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Ozet

Tiiberkiiloz sigirlarda biiyitk ekonomik kayba yol acan ve insan saglhigim biiyiik 6l¢iide tehdit eden 6nemli
bir zoonoz hastaliktir. Hastaligin varligi diinyanin bir ¢ok bolgesinden ve iilkemizd en bildirilm ektedir .
Calismada biiyiik bas hayvanciligin yogun olarak yapildigi Kars yoresinde mezbahada kesilen sigirlarin akciger
ve lenf yumrularinda Mycobacterium bovis'in yayginligi Polymerase Chain Reaction (PCR) ile belirlendi.
Incelenen 120 sigirin sekizi (%6.7) PCR ile pozitif bulundu. PCR pozitif dokulardan sadece biri tiiberkiiloz
benzeri makroskobik lezyonlara sahipken geri kalan besi yang: odakli ve ikisi de patolojik lezyonsuz doku
ornekleriydi. Bu sonuglar hastaligin bélgede yaygin oldugunu ve M. bovis'in hastalik olgularinda ve karkas
muayenelerinde biiyiik hassasiyetle degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anabhtar sozciikler: Mycobacterium, Sigir, Tiiberkiiloz, PCR
The Prevalence of Bovine Tuberculosis in Kars District Analyzed by PCR

Summary

Tuberculosis is an i mportant zoonosis threating ani mal and human health w orldwide. It has a worldwide
distribution includin g Turkey . The pre valence of bovine tu berculosis in Kars district was de termined by
polymerase chain reaction (PCR) detecting DNA of Mycobacterium bovis. Eight (6.7%) lung and me diastinal
lymph node sample s were found t o be positive by PCR amo ng 120 ca rcasses anal yzed. Of the PC R positive
tissues, only on e had a macroscop ic pathology lesions similar to that of tuberculosis, f ive had inflamm atory
lesions and two had no macroscopic pathology lesions. These results suggest th at tuberculosis is an endemic
disease in this region and M. bovis needs to be considered in disease manifestations and carcass examinations.
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GIRIS

insan ve evcil hayvanlar icin 6ne mli bir s aglik teh-
didi olan sigir tuberkiilozu biiyik ekonomik ka yiplara
neden olan 6nemli bir zoonozdur. Hastalik etkeni olan
Mycobacterium bovis, M. tuberculo sis M. mi croti, M.
canetti ve M. africa num ile beraber M. tube rculosis
kompleksi (MTK) olarak adlandirilan grup icin de yer
alir ¥*. M. bovis sigirlarda tiberkiloza bagh olarak
pndémoni, mastiti sve d eri alt 1 apseleri ile beraber
merkezi si nir sistemi ve genit al sistem infeksiyonla-
rina neden olmaktadir 2.

Tlberkiloz, tim erad ikasyon ¢a balarina ragmen
glnimizde uluslarar asi bir sag lik problemi olma
ozelligi tasimaktadir. Bilinen cografi bir siniri olmayan
tuberkilozis dinyanin birgok bolgesi nden bil dirilmis-
tir. ingilterede en yiiksek oranda (%12.1) olmak iizere
Avrupa Birlig i Gl kelerinin bazilarinda 2004 verilerine
gore sigir tuberkiloz unun st ri pre velansi %0.2 -5.9
arasinda goz lemlenmis tir . Hastali gin Brezilya’daki
yayginhg1 %0. 9-2.9 arasi nda tahmin ed ilmektedir °.
Afrika’da yaklasik sigirlarin %85’i insanlarin ise %82’si
hastaligin endemik oldugu b élgelerde yasamaktadir °.
Ulkemizde yapi lan ¢ alismalarda ise sigirlarda tiiber-
kiloz prev elansi %0.38 -% 1.49 ar asinda degisen
oranlarda tespit edilmistir 2,

insanlarda tiiberkiiloz vaka lari gelismis ve gelis-
mekte ol an (lkelerde son vy illarda bliytk 6lclide art-
maktadir **. Diinya Sa ghk Orgiitiin in tahm inlerine
gore 1.7 milyardan fazla insan ttiberkiloz riski altinda
olup bu 6rgiitlin 2004 yili  raporuna gore Ulkemizde
her 100 000 kisiden 2 8’inde klinik tiiber kiiloz olgusu
tesp it edilmi stir . Ha stali gin ayrica insa nlardan
hayvanlara bulags ma potansiyeli d e (antro pozoonoz)
duslin Gldtginde mi kobakterilerin in san ve hayvan
sagligina olusturdugu tehditin boyutu daha blyimek-
tedir. Son yillarda bilingsiz antibiyotik kullanimi nede-
niyle ko nvensiyonel tedavide kullan ilan terapétiklere
diren¢ kazanmis Mycobacte rium suslarinin seb ep
oldugu tlb erkiloz vakalarindaki artis © bu hastaligin
daha iyi etiit edilmesini gerekli kilmaktadir.

GUnUmizde ti berkiilozun tan isinda ku llanilan
teknikler etkenin kiltirel yontemler ile izole edilmesi,
allerjik deri t esti, serol ojik testler, interferon gama
testi, lenfosit transformasyon testi ve 6len ve kesime
tabii tutulan hayvanlardan histopatolojik muayeneler-
dir ¥*2%'% Etken izolasy onu tanida en etkili ve kesi n
yontem olmasina ragmen uzun zaman almasi 6nemli
bir sorun olu sturmaktad ir. Ayri ca etkenin yi ksek

patojeniteye sahip bir zoonoz olma si laboratuvar or-
taminin biyogiiv enliligini tehdi t etme ktedir. indirek t
teshis ydntemlerinden serolojik te stlerin diger mik o-
bakteri tlirleriyle capraz r eaksiyon vermesi yanlis po-
zitifliklere neden olabilmeleri ve bu test lerin ¢ok di-
suk seviyedeki serum antikorlarini tes pit edememe-
leri de 6nemli dezavantajlar olarak ortaya kmaktadir?.
PPD deri testi tib erkiiloz te shisinde yayginlk la kul-
laniimakta olmasina ragmen teknigin spesifite ve sen-
sitivitesi ile ilgi li sorunlarla kars ilasilmaktadir. Ttber-
kiloz etkeni izo le edilmesine ragmen PP D negatif ve
patolojik bulgularin rastlanmadigi olgularin varhg 2t
ayrica ozellikle tiberkiloz endemik bolgelerde etken-
le 6nceki karsilas malardan dolayi hipers ensitivite
reaksiyonuna bagli olarak yanlis pozitif sonuclara da
rastlandigi bildirilmistir *'*. Ayrica Mycobacterium
etkenlerinin konakgida olusturmasi muhtemel immun
anerji olg ulari serolojik ve al lerjik testl erde yanlis

negatif s onuclara neden o labilmektedir 3. Olen veya

kesime tabi tutulan hayvan larda histopatoloji k mua-
yeneler yayginlikla kullanilmakla beraber bu yontem-

ler hastaligin erken dénemlerini belir lemekte yetersiz
kalmaktadirlar 3. Son yillarda tuberkiiloz etkenlerinin

ortaya konulmasinda polymerase chain reaction (PCR)
hastaligin teshisinde kullanilan diger yon temlerdeki
dezavantajlari n bir ¢ ogunu ort adan k aldirarak hizl i,
duyarh ve spesifik bir teknik olarak basari ile kulla-
nilmaktadir #%. Kars bolgesinde ke sim sonrasi karkas
muayenesinde graniilomatoz lezyonlarin belir lenmesi
ve sonrasinda yapilan mikro skobik muayene sonucu
tlberkilozun p revelansi bild irilmis olmas ina ragmen
bu bolgede Mycobacterium etkenlerini ortaya koyan
bir calisma mevcut degildir. Mezbaha taban | olarak
planlanan bu ¢alismada sigir tiberkilozunun Kars bol-
gesindeki yayginhiginin P CR yo temi ile arastiriImasini
amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Ornek ler: Calis manin m ater yali ni Ekim 2005 —
Nisan 2007 doneminde Kars ilinde 6zel ve kamuya ait
mezbahanel erde kesi m sonrasiimkanlar d ahilinde
120 sigir karkasindan rastgele alinan 120’se r adet ak-
ciger ve med iastinal le nf yumrus u 6rnekleri olus tur-
du. Organ 6rneklerinin makroskobik lezyonlar agisin-
dan incelen mesinin ardindan herbir organdan yakla-
stk 1 g doku pargasi aseptik sartlarda al 1narak her bir
karkas icin iki organ ornegi karistirll  arak 5m | PBS
icerisinde stomacher ile homojenize edild

DNA izolasyonu: Homoje nizas yon sonucu elde
edilen hii cre suspan siyonundan 2 00 pl DNA izo-



lasyonunda kullanildi. Hiicre slispansiyonu (zerine 50
ug Proteinase K (MBI Fe rmantes) ve 400 pl NETS lizis
tampon sol usyonu (NET S bu ffer; 0. 01M NaCl, 1mM
EDTA, 0.0IM T ris-H Cl pH 7.6 ve %0.05 Sody um
Dodesil Siilfat) eklendi. Karisim 65°C de 2 sa at inkube
edildikt en sonra e sit mi ktarda (600 pl) fenol,
kloroform ve izoami lalkol (25:24:1 oraninda) karisimi
ilave edilerek k aristirildi. Karisimdan sonra tlpler 13
000 rpm’de 7 dakika boyunca s antrifiij edildi. T Giplin
Ust ki sminda olusan ak 1ci bolim baska  bir ster il
mikrosantriflj tiplne aktarilarak Gizerine esit miktar-
da kloroform ve izoami lalkol (24:1 oraninda) ka risimi
ilave edilerek karis tirildi. Kari sim 13.000 r pm’de 7
dakika bo yunca santrifii j edildi. Olusan akici bolim
yine baska bir steril mikrosantrifiij tlipline aktarilarak
Uzerine 0.1 vol im 3M sodyum asetat ve 2.5 volim
mutlak alkol ilave edil erek —20°C’de 2 sa at veya gece
boyunca inkiibe edildi. Presipite olan DNA, mikrotipi
13.000 rpm 7 dakika santriftjlinden sonra ¢oktiralda.
Pelet absolut alkol ve %70’lik etanol ile iki defa yikan-
diktan sonra 15-20 daki ka kuruma si i ¢in beklendi.

DNA peleti 100 ul steril distile deiyonize su ile sul an-
dirtlip PCR da template (kalip) olarak kullanildi 2.

Polymerase Chain Reaction (PCR) ile M. bovis DNA
amplifikasyonu : Her bir 6r nek icin 0 .2 ml’lik steril
mikrotiip icinde 50ul lik reaksiyon karisimi5 pl 10x
PCR buffer, 250 umol her bir dNTP, 2 (inite Ta g DNA
polymeraz (MBI Fermantes Litvanya), 50 pmol her bir
forward ve re verse primeri (Thermo Electron Corp.,
ABD)ve 5 plekstrakte edilmi s D NA ilave edi lerek
hazirland 1. PC R’da primer olar ak M. bo vis'i
belirleyebilen BW8 (5' ACAGGC GAGCCCGGATCTGCT
3') ve BW9 (5'GGTC AGCTCGC TTGCGGCGCTG 3')
kullanildi . Termal sartlar ise; 94°C’de 5 dk baslangig
denaturasyo nu, 40 siklu stan olusan 94°C'de 1 dk
denatiirasyon, 68°C’de 2 d k birlesme (annealing) ve
72°C'de 2 dakika sentez ve cogalm a (extention)v e
72°C'de 7 dk son ekste nsiy on seklinde MJ Mini

M (+)

Sekil 1. Agaroz jel elektroforezini takip eden PCR
Urtnlerinden eld e edilen re sim. M: molekile r
standart (G eneR uler“100bp ”).(+) : M.
tuberc ulosis H37Rv ile karist  irilmis normal
dokudan elde edilmis DNA, (—): DNA sablonu
(template) ilave edilmemis kontrol.

Fig 1 . Agarose gel pictu re of PCR products
stained with e thidium bromid e. M: mo lecular
size markers (Gene Ruler “100 bp”). (+): DNA
from spiked normal tissues with M. tuberculosis
H37Rv, (-): no template control.
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(BioRad, CA, ABD) cihazinda uygulandi. PCR drinleri
%1 agaroz je | elektroforez ile ayri Idiktan sonra etid-
yum bromir boyama ile UV illuminatorde (UVP, ABD)
gozle mlendi. DNA f ragman blyuklikl eri eszamanl
kosturulan DNA marker’i (Gene Ruler “100 bp” MBI
Fermantes) ile kiyaslanarak tespit edildi.

Referans suslari: PCR’de pozitif kontrol olarak kul-
lanmak a maciyla BW8 v e BW9 primerl erin baglana-
bildigi re ferans suslarindan M. tubercul osis H37Rv
indni U niversitesi, Tip Fak (ltesi’nden t emin edild i.
Lowenstein-Jensen besi yerinde kiltirld yapilmis bu
referans sus saglikli bir hayvanin akciger ve lenf yum-
rusundan homojenize edilen hiicreler ile karistirilarak
yukarida bahsedilen metotta oldugu gi bi DNA izolas-
yonuna tabii tutuldu ve bu DNA, PCR’da pozitif kontrol
olarak ku llanildi. Bu teknikte negatif kont rol olarak
butun PCR igerigine sahip template (kalip) DNA yerine
steril damitik su iceren ve ayni termal ortamda tut u-
lan karisim kullanildi.

BULGULAR

Calisma kaps aminda incelenen toplam 120 s 18ira
ait 120’ser adet akciger v e mediastinal le nf yumrusu
Tablo 1. Doku 6rneklerinin M. bovis PCR sonuglari.
Table 1. M. bovis PCR results of the tissues analysed.

PCR sonuglari
Saptanan bozukluk
Pozitif Negatif %

Tuberkiloz benzeri graniilomatoz

kazeifiye lezyonlu dokular (n = 1) ! 0 100

Yangi odakh dokular * (n = 17) 5 12 29.4

Makroskobik lezyon gézlemlenmeyen

dokular * (n =102) 2 100 1.9

Toplam (n =120) 8 112 6.7

* . Akciger ve mediastinal lenf yumrusu 6rneklerinin her
ikisinde beraber gézlemlenen bulgular.

(=) PCR Pozitif doku ornekleri

<-248bp
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orneginin m akroskobik muaye nesinde 18 adet sigira
ait her iki organda da yangi odaklari (hiperemi ve nor-
malden biyik lenf yumrusu) saptandi. Bunlardan bir
tanesine ait lenf yumrusunda ise tiiberkiloz lezyonla-
rina b enzerlik gost eren granilomatdz kaze ifikasyon
belirlendi. TG berkiloz benzerilezyon lara sahip bu
ornek ile beraber yangi o daklarina sahip toplam alti
adet 6rnek (%6.7) PCR po zitif bulundu (Tabo I, Sekit-
). Geri kalan 12 yangi odaklarina sahip dokularin PCR
negatif o Iduklari g6z lemlendi. Herhangi bir makro-
skobik lezyonun rastlanmadigi 102 d okudan ikisi PCR
pozitif iken geri kalan 100 6rnek negatif bulundu.

TARTISMA ve SONUG

Tiberkiloz sigirl arda biiyt k ekonomik kayba yo |
acan veinsan saghgini bliiyi k olcide te hdit eden
onemli bir u luslararasi saghk problemidir > Kars
yoresi sigirlarinda PCR i le saptanan M. bovis spesifik
DNA’sinin % 6.6 gibi bliylik bir oranda goézlemlenmesi
hastaligin boélgede ya ygin oldugunu ve M. bovis’in
hastalik ol gularindave mezbahad aka rkas
muayenelerinde daha di kkatli de gerlendirilme gerek-
liligini gbstermistir.

M. bovis insanlara aerosol yolla veya kontamine
sut ve/ve ya sit Grln lerinin ti ketimi y oluyla bulasa-
bilmektedir ***. Ayrica pulmoner tiberkilozlu insan-
lar etke nleri saglkli sigirlara bulastirabilmekt edirler
1812 Hastal 1gin insan ve sigirlardaki bu ik iyo6 nli
infeksiyon potansiyeli ile beraber Kars bolgesinde aile
tipi yetistirciligin olduk¢a yaygin o Idugu da disunal-
duglinde ¢ alismada ortay a kon ulan sigir tiberkilo-
zunu yayginhgi beseri hekimlikte de dikk ate ali nma-
hdir.

Tiberkilozun teshisi bi r takim zorl uklar igermek-
tedir 2% K {ltirel yonte mler ol dukg¢a uz un zaman
almakta, iden tifikasyonicin biyokimyasal testlere
ihtiyac duyumakta ve laboratuvar sartlarinda biyolojik
tehlike olus turmaktadir 2. Allerj ik ve sero ljik testler
ise sensitivite ve spe sifisite ile ilgili proble mleri bera-
berlerinde getirmektedirler . PCR yéntem inin uy-
gulanmasi klasik yontemlerde karsilasan problemlerin
asllmasinda 6nemli bir alternatif olarak gortlmektedir
%25 Bu ¢alismada PCR  Mycoba cterium etkenlerinin
belirlenmesinde basari ile kullanilmis ve makroskobik
patoloji lezyonlari ile bel irlenemeyecek sigir tiibe rkii-
lozu olgularini ortaya koyabilmistir.

Kesim sonrasi mak roskobik patoloji lezyonlarina
dayanarak Burdur, Bursa, Kars ve Konya yorelerinde

yapilan ¢alismalarda s 1gir tiberkilozu pre velansi
sirasiile %0.3 8 ', 0.57 °,0.9 ¥ ve 1.2 ¢ olarak bildi-
rilmi stir. Kayseri ilinde yapilan bir ¢calismada ise
BACTEC radio metrik yontem i le sigir tiberkil ozu
prevalansi %1.49 ol arak b ulunmustur . Solmaz ve
ark. 2 yaptiklari bi r¢ali smadaise Van bdlge sinde
yetistirilen sigi rlari n bur un ak intisi érnekl erinin
%1.4’Unde PCRile M. bov is’i b elirlemislerdir . Bu
calismadak i 120 karkas 6rneginden alin  an 120’ser
akciger ve lenf yumrusu o6rnekleri makroskobik pato-
loji yonlinden degerlendirildiginde tiberkiloz benzeri
granulamatoz le zyonlarin sadece bir ad et 6rnekde
(%0.83) beli rlenmis ol masi hasta ligin yayginliginin
diger bo Igelerde bu y6 ntem ile belirlene n oranlara
paralellik gost ermistir. Ancak, bu organ 6 rneginin
yaninda, yangi odakli 5 adet o rganda ve herhangi bir
patolojik lezyonun g 6zlemlenmedigi 2 adet organda
M. bovis’in PCR ile b elirlenmesi sonucu bu ¢alismada
tlberkilo zun prevelansi yiksek biroranda ( %6.7)
bulunmu stur. Bu sonug, hastaligin Kars  yoresinde
diger yorelere gore daha yaygin oldugunu ve PCR gibi
old ukca duya rh teknikler ku llanildigind a hastalik
prevelansinin diger bolgelerde bildirildigind en daha
yiksek olabilecegini diisindirmektedir.

M. bovis’in, Pasteurel la spp., Mannheimia
haemolytica, Ha emophilus somnus ve Arcanabacter
pyogenes gibi mik roorganizmalarla si nerjik aktivite
gosterdigi gibi bazi dokularda bu tiir etkenlerle bera-
ber izole edilmistir ***°. Bunlarla beraber Pseudomonas
auroginosa, Staph ylococcus a ureus, Streptococcus
spp. ve Esherichia c oli gibi deg isik dokular da yangi
odaklari olusturabilec ek baz 1 mikroorganizmalar ti-
berkiilozile ortaks eyredebilir ¥*!°. Bu¢al 1smada
tlberkuloz b enzeri bir le zyon géstermeme yen yangi
odaklari ihtiva eden 17 dokudan altisi PCR pozitif di-
gerleri ise PCR negatif bulunmustur. PCR negatif yangi
odakh dokularin piyojen baska mikroorganizmalar
icermesi i htimali diis intlmektedir. Higbir makr osko-
bik pata loji lezyonu gostermedigi halde  PCR pozitif
bulunan iki adet 6 rnegin hastaligin il k dénemlerinde
olmasi ihtimal dahilindedir.

Bu ¢al isma K ars bol gesinde si1g ir ti berkiilozu nun
yaygin o ldugunu, Mycobacterium etkenlerinin gerek
beseri gereks e vet eriner hekimlikte dikkate ali nmasi
gerekliligini ortaya koymustur. Bu hast alikla ilgili bol-
gedeki etkin koruma, ko ntrol ve eradikasyon strateji-
lerinin v e infeksiyon dinamiklerinin belirlenmesi igin,
insan ve diger evcil hayvanlari kapsayan detayli klinik
ve molekd ler epidemiy oloji ¢alismalarinin yapilmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmistir.
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