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Sigir tiiberkiilozunun PCR ile tamis1 ve Mycobacterium bovis’in
spoligotiplendirme yontemi ile genotiplendirilmesi
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Ozet: Bu calismada, Ankara gevresindeki mezbahalardan toplanan tiiberkiiloz siipheli 36 sigira ait 72 doku 6rneginde (36 lenf
yumrusu ve 36 kan 6rnegi) Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (real-time PCR) ile Mycobacterium bovis DNA’s1 arandi
ve DNA’lar spoligotiplendirme ydntemi ile genotiplendirildi. Bu amagcla, ilk olarak sigir kan ve lenf yumrusu dokulari
Mycobacterium bovis AN/5 susu ile kanstirilarak PCR optimizasyonu igin kullanildi. PCR Light Cycler (Real-Time Flourescent
deteksiyon yapan) sisteminde optimize edildi. Tiim PCR siiresi toplam 40 dk olarak belirlendi. Amplikonlarin 92.176°C’de tamamen
ayrildigi, diger bir deyisle, fluoresan yogunluklarini kaybettikleri goriildii. Bu sicaklik (erime noktast) primerlerin (DRa ve DRb)
amplifiye ettigi bolgeye spesifiktir. PCR sensitivitesi 6 cfu/2 pl = 3 cfu/ul olarak belirlendi. Toplam 72 doku 6neginde, 36 lenf
yumrusu numunesinden 9 M. bovis DNA’st PCR ile amplifiye edildi ve ELISA ile gosterildi. Kan numunelerinde herhangi bir
amplifikasyon kaydedilemedi. Spoligotiplendirme yontemi mikropleytlerde uygulandi. Mikropleytlere baglanan 43 farkli
oligoniikleotid 9 PCR iiriinii ile hibridize edildi. Sonug olarak 9 M. bovis DNA’sinda 3 farkli spoligotip ortaya konuldu.

Anabhtar sozciikler: Mycobacterium bovis, PCR, Spoligotiplendirme.
Diagnosis of bovine tuberculosis by PCR and genotyping of Mycobacterium bovis by spoligotyping

Summary: In this study, the presence of Mycobacterium bovis DNA was investigated by Real-Time PCR in 72 tissue
samples (36 of which were lymph nodes and 36 were blood samples) from 36 cows, suspected of having bovine tuberculosis,
slaughtered at abattoirs in Ankara. M. bovis DNAs were genotyped by spoligotyping method. For this reason, bovine blood and
lymph node tissues were spiked with M. bovis AN/5 strain and were used for PCR optimization. PCR optimization was done in Light
Cycler (performing Real-Time Fluorescent detection) system. Total PCR time was found to be 40 min. Amplicons were detected to
lose their fluorescent densities (in other words they were totally denatured) at 92.176C. This situation was specific for the region
specifically amplified by the primers DRa and DRb. PCR sensitivity was determined as 6 cfu/ 2 ul = 3 cfu/ul. 9 M. bovis DNA from
36 lymph nodes out of 72 tissues samples were amplified by PCR and these were detected by ELISA. No amplification was recorded
from blood samples. Spoligotyping method was performed in microplates. 43 different oligonucleotides coated in microplate wells
were hybridized with 9 PCR amplicons. As a result, 3 different spoligotypes were detected in 9 M. bovis DNA samples.

Key words: Mycobacterium bovis, PCR, Spoligotyping.

Giris

Tiiberkiiloz gerek hayvan ve gerekse insan sagligim
olumsuz yonde etkileyen, akciger basta olmak iizere di-
ger organ ve dokularda kaze6z ve kazedkalseréz karak-
terde tiiberkiillerin olusmasi ile beliren kronik, bulasici
ve zoonotik bakteriyel bir hastaliktir. Mycobacterium
tuberculosis insan, Mycobacterium bovis s1gir  ve
Mycobacterium avium kanatli kokenli tiiberkulozun
baslica etkenleridir (4). Tirkiye’de 3285 sayili Hayvan
Saglig1 ve Zabitas1 Kanunu ve Yonetmeligine gore sigir
tiiberkiilozu ihbar1 mecburi ve miicadelesi zorunludur (1, 2).

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-

time PCR), amplifikasyonun es zamanli olarak floresan

sinyal ile 6l¢iildiigli ve kantitasyona olanak saglayan bir
PCR teknigidir. Diinyadaki 3 tip real-time PCR sistemi
(iCycler, Bio-Rad; Taq Man, Perkin Elmer ve
LightCycler, Roche)’nden biri olan LightCycler PCR
sistemi, kapiller PCR ile hedef DNAnmn amplifikasyonu,
amplifiye olan DNAnin ger¢ek-zamanl olarak floresan
artist ile gozlenmesi ve PCR sonunda, amplikonun
spesifisitesini ortaya koymak igin erime sicakligi
(temperature of melting) analizini 40 dk gibi kisa bir
sirede (konvansiyonel PCR ve jel elektroforezi ile
karsilagtirilinca) gergeklestirebilen bir donanimdir. Ayni
anda, 32 klinik 6rnegi birden test edebilen bu sistemde,
olusan amplikonun deteksiyonu amplikonu tasiyan

" Tiibitak tarafindan desteklenen VHAG-1501 no’lu projeden 6zetlenmistir.



184 Hakan Yardimci - Can Bora Unal - Lale (Kékgii) Ataseven - Barg Sareyyiipoglu

kapillerler ¢ikarilip, ayrica jel -elektroforezine tabi
tutulmayacagi i¢in, ¢evre kontaminasyon riski de tagima-
maktadir (5).

M. bovis’in genotiplendirilmesinde, DNA polimor-
fizmine dayanan yontemler kullanilmaktadir. Son
zamanlarda DR (Direct Repeat) bolgesinin PCR
amplifikasyonuna dayanan ‘“spoliogotyping” (spacer
oligotyping) bu tekniklere eklenmistir (8, 13). Bu
yontemlerin her birinin istin ya da =zayif yonleri
bulunmaktadir. Insersiyon sekans 6110 (IS6110)un
restriction fragment length polymorphism (RFLP)’si
birgok arastiriciya gére mitkemmel olmasina karsin fazla
miktarda DNA’ya gereksinim duymasi ve restriksiyon
paternlerinin analizi i¢in ileri bilgisayar yazilimlari
gerektirmektedir. Spoligotyping yontemi ise daha ucuz,
hizli ve kolay bir yontem olarak bildirilmektedir. Bu
yontemde RFLP’ye gerek yoktur, daha kisa stirmektedir
ve komplike olmayan bilgisayar yazilimlari ile
yapilabilmektedir (3, 6, 7, 8). Isaretli oligonukleotid
emdirilmis membranlarda PCR iiriiniiniin hibridizasyonu
ve sonucun bilgisayar ortaminda degerlendirilmesi ile
genotipik farkliliklar ortaya konulabilmektedir. Direkt
olarak dokulardan yapilan PCR ve hibridizasyon islemi
ile sonucun almmmasi kisa siirmesi, ekonomik ve
sensitivitesinin yiiksek olmasi son yillarda yapilan
¢aligmalarda bildirilmektedir (6, 7, 13).

Bu ¢alismada, Ankara ¢evresindeki mezbahalardan
toplanan tiiberkiiloz siipheli 6rneklerde real-time PCR ile
M. bovis DNA’s1 aranmasi ve saptanan DNA’larin
spoligotiplendirme yontemi ile genotiplendirilmesi
amaglandi.

Materyal ve Metot

Standart Mikobakteri Suslari

PCR ve spoligotiplendirme c¢aligmalarinda Etlik
Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Tiiber-
kiiloz-Paratiiberkiiloz ve Ruam Teshis Laboratuvari’ndan
saglanan standart M.bovis AN/S susu kullanildi.

Mezbaha ornekleri

Akyurt Belediyesi ve Ankara Ticaret Odasi Sincan
mezbahalarinda postmortem tiiberkuloz tanisi1 koyulan 36
sigira ait lezyonlu lenf nodiili ve kalpten alinan anti-
koagulantli (EDTA’l1) kan 6rnekleri toplandi.

PCR testlerinde kullanilan primerler

PCR prosediirii, Kamerbeek ve ark (8) tarafindan
tanimlanan ve Aranaz ve ark. (3) tarafindan kullanilan
DRa 5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ ve DRb 5’-
CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’° primerleriyle
gerceklestirildi. DRb ayni zamanda 5’ucundan biotin isa-
retli olarak ta sentezlendi. Bu primerler spoligotiplen-
dirme yapilacak DR bolgesinin amplifikasyonunda
kullanildz.

Spoligotiplendirme problari

Spoligotiplendirme problari Kamerbeek ve ark (8)
bildirdigine gore ve plate baglanmasini saglayacak
sekilde 3 uglarma TTT TTT TTT T-3’-NH, ilave edilerek
fontek A.S. (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan sentezlendi.

PCR tekniginin uygulanmasi

Yapay ornek hazirlama ve deteksiyon
belirleme: PCR  tekniginin  optimizasyonu i¢in
mezbahalardan alinacak klinik 6rneklerin benzerleri
yapay olarak hazirlandi. Bunun i¢in 6nce M. bovis AN/5
standart susu {liretilip sayildi sonra da degisik sayilari
hazirlanan dokulara karistirildi. Bu amagla, gliserinsiz
Lowenstein Jensen besi yerinde {iiretilen M. bovis AN/5
saf kiiltiirli i¢i cam boncuklu steril bir tiip igerisinde PBS
(pH.6.8) ile homojenize edildikten sonra yogunlugu
McFarland 1’e gore ayarlandi. Bu, ana sulandirma olarak
kabul edildi ve 10"’den baslayarak 10 katli seri
sulandirmalar seklinde 107’e kadar dilue edildi. Her bir
dilusyondan 6 seri Lowenstein Jensen besiyerine 150°ser

limiti

pl ekim yapildi. Ekimlerin yilizeye iyice yayilmasi igin
once yatik durumda 37°C’de 48 saat tutulan besiyerleri,
%S5 CO,’li etiivde dik konumda 6 hafta inkube edildi. Bu
stire sonunda iireyen koloniler sayildi. Lenf yumrusu ve
kan doku o&rneklerinin hazirlanmasit igin, saglikli bir
hayvandan alinan lenf yumrusu doku Ornegi steril
%0.85’lik  NaCl ile 1/1 oraninda karistirilarak
homojenize edildi. Ayn1 hayvandan aliman EDTA’l1 kan
ornegi ise direkt olarak kullanildi. M. bovis ile infekte
yapay Ornekler i¢in 100 pl homojenize lenf yumrusu
dokusu ve 100 pl kan 6rnegi yukarida seri sulandirmalari
yapilan ve her bir sulandirmadaki bakteri sayisi
belirlenen standart M. bovis AN/5 dilusyonlar ile 1/1
(100 pl doku / 100 pl bakteri) oraninda karigtirildi.
Bakteri ilave edilmemis lenf yumrusu ve EDTA’l1 kan
dokusu ornekleri negatif kontrol olarak kullanildi. Pozitif
kontrol i¢in ise M. bovis’in ana sulandirmasi kullanildi
(Tablo 1).

Tablo 1. PCR’da sulandirmalardan reaksiyona giren bakteri
sayist.

Table 1. Number of bacteria in the 10 fold dilutions added to
PCR reactions.

Sulandirma cfu/ml cfu/100 pl cfu/2 pl

10%(stok) 3x10° 3x107 6x 10°
10! 3x 10’ 3x10° 6x10*
102 3x10° 3x10° 6x10°
107 3x10° 3x 10% 6

DNA ekstraksiyonu: Infekte doku 6rnekleri, negatif
ve pozitif kontroller Master Pure DNA saflastirma kiti
(Epicentre  Technologies) ile kullanma talimati
dogrultusunda DNA’lar elde edildi.
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Real-Time PCR optimizasyonu: PCR, Real-Time
Flourescent deteksiyon yapan Light Cycler (LightCycler
PCR, Roche Diagnostics) sisteminde optimize edildi.
Real- time PCR sonucu olusan amplikonlarin erime
egrisi analizleri (melting curve analysis) yapilarak, testin,
dolayisiyla olugan PCR iriinlerinin spesifik olduklar
tespit edildi (Tablo 2).

Tablo 2. Real Time PCR’da kulanilan reaktifler ve final hacimleri.
Table 2. Real Time PCR components and final volumes.

PCR igerigi Standart sug Negatif kontrol
Distile su 4.7 ul 4.7
DNTP mix 1ul 1ul

DRa 0.5 ul 0.5 ul
DRb 0.5 ul 0.5ul
SYBR green* 1l 1l
10xbuffer 1l 1l

Taq pol 0.3l 03l
Template 1ul 1 plse
Toplam reaksiyon 10 pl 10 pl

* LightCycler-DNA Master SYBR Green, 10x konsantras-
yonunda: SYBR green I boyasi, ve 10 mM MgCl, igeren
kullanima hazir reaksiyon karigimi

** Negatif kontrolde kullanilan numune steril deiyonize sudur.

Tablo 3. PCR’da kullanilan reaktifler ve final hacimleri.
Table 3. PCR components and final volumes.

M. bovis pozitif

PCR igerigi Kontrol Negatif kontrol
Distile su 8ul 8ul
Buffer 2.5ul 2.5ul
BSA 2.5ul 2.5ul
DNTPler 2.5ul 2.5ul
DIG-11-dUTP 0.2ul 0.2ul
DRa Ipl 1pl
DRb jmi 1l
Taq pol. 0.3ul 0.3ul
Template 2ul 2ul
Toplam 20ul 20ul

Tablo 4. PCR reaksiyon igerigi.
Table 4. PCR reaction components.

PCR reaksiyon icerigi Final hacim
Su 26ul
Iontaq buffer (Mgsuz) Sul
MgCl, (25 mM) Sul
DRa 2.5ul
DRb 2.5ul
DIG-isaretleme karigimi™* Sul
Iontaq polymerase Tl
Myco DNA 3ul
Toplam 50ul

*DIG-isaretleme karigimi: 2 mM dATP, dGTP, DCTP; 1.9 mM
dTTP; 0.1 mM DIG-dUTP (alkali stabil veya alkali labil).

Amplifikasyon kosullart 95'C’de 15
denaturasyon, 95C’de 0 s denaturasyon, 55C’de 5 s
baglanma ve 72'C’de 10 s uzama’dan olusan 30 siklusluk
amplifikasyon ve 72'C’de 15 s’lik final uzama’dan
olustu.

PCR-ELISA ve mezbaha drnekleri ile deneme:
Optimize edilmis real-time PCR (LightCycler PCR)
parametreleri kullanilarak, kapiller air thermal cycler’da
standart M. bovis susu’ndan amplikonlar elde edildi. PCR
driiniiniin ~ (amplikon)  saptanmasi, ELISA  ile
streptavidin-kapli pleytlerde (Boehringer Mannheim)
yapilacagt i¢in, PCR’da DRb primeri biotin-isaretli
olarak kullanildi. Buna ek olarak, pleytlerdeki son
reaksiyon  anti-digoxigenin  antikorlariyla  ortaya
konacagindan dolayi, PCR reaksiyonuna dNTP’lerin
yanisira digoxigenin-11-dUTP da eklendi (Tablo 3). Her
PCR denemesinde negatif kontrol olarak DNA template
yerine PCR grade su kullanildi.

s’lik  on

Amplifikasyon sonrasi, 10pl amplikon 90ul PBS’ye
eklendi. Toplam 100ul sulandirilmis amplikon streptavi-
din-kapli pleyt ¢ukurlarmna inokiile edilerek 37'C’de 60
dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda, ¢ukur igindeki
karigim atildi ve ¢ukurlar 100 ul Fosfat Tamponlu Tuzlu
Su (PBS) ilave edilerek 4 kez yikandi. Yikama
isleminden sonra, her ¢ukura 100 pl 1:2000 oraninda
sulandirilmig anti-digoxigenin antikoru eklendi ve pleyt
60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast ABTS (SIGMA)
renk substrati iceren soliisyon eklendi ve 30 dk 37°C’de
inkube edildi. Sonuglar gozle degerlendirildi. Yesil-mavi
renk pozitif, reksiz kuyucuklar ise negatif olarak
belirlendi.

Optimize edilmis olan PCR-ELISA islemi ile 36
adet lezyonlu lenf yumrusu ve kan Orneginden izole
edilen DNA ornekleri iginde M. bovis spesifik DR
bolgesi arandi.

Genotiplendirme (Spoligotyping)

Bu islem Kamerbeek ve ark. (8)’nin membranla
yaptiklart hybridizasyon islemi Mikro titre pleytlere
(MTP) uyarlanarak gergeklestirildi. Bu yoOntemde
Xenobind  karboksi-modifiye  pleytler  (Xenobind
covalent) kullanildi. Bu pleytlerin 6zelligi, kuyucuk-
larinda serbest karboksil kokii icermeleridir. Spoligotip-
lendirme amaciyla amino-modifiye (yani 3’ ucunda NH,4
kokii olan) 43 adet prob sentezlendi. Oncelikle amino-

modifiye probu pleytlerdeki kuyucuklara serbest
karboksil ~ koklerine  kovalent  olarak  baglandi.
Nonspesifik  baglanmalar1 engelleyici yikamalardan

sonra, kuyucuga denature edilmis DIG-isaretli spesifik
PCR iriintinii eklendi. Belli siireli inkiibasyonlar ve
yikamalardan sonra, bagli kalan hibritler anti-DIG
peroksidaz konjugati ve kolorimetrik substrat TMB
(Sigma) kullanarak arandi.
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DIG-isaretli M. bovis spesifik PCR iiriinii
hazirlama: Yapilan islem PCR-ELISA’daki ile aynidir.
Kisaca, M. bovis DNAsi, DRa, DRb, DIG-dUTP (alkali
stabil veya labil) kullanilarak ve Mastercycler (Epen-
dorf) parametreleri, 95°C’de 5 dk’lik 6n denaturasyonu
takiben, 35 Siklus: 95 °C’de 45 s, 55 °C’de 45 s, ve 72
C’de 45 s olacak sekilde PCR yapildi (Tablo 4).

M. bovis spoligotiplendirme problarinin mikropleyt
tizerine sabitlenmesi: Stok konsantrasyonu 95 pmol/ul
olarak belirlenen spoligotiplendirme problarindan 25 pl
toplam hacimde 20 pmol/ul olacak sekilde uygun
Mikropleyt kuyucuklarma eklendi. Uzerine 75 pl 100 mM
EDC(1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide
HCI), 10 mM MES (2-N-morpholinethanesulfonic acid)
(pH 5.4) icindeki ¢ozeltisinden eklendi ve 22°C’de bir
gece inkiibasyona birakildi. Daha sonra her bir kuyucuk
PBS (pH 7.5) ile 4 defa ve non-kovalent olarak olusan
baglar1 koparmak i¢in, 0.4 N NaOH ile (37°C’de, 1 saat)
yikandi. inkiibasyon sonrasinda, PBS ile yikama islemi
tekrar edildi. Pleytler hemen kullanilmadiginda +4°C’de
tizerleri sarilarak bekletildi. Bu islem sirasinda problar 1
no’lu probdan 43 no’lu proba kadar pleytin A.l
kuyucugundan itibaren sirastyla A.1-A.12, B.1-B.12,
C.1-C12, D-1-D.7 yonii ve diizeninde yapistirildi.

Hibridizasyon: Spoligotiplendirme problarimnin bagl
oldugu kuyucuklara 100 pl pre-hibridizasyon soliisyonu
(6 x SSC, 0.1% SDS, 1% BSA) eklendi ve 37°C’de 10 dk
bekletildi. Bu siire igerisinde DIG-isaretli 60 pl M. bovis
PCR iiriinii denatiire edildi. PCR sirasinda alkali labil
DIG-dUTP kullanildiginda 95°C’de 5 dk inkiibasyon;
alkali stabil DIG-dUTP kullanildiginda 60 ul 0.4N NaOH
ile 22°C’de 5 dk inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon
sonunda prehibridizasyon soliisyonu dokiildii. Spoligo-
tiplendirme problarinin bagl oldugu kuyucuklara 100 pl
hibridizasyon soliisyonu (6 x SSC, 0.1% SDS, 1% BSA
ve M. bovis PCR friinii) eklendi ve 37°C’de 1 saat
bekletildi ve soliisyon dokiildii. Her bir kuyucuk 100 pl 2
x SSC ile 4 kez yikandi. Kuyucuklara 200 pl Anti-DIG-
POD (100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl iginde =Tris
NaCl) kullanma soliisyonu (150U/ml) eklendi ve
37°C’de 30 dk karanlkta bekletildikten sonra 4 kez 100
pl Tris NaCl soliisyonu ile yikandi. Daha sonra ayni
kuyucuklar 100 pl 100mM sodyum sitrat (pH 5.0) ile
yikand1 ve 0.1 mg TMB, %0.003 hidrojen peroksit igeren
100 mM sodyum sitrat (pH 5.0) soliisyonu kuyucuklara
eklendi. Oda sicakliginda 10 dk karanlikta bekletildi.
Kuyucuklarda mavi renk olusumu pozitif olarak, renk
olusmamasi negatif olarak degerlendirildi. Okuma islemi
pleytlerin A.l kuyucugundan baslanarak saga dogru
(A.1-A.12, B.1-B.12, C.1-C12, D-1-D.7) devamla
yapistirtlmis 43 prob yoniinde gergeklestirildi

Standart M. bovis ANS susu ile optimize edilen
spoligotiplendirme islemi mezbaha Orneklerinden elde
edilen PCR iiriinlerine tamamina uygulandi.

Bulgular

PCR optimizasyonu

PCR, Light Cycler (Real-Time Flourescent
deteksiyon yapan) sisteminde optimize edildi. Tiim PCR
stiresi toplam 40 dk olarak belirlendi. PCR f{iriinlerinin
spesifikligini belirlemek i¢in “erime egrisi analizleri”
(Melting curve analysis; Tm) yapildi ve Sekil-1’de
goriildiigii gibi, standart M. bovis susu ile “erime egrisi
analizleri” ile degerlendirildi. Sekilde amplikonlara ait
DNA cift sarmalin 92.176'C’de tamamen ayrildig, diger
bir deyisle, fluoresan yogunluklarini kaybettikleri
goriilmektedir. Bu nokta (erime noktasi) kullanilan
primerlerin (DRa ve DRb) amplifiye ettigi bolgeye
spesifik olarak belirlendi.

Gerek saf kiiltiirler ve gerekse yapay infekte kan ve
lenf yumrusu 6rnekleri ile yapilan PCR’de duyarliliklarin
ayni oldugu saptandi. Standart M. bovis susu
sulandirmalart ile yapilan LC-PCR’ye ait floresan artisi
(amplikon artis1) ve bu amplikonlara ait erime egrisi
(Tm, temperature of melting) Sekil 1 ve Sekil 2’de
gosterildi. PCR sensitivitesi 6 cfu/2 pl = 3 cfu/ul olarak
belirlendi.

M. bovis Standart Susu Sulandirma Erime
Edrileri
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Sekil 1. M. bovis standart susu sulandirmalar ve erime egrileri.
Figure 1. M. bovis standard strain dilutions and melting curves.

M. bovis Standart Susu Kantitasyon Grafigi
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Sekil 2. M. bovis standart susu kantitasyon grafigi.
Figure 2. M. bovis standard strain quantitation graphic.

M. bovis PCR-ELISA ve mezbaha érnekleri sonuglari

Calismada PCR-ELISA  yonteminin islerligi
standart M. bovis ANS5 susu DNA’s1 ile yapilan
denemelerle gozlendi (Sekil 3).
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A. PCR pozitif kontrol. Standart M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR firiinii, sulandirilmamus.

B. PCR negatif kontrol. PCR’da DNA template yerine su
kullanilarak.

C. PCR pozitif kontrol. Std. M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR {irtini, 1:10 sulandirilmis.

D. ELISA negatif kontrol. ELISA’da su kullanilarak.

E. PCR pozitif kontrol. Std. M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR {iriinii, 1:10 sulandirilmss. 1. tekrar

F. PCR pozitif kontrol. Std. M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR {irtinii, 1:10 sulandirilms. 1. tekrar

G. PCR pozitif kontrol. Std. M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR {irlini, 1:10 sulandirilmis. 1. tekrar

H. PCR pozitif kontrol. Std. M. bovis susundan elde edilen
DIG isaretli PCR {irlinii, 1:10 sulandirilmis. 1. tekrar

Sekil 3. Standart M. bovis susu ile yapilan DIG-PCR ELISA.
Figure 3. DIG-PCR ELISA with standard M. bovis strain.

Mezbahalarda kesilen 36 sigira ait 72 adet mezbaha
ornegi (36 kan ve 36 lenf yumrusu) ile yapilan PCR ve
ELISA sonuglarinda kan numunelerinde herhangi bir
pozitiflik kaydedilmedi. Ancak 36 lezyonlu lenf

yumrusunun 9’undan (%25) hazirlanan ekstratlarda
amplifikasyon ve ELISA ile deteksiyon yapildi. Pleyt
testin gegerliliginin indikatorii olan standart M. bovis
susu ile PCR-ELISA sonucunu da icermektedir.

Resim 5. ANS spoligotipi.
Figure 5. ANS spoligotype.

Resim 6. Ank-1 spoligotipi.
Figure 6. Ank-1 spoligotype.
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* Koyu boliimler prob ile hibridizasyonu, noktali alanlar ise hibridizasyonun ger¢eklesmedigini gostermektedir. Prob numaralari
materyal ve metotta verildigi no’da soldan saga dogru (1— 43) 43 adettir.

Sekil 4. Spoligotiplendirme sonuglarinin sematik goriiniimii.
Figure 4. Spoligotyping results.
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Genotiplendirme (spoligotiplendirme)

PCR ELISA sonuglari pozitif ¢ikan 9 Mezbaha
orneginin DNA’lar1 spoligotiplendirme’e (hibridizasyon
paneline) tabi tutuldu. Elde edilen 3 farkli spoligotip
Ank-1, Ank-2 ve Ank-3 olarak adlandirildi. PCR ile
amplifiye edilen DNA’larin spoligotiplere gore dagilimi
Ank-1 spoligotipine ait 4 (%45), Ank-2’de 4 (%45) ve
Ank-3’te 1 (%10) adet seklindedir. M. bovis DNA
amplifikasyon triiniine ait sekillerde (Sekil 4 ve 5-8’de)
verilmektedir.

. §
L

-

..

4

Jﬂ
_JfL Jl’ E l.r
C €56 46

"l-r }f" J,l‘-

T
el
e,

b

5. 8. 8.8 1
{1 g

| 1 Je
| « J€ )

f

Resim 7. Ank-2 spoligotipi.
Figure 7. Ank-2 spoligotype.

Resim 8. Ank-3 spoligotipi.
Figure 8. Ank-3 spoligotype.

Tartisma

Sunulan ¢aliymada optimizasyon ¢alismalari
sirasinda elde edilen basarmin mezbaha materyallerinde
gerceklesmemesi  degisik  nedenlere  baglanabilir.
Oncelikle, sigir tiiberkiilozunun patolojisi nedeni ile
etkene hastaligin herhangi bir zamaninda rastlayabilmek
¢ok zordur. Sigir tiiberkiilozlu dokular ¢ok az etken
igerirler ve bu nedenle PCR’da duyarli ekstraksiyon
sistemine gereksinim duyarlar. Etken kazeifiye olmus

lenf yumrular1 ya da daha ileri durumlarda akciger ya da
diger organlarda kazeifiye ya da kalsifiye bir tabaka ile
kontrol altinda tutulmaktadir (12). Optimizasyon
caligmalar1 sirasinda saglikli hayvandan alinan lenf
yumrularinin bakterilerle karistirilarak yapay 6rneklerin
hazirlandig1 da goz Oniine almacak olursa bu farklarda
hastalikli lenf yumrularinda bulunan yangiya bagli unsur-
larinda (kazeifikasyon, kalsifikasyon, yangi hiicrelerinin
artigl, vs) rol oynadigi gozden uzak tutulmamalidir.
Sunulan c¢alismada saglikli lenf yumrusu homojenati
yapay Ornegi ile aldigimiz basarili sonucu lezyonlu lenf
diiglimleri ile alamamamizin bir 6nemli nedeni de
kullandigimiz ekstraksiyon yonteminin yukarida acgikla-
nan olumsuzluklar1 giderememesi olabilir. Taylor ve ark.
(11) sunulan ¢aligmaya ¢ok benzer bir LC-PCR y6ntemi
uygulamasina ragmen daha farkli ekstraksiyon sistemi
uygulamiglardir. Ayni sekilde Roring ve ark. (10), klinik
orneklerde DRa ve DRb primerleri ile ¢aligmis olmasina
kargin elde ettikleri pozitiflik sunulan caligmaya gore
daha yiiksektir.

Sunulan c¢aligmada PCR ile lenf diigiimlerinden
amplifiye edilen 9 M. bovis DNA’sinin spoligotiplendi-
rilmesi sonucunda 3 farkli DNA profili ortaya
konmustur. Ank-1 spoligotipinde 4 (% 45) , Ank-2
spoligotipinde 4 (%45) ve Ank-3 spoligotipinde 1(%10)
DNA profili mevcuttur. Sigir tiiberkiilozu ile ¢alisan
arastiricilar  genellikle ¢ok sayida saha izolati ile
caligmiglardir. Arastiricilarin hepsi birden fazla DNA
profili elde etmislerdir (3, 8, 9). Calismamizda elde
edilen M. bovis ANS kontrol susuna ait spoligotiplen-
dirme sonucu diger arastiricilar ile ayni profili verirken
(9), Ank-1, Ank-2 ve Ank-3 spoligotiplerinin de diger
arastiricilarin  ¢aligmalarinda saptandigir goriilmektedir.
(3, 8, 9). Sunulan calismada elde edilen spoligotiplerin
goriilme siklig1 tizerinde yorum yapmak sayisinin azligi
nedeni ile zor olsa da, eldeki verilere gore diger
arastiricilarda farkli bir siklik gosterdigi sOylenebilir.
Omegin Aranaz ve ark. (3)’nm 129 M. bovis susunda en
fazla buldugu spoligotip olan Spb7 (59 izolat, %46) ve
daha az sayidaki Spb8 (14 izolat, %3) sunulan ¢aligmada
en fazla rastlanan spoligotipler olmustur. Ank-1 Spb8 ve
Ank-2 Spb 7’nin karsiligidir. Ank-3 spoligotipi, Aranaz
ve ark.(3)’nin ¢alismasinda tgilincii en fazla rastlanan
Spb13 spoligotipine benzemektedir. Ancak, sunulan
calismada spoligotiplendirilen M. bovis DNA sayisi
boyle bir karsilastirma igin istatistiksel olarak yeterli
degildir.

Bu c¢alismada Spoligotiplendirme ilk kez mikrop-
leytlerde yapilmisti. Membran yerine hibridizasyon
Xenobind kovalent baglanan 6zel mikropleytlerde ger-
ceklestirilmistir. Spoligotiplendirme metodunun mikrop-
leytlere aktarilmast spoligotiplendirmede herhangi bir
farklilik olusturmamustir. Bu da diger arastiricilarin (8, 9)
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kontrol susu olan ANS ve saha izolatlarinin spoligotipleri
ile dogrulanmustir.

Sonug olarak, sunulan ¢alismayla, sigir tiiberkiilo-
zunun etkeni olan M. bovis ile ilgili bir PCR-ELISA
teknigi optimize edilerek, mezbaha 6rneklerinden yapilan
denemelerde bu teknikle 36 sigira ait 72 drnekten (36 kan
ve 36 lezyonlu lenf yumrusu) DRa ve DRb primerleri ile
9 adet M. bovis DNA’s1 ¢ogaltildi ve son olarak bu
DNA’lar spoligotiplendirme yontemi ile tiplendirilerek 3
farkl1 spoligotip elde edildi.
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