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ÖNSÖZ 

 

Mycobacterium genusuna bağlı bakterilerin oluĢturduğu tüberküloz, gerek hayvan 

gerekse insan sağlığını olumsuz yönde etkileyen, akciğer, diğer organ ve dokularda 

kazeöz ve kazeökalseröz tüberkellerin oluĢmasıyla karakterize kronik, bulaĢıcı ve 

zoonotik bakteriyel bir hastalıktır. Kafes kuĢlarında kanatlı tüberkülozuna (avian 

tüberkülozis - AT) genel olarak M. avium complex (MAC), Mycobacterium 

genavense ve nadiren Mycobacterium fortuitum neden olur.  

 

Kanatlı mikobakteriyozisi dünya çapında yaygındır. Geçtiğimiz otuz yıl 

içerisinde hastalık kafes kuĢları da dâhil olmak üzere pek çok kanatlı türünde tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca, kuĢlar için patojenik olan türler de dahil birçok mikobakteri 

çevrede bol miktarda bulunmaktadır. 

 

Son yıllarda Ģehir hayatının geliĢmesiyle evde hayvan bakım ve beslenmesine 

ilgi artmıĢtır. Pet hayvanı olarak adlandırılan pek çok hayvan türü içinde, diğerlerine 

göre daha az zaman ve gider istemesi sebebiyle en yaygın beslenenleri kafes 

kuĢlarıdır. Bu nedenle çalıĢmada  zoonoz potansiyele sahip tüberküloz etkenlerinin 

kafes kuĢlarında varlığını araĢtırmak amaçlanmıĢtır. 

 

Tez çalıĢmasının belirlenmesinde ve yürütülmesinde bana yol gösteren 
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Mikrobiyoloji Anabilim Dalı BaĢkanı hocam Sayın Prof. Dr. Serdar DĠKER ve 

öğretim üyeleri; Sayın Prof. Dr. Müjgan ĠZGÜR, Sayın Prof. Dr. Mehmet AKAN‟a 

teĢekkürü borç bilirim. Tez çalıĢmamda kullandığım standart suĢların temininde 

yardımcı olan Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi BaĢkanlığından BaĢkan Yardımcısı 

Sayın Mik. Uzm. Dr. Ġsmail CEYHAN ve Uzm. Bio. Hülya ġĠMġEK‟e; ilgilerini 

tüm sıcaklığıyla her zaman yanı baĢımda hissettiğim aileme; sevgisi ve her konudaki 

desteği için eĢim Serkan DUYGU‟ya ve hayatıma anlam katan oğlum Kuzey 

DUYGU‟ya teĢekkürlerimi sunarım.   

 

 

 

 

 

 



VII 

 

 

 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR 

 

 

ADC   Middlebrook ADC (Albumin, Dextrose, Catalase) Enrichment 

ARB                 Asidorezistans Bakteri 

AIDS                          Acquired Immunodeficiency Syndrome 

bp                                Baz Çifti 

cm                            Santimetre 

dk   Dakika 

DNA                           Deoksiribonükleik Asid 

ELISA                      Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

g   Gram 

HCl                             Hidroklorik Asid 

KH2PO4  Potasyum di-Hidrojen Fosfat 

L-J                            Löwenstein-Jensen Besiyeri 

MAA                        Mycobacterium avium subsp. avium 

MAC                        Mycobacterium avium complex 

MAI   Mycobacterium avium-intracellulare  

MD   Megadalton 

MgCl                        Magnezyum Klorür 

µl                              Mikrolitre 

µm                            Mikrometre 

mg   Miligram 

ml   Mililitre 

mm   Milimetre 

NaOH                      Sodyum Hidroksit 

NTM                         Non-Tuberculous Mycobacteria 

OADC                     Middlebrook OADC (Oleik Asid, Albumin, Dekstroz ve 

Katalaz) Enrichment 

1N                           Bir Normal 

PBS                          Phosphate Buffered Saline 

PCR                          Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PPÇM   Potansiyel Patojenik Çevresel Mikobakteriler 

SDA                          Sabouraud Dekstroz Agar 

TBE                          Tris Borate EDTA 

TDM   Tüberküloz DıĢı Mikobakteriler 

UV                           Ultra-Violet 

Z-N                            Ziehl-Neelsen Boyama 

 

 



VIII 

 

 

 

 

ġEKĠLLER 

 

ġekil 1.1. Mikobakterilerde hücre duvarı yapısı    8 

ġekil 2.1. Mikobakteriyel türlerin identifikasyonu için uygulanan   55 

diagnostik algoritma 

ġekil 2.2. Tez çalıĢmasında izlenen moleküler yöntemin Ģematik   58 

gösterimi  

ġekil 3.1.  Karaciğer ve dıĢkı örneklerine 12SrRNA internal kontrol   65 

primerleri ile uygulanan PCR bulguları ile on katlı  

sulandırma sonuçları bulguları 

ġekil 3.2. On katlı standart suĢ sulandırmalarına 16SrRNA genus   66 

spesifik primerler (543 bp) ile uygulanan PCR bulguları  

ġekil 3.3. M. avium subsp. avium standart suĢu ile hazırlanan on katlı  66 

sulandırma örneklerine uygulanan 16SrRNA nested PCR  

sonuçları 

ġekil 3.4.  Mycobacterium spp. (16srRNA) primerleri ile uygulanan PCR     67 

 amplikonlarının template DNA olarak kullanıldığı, 16SrRNA  

nested primerleri ile uygulanan nested PCR bulguları  

ġekil 3.5.  M. avium subsp. avium (IS901) primerleri (509 bp) ile uygulanan  68 

PCR amplikonlarının template DNA olarak kullanıldığı nested  

PCR bulguları (375 bp) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IX 

 

 

 

 

 

ÇĠZELGELER 

 

Çizelge 1.1 Runyon mikobakteri sınıflandırması     4 

Çizelge 1.2 M. avium subsp. avium ve M. genavense biyokimyasal özellikleri 12 

Çizelge 1.3 ÇeĢitli kuĢ ve memeli türlerinin M. avium complex    12 

serotiplerine  duyarlılıkları 

Çizelge 1.4 KuĢlarda kullanılan tüberküloz tanı metotları ve testler  26 

Çizelge 1.5 Mycobacterium spp. için kullanılan dekontaminantlar ve   29 

özellikleri 

Çizelge 2.1 ÇalıĢmada kullanılan tez materyalleri    40 

Çizelge 2.2.  ÇalıĢmada kullanılan primerler     47 

Çizelge 2.3.  Tez çalıĢmasında kullanılan PCR karıĢımı      56 

Çizelge 2.4.  Tez çalıĢmasında PCR için uygulanan amplifikasyon koĢulları 56 

Çizelge 3.1. On katlı Mycobacterium avium subsp. avium sulandırmaları ile  62

 çeĢitli katı besiyerlerine yapılan ekimlerin sonuçları 

Çizelge 3.2. On katlı Mycobacterium avium subsp. avium sulandırmaları  63 

ile sıvı besiyerine yapılan ekimlerin sonuçları 

 

 

 

 



1 

 

 

 

1.GĠRĠġ 

 

 Mikobakteriyozis pet kuĢlarında, doğada serbest ve kafeste tutulan vahĢi kuĢlar ile 

diğer kanatlılarda bildirilmiĢ, dünya çapında yaygın bir hastalıktır. Hastalık sıklıkla 

Mycobacterium avium subsp. avium (serotip 1, 2 ve 3) ve Mycobacterium genavense 

tarafından meydana getirilir (Keymer ve ark., 1982; Cromie ve ark., 1991; Hoop ve 

ark., 1996; Portaels ve ark., 1996; Holsboer-Buogo ve ark., 1997; Tell ve ark., 

2003b).  Her ne kadar M. avium kanatlı tüberkülozunun baĢlıca etkeni olarak bilinse 

de pet kuĢlarında mikobakteriyozisin tür tayini için uygulanan yeni moleküler 

teknikler, baĢta M. genavense olmak üzere kültürü yapılamayan mikobakterilerin de 

varlığını ortaya koymuĢtur.  

 

 M. genavese, pet kuĢlarında yapılan çalıĢmalarda en sık rastlanılan (%71) tür 

iken, M. avium izole edilen ikinci (%17) tür olmuĢtur (Hoop ve ark. 1996; Manarolla 

ve ark. 2009). Mycobacterium fortuitum kanatlı türlerindeki lezyonlardan zaman 

zaman izole edilir (Holsboer-Buogo ve ark., 1997; Silvia-Krott ve ark., 1998).  

Mycobacterium bovis ve Mycobacterium tuberculosis nedenli infeksiyonlar da 

kuĢlarda çok az rastlanan etkenler olmasına rağmen bildirilmiĢtir (Van der Heyden, 

1997a). Bunlardan M. tuberculosis kuĢlarda infeksiyona daha az neden olur, 

genellikle kuĢ sahiplerinden bulaĢır ve klinik bulgular mikobakterilerin sık rastlanan 

türlerinde ortaya çıkan bulgularla farklılık gösterir (OIE, 2008; Schmidt ve ark., 

2008). Bunun yanında yapılan post-mortem araĢtırmalarda pet kuĢlarında 

mikobakteriyozis insidensi % 0,5-14 olarak belirlenmiĢtir (Lennox, 2007). 

 

 Mikobakteriyozis hemen hemen tüm kuĢ sınıflarında bildirilmiĢ olmasına 

rağmen hastalığa duyarlılık, tür bazında değiĢim gösterebilmektedir. Zoolojik 

koleksiyonlardan hastalığa karĢı en duyarlı sınıflar; Gruiformes (Turnamsılar), 

Passerines (Serçegiller), Raptors (Yırtıcı kuĢlar), Ratites (Karinasız kuĢlar) ve 

Galliformes (Tavuksular)‟dir (Keymer ve ark., 1982; Dhama ve ark., 2011).  
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Hastalığın klinik bulguları iliĢkili olduğu organa göre çeĢitlilik gösterir. Klasik 

bulgu kronik ve ilerleyen zayıflık ve halsizliktir. Diyare de sık karĢılaĢılan bir 

bulgudur. Bazı kuĢlarda solunum problemi belirtileri görülebilir (Tell ve ark., 2001). 

Zaman zaman kuĢlarda ani ölümler Ģekillenir bunun yanında yine bazı kuĢlarda 

granülamatöz oküler lezyonlar geliĢebilir (OIE, 2008).  

 

Kültür, pratikte bazı sınırlamaları olmasına rağmen kuĢlarda mikobakteriyozis 

infeksiyonun doğrulanmasında kesin bir yöntemdir. KuĢlar için patojenik olan 

mikobakteriler en az 15 saatlik bir bölünme zamanına ihtiyaç duyan yavaĢ geliĢen 

organizmalardır. Bu nedenle besiyerinde gözle görülür koloniler elde etmek için 2–4 

haftaya gerek vardır (Aranaz ve ark., 1997). Bazı M. avium suĢlarında kolonilerin 

tanımlanabilmesi için 6 aya gereksinim olabilir. Ayrıca, kültür metotları ile tanı 

konabilmesi için ml‟de en az 100 mikobakteri bulunması gerekmektedir (Butcher ve 

ark., 1996). Ancak bunun yanında, M. genavense gibi kültüre edilemeyen türler de 

kuĢlarda tüberküloza sebep olmaktadır. Mikobakteriler türlere göre değiĢen içerikte 

substrat, besin maddeleri, sıcaklık ve oksijen ihtiyaçlarına göre spesifik üreme 

özellikleri göstermektedir (Tell ve ark., 2004). 

 

M. genavense ilk olarak 1990 yılında AĠDS (Acquired Immunodeficiency 

Syndrome)‟li bir insanda saptanmıĢtır (Böttger ve ark., 1992). Türün o zamandan 

beri kuĢlar için de patojenik olduğu kanıtlanmıĢtır. 1986 ve 1995 yıllarında 

Ġsviçre‟de yapılan epidemiyolojik bir çalıĢmada M. genavense‟nin kuĢlarda 

mikobakteriyozis için en sık rastlanılan ortak etken olduğu bildirilmiĢtir (Hoop ve 

ark., 1996). Hem kuĢ hem de insanlarda, M. avium ve M. genavense neredeyse aynı 

klinik bulguları gösterir ve öncelikle 16S ribozomal RNA vasıtasıyla ayırt edilirler 

(Coyle ve ark., 1992; Jackson ve ark., 1992). Dahası, ikili infeksiyonlar da 

bildirilmiĢtir (Kirschner ve ark., 1994). M. genavense‟nin musluk suları (Ristola ve 

ark. 1999) ve hastane sularında (Hillebrand-Haverkort ve ark., 1999) da bulunduğu 

bildirilmiĢtir (Nichols ve ark., 2005).  
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1.1. Tarihçe ve Sınıflandırma 

 

Tüberkülozun tarihçesi insanlık tarihi kadar eskidir. Ġnsanların mikobakterilerle 

karĢılaĢmasının kanıtları M.Ö. 8000 yıllarına dayanır. Toplu yaĢama geçiĢ ve 

sığırların evcilleĢtirilmesiyle tüberküloz hastalığı geliĢmiĢtir. Bu dönemle ilgili 

olarak, Almanya‟da bulunan insan iskeletlerinde (M.Ö. 5000) aside dirençli 

mikobakteri (ARB) saptanmıĢtır (Herzog, 1998). Yine hastalıkla ilgili bilgi ve 

bulgular Mısır‟da 5000, Hindistan‟da 3300 ve Çin‟de 2300 yıl önceki kayıtlarda yer 

almıĢtır (Leão ve Portaels, 2007). Dr. Robert Koch, 1882 yılında M. tuberculosis‟in 

verem hastalığının sebebi olduğunu göstermiĢtir (Fulton ve Thoen, 2003). KuĢlarda 

ise mikobakteriyel hastalık ilk kez Maffucci tarafından 1890‟da tanımlanmıĢtır 

(Maffucci, 1894). Straus ve Gamaleia, kuĢlarda hastalığa neden olan bu etkenin 

farklı bir tür olduğu tespit etmiĢ (Grange ve ark., 1990), etken 1901‟de Chester 

tarafından M. avium olarak adlandırılmıĢtır (Chester, 1901). 1800‟lerin sonundan bu 

yana da kuĢlarda ortaya çıkan mikobakteri kaynaklı bu hastalık kanatlı tüberkülozisi 

olarak isimlendirilmektedir (Tell ve ark., 2001). 

 

Actinomycetales takımındaki Mycobactericeae familyasına bağlı tek genus 

olan Mycobacterium genusu içinde, alt türlerle birlikte 60‟dan fazla tür vardır 

(Yardımcı, 2006). M. tuberculosis, Mycobacterium leprae ve M. bovis dıĢındakilerin 

primer insan patojeni olmamaları sebebiyle „atipik mikobakteriler‟ olarak 

sınıflandırılır. Günümüzde epidemiyolojik olarak da klasik tüberküloz grubundan 

farklılık gösteren bu mikroorganizmaları tanımlamak için daha sık „tüberküloz dıĢı 

mikobakteriler (TDM)‟ veya „nontuberküloz mikobakteriler (NTM)‟ deyimleri 

kullanılmaktadır. Tüm NTM yaygın bir Ģekilde çevresel mikroorganizmalardır ve 

insandan insana temas ile bulaĢmazlar (Hoop, 1997). Wayne bu etkenleri „potansiyel 

patojenik çevresel mikobakteriler (PPÇM) olarak adlandırmıĢtır (Wayne ve Kubica, 

1986). NTM yavaĢ geliĢenler (Grup I-III: 7 günden sonra gözle görülür koloni) ve 

hızlı geliĢenler (Grup IV: 7 gün içinde gözle görülür koloni) olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar (Çizelge 1.1). Diğer kriterler ise pigmentasyon ve biyokimyasal 

reaksiyonlardır. Genellikle hızlı geliĢen mikobakteriler (Grup IV) insanlar için 

nonpatojenik iken, yavaĢ geliĢen mikobakterilerin çeĢitli türleri patojeniktir. Bu 
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mikobakterilerden bazıları M. avium complex (MAC), Mycobacterium kansasii, 

Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium malmoens, Mycobacterium celatum, 

M. fortuitum ve M. genavense‟dir (Shinnick ve Good, 1994; Hoop, 1997).  

 

Çizelge 1.1:  Runyon mikobakteri sınıflandırması (Shinnick ve Good, 1994) 

 

GRUP 
KÜLTÜR 

KARAKTERĠSTĠĞĠ              
HASTALIK 

KOMPLEKSĠ 
KONAK         ÖNEMLĠ 

TÜRLER  

A yavaĢ geliĢen (3-6 hafta) 

 

Tüberküloz  

 

 

 Ġnsan 

 Sığır 

 

M. tuberculosis 

M. bovis 

B 

 

kültüre edilemeyen 

yavaĢ geliĢen   

 

 

Lepra 

Paratuberküloz 

 

Ġnsan 

Sığır 

 

M. leprae 

M. paratuberculosis 

 
C 

 

(Non-tuberküloz 

bakteriler)    

 

I 

yavaĢ geliĢen (3-6 hafta) 

fotokromojenik, ıĢıkla 

temasta  sarı pigment 

oluĢturan 

Saprofitik Potesiyel 

patojen 

  

M. kansasii 

 

II 

yavaĢ geliĢen (10-14 hafta) 

skotokromojenik, ıĢıktan 

bağımsız turuncu pigment 

oluĢturan 

 

Saprofitik  

  

M. scofulaceum 

M. gordonae 

 
III 

yavaĢ geliĢen  (3-4 hafta) 

nonfotokromojenik 

Saprofitik 

KuĢ, insan ve 

memeliler için 

potansiyel patojenik 

 M. avium  

M. intracellulare 

M. genavense 

M. celatum 

IV 
hızlı geliĢen (6-7 gün) 

opurtunistik patojen 
Ġnsan ve hayvanlar için  

M. chelonae  

M. phlei 

M. smegmatis 

M. vaccae 
       

   

1.1.1. Türkiye’deki Kafes KuĢlarında Mikobakteriyozis Varlığı 

 

Ülkemiz‟de kafes kuĢlarında mikobakteriyozise ait oldukça az sayıda yayın vardır. 

Bu çalıĢmalar genellikle çeĢitli üniversitelerin patoloji anabilim dallarınca 

yürütülmüĢtür.   
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GümüĢsoy ve ark.‟nın 2006 yılında Erciyes Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi‟nde yaptıkları çalıĢmada Kayseri Hayvanat Bahçesi‟nden ölü olarak 

getirilen 4 güvercin (Columba domestica), 3 kızıl Ģahin (Buteo rufinus), 2 mandarin 

ördeği (Aix galericulato), 2 hindi (Meleagris gallopavo) ve 1 sülün‟de (Phasianus 

colchicus) kültürel yoklama ve BACTEC hızlı radiometrik teknikle M. avium subsp. 

avium izole ve identifiye edilmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmada yapılan nekropside 

karaciğer, akciğer, dalak ve ince bağırsaklarda tüberküloz lezyonları gözlenmiĢ, 

lezyonların histopatolojik incelemesinde çok çekirdekli dev hücrelerinde asido-

rezistans mikobakterilerin bulunduğu granulomlara rastlanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda 

Kayseri Hayvanat Bahçesi‟nde kanatlı tüberkülozunun oldukça yaygın olduğu ortaya 

konmuĢtur (GümüĢsoy ve ark., 2006). 

 

Aynı yerde tutulan 2 tavuskuĢu ve 2 halkalı sülünde ise Kul ve ark. (1998) 

tarafından yapılan bir çalıĢmada M. avium subsp. avium tespit edilmiĢtir. Her iki 

halkalı sülün ve diĢi bir tavuskuĢunda klinik bulgu gözlenmemiĢ, erkek tavuskuĢunda 

iki ay süresince semptomlar izlenmiĢtir. Patolojik incelemede kuĢların karaciğer, 

dalak ve bağırsaklarında kalsifiye olmayan granulomlar bulunmuĢtur. Dört kuĢun da 

kültür sonuçları negatif çıkmıĢtır.   

 

Yine ülkemizde 1986-2009 yılları arasında yapılan çeĢitli çalıĢmalarda da 

güvercinlerde mikobakteriyozis tespit edilmiĢtir (Kutsal ve Sağlam, 1988; Gürel ve 

ark., 1997; Kapakin Terim ve Alçığır, 2009). 

  

Ayrıca kuĢ türleri içerisinde kazlarda hastalığın çok ender görüldüğü 

bildirilmesine rağmen, Özcan ve ark. (2001) tarafından infeksiyonun görüldüğüne 

dair bir adet olgu raporlanmıĢtır.  
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1.2. Etiyoloji 

 

1.2.1. Morfoloji ve Boyanma Özellikleri 

 

Mikobakteriler küçük (0.2–0.6 x 1.0–10 µm), aerobik, sporsuz etkenlerdir 

(Falkinham, 1996). Organizmalar mikroskopta basil görünümündedirler fakat küp 

benzeri, kavisli ve eğik formları da bazı preparatlarda ortaya çıkar. Nadiren dallanma 

görülür. Çoğunun yuvarlak sonları vardır ve uzunlukları 1-3 µm arasında değiĢiklik 

gösterir. Sporlanma yoktur ve organizmalar hareketsizdir. Sitoplazma içinde 

herhangi bir yerde küre biçiminde veya konik granüllere rastlanabilir (Thoen, 1994). 

 

Mikobakterilerin en karakteristik morfolojik özellikleri aside dirençliliğidir. Bu 

özellikleri dolayısıyla Gram, Giemsa gibi rutin bakteriyolojik boyalarla boyanmazlar. 

Bazı özel yöntemlerle boyandıklarında ise asit ile yıkanmalarına rağmen boyayı 

bırakmazlar (Fulton ve Thoen, 2003). Ġdentifikasyonları genellikle Ziehl-Neelsen (Z-

N) tekniği adında özel bir boyama tekniği ile yapılır. Auramin  veya akridin 

turuncusu (Smithwick ve ark., 1995) gibi floresan boyama teknikleri konvensiyonel 

fuksin temelli boyamalara göre, bakterinin daha kolay görülebilmesi ve daha az 

sürede daha fazla alanın incelenebilmesi olanaklarıyla daha avantajlıdır (Aranaz ve 

ark., 1997). 

 

Tüberküloz tanısında mikroskopi, klinik örneklerden aside dirençli etkenin 

tespiti için en basit, en ucuz ve oldukça hızlı bir yöntemdir (Huebner ve ark, 1993).  

Etkenlerin preparatta görülme Ģansı örnekteki yoğunluklarıyla doğru orantılı olarak 

artar. Mikobakterilerin mikroskopide görülebilmeleri için en az 5x10
4 

mikobakteri/ml bulunması gerekmektedir. Doku kesitleri ve preparatlarda bulunan 

çok sayıda M. avium genellikle tespit edilir. Ayrıca M. avium, M. bovis‟e göre çok 

daha farklı Ģekillerde görülebilir (Aranaz ve ark., 1997).   
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1.2.2. Genetik Karakter ve Plazmidler 

 

Mikobakteriyel genom DNA‟nın tek bir kapalı döngüsünden (single closed loop) 

oluĢur. Bazı suĢların bir veya birden fazla plazmidleri vardır. Elektron mikroskopide 

DNA yoğun nükleer bir yapı olarak görünmesine rağmen, genom nükleer membrana 

sahip değildir. Mycobacterium avium - intracellulare (MAI) complex suĢlarının 

genom boyutları 2.8-4.5 x 10
9
 bp‟dir. Çoğu bakteri DNA‟sı % 64 -70 mol guanin ve 

sitozin içermektedir (Inderlied ve ark., 1993).  

 

Plazmidler, M. avium, M. intracellulare ve M. scrofulaceum grup üyelerinde 

yaygındır. Bazı suĢların 3 ila 6 plazmidi vardır. Bazı suĢlarda ise toplam DNA‟nın % 

30‟u plazmid DNA‟dır. Plazmidler MAI complex‟inin insan suĢlarında %55 ve 

aerosollerden elde edilen suĢlarda %75 oranında bulunurken, suda %21, çöplerde %7 

ve topraktan elde edilen suĢlarda ise yalnızca %5 oranında tespit edilmiĢtir. Bu 

durum plazmidlerin sudan ziyade daha çok havada bulunduklarını ve bu aerosol 

izolatlarının insan izolatlarına diğer çevresel izolatlardan çok daha fazla benzediği 

görülmüĢtür. Plazmidlerin virulensi etkiledikleri de düĢünülmektedir ve Acquired 

Immunodeficiency Syndrome (AIDS)‟lu hastalardan elde edilen izolatlardan sadece 

üç çevresel izolatın plazmid taĢıdığının tespit edilmesi, plazmidelerin virulensi 

etkilediğini göstermiĢtir (Grange ve ark., 1990). Bu plazmidlerin moleküler 

ağırlıkları 8.8‟den 160 megadalton (MD)‟a kadar değiĢmektedir. Plazmid içeriğinin 

heterojenitesinde aynı plazmidlerin profil suĢlarıyla nadiren karĢılaĢılmıĢtır. 

Plazmidlerin bağlandıkları MAI complex etkenlerinin; faj lizisi duyarlılığını 

belirlemeleri, civa ve bakır gibi ağır metal tuzlarına direnç ve koloni morfolojilerini 

belirlemek gibi bazı karakteristik özelliklerinden sorumlu oldukları görülmektedir 

(Falkinham, 1996).  

 

1.2.3. Mikobakterilerde Hücre Duvarı Yapısı 

 

Mikobakterilerin üzerinde en çok çalıĢılmıĢ olan özelliklerinden birisi hücre duvarı 

ile hücre zarının yapı ve fonksiyonudur (Alsteens ve ark., 2008). Hücre duvarı 
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çözülebilen proteinler, karbonhidratlar, lipidler ve üç çözülmeyen makromolekül 

komponentinden oluĢur. Bu makromoleküller, arabinogalaktan, peptidoglikan ve 

mikolik asittir ve hücre duvarının “mikolarabinogalaktanpeptidoglikan kor yapısını 

(MAPc)” teĢkil ederler. MAPc tüm mikobakterilerde bulunan iki lipopolisakkaritin 

(LPS) birini oluĢturur (Brennan ve Nikaido, 1995). MAPc, mikobakterilerin ince 

bölümlerinde negatif boyama ile elektronca yoğun ve elektron geçirgen zonlar olarak 

görülür. Ayrıca hücre yüzeyindeki elektronca yoğun katmanlar çoğunlukla korun 

etrafını kuĢatır. Bunun yanında tüm mikobakteriler lipoarabinomannan (LAM) olarak 

bilinen ikinci bir lipopolisakkarite sahiptir (ġekil 1.1). MAI complex‟inin MAPc ve 

LAM yapıları oldukça immunojeniktir. Paralel hidrokarbon zincirlerinin kompleks 

dizisi mikobakterilerin impermeabilitesi için muhtemel kökendir. Kompleks lipidce 

zengin hücre duvarı ve kalın mikolik asit tabakası organizmayı aside dirençli hale 

getirir ve dilue bir asitle hafifçe yıkandıktan sonra fuksin gibi arilmetan boyalarla 

boyanamazlar (Lederer, 1971; Inderlied ve ark., 1993). 

 

 

 

ġekil 1.1: Mikobakterilerde hücre duvarı yapısı (Bu Ģekil, hücre duvarı konusunda yazılan 

makale (Alsteens ve ark., 2008) kullanılarak, yazarın öneri ve izinleri ile Microsoft Windows Paint 

Programı 6.1  adlı yazılımla oluĢturulmuĢtur.) 
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1.2.4. Koloni Morfolojisi ve GeliĢme Gereksinimleri  

 

MAI complex suĢları, iki-dört haftalık inkubasyon sonrası yaklaĢık 1 mm çapında 

taĢkın ya da aralıklı koloni geliĢimi gösterirler. Bazı suĢların kolonilerinin 

gözlenebilmesi için altı ay kadar zamana ihtiyaç vardır  (Aranaz ve ark., 1997).  

Koloniler inci grisi renkte veya limon sarısı olabileceği gibi geliĢme sırasında grimsi 

beyazdan yavaĢ yavaĢ açık toprak sarısına döner ve kültür yaĢı arttıkça koyulaĢırlar 

(Akay, 2002; Fulton ve Thoen, 2003).  

 

Eğer inokulum bol miktarda bakteri içeriyorsa koloniler çok sayıda ve 

birleĢmiĢ olacaktır. Koloniler küreseldir ve besiyerine penetre olmazlar. M. 

tuberculosis ve M. bovis‟in aksine M. avium 25-45ºC‟ler arasında geliĢmekle birlikte 

en iyi ısı 39-45 ºC‟dir. Tüberküloz etkeni için tasarlanan özel besiyerinin saha 

materyallerinden izolasyon amacıyla da kullanılabilmektedir. Eğer besiyeri gliserin 

içeriyorsa koloniler daha büyük olur ve genellikle piruvat içeren besiyerlerinde 

geliĢim daha hızlıdır. M. avium’un bazı suĢları ilk ve sonraki geliĢimleri için 

büyütme faktörü olarak mikobaktine ihtiyaç duyarlar (Matthews ve ark., 1977; 

Fulton ve Thoen, 2003).  

 

Katı besiyerindeki subkültürler 6-8 günde geliĢirler ve 3-4 haftada maksimum 

boyuta ulaĢırlar. Bu kültürler genellikle ıslak ve yağlı görünürler ve yüzey genellikle 

pürüzlüdür. Sıvı besiyerinde geliĢim hem tüpün dibinde hem de sıvı yüzeyde 

Ģekillenir. OluĢum topaklanan memeli tüberkil etkeninin aksine tortulu 

süspansiyonun sallanmasıyla genellikle dağılabilir (Akay, 1980; Benson ve Ellner, 

1993).  

 

Mikobakterilerin birkaç koloni formu tanımlanmıĢtır ve yapılan deneysel 

çalıĢmalarda koloni çeĢitliliğinin virulansta değiĢiklik yaptığı gösterilmiĢtir. M. 

avium kolonileri kanatlılar için virulent iken bunun aksine kubbemsi veya pürüzlü 

koloniler kaynağı ne olursa olsun avirulenttir (Kuze ve Uchihira, 1984; Fulton ve 

Thoen, 2003). 
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 M. genavense son yıllarda identifiye edilen ve kuĢlarda klinik ve 

histopatolojik olarak MAI complex benzeri bir hastalık tablosuna neden olan, genetik 

olarak farklı bir türdür (Antinoff ve ark. 1996; Portaels ve ark. 1996; Ramis ve ark. 

1996). Löwenstein-Jensen, katkı maddesi olmayan Middlebrook (MB) 7H10 ve 

7H11 gibi standart katı besiyerlerinde geliĢme göstermez. Bunun yanında sıvı 

kültürde hızlı ve çeĢitli Ģekillerde geliĢir. Ġlk izolasyonları için BACTEC 13A 

medium, MACTEC prizinamidaz test mediumu, Middlebrook 7H9 medium, 

Middlebrook 7H12 medium gibi sıvı besiyeri gerektirir ve 3-12 haftada geliĢme 

gösterir. Asitli besiyeri ilk izolasyonunda geliĢimi kolaylaĢtırır. Gözle görülür 

koloniler Mycobactin J (MJ) ilave edilmiĢ MB 7H11 besiyerinde 3 ila 9 haftada 

ortaya çıkar ve geliĢme çok küçük, Ģeffaf, nonfotokromojenik koloniler Ģeklindedir. 

Koloniler kültür yaĢıyla birlikte daha yoğun ve kremsi veya düz ve kuru Ģekle 

dönüĢür. Bunun yanında M. genavense‟nin subkültürü mikobaktin J katkılı MB 7H11 

katı besiyerinde yapılabilir ancak geliĢmenin oldukça zayıf, çok yavaĢ ve çeĢitlilik 

gösterebileceği unutulmamalıdır  (Böttger ark., 1993; Hoop ve ark., 1993). 

 

YaklaĢık 20 yıl öncesine kadar kuĢlarda çoğu mikobakteriyozis olgusunun 

MAI nedenli olduğu varsayılmaktaydı. Hatta 1990‟dan önce kuĢlardan kültüre edilen 

saptanabilir mikobakterilerin çoğu M. avium iken, bu tarihten önce yapılan birkaç 

çalıĢmada mikobakteriyel kültürde geliĢme göstermeyen mikobakterilerden de 

bahsedilmiĢtir (Keymer ve ark. 1982). Bu olguların çoğunun, özel geliĢme ihtiyaçları 

gösteren ve nazlı üreyen bir organizma olan, kültürü zor olduğu için yakın bir 

geçmiĢte DNA probları ile saptanmıĢ M. genavense ile iliĢkili olduğunu düĢünmek 

gerekir. BağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ bireyler ile ev kuĢlarının arasında 

oluĢabilecek zoonotik potansiyel bu bakterinin hızlı tanı ve ayrım metotlarının 

önemini ortaya koymaktadır (Coyle ve ark., 1992; Kiehn ve ark., 1996; Mendenhall 

ve ark., 2000; Tell ve ark. 2001). 
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1.2.5. Biyokimyasal Özellikler 

 

Kanatlılar için virulent olduğu bilinen M. avium serovar 1, 2 ve 3 arasında herhangi 

bir biyokimyasal farklılık olmadığı, son zamanlarda M. intracellulare olarak 

adlandırılan serovar 4-20‟nin kanatlılar için az virulent olduğu görülmektedir 

(Huebner ve ark., 1993).  

 

Niasin üretmeyen ve Tween-80‟i hidroliz etmeyen M. avium, peroksidaz 

negatiftir, katalaz üretir, üreaz veya arilsülfatazı yoktur ve nitrat üretmez. M. avium 

pirazinamidaz ve nikotinamidaz dıĢında çoğu amidazdan yoksundur. MAI complex 

üyeleri tuzlu (% 2‟ye kadar) ve tuzsuz suda iyi geliĢme gösterirler. Non-tüberküloz 

mikobakteriler ağır metallere karĢı göreceli olarak dirençlidirler (Thoen, 1994; 

Falkinham, 1996).  

 

M. genavense diğer yavaĢ geliĢen mikobakterilerden; sıvı besiyerinde ve daha 

hızlı geliĢmesi, standart (katkı maddesi olmayan) katı besiyerlerinde geliĢme 

göstermemesi ve küçük aside dirençli kokobasil Ģeklindeki karakteristik morfolojik 

görünüĢü ile ayrılabilir (Lucas ve ark. 2000). M. genavense katı besiyerinde diğer 

mikobakteriler gibi geliĢemediği için, diğer mikobakterilerle karĢılaĢtırmak için 

uygulanan biyokimyasal testlerin de bir kısmı gerçekleĢtirilememektedir. Bununla 

birlikte MB 7H11‟de yapılan testlere göre, M. genavense‟nin katalaz, pyrinamidaz ve 

ureaz pozitif, nikotinik asit ve tween hidrolaz yönünden negatif olduğu bilinmektedir 

(Böttger ve ark. 1993). Bu durumda, M. avium ve M. genavense katalaz ve üreaz 

testleriyle biyokimyasal olarak ayrılabilirler (Çizelge 1.2) (Wayne ve ark., 1986; 

Coyle ve ark., 1992). 
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Çizelge 1.2. M. avium subsp. avium ve M. genavense biyokimyasal özellikleri  

 

Özellik: M. avium  M. genavense 

Farklı sıcaklıklarda üreme:   

             24°C          ±                                      ± 

             31°C , 37°C, 42°C          +          + 

Pigment          N          N 

Niacin                   -           - 

Nitrat                 -           - 

Katalaz ( Semiquantitive)                    -           + 

Katalaz (68°C)               ±           + 

Tween hidroliz               -           - 

Arilsulfataz          ±             - 

Urease              -          + 

Pyrazinamidase          +          + 

 

     (-): negatif; (±): değiĢken; (+): pozitif N: nonpatokromojenik 

 

1.3. Epidemiyoloji 

 

Mycobacterium avium complex tarafından oluĢturulan infeksiyon primatlar, 

ruminantlar, karnivorlar, diğer monogastrik hayvanlar, tavĢanlar ve kanatlılarda 

tanımlanmıĢtır (Çizelge 1.3). 

 

Çizelge 1.3: ÇeĢitli kuĢ ve memeli türlerinin M. avium complex serotiplerine 

duyarlılıkları (Thoen, 1997; Fulton ve Thoen; 2003; Dhama ve ark., 2011). 

 
 

TÜRLER 

MAC 

SEROTĠPLERĠ 

 

DUYARLILIK 

Evcil kanatlılar 

(Gallus domesticus) 

1,2 Yüksek 

Hindi 1,2 Orta 

Sülün 1,2 Yüksek 

VahĢi kuĢlar 2,3 Yüksek 

Sığır 1,2 Orta 

Domuz 1,2,4,8 Yüksek 

TavĢan 1,2 Yüksek 

Ġnsan 1,4-20 

23,25 

DüĢük (sağlıklı bireylerde) 

Yüksek (bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ 

bireylerde) 
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KuĢlar. Hastalık kuĢlarda M. genavense ile M. avium‟dan daha hızlı baĢlar. 

Ġnsanlarda ise M. avium ve M. genavense, daha çok immunsupresif bireylerde, 

tedaviye yanıt vermeyen progresif karakterli bir hastalığa neden olur (Tell ve ark., 

2001; Bougiouklis ve ark., 2005; OIE, 2008). Ġsviçre‟de Mycobacterium spp. ile 

infekte kuĢlarda 9 yıl süren identifikasyon çalıĢmaları boyunca, M. genavense 

(%71.8) en yaygın tür olarak tespit edilirken, bunu M. avium complex (%16.7), M. 

fortuitum (%4.2), M. tuberculosis (4.2), M. gordonae (%2.2) ve M. 

nonchromogenicum (%2.2) izlemiĢtir (Holsboer-Buogo ve ark., 1997). 

 

 Kanatlı tüberkülozu, hayvanat bahçesi koleksiyonları ve vahĢi kuĢlarda, evde 

bakılan kuĢlara oranla daha fazla görülmektedir. KuĢ sınıflarında duyarlılık farklılık 

gösterse de tüm kuĢ türleri mikobakteriyozisten etkilenirler (Kauppinen ve ark., 

2001; Dvorska ve ark., 2007). Kanatlı tüberkülozu evcil ve yabani ördekler (Anas 

spp.), kazlar (Anser spp.), kuğular (Cygnus spp.), tavus kuĢları (Pavo spp.), sülünler 

(Phasianus colchicus), flamingolar (Phoenicopterus spp), bıldırcınlar (Coturnix 

spp.), keklikler (Alectoris spp.), güvercinler (Columba spp.), kumrular 

(Streptopelia decaocto), hindiler (Meleagris spp), av kuĢları ve diğer kafes ve/veya 

vahĢi kanatlılarda bildirilmiĢtir (Kock ve ark., 1999; Bougiouklis ve ark., 2005). 

Hastalık, papağanlar, Avustralya papağanları, muhabbet kuĢları, ispinozlar 

(Taeniopygia spp.), sinek kuĢları ve kanaryaları da etkileyebilir (Fulton ve Thoen, 

2003).  M. tuberculosis ile oluĢan infeksiyon papağangillerde oldukça sık 

görülmektedir ve genelde kuĢun yüz ve kafa bölgesindeki büyüme türü 

değiĢikliklerle Ģüphelenilmelidir (Peavy ve ark., 1976).  Bu infeksiyonlar hayvan 

sahiplerini de yakından ilgilendirir. Bir vakada aynı evdeki iki bireyde aktif 

tüberküloz saptandıktan dört yıl sonra sahip oldukları papağandan M. tuberculosis 

izole edilmiĢtir. KuĢ sahipleri kuĢu ağızlarından besleyerek infekte etmiĢlerdir 

(Washko ve ark., 1998).  

 

 M. avium’un kanatlılarda tüberküloz oluĢturması türe göre çeĢitlilik 

göstermektedir. Anseriformes (kazsılar), Falconiformes (kartalsılar / gündüz yırtıcı 

kuĢları), Galliformes (tavuksular), Columbiforme (güvercinler), Charadriiforme 

(yağmur kuĢları), Gruiforme (turnamsılar), Passeriformes (ötücü kuĢlar) ve 
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Psittaciformes (papağansılar) gibi kuĢ türleri özellikle duyarlılık gösterir. Psittasin 

kuĢlar arasında, kanatlı tüberkülozu ile en sık karĢılaĢlan türler muhabbet kuĢları ve 

papağanlardır. Genellikle infekte olan passerin kuĢlar kanaryalar, isketeler 

(Carduelis spp.), tukanlar (Ramphastos tucanus), cennet kuĢları (Viduaparadisea) ve 

dokumacı kuĢudur (Philetairus socius) (Van der Heyden, 1997a; Panigrahy, 1983). 

Kazlar kanatlı tüberkülozunda ördek ve kuğulara göre daha düĢük insidense 

sahiplerdir (Cromie ve ark., 1993). Flamingoların M. avium‟a göreceli olarak dirençli 

olduğu bildirilmiĢtir (Cromie ve ark., 1991). Kuzey Amerika‟da bir hayvanat 

bahçesinde flamingolar üzerinde 20 yıl boyunca yapılan bir çalıĢmada kanatlı 

tüberkülozuna rastlanmamıĢ, ancak 1991 yılında yaĢlı bir flamingo nekropsisinde 

tüberküloz lezyonları gözlenmiĢtir. Ardından sürüdeki diğer flamingolara uygulanan 

laparaskopik ve radyolojik incelemeler sonucunda hiçbir flamingoda kanatlı 

tüberkülozu bulgusu gözlenmemiĢtir (Zsivanovits, 2001).  

 

Nadir olmasına rağmen infeksiyon ve hastalık, kanatlı tüberkülozunun 

tavuklarda yaygın olduğu kümes çevresiyle iliĢkili vahĢi kuĢlarda da gözlenebilir. 

Sülünlerin (Phasianus colchicus) alıĢılmadık Ģekilde M. avium‟a karĢı duyarlı 

oldukları görülmektedir (Hsieh ve ark. 2009). Hastalık serçe (Passer domesticus.), 

karga (Corvus macrorhynchos), peçeli baykuĢ (Tyto alba.), inek kuĢu (Molothrus 

ater.), karatavuk (Turdus merula), sığırcık (Sturnus vulgaris.), kanada kazı (Branta 

canadensis), yaban hindisi (Meleagris gallopavo) ve turnalarda (Anthropoides virgo) 

da incelenmiĢtir. Kanatlı tüberkülozu hayvanat bahçelerinde tutulan deve kuĢları 

(Struthio camelus), Avustralya (emu) (Casuarus emeu) ve Amerikan deve kuĢlarında 

(Rheidae americana) bildirilmiĢtir. Son zamanlarda tüberküloz 3 yaĢında diĢi bir 

emuda da tanımlanmıĢtır. Kanatlı tüberkülozu hindilerde sıklıkla rapor edilmemesine 

rağmen genellikle infekte tavuklarda bulaĢır (Bowes, 1993; Tell ve ark., 2001). 

 

M. intracellulare‟nin çoğu suĢu özellikle kuĢlar için patojenik değildir, fakat, 

virulent suĢlarla da ara sıra karĢılaĢılmaktadır (Grange ve ark., 1990). MAI complex 

ile kıyaslandığında M. genavense kuĢlardan çok daha seyrek izole edilebilmektedir. 

Bu durum etkenin izolasyonunda ortaya çıkan güçlüklere bağlanmaktadır (Portaels 

ve ark., 1996).  
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Memeliler. M. avium bazı evcil memelileri de infekte ederek hastalığa neden olabilir 

ancak lezyonlar genellikle sınırlıdır. Mikroorganizmalar uzun sürede dokularda 

çoğalabilir ve tüberküline karĢı hassasiyet oluĢturabilir. TavĢan ve domuzlarda da M. 

avium nedenli yaygın tüberküloz bildirilmiĢtir. Memelilerde doğal infeksiyon 

kanatlılarda geliĢenlerle karĢılaĢtırılabilir Ģiddette olmayabilir, yapay infekte etkenin 

uygulanmasıyla pek çok memeli türünde kapsamlı değiĢiklikler yaratılabilir. 

Amerika ve Avrupa‟da domuzlardaki tüberküloz lezyonlarının yaygın nedeni M. 

avium serovar 2‟dir (Fulton ve Thoen, 2003). M. avium complex ve M. intracellulare 

domuz, sığır, geyik, koyun, keçi, at, köpek ve egzotik türler gibi daha kapsamlı bir 

tür çeĢitliliğini infekte edebilir. M. genavense bir köpek ve bağıĢıklık sistemi 

baskılanmıĢ bir kedide de rapor edilmiĢtir (Lucas ve ark., 2000).  

 

1.3.1. Hastalığın kafes kuĢları için önemi 

 

Ġnfeksiyonun yavaĢ geliĢimi süresince, kuĢlar tüberküloz etkenini dıĢkıları ile 

çevreye yaymaktadırlar. Memeliler gibi kuĢlar da aylar boyunca klinik bir bulgu 

göstermeyebilir ve infeksiyon kaynağı olarak görülmeyebilirler. Serçe, güvercin, 

sığırcık ve martı gibi vahĢi kuĢlar hastalığı bir bölgeden diğerine taĢıyabilirler (Tell 

ve ark., 2001).  

 

 Mikobakteriyozis sulak arazi civarlarında, hayvanat bahçeleri veya kültür 

koleksiyonları gibi kuĢların yoğun bulunduğu bölgelerde daha sık görülür. Hastalık 

sürüye bir kez girdiğinde, tanıdaki güçlükler ve etkenin dirençli yapısı dolayısıyla 

eradikasyonu oldukça zordur. Bu durumda hastalık sürü için uzun süren, infertiliteyi 

düĢüren ve ergin kuĢların ölümüyle sonuçlanabilen bir hal alır. Bu durumda kuĢların 

alım satım veya değiĢiminde sakıncalar ortaya çıkacak, vahĢi hayata 

salınamayacaklar ya da hayvanat bahçeleri gibi baĢka kuĢlarla aynı bölgeyi 

paylaĢacakları farklı ortamlara alınamayacaklardır (Montali ve ark., 1976). 
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1.3.2. Cinsiyet ve YaĢ Faktörü 

 

Erkek ve diĢi kuĢların mikobakteriyel infeksiyona eĢit derecede duyarlı oldukları 

görülmektedir (Keymer ve ark., 1982; Cromie ve ark, 1991). Dahası, papağan ve 

ötücü kuĢlarda mikobakteriyozis diĢilerde erkeklere oranla daha fazladır (Panigrahy 

ve ark., 1983).  

 

Mikobakteriyozis ergin kuĢlarda gençlere oranla daha sık saptanmaktadır. 

Hastalığın Ġngiltere‟de su kuĢları koleksiyonunda bulunan kuğularda sürdürülen 

retrospektif bir çalıĢmasında mikobakteriyozis ergin kuğuların %33‟ünde ve daha 

küçük kuğuların %4‟ünde ölüm nedeniyken yeni çıkan kuğularda ölümcül değildir. 

Bununla birlikte bu ve diğer çalıĢmaların bulguları genç veya yaĢlılar arasındaki 

duyarlılığından çok hastalığın kronik ve gizli doğasını yansıtmaktadır. Sekiz haftalık 

tavuklarda yapılan uygulama çalıĢmaları genç kuĢların mikobakteriyel infeksiyonlara 

daha duyarlı olduğunu göstermiĢtir (Cromie ve ark., 1991). 

 

1.3.3. BulaĢma 

 

Kontamine çevre, özellikle de toprak ve atıklar infekte olmayan hayvanlar için en 

önemli bulaĢma kaynağıdır. Büyük arazilerde fazla hayvan olması sebebiyle 

infeksiyon oranı da artar (Fulton ve Thoen, 2003).  

 

 M. avium toprakta 4 yıla kadar, 1 metreye kadar olan derinlikteki karkasta 27 

ay boyunca canlılığını sürdürebilir. M. avium‟un virulent suĢlarının talaĢta 20ºC‟de 

168 gün ve 37ºC‟de 244 gün canlı kalabildiği tespit edilmiĢtir. Doğal infekte olan 

tavukların yumurtalarından M. avium izole edilmiĢtir fakat yumurtadan çıkan 

civcivlerde kanatlı tüberkülozu geliĢmez. Altı dakika kaynatılmıĢ yumurtada M. 

avium bulunmaz ve çırpılmıĢ yumurtanın 2 dakika boyunca kızartılması bakteriyi 

öldürmek için yeterlidir. Ayrıca, M. avium‟un vertikal bulaĢmayla ve yumurta 

kabuklarının fekal kontaminasyonuyla ördek embriyolarına geçebileceği tespit 

edilmiĢtir (Tell ve ark., 2001; Fulton ve Thoen, 2003).  
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MAI complex ve diğer pek çok mikobakteriyel tür çevrede serbest olarak 

yaĢarlar. Isı, pH, tuz ve oksijen basıncının uç noktalarına dahi toleranslarından 

dolayı, bataklık, gölet, göl, nehir ve kıyı deniz sularında da bulunurlar. Özellikle 

sellerden sonra ortaya çıkabilen bataklık tarzında nemli ve asidik toprak, 

mikobakteriler için bir diğer doğal yaĢam ortamıdır. Aynı zamanda bitkiler, hayvan 

altlıkları ve ev atıklarında da bulunabilirler. Gruft ve ark. (1979) tarafından yapılan 

bir çalıĢmada, okyanus suları MAI varlığı yönünden incelenmiĢ ve pozitif 

bulunmuĢtur.  

 

MAI complex suĢları düĢük tuz içeren sularda deniz suyuna oranla daha yoğun 

bulunmuĢtur. Aerosol deneyleri MAI complexin aerosoller ile taĢınabildiğini ve 

bakteri içeren 0.7 – 3.3 mm büyüklüğündeki parçacıkların ciğerlere girerek alveolar 

alana ulaĢıp yayılabildiğini göstermiĢtir (Parker ve ark., 1983). MAI complex aynı 

zamanda su borularına da kolonize olabilir (Grange ve ark., 1990). MAI complexin 

ağır metallere karĢı dirençlilik çalıĢmaları, M. avium, M. intracellulare veya M. 

scrofulaceum‟un bazı izolatlarının kadmiyum, civa, gümüĢ, tellurite tam; klorine ise 

kısmi direnç gösterdikleri saptanmıĢtır (Falkinham, 1996).  M. avium complex‟in 

türleri çöplerden, atıklardan, saksı bitkilerinden, yataklık malzemeden ve 

sigaralardan kültüre edilmiĢtir (Gruft ve ark., 1979; Tell ve ark., 2001). 

 

Ġnfekte vahĢi kuĢlar; pet kuĢları, egzotik kafes kuĢları ve diğer kanatlılar için 

önemli bir infeksiyon kaynağıdır (Portaels ve ark., 1996; Painter, 1997). AraĢtırıcılar 

tüberkülozlu kanatlı sürüleri ve çevre alandaki vahĢi kuĢlarda infeksiyon Ģiddeti 

arasında bir iliĢki saptamıĢlardır. Bu bulgu, hastalığın yabani kanatlılardan mı 

evcillere, yoksa evcil kanatlılardan mı vahĢi kuĢlara geçtiği sorularını akla 

getirmektedir. ÇeĢitli türlerin beslenme alıĢkanlıkları da patojenik mikobakterilere 

maruz kalma oranını yükseltir. Ġngiltere‟de su kuĢlarında yapılan bir araĢtırmada,  

beslenme alıĢkanlıkları mikobakteriyozisin insidensini arttırırken beslenme türü 

değiĢtirmemiĢtir. En düĢük insidens otçul kuĢlarda ve en yüksek insidens ise dalgıç 

kuĢlarda, özellikle de deniz ördeklerinde bulunmuĢtur. AraĢtırmacılar tarafından bu 

durum, otçul kuĢların dıĢkıyla kirlenmiĢ kontamine besin seçiciliği ve otların güneĢin 
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ultraviole radyasyonuyla sterilizasyon etkisinden kaynaklanmakta Ģeklinde 

açıklanmaktadır (Cromie ve ark., 1991; Van der Heyden, 1997b).  

 

Bir diğer ilginç bulgu da Cromie ve ark. (1991) tarafından yapılan araĢtırmada, 

yüzeysel sularda dalıp çıkan ve suyla oynayan bir kaç ördekte pulmoner 

mikobakteriyozise rastlanmasıdır. Suyun serpme tarzında havalanması mikobakteriyi 

havaya karıĢtırabilir ve inhalasyonu Ģekillenir. Belçika‟da Antwerp Hayvanat 

Bahçesinde yapılan bir M. genavense araĢtırmasında çoğu kuĢta kapsamlı bir akciğer 

invazyonu görülmüĢtür (Portaels ve ark., 1996). Diğer olası mikobakteriyel bulaĢma 

kaynakları keneler, rodentler, uçan haĢere larvaları ve çiftleĢmedir (Kovalev, 1983).  

 

Mikobakterilere duyarlılık konakçının immun yanıtı ile yakından iliĢkilidir. 

Mikobakteriler konakçı makrofajlarında yaĢayabilirler ve yıllar boyu subklinik 

seviyede bu Ģekilde bulunabilirler. Konakçının immun sistemi baskılandığında ise 

etken baskın hale gelebilmektedir. Diğer faktörler yaĢ ve cinsiyet olarak belirtilebilir. 

Ġki yaĢın altındaki kuĢlarda hastalık daha seyrek görülmekteyken daha yaĢlı su 

kuĢları ve kanatlılarda daha sık ortaya çıkmaktadır. Bu durumun uzun inkubasyon 

periyodu ve baskılamıĢ bağıĢıklık sistemi ile ilgili olduğu söylenebilir (Montali ve 

ark., 1976; Panigrahy ve ark., 1983; Cromie ve ark., 2000).  

 

1.3.4. Ġnfeksiyon Yolu ve YerleĢimi 

 

KuĢlarda infeksiyon genellikle beslenme esnasında oluĢur. KuĢlar arası yayılım 

sıklıkla mikobakteri ile kontamine toprak ve suyun ağız yoluyla alınması ile 

Ģekillenir. Nadiren akciğer tüberkülozu görülmekle birlikte lezyonlar genellikle 

karaciğer, dalak ve bağırsaklardadır.  Sıklıkla kemik ve eklemler de lezyon 

bakımından hastalıkla iliĢkilendirilebilir. Bunun yanında ağız boĢluğu, üst solunum 

sistemi, akciğerler ve hava keseleri, deri, kemik iliği, yumurtalıklar, kalp, kloaka, iç 

organların serozal yüzeyleri ve çok nadiren böbreklerle pankreas da 

etkilenebilmektedir (Montali ve ark., 1976).  
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1.3.5. Potansiyel Zoonotik Önem 

 

Tüberküloz, dünyada en sık ölüme neden olan infeksiyonlardan birisidir. Dünya 

nüfusunun 1/3„ü enfekte olmakla birlikte, her yıl yaklaĢık 9 milyon yeni tüberküloz 

olgusu ortaya çıkmaktadır. Bildirimlerin %95‟inden fazlası düĢük ve orta gelirli 

ülkelerde olmakta ve yılda 1,8 milyon hastaya ulaĢılamadığı için tedavileri 

yapılamamaktadır. Ġnfeksiyon kaynaklı önlenebilir eriĢkin ölümlerin %26‟sı 

tüberkülozdan kaynaklanırken, tedavi olmamıĢ her hasta yılda 10-15 kiĢiyi infekte 

edebilmektedir (WHO, 2010). 

 

Nadiren de olsa, MAI complex ve M. genavense insanlarda da hastalığa neden 

olabilmektedir. AIDS hastaları gibi bağıĢıklık sistemi zayıflamıĢ insanlar ve küçük 

çocuklar daha duyarlı gözükmektedir (Nadal ve ark, 1993; Böttger, 1994). 

Sinantropik kuĢlarla (örn. pet kuĢları, güvercinler, ördekler ve diğer türler gibi aynı 

ortamda veya yakın bulunan) iliĢkili insanlarda potansiyel mikobakteriyozis 

kaynağını oluĢturmaktadır. Bunun yanında mikobakteriler çevresel saprofit oldukları 

ve insanlarla saprofitik kuĢlar aynı çevreyi paylaĢtıkları için en uygun tanımlama 

ortak çevredir. Boian ve ark. (1997) ile Böttger (1994), insan ve kuĢlarda M. 

genavense‟yi doğadan alınmıĢ fırsatçı patojen olarak değerlendirmiĢleridir (Schmidt 

ve ark., 2008). 

 

MAI complexi tarafından oluĢturulan hastalık tüm dünyada görülmesine 

rağmen kuzey ülkelerinde daha sık bildirilmiĢtir (Inderlied ve ark., 1993). Hastalık, 

genellikle kuĢ ve memelilerde çevresel kökenli gözlenir ve insandan memeliye veya 

memeliden insana geçmez (Wayne ve Sramek, 1992).  

 

Çevresel kaynaklar, özellikle de su, hastalık açısından insanlar için büyük risk 

teĢkil eder. Ġnsanlardan izole edilen bazı serotipler diğer memeli ve kuĢlardan da 

izole edilmiĢtir ancak son zamanlarda yapılan moleküler temelli araĢtırmalar, 

serotipler arasında önemli farklılıklar ortaya koymuĢtur (Hoop, 1997). KuĢlarda M. 

avium serotip 1, 2 ve 3 baĢlıca hastalık etkeni iken, AIDS‟li insanlarda hastalık 

sıklıkla serotip 4 ve 8 kaynaklıdır.  (Inderlied ve ark., 1993). M. avium‟un kuĢtan 
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direkt insana bulaĢtığına dair yazılı bir kaynak yoktur. Çocuklarda ve AIDS‟li 

yetiĢkinlerde MAI complex infeksiyonunun kökenini araĢtırmak için DNA probları 

ile yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar, çoğu infeksiyonun çevrede lokalize olarak 

bulunan benzer serotiplerle olduğunu açığa çıkarmıĢtır (Daborn ve Grange, 1993). 

Musluk suları, toprak veya yiyeceklerin AIDS‟li hastaların non-tüberküloz 

mikroorganizmalarla karĢılaĢma yolu olduğu belirtilmektedir (Benson ve Ellner, 

1993). ÇalıĢmalar evsel atıklardan izole edilen suĢların yarısının insanlar için 

potansiyel patojenik olduğunu göstermiĢtir. Aynı mikobakteriyel türlerin hayvan ve 

hayvan dıĢkılarından izole edilmiĢ olmasına rağmen bu hayvanlar nadiren insan 

infeksiyonu için rezervuarlardır (Hoop, 1997).  

 

AIDS‟li hastalarda MAI complex infeksiyon prevalansı artmaktadır. RFLP 

(Restriction-fragment-length polymorphism) analizleri MAI complexin Amerika ve 

Avrupa izolatlarının genetik olarak benzer ve Afrika izolatlarından farklı olduğu 

bildirilmiĢtir (Benson ve Ellner, 1993; Hoop, 1997). Ġnsanlarda baĢlıca dört hastalık 

tipi ortaya çıkmaktadır; (1) inokulasyonu takiben lokal lezyonlar, (2) özellikle 

çocuklarda servikal lenf nodülünde ortaya çıkan lokalize primer lenfadenit, (3) 

predispose koĢullarla iliĢkili pulmoner infeksiyon ve (4) genellikle 

immunsupresyonla iliĢkili yaygın hastalık. M. avium ve M. genavense‟nin immun 

sistemi baskılanmıĢ bireyler ve çocuklara bulaĢması küçük bir ihtimal dahilinde de 

olsa, bu kiĢilerin potansiyel infekte kuĢlardan ve bulundukları çevrelerden uzak 

tutulmaları gerekmektedir (Falkinham, 1996; Biet ve ark., 2005). M. tuberculosis‟de 

kuĢlarda infeksiyona nadiren neden olmakla birlikte, özellikle papağanlarda ortaya 

çıkmakta ve sahipleri ile yakın temasta bulunan bu kuĢlar insanlar için potansiyel bir 

rezervuar olarak değerlendirilebilmektedir (Schmidt ve ark., 2008). 
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1.4. Klinik Belirtiler 

 

Klinik bulgular patognomonik değildir. Tipik fiziksel bulgular kas atrofisi ile kilo 

kaybı, anoreksi, depresyon, diyare, poliüri, anemi, düĢkünlük, solgunluk, zayıf tüy 

yapısı, kaĢeksi, abdominal ĢiĢlik, aksama, ayaklarda ĢiĢlik, subkutan veya 

konjunktival kitleler, kutanöz lezyonlar ve egzama olarak sıralanabilir. Dispne, 

akciğer veya hava keseleri yerleĢiminde ortaya çıkabilir. Tarsal yaralanmalar 

gözlenebilir (Panigrahy ve ark, 1983; Van der Heyden, 1997a). 

 

 Kilo kaybının sindirim ve emilim bozukluğundan kaynaklandığı söylenebilir. 

DıĢkı genelde yumuĢaktır. SindirilmemiĢ yiyecekler, mukus ve yağ globülleri dıĢkı 

muayenesinde dikkat çekici olabilir. Bağırsak yangısı ĢekillenmiĢse dıĢkı, 

hemoglobin, kırmızı ve beyaz kan hücreleri bakımından da zengin olabilir. Primer 

renal katılım poliüriye sebep gösterilir. Karaciğer ve ince bağırsakların 

organomegalisi ile karın bölgesinde gerginlik olabilir. Özellikle karın kaslarının zayıf 

olduğu durumlarda karın bölgesindeki tüyler ıslatılarak burası palpe edilirse 

karaciğerde büyüme kolaylıkla fark edilebilir (Hines ve ark, 1995). 

 

ĠlerlemiĢ infeksiyonlarda kuĢlar halsiz ve deprese görünümdedirler. Yem 

alımları iyi olsa da sıklıkla atrofiye göğüs kasları görünümü ile kilo kaybı Ģekillenir 

ve omurgalar ortaya çıkar. AĢırı ilerlemiĢ olgularda diğer normal kuĢlarla 

kıyaslandığında yüzde küçülme de gözlenir. Tüyler donuklaĢmıĢ gibidir ve karıĢıktır. 

Sakal ve ibikler küçülmüĢtür. Bazen de ibik ve sakallarda mavimsi bir renk değiĢimi 

olur. Karaciğer hasarı sonucunda ikterus gözlenebilir (Thorel ve ark., 1997).  

 

Hastalığın ağır seyrinde bile etkilenen kuĢların vücut ısıları normal 

değerlerdedir. Çoğu olguda kuĢlarda tek taraflı topallama vardır ve kendine has 

silkintili bir sekme tarzı gözlenir. Lezyonlar rupture olabilir ve kazeöz materyal dolu 

sıvı boĢalır. Tüberküloz arthritisinden dolayı paraliz de Ģekillenebilir. Belirli 

yöntemler ile bağırsaklar içindeki nodüller palpe edilebilir. Bunun yanında 

tüberkülozlu çoğu kuĢta görülen karaciğer büyümesi bu iĢlemi zorlaĢtırabilir veya 

imkansız hale getirebilir. Bağırsak nodulleri ülseratif olabilir ve bu durum ishal ile 
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sonuçlanır. Etkilenen kuĢlar hastalığın seyrine göre birkaç ay içinde ölebilir ya da 

çoğunlukla yaĢamlarını sürdürürler. Etkilenen karaciğer ya da dalağın rupturu sonucu 

oluĢan hemoraji ile kuĢ aniden ölebilmektedir (Thoen, 1994; Hoop ve ark., 1997). 

 

 Bir diğer ilginç bulgu da, etkilenen bazı kuĢların normal bir görünüm ve 

davranıĢ Ģekline rağmen aniden ölmeleridir. KuĢlar birkaç gün veya hafta 

mikobakteriyozis belirtisi gösterdikten sonra ölebilirler. Kronik veya aralıklı 

Ģekillenen diyare mikobakteriyozisli kuĢlarda oldukça yaygın gözlenir. Bu bulgu Ģu 

Ģekilde açıklanır; kuĢlarda gerçekleĢen doğal infeksiyonlarda oral-fekal yol en sık 

bulaĢma yoludur ve bağırsak kanalı mikroskopik veya makroskopik lezyonların 

bulunduğu bölgedir. Van der Heyden (1997a), yaptığı fekal incelemelerde 

sindirilmemiĢ yem, mukus ve yağ globülleri bulmuĢ,  hemoglobin veya lökositlerin 

de dıĢkıda bulunabileceğini açıklamıĢtır. Bir diğer sık rastlanan bulgu da genellikle 

kemik veya eklemle iliĢkili topallıktır (Hoop ve ark., 1993; Portaels ve ark., 1996; 

Van der Heyden, 1997a; Tell ve ark., 2001). 

 

Daha az sıklıkta karĢılaĢılan fakat geniĢ ölçüde bildirilen belirtiler, kutanöz, 

subkutanöz ve granulamatöz oküler lezyonlardır (Pond ve Rush, 1981; Morita ve 

ark., 1994; Pocknell ve ark., 1996;  Washko ve ark., 1998). Av kuĢlarında kutanöz 

mikobakteriyel lezyonlar daha sık kanat, göğüs veya boyunda bulunur. ġahinlerde 

ayak apseleri sıklıkla mikobakterilerle infekte olmaktadır (Smit ve ark., 1987). 

 

Dispne ve diğer solunum bulgularına çok rastlanmamasının sebebi muhtemelen 

hastalığın kuĢlarda akciğer iliĢkili olmayıĢıdır (Hoop ve ark., 1993;  Portaels ve ark, 

1996). Hırıltılı dispne birkaç olayda bildirilmiĢ, klinik ve nekropsi bulgularında 

infraorbital sinuslar, orofarenks ve tracheada granulamatöz oluĢumlara rastlanmıĢtır 

(Antinoff ve ark., 1996; Hoefer ve ark., 1996). Sinirsel belirtiler nadiren bildirilen 

vertebral veya merkezi sinir sistemine yerleĢimi sonucu ortaya çıkan bulgulardır 

(Tell ve ark., 2001). 

 

Mikobakteriyozis, çoğu infekte kuĢun, özellikle hastalığın baĢlangıcında klinik 

olarak normal görünmesi dolayısıyla sürüde sinsi seyreden bir sorundur. Pek çok 
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salgın bildirilmesine rağmen, devam eden hastalık ve/veya bir iki kuĢun periyodik 

ölümlerine çok daha sık rastlanılır (Pond ve ark., 1981; Ramis ve ark., 1996; Painter, 

1997; Silvia-Krott ve ark., 1998). 

 

Kanatlı mikobakteriyozisi; aspergillozis, koligranuloma, intestinal koksidiozis, 

lenfoid leukozis, Marek hastalığı, tifo ve neoplastik hastalıklarla karıĢmaktadır. 

Hastalığın ayrımı baĢta mikroskopik olarak etkenin aside dirençli özelliği olmak 

üzere bakteriyolojik yoklamalarla kolaylıkla yapılabilir (Akay, 1999). 

 

1.5. Patolojik Bulgular 

 

1.5.1. Makroskopik Bulgular  

 

Pet kuĢlarında üç tür mikobakteriyel patolojik bulgu tablosu gözlenmektedir: (1) 

atipik, etkilenen organların diffuz geniĢlemesiyle karakterize fakat nodüler lezyon 

içermeyen; (2) lepramatöz, nodüler-diffuz subkutanöz lezyonlar içeren; (3) 

tüberküler, iç organların içinde ve yüzeyinde aralıklı granulamatöz nodüller içeren 

fakat memeli tüberkülozunda görülen fibröz kapsül içermeyen lezyonlardır (Montali 

ve ark., 1976). 

 

Atipik mikobakteriyozis, pet kuĢlarında en sık rastlanılan patolojik bulgu 

tablosudur ve genellikle M. avium ve M. genavense infeksiyonlarında karĢılaĢılır. 

Her üç tablo aynı kuĢta gözükebileceği gibi bir tanesi de ortaya çıkabilir (Panigrahy 

ve ark. 1983). Yapılan çalıĢmalar son yıllarda M. genavense‟nin pet kuĢlarında atipik 

mikobakteriyozis nedeni olduğuna dikkat çekmektedir (Hoop ve ark., 1996).  

 

Lezyonlar sıklıkla karaciğer, dalak, bağırsaklar ve kemik iliğinde gözlenir. 

Kalp, ovaryumlar, testisler ve deri gibi bazı organ ve dokular nadiren etkilenir. 

Özellikle ördek ve güvercinler için lezyonlar karaciğer ve dalakta baskındır ancak 

diğer pek çok organda da görülebilmektedir (Thoen, 1994). 
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Kanatlı tüberkülozu lezyonları, karaciğerde, dalak ve bağırsaklarda iğne 

ucundan birkaç santime değiĢen, düzensiz grimsi sarı veya grimsi beyaz lezyonlar 

olarak tanımlanmaktadır. Karaciğer ve dalak büyüme gösterir ve ruptura bağlı 

ölümcül hemoraji ortaya çıkar. Küçük nodüllerin etkilenen organ yüzeyinde 

geliĢmesiyle oluĢan geniĢ nodüllerde yumrulu kenar yapısı vardır. Nodüller sert 

olmasına rağmen kolay kazınırlar. MineralleĢme nadirdir. Bir nodül, kesit yüzeyinde 

çok sayıda küçük sarımsı odaklar veya fibröz kapsülle sarılı tek bir sarımsı yumuĢak 

kazeöz alan içerir. Fibröz kapsül, boyut ve hastalık dönemine bağlı olarak çeĢitli 

kalınlık ve yoğunlukta Ģekillenebilir. Bağırsakların serozal yüzeyinde kabarık, katı ve 

beyaz lezyonlar olabilir. Karaciğer ve dalağın yanında akciğerlerin hastalıkla iliĢkisi 

çok daha azdır. Granulom oluĢumu, sıklıkla kemik iliğindedir. Kemik iliği 

infeksiyonu muhtemelen hastalığın çok erken dönemlerinde baĢlayarak bakteriyemi 

nedenli olmaktadır (Montali ve ark., 1976). Papağangiller, ötücü kuĢlar, güvercinler 

ve kazların M. avium infeksiyonlarında etkilenen organlar aralıklı granulomlardan 

ziyade difuz histiositik geniĢlemelere eğilim gösterir (Van der Heyden, 1997a). 

 

1.5.2. Mikroskopik Bulgular 

 

Evcil kuĢlarda MAI complex infeksiyonları genellikle bağırsak kanalında multiple 

tüberkül-benzeri lezyonlara sebep olur. Erken dönem lezyonları köpük görünümlü 

sitoplazmaya sahip epiteloid makrofaj kümelerinden meydana gelir. Odak büyüdükçe 

merkez dağınık nüklear materyal içeren nekrotik ve eozinofilik bir hal alır (Soler ve 

ark., 2009). Epiteloid makrofaj populasyonları granulom içinde geliĢir ve çok 

çekirdekli dev hücreleri geliĢtirmek için periferine yapıĢır. Daha büyük nodüllerde 

granulomun merkezi koagulatif veya kazeöz nekroze olabilir. Büyük nodüllerde 

sadece çok çekirdekli dev hücreler nekrotik parça etrafında bir manto gibi kalabilir. 

Çok çekirdekli dev hücrelerin hemen periferalindekiler hem epiteloid hem de 

histiyositik makrofajların toplamından oluĢur. Fibrosit içeren bir fibröz kapsül ve çok 

ince kan damarları periferal alanın dıĢ kısmında bulunur.  Aside dirençli etkenler 

merkezde veya tüberkülin nekrotik alanında çok sayıdadır ancak epiteloid bölgenin 
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yanında ve çok çekirdekli dev hücrelerin çekirdeklerinde de bulunabilir. 

Granulomların en dıĢ bölgesi fibröz bağdoku, makrofaj, bazı lenfositler ve nadiren 

granülosit ile kapsüle olmuĢtur (Bermudez, 1994; Thoen, 1994). 

 

1.6. Laboratuvar TeĢhisi 

 

Kanatlılarda tüberküloz infeksiyonlarının laboratuvar teĢhisinde, etkenin geliĢme 

süresinin uzunluğu baĢta olmak üzere pek çok sorunla karĢılaĢılmaktadır. Klinik 

belirtiler ve hematolojik anormallikler mikobakteriyozise özgü olmadığı gibi 

hastalığın ileriki safhalarına kadar ortaya çıkmayabilir (Tell ve ark., 2001).  

 

 Kültür ile izolasyon veya klinik örneklerden amplifikasyon ile etkeni 

saptama, etkenin çevresel olarak da bulunması sebebiyle aktif infeksiyon anlamına 

gelmemektedir.  Mikrobiyolojik tanı için örnek toplanması, çevresel kontaminasyon 

açısından laboratuvar sonuçlarını maskelememesi için dikkatle gerçekleĢtirilmelidir. 

Örnekler soğuk zincirde taĢınıp buzdolabında tutulmalı ve hızlıca iĢlenmelidir. Uzun 

bir süre iĢlenmeyecekse, örnekleri korumak için dondurmak çözüm olabilir (Aranaz 

ve ark., 1997; Tell ve ark., 2001). KuĢlarda tüberkülozun tanısı için kullanılan 

metodlar, süre, materyal, avantaj ve dezavantajları bakımından değerlendirilerek 

seçilmelidir (Çizelge 1.4). 
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Çizelge 1.4: KuĢlarda kullanılan tüberküloz tanı metotları ve testler (Thoen, 1997; 

Tell ve ark., 2001; Fulton ve Thoen, 2003; Tell ve ark., 2003b; OIE, 2008; Dhama ve 

ark., 2011) 

 

TEST            MATERYAL    SÜRE       AVANTAJ         DEZAVANTAJ     

Makroskopik 

lezyonların 

incelenmesi 

Ölü kuĢ 1 saat  Kolay tanı  Yanıltıcı olabilecek tanı 

Aside dirençli 

bakterilerin 

tespiti için 

boyama 

Ölü kuĢ 1 saat Kolay ve hızlı tanı 
Duyarlılığı az, türler arası ayrım 

yapılamaz 

Ġzolasyon / 

Kültür 
Ölü kuĢ 

Ortala

ma 4 

hafta 

Kesin tanı Uzun zaman gerektirir 

Tüberkülin 

testi 
Canlı kuĢ 48 saat Hızlı tanı 

KuĢlarda strese neden olur, süre 

bakımından uzundur, yanlıĢ 

pozitif ve negatif sonuçlar 

verebilir 

Aglutinasyon 

testi 
Canlı kuĢ 

Birkaç 

dakika 

Serotip ayrımı 

yapabilir, çok 

sayıda kuĢ bulunan 

sürüler için 

uygundur 

Zaman zaman yanlıĢ pozitif sonuç 

verir, kafes kuĢları için güvenilir 

değildir 

ELISA Canlı kuĢ 2 saat 

Egzotik ve pet 

kuĢları için 

kullanılabilir 

Tüberkülin testinden daha az 

spesifitesi vardır, yanlıĢ pozitif 

sonuçlar verebilir 

DNA probları 
Bakteri 

kültürleri 
4-6 saat 

Yüksek sensitivite 

ve spesifite 

Prob genetik veya biyokimyasal 

olarak etkenle uyumlu olmayan 

izolatlarla tepkimeye girebilir 

PCR 

Canlı/Ölü kuĢ, 

Bakteri 

kültürleri 

4 saat 
Yüksek sensitivite 

ve spesifite 

Özel laboratuvar ve deneyimli 

personel gerektirmektedir 

RFLP 

Bakteri 

kültürleri, 

Klinik 

örnekler 

1 gün 
Tür düzeyinde 

ayrım 

Yetersiz miktarda gen parçalanmıĢ 

fragmentlerin görünümünde 

zorluk yaratır 

Multiplex 

PCR 

Bakteriyel 

kültürleri, 

Klinik 

örnekler 

5-8 saat 

Hızlı ve pahalı 

olmayan, alttürleri 

tespit edebilen ve 

MAC için ayırıcı 

tanı yapabilen bir 

yöntem 

Özel laboratuar gerektirmektedir 

16S rRNA  

gen sekans 

analizi 

Bakteri 

kültürleri 
2 gün 

Türlerin ayrımında 

güçlü bir teknik 

Fazla iĢgücü ve rutin tanıda 

zorluklar ortaya çıkarır 

HPLC 
Bakteri 

kültürleri 
1 gün 

Mikobakteri 

izolatlarını tür 

seviyesinde 

identifiye edebilme 

Pahalı ekipman gerektirir 

Real-Time 

PCR 

Bakteri 

kültürleri, 

Klinik 

örnekler 

4-6 saat 

Örnek 

kontaminasyonund

a düĢük risk 

Sensitivite mevcut DNA‟nın ilk 

hacmi ile ilgili etkilenebilir 
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Özellikle değerli ve soyu tükenmekte olan kuĢların söz konusu olduğu durumlarda 

hızlı ve kesin tanı, pozitif olguların en kısa sürede tespit edilebilmesi için gereklidir. 

Yine açık sahada yaĢayan kuĢlar için de hastalığın kontrolü yönünden hızlı tanı 

gerekmektedir. Intradermal test uygulamasının çiftlik kanatlıları hariç diğerlerinde 

tercih edilmemektedir. Serolojik testler de yine genellikle çiftlik kanatlılarında ve 

zaman zaman su kuĢlarında daha sık kullanılmaktadır (Cromie ve ark., 2000; Tell ve 

ark., 2003a).  

 

1.6.1. Etkenin identifikasyonu 

 

Klinik örneklerde aside dirençli etkenlerin tespiti için mikroskopi, basit,  ucuz ve 

hızlı bir yöntemdir (Huebner ve ark., 1993). Eğer sürüde karakteristik tüberküloz 

hikâyesi varsa ve post mortem olarak kuĢlarda lezyonlar bulunursa, etkilenen 

organdan yapılan sürme veya kesit preparatlarda Ziehl-Neelsen metoduyla boyama 

ile aside dirençli etkenlerin tespiti, tanı koymak için yeterlidir (OIE, 2008). 

Preparatlarda etken bulma Ģansı, örnekteki yoğunluklarıyla doğru orantılıdır. 

Preparatta mikobakterilerin görülebilmesi için materyalin en az 1x10
4
-5x10

4
 

mikobakteri/ml içeriğinin olması gerekmektedir (Aranaz ve ark., 1997).  

 

Zaman zaman çok miktarda etkenle hastalık oluĢtuğunda, akut ve oldukça 

kuvvetli bir tablonun sonucu olarak, etkilenen organlarda (özellikle karaciğerde) 

yeĢilimsi sarı benekli keçi derisi görünümü meydana gelir. Bu gibi olgularda aside 

dirençli organizmalar bulunamayabilir fakat dikkatle incelendiğinde kahverengimsi 

refraktil etkenler paralel demetler halinde belli olacaktır. Ziehl - Neelsen boyamanın 

sıcak karbol fuksin aĢaması 10 dakikaya uzatıldığında genellikle boya almaya yüksek 

direnç gösteren aside dirençli basiller ortaya çıkacaktır. Bununla birlikte, Truant 

boya gibi florokrom boyalar, sensitivitesi daha yüksek sonuçlar verebilmektedir (Tell 

ve ark., 2003a; OIE, 2008).  

 

Ziehl-Neelsen gibi aside dirençli boyama metotlarında, özellikle yaygın 

bağırsak lezyonu olan kuĢlarda doku kesitleri ve dıĢkıda fazla sayıda mikobakteri 
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görülür hale getirilebilir. DıĢkıda bulunan mukus ve diğer inhibitör maddeler test 

sonuçlarını olumsuz etkileyebilir. Bunun yanında boyama koĢullarının düzenli olarak 

kontrol edilmediği durumlarda yanlıĢ pozitif veya negatif sonuçlar alınabileceği de 

unutulmamalıdır (Van der Heyden, 1997a). 

 

1.6.2. Kültür  

 

Eğer karakteristik bir sürü hikâyesi varsa ve nekropside anlamlı lezyonlar bulunursa 

fakat aside dirençli etkenler sürme veya kesit preparatlarda görülmezse, hastalık 

etkeni olan organizmayı izole etmek için nekropsi materyaline baĢvurulur. Karaciğer 

veya dalak genellikle bu amaçla kullanıma uygundur fakat eğer karkas dekompoze 

olmuĢsa daha az kontamine olmasına rağmen kemik iliği de yeterli düzeyde sonuç 

verir (OIE, 2008). Kanatlı kanı infekte kuĢlarda mikobakteri tespiti için baĢarıyla 

kullanılmaktayken fekal veya biopsi materyali kültürleri kullanılamamaktadır. Fekal 

ve kan örneklerinin kuĢun mikobakteriyemik olduğu ve dıĢkı ile bakteri saçıldığı 

dönemde alınması gerekmektedir. Ayrıca sadece aside dirençli bakteri yönünden 

pozitif biopsi örnekleri kültür için değerlendirilmelidir (Zsivanovits, 2001; Tell ve 

ark., 2003a). 

 

Kültürden önce örnekler dekontamine edilmelidir. Numunelerin çoğu 

istenmeyen ve çabuk geliĢen mikroorganizmalar içermektedir. Kontaminasyon 

içeriği örnek türü, toplama ve saklama metotlarıyla iliĢkilidir. Mikobakterilerin 

tespitinde örneklere uygulanacak dekontaminasyon yolları Ģu Ģekildedir:  %2 veya % 

4‟lük NaOH,  % 1‟lik NaOH ile %3‟lük sodium dodecyl sulfate (SDS), %2‟lik N-

acetyl-L-cysteine (NALC) ile %1‟den %3‟e kadar NaOH, %5 oxalic acid,  Zephiran-

trisodium phosphate (Z-TSP), % 4‟lük sülfürik asit ve hexadecylpyridinium chloride 

(HPC) (Çizelge 1.5) (Salfinger ve Kafader, 1987; Clark ve ark., 1995; Hines ve ark., 

1995; Aranaz ve ark., 1997). 
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Çizelge 1.5. Mycobacterium spp. için kullanılan dekontaminantlar ve özellikleri  

 

DEKONTAMĠNANT ÖZELLĠKLERĠ 

%2 veya % 4‟lük NaOH 

Mikobakteriler için sık kullanılan ılımlı dekontaminasyon 

solüsyonudur. Dekontaminasyon süresi 15 dakikayı 

geçmemelidir. 

% 1‟lik NaOH ile 

%3‟lük sodium dodecy sulfate (SDS) 

Kullanımının NALC, NaOH ve Z-TSP‟den daha uygun 

olduğu düĢünülmektedir. Ancak non-tüberküloz 

mikobakteriler için diğerlerinden daha tahrip edicidir.   

%2‟lik N-acetyl-L-cysteine (NALC) ile 

%1‟den %3‟e kadar NaOH 

NALC mukolitik ajanı ile serbest mikobakterileri 

yakalayan ılımlı bir dekontaminanttır. Temas süresi 15 

dakikayı geçmemelidir. Kontaminasyon oranları SDS‟ye 

göre daha yüksektir. NALC oksijene duyarlı olduğu için 

hazırlanan bu karıĢım en fazla 24 saat kullanılabilir. 

%5 oxalic acid 
Özellikle Pseudomonas aeruginosa içeren örneklerde 

kullanılabilir. 

Zephiran-trisodium phosphate (Z-TSP) 

Daha çok zaman kontrolünün etkili yapılamadığı 

laboratuarlarda tercih edilir. Zephiran lesitin ile nötralize 

edilmelidir ve yumurta bazlı besiyerine inokule 

edilememektedir. 

Hexadecylpyridinium chloride (HPC) 

%2‟lik NaOH kadar etkili bulunmuĢtur, dekontaminasyon 

için daha kısa süreye ihtiyaç duymaktadır ve 

mikobakteriler için daha az toksik etkiye sahiptir. 

 

 

ĠĢlenen örneklerde mikobakterilere zarar vermeden, kısa sürede ve en yoğun 

sonucu %4‟lük NaOH gibi ılımlı dekontaminantlar vermektedir.  

Hexadecylpyridinium chloride ile dekontaminasyon da en az %2‟lik NaOH kadar 

etkili bulunmuĢ ve mikobakterilere karĢı daha az toksik olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bununla birlikte tüm dekontaminantlar mikobakteriler için toksiktir ve genellikle 

%80-90 oranında mikobakteriyel tahribata yol açarlar (Salfinger ve Kafader, 1987; 

Clark ve ark., 1995; Hines ve ark., 1995; Aranaz ve ark., 1997; Zsivanovits, 2001; 

Beran ve ark., 2006). 

 

Örnekler dekontaminasyon iĢlemini takiben santrifugasyon ile konsantre 

edilmelidir. Bu amaçla 3000 g‟de 15 dakika veya 2000-9.500 g arası 20 dakika 

tavsiye edilmektedir (Aranaz ve ark., 1997). 

 

Dekontaminasyon ve konsantrasyon aĢamalarından sonra örnek uygun kültür 

ortamına inokulasyon için hazırdır. Mikobakteriyozisin tanısında kültür altın standart 

olarak bilinmektedir. Bununla birlikte kültürün en az 2 hafta gibi uzun bir sürede 
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sonuç vermesi ve M. genavense gibi bazı türlerin standart kültür teknikleri ile 

izolasyonunun zor olması dezavantaj olarak ortaya çıkmaktadır. (Ramis ve ark., 

1996; Aranaz ve ark., 1997; Boian ve ark., 1997; Mendenhall ve ark., 2000; Tell ve 

ark., 2003a).  

 

Mikobakteriler için pek çok farklı kültür ortamı mevcuttur. Konvansiyonel katı 

besiyerlerini temelde yumurta bazlı ve agar bazlı olmak üzere ikiye ayırmak 

mümkündür. Günümüzde en yaygın kullanılan yumurta bazlı besiyeri Löwenstein-

Jensen (L-J)‟dir (Hines ve ark., 1995). Ancak Petragnani ve American Trudeau Society 

besiyerleri de tercih edilebilir. L-J besiyeri, M.tuberculosis dıĢındaki mikobakterilerin 

üretilmesi için güvenilir bir besiyeri olarak tanımlanmaz ancak tipik koloni morfolojisi 

oluĢturmaları ve daha bol üremeleri nedeniyle primer izolasyonda önerilmektedir. 

Kontaminasyon olasılığı yüksek örneklerden mikobakterilerin üretilmesi için L-J 

besiyerinde 2 kat fazla malaĢit yesili içeren Petragnani besiyeri kullanılır. American 

Trudeau Society besiyeri ise L-J besiyerinden daha düĢük konsantrasyonda malasit yesili 

içerir. Bu nedenle kontaminasyona neden olan bakteriler daha kolay ürerler ve 

mikobakterilerin de büyümesi daha az inhibe olarak daha erken bir dönemde daha büyük 

koloniler meydana gelir (Aranaz ve ark., 1997). 

 

Bunun yanında Ģeffaf görünümlü agar bazlı besiyerlerinden en çok tercih 

edilenleri Middlebrook 7H10 ve 7H11‟dir. Middlebrook agar, L-J‟e göre mikrobiyal 

geliĢimin erken tespiti, daha az kontaminasyon ve daha kolay koloni morfoloji 

incelemesi sağlamaktadır. Aynı zamanda Middlebrook 7H11 besiyeri petriye ince 

dökülerek mikroskopta koloni geliĢiminin incelenmesi amacıyla da kullanılmaktadır. 

Ġster yumurta, ister agar bazlı olsun özellikle ilk izolasyonda kontaminasyonu 

engellemek amacıyla selektif besiyeri kullanılması önerilmektedir. Bu amaçla L-J 

Gruft, Mycobactosel L-J, Mitchison selektif 7H11 kullanılabilir. Sıvı besiyerleri ise 

mikobakterilerin stok suĢlarının subkültürlerinin yapılması, duyarlık deneyleri, diğer 

in vitro deneylerde inokulum hazırlanması, izolasyon Ģansını arttırmak için bakteri 

sayısının arttırılması gibi amaçlarla tercih edilebilir ve bu amaçla Middlebrook 7H9 

ve Dubos tween albumin kullanılabilir. Middlebrook 7H9 sıvı besiyeri aynı zamanda 

çoğu hızlı kültür sisteminde temel besiyeri olarak kullanılmaktadır (Anagyros ve 

ark., 1990; Stager ve ark., 1991; Wilson ve ark., 1995).   
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M. avium en iyi L-J, Herrold‟s medyum, Middlebrook 7H10 ve 7H11 veya %1 

sodyum piruvat ilave edilmiĢ Coletsos gibi besiyerlerinde geliĢir. Kültürler en az 8 

hafta boyunca inkube edilmelidir. Tipik olarak M. avium „smooth‟ yapıda koloni 

oluĢturur ve 2-4 haftada rough form gözlenir. Besiyerinde buharlaĢan suyun 

kümelenmesiyle geliĢme sınırlanabilir (OIE, 2008).  

 

MAI complex üyelerinin suĢları 14-30 günlük inkubasyonda yavaĢ geliĢen, 

birleĢik veya aralıklı koloniler oluĢtururlar. GeliĢme sıcaklık aralığı 25-45 ºC 

arasında değiĢir. Piruvat içeren besiyerlerinde daha hızlı geliĢim söz konusudur. Ġlk 

koloniler inci yeĢili görünürken yaĢlı kültürlerde sarıya dönebilir. Lezyonlardan 

yapılan ilk izolasyonda koloniler pürüzsüz ve Ģeffafken, tekrarlayan pasajlarda bu 

koloni tipi yerini kubbeli, Ģeffaf olmayan forma bırakır (Kuze ve Uchihira, 1984; 

Aranaz ve ark., 1997).  

 

KuĢlarda tüberkulozis genellikle M. avium tip 1, 2, veya 3 tarafından meydana 

getirilir. Bunlardan birinin bulunması halinde hastalık etkeni olarak varsayılır. Eğer 

izolat bunlardan biri değilse daha baĢka identifikasyon testleri gerçekleĢtirilmesine 

gerek duyulur. Bunun yanında kafes kuĢlarında özellikle de psittasinlerdeki 

süperfisiyal tüberküloz lezyonlarının M. tuberculosis tarafından meydana 

getirilebileceği de akıldan çıkarılmamalıdır. Dolayısıyla eğer bu kuĢlardan 

mikobakterilerin rough kolonileri izole edilirse 42°C‟de geliĢebilme yönünden test 

edilmelidirler. Eğer izolat 42°C‟ de geliĢmezse M. tuberculosis‟den 

Ģüphelenilmelidir Geleneksel olarak M. avium, diğer nonkromatojenik yavaĢ 

büyüyen organizmalardan 42 °C‟de geliĢebilmeleri (M. avium) ve Tween hidroliz 

testi, pyrazinamidaz gibi biyokimyasal testler, thiopen-2 karboksilik asit hidrazid 

(TCH) içeren medyada geliĢmeleri ve tellurite azaltması ile ayrılırlar (OIE, 2008).  

 

M. genavense‟nin katı besiyerinde geliĢmediği, MB 7H13‟de (BACTEC 

sistemi ile) ise çok düĢük büyüme indeksi saptandığı ve subkültürlerin negatif olduğu 

bildirilmiĢtir. En iyi geliĢimin pH 6.0‟da, BACTEC vialleri kullanılarak olduğu 

belirtilmiĢtir (Böttger ve ark., 1993; Hoop ve ark.,  1993, Hoop ve ark., 1996; Realini 

ve ark., 1997; Realini ve ark., 1999) 
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Sıvı kültür olan BACTEC sistemi ile inkubasyon süreleri kısaltılmaktadır. 

DüĢük oksijen basıncı ile pH‟ın 6.0 olması önerilmektedir (Realini ve ark. 1997; 

Realini ve ark. 1998). Optimal katı medyum pH 6‟ya asitleĢtirilmiĢ ve kan ve 

charcoal ilave edilmiĢ Middlebrook 7H11‟dir.  Bu sistemlerde gaz basıncındaki 

değiĢiklikler, CO2 oluĢumu ve oksijen kullanımı fluorometrik veya kolorimetrik 

olarak ölçülür (Realini ve ark. 1999; OIE, 2008). 

 

Hızlı kültür sistemleri içinde yer alan yarı otomatize BACTEC 460 TB (Becton 

Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD) sistemi, izolasyon, idantifikasyon ve 

duyarlılık deneylerinin uygulandığı bir sistem olarak uzun yıllardır baĢarı ile 

kullanılmaktadır. BACTEC 12B (MB 7H12) ve BACTEC 13A (MB 7H13) olmak 

üzere iki tip besiyeri içeren bu sistem; besiyerlerinde bulunan C14 iĢaretli palmitik 

asitin kullanılması ve metabolizma sonucu oluĢan 14 CO2‟nin 0-999 sayısal değerleri 

arasında üreme indeksi (GI) olarak ölçülmesi prensibi ile çalıĢmaktadır. Ekim 

iĢleminden önce besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve 

amfoterisin B (PANTA) içeren antibiyotik karıĢımı ilave edilmelidir. BaĢarı ile 

kullanılmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin radyoaktif madde içermesi ve 

cihazda yapılan rutin kontroller sırasında meydana gelen çapraz kontaminasyon 

sorun oluĢturmaktadır (Clark ve ark., 1995). 

 

Mikobakterilerin tanısı için geliĢtirilmiĢ tam otomatize sistemler ise Myco-ESP 

(Extra Sensing Power), (Trek Diagnostics,Inc., Westlake, Ohio), MB/Bact T 

(Organon Teknika, Durham, NC) , BACTEC 9000 MB (BD Biosciences, Sparks, 

MD) ve BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (BD 

Biosciences, Sparks, MD)‟dır (Shitayea ve ark., 2009). Bu sistemler arasında da 

izolasyon oranı açısından önemli bir fark olmamakla birlikte, konvansiyonel katı 

besiyerlerine göre daha yüksek; BACTEC 460 TB sistemine göre daha düĢük oranda 

izolasyon sağladıkları bildirilmektedir. Kontaminasyon oranları açısından tam 

otomatize sistemler birbiri ile karĢılaĢtırıldığında önemli bir fark bulunamamıĢtır 

ancak bu sistemlerde oran, BACTEC 460 TB ve katı besiyerlerine göre daha 

yüksektir (Uzun, 2003). 
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Mikobakterileri tür ve alttürlere tiplendirmek için bu konuda uzmanlaĢmıĢ bir 

laboratuvara ihtiyaç duyulur. Türlerin identifikasyonu için konvensiyonel 

biyokimyasal testler ayrıntılıdır ve M. avium ve M. intracellulare arasında tür ayrımı 

yapılamaz. Bu nedenle mikobakterilerin her iki türü de içeren çeĢitli grupları M. 

avium complex (MAC) adı altında isimlendirilirler (OIE, 2008).  

 

1.7. Moleküler TeĢhisi 

 

Son zamanlarda DNA probları ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri 

kanatlı mikobakteriyozisinin teĢhisinde sık kullanılmaktadır (Ramis ve ark., 1996; 

Boian ve ark., 1997; Mendenhall ve ark., 2000; Tell ve ark., 2003b; OIE, 2008; 

Siriudom ve ark., 2008). 

 

PCR teknikleri, klinik örneklerde çok düĢük sayıdaki DNA‟ları tespit etmede 

oldukça hızlı ve doğru sonuç veren tanı metotlarıdır. Sonuçlar birkaç saatte ortaya 

çıkmaktadır ve durum özellikle antemortem tanı için çok önemlidir. Ayrıca M. 

genavense  kültürünün zor olması sebebiyle PCR, bu etkende tercih edilecek ilk tanı 

yöntemidir (Avaniss-Aghajani  ve ark., 1996; Boian ve ark., 1997; Mendenhall ve 

ark., 2000).  

 

ÇeĢitli konvensiyonel PCR protokolleri mikobakteriyel DNA tespiti için 

kullanılmaktadır (Portaels ve ark., 1996; Ramis ve ark., 1996; Boian ve ark., 1997; 

Mendenhall ve ark., 2000). Yakın zamanda kantitatif gerçek zamanlı (Real-Time) 

PCR yöntemi (TaqMan-PCR) geliĢtirilerek bir örnekteki etkenlerin baĢlangıç 

konsantrasyonlarının eĢ zamanlı olarak izlenmesi sağlanmıĢtır. TaqMan-PCR 

konvensiyonel PCR‟a göre, spesifite ve sensitivitede artıĢ, kontaminasyonda azalma, 

daha fazla sayıda ürün iĢleme ve PCR inhibitörlerine karĢı dayanıklılık gibi oldukça 

fazla avantaj içermektedir (Tell ve ark., 2003b). 

 

 Sık kullanılan PCR metotlarından birisi de nested PCR‟dır. Hedef dizilerin 

amplifikasyonunun çeĢitli nedenlerle klasik PCR yöntemi ile mümkün olmadığı 
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durumlarda kullanılır. Bu yöntemle klasik PCR‟a farklı primer çiftleri ile ikinci bir 

amplifikasyon uygulanarak gerçekleĢtirilir. Kullanılan ikinci primerler diziye 

özgüdür ve ilk PCR‟da elde edilen amplifikasyon ürünü, ikinci PCR için kalıp olarak 

kullanılır (Miyazaki ve ark., 1993). 

 

1.8. Sağaltım 

 

Ġnsanlarda M. tuberculosis ve M. bovis nedenli mikobakteriyel infeksiyonlar 

genellikle isoniazid, ethambutol, rifampicin veya pyrazinamide gibi antibiyotiklerle 

tedavi edilmektedir (Van der Heyden, 1997b). Hayvanlarda, uzun sürmesi ve 

maliyetinin yüksek olması sebebiyle tüberküloz tedavisine nadiren baĢlanır. Ayrıca 

bazı ülkelerde tüberküloz tedavisi yasal değildir. Diğer taraftan M. avium, bu 

antitüberküloz ilaçlarına karĢı dirençlidir. Bu nedenlerden ötürü tedavi, kanatlı 

sektöründe de tercih edilen uygulamalardan değildir. Bununla birlikte egzotik pet 

kuĢları ve hayvanat bahçesi kuĢ koleksiyonlarında görülen M. avium 

infeksiyonlarında 12-18 aya kadar süren kombine tedavi seçenekleri 

uygulanmaktadır (Fulton ve Thoen, 2003).   

 

 Mikobakteriyel infeksiyonlarla iliĢkili kanatlı tedavilerinde baĢlıca problem 

kuĢlarda çoğu antimikobakteriyel ilacın farmakokinetiğinin bilinmemesidir. Ayrıca 

mikobakteriyel hücre duvarının göreceli hidrofobisi, aminoglikozidler, 

fluorokinolonlar ve makrolidler gibi birçok hidrofilik antibiyotiklerin aktivitesini 

kısıtlayan bir engel olarak görev yapmaktadır. Bunun yanında mikobakterilerin yavaĢ 

ve hücre içi geliĢimi, tedavinin uzun sürmesini gerektirir (Van der Heyden, 1997b). 

Yapılan in vitro çalıĢmalarda M. avium’un trimethoprim-sulfamethoxazole, 

sulfisoxazole, amikasin ve gentamisin yanıt verdiği görülmüĢtür (Davis ve ark., 

1987).  

 

Pet kuĢlarında M. avium infeksiyonları, isoniazid, rifampin, rifabutin, 

ethambutol, klofazimine, siprofloksasin, enrofloksasin, streptomisin ve amikasin ile 

tedavi edilmiĢ ve insanlarda M. genavense infeksiyonunun klaritromisin ile tedavisi 
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bildirilmiĢtir. Klaritromisin ve azitromisin gibi yeni makrolidlerin M. avium ve M. 

genavense‟ye karĢı gözle görülür etkisi, kuĢlarda kullanımlarını arttırmaktadır. 

Bununla birlikte ilk tedavi rifabutinin ve etambutol ile yapılmalı ve daha sonra 

gerekirse azitromisin veya klaritromisin birlikte verilmelidir. Tedaviye yanıtta 

istenilen baĢarı sağlanamazsa florokinolon veya bir aminoglikozid tedavi kürüne 

eklenebilir. Bir diğer alternatif ya da ilave ilaç da özellikle kuĢlarda belirgin bir 

inflamatuar yanıt veren clofazamine‟dir. Van der Heyden (1997b), bahsedilen bu 

ilaçların günlük toplam dozlarını; klaritromisin için 85 mg/kg, azitromisin için 43 

mg/kg, rifabutin için 56 mg/kg, ethambutol için 56-85 mg/kg ve klofazamin için 6-12 

mg/kg olarak bildirmiĢtir. Bir diğer çalıĢmada, mevcut ilaçların potansiyelini 

arttırmak için,  Staphylococcus‟un Clavelis suĢundan “stazyme” adı verilen bir 

mikobakteriyolitik preparat geliĢtirilmiĢtir. Stazyme M. avium izolatlarının 

permeabilite bariyerini kırarak, ethambutol, rifampicin ve amikacin gibi anti-

tüberküloz ilaçlarının aktivitesini belirgin Ģekilde değiĢtirmiĢtir (Dhama ve ark., 

2011).  

 

1.9. Koruma ve Kontrol 

 

M. avium infeksiyonunun eradikasyonu, kronik taĢıyıcı ve infekte kuĢlar tarafından 

etkenin aralıklı saçılımı nedeniyle zordur. Hastalığın elimine edilmesi ve tüberküloz 

ari sürülerin oluĢturularak korunması için gereken önlemler alınmalıdır.  

 

 Dhama ve ark. (2011), hastalığın tüberkülin ve aglütinasyon testleri ile 

düzenli olarak izlenmesi yanı sıra sıkı biyogüvenlik prosedürlerinin uygulanmasını 

önermiĢlerdir. Stres, saçılımı arttırması ve yeni salgınların oluĢması nedeniyle 

anahtar faktördür. Bu hastalığı kontrol etmek için en iyi yol hasta ve taĢıyıcı kuĢları 

ayırmak ve çevresel parametreleri geliĢtirerek stres faktörünü düĢürmektir (Fulton ve 

Thoen, 2003).  
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1.9.1. Bakım-Ġdare Uygulamaları 

 

KuĢları bu hastalıktan koruma, kafeslerde kalabalık kuĢ populasyonunu seyreltme, 

uygun havalandırmayı sağlama ve vitamin mineral desteği tam olan diyetlerle 

besleme Ģeklinde yapılabilir. Bir kuĢ topluluğunda kanatlı tüberkülozu görüldüğünde, 

söz konusu kafes ile diğer komĢu kafesler 6-12 hafta boyunca karantinaya alınarak 

aralıklı olarak teste tabi tutulmalıdırlar. Ne tüberkülin ne de aglutinasyon testleri 

infekte olan her kuĢun tespitini yapamamaktadır, bu nedenle sürüde bir tek infekte 

kuĢ bile kalsa hastalığın diğerlerine bulaĢması söz konusu olacaktır. Dolayısıyla tüm 

sürü elden çıkarılarak infekte olmayan yeni bir sürü, altlık ve hatta ekipman alımı en 

iyi yaklaĢımdır. Fekal maddenin sık uzaklaĢtırılması da hastalığın yayılmasını 

önleyen en önemli faktörüdür. Kafeslerin dezenfeksiyonu sık ve düzenli yapılmalıdır 

(Fulton ve Thoen, 2003). 

 

Serbest dolaĢım sistemi hastalığın kontrolü açısından önerilmemektedir. 

Egzotik kuĢlar için infekte kuĢlarla veya bulundukları çevre ve barınaklarla temas 

önlenmelidir. Ġnfeksiyonun izlenmesi tüm hijyen prosedürleri ile birlikte 

yürütülmelidir. M. avium varlığını tespit etmek için, yeni egzotik veya yerli kuĢ 

alımında tüberkülin testi zorunlu olmalı ve alınan kuĢ 2 ay karantinada tutulmalıdır 

(Tell ve ark., 2001).   

 

1.9.2. AĢılama 

 

KuĢlarda tüberküloz için uygulanan bir aĢı yoktur. ÖldürülmüĢ ve/veya canlı 

mikobakteriler ile hazırlanan deneysel aĢılar değerlendirilmekte, çalıĢmalar 

sürdürülmektedir. M. avium serovar 6 oral yolla verildiğinde tatmin edici koruma 

elde edilmiĢtir (Tell ve ark., 2001; Thoen, 1997). M. avium serovar 7 ve 19‟un 

inaktive ile canlı kombinasyonları da kısıtlı ölçüde koruma sağlamaktadır. KuĢlarda 

hücresel bağıĢıklığı ortaya çıkartmak için protein oluĢturan M. avium genlerinden 

hazırlanan nükleik asit temelli aĢılar da deneysel olarak denenebilir (Dhama ve ark., 
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2008). Basit tüm hücre veya lizat aĢıları ve aĢı preparat kombinasyonlarnın da 

yüksek düzeyde koruma sağladığı tespit edilmiĢtir (Falkinham ve ark., 2004). 

 

Bu çalıĢmada, kafes (pet) kuĢlarında önemli bir problem olan kanatlı tüberkülozunun 

teĢhisi için kafes kuĢlarına ait klinik örneklerden mikobakteri türlerini, kültür ve 

moleküler yöntemle (PCR) ortaya koymak amaçlanmıĢtır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Gereç 

2.1.1. Örnekler 

 

ÇalıĢmada, Ankara ili sınırları içerisindeki kuĢhane, petshop ve evcil kuĢ 

kafeslerinden toplanan 192 dıĢkı örneği ile Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Kanatlı Hayvan Hastalıkları Rutin TeĢhis 

Laboratuvarı‟na getirilen 22 adet ölü kuĢtan elde edilen 51 adet organ (karaciğer, 

dalak, bağırsak ve kemik iliği) numunesi ile bu kuĢların kafeslerinden alınan 5 adet 

dıĢkı test materyali (toplam 248) olarak kullanıldı. Her bir kuĢa ait organ örneği 20 

ml‟lik vida kapaklı polietilen kaplarda ve 5 cm çaplı plastik mini petrilerde tutuldu. 

DıĢkı örnekleri ise 5 ml‟lik, içerisine 1 ml fosfat tampon solusyonu (PBS) olan 

plastik tüplerde, 4°C‟de muhafaza edilerek laboratuvara getirildi. Tüm örnekler 

iĢleme aĢamasına kadar -20°C‟de dondurularak saklandı (Portaels ve ark., 1996). 

 

Mikobakteri varlığı yönünden incelenen tez materyallerinin toplanma iĢlemi 

Haziran 2010 - Eylül 2011 tarihleri arasında yapıldı. Ġncelenen dıĢkı ve organ 

örneklerinin temin edildiği yerler, kuĢların cinsiyetleri, yaĢları ile klinik bulguları ve 

gönderilen materyal numaraları Çizelge 2.1‟de sunulmuĢtur.  

 

 

 



39 

 

2.1.2. Referans SuĢlar 

 

ÇalıĢmada kullanılan M. avium subsp. avium (ATCC 15769/956) ve M. fortuitum 

subsp. fortuitum (ATCC 6841/06060) suĢları Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi 

BaĢkanlığı (RSHMB) Tüberküloz Referans ve AraĢtırma Laboratuvarı kültür 

koleksiyonundan sağlandı. M. genavense suĢu RSHMB‟de bulunmadığından 

Ġtalya‟da mikobakteri referans merkezinden (Regional Reference Center for 

Mycobacteria, Italy) talep edildi, ancak suĢun transferine onay verilmediğinden 

sadece DNA‟sı gönderildi. 
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Çizelge 2.1 ÇalıĢmada kullanılan tez materyalleri 

 

KUġ TÜRÜ 
KUġ 

SAYISI 

KUġLARIN 

CĠNSĠYETĠ 

KUġLARIN 

YAġI 

MATERYAL 

TÜRÜ 

KUġLARDA GÖRÜLEN 

KLĠNĠK TABLO 

Bıldırcın 

(Coturnix coturnix) 
34 

23 DiĢi 
11 Erkek 

1-2 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı 

Zayıflama ve  ishalden ani ölüme 

kadar değiĢen tablo 

Bülbül 

(Luscinia megarhynchos) 
6 6 Erkek 

1-2 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer, 

kemikiliği, dalak 
Depresyon ve zayıflamadan ani 

ölüme kadar değiĢen tablo 

Cennet Papağanı 

(Roseicollis verde) 
3 

1 DiĢi 
2 Erkek  

2-3 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer ve 

dalak 
Ani ölüm ve zayıflama bulguları 

Erik BaĢlı Papağan 
(Psittacula cyanocephala) 

3 
2 DiĢi 
1 Erkek 

2.5-4 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı 

Zayıflama, halsizlikden ishale 

kadar değiĢen klinik tablo 

Esmer Akbaba 

 (Aegypius monachus) 
1 1 Erkek 12 yaĢ DıĢkı Ġshal 

Flamingo 
(Phoenicopterus ruber) 

7 
5 DiĢi 
2 Erkek 

>3 yaĢ DıĢkı Ġshal 

Güvercin 

(Columba domestica) 
49 

27 DiĢi 
19 Erkek 
3 Bilinmiyor 

1-4 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer, 

kemikiliği, dalak 
Depresyon, iĢtahsızlık ve klinik 

bulgu görülmeyen hayvanlar 

Ġspinoz 
( Taeniopygia guttata) 

20 
11 DiĢi 
9 Erkek 

1-3 yaĢ 
DıĢkı, karaciğer, 

dalak 

Yaralanmadan ishal ve 

zayıflamaya kadar değiĢen klinik 

tablo 

Jako Papağanı 
(Psittacus erithacus timneh) 

1 Erkek 2 yaĢ DıĢkı Ġshal 

Kakadu Papağanı 
(Cacatua alba) 

1 Erkek 6 yaĢ DıĢkı Klinik bulgu gözlenmedi 

Kanarya 

(Serinus canaria) 
23 

8 DiĢi 
15 Erkek 

1-2 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer,  

kemikiliği ve dalak 

Tırnak lezyonu, beyaz ishal, 

depresyon ve  iĢtahsızlıktan ishale 

kadar değiĢen tablo 
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Çizelge 2.1 (Devam) ÇalıĢmada kullanılan tez materyalleri 

 

KUġ TÜRÜ 
KUġ 

SAYISI 

KUġLARIN 

CĠNSĠYETĠ 

KUġLARIN 

YAġI 

MATERYAL 

TÜRÜ 

KUġLARDA GÖRÜLEN 

KLĠNĠK TABLO 

Kırmızı Lori Papağanı 
(Lorius garrulus) 

1 Bilinmiyor 1.5 yaĢ DıĢkı Zayıflama, halsizlik 

Kumru 
(Streptopelia decaocto) 

7 
3 DiĢi 
2 Erkek 

2 Bilinmiyor 

1-2 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer, 

dalak, bağırsak 
Yaralanma tespit edilen ve 

klinik bulgu görülmeyen kuĢlar 

Muhabbet KuĢu 
(Melopsittacus undulatus) 

45 
15 DiĢi 
25 Erkek 
5 Bilinmiyor 

1-3 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer 

Göz ve gaga çevresinde lezyon 

olan, depresyon, ishal, zayıflama 

bulguları gösteren kuĢlar 

Ördek 
(Aix Sponsa) 

2 
1 DiĢi 
1 Erkek 

1 yaĢın 

üzerinde  
DıĢkı 

Depresyon ve  zayıflama, 

tüylerde kabarma 

Puhu kuĢu 
(Bubo bubo) 

1 Bilinmiyor 
4 yaĢın 

üzerinde 
DıĢkı Klinik bulgu gözlenmedi 

Rosella papağanı 
(Pyatycercus eximinus) 

2 
1 DiĢi 
1 Erkek 

3 yaĢ DıĢkı, dalak bağırsak Ġshal ve ani ölüm 

Sultan papağanı 
(Nymphicus hollandicus ) 

6 
1 DiĢi 
5 Erkek 

1.5-5 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı 

Tüy dökmeden yeĢil ishale 

kadar değiĢen klinik tablo 

ġahin 
(Buteo rufinus) 

       2 
1 DiĢi 
1 Bilinmiyor 

1-4 yaĢ 

aralığında 
DıĢkı, karaciğer, 

bağırsak, dalak 
Kanat kırığı ve ishal 

 

TOPLAM: 

 

 
214 

99 DiĢi 
102 Erkek 
13 Bilinmiyor 

1-12 yaĢ 

aralığı 

51 Organ örneği 

 
197 DıĢkı örneği 

  Toplam 248 Materyal 
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2.1.3. Solüsyonlar 

 

% 4 NaOH 

Sodyum hidroksit (NaOH)     40 g 

Distile su      1000 ml 

 

NaOH, distile su içerisinde manyetik karıĢtırıcı kullanılarak eritildi. Otoklavda, 

121°C‟de 15 dakika steril edildikten sonra kullanım süresince buzdolabında saklandı. 

 

Fosfat  Tampon Solusyonu (PBS) 

Sodyum Klorür (NaCl)    8 g 

Potasyum Klorür (KCl)     0.2 g 

Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4)  1.15 g 

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4)  0.2 g 

Distile su      1000 ml  

 

Ziehl-Neelsen Boyama BileĢenleri   

 

• Konsantre Karbol Fuksin 

Fuksin…………………………………………...... 1.0 g 

Ethanol % 95 (v/v)……………………………........ 10.0 ml 

Fenol ……………………………………………… 5.0 g 

Distile su  …………………………………………. 100.0 ml 

 

• Metilen Mavisi 

Metilen mavisi…………………………………….. 8.0 g 

Ethanol % 95 (v/v)  ……………………………...... 300.0 ml 

Potasyum hidroksit…………………………….......  0.13 g 

Distile su …………………………...……………... 1300.0 ml 

 

 



43 

 

• Asit- Alkol (Dekolorizasyon) 

Konsantre HCl asit...…………………………….. 8.0 ml 

Ethanol % 95...................................................... 97.0 ml 

 

2.1.4. Besiyerleri 

 

Löwenstein-Jensen Medium Base (Merck, KGaA 64271) 

Besiyeri BileĢeni (g/litre) 

Asparajin…..........................................................................3.6 g 

Monopotasyum Fosfat ……................................................2.5 g 

Magnezyum Sülfat… ..........................................................0.24 g 

Magnezyum Sitrat...............................................................0.6 g 

Patates Unu .......................................................................30.0 g 

MalaĢit YeĢili.......................................................................0.4 g 

 

 

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 37.4 g alınarak, 600 ml distile su ve 12 ml 

gliserol ilave edildi. Sterilizasyon amacıyla 121°C‟de 15 dakika otoklavda tutuldu. 

Besiyeri 50°C‟ye kadar soğutularak aseptik olarak yumurta katıldı. Yumurta, hava 

kabarcıkları oluĢmasına izin verilmeden karıĢtırıldı. Besiyeri uygun steril vida 

kapaklı tüplere bölündü. Yatay pozisyonda 85°C‟de 45 dakika bekletildi. 

Koagülasyon görüldükten sonra sonra tüpler sterilite kontrolü için etüve konularak 

bir gün bekletildi. Kontamine olanlar ayrıldıktan sonra kalan tüpler tez çalıĢmasında 

kullanılmak üzere buzdolabında saklandı.  

 

Middlebrook 7H10 Agar (Difco) (900 ml için): 

 

Amonyum Sülfat ................................................... 0.5 g 

Monopotasyum Fosfat ........................................... 1.5 g 

Di-sodyum Fosfat................................................... 1.5 g 

Sodyum Sitrat......................................................... 0.4 g 
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Magnezyum Sülfat................................................. 25.0 mg 

Kalsiyum Klorür .................................................... 0.5 mg 

Çinko Sülfat ........................................................... 1.0 mg 

Bakır Sülfat ............................................................ 1.0 mg 

L-Glutamik Asid (sodyum tuzu) ............................ 0.5 g 

Demir Amonyum Sitrat ........................................... 0.04 g 

Piridoksin Hidroklorid............................................. 1.0 mg 

Biyotin .................................................................... 0.5 mg 

MalaĢit YeĢili........................................................... 250.0 μg 

Agar ........................................................................ 15.0 g 

 

Middlebrook 7H11 Agar (Difco) (900 ml için): 

 

Magnezyum Sülfat ................................................. 0,05  g 

Ferrik Amonyum Sitrat .......................................... 0,04  g 

Sodyum Sitrat......................................................... 0,4  g 

Amonyum Sülfat.................................................... 0,5  g 

Monosodyum Glutamat.......................................... 0,5  g 

Disodyum Fosfat .................................................... 1,5  g 

Monopotasyum Fosfat ............................................ 1,5  g 

Agar ........................................................................ 13,5  g 

Piridoksin ............................................................... 1,0  mg 

Çinko Sülfat........................................................... 1,0  mg 

Bakır Sülfat............................................................ 1,0  mg 

Biotin...................................................................... 0,5  mg 

Kalsiyum Klorür ..................................................... 0,5  mg 

MalaĢit YeĢili ......................................................... 0,25  mg 

Kazeinin pankreatik dijesti...................................... 1,0 g 

Polimiksin B........................................................... 200.000 birim  

Karbenisilin.............................................................  50,0  mg 

Amfoterisin B.......................................................... 10,0  mg  

Trimetoprim Laktat ................................................  20,0  mg 
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Middlebrook OADC Enrichment (BBL) (1 Litre için): 

 

Sodyum Klorür........................................................ 8.5 g 

Dekstroz.................................................................. 20.0 g 

Bovine Albumin (Fraksiyon V) ............................. 5.0 g 

Katalaz .................................................................... 0.03 g 

Oleik Asit ................................................................ 0.6 ml 

 

MB7H10 hazırlanıp 50-55°C‟ye kadar soğuduğunda aseptik olarak 100 ml 

Middlebrook OADC Enrichment eklendi. MB7H11 agar hazırlanırken 5 ml gliserol 

ilave edildi. 

 

Middlebrook 7H9 Broth (Difco) (900ml için): 

 

Amonyum Sülfat .................................................... 0.5 g 

L-Glutamic Asid ..................................................... 0.5 g 

Sodyum Sitrat.......................................................... 0.1 g 

Piridoksin ................................................................ 1.0 mg 

Biyotin ..................................................................... 0.5 mg 

Di-sodyum Fosfat.................................................... 2.5 g 

Mono-potasyum Fosfat........................................... 1.0 g 

Demir Amonyum Sitrat............................................ 0.04 g 

Magnezyum Sülfat................................................... 0.05 g 

Kalsiyum Klorür...................................................... 0.5 mg 

Çinko Sülfat............................................................. 1.0 mg 

Bakır Sülfat............................................................... 1.0 mg 
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Middlebrook ADC Enrichment (BBL) (1 litre için): 

 

Sodyum Klorür......................................................... 8.5 g 

Bovine Albumin (Fraksiyon V) .............................. 50.0 g 

Dekstroz................................................................... 20.0 g 

Katalaz..................................................................... 0.03 g 

 

MB7H9 hazırlanıp 50-55°C‟ye kadar soğuduğunda aseptik olarak 100 ml 

Middlebrook ADC Enrichment eklendi. 

 

2.1.5. Bakteriyolojik Muayenelerde Kullanılan Cihazlar 

 

-Etüv (EN120, Nüve, Türkiye) 

-Fırın (Fu-Berlin, Almanya) 

-Mikroskop (Olympus-CX21, Japonya) 

-Otoklav (Medexport-TK-100-2, Rusya) 

-Santrifüj (JANETZKI-T30, Almanya) 

-Steril Kabin (Aura 2000 Mac., Bio Air Inst., Ġtalya) 

-Vortex (FISONS, Ġngiltere) 
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2.1.7. PCR Testinde Kullanılan Primerler  

 

Çizelge 2.2. ÇalıĢmada kullanılan primerler. 

 

 

TEZ ÇALIġMASINDA KULLANILAN PRĠMERLER 

 

Tür 
Primer 

Ġsimleri 
Primer Sekansları (5´--------3´) 

Ürün Boyutu 

(bp) 

Kaynak 

Makale 

Mycobacterium spp. 16SrRNA 
F:25-mer  5´-ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC-3´ 
R:28-mer  5´-TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA-3´ 

543 
Huard ve ark., 

2003 

Mycobacterium spp. 
16SrRNA 

(Nested PCR)* 

                                       - 
                                       - 

274 - 

M. avium complex IS1245 
F:19-mer  5´-AGGTGGCGTCGAGGAAGAC-3´ 
R:18-mer  5´-GCCGCCGAAACGATCTAC-3´ 

427 
Guerrero ve 

ark., 1995 

M. avium subsp.    

avium 
IS901 

NP1:20-mer 5´-TTAACACGATGAGTCATGCG-3´ 
NP2:20-mer 5´-GCTTATCGATGTCCTTGATC-3´ 

509 
Pavlik ve ark., 

2000 

M. avium subsp. 

avium 
(Nested PCR) 

NP3:19-mer 5´-GTACCCGGCGAAGACCTGG-3´ 
NP4:19-mer 5´-AAGTCCAGCAGCCGTGCTG-3´ 

375 
Pavlik ve ark., 

2000 

M. genavense 21kDa protein *                                        - 219 - 

Ġnternal Kontrol 12SrRNA*                                        - 158 - 

 

 (*M. genavense, Mycobacterium genusuna spesifik nested primerleri ve internal kontrol primerlerinin tasarımları Doç. Dr. BarıĢ 

SAREYYÜPOĞLU‟na aittir. Primerler patent baĢvurusuna tabi olmaları nedeniyle açık dizileri verilmemiĢ sadece hedef amplikon 

büyüklükleri ile dizayn edildikleri gen bölgesi bildirilmiĢtir). 
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2.1.7. PCR Testinde Kullanılan Cihaz ve Ekipmanlar 

 

Hassas Terazi: Solüsyonların ve jelin hazırlanması amacıyla kimyasalların 

tartılmasında Scaltec sbc41 model (Almanya) hassas terazi kullanıldı. 

 

Jel Elektroforez Cihazları ve Güç Kaynakları: Jel elektroforez analizlerinde 

minigel yatay jel elektroforez cihazı (Minnie Submarine Agarose Gel Unit, Model 

HE 33, ABD) ile maxigel yatay elektroforez cihazı ve güç kaynağı (Wealtec Elite 

3000 Plus, ABD) kullanıldı.  

 

Mikrodalga Fırın: Jel hazırlanması aĢamasında çözdürme iĢlemi için mikrodalga 

fırın (AKAI, MW-GS0923DP, Çin Halk Cumhuriyeti) kullanıldı. 

 

Santrifüj: Örneklerin santrifüj aĢamalarında Hettich marka (Micro 22R, Almanya) 

soğutmalı santrifüj kullanıldı. 

 

Shaker: Dekontaminasyon aĢamasında BioSan marka (ES-20, Letonya) shaker 

kullanıldı. 

 

Steril Kabin (Laminar Flow): DNA eldesi ve PCR karıĢımlarının hazırlanması 

iĢlemleri steril kabinde (Aura 2000 Mac., Bio Air Inst., Ġtalya) gerçekleĢtirildi. 

 

Thermal Cycler: Komplementer DNA (cDNA) eldesi ve sonrasında gerçekleĢtirilen 

amplifikasyon, enzimatik kesim iĢlemlerinde Techne marka (Genius, Almanya) 

thermal cycler kullanıldı. 

 

UV-Transilluminatör: Jel elektroforez test sonuçlarının değerlendirilmesinde 

Bilgisayarlı Jel Dokümantasyon Sistemi (Gene Genius, Bio Imaging System, 

Ġngiltere) kullanıldı 

 

Vorteks: Dekontaminasyon ve DNA eldesi aĢamasında örneklerin ve PCR 

aĢamasında PCR mikslerinin karıĢtırılmasında vorteks (Fine Vorex, Kore) kullanıldı.  
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2.2. Yöntem 

 

2.2.1.   Nekropsi 

 

Mikobakteri varlığının araĢtırılması amacıyla, Ankara Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟na getirilen 22 ölü kuĢa tekniğine uygun 

Ģekilde nekropsi yapıldı. Bu kuĢlardan toplamda 51 adet nekropsi materyali 

[karaciğer (22), dalak (18), bağırsak (8) ve kemikiliği (3)] elde edildi.   

 

2.2.2. Mikobakterilerin Bakteriyoskopik Tanısı 

 

2.2.2.1. Preparatların Hazırlanması  

 

Elde edilen nekropsi materyalleri ve dıĢkı örneklerine Ziehl-Neelsen boyama 

yapılması amacıyla, örnekler ikiĢer adet temiz lam üzerine alındı. Nekropsi ile elde 

edilen materyaller iki lam arasında ezilerek ve dekontaminasyondan sonra elde 

edilen süspansiyondan, dıĢkı örnekleri ise dekontaminasyon aĢamasının ardından 

elde edilen süspansiyondan, temiz bir lam üzerine bir öze dolusu alınarak oda 

ısısında kurutuldu. Bek alevinde yapılan fiziksel tespitin ardından preparatlar 

boyanmak üzere ızgaralı boya küvetine yerleĢtirildi.  

 

2.2.2.2. Ziehl-Neelsen Boyama 

 

Preparatlar maksimum 10‟arlı gruplar halinde boyama küvetine yerleĢtirilerek 

üzerlerine öncelikle fenollü bazik fuksin döküldü ve 4-5 dakika boyunca 

kaynamasına izin vermeden ve boya azaldığında takviye edilerek alttan ısıtıldı. Hafif 

akan su ile yıkandıktan sonra preparatlar asit-alkol ile yaklaĢık 1 dakika dekolorize 

edildi. Tekrar hafif akan su ile yıkandı ve metilen mavisi dökülerek 2 dakika kadar 
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bekletildi. Hafif akan suda son kez yıkanarak kurutuldu. Tüm boyama prosedürü aynı 

preparat sırası izlenerek yapıldı. Ġmmersiyon yağı ile mikroskopta incelendi. Aside 

dirençli bakteriler mavi zemin üzerinde ince kırmızı çomaklar olarak arandı 

(Goldman ve Green, 2009). 

 

2.2.3. Optimizasyon Ġçin Sulandırma Örneklerinin Hazırlanması 

 

2.2.3.1. On Katlı Mikobakteri Sulandırmalarının Hazırlanması 

 

M. fortuitum ve M. avium subsp. avium suĢları Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi 

BaĢkanlığı‟ndan elde edilerek 1-4 hafta boyunca 37ºC‟de inkübasyona kaldırıldı. 

Ġnkubasyon sonunda üreyen kolonilerden ikiĢer seri on katlı sulandırmalar hazırlandı. 

Bu amaçla McFarland Standart tüpleri kullanıldı. Birinci tüp bulanıklığı (10
7
 

etken/ml) baz alınarak ve distile su kullanılarak her iki suĢun on katlı sulandırmaları 

elde edildi.  

 

2.2.3.2. Yapay Kontamine Doku ve DıĢkı Örneklerinin Hazırlanması 

 

Yapay kontamine doku ve dıĢkı örneklerinin hazırlanması amacıyla tez materyali 

olarak elde edilen ve bakteriyoskopi, kültür ve moleküler incelemeler ile mikobakteri 

yönünden negatif olduğu tespit edilen Ģahin karaciğeri ile güvercin dıĢkısı kullanıldı.  

 

 Kültür optimizasyonu amacı ile seçilen karaciğer ve dıĢkı örneklerine, M. 

fortuitum ve M. avium subsp. avium suĢlarından hazırlanan on katlı sulandırmalar 

karıĢtırıldı.  

 

 Polimeraz zincir reaksiyonu optimizasyonu amacı ile ayrı ayrı hazırlanan 

20‟Ģer mg karaciğer ve 200‟er mg dıĢkı örneklerine 100‟er µl on katlı bakteri 

sulandırmalarından katıldı. 
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2.2.4. Mikobakteri Kültürü 

 

2.2.4.1. Dekontaminasyon 

 

Dekontaminasyon amacıyla, 1-3 g dıĢkı örnekleri 10 ml distile su ile muamele edildi. 

Shaker‟da oda ısısında 30 dakika tutulduktan sonra yine oda ısısında 45-60 dakika 

kadar bekletilerek partiküllerin çökmesi sağlandı. Dekontaminasyon ve kültür 

amacıyla üst sıvıdan 5 ml alındı. 

 

Organ örneklerinden 1-2 g alınarak 10 ml PBS (pH 7.2) içinde homojenize 

edildi. Havanda ezilerek sağlanan homojenizasyonun ardından metal süzgeç 

kullanılarak süzüldü ve elde edilen sıvıdan 10 ml alındı.  

 

Elde edilen dıĢkı ve doku materyalleri eĢit hacimde 1N %4‟lük NaOH 

solüsyonu ile 10-20 dakika muamele edildi. Tüm örnekler 3000 – 4000 x g‟de 20-30 

dakika santrifüje tabi tutuldu. Üst sıvı dökülerek dipte kalan peletlere 1‟er ml 

Middlebrook buyyon veya distile su ilave edildi. 

 

2.2.4.2. Kültür Optimizasyonu 

 

Kültür optimizasyonu için hazırlanan on katlı sulandırmalardan 0.2 ml alınarak 

gliserinli Löwenstein-Jensen (L-J) besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB7H9), 

Middlebrook 7H10 (MB7H10) ve gliserinli Middlebrook 7H11 (MB7H11) 

besiyerlerine ikiĢer seri olmak üzere inokule edildi. Ayrıca aynı materyallerden onar 

adet hazırlanan karaciğer ve dıĢkı örneklerine (1-3 gram) aynı sulandırma serisinden 

1‟er ml alınarak karıĢtırıldı. Bu Ģekilde yapay kontamine edilen örnekler 

dekontaminasyona tabi tutulduktan sonra aynı besiyerlerine inokule edildi. Tüm 

inokulumlar 37ºC‟de inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyonun 1, 2, 4 ve 6. günlerinde 

besiyerleri kontaminasyon yönünden incelendi. Dört haftalık inkubasyon sonunda 
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üreyen koloniler değerlendirilerek tez materyallerinin izolasyon ve 

identifikasyonunda kullanılacak koĢullar belirlendi. 

 

2.2.4.3. Besiyerlerine Ekim 

 

Dekontaminasyonu yapılan dıĢkı ve organ örnekleri ikiĢer tüp gliserinli L-J besiyeri, 

ikiĢer petri MB7H10 agar , ikiĢer petri gliserinli MB7H11 agar ve ikiĢer tüp MB7H9 

buyyon (Middlebrook OADC Enrichment BBL ve Middlebrook ADC Enrichment 

BBL ilave edilerek) besiyerlerine inokule edildi (Salfinger ve Kafader, 1987; Grange 

ve ark., 1996; Manarolla ve ark., 2007).  

 

Katı ve sıvı besiyerleri 37°C‟de inkube edilerek ve ilk 48 saat sonunda 

kontaminasyon varlığı yönünden incelendi. Besiyerleri ilk hafta kontaminasyon, 

daha sonra haftada 1 kez olmak üzere 12 hafta boyunca mikobakteri üremesi 

yönünden kontrol edildi (Quinn, ve ark., 1999). 

 

2.2.5. Mikobakterilerin Moleküler Yöntemlerle Ġdentifikasyonu 

 

2.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu 

 

2.2.5.1.1. Standart SuĢlardan DNA Ekstraksiyonu 

 

Standart suĢlardan DNA ekstraksiyonu için iki farklı ticari kit (Qiagen; DNeasy
®

 

Blood & Tissue Kit ve Fermentas; GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit) ile 

kaynatma yöntemi kullanıldı. Bu amaçla kültürden elde edilen M. avium subsp. 

avium ve M. fortuitum suĢlarının McFarland standardında 1. tüp baz alınarak 

hazırlanan on katlı sulandırmalarından faydalanıldı.  
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 Kaynatma yönteminde örneklerden, 2 ml‟lik santrifuj tüplerine 100‟er µl 

alınarak 100ºC‟de 10 dakika tutuldu. Daha sonra 4000 rpm‟de 4 dakika santrifuj 

edildi ve üst kısımdan yaklaĢık 70 µl mini PCR tüplerine aktarılarak -20ºC‟de 

saklandı. 

 

2.2.5.1.2. Yapay Kontamine Örnekler ve Tez Materyalinden DNA 

Ekstraksiyonu 

 

Hazırlanan yapay kontamine dıĢkı örnekleri Qiagen Mini Stool Kit (Qiamp; 

Beckman Instruments, Inc), organ örnekleri ise Qiagen Blood & Tissue Kit (DNeasy; 

Beckman Instruments, Inc.) kullanılarak aĢağıda belirtilen Ģekilde ekstrakte edildi.  

 

Doku Örneklerinden DNA Ekstraksiyonu: Dokulardan 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj 

tüplerine 25‟er mg alınarak üzerine 180 µl Buffer ATL ile 20 µl Proteinaz K eklendi 

ve tüpler vortekslendi. Örnekler 56ºC‟de, dokular tamamen parçalanana kadar 

inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyon sonunda tüpler vortekslendi ve 98ºC‟de 10 dakika 

boyunca kaynatıldı. Daha sonra 200 µl Buffer AL ile 200 µl ethanol tüplere ilave 

edildi. Örnekler vortekslendikten sonra 2 ml spin kolonlu koleksiyon tüpüne alınarak 

8000 rpm‟de 1 dakika santrifuj edildi. Spin kolon yeni koleksiyon tüpüne alındı ve 

500 µl AW1 buffer eklenerek 8000 rpm‟de 1 dakika santrifuj edildi. Sıvı koleksiyon 

tüpüne geçti. Spin kolon yeni bir koleksiyon tüpüne alındı, üzerine 500 µl AW2 

buffer eklendi. Tüpler 14000 rpm‟de 3 dakika santrifuj edildi. Sıvı koleksiyon tüpüne 

geçti. Spin kolon mikrosantrifuj tüpüne alındı. Üzerine 200 µl AE buffer eklendi. 

Oda sıcaklığında 1 dakikalık inkubasyondan sonra 8000 rpm‟de 1 dakika santrifuj 

edildi ve spin atıldı. Altta kalan sıvı template DNA olarak kullanılmak üzere 

amplifikasyon iĢlemine kadar -20ºC‟de saklandı. 

 

DıĢkı Örneklerinden DNA Ekstraksiyonu: DıĢkılardan 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj 

tüplerine 180-200‟er mg alınarak üzerine 1.4 ml Buffer ASL eklendi ve tüpler 

vortekslendi. Tüpler 98ºC‟de 10 dakika boyunca kaynatıldı, vortekslendi ve 14000 

rpm‟de 1 dakika santrifuj edildi. Üst kısımdan 1.2 ml süpernatant yeni bir tüpe 
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alınarak içine inhibex tablet atıldı ve vortekslenerek oda ısısında 2 dakika bekletildi. 

KarıĢım 14000 rpm‟de 3 dakika santrifuj edildi. Üstteki sıvıdan yaklaĢık1.5 ml yeni 

bir mikrosantrifuj tüpüne alınarak tekrar 14000 rpm‟de 3 dakika santrüfuj edildi. 

Yeni bir mikrosantrifuj tüpüne 15 µl Proteinaz K konularak üzerine örnek 

süpernatantından 200 µl ilave edildi. Üzerine 200 µl Buffer AL eklenerek 

vortekslendi ve 70ºC‟de 10 dakika inkubasyona bırakıldı. Bu kez 200 µl ethanol AL 

eklenerek vortekslendi. YaklaĢık 500 µl örnek spin kolona alındı. 14000 rpm‟de 1 

dakika santrifuj edilerek alt kısımdaki sıvı atıldı. Yeni koleksiyon tüpüne spin kolona 

500 µl AW1 buffer eklendi. 14000 rpm‟de 1 dakika santrifuj edildi. Sıvı koleksiyon 

tüpüne geçti. Spin kolon yeni bir koleksiyon tüpüne alındı. Tüpe 500 µl AW2 buffer 

eklenerek 14000 rpm‟de 3 dakika santrifuj edildi. Sıvı koleksiyon tüpüne geçti. Spin 

kolon mikrosantrifuj tüpüne alındı. Üzerine 200 µl AE buffer eklendi. Oda 

sıcaklığında 1 dakikalık inkubasyondan sonra 8000 rpm‟de 1 dakika santrifuj edildi 

ve spin atıldı. Altta kalan sıvı template DNA olarak kullanılmak üzere amplifikasyon 

iĢlemine kadar -20ºC‟de saklandı. 

 

2.2.5.2. PCR Tabanlı Testler 

 

Tez kapsamındaki çalıĢmalarda, Ikonomopoulus ve ark. (2009)‟nın önerdiği ve 

kanatlılarda önemli mikobakteri türlerinin moleküler identifikasyonunda kullanılan, 

diagnostik algoritma baz alınarak, PCR tabanlı tanı testleri modifiye ve optimize 

edildi.      
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ġekil 2.1. Mikobakterilerin identifikasyonu için uygulanan diagnostik algoritma 

(Ikonomopoulus ve ark., 2009). 

 

2.2.5.2.1. PCR 

 

Tezde, primer spesifitelerinin kontrolünde, direkt bakteri sulandırmaları ve bunlarla 

hazırlanan yapay kontamine örneklerle yapılan optimizasyon denemelerinde ve tez 

materyallerinin test edilmesinde PCR ve nested-PCR teknikleri kullanıldı. Tez 

kapsamında gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda kullanılan PCR karıĢımı ve amplifikasyon 

koĢulları sırasıyla Çizelge 2.3 ve Çizelge 2.4‟de verilmiĢtir.  
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Çizelge 2.3. Tez çalıĢmasında kullanılan PCR karıĢımı  (*Fermentas, Litvanya) 

 

 PCR BileĢeni Stok Yoğunluğu Hacim 

10 x PCR Buffer
*
             -              2.5 µl 

MgCl2
*
        25 mM              3 µl 

dNTP
*
        10 mM              0.5 µl 

Primer 1F        10 µM              1 µl 

Primer 1R        10 µM              1 µl 

Taq polimeraz
* 

       5U / µl              0.2 µl 

Distile su             -              14.8 µl 

Template DNA               2 µl 

 

 

Çizelge 2.4. Tez çalıĢmasında PCR için uygulanan amplifikasyon koĢulları 

 

PCR AĢaması Sıcaklık Süre Siklus 

Ön denaturasyon 94°C 3 dk 1 

Denaturasyon 94°C 1 dk. 30 

Primer 

Bağlanması 

54°C 1 dk. 

Uzama 72°C 1 dk 

Final Uzama 72°C 1 dk 1 

 

2.2.5.2.1.1. PCR Optimizasyonu 

 

Tezde kullanılacak PCR koĢullarının belirlenmesi amacıyla M. avium subsp. avium 

ve M. fortuitum sulandırmaları ve bu sulandırmaların ilave edildiği yapay kontamine 

örneklere ait DNA‟lara yukarıda belirtilen karıĢım ve koĢullarda PCR uygulandı.  

 

 Tez materyallerinden rastgele seçilerek genel PCR uygulanan 5 adet dıĢkı ve 

5 adet doku örneğine internal kontrol primerleri kullanılarak yine aynı koĢullarda 

PCR uygulandı. Doku ve özellikle dıĢkıda ortaya çıkan inhibitör faktörlerinin PCR‟a 

etkisinin azaltılmasını optimize etmek amacıyla 1/10 ve 1/100 olmak üzere iki farklı 

koĢulda sulandırmalar hazırlanarak internal kontrol primerleri ile PCR tekrarlandı. 

Bu denemeler ile sulandırma ile azalan inhibitörik içeriğin PCR üzerine etkisi kanatlı 

hayvan türlerinin 12SrRNA genlerinden dizayn edilmiĢ internal kontrol primerleri ile 

test edildi. 



57 

 

 

2.2.5.1.1.2. PCR Testleri 

 

Tez materyali olarak 214 kuĢtan elde edilen 197 kuĢa ait dıĢkı ve 22 kuĢa ait organ 

örnekleri, yapılan standardizasyon çalıĢmaları sonuçlarına göre moleküler tekniklerle 

incelendi. Ġzlenen yöntem ġekil 2.2.‟de Ģematik olarak gösterilmiĢtir.  

 

 Tüm tez örneklerine öncelikle 16SrRNA bölgesini çoğaltan genus spesifik 

mikobakteri primerleri kullanılarak, yukarıdaki koĢullarla genel PCR uygulandı. 

Bant görülen örneklere genel PCR koĢulları değiĢtirilmeden M. avium complex ve M. 

genavense primerleri ile PCR uygulandı. Bant görülmeyen örnekler internal kontrol 

primerleri ile materyalde bulunan kanatlı hücrelerine ait genetik materyal yönünden 

kontrol edildi. Genus ve tür spesifik primerler ile gerçekleĢtirilen PCR sonucunda 

bant görülmeyen ancak internal kontrol primerleri ile bant veren örneklere nested 

PCR uygulandı. 
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               ġekil 2.2. Tez çalıĢmasında izlenen moleküler yöntemin Ģematik gösterimi 
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2.2.5.2.2. Nested PCR  

 

2.2.5.2.2.1. Nested PCR Test Optimizasyonu 

 

Tezde test örnekleri kullanılacak nested PCR tekniğinin spesifite ve sensitivitesini  

(deteksiyon limiti) belirlemek amacıyla hazırlanan bakteri sulandırmaları ve bunların 

dıĢkı ve organlara karıĢtırılması ile elde edilen yapay kontamine örneklere 16srRNA 

genini hedefleyen nested PCR testleri uygulandı.  

 

2.2.5.2.2.2.  Nested PCR Testleri 

 

 

Tez materyallerinin tamamına 16SrRNA ve IS901 genlerine yönelik nested PCR 

testleri uygulandı. Bu amaçla 16SrRNA için aynı genin 543 bp‟lik porsiyonunu 

çoğaltan primerler ile ilk PCR ve bunun amplikonlarının template DNA olarak 

kullanıldığı, 274 bp‟lik porsiyonunu çoğaltan primerler kullanılarak ikinci PCR 

gerçekleĢtirildi. Aynı Ģekilde IS901 için de aynı genin 509 bp‟lik porsiyonunu 

çoğaltan NP1 ve NP2 primerleri ile ilk PCR ve bunun amplikonlarının template 

DNA olarak kullanıldığı, 376 bp‟lik porsiyonunu çoğaltan NP3 ve NP4 primerleri ile 

ikinci PCR uygulandı. 

 

 Nested PCR testi için genel PCR karıĢım miktarları ve koĢulları ile aynı 

amplifikasyon ve elektroforez aĢamaları kullanıldı.  

 

2.2.5.3.  DNA Jel Elektroforezi 

 

Elektroforez aĢamasında % 1.5‟luk agaroz (Prona, EU) jel kullanıldı. Optimizasyon 

ve tez örneklerinin elektroforezi için küçük ve büyük elektroforez tanklarından 

faydalanıldı. Büyük elektroforez tankı için 3 gr agaroz 200 ml 0.5 x TBE (Tris-

Borate-EDTA) buffer ile karıĢtırıldıktan sonra mikrodalga fırında eritildi. Eriyen 
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agaroz yaklaĢık 50ºC‟ye soğuyunca içerisine 8 µl ethidium bromid eklenerek 

karıĢtırıldı. Küçük tank için ise 0.75 gr agaroz, 50 ml 0.5 x TBE buffer ve 2 µl 

ethidium bromide kullanıldı. Yatay elektroforez Ģablonuna örnek tarakları 

yerleĢtirildikten sonra jel döküldü ve donması için yaklaĢık yarım saat beklendi.  

 

 Elektroforez tankı 0.5 x TBE buffer ile doldurulduktan sonra hazırlanan jel 

tanka yerleĢtirildi. 2 µl 6 x Loading Dye solusyonu ile 10 µl PCR amplikon örneği 

parafilm üzerinde karıĢtırılarak jeldeki gözlere kondu. Yükleme iĢleminin ardından 

ilk gözlere 3 µl 100 bp‟lik DNA molekül ağırlık standardı (Gene Ruler 
TM

 100 bp 

DNA Ladder Plus; Fermentas, Litvanya) ilave edildi. Elektroforez cihazı güç 

kaynağına bağlanarak büyük tank için 180 volt 60 dakika, küçük tank için 90 volt 40 

dakika elektroforez iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

 

 Örneklerin görüntülenmesi için elektroforez sonuçları biyo-görüntüleme 

sisteminde (Gene Genius, Sygene, Ġngiltere) incelendi ve kaydedildi. Bant 

büyüklükleri ve yoğunlukları Syngene Genesnap yazılımı ile belirlendi. 
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3. BULGULAR 

 

Bu çalıĢmada, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı‟na ölü olarak getirilen 22 kafes kuĢuna ait organ (karaciğer, dalak, bağırsak ve 

kemikiliği) ve gelen bu kuĢlardan elde edilen 5 dıĢkı örneği ile dıĢarıdan toplanan 

192 kafes kuĢuna ait dıĢkı örneği mikobakteriyozis varlığı yönünden incelendi. 

ÇalıĢmada toplam 51 organ ve 197 dıĢkı materyali kullanıldı. 

 

3.1. Nekropsi ve Ziehl-Neelsen Boyama Bulguları 

 

Nekropsisi yapılan 22 kafes kuĢu ile bunlardan elde edilen 51 organda tüberküloz 

lezyonuna rastlanmadı. 

 

Tez materyali olarak elde edilen 51 organ ve 197 dıĢkı materyaline uygulanan 

Ziehl-Neelsen boyama sonucunda, aside dirençli bakteriye rastlanmadı. 

 

3.2. Kültür Optimizasyonu Bulguları 

 

M. avium subsp. avium suĢundan hazırlanan on katlı sulandırmaların gliserinli 

Löwenstein-Jensen (L-J) besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB 7H9), Middlebrook 7H10 

(MB 7H10) ve Middlebrook 7H11 (MB 7H11) besiyerlerine ekimleri sonucunda, 

direkt yapılan ekimlerde tüm besiyerlerinde üremeler gözlenirken (Ģekil 3.1), dıĢkı ve 

karaciğere karıĢtırılan sulandırmalardan gerçekleĢtirilen ekimlerde, bakteri 

yoğunluğu azaldıkça koloni formasyonunda da azalma görüldü. Üreme sonuçları 

çizelge 3.1‟de verilmiĢtir. 

 

 Üremeler haftalar bazında değerlendirildiğinde, ilk haftanın sonunda 

MB7H11 ve MB7H9 besiyerlerinde mililitresinde 10
7
 ve 10

6
 bakteri bulunan 

sulandırmalar; L-J ve MB7H10 besiyerlerinde ise mililitresinde 10
7
 bakteri bulunan 

sulandırmada üremelerin baĢladığı tespit edildi.  
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Çizelge 3.1. On katlı Mycobacterium avium subsp. avium sulandırmaları ile çeĢitli katı besiyerlerine yapılan ekimlerin sonuçları 
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Direkt 

Ekim 
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + - - - 

Karaciğer 

ile  
++ ++ ++ + ++ ++ + ++ +  + + + + +  + -  + - - - - - - - 

DıĢkı ile  + ++ + ++ + + + + + - - + - - - - - - - - - - - - 

 

L-J: gliserinli Löwenstein-Jensen Besiyeri; MB 7H10: Middlebrook 7H10 besiyeri; MB 7H11: gliserinli Middlebrook 7H11 

besiyeri.  

( ++ ): yoğun üreme; ( + ): üreme; ( - ) : üreme yok 

 
Direkt: Bakteri sulandırmalarından direkt ekim yapıldı 

Karaciğer ile: Bakteri sulandırmaları eĢit hacimde ve aynı koĢullar altında karaciğere karıĢtırıldı, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapıldı 

DıĢkı ile: Bakteri sulandırmaları eĢit hacimde ve aynı koĢullar altında dıĢkıya karıĢtırıldı, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapıldı 

 
* Mililitresinde 107 mikobakteri bulunan sulandırmayı temsil etmektedir (McFarland standardı 1. tüpe gore ayarlanmıĢtır). 
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Çizelge 3.2. On katlı Mycobacterium avium subsp. avium sulandırmaları ile sıvı 

besiyerine yapılan ekimlerin sonuçları 

 

 

  MB 7H9: Middlebrook 7H9 sıvı besiyeri 

  ( ++ ): yoğun üreme; ( + ): üreme; ( - ) : üreme yok 

 
Direkt: Bakteri sulandırmalarından direkt ekim yapıldı 

Karaciğer ile: Bakteri sulandırmaları eĢit hacimde ve aynı koĢullar altında karaciğere 

karıĢtırıldı, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapıldı 

DıĢkı ile: Bakteri sulandırmaları eĢit hacimde ve aynı koĢullar altında dıĢkıya 

karıĢtırıldı, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapıldı 

 

* Mililitresinde 107 mikobakteri bulunan sulandırmayı temsil etmektedir (McFarland 

standardı 1. tüpe gore ayarlanmıĢtır). 

 

 

Üreme durumları besiyeri bazında değerlendirildiğine, en iyi üremenin 

MB7H10‟da olduğu, ikinci sırada MB7H11 ve üçüncü sırada gliserinli L-J olduğu 

görüldü. L-J‟de, diğer besiyerlerine göre daha fazla kontaminasyon tespit edildi. 

Koloni bazında yapılan incelemede, gliserinli L-J‟de koloniler mukoid karakterde ve 

grimsi açık sarı renkte tespit edildi. MB 7H10 besiyerinde üreyen koloniler daha 

geniĢ, düzgün yapıda ve yağlı görünümde izlenirken MB 7H11 besiyerinde, kabarık, 

yaygın, açık sarı – krem renkli ve daha büyük gözlendi. Ayrıca MB 7H11 besiyeri 

inkubasyonun dördüncü gününden itibaren her iki günde bir mikrokoloni formasyonu 

yönünden incelendiğinde,  ilk haftanın sonunda kenarlara doğru pürüzlü yapı 

gösteren mikrokoloniler tespit edildi.              
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Direkt Ekim 
++ ++ ++ ++ ++ ++ + - 
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DıĢkı ile  ++ ++ ++ + + + - - 



64 

 

 

   

3.3. Kültür Bulguları 

 

Tez materyali olarak toplanan 248 örneğin, gliserinli Löwenstein-Jensen (L-J) 

besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB 7H9), Middlebrook 7H10 (MB 7H10) ve 

Middlebrook 7H11 (MB 7H11) besiyerlerine ekimleri sonucunda hiçbir besiyerinde 

üreme gözlenmedi. 

 

3.4. Moleküler Yöntem Optimizasyonu Bulguları 

 

Optimizasyon esnasında standart suĢlara ve sulandırmaların karıĢtırıldığı dıĢkı ve 

karaciğer örneklerine uygulanan ekstraksiyon metotları sonucunda Qiagen kitin 

(Standart SuĢlar, yapay kontamine örnekler ve diğer doku örnekleri için DNeasy
®

 

Blood & Tissue Kit ve yapay Kontamine dıĢkı ve diğer tez dıĢkı örnekleri için 

Qiamp
® 

Mini Stool Kit ) tez çalıĢması için en uygun ekstraksiyon yöntemi olduğu 

görüldü.  

  

Tez materyallerinden 5 adet organ ve 5 adet dıĢkı olmak üzere rastgele 

seçilerek internal kontrol primerleri ile PCR çalıĢması yapılan örneklere, inhibitör 

maddelerin etkileri nedeniyle kanatlı hücrelerine ait genetik materyalin istenilen 

düzeyde görüntülenemediği tespit edildi. Bu amaçla, template DNA‟nın 1/10 

sulandırılmasıyla organlardaki inhibitör etkinin azaltılabildiği görüldü. Ancak 

sulandırmanın inhibitörler yanında hedef DNA kaybına da neden olduğu için dıĢkı 

örneklerinde kullanılamayacağı belirlendi (ġekil 3.1). Ayrıca optimizasyonda 

denenen 1/100 sulandırmanın hem dıĢkı hem de organlarda hedef DNA kaybına 

neden olduğu belirlendi. 
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ġekil 3.1. Karaciğer ve dıĢkı örneklerine 12SrRNA internal kontrol primerleri (158 

bp) ile uygulanan PCR bulguları ile on katlı sulandırma sonuçları bulguları 

 

 

 M. avium subsp. avium standart suĢunun on katlı sulandırma serisine genus 

spesifik primerler ile uygulanan PCR sonucunda ilk dört sulandırmada 543 bp‟lık 

spesifik bant saptandı (ġekil 3.2). Karaciğer ve dıĢkıya karıĢtırılan suĢ sulandırma 

serilerine aynı primer ve koĢullarla uygulanan PCR sonucunda; yalnızca ilk 

sulandırmada bant saptandı. DıĢkı örneğinde saptanan bantın karaciğer örneği ile 

karĢılaĢtırıldığında daha zayıf olduğu görüldü. 

 

 Kullanılan moleküler yöntemdeki primerlerin ve dolayısıyla da yöntemin 

spesifitesi, öncelikle primerlerin in silico (bilgisayar ortamındaki) analizleriyle ve 

daha sonra pozitif kontrol DNA‟larıyla in vitro (laboratuvar ortamında) analizleriyle 

test edilerek primerlerin yalnızca hedef DNA‟yı çoğalttığı görüldü. 
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ġekil 3.2. On katlı standart suĢ sulandırmalarına 16SrRNA genus spesifik primerler 

(543 bp) ile uygulanan PCR bulguları  

 

 Genus spesifik primerlerle yapılan PCR‟a sonucu elde edilen template 

DNA‟lar ile nested primerleri kullanılarak ikinci bir PCR uygulandığında deteksiyon 

limitinin yükseldiği tespit edildi. Sulandırma serisi 10‟dan 20‟ye çıkarıldığında 

azalan bant yoğunluğu ile birlikte, nested PCR ile direkt standart suĢ 

sulandırmalarının 18. sulandırmaya kadar gittiği tespit edildi. Karaciğere karıĢtırılan 

20 suĢ sulandırmasına nested PCR uygulandığında ise son bant 9. sulandırmada 

görüldü (ġekil 3.3). DıĢkı örnekleriyle yapılan çalıĢmada ise son bantın 8. 

sulandırmada görüldüğü ve tüm bantların çok daha silik olduğu belirlendi. 

 

 
 

ġekil 3.3. M. avium subsp. avium standart suĢu ile hazırlanan on katlı sulandırma 

örneklerine uygulanan 16SrRNA nested PCR (274 bp) sonuçları. (Üst sıra direkt 

standart suĢ sulandırmaları, alt sıra karaciğere karıĢtırılan standart suĢ sulandırmaları)  
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3.5. PCR Bulguları 

 

Tez materyallerine genus spesifik primerler ile uygulanan PCR sonucunda hiçbir 

örnekte bant görülmedi. Ġnternal kontrol primerleri ile test tekrarlanarak, kanatlı 

hücresi tespit edilen örneklere Mycobacterium spp. nested primerleri ile PCR 

uygulandığında ise toplamda 5 örnekte 274 bp‟lık spesifik bant saptandı (ġekil 3.4). 

Söz konusu 5 örneğin tamamı aynı yetiĢtirilme ortamından gelen farklı ispinoz 

kuĢlarına ait karaciğer (4) ve dıĢkı (1) örnekleri idi.   

 

 

 
 

ġekil 3.4. Mycobacterium spp. (16srRNA) primerleri (543 bp) ile uygulanan PCR 

amplikonlarının template DNA olarak kullanıldığı, 16SrRNA nested primerleri (274 

bp) ile uygulanan nested PCR bulguları  

 

Mycobacterium spp. yönünden pozitif değerlendirilen 5 örneğe IS1245 M. 

avium complex (427 bp), 21kDa protein M. genavense (219 bp) ve IS901 M. avium 

subsp. avium (509) primerleri ile PCR uygulandı. Yapılan PCR‟lar sonucunda bant 

saptanmadı.  

 

Aynı örneklere, IS901 M. avium subsp. avium primerleri ile (509) PCR 

yapılarak elde edilen amplikonların template DNA olarak kullanıldığı, M. avium 

subsp. avium nested PCR primerleri (375 bp) ile gerçekleĢtirilen ikinci PCR 

sonucunda 5 örneğin 4‟ünde spesifik bant saptandı (ġekil 3.5).  

 

  M          1          2          3         4         5 
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ġekil 3.5. M. avium subsp. avium (IS901) primerleri (509 bp) ile uygulanan PCR 

amplikonlarının template DNA olarak kullanıldığı nested PCR bulguları (375 bp).  

 

Yapılan moleküler çalıĢmalar ile ispinoz kuĢlarının 4 tanesinin M. avium 

subsp. avium, diğer bir örneğin ise M. avium subsp. avium‟dan farklı bir 

Mycobacterium spp. üyesi mikobakteri yönünden pozitif olduğu belirlendi. 

 

 Toplam 248 tez materyali baz alındığında; 248 materyalin 5 (%2)‟sinde 

mikobakteri DNA‟sı saptandı. Bu DNA‟lardan 4 (%80)‟inin M. avium subsp. Avium 

olduğu belirlendi. Nekropsisi yapılan kuĢ bazında incelendiğinde; 22 kuĢun 5 

(22,7)‟sinde mikobakteriyel DNA saptandı. Doku materyalleri olarak; 51 materyalin 

4 (%7,8)‟ünde; değerlendirilen dıĢkı örnekleri baz alındığında ise 197 dıĢkı örneğinin 

sadece 1 (%0,5)‟inde mikobakteri DNA‟sı olduğu tespit edildi. 
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4. TARTIġMA 

 

Kanatlı mikobakteriyozisi dünya çapında yaygın bir hastalık olmakla birlikte doğada 

serbest bulunan kuĢlar, pet kuĢları, kafeste tutulan vahĢi kuĢlar ile diğer kanatlılarda 

sıklıkla görülmektedir. KuĢlarda mikobakteriyozis son zamanlarda sıklıkla rapor 

edilmiĢ ve M. avium subsp. avium‟u da içeren M. avium complex (MAC) etkenleri 

dıĢında M. genavense kanatlı tüberkülozundan sorumlu baĢlıca mikobakteri türleri 

olarak bildirilmiĢtir. Bu çalıĢmada, kafes kuĢlarının dıĢkı ve organ örneklerindeki 

tüberküloz etkenlerinin kültür ve moleküler yöntemlerle teĢhisi hedeflenmiĢtir. 

 

 ÇalıĢmada 22 kafes kuĢundan elde edilen nekropsi materyalinde tüberküloz 

lezyonları görülmedi. Bununla birlikte, 22 kuĢtan 4‟ünde moleküler yöntemlerle 

tüberküloz etkenleri tespit edildi. Kriz ve ark. (2011), 435 evcil güvercinin 42 

(%9)‟sinde makroskopik lezyonlar tespit etmiĢlerdir. Lanteri ve ark. (2011), eriĢkin, 

diĢi bir kırmızı tepeli amazon papağanının nekropsisinde kaslarda, femur kemiğinde 

ve karaciğerde tüberkeller bulmuĢtur. Ledwon ve ark. (2008), muhabbet kuĢlarında 

gerçekleĢtirdikleri deneysel infeksiyonda, M. avium subsp. avium ile infekte ettikleri 

kuĢların nekropsilerinde karaciğer, dalak gibi organlarda herhangi bir lezyona 

rastlamadıklarını, yalnızca enjeksiyon yerinde küçük tüberkeller oluĢtuğunu; M. 

fortuitum subsp. fortuitum ve M. intracellulare ile infekte edilen muhabbet 

kuĢlarında ise makroskopik oluĢum tespit edilmediğini belirtmiĢlerdir. Witte ve ark. 

(2008), San Diego Hayvanat Bahçesi‟nin on dört yıllık nekropsi kayıtlarını 

inceleyerek 13.976 kuĢun yalnızca 172 (%1.2)‟sinde hastalığa dair makroskobik 

bulguya rastlamıĢlardır. Tell ve ark. (2003a), yapay infekte ettikleri 8 bıldırcını 

incelediklerinde ilk makroskopik bulguların etkenin vücuda giriĢinden yaklaĢık 50 

gün sonra Ģekillendiğini bildirmiĢlerdir. Tez bulguları bu çalıĢmalar ıĢığında 

değerlendirildiğinde, hastalık etkenleri yönünden pozitif tespit edilen kuĢların, bu 

etkenleri kısa bir süre önce almıĢ oldukları düĢünülebilir. Ayrıca, incelenen kuĢ 

ve/veya materyal türü ve sayısı nekropsi bulgularını etkileyebilir. 
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Bu çalıĢmada, Ziehl-Neelsen (Z-N) boyama yöntemi ile incelenen 248 tez 

materyalinde aside dirençli bakteriler (ARB) tespit edilmedi. Nolte ve Metchock 

(1995) ile Butcher ve ark. (1996), aside dirençli bakterilerin Ziehl-Neelsen boyama 

ile tespit edilebilmesi için preparatta en az 1x10
4
-5x10

4 
bakteri olması gerektiğini 

bildirmiĢtir. Kriz ve ark. (2011)‟nın yaptıkları çalıĢmada 42 karaciğerde nodüler 

lezyonlu, 55 lezyonsuz ve 20 yavru güvercinden oluĢan toplam 117 evcil güvercin 

karaciğerine yapılan Z-N boyama sonucunda 19 (%16.2) örnekte ARB tespit 

etmiĢlerdir. Tez çalıĢması kapsamında incelenen materyallerden Z-N boyama ile 

ARB tespit edilememesi, mikobakteri yönünden pozitif olan örneklerden hazırlanan 

preparatların 5x10
3‟

den az etken içermesi ile iliĢkilendirilebilmektedir. Bununla 

birlikte incelenen karaciğer ve dalakların, boyama için hazırlanması esnasında 

mikroorganizma kaybı olabileceği de göz önünde bulundurulmalıdır.   

 

Kültür optimizasyonu amacıyla gerçekleĢtirilen M. avium subsp. avium 

ekimleri sonucunda; seçilen dört besiyerinde de üreme gözlendi. Optimizasyonda 

direkt bakteri ekimlerinden deteksiyon limiti 10 bakteri olarak tespit edilirken, 

karaciğer ve dıĢkıya karıĢtırılan bakteri sulandırmalarında deteksiyon limitinin 100 

bakteriye çıktığı gözlendi. Nolte ve Metchock (1995) ile Butcher ve ark. (1996), 

aside dirençli bakterilerin standart kültür metotları ile tespit edilebilmesi için 

militrede en az 10-100 bakteri olması gerektiğini bildirmektedirler. M. avium için 

çeĢitli besiyerlerinde deteksiyon limiti çalıĢması bulguları çalıĢma ile uyumlu 

bulundu. 

 

ÇalıĢmada besiyerleri karĢılaĢtırıldığında en erken üreme MB7H11‟de, en 

yoğun üreme ise MB7H10‟da tespit edildi. Stager ve ark. (1991) ile Wilson ve ark. 

(1995), L-J ile MB7H11 agarları karĢılaĢtırmıĢlar ve MB7H11‟in daha iyi sonuç 

verdiğini tespit etmiĢlerdir. ÇalıĢmada elde edilen bulgular, diğer araĢtırıcıların 

bulgularına benzemekle birlikte, L-J‟a göre koloni morfolojisinin incelenebilirliği ve 

kontaminasyon azlığı bakımından da MB7H11‟i, üreme yoğunluğu bakımından ise 

MB7H10‟u öne çıkarmaktadır. 
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Bu çalıĢmada incelenen 197 dıĢkı ile 22 kuĢa ait nekropsi materyalinin çeĢitli 

besiyerlerine ekimleri sonucunda üreme tespit edilmedi. Ledwon ve ark. (2008), 

muhabbet kuĢlarında yaptıkları deneysel çalıĢmada M. avium subsp. avium ile infekte 

ettikleri kuĢlarda, inokulasyondan üç gün sonra, M. intracellulare ile infekte ettikleri 

kuĢlarda ise inokulasyondan 13 gün sonra dıĢkı ile AFB atılımı tespit etmiĢler ancak 

dıĢkıdan etkeni kültüre edememiĢlerdir. Hejlicek ve Treml (1994) farklı yedi 

bölgeden gelen toplam 470 güvercini mikobakteriyozis yönünden incelemiĢ ve 

nekropside 2 (%0.43), izolasyonda ise 5 (%1.06) güvercinde hastalığı tespit 

etmiĢlerdir. Smit ve ark. (1987), ise organlardan L-J ve MB7H10 besiyerlerine ekim 

yaparak inceledikleri 11.664 kuĢtan 82 (%0.7)‟sinde mikobakteri üremesi 

saptamıĢlardır. Hoop ve ark. (1993)‟nın yaptıkları çalıĢmada üç muhabbet kuĢu 

(Melopsittacus undulatus), bir papağan (Amazona amazonica), bir sinekkapan kuĢu 

(Cyanoptila cyanomelana) ve bir ispinoz (Taeniopygia guttata)‟un karaciğerlerinden 

ARB tespit edilmesine rağmen, L-J besiyerinde hiçbir üreme olmamıĢtır, etkenin altı 

kuĢun tümünde M. genavense olduğu ise PCR ile tespit edilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda elde edilen farklı sonuçların, materyallerin tüberküloz bakımından 

Ģüpheli hayvanlardan seçilip seçilmemesi, etkenin dıĢkı ile saçılımının sürekli 

olmaması ve materyallerde geleneksel metotlar ile kültüre edilemeyen mikobakteri 

türlerinin varlığı gibi faktörlerle ilgili olabileceği düĢünülmektedir. 

 

 ÇalıĢmada kültür sonuçlarının en erken üçüncü haftanın sonunda alındığı, 

bunun yanında moleküler yöntemlerle çalıĢıldığında DNA ekstraksiyonu ile birlikte 4 

saat içinde sonuca gidildiği, nested PCR uygulamasının süreyi en fazla 6 saate 

çıkardığı tespit edilmiĢtir. Pavlik ve ark. (2000), Mycobacterium avium complex ile 

ilgili çalıĢmalarda farklı yöntemler kullanmıĢ ve bu yöntemler arasında PCR ve 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) tekniklerinin süre bakımından 

en hızlı sonuca varan teknikler olduğunu belirtmiĢlerdir. Tell ve ark. (2003b) ise 

kanatlı örneklerinden real-time PCR yöntemi ile Mycobacterium avium complex ve 

M. genavense saptamıĢlardır. ÇalıĢma bulguları ile de desteklenen bu bilgiler 

ıĢığında, özellikle antemortem teĢhiste, kısa süre içinde hastalık tespiti yapmak 

açısından moleküler tekniklerin öncelikli kullanılması gerektiği düĢünülmektedir. 
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Moleküler tekniklerle yapılan çalıĢmalarda, PCR‟ı takiben gerçekleĢtirilen 

elektroforezde spesifik DNA bandı görülmeyen örneklere olası PCR inhibitörlerine 

bağlı yanlıĢ negatifliğin kontrolü amacıyla internal kontrol primerleri ile PCR 

uygulandı. Ġnternal kontrol primerleri kanatlı hücrelerine spesifik olarak tasarlandı. 

Bu amaçla, doku ve dıĢkılar internal kontrol primerleri ile tekrar PCR‟a tabi 

tutularak, örnekte spesifik DNA ve inhibitör varlığı ve bunların birbirlerine oranı ve 

tüm bu parametrelerin PCR testi üzerindeki etkileri araĢtırıldı. Rosenstraus ve ark. 

(1998) internal kontrol kullanımının, PCR için inhibitör etki taĢıyan örneklerin 

yeniden test etmek koĢuluyla identifiye edilmesine olanak sağlayarak PCR tabanlı 

testlerde testin sensitivitesini arttırdığını savunmaktadır. Özbek ve ark. (2003)‟nın 

sığır dıĢkılarında M. avium subsp. paratuberculosis‟in moleküler araĢtırması için 

yaptıkları çalıĢmada, sığır dıĢkısında bitki bulunacağı görüĢünden yola çıkarak, 

internal kontrol olarak bitki genlerini hedeflemiĢlerdir.  Ġnternal kontrol primerleri ile 

gerçekleĢtirilen bir PCR‟da amplifikasyonun doğruluğu ve test örneklerinin gerçek 

negatif olup olmadığını gösterme durumu söz konusudur. Ġnternal kontrol 

kullanımının, özellikle yanlıĢ negatif PCR sonuçlarının tekrar değerlendirilmesini 

sağlayacağından kanatlı tüberkülozunun moleküler tanısında gerekli olduğuna 

inanılmaktadır. 

 

Tezin moleküler çalıĢmasında sensitivite ve spesifiteyi arttırmak amacıyla 

nested PCR uygulanmıĢ, moleküler deteksiyon limitinin ilk PCR‟a göre yaklaĢık 5 

kat arttığı tespit edilmiĢtir.  Miyazaki ve ark. (1993), yaptıkları çalıĢmada nested 

PCR sonuçlarının ilk PCR‟a göre çok daha hassas sonuç verdiği ve deteksiyon 

limitini yükselttiğini göstermiĢtir. Nested PCR‟da, birinci PCR sonucunda elde 

edilen ürünler, ilk PCR‟da hedeflenen bölgenin içerisindeki daha kısa ikinci bölgeyi 

hedefleyen ikinci PCR‟da template DNA olarak kullanıldığı için spesifite ve 

sensitiviteyi artmaktadır. Nested PCR stratejisinin tüberkülozun moleküler tanısına 

katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. 

 

ÇalıĢmada, özellikle internal kontrol primerleri ile gerçekleĢtirilen PCR 

testleriyle doku ve dıĢkılarda inhibitörlerin varlığı ve etkileri ortaya kondu. 

Ġnhibitörlerin etkilerinin azaltılması için bazı örneklere ait DNA‟lar 10 kat 
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sulandırılarak yeniden PCR testine tabi tutuldu. Kullanılan materyalin büyük kısmı 

dıĢkı olması ve bu dıĢkıların kirli kafes altlıklarından izole edilmesi sebebiyle, 

örneklere moleküler teknikler uygulanırken inhibitörlerin test üzerindeki olumsuz 

etkilerinin aĢılması için yapılan sulandırmalarda hedef DNA kaybı da görüldü. 

Rosenstraus ve ark. (1998), inhibitörlerin PCR‟da hedef molekülden elde edilen ürün 

miktarını azaltarak amplifikasyon verimliliğini düĢürdüğünü bildirmiĢtir. Chambers 

ve ark. (2001) kanatlı dıĢkısında, özellikle de idrar ile karıĢık olduğu için 

inhibitörlerin yoğun miktarda bulunduğuna iĢaret ederek, bu durumun ortadan 

kaldırılması için seçilen ekstraksiyon tekniğinin değiĢtirilmesini önermiĢtir. Bunun 

yanında Monterio ve ark. (1997), ekstraksiyon metodunun da tam anlamıyla 

inhibitörleri ortadan kaldırmaya yetmediğini, özellikle kompileks polisakkaritlerin 

ortamda kaldığını ve PCR sonuçlarını inhibe ettiğini savunmuĢlar ve inhibitör 

etkisini azaltmak için örnekleri dilue etmiĢlerdir. Tez kapsamında yapılan 

optimizasyon çalıĢmalarında, özellikle de dıĢkı gibi çeĢitli ve yüksek oranda inhibitör 

maddeler içeren materyallerle çalıĢılırken yanlıĢ negatif sonuçlar vermesi 

bakımından PCR inhibitörlerinin önemi ve etkisi ortaya konmuĢtur. Tez çalıĢmasında 

daha önce gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda da olduğu gibi, seçilen ekstraksiyon tekniği 

ve dilusyolarla inhibitörik etkinin azaltılabileceğini vurgulamaktadır. 

 

ÇalıĢmada tüberküloz yönünden pozitif olduğu tespit edilen materyaller 

moleküler yöntemlerle incelendiğinde 5 örneğin 4 (%80)‟inin M. avium subsp. 

avium, diğer 1 (%20) örneğin farklı bir mikobakteri olduğu tespit edilmiĢtir. Hoop ve 

ark. (1996), 5.345 pet kuĢu üzerinde gerçekleĢtirilen bir araĢtırmada M. genavense’yi 

kuĢlarda en baskın mikobakteri türü olarak tanımlanmıĢtır. Mikobakteri saptanan 

örneklerin %71‟inde M. genavense ve sadece %17‟sinde M. avium tespit edilmiĢtir. 

Tespit edilen diğer mikobakteri türleri ise M. fortuitum (%4), M. tuberculosis (%4), 

M. gordonae (%2) ve M. nonchromogenicum (%2)‟dur. Holsboer-Buogo ve ark. 

(1997) ise, 253 kuĢun %73‟ünde M. genavense, %11.5‟inde M. avium, ve sadece bir 

kuĢta M. fortuitum tespit etmiĢlerdir. Her iki araĢtırmacı da M. genavense‟yi 

organlardan, BACTEC ve PCR ile tespit etmiĢlerdir. M. genavense‟nin kültürü için 

BACTEC sistemine gereksinim duyulmaktadır. KuĢlarda M. genavense tanısının yarı 
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veya tam otomatize sistemler ile kültürü yanında M. genavense için tasarlanabilecek 

nested PCR primer ve stratejileri kullanılarak yapılması gerektiği düĢünülmektedir. 

 

Tez çalıĢması kapsamında kullanılan materyallerin ait olduğu hayvanlara 

iliĢkin hazırlanan anamnez formları incelendiğinde, oküler nodüler lezyon, kronik 

ishal ve zayıflama gibi tüberküloz Ģüpheli klinik bulgular gösteren iki adet papağanın 

sahibi, babasının uzun süre tüberküloz tedavisi gördüğünü bildirilmiĢtir. 

Papağanların dıĢkılarından yapılan inceleme sonucunda mikobakteriye 

rastlanmamıĢtır. Washko ve ark. (1998) aynı evde yaĢayan iki bireyin tüberküloz 

tedavisi gördüğü ve bundan dört yıl sonra sahip oldukları papağanda M. 

tuberculosis’e rastladıklarını belirtmiĢlerdir. Miyoshi ve ark. (2010) 15 yaĢında 

sağlıklı bir erkek çocukta M. genavense tespit etmiĢ ve araĢtırmada hastanın sıklıkla 

su kenarlarında ve sahip olduğu balık, köpek, tavĢan ve kaplumbağalarla oynadığını 

bildirmiĢlerdir. AraĢtırmacıya elektronik posta ile hastanın sahip olduğu hayvanlarda 

mikobakteri tespiti yapılıp yapılmadığı sorulmuĢ, yanıtta söz konusu hayvanların 

öldüğü ve M. genavense‟den Ģüphelenildiği belirtilmiĢtir. KuĢlarda ve diğer pet 

hayvanlarında bulunan çoğu tüberküloz etkeninin özellikle immun sistemi 

baskılanmıĢ bireylerde önem arz etmesi bakımından, yapılan araĢtırmalara hayvan 

sahiplerinin de dâhil edilmesi gerektiği düĢünülmektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Bu çalıĢmada, 19 farklı kuĢ cinsine ait 214 kuĢtan elde edilen toplam 248 materyal 

kanatlı tüberküloz etkenleri varlığı yönünden boyama, kültür ve moleküler 

yöntemlerle araĢtırıldı. ÇalıĢmada aĢağıdaki sonuçlara varıldı. 

 

• KuĢlardan alınan organ ve dıĢkı örneklerinin boyama ve kültür sonuçlarında 

mikobakteri tespit edilmedi.  

•   Kültür optimizasyonunda en iyi üremenin MB7H10 agarda olduğu görüldü.  

• Farklı 5 ispinoza ait 4 karaciğer ve 1 dıĢkı örneği moleküler yöntemler ile 

incelendiğinde 3 karaciğer ve 1 dıĢkıda Mycobacterium avium subsp. avium; diğer 1 

ispinoz karaciğerinde ise Mycobacterium spp. tespit edildi.  

•  Nested PCR ile tüberküloz etkenlerinin moleküler deteksiyon limitinin arttığı ve 

özellikle konvansiyonel kültür ve boyama metotlarının uygulanma zorluğu ve süre 

kısıtlaması olduğu tüberküloz tanısında nested PCR‟ın kullanılabileceği belirlendi. 

• Tüberküloz tanısı amacıyla polimeraz zincir reaksiyonu kullanılırken internal 

kontrol primerleri ile yanlıĢ negatif PCR sonuçlarının önüne geçtiği tespit edildi.   

• Organ örneklerinde bulunan inhibitörlerin moleküler tespit aĢamasında 1/10 

sulandırma ile azaltılabildiği, bunun yanında dıĢkı örneklerindeki inhibitörlerin 

giderilmesi için sulandırmanın hedef DNA kaybına neden olması bakımından 

kullanılamayacağı görüldü. 

• Mikobakteri izolatlarının moleküler doğrulaması ve/veya identifikasyonu için hedef 

genlere yönelik tek bir PCR yapılması yeterli iken, doku ve dıĢkı örneklerinden 

direkt tanılamada ise bu materyallerin fazla miktarda inhibitör madde içermesi, 

bununla birlikte bu materyallerdeki etken sayısının dolayısıyla da hedef DNA 

miktarının azlığı nedeniyle; sensitivite ve spesifitesi yüksek olan nested-PCR 

tekniğinin uygun olduğu görüldü. 

 

Hastalığın etken kültürü ile ortaya konması amaçlanıyorsa yarı otomatize 

veya tam otomatize sistemlerin kullanılması, hem inkubasyon süresinin kısalması 

hem de kültürü yapılamayan M. genavense gibi türlerin izolasyonu amacıyla 

faydalıdır. 
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Hastalığın moleküler teĢhisinde internal kontrol primerleri ve nested-PCR ile 

desteklenen yöntemler ile Taq-Man probları kullanımına dayalı real-time PCR gibi 

moleküler tekniklerin kullanılması ile kafes kuĢlarında daha etkin bir mikobakteri 

tanısının gerçekleĢtirilebileceği düĢünülmektedir.     

   

Etkenin hücre içi bir organizma olmasından dolayı, ekstraksiyon aĢamasına 

hc parçalamaya dayalı tekniklerin eklenmesi, daha fazla mikobakteri hücresinin 

ortaya çıkması bakımından yararlı olacaktır.  

 

Bu çalıĢmada, insanlarla iç içe olan kafes kuĢlarında zoonoz önemi olan 

mikobakterilerin varlığı ortaya konmuĢ ve özellikle halk sağlığı bakımından 

değerlendirildiğinde hastalığın önemine dikkat çekilmiĢtir. 

  

KuĢ yetiĢtiricileri, satıcıları ve evlerinde kuĢ bakan bireylere hastalıkla ilgili 

bilgi verilmesi ve özellikle yetiĢtiricilikte hijyen uygulamaları ile sürü taramasına ve 

hasta kuĢların ayrılarak hastalıktan ari sürüler oluĢturulması konusunda bilgilendirme 

çalıĢmalarının yapılması gerekmektedir. 
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ÖZET 

 

 
Kafes KuĢlarında Tüberküloza Neden Olan Etkenlerin Kültür ve Moleküler 

Yöntemlerle TeĢhisi 

 

Kanatlı mikobakteriyozisi dünya çapında önemli bir hastalık olmakla birlikte, 

hastalığın tanısı oldukça zahmetli ve zordur. Bu çalıĢmada, farklı cins kuĢlardan 

alınan organ ve dıĢkı örnekleri kültür ve Ziehl Neelsen boyama (Z-N) ve moleküler 

teknikler ile tüberküloz yönünden değerlendirildi. Kültür için 4 farklı besiyeri 

(Gliserollü Löwenstein-Jensen, ADC ile zenginleĢtirilmiĢ Middlebrook 7H9 buyyon, 

OADC içeren Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar) kullanılarak M. avium subsp. avium 

için deteksiyon limiti tespit edildi ve tez materyalleri etken izolasyonu bakımından 

değerlendirildi. Tüm örneklere aside-dirençli boyama metodu olarak Z-N tekniği 

uygulandı. Moleküler çalıĢmalar kapsamında mikobakteriler için deteksiyon limiti 

belirlendi, hazırlanan yapay kontamine örnekler ve tez materyalleri internal kontrol 

primerleri ve nested PCR ile incelendi.  

 

 

Bu çalıĢma kapsamında 19 farklı cinse ait 214 kuĢtan elde edilen toplam 197 

dıĢkı ile 51 organ kanatlı mikobakteriyozisi yönünden incelendi. Tüberküloz 

yönünden incelenen 22 kuĢun nekropsisinde herhangi bir lezyona rastlanmadı. 

Toplam 248 materyalde, Ziehl-Neelsen boyama ile aside dirençli bakteri 

saptanmazken, dört farklı besiyerine yapılan ekimler sonucunda herhangi bir 

mikobakteri izolasyonu yapılmadı. Deteksiyon limiti tayini için yapılan çalıĢmada 

limit 10-100 bakteri olarak belirlendi. Moleküler çalıĢmalar öncesi gerçekleĢtirilen 

optimizasyonda, inhibitörlerin test sonuçlarına etkisi araĢtırıldı. Tez materyallerinden 

yapılan ilk PCR sonucunda mikobakteri DNA‟sı saptanmazken, nested primerleri ile 

gerçekleĢtirilen prosedür sonucunda 5 örnek (farklı ispinozlara ait 1 dıĢkı ve 4 

karaciğer) Mycobacterium spp. yönünden pozitif bulundu. M. avium subsp. avium 

primerleri ile yapılan bir diğer nested PCR ile 4 örneğin (farklı ispinozlara ait 1 dıĢkı 

ve 3 karaciğer) M. avium subsp. avium, 1 örneğin (ispinoz karaciğeri) ise M. avium 

subsp. avium‟dan farklı bir mikobakteri türü olduğu tespit edildi. 

 

Sonuç olarak, kanatlı mikobakteriyozisi yönünden incelenen örneklerden 

boyama ve kültür çalıĢmaları ile tüberküloz etkenleri tespiti yapılamazken, aynı 

örneklerden beĢ tanesinde PCR ve nested PCR ile mikobakteriyel DNA tespit edildi. 

Uygun ekstraksiyon yöntemi seçiminin klinik ve nekropsi örneklerinde bulunan 

inhibitörlerin elimine edilmesi bakımından önemli olduğu ve internal kontrol 

kullanımının yanlıĢ negatif sonuçların önüne geçtiği belirlendi. Tüberkülozun 

özellikle antemortem teĢhisi için, moleküler tekniklerin özgüllük ve duyarlılığı 

optimizasyon çalıĢmaları ile gösterildi. Ayrıca hastalığın hem hayvan hem de insan 

sağlığı açısından zoonotik potansiyeli değerlendirilerek kuĢ üretici, yetiĢtirici ve 

bakıcılarının hastalık hakkında bilgilendirilmesi gerektiği sonucuna varıldı. 

 

 

Anahtar Sözcükler: Kafes kuĢları, kültür, mikobakteri, PCR  
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SUMMARY 

 

 
Diagnosis of Mycobacteria Causing Avian Tuberculosis in Caged Birds by 

Culture and Molecular Techniques 

 

Avian mycobacteriosis is a worldwide important disease and diagnosis of the disease 

is very laborious and difficult. In this study, tissue and fecal samples obtained from 

different genuses of birds were investigated for the presence of tuberculosis by 

culture, Ziehl-Neelsen stain (Z-N) and molecular techniques. Four different culture 

media (Löwentein-Jensen [L-J] with glycerol, Middlebrook 7H9 broth supplemented 

with ADC, Middlebrook 7H10 agar with OADC and Middlebrook 7H11 with 

OADC) were used to determine the detection limit for M. avium subsp. avium, and 

thesis materials were investigated with these culture media in terms of mycobacteria 

isolation. All samples were investigated with Ziehl-Neelsen (Z-N) technique as acid-

fast staining method. Detection limit for mycobacteria was determined within 

molecular studies. Artifically contaminated samples and thesis materials were 

investigated with internal control primers and nested PCR. 

 

Within the scope of this study 197 stool and 51 organ samples obtained from 

214 birds belonging to 19 different genuses were examined for avian tuberculosis. 

No evidence of any lesions in necropsy of 22 birds was examined in terms of 

tuberculosis. Acid fast bacteria have not been identified with Ziehl-Neelsen stain, 

and mycobacterial isolations have not been made in any of the four different culture 

media from a total of 248 materials. Detection limit was identified as 10-100 

bacteria. The effect of the inhibitors was investigated in the optimization studies 

carried out before the molecular tests. While no mycobacterial DNA was detected 

after the initial PCR, by the help of the nested primers included to the procedure, 4 

samples were detected to be positive for Mycobacterium spp. Another nested PCR 

made with M. avium subsp. avium primers, detect 5 (1 stool and 4 liver from 

different finches) sample as M. avium subsp. avium and 1 (finch liver) sample 

detected as a mycobacterium other than M. avium subsp. avium. 

  

As a conclusion, while no mycobacterium was identifed with stain and 

culture studies from samples those have been surveyed for avian mycobacteriosis, 

mycobacterial DNA was detected from 5 samples with nested PCR. It has been 

determined that selection of appropriate extraction method is important for the 

elimination of inhibitors in clinical and necropsy samples and inclusion of internal 

controls to the overall investigation procedure could prevent the false negative 

results. The specificity and sensitivity of moleculer techniques used especially for 

antemortem diagnosis were determined in the optimization studies. It is concluded 

that, manufacturers, bird breeders and bird sitters should be informed about the 

disease and its zoonotic potential threating of both animal and human health.  

 

Key Words: Caged birds, culture, mycobacterium, PCR  
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