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OZET

Calismamizda, sigir ¢ig siit érneklerinde Mycobacterium bovis ve tiiberkiloz disi mikobakteri (non-tu-
berculous mycobacteria; NTM) tiirlerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve kullanilan yontemlerin tanisal per-
formanslarinin karsilastirimasi amaclanmistir. Calismada, Nisan 2008-Haziran 2008 déneminde Mersin
ilindeki bes kdyden toplanan 145 sigir ¢ig st 6rnegi incelenmis; bu 6rneklerde mikobakteri varligi Ehr-
lich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama yéntemi, Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde kiiltiir ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir. Toplam 145 ¢ig siit 6rneginden hazirlanan yaymalarin EZN boyama
sonucunda sadece 1 (%0.7) ornekte aside direncli basil (ARB) goriilmis, 11 (%7.6) ornegin L) besiyerin-
de kiltiirt pozitif olarak belirlenmis ve 6 (%4.1) 6rnekte PCR ile mikobakteri DNA's tespit edilmistir. Kil-
tiir pozitif bir drnegin, hem kaymak hem de pellet tabakasindan mikobakteri izolasyonu yapilmigtir. Izo-
latlarin tanimlanmasi, geleneksel biyokimyasal testler, PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Poly-
morphisms) ve spoligotiplendirme (spacer oligonucleotide typing) yontemleriyle gerceklestirilmistir. Kil-
turde izole edilen toplam 12 izolattan biri Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC), 11’i de NTM ola-
rak tanimlanmistir. PCR-RFLP sonuglarina gére 11 NTM izolatinin 6 (%54.5)'si Mycobacterium genavense,
2 (%18.2)'si Mycobacterium simiae, 2 (%18.2)'si Mycobacterium szulgai ve 1 (%9.1)'i Mycobacterium for-
tuitum olarak belirlenmistir. MTC izolati spoligotiplendirme yontemiyle M.bovis olarak tanimlanmistir. Ca-
lismamizin sonuglarina gore, sut érneklerindeki izolasyon sansini artirmak icin; hem pellet hem de kay-
mak tabakalarindan selektif L] besiyerine (gliserolsiiz, %0.4 sodyum pirlivath) ekim yapilmali ve kiiltirle-
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rin mutlaka sekiz haftaya kadar inkiibe edilmesi gerekmektedir. Sonug olarak bolgemizde sigir ¢ig sit or-
neklerinde NTM %6.9 ve M.bovis %0.7 oraninda izole edilmis; insanlarin bu mikroorganizmalara dogru-
dan temas yoluyla veya pastorize edilmemis st Griinlerinin tiiketilmesiyle maruz kalabilecekleri bir kez
daha vurgulanmustir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium bovis; tiiberkiiloz disi mikobakteri; ¢ig siit; izolasyon; tanimlama.

ABSTRACT

This study was aimed to isolate and identify Mycobacterium bovis and non-tuberculous mycobacte-
ria (NTM) species in raw milk samples from cattles and to compare the diagnostic performance of the
methods used for that purpose. A total of 145 raw milk samples from cattles were collected from five vil-
lages in Mersin province (located on Mediterrenean region of Turkey) between April and June 2008. Pre-
sence of mycobacteria was investigated by Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) staining method, culture in L6-
wenstein-Jensen (LJ) medium and polymerase chain reaction (PCR). Only 1 (0.7%, 1/145) raw milk
sample was found to be acid fast bacilli (AFB) positive with EZN staining. Eleven (7.6%) samples were
positive by culture and mycobacterial DNA was detected in 6 (4.1%) samples by PCR. Mycobacterium
was isolated from both creamy and pellet layer of a culture positive sample. Identification was carried
out with conventional biochemical tests, PCR-Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP)
and spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) methods. One isolate was identified as Mycobacteri-
um tuberculosis complex (MTC) and 11 isolates were identified as NTM out of 12 isolates those were iso-
lated from culture. According to PCR-RFLP analysis of these 11 NTM isolates, 6 (54.5%) were Mycobac-
terium genavense, 2 (18.2%) were Mycobacterium simiae, 2 (18.2%) were Mycobacterium szulgai and 1
(9.1%) was Mycobacterium fortuitum. MTC isolate was identified as M.bovis by spoligotyping. According
to the results of our study, both pellet and creamy layers from raw milk samples should be cultured to
selective L] medium (without glycerol, with 0.4% sodium pyruvate) to improve the chance of isolation
and must be incubated for up to eight weeks. In our region, NTM were isolated in 6.9% and M.bovis in
0.7% of the raw milk samples from cattles and this emphasized the risk of transmission of mycobacteria
to man via direct contact or ingestion of unpasteurized milk products.

Key words: Mycobacterium bovis; non-tuberculous mycobacteria; raw milk; isolation; identification.

GiRis

Mycobacterium tuberculosis, insan tuberkuiloz hastaliginin en sik nedeni olup, yetiskin-
ler arasindaki 6limlerin basta gelen sebebidir. Ancak tiiberkiiloz olgularinin bilinmeyen
bir oraninin Mycobacterium bovis'ten kaynaklandigi belirtiimektedir. Gelismekte olan l-
kelerde M.bovis kaynakli insan tiiberkilozu orani, tiiberkiilozun biitiin formlarinin tgcte
birinden sorumlu olarak gésterilmektedir'. Enfekte hayvanlardan mikobakterilerin insan-
lara gecisi, enfekte sit ve pastorize edilmemis ¢ig st Grtnlerinin tlketilmesiyle olmak-
tadir?.

Yeryliziindeki 120 mikobakteriyel tiiriin 50°si firsatgi tiberkuiloz disi mikobakteri (non-
tuberculous mycobacteria; NTM) olarak kabul edilmektedir. NTM’ler, dogal kaynak su-
larinin, icme sularinin, hayvanlarin, kuslarin ve topragin normal florasinda da bulunmak-
tadir. Bu mikobakteriler et, balik, stt trlnleri, meyve, sebze ve ozellikle siitten izole edil-
mistir3.
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Diger gelismekte olan lkelerdeki gibi Turkiye’de de, M.bovis ve NTM’lerin neden ol-
dudu tuberkiiloz enfeksiyonlarinin sayisi hakkinda epidemiyolojik veriler oldukca azdir.
Enfeksiyon hastaliklari bildirim sistemindeki sorunlar nedeniyle bildirilen sigir tiberkilo-
zu enfeksiyonlari, olgularin tam sayisini yansitmamaktadir. Ayrica, M.tuberculosis komp-
leks (MTC) ve NTM dyelerinin tir diizeyinde tanimlanmasi Turkiye'de bircok mikobak-
teriyoloji laboratuvarlarinda gerceklestirilememektedir®.

Calismamizda, Mersin ilinde cesitli bolgelerden toplanan sigir ¢ig sit 6rneklerinde
M.bovis ve NTM izolasyonu ve tanimlanmasi yapilarak epidemiyolojik veri elde edilmesi
amaclanmistir. Ayrica, izolasyon ve tanimlamada kullanilan yontemlerin performanslari-
nin irdelenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin Hazirlanmas, Kiiltiir ve Tamimlama islemleri

Nisan 2008-Haziran 2008 doneminde Mersin ilinde bes kdyden toplam 145 sigir ¢ig
st ornegi, aseptik kosullarda steril 50 ml’lik santriflij tiptine alindi. Bu ornekler daha
sonra 15 dakika 4000xg’de santriflij edildi. Santriflij sonrasi kaymak ve pellet tabakalari
ayri ayri sodyum dodesil silfat (SDS)-sodyum hidroksit (NaOH) (%1 NaOH-%3 SDS) ile
homojenize ve dekontamine edildi®. Nétralizasyon icin steril 0.067 M fosfat tamponu
(pH 6.8) ilave edildi ve santrifiij sonrasi sediment, 2 ml steril distile su ile sispanse edil-
di. Hem pellet hem de kaymak 6rneklerinin sedimentinden yaymalar hazirlandi. izolas-
yon icin selektif Lowenstein-Jensen (L)) besiyeri (gliserolsiiz, %0.4 sodyum piriivatl) ve
ticari L) besiyerine (BBL Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) ekim yapildi ve en az 8-10
hafta boyunca 37°C’de inkube edildi. Kalan 6rnekler DNA ekstraksiyonu icin -20°C’de
saklandi®.

Kultiriinde tireme tespit edilen drneklerden hazirlanan yayma preparatlarda, Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) boyama yéntemiyle aside direncli basil (ARB) varligi arandi®. ARB
pozitif kolonilere geleneksel biyokimyasal yontemler [niasin birikimi, nitrat rediiksiyon,
katalaz aktivitesi, para-nitrobenzoik asit (PNB)’li besiyerinde Gireme, mikroskobik ve mak-
roskobik koloni morfolojisi ile pirtivat iceren L] besiyerinde Greme] kullanilarak tanimla-
ma islemi yapildi®. Polimeraz zincir reaksiyonu-Restriction Fragment Length Polymorp-
hisms (PCR-RFLP) ve spoligotiplendirme yontemleri, tiir diizeyinde molekiiler tanimlama
icin kullanildi. Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanh§indan temin edilen M.tubercu-
losis H37Rv, M.bovis 14.002.001 ve Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 suslar gelenek-
sel ve molekiler tanimlamada kalite kontrol suslari olarak kullanildi.

Molekiiler Analiz

Sigir ¢ig sut orneklerinden ve L| besiyerinde treyen mikobakteri kolonilerinden miko-
bakteriyel DNA ekstraksiyonu yapildi”’. PCR-RFLP analizinde ise hsp65 geninin 439 baz
cift (bg)’lik bolgesi 6zgil primerler [Tb11 5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT ve Tb12 5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT (MOLBIOL, Aimanya)] kullanilarak amplifiye edildi®. Amp-
lifikasyon sonrasi BstEll (Fermentas, #ER0391, Almanya) ve Haelll (Fermentas, #ERO151,
Almanya) kesim enzimleri kullanilarak RFLP analizi gerceklestirildi. Spoligotiplendirme
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yontemi icin M.tuberculosis genomunun direkt tekrar (direct repeat, DR) bolgesi, 5" ucu
biyotin ile isaretlenmis DRa ve DRb primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Pozitif kont-
rol olarak M.tuberculosis H37Rv ve M.bovis BCG suslan kullanildi. Calisma sonucu elde
edilen veriler, “Institut Pasteur de Guadeloupe, Fransa SpolDB4” veri tabaninda analiz
edildi ve paylasilan tip (shared-type, ST) kiimesi ve tiir (clade) belirlendi®.

istatistiksel Analiz

Ornek sayisi, MedCalc®v10.3.0 istatistik paket programini kullanilarak hesaplandi. Bu
calismada sigir ¢ig sutlerinde mikobakteri variigini tespit etmede kullanilan ARB ve PCR
yontemlerinin duyarlilk, 6zgillik, pozitif (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD)
MedCalc 11.5.1 programi ile, kaymak ve pellet 6rneklerinin kilttrinde kullanilan selek-
tif L) besiyeri ile ticari L] besiyerlerinde mikobakteri izolasyon oranlarinin arasindaki fark
ise ki-kare testi ile analiz edildi ve p< 0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi hazirlanan yaymalardan EZN yontemiyle
boyama sonucunda sadece 1 (%0.7) kaymak ornedinde ARB varlig: tespit edilmistir.
Toplam 145 sigir ¢ig sit 6rneginden 11 (%7.6)"inin kiltird, 6 (%4.1)’sinin ise PCR so-
nucu pozitif bulunmustur (Tablo I). Kiltlr pozitif bir 6rnegin, hem kaymak hem de pel-
let tabakasindan mikobakteri izole edilmistir. izole edilen 12 mikobakteriye ait 6rnegin 9
(%75)'u pellet 6rneklerinden, 3 (%25)’l ise kaymak orneklerinden izole edilmis ve bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Kaymak 6rnekleri icin ticari L) be-
siyeri veya selektif L] besiyeri kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p> 0.05)
saptanmazken, pellet 6rnekleri icin bu fark (p< 0.05) anlamli bulunmustur. Kiltdr islem-
lerinde selektif ve ticari L] besiyeri kullanimi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir

Tablo I. Uygulanan Yéntemlerle Sigir Cig Siit Orneklerinden (n= 145) Alinan Sonuclar ve Duyarlilik, Ozgiil-
liik, Pozitif ve Negatif Prediktif Degerleri

Kaltir (n=11)

Pozitif Negatif Toplam
Ornekler (%) (%) (%) Duyarhlik Ozgiillik PPD  NPD
ARB  Kaymak Pozitif 1 (0.7) 0 1(0.7) %9.1 %100 %100 %93.1
(n=1) Negatif 10 (6.9) 134 (92.4) 144 (99.3)
Toplam 11 (7.6) 134 (92.4) 145 (100)
Pellet  Pozitif 0 0 0 0 %100 - %92.4

Negatif 11 (7.6) 134(92.4) 145 (100)
Toplam 11 (7.6) 134 (92.4) 145 (100)

PCR Kaymak Poztif 1 (0.7) 0 1(0.7)  %9.1 %100 %100 %93.1
(n=6) Negatif 10 (6.9) 134 (92.4) 144 (99.3)
Toplam 11 (7.6) 134 (92.4) 145 (100)

Pellet  Pozitif 5 (3.4) 0 5(3.4) %455 %100 %100 %95.7

Negatif 6 (4.1) 134(92.4) 140 (96.6)
Toplam 11 (7.6) 134 (92.4) 145 (100)

ARB: Aside direngli basil; PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu; PPD: Pozitif prediktif deger; NPD: Negatif prediktif deger.
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(p< 0.05) (Tablo II). M.bovis izolati sadece selektif L] besiyerinde ve kaymak 6rneginden
izole edilmistir.

Kiltirde izole edilen toplam 12 mikobakteri izolatinin geleneksel biyokimyasal testler
ve PCR-RFLP ile tanimlanmasi sonucu biri MTC, 11'i ise NTM olarak belirlenmistir. PCR-
RFLP sonuclarina gore 11 NTM izolatinin 6 (%54.5)'st Mycobacterium genavense, 2
(%18.2)'si Mycobacterium simiae, 2 (%18.2)'si Mycobacterium szulgai ve 1 (%9.1)’i
Mycobacterium fortuitum olarak belirlenmistir. Kaymak ve pellet tabakasinda mikobakte-
ri izole edilen 6rnekteki her iki izolat da M.genavense olarak tanimlanmistir. NTM olarak
belirlenen izolatlar L] besiyerinde bir haftada lrerken, MTC izolati selektif L] besiyerinde
55. gunde Uremistir. Uzun inkiibasyon déneminden dolayi bu izolata spoligotiplendir-
me yontemi uygulanmis ve sonugta M.bovis icin karakteristik DR lokuslar tespit edilmis-
tir. Toplam 145 sigir ¢ig suttntin kiltdrd sonrasi, pozitif 11 6érnegin tanimlanmasi sonu-
cunda bir 6rnek M.bovis, 10 (%6.9) 6rnek ise NTM olarak belirlenmistir. NTM izolatlari
ise spoligotiplendirme yontemiyle tanimlanamamaktadir.

TARTISMA

Tirkiye’de zoonotik tliberkiiloz olgu prevalansini gosteren epidemiyolojik veriler ye-
tersizdir. Blrgok calismada mikobakteriler, tiir seviyesinde tanimlanamamistir. Unver ve
arkadaslar'® Kars'ta sigirlarda M.bovis DNA’sini tespit eden PCR y&ntemiyle M.bovis pre-
valansini %6.7 (8/120) olarak bildirmislerdir. Elazi§’da Agacayak ve arkadaslan'!, tiiber-
kiiloz hastalarinin balgam 6rneklerinde kiiltiir ve PCR-RFLP yontemleriyle %86.3 (44/51)
oraninda MTC ve %13.7 (7/51) oraninda NTM izole etmislerdir. MTC izolatlarinin 34
(%77.3)'G4 M.tuberculosis, 8 (%18.2)'i M.bovis, 1 (%2.3)'i Mycobacterium microti ve 1
(%2.3)'i Mycobacterium africanum olarak tanimlanmstir. Konuk ve arkadaslari®, 35 cig
sit orneginde PCR-RFLP yontemiyle 15 (%42.9) NTM (alti Mycobacterium terrae, Ug
Mycobacterium kansasii, i¢ Mycobacterium haemophilum, bir Mycobacterium agri, iki ta-
nimlanamayan) susu saptamislardir. Kayseri bélgesinde Giimiissoy ve arkadaslari'?, mez-
bahalarda kesilen 3216 sigirdan akciger, bronsiyal ve mediastinal lenf nodlar toplayarak
sigir tuberkilozu prevalansini arastirmigslar; kiltiirde lreyen M.bovis oranlarini sirasiyla
%19, %19 ve %17 olarak bildirmisler ve BACTEC 460TB sisteminde Mycobacterium spp.
izolasyon oranlarini sirasiyla %21, %21 ve %17 olarak tespit etmislerdir. Sonug olarak,
sigir tuberkilozu prevalansi %1.5 olarak saptanmistir. Van boélgesinde yapilan bir calis-

Tablo Il. Kaymak ve Pellet Orneklerinin Léwenstein-Jensen (LJ) ve Selektif L] Besiyerinde Ureyen Izolatlari-
nin Sayisi

izolat sayisi (n= 12)

Ornekler L) besiyeri (%) Selektif L) besiyeri* (%) Toplam (%) p
Kaymak 2(16.7) 1(8.3) 3 (25) 0.99
Pellet 1(8.3) 8 (66.7) 9 (75) 0.01
Toplam 3 (25) 9 (75) 12 (100) 0.04
p 0.99 0.01 0.04

* Selektif L] besiyeri (gliserolsiiz, %0.4 sodyum piriivath).
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mada, sigirlarin burun akintisi ve siit 6rneklerinde PCR ile %1.4 oraninda M.bovis belir-
lenmistir'®. Bizim calismamizda, bdlgemizde sigir ¢ig siit érneklerinde %6.9 oraninda
NTM ve bir M.bovis susu izole edilmistir. Sigirlardan alinacak olan cesitli biyopsi mater-
yallerinin histopatolojik incelemesi ve kultiirti, bu hayvanlardaki M.bovis enfeksiyonu pre-
valansini belirlemede daha etkili ve duyarl olacaktir.

Bu calisma sonucunda, sadece bir sit 6rneginde EZN boyama yontemi ile ARB varli-
g1 tespit edilirken, 11 stt 6rneginin kiltiirli pozitif olarak bulundugu icin homojenizas-
yon-dekontaminasyon sonrasi siit érneklerinden hazirlanan yayma sonuglarinin diistik
duyarliigindan (%9.1) dolay1 ARB tespitinde etkili olmadigi gosterilmistir. Yine kiiltr so-
nuglariyla karsilastirildiginda PCR'nin duyarliiginin %54.5, 6zgulliginin ise %100 ol-
dugu bulunmustur (Tablo I).

Tiberkiloz disi mikobakteriler dogada bulunmalarina ragmen, bagisiklik sistemi bas-
kilanmis hastalarda cesitli klinik sendromlarda enfeksiyona sebep olabilmektedirler®. Bu
calismada sigir ¢ig sut orneklerinden M.simiae, M.fortuitum, M.genavense ve M.szulgai
tarleri izole edilmistir. Bu mikobakteriler servikal lenfadenit ve akciger hastaliklar gibi en-
feksiyon hastaliklarinin etkeni olarak gésterilmektedir®. Bu bélgede daha énce yapilan bir
calismada, cig siitlerde NTM izole edilememistir'>. Bu calismada daha az (n= 40) ¢ig siit
ornegi incelenmis, inkiibasyon icin alti hafta bekletilmis ve ekimler siit 6rneklerinin pel-
let kismindan yapilmistir. Yapmis oldugumuz calismada ise, daha fazla (n= 145) cig stit
orneginin pellet ve kaymak tabakalarindan ayri ayri ekim yapilarak inkiibasyon suresi se-
kiz haftaya cikarilmistir. Yapilan yontem degisikligi sonucunda 11 ¢ig stt 6rneginin kul-
tlrl pozitif olarak bulunmus ve bunlarin 10'u NTM, biri ise M.bovis olarak tanimlanmis-
tir. Diger Ulkelerde yapilan calismalarda, sigir sttlerinde M.bovis izolasyon orani %0.2-
11.8; NTM izolasyon orani ise %3.7-58 arasinda degismektedir®3'417, Siit digi diger 6r-
neklerde M.bovis izolasyon oraninin %5.5-45.5, NTM izolasyonunun ise %20.6-22.7

arasinda degistigi belirtilmektedir®'416:17,

Calismamizin sonuglari, M.bovis ve NTM’lerin hala stitlerde bulundugunu ve bu mik-
roorganizmalarin Mersin ilinde zoonotik tiiberkiloz enfeksiyonu icin olasi risk tasidigini
gostermistir. Bu orneklerdeki izolasyon sansini artirmak icin; sut érneklerinin hem pellet
hem de kaymak tabakalarindan kiltir yapilmali, selektif L] besiyerine ekim yapilmali
(Tablo II) ve ayrica kulturler mutlaka sekiz haftaya kadar inkiibe edilmelidir. Sonug olarak
calismamizda, sigir ¢ig sut orneklerinde %6.9 oraninda NTM ve %0.7 oraninda M.bovis
izole edilerek bolgemize ait ilk epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Calismamizin sonug-
lari, ¢ig sutlerin tiiketilmeden ve st Griinleri icin hammadde olarak kullanilmadan 6nce
pastorize edilmesi gerektigi gercegini bir kez daha vurgulamaktadir.
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