
Özet

Tüberküloz sığırlarda büyük ekonomik kayba yol açan ve insan sağlığını büyük ölçüde tehdit eden önemli
bir zoonoz hastal ıktır . Hastalığın varlığı dünyanı n bir çok bölgesinde n ve ülkemizd en bildirilm ektedir .
Çalışmada büyük baş hayvancılığın yoğun olarak yapıldığı Kars yöresinde mezbahada kesilen sığırların akciğer
ve lenf yumrularında Mycobacterium bovis’in yaygınlığı Polymerase Chain Reaction (PCR) ile belirlendi.
İncelenen 120 sığırın sekizi (%6.7) PCR ile pozitif bulundu. PCR pozitif dokulardan sadece biri tüberküloz
benzeri makroskobik lezyonlara sahipken geri kalan beşi yangı odaklı ve ikisi de patolojik lezyonsuz doku
örnekleriydi. Bu sonuçlar hastalığın bölgede yaygın olduğunu ve M. bovis’in hastalık olgularında ve karkas
muayenelerinde büyük hassasiyetle değerlendirilmesi gerekliliğini ortaya koymaktadır.
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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.  E ight (6.7%) lung and me diastinal
lymph node sample s were found t o b e posi tive by  PCR amo ng 120 ca rcasses anal yzed. Of the PC R p ositive
tissues, only on e had a macroscop ic pathology lesions  s imilar to that of tuberculosis, f ive had inflamm atory
lesions and two had no  macro scopic pat hology lesions.  Th ese 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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GİRİŞ

İnsan ve evcil hayvanlar için öne mli bir s ağlık teh-
didi olan sığır tuberkülozu büyük ekonomik ka yıplara
neden olan önemli bir zoonozdur. Hastalık etkeni olan
Mycobacterium bovis, M. tuberculo sis M. mi croti, M.
canetti ve M. africa num ile beraber M. tube rculosis
kompleksi (MTK)  o larak adlandırılan grup için de ye r
alır 1-3. M. bovis sığırla rda tüberküloza bağlı  olarak
pnömoni, mastiti s ve d eri alt ı apseleri  ile beraber
merkezi si nir si stemi ve genit al sistem  in feksiyonla-
rına neden olmaktadır 1,2.  

Tüberküloz , t üm erad ikasyon ça balarına rağmen
günümüzde uluslarar ası bir  sağ lık pro blemi olma
özelliği taşımaktadır. Bilinen coğrafi bir sınırı olmayan
tüberkülozis dün yanın birçok bölgesi nden bil dirilmiş-
tir. İngilterede en yüksek or anda (%12.1) olmak üzere
Avrupa Birliğ i ül kelerinin bazılarında 2004  v erilerine
göre sığır  tüberküloz unun sü rü pre velansı %0.2 -5.9
arasında göz lemlenmiş tir 4. Hastalı ğın B rezilya’da ki
yaygınlığ ı %0. 9-2.9 arası nda tahmin ed ilmektedi r 5.
Afrika’da yaklaşık sığırla rın %85’i insanların ise %82’si
hastalığın endemik olduğu bölgelerde yaşamaktadır 6.
Ülkemizde yapı lan ç alışmalarda  i se sığı rlarda tüber-
küloz prev ela nsı %0.38 - % 1.49 ar asında  değişen
oranlarda tespit edilmiştir 7-13. 

İnsanlarda tüberküloz vaka ları gelişmiş ve  geliş-
mekte ol an ü lkelerde son y ıllarda büyük ölçüde a rt-
maktadır  14. Dünya Sa ğlık Örgütün ün tahm inlerine
göre 1.7 milyardan fazla insan tüberküloz riski altında
olup bu örgütün 2004 yılı raporuna göre ülkemizde
her 10 0 000 kişiden 2 8’inde klinik tüber küloz o lgusu
tesp it  edilmi ştir 14. Ha stalı ğın ayrıca insa nlardan
hayvanlara bulaş ma potansiyeli d e (antro pozoonoz)
düşün üldüğünde mi kobakterilerin in san ve hayvan
sağlığına oluşturduğu tehditin boyutu daha büyümek-
tedir. Son yıllarda bilinçsiz antibiyotik kullanımı nede-
niyle ko nvensiyonel tedavide kullan ılan terapötiklere
direnç  k azanmı ş Mycobacte rium suşlarının seb ep
olduğu tüb erküloz va kalarındaki artış 15 bu hastalığın
daha iyi etüt edilmesini gerekli kılmaktadır.

Gün ümüzde tü ber kül ozun  tan ısında ku llanılan
teknikler etkenin kültürel yöntemler ile izole edilmesi,
allerjik deri t esti, serol ojik testler, interferon  gama
testi, lenfosit transformasyon testi ve ölen ve kesim e
tabii tutulan hayvanlardan histopatolojik muayeneler-
dir 3,11,16-18. Etken izolasy onu t anıda en etkili ve kesi n
yöntem olmasına rağmen uzun zaman alması önemli
bir sor un olu şturmaktad ır. Ayrı ca etkenin yü kse k

patojeniteye s ahip bir zoonoz olma sı labo ratuvar or -
tamının biyogüv enliliğini tehdi t etme ktedir. İndirek t
teşhis y öntemlerinden se rolojik te stlerin di ğer mik o-
bakteri türleriyle çapraz r eaksiyon vermesi yanlış po-
zitifliklere neden olabilmeleri ve bu test lerin çok dü-
şük seviyedeki serum  anti korlarını tes pit edememe-
leri de önemli dezavantajlar olarak ortaya çıkmaktadır 3.
PPD deri testi tüb erküloz te şhisinde yaygınlık la kul-
lanılmakta olmasına rağmen tekniğin spesifite ve sen-
sitivitesi ile ilgi li s orunlarla karş ılaşılmaktadır. Tüber-
küloz etkeni izo le edilmesine rağmen PP D n egatif ve
patolojik bulgular ın rastlanmadığı olguların varlığı 10,19

ayrıca özellikle tüberküloz endemik bölgelerde etken-
le önceki karşılaş malardan dolayı hipers ens itivite
reaksiyonuna bağlı olarak yanlış pozitif sonuçlara da
rastlandığı bildirilmiştir 3,18,19.  Ayrıca Mycobacterium
etkenlerinin konakçıda oluşturması muhtemel immun
anerji olg uları serolojik  ve al lerjik testl erde yanlış
negatif s onuçlara n eden o labilmektedir 3. Ölen veya
kesime tab i tu tulan hayvan larda histopatoloji k mu a-
yeneler yaygınlıkla kullanılmakla beraber bu yöntem-
ler hastalığın erken dönemlerini belir lemekte yetersiz
kalmaktadırlar 3.  Son yıllarda tuberküloz etkenlerinin
ortaya konulmasında polymerase chain reaction (PCR)
hastalığın teşhisinde kullanılan diğer yön temlerdeki
dezavantajları n bir ç oğunu ort adan k aldırarak hızl ı,
duyarlı ve  spesifik bir teknik olarak başarı ile kulla-
nılmaktadır 20-25. Kars bölgesinde ke sim sonrası karkas
muayenesinde granülomatöz lezyonların belir lenmesi
ve sonr asında yapılan mikro skobik muayene  s onucu
tüberkülozun p revelansı bild irilmiş olmas ına r ağmen
bu bölgede Mycobacterium etkenlerini o rtaya k oyan
bir ç alışma m evcut değ ildir. Mezbaha  taban lı olarak
planlanan bu çalışmada sığır tüberkülozunun Kars böl-
gesindeki ya ygınlığının P CR yö temi ile  araştırı lmasını
amaçlanmıştır. 

MATERYAL ve METOT

Örnek ler: Çalış manın  m ater yali ni Ekim 2005 –
Nisan 2007 döneminde Kars ilinde özel ve kamuya ait
mezbahanel erde kesi m sonrası imkanlar d ahilinde
120 sığır k arkasından rastgele alınan 120’şe r adet ak-
ciğer ve med iastinal le nf yumrus u örnekleri  oluş tur-
du. Orga n ö rneklerinin mak roskobik l ezyonlar aç ısın-
dan incelen mesinin a rdından herb ir organdan  yakl a-
şık 1 g doku parçası aseptik şartlarda al ınarak her bir
karkas için iki organ örneği karıştırıl arak  5 m l PB S
içerisinde stomacher ile homojenize edild

DNA izolasyonu: Homoje nizas yon sonucu elde
edilen hü cre suspan siy onund an 2 00 µl DNA izo-
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lasyonunda kullanıldı. Hücre süspansiyonu üzerine 50
µg Proteinase K (MBI Fe rmantes) ve 400 µl NETS lizis
tampon sol usyonu (NET S bu ffer; 0. 01M NaCl, 1mM
EDTA, 0.01M T ris-H Cl pH 7.6 ve %0.05 Sody um
Dodesil Sülfat) eklendi. Karışım 65οC de 2 sa at inkube
edildikt en so nra  e şit mi ktarda (600 µ l) fe nol,
kloroform ve izoami lalkol (25:24:1 oranında)  karışımı
ilave edilerek k arıştırıldı. Karışımdan sonra tüpler 13
000 rpm’de 7 dakika boyunca s antrifüj edildi . T üpün
üst kı smında oluşan ak ıcı bölüm başka bir  ster il
mikrosantrifüj tüpüne aktarılarak üzerine eşit miktar-
da kloroform ve izoami lalkol (24:1 oranında) ka rışımı
ilave edilerek  karış tırıldı . Karı şım 13.000 r pm’de 7
dakika bo yunca santrifü j edildi. Oluşan akıcı bölüm
yine başka bir ster il mikrosantrifüj tüpüne aktarılarak
üzerine 0.1 vol üm 3M sodyum asetat ve 2.5 volüm
mutlak alkol ilave edil erek –20oC’de 2 sa at veya gece
boyunca inkübe edildi. Presipite olan DNA, mikrotüpü
13.000 rpm 7 dakika santrifüjünden sonra çöktürüldü.
Pelet absolut alkol ve %70’lik etanol ile iki defa yıkan-
dıktan sonra 15-20 daki ka kuruma sı i çin beklendi.
DNA peleti 100 µl steril  distile deiyonize su ile sul an-
dırılıp PCR da template (kalıp) olarak kullanıldı 22. 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ile M. bovis DNA
amplifikasyonu : Her bir ör nek için 0 .2 ml’lik steril
mikrotüp içinde  50µl lik  reaksiyon  karışımı 5 µl 10x
PCR buffer, 250 µmol her bir dNTP, 2 ünite Ta q DNA
polymeraz (MBI Fermantes Litvanya), 50 pmol her bir
forward ve re verse p rimeri (Thermo Electron Corp.,
ABD) ve 5 µl ek strakte edilmi ş D NA ilave edi lerek
ha zırland ı.  PC R’da primer  olar ak M. bo vis ’i
belirleyebilen BW8 (5' ACAGGC GAGCCCGGATCTGCT
3') ve BW9 (5' GGTC AGCTCGC TTGCGGCGCTG  3' )
kullanıldı 22. Termal şartlar ise; 94°C’de 5  dk başlang ıç
denaturasyo nu,  40 siklu stan oluşan 94°C’de  1 dk
denatürasyon, 68°C’de  2 d k birleşme (annealing)  ve
72°C’de 2 dakika sentez ve çoğalm a (extention) v e
72°C’de 7 dk son  e kste nsiy on şe klinde MJ Mini

(BioRad, CA,  ABD) cihazında uygulandı.  PCR ürünleri
%1 agaroz je l e lektroforez ile ayrı ldıktan s onra eti d-
yum bromür boyama ile UV illuminatörde (UVP, ABD)
gözle mlendi. DNA f ragman büyüklükl eri eşzamanlı
koşturulan DNA marker’ı (Gene Ruler “100 bp” MBI
Fermantes) ile kıyaslanarak tespit edildi. 

Referans suşları: PCR’de pozitif kontrol olarak kul-
lanmak a macıyla BW8 v e BW9 primerl erin bağlana-
bildiği re ferans  suşlarından M. tubercul osis H37Rv
İnönü Ü niversitesi, Tıp Fak ültesi ’nden t emin edild i.
Lowenstein-Jensen besi yerinde kültürü yapılmış bu
referans suş sağlıklı bir hayvanın akciğer ve lenf yum-
rusundan homojenize edilen hücreler  ile karıştırılarak
yukarıda bahsedilen metotta olduğu gi bi DNA izolas-
yonuna tabii tutuldu ve bu DNA, PCR’da pozitif kontrol
olarak ku llanıldı.  Bu teknikte negatif kont rol olarak
butun PCR içeriğine sahip template (kalıp) DNA yerine
steril damıtık su içeren ve aynı termal ortamda tut u-
lan karışım kullanıldı. 

BULGULAR

Çalışma kaps amında incelenen toplam 120 s ığıra
ait 120’şer adet  akciğer v e mediastinal lenf yumrusu

Saptanan bozukluk

Tüberküloz benzeri granülomatöz
kazeifiye lezyonlu dokular (n = 1)

PCR sonuçları

%NegatifPozitif

10001

Yangı odaklı dokular * (n = 17) 29.4125

Toplam (n =120) 112 6.78

Makroskobik lezyon gözlemlenmeyen
dokular *  (n = 102)

1.91002

Tablo 1. Doku örneklerinin M. bovis PCR sonuçları. 
Table 1. M. bovis PCR results of the tissues analysed. 

Şekil 1. Agaroz jel elektroforezini takip eden PCR
ürünlerinden eld e ed ilen re sim. M: moleküle r
standart (G ene R ule r “100 bp ”). (+) : M.
tuberc ulosis H37Rv ile karışt ırılmış normal
dokudan elde edilmiş DNA, (–): DNA şablonu
(template) ilave edilmemiş 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.

* : Akciğer ve mediastinal lenf yumrusu örneklerinin her
ikisinde beraber gözlemlenen bulgular.
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örneğinin m akroskobik muaye nesinde 18 adet sığıra
ait her iki organda da yangı odakları (hiperemi ve nor-
malden büyük lenf yumrusu) saptandı. Bunlardan bi r
tanesine ait lenf yumrusunda ise tüberküloz lezyonla-
rına b enzerlik göst eren granülomatöz  kaze ifikasyon
belirlendi. Tü berküloz benze ri lezyon lara sahip bu
örnek il e beraber yangı o daklarına s ahip toplam  altı
adet örnek (%6.7) PCR po zitif bulundu (Tablo 1, Şe kil
1). Geri kalan 12 yangı odaklarına sahip dokuların PCR
negatif o ldukları göz lemlendi. Herhangi bir makro-
skobik lezyonun rastlanmadığı 102 d okudan ikisi PCR
pozitif iken geri kalan 100 örnek negatif bulundu. 

TARTIŞMA ve SONUÇ

Tüberküloz sığırl arda büyü k ekonomik kayba yo l
açan  ve insan sağlığını büyü k ölçüde te hdit  eden
önemli bir u luslararası sağlık  pr oblemidir 1-3,6,19. Ka rs
yöresi sığırların da PCR i le sapt anan M. bovis spesifik
DNA’sının  % 6.6 gibi büyük bir oranda gözlemlenmesi
hastalığın bölgede ya ygın o lduğunu ve M. bovis ’in
ha stalık ol gu lar ında ve  mezbahad a ka rkas
muayenelerinde daha di kkatli değerlendirilme gerek-
liliğini göstermiştir.

M. bovis insanlara aerosol yolla  v eya k ontamine
süt ve/ve ya süt ürün lerinin tü ketimi y oluyla bulaşa-
bilmektedir 1,6,19. Ayrıca  pulmoner tüberkülozlu insan-
lar etke nleri sağlıklı sığırlara bulaştırabilmekt edirler
1,6,19 . Hastal ığın insan   ve sığırlardaki bu ik i yö nlü
infeksiyon potansiyeli ile beraber Kars bölgesinde aile
tipi yetişt irciliğin oldukça  yaygın o lduğu da düşünül-
düğünde ç alışmada ortay a kon ulan sığır tüberkülo-
zunu yaygınlığı  be şeri hekimlikte de dikk ate  alı nma-
lıdır.

Tüberkülozun teşhisi bi r ta kım zorl uklar içermek-
tedir 3,17,18 . K ültürel yönte mler ol dukça uz un zaman
almakta,  iden tifi kasyon için biyokimyasal testlere
ihtiyaç duyumakta ve laboratuvar şartlarında biyolojik
tehlike oluş turmaktadır 23. Allerj ik ve sero ljik testler
ise sensitivite ve spe sifisite i le ilgili problemleri bera-
berlerinde get irmektedirler 16-18. PCR yöntem inin uy-
gulanması klasik yöntemlerde karşılaşan problemlerin
aşılmasında önemli bir alternatif olarak görülmektedir
20-25. Bu  çalışmada PCR Mycoba cterium etkenlerinin
belirlenmesinde başarı ile kullanılmış ve makroskobik
patoloji lezyonları ile bel irlenemeyecek sığır tübe rkü-
lozu olgularını ortaya koyabilmiştir. 

Kesim sonrası mak roskobik patoloji lezyonla rına
dayanarak Bu rdur, B ursa, Kars ve  Konya yörelerinde

yapı lan çalışmalarda s ığır tüberkülozu pre velansı
sırası ile %0.3 8 11, 0. 57 9, 0. 9 10 ve 1.2 8 olarak bildi-
rilmi ştir. Kayseri ilinde yapılan bir çalışmada ise
BACTEC radio metrik  y öntem i le sığır tüberkül ozu
prevala nsı %1.49 ol arak b ulunmuştur 12. S olmaz ve
ark. 13 yap tıkları bi r çalı şmad a ise  Van  bölge sinde
yeti şt irilen  sığı rları n bur un ak ınt ısı örnekl erinin
%1.4’ünde PCR ile M. bov is’ i b elirlemişlerdir 13. Bu
çalışmadak i 120 karkas örneğinden alın an 120’şer
akciğer ve lenf yumrusu örnekleri makroskobik pato-
loji yönünden değerlendirildiğinde tüberküloz benzeri
granulamatöz le zyonların sadece bir ad et örnekde
(%0.83) beli rlenmiş ol ması  hasta lığı n yaygınlığının
diğer bö lgelerde bu yö ntem ile belirlene n oranlara
paralellik göst ermiştir. Ancak, bu  organ ö rneğini n
yanında, yangı odaklı 5 adet o rganda ve herhangi bir
patolojik lezyonun g özlemlenmediği 2 adet organda
M. bovis’in PCR ile b elirlenmesi sonucu bu çalışmada
tüberkülo zun p revelansı yüksek  b ir or anda ( %6.7)
bulunmu ştur.  Bu sonuç, hastalığın Kars  yö resinde
diğer yörelere göre daha yaygın olduğunu ve PCR gibi
old ukça duya rlı  t ekni kler ku llanıldığınd a hastalık
prevelansının diğer bölgelerde bildirildiğind en da ha
yüksek olabileceğini düşündürmektedir.

M. bov is’ in,  Pasteurel la spp., Ma nnheimia
haemolytica, Ha emophilus somnus ve Arcanabacter
pyogenes gibi mik roorganizmalarla si nerjik aktivite
gösterdiği gibi bazı dokularda bu tür etkenlerle bera-
ber izole edilmiştir 1,2,19. Bunlarla beraber Pseudomonas
auroginosa, Staph ylococcus a ureus, Streptococcus
spp. ve Esher ichia c oli gibi değ işik dokular da yangı
odakları oluşturabilec ek baz ı m ikroorganizmalar tü-
berküloz ile  ortak s eyr edebi lir 1,2,1 9. Bu çal ışm ada
tüberküloz b enzeri bir le zyon göstermeme yen yang ı
odakları ihtiva eden 17 dokudan  altısı PCR pozitif di-
ğerleri ise PCR negatif bulunmustur. PCR negatif yangı
odaklı dokuların piyojen başka mikroorganizmalar
içermesi i htimali düş ünülmektedir. Hiçbir makr osko-
bik pata loji lezyonu göstermediği halde PCR poz itif
bulunan iki adet ö rneğin hastalığın il k dönemlerinde
olması ihtimal dahilindedir. 

Bu çal ışma K ars böl gesinde sığ ır tü berkülozu nun
yaygın o lduğunu, Mycobacterium etkenlerinin gerek
beşeri gereks e vet eriner hekimlikte dikkate alı nması
gerekliliğini ortaya koymuştur. Bu hast alıkla ilgili böl-
gedeki etkin koruma, ko ntrol ve eradikasyon strateji-
lerinin v e in feksiyon din amiklerinin belirlenmesi için,
insan ve diğer evcil hayvanları kapsayan detaylı klinik
ve molekü ler epidemiy oloji ç alışmalarının yapılması
gerekliliği ortaya çıkmıştır. 
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