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ONSOZ

Mycobacterium genusuna bagli bakterilerin olusturdugu tiiberkiiloz, gerek hayvan
gerekse insan saghigini olumsuz yonde etkileyen, akciger, diger organ ve dokularda
kaze6z ve kazedkalseroz tiiberkellerin olugmasiyla karakterize kronik, bulasici ve
zoonotik bakteriyel bir hastaliktir. Kafes kuslarinda kanatli tiiberkiilozuna (avian
tiberkiilozis - AT) genel olarak M. avium complex (MAC), Mycobacterium
genavense ve nadiren Mycobacterium fortuitum neden olur.

Kanatli mikobakteriyozisi diinya g¢apinda yaygimdir. Gegtigimiz otuz yil
igcerisinde hastalik kafes kuslar1 da dahil olmak {izere pek ¢ok kanatli tiiriinde tespit
edilmistir. Ayrica, kuslar i¢in patojenik olan tiirler de dahil bircok mikobakteri
¢evrede bol miktarda bulunmaktadir.

Son yillarda sehir hayatinin gelismesiyle evde hayvan bakim ve beslenmesine
ilgi artmigtir. Pet hayvani olarak adlandirilan pek ¢ok hayvan tiirii i¢cinde, digerlerine
gore daha az zaman ve gider istemesi sebebiyle en yaygin beslenenleri kafes
kuslaridir. Bu nedenle ¢alismada zoonoz potansiyele sahip tiiberkiiloz etkenlerinin
kafes kuslarinda varligini arastirmak amaglanmustir.
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1.GIRIS

Mikobakteriyozis pet kuslarinda, dogada serbest ve kafeste tutulan vahsi kuslar ile
diger kanathilarda bildirilmis, diinya ¢capinda yaygin bir hastaliktir. Hastalik siklikla
Mycobacterium avium subsp. avium (serotip 1, 2 ve 3) ve Mycobacterium genavense
tarafindan 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 kanatl tiiberkiilozunun baslica etkeni olarak bilinse
de pet kuslarinda mikobakteriyozisin tiir tayini i¢in uygulanan yeni molekiiler
teknikler, basta M. genavense olmak tizere kiiltiirii yapilamayan mikobakterilerin de

varligini ortaya koymustur.

M. genavese, pet kuslarinda yapilan ¢alismalarda en sik rastlanilan (%71) tiir
iken, M. avium izole edilen ikinci (%17) tiir olmustur (Hoop ve ark. 1996; Manarolla
ve ark. 2009). Mycobacterium fortuitum kanath tiirlerindeki lezyonlardan zaman
zaman izole edilir (Holsboer-Buogo ve ark., 1997; Silvia-Krott ve ark., 1998).
Mycobacterium bovis ve Mycobacterium tuberculosis nedenli infeksiyonlar da
kuslarda ¢ok az rastlanan etkenler olmasina ragmen bildirilmistir (Van der Heyden,
1997a). Bunlardan M. tuberculosis kuslarda infeksiyona daha az neden olur,
genellikle kus sahiplerinden bulasir ve klinik bulgular mikobakterilerin sik rastlanan
tirlerinde ortaya ¢ikan bulgularla farklilik gosterir (OIE, 2008; Schmidt ve ark.,
2008). Bunun yaninda yapilan post-mortem arastirmalarda pet kuslarinda

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

Mikobakteriyozis hemen hemen tiim kus smiflarinda bildirilmis olmasina
ragmen hastaliga duyarlilik, tiir bazinda degisim gosterebilmektedir. Zoolojik
koleksiyonlardan hastaliga karsi en duyarli siiflar; Gruiformes (Turnamsilar),
Passerines (Sergegiller), Raptors (Yirtici kuslar), Ratites (Karinasiz kuglar) ve
Galliformes (Tavuksular)’dir (Keymer ve ark., 1982; Dhama ve ark., 2011).



Hastaligin klinik bulgular iligkili oldugu organa gore ¢esitlilik gosterir. Klasik
bulgu kronik ve ilerleyen zayiflik ve halsizliktir. Diyare de sik karsilagilan bir
bulgudur. Bazi kuslarda solunum problemi belirtileri goriilebilir (Tell ve ark., 2001).
Zaman zaman kuslarda ani Oliimler sekillenir bunun yaninda yine bazi kuslarda

graniilamatoz okiiler lezyonlar gelisebilir (OIE, 2008).

Kiiltiir, pratikte bazi sinirlamalar1 olmasina ragmen kuslarda mikobakteriyozis
infeksiyonun dogrulanmasinda kesin bir yontemdir. Kuslar i¢in patojenik olan
mikobakteriler en az 15 saatlik bir boliinme zamanina ihtiyag duyan yavas gelisen
organizmalardir. Bu nedenle besiyerinde gozle goriiliir koloniler elde etmek i¢in 2—4
haftaya gerek vardir (Aranaz ve ark., 1997). Baz1 M. avium suslarinda kolonilerin
tanimlanabilmesi i¢in 6 aya gereksinim olabilir. Ayrica, kiiltiir metotlar1 ile tanm
konabilmesi i¢in ml’de en az 100 mikobakteri bulunmasi gerekmektedir (Butcher ve
ark., 1996). Ancak bunun yaninda, M. genavense gibi kiiltiire edilemeyen tiirler de
kuslarda tiiberkiiloza sebep olmaktadir. Mikobakteriler tiirlere gore degisen igerikte
substrat, besin maddeleri, sicaklik ve oksijen ihtiyaclarina gore spesifik iireme

ozellikleri gostermektedir (Tell ve ark., 2004).

M. genavense ilk olarak 1990 yilinda AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome)’li bir insanda saptanmustir (Bottger ve ark., 1992). Tiiriin o zamandan
beri kuslar icin de patojenik oldugu kanitlanmistir. 1986 ve 1995 yillarinda
Isvigre’de yapilan epidemiyolojik bir ¢alismada M. genavense’nin kuslarda
mikobakteriyozis igin en sik rastlanilan ortak etken oldugu bildirilmistir (Hoop ve
ark., 1996). Hem kus hem de insanlarda, M. avium ve M. genavense neredeyse ayni
klinik bulgular1 gosterir ve oncelikle 16S ribozomal RNA vasitasiyla ayirt edilirler
(Coyle ve ark.,, 1992; Jackson ve ark., 1992). Dahasi, ikili infeksiyonlar da
bildirilmistir (Kirschner ve ark., 1994). M. genavense’nin musluk sular (Ristola ve
ark. 1999) ve hastane sularinda (Hillebrand-Haverkort ve ark., 1999) da bulundugu
bildirilmistir (Nichols ve ark., 2005).



1.1. Tarih¢e ve Simiflandirma

Tiiberkiilozun tarihgesi insanlik tarihi kadar eskidir. Insanlarmm mikobakterilerle
karsilasmasmin kanitlart M.O. 8000 yillarina dayamr. Toplu yasama gegis ve
sigirlarin evcillestirilmesiyle tliberkiiloz hastaligr gelismistir. Bu dénemle ilgili
olarak, Almanya’da bulunan insan iskeletlerinde (M.O. 5000) aside direncli
mikobakteri (ARB) saptanmustir (Herzog, 1998). Yine hastalikla ilgili bilgi ve
bulgular Misir’da 5000, Hindistan’da 3300 ve Cin’de 2300 yil onceki kayitlarda yer
almistir (Ledo ve Portaels, 2007). Dr. Robert Koch, 1882 yilinda M. tuberculosis’in
verem hastaligiin sebebi oldugunu gostermistir (Fulton ve Thoen, 2003). Kuslarda
ise mikobakteriyel hastalik ilk kez Maffucci tarafindan 1890°da tanimlanmistir
(Maffucci, 1894). Straus ve Gamaleia, kuslarda hastaliga neden olan bu etkenin
farklt bir tiir oldugu tespit etmis (Grange ve ark., 1990), etken 1901°de Chester
tarafindan M. avium olarak adlandirilmistir (Chester, 1901). 1800’lerin sonundan bu
yana da kuslarda ortaya ¢ikan mikobakteri kaynakli bu hastalik kanatli tiiberkiilozisi

olarak isimlendirilmektedir (Tell ve ark., 2001).

Actinomycetales takimindaki Mycobactericeae familyasina bagli tek genus
olan Mycobacterium genusu iginde, alt tiirlerle birlikte 60’dan fazla tiir vardir
(Yardimci, 2006). M. tuberculosis, Mycobacterium leprae ve M. bovis disindakilerin
primer insan patojeni olmamalar1 sebebiyle ‘atipik mikobakteriler’ olarak
siiflandirilir. Giiniimiizde epidemiyolojik olarak da klasik tiiberkiiloz grubundan
farklilik gbsteren bu mikroorganizmalari tanimlamak i¢in daha sik ‘tliberkiiloz dis1
mikobakteriler (TDM)’ veya ‘nontuberkiiloz mikobakteriler (NTM)’ deyimleri
kullanilmaktadir. Tim NTM yaygin bir sekilde ¢evresel mikroorganizmalardir ve
insandan insana temas ile bulagsmazlar (Hoop, 1997). Wayne bu etkenleri ‘potansiyel
patojenik ¢evresel mikobakteriler (PPCM) olarak adlandirmistir (Wayne ve Kubica,
1986). NTM yavas gelisenler (Grup I-III: 7 glinden sonra gozle goriiliir koloni) ve
hizli gelisenler (Grup IV: 7 giin i¢inde gozle goriiliir koloni) olmak {izere iki gruba
ayrilirlar (Cizelge 1.1). Diger kriterler ise pigmentasyon ve biyokimyasal
reaksiyonlardir. Genellikle hizli gelisen mikobakteriler (Grup IV) insanlar igin

nonpatojenik iken, yavas gelisen mikobakterilerin cesitli tiirleri patojeniktir. Bu



mikobakterilerden bazilar1 M. avium complex (MAC), Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium malmoens, Mycobacterium celatum,
M. fortuitum ve M. genavense’dir (Shinnick ve Good, 1994; Hoop, 1997).

Cizelge 1.1: Runyon mikobakteri siniflandirmasi (Shinnick ve Good, 1994)

KULTUR HASTALIK KONAK ONEMLI
KARAKTERISTIGI  KOMPLEKSI TURLER
- Tiiberkiiloz Insan M. tuberculosis
A yavas gelisen (3-6 hafta) Sigir M. bovis
B kiiltiire edilemeyen Lepra Insan M. leprae
yavag gelisen Paratuberkiiloz Sigir M. paratuberculosis
c (Non-tuberkiiloz
bakteriler)
yavas gelisen (3-6 hafta) Saprofitik Potesiyel
fotokromojenik, 1s1kla patojen M. kansasii
| temasta sar1 pigment
olusturan
yavas gelisen (10-14 hafta)
skotokromojenik, 1siktan Saprofitik M. scofulaceum
1 bagimsiz turuncu pigment M. gordonae
olusturan
Saprofitik M. avium
yavag gelisen (3-4 hafta) Kus, insan ve M. intracellulare
11 nonfotokromojenik memeliler igin M. genavense
potansiyel patojenik M. celatum
M. chelonae
hizl geligen (6-7 giin) . . M. phlei
v opurtunistik patojen Insan ve hayvanlar igin M. smegmatis
M. vaccae

1.1.1. Tiirkiye’deki Kafes Kuslarinda Mikobakteriyozis Varhgi

Ulkemiz’de kafes kuslarinda mikobakteriyozise ait olduk¢a az sayida yaymn vardir.
Bu c¢aligmalar genellikle cesitli iiniversitelerin patoloji anabilim dallarinca

yuriitilmistiir.



Giimiigsoy ve ark.’nmmn 2006 yilinda Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi’nde yaptiklar1 calismada Kayseri Hayvanat Bahgesi’nden olii olarak
getirilen 4 giivercin (Columba domestica), 3 kizil sahin (Buteo rufinus), 2 mandarin
ordegi (Aix galericulato), 2 hindi (Meleagris gallopavo) ve 1 siiliin’de (Phasianus
colchicus) kiiltiirel yoklama ve BACTEC hizli radiometrik teknikle M. avium subsp.
avium izole ve identifiye edilmistir. Ayrica bu ¢alismada yapilan nekropside
karaciger, akciger, dalak ve ince bagirsaklarda tiiberkiiloz lezyonlar1 gdzlenmis,
lezyonlarin histopatolojik incelemesinde c¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerinde asido-
rezistans mikobakterilerin bulundugu granulomlara rastlanmistir. Calisma sonunda
Kayseri Hayvanat Bahgesi’nde kanath tiiberkiilozunun oldukc¢a yaygin oldugu ortaya
konmustur (Glimiigsoy ve ark., 2006).

Ayni yerde tutulan 2 tavuskusu ve 2 halkali siiliinde ise Kul ve ark. (1998)
tarafindan yapilan bir ¢alismada M. avium subsp. avium tespit edilmistir. Her iki
halkali siiliin ve disi bir tavuskusunda klinik bulgu gézlenmemis, erkek tavuskusunda
iki ay siiresince semptomlar izlenmistir. Patolojik incelemede kuslarin karaciger,
dalak ve bagirsaklarinda kalsifiye olmayan granulomlar bulunmustur. Dért kusun da

kiltlir sonuglar1 negatif ¢cikmustir.

Yine llkemizde 1986-2009 yillar1 arasinda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda da
giivercinlerde mikobakteriyozis tespit edilmistir (Kutsal ve Saglam, 1988; Giirel ve
ark., 1997; Kapakin Terim ve Algigir, 2009).

Ayrica kus tiirleri icerisinde kazlarda hastaligin ¢ok ender gorildigi
bildirilmesine ragmen, Ozcan ve ark. (2001) tarafindan infeksiyonun goriildiigiine

dair bir adet olgu raporlanmistir.



1.2. Etiyoloji

1.2.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Mikobakteriler kiigiik (0.2-0.6 Xx 1.0-10 pm), aerobik, sporsuz etkenlerdir
(Falkinham, 1996). Organizmalar mikroskopta basil goriiniimiindedirler fakat kiip
benzeri, kavisli ve egik formlar1 da baz1 preparatlarda ortaya ¢ikar. Nadiren dallanma
goriiliir. Cogunun yuvarlak sonlar1 vardir ve uzunluklart 1-3 pm arasinda degisiklik
gosterir. Sporlanma yoktur ve organizmalar hareketsizdir. Sitoplazma iginde

herhangi bir yerde kiire bi¢iminde veya konik graniillere rastlanabilir (Thoen, 1994).

Mikobakterilerin en karakteristik morfolojik 6zellikleri aside direncliligidir. Bu
ozellikleri dolayistyla Gram, Giemsa gibi rutin bakteriyolojik boyalarla boyanmazlar.
Bazi1 6zel yontemlerle boyandiklarinda ise asit ile yikanmalarina ragmen boyay1
birakmazlar (Fulton ve Thoen, 2003). Identifikasyonlar1 genellikle Ziehl-Neelsen (Z-
N) teknigi adinda 6zel bir boyama teknigi ile yapilir. Auramin veya akridin
turuncusu (Smithwick ve ark., 1995) gibi floresan boyama teknikleri konvensiyonel
fuksin temelli boyamalara gore, bakterinin daha kolay goriilebilmesi ve daha az
stirede daha fazla alanin incelenebilmesi olanaklariyla daha avantajlidir (Aranaz ve

ark., 1997).

Tiiberkiiloz tanisinda mikroskopi, klinik orneklerden aside direngli etkenin
tespiti i¢in en basit, en ucuz ve oldukca hizli bir yontemdir (Huebner ve ark, 1993).
Etkenlerin preparatta goriilme sansi ornekteki yogunluklariyla dogru orantili olarak
artar. Mikobakterilerin mikroskopide goriilebilmeleri i¢in en az 5x10*
mikobakteri/ml bulunmasi gerekmektedir. Doku kesitleri ve preparatlarda bulunan
cok sayida M. avium genellikle tespit edilir. Ayrica M. avium, M. bovis’e gore ¢ok
daha farkl sekillerde goriilebilir (Aranaz ve ark., 1997).



1.2.2. Genetik Karakter ve Plazmidler

Mikobakteriyel genom DNA’nin tek bir kapali dongiisiinden (single closed loop)
olusur. Baz1 suslarin bir veya birden fazla plazmidleri vardir. Elektron mikroskopide
DNA yogun niikleer bir yap1 olarak goriinmesine ragmen, genom niikleer membrana
sahip degildir. Mycobacterium avium - intracellulare (MAI) complex suslarinin
genom boyutlari 2.8-4.5 x 10° bp’dir. Cogu bakteri DNA’s1 % 64 -70 mol guanin ve
sitozin igermektedir (Inderlied ve ark., 1993).

Plazmidler, M. avium, M. intracellulare ve M. scrofulaceum grup tyelerinde
yaygindir. Bazi suslarin 3 ila 6 plazmidi vardir. Bazi1 suslarda ise toplam DNA’nin %
30’u plazmid DNA’dir. Plazmidler MAI complex’inin insan suslarinda %55 ve
aerosollerden elde edilen suslarda %75 oraninda bulunurken, suda %21, ¢oplerde %7
ve topraktan elde edilen suslarda ise yalnizca %S5 oraninda tespit edilmistir. Bu
durum plazmidlerin sudan ziyade daha ¢ok havada bulunduklarini ve bu aerosol
izolatlarinin insan izolatlara diger ¢evresel izolatlardan ¢ok daha fazla benzedigi
goriilmiistiir. Plazmidlerin virulensi etkiledikleri de diistiniilmektedir ve Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS)’lu hastalardan elde edilen izolatlardan sadece
lic c¢evresel izolatin plazmid tasidiginin tespit edilmesi, plazmidelerin virulensi
etkiledigini gostermistir (Grange ve ark., 1990). Bu plazmidlerin molekiiler
agirliklart 8.8’den 160 megadalton (MD)’a kadar degismektedir. Plazmid igeriginin
heterojenitesinde ayni plazmidlerin profil suslariyla nadiren karsilasilmistir.
Plazmidlerin baglandiklar1 MAI complex etkenlerinin; faj lizisi duyarliligin
belirlemeleri, civa ve bakir gibi agir metal tuzlarina direng¢ ve koloni morfolojilerini
belirlemek gibi bazi karakteristik 6zelliklerinden sorumlu olduklar1 goriilmektedir

(Falkinham, 1996).

1.2.3. Mikobakterilerde Hiicre Duvar1 Yapisi

Mikobakterilerin iizerinde en ¢ok ¢alisilmis olan 6zelliklerinden birisi hiicre duvari

ile hiicre zarinin yapi ve fonksiyonudur (Alsteens ve ark., 2008). Hiicre duvari



¢oOziilebilen proteinler, karbonhidratlar, lipidler ve ii¢ ¢Oziilmeyen makromolekiil
komponentinden olusur. Bu makromolekiiller, arabinogalaktan, peptidoglikan ve
mikolik asittir ve hiicre duvarinin “mikolarabinogalaktanpeptidoglikan kor yapisini
(MAPc)” teskil ederler. MAPc tiim mikobakterilerde bulunan iki lipopolisakkaritin
(LPS) birini olusturur (Brennan ve Nikaido, 1995). MAPc, mikobakterilerin ince
boliimlerinde negatif boyama ile elektronca yogun ve elektron gegirgen zonlar olarak
goriiliir. Ayrica hiicre yiizeyindeki elektronca yogun katmanlar ¢ogunlukla korun
etrafin1 kusatir. Bunun yaninda tiim mikobakteriler lipoarabinomannan (LAM) olarak
bilinen ikinci bir lipopolisakkarite sahiptir (Sekil 1.1). MAI complex’inin MAPC ve
LAM yapilar1 olduk¢a immunojeniktir. Paralel hidrokarbon zincirlerinin kompleks
dizisi mikobakterilerin impermeabilitesi i¢in muhtemel kokendir. Kompleks lipidce
zengin hiicre duvar1 ve kalin mikolik asit tabakasi organizmay1 aside direngli hale
getirir ve dilue bir asitle hafifce yikandiktan sonra fuksin gibi arilmetan boyalarla

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

MAPc

, \+ yilizey glikolipidleri
mikolik asit H porin

arabinogalaktan S ﬁﬁ.fﬁ. _____ lipoarabinomannan
<,0 < (LAM)
<

< OOO0OOGOOOHOOO000HOO0OO0L)

%&%@m%fﬁwgfﬁwoﬁi Qg— lipid tabakast

peptidoglikan

Sekil 1.1: Mikobakterilerde hiicre duvar1 yapist (Bu sekil, hiicre duvari konusunda yazilan
makale (Alsteens ve ark., 2008) kullanilarak, yazarin 6neri ve izinleri ile Microsoft Windows Paint
Programi 6.1 adli yazilimla olusturulmustur.)



1.2.4. Koloni Morfolojisi ve Gelisme Gereksinimleri

MAI complex suslari, iki-dort haftalik inkubasyon sonrasi yaklasik 1 mm ¢apinda
tagkin ya da aralikli koloni gelisimi gosterirler. Bazi suglarin kolonilerinin
gbzlenebilmesi i¢in alt1 ay kadar zamana ihtiya¢ vardir (Aranaz ve ark., 1997).
Koloniler inci grisi renkte veya limon sarisi olabilecegi gibi gelisme sirasinda grimsi
beyazdan yavas yavas acik toprak sarisina doner ve kiiltlir yas arttikca koyulasirlar

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

Eger inokulum bol miktarda bakteri igeriyorsa koloniler c¢ok sayida ve
birlesmis olacaktir. Koloniler kiireseldir ve besiyerine penetre olmazlar. M.
tuberculosis ve M. bovis’in aksine M. avium 25-45°C’ler arasinda gelismekle birlikte
en iyi 1s1 39-45 °C’dir. Tuberkiiloz etkeni igin tasarlanan 6zel besiyerinin saha
materyallerinden izolasyon amaciyla da kullanilabilmektedir. Eger besiyeri gliserin
igeriyorsa koloniler daha biiyiik olur ve genellikle piruvat igeren besiyerlerinde
gelisim daha hizlidir. M. avium’un baz1 suslar ilk ve sonraki gelisimleri icin
biiylitme faktorli olarak mikobaktine ihtiya¢ duyarlar (Matthews ve ark., 1977,
Fulton ve Thoen, 2003).

Kat1 besiyerindeki subkiiltiirler 6-8 giinde gelisirler ve 3-4 haftada maksimum
boyuta ulasirlar. Bu kiiltiirler genellikle 1slak ve yagli goriiniirler ve yiizey genellikle
puriizlidir. Sivi besiyerinde gelisim hem tiipiin dibinde hem de siv1 yiizeyde
sekillenir. Olusum topaklanan memeli tiiberkil etkeninin aksine tortulu
stispansiyonun sallanmasiyla genellikle dagilabilir (Akay, 1980; Benson ve Ellner,

1993).

Mikobakterilerin birka¢ koloni formu tanimlanmistir ve yapilan deneysel
calismalarda koloni ¢esitliliginin virulansta degisiklik yaptigi gosterilmistir. M.
avium kolonileri kanatlilar igin virulent iken bunun aksine kubbemsi veya piiriizlii
koloniler kaynagi ne olursa olsun avirulenttir (Kuze ve Uchihira, 1984; Fulton ve
Thoen, 2003).
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M. genavense son yillarda identifiye edilen ve kuslarda klinik ve
histopatolojik olarak MAI complex benzeri bir hastalik tablosuna neden olan, genetik
olarak farkli bir tiirdiir (Antinoff ve ark. 1996; Portaels ve ark. 1996; Ramis ve ark.
1996). Lowenstein-Jensen, katki maddesi olmayan Middlebrook (MB) 7H10 ve
7H11 gibi standart kati besiyerlerinde gelisme gostermez. Bunun yaninda sivi
kiiltirde hizl1 ve cesitli sekillerde gelisir. ilk izolasyonlar1 icin BACTEC 13A
medium, MACTEC prizinamidaz test mediumu, Middlebrook 7H9 medium,
Middlebrook 7H12 medium gibi siv1 besiyeri gerektirir ve 3-12 haftada gelisme
gosterir. Asitli besiyeri ilk izolasyonunda gelisimi kolaylastirir. Gozle goriiliir
koloniler Mycobactin J (MJ) ilave edilmis MB 7H11 besiyerinde 3 ila 9 haftada
ortaya ¢ikar ve gelisme cok kiiciik, seffaf, nonfotokromojenik koloniler seklindedir.
Koloniler kiiltiir yasiyla birlikte daha yogun ve kremsi veya diiz ve kuru sekle
doniisiir. Bunun yaninda M. genavense’nin subkiiltiirii mikobaktin J katkili MB 7H11
kat1 besiyerinde yapilabilir ancak gelismenin oldukga zayif, ¢ok yavas ve cesitlilik
gosterebilecegi unutulmamalidir (Bottger ark., 1993; Hoop ve ark., 1993).

Yaklasik 20 yil oncesine kadar kuslarda ¢cogu mikobakteriyozis olgusunun
MALI nedenli oldugu varsayilmaktaydi. Hatta 1990’dan 6nce kuslardan kiiltiire edilen
saptanabilir mikobakterilerin ¢ogu M. avium iken, bu tarihten 6nce yapilan birkag
calismada mikobakteriyel kiiltiirde gelisme goOstermeyen mikobakterilerden de
bahsedilmistir (Keymer ve ark. 1982). Bu olgularin ¢ogunun, 6zel gelisme ihtiyaclari
gosteren ve nazli iireyen bir organizma olan, kiltlirii zor oldugu i¢in yakin bir
gegmiste DNA problar ile saptanmis M. genavense ile iliskili oldugunu diistinmek
gerekir. Bagisiklik sistemi baskilanmis bireyler ile ev kuslarmin arasinda
olusabilecek zoonotik potansiyel bu bakterinin hizli tan1 ve ayrim metotlarinin
Oonemini ortaya koymaktadir (Coyle ve ark., 1992; Kiehn ve ark., 1996; Mendenhall
ve ark., 2000; Tell ve ark. 2001).
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1.2.5. Biyokimyasal Ozellikler

Kanatlilar i¢in virulent oldugu bilinen M. avium serovar 1, 2 ve 3 arasinda herhangi
bir biyokimyasal farklilik olmadigi, son zamanlarda M. intracellulare olarak
adlandirilan serovar 4-20’nin kanathilar i¢in az virulent oldugu goriilmektedir

(Huebner ve ark., 1993).

Niasin lretmeyen ve Tween-80’i hidroliz etmeyen M. avium, peroksidaz
negatiftir, katalaz iretir, ireaz veya arilsiilfataz1 yoktur ve nitrat iretmez. M. avium
pirazinamidaz ve nikotinamidaz disinda ¢ogu amidazdan yoksundur. MAI complex
tiyeleri tuzlu (% 2’ye kadar) ve tuzsuz suda iyi gelisme gosterirler. Non-tiiberkiiloz
mikobakteriler agir metallere karsi goreceli olarak direnglidirler (Thoen, 1994,
Falkinham, 1996).

M. genavense diger yavas gelisen mikobakterilerden; s1v1 besiyerinde ve daha
hizli gelismesi, standart (katki maddesi olmayan) kati besiyerlerinde gelisme
gostermemesi ve kiigiik aside direngli kokobasil seklindeki karakteristik morfolojik
goriinlisii ile ayrilabilir (Lucas ve ark. 2000). M. genavense kati besiyerinde diger
mikobakteriler gibi gelisemedigi i¢in, diger mikobakterilerle karsilastirmak icin
uygulanan biyokimyasal testlerin de bir kismi gergeklestirilememektedir. Bununla
birlikte MB 7H11’de yapilan testlere gore, M. genavense’nin katalaz, pyrinamidaz ve
ureaz pozitif, nikotinik asit ve tween hidrolaz yoniinden negatif oldugu bilinmektedir
(Bottger ve ark. 1993). Bu durumda, M. avium ve M. genavense katalaz ve iircaz
testleriyle biyokimyasal olarak ayrilabilirler (Cizelge 1.2) (Wayne ve ark., 1986;
Coyle ve ark., 1992).
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Cizelge 1.2. M. avium subsp. avium ve M. genavense biyokimyasal 6zellikleri

Oze 3 genavense
Farkl sicakhklarda iireme:

24°C + +

31°C, 37°C, 42°C + +
Pigment N N
Niacin - -
Nitrat - -
Katalaz ( Semiquantitive) - +
Katalaz (68°C) + +
Tween hidroliz - -
Arilsulfataz + -
Urease - +
Pyrazinamidase + +

(-): negatif; (£): degisken; (+): pozitif N: nonpatokromojenik

1.3. Epidemiyoloji

Mycobacterium avium complex tarafindan olusturulan infeksiyon primatlar,
ruminantlar, karnivorlar, diger monogastrik hayvanlar, tavsanlar ve kanatlilarda

tanimlanmistir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3: Cesitli kus ve memeli tiirlerinin M. avium complex serotiplerine
duyarhiliklar1 (Thoen, 1997; Fulton ve Thoen; 2003; Dhama ve ark., 2011).

MAC
TURLER SEROTIPLERI DUYARLILIK
Evcil kanathlar 1,2 Yiiksek
(Gallus domesticus)
Hindi 1,2 Orta
Siiliin 1,2 Yiiksek
Vabhsi kuslar 2,3 Yiiksek
Sigir 1,2 Orta
Domuz 1,2,48 Yiiksek
Tavsan 1,2 Yiiksek
Insan 1,4-20 Diisiik (saghkh bireylerde)
23,25 Yiiksek (bagisiklik sistemi baskilanmig
bireylerde)
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Kuslar. Hastalik kuslarda M. genavense ile M. avium’dan daha hizli baslar.
Insanlarda ise M. avium ve M. genavense, daha ¢ok immunsupresif bireylerde,
tedaviye yanit vermeyen progresif karakterli bir hastaliga neden olur (Tell ve ark.,
2001; Bougiouklis ve ark., 2005; OIE, 2008). Isvi¢re’de Mycobacterium spp. ile
infekte kuslarda 9 yil siiren identifikasyon calismalari boyunca, M. genavense
(%71.8) en yaygin tiir 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) izlemistir (Holsboer-Buogo ve ark., 1997).

Kanath tiiberkiilozu, hayvanat bahgesi koleksiyonlar1 ve vahsi kuslarda, evde
bakilan kuslara oranla daha fazla goriilmektedir. Kus siniflarinda duyarlilik farklilik
gosterse de tiim kus tiirleri mikobakteriyozisten etkilenirler (Kauppinen ve ark.,
2001; Dvorska ve ark., 2007). Kanatli tiiberkiilozu evcil ve yabani 6rdekler (Anas
spp.), kazlar (Anser spp.), kugular (Cygnus spp.), tavus kuslar1 (Pavo spp.), siiliinler
(Phasianus colchicus), flamingolar (Phoenicopterus spp), bildircinlar (Coturnix
spp.), keklikler (Alectoris spp.), giivercinler (Columba spp.), kumrular
(Streptopelia decaocto), hindiler (Meleagris spp), av kuslar1 ve diger kafes ve/veya
vahsi kanatlilarda bildirilmistir (Kock ve ark., 1999; Bougiouklis ve ark., 2005).
Hastalik, papaganlar, Avustralya papaganlari, muhabbet kuslari, ispinozlar
(Taeniopygia spp.), sinek kuslart ve kanaryalar1 da etkileyebilir (Fulton ve Thoen,
2003). M. tuberculosis ile olusan infeksiyon papagangillerde olduk¢a sik
goriilmektedir ve genelde kusun yliz ve kafa bolgesindeki biiylime tiirii
degisikliklerle siiphelenilmelidir (Peavy ve ark., 1976). Bu infeksiyonlar hayvan
sahiplerini de yakindan ilgilendirir. Bir vakada ayni evdeki iki bireyde aktif
tiiberkiiloz saptandiktan dort yil sonra sahip olduklar1 papagandan M. tuberculosis
izole edilmistir. Kus sahipleri kusu agizlarindan besleyerek infekte etmislerdir
(Washko ve ark., 1998).

M. avium’un kanathilarda tiiberkiiloz olusturmasi tiire gore c¢esitlilik
gostermektedir. Anseriformes (kazsilar), Falconiformes (kartalsilar / giindiiz yirtict
kuslar1), Galliformes (tavuksular), Columbiforme (giivercinler), Charadriiforme

(yagmur kuslar1), Gruiforme (turnamsilar), Passeriformes (6tiicii kuslar) ve
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Psittaciformes (papagansilar) gibi kus tiirleri 6zellikle duyarlilik gosterir. Psittasin
kuslar arasinda, kanath tiiberkiilozu ile en sik karsilaslan tiirler muhabbet kuslar1 ve
papaganlardir. Genellikle infekte olan passerin kuslar kanaryalar, isketeler
(Carduelis spp.), tukanlar (Ramphastos tucanus), cennet kuslar1 (Viduaparadisea) ve
dokumac1 kusudur (Philetairus socius) (Van der Heyden, 1997a; Panigrahy, 1983).
Kazlar kanath tiiberkiillozunda 6rdek ve kugulara gore daha diisiik insidense
sahiplerdir (Cromie ve ark., 1993). Flamingolarin M. avium’a goreceli olarak direngli
oldugu bildirilmistir (Cromie ve ark., 1991). Kuzey Amerika’da bir hayvanat
bahcesinde flamingolar iizerinde 20 yil boyunca yapilan bir calismada kanath
tiiberkiilozuna rastlanmamis, ancak 1991 yilinda yash bir flamingo nekropsisinde
tiiberkiiloz lezyonlar1 gozlenmistir. Ardindan siiriideki diger flamingolara uygulanan
laparaskopik ve radyolojik incelemeler sonucunda hicbir flamingoda kanath

tiiberkiilozu bulgusu gézlenmemistir (Zsivanovits, 2001).

Nadir olmasmma ragmen infeksiyon ve hastalik, kanatli tiiberkiillozunun
tavuklarda yaygin oldugu kiimes cevresiyle iligkili vahsi kuglarda da gozlenebilir.
Siiliinlerin (Phasianus colchicus) alisilmadik sekilde M. avium’a karsi duyarli
olduklar1 goriilmektedir (Hsieh ve ark. 2009). Hastalik serce (Passer domesticus.),
karga (Corvus macrorhynchos), peceli baykus (Tyto alba.), inek kusu (Molothrus
ater.), karatavuk (Turdus merula), sigircik (Sturnus vulgaris.), kanada kazi (Branta
canadensis), yaban hindisi (Meleagris gallopavo) ve turnalarda (Anthropoides virgo)
da incelenmistir. Kanatli tiiberkiilozu hayvanat bahgelerinde tutulan deve kuslari
(Struthio camelus), Avustralya (emu) (Casuarus emeu) ve Amerikan deve kuslarinda
(Rheidae americana) bildirilmistir. Son zamanlarda tiiberkiiloz 3 yasinda disi bir
emuda da tanimlanmistir. Kanath tiiberkiilozu hindilerde siklikla rapor edilmemesine

ragmen genellikle infekte tavuklarda bulasir (Bowes, 1993; Tell ve ark., 2001).

M. intracellulare’nin ¢ogu susu 6zellikle kuslar i¢in patojenik degildir, fakat,
virulent suglarla da ara sira karsilasilmaktadir (Grange ve ark., 1990). MAI complex
ile kiyaslandiginda M. genavense kuslardan ¢ok daha seyrek izole edilebilmektedir.
Bu durum etkenin izolasyonunda ortaya ¢ikan giicliiklere baglanmaktadir (Portaels
ve ark., 1996).
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Memeliler. M. avium bazi evcil memelileri de infekte ederek hastaliga neden olabilir
ancak lezyonlar genellikle sinirhidir. Mikroorganizmalar uzun siirede dokularda
cogalabilir ve tiiberkiiline kars1 hassasiyet olusturabilir. Tavsan ve domuzlarda da M.
avium nedenli yaygin tiiberkiiloz bildirilmistir. Memelilerde dogal infeksiyon
kanatlilarda gelisenlerle karsilastirilabilir siddette olmayabilir, yapay infekte etkenin
uygulanmasiyla pek c¢ok memeli tiirlinde kapsamli degisiklikler yaratilabilir.
Amerika ve Avrupa’da domuzlardaki tiiberkiiloz lezyonlarinin yaygin nedeni M.
avium serovar 2’dir (Fulton ve Thoen, 2003). M. avium complex ve M. intracellulare
domuz, sigir, geyik, koyun, keci, at, kopek ve egzotik tiirler gibi daha kapsamli bir
tir cesitliligini infekte edebilir. M. genavense bir kopek ve bagisiklik sistemi

baskilanmus bir kedide de rapor edilmistir (Lucas ve ark., 2000).

1.3.1. Hastahgin kafes kuslari icin 6nemi

Infeksiyonun yavas gelisimi siiresince, kuslar tiiberkiiloz etkenini diskilar1 ile
cevreye yaymaktadirlar. Memeliler gibi kuslar da aylar boyunca klinik bir bulgu
gostermeyebilir ve infeksiyon kaynagi olarak goriilmeyebilirler. Serge, gilivercin,
sigircik ve mart1 gibi vahsi kuslar hastaligi bir bolgeden digerine tasiyabilirler (Tell
ve ark., 2001).

Mikobakteriyozis sulak arazi civarlarinda, hayvanat bahgeleri veya kiiltiir
koleksiyonlar1 gibi kuslarin yogun bulundugu bolgelerde daha sik goriiliir. Hastalik
stiriiye bir kez girdiginde, tanidaki giigliikler ve etkenin direngli yapisi dolayisiyla
eradikasyonu olduk¢a zordur. Bu durumda hastalik siirii i¢in uzun siiren, infertiliteyi
diisiiren ve ergin kuslarin 6liimiiyle sonuglanabilen bir hal alir. Bu durumda kuslarin
allm satim veya degisiminde sakincalar ortaya ¢ikacak, vahsi hayata
salinamayacaklar ya da hayvanat bahgeleri gibi baska kuslarla aymi bolgeyi

paylasacaklari farkli ortamlara alinamayacaklardir (Montali ve ark., 1976).
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1.3.2. Cinsiyet ve Yas Faktorii

Erkek ve disi kuslarin mikobakteriyel infeksiyona esit derecede duyarli olduklar
goriilmektedir (Keymer ve ark., 1982; Cromie ve ark, 1991). Dahasi, papagan ve
otiicti kuslarda mikobakteriyozis disilerde erkeklere oranla daha fazladir (Panigrahy

ve ark., 1983).

Mikobakteriyozis ergin kuslarda genglere oranla daha sik saptanmaktadir.
Hastaligin Ingiltere’de su kuslar1 koleksiyonunda bulunan kugularda siirdiiriilen
retrospektif bir ¢alismasinda mikobakteriyozis ergin kugularin %33’linde ve daha
kiigiik kugularin %4’iinde 6liim nedeniyken yeni ¢ikan kugularda 6liimciil degildir.
Bununla birlikte bu ve diger ¢aligmalarin bulgular1 gen¢ veya yashlar arasindaki
duyarliligindan ¢ok hastaligin kronik ve gizli dogasini1 yansitmaktadir. Sekiz haftalik
tavuklarda yapilan uygulama ¢alismalar1 gen¢ kuslarin mikobakteriyel infeksiyonlara

daha duyarli oldugunu géstermistir (Cromie ve ark., 1991).

1.3.3. Bulasma

Kontamine ¢evre, 6zellikle de toprak ve atiklar infekte olmayan hayvanlar i¢in en
onemli bulasma kaynagidir. Biiyiik arazilerde fazla hayvan olmasi sebebiyle

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

M. avium toprakta 4 yila kadar, 1 metreye kadar olan derinlikteki karkasta 27
ay boyunca canliligini siirdiirebilir. M. avium’un virulent suslarinin talagta 20°C’de
168 giin ve 37°C’de 244 giin canli kalabildigi tespit edilmistir. Dogal infekte olan
tavuklarin yumurtalarindan M. avium izole edilmistir fakat yumurtadan c¢ikan
civcivlerde kanath tiiberkiilozu gelismez. Alti dakika kaynatilmis yumurtada M.
avium bulunmaz ve ¢irpilmis yumurtanin 2 dakika boyunca kizartilmas: bakteriyi
oldiirmek igin yeterlidir. Ayrica, M. avium’un vertikal bulagmayla ve yumurta
kabuklarinin fekal kontaminasyonuyla oOrdek embriyolarina gegebilecegi tespit

edilmistir (Tell ve ark., 2001; Fulton ve Thoen, 2003).
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MAI complex ve diger pek ¢ok mikobakteriyel tiir ¢evrede serbest olarak
yasarlar. Is1, pH, tuz ve oksijen basincinin u¢ noktalarina dahi toleranslarindan
dolay, bataklik, golet, gol, nehir ve kiyr deniz sularinda da bulunurlar. Ozellikle
sellerden sonra ortaya c¢ikabilen bataklik tarzinda nemli ve asidik toprak,
mikobakteriler i¢in bir diger dogal yasam ortamidir. Ayn1 zamanda bitkiler, hayvan
altliklar1 ve ev atiklarinda da bulunabilirler. Gruft ve ark. (1979) tarafindan yapilan
bir caligmada, okyanus sulart MAI varligt yonlinden incelenmis ve pozitif

bulunmustur.

MAI complex suslari diisiik tuz igeren sularda deniz suyuna oranla daha yogun
bulunmustur. Aerosol deneyleri MAI complexin aerosoller ile tasinabildigini ve
bakteri i¢eren 0.7 — 3.3 mm biiyiikliigiindeki pargaciklarin cigerlere girerek alveolar
alana ulasip yayilabildigini gostermistir (Parker ve ark., 1983). MAI complex ayni
zamanda su borularina da kolonize olabilir (Grange ve ark., 1990). MAI complexin
agir metallere karsi direnglilik ¢alismalari, M. avium, M. intracellulare veya M.
scrofulaceum’un bazi izolatlarmin kadmiyum, civa, giimiis, tellurite tam; klorine ise
kismi direng¢ gosterdikleri saptanmustir (Falkinham, 1996). M. avium complex’in
tirleri ¢Oplerden, atiklardan, saksi bitkilerinden, yataklik malzemeden ve

sigaralardan kiiltiire edilmistir (Gruft ve ark., 1979; Tell ve ark., 2001).

Infekte vahsi kuslar; pet kuslar1, egzotik kafes kuslar1 ve diger kanathlar icin
Oonemli bir infeksiyon kaynagidir (Portaels ve ark., 1996; Painter, 1997). Arastiricilar
tiiberkiilozlu kanatli siiriileri ve g¢evre alandaki vahsi kuslarda infeksiyon siddeti
arasinda bir iligki saptamislardir. Bu bulgu, hastalifin yabani kanatlilardan mu
evcillere, yoksa evcil kanathlardan mi vahsi kuslara gectigi sorularin1 akla
getirmektedir. Cesitli tiirlerin beslenme aligkanliklar1 da patojenik mikobakterilere
maruz kalma oranini yiikseltir. Ingiltere’de su kuslarinda yapilan bir arastirmada,
beslenme aligkanliklart mikobakteriyozisin insidensini arttirirken beslenme tiirti
degistirmemistir. En diisiik insidens otcul kuslarda ve en yiiksek insidens ise dalgi¢
kuslarda, 6zellikle de deniz 6rdeklerinde bulunmustur. Arastirmacilar tarafindan bu

durum, otgul kuslarin diskiyla kirlenmis kontamine besin segiciligi ve otlarin giinesin
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ultraviole radyasyonuyla sterilizasyon etkisinden kaynaklanmakta gseklinde

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

Bir diger ilging bulgu da Cromie ve ark. (1991) tarafindan yapilan arastirmada,
ylzeysel sularda dalip ¢ikan ve suyla oynayan bir ka¢ o©rdekte pulmoner
mikobakteriyozise rastlanmasidir. Suyun serpme tarzinda havalanmasi mikobakteriyi
havaya karistirabilir ve inhalasyonu sekillenir. Belcika’da Antwerp Hayvanat
Bahgesinde yapilan bir M. genavense arastirmasinda ¢ogu kusta kapsamli bir akciger
invazyonu goriilmiistiir (Portaels ve ark., 1996). Diger olas1 mikobakteriyel bulagsma

kaynaklar1 keneler, rodentler, ucan hasere larvalari ve ¢iftlesmedir (Kovalev, 1983).

Mikobakterilere duyarlilik konak¢inin immun yaniti ile yakindan iligkilidir.
Mikobakteriler konak¢i makrofajlarinda yasayabilirler ve yillar boyu subklinik
seviyede bu sekilde bulunabilirler. Konak¢min immun sistemi baskilandiginda ise
etken baskin hale gelebilmektedir. Diger faktorler yas ve cinsiyet olarak belirtilebilir.
Iki yasmn altindaki kuslarda hastalik daha seyrek goriilmekteyken daha yasl su
kuslar1 ve kanatlilarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumun uzun inkubasyon

periyodu ve baskilamis bagisiklik sistemi ile ilgili oldugu sdylenebilir (Montali ve

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

1.3.4. infeksiyon Yolu ve Yerlesimi

Kusglarda infeksiyon genellikle beslenme esnasinda olusur. Kuslar arasi yayilim
siklikla mikobakteri ile kontamine toprak ve suyun agiz yoluyla alinmasi ile
sekillenir. Nadiren akciger tiiberkiilozu goriilmekle birlikte lezyonlar genellikle
karaciger, dalak ve bagirsaklardadir. Siklikla kemik ve eklemler de lezyon
bakimindan hastalikla iliskilendirilebilir. Bunun yaninda agiz boslugu, iist solunum
sistemi, akcigerler ve hava keseleri, deri, kemik iligi, yumurtaliklar, kalp, kloaka, i¢
organlarin serozal Yiizeyleri ve c¢ok nadiren bobreklerle pankreas da

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

Tiiberkiiloz, diinyada en sik oliime neden olan infeksiyonlardan birisidir. Diinya
niifusunun 1/3°l enfekte olmakla birlikte, her yil yaklasik 9 milyon yeni tiiberkiiloz
olgusu ortaya g¢ikmaktadir. Bildirimlerin %95’inden fazlasi diisiik ve orta gelirli
iilkelerde olmakta ve yilda 1,8 milyon hastaya ulasilamadigi igin tedavileri
yapilamamaktadir. Infeksiyon kaynakli ©Onlenebilir eriskin &liimlerin = %26’s1
tiiberkiilozdan kaynaklanirken, tedavi olmamis her hasta yilda 10-15 kisiyi infekte
edebilmektedir (WHO, 2010).

Nadiren de olsa, MAI complex ve M. genavense insanlarda da hastaliga neden
olabilmektedir. AIDS hastalar1 gibi bagisiklik sistemi zayiflamig insanlar ve kiigiik
cocuklar daha duyarli goziikmektedir (Nadal ve ark, 1993; Bottger, 1994).
Sinantropik kuslarla (6rn. pet kuslari, giivercinler, ordekler ve diger tiirler gibi ayni
ortamda veya yakin bulunan) iliskili insanlarda potansiyel mikobakteriyozis
kaynagini olusturmaktadir. Bunun yaninda mikobakteriler ¢evresel saprofit olduklari
ve insanlarla saprofitik kugslar ayni c¢evreyi paylastiklart i¢in en uygun tanimlama
ortak cevredir. Boian ve ark. (1997) ile Bottger (1994), insan ve kuslarda M.
genavense’yi dogadan alinmis firsat¢i1 patojen olarak degerlendirmisleridir (Schmidt
ve ark., 2008).

MAI complexi tarafindan olusturulan hastalik tiim diinyada goriilmesine
ragmen kuzey llkelerinde daha sik bildirilmistir (Inderlied ve ark., 1993). Hastalik,
genellikle kus ve memelilerde cevresel kokenli gozlenir ve insandan memeliye veya

memeliden insana gegmez (\Wayne ve Sramek, 1992).

Cevresel kaynaklar, 6zellikle de su, hastalik acgisindan insanlar i¢in biiyiik risk
teskil eder. Insanlardan izole edilen bazi serotipler diger memeli ve kuslardan da
izole edilmistir ancak son zamanlarda yapilan molekiiler temelli aragtirmalar,
serotipler arasinda 6nemli farkliliklar ortaya koymustur (Hoop, 1997). Kuslarda M.
avium serotip 1, 2 ve 3 baslica hastalik etkeni iken, AIDS’li insanlarda hastalik

siklikla serotip 4 ve 8 kaynakhidir. (Inderlied ve ark., 1993). M. avium’un kustan
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direkt insana bulastigina dair yazili bir kaynak yoktur. Cocuklarda ve AIDS’li
yetiskinlerde MAI complex infeksiyonunun kokenini arastirmak i¢in DNA problari
ile yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, ¢ogu infeksiyonun cevrede lokalize olarak
bulunan benzer serotiplerle oldugunu agiga ¢ikarmistir (Daborn ve Grange, 1993).
Musluk sulari, toprak veya yiyeceklerin AIDS’li hastalarin  non-tiiberkiiloz
mikroorganizmalarla karsilasma yolu oldugu belirtilmektedir (Benson ve Ellner,
1993). Calismalar evsel atiklardan izole edilen suslarin yarisinin insanlar igin
potansiyel patojenik oldugunu gostermistir. Ayni mikobakteriyel tiirlerin hayvan ve
hayvan diskilarindan izole edilmis olmasina ragmen bu hayvanlar nadiren insan

infeksiyonu i¢in rezervuarlardir (Hoop, 1997).

AIDS’li hastalarda MAI complex infeksiyon prevalansi artmaktadir. RFLP
(Restriction-fragment-length polymorphism) analizleri MAI complexin Amerika ve
Avrupa izolatlarmin genetik olarak benzer ve Afrika izolatlarindan farkli oldugu
bildirilmistir (Benson ve Ellner, 1993; Hoop, 1997). Insanlarda baslica dért hastalik
tipi ortaya cikmaktadir; (1) inokulasyonu takiben lokal lezyonlar, (2) ozellikle
cocuklarda servikal lenf nodiiliinde ortaya c¢ikan lokalize primer lenfadenit, (3)
predispose  kosullarla iligskili pulmoner infeksiyon ve (4) genellikle
immunsupresyonla iligkili yaygmn hastalik. M. avium ve M. genavense’nin immun
sistemi baskilanmis bireyler ve ¢ocuklara bulagmasi kiigiik bir ihtimal dahilinde de
olsa, bu kisilerin potansiyel infekte kuslardan ve bulunduklar1 ¢evrelerden uzak
tutulmalar1 gerekmektedir (Falkinham, 1996; Biet ve ark., 2005). M. tuberculosis’de
kuslarda infeksiyona nadiren neden olmakla birlikte, 6zellikle papaganlarda ortaya
cikmakta ve sahipleri ile yakin temasta bulunan bu kuslar insanlar i¢in potansiyel bir

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

Klinik bulgular patognomonik degildir. Tipik fiziksel bulgular kas atrofisi ile kilo
kayb1, anoreksi, depresyon, diyare, poliiiri, anemi, diiskiinliik, solgunluk, zayif tiiy
yapisi, kaseksi, abdominal sislik, aksama, ayaklarda sislik, subkutan veya
konjunktival kitleler, kutanéz lezyonlar ve egzama olarak siralanabilir. Dispne,
akciger veya hava keseleri yerlesiminde ortaya c¢ikabilir. Tarsal yaralanmalar

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

Kilo kaybinin sindirim ve emilim bozuklugundan kaynaklandigi sdylenebilir.
Diski genelde yumusaktir. Sindirilmemis yiyecekler, mukus ve yag globiilleri digki
muayenesinde dikkat c¢ekici olabilir. Bagirsak yangist sekillenmisse disk,
hemoglobin, kirmizi ve beyaz kan hiicreleri bakimindan da zengin olabilir. Primer
renal katilim politiriye sebep gosterilir. Karaciger ve ince bagirsaklarin
organomegalisi ile karin bolgesinde gerginlik olabilir. Ozellikle karmn kaslarinin zayif
oldugu durumlarda karin bolgesindeki tiiyler 1slatilarak burasi palpe edilirse

karacigerde biiylime kolaylikla fark edilebilir (Hines ve ark, 1995).

Ilerlemis infeksiyonlarda kuslar halsiz ve deprese goriiniimdedirler. Yem
alimlar1 1yi olsa da siklikla atrofiye gdgiis kaslar1 goriiniimii ile kilo kayb1 sekillenir
ve omurgalar ortaya ¢ikar. Asir1 ilerlemis olgularda diger normal kuslarla
kiyaslandiginda ytizde kii¢iilme de gozlenir. Tiiyler donuklagmig gibidir ve karisiktir.
Sakal ve ibikler kiigiilmiistiir. Bazen de ibik ve sakallarda mavimsi bir renk degisimi

olur. Karaciger hasar1 sonucunda ikterus gozlenebilir (Thorel ve ark., 1997).

Hastaligin agir seyrinde bile etkilenen kuslarin viicut 1silar1 normal
degerlerdedir. Cogu olguda kuslarda tek tarafli topallama vardir ve kendine has
silkintili bir sekme tarzi gézlenir. Lezyonlar rupture olabilir ve kaze6z materyal dolu
stvi bosalir. Tiiberkiiloz arthritisinden dolay1 paraliz de sekillenebilir. Belirli
yontemler ile bagirsaklar icindeki nodiiller palpe edilebilir. Bunun yaninda
tiiberkiilozlu ¢ogu kusta goriilen karaciger biiyimesi bu islemi zorlastirabilir veya

imkansiz hale getirebilir. Bagirsak nodulleri iilseratif olabilir ve bu durum ishal ile
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sonuglanir. Etkilenen kuslar hastaligin seyrine gore birka¢ ay iginde Olebilir ya da
cogunlukla yasamlarimi siirdiirtirler. Etkilenen karaciger ya da dalagin rupturu sonucu

olusan hemoraji ile kus aniden dlebilmektedir (Thoen, 1994; Hoop ve ark., 1997).

Bir diger ilging bulgu da, etkilenen bazi kuslarin normal bir goriinim ve
davranis sekline ragmen aniden Olmeleridir. Kusglar birka¢ giin veya hafta
mikobakteriyozis belirtisi gosterdikten sonra Olebilirler. Kronik veya aralikli
sekillenen diyare mikobakteriyozisli kuslarda oldukca yaygin gézlenir. Bu bulgu su
sekilde aciklanir; kuslarda gerceklesen dogal infeksiyonlarda oral-fekal yol en sik
bulasma yoludur ve bagirsak kanali mikroskopik veya makroskopik lezyonlarin
bulundugu bolgedir. Van der Heyden (1997a), yaptig1 fekal incelemelerde
sindirilmemis yem, mukus ve yag globiilleri bulmus, hemoglobin veya l6kositlerin
de diskida bulunabilecegini agiklamistir. Bir diger sik rastlanan bulgu da genellikle
kemik veya eklemle iliskili topalliktir (Hoop ve ark., 1993; Portaels ve ark., 1996;
Van der Heyden, 1997a; Tell ve ark., 2001).

Daha az siklikta karsilasilan fakat genis Olgiide bildirilen belirtiler, kutandz,
subkutandz ve granulamatdz okiiler lezyonlardir (Pond ve Rush, 1981; Morita ve
ark., 1994; Pocknell ve ark., 1996; Washko ve ark., 1998). Av kuslarinda kutanoz
mikobakteriyel lezyonlar daha sik kanat, gégiis veya boyunda bulunur. Sahinlerde

ayak apseleri siklikla mikobakterilerle infekte olmaktadir (Smit ve ark., 1987).

Dispne ve diger solunum bulgularina ¢ok rastlanmamasinin sebebi muhtemelen
hastaligin kuslarda akciger iligkili olmayisidir (Hoop ve ark., 1993; Portaels ve ark,
1996). Hirilltili dispne birkac¢ olayda bildirilmis, klinik ve nekropsi bulgularinda
infraorbital sinuslar, orofarenks ve tracheada granulamatéz olusumlara rastlanmigtir
(Antinoff ve ark., 1996; Hoefer ve ark., 1996). Sinirsel belirtiler nadiren bildirilen
vertebral veya merkezi sinir sistemine yerlesimi sonucu ortaya ¢ikan bulgulardir
(Tell ve ark., 2001).

Mikobakteriyozis, ¢ogu infekte kusun, dzellikle hastaligin baslangicinda klinik

olarak normal goriinmesi dolayisiyla siirlide sinsi seyreden bir sorundur. Pek ¢ok
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salgin bildirilmesine ragmen, devam eden hastalik ve/veya bir iki kusun periyodik
Oliimlerine ¢ok daha sik rastlanilir (Pond ve ark., 1981; Ramis ve ark., 1996; Painter,

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

Kanatli mikobakteriyozisi; aspergillozis, koligranuloma, intestinal koksidiozis,
lenfoid leukozis, Marek hastaligi, tifo ve neoplastik hastaliklarla karigmaktadir.
Hastaligin ayrimi basta mikroskopik olarak etkenin aside direngli 6zelligi olmak

tizere bakteriyolojik yoklamalarla kolaylikla yapilabilir (Akay, 1999).

1.5. Patolojik Bulgular

1.5.1. Makroskopik Bulgular

Pet kuslarinda ¢ tiir mikobakteriyel patolojik bulgu tablosu gozlenmektedir: (1)
atipik, etkilenen organlarin diffuz genislemesiyle karakterize fakat nodiiler lezyon
icermeyen; (2) lepramatoz, nodiler-diffuz subkutandéz lezyonlar igeren; (3)
tiiberkiiler, i¢ organlarin i¢inde ve ylizeyinde aralikli granulamat6z nodiiller igeren

fakat memeli tiiberkiilozunda goriilen fibroz kapsiil igermeyen lezyonlardir (Montali
ve ark., 1976).

Atipik mikobakteriyozis, pet kuslarinda en sik rastlanilan patolojik bulgu
tablosudur ve genellikle M. avium ve M. genavense infeksiyonlarinda karsilasilir.
Her ii¢ tablo ayn1 kusta goziikebilecegi gibi bir tanesi de ortaya ¢ikabilir (Panigrahy
ve ark. 1983). Yapilan ¢alismalar son yillarda M. genavense’nin pet kuslarinda atipik

mikobakteriyozis nedeni olduguna dikkat ¢cekmektedir (Hoop ve ark., 1996).

Lezyonlar siklikla karaciger, dalak, bagirsaklar ve kemik iliginde gozlenir.
Kalp, ovaryumlar, testisler ve deri gibi baz1 organ ve dokular nadiren etkilenir.
Ozellikle érdek ve giivercinler igin lezyonlar karaciger ve dalakta baskindir ancak

diger pek ¢ok organda da goriilebilmektedir (Thoen, 1994).
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Kanath tiiberkiilozu lezyonlari, karacigerde, dalak ve bagirsaklarda igne
ucundan birkag santime degisen, diizensiz grimsi sar1 veya grimsi beyaz lezyonlar
olarak tanimlanmaktadir. Karaciger ve dalak biiylime gosterir ve ruptura bagh
Olimciil hemoraji ortaya c¢ikar. Kiiciik nodiillerin etkilenen organ yiizeyinde
gelismesiyle olusan genis nodiillerde yumrulu kenar yapisi vardir. Nodiller sert
olmasina ragmen kolay kazinirlar. Minerallesme nadirdir. Bir nodiil, kesit ylizeyinde
cok sayida kiiclik sarims1 odaklar veya fibroz kapsiille sarili tek bir sarims1 yumusak
kaze6z alan icerir. Fibroz kapsiil, boyut ve hastalik donemine bagli olarak cesitli
kalinlik ve yogunlukta sekillenebilir. Bagirsaklarin serozal yilizeyinde kabarik, kat1 ve
beyaz lezyonlar olabilir. Karaciger ve dalagin yaninda akcigerlerin hastalikla iliskisi
cok daha azdir. Granulom olusumu, siklikla kemik iligindedir. Kemik iligi
infeksiyonu muhtemelen hastaligin ¢ok erken donemlerinde baslayarak bakteriyemi
nedenli olmaktadir (Montali ve ark., 1976). Papagangiller, otiicti kuslar, glivercinler
ve kazlarim M. avium infeksiyonlarinda etkilenen organlar aralikli granulomlardan

ziyade difuz histiositik genislemelere egilim gosterir (Van der Heyden, 1997a).

1.5.2. Mikroskopik Bulgular

Evcil kuslarda MAI complex infeksiyonlar1 genellikle bagirsak kanalinda multiple
tiiberkiil-benzeri lezyonlara sebep olur. Erken dénem lezyonlar1 kopiik goriintimlii
sitoplazmaya sahip epiteloid makrofaj kiimelerinden meydana gelir. Odak biiytidiik¢e
merkez daginik niiklear materyal igeren nekrotik ve eozinofilik bir hal alir (Soler ve
ark., 2009). Epiteloid makrofaj populasyonlari granulom iginde gelisir ve g¢ok
cekirdekli dev hiicreleri gelistirmek i¢in periferine yapisir. Daha biiyiik nodiillerde
granulomun merkezi koagulatif veya kazedz nekroze olabilir. Biiylik nodiillerde
sadece ¢ok cekirdekli dev hiicreler nekrotik parga etrafinda bir manto gibi kalabilir.
Cok c¢ekirdekli dev hiicrelerin hemen periferalindekiler hem epiteloid hem de
histiyositik makrofajlarin toplamindan olusur. Fibrosit i¢eren bir fibroz kapsiil ve ¢ok
ince kan damarlar1 periferal alanin dis kisminda bulunur. Aside direngli etkenler

merkezde veya tliberkiilin nekrotik alaninda ¢ok sayidadir ancak epiteloid bolgenin
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yaninda ve c¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerin ¢ekirdeklerinde de bulunabilir.
Granulomlarin en dis bolgesi fibroz bagdoku, makrofaj, bazi lenfositler ve nadiren

graniilosit ile kapsiile olmustur (Bermudez, 1994; Thoen, 1994).

1.6. Laboratuvar Teshisi

Kanatlilarda tiiberkiiloz infeksiyonlarinin laboratuvar teshisinde, etkenin gelisme
siiresinin uzunlugu basta olmak iizere pek ¢ok sorunla karsilagilmaktadir. Klinik
belirtiler ve hematolojik anormallikler mikobakteriyozise Ozgii olmadigi gibi

hastaligin ileriki safhalarina kadar ortaya ¢ikmayabilir (Tell ve ark., 2001).

Kiiltir ile izolasyon veya klinik Orneklerden amplifikasyon ile etkeni
saptama, etkenin ¢evresel olarak da bulunmasi sebebiyle aktif infeksiyon anlamina
gelmemektedir. Mikrobiyolojik tani i¢in 6rnek toplanmasi, ¢evresel kontaminasyon
acisindan laboratuvar sonuglarini maskelememesi icin dikkatle gerceklestirilmelidir.
Ornekler soguk zincirde tasinip buzdolabinda tutulmali ve hizlica islenmelidir. Uzun
bir siire islenmeyecekse, ornekleri korumak i¢in dondurmak ¢6ziim olabilir (Aranaz
ve ark., 1997; Tell ve ark., 2001). Kuslarda tiiberkiilozun tanisi i¢in kullanilan
metodlar, siire, materyal, avantaj ve dezavantajlari bakimindan degerlendirilerek

secilmelidir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4: Kuslarda kullanilan tiiberkiiloz tan1 metotlar1 ve testler (Thoen, 1997;
Tell ve ark., 2001; Fulton ve Thoen, 2003; Tell ve ark., 2003b; OIE, 2008; Dhama ve

ark., 2011)
TEST MATERYAL SURE AVANTAJ DEZAVANTAJ ‘
Makroskopik
lezyonlarin Olii kus 1 saat Kolay tani Yaniltici olabilecek tani
incelenmesi
Aside direncli
bakt.e!’l.le.rln Olii kus 1 saat Kolay ve hizls tani Duyarlilig1 az, tiirler aras1 ayrim
tespiti i¢in yapilamaz
boyama
Izolasyon / Ortala
0 asy Olii kus ma 4 Kesin tani Uzun zaman gerektirir
Kiiltiir
hafta
Kuslarda strese neden olur, siire
Tub_erkuhn Canli kus 48 saat | Hizh tant bakgmndan uzupdur, yanlig
testi pozitif ve negatif sonuclar
verebilir
Serotip ayrimi
. . yapabilir, ¢ok Zaman zaman yanlis pozitif sonug
Ag I.u tinasyon Canli kus Blrlfag sayida kus bulunan | verir, kafes kuslar1 igin giivenilir
testi dakika L ) oot
stirtiler igin degildir
uygundur
Egzotik ve pet Tiiberkiilin testinden daha az
ELISA Canli kus 2 saat kuglart i¢in spesifitesi vardir, yanlig pozitif
kullanilabilir sonuglar verebilir
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Ozellikle degerli ve soyu tiikenmekte olan kuslarin s6z konusu oldugu durumlarda
hizl1 ve kesin tani, pozitif olgularin en kisa siirede tespit edilebilmesi i¢in gereklidir.
Yine ac¢ik sahada yasayan kuslar i¢in de hastalifin kontrolii yoniinden hizli tani
gerekmektedir. Intradermal test uygulamasinin ¢iftlik kanatlilar1 hari¢ digerlerinde
tercih edilmemektedir. Serolojik testler de yine genellikle giftlik kanatlilarinda ve
zaman zaman su kuslarinda daha sik kullanilmaktadir (Cromie ve ark., 2000; Tell ve

ark., 2003a).

1.6.1. Etkenin identifikasyonu

Klinik 6rneklerde aside direngli etkenlerin tespiti i¢in mikroskopi, basit, ucuz ve
hizli bir yontemdir (Huebner ve ark., 1993). Eger siiriide karakteristik tiiberkiiloz
hikayesi varsa ve post mortem olarak kuslarda lezyonlar bulunursa, etkilenen
organdan yapilan siirme veya kesit preparatlarda Ziehl-Neelsen metoduyla boyama
ile aside direngli etkenlerin tespiti, tan1 koymak i¢in yeterlidir (OIE, 2008).
Preparatlarda etken bulma sansi, Ornekteki yogunluklariyla dogru orantilidir.
Preparatta mikobakterilerin goriilebilmesi i¢in materyalin en az 1x10*-5x10*

mikobakteri/ml i¢eriginin olmasi gerekmektedir (Aranaz ve ark., 1997).

Zaman zaman ¢ok miktarda etkenle hastalik olustugunda, akut ve oldukga
kuvvetli bir tablonun sonucu olarak, etkilenen organlarda (6zellikle karacigerde)
yesilimsi sar1 benekli kec¢i derisi goriiniimii meydana gelir. Bu gibi olgularda aside
direngli organizmalar bulunamayabilir fakat dikkatle incelendiginde kahverengimsi
refraktil etkenler paralel demetler halinde belli olacaktir. Ziehl - Neelsen boyamanin
sicak karbol fuksin asamasi 10 dakikaya uzatildiginda genellikle boya almaya yiiksek
direng gosteren aside direngli basiller ortaya ¢ikacaktir. Bununla birlikte, Truant
boya gibi florokrom boyalar, sensitivitesi daha yiiksek sonuglar verebilmektedir (Tell

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

Ziehl-Neelsen gibi aside direngli boyama metotlarinda, 6zellikle yaygin

bagirsak lezyonu olan kuslarda doku kesitleri ve digkida fazla sayida mikobakteri
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goriiliir hale getirilebilir. Diskida bulunan mukus ve diger inhibitér maddeler test
sonuglarini olumsuz etkileyebilir. Bunun yaninda boyama kosullarinin diizenli olarak
kontrol edilmedigi durumlarda yanlis pozitif veya negatif sonuglar alinabilecegi de

unutulmamalidir (Van der Heyden, 1997a).

1.6.2. Kiiltiir

Eger karakteristik bir siirli hikdyesi varsa ve nekropside anlamli lezyonlar bulunursa
fakat aside direngli etkenler siirme veya kesit preparatlarda goriilmezse, hastalik
etkeni olan organizmay1 izole etmek i¢in nekropsi materyaline bagvurulur. Karaciger
veya dalak genellikle bu amagla kullanima uygundur fakat eger karkas dekompoze
olmussa daha az kontamine olmasia ragmen kemik iligi de yeterli diizeyde sonug
verir (OIE, 2008). Kanatli kani infekte kuslarda mikobakteri tespiti ig¢in basariyla
kullanilmaktayken fekal veya biopsi materyali kiiltiirleri kullanilamamaktadir. Fekal
ve kan orneklerinin kusun mikobakteriyemik oldugu ve digki ile bakteri sacildigi
donemde alinmasi gerekmektedir. Ayrica sadece aside direngli bakteri yoniinden
pozitif biopsi ornekleri kiiltiir icin degerlendirilmelidir (Zsivanovits, 2001; Tell ve

ark., 2003a).

Kiiltirden o6nce ornekler dekontamine edilmelidir. Numunelerin ¢ogu
istenmeyen ve c¢abuk gelisen mikroorganizmalar igcermektedir. Kontaminasyon
igerigi Ornek tiirii, toplama ve saklama metotlariyla iliskilidir. Mikobakterilerin
tespitinde drneklere uygulanacak dekontaminasyon yollar su sekildedir: %2 veya %
4’lik NaOH, % 1’lik NaOH ile %3’liikk 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’liik siilfiirik asit ve hexadecylpyridinium chloride
(HPC) (Cizelge 1.5) (Salfinger ve Kafader, 1987; Clark ve ark., 1995; Hines ve ark.,
1995; Aranaz ve ark., 1997).
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Cizelge 1.5. Mycobacterium spp. i¢in kullanilan dekontaminantlar ve 6zellikleri

DEKONTAMINANT OZELLIiKLERI

Mikobakteriler i¢in sik kullanilan 1limli dekontaminasyon

%2 veya % 4’lik NaOH soliisyonudur. Dekontaminasyon siiresi 15 dakikay1
geememelidir.
. . Kullaniminin NALC, NaOH ve Z-TSP’den daha uygun
0 ) B
/o 1'lik NaOH ile oldugu diistiniilmektedir. Ancak  non-tiiberkiiloz

0/ 2ol .
03’liik sodium dodecy sulfate (SDS) mikobakteriler icin digerlerinden daha tahrip edicidir.

NALC mukolitik ajam1 ile serbest mikobakterileri
yakalayan ilimli bir dekontaminanttir. Temas siiresi 15
dakikay1 ge¢memelidir. Kontaminasyon oranlar1 SDS’ye
gore daha yiiksektir. NALC oksijene duyarli oldugu i¢in
hazirlanan bu karisim en fazla 24 saat kullanilabilir.

%2’lik N-acetyl-L-cysteine (NALC) ile
%1°den %3’e kadar NaOH

Ozellikle Pseudomonas aeruginosa iceren oOrneklerde

%5 oxalic acid kullanilabilir

Daha ¢ok zaman kontroliiniin etkili yapilamadig
laboratuarlarda tercih edilir. Zephiran lesitin ile notralize
edilmelidir ve yumurta bazli besiyerine inokule
edilememektedir.

Zephiran-trisodium phosphate (Z-TSP)

%2’lik NaOH kadar etkili bulunmustur, dekontaminasyon
Hexadecylpyridinium chloride (HPC) icin daha kisa siireye ihtiya¢ duymaktadir ve
mikobakteriler icin daha az toksik etkiye sahiptir.

Islenen o6rneklerde mikobakterilere zarar vermeden, kisa siirede ve en yogun
sonucu  %4’lik  NaOH  gibi  1limli  dekontaminantlar ~ vermektedir.
Hexadecylpyridinium chloride ile dekontaminasyon da en az %2’lik NaOH kadar
etkili bulunmus ve mikobakterilere karsi daha az toksik oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte tiim dekontaminantlar mikobakteriler icin toksiktir ve genellikle
%80-90 oraninda mikobakteriyel tahribata yol acarlar (Salfinger ve Kafader, 1987;
Clark ve ark., 1995; Hines ve ark., 1995; Aranaz ve ark., 1997; Zsivanovits, 2001;
Beran ve ark., 2006).

Ornekler dekontaminasyon islemini takiben santrifugasyon ile konsantre

edilmelidir. Bu amagla 3000 g’de 15 dakika veya 2000-9.500 g aras1 20 dakika
tavsiye edilmektedir (Aranaz ve ark., 1997).

Dekontaminasyon ve konsantrasyon asamalarindan sonra ornek uygun kiltiir
ortamina inokulasyon icin hazirdir. Mikobakteriyozisin tanisinda kiiltiir altin standart

olarak bilinmektedir. Bununla birlikte kiiltiiriin en az 2 hafta gibi uzun bir siirede
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sonu¢ vermesi ve M. genavense gibi bazi tiirlerin standart kiiltiir teknikleri ile
izolasyonunun zor olmasi dezavantaj olarak ortaya c¢ikmaktadir. (Ramis ve ark.,
1996; Aranaz ve ark., 1997; Boian ve ark., 1997; Mendenhall ve ark., 2000; Tell ve
ark., 2003a).

Mikobakteriler i¢in pek ¢ok farkli kiiltiir ortam1 mevcuttur. Konvansiyonel kati
besiyerlerini temelde yumurta bazli ve agar bazli olmak ilizere ikiye ayirmak
miimkiindiir. Giinlimiizde en yaygin kullanilan yumurta bazli besiyeri Lowenstein-
Jensen (L-J)’dir (Hines ve ark., 1995). Ancak Petragnani ve American Trudeau Society
besiyerleri de tercih edilebilir. L-J besiyeri, M.tuberculosis disindaki mikobakterilerin
tiretilmesi i¢in giivenilir bir besiyeri olarak tanimlanmaz ancak tipik koloni morfolojisi
olusturmalar1 ve daha bol tiremeleri nedeniyle primer izolasyonda oOnerilmektedir.
Kontaminasyon olasilig1 yiiksek Orneklerden mikobakterilerin {iretilmesi igin L-J
besiyerinde 2 kat fazla malasit yesili iceren Petragnani besiyeri kullanilir. American
Trudeau Society besiyeri ise L-J besiyerinden daha diisiik konsantrasyonda malasit yesili
icerir. Bu nedenle kontaminasyona neden olan bakteriler daha kolay iirerler ve
mikobakterilerin de biiylimesi daha az inhibe olarak daha erken bir donemde daha biiyiik

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

Bunun yaninda seffaf goriinlimlii agar bazli besiyerlerinden en cok tercih
edilenleri Middlebrook 7H10 ve 7H11°dir. Middlebrook agar, L-J’e gore mikrobiyal
gelisimin erken tespiti, daha az kontaminasyon ve daha kolay koloni morfoloji
incelemesi saglamaktadir. Ayn1 zamanda Middlebrook 7H11 besiyeri petriye ince
dokiilerek mikroskopta koloni gelisiminin incelenmesi amaciyla da kullanilmaktadir.
Ister yumurta, ister agar bazli olsun o6zellikle ilk izolasyonda kontaminasyonu
engellemek amaciyla selektif besiyeri kullanilmasi onerilmektedir. Bu amagla L-J
Gruft, Mycobactosel L-J, Mitchison selektif 7H11 kullanilabilir. Stvi besiyerleri ise
mikobakterilerin stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarlik deneyleri, diger
in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi, izolasyon sansini arttirmak igin bakteri
sayisinin arttirtlmasi gibi amaglarla tercih edilebilir ve bu amacgla Middlebrook 7H9
ve Dubos tween albumin kullanilabilir. Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri ayn1 zamanda
cogu hizhi kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir (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 edilmis Coletsos gibi besiyerlerinde gelisir. Kiiltiirler en az 8
hafta boyunca inkube edilmelidir. Tipik olarak M. avium ‘smooth’ yapida koloni
olusturur ve 2-4 haftada rough form gozlenir. Besiyerinde buharlasan suyun

kiimelenmesiyle gelisme sinirlanabilir (OIE, 2008).

MAI complex iiyelerinin suslari 14-30 giinlik inkubasyonda yavas gelisen,
birlesik veya aralikli koloniler olustururlar. Gelisme sicaklik araligni 25-45 °C
arasinda degisir. Piruvat iceren besiyerlerinde daha hizli gelisim sdz konusudur. Ilk
koloniler inci yesili goriiniirken yash kiiltiirlerde sariya donebilir. Lezyonlardan
yapilan ilk izolasyonda koloniler piiriizsiiz ve seffafken, tekrarlayan pasajlarda bu
koloni tipi yerini kubbeli, seffaf olmayan forma birakir (Kuze ve Uchihira, 1984;
Aranaz ve ark., 1997).

Kuslarda tiiberkulozis genellikle M. avium tip 1, 2, veya 3 tarafindan meydana
getirilir. Bunlardan birinin bulunmasi halinde hastalik etkeni olarak varsayilir. Eger
izolat bunlardan biri degilse daha baska identifikasyon testleri gerceklestirilmesine
gerek duyulur. Bunun yaninda kafes kuslarinda ozellikle de psittasinlerdeki
stiperfisiyal tiiberkiiloz lezyonlarmin M. tuberculosis tarafindan meydana
getirilebilecegi de akildan c¢ikarilmamalidir. Dolayisiyla eger bu kuslardan
mikobakterilerin rough kolonileri izole edilirse 42°C’de gelisebilme yoniinden test
edilmelidirler. Eger izolat 42°C’ de gelismezse M. tuberculosis’den
stiphelenilmelidir Geleneksel olarak M. avium, diger nonkromatojenik yavas
biiyliyen organizmalardan 42 °C’de gelisebilmeleri (M. avium) ve Tween hidroliz
testi, pyrazinamidaz gibi biyokimyasal testler, thiopen-2 karboksilik asit hidrazid

(TCH) igeren medyada gelismeleri ve tellurite azaltmasi ile ayrilirlar (OIE, 2008).

M. genavense’nin kat1 besiyerinde gelismedigi, MB 7H13’de (BACTEC
sistemi ile) ise ¢ok diisiik bliyiime indeksi saptandigi ve subkiiltiirlerin negatif oldugu
bildirilmistir. En 1yi gelisimin pH 6.0’da, BACTEC vialleri kullanilarak oldugu
belirtilmistir (Bottger ve ark., 1993; Hoop ve ark., 1993, Hoop ve ark., 1996; Realini
ve ark., 1997; Realini ve ark., 1999)
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Siv1 kiiltiir olan BACTEC sistemi ile inkubasyon stireleri kisaltilmaktadir.
Diisiik oksijen basinci ile pH’mn 6.0 olmasi1 Onerilmektedir (Realini ve ark. 1997;
Realini ve ark. 1998). Optimal kati medyum pH 6’ya asitlestirilmis ve kan ve
charcoal ilave edilmis Middlebrook 7H11’dir. Bu sistemlerde gaz basicindaki
degisiklikler, CO; olusumu ve oksijen kullanimi fluorometrik veya kolorimetrik

olarak ol¢iiliir (Realini ve ark. 1999; OIE, 2008).

Hizli kiiltiir sistemleri i¢inde yer alan yar1 otomatize BACTEC 460 TB (Becton
Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD) sistemi, izolasyon, idantifikasyon ve
duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir basar ile
kullanilmaktadir. BACTEC 12B (MB 7H12) ve BACTEC 13A (MB 7H13) olmak
tizere iki tip besiyeri iceren bu sistem; besiyerlerinde bulunan C14 isaretli palmitik
asitin kullanilmas1 ve metabolizma sonucu olusan 14 CO2’nin 0-999 sayisal degerleri
arasinda iireme indeksi (GI) olarak Olgiilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Ekim
isleminden 6nce besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve
amfoterisin B (PANTA) igeren antibiyotik karisimi ilave edilmelidir. Basari ile
kullanilmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi ve
cthazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana gelen ¢apraz kontaminasyon

sorun olusturmaktadir (Clark ve ark., 1995).

Mikobakterilerin tanisi i¢in gelistirilmis 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)’dir (Shitayea ve ark., 2009). Bu sistemler arasinda da
izolasyon orani agisindan Onemli bir fark olmamakla birlikte, konvansiyonel kati
besiyerlerine gore daha yliksek; BACTEC 460 TB sistemine gore daha diisiik oranda
izolasyon sagladiklar1 bildirilmektedir. Kontaminasyon oranlari agisindan tam
otomatize sistemler birbiri ile karsilastirildiginda onemli bir fark bulunamamistir
ancak bu sistemlerde oran, BACTEC 460 TB ve kati1 besiyerlerine gore daha
yiiksektir (Uzun, 2003).
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Mikobakterileri tiir ve alttiirlere tiplendirmek i¢in bu konuda uzmanlasmis bir
laboratuvara ihtiyag duyulur. Tiirlerin identifikasyonu i¢in konvensiyonel
biyokimyasal testler ayrintilidir ve M. avium ve M. intracellulare arasinda tiir ayrimi
yapilamaz. Bu nedenle mikobakterilerin her iki tiirii de iceren cesitli gruplar1 M.

avium complex (MAC) adi altinda isimlendirilirler (OIE, 2008).

1.7. Molekiiler Teshisi

Son zamanlarda DNA problar1 ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri
kanatli mikobakteriyozisinin teshisinde sik kullanilmaktadir (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 6rneklerde ¢ok diisiik sayidaki DNA’lar1 tespit etmede
olduk¢a hizl1 ve dogru sonug¢ veren tani metotlaridir. Sonuglar birkac saatte ortaya
¢ikmaktadir ve durum ozellikle antemortem tani icin ¢ok Onemlidir. Ayrica M.
genavense Kkiiltiiriiniin zor olmas1 sebebiyle PCR, bu etkende tercih edilecek ilk tan
yontemidir (Avaniss-Aghajani ve ark., 1996; Boian ve ark., 1997; Mendenhall ve
ark., 2000).

Cesitli konvensiyonel PCR protokolleri mikobakteriyel DNA tespiti igin
kullanilmaktadir (Portaels ve ark., 1996; Ramis ve ark., 1996; Boian ve ark., 1997,
Mendenhall ve ark., 2000). Yakin zamanda kantitatif ger¢ek zamanli (Real-Time)
PCR yontemi (TagMan-PCR) gelistirilerek bir Ornekteki etkenlerin baslangic
konsantrasyonlarinin es zamanli olarak izlenmesi saglanmistir. TagMan-PCR
konvensiyonel PCR’a gore, spesifite ve sensitivitede artis, kontaminasyonda azalma,
daha fazla sayida iiriin isleme ve PCR inhibitorlerine kars1 dayaniklilik gibi oldukga
fazla avantaj igermektedir (Tell ve ark., 2003b).

Sik kullanilan PCR metotlarindan birisi de nested PCR’dir. Hedef dizilerin

amplifikasyonunun cesitli nedenlerle klasik PCR yontemi ile miimkiin olmadigi
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durumlarda kullanilir. Bu yontemle klasik PCR’a farkli primer c¢iftleri ile ikinci bir
amplifikasyon uygulanarak gergeklestirilir. Kullanilan ikinci primerler diziye
ozgiidiir ve ilk PCR’da elde edilen amplifikasyon {iriinii, ikinci PCR ig¢in kalip olarak
kullanilir (Miyazaki ve ark., 1993).

1.8. Sagaltim

Insanlarda M. tuberculosis ve M. bovis nedenli mikobakteriyel infeksiyonlar
genellikle isoniazid, ethambutol, rifampicin veya pyrazinamide gibi antibiyotiklerle
tedavi edilmektedir (Van der Heyden, 1997b). Hayvanlarda, uzun siirmesi ve
maliyetinin yiiksek olmasi sebebiyle tiiberkiiloz tedavisine nadiren baglanir. Ayrica
bazi iilkelerde tiiberkiiloz tedavisi yasal degildir. Diger taraftan M. avium, bu
antitiiberkiiloz ilaglarina karsi direncglidir. Bu nedenlerden otiirti tedavi, kanatl
sektoriinde de tercih edilen uygulamalardan degildir. Bununla birlikte egzotik pet
kuslart ve hayvanat bahgesi kus koleksiyonlarinda gorilen M. avium
infeksiyonlarinda 12-18 aya kadar siiren kombine tedavi secenekleri
uygulanmaktadir (Fulton ve Thoen, 2003).

Mikobakteriyel infeksiyonlarla iligkili kanatli tedavilerinde baslica problem
kuslarda ¢ogu antimikobakteriyel ilacin farmakokinetiginin bilinmemesidir. Ayrica
mikobakteriyel  hiicre  duvarinin  goreceli  hidrofobisi,  aminoglikozidler,
fluorokinolonlar ve makrolidler gibi bir¢ok hidrofilik antibiyotiklerin aktivitesini
kisitlayan bir engel olarak gorev yapmaktadir. Bunun yaninda mikobakterilerin yavas
ve hiicre i¢i gelisimi, tedavinin uzun slirmesini gerektirir (Van der Heyden, 1997D).
Yapilan in vitro c¢alismalarda M. avium’un trimethoprim-sulfamethoxazole,
sulfisoxazole, amikasin ve gentamisin yanit verdigi gorilmistir (Davis ve ark.,
1987).

Pet kuslarinda M. avium infeksiyonlari, isoniazid, rifampin, rifabutin,
ethambutol, klofazimine, siprofloksasin, enrofloksasin, streptomisin ve amikasin ile

tedavi edilmis ve insanlarda M. genavense infeksiyonunun Klaritromisin ile tedavisi
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bildirilmistir. Klaritromisin ve azitromisin gibi yeni makrolidlerin M. avium ve M.
genavense’ye karsi1 gozle goriiliir etkisi, kuslarda kullanimlarini arttirmaktadir.
Bununla birlikte ilk tedavi rifabutinin ve etambutol ile yapilmali ve daha sonra
gerekirse azitromisin veya klaritromisin birlikte verilmelidir. Tedaviye yanitta
istenilen basar1 saglanamazsa florokinolon veya bir aminoglikozid tedavi kiiriine
eklenebilir. Bir diger alternatif ya da ilave ilag da oOzellikle kuslarda belirgin bir
inflamatuar yanit veren clofazamine’dir. Van der Heyden (1997b), bahsedilen bu
ilaglarin giinliik toplam dozlarini; klaritromisin i¢in 85 mg/kg, azitromisin i¢in 43
mg/kg, rifabutin i¢in 56 mg/kg, ethambutol i¢in 56-85 mg/kg ve klofazamin igin 6-12
mg/kg olarak bildirmistir. Bir diger calismada, mevcut ilaglarin potansiyelini
arttirmak ig¢in, Staphylococcus’un Clavelis susundan “stazyme” adi verilen bir
mikobakteriyolitik preparat gelistirilmistir. Stazyme M. avium izolatlarinin
permeabilite bariyerini kirarak, ethambutol, rifampicin ve amikacin gibi anti-

tiilberkiiloz ilaglarmin aktivitesini belirgin sekilde degistirmistir (Dhama ve ark.,
2011).

1.9. Koruma ve Kontrol

M. avium infeksiyonunun eradikasyonu, kronik tasiyici ve infekte kuslar tarafindan
etkenin aralikli sagilimi nedeniyle zordur. Hastaligin elimine edilmesi ve tiiberkiiloz

ari siiriilerin olusturularak korunmasi i¢in gereken dnlemler alinmalidir.

Dhama ve ark. (2011), hastaligin tiiberkiilin ve agliitinasyon testleri ile
diizenli olarak izlenmesi yan1 sira siki biyogiivenlik prosediirlerinin uygulanmasini
onermislerdir. Stres, sacilimi arttirmasi ve yeni salginlarin olusmasi nedeniyle
anahtar faktordiir. Bu hastalig1 kontrol etmek i¢in en iyi yol hasta ve tasiyici kuslar

ayirmak ve cevresel parametreleri gelistirerek stres faktoriinti diigiirmektir (Fulton ve

Thoen, 2003).
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1.9.1. Bakim-idare Uygulamalar

Kuslar1 bu hastaliktan koruma, kafeslerde kalabalik kus populasyonunu seyreltme,
uygun havalandirmay1 saglama ve vitamin mineral destegi tam olan diyetlerle
besleme seklinde yapilabilir. Bir kus toplulugunda kanath tiiberkiilozu goriildiigiinde,
s0z konusu kafes ile diger komsu kafesler 6-12 hafta boyunca karantinaya alinarak
aralikli olarak teste tabi tutulmalidirlar. Ne tiiberkiilin ne de aglutinasyon testleri
infekte olan her kusun tespitini yapamamaktadir, bu nedenle siiriide bir tek infekte
kus bile kalsa hastaligin digerlerine bulagmasi s6z konusu olacaktir. Dolayisiyla tiim
stirii elden ¢ikarilarak infekte olmayan yeni bir siirii, althik ve hatta ekipman alimi en
iyi yaklasimdir. Fekal maddenin sik uzaklastirilmasi da hastaligin yayilmasini
Onleyen en onemli faktoriidiir. Kafeslerin dezenfeksiyonu sik ve diizenli yapilmalidir

(Fulton ve Thoen, 2003).

Serbest dolasim sistemi hastaligin kontrolii agisindan onerilmemektedir.
Egzotik kuslar icin infekte kuslarla veya bulunduklari ¢evre ve barmaklarla temas
onlenmelidir. Infeksiyonun izlenmesi tiim hijyen prosediirleri ile birlikte
yiriitilmelidir. M. avium varligini tespit etmek igin, yeni egzotik veya yerli kus
aliminda tiiberkiilin testi zorunlu olmali ve alinan kus 2 ay karantinada tutulmalidir

(Tell ve ark., 2001).

1.9.2. Asilama

Kuslarda tiiberkiiloz igin uygulanan bir as1 yoktur. Oldiiriilmiis ve/veya canl
mikobakteriler ile hazirlanan deneysel asilar degerlendirilmekte, calismalar
stirdiiriilmektedir. M. avium serovar 6 oral yolla verildiginde tatmin edici koruma
elde edilmistir (Tell ve ark., 2001; Thoen, 1997). M. avium serovar 7 ve 19’un
inaktive ile canli kombinasyonlar: da kisith 6l¢iide koruma saglamaktadir. Kuslarda
hiicresel bagisikligi ortaya ¢ikartmak igin protein olusturan M. avium genlerinden

hazirlanan niikleik asit temelli asilar da deneysel olarak denenebilir (Dhama ve ark.,
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2008). Basit tiim hiicre veya lizat asilar1 ve as1 preparat kombinasyonlarnin da

yuksek diizeyde koruma sagladig tespit edilmistir (Falkinham ve ark., 2004).

Bu caligmada, kafes (pet) kuslarinda 6nemli bir problem olan kanatli tiiberkiilozunun
teshisi icin kafes kuslarina ait klinik 6rneklerden mikobakteri tiirlerini, kiiltiir ve

molekiiler yontemle (PCR) ortaya koymak amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg

2.1.1. Ornekler

Calismada, Ankara ili smirlart igerisindeki kushane, petshop ve evcil kus
kafeslerinden toplanan 192 diski 6rnegi ile Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali Kanatli Hayvan Hastaliklar1 Rutin  Teshis
Laboratuvari’na getirilen 22 adet 6lii kustan elde edilen 51 adet organ (karaciger,
dalak, bagirsak ve kemik iligi) numunesi ile bu kuslarin kafeslerinden alinan 5 adet
digk: test materyali (toplam 248) olarak kullanildi. Her bir kusa ait organ 6rnegi 20
ml’lik vida kapakli polietilen kaplarda ve 5 cm caph plastik mini petrilerde tutuldu.
Diski ornekleri ise 5 ml’lik, igerisine 1 ml fosfat tampon solusyonu (PBS) olan
plastik tiiplerde, 4°C’de muhafaza edilerek laboratuvara getirildi. Tiim Ornekler

isleme asamasina kadar -20°C’de dondurularak saklandi (Portaels ve ark., 1996).

Mikobakteri varligi yoniinden incelenen tez materyallerinin toplanma islemi
Haziran 2010 - Eyliil 2011 tarihleri arasinda yapildi. Incelenen digki ve organ
orneklerinin temin edildigi yerler, kuslarin cinsiyetleri, yaslar ile klinik bulgular1 ve

gonderilen materyal numaralar1 Cizelge 2.1°de sunulmustur.
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2.1.2. Referans Suslar

Calismada kullanilan M. avium subsp. avium (ATCC 15769/956) ve M. fortuitum
subsp. fortuitum (ATCC 6841/06060) suslar1 Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Baskanligi (RSHMB) Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma Laboratuvart kiiltiir
koleksiyonundan saglandi. M. genavense susu RSHMB’de bulunmadigindan
Italya’da mikobakteri referans merkezinden (Regional Reference Center for
Mycobacteria, Italy) talep edildi, ancak susun transferine onay verilmediginden

sadece DNA’s1 gonderildi.



Cizelge 2.1 Calismada kullanilan tez materyalleri

KUS KUSLARIN KUSLARIN MATERYAL KUSLARDA GORULEN

e SAYISI CINSIYETI YASI TURU KLINiK TABLO
Bildircin 34 23 Disi 1-2 yas Diskr Zayiflama ve ishalden ani 6liime
(Coturnix coturnix) 11 Erkek araliginda kadar degisen tablo
Biilbiil 6 6 Erkek 1-2 yas Diski, karaciger, Depresyon ve zayiflamadan ani
(Luscinia megarhynchos) araliginda kemikiligi, dalak 6liime kadar degisen tablo
Cennet Papagani 1 Disi 2-3 yas Digki, karaciger ve R
(Roseicollis verde) 3 2 Erkek araliginda dalak Ani 0liim ve zayiflama bulgulan
Erik Bash Papagan 3 2 Disi 2.5-4 yas Diski Zayiflama, halsizlikden ishale
(Psittacula cyanocephala) 1 Erkek araliginda 3 kadar degisen klinik tablo
Esmer Akbaba .
(Aegypius monachus) 1 1 Erkek 12 yas Diski Ishal
Flamingo 5 Disi .
(Phoenicopterus ruber) ! 2 Erkek >3 yas Diski Ishal
Giivercin _ 49 i; Ili);lilek 1-4 yas Digki, karaciger, Depresyon, istahsizlik ve klinik
(Columba domestica) 3 Bilinmiyor araliginda kemikiligi, dalak bulgu goériilmeyen hayvanlar
T .. . Yaralanmadan ishal ve
( Taeni(I):)I;/lgI:ngu ttata) 20 Sl)lE]r)klgL 1-3 yag g;ls;i’ karaciger, zayiflamaya kadar degisen klinik
tablo
Jako Papagam .
(Psittacus erithacus timneh) . Erkek 2 yas Diski Ishal
Kakadu Papagam . " .
(Cacatua alba) 1 Erkek 6 yas Diski Klinik bulgu gézlenmedi
.. ) . Tirnak lezyonu, beyaz ishal,
Kanarya . 23 8 Disi 12 yas D1§k}, .k%rg “iget, depresyon ve istahsizliktan ishale
(Serinus canaria) 15 Erkek araliginda kemikiligi ve dalak <.
kadar degisen tablo




Cizelge 2.1 (Devam) Calismada kullanilan tez materyalleri

KUS KUSLARIN KUSLARIN MATERYAL KUSLARDA GORULEN

KUS TURU

SAYISI CINSIYETI YASI TURU KLINIK TABLO
Kirmiz1 Lori Papagani e o
(Lorius garrulus) 1 Bilinmiyor 1.5 yas Diski Zayiflama, halsizlik
Kumru 7 g ]E)rllilek 1-2 yas Diski, karaciger, Yaralanma tespit edilen ve
(Streptopelia decaocto) 2 Bilinmiyor araliginda dalak, bagirsak klinik bulgu goriilmeyen kuslar
15 Disi ) G0z ve gaga cevresinde lezyon
Mu!labbet Kusu 45 25 Erkek 13 yas Diski, karaciger olan, depresyon, ishal, zayiflama
(Melopsittacus undulatus) T araliginda ..
5 Bilinmiyor bulgular1 gosteren kuslar
Ordek 2 1 Disi 1 yasin Diskit Depresyon ve zayiflama,
(Aix Sponsa) 1 Erkek iizerinde 3 tiiylerde kabarma
Puhu kusu e 4 yasin .. N .
(Bubo bubo) 1 Bilinmiyor irerinde Diski Klinik bulgu gézlenmedi
Rosella papagam 1 Disi o . -
(Pyatycercus eximinus) 2 1 Erkek 3 yas Diski, dalak bagirsak  Ishal ve ani 6liim
Sultan papagam 6 1 Disi 1.5-5 yas Diski Tiiy dokmeden yesil ishale
(Nymphicus hollandicus ) 5 Erkek araliginda 3 kadar degisen klinik tablo
Sahin 1 Disi 1-4 yas Digki, karaciger, < .
(Buteo rufinus) 2 1 Bilinmiyor araliginda bagirsak, dalak Kanat kingi ve ishal
- 99 Disi 1-12 yas 51 Organ 6rnegi
TOPLAM: 102 Erkek : mm)> Toplam 248 Materyal
214 . arahig: oo
13 Bilinmiyor 197 Diski 6rnegi
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2.1.3. Soliisyonlar

% 4 NaOH
Sodyum hidroksit (NaOH) 409
Distile su 1000 ml

NaOH, distile su igerisinde manyetik karistiric1 kullanilarak eritildi. Otoklavda,

121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullanmim siiresince buzdolabinda saklandi.

Fosfat Tampon Solusyonu (PBS)

Sodyum Kloriir (NaCl) 849
Potasyum Kloriir (KCI) 029
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,) 1.15¢
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,POy) 029
Distile su 1000 ml

Ziehl-Neelsen Boyama Bilesenleri

» Konsantre Karbol Fuksin

Fuksin........oooiiii e, 10¢g
Ethanol % 95 (V/V).eoviiiiii i, 10.0 ml
Fenol ... 509
DiStile SU .ovintiriie i 100.0 ml

* Metilen Mavisi

Metilen Mavisi.........ooovviiiiiiiiiiiiiii e, 8.04¢
Ethanol % 95 (V/V) wviiiiii e, 300.0 ml
Potasyum hidroksit..............cooooiiiiiiii, 0.13¢g

DISHLE SU .« 1300.0 ml
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* Asit- Alkol (Dekolorizasyon)
Konsantre HCl asit......oveeeeeeeeiiiiiin, 8.0 ml
Ethanol %0 95.......oooeeeeeeeeeeee e, 97.0 mi

2.1.4. Besiyerleri

Lowenstein-Jensen Medium Base (Merck, KGaA 64271)
Besiyeri Bileseni (g/litre)

F N o |4 BRSSP 36¢g
Monopotasyum Fosfat .........cccccoieiiiiniiiieiieceeeeeee, 25¢
Magnezyum Stlfat... ......ccooviiiiiiiiiie 024 ¢
MagNEZYUM SIEFAL..........cooiriiiiieecieeee e 0649
Patates UNU .......cocviiiiiieiieee e 30.09
Malasit YeSili...ooooooeioiiiiiieiiiie e 0449

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 37.4 g alinarak, 600 ml distile su ve 12 ml
gliserol ilave edildi. Sterilizasyon amaciyla 121°C’de 15 dakika otoklavda tutuldu.
Besiyeri 50°C’ye kadar sogutularak aseptik olarak yumurta katildi. Yumurta, hava
kabarciklar1 olugmasina izin verilmeden karigtirildi. Besiyeri uygun steril vida
kapakli tiiplere boliindii. Yatay pozisyonda 85°C’de 45 dakika bekletildi.
Koagiilasyon goriildiikten sonra sonra tiipler sterilite kontrolii icin etiive konularak
bir giin bekletildi. Kontamine olanlar ayrildiktan sonra kalan tiipler tez ¢alismasinda

kullanilmak {izere buzdolabinda saklandi.

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

Amonyum StIfat .........cccoeviiiiiiiiiiieeeeee e 059
Monopotasyum Fosfat ...........cccccevvvevienieiinesnenee, 15¢
Di-sodyum Fosfat..........cccccevviiiiiiciecic e, 15¢

SOAYUM SItrat.......cooeiiiiiieceee e 04¢9



Magnezyum Stlfat..........ccceevviivciienieeeee e 25.0 mg
Kalsiyum KIOTUr .....ccovvieiiieeiiecieeceeecee e 0.5 mg
Cinko SUIAL ....oeeiiiiee 1.0 mg
Bakir SUIfat .......ccoeeeiiiiiiececceeeeee e 1.0 mg
L-Glutamik Asid (SOdyum tuzu) ........cccceevververnennen. 05¢
Demir Amonyum Sitrat ..........ccccccvvvveveeie i 0.04¢g
Piridoksin Hidroklorid.............ccccooveviiiiiiiiciiicis 1.0 mg
BIYOUIN .o 0.5 mg
Malagit Yesilio..oooooieeriieeiiieeieeeieeeiee e 250.0 pg
AGAT i 15.0¢

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

Magnezyum Stlfat .........ccceevvieeiiieeeeeeeeeee 0,05 g
Ferrik Amonyum Sitrat .........cccccceevvevieiiic e, 0,04 g
SOAYUM SItrat.......ccooveiieiiie e 04 g
Amonyum StIfat...........ccoeeviiivieniiiiiiecieeeeeeen 0549
Monosodyum Glutamat.............cccceveveeierieerninee. 059
Disodyum Fosfat .........cccovvviiieiiiiic e 159
Monopotasyum FOSfat ...........cccceoveiienciencienen 15 ¢
AGAN . 135 ¢g
PIFTAOKSIN .o e 1,0 mg
Cinko SUIAL.......ceieieieieeceee e 1,0 mg
BaKir SUIAL. ... e 1,0 mg
BIOtIN..c e 0,5 mg
Kalsiyum KIOTUrL ...ooovviviiiiiiiiieiiicc e 0,5 mg
Malasit YeSili ..coovvveeeieeiiieeeeieeeeeeeeee e 0,25 mg
Kazeinin pankreatik dijesti.........cc.ccoovvvriiiniininnnns 109
POIMIKSIN B 200.000 birim
Karbenisilin.........cccccovveii i 50,0 mg
AMFOLeriSiN B......ooveiie 10,0 mg

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

Sodyum KIOTUr........covieiiieiieiecieeiieeieeiee e 850
DEKSIIOZ.....coveeiieesces s 20.0g
Bovine Albumin (Fraksiyon V) ......ccccceevvveivennne 5090
Katalaz .......c.cooveiiiii e 0.03¢g
OIEIK ASIt ... 0.6 ml

MB7H10 hazirlanip 50-55°C’ye kadar sogudugunda aseptik olarak 100 ml
Middlebrook OADC Enrichment eklendi. MB7H11 agar hazirlanirken 5 ml gliserol

ilave edildi.

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

Amonyum STIfat ..........ccoeeiiiiiiiiieieeeeeee 059
L-Glutamic ASId ......ccoovriiiiireiieee e 059
SOdyum Sitrat.........ccooeveiieiiie e 0.1g
PIridoKSin ....coovveiicic 1.0 mg
BIYOUIN ..o 0.5mg
Di-s0dyum FOSTat.........cccoocviiiiiiiiiesenc e 2590
Mono-potasyum Fosfat.............cccevveveiienienecnee, 10¢g
Demir Amonyum Sitrat..........cccocceevveeveeiie i, 0.04¢
Magnezyum Stlfat...........ccoocoveviieiienciieieeieeeee, 0.05¢
Kalsiyum KIOTir.......cccveviiiiieiieeieeiecieeeeeveene, 0.5mg
Cinko STUIAL.......eeieiiieeeee e 1.0 mg

Bakir STlfat.........ccooeoiiiiiieeeceeeeeee e 1.0 mg
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Middlebrook ADC Enrichment (BBL) (1 litre igin):

Sodyum KIOTUr........cooviiiieiieriieiieeie e 850

Bovine Albumin (Fraksiyon V) ........c.ccoceoviiinnen, 50.09
DEKSIIOZ.....vevvee et 20.0g
Katalaz.........ccoooveiiiii e 0.03¢g

MB7H9 hazirlanip 50-55°C’ye kadar sogudugunda aseptik olarak 100 mi
Middlebrook ADC Enrichment eklendi.

2.1.5. Bakteriyolojik Muayenelerde Kullamlan Cihazlar

-Etiiv (EN120, Niive, Tiirkiye)

-Firin (Fu-Berlin, Almanya)

-Mikroskop (Olympus-CX21, Japonya)

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

-Santrifiij (JANETZKI-T30, Almanya)

-Steril Kabin (Aura 2000 Mac., Bio Air Inst., italya)
-Vortex (FISONS, Ingiltere)
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2.1.7. PCR Testinde Kullanilan Primerler

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler.

TEZ CALISMASINDA KULLANILAN PRIMERLER

.. Primer . , , Uriin Boyutu Kaynak
Tiir isimleri Primer Sekanslari (5°-------- 3%) (bp) Makale
) F25-mer 5-ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC 3’ Huard ve ark.,
Mycobacterium spp.  16STRNA R:28-mer 5’-TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA-3’ 543 2003
. 16STRNA i
Mycobacterium spp. (o cpyx ] 274 ;
. F:19-mer 5'-AGGTGGCGTCGAGGAAGAC-3’ Guerrero ve
M. avium complex 151245 R:18-mer 5'-GCCGCCGAAACGATCTAC-3’ 427 ark., 1995
M. avium subsp. o1 NP1:20-mer 5-TTAACACGATGAGTCATGCG-3’ s Pavlik ve ark.,
avium NP2:20-mer 5'-GCTTATCGATGTCCTTGATC-3’ 2000
M. avium subsp. (NeswdpeR)  NP3:19-mer 5-GTACCCGGCGAAGACCTGG-3’ e Pavlik ve ark.,
avium NP4:19-mer 5'-AAGTCCAGCAGCCGTGCTG-3’ 2000
M. genavense 21kDa protein * - 219 -
Internal Kontrol 12SrRNA* - 158 -

(*M. genavense, Mycobacterium genusuna spesifik nested primerleri ve internal kontrol primerlerinin tasarimlart Dog. Dr. Barig
SAREYYUPOGLU’na aittir. Primerler patent basvurusuna tabi olmalar1 nedeniyle acik dizileri verilmemis sadece hedef amplikon
biiytikliikleri ile dizayn edildikleri gen bolgesi bildirilmistir).
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2.1.7. PCR Testinde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Hassas Terazi: Soliisyonlarin ve jelin hazirlanmasi amaciyla kimyasallarin

tartilmasinda Scaltec sbc41 model (Almanya) hassas terazi kullanildi.

Jel Elektroforez Cihazlar1 ve Giic Kaynaklari: Jel elektroforez analizlerinde
minigel yatay jel elektroforez cihazi (Minnie Submarine Agarose Gel Unit, Model
HE 33, ABD) ile maxigel yatay elektroforez cihaz1 ve gii¢c kaynagi (Wealtec Elite
3000 Plus, ABD) kullanildz.

Mikrodalga Firin: Jel hazirlanmasi asamasinda ¢ézdiirme islemi i¢in mikrodalga

firin (AKAIL MW-GS0923DP, Cin Halk Cumhuriyeti) kullanildi.

Santrifiij: Orneklerin santrifiij asamalarinda Hettich marka (Micro 22R, Almanya)

sogutmal1 santrifiij kullanildi.

Shaker: Dekontaminasyon agamasinda BioSan marka (ES-20, Letonya) shaker
kullanildi.

Steril Kabin (Laminar Flow): DNA eldesi ve PCR karisimlarinin hazirlanmasi

islemleri steril kabinde (Aura 2000 Mac., Bio Air Inst., Italya) gerceklestirildi.

Thermal Cycler: Komplementer DNA (cDNA) eldesi ve sonrasinda gergeklestirilen
amplifikasyon, enzimatik kesim islemlerinde Techne marka (Genius, Almanya)

thermal cycler kullanildi.

UV-Transilluminator: Jel elektroforez test sonuglarmin degerlendirilmesinde
Bilgisayarli Jel Dokiimantasyon Sistemi (Gene Genius, Bio Imaging System,

Ingiltere) kullanild:

Vorteks: Dekontaminasyon ve DNA eldesi asamasinda orneklerin ve PCR

asamasinda PCR mikslerinin karistirilmasinda vorteks (Fine Vorex, Kore) kullanildi.
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2.2.  Yontem

2.2.1. Nekropsi

Mikobakteri varliginin arastirilmasi amaciyla, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirilen 22 6lii kusa teknigine uygun
sekilde nekropsi yapildi. Bu kuslardan toplamda 51 adet nekropsi materyali
[karaciger (22), dalak (18), bagirsak (8) ve kemikiligi (3)] elde edildi.

2.2.2. Mikobakterilerin Bakteriyoskopik Tanisi

2.2.2.1. Preparatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen nekropsi materyalleri ve digski Orneklerine Ziehl-Neelsen boyama
yapilmasi amaciyla, 6rnekler ikiser adet temiz lam {izerine alindi. Nekropsi ile elde
edilen materyaller iki lam arasinda ezilerek ve dekontaminasyondan sonra elde
edilen siispansiyondan, digki ornekleri ise dekontaminasyon asamasinin ardindan
elde edilen silispansiyondan, temiz bir lam iizerine bir 6ze dolusu alinarak oda
1sisinda  kurutuldu. Bek alevinde yapilan fiziksel tespitin ardindan preparatlar

boyanmak iizere 1zgarali boya kiivetine yerlestirildi.

2.2.2.2. Ziehl-Neelsen Boyama

Preparatlar maksimum 10’arli gruplar halinde boyama kiivetine yerlestirilerek
tizerlerine Oncelikle fenollii bazik fuksin dokiildi ve 4-5 dakika boyunca
kaynamasina izin vermeden ve boya azaldiginda takviye edilerek alttan 1sitildi. Hafif
akan su ile yikandiktan sonra preparatlar asit-alkol ile yaklasik 1 dakika dekolorize

edildi. Tekrar hafif akan su ile yikandi ve metilen mavisi dokiilerek 2 dakika kadar
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bekletildi. Hafif akan suda son kez yikanarak kurutuldu. Tiim boyama prosediirii ayni
preparat sirasi izlenerek yapildi. Immersiyon yagi ile mikroskopta incelendi. Aside

direncli bakteriler mavi zemin iizerinde ince kirmizi c¢omaklar olarak arandi

(Goldman ve Green, 2009).

2.2.3. Optimizasyon icin Sulandirma Orneklerinin Hazirlanmasi

2.2.3.1. On Kath Mikobakteri Sulandirmalarimin Hazirlanmasi

M. fortuitum ve M. avium subsp. avium suslar1 Refik Saydam Hifzisthha Merkezi
Baskanligi’'ndan elde edilerek 1-4 hafta boyunca 37°C’de inkiibasyona kaldirildi.
Inkubasyon sonunda iireyen kolonilerden ikiser seri on katli sulandirmalar hazirlandu.
Bu amagla McFarland Standart tiipleri kullamildi. Birinci tip bulamikhgi (10
etken/ml) baz alinarak ve distile su kullanilarak her iki susun on katli sulandirmalari
elde edildi.

2.2.3.2. Yapay Kontamine Doku ve Diski Orneklerinin Hazirlanmasi

Yapay kontamine doku ve digki O6rneklerinin hazirlanmasi amaciyla tez materyali
olarak elde edilen ve bakteriyoskopi, kiiltiir ve molekiiler incelemeler ile mikobakteri

yoniinden negatif oldugu tespit edilen sahin karacigeri ile giivercin digkis1 kullanildi.

Kiiltiir optimizasyonu amaci ile secilen karaciger ve diski 6rneklerine, M.
fortuitum ve M. avium subsp. avium suslarindan hazirlanan on katli sulandirmalar

karistirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu optimizasyonu amact ile ayri ayr1 hazirlanan
20’ser mg karaciger ve 200’er mg diski 6rneklerine 100’er pl on katli bakteri

sulandirmalarindan katildu.
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2.2.4. Mikobakteri Kiiltiirii

2.2.4.1. Dekontaminasyon

Dekontaminasyon amactyla, 1-3 g diski 6rnekleri 10 ml distile su ile muamele edildi.
Shaker’da oda 1sisinda 30 dakika tutulduktan sonra yine oda 1sisinda 45-60 dakika
kadar bekletilerek partikiillerin ¢okmesi saglandi. Dekontaminasyon ve kiiltiir

amaciyla {ist stvidan 5 ml alind.

Organ orneklerinden 1-2 g almarak 10 ml PBS (pH 7.2) i¢cinde homojenize
edildi. Havanda ezilerek saglanan homojenizasyonun ardindan metal siizgeg

kullanilarak siiziildi ve elde edilen sividan 10 ml alinda.

Elde edilen diski ve doku materyalleri esit hacimde 1IN %4’lik NaOH
soliisyonu ile 10-20 dakika muamele edildi. Tiim 6rnekler 3000 — 4000 x g’de 20-30
dakika santrifiije tabi tutuldu. Ust sivi dokiilerek dipte kalan peletlere 1’er ml
Middlebrook buyyon veya distile su ilave edildi.

2.2.4.2. Kiiltiir Optimizasyonu

Kiiltiir optimizasyonu i¢in hazirlanan on katli sulandirmalardan 0.2 ml alinarak
gliserinli  Lowenstein-Jensen  (L-J) besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB7H9),
Middlebrook 7H10 (MB7H10) ve gliserinli Middlebrook 7H11 (MB7H11)
besiyerlerine ikiger seri olmak iizere inokule edildi. Ayrica ayni1 materyallerden onar
adet hazirlanan karaciger ve digki orneklerine (1-3 gram) ayni sulandirma serisinden
I’er ml alinarak karistirildi. Bu sekilde yapay kontamine edilen Ornekler
dekontaminasyona tabi tutulduktan sonra ayni besiyerlerine inokule edildi. Tiim
inokulumlar 37°C’de inkubasyona birakildi. inkubasyonun 1, 2, 4 ve 6. giinlerinde

besiyerleri kontaminasyon yoniinden incelendi. Dort haftalik inkubasyon sonunda
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ireyen  koloniler  degerlendirilerek tez  materyallerinin  izolasyon  ve

identifikasyonunda kullanilacak kosullar belirlendi.

2.2.4.3. Besiyerlerine EKim

Dekontaminasyonu yapilan diski ve organ o6rnekleri ikiser tiip gliserinli L-J besiyeri,
ikiger petri MB7H10 agar , ikiser petri gliserinli MB7H11 agar ve ikiser tiip 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).

Kat1 ve siv1 besiyerleri 37°C’de inkube edilerek ve ilk 48 saat sonunda
kontaminasyon varligi yoniinden incelendi. Besiyerleri ilk hafta kontaminasyon,
daha sonra haftada 1 kez olmak tlizere 12 hafta boyunca mikobakteri iiremesi

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

2.2.5. Mikobakterilerin Molekiiler Yontemlerle identifikasyonu

2.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

2.2.5.1.1. Standart Suslardan DNA Ekstraksiyonu

Standart suslardan DNA ekstraksiyonu i¢in iki farkli ticari kit (Qiagen; DNeasy®
Blood & Tissue Kit ve Fermentas; GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit) ile
kaynatma yontemi kullanildi. Bu amagla kiiltiirden elde edilen M. avium subsp.
avium ve M. fortuitum suslarmin McFarland standardinda 1. tiip baz alinarak

hazirlanan on katli sulandirmalarindan faydalanildi.
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Kaynatma yonteminde oOrneklerden, 2 ml’lik santrifuj tiiplerine 100’er ul
alimarak 100°C’de 10 dakika tutuldu. Daha sonra 4000 rpm’de 4 dakika santrifuj
edildi ve {iist kistmdan yaklastk 70 pl mini PCR tiiplerine aktarilarak -20°C’de

saklandu.

2.25.1.2. Yapay Kontamine Ornekler ve Tez Materyalinden DNA
Ekstraksiyonu

Hazirlanan yapay kontamine diski 6rnekleri Qiagen Mini Stool Kit (Qiamp;
Beckman Instruments, Inc), organ 6rnekleri ise Qiagen Blood & Tissue Kit (DNeasy;

Beckman Instruments, Inc.) kullanilarak asagida belirtilen sekilde ekstrakte edildi.

Doku Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu: Dokulardan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine 25’er mg alinarak tlizerine 180 ul Buffer ATL ile 20 ul Proteinaz K eklendi
ve tiipler vortekslendi. Ornekler 56°C’de, dokular tamamen parcalanana kadar
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda tiipler vortekslendi ve 98°C’de 10 dakika
boyunca kaynatildi. Daha sonra 200 ul Buffer AL ile 200 pul ethanol tiiplere ilave
edildi. Ornekler vortekslendikten sonra 2 ml spin kolonlu koleksiyon tiipiine aliarak
8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Spin kolon yeni koleksiyon tiipiine alind1 ve
500 ul AW1 buffer eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. S1v1 koleksiyon
tiiptine gecti. Spin kolon yeni bir koleksiyon tiipiine alindi, iizerine 500 pl AW2
buffer eklendi. Tiipler 14000 rpm’de 3 dakika santrifuj edildi. S1v1 koleksiyon tiipiine
gecti. Spin kolon mikrosantrifuj tiipiine alindi. Uzerine 200 pl AE buffer eklendi.
Oda sicakliginda 1 dakikalik inkubasyondan sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifuj
edildi ve spin atildi. Altta kalan sivi template DNA olarak kullanilmak iizere
amplifikasyon islemine kadar -20°C’de saklandi.

Diski Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu: Diskilardan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine 180-200’er mg alinarak iizerine 1.4 ml Buffer ASL eklendi ve tiipler
vortekslendi. Tiipler 98°C’de 10 dakika boyunca kaynatildi, vortekslendi ve 14000
rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Ust kisimdan 1.2 ml siipernatant yeni bir tiipe
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alinarak icine inhibex tablet atild1 ve vortekslenerek oda 1sisinda 2 dakika bekletildi.
Karisim 14000 rpm’de 3 dakika santrifuj edildi. Ustteki sividan yaklasik1.5 ml yeni
bir mikrosantrifuj tiipiine alinarak tekrar 14000 rpm’de 3 dakika santriifuj edildi.
Yeni bir mikrosantrifuj tiipiine 15 pl Proteinaz K konularak {izerine ornek
siipernatantindan 200 pl ilave edildi. Uzerine 200 pl Buffer AL eklenerek
vortekslendi ve 70°C’de 10 dakika inkubasyona birakildi. Bu kez 200 pl ethanol AL
eklenerek vortekslendi. Yaklasik 500 pl 6rnek spin kolona alindi. 14000 rpm’de 1
dakika santrifuj edilerek alt kistmdaki siv1 atildi. Yeni koleksiyon tiipiine spin kolona
500 ul AW1 buffer eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Sivi koleksiyon
tiiptine gecti. Spin kolon yeni bir koleksiyon tiipline alindi. Tiipe 500 ul AW2 buffer
eklenerek 14000 rpm’de 3 dakika santrifuj edildi. S1v1 koleksiyon tiipiine gecti. Spin
kolon mikrosantrifuj tiipiine alindi. Uzerine 200 ul AE buffer eklendi. Oda
sicakliginda 1 dakikalik inkubasyondan sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi
ve spin atildi. Altta kalan sivi template DNA olarak kullanilmak iizere amplifikasyon

islemine kadar -20°C’de saklandi.

2.25.2. PCR Tabanh Testler

Tez kapsamindaki calismalarda, Ikonomopoulus ve ark. (2009)’nin Onerdigi ve
kanatlilarda 6nemli mikobakteri tiirlerinin molekiiler identifikasyonunda kullanilan,
diagnostik algoritma baz alinarak, PCR tabanli tani testleri modifiye ve optimize

edildi.
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Sekil 2.1. Mikobakterilerin identifikasyonu i¢in uygulanan diagnostik algoritma
(Tkonomopoulus ve ark., 2009).

2.25.2.1. PCR

Tezde, primer spesifitelerinin kontroliinde, direkt bakteri sulandirmalar1 ve bunlarla
hazirlanan yapay kontamine orneklerle yapilan optimizasyon denemelerinde ve tez
materyallerinin test edilmesinde PCR ve nested-PCR teknikleri kullanildi. Tez
kapsaminda gerceklestirilen caligmalarda kullanilan PCR karisimi ve amplifikasyon

kosullari sirasiyla Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Tez ¢alismasinda kullanilan PCR karisimi (*Fermentas, Litvanya)

PCR Bileseni Stok Yogunlugu Hacim
10 x PCR Buffer - 2.5l
MgCl, 25 mM 3 ul
dNTP” 10 mM 0.5 pul
Primer 1F 10 uM 1 ul
Primer 1R 10 pM 1 ul
Taq polimeraz’ 50/ ul 0.2 pul
Distile su - 14.8 ul
Template DNA 2 ul

Cizelge 2.4. Tez calismasinda PCR i¢in uygulanan amplifikasyon kosullari

PCR Asamasi Sicakhk Siire Siklus
On denaturasyon 94°C 3dk 1
Denaturasyon 94°C 1 dk. 30
Primer 54°C 1 dk.
Baglanmasi
Uzama 72°C 1dk
Final Uzama 72°C 1dk 1

2.25.2.1.1. PCR Optimizasyonu

Tezde kullanilacak PCR kosullarinin belirlenmesi amaciyla M. avium subsp. avium
ve M. fortuitum sulandirmalar1 ve bu sulandirmalarin ilave edildigi yapay kontamine

orneklere ait DNA’lara yukarida belirtilen karigim ve kosullarda PCR uygulandi.

Tez materyallerinden rastgele secilerek genel PCR uygulanan 5 adet digki ve
5 adet doku oOrnegine internal kontrol primerleri kullanilarak yine ayni kosullarda
PCR uygulandi. Doku ve 6zellikle digkida ortaya ¢ikan inhibitor faktrlerinin PCR’a
etkisinin azaltilmasin1 optimize etmek amaciyla 1/10 ve 1/100 olmak tizere iki farkli
kosulda sulandirmalar hazirlanarak internal kontrol primerleri ile PCR tekrarland.
Bu denemeler ile sulandirma ile azalan inhibitorik icerigin PCR iizerine etkisi kanath
hayvan tiirlerinin 12SrRNA genlerinden dizayn edilmis internal kontrol primerleri ile

test edildi.
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2.25.1.1.2. PCR Testleri

Tez materyali olarak 214 kustan elde edilen 197 kusa ait diski ve 22 kusa ait organ
ornekleri, yapilan standardizasyon ¢alismalar1 sonuglarina gore molekiiler tekniklerle

incelendi. Izlenen yontem Sekil 2.2.’de sematik olarak gdsterilmistir.

Tiim tez orneklerine Oncelikle 16SrRNA bolgesini ¢ogaltan genus spesifik
mikobakteri primerleri kullanilarak, yukaridaki kosullarla genel PCR uygulandi.
Bant goriilen 6rneklere genel PCR kosullar1 degistirilmeden M. avium complex ve M.
genavense primerleri ile PCR uygulandi. Bant goriilmeyen Ornekler internal kontrol
primerleri ile materyalde bulunan kanatl hiicrelerine ait genetik materyal yoniinden
kontrol edildi. Genus ve tiir spesifik primerler ile gergeklestirilen PCR sonucunda
bant goriilmeyen ancak internal kontrol primerleri ile bant veren orneklere nested

PCR uygulandi.
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Sekil 2.2. Tez calismasinda izlenen molekiiler yontemin sematik gosterimi
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2.25.2.2. Nested PCR

2.25.2.2.1. Nested PCR Test Optimizasyonu

Tezde test drnekleri kullanilacak nested PCR tekniginin spesifite ve sensitivitesini
(deteksiyon limiti) belirlemek amaciyla hazirlanan bakteri sulandirmalar1 ve bunlarin
disk1 ve organlara karistirilmasi ile elde edilen yapay kontamine 6rneklere 16srRNA

genini hedefleyen nested PCR testleri uygulandi.

2.25.2.2.2. Nested PCR Testleri

Tez materyallerinin tamamina 16SrRNA ve IS901 genlerine yonelik nested PCR
testleri uygulandi. Bu amagla 16SrRNA icin ayni genin 543 bp’lik porsiyonunu
cogaltan primerler ile ilk PCR ve bunun amplikonlarinin template DNA olarak
kullanildig1, 274 bp’lik porsiyonunu g¢ogaltan primerler kullanilarak ikinci PCR
gerceklestirildi. Aynmi sekilde IS901 i¢in de ayni genin 509 bp’lik porsiyonunu
cogaltan NP1 ve NP2 primerleri ile ilk PCR ve bunun amplikonlarinin template
DNA olarak kullanildigi, 376 bp’lik porsiyonunu ¢ogaltan NP3 ve NP4 primerleri ile
ikinci PCR uygulandi.

Nested PCR testi i¢in genel PCR karisim miktarlar1 ve kosullari ile ayni

amplifikasyon ve elektroforez asamalari kullanildi.

2.25.3. DNA Jel Elektroforezi

Elektroforez agamasinda % 1.5’luk agaroz (Prona, EU) jel kullanildi. Optimizasyon
ve tez Orneklerinin elektroforezi igin kiiciik ve biiylik elektroforez tanklarindan
faydalanildi. Biiyiik elektroforez tanki i¢in 3 gr agaroz 200 ml 0.5 x TBE (Tris-
Borate-EDTA) buffer ile karistirildiktan sonra mikrodalga firinda eritildi. Eriyen
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agaroz yaklasik 50°C’ye soguyunca igerisine 8 upl ethidium bromid eklenerek
kanstirildi. Kiiclik tank icin ise 0.75 gr agaroz, 50 ml 0.5 x TBE buffer ve 2 pl
ethidium bromide kullanildi. Yatay elektroforez sablonuna Ornek taraklari

yerlestirildikten sonra jel dokiildii ve donmasi i¢in yaklasik yarim saat beklendi.

Elektroforez tanki 0.5 x TBE buffer ile doldurulduktan sonra hazirlanan jel
tanka yerlestirildi. 2 pl 6 x Loading Dye solusyonu ile 10 ul PCR amplikon 6rnegi
parafilm tizerinde karistirilarak jeldeki gozlere kondu. Yiikleme isleminin ardindan
ilk gozlere 3 pl 100 bp’lik DNA molekiil agirlik standardi (Gene Ruler ™ 100 bp
DNA Ladder Plus; Fermentas, Litvanya) ilave edildi. Elektroforez cihazi giic
kaynagina baglanarak biiyiik tank i¢in 180 volt 60 dakika, kii¢iik tank i¢in 90 volt 40
dakika elektroforez islemi gerceklestirildi.

Orneklerin gériintiilenmesi igin elektroforez sonuglar1 biyo-gériintiileme
sisteminde (Gene Genius, Sygene, Ingiltere) incelendi ve kaydedildi. Bant

biiyiikliikleri ve yogunluklar1 Syngene Genesnap yazilimi ile belirlendi.
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr’na 6lii olarak getirilen 22 kafes kusuna ait organ (karaciger, dalak, bagirsak ve
kemikiligi) ve gelen bu kuslardan elde edilen 5 digski 6rnegi ile disaridan toplanan
192 kafes kusuna ait digki 6rnegi mikobakteriyozis varligi yoniinden incelendi.

Calismada toplam 51 organ ve 197 diski materyali kullanildi.

3.1. Nekropsi ve Ziehl-Neelsen Boyama Bulgular:

Nekropsisi yapilan 22 kafes kusu ile bunlardan elde edilen 51 organda tiiberkiiloz

lezyonuna rastlanmadi.

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

Ziehl-Neelsen boyama sonucunda, aside direngli bakteriye rastlanmadi.

3.2. Kiiltiir Optimizasyonu Bulgular:

M. avium subsp. avium susundan hazirlanan on katli sulandirmalarin gliserinli
Lowenstein-Jensen (L-J) besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB 7H9), Middlebrook 7H10
(MB 7H10) ve Middlebrook 7H11 (MB 7H11) besiyerlerine ekimleri sonucunda,
direkt yapilan ekimlerde tiim besiyerlerinde tiremeler gozlenirken (sekil 3.1), diski ve
karacigere karistirllan sulandirmalardan  gergeklestirilen ekimlerde, bakteri
yogunlugu azaldik¢a koloni formasyonunda da azalma goriildii. Ureme sonugclart

cizelge 3.1°de verilmistir.

Uremeler haftalar bazinda degerlendirildiginde, ilk haftanin sonunda
MB7H11 ve MB7H9 besiyerlerinde mililitresinde 10" ve 10° bakteri bulunan
sulandirmalar; L-J ve MB7H10 besiyerlerinde ise mililitresinde 10" bakteri bulunan

sulandirmada tiremelerin basladig1 tespit edildi.
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Cizelge 3.1. On katli Mycobacterium avium subsp. avium sulandirmalari ile gesitli kat1 besiyerlerine yapilan ekimlerin sonuglari
SULANDIRMALAR / BESIYERLERI
10" 10° 10° 10° 10° 10° 10° 0
o i o i o — o — o — o — o — o —
— — — — — — — — — — — — — — — —
2UE IR R EE(RIEIE |2 |R R || E &2 |E[E(2(EE |7 |E|F
“|lo|loa | |loa|loa|”? |loa|lo |7 ol | |oa|lo | |oa|oa|” |a ||~ |0 |«
=z | 2 = = b b = = = b = = b b b =
Dli(rekt e I o S S S S S I S S P S S 2 I [N S S S TS NS (R S -] -
Ekim
_lliaraciéer t+ | A+ | A+ |+ ||+ A+ |+ |+ |+ - |+ - - - - - - -
ile
Diski ile + |+ |+ [+ |+ |+ - -+ | - - - - - - - - - - S

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

besiyeri.

(++): yogun iireme; (+ ): lireme; ( - ) : lireme yok

Direkt: Bakteri sulandirmalarindan direkt ekim yapildi
Karaciger ile: Bakteri sulandirmalari esit hacimde ve ayni kosullar altinda karacigere karistirildi, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapildi

Diski ile: Bakteri sulandirmalari esit hacimde ve ayni kosullar altinda diskiya karigtirildi, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapildi

* Mililitresinde 10" mikobakteri bulunan sulandirmay1 temsil etmektedir (McFarland standard: 1. tiipe gore ayarlanmustir).
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Cizelge 3.2. On katli Mycobacterium avium subsp. avium sulandirmalari ile sivi
besiyerine yapilan ekimlerin sonuglari

SULANDIRMALAR / BESiYERLERI

10”7 | 10° | 10° 10* 10° 10° 10" 0
o o o o o o o o
I I I I I I I I
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
m m m o oM o (at] m
= = = > > > > =
++ ++ ++ ++ ++ ++ + =

Direkt Ekim

Karaciger ile | T+ L Ll Kl i i i B

Diski ile arar ++ arar + + + - _

MB 7H9: Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri
(++): yogun lireme; ( + ): lireme; ( - ) : lireme yok

Direkt: Bakteri sulandirmalarindan direkt ekim yapildi

Karaciger ile: Bakteri sulandirmalar1 esit hacimde ve ayn1 kosullar altinda karacigere
karigtirildi, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapildi

Diski ile: Bakteri sulandirmalari esit hacimde ve ayni kosullar altinda digkiya
karigtirildi, dekontaminasyondan sonra ekimleri yapildi

* Mililitresinde 10” mikobakteri bulunan sulandirmayi temsil etmektedir (McFarland
standardi 1. tiipe gore ayarlanmistir).

Ureme durumlar1 besiyeri bazinda degerlendirildigine, en iyi iiremenin
MB7H10’da oldugu, ikinci sirada MB7H11 ve iiglincii sirada gliserinli L-J oldugu
goriildii. L-J’de, diger besiyerlerine gore daha fazla kontaminasyon tespit edildi.
Koloni bazinda yapilan incelemede, gliserinli L-J’de koloniler mukoid karakterde ve
grimsi agik sar1 renkte tespit edildi. MB 7H10 besiyerinde tlireyen koloniler daha
genis, diizgiin yapida ve yagli goriiniimde izlenirken MB 7H11 besiyerinde, kabarik,
yaygin, agik sart — krem renkli ve daha biiyiik gozlendi. Ayrica MB 7H11 besiyeri
inkubasyonun dordiincii giiniinden itibaren her iki giinde bir mikrokoloni formasyonu
yoniinden incelendiginde, ilk haftanin sonunda kenarlara dogru piiriizli yapi

gosteren mikrokoloniler tespit edildi.
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3.3. Kiiltiir Bulgular:

Tez materyali olarak toplanan 248 Ornegin, gliserinli Lowenstein-Jensen (L-J)
besiyeri, Middlebrook 7H9 (MB 7H9), Middlebrook 7H10 (MB 7H10) ve
Middlebrook 7H11 (MB 7H11) besiyerlerine ekimleri sonucunda higbir besiyerinde

tireme gozlenmedi.

3.4. Molekiiler Yontem Optimizasyonu Bulgulari

Optimizasyon esnasinda standart suslara ve sulandirmalarin karistirilldign diski ve
karaciger Orneklerine uygulanan ekstraksiyon metotlar1 sonucunda Qiagen kitin
(Standart Suslar, yapay kontamine drnekler ve diger doku ornekleri icin DNeasy™
Blood & Tissue Kit ve yapay Kontamine diski ve diger tez diski 6rnekleri igin
Qiamp® Mini Stool Kit ) tez calismast i¢in en uygun ekstraksiyon yontemi oldugu

goriildil.

Tez materyallerinden 5 adet organ ve 5 adet diski olmak iizere rastgele
secilerek internal kontrol primerleri ile PCR ¢aligmast yapilan orneklere, inhibitor
maddelerin etkileri nedeniyle kanatli hiicrelerine ait genetik materyalin istenilen
diizeyde goriintillenemedigi tespit edildi. Bu amagla, template DNA’nin 1/10
sulandirilmasiyla organlardaki inhibitor etkinin azaltilabildigi goriildii. Ancak
sulandirmanin inhibitorler yaninda hedef DNA kaybina da neden oldugu icin digki
orneklerinde kullanilamayacagi belirlendi (Sekil 3.1). Ayrica optimizasyonda
denenen 1/100 sulandirmanin hem digki hem de organlarda hedef DNA kaybina

neden oldugu belirlendi.
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1/10 sulandirilan
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karaciger &rnekleri
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Digki Ornekleri

Sekil 3.1. Karaciger ve digki 6rneklerine 12SrRNA internal kontrol primerleri (158
bp) ile uygulanan PCR bulgulari ile on katli sulandirma sonuglar1 bulgulari

M. avium subsp. avium standart susunun on katli sulandirma serisine genus
spesifik primerler ile uygulanan PCR sonucunda ilk dort sulandirmada 543 bp’lik
spesifik bant saptandi1 (Sekil 3.2). Karaciger ve diskiya karistirilan sus sulandirma
serilerine ayni primer ve kosullarla uygulanan PCR sonucunda; yalnizca ilk
sulandirmada bant saptandi. Digki 6rneginde saptanan bantin karaciger ornegi ile

karsilastirildiginda daha zayif oldugu goriildii.

Kullanilan molekiiler yontemdeki primerlerin ve dolayisiyla da ydntemin
spesifitesi, oncelikle primerlerin in silico (bilgisayar ortamindaki) analizleriyle ve
daha sonra pozitif kontrol DNA’lariyla in vitro (laboratuvar ortaminda) analizleriyle

test edilerek primerlerin yalnizca hedef DNA’y1 ¢ogalttig1 goriildii.
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Sekil 3.2. On kath standart sus sulandirmalarina 16STRNA genus spesifik primerler
(543 bp) ile uygulanan PCR bulgular1

Genus spesifik primerlerle yapilan PCR’a sonucu elde edilen template
DNA’lar ile nested primerleri kullanilarak ikinci bir PCR uygulandiginda deteksiyon
limitinin yiikseldigi tespit edildi. Sulandirma serisi 10°’dan 20’ye ¢ikarildiginda
azalan bant yogunlugu ile birlikte, nested PCR ile direkt standart sus
sulandirmalarinin 18. sulandirmaya kadar gittigi tespit edildi. Karacigere karistirilan
20 sus sulandirmasina nested PCR uygulandiginda ise son bant 9. sulandirmada
goriildii (Sekil 3.3). Diski Ornekleriyle yapilan c¢alismada ise son bantin 8.

sulandirmada goriildiigii ve tiim bantlarin ¢ok daha silik oldugu belirlendi.

12 8384 5 67 8 9 1011121314151617 181920
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Sekil 3.3. M. avium subsp. avium standart susu ile hazirlanan on katli sulandirma
orneklerine uygulanan 16SrRNA nested PCR (274 bp) sonuglari. (Ust sira direkt
standart sus sulandirmalari, alt sira karacigere karistirilan standart sus sulandirmalari)
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3.5. PCR Bulgular1

Tez materyallerine genus spesifik primerler ile uygulanan PCR sonucunda higbir
ornekte bant goriilmedi. internal kontrol primerleri ile test tekrarlanarak, kanatli
hiicresi tespit edilen orneklere Mycobacterium spp. nested primerleri ile PCR
uygulandiginda ise toplamda 5 6rnekte 274 bp’lik spesifik bant saptandi (Sekil 3.4).
S6z konusu 5 Ornegin tamami ayni yetistirilme ortamindan gelen farkli ispinoz

kuslarina ait karaciger (4) ve diski (1) 6rnekleri idi.

Sekil 3.4. Mycobacterium spp. (16srRNA) primerleri (543 bp) ile uygulanan PCR
amplikonlarinin template DNA olarak kullanildigi, 16SrRNA nested primerleri (274
bp) ile uygulanan nested PCR bulgulari

Mycobacterium spp. yoniinden pozitif degerlendirilen 5 6rnege 1S1245 M.
avium complex (427 bp), 21kDa protein M. genavense (219 bp) ve 1S901 M. avium
subsp. avium (509) primerleri ile PCR uygulandi. Yapilan PCR’lar sonucunda bant

saptanmadi.

Aym orneklere, IS901 M. avium subsp. avium primerleri ile (509) PCR
yapilarak elde edilen amplikonlarin template DNA olarak kullanildigi, M. avium
subsp. avium nested PCR primerleri (375 bp) ile gergeklestirilen ikinci PCR

sonucunda 5 6rnegin 4’linde spesifik bant saptandi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. M. avium subsp. avium (1S901) primerleri (509 bp) ile uygulanan PCR
amplikonlarinin template DNA olarak kullanildigi nested PCR bulgular1 (375 bp).

Yapilan molekiiler ¢alismalar ile ispinoz kuslarinin 4 tanesinin M. avium
subsp. avium, diger bir Ornegin ise M. avium subsp. avium’dan farkli bir

Mycobacterium spp. liyesi mikobakteri yoniinden pozitif oldugu belirlendi.

Toplam 248 tez materyali baz alindiginda; 248 materyalin 5 (%2)’sinde
mikobakteri DNA’s1 saptandi. Bu DNA’lardan 4 (%80)’inin M. avium subsp. Avium
oldugu belirlendi. Nekropsisi yapilan kus bazinda incelendiginde; 22 kusun 5
(22,7)’sinde mikobakteriyel DNA saptandi. Doku materyalleri olarak; 51 materyalin
4 (%7,8) linde; degerlendirilen digki 6rnekleri baz alindiginda ise 197 digki 6rneginin
sadece 1 (%0,5)’inde mikobakteri DNA’s1 oldugu tespit edildi.
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4. TARTISMA

Kanatli mikobakteriyozisi diinya ¢apinda yaygin bir hastalik olmakla birlikte dogada
serbest bulunan kuslar, pet kuslari, kafeste tutulan vahsi kuslar ile diger kanatlilarda
siklikla goriilmektedir. Kuslarda mikobakteriyozis son zamanlarda siklikla rapor
edilmis ve M. avium subsp. avium’u da igeren M. avium complex (MAC) etkenleri
disinda M. genavense kanatli tiiberkiilozundan sorumlu baslica mikobakteri tiirleri
olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada, kafes kuslarinin digki ve organ 6rneklerindeki

tiiberkiiloz etkenlerinin kiiltiir ve molekiiler yontemlerle teshisi hedeflenmistir.

Calismada 22 kafes kusundan elde edilen nekropsi materyalinde tiiberkiiloz
lezyonlar1 goriilmedi. Bununla birlikte, 22 kustan 4’tinde molekiiler yontemlerle
tiiberkiiloz etkenleri tespit edildi. Kriz ve ark. (2011), 435 evcil giivercinin 42
(%9)’sinde makroskopik lezyonlar tespit etmislerdir. Lanteri ve ark. (2011), eriskin,
disi bir kirmiz1 tepeli amazon papaganinin nekropsisinde kaslarda, femur kemiginde
ve karacigerde tiiberkeller bulmustur. Ledwon ve ark. (2008), muhabbet kuslarinda
gerceklestirdikleri deneysel infeksiyonda, M. avium subsp. avium ile infekte ettikleri
kuslarin nekropsilerinde karaciger, dalak gibi organlarda herhangi bir lezyona
rastlamadiklarii, yalmzca enjeksiyon yerinde kii¢iik tiiberkeller olustugunu; M.
fortuitum subsp. fortuitum ve M. intracellulare ile infekte edilen muhabbet
kuslarinda ise makroskopik olusum tespit edilmedigini belirtmislerdir. Witte ve ark.
(2008), San Diego Hayvanat Bahgesi’nin on dort yillik nekropsi kayitlarini
inceleyerek 13.976 kusun yalmizca 172 (%]1.2)’sinde hastaliga dair makroskobik
bulguya rastlamiglardir. Tell ve ark. (2003a), yapay infekte ettikleri 8 bildircini
incelediklerinde ilk makroskopik bulgularin etkenin viicuda girisinden yaklasik 50
giin sonra sekillendigini bildirmiglerdir. Tez bulgular1 bu ¢alismalar 1s181inda
degerlendirildiginde, hastalik etkenleri yoniinden pozitif tespit edilen kuslarin, bu
etkenleri kisa bir siire once almis olduklart diisliniilebilir. Ayrica, incelenen kus

ve/veya materyal tiirii ve sayisi nekropsi bulgularini etkileyebilir.
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Bu c¢alismada, Ziehl-Neelsen (Z-N) boyama yo6ntemi ile incelenen 248 tez
materyalinde aside direngli bakteriler (ARB) tespit edilmedi. Nolte ve Metchock
(1995) ile Butcher ve ark. (1996), aside direngli bakterilerin Ziehl-Neelsen boyama
ile tespit edilebilmesi i¢in preparatta en az 1x10*-5x10* bakteri olmasi gerektigini
bildirmistir. Kriz ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢aligmada 42 karacigerde nodiiler
lezyonlu, 55 lezyonsuz ve 20 yavru giivercinden olusan toplam 117 evcil gilivercin
karacigerine yapilan Z-N boyama sonucunda 19 (%16.2) ornekte ARB tespit
etmiglerdir. Tez c¢alismasi kapsaminda incelenen materyallerden Z-N boyama ile
ARB tespit edilememesi, mikobakteri yoniinden pozitif olan 6rneklerden hazirlanan
preparatlarin 5x10° den az etken icermesi ile iliskilendirilebilmektedir. Bununla
birlikte incelenen karaciger ve dalaklarin, boyama i¢in hazirlanmasi esnasinda

mikroorganizma kaybi olabilecegi de géz dniinde bulundurulmalidir.

Kiltiir optimizasyonu amaciyla gergeklestirilen M. avium subsp. avium
ekimleri sonucunda; segilen dort besiyerinde de iireme gozlendi. Optimizasyonda
direkt bakteri ekimlerinden deteksiyon limiti 10 bakteri olarak tespit edilirken,
karaciger ve diskiya karistirilan bakteri sulandirmalarinda deteksiyon limitinin 100
bakteriye ¢iktigi gozlendi. Nolte ve Metchock (1995) ile Butcher ve ark. (1996),
aside direncli bakterilerin standart kiiltiir metotlar1 ile tespit edilebilmesi igin
militrede en az 10-100 bakteri olmas1 gerektigini bildirmektedirler. M. avium igin
cesitli besiyerlerinde deteksiyon limiti g¢alismasi bulgular1 ¢alisma ile uyumlu

bulundu.

Calismada besiyerleri karsilagtirildiginda en erken iireme MB7H11’de, en
yogun tireme ise MB7H10’da tespit edildi. Stager ve ark. (1991) ile Wilson ve ark.
(1995), L-J ile MB7HI11 agarlar1 karsilagtirmigslar ve MB7H11’in daha iyi sonug
verdigini tespit etmislerdir. Calismada elde edilen bulgular, diger arastiricilarin
bulgularina benzemekle birlikte, L-J’a gore koloni morfolojisinin incelenebilirligi ve
kontaminasyon azlig1 bakimindan da MB7H11’1, iireme yogunlugu bakimindan ise

MB7H10’u 6ne ¢ikarmaktadir.
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Bu ¢alismada incelenen 197 digki ile 22 kusa ait nekropsi materyalinin g¢esitli
besiyerlerine ekimleri sonucunda iireme tespit edilmedi. Ledwon ve ark. (2008),
muhabbet kuslarinda yaptiklari deneysel ¢alismada M. avium subsp. avium ile infekte
ettikleri kuslarda, inokulasyondan {i¢ giin sonra, M. intracellulare ile infekte ettikleri
kuslarda ise inokulasyondan 13 giin sonra digki ile AFB atilim1 tespit etmisler ancak
diskidan etkeni kiiltiire edememislerdir. Hejlicek ve Treml (1994) farkli yedi
bolgeden gelen toplam 470 giivercini mikobakteriyozis yoOniinden incelemis ve
nekropside 2 (%0.43), izolasyonda ise 5 (%1.06) giivercinde hastalig1 tespit
etmiglerdir. Smit ve ark. (1987), ise organlardan L-J ve MB7H10 besiyerlerine ekim
yaparak inceledikleri 11.664 kustan 82 (%0.7)’sinde mikobakteri iiremesi
saptamiglardir. Hoop ve ark. (1993)’nin yaptiklar ¢aligmada {i¢ muhabbet kusu
(Melopsittacus undulatus), bir papagan (Amazona amazonica), bir sinekkapan kusu
(Cyanoptila cyanomelana) ve bir ispinoz (Taeniopygia guttata)’un karacigerlerinden
ARB tespit edilmesine ragmen, L-J besiyerinde hi¢bir iireme olmamustir, etkenin alt1
kusun tiimiinde M. genavense oldugu ise PCR ile tespit edilmistir. Yapilan
calismalarda elde edilen farkli sonuglarin, materyallerin tiiberkiiloz bakimindan
siipheli hayvanlardan se¢ilip se¢ilmemesi, etkenin digski ile sag¢iliminin stirekli
olmamas1 ve materyallerde geleneksel metotlar ile kiiltiire edilemeyen mikobakteri

tiirlerinin varlig1 gibi faktorlerle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada kiiltiir sonuglarinin en erken iclincii haftanin sonunda alindigi,
bunun yaninda molekiiler yontemlerle ¢alisildiginda DNA ekstraksiyonu ile birlikte 4
saat i¢inde sonuca gidildigi, nested PCR uygulamasinin siireyi en fazla 6 saate
cikardigi tespit edilmistir. Pavlik ve ark. (2000), Mycobacterium avium complex ile
ilgili caligmalarda farkli yontemler kullanmis ve bu yontemler arasinda PCR ve
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) tekniklerinin siire bakimindan
en hizli sonuca varan teknikler oldugunu belirtmislerdir. Tell ve ark. (2003b) ise
kanatli 6rneklerinden real-time PCR yontemi ile Mycobacterium avium complex ve
M. genavense saptamiglardir. Calisma bulgular1 ile de desteklenen bu bilgiler
1s1g¢inda, Ozellikle antemortem teshiste, kisa siire igcinde hastalik tespiti yapmak

acisindan molekiiler tekniklerin oncelikli kullanilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Molekiiler tekniklerle yapilan ¢alismalarda, PCR’1 takiben gergeklestirilen
elektroforezde spesifik DNA bandi goériilmeyen orneklere olast PCR inhibitorlerine
bagli yanlis negatifligin kontrolii amaciyla internal kontrol primerleri ile PCR
uygulandi. Internal kontrol primerleri kanatli hiicrelerine spesifik olarak tasarland.
Bu amagcla, doku ve digkilar internal kontrol primerleri ile tekrar PCR’a tabi
tutularak, 6rnekte spesifik DNA ve inhibitor varligi ve bunlarin birbirlerine orani ve
tim bu parametrelerin PCR testi iizerindeki etkileri arastirildi. Rosenstraus ve ark.
(1998) internal kontrol kullaniminin, PCR i¢in inhibitor etki tasiyan Orneklerin
yeniden test etmek kosuluyla identifiye edilmesine olanak saglayarak PCR tabanli
testlerde testin sensitivitesini arttirdigini savunmaktadir. Ozbek ve ark. (2003)’nin
sigir digskilarinda M. avium subsp. paratuberculosis’in molekiiler arastirmasi igin
yaptiklar1 c¢alismada, sigir digkisinda bitki bulunacagi goriisiinden yola ¢ikarak,
internal kontrol olarak bitki genlerini hedeflemislerdir. Internal kontrol primerleri ile
gergeklestirilen bir PCR’da amplifikasyonun dogrulugu ve test oérneklerinin gergek
negatif olup olmadigini gosterme durumu s6z konusudur. Internal kontrol
kullaniminin, 6zellikle yanlis negatif PCR sonuglarmin tekrar degerlendirilmesini
saglayacagindan kanath tiiberkiilozunun molekiiler tanisinda gerekli olduguna

inanilmaktadir.

Tezin molekiiler ¢aligmasinda sensitivite ve spesifiteyi arttirmak amaciyla
nested PCR uygulanmis, molekiiler deteksiyon limitinin ilk PCR’a gore yaklasik 5
kat arttig1 tespit edilmistir. Miyazaki ve ark. (1993), yaptiklar1 ¢alismada nested
PCR sonuglarinin ilk PCR’a gore ¢ok daha hassas sonu¢ verdigi ve deteksiyon
limitini ylkselttigini gostermistir. Nested PCR’da, birinci PCR sonucunda elde
edilen iirlinler, ilk PCR’da hedeflenen bdlgenin igerisindeki daha kisa ikinci bolgeyi
hedefleyen ikinci PCR’da template DNA olarak kullanildigi igin spesifite ve
sensitiviteyi artmaktadir. Nested PCR stratejisinin tiiberkiillozun molekiiler tanisina

katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Calismada, ozellikle internal kontrol primerleri ile gergeklestirilen PCR
testleriyle doku ve digkilarda inhibitorlerin varligi ve etkileri ortaya kondu.

Inhibitérlerin etkilerinin azaltilmas1 i¢in bazi Orneklere ait DNA’lar 10 kat
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sulandirilarak yeniden PCR testine tabi tutuldu. Kullanilan materyalin biiylik kismi
diski olmas1 ve bu diskilarin kirli kafes altliklarindan izole edilmesi sebebiyle,
orneklere molekiiler teknikler uygulanirken inhibitérlerin test iizerindeki olumsuz
etkilerinin asilmast i¢in yapilan sulandirmalarda hedef DNA kaybi da goriildii.
Rosenstraus ve ark. (1998), inhibitérlerin PCR’da hedef molekiilden elde edilen firiin
miktarini azaltarak amplifikasyon verimliligini diistirdiigiinii bildirmistir. Chambers
ve ark. (2001) kanatli digkisinda, ozellikle de idrar ile karisik oldugu igin
inhibitorlerin yogun miktarda bulunduguna isaret ederek, bu durumun ortadan
kaldirilmasi i¢in segilen ekstraksiyon tekniginin degistirilmesini dnermistir. Bunun
yaninda Monterio ve ark. (1997), ekstraksiyon metodunun da tam anlamiyla
inhibitorleri ortadan kaldirmaya yetmedigini, 6zellikle kompileks polisakkaritlerin
ortamda kaldigim1 ve PCR sonuglarint inhibe ettigini savunmuslar ve inhibitor
etkisini azaltmak icin Ornekleri dilue etmislerdir. Tez kapsaminda yapilan
optimizasyon ¢alismalarinda, 6zellikle de diski gibi ¢esitli ve yiiksek oranda inhibitor
maddeler iceren materyallerle calisilirken yanlis negatif sonuglar vermesi
bakimindan PCR inhibit6rlerinin 6nemi ve etkisi ortaya konmustur. Tez ¢aligmasinda
daha once gercgeklestirilen ¢alismalarda da oldugu gibi, segilen ekstraksiyon teknigi

ve dilusyolarla inhibitorik etkinin azaltilabilecegini vurgulamaktadir.

Calismada tiiberkiiloz yoOniinden pozitif oldugu tespit edilen materyaller
molekiiler yontemlerle incelendiginde 5 ornegin 4 (%80)’inin M. avium subsp.
avium, diger 1 (%20) 6rnegin farkli bir mikobakteri oldugu tespit edilmistir. Hoop ve
ark. (1996), 5.345 pet kusu iizerinde gergeklestirilen bir arastirmada M. genavense’yi
kuslarda en baskin mikobakteri tiirii olarak tanimlanmistir. Mikobakteri saptanan
orneklerin %71’inde M. genavense ve sadece %17’sinde M. avium tespit edilmistir.
Tespit edilen diger mikobakteri tiirleri ise M. fortuitum (%4), M. tuberculosis (%4),
M. gordonae (%2) ve M. nonchromogenicum (%2)’dur. Holsboer-Buogo ve ark.
(1997) ise, 253 kusun %73’tinde M. genavense, %11.5’inde M. avium, ve sadece bir
kusta M. fortuitum tespit etmislerdir. Her iki arastirmaci da M. genavense’yi
organlardan, BACTEC ve PCR ile tespit etmislerdir. M. genavense’nin kiiltiirii i¢cin

BACTEC sistemine gereksinim duyulmaktadir. Kuslarda M. genavense tanisinin yari
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veya tam otomatize sistemler ile kiiltiirii yaninda M. genavense igin tasarlanabilecek

nested PCR primer ve stratejileri kullanilarak yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Tez calismast kapsaminda kullanilan materyallerin ait oldugu hayvanlara
iligkin hazirlanan anamnez formlari incelendiginde, okiiler nodiiler lezyon, kronik
ishal ve zayiflama gibi tiiberkiiloz siipheli klinik bulgular gosteren iki adet papaganin
sahibi, babasinin uzun siire tiiberkiiloz tedavisi gordiiglinii bildirilmistir.
Papaganlarin  digkilarindan  yapilan  inceleme sonucunda  mikobakteriye
rastlanmamistir. Washko ve ark. (1998) ayni evde yasayan iki bireyin tiiberkiiloz
tedavisi gordiigii ve bundan dort yi1l sonra sahip olduklar1 papaganda M.
tuberculosis’e rastladiklarini belirtmislerdir. Miyoshi ve ark. (2010) 15 yasinda
saglikli bir erkek cocukta M. genavense tespit etmis ve aragtirmada hastanin siklikla
su kenarlarinda ve sahip oldugu balik, kopek, tavsan ve kaplumbagalarla oynadigini
bildirmislerdir. Arastirmaciya elektronik posta ile hastanin sahip oldugu hayvanlarda
mikobakteri tespiti yapilip yapilmadigi sorulmus, yanitta séz konusu hayvanlarin
6ldiigii ve M. genavense’den siiphelenildigi belirtilmistir. Kuslarda ve diger pet
hayvanlarinda bulunan ¢ogu tiiberkiiloz etkeninin 0Ozellikle immun sistemi
baskilanmis bireylerde onem arz etmesi bakimindan, yapilan aragtirmalara hayvan

sahiplerinin de dahil edilmesi gerektigi diisliniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, 19 farkli kus cinsine ait 214 kustan elde edilen toplam 248 materyal
kanatl tiiberkiiloz etkenleri varligi yoniinden boyama, kiiltiir ve molekiiler

yontemlerle arastirildi. Calismada asagidaki sonuglara varildi.

* Kuslardan alman organ ve diski orneklerinin boyama ve kiiltiir sonuglarinda
mikobakteri tespit edilmedi.

« Kiiltiir optimizasyonunda en iyi tiremenin MB7H10 agarda oldugu goriildii.

» Farkli 5 ispinoza ait 4 karaciger ve 1 diski 6rnegi molekiiler yontemler ile
incelendiginde 3 karaciger ve 1 diskida Mycobacterium avium subsp. avium; diger 1
Ispinoz karacigerinde ise Mycobacterium spp. tespit edildi.

* Nested PCR ile tiiberkiiloz etkenlerinin molekiiler deteksiyon limitinin artti§1 ve
ozellikle konvansiyonel kiiltiir ve boyama metotlarinin uygulanma zorlugu ve siire
kisitlamasi oldugu tiiberkiiloz tanisinda nested PCR’1n kullanilabilecegi belirlendi.

» Tiberkiiloz tanis1 amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu kullanilirken internal
kontrol primerleri ile yanlis negatif PCR sonuglarinin 6niine gectigi tespit edildi.

* Organ Orneklerinde bulunan inhibitérlerin molekiiler tespit asamasinda 1/10
sulandirma ile azaltilabildigi, bunun yaninda digki Orneklerindeki inhibitorlerin
giderilmesi i¢in sulandirmanin hedef DNA kaybmna neden olmasi bakimindan
kullanilamayacag1 goriildii.

» Mikobakteri izolatlarinin molekiiler dogrulamasi ve/veya identifikasyonu i¢in hedef
genlere yonelik tek bir PCR yapilmasi yeterli iken, doku ve digki orneklerinden
direkt tanilamada ise bu materyallerin fazla miktarda inhibitér madde icermesi,
bununla birlikte bu materyallerdeki etken sayisinin dolayisiyla da hedef DNA
miktarinin azligr nedeniyle; sensitivite ve spesifitesi yiliksek olan nested-PCR

tekniginin uygun oldugu goriildii.

Hastaligin etken kiiltiirii ile ortaya konmasi amaglaniyorsa yari otomatize
veya tam otomatize sistemlerin kullanilmasi, hem inkubasyon siiresinin kisalmasi
hem de kiiltiiri yapilamayan M. genavense gibi tiirlerin izolasyonu amaciyla

faydalidir.
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Hastaligin molekiiler teshisinde internal kontrol primerleri ve nested-PCR ile
desteklenen yontemler ile Tag-Man problar1 kullanimina dayali real-time PCR gibi
molekiiler tekniklerin kullanilmasi ile kafes kuslarinda daha etkin bir mikobakteri

tanisinin gergeklestirilebilecegi diisiintilmektedir.

Etkenin hiicre i¢i bir organizma olmasindan dolay1, ekstraksiyon agamasina
hc parcalamaya dayali tekniklerin eklenmesi, daha fazla mikobakteri hiicresinin

ortaya ¢ikmasi bakimindan yararli olacaktir.

Bu calismada, insanlarla i¢ i¢ce olan kafes kuslarinda zoonoz &nemi olan
mikobakterilerin varhigi ortaya konmus ve oOzellikle halk saglhigi bakimindan

degerlendirildiginde hastaligin 6nemine dikkat ¢ekilmistir.

Kus yetistiricileri, saticilar1 ve evlerinde kus bakan bireylere hastalikla ilgili
bilgi verilmesi ve ozellikle yetistiricilikte hijyen uygulamalari ile siirii taramasina ve
hasta kuslarin ayrilarak hastaliktan ari siiriiler olusturulmasi konusunda bilgilendirme

caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Kafes Kuslarinda Tiiberkiiloza Neden Olan Etkenlerin Kiiltiir ve Molekiiler
Yontemlerle Teshisi

Kanatli mikobakteriyozisi diinya capinda onemli bir hastalik olmakla birlikte,
hastaligin tanis1 olduk¢a zahmetli ve zordur. Bu calismada, farkli cins kuslardan
alinan organ ve digki 6rnekleri kiiltiir ve Ziehl Neelsen boyama (Z-N) ve molekiiler
teknikler ile tiiberkiiloz yoniinden degerlendirildi. Kiiltiir i¢in 4 farkli besiyeri
(Gliserollii Lowenstein-Jensen, ADC ile zenginlestirilmis Middlebrook 7H9 buyyon,
OADC igeren Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar) kullanilarak M. avium subsp. avium
i¢cin deteksiyon limiti tespit edildi ve tez materyalleri etken izolasyonu bakimindan
degerlendirildi. Tiim orneklere aside-direngli boyama metodu olarak Z-N teknigi
uygulandi. Molekiiler ¢alismalar kapsaminda mikobakteriler i¢in deteksiyon limiti
belirlendi, hazirlanan yapay kontamine 6rnekler ve tez materyalleri internal kontrol
primerleri ve nested PCR ile incelendi.

Bu calisma kapsaminda 19 farkli cinse ait 214 kustan elde edilen toplam 197
digkt ile 51 organ kanatli mikobakteriyozisi yoniinden incelendi. Tiiberkiiloz
yoniinden incelenen 22 kusun nekropsisinde herhangi bir lezyona rastlanmadi.
Toplam 248 materyalde, Ziehl-Neelsen boyama ile aside direngli bakteri
saptanmazken, dort farkli besiyerine yapilan ekimler sonucunda herhangi bir
mikobakteri izolasyonu yapilmadi. Deteksiyon limiti tayini i¢in yapilan ¢alismada
limit 10-100 bakteri olarak belirlendi. Molekiiler ¢alismalar oncesi gergeklestirilen
optimizasyonda, inhibitorlerin test sonuglarina etkisi arastirildi. Tez materyallerinden
yapilan ilk PCR sonucunda mikobakteri DNA’s1 saptanmazken, nested primerleri ile
gergeklestirilen prosediir sonucunda 5 ornek (farkli ispinozlara ait 1 diski ve 4
karaciger) Mycobacterium spp. yoniinden pozitif bulundu. M. avium subsp. avium
primerleri ile yapilan bir diger nested PCR ile 4 6rnegin (farkl ispinozlara ait 1 digk1
ve 3 karaciger) M. avium subsp. avium, 1 6rnegin (ispinoz karacigeri) ise M. avium
subsp. avium’dan farkli bir mikobakteri tiirii oldugu tespit edildi.

Sonu¢ olarak, kanatli mikobakteriyozisi yoniinden incelenen Orneklerden
boyama ve kiiltiir ¢alismalar ile tliberkiiloz etkenleri tespiti yapilamazken, ayni
orneklerden bes tanesinde PCR ve nested PCR ile mikobakteriyel DNA tespit edildi.
Uygun ekstraksiyon yontemi se¢iminin klinik ve nekropsi orneklerinde bulunan
inhibitorlerin elimine edilmesi bakimindan Onemli oldugu ve internal kontrol
kullaniminin yanlis negatif sonuclarin Oniine gectigi belirlendi. Tiiberkiilozun
Ozellikle antemortem teshisi igin, molekiiler tekniklerin 6zgiillik ve duyarlilig
optimizasyon caligmalar1 ile gosterildi. Ayrica hastaligin hem hayvan hem de insan
saghig1 agisindan zoonotik potansiyeli degerlendirilerek kus {iretici, yetistirici ve
bakicilariin hastalik hakkinda bilgilendirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Kafes kuslari, kiiltiir, 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 (Lowentein-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) technigue 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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