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OZET

Amag: Sigir tiiberkiilozu etkeni M. bovis zoonoz karakterde olmasi nedeni ile
insan sagligini tehdit etmektedir. Bu ¢aligma, Adiyaman ilinde bir yillik siirecte nokta
slirveyans yontemi ile et iiretimi i¢in kesilen hayvanlardan M. bovis ’in izolasyonu ve

spoligotiplendirme ile profillerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismada Adiyaman ilinde 10.10.2017- 31.12.2018
tarihleri arasinda kesimi yapildiktan sonra, tipik graniilamatdz lezyonu saptanan sigir
karkaslarindan alinan, 44 doku 6rnegi incelenmistir. Bu Ornekler %4 NaOH-NALC
yontemi ile DHK (Dekontaminasyon Homojenizasyon Konsantrasyon) islemi
yapilmistir. DNA izolasyonu Mickle DNA izolasyon cihaz1 (Mickle Tissue
Disintegrator) kullanilarak yapilmistir. DHK isleminden 6nce ve sonra mikroskobik
inceleme EZN boyama ile yapilmistir. Konvansiyonel kiiltiir (piriivath ve piriivatsiz
Lowenstein Jensen) besiyerine ekim yapilmis ve In-House PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. Kiiltiirlerden toplanan koloniler spoligotiplendirme metodu ile

epidemiyolojik tiplendirmesi yapilmustir.

Bulgular: Incelenen 44 doku &rneginde pozitiflik orant DHK isleminden énce
mikroskopi pozitfiligi %34.09 (15/44), DHK isleminden sonra mikroskopi %40.90
(18/44 ), piriivatli Lowenstein Jensen besiyerinde kiiltiir %54,54 (24/44) ve piriivatsiz
Lowenstein Jensen besiyerinde kiiltiir %68.18 (30/44) ve PCR testleri %90.90 (40/44 )
oraninda saptandi. Spoligotiplendirme sonucunda ise 4 farkli epidemiyolojik tip

saptanmistir (SB1197, SB1197, SB2508, SB2513).

Sonu¢: Nokta surveyans yontemi ile yaptigimiz c¢aligmada tiiberkiilozun
Adiyaman ilinde yaygin oldugu, sigirlardan alinan doku Orneklerinin 4 farkh

epidemiyolojik tip de M. bovis oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium bovis, in house PCR, Spoligotiplendirme.



ABSTRACT

Aim: The causative agent of bovine tuberculosis, M. bovis, threatens human
health due to its zoonotic character. In this study, it was aimed to isolate M. bovis from
animals slaughtered for meat production by point surveillance method in one year

period in Adiyaman province and to determine profiles by spoligotyping.

Materialandmethod: In the study, 44 tissue samples taken from cattle carcasses
with typical granulomatous lesions after slaughtering between 10.10.2017 and
31.12.2018 in Adiyaman were examined. These samples were DHK (Decontamination
Homogenization Concentration) treated with 4% NaOH-NALC method. DNA isolation
was done using the Mickle DNA isolation device (Mickle Tissue Disintegrator).
Microscopic examination was performed with EZN staining before and after DHK
treatment. Conventional culture (Lowenstein Jensen with and without pyruvate) was
inoculated on medium and evaluated by In-House PCR method.Colonies collected from
the cultures were typed epidomiologically using the spoligotyping method.

Results: The positivity rate of 44 tissue samples examined was microscopy
34.09% (15/44) before the DHK procedure, microscopy 40.90% (18/44 ) after the DHK
procedure, culture 54.54% (24/44) in Lowenstein Jensen medium with pyruvate, and
culture in Lowenstein Jensen medium without pyruvate 68.18% (30 / 44 ) and PCR tests
were 90.90% (40/44). As a result of spoligotyping, 4 different epidemiological types
were found (SB1197, SB1197, SB2508, SB2513).

Conclusion: In the study we conducted with the point surveillance method, it
was determined that tuberculosis was common in Adiyaman and that the tissue samples

taken from cattle were M. bovis in 4 different epidemiological types.

Keywords: Mycobacterium bovis, in house PCR, Spoligotyping
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SIMGELER VE KISALTMALAR
AIDS: Acquired immune deficiency syndrome
ARB: Aside direngli basillerin
B¢: Baz cifti
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BCG: BacillusCalmette-Guerin
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CDC: Centers for Disease Control and Prevention
DCO: DHK isleminden 6nce yapilan incelemeyi,
DC: DHK isleminden sonra
DCO: DHK isleminden 6nce
DHK: Dekontaminasyon Homejenizasyon Konsantrasyon islemi
DNA: Deoksiriboniikleikasit
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DSO: Diinya Saglik Orgiitii
CFT: Kompleman Fikzasyon testi
EZN: Ehrlich Ziehl-Neelsen
HIV: Human Immunodeficiency Virus
KKT: Kaudal kat testi
LJ: LowensteinJensen
LTBE: latent tiiberkiiloz enfeksiyonun
ng: Mikrogram
MIRU: Mycobacterial interpersed repetetive units
MTB: M. tuberculosis
MTBK: Mycobacterium tuberculosis kompleksi
NBD: Negatif belirleyicilik degeri
OIE: Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
PBD: Pozitif belirleyicilik degeri
PBS: Phosphate Buffered Saline
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PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu )
PPD: Piirified Protein Derivative

REA: Restrictionendonucleaseanalysis

RFLP: restrictionfragmentlengthpolymorphism
SICTT: tek intradermal karsilagtirmali tiiberkiilin testi
SIT: tek intradermal

Sn: sensitivity

Sp: specificity

STB: s1g1r tiiberkiilozu

TLR: Toll-LikeReceptor

UV: Ultraviyole

V: Volt

WAMHIS: World Animal Health Information System
DSO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Mycobacterium cinsinin neden oldugu tiiberkiiloz (TB), hem insanlarda hem de
hayvanlarda énemli bir saglik sorunudur. Insan tiiberkiilozunun geleneksel tablosu,
genellikle kronik bir akciger enfeksiyonu olarak ortaya ¢ikan ve tedavi olmaksizin
sistemik enfeksiyona ilerleyebilen ve Oliimle sonuglanabilen Mycobacterium
tuberculosis kompleksi'ne (MTBK) bagl hastaliktir (1).

Mycobacterium bovis (MBV)’in neden oldugu sigir tiiberkiilozu (STB); kronik
bir hastalik olarak bilinmesine ragmen, zaman zaman akut, ¢abuk ilerleyici bir tablo
gosterebilir. Lezyonlar genelde lenf nodiilleri (6zellikle bas ve toraks), solunum sistemi,

gastro-intestinal sistem, spleen, hepar, pleura ve peritoneum’da bulunur (2).

Tiiberkiiloz, solunum sistemi organlari basta olmak iizere bircok dokuda kazeoz
ve kazeo-kalsifiye goriiniimlii granulomlar ile karakterize, siiregen enfeksiyoz ve
zoonotik bir bakteriyel hastaliktir. MTBK igerisinde en ¢ok enfeksiyonu goriilen ajanlar

M. tuberculosis(MTB), MBV, M. africanum ,M. pinnipedii, M. microtidir (3).

Tiiberkiiloz; tiim tedavi ve kontrol dnlemlerine ragmen, diinyanin her yerinde
bulasict ve 6liimciil olmaya devam etmektedir. Her yil diinyada yaklagik ii¢ milyon kisi
tiiberkiilozdan hayatim1 kaybetmektedir. Solunum yolu ile bulasan bir hastalik olmas1
nedeni ile toplumda her {i¢ kisiden birinin tiiberkiiloz etkenleri ile enfekte oldugu kabul

edilmektedir (4).

STB, MBV tarafindan olusturulan ve genellikle solunum sistemi
rahatsizliklarina sebep olan siiregen bir hastaliktir. Tedavi ¢ok maliyetli oldugu igin,
miicadele bu etkenle enfekte oldugu disiiniilen c¢iftlik hayvanlar1 imha edilerek
yapilmaktadir (5). STB i¢in birincil ana kaynak evcil sigirdir. Bununla birlikte ¢cogu
memeli tiirlinde MBYV rapor edilmistir. Diger evcil ve yabani hayvanlarin, sigir ve insan
enfeksiyonu i¢cin MBV'in potansiyel rezervuarlar1 olarak kabul edildigini vurgulamak
onemlidir. STB'min hayvancilik verimliligindeki kayiplardan (6rnegin siit, et, hayvan
Olimleri) hastalik nedeniyle insan {retkenligindeki kayiplara kadar ekonomik
maliyetleri, kontrol programlarinin olmadig1 veya etkisiz oldugu sanayilesmemis

tilkelerde daha yiiksektir (1).



MBYV, hayvanlarda hastaliga neden olmasinin yani sira, insanlarda TB’a neden
olan MTBK tiirlerinden biridir. Sigirlar ve diger hayvanlar lizerindeki etkileri ile
topluluklarin ekonomisi ve gecim kaynaklari {izerindeki etkisi ¢arpici ve kapsamli bir
sekilde belgelenmesine ragmen, kiiresel insan TB’u salginindaki rolii ¢ok daha az
anlasilmis ve ¢ok detayli incelenmemistir. Bununla birlikte bu hastaligin miicadelesinde
etkenin insan toplumundan uzaklastirilmasi ve bunun i¢in mikroorganizmanin
ozelliklerinin iyi anlasilmasini ve kontrol edilmesini gerektirmektedir (6). insanlarda ve
hayvanlarda TB, diinya capinda yayillim gosteren ¢ok eski zamanlardan beri gelen
bulasici bir hastaliktir. Sigirlarda hastaligin nedeni olan MBYV, ihmal edilmis bir
zoonozdur. Evcil hayvanlar, yaban hayati ve insanlar1 igeren genis bir konakgi
yelpazesine sahiptir. Diinya Hayvan Saghigi Orgiitii (OIE), sosyoekonomik etkisi ve
halk saglig1 agisindan 6nemi nedeni ile STB’yi bildirilmesi zorunlu bir hastalik olarak
kabul etmektedir. Karmasik epidemiyolojisi, sinsi dogasi ve ekosistemler icinde
enfeksiyonu siirdiirebilen ¢ok ¢esitli yaban hayvanlart nedeniyle kontrol edilmesi ve
ortadan kaldirilmasi en zor olan endemik hastaliklardan biridir (7). MTBK igerisinde
yer alan MBV, yaban hayati ve insanlar da dahil olmak iizere diger memeliler arasinda
en genis konakc1 yelpazesine sahip olmasina ragmen, sigir ve koyunlarda TB'nin ana

nedensel ajanidir (8).

MBV Klinik olarak MTB’dan ayirt edilememektedir. Bu nedenle MBV'nin
insidans1 bilinmemekte, hastalikla miicadele edilememektedir. MBV’in bazi suslarinin
¢oklu antibiyotik direnci olmasi, immun yetmezlikli bireylerde izole edilmesi ve HIV
ile ko-enfeksiyonu sebebi ile dikkate alinmasi ve uygun sagaltim yontemleri

gelistirilmesi gerekmektedir (9).

MTB'ye bagl kiiresel TB salginin1 ele almak igin gosterilen ilgi yatirim ve
sanayilesmemis {lilkelerde insan STB enfeksiyonunun Onemine ragmen, STB 'nin
insanlardaki kiiresel TB epidemisindeki roliinii anlamada ¢ok az degisiklik olmustur.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), STB'yi halk sagligina ciddi tehdit olusturan ihmal edilmis
yedi zoonozdan biri olarak kabul etmistir. OIE, STB'nin kontrol edilmesi ve ortadan
kaldirilmas1 ¢agrisinda  bulunmaktadir. Insanlarda STB enfeksiyonunun 6nemi
konusunda kiiresel farkindalik, HIV-AIDS'in yayilmasiyla artmistir. HIV-AIDS
hastalarinda STB enfeksiyonu oranlari genel popiilasyondan daha yiiksektir, STB /
HIV-AIDS ko-enfeksiyonlari su anda bunlarin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Bu artan



farkindaliga ragmen, STB'nin insanlarda akciger disi TB'nin kiiresel oranlarina ve genel

TB'ye katkis1 tam olarak belgelenmemistir ve ek aragtirma gerekmektedir (1).

DSO, Giiney Amerika >da MBV neden ile her y1l 7000 yeni insan TB olgusu
bildirmistir. Ancak gergek insidansin sekiz kat daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir
(3). MBYV, insanlar i¢in patojeniktir. Ancak patojenitesi, MTB 'den daha azdir.
MBV’nin balgam yaymasi pozitif olup, potansiyel olarak diger insanlara akciger
tiberkiilozu bulastirabilmektedir. Kisiden kisiye yayilma kaydedilmistir. Ancak

tiiberkiiloz olgulart MBV yoniinden ayrintili olarak arastirllmamistir (6).

Gelismis iilkelerde, MBV temelli TB insidansinin, siitlerin pastorize edilmesi ve
basarili eradikasyon programlarini sonucu azaldigi bildirilmistir. Degisik iilkelerde
yapilan ¢alismalarda enfeksiyonunun taginmasinda insanlarinda rezervuari olabilecegi
belirtilmektedir. insanlarda MBV enfeksiyonunun insidansina yonelik dogru bilginin ise
sinirlt oldugu ve verilerin oldukga tartismali oldugu bildirilmektedir (9). Pek ¢ok
iilkede, yillar 6nce kapsamli kontrol ve imha programlari baslatilmis olmasina ragmen,
ekonomik kayiplara neden olmaya devam etmektedir. Ulusal kontrol onlemlerini
uygulamaya koyacak alt yapiya sahip olmayan iilkelerde, enfeksiyonun zoonotik

bulagmasi, her yastan insanda morbidite ve mortaliteye yol agmaya devam etmektedir
(10).

TB'yi kontrol etmeye yonelik kiiresel stratejide STB ile iliskili zorluklar1 ele
almak i¢in hem insan hem de hayvan sagligi uzmanlarinin zoonotik TB'nin etkili bir
sekilde Onlenmesi ve kontrolii i¢in birlikte calismasi gerekmektedir. “Tek Saglik”
terimi, zoonozlara yonelik birlesik insan ve veteriner tibbi yaklagimini tanimlamak igin
benimsenmistir. Birlesik yaklasimlar, kiiresel TB salgiminin kontroliine yonelik
gelecekteki gabalar igin kritik olacaktir. Insan, ¢iftlik hayvanlari ve yaban hayati
popiilasyonlarindaki farkliliklar g6z 6niine alindiginda STB'min epidemiyolojisi diinya

capinda biiyiik farkliliklar gdsterdiginden, bu paradigma STB'min kontrolii i¢in idealdir
D).



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

MTB, TB’nin etiyolojik ajan1 olan ve genetik olarak ilgili insan mikobakteriyel
patojenlerini igeren MTBK’nin temel iiyesi olan eski bir insan patojenidir (11).
MTBK ’nin en yaygin atasi, yaklasik 40.000 yil 6ncesine dayanir ve MTB DNA’s1,
binlerce y1l 06nce hastaliga yakalanmis bireylerin mumyalanmis kalintilarinda
bulunmustur (11). Mozaiklerde, 6len hayvanlarda akcigerler ve gégilis duvari arasinda
yapismalarin oldugu yazilidir. Misir, Peru ve Naga mumyalarinda mikobakteri etkenleri
giinlimiizde molekiiler teknikler ile tespit edilmistir. 1862 de Lyon kentinde , enfekte
yemler ve siit ile beslenen buzagilarda tiiberkiiloz gelistigi bildirilmistir (12). Konak ve
etkenlerin birlikte evrimlestigi hipotezi, 1950 'lerde ortaya atilan “coklu tesadiifi giris”
kadar dikkat ¢ekici olmamis ve glinlimiizde de oldugu gibi “ MTB’nin, MBV’den
tiredigi” goriisic kabul gormistiir (13). Giincel veriler Dogu Afrika’ da insanlarla
paralel olarak MTB’nin evrimlestigini ve tim diinyaya yayildigini dogrulamaktadir.
M.O. 17.000’li yillardan kalma bizon fosillerinde MTB’nin tespit edilmesi, bakterinin
insanlar disinda buzul doneminde mastodonlar ve sigirlar1 da hasta etmis olabilecegini

gostermistir (13).

Insanlarda TB enfeksiyonuna ait ilk bulgulara 3000 yil 6ncesine ait Misir
mumyalarinin omurgalarinda rastlanmstir (14). Robert Koch, 1882 yilinda TB’den 6len
bir kisinin otopsisindeki lezyonlarda basili gostermis, izole etmis ve bu basil ile deney
hayvanlarinda hastaligi olusturmustur (13). 1896’da Lehmann ve Neumann bulunan
etkeni “Mycobacterium tuberculosis” olarak adlandirmistir (13). Bununla birlikte, o
donemde hayvan TB (hem sigir hem de kus tiiberkiilozu dahil) listelenmemis olsa da,
bu hastalik igin saglanan bilgiler OIE Biilteninde 1927'de yaymlanmustir. OIE
Biilteninin bu sayisi, diinya c¢apindaki hayvan sagligt durumuna iligkin istatistikleri
icermistir. Bu yayin OIE arsivlerinde kaydedilen ilk hayvan TB bildirisidir (10).
Sonrasinda 6zelliklerine gére TB ajanlari; insan tipi, sigir tipi ve kus tipi olarak iige
ayrilmigtir (13). Tiirkiye’de TB, 1900’li yillarda arastirilmaya baslamistir. Sigirlarda
ilk aragtirma 1929 yilinda Hayvan Saglik Zabitas1 Kanununun kabulil ile baglamistir.



Riza Ismail 1929 yilinda Piirified Protein Derivative (PPD) testi ile 7335 sigirdan
676’sm1 (%9,2) tiiberkiiloz pozitif olarak belirlemistir (14).

ABD’de streptomisinin, Isve¢’te Para-amino Salisilik Asit (PAS) " kesfi ile
1940’larda tedavi igin etkili bir donem baslamis, ancak ¢ok hizli bir sekilde bu ilaglara
diren¢ gelismistir ve bu etkisiz kalan ilaglarin yerine yeni ilag arastirmalarint zorunlu
kilmistir. Robizek ve Selikof tarafindan izoniazid (INH)’in bulunmasi sonrasi bu ii¢
ilagla 18-24 aylik kombine tedavi uygulanmasi ile TB tedavi edilebilir hale gelmistir.
Daha sonraki yillarda TB tedavisinde kullanilan ilaglardan sirasi ile 1954 yilinda
pirazinamid, 1962 yilinda etambutol ve 1966 yilinda rifampisin bulunmustur (13).

STB baslangigta OIE'ye yillik olarak rapor edilebilen hastaliklar1 igeren Liste
B'ye dahil edilmistir. Bu liste, iilkeler iginde sosyo-ekonomik veya halk sagligi
acisindan dnemli oldugu diisiiniilen ve uluslararast hayvan ve hayvansal iiriin ticaretinde
onemli olan bulasici tiim hastaliklari icermektedir (10). Buna karsilik, Liste A, OIE'ye
aylik veya iki haftada bir rapor edilmesi gereken bildirimi zorunlu hastaliklari
igeriyordu. Bu liste, ciddi sosyo-ekonomik veya halk sagligi etkileriyle ulusal sinirlar
boyunca c¢ok hizli yayilma potansiyeli olan ve hayvanlarin ve iirlinlerinin uluslararasi
ticareti i¢in biiylik oneme sahip tiim bulasici hastaliklar1 igermektedir. 1996 yilinda, OIE
durumu ¢evrimigi raporlama sisteminin baslatilmasi, tiye iilkelerin dijital formda bilgi
saglamasina olanak sagladi. 2004 yilinda, OIE' nin Uluslararas1 Komitesi, OIE' nin
Bolgesel Komisyonlarinin tavsiyeleri ile birlikte, OIE Genel Merkezine, daha once
tiretilen A ve B listelerinin yerini alacak, bildirilebilir kara ve su hayvani hastaliklar
listesini olusturma talimati veren kararlari kabul etmistir (10). OIE, tek listeye dahil
edilecek hastaliklar1 belirlemek i¢in kriterler gelistirmistir. Bu kriterler o yilin Mayis
aymnda onaylanmis ve 2005 yilinda bu ilk tek liste yiiriirlige girmistir. Kriterler,
enfeksiy6z mikroorganizmanin uluslararasi yayilma riskleri ile birlikte, insanlar evcil
hayvanlar ve yaban hayati i¢in sonuclart ile gilivenilir teshis ve tespit yontemleri
kapsamaktadir (10). Bu listenin uygulanmasina paralel olarak, World Animal Health
Information System (WAHIS)'in uygulamaya sokulmasi, iiye iilkelerin artik standart bir
formatta, OIE listesindeki hastaliklar hakkinda bilgi iiretebilecekleri anlamina
geliyordu. Daha sonra WAHIS'te yapilan birkag iyilestirme, iiye iilkelerin ozellikle
yaban hayat1 i¢in OIE listesinde yer alan hastaliklar hakkinda daha ayrintili bilgi
saglamasina olanak sagladi. Boylelikle 2009 yilindan beri ev i¢i hastaliklarin ortaya

ciktigini bildirmek miimkiin olmustur. Hayvanlar ve yaban hayatinda ayr1 ayri1 ve
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2012'den beri etkilenen yaban hayati tiirlerinin hem bilimsel hem de ortak adlarini

saglamak amaci ile STB, 1964'ten beri OIE tarafindan listelenmistir (10).

2.2. Etiyoloji

Mikobakteriler, Mycobactericeae ailesindeki tek cinstir. 10 p’a kadar olan
uzunlukta ve 0,2-0,6 p c¢apinda, kapsiilsiiz, sporsuz, hareketsiz, zorunlu aerob
basillerdir. Etkenin hiicre duvarinda, kuru agirliginin %40 '1 na kadar oranda lipit
bulunmaktadir. Etken zorunlu hiicre i¢i patojendir ve ¢ogunlukla mononiikleer fagositik
hiicreleri enfekte etmektedir (15). Morfolojik olarak sporsuz, kivrik veya diizgiin
comak seklinde dallanmis mikroorganizmalardir. Ureme ortami ve siiresi, basilin
biyiikliigiinii ve seklini degistirebilir. Makrofaj igerisinde aktif ¢ogalan basiller
normalden biraz daha uzundur ve tomurcuklanma benzeri yapi gosterirler. Patojen
basiller, boliinmelerini takiben birbirlerinden ayrilmazlar ve kiimeler seklinde
cogalirlar. Bu kiimeler kord faktor (serpentin kord) olarak isimlendirilir. Kord faktor
olusturma 6zelligi hidrofobiteden kaynaklanmaktadir. Koloni sekilleri, tiir tespiti veya
hastalik yapma 6zelligi icin kesin bulgu degildir (4). invitro kosullarda %5-10 CO;

tireme iizerinde olumlu etki yapmaktadir. Optimal iireme 1s1s1 37 °C’dir (14).

Basilin endotoksini ve ekzotoksini olmamasina ragmen, kendisinin pargalanmasi
sonucu ortaya cikan degisik yapida antijenik Ozellik gosteren maddeler toksisite
gostermektedir. Bu maddeler bagisik yamiti gesitli sekillerde etkilemektedir (16).
Sigirlarda granulomlar lenf diiglimlerinde, tiim i¢ organlarda ve viicut bosluklarinin
mukozalarinda rastlanilmaktadir. Generalize TB enfeksiyonunda ¢ok sayida kiiciik
graniilom viicut bosluklarinin ve organlarin yiizeyinde, oOzellikle bagirsaklar ve

mezenteryumda goriilmektedir (17).

STB yagh hayvanlarin kronik bir hastalig1 olarak bilinmesine karsin, kongenital
bulasma ile gen¢ hayvanlarda da goriilebildigi ve bunlarin da ¢ok erken yaslarda
oldiikleri tespit edilmistir (18, 19).

MBYV genellikle hayvandan insana bulagmaktadir, azda olsa insandan insana
bulasma ihtimalide vardir. Bulasma etken bulunan pastorizasyon vb. islemlerden
gecmemis siitlerin tiiketilmesi yada damlacik enfeksiyonu seklinde gergeklesmektedir
(20, 21). Sigirlarda MBV’nin en 6nemli bulagma yolu damlaciktir (21, 22). Hayvanlarin
birbirleri ile temas halinde birlikte bulunmalari, hijyenik kosullarin iyi olmamasi, uygun

olmayan bakim ve beslenme kosullar1 hastaligin yayilmasin1 kolaylastirmaktadir.



Hastalik sigirlarda sindirim, solunum, genital, deri ve kongenital yol ile bulasg
bildirilmistir (2, 19, 21). STB’nin epidemiyolojisi dogasi geregi tutarsizdir. MBV,
sigirlar arasinda zayif bir sekilde bulasabilir, ancak enfeksiyonun kronik dogasi
nedeniyle yliksek bir yayilma potansiyeline sahiptir. Bireysel hayvanlarda enfeksiyon,
duyarlilik ve hastaligin ilerleme riski yasa gore sistematik olarak degisiklik
gostermektedir. Bu biyolojik faktorlerin bulagma {izerindeki etkisini ¢ozmek zordur,
¢linkli bulagsma hizlari, gecikme siiresi ve enfekte hayvanlarin teshis testlerine verilen
immiinolojik tepkilerinin tiimii, zamanla degisebilir. Sonu¢ olarak, zengin ayrintili
siirveyans verilerine ve yilizyith asan bir calisma tarih¢esine ragmen, STB

epidemiyolojisinde halen aydinlatilmasi gereken pek ¢ok konu bulunmaktadir (10).

2.3. Epidemiyoloji

MTB, diinya c¢apinda insan tiiberkiilozunun birincil nedeni olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte; dnemli kanitlar sigir tiiberkiilozunun nedeni olan MBV
'min insidansinin zoonotik TB nin nedeni olarak insanlarda hafife alinabilecegini
gostermektedir. 2013 yilinda, kiiresel zoonotik TB sistematik bir incelemesi ve meta-
analizinden elde edilen sonuglar, 15 yi1l 6nce ifade edilen ayn1 zorluklarin ve endiselerin
gegerliligini korudugunu gdstermistir. insanlarda zoonotik TB insidansi, 6zellikle sigir
TB nun endemik oldugu ve insanlarin enfekte hayvanlarla veya hayvansal {irlinlerle
dogrudan temasinin oldugu boélgelerde detayli arastirmalar yapilmasi gerekliligini
gostermektedir (23). 2018 yilinda OIE tarafindan iilkemizde énemli ekonomik kayiplara
neden olan STB ile ilgili 1629 adet yeni salgin bildirilmistir (19). DSO’ye gére, Giiney
Amerika’da yillik ortalama 7000 yeni insan MBV kaynakli tiiberkiiloz hastaligina
rastlanildigini kayitsiz olanlarin ise insidansimin bundan sekiz kat daha fazla oldugu
tahmini bildirilmistir. Cogu ¢alisma aksi bildirim yapsa da insanlarin MBV ’nin

rezervuari olarak davranabilecegini bildiren ¢alismalar da vardir (4).

2016 yilinda OIE verilerine gore, zoonotik TB insanlarda 140.000 yeni olgu ve
12.000 6liim bildirilmistir (24).

2019'da kiiresel olarak tahmini 140.000 (tahmini 69.800-235.000 araliginda) yeni
zoonotik TB vakas1 meydana gelmistir. Bu tahmin, diinya genelinde zoonotik TB'nin en
yaygin nedeni olan MBV ile ilgili verilerden elde edilmistir (Tablo 1).
Diger mikobakteriyel tiirlerin de zoonotik TB'ye neden olabilecegi diisiiniildiigiinde,

gercek say1 daha yiiksek olabilir (25).



Tablo 1: 2019 yili Diinya Saglhk Orgiitii bolgeleri ve kiiresel olarak zoonotik TB'ye
bagli tahmini insidans ve 6liim orani, 2019

Olgu Sayis Oliim Sayis1
DSO Bolgesi En Iyi Tahmin | Belirsizlik Araligi | En lyi Tahmin | Belirsizlik Araligs
Afrika 68.900 18.500-152.000 8.440 2.220-18.700
Amerika Kitasi 870 236-1.910 42 11-92
Orta Dogu 8.190 2.110-18.300 604 161-1.340
Avrupa 986 263-2.180 65 18-143
Giiney Dogu Asya 43.400 11.200-96.900 2.020 548-4.440
Bati Pasifik 18.000 4.720-40.000 270 73-594
Kiiresel 140.000 69.800-235.000 11.400 4.470-21.600

2.4. Epizootiyoloji

Insan TB kulugka siiresi birka¢ haftadan, bir démiir boyu siirebilen bulasic
kronik bir hastaliktir. Bu durum STB i¢in de ayni derecede gegerli olabilir, ancak
insanlarda ve sigirlarda hastaligin ilerlemesinde énemli farliliklar vardir. insan TB’da,
bir tiiberkiilin deri testine pozitif tepki veren enfekte bireylerin yalnizca kiiciik bir kismi
(~%10) semptomatik olarak hastaligi gecirmektedir. Insanlarda TB’nun ilerleme hizi,
hastanin yagina baghdir, ¢ocukluk déneminde aktif TB gelisme olasiligi daha yiiksektir.
Bununla birlikte; yasli insanlarda erken donemde edinilen enfeksiyonun endojen
reaktivasyonuna bagli olarak da hastalik gelisebilir. Bu ikilik, MTB 'nin aktariminin
matematiksel modellerinde, bu iki grubu "hizli" ve "yavas" ilerleyenlerle ilgili ayn
modellemeler seklinde yansitilmaktadir (26). MBV ’nin evcil hayvanlarda ve vahsi
yasamdaki varligi ile ilgili temel endiselerden biri, insana bulagma kapasitesidir (6). TB
sigirlarda diger hayvanlara gore daha sik goriiliir. Cogu evcil hayvanlarda bu hastaliga
duyarlidir. MBV enfeksiyonunun esas konagi sigir tiirleri ve insanlardir. Kiigiikbas
hayvanlarda bu hastalik nadir olarak bildirilmistir (22). MTBK i¢in konak tiirlerinin
duyarliligi, bulasma yolu, mikroorganizmanin miktar1 ile farklilik gostermektedir.
Insanlar, insan olmayan primatlar ve kobaylar MTB'e ¢ok duyarhidir. Sigirlar, tavsanlar

ve kediler MBV'e duyarli ve MTB'ye oldukga direnglidir. Toynakli yaban hayvanlari




genellikle MBV’ye duyarlidir, ancak MTB izolasyonu hakkinda ¢ok az caligma
mevcuttur . Domuz ve kopekler hem MBV hem de MTB’ye duyarlidir (1). STB, aktif
TB olan hayvanlarinin siitlerinin bir islemden gegirilmeden tiiketilmesi sonucu siklikla
cocuklarda enfeksiyona neden olmaktadir. MBV’nin insandan insana bulagmasi
bagisiklik sistemi baskilanmig HIV pozitif insanlar disinda nadir goriilmektedir (14, 26).
STB olan sigirlar tiim viicut sivilarn ile etkeni bulastirabilirler. Ozellikle damlacik
yoluyla bulasma en onemlisidir (27). Insanlarda STB, hayvanlarda ki hastalik yiikii ve
hayvan-insan arasinda ki bulasma riskleri dikkate alinmadan anlasilamaz. MBV'in
neden oldugu c¢iftlik hayvani popiilasyonlarindaki verim kaybi, yoksul topluluklardaki
gecim kaynaklarini etkiler. Enfekte stiriiler karantina altina alinir ve bu siirtilerden sigir
satilmasina kesim haricinde izin verilmez. Hayvanlarda STB’nun bu sekilde kontrol
edilmesi, evcil hayvanlardan yaban hayatina yayilmanin erken miidahalesi ve dnlenmesi
insan popiilasyonuna bulagma riskini en aza indirir ve yoksul topluluklar i¢in ekonomik

kayiplardan kaginmayi saglar (10).

Palatinal lenf nodlarinda ki lezyonlarin varligi, sigirlarda enfeksiyonun dnceden
tahmin edilmesini saglar. Bununla birlikte, bu asama hastalifin solunum yoluyla
bulasabilmesi i¢in ¢ok fazla bakteriyel yiik gereklidir. Bu nedenle enfeksiyonun
bulagmasi daha az goriilmektedir. Ancak enfeksiyonun bu sekilde gelismesi daha ¢ok
keci ve develerde goriiliir (7). Hastaligin birincil bulagma sekli, tiire gore ve genellikle
iilkelerdeki yerel hayvancilik uygulamalarina bagh olarak degisir. Sigirlarda ana
bulasma sekli inhalasyondur. Aerosol iletimi 6zellikle kapali bir hava sahasinda ve
kalabalik olan sigir siiriileri i¢in 6nemlidir. Bunun yaninda enfekte su damlaciklarina,
otlatma yapilirken eriiktasyon ile disar1 atilan damlaciklara maruz kaldiklarinda ve
enfekte toz pargaciklarini soluyarak da hastalik gelisebilir (7). Pastorize edilmemis siit
triinleri tiiketen veya MBV igeren az pismis et iirlinlerini tiiketen topluluklar ve
bireylerin yani sira enfekte sigirlarla yakin etkilesime giren kisilerde zoonotik TB'ye

yakalanma riski daha yiiksektir (28, 29).

MBYV, insanlarda TB’un ana sebebi olmasa da MBV 'in etken oldugu insan TB’u
bildirilmektedir. Bunun sebebi ise hasta sigirlardan elde edilen ¢ig siitiin i¢ilmesi ile

bulasin gergeklesmesidir (20, 30).

STB, en ¢ok kaynatilmamis, pastorize edilmemis enfekte siitiin yutulmasiyla

yayilmistir. Enfekte hayvanlarin siitii imha edilmelidir. Bununla birlikte, enfekte bir



siiriiniin negatif bireylerinden gelen siit dogrudan tiiketicilere gonderilemez, On
pastOrizasyon gerektirir. Yaban hayatta, yayilmada ¢ig kontamine et veya sakatat
yenilmesinin roliiniin oldugu disiiniilse de tam olarak aydinlatilmamistir. Siitiin
kaynatilmadan ve etin iyi pisirilmeden yendigi durumlarda mezenterik ve servikal
lenfadenit gibi hastaligin klinik formlart goriilmesi ile iliskili caligmalar mevcuttur (6).
Dikkate alinmas1 gereken diger onemli faktorler yoksulluktur. Ciinkii imha edilmesi
gereken kontamine et ve et iirlinlerinin tiikketimine yol agar. Yetersiz beslenme ve HIV /

acquired immune deficiency syndrome (AIDS) duyarlilig: artirir (25, 31).

MBYV ' in insanlarda klinik bulgulara, lezyonlara ve MTB 'in neden oldugu
evrime gore ayirt edilemeyen bir hastaliga neden oldugu bilinmesine ragmen, MBV 'in
neden oldugu insan enfeksiyonlari nadiren bildirilmektedir. TB hastalarindan alinan
numuneler nedensel ajan tanimlanmaz ve sonu¢ olarak MBV 'in neden oldugu TB,
insanlarda yalnizca 6zel olarak tahsis edilmis siirveyans sistemleri tarafindan tespit
edilebilir. Bu nedenle, hayvandan insana bulasmanin neden oldugu kayiplarin tahmini
her zaman zordur. Bununla birlikte, hastaligin prevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde,
STB Oykiisii olan siirii sahiplerinde TB defalarca teshis edilmistir. Molekiiler sus
tipleme tekniklerinin uygulanmasi, Piemonte 'de son zamanlarda ii¢ olguyu dogrulamis
ve STB 'nin nadir olmayan bir meslek hastalig1 oldugu ve ayn1 alanda ¢alisan veteriner

hekimlerde bu siipheyi kanitlamistir (6).

Mevcut ulusal ve Avrupa Birligi yasalarina gore, tliberkiilin testi pozitif olan
sigirlarin saglikli olanlardan ayr1 olarak kesimi yapilir ve postmortem muayeneye
sunulur. Karkaslar generalize olmayan durumlarda imha edilmez ve diger kesilen
hayvanlarla ayn1 kurallara gore tiiketime uygun ilan edilir. Karkasin tamami, yalnizca
yaygin TB durumunda insan tiiketimi i¢in uygun degildir. Lokalize lezyonlar sadece
lezyonlu sakatatin imha edilmesini gerektirir. Et {iretimindeki en biiyiikk kayiplar,

yetistiricinin maruz kaldig1 enfekte sigirlarin imhasindan kaynaklanmaktadir (6).

Enfekte evcil veya vahsi hayvanlar tarafindan solunum sekresyonlari, diski, idrar,
slit veya ekstidatlarla atilan MBV duyarli hayvanlara dogrudan bulasabilir. Tipik olarak
enfeksiyon, soluma veya yutma ile edinilir. Alternatif olarak enfeksiyon, kontamine bir
ortamdan bulasabilir. MBV 'in bulagma yollar1 sigir, koyun, domuz, at, kopek ve kediler

dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli evcil hayvanlar1 enfekte etme yetenegi nedeni ile vahsi
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hayvanlarin temas yoluyla enfekte olmasi i¢in bir¢ok firsat vardir. Benzer sekilde, evcil

hayvanlarinda vahsi hayvan tiirlerinden enfeksiyon kapma olasilig1 yiiksektir (6).

2.5. Bagisikhk

Mikobakteriyel etkenler insan viicudunda; solunum yollarindaki anatomik
olusumlar, aksirik, mukosiliyer bariyer, immunglobulin A, makrofajlarin fagositozu,
iltihap hiicreleri ve sitokinleri, apoptoz, hiicresel ve humoral immiinite gibi dogal
savunma ile karsilasmaktadir. Akcigerlere gelen patojen mikobakteriler dogal immiinite
faktorlerini asarlarsa iireyerek hastaliga neden olurlar (32). TB basil, fagositin hiicre
yiizeyi molekiillerine baglanarak makrofaja girer. TB basilinin fagositler tarafindan
fagozom veya intrasitoplazmik vakuol igine alinmasi, mikroorganizmayi serumdaki
dogal savunmalardan korur. Basilin yutulmasinin ardindan lizozomlar, fagolizozomlar1
olusturmak i¢in fagozomla birlesirler ve burada fagositler basili yok etmeye calisir.
Virlilan mikobakteriler, lizozomlarla fagozom fiizyonunu inhibe ederek bir
mononiikleer fagosit iginde hayatta kalir ve boylece asitlesmeyi sinirlarlar. MTBK ’nin
patojenitesinin ¢ok faktorlii bir olgu oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bununla birlikte, konake1
yanitinin, kemoterapi, stres veya HIV nedeniyle bagisikligin baskilanmasi diisiik CD4 +
T hiicre sayilarina ve basilin serbest kalarak enfeksiyonun yayilmasina neden olur (1).
TB etkenleri, makrofaja toksik tiriinlerin salinimina neden olan Fc reseptorii yerine CR1
ve CR3 e baglanirlar. Kendileri i¢in zararli olacak olan bu ortamin olusumunu boylece
engellerler. 19 kDa lipoproteini ManLAM olusacak ¢ok giiglii olmayan makrofaj
yanitinin ve nitrojen ara {irlinlerinin olusmasini engelleyerek hiicre i¢i ortamda hayatta
kalabilmektedirler (32). Mikobakteriler; Toll-LikeReceptor (TLR)’ler arasindan TLR2
ve TLR4 reseptorlerini uyarabilir (33). Mikobakterilerde ki 19 kDa lipoproteini ve
lipoarabinomannan, TLR2’ye baglanarak hiicre i¢i uyarimimi ve sitokin olusumuna
sebep olur, bu sekilde makrofaj harekete gecer. Alveolleri kaplayan siirfaktan protein A,
mikobakterinin mannoz reseptdriine baglanmasini giiclendirir (34). Granulom olusumu
hem bakteriyel hem de konake¢i tarafindan yonlendirilen siireglerle sekillendirilen
dinamik bir ortamdir. Graniilomun baslangici, enfekte makrofaj ile baslar ve fibrotik bir
manget icinde kapsiillenmis bir lenfosit halkasi ile gevrili ¢cok ¢ekirdekli dev hiicrelerin

ve lipit dolu kopiiklii makrofajlarin gelisimi ile devam eder (11).

TB olgularinda hiicresel yanit daha etkindir, 6zellikle hastaligin baslangicinda
mukozal ylizeylerde antikorlar ve uyumlu sitokinlerle bakterilerin baglanmasi engellenir

(34). Graniilom zararsiz hale getirilemeyen mikobakterilerin tiremesini durdurur. Bu
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yanit basilin viicut iginde yayilmasini engeller. Bu savunmanin etkinligi virulans
faktorlere gore degismektedir. Graniilom ile cevrelenen etkenler immun sistemin
zayiflamasi ile tekrar iiremeye ve yayilmaya devam ederler. IFN-y, TB etkenlerinin
oldiirtilmesinde en etkili sitokindir. IFN-y, hiicresel bagisikligin giiciine bagli olarak
kanda degeri ylikselmektedir. Dolayisiyla koruyucu immiinitede bu sitokinin

seviyesinden faydalanilmaktadir(32).

Hiicre dis1 basiller makrofajlar1 ve diger immiinolojik olarak aktif hiicreleri
ceker. Bagisiklik tepkisi, basillerin ¢ogunu o6ldiiriir ve kalan basiller, graniilomlarin
olusumu ile siirlanir. Bu noktada, Mantoux tiiberkiilin deri testi veya interferon-gama
salinim deneyleri kullanilarak tespit edilebilen gizli latent TB enfeksiyonun (LTBE)
olusturulmustur. Enfeksiyondan sonraki haftalar i¢cinde, bagisiklik sistemi genellikle
basilin ¢gogalmasini durdurarak daha fazla ilerlemeyi engelleyebilir (1). Kaze6z nekroz
ile neticelenen tiiberkiiliin merkezinde etkenler canli kalabilir fakat iireyemez. Bu
sinirlama faaliyeti 3-8 hafta sonra tamamlanir. Ancak bagisiklik sistemi gliclii
olmayanlar hastaligi bu asamada smirlandiramaz. Uzun yillar tiiberkiiliin i¢inde canl

kalan etken daha sonra tekrar aktive olabilirler (32).

2.6. Hastalik gelisimi

Mikobakteri etkenleri, yeterli bagisiklik yamiti veren saglikli kisilerin
%090 ’1nda hastalik olusturmamaktadir (32). Mikobakteriyel enfeksiyonlara mendeliyen
kalittmda 6n planda olup, IL12/IFN-y yolunu etkileyen bozukluklar goriiliir. Bu gibi
durumlarda MBV basta olmak iizere M. chelonae, M. fortuitum, M. mageritense, M.
peregrinum, M. smegmatis, M. scrofulaceum gibi atipik mikobakterilerle enfeksiyonun
sekillendigi de disiiniilmektedir. Bu tip enfeksiyonlarda birincil immiin yetersizlikler
mutlaka diistintilmelidir. Yenidogan tarama programu ile birincil immiin yetersizliklerin
erken taninmasi durumunda bu hastalara Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisinin
uygulanmas1 onlenerek MBV enfeksiyonlarinin engellenmesi saglanabilecektir. Aile
Oykiisiinde immiin yetersizlik olan ¢ocuklara BCG asis1 uygulanmadan once mutlaka

birincil immiin yetersizlik i¢in inceleme yapilmalidir (35).

Insanlarda TB, basta MTB olmak iizere, MTBK tiirlerinin neden oldugu
pulmoner ve sistemik bir hastaliktir. MTB enfeksiyonlari, duyarli bireyler tiiberkiil
basili igeren damlacik c¢ekirdeklerini soluduklarinda ve damlacik c¢ekirdekleri

akcigerlerin alveollerine ulastiginda ortaya c¢ikar. Alveollere ulasan MTB basili,
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alveolar makrofajlar tarafindan yutulur ve bu basillerin ¢ogu yok edilir veya inhibe
edilir. Kiiciik bir miktar hiicre i¢inde ¢ogalir ve makrofajlar 6ldiigiinde hiicre disina
salimir. Eger yasiyorsa, bu basiller, lenf veya kan dolasimi yolu ile daha uzak dokulara
ve organlara yayilabilir. TB hastaliginin gelismesi en muhtemel alanlar: akcigerler,
bobrekler, beyin, kemikler ve lenfatik sistemi bolgesel lenf diigiimleridir. Bu yayilma

stireci, bagisiklik sistemini sistemik yanitlar i¢in hazirlar (1).

Bazi insanlarda, TB basili bagisiklik sisteminin savunmasini asar ve ¢ogalmaya
baglar, bu durum LTBE 'dan TB hastaligina ilerleme ile sonuglanir. Bu siireg,
enfeksiyondan hemen sonra veya yillar sonra ortaya cikabilir. Tedavi edilmedigi
takdirde, MTB ile enfekte olmus kisilerin yaklasik %3-%5'i enfeksiyondan sonraki ilk 2
yil i¢cinde TB hastalik gelisecek ve diger %2-%5'i yasamin sonraki bir doneminde
hastalik gelistirecektir. Bu nedenle, MTB ile enfekte olan normal bagisiklik sistemine
sahip kisilerin yaklasik %5-%10"u hayatlarinin bir noktasinda TB hastalig1 gelisecektir.
Bagisikligi baskilanmis kisilerin enfeksiyondan hastaliga ilerleme riski ¢ok daha
yiiksektir. Ornegin, antiretroviral tedavi almayan HIV ile enfekte kisilerde yillik %8

ilerleme riski vardir (1).

2.7. Asllama

MBV BCG agilar1 insanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. TB’un yetiskin
formuna kars1 herhangi bir koruma saglayip, saglamadiklar1 konusunda uzun stiredir
devam eden bir tartisma olsa da gocuklarda yaygin TB menenjitine karst bir miktar
koruma sagliyor gibi goriinmektedir (36). BCG asilari, enfeksiyona karsi koruma
saglamadiklar1 i¢in hayvanlarda kullanilmaz ve hastaliga ilerlemeyi 6nleme yetenekleri
belirsizdir. Insanlarda as1 basarisiz olsa da ilaglar ile tedaviye baslanabilir. Ancak ¢iftlik
hayvanlarinda asi1 basarisizliklar1 fark edilene kadar diger hayvanlar i¢in enfeksiyon
rezervuarlart olacaktir. Bu nedenle, hayvanlara yonelik asilarin TB’un kontroliinde

pratik degeri olabilmesi i¢in oldukga etkili olmasi gerekir (1).

Ast susu olan MBV-BCG ise MBV 'in 230 kez pasajlanmasi ile elde edilmistir
(9). BCG, 1908-1921 yillar1 arasinda, sigir siitiinden elde edilen MBV’nin 15 giinde bir
patatesli safrali Sauton Medium’da pasajlanarak atteniic edilmistir. Sus atteniic oldugu
zaman, patatesli safrali Sauton buyyon, patatesli Sauton Buyyon, patatesli-gliserinli-

s1gir etli buyyon kullanilarak, 1932’ ye kadar pasajlanmistir (37).
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2.8. Tam
1882 yilinda Robert Koch TB basilini mikroskop yardimiyla kesfetmigstir. Saf

kiiltiirii izole etmis, deney hayvanlarinda etken ile hastalik olusturmustur (13).

MTBK i¢inde yer alan etkenlerin hastalik olusturabilecekleri canlilarda ne kadar
erken tespit edilirse, korunma ve tedavi o kadar etkili olacaktir. Bunu saglamak igin
mikroskobi, kiiltiir, histopatoloji, PPD deri testi, IFN-y salimm testi, lenfosit
proliferasyon testi, serolojik testler; Floresan Antikor, ELISA, Radioimmunasasy, Dot-
Blot, Komplement Fikzasyon ve molekiiler metotlar; PCR, DNA fingerprinting, DNA
problari, Oligotiplendirme kullanilabilmektedir (14). OIE tarafindan; STB nin 6lim
Oncesi teshisinde tiiberkiilin deri testi ve gamma interferon testi, 6liim sonrasi
teshisinde; bakteriyoskopi (Ziehl-Neelsen, Floresans boyama, Immunperoksidaz),
histopatolojik muayene, kiiltiir ve molekiiler metotlar 6nerilmektedir (13). TB teshis
yontemleri, genel olarak su sekilde kategorize edilebilir: (i) bakterileri / bakteri
komponentlerini tespit etme veya (ii) bakterilere karsi bagisiklik tepkisini saptamaktir.
[lki, mikroskopi, kiiltiir, antijen saptama ve niikleik asit saptama deneylerini igerirken,
ikincisi antikorlart ve aktive T hiicrelerini algilayan testleri icerir. Bu testlerin
hassasiyeti; numunenin tipi, hacmi, kalitesi, bakteri yiikii, mikrobiyal bilesenlerin
konsantrasyonu, hastaligin evresi, ve sonuglarin islenmesi ve okunmasi ile ilgilenen

uzmaninin becerisine baghdir (11).

2.8.1. Mikrobiyolojik Tam

Diisiik ve orta gelirli birgok tilkede, 6zellikle Afrika ve Asya'da, balgamda aside
direngli basillerin (ARB) dogrudan tespiti, insanlarda akciger TB teshisi i¢in hala
birincil yontemdir (11). Mikobakterilerin mikroskopi ile goriintiilenmesine izin veren
orijinal aside direngli boyama teknigi, Alman arastirmaci Robert Koch tarafindan
1870'lerin sonlarindan 1880'lere kadar gelistirildi. ilk kesfinden bu yana cok az
degismis olan teknik, mikobakterilerin ARB oldugu goézlemine dayanmaktadir.
Giiniimiizde agirlikli olarak iki boyama yontemi kullanilmaktadir. Ziehl-Neelsen (ZN)
boyama teknigi, parlak alan mikroskobu ile ARB yi gorsellestirir. Auramine-O boyama
tekniginde ise mikobakterilerin gorsellestirebilmesi igin floresan mikroskobu
gerekmektedir (11). 1882 yilinda Ehrlich ve Ziehl tarafindan onerilen 1883 yilinda
Zichl tarafindan gelistirilen EZN (Ehrlich Ziehl-Neelsen) ya da ARB yontemi ile ilk kez

boyanarak mikroskopide goriintiilenmeleri basariimistir (38).
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Hiicre duvar yapilari nedeniyle mikobakterilerin rutinde kullanilan boyalar ile
goriiniir hale gelmeleri imkansizdir. Boyanin ise yarayabilmesi ic¢in suda eriyen bir
organik madde iginde eritilmesi ve boyama yapilirken, lamin 1sitilmasi gerekir.
Mikobakteriler aromatik halka igeren fuksin vb. boyalar ya da florokrom boyama ile
boyanabilir. Ziehl-Neelsen boyamada karbol- fuksin kullanilir. Bakteri duvarinda ki
mikolik asit ile fuksin boyasi birleserek, miko-lat-fuksin olustururlar. Asit-alkol ile
dekolarizasyon yapilirsa da, fuksin ile olusturulan kompleks bakteri duvarindan gitmez
ve goriiniir hale gelir (39). Bu teknigin kullanilmasindaki en biiyiik kisitlama, spesifik
mikobakteriyel tiiriin belirlenememesi ve mikobakterilerin morfolojik olarak da aside
direncli bakteri cinsleri ile karistirilabilmesidir (7).

Floresan mikroskobu, yiiksek TB endemik {ilkelerde tani i¢in tercih edilen
boyama teknigidir. Goriintiileme sirasindaki goriis alan1 ve goriintiileme hassasiyeti,
geleneksel 151k mikroskobundan 17 kat daha fazladir. Bu gelismis hassasiyet, diisiikk
konsantrasyonlu yaymalarda da goézlenmistir. Bununla birlikte, floresan mikroskobu
icin karanlik bir odaya duyulan ihtiyag, bu teknigin c¢evresel ve kaynak bakimindan
zayif ortamlarda uygulanmasini zorlastirmaktadir. Isik yayan diyot (LED) teknolojisini
kullanan yeni diisiik maliyetli mikroskoplarin piyasaya siiriilmesi, Auramine-O boyali

slaytlarin karanlik bir odadan bagimsiz olarak goriintiilenmesini saglamigtir (11).

Bir EZN yaymasinin en az 20 dakika goriintiilenmesi tavsiye edilir, bu da 100
alanin gorsellestirilmesine izin verir. Ancak yogun laboratuvarlarda, personel 20 dakika
boyunca tek bir slaydi okumak icin motive edilemeyebilir. Cok fazla slayt okumaktan

kaynaklanan yorgunluk da konsantrasyonun azalmasina neden olabilir (11).

2.8.2. Kiiltiir

Jensen’in Lowenstein ortaminda dekontaminasyon ajani olarak trisodyum fosfati
kullanmas1 mikobakterilerin kiiltiiri i¢in uzun siiredir en ¢ok kullanilan metodoloji
olmustur. Trisodyum fosfat, 72 saatlik maruziyetten sonra bile MTB 'i 6ldiirmedigi
gosterildiginden balgam Orneklerinin  hazirlanmast i¢in idealdir. Metodoloji
mikroskopiden daha duyarli ve spesifiktir. Ancak kesin sonug i¢in 8 hafta gerekmesi ,

bu yontemin kullaniminda biiyiik bir dezavantajdir (11).

Kiiltiir, MBV 'nin saptanmasi ve dogrulanmasi i¢in her ne kadar tanisal altin
standart olarak kabul edilse de duyarliligi ve 6zgiilliigii %100 kabul edilmemektedir.

Bu durum MBV 'nin eradike edilmesini zorlastirmaktadir. Kiiltiiriin mikobakterileri
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tespit etme duyarliligi, uygun Orneklerin toplanmasi, Orneklerin kiiltliir igin
islenmesinden Once gecen siire, drneklerin islenme sekli ve kullanilan kiiltiir ortam1 gibi
bir dizi faktorden etkilenmektedir. Geleneksel kiiltir tekniklerini kullanmak,
mikobakterilerin ¢ogunun yavas Ulremesi nedeni ile kesin tani konulmasini
geciktirmektedir. Ciinkii baz1 bakterilerin saptanabilir hale gelmesi, tiir tanimlama ve
tiplendirme icin kullanilabilir hale gelmesi 15 hafta veya daha fazla zaman
alabilmektedir. Hastaligin klinik Oncesi asamasinda veya gizli tasiyici olduklarinda
kiiltiirde tiremenin olmamasi, hastanin MTBK 'nin canli mikobakterilerini i¢cermedigi

anlamina gelmemektedir (7).

STB etkeni kati1 besiyerlerinde 4-5 haftada beyaz , kuru, kenarlar1 diizensiz,

graniillii, diizensiz tipte koloniler olusturmaktadir (16).

Mikobakterilerin kiiltiirii amaci ile yumurta bazli Lowenstein Jensen, Stone
Brink’s modifiye Middlebrook 7H11, Dorset, Middlebrook 7H9 broth, Herrold’ Egg
Yolk Agar gibi besiyerleri kiiltiire yapilacak mikobakterium tiiriine gore serum, gliserin,
albumin, sodyum piriivat veya mikoobactin] ile zenginlestirilerek kullanilmaktadir (16).
MTB Lowenstein-Jensen besiyerinde 6gonik tireme, nitrat rediiksiyon ve niasin iiretimi
pozitif iken, MBV disgonik tireme gostermektedir. Nitratrediiksiyon ve niasin iiretimi
negatiftir (14).

MBV'in kiiltiirde tiremesini belirleyen iki 6nemli faktor vardir. Kiiltiir ortaminda
birincil karbon kaynagi olarak kullanilan gliserol, MTB igin uygun olsada MBV 'in
biiylimesini inhibe etmektedir. Bu nedenle, kiiltiir iizerinde MBV 'in biiyiimesini
arttirmak i¢in, piruvik asit gibi alternatif karbon kaynagi iceren ortamin kullanilmasi
gerekmektedir. Ayrica, aerobik mikroorganizma olan c¢ogu mikobakterinin aksine,
MBV mikroaerofiliktir ve kiiltiirlerine dogru ¢evresel O, konsantrasyonunun muhafaza
edilmesi gerekmektedir. Orneklerin aseptik kosullarda toplanmas: ve kiiltiir icin hemen
islenmesi 6nemlidir. 46 °C 'de saklanan ornekler miimkiin olan en kisa siirede
laboratuvara ulastirilmali ve toplandiktan sonra 24-48 saat i¢inde islenmelidir. AkSi

takdirde, saklama ve nakliye i¢in dondurulmalar1 gereklidir (7).

Hizli bir TB tan1 sistemi olan TK kiiltiir sistemi kullanilmaya baslanmistir. TK

besiyeri, ¢oklu renk indikatdrleri kimyasindan yararlanilarak hazirlanmigtir (40).
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2.8.3. Hiicresel Bagisikigin Olciilmesi
-PPD tiiberkiilin deri testi

PPD testi ilk olarak 1908'de Charles Mantoux tarafindan gelistirilmistir ve o
zamandan beri TB enfeksiyonunun varligin1 degerlendirmek i¢in nispeten az degisiklik
ile standart ara¢ haline gelmistir. Bu testte, kiiltiirde yetistirilen MTB tarafindan salinan
yiizlerce antijenden olusan bir karisim olan saflastirilmis protein tiirevi intradermal
olarak enjekte edilmektedir.48-72 saat sonra enjeksiyon bolgesi, onceki TB'ye maruz
kalmanin géstergesi olan sertlesme agisindan incelenmektedir. Pozitif bir PPD testi, tip-
4, gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunun bir 6rnegidir. Bu testte deri i¢ine enjekte
edilen antijenler, ciltteki antijen sunan hiicreler tarafindan almip ve yiizeylerinde
sunulmaktadir. Daha 6nce TB basili ile karsilasma durumunda, hafiza T hiicreleri
antijenleri baglamakta ve en 6nemlisi interferon (IFN-y) olmak iizere ¢esitli sitokinlerin
lokal sekresyonu ve karakteristik sertlesme sonuglart ile karakterize edilen bir
inflamatuar tepkinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (41).

PPD testi, ylizyil1 agkin siiredir yararl bir ara¢ olmasina ragmen, ¢esitli biyolojik
ve uygulama smirlamalari vardir. Intradermal enjeksiyon dogru sekilde uygulanmast,
hastanin PPD testi okumasi igin geri gelmesi ve sertlesme Ol¢timiiniin dogru sekilde
yapilmas1 gerekmektedir. Zamaninda okuma yapilmadigir taktirde, anlamli veya
yorumlanabilir sonug¢ elde edilememekte veya %10 -50 oraninda hatali sonug¢ elde
edilmektedir (41).

Biyolojik smnirlamalar, daha o6nce BCG asilamast veya MTBK disi
mikobakterilere maruz kalinmasi nedeni ile dogru sonu¢ alinamamasina neden
olmaktadir. BCG asis1, diinyada her yil 80-100 milyon kisiye yapilmaktadir. Bu asida
antijen olarak, genetik olarak MTB ile yakindan iliskili mikobakteri tiirii olan MBV 'den
tiiretilmis ve saflastirilmis protein tiirevi kullanilmaktadir. Bu nedenle, 6nceden BCG
asis1 yapilmis hastalarda yanlis pozitif PPD sonuglart ortaya ¢ikmaktadir. BCG agisini
yasamin ilk birka¢ giinii i¢inde alan, ancak TB'ye hi¢ maruz kalmayan ¢ogu insanin
yetiskin olarak PPD testi negatif olabilmektedir. Bu nedenle, CDC (Centers for Disease
Control and Prevention), PPD’ nin oOnceki BCG asilamasma atifta bulunmadan
yorumlanmasini tavsiye etmektedir (41).

PPD reaksiyonu, tipik bir gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonudur.
Lenfositlerin aktivasyonuyla salinan lenfokin ve kemotaktik faktorlerin etkisiyle yangi

hiicrelerin toplanmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda doku hasari ve nekroz
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gelismektedir. Gecikmis tip asir1 duyarliliktan, 10 kDa’luk kiigiik proteinlerin karigimi
olan tiiberkiilinden baska, CDI1 molekiilleri {izerinden T lenfositlerine sunulan
lipoarabinomannan ve glikolipit (kord faktorii) gibi antijenler de sorumludur (32).

STB i¢in, halen kullannomda olan ¢ tip tiiberkiilin testi resmi olarak
onaylanmistir. Bunlar; rutin kontroller i¢in kaudal kat testi (KKT) (1), tek intradermal
(SIT) veya tek intradermal karsilastirmali tiiberkiilin testi (SICTT) seklindedir. SIT
testinde sadece sigir tiiberkiilini PPD-B olan tek tiiberkiilin kullanilmaktadir. SICTT
testinde hem sigir (PPD-B) hem de kus tiiberkiilini (PPD-A), birlikte uygulanarak,
degerlendirme birlikte yapilmakta ve MBV disindaki mikobakterilerde elemine
edilmektedir. Pek c¢ok iilke STB 'yi sadece deri testi kullanarak, eradikasyonunu
saglamugtir. Tiiberkiilin deri testi, STB nin teshisinde standart bir yontemdir. Hayvanlar
canli iken deri igine 0.1 ml kadar tiiberkiilin enjekte edilmektedir. Tiiberkiilin, MBV ve
diger mikobakterilere 6nceden maruz kalma durumunda, hayvanlarin ¢ogunda 72 saat
icinde enjeksiyon bolgesinde derinin kalinlagsmasi ile karakterize, tip IV asir1 duyarlilik
reaksiyonuna neden olur. Deri testi sifirlarda ve insanlar dahil ¢ok c¢esitli memeli

tirlerinde kullanilmaktadir (42).
-Gamma interferon (IFN-y) salinim testi

Bu testte, bir tam kan kiiltiirli sisteminde lenfokin gama interferonunun (IFN-y)
salinimi  Olgiilmektedir. Sigir IFN-y tespiti, sigir gama-interferonuna karst iki
monoklonal antikor kullanan bir sandvi¢ ELISA ile gerceklestirilmektedir. Kan
orneklerinin laboratuvara taginmasi ve testin miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi
onerilmektedir. IFN-y testinin deri testine gore avantaji, hayvanlarin yalnizca bir kez
yakalanmasinin gerekmesidir. IFN-y testi, Avrupa Birligi (AB), ABD, Yeni Zelanda ve
Avustralya da dahil olmak iizere bir dizi ulusal programda kullanim i¢in onaylanmistir

(43).

-Lenfosit proliferasyon testi

Bu testler, hayvanin maruz kalmis olabilecegi patojenik olmayan mikobakteri
tirleri ile iliskili lenfositlerin, "nonspesifik" veya capraz reaktif antijenlere tepkisini
ortadan kaldirarak, testin ozgilliigiinii arttirmaya g¢alismaktadir. Sonuglar genellikle
PPD-B 'ye yanit olarak elde edilen deger ve PPD-A'ya yanit olarak elde edilen deger

olarak analiz edilmektedir. B — A degerinin, tanimnin &zgilliigiini veya duyarliligini
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maksimize etmek i¢in belli bir oranin {lizerinde olmasi gerekmektedir. Testin bilimsel
degeri vardir. Ancak alt yapr gerektirmesi, zaman alic1 olmasi ve deneyim gerektirmesi
nedeni ile rutin tan1 amaci ile kullanilmamaktadir. IFN-y testinde oldugu gibi, lenfosit

proliferasyon testinin kan alindiktan kisa bir siire sonra yapilmasi gereckmektedir (43).

2.8.4. Humoral Bagisikigin Olciilmesi

TB i¢in ilk serolojik test agliitinasyon testidir. Kompleman Fiksasyon testi
(CFT), pasif hemagliitinasyon, jel presipitasyon, immunelektroforez, immunfloresan
gibi yontemlerin spesifite (Sp) ve sensitivite (Sn) degerlerinin yetersiz oldugu

anlasilmistir (44).

2.8.5. Molekiiler Yontemler

TB tanisinda PCR, PCR-REA (Restriction endonuclease analysis), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), oligotiplendirme, spoligotiplendirme,
DNA probe gibi molekiiler testler kullanilir. MTBK etkenlerinin inkiibasyon siiresi
uzun olmasi nedeni ile bu testlerin kullaniminin kisa siirede sonug verebilmeleri diger
yontemlere gore avantaj saglamaktadir. Ancak bu tekniklerin uzman personele ihtiyag
duymasi ve pahali olmas1 dezavantajdir. Molekiiler metotlar, TB nin klinik olgular1 kisa

slirede tanisi i¢in diinyanin bir ¢ok yerinde uygulanmaktadir (45).

Tim molekiiler genotipleme tekniklerinin temeli; bakteriyel genomun belirli
bolgelerinde zaman iginde olusmus genetik mutasyonlar ile izolatlar arasinda
benzerliklerin tespitine dayanir. Aymi tiriin iki bakteri susu hemen hemen ayni
genomlara sahip olsa da farkliliklar birka¢ lokusta ortaya cikar. Bu nedenle,
epidemiyolojik olarak iligkili suslar ayn1 veya ¢ok benzer genetik profiller gosterirken,

ilgisiz klinik izolatlar farkli modellere sahip olacaktir (6).

Molekiiler epidemiyolojik tekniklerin kullanimi, gelismis {ilkelerde STB'nin
kokenini, yayillmasimi ve salginlari analiz etmek i¢in yaygin bir uygulama haline
gelmistir. Spoligotiplendirme, silme analizi, MIRU-VNTR ve RFLP kullanilarak, farkl
MBYV tiplerinin dagilim ve hareketinin gelisen bir modeli belirlenebilir (7).

DNA tabanli calismalardan ©nce, mikobakteriyel ekoloji, patogenez ve
epidemiyoloji hakkinda bilinenlerin ¢ogu, bakterileri tanimlamak ic¢in kullanilan eski
yontemlerden geliyordu. Bu tiir yontemler, koloni morfolojisi, antimikrobiyallere
duyarlilik, biyokimyasal ve serolojik reaktivite ve mikobakteriyel faj tiplemesi dahil

olmak tizere sus fenotipik ozelliklerine dayaniyordu. Bazilar1 hala degerli olsa da bu tiir
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fenotipik yontemlerin yerini biiyiik 6l¢lide mikobakteriyel genomlardaki yapisal genetik

cesitlilige indeksleyen yontemler almistir (10).

MIRU-VNTR genotiplemesinde, belirli bir lokus i¢indeki tekrar birimlerinin
sayisy, tim lokusun PCR amplifikasyonu ve ardindan tekrar sayisinin PCR
amplikonunun  boyutuna gore belirlendigi jel elektroforezi ile belirlenir.
Mikobakterilerde izolatlar genom boyunca dagilmis ¢esitli MIRU-VNTR lokuslarinda
spesifik tekrar birimlerinin kopya sayisinin belirlenmesiyle yazilir. Bu kisa sekansh
tekrar birimleri 52-77 niikleotit uzunlugundadir ve bu lokuslar minisatellit bolgeleri
olarak siniflandirilir. MIRU minisatellit bolgeleri {i¢ ana tiire ayrilmistir bunlar ; 77
niikleotid tekrar biriminden olusan tip 1,tip 1 sekansin 3 kisminda 24 bp bosluga sahip
olan tip 2 ve tip 1 sekansin 5 kisminda 15 bp bosluga sahip olan tip 3 (6).

IS6110-RFLP, IS3 ekleme elemanlar1 ailesine ait olan yer degistirebilir bir
elemandir ve sadece MTBK {iyelerinde bulunur. Bununla birlikte, genomda bulunan
toplam IS6110 kopya sayisi, ¢esitli MTBK tiirleri arasinda biiylik Olglide farklilik
gosterir. Ornegin, MTB genomu 19 adede kadar IS6110 kopyasi barmdirabilirken,
MBYV yalnizca bir ila bes kopya igerir. IS6110-RFLP'nin MTB i¢in standart referans
tipleme teknigi olmasma onemli Slglide katkida bulunmustur. Ne yazik ki IS6110-
RFLP, MBYV izolatlarin1 ayirt etmek icin ¢ok kullanigh degildir ¢linkii MBV suslari
sadece bir ile bes IS6110 kopyas1 barindirir (6).

Spoligotiplendirme, MTBK 'nin iiyelerini tanimlamak ve genotiplendirmek i¢in
hizli, PCR tabanli bir yontemdir. Giivenilir bir tekniktir, veriler tekrarlanabilir ve
laboratuvarlar arasinda kolayca paylasilabilir, bu nedenle tipleme tekniklerinin en
yaygin kullanimi olamidir. Verilerin ikili dijital bi¢imde sunulmasi ve MBV 'nin
molekiiler karakteristiginin en biiyiik giincel koleksiyonunun olusturulmasi nedeniyle
kullanim1 kiiresel olarak benimsenmistir. Ortaya ¢ikan modeller, kiiresel spoligotip veri
tabaninda (www.mbovis.org) saklananlarla karsilastirilir ve eger benzersiz ise, kimlik
numaralar1 yeni spoligotip desenlerine verilir (7). PCR, s6z konusu patojenin MBV,
MTB veya grubun herhangi bir iiyesi olup olmadigini ayirt etmede hayati 6nem tasiyan
MTBK iiyelerini tanimlayabilir. Spoligotipleme ve / veya VNTR profili kullanarak
genotipleme, MTBK tiirleri i¢in klasik tiplendirme araglaridir (42).
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2.8.6. Deney Hayvam Testleri
Deney hayvani olarak genellikle kobaylar kullanilmaktadir. Marazi maddelerden
hazirlanan inokulum (0,5 mg bakteri/ml), kobaylarin inguinal lenf yumrular1 yakinina
deri alt1 olarak 0,2-0,3 ml enjekte edilmektedir. 6-8 hafta sonra hayvanlara nekropsi
yapilarak iliakal ve subiliakal lenf diiglimlerinden bakteriyoskopi ve kiiltiir
yapilmaktadir (14).
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3. MATERYALVE METOT

3.1. Kullamlan Cihaz Gereg ve Solusyonlar

Otomatik Pipetler(isolab)

Bunsen Beki

Thermal Cycler(labnet)

Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi(Major Science)
Hassas Terazi (Bel)

Vorteks (VSM)

Santrifij (isolab)

inkiibatér(termal)

Otoklav (termal)

Steril laminar akimh givenlik kabini(Bilser Class )
Benmari (termal)

Hotplate Stirrer(Benchmark)

Isik Mikroskopu( (olympus)

Derin Dondurucu(niive)
insineratdr(zenon)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij (isolab)

UV goriintileyici

Cryovial Tup 2 ml

Cam boncuk

PCR tlpt (0.5 mL-1,5 ml)

Mikropipet ucu (1-20-1000 pL)

%95'’lik etil alkol(sigma)

Asetik asit(sigma)

Agaroz (sigma)

Tris-base (sigma)

Borik asit (sigma)

Etilen diamintetra asetik asit (EDTA sigma)
Etidyumbromide

Sodyum Hipoklorit
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3.2. Cahsma Grubu ve Ornekler

Calismada Adiyaman ilinde 10.10.2017- 31.12.2018 tarihleri arasinda, 6zel Saf Et
kesimhanesinde kesimi yapildiktan sonra, tipik graniilamatéz lezyonu saptanan sigir
karkaslarindan alman 44 doku &rnegi kullamld: (Sekil 1). Ornekler steril 50ml’lik

santriij tiiplerine alindiktan sonra, ¢alisma giiniine kadar -20 °C’de sakland.

Sekil 1: Sigir karkaslarinda granulom goriintiisii

3.3. Doku Orneklerinin Havanda Ezilmesi
Mikroskopi ve kiiltiir islemleri i¢in ornekler steril kum ve fosfat tamponu(PBS)

soliisyonu kullanilarak, porselen havanda ezildi (Sekil 2).
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Sekil 2: Graniilom igeren karkas numunelerinin havanda ezilmesi

Bu asamadan sonra %4 NaOH-NALC yontemi ile dekontamine, homojenize ve

konsantre edildi. Yontem su sekilde uygulanmistir; Ezilmis dokulardan elde edilen
solusyon miktar1 kadar NALC-NaOH ¢6zeltisinden eklenerek 5 dk vortekslendi. 15 dk

beklenerek 5 dk santrifiij edildi. Tiipteki ¢ozeltinin ilizerine, fosfat tamponu eklenerek alt

tist edildi ve 15 dk 4000rpm de santriifiij edildi. Santriifiij olan sivilarin st kismi atildi

ve Kkiiltiir islemine hazir hale getirildi. Homojen hale getirilmis Ornekler tiiplere

toplanarak siispanse edildi.

3.4. Mikroskopi

-Hazirlanan preparatlar 10 dakika ultraviyole (UV) 151k altinda bekletildi.

-Bek alevinden 3 kez gegirilerek tespit edildi.

-Lam iizerine karbol fuksin soliisyonu konularak alttan 4-5 dakika alkol alevinde 1sitildu.

-Boya dokiilerek asit-alkolde 30 sn renksizlestirildi.

-Distile Su ile yikandi.

-Preparat iizerine metilen mavisi dokiilerek 10-15 sn boyandi.

-Preparat yikanarak kurutuldu, Biokiiler 151k mikroskobunda immersiyon objektifte

incelendi. Mikobakteriumlar pembe, diger mikroorganizmalar ve zemin mavi renkte

gozlendi (Sekil 3)
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Sekil 3: EZN Boyama ile MBV ’nin 1s1k mikroskopundaki goriiniimii

3.5. Kiiltiir

DHK isleminden sonra, ayrilan her bir 6rnekten hem Piruvatli hem de piruvatsiz LJ
besi yerine ekim yapilarak 37 °C de inkubasyona birakild1 (Sekil 4). 15. Haftaya kadar
besiyerleri takip edildi. Kontaminasyon gelisenlere tekrar ekim yapilarak inkubasyona

birakildi.

Sekil 4: Pirtivath ve pirlivatsiz LJ besiyerinde MBV ‘nin iireme gorintiisii

3.6. PCR

DNA izolasyonu porselen havanda ezme islemi sonrasi alinan soliisyondan Mickle

DNA izolasyon cihazi (Mickle Tissue Disintegrator) kullanilarak yapilmistir.
PCR testi ile MBV ’nin 1S6110 insertion sekansina ait;
-1S6110 Fol; CGTGAGGGCATCGAGGTGGC

-1IS6110Rev2; CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG

25



Primerleri kullanilarak 252 bp lik bolge ¢ogaltilmistir. %1,5 agarose jelde goriintii
alimmistir. Her ¢alismada pozitif (M. bovis, H37Ra veya genotipi bilinen klinik izolat)
ve negatif kontrol distile su (dH20) kullanildi. Her bir sus i¢in asagidaki reaksiyon

karisimi1 hazirlandi.

29,2ul dH20

5ul 10x PCR bufter
4 ul MgCl12

0,3 ul  primer 1

0,3 ul  primer 2

0,2 ul Taq polimeraz

10 ul  Kalip DNA PCR reaksiyon karigimi igeren tiipler Termal Cycler Cihazina
(Labnet) yerlestirilerek asagidaki programda calistirildi;

95°C 5 dakika

94°C 1 dakika 30sn

65°C 2dakika 40 dongii
72°C 3 dakika

72°C 10 dk

4°C

PCR iiriinleri %2’lik agarose jel elektroforezi de ethidium bromide varliginda 90
V’da 25 dk yirititidi. Elde edilen DNA bantlart UV transilliminatorlii jel
dokiimantasyon sisteminde molekiil agirlik belirtegleri (HaelllpX174 DNA Marker ve
X174 DNAJ/Hinfl Marker) ile karsilastirilmali olarak degerlendirildi. Her ¢alismada
pozitif kontrol (HCTP H37Ra ve/veya genotipi bilinen klinik izolat) ve negatif kontrol
kullanildi. 256 bp biiyiikliigiindeki bantlar pozitif kabul edildi (Sekil 5)

26



bp

726
553
500
417
311
249
200
151

HINF1 MARKER

Sekil 5: In-House PCR yontemi ile ¢oglatilmis MBV 6rneklerinin agaroz jeldeki
goruntisu.

3.7. Spoligotiplendirme

Kiiltiir pozitif 6rneklerden toplanan koloniler Mickle DNA izolasyon cihazi (Mickle
Tissue Disintegrator) kullanilarak izolasyonu yapilmistir. izolatlar, Kamerbeek ve
arkadaslar tarafindan tarif edildigi gibi spoligotiplendirildi (46). DR lokusunda bulunan
43 Spacer varligi veya yoklugu ikili bir kodla temsil edildi ve asagida belirtilen
algoritmaya gore spoligotip sekizlik kodlara cevrildi. Spoligotyping pattern isimleri,
uluslararast MBV spoligotype veritabaninin (www.mbovis.org) isimlendirmesine gore

atandi.

Spoligotyping analizinde asagida ki oktal kodlar1 kullanilmistir.
ooo=0 moo=4
oom=1 mom=35
om0=2 mmo0=6
Omm =3 mmEm=7

o=0 m=1 Spacer43
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Tablo 2: Mikroskopi, kiiltiir ve PCR Test Sonuglari.

4. BULGULAR

boyama ve kiiltlir yapildi. Yapilan testlere ait sonuglarimiz Tablo 2°de verilmistir.
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Kesimhane de kesimi yapilan 44 sigirdan alinan doku ornekleri kum ile ezilip,

stispanse edildikten sonra, tiim orneklere DHK islemi Oncesi ve sonrasinda EZN

DCO: DHK isleminden énce yapilan incelemeyi, DC: DHK isleminden sonra yapilan incelemeyi

belirtmektedir.
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Mikroskopi yontemi ile DHK islemi 6ncesi yapilan incelemede 44 6rnegin 15 (%34.09)
’inde, DHK islemi sonrasinda ise 18 (%40.90)’de pozitiflik saptandi (Tablo 3)

Tablo 3:Mikroskopi, kiiltiir ve PCR testlerin pozitiflik oranlari

Mikroskopi Kiiltiir PCR
Yontem DCO DC Piriivath Piriivartsiz
Mikroskopi Mikroskopi Besiyerinde Besiyerinde
Ureme Ureme

Doku 15/44(%34.09) | 18/44(%40.90) | 24/44(%54.54) | 30/44(%68.18) | 40/44(%90.90)
Ornegi
(n:44)

DCO: Dekontmaninasyon — Homojenizasyon - konstrasyon &ncesi, DC: Dekontmaninasyon -homojenizasyon -
konstrasyon sonrasi

Piriivatli ve pirtivatsiz LJ besiyerinde konvansiyonel kiiltiir yontemi ile yapilan

incelemede;

44 ornegin, piriivath besiyerinde 24 (%54.54)’de, piruvatsiz besiyerinde
30 (%68.18) oraninda pozitif sonug elde edildi.

Doku orneklerinin PCR testi ile yapilan degerlendirmede ise 44 6rnegin 40 (%90.90)
’inda MBV DNA pozitif saptandi.

Piriivatli ve pirtivatsiz LJ besiyerinde kiiltiir sonuglar1 altin standart olarak kabul
edildiginde mikroskopi ve PCR testlerinin MBV ’i saptamadaki duyarlilik, 6zgiillik,
Pozitif Belirleyicilik Degeri (PBD) ve Negatif Belirleyicilik Degeri (NBD) degerleri

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: Duyarlilik, Ozgiilliik, PBD ve NBD degerleri

AFREAEREME
Yapilan ol O <ZE = <ZE — < X o g %
Testler 5 5 Z:I — <_‘:l — ; - CND - a =
O &) > > & ®)

DCO | 45 | o 1 19 44 90 63 32
mikroskopi

DC 115 | s 3 18 45 73 65 31
mikroskopi
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PCR

| 31 |

2 | 9o |

2 | 9 |

18 | 94 50

Pozitif Deger

Negatif Deger

Duyarhlik=Gergek Pozitif Deger / Gergek Pozitif Degert+ Yalanct Negatif Deger
Ozgiilliik=Gerg¢ek Negatif Deger/ Gergek Negatif Deger + Yalanci Pozitif Deger
Pozitif Belirleyicilik Degeri=Gergek Pozitif Deger/ Gergek Pozitif Deger + Yalanci

Negatif Belirleyicilik Degeri=Gerg¢ek Negatif Deger / Gergek Negatif Deger +Yalanci

Bu sonuglara gére DHK oncesi ve DHK sonrasinda mikroskopi yonteminin

duyarliligi ve 6zgilliigi sirast ile %44, %90 ve %45, %73 olarak bulundu. PCR testi

icin ise bu oranlar sirasi ile %94 ve 18% olarak saptandi. Kiiltiir yontemi ile izole edilen

orneklerde spoligotiplendirme yontemi ile yapilan degerlendirmesi Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5: MBV izolatlarinin spoligotiplendirmesi

Spoligotype pattern | Octal kod Hexadecimal Ornek sayisi
SB1196 676673757577600 | 6F-5B-5F-5F-7F-60 9/28 (%32.1)
SB1197 674673757777600 | 6F-1B-5F-5F-FF-60 11/28 (%39.2)
SB2508 674073777757600 | 6F-03-5F-7F-EF-60 2/28 (%7.1)
SB2513 676273357777600 | 6F-4B-5B-5F-FF-60 6/28 (%21.4)

Bu test ile incelenen izolatlarmin tiimii MBV olarak tanimlandi. izolatlar arasinda 4
farkli pattern tespit edildi (Sekil 6). Siyah kareler pozitif hibridizasyon sinyallerini ve beyaz
kareler hibridizasyon eksikligini temsil eder.

SB1157

_____________ S5B119%6
sSB2508

M. tuberculosis
....... M. bovis (BCG)

Sekil 6: M. bovis izolatlarinin spoligotip modellerinin grafiksel gosterimleri.
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5. TARTISMA

MBV etkeni insanlarda olduk¢a nadir tespit edilen bir mikobakteri tiirtidiir.
MBYV ’nin fenotipik yontemlerle tiplendirilmesi ¢ok gii¢ oldugu i¢in, laboratuvarlarda
tanimlamas1 genellikle MTBK olarak yapilmaktadir. Ulkemizde MBV patojen olarak
insanlarda nadir olarak tespit edilmektedir. Ayrica, MBV genelde akciger dis1 seyrettigi

i¢cin multidisipliner tan1 yaklasimi ile gézden kagmaktadir (9).

Calismamizda kiiltiir altin standart olarak kabul edilmistir DHK isleminden 6nce
yaptigimiz EZN boyama ile etken tespiti tablo 4’e gore Sn %44 ve Sp %90 olarak tespit
edilmistir. 5 Ornekte DHK islemine tabi tutuldugu zaman ancak pozitif olarak

kaydedilebilmistir. DHK isleminin 6nemi bu sonug ile bir kez daha kanitlanmustir.

MBV’nin kiiltiirii i¢in piruvath ve piruvatsiz 2 farkli besiyerine ekim yapilmustir.
Her ne kadar piruvatin MBV ’nin iremesini artirdigi (16, 47) iddia edilse de,
calismamizda 8 haftadan daha uzun siire inkubasyonda kalan, MBV ‘in piruvatsiz besi
yerlerinde de tiremesinin, (%68.18), oraninda piruvatli besiyerlerinde ki tiremelerden
(%54.54) daha fazla pozitiflik verecek sekilde tespit edilmistir. Ancak koloni
morfolojisi sekil 4 de goriildiigii gibi piruvatl besiyerinden daha farklidir.

Bu ¢alismada STB oldugu diisiiniilen 44 sigirdan topladigimiz granulom tespit
edilen dokularda EZN boyama yontemi ile yaptigimiz ile incelemede %45.45 (20/44)
pozitiflik saptandi. 2006 yilinda Proano-Perz ve ark. 29 SCITT pozitif sigirn 3’iinde
(9%10.3) EZN pozitif tespit etmislerdir (48). 2013 yilinda Nasr ve ark. 50 PPD pozitif
inek siitiiniin 7'sinde (%14), 50 PPD negatif sigir siitiiniin 3'tinde (%0,6) EZN boyama
ile basilleri gostermislerdir (49). Kuriave Gathogo, 176 6rnekten 29 6rnekte mantarla
kontamine preparatlarda mikobakterileri EZN boyama ile tespit ettiklerini
bildirmislerdir (50). 2013 yilinda Chuwku ve ark., 50 sigir ve 50 kegiden aldiklar1 TB
olabilecek lezyonlar bulunan akciger 6rneklerinden 15 sigira ait 6rnegi, EZN yontemi
ile %30 pozitif bulmuslar ve keci drneklerinde pozitiflik saptamamiglardir (51). 2013
yilinda Kuriave Gathogo, 176 karkastan topladiklar1 lezyonlu dokularin EZN ile 35’inde
(%20) mikobakteri benzeri basiller bulduklarin1 duyurmuslardir (50). Awah-Ndukum ve
ark., ise 2013 yilinda, 219 lezyon bulunan sigir dokusunun 169’unu (%77.17) EZN
boyama ile basilleri géstermislerdir (52).GutierrezCancela ve GarciaMarin TB lezyonlu
ke¢i ve sigir doku oOrneklerinin 22/42(%52.3) (53), Ortatatli ve ark., 31/49(%63.26)
(54), Beytut, 20/32 (%62.5) (55), EZN boyama ile mikobakterileri gosterirken,
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Fitzgerald ve ark., yabani hayvanlarda 73/220 %33.18 kiiltiir pozitif olarak tespit
etmislerdir (56). 2009 yilinda Adu-Bobi ve ark. TB siipheli sigirda EZN ile 95/130’inde
(%73) pozitiflik bulmustur (57).

Bizim ¢alismamizda topladigimiz 44 Ornegin 40 (%90.90)’ inda MBV izole
edilmistir. Tuzcu 2013 yilinda 5018 adet sigirdan kesim sonrasi alinan &rneklerden
32 (% 0,63)’sinde MBV izole edilmistir (58). 2013 yilinda Ereqgat ve ark., 44 ke¢i ve 60
sigira ait 104 akciger ve mezenter lenf diiglimiinde 4 adet (%3.84) PCR pozitiflik
bildirmislerdir (59). Unver ve ark., Kars bdlgesinde sigirlarda PCR ile MBV nin %6.7
(8/120) oraninda tespit edilmistir (60). Kayseri bolgesinde Giimiissoy ve ark.,
mezbahalarda kesilen 3216 sigirdan yaptiklar incelemede STB prevalansim1i %1.49
olarak saptanmistir (61). Solmaz ve ark., tarafindan Van bolgesinde yapilan ¢alismada,
sigirlarda PCR ile %1.42 oraninda MBV prevalans1 bildirilmistir (62). Bizim
calismamiza gore bu oranlarin diisik olmasi sadece STB siipheli sigirlardan

alinmamasidir.

Insanlarda tespit edilen MTBK arastirmalar1 da su sekildedir; Tiirkiye'de zoonotik
tiberkiiloz olgu prevalansin1 gosteren epidemiyolojik veriler yetersizdir. Bir¢ok
calismada mikobakteriler, tiir seviyesinde tanimlanamamistir. Elazig'da Agacayak ve
ark, 60 TB hastasindan aldiklar1 balgam 6rneklerinin timii EZN pozitiftir. PCR-RFLP
metodu ile MTBK izolatlarinin 34 (%77.3)'t MTB, 8 (%18.2)'i MBV, 1 (%2.3)'i
Mycobacterium microti ve 1 (%2.3)'i Mycobacterium africanum olarak tanimlanmistir
(63).

Istanbul’da Bayraktar ve ark., tarafindan yapilan bir calismada 8/188(%4.25)
MBYV tespit edilmistir. Bu olgularin tiimiiniin akciger dis1 TB oldugu belirlenmistir (64).

MBYV kaynakli TB oranini Ispanya %2.2, Fransa %2.9, Avusturya %0.85-0.94,
Almanya %1, Tirkiye %1.31-5.85 olarak bildirmistir (65). Silva ve ark., Brezilya
merkezi bir sehri olan Juiz de Fora'da TB tanis1 almis 189 kisiden MBV yayginligini
(% 1.6) olarak bildirmislerdir (66). Dort ililkeden MBV genomlarinin orani su
sekildedir; Amerika Birlesik Devletleri (828 / 1.969;% 42.05), Yeni Zelanda (510 /
1.969;% 25.90), Meksika (425 / 1.969;% 21.58) ve Kuzey Irlanda(116 / 1,969;% 5,89)
(67).

1995 yilinda Liebana ve ark. 49 MBYV Kkiiltiir pozitif sigirdan 35’ine (%71,4),
kiiltir negatif 32 sigirdan 2’sine (%6,25) ait doku orneklerinde MTBK PCR pozitif
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sonucu elde etmislerdir (68). 1998 yilinda Vitale ve ark, PPD pozitif sigirlarda, siit ve
lenf nodiillerinde PCR, Sn ve Sp yi %100 olarak bildirmislerdir (69). 1999 yilinda
Romero ve ark., PPD negatif 6rneklerin %12’sinde (70), 2005 yilinda Cedeno ve ark. ,
PPD negatif 6rneklerin 3’ (%5), PPD pozitif 60 sigira ait 6rneginin 39’unda (%65)
PCR ile MBV tespit etmislerdir (71). 2001 yilinda Livingstone , STB yi antemortem
olarak uyguladigi PCR testinin Sn %65-90, Sp %98-99 olarak bildirmistir (72). 2007
yilinda Yardimci ve ark., 36 adet lezyon bulunan lenf nodiiliiniin 9 *unda (%25) PCR ile
MBYV pozitif bulmustur (47). Bizim ¢alismamizda klinik 6rneklerden izole ettigimiz
etken pozitiflik oran1 40/44 (%90.9) dir. Bahsedilen calismalarin ¢ogunlugu ile

uyumludur.

1999 yilinda Zumarraga ve ark., Giiney Amerika’da ki farkli iilkelerden elde
sigirlardan elde ettigi 224 MBV izolatin1 spoligotyping yontemi ile 41 farkl tip paterni
tespit etmislerdir. 202 6rnegin (% 90) 19 grup olusturdugunu ve en genis grupta 96
ornek bulundugunu bildirmiglerdir (73). Cowan ve ark, 180 MTBK’ya ait
spoligotiplendirme yontemi ile igerisinde 137 izolatin bulundugu 16 kiime, 43 tek iyeli
kiime ve toplam 59 farkli patern elde etmislerdir (74). Oral Zeytinli ve Koksal *1n
Cukurova Bolgesindeki TB’li hastalardan aldiklari 467 &rnege spoligotiplendirme
yontemiyle 443 6rnegin 21 grup olusturdugunu, 2 6rnegin de MBV oldugunu (%0,4)
rapor etmislerdir (75). Ulkemizde izole edilen MBV &rneklerinin genotiplendirme
calismalarinin sonuglarinin uluslararast veri tabanlar ile karsilastirilarak bu veri

tabanlarina yeni bulunan patternlerin bildirilmedigi goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Insanlarda MBV insidans1 tam bilinmemektedir. STB’ nin tasinmasinda insanlarin
da rol oynayabilecegi bilinmektedir (13). Diinya ¢apinda 2019 yilinda 11.400 olan
kiiresel 6lim oraniyla 140.000 zoonotik TB olgusu tespit edilmistir.(tablo 1) (25).
Tiirkiye’de ise zoonotik TB olgu prevalansini gosteren epidemiyolojik veriler yetersiz
kalmaktadir (20). TB, 6nemli bir kiiresel saglik sorunu olmaya devam etmektedir. DSO,
2035 yilina kadar kiiresel TB salginini sona erdirmek i¢in iddiali END-TB Stratejisi
2016-2035" gelistirdi (28). Bu kiiresel hedef, sigirlarda TB'nin ana etkeni olan MBV

nin zoonotik gegis ve biyolojisinin etkisi dikkate alinmadan gergeklestirilemez (8).

MBV’in tanimlamasinda mikrobiyolojik testlerin yeri énemlidir. Bulas kaynaginin
belirlenmesi ve etkili kontrol o6nlemlerinin alinmasinda enfeksiyon zincirinin
tanimlanmas1 ve gerekli izolasyon oOnlemlerinin alinmasi kritik 6nem tasimaktadir.
Mikrobiyolojik yontemlerin birlikte kullanilmasi tanisal degeri arttirmaktadir. Inhouse-
PCR testi doku orneklerinde MBV DNA’smin belirlemesinde hizli ve pratik bir

yontemdir.

Nokta surveyans yontemi ile yaptigimiz bu ¢aligmada STB nin tiim diinyada oldugu
gibi Adiyaman ilinde de yaygin oldugu, sigirlardan alinan doku ornekleri ile tespit

edilmistir.

Il diizeyinde belirli bir lokasyonda yapilan ¢alismada dért farkli epidemiyolojik tip
saptanmistir. Enfeksiyonun Onlenmesi ve kontrol altina alimmasinda daha genis

epidemiyolojik ¢aligmalara gereksinim vardir.
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