrete edilen

enzimler bulunmaktadir.
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2.6.1. Mikobakteriyel Proteinler

2.6.1.1. Old Tiiberkiilin (OT)
Onceleri intradermal deri testinde kullamlmis olan kiiltiir edilmis basilinin 1s1yla

inaktive edilmis protein ekstraktidir™®.

2.6.1.2. Saflastirilmis Protein Tiirevi (PPD)
Old tiiberkiilinin igerdigi farkli proteinleri uzaklastirmak icin filtre edildikten

sonra amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilmistir’’.

2.6.1.3. Is1 Sok Proteinleri - HspX (65Kda, 38 Kda, 12 Kda)

Thl cevabini baslattig1 diisiiniilen separon benzeri proteinlerdirsg’sg.

2.6.1.4. 65 kDa Protein
Tiiberkiiloz graniilomlarinda tipik olarak goriilen kazeifikasyon ve likefaksiyon

nekrozunu olusturdugu diisiiniilmektedir®®'.

2.6.1.5. 19 kDa Lipoprotein
Nitrojen ara tirlinlerinin tiretimini ve MHC-I’in antijen baglamasini inhibe eder.
Tiimér nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve IL-12 sentezini azaltir. Interferon gama (INFy)

sentezini kodlayan genleri ve makrofajlarin INFy reseptoriinii inhibe eder®.

2.6.1.6. ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture

filtrat protein)

Sayilar1 200 kadar olan kiiltiir filtrat proteinlerinin iiretim mekanizmalar1 tam
olarak bilinmemektedir. Konak hiicre icerisinde {lireme ile iligkisi olan Erp proteini,
mikobakteriyel mikoserosik asit sentezinde rol alan Mas proteini, yag asidi
metabolizmasina katkida bulunan FadD26 ve Fad28 proteinleri, FbpA proteini, porin
benzeri bir protein olan OmpA proteini bu grupta sayilabilir. Mikobakterilerde SecA
proteininin SecA1l ve SecA2 gibi farkli varyasyonlar1 bulunur. SecA2 gen bolgesinden
yoksun hale getirilen tiiberkiiloz suslarinin kiiltiir ortamlarinda iredikleri ancak

virulanslarin: yitirdikleri belirtilmistir®.
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2.6.2. Mikobakteriyel Lipidler:

2.6.2.1. Trehaloz-6,6 Dimikolat (Kord Faktor)

Mikobakteriler i¢in 6nemli bir virulans faktoriidiir. Kompleman: aktive eder.
Notrofil gogiinii durdurarak graniilom olusumunda rol oynar. Konakg¢ir mitokontriyal
membranin gecirgenligini degistirerek hiicre solunumunu ve oksidatif fosforilasyonu

56,61
bozar™"".

2.6.2.2. Siilfolipidler (Siilfatidler)
Mikobakteriyi fagosite eden makrofaj icinde fagolizozom olusumunu

engelleyerek, basili lizozomal enzimlerce sindirilmekten korur®'.

2.6.2.3. WaxD
Peptidoglikolipid yapisindadir. BCG asisinin tiimorlerde gerilemeye neden olan

. . g .. . 61
immiinoterapotik etkisinde roli vardir’ .

2.6.2.4. Lipoarabinomannan

Patojen mikobakterilerde bulunan arabinan terminaline mannoz bagli ManLAM
ve hizli iireyen apatojen mikobakterilerde bulunan fosfomyoinozitol bagli LAM ve
arabinan terminaline mannoz bagli olmayan AraLAM olmak {izere {i¢ tipi tespit
edilmistir. ManLAM monositleri inaktive edici bir sitokin olan TGF-f’nin

ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir’®®*®,

2.6.2.5. Fosfatidil inozitol Mannozid (PIM)
Lipid yapisindadir. Capraz koruyucu immiinitede roliiniin olabilecegi

diistiniilmektedir®.

2.6.3. Mikobakteriyel Enzimler

Mikobakteriler, lipid metabolizmalarinda gorevli, izositrat liyaz (Icl),
lipaz/esteraz (LipF), agil-CoA sentaz (FadD33) ve fosfolipaz-C gibi enzimler ile,
isopropilmalat izomeraz (LeuD), antranilat fosforibozil transferaz (TrpD), pyrolin-5-

karboksilat rediiktaz (ProC) ve I-fosforibozil aminoimidazol-siiksinokarboksamid
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sentaz (PurC) gibi aminoasit ve pirolin sentezinde rol oynayanlar enzimlere,
nitrorediiktaz (NarG), katalaz-peroksidaz (KatG), alkil hidroperoksid rediiktaz
(AhpC), demir ile giiclendirilmis siiperoksit dismutaz (SodA) ve Cu, Zn ile

giiclendirilmis siiperoksit dismutaz (SodC) gibi solunum enzimlerine sahiptirler.

2.6.4. Transkript Regiilatorleri

Mikobakterilerin housekeeping genlerin ekspresyonunu diizenleyen sigma A,
latent enfeksiyonlarda basilin metabolizmasini bazal diizeye indiren sigma-F, dis
ortamdaki 1s1 artig1 veya dezenfektanlarin varligini algilayarak gen diizenlemeleri yapan
sigma-E ve oksidatif strese cevap olarak ekspresyonu artan sigma-H gibi sigma

faktorlerine sahip oldugu degisik ¢alismalarda gosterilmistir®’.

2.7. Iimmiinite
Tiiberkiiloz enfeksiyonu esnasinda konakta dogal ve kazanilmig immiinite

olusmaktadir.

2.7. 1. Tiiberkiilozda Dogal Immiinite

Tiiberkiiloza karsi konagin dogal savunmasinda; {ist solunum yolunun fiziksel
engeli, fagositoz, fagositik hiicrelerin reaktif nitrojen ve oksijen iriinleri, inflamatuvar
hiicreler ve salgiladiklar1 sitokinler, alveoler makrofajlarin  kimyasal yapisin
degistirmesi, apoptozis, genetik faktorler, solunum sisteminin mikrobiyal florasi rol

almaktadir*®*,

2.7.1.1. Ust Solunum Yolunun Fiziksel Engeli

Ust solunum yolunun siliali epitelleri etken igeren molekiilleri tutarak alt
solunum yollarina inmesini engellerler****®. Ust solunum sistemi, ince rulo tarzindaki
anatomisi ile turbinatlarda havanin gegisi sirasinda bir turbulans olusturur. Hava
turbulans1 mikroorganizmalar1 ve yabanci partikiilleri mukozal duvarlara dogru iterek
mukusa yapigsmalarina sebep olur. Solunum sistemi mukozasindaki Goblet
hiicrelerinden salgilanan IgA tiiri antikorlar da koruyucu immunitenin 6nemli bir

68
pargasidir".
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2.7.1.2. Fagositoz

Ust solunum yolu bariyerini asarak alveollere ulasan mikobakteriler alveoler
makrofajlar ve monositlerce fagosite edilirler*. Hiicre stoplazmasinda fagolizozomal
fizyon gergeklesir ve fagolizozom igerisindeki etkenler pH’nin diismesi, proteolitik
enzimler, fagositik hiicrelerce iiretilen reaktif oksijen (H,O,) ve nitrojen ara iiriinleri ile
yok edilmeye calisilir™ . Mikobakteri fagositozunda hiicre duvarinda bulunan lipitlerin
Oonemi biiyliktiir. Lipoarabinomannan (LAM), sulfolipitler, glikolipitler, 19 kDa
lipoprotein bunlardan bazilaridir’®. ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagh),
AraLAM (arabinan terminalinde mannoz olmayan) ve fosfo-myo-inositol bagli LAM
olmak {izere U¢ tip LAM vardir. ManLAM virulans1 yiiksek tiirlerde bulunur ve
makrofaj cevabini inhibe ederek mikobakterilerin hiicre iginde yasamasini saglar ****7",
Mikobakterilerin, virulans faktorlerine bagli olarak makrofaj aktivitesi yetersiz gelisirse
veya fagolizozom olusturulamazsa etkenler sindirilmezler ve hiicre i¢inde ¢ogalirlar.
Fagolizozomun olustugu durumlarda, fagolizozomdaki diisiik pH sebebiyle nétralize
edilmesi, basil duvarinda bulunan biiylik molekiil agirlikli lipitler sebebiyle lizozomal
hidrolitik enzimlere direng gelismesi, reaktif oksijen ara iirlinlerinin (H,O;) sentezinin
Onlenmesiyle fagolizozomun oOldiiriicii etkisinden korunurlar. Fagositozdan kurtulan
etkenler makrofajlar i¢cinde cogalarak fagositleri parcalar veya latent olarak kalirlar.
Parcalanan fagositlerden dagilan basiller, alveoler bosluklarda ¢ogalir ve komsu lenf
bezlerine ve diger organlara tasmarak yeni enfeksiyon odaklari olustururlar™’.
Alveoler makrofajlar i¢indeki mikobakteriler, isocitrate lyase salgilayarak yag asitlerini
alternatif besin kaynagi olarak kullanmaya baglarlar. Bu sayede, yillarca makrofajlar
icinde persiste olarak kalir’’. Mikobakteri antijenleri tarafindan uyarilan makrofajlardan

IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y, TNF-a (timor nekroz faktor) gibi proinflamatuvar ve

inflamatuvar sitokinler salgilanir’”.

2.7. 2. Tiiberkiilozda Kazanilan immiinite

Mikobakterilerin ¢ogaldig1 alanda makrofajlar ve dentritik hiicreler T lenfositler
ve fagositlerin gd¢ilinii, graniilomlarin olugsumunu saglayan sitokin ve kemokinler
iireterek kazanilmis immun cevabi tetiklerler””. Kazanilmis immiin cevap, tiiberkiiloz
etkenlerinin enfeksiyon odaginda lokalize olmasini saglar. Mikobakteriumlar ile enfekte

makrofajlardan, TNF-a ve IL-12 gibi immiin koruyucu ve NK hiicreleri aktive edici
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IL-2 ve TNF-a sitokinleri salinir. TNF-a ile IL-12, TO ve CD4 Th2 lenfositlerin CD8Tc
fenotipe doniisiimiinii baglatirlar. Th1 lenfositleri IL-2, TNF-a ve IFN-y salgilar. IFN-y;
makrofaj aktivatorii olup fagositoz hizin1 ve makrofajlardan IL-12 ile TNF-a sentezini
artirmaktadir. IL-2 ve TNF-0, NK ve CD8'Tc lenfositleri aktive eder. Aktive olan
makrofajlar Mikobakterileri pargalarken, NK ve CD8'Tc lenfositleri stoplazmasinda
etken bulunduran makrofajlari Sldiirerek etken sayisimi azaltir®’®. Makrofajlar veya
dendritik hiicreler tarafindan CD4'Th veya CDS8'Tc lenfositlerine mikobakteriyel
antijenler sunulduktan sonra, hiicresel immiinite ile birlikte tiiberkiilin testiyle

belirlenebilen tiiberkiilin tipi gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu gelisir’.

2.7. 2. 1. Gecikmis Tip Asir1 Duyarhlik Reaksiyonu

Gecikmis tip asir1 duyarlilik, konagin antijenlere karsi olusturdugu bir
inflamatuvar cevap olup, yavas meydana gelmekte ve uzun siire devam etmektedir.
Lokal makrofajlar patojene ait antijenik peptitleri MHC-II molekiilleri ile Thl
lenfositlerine sunarlar. Antijene o6zgiil olarak aktive olan CD4'Thl lenfositleri
tarafindan, olii veya canli ayn1 antijenle tekrar karsilastigi zaman, INF-y, TNF-0, GM-
CS-F (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) gibi yangi mediatorleri
salinir. GM-CS-F makrofajlarin kemotaksisini, INF-y makrofajlarin aktivasyonunu,
TNF-a enfekte makrofajlarin 6liimiinii saglamaktadir. Bu mediatorlerin salinmasiyla
gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonu olusmakta, olay ilerledik¢e graniilomatodz tip
reaksiyon gelismektedir. Pasif olarak aktarilamayan bir reaksiyon olan gecikmis tip asir1
duyarlihik reaksiyonu, hiicresel immiin yanit: takip etmektedir®’®.

PPD (piirifiye protein derivati) reaksiyonu, tipik bir gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonudur’”’. Lenfositlerin aktivasyonuyla salnan lenfokin ve kemotaktik
faktorlerin etkisiyle yangi hiicrelerin toplanmasina neden olur ve bunun sonucunda
doku hasar1 ve nekroz gelisirgo. Gecikmis tip asir1 duyarliliktan, 10 kDa’luk kiiclik
proteinlerin karisimi1 olan tiiberkiilinden baska, CD1 molekiilleri {izerinden T
lenfositlerine sunulan lipoarabinomannan ve glikolipit (kord faktorii) gibi antijenler de

44,64

sorumludur ™. Tiiberkiilozda gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, konagin doku

hasarina sebep olan bir cevap olup, kazeéz nekroz ve kavite olusumuna yol acar’*"".

Tiiberkiilozda gozlenen kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyon gibi, akciger hasari

81,82

konagin gecikmis tip asir1 duyarlilik cevabi ile ortaya ¢ikmaktadir” *°. Konakta olusan
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hiicresel immiinite ve gecikmis tip asir1 duyarlilik cevabi, tiiberkiiloz basillerinin
cogalmasim esit diizeylerde baskilar. Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu ile
olusturulan yerel nekroz, hiicresel immiinitenin yerel makrofaj aktivasyonu saglamasi
icin konaga zaman kazandirir. Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sirasinda
olusturulan nekrotik bolgeden sizan basiller, yerel makrofajlar tarafindan tutulurlar.
Yerel makrofajlar aktive olmus ise fagosite ettikleri basilleri inaktive ederler, aktive
edilmemis ise iclerinde basiller tekrar cogalmaya baslar ve ¢ogalmayi dnlemek icin

gecikmis tip asir1 duyarlihik cevap tekrarlanarak kazedz nekroz alanlarn genisler®”.

2.7. 3. Graniilom Olusumu

Enfeksiyonun baslamasindan 2-6 hafta sonra hiicresel immiin cevap ve lezyon
bolgesinde aktif alveoller makrofajlar ile lenfositlerin (CD4Th ve CD8'Tc)
toplanmasiyla graniilom olusur. Graniillom olusumunda, mikobakterium lipitlerinin
uyarimi ile enfekte makrofajlar tarafindan saliman kemokinlerin (IL-8, MCP-1) roli
vardir’*®, Graniilom olusumu ile alveoller makrofajlar tarafindan fagosite edilen ve
elimine edilemeyen mikobakterilerin ¢ogalmast ve enfeksiyonun ilerlemesi
durdurulmaya ¢aligilir. Tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi gelisen bu konakg¢i cevabi,
etkenin baslangicta ¢ogalmasini ve yayilmasini sinirlar. Konagin bu etkinliginin basarisi
etkenin virulans faktorlerine ve sayisina gore degismektedir. Graniilom i¢inde uzun siire
canli kalabilen basiller, hiicresel immiin cevap baskilandigi zaman aktive

olabilmektedir***+"*7".

2.8. Patogenez

Hasta hayvanlar oksiiriik, siit, diski, idrar, vaginal sekresyonlar ve sperma ile
tiberkiilloz etkenleri ¢evreye yayarlar. Sigirlarda tliberkiiloz basilini igeren
damlaciklarn  solunum yolu ile alinmasi bulasmada en &nemli roli oynar®.
Enfeksiyonunun baslayabilmesi i¢in mikobakterileri igceren kiigiik damlaciklarin (~1-2
mm) alveoler yiizeylere ulagmasi gerekmektedir. Sindirim yolu ile bulasma buzagilarda
olduk¢a Onemlidir. Genital ve kongenital yolla da bulagmalar olabilmektedir.
Sigirlardan kedi ve kopeklere ektoparazitler ile hastaligin tasindig: bildirilmistir®.

M. bovis’in insanlara bulasi, siklikla enfekte siit ve siit iiriinleri ile hasta hayvan

etlerinin, enfekte siit, idrar ve gaita ile bulasik su ve gidalarin tiiketilmesi sonucu
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sindirim yolu ile olmaktadir®. Enfekte materyaller ile temas sonucu deri yolu ile,
enfekte hayvanlar ile yakin temasta bulunan insanlarda solunum yolu ile bulagmalar
olusabilmektedir®.

Hayvanlarda hastaligin olusumunda konagin yasi, davranisi, ¢evre, iklim ve
¢iftlik uygulamalarmim rolii oldukga 6nemlidir®.

Etkeni alan canlida tiiberkiilozun baglamasi ii¢ faktére baglidir. Bunlar; alinan

etken miktari, konak¢inin bagisiklik durumu ve etkenin virulansidir***®

. Viicuda alinan
etkenler, alveoller makrofajlar tarafindan fagosite edilerek etken yok edilir ise
enfeksiyon meydana gelmez, ancak fagosite edilen etken makrofajlarda cogalir ve
makrofajlari inaktive eder ise enfeksiyon sekillenmektedir®™.

Sigir titberkiilozunda enfektif doz tam olarak bilinmemektedir’’. Deneysel olarak
1-3 viriilent etken iceren tek bir damlacik ile enfekte edilen duyarli tavsan ve
kobaylarda enfeksiyon sekillenmistir. Ancak insanlarda ve diger hayvanlarda enfektif
doz bilinmemektedir®. Ust solunum vyollarindaki mukosilier bariyerden gegerek
alveoller bosluga ulasabilen etken burada hiicresel dejenerasyona veya nekroza neden
olur (primer effekt). Burada bakteriler ya makrofajlarca fagosite edilerek veya bagimsiz
olarak bu organlardaki lenf yumrularina giderek primer complex olarak tanimlanan lenf
nodu tiiberkellerinin olusmasina neden olur. Primer kompleks genellikle canlinin ilk
enfeksiyonunda goriiliir. Canlinin yasina ve direncine bagli olarak bu lezyonlar
kendiliginden iyilesebilecegi veya lokalize kalabilecegi gibi, ki bu tam olmayan primer
complex olarak tanimlanir, direncin zayifladig1 durumlarda basiller lokalize olduklari bu
odaklarda yeniden {iiremeye baslayarak kan yoluyla diger organ ve dokulara
yayilabilmekte ve bu organlarda ¢ok sayida kiiciik tiiberkellerin olusmasi ile karakterize
milier tuberculosis tablosunun olusmasma neden olurlar*'”">"". Viicutlarinda primer
kompleks bulunan bireyler yeniden mikroorganizma ile enfekte olabilirler ve kronik
organ tliberkiilozu sekillenebilir. Viicut direnci zayif bireylerde sekillenebilen bu tip gec
generalizasyonlarda  hastalik  hizla  geliserek  bireyin  Gliimiine  neden

olabilmektedir*'> 78192,

2.9. Tam ve Ayiric1 Tam

Insanlarda M. bovis’in tanisinda siklikla alinan balgam, bronkoalveoler lavaj ve

ince igne aspirasyon sivisi, hayvanlarda ise siklikla post mortem lezyonlu organ
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parcalar1 kullanilir. Vidali kapakli 6zel tasima kaplar1 igerisine alinan ornekler oda
1s1sinda 2 saat icerisinde laboratuara tagimmalidir®.

OIE’ye gore sigir tiiberkiilozunun antemortem teshisinde tiiberkiilin deri testi,
alternatif olarak gamma interferon testi, posmortem teshisinde; Ziehl-Neelsen,
Floresans boyama, Immunperoksidaz gibi boyali preparatlarla bakteriyoskopik ve

histopatolojik muayene, kiiltiir ve molekiiler metotlar nerilmektedir®.

2.9.1. PPD Tiiberkiilin Deri Testi

Tiiberkiiloz enfeksiyonu sonucu olusan ge¢ ve hiicresel tipteki bagisikligi yani
asir1 duyarlilig1 belirlemek i¢in kullanilan bir testtir. Enfeksiyon sonucu ilk duyarlilagma
bolgesel lenf diigiimlerinde gelisip kan dolasimina giren duyarli T-lenfositleri ile 6-9
hafta i¢inde olusur. Bu lenfositlerin, deri i¢ine tiiberkiilin enjeksiyonu ile tekrar
uyarilmast sonucu, asit duyarlilik reaksiyonu gelisir*****  PPD’nin deri ici
enjeksiyonunu takiben antijen derideki dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri,
tarafindan alinarak bolgesel lenf diiglimlerine tasinirlar. Lenf diigiimlerindeki ve
dolagimdaki duyarli Thl hiicreleri antijeni tanir, aktive olur ve enjeksiyon bolgesinde
toplanir. Bolgeye toplanan T-lenfositleri IFN-y, IL-2, IL-8, seratonin, lenfotaktin gibi
maddeler salgilarlar. Bu sitokinler bolgeye bazofil ve makrofaj gociinii artirirlar. Bu
hiicrelerden salinan sitokinler bolgeye daha fazla lenfosit go¢iine neden olur. Meydana
gelen bu reaksiyonlar sonucu hiicresel diizeyde inflamasyon olusur. Meydana gelen asir1
duyarlilik reaksiyonu sonucu enjeksiyon bolgesinde endurasyon olarak tanimlanan
6dem, kizariklik, 1s1 artist ve agri meydana gelmektedir'=>"%,

Tiiberkiilin deri testinde antijen olarak tiiberkiiloz basillerinin antijenik
proteinleri kullanilmaktadir. Old tiiberkiilin, HSCM (1s1 ile konsantre edilmis sentetik
besiyeri) tiiberkiilin ve PPD tiiberkiilin olmak iizere ii¢ tipi bulunmaktadir. Ancak
giiniimiizde PPD tiiberkiilin kullamlmaktadir®.

Sigirlarda tiiberkiiloz teshisinde kullanilan PPD, M. bovis ANS5 susundan,

insanlarda, M. tuberculosis’den hazirlanmaktadir®.
2.9.2. Gamma Interferon (IFN-y) Testi

IFN-y testi, sigir tiiberkiilozunun teshisi amaciyla 1980 yilinda Avusturalya’da

gelistirilen, hiicresel bagisiklign 6lciildiigii in vitro, kan temelli bir testtir’. Testte,
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Bovine (B) ve Avian (A) PPD ya da diger mikobakteriyel antijenler ile uyarilan tam kan
ya da mononiikleer hiicre kiiltiirlinde, 16-24 saat siire i¢cinde duyarli lenfositlerden
salinan interferon gamma diizeyi, monoklonal anti-bovine IFN-y antikorlar kullanilarak
sandwich ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ile &lgiilmektedir'.
Sigirlarda, M. bovis ile enfeksiyondan 1-4 hafta sonra, tam kan hiicre kiiltiiriindeki
T-lenfositleri PPD B ile uyarildiginda yiiksek diizeyde IFN-y salinimi sekillenmektedir.
Deneysel olarak M. bovis ile enfekte edilen sigirlar, 14. glinde IFN-y testi ile teshis
edilebilmektedir™.

2.9. 3. Bakteriyoskopi ve Kiiltiir

Mikobakterilerin, Ziehl Neelsen ile boyanma prensibi, hiicre duvarlarindaki
mikolik asitin karbol fuksini tutmasi ve asit alkolle muameleden sonra boyali kalmasi
esasina dayanmaktadir’’.

Ziehl Neelsen boyama yontemi oOzellikle insanlarda pulmoner tiiberkiilozun
teshisinde kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi sebebi ile referans metottur’ 7.
Asidorezistans bakterilerin mikroskobik olarak teshisi DSO’niin 6nerdigi ve yaygm
olarak kullanilan bir metottur. Ancak mikroskobik teshiste ornekteki bakteri sayisinin
azhigma bagli olarak yalanci negatif sonuclar alinabilmektedir’'. Bakteriyoskopide
etkenlerin goriilebilmesi i¢in 6rnegin 1 ml’sinde en az 5000-10.000 bakteri bulunmasi
gerekmektedir”.

Tiiberkiiloz enfeksiyonunun teshisinde kiiltiir altin standarttir®™'®’. Kiiltiiriin
uzun siire almasi, Biyogiivenlik Seviyesi 3 (BSL 3) laboratuara ihtiya¢ duyulmasi kiiltiir
yonteminin dezavantajlarmdandir’’.

Ilk izolasyonunda genellikle Lowenstein Jensen, Coletsos base, Stonebrinks gibi
yumurta bazli ya da Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11 gibi agar bazli besiyerleri
kullanilmaktadir. M. bovis, gliserin icermeyen Lowenstein Jensen besiyerinde 3-6
haftada iireme gostermekte olup iireme, besiyerlerinin makroskopik muayenesi ve
Ziehl-Neelsen boyama ile belirlenmektedir. Ayrica besi yerine sodyum piruvat (4gr/l)
ilavesi tiremeyi olumlu yonde etkilemektedir’®. Karakteristik iireme siireci ve koloni
morfolojisi M. bovis i¢gin On tan1 saglarken diger M. tuberculosis kompleks tiirlerinden

ayirt edilmesi gerekmektedir™.
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M. bovis kat1 besiyerlerinde, beyaz renkte, kuru, kabarik, kenarlar1 diizensiz,
graniillii, R tipi, M. tuberculosis, 4-5 hafta siirede sari, turuncu renkte kuru, kabarik,
tizeri grintili, R tipi, M. avium 2-3 hafta siirede, pigmentsiz, diiz, S tipi koloniler

olustururlar''.

2.9.4. Lenfosit Proliferasyon Testi

Sensitivite ve spesifitesi yliksek bir testtir. Bu testte PPD Bovine ve PPD Avian
antijenlerine karsi lenfositlerin vermis oldugu invitro hiicresel bagisiklik reaksiyonu
karsilastirilmaktadir. Test tam kanda ya da purifiye lenfositler ile gerceklestirilmektedir.
Lenfosit proliferasyon testi ¢cevresel mikobakterilerden kaynaklanan c¢apraz antijenlere
lenfositlerin cevabini elimine ederek spesifiteyi artirmaktadir’™.

Lenfosit proliferasyon testinin uygulanabilmesi i¢cin kan Ornekleri alindiktan
sonra kisa siire icerisinde laboratuara ulastirllmalidir. Bu test 0zel laboratuar
ekipmanlarina ihtiya¢ duyulmasi, uzun inkiibasyon periyodu, radyoaktif niikleotidlerin
kullaniminin gerekmesi ve laboratuarlar arasi standardizasyonun saglanamamasi sebebi

ile bilimsel calismalar disinda rutin olarak kullanilmamaktadir™.

2.9.5. Humoral Bagisikhgin Olgiilmesi

Tiiberkiilozun serolojik teshisinde ilk olarak aglutinasyon testi kullanilmis ve
daha sonra bu teste ilave olarak komplement fikzasyon (CFT), pasif hemagliitinasyon,
jel  presipitasyon, immunelektroforez, immunfloresan testi gibi yOntemler
tanimlanmigstir. Ancak tiibekiilozisin teshisinde kullanilan serolojik testlerin yetersiz
oldugu goriilmistir'*>'*.

Mikobakteriler ile enfekte canlilarda olusan antikor cevabi, bakteriyel yiikiin ve
patolojik degisikliklerin ¢ogaldigi enfeksiyonun ge¢ déneminde artmaktadir®™'**. Bu
ylizden tiiberkiiloz enfeksiyonunda hiicresel bagisikligi ol¢en testler hastaligi, antikor
temelli testlere gore daha erken donemde ve yiiksek sensitivite ve spesifite ile
belirleyebilmektedir®®.

Kan veya viicut sivilarindaki antikor ya da antijenleri belirlemek i¢in kullanilan
serolojik testlerde yiliksek dogruluk ile sonug alabilmek icin, Mycobacterium tiirleri igin

immiinodominant olan antijenlerin kullanilmas1 gerekmektedir'®. Tiiberkiilozun ELISA

ile teshisinde, M. tuberculosis ve M. bovis kiiltiir filtratlari, sonike ekstraktlari, PPD,
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M. bovis BCG’den elde edilen A60 gibi antijenler kullanilmistir. Ancak bu antijenlerin
cevresel mikobakteriler ve diger asidorezistans bakteriler ile capraz reaksiyonlar

106

vermeleri sebebi ile spesifiteleri diisiik kalmistir Rekombinant proteinlerin

spesifiteleri kismen yiiksek olarak belirlenirken sensitivitileri diisiik bulunmustur'®’,

2.9.6. Molekiiler Metodlar

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin fenotipe dayali yontemlerle birlikte
kullanimi; suglarin birbirinden kesin olarak ayrilmasimin yanisira, mikobakterilerin
toplum i¢inde bulas ve yayilma nedenlerinin ayrintilarinin daha iyi anlagilmasi, kaynak
olgularin belirlenmesi, laboratuarlardaki kros-kontaminasyonlar ile reaktivasyon ve
reinfeksiyon arasindaki farkin tespiti gibi epidemiyolojik yonden son derece degerli
olan bilgilere ulagilmasini saglamustir'*®.

MTK’nin tanisinda 16S rRNA gen bdlgesi diziliminin belirlenmesine yonelik
gen problarmin kullanilmasi ile Mikobakterilerin tanimlanmasinda molekiiler yontemler
kullanilmaya baslamistir. Ancak bu problarla yapilan tanimlama tiir diizeyinde olmadig1
icin, sistem modifiye edilerek 16S-23S rRNA bolge amplifikasyonu ve reverse
hibridizasyon metodunu baz alan INNO-Lipa gibi metotlar gelistirilerek tiir diizeyinde
tanimlama yapilabilmistir. Mikobakterilerin tanimlamasinda 23S rRNA gen bdlgesini
hedef alan DNA strip test Geno Type MTBC de kullanilmistir. Yine basilin genomunda
Exact Tandem Repeat-D (ETR-D; Mikobakteriyel Serpistirilmis Tekrarlayan Unite 4)
olarak adlandirilan tekrar dizilerinin polimorfizminin kompleks iiyelerinin, tiir
diizeyinde tanimlanmasinda yiiksek duyarlilikta sonu¢ veren molekiiler markerlar
oldugu da gosterilmistir*.

Mikobakterilerin genomu homojen ve stabildir. Genomunda ¢ok az sayida sessiz
mutasyon meydana gelmekte ve genetik rekombinasyonlar genellikle transpozonlar gibi
mobil elementler yoluyla veya tekrarlayan dizilerin polimorfizmi ile ger¢ceklesmektedir.
En basit transpozon, insertion sequence’dir (IS). Genom iizerinde 14°den fazla farkli IS

elementi belirlenmistir*®'*

. IS ve tekrarlayan diziler farkl: tiir, dal ve alt dallarda farkl
sayida ve genomun farkli yerlerinde yerleserek genetik polimorfizmin olusumunu
sagladiklar1 kabul edilmektedir. Bu nedenle IS elementlerinin genom {iizerindeki

dagilimlari farkl suslar arasindaki ayirimda siklikla kullanilmaktadir™®.
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Bugiine kadar ¢ok sayida tekrarlayan dizi ve mobil element tespit edilmis
olmasina ragmen, bugiin en ¢ok kabul géren ve en sik kullanilan tekrarlayict elemanlar
IS6110, DR (Direct repeat) ve MIRU’dur (Mycobacterial interpersed repetetive

: 110,111
units) .

2.9.6.1. IS6110 Restriction Fragment Length Polimorfizm (RFLP)

IS6110 RFLP metodu 1990'larda M. tuberculosis epidemiyolojisinde standart
tiplendirme yontemi olarak kabul edilmistir. MTK izolatlarinda insertion sequence
IS6110 farkli kopya sayisinda ve farkli kromozomal entegrasyon bdlgelerinde
bulunmaktadir. IS6110 fragmentine dayali epidemiyolojik calismalar yiiksek derecede
polimorfik olsa da yeterince kararli ve gilivenilirdir. Diisiik kopya sayili suglar daha
homojen ve epidemiyolojik iligkili fingerprint analizi yiiksek kopya igeren suglar kadar
giivenilir degildir. RFLP yonteminde genomik DNA, Pvull restriksiyon endoniikleaz ile
kesim sonrast DNA fragmentleri jel elektroforezi ile ayrilir, daha sonra southern blot
teknigi ile bir naylon membrana transfer edilir. Membrana hibridize olan fragmentler bir
IS6110 prob ve kemiluminesan kit kullanilarak goriiliir hale getirilir. Yontem yiiksek
ayrim giicli ve tekrarlanabilirligi nedeniyle gegtigimiz yillar i¢in referans standart metod
olarak uygulanmaktaydi ancak yogun iiretilmis kiiltiire ihtiya¢c duymasi, biiyiik miktarda
DNA gerektirmesi, uzun zaman ve yogun emek istemesi RFLP yonteminin kullanimini
kisitlamigtir*®''2, Ayrica M.bovis suslarinda IS6110 kopya sayisinin az olmasi bu

suslarla yapilacak molekiiler epidemiyoloji calismalarinda kullanmmun simirlamugtir' ',

2.9.6.2. Spoligotyping

MTK Direct Repeat lokusu CRISPR (Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-diizenli kiimelenmis spacer arasi kisa palindromik tekrarlar) dizilim
ailesi {iiyesidir''> Spoligotyping yaygm kullanilan PCR bazli reverse dot blot
hibridizasyon metodu olup hizli, basit, tekrarlanabilir bir yontemdir. M. tuberculosis
kompleksi genomu farkli sayida 36 baz ¢iftlik DR lokus igerir. DR lokuslarinin
aralarinda 35-41 baz ¢ifti uzunlugunda aralik olusturan spacer olarak adlandirilan
dizilimler bulunmaktadir. DR’lerin kopya sayilar1 ve spacer dizilimlerin varlig1 suslar
arast degisim gosterir. Yontem DR lokusunun polimorfizmine dayanmaktadir, bu

polimorfizmler multiple direct variable repeat’leri (DVR) olusturur. Her DVR, 36 baz
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cift iceren DR lokusu ve DR bdlgelerinin arasinda bulunan tekrarlanmayan kisa
dizilimler olan spacer bolgelerini icermektedir™.

Bu yontemde DR lokusunu hedef alan biotinle isaretlenmis primerler
kullanilarak spacer boélgeler amplifiye edilmektedir. Amplifikasyon sonrast PCR
tiriinleri denatiire edilir. Denatiire amplikonlar, membrana baglanmis olan ve farkl
spacer bolgelere komplementer olan 43 farkli sentetik spacer oligoniikleotidin kovalent
baglarla immobilize edildigi bir membrana aktarilarak hibridize edilir. Spacer
dizilimlerin varlig1 veya yoklugu dijital olarak gozlenmektedir. Hibridizasyon sinyalleri
kemifloresan (ECF) veya kemiliminesan (ECL) kit kullanilarak membraninin
sabitlesme ylizeyinde leke seklinde goriilmektedir. Streptavidin alkalen fosfataz (ECF)
veya Streptavidin horseradish peroksidaz (ECL) enzimi kullanilir. Streptavidin alkalen
fosfataz enzimine fosfat grubu iceren substrat eklenir. Enzim primerde bulunan biotin
grubuna baglanir, substrat eklenmesi sonrasi alkalen fosfataz enzimi substratin fosfat
grubunu ayirir ve 450-470 nm dalga boyuna sahip floresan sinyalleri agiga ¢ikar'™.
Spoligotyping metodunun major filogenetik dal ayrimi i¢in 1999 yilinda Spoligotyping
Databasel(SpolDB1), 2001’de SpolDB2 ve 2003’de SpolDB3 olmak iizere 3
uluslararasi spoligotyping veritabani olusturulmus ve bu veri tabanlari baz alinarak
MTK’nin kiiresel ve yerel cografi yapisi kismen ortaya ¢ikarilmistir. Bu veri tabanlari
yeni suslarin tanimlanmasinda yetersiz kalmasindan dolay1 2006 yilinda diizenlenen 4.
uluslararas1 spoligotyping veritaban1 SpolDB4’te; 122 iilkeden toplanan 39.295 susun

bilgilerinin kullanildig1 yeni bir veri tabani olusturulmustur.

2.9.6.3. MIRU-VNTR

(Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number of tandem repeat)
MIRU-VNTR tiplendirme ydntemi, spesivitesinin yiiksek olusu ve laboratuarlar arasi
tekrarlanabilirligi gibi avantajlara sahip, MTK iiyelerinin epidemiyolojik 6zelliklerini
belirlemede kullanilan standardize edilmis en hizli yontemlerdendir. PCR i¢in hedef
dizilimler olan MIRU lokuslarini igerisine alan komsu bolgeleri taniyan primerler
kullanilarak yapilan PCR ile elde edilen amplikonlarin biiytikliikleri bu bolgelerdeki
tekrar sayisinin belirlenmesinde kullanilir''*'". Tanimlama, hedef VNTR bélgesi i¢in
kopya sayilar1 baz alinarak yapilan numerik kodlama ile yapilir. Klonal diizeyde tani

calismalarinda oldukc¢a kullanighh olan VNTR metodunun ayrim giicti IS6110 RFLP ve
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spoligotyping metoduna gore yiiksek olmasina ragmen epidemiyolojik calismalarda
diger molekiiler tiplendirme metotlar: ile kombinasyonu faydali olacaktir*”''®. Bu metot
ile sus tiplendirmede ilk olarak 12 lokus MIRU-VNTR yo6ntemi kullanilmis olup daha
sonra 15 ve 24 lokustan olusan standart MIRU-VNTR formatlar
gelistirilmigtir' '8,

2.10. Epidemiyoloji

Olgu sunumlarina ve yapilan teshis sayilarina bakilarak insanlarda M. bovis
enfeksiyonunun olduk¢a nadir goriildiigli distintilebilir ancak rutin teshis yapilan
laboratuvarlarda fenotipik yontemlerle M. bovis’in tanimlanmasi yapilmadigi ve teshisin
sadece MTK olarak belirtildigi géz onlinde bulunduruldugunda M. bovis’in yayginlig
konusundaki bilgilerin olduk¢a smirli kalacagi anlasilmaktadir. Ayrica, M.bovis
enfeksiyonlar1 genellikle gastrointestinal sistem, deri ve lokalize organlar gibi
ekstrapulmoner yerlesimli oldugundan ve tanida multidisipliner yaklagim ydntemleri
uygulanmadig1 zaman siklikla gbzden kag¢irilmaktadir. M. bovis halk sagligi yoniinden
risk 3 patojen olarak siniflandirilmisti®’. Gelismis iilkelerde yapilan eradikasyon ve
kontrol ¢alismalart bTB’nin prevalansini dnemli Slgiide azaltmstir’*.

Ingiltere’de 1942 yilinda ineklerin % 40’1 sigir tiiberkiilozu ile enfekte iken bu
oran eradikasyon calismalari sonucunda % 0.6’ ya kadar disiiriilmiis ancak 1984
yilindan itibaren hastaligin insidans1 artma egilimine girmistir. Ingiltere’de sigir
tiiberkiilozuna bagl ekonomik kayiplarin 1 milyar dolara ulasacag: diisiiniilmektedir’*°.

Sigir tiiberkiilozunun Almanya’da eradikasyon calismalari 1950’1i yillarin
basindan bu yana siirdiiriilmektedir. Hastaligin insidansi kademeli olarak % 40 (1952)
dan % 1.7 (1961), % 0.32 (1971), % 0.044 (1981) ve % 0.025 (1988)’e kadar
diisiiriilmistiir'*

Italya’da 1942 yilinda 544 siit orneginden yapilan bir calismada sigir
tiiberkiilozunun prevalanst % 6.8 bulunmustur. italya’da 1979 yilinda eradikasyon
programi uygulanmaya konularak sigir tliberkiilozunun insidanst % 3.9’dan 1991
yilinda % 1.89’a distiriilmiistir'*°.

Amerika’da 1901 yilinda sigir tiiberkiilozunun insidansi tiiberkiilin test

sonuglarina gore % 4 ile % 50 arasinda bildirilmistir. Bu lilkede 1951 yilinda 8.847.228
sigira tliberkiilin testi uygulandigi, aynmi yil 12.570.825 sigirin  postmortem
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muayenesinde 1887 tanesinde (% 0.15) tiiberkiiloz lezyonuna rastlandig1 bildirilmistir.
ABD’de 1969’da uygulamaya konulan eradikasyon programiyla M. bovis insidansi
% 0.03’e diisiiriilmiis, bu oran 1993’de % 0.6 olmus ve giiniimiizde ise insidansin
% 0.02 oldugu aciklanmustir'>.

Macaristan’da 1964 yilinda % 25 olan M. bovis insidansinin, 17 yillik bir
eradikasyon ¢alismasindan sonra 1981°de, sigir tiiberkiilozunun tamamen eradikasyonu
sonucu, “0”a ¢ekildigi bildirilmistir'*’.

Polonya’da hastaligin insidansinin 1959°da % 44.7 iken 16 yillik bir eradikasyon
programiyla 1974’ de % 1.3’e indigi ve bugiin ise % 0.3’¢ diisiiriildagi bildirilmistir’™.

Sigir tiiberkiilozu, biitiin diinya i¢in 6nemli bir hastalik oldugu kadar, iilkemizde
de oncelikle iizerinde durulmasi gereken zoonozlardan birisidir. Bu nedenle diinyada
uygulanan tiiberkiiloz eradikasyonuna iliskin proje ve programlara benzer sekilde
tilkemizde de eradikasyon programlari uygulamaya konulmustur. Bu proje ve
programlara “3.10.1978 tarih ve 12 sayili Sigir Tiiberkiilozu Yonetmeligi” dayanak
teskil etmistir.

Ulkemizde 1980-1985 yillar1 arasinda 161.022 adet hayvana tiiberkiilin testi
uygulanmis, 50 mihrakta toplam 82 hayvanda tiiberkiiloz tespit edilmistir. 1986 yilinda
“Tirkiye Tiberkiiloz Miicadele Projesi” baslatilmis ve Tiirkiye 5 bolgeye ayrilarak 1.
bolgeden baslamak tizere ilk yil hayvan varliginin % 20°’si, 2. ve 3. y1l % 40’1 miicadele
kapsamina alinmigtir. Bu projeye gore 1986 yilinda 250.000 adet sigira tiiberkiilin
uygulanmis ve 153 mihrakta toplam 1983 hayvanda tiliberkiiloz tespit edilmistir. Ancak
bu hastaligin HSZ Kanun’una gore tazminatli bir hastalik olmasi nedeniyle projenin
uygulanmasinda finansal sorunlar ortaya ¢ikmis ve 1987 yilinda programda 591.000
sigira tiiberkiilin uygulanmasi planlanmigsken 64.000 sigira tiiberkiilin uygulanabilmis
ve 96 mihrakta 252 hayvanda tliberkiiloz bulunmustur. Sigir tiiberkiillozunun
eradikasyonuna yonelik 1986 yilindan bugiline kadar iilkesel bir eradikasyon projesi
uygulanmamasina karsin uzun yillardir ¢esitli resmi kurum ve kuruluslardaki
hayvanlarda tiiberkiiloz miicadelesi siirdiiriilmektedir.

1988-1995 yillart arasinda iilkemizde tliberkiilin testi uygulanan hayvanlar ve

sonuclart ile ilgili sayisal bilgiler Tablo 3’de verilmistir’®.
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Tablo 3: 1988-1995 yillar1 arasinda tiiberkiilin test uygulamalari ve sonuglar1™

Tiiberkiilin testi  Tiiberkiilin testi Tiiberkiiloz
Yil Bilge sayisi yapilmasi gerekli  yapilan hayvan  pozitif hayvan
hayvan sayisi sayisl sayisl

1988 12 73.000 15.000 49

1989 50 22.000 41.000 159
1990 62 27.409 24.373 365
1991 54 36.275 23.342 282
1992 44 80.000 8.292 208
1993 30 11.000 2.790 379
1994 3 2.000 1.227 17

1995 8 1.000 1.574 15

Hayvan hastalik ve zararlilari ile miicadele programi 2005 yili uygulamalar
geregince siit sektoriimiiziin Avrupa Birligi Ulkelerine siit ve siit iiriinleri ihracati
yapabilmesi i¢in TB’den ari siit isletmeleri olusturulmasi karari alinarak bu amaca
yonelik olarak; Balikesir, Edirne, Istanbul, izmir, Kirklareli, Kahramanmaras, Tekirdag,
Eskisehir ve Konya illerinde siit tesislerinin siitii temin ettigi isletmelerdeki hayvanlara
tiiberkiilin testi uygulamasina gecilmistir’. Ayni yil 150 mihrakta TB hastalig tespit
edilmis, ari isletmeler disinda 5.976 biiylikbas hayvana tiiberkiilin testi uygulanmus,
pozitif c¢ikan 768 biiyilkkbas hayvan zorunlu kesime sevk edilmistir. Yapilan
¢alismalarda iilkemizde sigirlarda TB’nin prevalanst % 10 olarak belirlenmistir'>''**.

M. bovis’ten kaynaklanan insan tiiberkiilozu vakalar1 1960’1 yillardan itibaren

123,124,125

bir cok Avrupa iilkesinde bildirilmistir . Benzer sekilde ve Kuzey Afrika ve

Giiney Amerika’da da bTB ile ilgili arastirma raporlart sunulmustur,'®'#7'2%,

Sig1r tiiberkiilozunun eradike edildigi bolgelerde, 1970’lerin sonlarinda, M. bovis
kokenli yeni bildirilen insan bTB vakalarinin endojen reaktivasyonlar sonucu olustugu
belirlenmis ve kortikosteroid veya immunsistemi baskilayan ilaclarla tedavi goren yash
bireylerde bu durumun tipik oldugu vurgulanmugtir'*’.

Giineydogu Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada tiim insan tiiberkiiloz olgularmin

icerisinde bTB oraninin % 2,8 oldugu belirlenmis ve M. bovis’'in M. tuberculosis’e
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kiyasla lenfadenit olusturma egilimin fazla oldugu ve daha ¢ok yaslhilarda gorildiigii,
muhtemelen de ¢ogu vakanin reaktivasyonla sekillendigi belirtilmistir'*°.

Dogu Almanya’da 1982 yilinda yapilan bir bagka caligmada tiiberkiilozlu
insanlarda bTB oraninin % 4,6 oldugu belirlenmistir'*'. Benzer sekilde Nijerya’da 102
izolatta % 4 bTB, 1982’de Arjantin’de HIV olmayan pulmoner 6rneklerde % 8 oraninda
bTB oldugu belirlenmigtir'*>'?*!3*,

Ulkemizde insanlarda Agagayak A. ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada
tiiberkiiloz siipheli hastalarin balgam Orneklerinden tespit ettikleri 60 Mikobakteri
izolatinin PZR ve restriction fragment length polymorphism (RFLP) ile analizi sonrasi
44 izolat (% 86.3) MTK iiyesi, bunlarin da 34’ (% 77) M. tuberculosis, sekizi (% 18)
M. bovis, biri (% 2) M. microti ve yine biri (% 2) M. africanum olarak
degerlendirilmistir'”. Cavusoglu C. ve arkadaslar tarafindan ise interferon-gama
(IFN-y) reseptor defekti olan dokuz aylik bir bebekte M. bovis BCG as1 susu izolasyonu
bildirmistir'?.

FAO raporlarma gore Kibris’in tamam 1928'den, Israil 1972-1983 ve Suriye
1988’den itibaren sigir tiiberkiilozundan ari iilkelerdir®*'*.

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin Sigir Tiiberkiilozu ile ilgili miicadele

programi c¢ercevesinde yapilan ¢alismalar Tablo 4’te verilmistir'®.

Tablo 4: 2000-2011 yillar1 arasinda Tiirkiye’de sigirlarda belirlenen tiiberkiiloz sayilari'*®

Yillar Tarama sayisi Pozitif Vaka Odenen Tazminat
Sayisi Miktar: (TL)
2000 7325 261 64.226.562.810
2001 6521 342 154.628.403.000
2002 3375 101 55.752.575.000
2003 3827 213 211.811.392.000
2004 6364 880 1.346.589.000
2005 5976 1330 2.168.200.940
2006 11615 2280 3.961.536,02
2007 19626 2444 3.942.352,76
2008 36052 3876 6.541.977,35
2009 73499 3118 5.711.343,66
2010 70878 2010 6.491.024,66
2011 - 1569 5.547.650,45
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2.11. Tedavi
Giliniimiizde tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar, birinci segenek veya
primer veya major ilaglar ve ikinci secenek veya sekonder veya minér ilaclar olarak

ikiye ayrilmaktadir'’.

2.11.1. Birinci Secenek ilaclar

Izoniazid, rifampisin, streptomisin, etambutol iceren bu ilaclarin toksisiteleri
diisiiktiir ve kombine kullanilmalari durumunda oldukga etkilidirler. bTB tedavisinde
pirazinamid direnci unutulmamalidir. Basiller duyarl oldugu siirece tiiberkiiloz tedavisi

bu ilaglardan olusan tedavi rejimleri ile yapiimalidir'**'%.

2.11.2. ikinci Secenek Ilaclar

PAS (Para-amino salisilik asit), kanamisin, amikasin, ofloksasin, siprofloksasin,
kapreomisin, etionamid, tiasetazon ve sikloserinden olusmaktadir. Bu grup ilaglar,
birinci seceneklere gére daha az etkili, daha toksik, daha pahali ve daha az tolere
edilebilen ilaglardir. Birinci secenek ilaglara karsi direng gelistigi ya da toksik etki

meydana geldigi hallerde kullanilirlar'?’.

2.12. Korunma

Insan ve hayvanlarda tiiberkiilozdan korunmak igin kullamlan tek as1 M. bovis
susundan hazirlanan M. bovis BCG asisidir. Bu asmin sagladigi bagisiklik ve
enfeksiyona karsi koruma giicii degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle tiiberkiiloz
enfeksiyonuna kars1 yeni as1 gelistirme ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir’®'*.

BCG asisina alternatif olarak DNA, subunit protein, atteniie M. bovis, 6lii non
tilberkiiloz mikobakteri, mutant BCG, viral vektor asilar1 ve bunlarin BCG ile
kombinasyonlar1  hayvan ve insanlarda  denenmektedir'*"'*’.  Haile M.
Lipoarabinomannan ile hazirladig1 asiy1 farelere burun yolu ile uygulayarak farelerde
BCG ag1s1 kadar bagisiklik elde ettigini rapor etmigtir'*.

Sigir tiiberkiillozunun insanlara dogrudan bulasabilecegi gibi et, siit hayvansal

irtinlerden de bulasabildigi diistintildiiglinde oncelikle;
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Tiberkiilin testi ile portdr hayvanlarin belirlenerek imha edilmesi,

Saglam hayvanlara saglik sertifikasi verilmesi ve bu sertifikanin alim satimda
mutlaka aranmasi,

. Mezbahalarda kesimden sonra tiiberkiilozlu hayvanlarin belirlenmesi ve bunlarin
geldigi stirtilerin oncelikle izlenerek bagka portorlerin varliginin arastirilmas,
Siitlerin herhangi bir bulagmaya neden olmamasi i¢in uygun pastorizasyon veya
sterilizasyona tabi tutulup tutulmadiginin isletmelerde izlenmesi ve sokak
stit¢iiliigliniin engellenmesi,

. Yurt disindan kagak hayvan gelisinin 6nlenmesi, hayvan ithalatinin Tiiberkiiloz
ari lilke veya bolgelerden secilmesi,

Sigir tiiberkiilozunu yok etmek ig¢in lilkesel proje ve programlarin kar zarar
hesabina gore degil, insan saglig1 6n planda tutularak hazirlanmasi,

. Yaban hayatindaki hayvanlarin da tiiberkiiloz bulasinda rollerinin unutulmamasi
ve portorlerle miicadele edilmesi,

. Ulkede sigir tiiberkiilozu ile miicadele edilirken insan tiiberkiilozu ile de es
zamanli miicadele edilerek insan kaynakli tiiberkiilozun da hayvanlara bulaginin

onlenmesi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

M. bovis’in bolgemizdeki epidemiyolojik ozelliklerini tespit amaci ile Mart
2011-Haziran 2012 yillar1 arasinda Cukurova bdlgesinde bulunan mezbahalarda et
tiretim amaclh kesimi yapilan 5018 adet sigirdan kesim sonrasi graniilamat6z pndmoni
tespit edilen ve bakteriyolojik ekimler igin steril sartlarda laboratuvara ulagtirilan 95
adet hayvana ait doku ve organ parcalarindan kiiltiir yontemleri ile izole ve identifiye
edilen 32 M. bovis izolat1 ile ayn1 donemde akciger tliberkiilozu 6n tanis1 alip klinik
ornekleri tiiberkiiloz tanis1 amaci ile C.U. THAUM Bélge Tiiberkiiloz Laboratuvarina
gonderilen hastalarin balgam 6rneklerinden izole edlilerek M. bovis tanisi alan 10 izolat,

12 lokus MIRU-VNTR ve spoligotyping yontemleri kullanilarak aragtirilmistir.

3.1. Kiiltiir
Mezbahalarda kesimi yapilan biiylikbas hayvanlara ait akciger ve lenf nodlarinda
gbzlenen tiiberkiiloz kuskulu lezyonlardan steril sartlarda alinarak laboratuara ulastirilan

doku ornekleri Petroff’un asagida belirtilen protokoliine uygun olarak dekontamine

edildi',

1. 3 gr doku 6rnegi 10 ml % 0,85 fizyolojik tuzlu suda stomacher ile 1 dakika
parcalandi.

2. Homojenizattan 1.0 ml alinarak tizerine 1.0 ml % 4 NaOH ve 2 damla fenol
kirmuzisi ilave edildi. 37 °C de 20 dakika inkube edildi. 1 N HCl ile pH 6.5-
7.0 ye ayarlandi.

3. 2500 rpm de 20 dakika santrifiij edildi.

4. % 0.85 serum fizyolojik ile resiispanse edildi.

5. Her bir 6rnekten 2 ayr1 Pruvatli (4 gr/l) LJ besi yerine ekimi yapilarak 37 °C
de inkubasyona birakildi'****. Inkubasyon siiresi sonunda iireyen
kolonilerden ayrica Middlebrook 7H9 s1v1 besi yerine pasajlart yapildi.

6. S1v1 kiiltiir sonras1 lireme olan 6rneklerden EZN boyali prepartlar hazirlandi.

ARB yéniinden pozitif olan tiremelere biyokimyasal testleri yapildi*.
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7.

LJ besiyerinde iireyen koloni morfolojisi olarak dysgonik iireme oOzelligi
gosteren, niasin birikim testi (-), nitrat rediiksiyon reaksiyonu (-), bromcresol
mediumda renk degisikligi olusturmayan suslar M. bovis olarak

degerlendirildi*.

3.2. DNA Ekstraksiyonu

Spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemlerinde kullanilmak iizere secilen 42 adet

M. bovis izolatinin DNA’sinin elde edilmesi icin Middlebrook 7H9 siv1 besiyerinden ve

LJ besi yerinden Mickle cihaz1 (Mickle tissue disintegrator) kullanilarak ekstraksiyon

yapildi. Ekstraksiyon sonrasi spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA 6l¢iimii yapilarak

yeterli ve esit miktarda DNA bulundugu kontrol edildi.

3.2.1. Siv1 besiyerinden DNA Ekstraksiyonu

1.

NI~ - Y R OV N

Ureme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0.5ml mikrosantrifiij

tiipiine alind1.

. 80 °C’de 30 dakika bekletilerek bakterilerin inaktivasyonu saglandi.

. 15000xG'de 15 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildu.

. 0.5ml 1xTE buffer eklendi.

. 15000xG'de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

. 0.25ml 1xTE buffer eklendi.

. Tiipe 50-100ul cam boncuk (SIGMA acid washed glass beads) eklendi.

. 2 dakika Mickle cihazinda hiicre par¢alama islemi uygulandi.

15000xG'de 10 dakika santrifiij edildi, siipernatant kisim ¢aligmalar
yapilincaya kadar kullanilmak iizere yeni bir mikrosantrifiij tlipiine alinarak -

20 °C’de sakland.

3.2.2. Koloniden DNA ekstraksiyonu

1.
2.

Bir 6ze dolusu koloni 0.5ml 1xTE buffer i¢inde siispanse edildi.

Yukarida yazilan prosediiriin 2. basamagindan devam edildi.
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3.3. Spoligotyping

Secilen 42 M. bovis izolatina ekstraksiyon sonrasinda spoligotyping metodu

uyguland®>'*.

3.3.1. PCR
DRa: 5’-GG

TTTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’-ucundan biotin ile isaretli)

DRb : 5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3°

DR bolgesini hedef alan primer sentezletildi. Her ¢alismada pozitif (M. bovis,

M. bovis BCG, M. .tuberculosis H37Rv, veya genotipi bilinen klinik izolat) ve

negatif kontrol (dH,O) kullanildi. Her bir sus i¢in asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlandi.

8.5ul

1.0 ul
12.5ul
0.25ul
0.25ul
2.50ul

dH,O

DMSO

2x PCR Master Mix (Fermantas)
DRa (25pmol/ul)

DRb (25pmol/ul)

Kalip DNA

PCR reaksiyon karisimi igeren tiipler Termal Cycler Cihazina (Applied

Biosystem AB) yerlestirilerek asagidaki programda ¢alistirilds;

95°C 5 dak.

N
94°C 1 dak.

55°C 1 dak.

>
40 siklus

J
72°C 45 sn.

72 °C 10 dak.

4°C o
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PCR reaksiyon karistmi mikobakteri DNA’s1 icermeyen temiz bir odada
hazirlandi. DRa primeri biotinle isaretli oldugu i¢in +4°C’de saklandi. DRb primeri
kii¢iik miktarlara boliinerek -20°C’de saklandh.

3.3.2. Spoligotyping Metodunda Kullanilacak Cozeltiler
Spoligotyping metodunda kullanilacak c¢dozeltiler laboratuarimizda asagida

belirtildigi sekilde hazirlandi.

3.3.2.1. 0.5M EDTA (pH 8,0)

EDTA 46,53g
dH,O 250ml
pH 8,0’e ayarlandi ve otoklavlandi.

3.3.2.2.20mM EDTA (pH 8,0)

dH,O 960ml
0.5M EDTA 40ml

3.3.2.3. 20x SSPE (pH 7,4)

0,2M Na,HPO, 28,39gr/L

3,6M NaCl 210,24gr/L

dH,O 960ml

0,5M EDTA 40ml (Otoklavland1)

3.3.2.4. 2xSSPE
20 x SSPE 100ml
dH,O 900ml

3.3.2.5. %10 SDS

Onceden 1s1t1lmis (60°C) dH,O 250ml
SDS 25gr
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3.3.2.6. 2xSSPE / %0.1SDS

dH,0O 890ml
20 x SSPE 100ml
% 10 SDS 10ml

SSPE soliisyonu ve SDS soliisyonu i¢in ayri ayri 6l¢ii kaplart kullanildi.

3.3.2.7. 2xSSPE / %0.5SDS soliisyonu

dH,O 850ml
20 x SSPE 100ml
% 10 SDS 50ml

3.3.2.8. %1 SDS

% 10 SDS 100ml

dH,O 900ml

3.3.2.9.10 x TE

Tris HCI 15,764g (100mM)
0,5M EDTA 20ml (10mM)
dH,O 980ml

3.3.3. PCR Uriiniiniin Hibridizasyonu ve Gériiniir Hale Getirilmesi

Biotin isaretli primerler kullanilarak ve DR bolgesi hedef alinarak yapilan PCR
sonrast amplikonlarin hibridizasyonu gergeklestirildi. Hibridizasyon ve hibridizasyon
sonrasi uriinlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve fosfatli kemifloresan substrati
eklenerek goriiniir hale getirilme esasina dayanan prosediir asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi.
1) Biitiin tampon ¢ozeltiler dnceden ¢alisilmak istenen 1s1ya getirildi.

Bir membran i¢in gereken miktarlar;

80ml 2xSSPE / % 0,1 SDS, 60°C
160ml 2xSSPE / % 0,5 SDS, 60°C
160ml 2xSSPE / % 0,5 SDS, 42°C
160ml 2xSSPE, oda sicakligi
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2)
3)
4)

S)

6)
7

8)

9)

150ul 2xSSPE / % 0,1 SDS {izerine 20ul PCR iiriinii ilave edildi.

PCR iirtinlerini 99 °C 10 dakika boyunca denatiire edildi.

PCR iiriinleri denatiire edilirken, membran (ISOGEN) 80ml 2xSSPE / % 0,1
SDS ile 60 °C’de 5 dakika yikandi.

Siinger yastif1 (Immunetiks Plastic Cushion PC200) ve membrani
miniblotter’a (Miniblotter- 3024) yerlestirirken, miniblotter’in slotlarinin
membrana ¢izgi seklinde baglanmis oligonukleotidlere dikey konumda
olmasina dikkat edildi.

Slotlarda kalan s1v1 aspirasyonla uzaklastirildi.

Slotlar diliie edilmis sicak PCR iiriinii ile dolduruldu. Miniblotter (FINEPCR-
combi-SV120) horizontal konumda 60 °C’de 60 dakika hibridize edildi.
Ornekler slotlardan aspire edildi ve plastik penset kullanarak memban
miniblotter’dan ¢ikarildu.

Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDS ile 60 °C’de 10 dakika yikandi.

10) Membran bir poset dosya i¢ine konuldu.
11) 5ml 2xSSPE / % 0,5 SDS fizerine 1,25ul streptavidin-alkalen fosfataz

konjugati (500U/ml) (Promega) ilave edildi, karisim ii¢ tarafi kapatilmis poset
dosya i¢indeki membrana dokiildii, hava kabarciklar1 uzaklastirilarak, poset
dosyanin agik kenari isitilarak kapatildi. 45-60 dakika boyunca 42 °C’de
enkiibe edildi.

12) Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDS ile 10 dak 42 °C’de enkiibe

edildi, 80ml 2xSSPE ile 5 dakika oda sicakliginda durulandi.

14) Membran iizerine 5ml ECF substrati (Attophos AP Flourescent Substrate,

Promega) ilave edildi, poset dosya i¢inde 60 dakika boyunca enkiibe edildi.

15) Membran stretch film ile sarilarak uygun illuminasyon kasetinde (450nm) 20

saniye expose edilerek (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) goriintii

alindi.
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3.3.4. Membranin Regenerasyonu
Membranin hibridizasyon ve goriintiileme sonrasinda tekrar kullanilabilmesi i¢in
asagidaki yikama ve regenerasyon asamalar1 uygulandi.
1) Membran iki kez % 1 SDS ile 80 °C’de 30 dakika enkiibe edildi.
2) Membran 20mM EDTA (pH 8) ile 15 dakika oda sicakliginda enkiibe edildi.
3) Membran 20mM EDTA (pH 8) i¢inde poset dosya i¢inde, kullanim sayis1 ve
tarih yazilarak +4 °C’de saklandu.

3.3.5. Yorumlama

Spoligotyping metodu  sonucglarin  yorumlanmasi  asamasinda  spacer
oligoniikleotidlerin kovalent baglandigi membranla PCR {iriinii hibridizasyonu sonucu,
olusan blotlanmalar dikkate alinarak spacer bolgelerinin varligi degerlendirildi.
Sonuglar asagida belirtilen Oktal kodlama anahtar1 kullanilarak 0-7 arasinda 15
rakamdan olusan “Oktal kod” formatina cevrildi. Elde edilen veriler asagida belirtilen

veritabanlar1 kullanilarak kiimeler ve familyalar (clade) belirlendi.

Database adres:
http://www.pasteurguadeloupe.fr:808 1/SITVITDemo/outilsConsultation.jsp
http://www.miru-vntrplus.org

http://www.mbovis.org

Spoligotyping sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan oktal kodlar asagida

verilmistir.

ooo=0 oom =1 omo =2 Cmm =23
moo=4 mCOm =95 mmC =6 mmm =7
m=1 o=0 Spacer43
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3.4. MIRU-VNTR
Bu caligmada 12 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi. Hedeflenen MIRU
lokuslar1 i¢in Tablo-5’de verilen primerler kullanildi. Her bir susa 6zgi 12 MIRU

lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesi i¢in 12 PCR reaksiyonu gerceklestirildi
109,118,146

PCR i¢in reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandi.

dH,O 2,170ul

DMSO 0,250ul

2X PCR Master mix 3,125ul

Forward Primer 0,040ul

Rewerse Primer 0,040ul

DNA 0,625ul

Toplam 6,250pl

2X PCR MasterMix:

4 mM MgCl,

1,6 mM dNTP mix (her bir ANTP 0,4 mM)
0,05 v/ ul Taq DNA Polimeraz icermektedir.

Hazirlanan reaksiyon karigimi thermal cycler’da asagida belirtilen 1s1, dongi,
stire ve sayisinda amplifiye edildi.

94 °C 5 dak.

95 °C 30 sn.

62 °C 60 sn. 40 siklus

72 °C 90 sn.

72 °C 10 dak.

+4 °C o0
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Tablo 5: 12 Lokus MIRU VNTR metodu i¢in kullanilan primerler

Hedef Bolge PCR primer (5'to 3')

MIRU 2a 5’-TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT-3’
MIRU 2b 5’-TAC TCG GAC GCC GGC TCA AAA T-3°
MIRU 4a 5’-GCG CGA GAG CCC GAA CTG C-3°

MIRU 4b 5’-GCG CAG CAG AAA CGT CAG C-3°

MIRU 10a 5’-GTT CTT GAC CAA CTG CAG TCG TCC-3’
MIRU 10b 5’-GCC ACCTTG GTG ATC AGC TAC CT-3’
MIRU 16a 5’-TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A-3’
MIRU 16b 5’-CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC-3°
MIRU 20a 5’-TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG-3’
MIRU 20b 5’-GGA GAC CGC GAC CAG GTA CTT GTA-3’
MIRU 23a 5’-CAG CGA AAC GAA CTG TGC TAT CAC-3°
MIRU 23b 5’-CGT GTC CGA GCA GAA AAG GGT AT-¥
MIRU 24a 5’-CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT-3
MIRU 24b 5’-GGG CGA GTT GAG CTC ACA GAA-3°
MIRU 26a 5’-CCC GCC TTC GAA ACG TCG CT-3°

MIRU 26b 5’-TGG ACA TAG GCG ACC AGG CGA ATA-3’
MIRU 27a 5’-TCG AAA GCC TCT GCG TGC CAG TAA-3’
MIRU 27b 5’-GCG ATG TGA GCG TGC CAC TCA A-3°
MIRU 31a 5’-ACT gAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA-3’
MIRU 31b 5’-GTG CCG ACG TGG TCT TGA T-3°

MIRU 39a 5’-CGC ATC GAC AAA CTG GAG CCA AAC-3’
MIRU 39b 5’-CGG AAA CGT CTA CGC CCC ACA CAT-3’
MIRU 40a 5’-GGG TTG CTG GAT GAC AAC GTG T-3°
MIRU 40b 5’-GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA-3

Amplikonlar 120 Voltta, 60 dakika, etidyum bromiirlii % 2 lik agaroz (SIGMA)
jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel goriintilleme sistemi
(QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) ile goriintilendi. Bant biyiikliigliniin
tespitinde 50-1000 bp lik marker (Fermantas) kullanildi. Bant biiyiikliiklerine dayanarak
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12 lokus MIRU-VNTR tipleme sonucunda her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar
sayis1 belirlendi (Tablo 6).

Tablo 6: MIRU lokuslarinin MIRU-VNTR tekrar sayilar1 ve amplikon boyutlari
MIRU
Allel 2 4 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40

Tekrar

0 402 175 482 565 437 150 395 285 498 492 540 354
1 455 252 537 618 514 200 447 336 551 545 593 408
2 508 329 590 671 591 253 501 387 604 598 646 462
3 561 406 643 724 668 306 555 438 657 651 699 516
4 614 483 696 777 745 359 609 489 710 704 752 570
5 667 560 749 830 822 412 663 540 763 757 805 624
6 720 637 802 883 899 465 717 591 816 810 858 678
7 773 714 855 936 976 518 771 642 869 863 911 732
8 826 791 908 989 1053 571 825 693 922 916 964 786
9 879 868 961 1042 1130 624 879 744 975 969 1017 840
10 932 945 1014 1095 1207 677 933 795 1028 1022 1070 894
11 985 1022 1067 1148 1284 730 987 846 1081 1075 1123 948
12 1038 1099 1120 1201 1361 783 1041 897 1134 1128 1176 1002
13 1091 1176 1173 1254 1438 836 1095 948 1187 1181 1229 1056
14 1144 1253 1226 1307 1515 889 1149 999 1240 1234 1282 1110
15 1197 1330 1279 1360 1592 942 1203 1050 1293 1287 1335 1164
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4. BULGULAR

Mart 2011- Haziran 2012 yillar1 arasinda Cukurova bdlgesinde bulunan
mezbahalarda kesilen 5018 adet sigirdan kesim sonrasi graniilamatdz pndomoni tespit
edilen ve bakteriyolojik ekimler igin steril sartlarda laboratuara ulastirilan 95 adet
hayvana ait doku ve organ parcalarindan konvansiyonel yontemlerle M. bovis olarak
tanimlanan 32 adet izolat ile bélgemizde bulunan tiiberkiiloz hastalarindan izole edilen
10 adet M. bovis izolatinin molekiiler epidemiyolojik o6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla izolatlar spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile degerlendirildigi
calismada; Gerek insan kokenli gerekse sigir kdkenli izolatlarin 4 profil igerisinde
toplandiklari, en sik karsilasilan profilin SB0120 oldugu, ilging olarak sigir kokenli

izolatlar arasinda M.bovis ssp. caprae suslarinin oldugu (Sekil-4, Tablo-7),

46



Tablo 7: 42 M. bovis izolatina ait spoligotyping paternleri

Spoligotyping
Spoligotypin Oktal kod Aile
PISOEES SpoID B4 M. bovis. Org

Sus
No

cassnncassssscussssssnnnnnnnnnns  676773777777600  M.bovis BCG SIT482 SB0120
[EET cxnnnncnnmmmncnnsnnnnnnnnnnnnnns  676773777777600  M.bovis BCG SIT482 SB0120
cxssnncammmsscasssssssnnnnnnnnnn  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
[ET0) onsencoocomsscannnnnnssnnnnnnans  674073777777600 M.bovis SIT685 SB0288
PEEERN cemomooooommncnnnnnnnnnnnnnnnnnn  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
[EET0) cnenncnnnmnscnnnnnnnsnnnnnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
camsmsoassmsscamssssnnnnssnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
FTET cemoncooconsmcnnsnnnnnnnnnnnnnns  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
FTER crrrnvcmmmmnnonnnnnnnnnnnnnnnnns 676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
[TETI cnncncocoomnncnnnnnnnnnnnnnnnnnn  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
seonnonnossocomsssssssnsscansens  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
[0 cnmmnncnnnnnncunnnnnnnnnnnnnnnnn  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
sanonceaasoncoesssssssssscanssss  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
[ET] cxemmccoocusscnnnnsnnnnnnnnsnnnn  674073777777600 M.bovis SIT685 SB0288
PR ceeerccoconsmcnnnnnnnnnnnnnnnnns  674073777777600 M.bovis SIT685 SB0288
[EET0) cnsenncnnnnnscnnnnnnnssnnnnnnans  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
casssscassssscesssssnnssssnnnnas  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
S cocccssssccononsssssnsssncannnnn  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
[ cxrcrcoooomsmonssnnnnnnnnnnnnnnn  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
[FEET0[ cxsoncooocumsonnnnnnnnnnnnnnnnnn  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
cxmmmscassssncassssennnnssssnnnn  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
SE TP oocccssssccononsssssnsssscannnnn  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
cxnnnncamsmsscmsssssssnnnnnnnnnn  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
FE VN cososssssooooonsssssssssscannnnn  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
oasomcooooRsscassssssssssssnsnns  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
[T cemoncooconsmcnnsnnnnnnnnnnnnnns  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
cassmsoassssscasssssnnnnssnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
[T cnsoncoocomsscunnnnnnssnnnnnnnns  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
somocoooooosoonseenennnnncannnnn  220003777377600 - - -
[T cmmmnncunnnnncnnnnnnnnnsnnnnanss  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
casssscassssscesssssnnssssnnnnas  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
[FEETJ[ cnemnccoccnsscnnnnsnnnnnnnnnnnnn  674073777777600 M.bovis SIT685 SB0288
sascmcoooossscesssssssssssnnnsas  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
TN cemmnncunnnnncnnsnnnnnnsnnnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
soannonnosoacosssssesnnsscansens  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
B-26 I OEEENOOOOCNESSEEESESEEEEEEEEEEEEEE 674077777777600 - - -
cxmmmscassesncnssssennnnsnssnnnn  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
ST onscrcooconnncnnssnsnnnnnnnnnnnn  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
camsssoassmsscasssssnnnnssnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
[FEET] cemoncooconsscnnsnnnnnnnnnnnnnns  664073777777600 M.bovis SIT683 SB0140
FEFH coccsssssooooomsssmssssscannnns  200003777377600 M.bovis SIT647 SB0418
subsp.caprae
FEPN] cnssnronnnnnncnnmsnnnnnnnnnnnnns  676773777777600 M.bovis SIT482 SB0120
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calismadaki 42 izolatin spoligotyping yontemi ile klonal grup dagilimi incelendiginde,
40 susun (% 95,2) 4 kiime igerisinde yogunlastigi, insan kokenli iki M. bovis BCG
izolatlarinin da dahil oldugu toplam 18 (% 42,85) izolatin en sik karsilagilan spoligotip
paternine, SB0120, ait oldugu en az iiyeli spoligo paterninin ise 4 izolat (% 9,52) igeren
SB0288 spoligopaterninin oldugu belirlenmis, 2 izolatin (% 4,76) ise calismada
kullanilan veri tabanlarindaki susglarla karsilastirilmasi sonucunda bilinen hicbir kiimeye

uymayan orphan suslar olduklar1 gériilmiis, (Tablo-8)

Tablo 8: 42 M. bovis susuna ait Spoligotyping aileleri ve goriilme oranlar1

Spoligotyping Sus Sayisi Goriilme Sikhig1 (%)
Aile
SB0120/S1T482 18 42,85
SB0140/SIT683 11 26,19
SB0418/SIT647 7 16,66
SB0288/SIT685 4 9,52
Unique 2 4,76

5B0418

SBENE FR2iHus
SBO288 '..'tl;lto.ln:E:
SBO418 RRERE MR osEEWEx
g%%ii% IR R R Y SR ]

L LA R R T
SB0288 BeBBsensgananuan
SBO288 SR B L BEBREREOEE 2
258?‘%3 $RE 8 SEREL LR
sl L IR R e L
CRDa :lllb ORRO>TE IR

RN < EFFLRBEas

Sekil 4: Spoligotyping goriintiisii

12 lokus MIRU-VNTR yo6ntemiyle yapilan klonal diizeydeki genotiplendirmede;
izolatlarin tamaminda MIRU2 (2), MIRU10 (2), MIRU16 (3), MIRU20 (2), MIRU23
(4), MIRU24 (2), MIRU27 (4) ve MIRU39 (2) lokuslarinin tekrar sayilarinda fark
olmadigi ancak MIRU4, MIRU26, MIRU31 ve MIRU40 lokuslarindaki tekrar
sayilarinin izolatlar arasinda farklilik gosterdigi (Sekil-5, Sekil-6, Tablo-9), bu
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farkliliklar dikkate alindiginda % 100 iligkili 10 MIRU-VNTR profilinin elde edildigi
(Tablo-10),

Sekil 5: MIRU4 jel goriintiist

Sekil 6:MIRUA40 jel goriintiisii
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Tablo 9: 42 M. bovis izolatin 12 lokus MIRU-VNTR profilleri

identifikasyon 12 Lokus MIRU-VNTR

I . MboisBCG 232304244222

M.bovis BCG 232324254322
| C Mbovis 232324254322
.I!.l M.bovis 232324254323
BNl Mbovis 232324254321
[ H-6 | M.bovis 232324254322
SRl Mbovis 232324254321
-I M.bovis 232324244423
-Iﬂl ~ Mbovis 232324254323
M.bovis 232324244222
DBl Mbovissubsp.caprae 232324254321
-I M.bovis 222324254423
DN Mbovissubsp.caprae 232324244322
m M.bovis 232324254323
EEEEl Mbovis 232324254323
| B-6 || M.bovis 222324254322
BESl Mbovis 232324254222
M.bovis subsp.caprae 232324254422
ml . Mbovis 232324254323
M.bovis 232324254422
l'é![ll C Mbovis 232324254422
M.bovis subsp.caprae 232324244322
SRRl Mbovis 232324254323
m M.bovis subsp.caprae 232324254222
BESENl Mobovis 232324254322
M.bovis 232324254422
BESEAl Mbovis 232324254222
M.bovis 232324254323
B:STEl Umigue 232324254322
M.bovis 232324254322
BEEINl Mobovis 232324244322
M.bovis 232324254222
BEEERl Mbovis 232324254222
M.bovis 232324254223
LDE[ Mbovissubsp.caprae 232324244223
Unique 232324254223
BEEENl Mobovis 232324254322
M.bovis 232324254322
BESIRl Mbovis 232324244222
M.bovis 232324254222
DE0Tl Mbovissubsp.caprae 232324254223
M.bovis 232324254322
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Tablo 10: 42 M. bovis izolatinin 12 lokus MIRU-VNTR tekrar say1 ve oranlari

MIRU-VNTR Bolgesi | Tekrar Kopya Sayilari
ve Oranlan

CLCERM (2

MIRU 4 2(2/42), 3(40/42)

LA 224

MIRU 16 3(42/42)

TR 22/

MIRU 23 4(42/42)

L 26242

MIRU 26 4(8/42), 5(34/42)

ST 242

MIRU 31 2(13/42), 3(20/42), 4(9/42)

LE R )

MIRU 40 1(3/42), 2(26/42), 3(13/42)

12 lokus MIRU-VNTR yontemiyle elde edilen profiller dikkate alindiginda
MIRU4’tin ayrim giiclinlin zayif oldugu (0,01<h<0,11) MIRU26, MIRU31 ve
MIRU40’1n yiiksek ayrim giictine sahip oldugu 0,25<h), diger lokuslarin ayirim
giiclerinin olmadigi (Tablo-11),
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Tablo 11: 42 M.bovis izolatinin 12 lokus MIRU-VNTR kopya sayilar1 ve ayrim giigleri

Kopya MIRU
sayisi )4 4 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40
3
42 2 42 42 42 13 42 26
40 42 20 13
42 8 42 9
34

o R N SN N R WN = O

10
<L 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,59 0,00 0,5

diversit

*h=1— inz[n/(n—l)] n: sus sayist  xi-lokusdaki allelin tekrar sayisi

calismaya dahil edilen izolatlarin Spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile
klonal iligki yoniinden degerlendirilmesi sonucu izolatlarin sayisi 1-6 arasinda degisen
% 100 iliskili 28 subgrup olusturduklari, bu gruplar igerisinde 18. kiimenin 6 iiye ile en
biiyiik gen grubunu olusturdugu, bunu 3 iiyeli 4. kiimenin izledigi, 17 izolatin da
bagimsiz, tek iiyeli, kiimelere dagildiklari, hayvanlara ait suslarla ortak aymi paterni
gosteren 6 insan izolati oldugu, dolayisiyla insan suslari ile hayvan suslarinin

birbirleriyle direk iliskili oldugu goriilmiistiir (Sekil-7).
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Sekil 7: Calismada belirlenen supgruplar
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S. TARTISMA

Sosyoekonomik sartlar ile iligkili olarak goriilme orani artan ve tiim diinyada
goriilen Oliimlerin en Onemli nedenleri arasinda sayilan tiiberkiiloz hastaligi as1
uygulamasi ve tedavide etkili ilaclarin kullanilmasi da dahil alinan biitiin kontrol
tedbirlerine ragmen insan sagligi acgisindan halen Onemini korumaktadir. Bu tani
yontemlerinin diisiik duyarliligi ve laboratuar doniislerinin ge¢ olmasi, tedaviye gec
baslanmasi, yetersiz tedavi, tedavi uyumsuzluklari, hastanin laboratuara ve ilaca
ulagsmadaki giicliikleri gibi sebepler ile izah edilmekte, tehdidin 6niine gegilmesi i¢in de
tiiberkiiloz etkenlerinin tanisinda daha duyarli ve 6zgiil, hizli sonu¢ veren ve ucuz
yontemlerin gelistirilmesi ve MTK basillerin toplum igerisindeki hareketlerini izleyecek
molekiiler diizeyde epidemiyolojik sonuglar iiretecek yontemlerin gelistirilmesi
gerektigi ileri siiriilmektedir.

Ozellikle konvansiyonel ydntemlerle tiir diizeyinde tanimlanmayan M. bovis
suslarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi sadece hayvan tiiberkiilozu agisindan
degil, ayn1 zamanda insan tiiberkiilozu i¢in de hayati 6neme sahiptir. Buna karsilik
hayvanlarda tiiberkiilozun kontroliiniin ve eradikasyonunun ihmal edilmesi veya
uygulanan programlarda yasanan basarisizliklar ile mikobakteriumlarla kontamine
gidalarin insan tliketimine sunulmasi M. bovis enfeksiyonun insanlara aktarilmasina ve
tiim diinyada halk saghgi i¢in 6nemli bir tehdit niteligi kazanmasina sebep olmustur''®.
Giliniimlizde insan tiiberkiilozunun az goriildiigii iilkelerde sigir tiiberkiilozunun
eradikasyonunun yapilmis oldugu veya ileri diizeyde kontrol edilmis oldugu goéz
onilinde tutuldugunda iilkemizde tiiberkiilozdan kaynaklanan o6liimlerin ve tiiberkiiloza
bagli ekonomik kayiplarin azaltilmasi i¢in M. bovis’in insan ve hayvan kokenli klinik
izolatlar1 arasindaki epidemiyolojik iligkinin klonal diizeyde tespiti ve hayvanlarda etkili
bir eradikasyon c¢aligsmasinin yapilmasinin gerekliligi anlagilmaktadir.

Son yillarda gelistirilen molekiiler yoOntemler sayesinde tiiberkiiloz
salginlarinin orjini belirlenmekte, sigir tiiberkiilozunun kaynagindan baglayarak bulas
yollar1 takip edilebilmekte ve hastalikla miicadele i¢in Onemli ipuglarina
ulagilabilmektedir. Bu c¢alismada, Cukurova bolgesinde goriilen insan ve sigir

tiiberkiilozu olgularindan izole edilen M. bovis suslarinin muhtemel iligkilerinin
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belirlenmesi icin tiiberkiilozun molekiiler epidemiyolojisinde siklikla kullanilan
Spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR yontemlerinin ayirim giicleri ve izolatlar
arasindaki iliskinin klonal derecesinin tespitindeki tanit degerlerinin belirlenmesi
amaglandi.

Yapilan bu caligmada 5018 adet sigirdan kesim sonrasi akciger ve lenf
nodlarinda makroskobik olarak graniilamatéz pndmoni lezyonu oldugu diisiiniilen 95
hayvana ait doku orneklerinden 32 (% 0,63) tanesinde bakteriyolojik yoOntemlerle
M. bovis suslan izole edilmistir. Bu oran Ortatatli ve arkadaslarinin Konya’da ve
Beytut’un Kars’ta yaptig1 calismalarda belirledikleri oranlardan diisiiktiir®'*’. Bu sonug
calismamizda sadece M. bovis izolatlariin dikkate alinmasindan kaynaklanabilir.

Sahraoui N. ve arkadaglar1 (2009) Cezayir’de kesilen 7250 hayvanin
muayenesinde belirledikleri 260 granulamatéz lezyondan kiiltlir sonrasinda izole
ettikleri bakterilerin 88’inin (% 1.21) M. bovis oldugunu rapor etmislerdir. Bu oran
bizim oranimizdan daha ytiksektir. Bu {ilkelerin sosyo ekonomik diizeyi ve hayvanlarda
uygulanan tiiberkiiloz kontrol programlarinin basarisi ile tiiberkiiloz insidansi arasinda
negatif bir korelasyonun bulundugunu dogrulamaktadir. Sahraoui N. ve arkadaslar1 elde
ettikleri M. bovis suslarin1 spoligotyping metodu ile genotipik 6zelliklerini
degerlendirdikleri ¢calismalarinda 22 farkli kiime belirleyerek elde ettikleri paternlerin
% 89’unun daha Once Avrupa’daki sigirlardan elde edilen paternler oldugunu
1 hayvandan izole ettikleri M. caprae susuna ait spoligotip paterninin ise veri tabaninda
bulunmayan SB1451 oldugunu bildirerek belirledikleri spoligo paternlerinin SB0120
(%40), SB0O121 (%22), SB0134 (%7) ve SB0941 (%7) oldugunu rapor etmislerdir'*®.
Biz calismamizda degerlendirdigimiz sigir ve insan kokenli M. bovis izolatlarimizin
spoligotyping yoOntemine gore tiir diizeyinde ayiriminda suslarin 6 kiime igerisinde
dagildiklarin1 ve en biyiik kiimeyi % 42,85’lik bir oran ile SB0120/SIT482 tipinin
olusturdugunu tespit ettik. Bu her iki ¢alismada da SB0120/SIT482 tipinin baskin ve
hemen hemen ayni oranlara sahip oldugunu gdstermektedir. Ancak bizim suslarimizin
ait oldugu diger spoligotipler bu ¢alismadaki bildirilen kaliplardan farklidir (Tablo-8 ).

Sun ve arkadaglarinin (2011) Cin’de 6 farkli bolgede bulunan 40 ayri isletmede
beslenen 406 adet inege tiiberkiiloz tanis1 amaci ile intradermal comparative cervical
tiiberkiilin (SICCT) ve vy interferon testi uyguladiktan sonra pozitif hayvanlardan izole

ettikleri 135 adet M. bovis susunu  Spoligotyping ve MIRU-VNTR metodu ile

55



degerlendirdikleri ¢alismalarinda, izolatlarin 4 spoligotip kiimesi, 7 MIRU-VNTR
kiimesi olusturdugunu bildirmiglerdir. Bu grup calismalarinda hayvanlarin insan
tiiberkiilozu insidansinin artmasindaki roliine wvurgu yapar nitelikte c¢alismada
tiiberkiiloz belirledikleri bir inekte hem M. bovis, hem de M. tuberculosis (bejing susu)
susu identifiye ettiklerini rapor etmislerdir'®. Biz de calismamizda her iki ydntemle
yaptigimiz degerlendirmede 42 izolatin spoligotipleme ile 6, MIRU-VNTR ile de 10
patern gosterdiklerini tespit ettik (Tablo-8, Tablo-10). Bizim c¢alismamizdaki gerek
spoligo gerekse MIRU-VNTR paternlerimiz bu ¢alismada bildirilenden daha sinirlidir.
Bu durum Sun ve arkadaslariin ¢alismalarini degerlendirdikleri 6rnekleri Cin’de 6
farkli bolge ve 40 ayri isletmeden toplamis olmalari, buna karsilik bizim izolatlarimizi
sadece Cukurova bolgesinden izole etmis olmamiz ile izah edilebilir. Diger taraftan
bizim ¢aligmamizda degerlendirdigimiz izolat sayisinin azlig1 da daha az sayida patern
elde etmis olmamizi izah edebilir.

Bir diger arastirmada Aranaz ve arkadaslar1 (1996) Ispanya’da izole edilen 182
M. bovis susunu spoligotyping yontemi ile genotiplendirdikten sonra yaptiklar
calismalarinda sigirlardan elde edilen M. bovis suslarina ait spoligotyping paternleri ile
vahsi ay1 ve geyiklerden elde edilen M. bovis suslarinin spoligotyping paternlerinin ayni
oldugunu, bu benzerligin hastaligin bulasmasinda ve yayilmasinda yabani hayvanlarin
rollerini ortaya koydugunu bildirmislerdir. Aranaz ve arkadaslar1 inceledikleri 182
M. bovis izolatinda 24 farkli spoligo kiimesi belirlerken hepsinde de 39-43 spacerlarin
olmadigini, sigirlardan izole ettikleri 129 izolatta 18 farkli spoligo paterni oldugunu ve
3, 9 ve 16. spacerlarin bulunmadigini bildirmislerdir. Sigirlarda spb-7 (59 izolat),
ardindan spb-3 ve spb-13’iin en yaygin spoligotyping paterni oldugunu belirtmislerdir™.
Biz calismamizda sadece sigir ve insan kokenli M. bovis suslarinin spoligotipleme ve
MIRU-VNTR yontemleri ile klonal iligkilerini sorguladik. Bizim 6rnek sayimiza paralel
olarak spoligotip patern sayimiz Aranaz ve arkadaslarinin patern sayisindan daha azdi.
Ancak spoligo ve VNTR paternlerinin ¢apraz sorulanmasi sonunda, ki bu suslar
arasindaki genotipik veya klonal iligkinin daha ince ayrintilandirilarak irdelenmesini
saglamayr amaclamistir, izolatlarin %100 uyumluluk gdsteren 28 farkli patern
sergiledigi goriilmiistiir (Sekil-7). Bu bizim 42 test izolatimizin, kullandigimiz ve
giinimiizde birlikte kullanilmalar1 halinde daha yiiksek ayirim giicii gosterdigi belirtilen

iki yontemin ortak sonucu olarak, 28 farkli kaynaktan koken alan suslar olduklar
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goriilmektedir. Bu gercek patern sayimiz Aranaz ve arkadaslarinin bazi lokuslarin
bulunup bulunmamasi ile elde etmeye calistiklar1 ayirim giicline dayali sonuglarina
gore daha rasyonel bir sonug olarak degerlendirilebilir.

Munyeme M. ve arkadaglar1 (2009) inceledikleri 695 sigir karkasindan aldiklari
tiiberkiiloz stipheli 98 6rnekten elde ettikleri 33 kiiltirde ARB pozitifligi belirlemisler
ve bu Kkiltiirlerin 31 tanesinin Spoligotyping yontemiyle yorumlanabilir profil
gosterdigini ve bu paternlerin 10 farkl kiime olusturdugunu belirtmisler. Elde ettikleri
paternlerin i¢ginde SB0120 paterninin en yiiksek oranda bulundugu, SB0871 paterninin
ise ikinci yogunlukta goriilen spoligotyping paterni oldugunu rapor etmislerdir’®. Bu
grubun Ornek sayisi bizim 6rnek sayimiza yakindir. Ancak spoligopatern sayilari bizden
fazladir. Bu, Orneklerin alindigi hayvanlarin yasadigi cografi bdlgenin genisligi,
yontemin uygulanis farkliliklar1 gibi sebeplerle izah edilebilir. Ancak bu grubun da en
stk karsilastig1 paternin, bizim ve Sahraoui N. ve arkadaslarinin bildirdigi, SB0120
paterni olmasi bu paternin tiim diinyada baskin suslar1 tanmimladigr seklinde
yorumlanabilir.

Tadayon ve arkadaslari (2006) Azerbeycan’da 140 bufalo ve 18 sigira ait
orneklerden izole ettikleri 1 bufalo ve 11 sigira ait M. bovis izolatina spoligotyping ve
MIRU-VNTR yo6ntemi ile yaptiklar1 genotiplendirmede 4 spoligotip ve 5 MIRU-VNTR

profili elde ettiklerini bildirmislerdir'>°

. Bu grubun 6rnek sayis1 ve kaynaklar1 bizden az
ve farkli olmakla beraber spoligo ve VNTR paternleri de azdir. Bu sonu¢ bizden daha
fazla sayida ornek degerlendiren Sahraoui N., Sun ve arkadaglar ile Aranaz ve
arkadaglarinin neden daha c¢ok sayida patern gordiiklerine dair 6rnek sayisi ile paralellik
gosteren patern sayist hakkindaki 6n goriimiizii desteklemektedir.

Ulkemizde sigirlardan izole edilen M. bovis suslarinm spoligotip paternlerini
belirlemeye yonelik ilk ¢alisma Yardime1 H. ve arkadaglari (2007) tarafindan Ankara ve
cevresindeki mezbahalarda kesilen sigirlardan alinan lenf yumrusu 6rneklerinden izole
edilen suslar iizerinde yapilmistir. Yardimc1 H. ve arkadaslar1 bu ¢aligmalarinda 36 lenf
yumrusu drneginden 9 M. bovis DNA’sim1 PCR ile amplifiye ettiklerini ve elde ettikleri
bu 9 PCR firiiniinii mikropleytlere bagladiklart 43 farkli oligoniikleotid ile hibridize
ederek 3 farkli spoligotip paterni elde ettiklerini rapor etmisler ve bu paternleri ANK 1,

ANK 2 ve ANK 3 olarak isimlendirmislerdir'?. Bu grubun 6rnek sayismim azligi
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yontemin standardizasyonunun tartisilabilirligi ve degerlendirmede herhangi bir veri
taban1 kullanmamis olmalar1 sonuglarini tartisilabilirlikten uzaklastirmaktadir.

Italya’nin Tuscany bélgesinde ¢alisan Lari ve arkadaslar1 (2011) 1990 ve 2009
yillar1 arasinda insanlarda goriilen tiiberkiiloz olgularindan izole edilen 9 tanesi M. bovis
BCG, 37 tanesi M. bovis, 1 tanesi de M.bovis subs. caprae olmak iizere 47 adet M. bovis
susuna spoligotyping ile yaptiklar1 genotiplendirmede 15 unique profil elde ettiklerini
isimlendirilen spoligotip paternlerinin ise % 68’inin SB0120 paterni oldugunu rapor
etmislerdir”'. Bizim ¢alismamizda insan kokenli sus saymmz 10 idi. Ancak M. bovis
BCG olarak tanimlanan iki susun da insan kokenli olmasi, insan kokenli M. bovis
suslarindan 6 (%60)’sinin (Tablo-7) Lari ve arkadaglarinca %68 olarak bildirilen
SB0120 paterni ile aynt olmas1 hem M. bovis BCG-insan tiiberkiilozu arasindaki iliski,
hem de SB0120 paterninin yayginliginin vurgulanmasi agisindan dikkat ¢ekicidir.

Mignard ve arkadaslar1 da (2006) Fransa’da insan kdkenli M. bovis suslarini
degerlendirdikleri calismalarinda, bTB’nin prevelansinin son 10 yil igerisinde
% 0,5’den % 2’ye 4 kat arttifin1 belirterek, pirazinamidaz direncini belirleyen pncA
genini kullanarak molekiiler yontemle identifiye ettikleri 13 M. bovis susunun
spoligotyping yoOntemi ile genotiplendirmislerdir. Bu grup test izolatlariin
spoligotipleme ile 4, 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile de 12 farkli paterne
dagildiklarimi rapor etmislerdir’.

Roddwel ve arkadaslar1 (2010) Kalifornia’da insanlardan izole edilen M. bovis
suslar1 ile Meksika ve Amerika’da hayvanlardan izole edilen M. bovis suslarini
spoligotyping yontemi ile yaptiklar1 genotiplendirme c¢alismasinda 106 insan M. bovis
izolatinda 12 spoligotip, 496 Meksika sigir1 ve 219 Amerika sigirina ait M. bovis
izolatinda ise 126 spoligotip elde ettiklerini ve insanlarda belirledikleri spoligotip
paterninin % 91’inin Meksika sigir1 ile ayni oldugunu bildirmislerdir. SB0673 ve
SB0140 paterninin insanlarda % 3,8 oraninda, Amerika’daki sigirlarda % 45,
Meksika’daki sigirlarda % 31 oraminda bulundugunu rapor etmislerdir'®.Bizim
calismamizda bu grup ile tartisilacak ortak bulgu gerek insan gerekse sigir kokenli
izolatlarda gosterilen SB0140 spoligo paternidir. Ancak bizim 3’{i insan 8’i hayvan
kokenli olmak iizere toplam 11 (% 26.19) izolatimizin bu paterni gostermesine karsilik
Roddwel ve arkadaslarinin ¢aligsmalarinda bu patern insan izolatlarinda % 3.8 gibi daha

diisiik bir oranda, hayvanlarda % 31-45 gibi daha yiiksek bir oranda gdstermis olmasi
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bu paterne sahip izolatlarin aslinda hayvanlarda daha yiiksek oranlarda olmalarina
karsilik insanlara gec¢is veya insanlarda enfeksiyon olusturma yeteneklerinin gercekten
daha diisiik olmasi seklinde yorumlanabilir.

Belgika’da 1995-2003 yillar1 arasinda 77 farkl ciftlikten izole edilen 127
M. bovis susu ile Allix ve arkadaglarinin (2006) yaptiklar1 genotiplendirmede 29 lokus
MIRU-VNTR metodu ile 32 farkli patern, IS6110-RFLP metodu ile 16 farkli patern,
Spoligotyping metodu ile 17 farkli patern belirlediklerini rapor ettikleri ¢alismalarinda
MIRU-VNTR yonteminin IS6110 RFLP metoduna kiyasla daha hizli ve kolay tekrar
edilebilir bir yéntem oldugunu vurgulamuslardir''®. Bu calismada daha genis bir
alandan ve daha c¢ok sayida 6rnek toplanmis olup, elde edilen spoligo patern sayisi ile
VNTR patern sayilar1 dogal olarak bizim ¢alismamizdan fazladir. Bu 6rnek sayis1 kadar
calisilan bolgenin sus/genetik zenginligine uygun bir sonugtur. Biz 1S6110 RFLP
yonteminin klonal diizeyde ayirim yeteneginin tartismali olmasini dikkate alarak bu
yontemi kullanmamistik. Nitekim bu grup ta sonug¢ olarak MIRU-VNTR’in RFLP’ye
kars1 bilinen avantajlarina vurgu yapmislardir.

Sola ve arkadaslar1 (2003) 11 farkli orjinden elde ettikleri 116 MTK (103
M. tuberculosis, 4 M. bovis, 1 M. canetti, 7 M. africanum) izolatinda 79 farkli MIRU-
VNTR profili bulduklarini bildirmiglerdir. MIRU10, MIRU23, MIRU26, MIRU31ve
MIRU40’1n ayrim giiciiniin yiiksek oldugunu, MIRU4, MIRU16, MIRU24, MIRU39’un
orta diizeyde ayrim giiciine sahip oldugunu ve MIRU2, MIRU20, MIRU27 nin ise zay1f
ayrim giiciine sahip oldugunu belirlemislerdir””. Bu arastirmact grubu MTK iiyelerini
agirliklh olarak da M. tuberculosis izolatlarim degerlendirdikleri ¢alismalarinda dogal
olarak oldukca farkli sayida MIRU-VNTR paterni elde etmislerdir. Bu grup bizimle
benzer olarak (Tablo-10) MIRU40 MIRU31 ve MIRU26 lokuslarinin yiiksek, MIRU4
lokusunu da orta derecede ayirim giiciine sahip lokuslar olduklarini bildirmislerdir'**.

Jeon ve arkadaslar1 (2008) Kore’de graniilamatéz lezyonlar1 olan sigirlardan
izole ettikleri 59 adet M. bovis izolatinda 12 MIRU, 3 ETR (A,B,C), 7 QUB ( 11a, 11b,
18,26,1895,3232,3336), 2 VNTR (0424,1955) bolgesini kullanarak yaptiklar: molekiiler
calismada, galistiklart bu bolgelerden 10 tanesinin [MIRU(26,31), ETR(A,B), QUB(18-
26-1895-3232-3336) ve VNTR (0424)] genetik polimorfizm gosterdigini ve bu
bolgelerle 12 farkli VNTR profili elde ettiklerini belirtmislerdir. En yiiksek ayrim
giiclinii QUB3336 lokusunun gdsterdigini (h:0,64), QUB 26 ve MIRU 31’in de yiiksek
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ayrim giicline sahip lokus ozelligi tasidigim1  belirtmislerdir (h:0,35). Calisilan
lokuslardan 4’tiniin (MIRU26, ETR B, QUB 1895, VNTR 0424) diisiik ayrim giiciine
sahip oldugunu (h: 0,02-0,05) ve tiim 12 lokus MIRU bdlgesi ¢alisildiginda 3 farkli
patern belirlediklerini belirtmislerdir''’. Hilt ve arkadaslar1 (2005) 12 lokus MIRU, 3
ETR bolgesi ve VNTR 3232’nin ayrim giiclinii degerlendirdikleri ¢alismada ETR-
A,B,C, MIRU26 ve MIRU27’nin yiiksek diizeyde polimorfik oldugunu (h > 0.25),
MIRU4 ve VNTR3232 lokusunun ayrim giiciiniin orta diizeyde oldugunu (0.11 < h <
0.25), MIRU16, MIRU20 ve MIRU31’in zayif ayrim giiciine (0.01 <h < 0.11) sahip
oldugunu, MIRU2, MIRU10, MIRU23, MIRU24, MIRU39 ve MIRU40’n ise hi¢
polimorfizm gdstermedigini belirlemislerdir''’. Duarte ve arkadaslari (2009) 181
M. bovis ve M. bovis subsp.caprae susuna uyguladiklari spoligotiping
genotiplendirmede 12 kiime belirlemis ve ayni suslara uyguladiklar1 8 lokus MIRU-
VNTR yonteminde 87 farkli profil elde ederek VNTR3232, QUBI11a, ETR-B, ETR-A
lokuslarinin  en yiiksek ayrim giiciine sahip oldugunu bildirmislerdir (h: 0,96)'.
Yontemlerin kullanilmasinda tecriibe ve alt yapir da belirleyicidir. Biz bu ¢alismada
ETR bolgelerini dikkate almadik, ancak elde ettigimiz profilin klonal iligkinin diizeyinin
tespitinde kabul gormiis ve kullanilan bir kombinasyon oldugunu biliyoruz.
Asgharzadeh M. ve arkadaslar1 (2011) Kuzeybati Iran’da Mart 2004-Mart 2005
yillarinda izole edilen insan kaynakli 154 kiiltiir (+) tiiberkiiloz 6rneklerinde 1S6110
RFLP, 12 lokus MIRU-VNTR, ETR-VNTR yontemi ile genotiplendirmesini yapmislar
ve 12 lokus MIRU-VNTR yonteminde 21 kiime, 116 farkli patern, 95 unique patern
elde ettiklerini ve en genis kiimenin 9 izolattan olustugunu bildirmislerdir. Bu
calismada MIRU10, MIRU26 ve MIRU40’1n yiiksek ayrim giicii oldugunu
belirlemislerdir. MIRU-VNTR yontemi ile ETR-VNTR yonteminin kombinasyonunda
22 kiime elde etmisler ve elde ettikleri % 9,74’liikk orana sahip M. bovis izolatlarinin
% 10’unun ekstrapulmoner hastalara ait oldugunu ve 6zellikle kirsal kesimde yasayan
pastorize edilmeyen siit iiriinleri tiiketen kisilerden izole edilmis olmasinin ilgi ¢ekici
oldugunu bildirmislerdir'>*. Bu ¢alismada da bizimle farkh yontemlerin kullanilmig
olmasina karsilik MIRU-VNTR ile en yliksek ayirim giiciine sahip MIRU lokuslarinin
MIRU26 ve MIRU40 olarak bulunmus olmasi bizim ve benzer ¢alismalarda elde edilen

sonuclarin tekrari niteligindedir.
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Giiney Amerika’da bulunan tilkelerden elde edilen sigir kaynakli 224 M. bovis
izolatin1 spoligotyping yontemi ile genotiplendiren Zuma ve arkadaslar1 (1999) 41 farkl
spoligotip paterni belirlemisler ve izolatlarin 202 tanesinin (% 90) 19 farkli kiime
olusturdugunu ve en genis kiimede 96 izolat bulundugunu, en yaygin paternin spoligotip
34 oldugunu bildirmislerdir. Aragtirmacilar insan kaynakli 19 M. bovis izolatinin
spoligotiplendirmesi sonucunda elde ettikleri spoligotipin sigirlarda en fazla belirlenen
spoligotip 34 paterni oldugunu rapor etmislerdir. Zuma ve arkadaslar1 (1999) calismada
inceledikleri izolatlarin 154 tanesini spoligotyping yontemi ile RFLP (PGRS problari
ile) yonteminin karsilastirilmasi i¢in kullanmig ve spoligotyping yonteminde 31 farkli
patern, RFLP yonteminde 42 farkli patern, iki yontemin ayni anda kullanilmasinda ise
88 farkli patern elde ettiklerini rapor etmislerdir'®>. Arastirmacilar RFLP yénteminde
daha fazla patern elde etmelerine ragmen spoligotyping metodunun uygulanmasinin ve
sonuglarin degerlendirilmesinin daha kolay olmasindan dolayi, M. bovis izolatlarini
tiplendirmek amaciyla ilk olarak spoligotyping yonteminin kullanilmasinin uygun
olacagini kaydetmislerdir. Bu grup sadece hayvan kokenli ve oldukga farkli ve genis bir
cografyaya yayilmis popiilasyondan elde ettikleri suslarin spoligo ve RFLP paternlerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda belirgin birka¢ paternin baskin oldugunu ima etmisler
ancak standart tiplendirme kalibin1 kullanmadiklari i¢in elde ettikleri sonuglarin bizim
sonucumuz ile kiyaslanmast miimkiin olmamistir. Ancak bu grup caligmalarinda
kullanmis olmalarina ragmen RFLP yonteminin bu amaca yonelik olarak
kullanilmasimin sakincalarindan buna karsilik spoligo tiplemenin avantajlarindan
bahsetmislerdir.

Cowan ve arkadasglar1 (2002) 180 MTK’ya ait (70’1 M. tuberculosis, digerleri
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetti ve M. microti) suslarinin 12 lokus
MIRU-VNTR sonuglarint IS6110 RFLP ve spoligotyping metodu ile elde edilen
sonuglarla karsilastirmak icin yaptiklari ¢alismada; MIRU-VNTR yontemi ile igerisinde
120 izolatin bulundugu 20 kiime, 60 tek iiyeli kiime ve toplam 80 farkl: patern, IS6110-
RFLP yontemi ile igerisinde 2-64 arasinda degisen sayida bulunan 142 izolatin
bulundugu 20 kiime ve 38 tek iiyeli kiime ve toplam 58 farkli patern ve spoligotyping
yontemi ile igerisinde 137 izolatin bulundugu 16 kiime, 43 tek iiyeli kiime ve toplam 59
farkli patern elde etmislerdir. Bu 3 yontemi kombine ettikleri ¢calismada ise icerisinde

90 izolatin bulundugu 22 kiime, 90 unique profil ve toplam 112 farkli patern elde
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etmislerdir. Spoligotyping ve MIRU-VNTR metodlarin birlikte kullandiklar1 ¢aligmada
ise, igerisinde 103 izolatin bulundugu 22 kiime, 77 unique profil ve toplam 99 farkl
patern elde etmislerdir'>®. Bu grubun ¢ok fazla sayida MIRU-VNTR ve RFLP kalib1
elde etmis olmalar1 MTK igerisinde farkli tiirleri degerlendirmis olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Boyle bir ¢alismanin aslinda yontemin yapilabilirligini test etme
disinda epidemiyolojik bir kazang¢ saglamasi da beklenemez. Tir farkli olunca genetik
klonal iligskinin benzer ¢ikmas1 zaten miimkiin olmayacaktir.

Yapilan bu ¢alismada incelenen 42 M. bovis izolatinin spoligotyping yontemi
ile klonal grup dagilimi incelendiginde 40 susun (%95,2) 4 kiime igerisinde
yogunlastigl, tim M. bovis BCG suslarinin da icerisinde bulundugu ve % 42,85 (18
izolat) orani ile birinci sirada olan spoligotip paterninin SB0120 oldugu belirlenmistir.
Ikinci siklikta goriilen spoligotip paterni SB0140 olup, 11 izolat (%26,19) igerdigi,
ticiincii sirada 7 izolat iceren (%16,66) SB0418 spoligopaterninin yer aldigi ve son
olarak dordiincii sirada ise 4 izolat (%9,52) iceren SB0288 spoligopaterninin oldugu
belirlenmistir. Caligmada elde edilen spoligo paternlerinden SB0120 paterni yukarida
verilen ¢aligmalarda da oldugu gibi en fazla belirlenen spoligo paterni olmustur. Benzer
sekilde elde edilen diger paternlerin goriilme oranlari da literatiirle uyumludur. Elde
edilen 2 susun (%4,76) ise caligmada kullanilan veri tabanlarindaki suslarla
karsilastirilmast sonucunda bilinen higbir kiimeye uymayan orphan suslar olduklari
goriilmiistiir.

Oral Zeytinli U. ve Koksal F.’nin (2010) Cukurova Bolgesindeki akciger
tilberkiilozlu  hastalardan aliman balgam, bronkoalveoler lavaj ve biyopsi
materyallerinden izole ederek MTK olarak tanimladiklar1 467 izolata spoligotyping ve
12 lokus MIRU-VNTR yontemi uyguladiklart calismada; Spoligotiplendirme
yontemiyle 443 izolatin 21 kiime igerisinde yogunlastigini, en biiylik kiimeyi 239 iiyeye
sahip T1 ailesinin olusturdugu ve bu izolatlardan 2 tanesinin de M. bovis (Bovisl)
oldugunu (%0,4) bildirmislerdir**.

Aslan ve arkadaslar1 (2010) 4 ayliktan itibaren tekrar eden alt solunum yolu
enfeksiyon sikayeti olan 1 yasindaki erkek bir hastaya ait digki 6rnegininin kiiltiiriiniin
38. giiniinde ARB iiremesi gozlemlediklerini biyokimyasal testler (PNB besi yerinde
iirememe, Niasin test negatifligi, nitrat rediiksiyon test negatifligi) ve spoligotyping

genotiplendirilmesi sonrasinda M. bovis BCG identifikasyonu yapildigini, ancak
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hastanin sonucun bildirilmesinden 2 hafta 6nce oldiigiinii rapor ettikleri olgu
sunumunda hizl1 tani stratejilerinin uygulanmasi gerekliligine vurgu yapmuslardir'’.

Bu tez c¢alismasinda 12 lokus MIRU-VNTR yontemiyle yapilan
genotiplendirmede elde edilen MIRU2, MIRU10, MIRU16, MIRU20, MIRU23,
MIRU24, MIRU27 ve MIRU39’un kopya sayilarinda farkin ve ayrim giiciiniin olmadigi
yoniindeki bulgu Hilty ve arkadaslarmin''® bildirdigi MIRU24, MIRU39 lokuslarinin
ayrim giiciiniin olmadig1 yoniindeki bulguyla paraleldir ancak bu c¢alismada yiiksek
diizeyde ayrim giicline sahip oldugu degerlendirilen MIRU40 lokusu Hilty ve ark
tarafindan ayrim giicii olmayan lokuslar arasinda bildirilmistir. Caligmada yiiksek ayrim
giiciine sahip oldugu (h:0,07 ve h:0,29 sirayla) belirlenen MIRU26’nin Sola ve
arkadaslart da yiiksek ayrim giiciine sahip oldugunu bildirmislerdir'>*>. MIRU31 ve
MIRU40’1n yiiksek diizeyde ayrim giiciine sahip oldugu (h:0,59 ve h:0,5 sirayla)
seklindeki bulgumuz Sola ve arkadaglari tarafindan ayni lokuslar icin orta diizeyde
ayrim gliciine sahip olarak bildirilmistir. 12 lokus MIRU-VNTR metodunun
Spoligotyping metodu ile kombinasyonu sonucunda 40 izolat igeren 4 kiime alt
kiimelere boliinmiis ve izolat sayist 1-6 arasinda degisen 28 subgruba ayrilmustir.
Caligmada spoligotyping metodunun ayrim giiciniin MIRU -VNTR ile kombinasyonu
ile artmis olmasi yukarda verilen literatiirler ile benzerlik gostermektedir.

Ulkemizde insan ve hayvanlardan izole edilen M. bovis izolatlar ile yapilan
genotiplendirme c¢aligmalarinin sonuglarina bakildiginda, yapilan g¢aligmalarda elde
edilen bulgularin uluslar arasi veri tabanlari ile kiyaslanmadigi ya da bu ¢alismalarda
bulunan paternlerin taranan veri tabanlarina kaydedilmedigi goriilmektedir. Yapilan bu
tez calismasi ile Cukurova bolgesinde bulunan bTB’lu insan ve hayvanlardan izole
edilen M. bovis suslart spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR yoOntemiyle
genotiplendirilerek {lilkemizde insan ve hayvanlarda en sik goriilen paternin SB0120
oldugu ve bu susun da Avrupa iilkelerinde olduk¢a yaygin bir sekilde goriildiigi
belirlenmigtir. Calismada insanlardan elde edilen diger paternlerin de birbirlerine
olduk¢a benzer olmasi dikkat ¢ekmistir. Ayrica hayvanlardan elde edilen suslarin
icerisinde M. bovis subsp.caprea’nin bulunmasi tiiberkiiloz kontrol programlari

hazirlanirken bu susun da g6z 6niinde bulundurulmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Cukurova bolgesinde bulunan mezbahalarda kesilen ve kesim
sonras1 graniilamatoz pnOmoni tespit edilen 95 adet hayvana ait Orneklerden
konvansiyonel yontemlerle M. bovis olarak tanimlanan 32 adet izolat ile bolgemizde
bulunan tiiberkiiloz hastalarindan izole edilen 10 adet M. bovis izolatinin molekiiler
epidemiyolojik ozellikleri spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR yontemi ile
belirlenerek degerlendirilmistir.

Degerlendirme sonucunda;

a) Sigir tiiberkiilozu vakalarinda iilkemizde ilk kez Saymn (2011) tarafindan
bildirilen M. bovis subsp. caprea susunun bu calismada da 7 inekte % 16.66
oraninda belirlenmis olmasi sigir tliberkiilozuna ait kontrol programlari
hazirlanirken M. bovis subsp. caprea nin da mutlaka goz Oniinde tutulmasi
gerektigini gostermistir.

b) Insan ve hayvanlardan izole edilen suslar igerisinde en fazla BCG susunu da
igerisine alan % 42.85 oraninda SB0120 paternini gdsteren M. bovis susunun
oldugu belirlenmistir.

¢) Spoligotyping yontemi ile suslarin % 95.23’{iniin tanimlanmasina karsilik 2
tanesinin (% 4.76) tiplendirilemedigi ve suslarin daha once tanimlanmamis
bolgesel suslar olabilecekleri var sayilarak ileri identifikasyon icin dizi analizi
yontemi ile yeniden degerlendirilmelerinin uygun olacagi diisiiniilmiistiir.

d) MIRU-VNTR’1n Spoligotyping yontemine gore daha yiiksek ayirim giiciine
sahip oldugu ve spoligotipleme ile elde edilen gruplari kendi igerisinde alt
gruplara boldiigii anlagilmistir.

e) Spoligotiplemenin MIRU-VNTR yontemine kiyasla daha kolay ve
tekrarlanabilir oldugu, bu 0Ozelligi ile korunma ve kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi ve uygulanan stratejilerin basarilarinit 6l¢gmede yararli olabilecegi,
MIRU-VNTR ile kombine edilmeleri halinde epidemiyolojik yonden daha
detayli ancak kiigiik Olcekli projeksiyonlarin yapilmasina imkan saglayacagi

diistiniilmistir.
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h) Mikobakteriumlarin zoonoz olmas1 ve resmi verilerin aksine sigir tiiberkiiloz
prevalansinin  oldukca yiliksek olmast (%21,8-%35,7) sebebi ile insan
tiiberkiilozu ile miicadele ve sigir tiiberkiilozundan kaynaklanan ekonomik
kayiplar1 azaltabilmek ic¢in eradikasyon c¢alismalarina daha fazla ©nem
verilmesi, insan tiiberkiiloz vakalarinda M. bovis alt tiirlerinin izolasyon ve

identifikasyonunun g6z ardi edilmemesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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