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Genellikle insanlarda hastalik etkeni olan Mycobacterium tuberculosis'ten farkli olarak daha genis konak
spektrumuna sahip olan Mycobacterium bovis basta sigirlar olmak tizere cok sayida evcil ve vahsi memeli
tiirlinde temel olarak kronik ilerleyici akciger hastaliina yol acmaktadir. insanlardaki M.bovis enfeksiyo-
nunu tanimlamak icin “zoonotik tliberkiiloz (TB)” terimi kullanilmaktadir. Zoonotik TB klinik, radyolojik
veya patolojik olarak M.tuberculosis'in etken oldugu TB’den ayrilamamaktadir. Bu calismada, Ege Bolge-
sinde insan TB epidemiyolojisinde M.bovis'in rolliniin degerlendirilmesi ve insan TB’den sorumlu M.bovis
genotiplerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mik-
robiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarina 2009-2014 yillari arasinda rutin mikobakteri-
yolojik inceleme amaciyla yollanan klinik érneklerden Uretilen 482 M.tuberculosis kompleks izolatindan
spoligotiplendirme ile tanimlanan 13 M.bovis izolati alinmistir. izolatlarin ilag duyarlilik testleri BACTEC
MGIT 960 otomatize sistem ile yapilmistir. Calismada spoligotiplendirmesi yapilan 13 M.bovis izolatindan
9 (%63.6)'unun ST685 (SB0288), 1 (%7.7)"inin ST1118 (SB0989), 1 (%7.7)’inin ST820 (SB0856) oldu-
§u belirlenmis, iki izolat icin SpolDB4 ve Mbovis.org veritabaninda kayitl sus bulunamamistir. izolatlarin
timiintn birinci secenek antitliberkiiloz ilaglara duyarli oldugu saptanmistir. Calismada incelenen 13
M.bovis izolatinin ayni dénem icinde spoligotiplendirmesi yapilan 482 M.tuberculosis kompleks izolatinin
%2.7'sini olusturdugu belirlenmistir. Bu ¢alismada 13 hastadan 8 (%61.5)'inin erkek, 5 (%38.5)'inin
kadin oldugu, hastalarin 9 (%69.2)'unda akciger, 4 (%30.8)'linde akciger disi TB oldugu saptanmistir. Ak-
ciger TB saptanan dokuz hastadan yedisinin, akciger digi TB saptanan dért hastadan ikisinin kirsal bélgede
yasadigi ve akciger TB olan iki hastada mesleki maruziyet oldugu oldugu belirlenmistir. ST683 (SB0140),
insan izolatlar arasinda diinyada yaygin olarak goriilmesine ragmen, bu calismada ve Tirkiye'de yapilan
diger calismalarda saptanmamistir. Calismamizda farkli olarak diinyada ¢ok az sayida bildirimi yapilmig
olan ST685 (SB0288) ve ST1118 (SB0989) tipleri baskin olarak bulunmustur. Bu bulgu s6z konusu tiplerin
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Ege Bolgesi'nde insan Mycobacterium bovis
Enfeksiyonlarinin Molekiler Epidemiyolojisi

Anadolu’da ortaya ¢ikan 6zgin spoligotipler olabilecegini distindiirmektedir. Sonug olarak tilkemizde zo-
onotik TB'nin insan TB'si icindeki yerinin tam olarak saptanmasi, zoonotik TB enfeksiyonlarinin insanlara
bulagma yollarinin ve risk faktorlerinin belirlenmesi, insan ve hayvanlar arasindaki baskin tiplerin saptan-
masi ve lkemizdeki suslarin filocografik iliskisinin anlagilabilmesi icin tip ve veterinerlik alanlarinda calisan
arastirmacilarin ortaklasa yuriitecekleri molekiler epidemiyoloji calismalarina gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium bovis; spoligotiplendirme; molekiiler epidemiyoloji; insan tiiberkdilozu.

ABSTRACT

Moycobacterium bovis, which has a broader host spectrum as opposed to Mycobacterium tuberculosis
that generally causes disease in humans, mainly leads to chronic progressive pulmonary disease in a large
number of domestic and wild mammals, particularly cattle. The term “zoonotic tuberculosis (TB)” is used
to describe M.bovis infection in humans. “Zoonotic TB” can not be differentiated clinically, radiologically
or pathologically from TB caused by M.tuberculosis. The aim of this study was to evaluate the role of
M.bovis in epidemiology of human TB in Aegean Region, Turkey and to determine M.bovis genotypes
responsible for human TB. Thirteen M.bovis isolates identified by spoligotyping from 482 M.tuberculosis
complex isolates obtained from clinical specimens sent for routine mycobacteriological examination to
the Mycobacteriology Laboratory in Medical Microbiology Department of Ege University Faculty of
Medicine Hospital between 2009 and 2014 were included in the study. Drug susceptibility tests of the
isolates were performed by the BACTEC MGIT 960 automated system. It was determined that 9 (63.6%)
of the 13 spoligotyped M.bovis isolates in this study were ST685 (SB0288), 1 (7.7%) was ST 1118
(SB0989) and 1 (7.7%) was ST820 (SB0856), for two isolates there were no registered data in SpolDB4
and Mbovis.org databases. All the isolates were susceptible to first-line antituberculosis drugs. It was
determined that 13 M.bovis isolates examined in the study accounted for 2.7% of the 482 M.tuberculosis
complex isolates spoligotyped in the same period. In this study, it was determined that 8 (%61.5) of
13 patients was male, 5 (38.5%) of them was female, 9 (69.2%) of the 13 patients had pulmonary TB
and 4 (30.8%) had extra pulmonary TB. Seven of nine patients with pulmonary TB and two of the four
patients with extrapulmonary TB were living in the rural area, and two patients with pulmonary TB had
occupational exposure. Although ST683 (SB0140) is widely seen in the world among human isolates, it
was not detectedin this study and other studies conducted in Turkey. In contrast, ST685 (SB0288) and
ST1118 (SB0989), which have been reported very few in the world, found to be predominant in this
study. This result suggested that they may be unique spoligotypes emerging in Anatolia. In conclusion,
collaborative molecular epidemiological studies are needed in conjunction with researchers working in
medicine and veterinary fields to determine precisely the importance of zoonotic TB in human TB in our
country, to determine the route of transmission to humans and risk factors for zoonotic TB infections,
to identify the dominant types between humans and animals and to understand the phylogeographic
relationships of the strains in our country.
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GiRis

Genellikle insanlarda hastalik etkeni olan Mycobacterium tuberculosis'ten farkl olarak
daha genis konak spektrumuna sahip olan Mycobacterium bovis basta sigirlar olmak tize-
re cok sayida evcil ve vahsi memeli turiinde temel olarak kronik ilerleyici akciger has-
taligina yol agmaktadir. Bakterinin gercek dogal konagi olan evcil inekler, insanlar ve
diger hayvanlar icin rezervuar gorevi gérmektedir. Buna karsin keciler, domuzlar, kediler,
képekler ve devegiller de insanlar icin enfeksiyon kaynagi olabilmektedir'. insan enfeksi-
yon icin 6nemli bir kaynak olmamasina karsin, cogunlukla insan immunyetmezlik virusu
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(HIV) pozitif hastalarda insandan insana cok ilaca direncli M.bovis bulagi tanimlanmistir.
insanlardaki M.bovis enfeksiyonunu tanimlamak icin “zoonotik tiiberkiiloz (TB)” terimi
kullanilmaktadir. Zoonotik TB klinik, radyolojik ve patolojik olarak M.tuberculosis'in etken
oldugu TB’den ayrilamamaktadir®>.

insan TB olgulari icinde M.bovis enfeksiyonlarinin ortalama orani Avrupa’da %0.4,
Afrika disindaki llkelerde < %1.4, Afrika’da ise %2.8 olarak bildirilmistir. Afrika digin-
daki tum bolgelerde zoonotik TB insidans oranlarinin 1/100.000 ya da altinda oldugu,
Afrika’da 7/100.000 dolayinda oldugu diisiiniilmektedir®.

M.bovis insana intestinal yolla, aerosollerin solunmasiyla, derideki kesiklerden ve mu-
kozalardan dogrudan temas yoluyla bulagmaktadir. Pastorize edilmemis kontamine st
ve sut Urlnlerinin tiiketilmesi, sigir TB’nin yaygin oldugu bolgelerde hastaligin insanla-
ra temel bulasma yoludur. Sit kaynakli intestinal bulasmaya baglh M.bovis enfeksiyonu
servikal lenfadenit, intestinal lezyonlar ve diger ekstrapulmoner TB formlarinin 6nemli
nedenidir. Hayvancilikla ilgili meslek gruplarinda solunum yoluyla bulas olabilmekte ve
bu tip olgularda solunum yolu enfeksiyonu gelismektedir. Ayrica, bu meslek gruplarinda
deri ve mukozalardan da bulas olabilmektedir'”.

Bu calismada, Ege Bolgesinde insan TB epidemiyolojisinde M.bovis’in roltinin deger-
lendirilmesi ve insan TB’den sorumlu M.bovis genotiplerinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobak-
teriyoloji Laboratuvarina 2009-2014 yillari arasinda rutin mikobakteriyolojik inceleme
amaciyla yollanan klinik 6rneklerden Uretilen M.tuberculosis kompleks izolatlarindan spo-
ligotiplendirme ve GenoTypeMTBC ile tanimlanan 13 M.bovis izolati calismaya alind.

Hasta Bilgileri

Calismaya alinan hastalara iliskin veriler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyo-
loji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari kayitlarindan ve hastane veri tabaninda
kayith hasta bilgilerinden elde edildi.

Bakterilerin Tanimlanmasi

izolatlarin tanimlanmasi GenoTypeMTBC (Hain Life Science) test kiti ile Ureticinin
onerileri dogrultusunda yapildi. Kisaca; kiltiirde Uretilen izolatlardan DNA izolasyonu
yapilip, ardindan biyotinle isaretlenmis primerler kullanilarak hedef bolge amplifiye edil-
di. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) urtnleri membrana baglanmis problarla hibridize
edildi, olusan hibritler konjugat ve substrat eklenerek boyanmig bantlar olarak gorindr
hale getirildi. Olusan bant paternleri kit icin kullaniimasi gereken degerlendirme karti
yardimiyla degerlendirildi. 1, 2, 3, 4, 7, 9 ve 10 numarali bantlarda hibridizasyon saptan-
mas! M.bovis olarak tanimlandi.
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izolatlarin Genotiplendirmesi

Bu amacla spoligotiplendirme yontemi kullanildi. Uygulama spoligotiplendirme igin
hazirlanmig kit (Spoligotyping Kit; IsogenLifeScience, Hollanda) Ureticisinin tanimladig
sekilde gerceklestirildi. Kisaca; kilttrde uretilen izolatlardan elde edilen DNA'nin 5 pl’si
PCR isleminde kalip DNA olarak kullanildi. DR dizisini hedef alan biyotinle isaretli primerler
kullanilarak DR bolgeleri arasindaki “spacer”lar amplifiye edildi. Amplifiye olmus PCR
Urlnu mini blotter yardimiyla oligonikleotit bagh bulunan nitroseliiloz membran ile hib-
ridize edildi. Membranda hibridize olmus “spacer”lar HRP-konjugat ve substratla inkiibe
edildikten sonra membran X-ray filmiyle muamele edildi ve hibridize olan “spacer”lar
karecikler olarak gorunir hale getirildi. Hibridize olmus “spacer”in varhigi pozitif sin-
yal, “spacer” hibridizasyonunun olmamasi ise negatif sinyal olarak degerlendirildi. Elde
edilen spoligotipler http://www.pasteur-guadeloupe.fr adresindeki SpolDB4 ve http://
www.mbovis.org/adresindeki Mbovis.org spoligotiplendirme veri tabaninda bulunan
kayith suslarla karsilastirildi®®.

Duyarlilik Testleri

izolatlarin duyarlilik testleri BACTEC MGIT 960 (BD Spark, ABD) otomatize sivi sistemi
kullanilarak yapildi. Direng sinir degerleri rifampisin icin 1.0 ug/ml, izoniyazid icin 0.1
ug/ml, streptomisin icin 1.0 ug/ml ve etambutol icin 5.0 pg/ml olarak kabul edildi'®.

BULGULAR

Calismada elde edilen sonuclara gore, incelenen 13 M.bovis izolatinin birinci sece-
nek antitiiberkiloz ilaclara duyarl oldugu gorilmustir. Bu izolatlarin spoligotiplendi-
rilmesi sonucu ise 9 (%63.6)'unun ST685 (SB0288), 1 (%7.7)'inin ST1118 (SB0989),
1 (%7.7)'inin ST820 (SB0856) oldugu saptanmis, iki izolat icin SpolDB4 ve Mbovis.org
veri tabaninda kayitl sug bulunamamistir. Calismaya alinan 13 M.bovis izolatinin, ayni
dénem icinde Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde klinik érneklerden soyutla-
nan 482 M.tuberculosis kompleks izolatinin %2.7'sini olusturdugu belirlenmistir. Hasta
profiline bakildiginda, klinik 6rneklerinden M.bovis izole edilen toplam 13 hastadan 8
(%61.5)'inin erkek, 5 (%38.5)'inin kadin oldugu, bu hastalarin 9 (%69.2)'unda akci-
ger, 4 (%30.8)'Uinde akciger disi TB oldugu ve akciger TB saptanan dokuz hastadan
yedisinin, akciger digi TB saptanan dort hastadan ikisinin kirsal bolgede yasadigi, ak-
ciger TB saptanan iki hastada ise mesleki maruziyet oldugu belirlenmistir. Calismada
degerlendirilen M.bovis izolatlarinin spoligotip dagilimlar ve izole edildikleri hastalarin
ozellikleri Tablo I'de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Calismada spoligotiplendirmesi yapilan 13 M.bovis izolatinin 9 (%63.6)'unda sapta-
nan ST685 (SB0288)'in en baskin spoligotip oldugu belirlenmistir. istanbul’da yapilan
baska bir calismada 43 insan kaynakh M.bovis izolatinin 15 (%34.9)'inde, Ankara’da
yapilan bagka bir calismada ise dokuz izolatin 5 (%55.6)'inde saptanmis olan ST685
(SB0288) tipi istanbul ve Ankara’da da en baskin spoligotip olarak bulunmustur''2,
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SpolDB4 veri tabanina yapilmig 1899 adet bildirimle ST683 (SB0140) diinya tizerinde
en yaygin gortlen spoligotip olmasina karsin, ayni veri tabaninda ST685 (SB0288) icin
12 adet, ST1118 (SB0989) icin (i adet bildirim yapilmistir®. Bizim calismamizda insan
izolatlarinda diinyada yaygin olarak gorilen ST683 (SB0140) saptanmazken, diinyada
cok az sayida bildirimi yapilmig olan ST685 (SB0288) ve ST1118 (SB0989)'in baskin
olarak bulunmasi bu tiplerin Anadolu’da ortaya cikan lilkemize 6zgu spoligotipler olabi-
lecegini disindurmektedir.

Yapilan calismalarda belli bir cografi bolgede, insan ve hayvanlarda en sik rastlanan
M.bovis ve M.caprae spoligotiplerinin biiyiik oranda benzer oldugu gésterilmistir®3. Ege
Bolgesindeki ciftlik hayvanlarindan izole edilen alti M.bovis izolatinin timinin, Ege Bol-
gesindeki insan kaynakl M.bovis izolatlarinda en ¢ok karsilagilan ST685 (SB0288) spoli-
gotipi oldugu belirlenmistir'>. Bu bulgu Ege Bélgesindeki insanlardan ve hayvanlardan
soyutlanan M.bovis izolatlarinin genotiplerinin benzer dagilim gosterdigini ortaya koy-
maktadir.

Kirsal bolgede yasama, mesleki maruziyet ve pastorize edilmemis sit ve siit
driinlerinin tiiketilmesi zoonotik TB icin risk faktérleridir'”. Bizim calismamizda 13 has-
tanin 9 (%69.2)'unda akciger TB saptanmis, bu olgularin ikisinde mesleki maruziyet ol-
dugu ve yedi hastanin kirsal bolgede yasadigi belirlenmistir. Bizim calismamiza benzer
sekilde diinyada yapilan calismalarda M.bovis'e bagh akciger TB’nin orani Arjantin’de
%74, Fransa’da %53-71.6, ingiltere’de %40, Almanya’da %73.7, Yeni Zelanda'da
%56.7, ispanya’da %50, ABD’de %52 olarak saptanmistir>7:'4, Buna karsin istanbul’da
yapilan bir calismada yedi M.bovis enfeksiyonunun timinin akciger digi TB oldugu
belirlenmistir'?. Tim TB olgulan icinde zoonotik TB orani ispanya’da %2.2, Fransa’da

Tablo 1. M.bovis Izolatlarinin Spoligotip Dagilimlari ve Hastalarin Ozellikleri

Hasta no Oktal kod Spoldb4 Mbovis.org Yas Cinsiyet ARB*  Enfeksiyon bolgesi
1 674073777777600 ST 685 SB0288 49 E + Akciger TB
2 674073777777600 ST 685 SB0288 34 K + Akciger TB
3 674073777777600 ST 685 SB0288 26 E + Akciger TB
4 674073777777600 ST 685 SB0288 75 E - Akciger TB
5 674073777777600 ST 685 SB0288 66 E + Akciger TB
6 674073777777600 ST 685 SB0288 46 E - Akciger TB
7 674073777777600 ST 685 SB0288 10 E + Servikal lenfadenit
8 674073777777600  ST685 SB0288 30 K - Vertebral osteomiyelit
9 674073777777600 ST 685 SB0288 11 K - Uriner TB
10 676673757777600 ST 1118 SB0989 25 E + Akciger TB
1 676763777777600 ST 820 SB0856 86 K + Akciger TB
12 674073737777600 - - 36 E + Akciger TB
13 674073677777600 - - 71 K - Servikal lenfadenit

* ARB: Asidorezistan boyanan basil; TB: Tiiberkiloz.
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%2.9, Avusturya’da %0.85-0.94, Aimanya’da %1.08, Tirkiye’de %1.31-5.85 olarak bil-
dirilmistir'’. Bizim calismamizda saptanan %2.7’lik oranin ispanya ve Fransa ile benzer
Orta Avrupa’dan daha yiksek oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak lilkemizde zoonotik TB'nin insan TB’si icindeki yerinin saptanmasi zoo-
notik TB enfeksiyonlarinin insanlara bulagma yollarinin ve bulagma icin risk faktorlerinin
belirlenmesi, insan ve hayvanlar arasindaki baskin tiplerin tanimlanmasi ve tlkemizdeki
suslarin filocografik iligkisinin anlasilabilmesi icin tip ve veterinerlik alanlarinda calisan
arastirmacilarin ortaklasa yurutecekleri molekiiler epidemiyoloji calismalarina gereksinim
vardir.
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