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OZET

Mycobacterium bovis’in sebep oldugu sigir tiiberkiilozu, tim diinyada ozellikle siit sigir
yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara sebep olan kronik ve zoonotik bir hastaliktir.
Hastalik ¢ogunlukla solunum yolu ile enfekte damlacilarin solunmasi ile bulagir. Ancak
sindirim yoluyla da bulagsma olabilir. Etken akciger ulastiginda iirer ve dncelikle akciger lenf
diigimlerine yayilir. Hastalik lezyonlar tiim vucutta goriilebilir. Ancak lezyonlar ¢cogunlukla
bas ve thoraks lenf yumrular ile akcigerler, bagirsaklar, karaciger, dalak, pleura ve peritonda
goriiliir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi, alinan bakteri miktari, bakterinin virulensi ve konak¢inin

dogal bagisikligina baglidir.

Brucella cinsine bagl hiicre i¢i patojenlerin sebep oldugu brucella hastaligi global 6lgekte
Onem tasiyan ¢ok 6nemli bir zoonoz hastaliktir. Sigirlarda goriilen brusella hastaligi manda, at
koyun, kegi ve insanda da hastaliga sebep olan Brucella abortus‘tur. Hasta ineklerde, siit
veriminde azalma, siitteki somatik hiicre sayisinda artma, ileri gebelikte abort, zayif buzagi
dogumu ve postpartum metritis gibi klinik belirtiler goriiliir. Bogalarda ise epididymitis ve
vesiculitis goriiliir. Daha once enfeksiyon etkenleri ile karsilagmamis sigirlarda hastaligin

ortaya ¢ikmamasinda konak¢inin dogla bagisikliginin 6nemli oldugu bildirilmektedir.

Toll benzeri reseptorler (Toll-Like Receptors, TLR) dogal bagisiklik sisteminin bir patojenle
kargilagtiginda immun yanitin olusmasinda 6nemli rol oynayan protein tabiatl reseptorlerdir.
Bu reseptorlerin ayni zamanda kazanilmis bagisikligin aktif hale gelmesinde de gorevleri
vardir. Fagozom membrani tizerinde bulunan solute carrier family 11 member A1 (SLC11A1)
proteinleri, makrofajlarin hiicre i¢i bakterilerin yok edilmesinde gorev alan Onemli

proteinlerdir.

Yapilan bu ¢alismada Holstein (n=100) ve yerli melezi (n=400) sigirlarda TLR ailesinden
TLR1, TLR4 ve TLRY ile SLCI1AI’y1 kodlayan genlerde bulunan sekiz tek nokta
polimorfizmi (SNP) yoniinden genotipleri, fenol-korofom yontemi ile yapilan DNA
izolasyonunu yakiben yapilan PCR-RFLP yontemi ile ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen SNP
verileriyle sigirlarda goriilen tiiberkiiloz ve brusela hastaligina dayaniklilik arasinda ki iligki

arastirilmstir.

Calismada incelenen polimorfizmlerden TLR4 4399 yoéniinden hem Holsteinlerin (HL)

hemde Dogu Anadolu melezleri (DM) ile Yerli Kara melezlerinin (YM) mononmorfik oldugu
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ve incelenen Orneklerin hepsinin CC genotipinde oldugu goriilmiistiir. TLR4 +10 SNP’si
yoniinden incelenen bireylerde TT, TLR9 +1310 SNP’si yoniiden ise AA genotipi her ii¢ irkta

da goriilmemistir.

Tiiberkiiloz hastaligi ile genotipler arasindaki iliski Lojistik Regresyon Analizi ile
arastirilmistir. Incelenen irklarda, TLR1 (+1380, +1446, +1596), TLR4 (+10), TLR9 (+1310)
SNP'lerinde tiiberkiiloz goriilme oran1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir. Ancak SLCA11Al1 (+1066) SNP’si acisindan yapilan degerlendirme
sonucunda, tiiberkiiloz goriilme oraninin YK ve DAK melezi gruplarindaki genotipler
arasinda istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar gére DAK melezi
sigirlarda tiiberkiiloz goriilme oraninin; GG genotipine gore CC ve CG genotiplerinde
sirastyla 4,13 ve 3,51 kat arttign goriilmiisken, YK melezi sigirlarda tiiberkiiloz goriilme
oraninin; GG genotipine gore CC ve CG genotiplerinde sirasiyla 0,8 ve 0,34 kat daha diistik

oldugu goriilmiistiir.
Brucella hastalig1 ile incelenen SNP’ler arasinda iligki belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Brusella, RFLP, Sigir, SLC11A1, Toll-like reseptor, Tiiberkiiloz



ABSTRACT

Bovine tuberculosis, caused by Mycobacterium bovis, is a chronic and zoonotic disease that
causes serious economic loss especially in dairy cattle breeding worldwide. Transmission of
tuberculosis is mostly thought to respratory tract, but transmission can also be be throught the
digestive tract by infected milk and feed and it can be transplasental infection. When the
tuberculose agent reaches the lung, it growths and it spreads to the lung lymph nodes first.
Disease lesions can be seen throughout the body. However, lesions are mostly seen in the
head and thorax lymph nodes and in the lungs, intestines, liver, spleen, pleura, and peritheum.
The amount of bacteria taken, the virulence of the bacterin and the natural immunity of the

host are important in the emergence of the disease.

Brucella disease caused by a intracellular pathogen is a very important zoonotic disease of
global importance. Brucella abortus is caused by brucellosis in cattle and this agent also
caused brucellosis in water buffalo, horse, goat, sheep and human. In cattle, brucellosis is
featured with characteristic clinic symptoms such as decrease milk yield, increase somatic cell
score in milk, abort last peirods in pregnancy, weak calf birth and postparum metritis.
Epidiymitis and vesiculitis occur in infecte bulls. It has been reported that the innate immunity

of the host is important in the absence of disease in previously unexposed cattle.

Toll-Like Receptors (TLR) are protein natured receptors that have important role during the
first step of immunolojik response between the pathogens and innate immune system. These
receptors also have the task of activating the adaptive immunity. Solute carrier family 11
member Al (SLC11A1) proteins are found on the phagosom membrane. And they task the

destruction of intracelluler bacteria in macrophages.

In this project, slaughtered at abattoiraged cattle 400 native crossbreed cattle and 100 Holstein
cattle were used as materials. The eight polymorphisms of TLR1, TLR4, TLR9 and SLC11A1
genes were to be determined by PCR-RFLP method using of DNA isolated from the same
animals. The relationship between the obtained SNPs data and the resistance to tuberculosis
and brucella diseases seen in cattle was investigated.

TLR4 +399 SNP was monomophic in examined three breeds, and only CC genotype was
observed both of Holstein and native crossbreeds. In two groups of the breeds examined for
TLR4 +10 C/T SNP, TT genotype has not been seen. In addionaly, for TLR9 +1310 G/A
SNP, AA genotype was not found both of Holstein (HL) breed, East Anatolian crossbreeds
(DM) and Anatolian Black crossbreeds (YM).



The statistical analysis between genotypes and tuberculosis incidence was made by
establishing a Logistic Regression Model. There was no statistically significant difference in
the incidence of tuberculosis in the SNPs of TLR1 (1380, 1446, 1596), TLR4 (10), TLR9
(1310). However, in terms of SLCA11A1 (1066) SNP, insidences of tuberculosis were found
to be statistically different according to the genotypes in AB crossbreed and EAR crossbreeds.
As a result, incidence of tuberculosis in EAR crossbreed cattle; according to the GG
genotype, CC and CG genotype were found 4.13 and 3.51 fold higher respectively. The
incidence of tuberculosis in AB crossbreed cattle; according to the GG genotype, CC and CG

genotype were found 0.8 and 0.34 fold lesser respectively.
No relationship was found between Brucella disease and the examined SNPs.

Key Words: Brucella, Cattle, RFLP, SLC11A1, Toll-like receptor, Tuberculosis,



1. GIRIS

Genetik ve cevresel faktorler hayvan yetistiriciliginde iginde hastaliklara direncinde
bulundugu 6nemli kantitatif karakterlerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Dolayisiyla eldeki siirliniin yetistiricilik agisindan 6nemli verim o&zellikleri bakimindan
karakterizasyonunun yapilmasi karli bir yetistiricilik i¢in 6nemlidir. Son yillarda tiim diinyada
ki ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde markir destekli seleksiyon ve genomik seleksiyon
caligmalarinda bir artis goriilmektedir. Bu tiir caligmalarda onceklik kiiresel olarak en yaygin
yetistiriciligi yapilan irklara verilmesine ragmen lokal irklarda da bu tiir calismalar giderek

artmaktadir.

[lk olarak 1958 yilinda devlet eliyle diive ve boga ithalati ile Tiirkiye’de Holstein
yetistiriciligine baslandiktan sonra ithalata 1970 yilina kadar ara verilmistir (Alpan, 1993). Bu
tarihten sonra gerek Tarim Bakanligi, gerekse yetistiriciler tarafindan giiniimiize kadar degisik
Avrupa ve Amerika’dan canli Holstein veya sperma ithal edilmektedir. Tiirkiye’de saf ve
melez olarak yetistirilen Holstein 1rki, bugiin Tiirkiye’de ki en 6nemli sigir irki olmustur.
Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi’nin 2015 yil1 verilerine gore Tiirkiye’deki kiiltiir
irklarinmn yaklasik %72’sini (Sahin, 2015), Tiirkiye Istatistik Kurmu’nun 2016 verilerine gore
ise Tiirkiye mevcut sigir varliginn yaklasik %46’sim1 (TUIK, 2017) Holstein irki sigir

olusturmaktadir

Artan insan niifusunun ihtiyacinin karsilanmasinda yerli wrklarin yetersiz kalmasi, ihtiyag
duyulan hayvansal kokenli gidanin temininde yetersiz kalan disik verimli yerli ¢iftlik
hayvanlar irklarinin yetistirme dis1 kalmasina neden olmustur. Bu durum ise en 6nemli tiir i¢i
genetik cesitlilik kaynagi olan yerli irklarin yol olmasina sebep olmaktadir. Diinya Gida ve
Tarmm Orgiitii (FAQ), yetistiriciligi yapilan tiim ¢iftlik hayvan tiirlerine ait toplam 5865 farkli
irkin bulundugu ve bunlarinda yaklasik 300’iiniin 2000 yilina kadar soyunun tiikkendigini ve
mevcut durumun devam etmesi halinde ise 6niimiizdeki yiizyil sonunda 1350 irkin daha yok
olacagini bildirilmistir. Buna karsilik FAO tarafindan, yasadiklar1 bolgelerin iklim ve
florasina kars1 gosterdikleri yiiksek adaptasyon ve hastaliklara direng nedeniyle mevcut yerli
rklarin korunmasinin, tiiriin gelecegi i¢in 6nemli olacagi bildirilmistir (Pereira ve ark., 2005).
FAO verilerine gore bilinen 1392 sigir irkininda 182’sinin soyu tiikkenmistir (FAO, 2012). Bu
stire lilkemiz yerli sigir irklart i¢inde hizla iglemektedir. Ciinkii Tiirkiye yerli sigir irklarimin
varlig1 TUIK verilerine gore 2000 yilinda 4.217.000 bas iken bu say1 2016 yilinda 1.733.292
basa diismiistiir (TUIK, 2017).
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Giliniimilizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan kiiltiir irk1 hayvanlar yliksek verim yoniinden
gelistirilmis 1rklardir. Ancak bu irklar, orijinlerinden ¢ok farkli iklim ve cografyalarda
yetistirilmektedir. Bu durumda kiiltiir irklarinin yetistirildikleri yeni yerlerde bulunan hastalik
etmelerine, bakim ve iklim sartlarina karsi duyarhiliklarin1 artirarak gerek verim dustkligi
gerekse tedavi masraflart nedeniyle isletmelerin karliliginin diismesine neden olmaktadir. Bu
nedenle ortaya ¢ikmasinda ve varligini siirdiirmesinde herhangi bir planli seleksiyona tabi
tutulmayan yerli ¢iftlik hayvani rklar1 6zgiin gen kaynagi olmalar1 bakimindan, varliklarini
stirdiirmeleri tiirlerin gelecekleri i¢in énemlidirler. Asya, Afrika ve Avrupa arasinda koprii
olan Anadolu yarim adasi bitki ve hayvan tiirleri bakimindan oldukga genis bir ¢esitlilige
sahiptir. Ancak yapilan 1slah ve melezleme calismalart ve yiliksek verimleri nedeniyle
yetistirici tarafindan talep edilen kiltiir irklarinin yayginlagmasi sonucu eldeki genetik
kaynaklar tam tanimlanamadan ve iistiin 6zellikleri belirlenemeden, soylar1 tiikenme tehlikesi

ile kars1 karsiyadirlar.

Avrupa orijili kiiltiir irki hayvanlarin 1slah1 ¢alismalari, bu irklarin ortaya ¢iktiklar1 veya
benzer iklim sartlarina sahip bolgelerde yapilmasi nedeniyle dncelik verim artigina verilmistir.
Ancak giiniimiizde ciddi verim disiikliiklerine neden olarak isletmerde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan brusella ve tiiberkiiloz gibi 6nemli yetistiricilik hastaliklarina karsi
direncin genetik alt yapisi ve bu hastaliklara direngli 1tk ve tiplerin gelistirilmesine yonelik

caligmalara ilgi giderek artmaktadir.

Glinlimiiz hayvancilik sektoriinde diisiik maliyetli iiretim i¢in hastaliklara direng artik aranan
bir dzelliktir (Gibson ve Bishop, 2005). Ozellikle bulasic hastaliklara direng karli hayvancilik
sitemlerinin siirdiiriilebilirligi i¢in ¢ok onemlidir ve eldeki siiriiniin ekonomik kayba neden
olan oOnemli enfeksiyon hastaliklarina karst direncinin artirilmast artik  seleksiyon
programlarinin birincil hedefi olmaya baglamistir (Gibson ve Bishop, 2005). Ciftlik
hayvanlar1 yetistiriciliginde enfeksiydz hastaliklarin kontroliinde, hasta hayvanlarda
antibakteriyel ve antihelmintik ilaglarin kullanimasi, hayvanlarin hastaliktan korunmasi i¢in
asilama, barmaklart ve c¢evreni dezenfeksiyonu, hasta hayvanlari izolasyonu hastaligin
goriildiigli yerlerde hayvan ve hasyansal {iriinlerin dolasiminin kisitlanmasi gibi dort 6nemli
tedbir alinir. Ancak c¢iftlik hayvanlarinin hastaliklara karsi direnglerinin genetik olarak
artirilmasi giderek yukaridaki dort maddeye ek olarak etkili hastalik kontrolii ¢alismalarinin
tamamlayic1 ve hatta hastaliklarin kontrolii ¢alismalarinin asil bileseni olmaya baglamistir

(Gibson ve Bishop, 2005).
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Yapilan ¢aligmalar hemen her hastalik i¢in direng veya duyarliligin, konak¢inin genetik yapisi
ile iligkili oldugu gostemistir (Gibson ve Bishop, 2005). Ancak bu konu heniiz tam agikliga
kavusmamistir. Bununla veraber onemli ¢iftlik hayvani tiirlerinde goriilen 50°den fazla
enfeksiy0z hastaligin ortaya ¢ikmasinda ki farkliligin konakegilardaki genetik varyasyondan
kaynaklandig1 bildirilmistir (Bishop, 2004). Bunlarin igerisinde en bilinelerinden bazilari,
tavuklarda Marek hastaligina dayaniklilik, ruminatlarda goriilen dermatofiloz, nematod,
mastitis ve taileriosis’e dayamikliliktir. Ozellikle sigirlarda genetik 1slah ¢alismalar ile

dermatofiloza dayanikli hatlarin gelistirilmesi konusunda ©Onemli basar1 elde edilmistir

(Maillard ve ark., 2003).

Genetik olarak hastaliklara diirencin artirilmasi ile hedef popiilasyonda hastaliklarin klinik
semptomlarmin veya hastalik insidensini azaltabilecektir (Gibson ve Bishop, 2005). 1k olarak
1970’lerde varklilar1 bildirilen ve ¢iftlik hayvanlarinda o6nemli kantitatif 6zelliklerin
iyilestirilmesi ¢alismalarinda kullanilan genetik belirteglerin ¢iftlik hayvanlarinda hastaliklari
direng konusunda da kullanilabilecegi distiniilmektedir. Bu amacgla ozellikle 1980 ve
1990’larda yapilan g¢alismalarda giftlik hayvanlarinda belirlenen kantitatif 6zellik lokusu
(QTL) ile iliskili genetik markirlar belirlenmistir. Gliniimiizde bu genetik markirlarin genetik
iyilestirme programlarinda nasil kullanilacagina dair ¢aligmalar yapilmakta ve bu belirteclerle
iliskili QTL’lerin kullanildig1 genetik iyilestirme programlari gelismis iilkelerde bir kag tiirde
kullanilmaktadir (Gibson ve Bishop, 2005).

Yiiksek kalitim derecesine sahip ozellikler icin fenotip kayitlarmin kullanildigi seleksiyon
yontemleri ile hedeflenen genetik ilerleme saglanabilir. Ancak c¢iftlik hayvanlarinda
hastaliklara direncinde dahil oldugu bir¢ok kantitatif 6zelligin fenotip kayitlarinin tutulmasi
cok zordur, siit ve dol verimi gibi bir kisim 6zelligin ortaya ¢ikmasinda genotip ve gevre
birlikte rol alir. Bu nedenle kantitatif karakterler i¢in fenotip verileri ile kullanilarak yapilacak
seleksiyon ¢alismalarinda ¢ok diigiikk bir genetik ilerleme saglanabilir. Bu tiir 6zellikler igin
belirteg seleksiyon ve genomik seleksiyon yontemlerinin kullanilmasi diistiniilmektedir.
Ancak bu konuda yapilan g¢alismalarin sayisi heniiz yetersizdir. Dolayisiyla daha ¢ok

calismanin yapilmasi gereklidir

Giliniimiiz ¢iftlik hayvanlar yetistiriciliginde verimi daha da artirma yerine hastaliklara
direngli bireylerin damizlik olarak segilmesinin daha 6nemli olmaktadir (Steininger ve ark.,
2012). Ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde yiiksek gelir (bunun i¢in daha yiiksek et ve siit
iiretimi) ve diisiik masraf (bunun i¢in yiiksek dol verimi, daha az hastalik ve dolayisiyla daha

az zorunlu kesim) 6nemlidir (Egger-Danner ve ark.., 2015). Bu nedenle o6zellikle siit sigirt
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yetistiriciliginde silit verimini artirmanin iyilestirilmek istenen en onemli 6zellik olmadigi,
bunun yaninda yiiksek dol verimine sahip ve saglikli dolayisiyla da isletmelerde daha uzun
stire kullanilabilen hayvanlari damizlik olarak se¢cme egiliminde olduklar1 goriilmektedir

(Egger-Danner ve ark., 2015).

Brusella ve tiiberkiiloz gibi hastaliklarin hayvancilik isletmelerinde verim kayiplarina neden
olmasi ve damizliklarin damizlik degerini kaybetmeleri nedeniyle siirii biiytikligiinii tehlikeye
atarak isletmelere Oonemli ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar. Bu nedenle c¢iftlik
hayvanlan yetistiriciliginde hastaliklara direng ¢cok 6nemli bir kantitatif 6zelliktir (Martinez
ve ark., 2010). Goriilme sikligi ¢ok yaygin olan hastaliklara dayaniklilik ve bagisiklikta
goriilen genetik varyasyon onemli bir faktor olmakla birlikte, bu varyasyonun kaynaginin
sadece direngten mi? yoksa sadece bireysel dayanikliliktan m1? yoksa her ikisinin de birlikte

rol aldig1 bir durum oldugu heniiz aydinlatilamamis bir konudur (Martinez ve ark., 2010).

Hastaliklara diren¢ konusunda yapilacak bir genetik 1slah programina baslanmadan once;
iizerinde durulan hastaliga kars1 genetik diren¢ yoniinden yapilacak genetik 1slahin basarisinin
tahmini, hastaliklara direng ile ilgili oldugu diisiinlen lokuslarda gerek irk ici gerekse irklar
aras1 genetik varyasyonun bulunmasi, yaygin goriilmeyen, 6nemli ekonomik kayba neden
olmayan hastaliklar ugragilmamasi i¢in yapilacak 1slah c¢alismasi sonucunda elde edilecek
genetik iyilesmenin net ekonomik ve sosyal faydalarinin hesaplanmasidir (Gibson ve Bishop,
2005).

Brusella ve tiiberkiiloz gibi ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmasi yaninda ¢ok onemli halk sagligi problemi olan hastaliklarin kontrol altina
alimmasinda kullanilan mevcut yontemler; terapotik veya profilaktik ilaglarla asilama,
siriilerin taranmasina, enfekte hayvanlarin itlafi, enfekte hayvanin bulundugu isletmelerin
karantinaya alinmasi, hayvan ve veya hayvansal iriinlerin hareketlerinin kontrolii iizerine
kurulmustur. Fakat bu tiir uygulamalarin, iiretim maliyetinin artmasi, antibiyotige karsi
direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, damizliklarin elden ¢ikmasi gibi 6nemli dezavantajlar1 vardir.
Bu nedenle tiiberkiiloz ve brucella gibi hastaliklara karsi genetik olarak direngli ik veya
tiplerin gelistirilmesi bu sorunlarin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir alternatif olabilecegi
diistiniilmektedir (Prakash ve ark., 2014). Genetik direng; patojene maruz kalmadan etkene
kars1 gosterdigi bagisiklik olarak tanimlanabilir ve dogal bagisiklik olarak da adlandirilir
(Adams ve Schutta, 2010). Molekiiler genetik alaninda elde edilen gelismler sonunda, ¢iftlik
hayvanlarinda genetik dizileme ve genlerin genetik haritalar1 ¢ikarilmis ve bu sayde immun

sistem ile iligkili baz1 genetik markirlar belirlenmistir (Prakash ve ark., 2014).
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Brucellozis, Brucella cinsine ait intraselliiler bir patojenin sebep oldugu kronik bir zoonoz
hastaliktir (Ica ve ark., 2012). Hastalik etkeni 6zellikle uterus, meme ve testis gibi genital
organlara yerleserek yavru atma, infertilite ve siit veriminde azalmaya neden olur (Al Dahouk
ve ark., 2003). Sigir brusellozisinin en 6nemli etkeni olan Brucella abortus sigirlar disinda
manda, deve, geyik, at, keci, koyun ve insanda da hastalifa sebep olur. Brusellozis sigirlarda
stit veriminde diisme, siitteki somatik hiicre sayisinda artis, gebeligin ikinci veya iiglincli
trimesterinde abort, bogalarda orsitise sebep olur. Ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde
sagalttimim ekonomik olmamasi ve hastalik tasiyicisi olmalar1 nedeniyle hastalikla en iyi
miicadele tasiyic1 hayvanlarin kesime sevk edilmesidir. Sigirlarda burusella enfesksiyonuna
cogunlukla B. abortus neden olurken, daha az siklikla B. melitensis ve ¢ok nadir olarak da B.

suis’in neden oldugu bildirilmektedir (Pehlivanoglu ve ark., 2011).

Diinya genelinde en 6nemli bakteriyel zoonoz hastaliklardan biri olan brusellozis 6zellikle
gelismekte olan lilkelerde ¢ok dnemli ekonomik zararlara neden olan hem hayvan sagligi
hemde insan sagligi i¢in 6nemli problemler olusturur (Pappas ve ark., 2006; Franco ve ark.,
2007). Veteriner hekimlik ve insan hekimliginde olusturdugu tehditlerin yanida; tedavi, is
kayibi, hasta havanlardan elde edilen iiriin kayibi, iscilik giderleri de diisiiniildiigiinde diinya
genelinde cok biiyiik ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (Prakash ve ark., 2014).
Tiim diinyada her y1l 500 binden fazla yeni brucella vakasi bildirilmektedir (Pappas ve ark.,
2006). Tirkiye’de ise 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada iilke genelinde yetistirilen siit
sigirlarinda brucella prevalansinin %11.4 oldugu bildirilmistir (Iyisan ve ark., 2000). Buna
karsilik daha yakin yillarda yapilan calismalar sonunda hastaligin prevalansina yonelik
yapilan calismalar sonunda Kirikkale ve civarinda %19 (Ocal ve ark., 2008), Kayseri ve
civarinda %15 (Hodul ve Giimiigsoy, 2009), Kuzey Dogu Anadolu bdlgesinde ise %39,45
(Sahin ve ark., 2008) oraninda seropozitiflik elde edildigi bildirilmistir.

Bakteriyolojik olarak birbirine yakin ve DNA’lar birbirine benzeyen bir grup Mycobacterium
tirtiniin bir grubu Mycobacterim tuberculosis (M. tuberculosis) kompleks olarak adlandirilir
(Hussain, 2007). Bu gruptaki mikroorganizmalar 6zellikle insan ve ¢iftlik hayvanlar1 olmak
iizere memelilerde kronik graniilamatoz bir hastalik olan tiiberkiiloza sebep olurlar. Bu
kompleksin M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. bovis BCG (Behr, 2001),
M. canetti (van Soolingen ve ark., 1997) ve M. caprae (Aranaz ve ark., 1999) en bilinen
tiyeleridir. Bunlardan da M. bovis insanlar da dahil olmak {izere bir ¢ok memeliyi enfekte

edebilen en yagin konake¢1 dagilimina sahip tiiriidiir (O'Reilly ve arek., 1995).
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Sigirlarda tiiberkiiloz ¢ogunlukla M. bovis solunum yolu ile bulasmasi ile ortaya ¢ikar. Ancak
etken ile kontamine olmus yem ve suyun agiz yoluyla alinmasiylada materyalin enfeksiyon
olusabilir. Etken akcigere ulastiginda ¢ogalarak akciger lenf yumrular1 ve yakindaki lenf
yumrularina yerlesir (Menzies ve Neill, 2000). Hastalik canli sigirlarda genellikle bir
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu olan tuberkiilin testi ile teshis edilir (Ozbey ve ark.,
2008). Hasta hayvanlarin otopsisinde veya kesimde tiiberkel olarak da bilinen nodiiler
graniilomlar goriiliir (Ozbey ve ark., 2008). Genel olarak kronik bir hastalik olarak bilinen
sigir tiiberkiilozunun akut olarak da seyredebilecegi bildirilmektedir. Hastalikla ilgili
lezyonlar tiim doku ve organlarda goriilebilir ancak en ¢ok lenf yumrular1 (6ncelikle
akcigerlere yakin bas ve gogiis lenf yumrulari ), akcigerler, bagirsaklar, karaciger ve dalakta

goriiliir (Ozbey ve ark., 2008).

Hastaligin eradike edilmesinde siki tedbirlerin alinmasi ve hasta hayvanlarin itlafi gereklidir.
Buna ragmen Diinya’nin bir ¢ok {ilkesinde hala hastalik eradike edilememis diinya genelinde
bir saglik problemidir (Finlay ve ark., 2012). Oyleki bir ada iilkesi olmas1 nedeniyle havan
giris ¢ikisinin kontrollii oldugu Ingiltere de bile tiiberkiiloz, insidensi yaklasik %29,2 olan
endemik enfeksiy6z bir hastaliktir. Bir ¢ok iilkede hastalik sigir yetistiriciligi i¢in ¢ok dnemli
ekonomik kayiplara neden olmasi yaninda 6nemli bir halk sagligi tehdididir (Sun ve ark.,
2012). insanlarda goriilen tiiberkiiloz vakalarma ¢ogunlukla Mycobacterium tuberculosis
sebep olmasina ragmen insanlarda Mycobacterium bovis‘de tiiberkiilozun gelismesine neden
olmaktadir (Ameni ve ark., 2007). Diinya genelinde ¢iftlik hayvanlarinda goriilen en 6nemli
dordiincii hastalik olan sigir tiiberkiilozunun diinya genelinde yillik yaklasik ii¢ milyar dolar
kayba neden oldugu tahmin edilmektedir (Garnier ve ark., 2003). Son yillarda tiiberkiiloz
hastaliginin prevelansi ile baz1 genlerdeki varyasyonlar arasinda iliski oldugu bildirilmistir
(Ameni ve ark., 2007). Ayrica ilkel bir sigir tiirii olan Bos indicus’larin (zebu) Bos taurus’lara
(gergek sigir) gore daha direngli olduklart bildirilmistir (Ameni ve ark., 2007). Bu durumda
gercek sigirin ilkel ornekleri olan ve tizerlerinde herhangi bir planli seleksiyon g¢aligmasi
yapilmamis olan yerli si@ir irklarinin, yliksek verimli kiiltiir irklarina gore tiliberkiiloz

hastaligina daha direngli olduklar diisiiniilmektedir (Prakash ve ark., 2014).

Memelilerde bagisiklik dogal ve kazanilmis bagisiklik olarak ikiye ayrilir (Prakash ve ark.,
2014). Toll-like reseptorleri (TLR) hem enfeksiyon ajanlarina karsi kazanilmis immun yanitin
baslatilmasinda hemde dogal immun yanitin olusmasinda kritik rol tistlenirler (Takeda ve ark.,
2003). Tum memelilerde dogal bagisiklik siteminin enfeksiyon etkenlerini tanimasinda toll

like reseptor ailesi gorevlidir (Akira ve Takeda, 2004). TLR’ler memelilerde bagisiklik
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sisteminin ilk asamasinda patojeni tanimada rol oynarlar. Mikroorganizmalarin hiicre
duvarlarinda Patojen Iliskili Molekiiler Kaliplar (Pathogen Associated Molecular Patterns,
PAMPs) olarak adlandirilan yapilar bulunmaktadir (Medzhitov ve Janeway, 1997). Dogal
bagisiklita mikroorganizmalar hiicre duvarlarinda bulunan PAMPs, konak¢i organizmanin
makrofaj hiicre zarlarinda bulunan TLR’ler araciligi ile taminirlar. TLR kimyasal bir dizi
reaksiyonu tetikleyerek makrofajlarin aktive olmasimi saglarlar. Bu sayede enfeksiyon
baslangi¢ asamasinda makrofajlar tarafindan mikroorganizmalar yok edilir. Kazanilmig
bagisiklikta ise uyarilan TLR’ler, dendritik hiicrelerin aktivasyonunu baslatarak, T-hiicre
aktivasyonunu tetikler (Rescigno ve ark., 2000; Akira ve Takeda, 2004). Trans-membran
pattern-tanima reseptorleri ailesine ait ve canlilarda patojenleri taniyarak baglanarak
immiinolojik yanit1 tetikleyen en az 13 toll-like reseptorii (TLR) bulunmaktadir. Bunlardan
altis1 (TLR1, 2, 4, 7, 8 ve 9) bakteri, protozoa ve mantarlar ile bunlarin sentetik ligandlarin
tanirken, besi (TLR3, 4, 7, 8 ve 9) virus komponentlerini tanirlar (Akira ve Takeda, 2004;
West ve ark., 2006). Heniiz fonksiyonu tam olarak tanimlanamais olan TLR10’un ise
insanlarda fonksiyonel oldugu bildirilmistir (Hasan ve ark., 2005). Bunlardan TLR3, 7, 8 ve 9
intaselliiller orarak bulunurken, diger alt TLR ailesinin diger alti {iyesi hiicre zarinda
bulunmaktadir (Uciechowski ve ark., 2011). Sigirlarda farkli mikroorganizmalari taniyarak ev
sahibinin bagisiklik sistemini aktif hale getiren 10 tane TLR geni belirlenmistir (Kataria ve
ark., 2011). TLR'leri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlarin enfeksiyon etmenlerine
karsi canlilarda dogal ve kazanilmis bagisikligin aktivasyonun azalmasindaki en 6nemli faktor
oldugu bildirilmistir (Franchimont ve ark., 2004; Hawn ve ark., 2007). Bunlardan TLR1,
TLR4 ve ozellikle TLR9 sigirlarda Brucella spp. taniyarak dogal ve kazanilmig bagisiklig
etkiledigi bildirilmistir. (Prakash ve ark., 2014).

TLR2 ve TLR6 ile heteromer olusturan TLR1 bakteri hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkarid, teichonik asit ve lipoproteinleri gibi ¢ok ¢esitli hiicre duvari
komponenetlerini taniyarak niikleer faktor-kappa b’yi (NF-kB) aktive ederk immun yanitin
baglamasini tetikler (Akira ve ark., 2006). TLR1-TLR2 ve TLR1-TLR6 heterodimerleri Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan PAMPs’1 taniyarak makrofaj
ve dendritik hiicreleri aktive ederler (Omueti ve ark., 2007; Roura-Mir ve ark., 2005). TLR1
ve TLR4’ii kodlayan genlerde meydana gelen mustasyonlar bakteri hiicre duvarinda bulunan
lipoproteinler ve lipopolisakkaridler gibi komponentlerin makrofajlar1 ve dendritik hiicreler
tarafindan taninmalarii azaltarak canlinin hastaliklara duyarliligini artirabilirler (Schwartz,

2002; Hawn ve ark., 2007). Sigirlarda TLR1’i kodlayan gende belirlenen polimorfizmlerin
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bireyin patojenlere duyarlilifin1 etkileyerek, bireyin hastalik etkenlerine karst gosterdigi
immun yanit1 etkileyebildigi bildirilmistir (Russell ve ark., 2012). TLR1 &zellikle tuberkiiloz
etkenininde dahil oldugu mikobakteria’lara karsi konak¢t immun yanitinin olusmasinda ¢ok

onemli rolii vardir (Uciechowski ve ark., 2011).

TLR ailesinin en iyi tanimlanan iiyesi olan TLR4, Gram negatif bakteri hiicre duvarlarinda
bulunan lipopolisakkaridler (LPS) tarafindan aktive edilir (Ibeagha-Awemu ve ark., 2008).
TLR4, TLR ailesinin Gram negatif bakteriyel infeksiyonlarla iligkili endotoksinleri taniyan
tek tlyesidir (Takeda ve ark., 2003). Diger taraftan TLR4, konak¢i bagisiklik sistemi
tarafindan mikobakteriyel antijenleri taniyarak sitokin {iretimini diizenleyerek konakgi
bagisiklik sisteminin uyarilmasinda rol oynar (Wang ve ark., 2002; Quesniaux ve ark., 2004).
Patojeni tanima ve immun yanitin baglatilmasindaki rolii nedeniyle 6zellikle siit sigirlarinda
hastalik direncini arttirmada TLR4’i kodlayan genin uygun bir aday gen oldugu
diistintilmektedir (Sharma ve ark., 2006). Sigirlarda, TLR4 geninde bulunan iki yanlis anlaml
mutasyon ile tiiberkiiloz etkeni ile ayni genusta bulunan Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis’un sebep oldugu paratiiberkiiloz hastaliligi ve yine TLR4 geninde belirlenen
dort farkli polimorfizm ile hastaligin klinik seyri arasinda iligki oldugu bildirilmistir (Mucha
ve ark., 2009).

Hemen tamamen makrofaj, dendritik hiicreler, bagirsak ve solunum sistemi hiicreleri ve
keratinositlerdeki endozom ve fagozom ¢eperlerinde bulunan TLR9 bakteri, virus ve mantar
DNA’larinda bulunan metillenmemis sitozin-fosfar-guanin (CpG) diniikleotidlerini tanir (Latz
ve ark., 2004). Mycobacterium bovis ve Mycobacterium tuberculosis’in yiiksek bir immun
sistem uyaricist CpG motifine sahip olduklari bildirilmistir (Ronaghy ve ark., 2002).
Insanlarda yapilan calismalarda TLR9’u kodlayan gende belirlenen ii¢ tek niikleotid
prolimorfizminin (SNP), TLR9’un ekpresyon diizeyini degistirdigi bildirilmistir (Tao ve ark.,
2007; Lange ve ark., 2011). Endozom ve fagozom zarinda bulunan TLRY patojenin hiicre i¢in
girmesinden sonra mikbakteriyel DNA tarafindan tetiklenir (Latz ve ark., 2004). Bu nedenden
dolayr TLR9’un Mycobacterium tuberculosis’e karsi iyi bir aday gen oldugu diistiniilebilir
(Bafica ve ark., 2005).

SLC11A1 proteini memelilerde, bitkilerde ve bakterilerde korunmus bir gen tarafindan
kodlanir (Cellier ve ark, 1995). SLC11A1l proteini memelilerde fagozomlarin
membranlarinda 6zellikle de makrofajlarin hiicre zarlarinda bulunmaktadir (Gruenheid ve
ark., 1997). Bu proteinler fagozomlarin liimenlerinden sitosole dogru iki degerlikli demir

(Fe*?) ve manganez (Mn*?) katyonlarin taginmasinda gorev yaparak hiicre i¢i patojenlerinin
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demir alimmi Onlerler (Wyllie ve ark., 2002; Forbes ve Gros, 2003). Bunun yaninda
SLC11A1 proteini kodlayan genin pleiotropik etkilerle adaptif immun yanitin olusmasinda da
katkis1 oldugu bildirilmistir (Paixdo ve ark., 2006). Bu etkilerinden dolay1 SLCI1Al
makrofajlarin bakterileri yok etmelerini saglayan dogal bagislikta 6nemli rol oynar, SLC11A1
proteini dogal bagisiklik yaninda kazanilmis bagisligin olusmasinda da gorev alir (Paixao ve
ark., 2006). Bu amacla yapilan ilk c¢aligmalarda, farelerde SLC11A1 proteini ile
Mycobacterium tiirlerine kars1 dogal bagisiklikla iliskili oldugu bildirilmistir (Vidal ve ark.,
1995). Daha sonra SLCI11Al genin insanlarda, bir baska hiicre i¢i patojeni olan
Mycobacterium tuberculosis iliskili oldugu bildirilmistir (Bellamy ve ark., 1998).

Sigirlarda SLC11A1 proteinini kodlayan genin sekansi ilk olarak Feng ve ark. (1996)
tarafindan belirlenmistir. Daha sonra Horin ve ark. (1999) Red Pied sigir irkinda SLC11A1
geninin 3” UTR bolgesinde bir polimorfizmin bulundugunu ve bu polimorfizmin yine bir
hiicre i¢i patojeni olan Brucella abortus’a duyarlilikla iliskili oldugu bildirilmistir. Daha sonra
yapilan calismalarda da sigir (Barthel ve ark., 2001) ve mandada (Borriello ve ark., 2006;
Capparelli ve ark., 2007) SLC11A1 geninde bulunan baska polimorfizmler ile Brucella
abortus’a kars1 dogal bagisiklik arasinda iliski oldugunu bildirilmistir. Benzer sekilde sigir
(Reddacliff vd., 2005) ve koyunlarda (Juste ve ark., 2005) Mycobacterium tuberculosis’in
sebep oldugu paratiiberkiiloz hastaligina yatkinlik ve hastaligin klinik belirileri ile SLC11A1
geni iliski oldugu bildirilmistir. Bu nedenle SLC11A1 proteinini kodlayan genin, ozellikle
hiicre i¢i patojenlerine karsi dogal direncin gelismesinde potansiyel bir aday gen oldugu
diistiniilmektedir (Kumar ve ark., 2011). SLC11Al proteini, enfeksiyonun baslangi¢
asamasinda bakteri biiylimesini Onleyerek intracellular patojenlere karsi dogal bagisiklikta ¢ok
onemli rol oynar bu nedenle SLC11A1’1t kodlayan genin bursella ve tiiberkiiloz gibi
enfeksiyonlara kars1 direngli bireylerin secilmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Pinedo ve
ark., 2009).

Interferonlar ¢ok genli bir ailesi olan indiiklenebilir sitokinler tarafindan olusturulurlar. Bu
grubun bir iiyesi olan interferon gama (IFN-g), mycobacteria da dahil olmak iizere intraseliiler
bakterilere kars1 konakgilarin dogal bagisiklik tepkisinde Onemli bir rol oynamaktadir
(Shtrichman ve Samuel, 2001). Koruyucu tip 1 benzeri T hiicre tepkisinin bir par¢asi1 olarak
tiiberkiiloz, paratiiberkiiloz ve brusella etkeni gibi hiicre i¢i patojen mikro organizmalr
konakg1 hiicrelerinin igine girisinden sonra enfeksiyon ve hastalik belirtilerinin kontroliinde

onemli bir faktor olan IFN-g salinir (Coussens ve ark., 2002). Bu nedenle yapilan bu projede
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IFN-g’y1 kodlayan genin tiiberkiiloz ve brusella gibi hiicre i¢i patojen mikroorganizmlarina

kars1 direngli bireylerin se¢iminde kullanilabilecegi diistiniilmustiir.

Sigirlarda bir hiicre i¢i patojeni olan brusella etkeninin sebep oldugu enfeksiyonun ve ¢ok
onemli bir zoonoz olan tiiberkiilozun 6nlenmesinde bu dort genin genotip ve allelik yapisi ile
brucella ve tliberkiilloz enfeksiyonlarinin gelisip, gelisememe durumunun iliskili oldugu
diistiniilmistiir. Bu nedenle yapilan bu ¢alismada, iilkemizde en yaygin yetistiricligi yapilan
kiiltlir irk1 s1g1r olan Holstein ile yerli sigir irklarimiz ve bunlarin melezlerinin bu bes gende
bulunan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) yoniinden genotiplendirilmeleri ve bu SNP’ler

ile brusella ve tiiberkiiloz enfeksiyonlari arasinda iliski olup olmadig arastirilmastir.

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Hayvan Materyali

Calismada 100 bas Holstein 1rk1 sigir ile 400 bas yerli ve yerli melezi sigira ait kan 6rnekleri
mezbahalardan toplanmistir. Calismada kullanilan 47 bas yerli ve melezi ile 26 bas Holstein
irka tiiberkiilozlu sigirlara ait kan 6rnekleri Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Gida ve
Kontrol Genel Midirligi'niin 21523 sayili izni ile toplanmistir. Genetik ve serolojik
analizler i¢in alinan kan ornekleri Venae jugularis’den K3EDTA’li, antikoaugulansiz ve
lityum heparinli vakumlu steril tliplere alinmistir. Alinan kanlar yapilacak testlere gére uygun
kosullarda laboratuarlara getirilmistir. Tiiberkiiloz gamma interferon testi i¢in lityum heparinli
tiiplere alinan kanlar ortam 1sisinda (22 °C £ 5 °C) ve 30 saat siire i¢inde laboratuvara
ulagimlart saglanmistir. Laboratuvara getirilen kanlara test prosediiriine gére ayni giin 6n
islemleri yapilmistir. Yapilacak serolojik analizler i¢in alinan kan numuneleri 2500 rpm’de 10
dk santrifiij edilecek ve cikartilan serumlar analizler yapilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir.
Genetik analizler igin kullanilacak DNA 6rnekleri K3EDTA’l1 tiiplerde bulunan tam kandan
izole edilerek yapilacak PCR-RFLP analizlerinde kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmuigtir.

2.2. Serolojik Analizler

Brusella ve tiiberkiiloz infeksiyonlarina karsi serumlarda antikorlarin varliginin tespiti
amaciyla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testleri uygulanmigtir. Testlerin
yapilist kiti Ureten firmanin bildirdigi yOnteme gore yapilmistir. Ayrica Tiiberkiiloz
infeksiyonunda hiicresel immun yanitin ortaya konulabilmesi i¢in gamma interferon (IFN-y)

ELISA testi kullanilmistir. Test firmanin bildirdigi prosediire gore yapilmistir.
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2.2.1. Brusella (Brucella-Ab C-ELISA) ELISA’nin Yapilist

Bu amacgla SVANOVIR® competative Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA)
Test Kiti (Svanova, Sweden) kullanilmistir. Kitler ¢alismadan en az 1 saat 6nce disari
cikarilarak oda 1sinda bekletilmistir. Test edilecek serumlar ile negatif, pozitif ve zayif pozitif
kontrol serumlar1 Dilution Buffer ile 1/10 oraninda sulandirilmistir. Mikropleytin Al-A2
kuyucuguna 50 pl diliie edilmis negatif kontrol serumu, A3-A4 kuyucuguna 50 pl diliie
edilmis pozitif kontrol serumu ve A5-A6’e kuyucuguna ise 50 pl diliie edilmis zayif pozitif
kontrol serumu ilave edilmistir. Kontrol numunelerinden sonra her géze 50 ul diliie edilmis
sigir serumlarindan ilave edilmistir. Mikropleytin tim gozlerine Dilution Buffer ile
sulandirilarak, mAb soliisyonundan 50’ser pl ilave edilerek oda 1sisinda 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda mikropleytin i¢indeki sivi bir kiivete bosaltilacak ve kuyucuklar
1/20 oraninda distile su ile sulandirilmis ve PBS-Tween Buffer kullanilarak dort kere
yikanmistir. Her kuyucuga hazir konjugat soliisyonundan 100°er pl ilave edilip
mikromikser’de karigimi saglanacak ve mikropleytler 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda yikama asamasi yukarida belirtildigi gibi tekrarlmistir. Mikropleytin her kuyucuguna
substrat solusyonundan 100 pl ilave edilip 10 dk karanlik bir ortamda inkiibasyona tabii
tutulmustur. Siire sonunda mikropleytin her kuyucuguna 50’er pl stop soliisyonu ilave
edilmigtir. Test sonuglart 450 nm’de ELISA reader (BioTek ELx808, United States)

okunmusgtur. Elde edilen degerlerin hesaplamasi yapilmaistir.
2.2.2. Tiiberkiiloz Gamma Interferon (IFN-y) ELISA’nin Yapilist

Bu amagla Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test Kiti (Anigen, Korea) kullanilmistir.
Heparinli kan alma tiipleri igerisinde alinan numunelere laboratuvarda 6n islem uygulanmistir
Bu amagla lityum heparinli tiiplerde en az 5 ml olarak alinan kanlarin homojenizasyonu i¢in
alt iist edilmistir. Doku pleytinin iicer goziine her bir kan numunesinden 1.5 ml kan ilave
edilmistir. Birinci goze 100 pl steril Phosphate Buffer Soliisyonu (PBS), ikinci goze
Tuberculin PPD Avian ve {igiincii goze de Tuberculin PPD Bovian damlatilarak pleyt
iceriginin mikromikser’de karigimi saglanacak ve pleytler 37 °C’de 16-24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda pleytler santrifiij edilerek list kisimda yer alan plazma testte
kullanilmak tizere + 4 °C’de 7 giin saklanmistir. Calismada kullanilacak ELISA Kiti
caligmadan en az 1 saat once disar1 ¢ikarilarak oda derecesinde bekletilmistir. Mikropleytin
tim gozlerine 100 ul Sample Diluent ilave edilmistir. A1-B1-C1 kuyucuguna negatif kontrol,
A2-B2-C2 kuyucuguna pozitif kontrol ve her bir numunenin plazmalarindan (PBS,

Tuberculin PPD Avian ve Tuberculin PPD Bovian) iicer goze 50’ser pul damlatilmistir.
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Pleytlerin {izeri parafilm ile kaplanarak iceriginin mikromikser’de karigimi saglanacak ve 37
°C’de 30 dk inkiibasyona birakilacaktir. Siire sonunda mikropleytin i¢indeki sivi bir kiivete
bosaltilacak ve kuyucuklar 1/20 oraninda distile su ile sulandirilmis yikama soliisyonu
kullanilarak bes kere yikanmistir. Her kuyucuga hazirlanan amplifikasyon konjugat
soliisyonundan 100’er pl ilave edilip 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
yikama asamast yukarida belirtildigi gibi tekrarlanmistir. Mikropleytin her ¢ukurcuguna
substrat solusyonundan 100 pl ilave edilip 30 dk karanlik bir ortamda oda 1sisinda
inkiibasyona tabii tutulmustur. Siire sonunda mikropleytin her kuyucuguna 100’er ul stop
sollisyonu ilave edilmistir. Test sonuglar1 450 nm’de ELISA reader (BioTek ELx808, United

States) okunmustur. Elde edilen degerlerin hesaplamas1 yapilmistir.
2.2.3. Tiiberkiiloz Antikor (MBAb) ELISA’nin Yapilist

Bu amagla Mycobacterium bovis Antikor Test Kiti (Idexx, France) kullanilacaktir. Kitler
calismadan en az 1 saat Once disar1 ¢ikarilarak oda derecesinde bekletilmistir. Test edilecek
serumlar ile negatif ve pozitif kontroller Sample Diluent ile 1/50 oraninda sulandirilmaistir.
Mikropleytin A1-A2 kuyucuguna 100’er ul diliie edilmis negatif kontrol serum konulmustur.
A3-A4’e kuyucuguna ise 100’er pl diliie edilmis pozitif kontrol serum ilave edilmistir.
Kontrol numunelerinden sonra her goze diliie edilmis sigir serumlarindan 100’er pl ilave
edilerek oda 1sisinda 60 dk inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda mikropleytin igindeki sivi
bir kiivete bosaltilacak ve kuyucuklar 1/10 oraninda distile su ile sulandirilmig yikama
soliisyonu kullanilarak bes kere yikanmistir. Her kuyucuga hazir konjugat soliisyonundan
100’er pl ilave edilip mikromikser’de karigimi saglanarak, mikropleytler 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Stire sonunda yikama asamasi yukarida belirtildigi gibi tekrarlanmastir.
Mikropleytin her ¢ukurcuguna substrat solusyonundan 100 pl ilave edilip 15 dk karanlik bir
ortamda inkiibasyona tabii tutulmustur. Siire sonunda mikropleytin her kuyucuguna 100’er pl
stop sollisyonu ilave edilmistir. Test sonuglar1 450 nm’de ELISA reader (BioTek ELx808,

United States) okunmustur. Elde edilen degerlerin hesaplamasi yapilmistir.
2.3. Orneklerin Dért Gen Yoniinden Genotiplendirilmesi
2.3.1. Toll Like Reseptor 1 (TLR 1) Gen Polimorfizmleri
2.3.1.1. TLR1 +1380 G/A tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

Bu amagla yapilan polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) primer disizi F: 5’-
TTTAGCAGCCTTTCCATACT-3"; R: 5 -TCTACCACGTCACTGGATACT-3" olan bir
primer seti kullanilmistir. TLR1 +1380 G/A tek nokta mutasyonunun belirlenmesi amaciyla
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yapilacak PCR karisimi 20 pL reaksiyon karisimi olacak sekilde hazirlandi. Karisim, 1.5 mM
MgCly, 200 uM dNTPs, 200 pM primer, 1XPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik
DNA olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk
tutularak tek iplik¢ik haline getirildikten sonra bir dongiisii 94 °C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72
°C’de 30 sn olacak sekilde 35 dongii olarak yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk
tutularak PCR islemi bitirildi. Elde edilen 179 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilendi. PCR’ 1n basarili oldugu PCR iirlinleri BslI endoniikleaz enzimi
ile kesildi. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim tiriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi ile
ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlendi. Kesim sonunda AA genotipindeki
bireylerde 179 bp uzunlugunda tek bant, GG genotipindeki bireylerde 93 ve 86 bp’lik iki bant,
AG genotipindeki bireylerde ise 179, 93 ve 86 bp’lik {i¢ bant elde edilmesi beklendi.

2.3.1.2. TLR1 +1446 C/A tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLR1 +1446 C/A tek nokta polimorfizmini belirlemek igin yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- TTTAGCAGCCTTTCCATACT-3; R: 5'-
CAGATCCAGGTAGATACAGAG- 3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilacaktir. TLR1
+1446 C/A tek nokta mutasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilacak PCR karigimi 20 pL
reaksiyon karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karigim 1.5 mM MgCl,, 200 pM dNTPs, 200
uM primer, 1xPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk tutularak tek iplik¢ik
haline getirildikten sonra bir dongiisii 94 °C’de 30 sn, 54 °C’de 30 sn, 72 oC’de 30 sn olacak
sekilde 35 dongii olarak yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR islemi
bitirilmistir. Elde edilen 354 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
gorlintiilenmigtir. PCR> 1 basarili oldugu PCR iiriinleri BstXI endoniikleaz enzimi ile
kesilmistir. Kesim iglemi sonunda elde edilen kesim tiriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi
ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda AA genotipindeki
bireylerde 354 bp uzunlugunda tek bant, CC genotipindeki bireylerde 187 ve 167 bp’lik iki
bant, AC genotipindeki bireylerde ise 354, 187 ve 167 bp’lik lic bant elde edilmesi

beklenmistir.
2.3.1.3. TLR1 G1596A tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLR1- GI596A tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5 -TTTAGCAGCCTTTCCATACT-3’; R: 5’-
CAGATCCAGGTAGATACAGAG-3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilacaktir. TLR1-
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G1596A tek nokta mutasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilacak PCR karisimi 20 pL
reaksiyon karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karisim 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 200
uM primer, 1xPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk tutularak tek iplik¢ik
haline getirildikten sonra bir dongiisii 94 °C’de 30 sn, 64 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn olacak
sekilde 35 dongii yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR islemi
bitirilmistir. Elde edilen 354 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. PCR’ m basarili oldugu PCR iriinleri Bcll endoniikleaz enzimi ile
kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim {irlinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi
ile ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda HH
genotipindeki bireylerde 333 ve 21 bp uzunlugunda iki bant, GG genotipindeki bireylerde
261, 72 ve 21 bp’lik li¢ bant, GH genotipindeki bireylerde ise 333, 261, 72 ve 21 bp’lik dort

bant elde edilmesi beklenmistir.
2.3.2. Toll like reseptir 4 (TLR 4) Gen Polimorfizmleri
2.3.2.1. TLR4 +10 C/T tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLR4 +10 C/T tek nokta polimorfizmini belirlemek icin yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- CGTAACCCAGCACTGCTTTG-3’; R: 5’-
GCCTGTTAATGCCCTGTAACC-3’ olacak sekilde bir primer seti kullanimistir. TLR4 +10
C/T tek nokta mutasyonunun belirlenmesi i¢in yapilacak PCR karisimi 20 pL reaksiyon
karisimi olacak sekilde hazirlandi. Karigim 1.5 mM MgCl,, 200 pM dNTPs, 200 uM primer,
IXPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 30 sn, 59,2 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn
olacak sekilde 35 dongii yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR islemi
bitirilmistir. Elde edilen 405 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. PCR’ 1n bagarili oldugu PCR firlinleri kullanilarak BstUI endoniikleaz
enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim {iriinleri %3’lik agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda TT
genotipindeki bireylerde 405 bp uzunlugunda tek bant, CC genotipindeki bireylerde 246 ve
159 bp uzunlugunda iki bant, TC genotipindeki bireylerde ise 405, 246 ve 159 bp

uzunlugunda ii¢ bant elde edilmesi beklenmistir.
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2.3.2.2. TLR4 +399 C/T tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLR4 +399 C/T tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- CACCTCTCCACCTTGATACTG -3’; R: 5’-
CTTCGCAGAGTCAATCCATTG -3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilmistir. TLR4
+399 C/T tek nokta mutasyonunun belirlenmesi igin yapilacak PCR karisimi 20 uL reaksiyon
karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karisim 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 200 uM primer,
IXPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 30 sn, 57,2 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn
olacak sekilde 35 dongii olarak yapilmustir. Son dongiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR
islemi bitirilmistirt. Elde edilen 398 bp uzunlugunda PCR iriinleri %?2’lik agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilenmistir. PCR” 1n basarili oldugu PCR iiriinleri Haelll endoniikleaz
enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim iiriinleri %3’lik agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda TT
genotipindeki bireylerde 398 bp uzunlugunda tek bant, CC genotipindeki bireylerde 307 ve 91
bp uzunlugunda iki bant, TC genotipindeki bireylerde ise 398, 307 ve 91 bp uzunlugunda ii¢

bant elde edilmesi beklenmistir.
2.3.3. Toll like reseptor 9 (TLR 9) Gen Polimorfizmleri
2.3.2.1. TLR9 +1310 G/A tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLRY9 +1310 G/A tek nokta polimorfizmini belirlemek icin yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- GTCTGCAGCTGAACTTCATC -3°; R: 5’-
ACGAACTGGGAGCCATTAAC -3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilmistir. TLR9
+1310 G/A’nin tek nokta mutasyonunun belirlenmesi i¢in yapilacak PCR karisimi 20 pL
reaksiyon karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karigim 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 200
uM primer, 1xPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk tutularak tek iplik¢ik
haline getirildikten sonra bir dongiisii 94 °C’de 40 sn, 56,8 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn olacak
sekilde 35 dongii yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR islemi
bitirilmistir. Elde edilen 392 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. PCR’ 1n basarili oldugu PCR iirlinleri BseRI endoniikleaz enzimi ile
kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim iriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi
ile ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda CC

genotipindeki bireylerde 392 bp uzunlugunda tek bant, TT genotipindeki bireylerde 251 ve
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141 bp uzunlugunda iki bant, CT genotipindeki bireylerde ise 392, 251 ve 141 bp

uzunlugunda ii¢ bant elde edilmesi beklenmistir.
2.3.2.2. TLR9 A2700G tek nokta polimorfizminin belirlenmesi;

TLR9-A2700G tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- ATCTTCAACGACCTGACCCA -3’; R: 5’-
AATCGCCAGACTTCCACCCT -3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilmistir. TLRO-
A2700G’nin tek nokta mutasyonunun belirlenmesi i¢in yapilacak PCR karisimi 20 pL
reaksiyon karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karisim 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 200
uM primer, 1XPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk tutularak tek iplikgik
haline getirildikten sonra bir dongiisii 94 °C’de 40 sn, 67,5 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn olacak
sekilde 35 dongii olarak yapilmistir. Son dongiiyii takiben tiipler 72 °C’de 7 dk tutularak PCR
islemi bitirilmistir. Yapilan PCR islemi sonunda 362 bp uzunlugunda PCR iiriinlerinin elde
edilmesi ve 362 bp’lik PCR iiriinlerinin Bfal endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucunda GG
genotipindeki bireylerde 362 bp uzunlugunda tek bant, AA genotipindeki bireylerde 280 ve
82 bp uzunlugunda iki bant, AG genotipindeki bireylerde ise 362, 280 ve 82 bp uzunlugunda

ti¢ bandin elde edilmesi beklenmistir (Sun ve ark., 2012).
2.3.4. Solute Carrier Family 11, Member 1 (SLC11A1) Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

SLCI1AT1 +1066 C/G tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak, F: 5’- ATCTCCTTCCTACTGCCCG -3’; R: 5’-
CACAAACTGTCCCGCGTAG -3’ olacak sekilde bir primer seti kullanilacaktir. SLC11A1
+1066 C/G tek nokta mutasyonunun belirlenmesi icin yapilacak PCR karigimi 20 pL
reaksiyon karigimi olacak sekilde hazirlandi. Karigim 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 200
uM primer, 1xPCR buffer, 1U Taq polimeraz 50-10 ng genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim, 1s1 diizenleme aletinde 94 °C’de 5 dk tutularak tek iplik¢ik
haline getirildikten sonra bir déngiisii 94 °C’de 30 sn, 54 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn olacak
sekilde 35 dongii olarak yapilmistir. Son déngiiyii takiben 72 °C’de 7 dk tutularak PCR islemi
bitirilmistir. Elde edilen 374 bp uzunlugunda PCR iiriinleri %2’lik agaraz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. PCR’in  basarili oldugu PCR fdirlinleri Pstl endoniikleaz enzimi ile
kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim {iriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi
ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda CC genotipindeki

bireylerde 374 bp uzunlugunda tek bant, GG genotipindeki bireylerde 293 ve 81 bp
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uzunlugunda iki bant, CG genotipindeki bireylerde ise 374, 293 ve 81 bp uzunlugunda ii¢ bant
elde edilmesi beklenmistir.

2.3.5. Sigir IFNG Geninin 1. Eksonunda Bulunan 2781G/T Tek Nokta Polimorfizminin

Belirlenmesi

Bu amagla Tag-Man genotipleme probu dizayn edilmistir. Bu amagla sigir SNP veritabaninda
bulunan rs110725749 referans numarali SNP bilgisi, prob dizayn eden firmaya gonderilmistir.
Firmanin drettigi bu SNP ye 6zgii isaretlenmis problar ile incelenen bireylerin genotipleri

Roche Light Cycler cihazi ile belirlenmesine ¢alisiimistir.

2.3.6. Sigir Myd88 Myeloid Differentiation Primary Response (88) Geninin 1. Eksonunda
Bulunan (A625C) Tek Nokta Polimorfizminin Belirlenmesi

Bu amagla Capparelli ve ark. (2013) tarafindan 6nerilen Tag-Man prob bilgisi ile bu SNP ye
ozgii isaretlenmis VIC 5-TAGCAAGGGAGACATT-3 ve 6-carboxyfluorescein 5-
TAGCAAGGGCGACATT-3 problarn dizayn edilmesi planlanmistir. Dizayn edilen bu
problar kullanilarak Roche Light Cycler cihazin ile bireylerin bu SNP yoniinden

genotiplerinin belirlenmesi planlanmustir.
2.4. Istatistik Analiz

Sigirlarda tiiberkiiloz goriilme orani lizerinde etkili oldugu diisiiniilen SNP’ler, tek degiskenli
(Univariate) Lojistik Regresyon analizi ile degerlendirilmistir. ELISA testi sonuglarina gore
tiiberkiiloz (+) olan Ornekler “1”, tiiberkiiloz (-) olan Ornekler ise “0” olarak kodlanmuistir.
Lojistik regresyon modelinde; tiiberkiiloz durumu bagimli degisken olarak, genotipler
kategorik bagimsiz degisken olarak tanimlanmistir. Modellerin yorumlanmasinda;  Odds
oranlar1 (OR, Odds Ratio) oranlar1 kullanilmistir. Istatistik analizler NCSS 9.0 programinda
yapilmistir. (Odd Ratio: Bagimli degiskenin bagimsiz degisken etkisi ile ka¢ kat fazla
gozleme olasiligina sahip oldugunu belirtir.)

Calismada Tiberkiiloz ile iliskili olabilecegi diistiniilen genlere ait tek degiskenli lojistik
regresyon analizi yapilarak hastalik ile iligkileri incelenmistir. Degiskenlere ait modelleri
iceren ¢izelgede.

£ Kestirilen egim katsayis1 ; SE(f): Kestirilen egim katsayisinin standart hatasi

26



Wald : Model i¢in egim katsayilarinin sifira esit olup olmadigini test eden Wald istatistigi; P:
Wald istatistigine ait P degeri; OR: Kestirilen odds orani ve buna ait % 95 giiven araligi

verilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Yapilan ¢aligmada 100 bas Holstein ve 400 bas yerli ve yerli melezi sigirdan basari ile kan
ornekleri toplanmistir. Ancak Holstein ki sigirlardan toplanan kanlardan bir tanesinde
sorunla karsilasilmamisken, yerli ve yerli melezlerinden alinan kan orneklerinden 34 tanesi
kanlarda hemoliz olmasi veya kesim esnasinda su sigramasi nedeniyle tiiberkiiloz ve brusella
testlerinde kullanilamamistir. Ancak proje basinda, ¢calismada incelenecek hayvanlarin en az
250’sinin yerli ve melezi olmasi planlanmistir. Calismada 366 yerli ve yerli melezi ile 99
Holstein 1rki sigirda tiiberkiiloz ve brusella antikor seviyelerine bakildigi i¢in bu hedefe
ulasildig1 disliniilmiistiir. Ayrica ¢alismada toplamda 400 bas yerli ve melezi ile 100 bas

Holstein 1rk1 s1g1r incelenen SNP’ler yoniinden genotiplenmistir.
3.2. Serolojik Analizler
3.2.1. Brusella (Brucella-Ab C-ELISA) ELISA Sonuclart

Calismada toplam 366 yerli melezine ait kan 6rnegi incelenmistir. Yapilan Brucella-Ab C-
ELISA sonucuna gore incelenen drneklerden sadece 16 bas yerli ve melezi sigirin brusella

pozitif oldugu belirlenmistir. incelenen holsteinlerde brusella antikoruna rastlanilamamustir.
3.2.2. Tiiberkiiloz Gamma Interferon (IFN-y) ELISA’nin Sonuclari

Arastirmada 368 bas yerli ve yerli melezi sigirdan alinan kan 6rneklerinden ikisi hemoliz
tespit edildigi i¢in analiz dis1 birakilmig ve ¢alismada toplam 366 kan 6rnegi incelenmistir.
Tuberkiilin testi sonucu, pozitiflik tespit edilen 47 bas yerli ve melezi ve 99 bas saf Holstein
irk1 sigirin da dahil oldugu toplam 465 sigir gamma interferon (IFN-y) ELISA ile analiz

edilmistir.
3.2.3. Tiiberkiiloz Antikor (MBAb) ELISA Sonuclart

Analiz sonucunda 47 bas yerli ve melezi ile 26 bas saf Holstein olmak tizere toplam 73 sigir

MBADb ve IFN-y testleri yoniinden pozitif oldugu gorilmiistiir.
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3.3. Orneklerin Alt1 Gen Yéniinden Genotiplendirilmesi
3.3.1. Toll Like Reseptor 1 (TLR 1) Gen Polimorfizm Sonuclari
3.3.1.1. TLR1 +1380 G/A tek nokta polimorfizmi

TLR1 +1380 G/A tek niikleotidi i¢in yapilan PCR islemi sonunda 179 bp uzunlugunda PCR

iirlinleri elde edilmistir (Sekil 1).

500
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Sekil 1. TLR1 +1380 G/A tek niikleotid polimorfizmi igin yapilan PCR islemi sonunda elde edilen
179 bp (a) uzunlugunda Ki PCR iiriinlerinin goriintiisii. M: 100 bp’lik DNA merdiveni.

Elde edilen PCR fiiriinleri Bs1l enzimi ile kesilmis, kesim sonunda A ve G allelleri ile AA
(179 bp), AG (179, 93 ve 86 bp) ve GG (93 ve 86 bp) ii¢ genotip elde edilmistir. Ancak GG
genotipli bireylerde 93 ve 86 bp’lik bantlarin, bant biiyiikliikklerinin bir birlerine ¢ok yakin
olmalart nedeniyle, c¢ekilen -elektroforez fotograflarinda bir bu iki bant birlerinden
ayrilamamiglardir. Buna ragmen elektroforez hattinda 179 bp’lik bandin  bulunup

bulunmamasina gore bireylerin genotipleri kolaylikla belirlenebilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. TLR1 +1380 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan Bs1l enzim kesim goriintiisti. L:
DNA mediveni (100 bp); 1, 2 ve 7: AA genotipli bireyler; 3 ve 5: AG genotipli bireyler; 4, 6 ve 8: GG
genotipli bireyler.

TLR1 +1380 G/A yoniinden incelenen hem Holstein 1rki sigirlarda hemde yerli melezlerinde
AG genotipinin (%59.2; %54.75 sirasiyla) genotip oldugu, AA genotipinin ise her iki irkta da
en az goriilen genotip oldugu goriilmiistiir (%1; %0.5). G allel frekansinin her iki irkta da en
yiiksek oldugu (0.69; 0.72 sirasiyla) ve her iki irkin bu SNP yoniinden yapilan Ki-kare analizi
sonucu Hardy-Weinberg dengesinden ayrildigi goriilmiistiir (Tablo 1).

3.3.1.2. TLR1 +1446 C/A tek nokta polimorfizmi

Yapilan PCR islemi sonunda 354 bp uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. TLR1 +1446 C/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan PCR islemi sonunda elde edilen 354
bp (a) uzunlugunda ki PCR iiriinlerinin gorintiisii.

Elde edilen PCR iiriinleri BstXl enzimi ile kesilmis, kesim sonunda A ve C allelleri ile AA
(354 bp), AC (354, 187 ve 167 bp) ve CC (187 ve 167 bp) ii¢ genotip elde edilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. TLR1 +1446 C/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan BstXl enzim kesim goriintiisii. L:
DNA mediveni (100 bp); 1, 4 ve 7: CC genotipli bireyler; 2, 3, 5, 6, 8 ve 9: AC genotipli bireyler.

TLR1 +1446 C/A tek niikleotid polimorfizmi yoniinden incelenen hem Holstein 1rk1 sigirlarda
hemde yerli melezlerinde AC genotipinin (%91; %88.5 sirasiyla) genotip oldugu, AA
genotipinin ise her iki irkta da en az goriilen genotip oldugu goriilmistiir (%0; %3). C allel
frekansinin her iki irkta da en yiiksek oldugu (0.55; 0.53 sirasiyla) ve her iki irkin bu SNP
yoniinden yapilan Ki-kare analizi sonucu Hardy-Weinberg dengesinden ayrildigi goriilmistiir
(Tablo 1).

3.3.1.3. TLR1 G1596A tek nokta polimorfizmi

Yapilan PCR islemi sonunda 354 bp uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir (Sekil 5).

Sekil 5. TLR1 G1596A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan PCR islemi sonunda elde edilen 354
bp (a) uzunlugunda ki PCR iiriinlerinin gériintiisti; L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

Elde edilen 354 bp uzunlugunda PCR iiriinlerinin Bcll endoniikleaz enzimi ile kesilmistir.

Kesim sonunda HH genotipindeki bireylerde 333 ve 21 bp uzunlugunda iki bant, GG
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genotipindeki bireylerde 261, 72 ve 21 bp’lik ii¢ bant, GH genotipindeki bireylerde ise 333,
261, 72 ve 21 bp’lik dort bant elde edilmesi beklenmistir (Sekil 6).

Sekil 6. TLR1 G1596A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan Bcll enzim kesim goriintiisii. L: DNA
mediveni (100 bp); 1, 5 ve 6: GG genotipli bireyler; 2 ve 7: HH genotipli bireyler; 4, 8 ve 9 GH
genotipli bireyler.

TLR1 G1596A tek niikleotid polimorfizmi yoniinden incelenen hem Holstein 1rki sigirlarda
hemde yerli melezlerinde GH genotipinin (%52.52; %41.65 sirasiyla) genotip oldugu, GG
genotipinin ise her iki irkta da en az goriilen genotip oldugu goriilmiistiir (%23.23; %24.42).
H allel frekansinin her iki irkta da en yiiksek oldugu (0.51; 0.55 sirasiyla) ve her iki irkin bu
SNP yoniinden yapilan Ki-kare analizi sonucu Holstein irkinda Hardy-Weinberg dengesinini
devam ettigi goriilmiisken, yerli melezlerinde Hardy-Weinberg dengesinini bozuldugu

goriilmistiir (Tablo 1).
3.3.2. Toll like reseptor 4 (TLR 4) Gen Polimorfizm Sonuclart
3.3.2.1. TLR4 +10 C/T tek nokta polimorfizmi

TLR4 +10 C/T tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in PCR islemi sonunda 405 bp
uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. TLR4 +10 tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan PCR iglemi sonunda elde edilen 405 bp (a)
uzunlugunda ki PCR {iriinlerinin goriintiisii; L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

Elde edilen PCR fiiriinleri BstUI endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. CC genotipindeki
bireylerde 246 ve 159 bp uzunlugunda iki bant, TC genotipindeki bireylerde ise 405, 246 ve
159 bp uzunlugunda ii¢ bant elde edilmistir. Kesim sonunda her iki irkta da TT genotipindeki
bireylere rastlanilmamustir (Sekil 8).

Sekil 8. TLR4 +10 tek niikleotid polimorfizmi belirlenmesi i¢in yapilan BstUl enzim kesimi sonunda
elde edilen bant profillerinin gériintiisii; L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

TLR4 +10 tek niikleotid polimorfizmi yoniinden incelenen hem Holstein 1rki sigirlarda hemde
yerli melezlerinde CC genotipinin (%97.97; %98.5 sirasiyla) genotip oldugu, TT genotipi her
iki rkta da belirlenememistir. Ki-kare analizi sonucu her iki irkin bu SNP yo6niinden Hardy-

Weinberg dengesinde olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 1).
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3.3.2.2. TLR4 +399 C/T tek nokta polimorfizmi

TLR4 +399 C/T tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
sonunda 398 bp uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir. PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 9).

Sekil 9. TLR4 +399 tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan PCR islemi sonunda elde edilen 398 bp
(a) uzunlugunda ki PCR iiriinlerinin goriintiisii; L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

PCR’ 1n basarili oldugu PCR f{iriinleri kullanilarak Haelll endoniikleaz enzimi ile kesilmistir.
Kesim islemi sonunda elde edilen kesim iiriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilarak
incelenecek bireylerin genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda TT genotipindeki bireylerde
398 bp uzunlugunda tek bant, CC genotipindeki bireylerde 307 ve 91 bp uzunlugunda iki
bant, TC genotipindeki bireylerde ise 398, 307 ve 91 bp uzunlugunda {i¢ bant elde edilmesi
beklenmistir (Sekil 10).

Sekil 10. TLR4 +399 tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan Haelll enzim kesim goriintiisii. L: DNA
mediveni (100 bp); a: 307 bp’lik kesim iirtinii; b: 91 bp’lik kesim tirtinii.
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Ancak hem Holstein irki hem de yerli melezlerinde sadece CC genotipinin bulundugu

goriilmistiir (Tablo 1).
3.3.3. Toll like reseptor 9 (TLR 9) Gen Polimorfizm Sonuglar
3.3.3.1. TLR9 +1310 G/A tek nokta polimorfizmi

TLR9 +1310 G/A tek nokta polimorfizmini belirlemek igin yapilancak polimeraz zincir
reaksiyonu sonunda 392 bp uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir. Elde edilen PCR

iiriinleri en %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 11).

Sekil 11. TLR9 +1310 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan PCR islemi sonunda elde edilen
392 bp (a) uzunlugunda ki PCR iiriinlerinin goriintiisii. L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

Elde edilen PCR iiriinleri BseRI endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi sonunda
elde edilen kesim firiinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilarak incelenecek bireylerin
genotipleri belirlenmistir. Kesim sonunda GG genotipindeki bireylerde 392 bp uzunlugunda
tek bant, AA genotipindeki bireylerde 251 ve 141 bp uzunlugunda iki bant, GA genotipindeki
bireylerde ise 392, 251 ve 141 bp uzunlugunda ii¢ bant elde edilmesi beklenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. TLR9 +1310 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in yapilan BseRI enzim kesim goriintiisii. L:
DNA mediveni (100 bp); 2, 4-7, 9-11: GG genotipli bireyler; 3 ve 8: GA genotipli bireyler.

TLR9 +1310 G/A tek niikleotid polimorfizmi yoniinden incelenen hem Holstein 1rk1 sigirlarda
hemde yerli melezlerinde GG genotipinin en ¢ok goriilen genotip oldugu (%100; %98.94
sirastyla) goriilmiistiir. AA genotipi her iki irkta da goriilmemistir (Tablo 1).

3.3.3.2. TLR9 A2700G tek nokta polimorfizmi

TLR9-A2700G tek nokta polimorfizmini belirlemek igin yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda primer olarak Sun ve ark. (2012) tarafindan Onerilen F: 5’-
ATCTTCAACGACCTGACCCA -3’; R: 5’- AATCGCCAGACTTCCACCCT -3’ olacak
sekilde bir primer seti kullanilmigtir. Ancak yapilan PCR iglemi sonunda literatiirde belirtilen
362 bp uzunlugunda ki PCR fiiriinleri elde edilememistir. Dolayisiyla ¢alismada incelenen

higbir 6rnek bu SNP yoniinden genotiplenememistir.

3.3.4. Solute Carrier Family 11, Member 1 (SLC11A1) +1066 C/G Tek Nokta Polimorfizm

Sonuclar

SLC11A1 +1066 C/G tek nokta polimorfizmini belirlemek i¢in yapilan PCR islemi sonunda
374 bp uzunlugunda PCR firiinleri elde edilmis ve %?2’lik agaraz jel elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. SLC11A1 +1066 C/G tek niikleotid polimorfizmi igin yapilan PCR islemi sonunda elde
edilen 374 bp (a) uzunlugunda ki PCR tirtinlerinin goriintiisti. L: 100 bp’lik DNA merdiveni.

PCR firtinleri Pstl endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi sonunda elde edilen kesim
iriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezi ayrilarak incelenecek bireylerin genotipleri
belirlenmistir. Kesim sonunda CC genotipindeki bireylerde 374 bp uzunlugunda tek bant, GG
genotipindeki bireylerde 293 ve 81 bp uzunlugunda iki bant, CG genotipindeki bireylerde ise
374, 293 ve 81 bp uzunlugunda ii¢ bant elde edilmistir (Sekil 14).

Sekil 14. SLCA11Al (+1066) C/G tek niikleotid polimorfizmi ig¢in yapilan Pstl enzim kesim
goriintiisii. L: DNA mediveni (100 bp); 1, 5 ve 6: CG genotipli bireyler; 2, 3, 7 ve 8: CC genotipli
bireyler; 4: GG genotipli birey.

SLCA11A1 (+1066) C/G tek niikleotid polimorfizmi yoniinden incelenen hem Holstein 1rk1
sigirlarda hemde yerli melezlerinde CC genotipinin (%68.4; %69.25 sirastyla) genotip oldugu,
Holstein irkinda CG genotipinin (%11.22), yerli melezlerinde ise GG genotipinin (%12) en az
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goriilen genotipler oldugu goriilmiistiir. Ki-kare analizi sonucu her iki irkin bu SNP yoniinden

Hardy-Weinberg dengesinde olmadiklar1 goriilmiistiir (Tablo 1).

Tablo 1 Holstein, yerli ve yerli melezlerinde incelenen SNP’ler yoniinden allel ve genotip

frekanslari
Allele Frekansi Genotip Frekans: (%6) )
SNP Irk n X2 (df=1)
A G AA AG GG
TLR1 HL 100 031 0.69 1 (1%) 60 (60%) 39 (39%) 16.2%**
(1380) YM 400 028 0.72 2 (%0.5) 219 (%54.75) 179 (%44.75)  52.31***
TLRI A [ AA AC cC
(+1446) HL 100 0.5 0.5 6 (6%) 89 (89%) 5 (5%) 60.87***
YM 400 047 0.53 12 (%3) 354 (88.5) 34 (%8.5)  240.48***
G H GG GH HH
TLR1 NS
(+1506) HL 100 0.5 0.5 22 (22%) 56 (56%) 22 (22%) 1.44
YM 389 045 0.55 95 162 132 9.9%*
C T cC CT TT
TLR4 (+10) HL 100  0.99 0.01 98 (98%) 2 (2%) 0 0.01M
YM 400  0.99 0.01 394 (%98.5) 6 (%1.5) 0 0.02™
C T cC CT TT
TLR4
(+399) HL 100 1 0 100 (%100) 0 0 -
YM 400 1 0 400 (%100) 0 0 -
G A GG GA AA
TLR9
(+1310) HL 100 1 0 100 (%100) 0 0
YM 379 0.9 0.01  375(%98.94) 4 (%1.06) 0 0.01M
C G cC CG GG
SLCA11A1
(+1066) HL 100  0.74 0.27 68 (68%) 11 (11%) 21 (21%) 51.5%**
YM 400  0.79 021 277 (%69.25) 75 (%18.75) 48 (%12) 78.2%%*

X2 Ki-kare; HL: Holstein; YM: Yerli melezi; df: Serbestlik derecesi; **: Istatistiksel olarak énemli p<0.01; ***:

Istatistiksel olarak énemli p<0.001; NS. Jstatistiksel olarak onemsiz

3.3.5. Sigir IFNG (BolFNG) Geninin 1. Eksonunda Bulunan 2781G/T Tek Nokta

Polimorfizm Sonuclart

Bu amagla Tag-Man genotipleme probu dizayn edilmistir. Bu amagla sigir SNP veritabaninda
bulunan rs110725749 referans numarali SNP bilgisi, prob dizayn eden firmaya gonderilmistir.
Firmanin trettigi bu SNP ye 6zgii isaretlenmis problar ile incelenen bireylerin genotipleri
Roche Light Cycler cihazi ile belirlenmesine c¢alisilmistir. Ancak uluslar arasi veri
tabanlarindan secilerek hazirlanan bu prob ¢alismamistir. Bu nedenle calismada kullanilan

hayvanlarin bu SNP yoniinden genotiplemeleri yapilamamaistir.
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3.3.6. Sigir Myd88 Myeloid Differentiation Primary Response (88) Geninin 1. Eksonunda
Bulunan (A625C) Tek Nokta Polimorfizminin Belirlenmesi

Bu amagla Capparelli ve ark. (2013) tarafindan onerilen Taq-Man prob bilgisi ile bu SNP ye
Ozgii isaretlenmis VIC 5-TAGCAAGGGAGACATT-3 ve 6-carboxyfluorescein 5-
TAGCAAGGGCGACATT-3 problarin sentezletilerek galismada kullanilan orneklerin bu
SNP yoniinden genotiplerinin belirlenmesi planlanmigtir. Ancak BoIFNG geninden bulunan
2781 G/T tek nokta polimofizminde karsilasilan problem nedeniyle, bu SNP icin prob
sentezletilmemesine karar verilmistir. Bu nedenle Projenin bagvuru asamasinda 85 646,72 TL
olarak proje biit¢esinin 51 586,68 TL’si kullanilmis ve 34 060,04 TL’sinin kullanilmamasina

karar verilmistir.
3.4. Genotipler-Fenotip (Tuberkiiloz ve Brusella Antikor Seviyleri) Iliskileri

Yapilan calismada 100 Holstein, 151 Yerli Kara melezi ve 215 Dogu Anadolu Kirmizi
melezinde MBAb ve IFN-y testleri tiiberkiiloz antikor seviyleri 6l¢iilmiistiir. Analiz sonunda
47 bas yerli ve melezi (21 bas YM ve 26 bas DM) ile 26 bas saf Holstein’in tubekiiloz pozitif
oldugu goriilmiustiir. Irklar bazinda tiiberkiiloz pozitif ve negatif bireylerde incelenen SNP’ler

yoniinden genotip ve allel frekanslar1 belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Irk bazinda tiiberkiiloz + ve — bireylerde allel ve genotip frekanslar1

TLR1 +1380 G/A

Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekans: Analizi
Irk n n B (Sd=1)
AA AG GG A G

26 Pozitif 16 (61.54%) 10 (38.46%) 0.31 0.69 5.14**

HL 99
73 Negatif 1 (1.37%) 44 (60.27%) 28(38.36%) 0.32 0.68 11.48**=*
21 Pozitif 10 (47.62%) 11 (52.38%) 0.24 0.76  2.05"°

YM 151
130  Negatif 77 (59.23%) 53 (40.77%) 0.3 0.7 23.02%**
26 Pozitif 13 13 025 0.75 2.89NS

DM 215
189  Negatif 2 101 86 0.28 0.72 20.82***
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TLR1 +1446 C/A

Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%0) Frekansi Analizi
Irk n B (Sd=1)
AA AC cc A C
26 Pozitif - 23(88.46%)  3(11.54%) 0.44 056 16.35***
HL 99
73 Negatif - 67 (91.78%) 6(8.22%) 046 0.54 5251***
21 Pozitif 1 (4.76%) 17 (80.95%)  3(14.29%) 0.45 055  8.44**
YM 151
130  Negatif ~ 9(6.92%) 111 (85.39%) 10 (7.69%) 05 05 65.13%**
26 Pozitif - 25 1 0.48 0.52 22.29%**
DM 215 .
189 Negatif 1 172 16 046 054 13012
TLR4 +10 C/T
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n B eanst (sg=1)
cC CT TT cC T
26 Pozitif 26 (100%) - - 1 0 -
HL 99
73 Negatif 71 (97.26%) 2 (2.74%) - 099 001 0.01M
21 Pozitif 21 (100%) - - 1 0 -
YM 151 129
1 0, - -
130 Negatif (99.23%) 1 (0.77%) 1 0
26 Pozitif 26 - - 1 0 -
DM 215
189  Negatif 185 4 - 099 001 0.01™
TLR1 +1596
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n n B (Sd=1)
GG GH HH G H
26 Pozitif 6 (23.08%) 17 (65.38%) 3 (11.54%) 056 0.44 275"
HL 99
73 Negatif 17 (23.29%) 35 (47.94%) 21(28.77%) 0.47 053 0.11™
21 Pozitif 6 (28.57%) 9(42.86%) 6(2857%) 05 05 043"
YM 151
130  Negatif 29 (22.31%) 59 (45.38%) 42 (32.31%) 0.45 055 0.9"°
26 Pozitif ~ 5(19.23%)  11(42.31%) 10(38.46%) 0.4 06  0.38"°
DM 215
189  Negatif 49 (25.93%) 69 (36.51%) 71 (37.56%) 0.44 0.56 12.76***
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TLR9 +1310 G/A

Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n n B (Sd=1)
GG AG AA G A
26 Pozitif 26 (100%) - - 1 0 -
HL 99
73 Negatif 73 (100%) - - 1 0 -
21 Pozitif 21 (100%) - - 1 0 -
YM 151
130  Negatif 127 (97.69%) 3 (2.31%) - 099 0.01 0.02"
26 Pozitif 25 (96.15%) 1 (3.85%) - 098 002 0.01™
DM 215
189  Negatif 186 (98.41%) 3 (1.59%) - 099 001 0.01™
SLC11A1 +1066 C/G
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n B eanst (sd=1)
cc CG GG C G
26 Pozitif 19 (73.08%) 1 (3.84%) 6(23.08%) 0.75 0.25 20.94%**
HL 99
73 Negatif 49 (67.12%)  9(12.33%) 15 (20.55%) 0.73 0.27 34.27***
21 Pozitif  15(71.42%) 3(14.29%)  3(1429%) 0.79 021  6.69**
YM 151
130  Negatif 98 (75.39%) 22 (16.92%)  10(7.69%) 0.84 0.16 18.31***
26 Pozitif 21 (80.77%) 4 (15.38%) 1(3.85%) 088 0.12 158"
DM 215

189  Negatif 116 (61.38%)  40(21.16%) 33 (17.46%) 0.72 0.28 42.75%**

TLR1 +1380 polimorfizmi yoniiden YM ve DM grubunun tiiberkiiloz pozitif 6rnekler Hardy-
Weinberg (HW) dengesinde iken diger gruplarda HW dengesinin bozuldugu gorilmiistiir
(Tablo 2). TLR1 +1446 polimorfizmi yoniiden incelenen tiim 1irk ve gruplarda HW dengesinin
bozuldugu goriilmiistiir (Tablo 2). TLR4 +10 polimorfizmi yoniiden incelenen tiim irk ve
gruplarinin  monomorfik olduklart bozuldugu goriilmiistiir (Tablo 2). TLR1 +1596
polimorfizmi 6niinden DM grubundaki negatif bireyler hari¢ tiim gruplarin HW dengesinde
olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 2). TLR9 +1310 polimorfizmi yoniiden HL irkina ait tiim
gruplar monomorfikken, YK 1rkinda pozitifler monomorfik, diger gruplarda ise GG
genotipinin en yaygin genotip oldugu ve AA genotipinin hicbir grupta bulunmadigi
goriilmiistlir (Tablo 2). SLC11A1 +1066 polimorfizmi yoniinde DM pozitif grubu disinda

incelenen tiim 1rk ge gruplarin HW dengesinden ayrildiklar1 goriilmiistiir (Tablo 2).
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Yapilan ¢alismada 151 Yerli Kara melezi ve 215 Dogu Anadolu Kirmizi melezinde Brucella-

Ab C-ELISA testi ile brusella antikor seviyleri dlglilmiistiir. Analiz sonunda 4 bas Yerli Kara

melezi ile 12 bas Dogu Anadolu Kirmizi melezinin brusella pozitif oldugu, incelenen 100 bas

Holstein’de beusella pozitif bireyin bulunmadigi goriilmiistiir. Irklar bazinda tiiberkiiloz

pozitif ve negatif bireylerde incelenen SNP’ler yoOniinden genotip ve allel frekanslari

belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Irk bazinda brusella + ve — bireylerde allel ve genotip frekanslar

TLR1 +1380 G/A

Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n n B (Sd=1)
AA AG GG A G
4 Pozitif - 3 (75%) 1 (25%) 0.38 0.63 1.44
YM 151
147 Negatif - 84 (57.14%) 63 (42.86%) 0.29 0.71 2352
12 Pozitif - 6 (50%) 6 (50%) 0.25 0.75 1.33
DM 227 215
Negatif ~ 2(0.93%) 114 (53.02%) 99 (46.05%) 0.27 0.73  23.62
TLR1 +1446 C/A
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n TB (Sd=1)
AA AC CcC A C
4 Pozitif 1 (25%) 3 (75%) - 0.63 0.38 1.44
YM 151
147  Negatif 9 (6.12%) 125 (85.04%) 13 (8.84%) 0.49 0.51 72.43
12 Pozitif - 10 (83.3%) 2(16.7%) 0.42 0.58 6.12
DM 227 215
Negatif ~ 1(0.46%) 197 (91.63%) 17 (7.91%) 046 054 1527
TLR4 +10 C/T
Ki-Kare
. Allel -
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n B eanst (sg=1)
CcC CT TT C
4 Pozitif 4 - - 1 - -
YM 151
147 Negatif 146 (99.32%) 1 (0.68%) - 1 - -
12 Pozitif 12 (100%) - - 1 - -
DM 227
215 215 211(98.14%) 4 (1.86%) : 099 001 002
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TLR1 +1596

Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n n B (Sd=1)
GG GH HH G H
4 Pozitif - - 4 (100%) - 1 -
YM 151
147  Negatif 35 (23.81%) 64 (43.54%) 48 (32.65%) 0.46 0.54 2.2
12 Pozitif 5 (41.67%) 2 (16.66%) 5(4167%) 05 05 5.33
DM 227 215
Negatif 54 (25.12%) 80 (37.21%) 81 (37.67%) 0.44 0.56 12.79
TLR9 +1310 G/A
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n n B (Sd=1)
GG AG AA G A
4 Pozitif 4 - - 1 - -
YM 151
147  Negatif 144 (97.96%) 3 (2.04%) - 099 0.01 0.02
12 Pozitif 12 (100%) - - 1 - -
DM 227 215
Negatif 211 (98.14%) 4 (1.86%) - 099 0.01 0.02
SLC11A1 +1066 C/G
Allel Ki-Kare
Genotip Frekansi (%) Frekansi Analizi
Irk n B eanst (sg=1)
cC CG GG C G
4 Pozitif 3 (75%) - 1 (25%) 0.75 0.25 4
YM 151
147 Negatif 110 (74.84%) 25 (17%) 12(8.16%) 0.83 017 221
12 Pozitif 7 (58.3%) 4 (33.3%) 1 (8.4%) 0.75 0.25 0.15
DM 227 215

Negatif 137 (63.72%) 44 (20.47%) 34 (15.81%) 0.74 026  47.25

3.5. Tiiberkiiloz ve brusella hastaliklar ile genotipler arasindaki iliskinin arastiriimasi

Yerli wrklarda incelenen TLR1, TLR4 ve TLR9 ait SNP’lerde tiiberkiiloz goriilme oranlari
bakimindan istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir. Ancak, SLCA11A1 (1066)
SNP’si bakimmdan YK ve DAK irklarinda genotiplere gore tiiberkiiloz goriilme oranlari

istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Buna gore tiiberkiiloz goriilme orant DAK’da GG
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genotipine gére CC genotipini tasiyan sigirlarda 4.13 kat, CG genotipini tagiyanlarda ise 3.51
kat daha fazla oldugu bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 4. DAK igin tek degiskenli lojistik regresyon modelleri

OR’nin %95

SNP Genotipler B SE(B) Wald Deerl OR Giiven Arahis
TLRO (+1310 GG (Referans) 1.000
GIA) GA 2.018 1.430 1.990 0.158 7520 0.456 124.040
Sabit -2.018 0.213 89.820 <0.001 0.133
GG (Referans) 1.000
TLR1(+1380 AA -19.245  28420.720 0.000  0.999  0.000 0.000 -
G/A) AG -.0.028 0.420 0.005 0.947 0.972 0.427 2.214
Sabit -1.958 0.308 40.303 0.000 0.141 0427 2214
CC (Referans) 1.000
TLR1 (+1446 AA -19.006 20096.485 0.000 0.999 0.000 0.000 -
C/A) AC 0.257 0.777 0.110 0.740 1.293 0.282 5.927
Sabit -2.197 0.745 8.690 0.003 0.111
HH (Referans) 1.000
TLR1(+1596 GG -0.061 0.558 0.012 0.913 0941 0315 2.809
G/H) GH 0.288 0.481 0.358 0.550 1.333 0.520 3421
Sabit -.2.079 0.354 34593 <0.001 0.125
GG (Referans) 1.000
SLC11A1 cC 1.418 1.047 1.833 0.176 4127 0530 32131
(+1066C/G) CG 1.257 1.125 1.248 0.264 3514 0.387 31.863
Sabit -3.258 1.019 10.222  0.001  0.038
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YK’da ise tiiberkiiloz goriilme oranlart GG genotipine gore CC genotipini tasiyan sigirlarda

0.8 kat, CG genotipini tasiyan sigirlarda ise 0.34 kat daha az bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. YK igin Tek degiskenli lojistik regresyon modelleri

OR’nin %95

SNP Genotipler B SE(B) wald Degert OR Gitven Arai
GG (Referans) 1.000
TLR9 (+1310
GIA) GA -19.486 2320542 0.000 0.999 0.000  0.000 -
Sabit -1.717 0.226 57.447 <0.001 0.180
TLR1 (+1380 GG (Referans) 1.000
/A AG -0.379 0.453 0.700 0403 0.684 0282 1.664
Sabit -1.54 0.318 23451 <0.001 0.214
CC (Referans) 1.000
TLR1 (+1446 AA -0.288 1.333 0.047  0.829 0.75  0.055 10.233
C/IA) AC -0.254 0.818 0.096 0.756 0.776 0.156  3.858
Sabit -1.504 0.782 3.702  0.054 0.222
HH (Referans) 1.000
TLR1 (+1596 GG 0.129 0.635 0.041 0.839 1138 0.328 3.949
G/H) GH 0.102 0.523 0.038 0.845 1108 0.398 3.087
Sabit -1.815 0.408 19.838 <0.001 0.163
GG (Referans) 1.000
SLC11A1 cC -0.209 0.616 0.115 0.735 0.812 0.243 2.713
(+1066 C/G) CG -1.079 0.921 1371  0.242 0.340 0.056  2.069
Sabit -1.447 0.556 6.779  0.009 0.235
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Tiiberkiiloz siipheli incelenen; Holstayn irki ineklerde TLR1 (+1596 G/H) SNP’sine ait
genotipler ile tiiberkiiloz goriilme oranlar1 lojistik regresyon analizine gore incelendiginde;
tiiberkiiloz goriilme oranlar1 HH genotipine gore, GG genotipini tastyan sigirlarda 2.58 kat,

GH genotipini tasiyan hayvanlarda ise 3.52 kat daha fazla bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. Holstayn i¢in Tek degiskenli lojistik regresyon modelleri

SNP Genotipler B SE(B) Wwald i OR OR’nin %53
Degeri Giiven Arahg
GG (Referans) 1.000
TLR1(+1380 AA -20.138  40192.97 0.000 1.000 0.000 0.000
G/A) AG 0.053 0.469 0.013 0.910 1.055 0.421 2.643
Sabit -1.065 0.367 8.429 0.004 0.345
CC (Referans) 1.000
TLR1 (+1446
CIA) AC -0.391 0.747 0.274 0.601 0.676 0.156 2.925
Sabit -0.693 0.707 0.961 0.327  0.500
HH (Referans) 1.000
TLR1 (+1596 GG 0.951 0.777 1.497 0.221 2588 0.564 11.876
G/H) GH 1.27 0.683 3.461 0.063 3.562 0.934 13.579
Sabit -1.992 0.615 10.48 0.001 0.136
GG (Referans) 1.000
SLC11A1 cc -0.031 0.554 0.003 0955 0.969 0.328 2.868
(+1066 C/G) CG -1.386 1.155 1.441 0.23 0.250 0.026  2.403
Sabit -0.916 0.483 3.598 0.058  0.400

Yerli Kara melezleri ve Dogu Anadolu Kirmizis1 melezlerinde incelenen genotipler ile
brucella hastaligi goriilme orani arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmamistir

(P>0.05).
4. TARTISMA ve SONUC
4.1. DNA izolasyonu ve PCR Islemi

Proje basvurusu sirasinda, ¢alismanin hayvan materyali olarak Tiirkiye yerli sigir irklarindan
Dogu Anadolu Kirmizis1 (disi ve erkek), Yerli Kara (disi ve erkek), bunlarin melezleri ve
Holstein irkina ait toplam 500 bas sigir (bu rakamin en az 250 basini yerli ve melezleri)
olusturmasi, kan numunelerinin ise Kayseri ve g¢evre illerdeki mezbahalardan toplanmasi
planlanmistir. Calismada 100 bas Holstein 1rk1 sigirdan ve 400 bas yerli ve melezlerinden kan
ornekleri alimmistir. Kit ile yapilan DNA izolasyonu ile kan drneklerinin hepsinden basarili

bir sekilde DNA’lar izole edilmistir.
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Daha sonra elde edilen DNA’lar TLR1, TLR4, TLR9 ve SLC11A1 genlerinde bulunan
SNP’ler yoniinden bireylerin genotiplerinin belirlenemsi amaciyla yapilan PCR isleminde
kullanilmigtir. PCR islemlerindeki olast sorunlarin onlenmesi amaciyla, proje basvurusunda
protokolii yazilan PCR islemleri yapilmadan 6nce her SNP i¢in Gradient PCR’1 yapilmustir.
Elde edilen PCR iirlinleri uygun enzimler ile kesilerek her SNP yoniinden incelenen sigir

irklarinin genotipleri basartyla belirlenmistir.

4.2. TLR1, TLR4, TLR9 ve SLC11Al Genotip-Allel Frekanslari, Genotip-Fenotip
Iliskileri

Yapilan projede segilen genler, 6zellikle dogal bagisiklik olmak iizere kazanilmis bagisikligin
olugsmasinada katilan genler arasindan secilmistir. Ciftlik hayvanlarinda ve insanlarda
tiiberkiiloz ve brusella gibi iki onemli zoonoz hastalifa karsi dayanikliligin arastirildig
caligmalarda bu genler kullanildig1 i¢in (Bafica ve ark., 2005; Paixao ve ark., 2006; Capparelli
ve ark., 2007; Martinez ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2011; Uciechowski ve ark., 2011) bizde
calismamiza TLR1, TLR4, TLR9 ve SLC11A1 genlerini sectik. Se¢ilen SNP’ler ise Prakash
ark. (2014) tarafindan Hindistan yerli sigir irklarinda brucella hastaligina karsi dayaniklilik ile
iliskili SNP’lerin arastirildigi ¢alisma ile Sun ve ark. (2014) tarafindan Holstein irkinda
tiiberkiiloza dayaniklilik iligkili SNP’leri arastirildigi calismalarda bu hastaliklarla iliskili
oldugu bildirilen SNP’ler arasindan se¢ilmistir. Bu sayede hem yerli irklarimizida bu SNP’ler
ile tuberkiiloz ve brusellaya yakalanma arasinda iliski var m1? yok mu? hem de belirtilen
calisma sonuglarinin incelenen wrklara 6zgii mii? Veya incelenen popiilasyonlara 6zgii mii?
Sorularina cevap aranmistir. Ayrica projenin bir diger amaci olan incelen irklar bu SNP’ler

yoniinden genetik dengede mi? degil mi? sorusunada cevap aranmaistir.
4.2.1. TLR1 +1380 G/A

Bu SNP yoniinden projede genotiplenen Holstein ki sigirlarda (%1) ve yerli melezlerinde
(%0.5) ile AA genotipinin en diisiik frekanstaki genotip oldugu goriilmiistiir. AG genotipinin
hem Holsteinlerde (%59.2) hem de yerli melezlerinde (%54.75) en yiiksek frekansa sahip
genotip oldugu gorilmiistiir. Yapilan ki-kare analizinde incelenen her iki irkinda bu SNP
yoniinden Hardy-Weinberg dengesinde olmadiklar1 goriilmiistir. Bunun sebebinin
Holsteinlerde yapilan seleksiyon ¢aligmalarinin, yerlilerde ise melezlemelerden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Hindistan’da yetistirilen 83 bas yerli ve yerli melezinin bu SNP ve sigir
brusellozu arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismada incelenen Orneklerde bizim

caligmamizin sonuglara benzer sekilde AG genotipinin en yiiksek frekansa (%59) sahip
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oldugu, AA genotipinin ise en az goriilen (%8.4) genotipi oldugu bildirilmistir (Prakash ve
ark., 2014).

Prakash ve ark., (2014) tarafindan yapilan calismada GG genotip frekansinin brusellali
hayvanlarda (%52.3) sagliklilardan (%15.6) yiiksek oldugu ve TLR1 +1380 G/A
polimorfizmi yoniinden si8ir brucellozu ile GG genotipi arasinda iliski oldugu bildirilmistir.
Ancak, Tiirkiye’de yetistirilen Holstein ve yerli melezlerinde TLR1 +1380 G/A polimorfizmi
ile tiiberkiiloz ve brusella hastaligi arasinda bir iligki bulunamamistir. Bunun hasta hayvan
sayis1 veya irklarla iligskili olabilecegi diistintilmistiir. Clinkii Prakash ve ark., (2014)
tarafindan yapilan c¢alismada Bos indicus kokenli zebu irklari incelenmistir. Ancak bu
calismada Bos taurus kokenli iic gercek sigir irki incelenmistir (Holstein, Dogu Anadolu
Kirmizis1 melezi ve Yerli Kara melizi). Dolayisiyla bu SNP’nin irk spesifik olabilecegi veya
her genotipteki birey sayisinin yetersiz olmasindan dolayr bdyle bir sonucun bulundugu
diistiniilmektedir. Clinkli Prakash ve ark., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada AA genotipi
hem saglikli hemde brusellali hayvanlarda bulunmusken, bizim c¢alismamizda tiiberkiiloz
hastalig1 yoniinden hasta-saglikli incelenen 465 hayvandan sadece 3’linlin AA genotipinde,

brusellali hayvanlarda ise hi¢ goriilmemistir.
4.2.2. TLR1 +1446 C/A

Calismada incelenen Holstein 1rki1 sigirlarda AA genotipinde her hangi bir bireye
rastlanilmamistir. Ancak yerli melezlerinde ¢ok diisiik frekansta olmasina ragmen (%3) bu
SNP yoniinden AA genotipli bireylere rastlanilmigtir. AC genotipi hem Holsteinlerde hem de
yerli melezlerinde (%91, %88.5 sirastyla) en yiiksek frekanstaki genotip oldugu belirlenmistir.
Hindistan’da yetistirilen yerli sigir irklarinda yapilan ¢aligmada da bizim ¢alismamiza benzer
sekilde AA genotipinin en diisiik frekansa sahip oldugu (%1.2), AC genotipinin ise en yaygin
genotip oldugu (%71.1) goriilmustiir (Prakash ve ark., 2014). Hem bizim ¢alismamiz hem de
Prakash ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore 1446 C/A SNP’si
yoniinden AA genotip frekansinin en diisiik olmasi ve en yaygin genotipinde AC olmasi

durumunun gergek sigir tiiriine 6zgil bir durum oldugu diistiniilmektedir.

Prakash ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada TLR1 +1446 C/A kodlu SNP ile sigir
brusellozu arasinda iliski oldugu CC genotipinin brusellali bireylerde, sagliklilara gore daha
cok gorildiigii bildirilmistir Ancak, Tirkiye’de yetistirilen Holstein ve yerli melezlerinde
TLR1 +1446 C/A polimorfizmi ile tiiberkiiloz ve brusella hastaligi arasinda bir iligki

bulunamamistir. Bunun hasta hayvan sayis1 veya irklarla iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Ciinkii Prakash ve ark., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Bos indicus kokenli zebu irklar
incelenmistir. Ancak bu calismada Bos taurus kokenli {i¢ gergcek sigir irki incelenmistir
(Holstein, Dogu Anadolu Kirmizis1 melezi ve Yerli Kara melizi). Dolayisiyla bu SNP’nin 1rk
spesifik olabilecegi veya her genotipteki birey sayisinin yetersiz olmasindan dolay1 bdyle bir
sonucun bulundugu diistiniilmektedir. Ciinkii Prakash ve ark., (2014) tarafindan yapilan
calismada AA genotipi en az goriilen genotip oldugu bildirilmisken, AC ce CC genotipleri
hem saglikli hemde brusellali hayvanlarda bulunmusken, bizim c¢alismamizda tiiberkiiloz
hastalig1 yoniinden hasta-saglikli incelenen 465 hayvandan sadece AC genotipinini en yaygin
genotip oldugu ve bu SNP yoniinden her iki gruptada Hardy-Weinberg dengesinin bozuldugu

gorilmiistir.
4.2.3. TLR1 1596 G/A

Proje  kapsaminda incelenen sigir wrklarmin bu  SNP  yoniinden  polimorfik
olduklarigériilmiistiir. Incelenen Holstein ve yerli melezi drneklerinde GH genotipinin en
yaygin genotip oldugu goriilmiistiir (%52.52; %41.65 sirasiyla). Incelenen &rneklerden
Holstein 1irkinin bu SNP yoniinden Hardy-Weinberg (HW) dengesinde olduklar1 goriilmiisken,
yerli melezlerinin HW dengesinden saptiklar1 gériilmistir. Yerli melezlerinin  HW
dengesinden sapmasinin sebebinin yerli sigir irklarindaki sayisal azalmadan kaynaklandigi
diisiinlmektedir. Sun ve ark. (2012) tarafindan yapilan ve Cin’de yetistirilen 586 bas
Holsteinde bu calismada incelenen SNP ile tiiberkiiloz hastaligi arasindaki iligskinin
incelendigi bir calismada bizim c¢alismamizdakine benzer sekilde GH genotip frekansinin
(%46.4) en yiiksek oldugu ve incelen Holstein 6rneklerinin bizim calismamizdaki gibi HW
dengesinde olduklart bildirilmistir. Her iki ¢alismada Holstein irkinin bu SNP yoniinden

genetik olarak dengede oldugunu gostermektedir.

Sun ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada TLR1 1596 G/A kodlu SNP ile sigir
tiiberkiilozu arasinda iliski oldugu GG genotipinin Holsteinlerde tiiberkiiloza dayaniklilika
iligkili oldugu bildirilmistir. Ancak Tiirkiye’de yetistirilen Holstein ve yerli melezlerinde
TLR1 1596 G/A polimorfizmi ile tiiberkiiloz ve brusella hastaligi arasinda iliskinin
arastirlldigt bu c¢alismada ise belirlenen genotipler ile hastaliklar arasinda bir iligki
belirlenememistir. Bununda incelenen hayvan sayisi ile her genotipte bulunan hasta/saglikli
birey sayisinin az olmasindan kayanaklandigi diigiiniilmiistiir. Clinkii Sun ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmada hasta (154), saglikli (432) toplam 586 bas Holstein sigir
degerlendirilmistir. Tiirkiye’de Tarim Bakanlig ile isbirligi yapilmadan bu sayida tiiberkiiloz

pozitif hayvanin bulunmasindaki zorluk nedeniyle iliski bulunamadigi diigiiniilmektedir.
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Incelenen 1rklarin TLR1 1596 G/A SNP’si yoniinden genetik dengede olmasida hem saglikli
hemde 6zellikle hasta hayvan sayisinin artirilmasi ile bu SNP ile tiiberkiiloz hastalig1 arasinda
iligkinin ortaya konabilecegini diisiidlirtmektedir. Benzer sekilde brusella hastaligina

duyarlilik ile TLR1 1596 G/A SNP’si arasinda iliskinin bulunabilecegi diistiniilmektedir.
4.2.4. TLR4 +10 C/T

Calismada genotiplemesi yapilan Holstein ve yerli melezlerinde TT genotipine
rastlanilmamigtir. Diger taraftan incelenen Holstein ve yerli melezlerinde CT genotipi
bireylerin bulunmasina ragmen, frekansinin (%2.03 ve %1.3 sirasiyla) oldukg¢a diisiik oldugu
belirlenmistir. Calismada incelenen her grupta da CC genotipi her iki grupta da (HL: %97.97
ve yerli melezlerinde: 98.5) en yiiksek genotip oldugu belirlenmistir. Ayni SNP ile
Hindistan’da yerli sigirlarinda bu SNP’nin incelendigi ¢alismada, incelenen 6rneklerde bizim
calismamizin sonuglarina benzer sekilde CC genotipinin en yiiksek frekansa (%49.4) sahip
genotip oldugu bildirilmistir. Anacak bizim g¢alismalarimizdan farkli olarak CT genotip
frekansinin da yiiksek oldugu (%48.2) bildirilmistir. Diger taraftan ¢ok diisiik frekansta da
olmasina ragmen TT genotipili bireylerede rastlandig: bildirilmistir (Prakash vd., 2014). Bu
durumun her iki c¢alismada incelenen sigir irklarmin kokenleri ile iliskili olabilecegi

diistiniilmiistitiir.

Prakash ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada TLR1 +10 C/T kodlu SNP ile sigir
brusellozu arasinda iligskinin arastirildig calismada, bu SNP ile sigir brusellozu arasinda iliski
oldugu ve TT genotipine saglikli bireylerde rastlanilmamisken hasta hayvanlarda bu genotipin
frekansinin %2.41 oldugu bildirilmistir. Yine bu ¢alismada CT genotipi her iki grupta da
bulunmasina ragmen hasta bireylerde %13.16 olarak bulunmusken, kontrol grubunda ise
%77.8 gibi oldukga yiiksek frekansa sahip oldugu ve bu SNP ile brusella hastaliginin
goriilmesi arasinda iliski oldugu bildirilmistir (Prakash ve ark., 2014). Ancak bu caligmada
Bos taurus kokenli ii¢ gercek sigir irki incelenmistir (Holstein, Dogu Anadolu Kirmizisi
melezi ve Yerli Kara melizi). Dolayisiyla bu SNP’nin 1rk spesifik olabilecegi veya her
genotipteki birey sayisinin yetersiz olmasindan dolayr bdyle bir sonucun bulundugu
diisiiniilmektedir. Ciinkii Prakash ve ark., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada her ii¢
genotipinde incelenen drneklede bulundugu bildirilmigken, bizim ¢alismamizda incelenen Bos
taurus kokenli sigir irklariin ii¢iiniindee tamamen CC genotipinde oldugu ve TT genotipinin

inclenen Orneklerin hi¢gbirinde bulunmasigi gérilmiistiir.
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4.2.5. TLR4 +399 C/T

Calismada incelenen Holsteinlerin ve yerli melezlerinin bu SNP yo6niinden monomorfik
oldugu ve incelenen Orneklerin hepsinin CC genotipinde olduklar1 belirlenmistir.
Holsteinlerin ve yerli melezlerinin bu SNP yoniinden monomorfik olmalarinin incelenen
ornek sayisiyla iligkili olabilecegi veya irka 6zgli bir durum olabilecegi diisiintilmiistiir.
Ciinkii Prakash ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Hindistan’da yerli sigirlarini
inceledikleri ¢aligmada, bizim ¢alismamizdan farkli olarak CC genotip frekansinin en yiiksek
oldugu (%91.6) buna karsilik CT genotipli o6rneklerinde bulundugu bildirilmistir. TT
genotipin bizim ¢alismamiza benzer sekilde incelenen 6rneklerde bulunmadig: bildirilmistir.
Calismamizda incelenen Orneklerin hepsinin CC genotipinde olmalari nedeniyle Ki-kare

analizi yapilamamuistir.

Prakash ve ark. (2014) bu SNP ile sigir burusellozu arasinda iligkinin arastirildig
caligmalarinda CT genotipi ile sagliklilik arasinda iliski olabilecegi bildirilmistir. Ancak bizim
aragtirmamizda incelenen Orneklerini hepsinin CC genotipinde olmalar1 nedeniyle genotip-

fenotip (brusella ve tiiberkiiloz hastaliklarina direng) arasinda iligki aragtirilamamuistir.
4.2.6. TLR9 +1310 G/A

Calismada incelenen Holstein ki sigirlarin bu SNP yoniinden monomorfik oldugu ve
incelenen 6rneklerin hepsinin GG genotipinde olduklari belirlenmistir. Yerli melezlerinde ise
GG genotipinin en yaygin genotip (%98.94) olmasina ragmen GA genotipli bireylerede
rastlanildi1 (%1.06) goriilmiistiir. Incelenen her iki irkta da AA genotipli bireylere
rastlaniimamigtir. Holsteinlerin bu SNP yoniinden monomorfik olmalarinin incelenen 6rnek
sayisiyla 1iliskili olabilecegi diistinlilmiistiir. Prakash ve ark. (2014) tarafindan yapilan
calismada Hindistan’da yerli sigirlarimi inceledikleri ¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde AA genotipine rastlanismamistir. Ancak GG genotip frekans: (%53) ile GA genotip

frekansi1 (%47) birbirine yakin bulunmustur.

Prakash ve ark. (2014) bu SNP ile sigir burusellozu arasinda bir iliski bulamamuiglardir.
Tiirkiye’de yetistirilen Holstein ve yerli melezlerinin incelendigi bu g¢alismada incelenen
Holstein 6rneklerinin bu SNP yoniinden monomorfik olmalari, yerli melezlerinin ise %98,64
oraninda GG genotipinde olmalar1 nedeniyle bu SNP ile tiiberkiiloz ve brusella hastaliklar

arasinda iliski olup olmadigi arastirilamamastir.

4.2.7. SLC11A1 +1066 C/G
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Calismada incelenen hem Holstein 1rki sigirlarda hem de yerli melezi sigirlarin SLC11A1
+1066 C/G SNP’si yoniinden polimorfik olduklari goriilmiistiir. Holsteinlerde ve yerli
melezlerinde CC genotip frekansinin en yaygin oldugu (%68.4; %69.25 sirasiyla)
goriilmiistlir. Holsteinlerde CG (%11.22), yerli melezlerinde ise GG (%12) genotipinin en az
goriilen genotipler oldugu goriilmiistiir. incelenen her iki grubunda HW dengesinden
saptiklart  goriilmistiir. Bununda yapilan seleksiyon c¢alismalart iligkili olabilecegi
diisiniilmektedir. Prakash ve ark. (2014) tarafindan Hindistan’da yetistirilen yerli sigirlarda
bu SNP ve sig1ir brucellozu arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismada incelenen 6rneklerde
bizim calismamizin sonuglarina benzer sekilde lic genotipinde bulundugu bildirilmistir.
Ancak bu calismadan farkli olarak Hindistan yerli sigir irklarinda CC genotip frekansinin
(%9.64) en diistik genotip oldugu, CG genotipinin ise en yiiksek frekansa (%53) sahip oldugu
bildirilmistir.

Prakash ve ark. (2014) tarafindan Hindistan yerli sigir irklarinda SLC11A1 +1066 C/G
SNP’si ile sigir brusellasi arasindaki iligskinin arastirildigi ¢alismada, brucellali hayvanlarda C
allel frekansinin sagliklilara gore oldukga diisiik oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’de yetistirilen
Holstein ve yerli melezlerinde SLC11A1 +1066 C/G polimorfizmi ile tiiberkiiloz ve brusella
hastalig1 arasinda iligkinin arastirildigi bu c¢alismada ise genotipler ile hastaliklar arasinda bir
iligki bulunamamistir. Bunun sebebinin kullanilan SNP’nin ya 1rka 6zgii olmasindan ya da
hastaliga 6zgii olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ciinkii Prakash ve ark. (2014)
Hindistan yetistirilen Bos indicus kokenli sigir irklarinda SLC11A1 +1066 C/G polimorfizmi
ile brusellas arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bizim ¢alismamizda ise incelenen her iig
grupta Bos taurus kokenli sigir iriklaridir. Diger taraftan Prakash ve ark. (2014) hasta (38) ve
saglikli (49) olmak iizere toplam 87 hayvan incelemislerdir. Yani hasta saglikli orami
dengelidir. Bizim c¢alismamiz da ise ancak 16 brusella pozitif hayvan inceleyebildik. Diger
taraftan bu SLC11A1 geninde bulunan farkli SNP’ler ile farkli sigir irklari (Paixao ve ark.,
2012) ve farkli ¢iftlik hayvanlarinda ki brusella hastaligina (Borriello ve ark., 2006; le Roex
ve ark., 2013) duyarhilik arasinda iliski oldugu bildirilmistir. Ayrica sigirlarda brusella gibi
baska bir hiicre i¢i patojeni olan paratiiberkiiloz etkeni Mycobacterium paratuberculosis’in
sebep oldugu paratiiberkiiloz hastaligina duyarlilik ile SLC11Al geninde bulunan farkl
SNP’ler arasinda iligki oldugunu bildiren c¢alismalar da vardir (Capparelli ve ark., 2007,
Pinedo ve ark., 2009). Bu ¢alismada da bir baska hiicre i¢i patojeni olan Mycobacterium
tuberculosis’in sebep oldugu sigir tiiberkiilozu hastaligina duyarhilik ile SLC11A1 +1066 C/G

polimorfizmi arasinda iliski arastiilmistir. Incelenen sigir irklarindan Holsteinlerde bu
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polimorfizm ile tiiberkiiloz hastaligina duyarlilik arasinda iligki bulunamamisken, Yerli
melezlerinde SLC11A1 +1066 C/G polimorfizmi ile tiiberkiiloz hastaliginin goriilme siklig:
arasinda iligski oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismada incelenen Dogu Anadolu melezlerinde
GG genotipli bireylerden tiiberkiiloz hastaliginin gériilme sikliginin CC genotiplilerden 4.13
kat, CG genoiplilerden ise 3.51 kat daha fazla goriildiigii belirlenmistir. Bu durum ise
SLC11A1 +1066 C/G polimorfizmi ile tiiberkiiloz hastaligina duyarlilik iligki olabilecegi

diisiindiirtmiistiir.
5. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alisma sonunda SLC11A1 +1066 C/G polimorfizmi ile sigir tiiberkiilozuna
duyarlilikla iligkili oldugu bulunmustur. TLR1 1596 polimorfizmi ile sigir tiiberkiillozuna
duyarhilikla iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Ancak bu durumun, ¢alismada incelenen hasta
hayvan sayisinin azhigi ile iliskili oldugu disiiniilmektedir. Makrofaj hiicrelerinde bulunan
lizozom ve endozomlarin zarlarinda bulunan SLC11A1 proteininin, transportla ilgili olarak
gorev yaptigi bilinmektedir. Bu genin brusella ve paratiiberkiiloz gibi diger bazi hiicre igi
patojenlerine duyarlilikla da iligkili oldugu belirlenmistir. Bu nedenle SLC11A1 proteinini
kodlayan genin hem sigir yetistirciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmasi hemde
onemli zoonozlar olast nedeniyle sigirlarda tiiberkiiloz hastaligina dayanikligin artirilmasi
caligmalarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Diger taraftan her ne kadar aralarinda iliski
bulunamasina ragmen TLR1 1596 polimorfizmininde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1
ile koordineli olarak daha fazla ornekte test edilmesinin sigir tiiberkiilozunun iilkemizde
eradikasyon caligsmalarinda katkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma yerli sigir irklari
ve bunlarin melezlerinde tiiberkiilozun seroprevalansi konusunda yapilmis ilk ¢alisma olmast
ve tiiberkiiloz hastaligina duyarlilik ile kullanilan SNP’ler arasindaki iligskinin arastirildigi ilk

calisma olmasi agisindan da 6nemlidir.
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