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I 

 

ÖNSÖZ 

 Tüberküloz, insanlarda ve hayvanlarda mikobakterium grubu 

mikroorganizmalar tarafından oluşturulan, tüberküloz etkenleri ve konağın yangı 

hücrelerinin ilişkisine bağlı olarak özellikle solunum sistemi organları ve diğer 

organlarda tüberküllerin oluşumu ile karakterize kronik seyirli bir enfeksiyondur. 

Tüberküloz insanlık tarihinin bilinen en eski hastalıklarındandır. Enfeksiyon dünya 

üzerinde insan ve hayvanlardaki en önemli ölüm sebeplerindendir.  

 Dünya sağlık örgütü (WHO), verilerine göre 2006 yılında 14,4 milyon 

insanda tüberküloz vakası bildirilmiş ve 1,5 milyon insan ölmüştür, ayrıca WHO bu 

yılda enfeksiyon ile mücadele için yaklaşık olarak 2450 milyon dolar finanse 

etmiştir.  Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü’ne (OIE) göre ülkemizde, 2008 yılında 

2458 sığırda tüberküloz enfeksiyonu belirlenmiştir. Etkenin zoonoz karakterde 

olması nedeni ile sığır tüberkülozu ile insan tüberkülozu arasında direkt ilişki 

bulunmaktadır. Sığır tüberkülozunun eradike edildiği ülkelerde insan tüberkülozu ile 

mücadelede büyük başarılar elde edilmiştir.  

 Enfeksiyonun sığırlarda önemli ekonomik kayıplara sebep olması ve zoonoz 

karakteri nedeni ile enfekte sığırların doğru ve güvenilir metotlar ile teşhis edilmesi 

ve bulaşmasının önlenmesi oldukça önemlidir.  

 Bu çalışmada, 5 farklı işletmede, kültür, Ziehl Neelsen boyama metodu ile 

bakteriyoskopi, PZR, PZR-REA, PPD deri testi, BOVIGAM (IFN-γ) test,  PPD B 

ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA test sonuçları mukayese edilerek sığırlarda 

tüberküloz enfeksiyonunun antemortem ve postmortem teşhisinde en iyi metot 

belirlenmeye çalışıldı.  

 Doktora tez çalışmam sırasında ilgi ve yardımlarını gördüğüm danışman 

hocam Sayın Prof. Dr. Osman ERGANİŞ’e, S.Ü Veteriner Fakültesi Öğretim Üyeleri 

Sayın Prof. Dr. Mehmet ATEŞ, Doç. Dr. U. Sait UÇAN, yakın ilgi ve alakasını 

gördüğüm Doç. Dr. H. Hüseyin HADİMLİ’ye, Dr. Kürşat KAV, Arş. Gör. Aslı 

BALEVİ ve Dr. Zeki ARAS’a, saha çalışmalarındaki yardımlarından dolayı Prof. Dr. 

Dursun Ali DİNÇ’e referans suşların sağlanmasındaki yardımlarından dolayı       
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1. GİRİŞ  

1. 1. Tanım  

 Tüberküloz, insanlarda ve hayvanlarda mikobakterium grubu 

mikroorganizmalar tarafından oluşturulan, oldukça ciddi sağlık problemlerine ve 

ekonomik kayıplara sebep olan zoonoz karakterde bir hastalıktır (Öztürk 2003). 

İnsanlık tarihinin bilinen en eski hastalıklarından olan tüberküloz, tüberküloz 

etkenleri ve konağın yangı hücrelerinin ilişkisine bağlı olarak gelişen tüberkül adı 

verilen beyaz-sarı renkli, kalsifiye granülomların oluşumu ile karakterize kronik 

seyirli bir enfeksiyondur.  Granülamatöz tüberküloz lezyonları mononükleer 

hücrelere etkenin infiltrasyonu sonucu şekillenmekte, etken bu granülomların içinde 

muhafaza edilmektedir (Pollock ve ark 2001). Sığırlarda tüberküllere baş ve göğüs 

bölgesindeki lenf düğümlerinde, akciğer, karaciğer, dalak gibi organlarda ve vücut 

boşluklarının yüzeyinde, bazı olgularda dişi genital organlarında da 

rastlanılmaktadır. Generalize tüberküloz enfeksiyonunda çok sayıda küçük granülom 

vücut boşluklarının ve organların yüzeyinde, özellikle barsaklar ve mezenteryumda 

görülmektedir (Cassidy 2006, Pollock ve ark 2006).  

Sığırlar, M. bovis’in primer konakçısı olmakla birlikte, etken buffalo, bizon, 

deve, koyun, domuz, antilop, kedi, köpek, vahşi kediler, mink, rat, yılan, rakun, 

sincap gibi evcil ve yabani hayvanlardan da izole edilmiştir (OIE 2008 b).  

 M. bovis’in yabani hayvan rezervuarları sığırlar için enfeksiyon kaynağıdır. 

Bu hayvanlar İngiltere’de Avrasya porsuğu (Meles meles), Yeni Zellanda’da fırça 

kuyruklu possum (Trichasurus vulpecula), Amerika’da beyaz kuyruklu geyik 

(Odocoileus virginianus), Afrika’da vahşi Afrika mandası ve diğer ruminantlardır. 

Türkiye’de vahşi hayvanlarda tüberkülozun prevalansı, dağılımı ve populasyon 

yoğunluğu ile bunların evcil hayvanlar ve insanlarla olan ilişkilerine ait bilgiler yok 

denecek kadar azdır. Bu durum, hastalıkla mücadeleyi büyük ölçüde 

güçleştirmektedir. Sıcak mevsimlerde yapılan yaylacılık sırasında vahşi domuz ve 

geyiklerden kalan infeksiyöz materyallerle kirlenmiş otlaklar hastalığın bulaşmasında 

kaynak oluşturabilmektedir (Özbey ve ark 2008). Türkiye’de bir mink ve kedide 



2 

 

tüberküloz vakası bildirilmiştir (Akay ve ark 1984, 1985, Özbey ve ark 2008). Sezen 

ve ark (1986), bir güvercin karaciğerinde tüberküloz olgusu rapor etmişlerdir.  

1. 2. Tarihçe 

 İnsanlarda tüberküloz enfeksiyonuna ait ilk bulgulara 3000 yıl öncesine ait 

Mısır mumyalarının omurgalarında rastlanmıştır (Zimmerman 1979). Phthisis 

(akciğer veremi) ifadesi ilk kez M.Ö. 4. yüzyılda Yunan literatürlerinde 

görülmektedir. Hipokrat akciğer veremini oldukça bulaşıcı ve genellikle öldürücü bir 

hastalık olarak tanımlamıştır (Daniel 1997). Tüberkülozlu hastalarda akciğer ve diğer 

lezyonlu dokulardaki değişiklikler ve tüberkül terimi ilk kez Hollanda’lı bilim adamı 

Franciscus Sylvius tarafından 1679 yılında Opera Medica’da yayınlanmıştır. 1720 

yılında İngiliz fizyolog Benjamin Martin tüberküloza hayret verecek kadar küçük 

varlıkların sebep olduğunu, hastalığın, hasta insanlar ile aynı ortamda bulunmak, 

yemek, içmek, konuşmak, nefes alıp vermek ile bulaştığını, 1810 yılında İngiliz 

fizyolog Carmichael sığırlardaki tüberkülozun enfekte et ve süt ile insanlara 

bulaşabildiğini bildirmiştir. Fransız askeri Doktor Jean Antonie Villemin, 1865 

yılında tüberkülozun insanlardan sığırlara ve tavşanlara bulaşabildiğini açıklamıştır. 

Ehrlich 1882’de hastalık olaylarından izole edilen etkenin, asido-rezistans bir 

karakter taşıdığını saptamıştır. Alman doktor Robert Koch, 1882’de tüberküloz 

basilini boyayarak ortaya koymuştur. Koch izole ettiği patojen tüberküloz suşunun 

sığır serumunda saf kültürünü elde ederek, deney hayvanlarını enfekte etmiştir. 

Ayrıca Koch tüberkülozlu bireylerde görülen aşırı duyarlılığı ve bağışıklığı ortaya 

koymuştur (Akay 1997, Akçay 2000, Reichman 2000, Thoen 2006). Nocard ve Roux 

1887’de, %5-7 oranında gliserin katılan agarda kuş tipinin daha iyi ürediğini, sığır 

tipinin ise daha zayıf üreme gösterdiğini saptamıştır (Akay 1997). Tüberküloz basili 

1896 yılında Lehmann ve Neumann tarafından Mycobacterium tuberculosis olarak 

adlandırılmıştır (Akçay 2000, Yardımıcı 2006). Smith 1896’da sığır tüberküloz 

basilini ayrı bir tür olarak ortaya koymuştur (Bilgehan 1990). Fransız bilim adamları 

Calmette ve Guerin 1908-1919 yılları arasında tüberküloz mastitisli bir sığırdan izole 

ettikleri M. bovis suşunu 230 kez safralı, gliserinli, patates besiyerinde pasajlayarak 

insan, sığır, at, tavşan ve hamsterlerde apatojen olan ve BCG (Bacillus Calmette-

Guerin) olarak adlandırılan attenüe suşu elde etmişlerdir. BCG ilk kez 1921 yılında 

insanlarda aşı olarak kullanılmıştır. Amerikalı mikrobiyolog Selman A. Waksman, 
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1943 yılında, Streptomyces griseus’dan Streptomisini saflaştırarak tüberküloz 

tedavisine kullanmıştır (Akay 1997, Akçay 2000, Reichman 2000, Thoen 2006). 

Runyon, tüberküloz basilini üreme hızı ve pigment formasyonuna göre dört sınıfa 

ayırmış, basili identifiye etmeye ve mikobakterium türlerini birbirinden ayırt etmeye 

yarayan testleri açıklamıştır (Runyon 1981, Rogal ve ark 1990). 

 Türkiye’de tüberkülozun varlığı 1900’lü yıllarda araştırılmaya başlamıştır. İlk 

sistematik araştırma 1929 yılında Hayvan Sağlık Zabıtası Kanununun kabulu ile 

başlamıştır. Rıza İsmail 1929 yılında tuberkülin testi ile 7335 sığırdan 676’sını 

(%9,2) tüberküloz pozitif olarak belirlemiştir (Keskin 1996). 

 Ülkemizde; 1980-1985 yılları arasında 161.022 adet sığıra tüberkülin testi 

uygulanmış, 50 odakta toplam 82 sığır tüberküloz pozitif belirlenmiştir. 1986 yılında 

Ulusal Tüberküloz Mücadele Projesi başlatılmış ve Türkiye 5 bölgeye ayrılarak 1. 

bölgeden başlamak üzere ilk yıl hayvan mevcudunun %20’si, 2. ve 3. yıl %40’ı 

mücadele kapsamına alınmıştır. Bu projeye göre 1986 yılında 250.000 adet sığıra 

tüberkülin uygulanmış, 153 odakta toplam 1983 sığır tüberküloz pozitif tespit 

edilmiştir. Ancak bu hastalığın Hayvan Sağlığı Zabıtası Kanununa göre tazminatlı bir 

hastalık olması nedeniyle finansal sorunlar baş göstermiş ve 1987 yılında programda 

591.000 sığıra tüberkülin uygulanması planlanırken 64.000 sığıra uygulanmış, 96 

odakta toplam 252 sığır pozitif bulunmuştur. 1988-1995 yılları arasında 117.500 

sığıra tüberkülin uygulanmış ve 263 odakta 1474 sığır pozitif bulunmuştur (Akçay 

2009).  

 Tarım ve Köy İşleri Bakanlığı (TKB), Hayvan Sağlığı ve Zabıtası Kanunu, 

Sığır Bovine Tüberküloz Yönetmeliğine (2009) göre; sığır tüberkülozu ihbari 

mecburi bir hastalıktır. Hastalığın tedavisi, duyarlılığın giderilmesine yönelik 

uygulamalar ve aşı uygulaması yasaktır. Sığır Tüberkülozu taşıdığı resmi olarak 

tespit edilen sığırlar kesime kadar izole edilir ve işaretlenir. Tüberkülozlu sığırlar 

tazminatlı olarak kesime sevk edilir (Resmi Gazete 2009). 
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1. 3. Etiyoloji 

 Mikobakteriumlar, Mycobactericeae familyasındaki tek cinstir. 1-10 μm 

uzunlukta ve 0,2-0,6 μm çaplı, kapsülsüz, sporsuz, hareketsiz, zorunlu aerob 

basillerdir. Basilin hücre duvarında, toplam kuru ağırlığının %20-40’ı oranında lipit 

bulunmaktadır. Lipit hücre duvarına balmumu benzeri bir yapı verir, bu yapı; 

çevresel şartlara, antiseptiklere, asit ve alkole direnç kazandırmaktadır (Butler 1986, 

Hensyl 1994). Basilin endotoksini ve ekzotoksini yoktur. Ancak hücre duvarı ve 

sitoplazmada değişik yapıda antijenler içerdiğinden basil hücresinin parçalanması ile 

açığa çıkan yapılar toksiktirler ve konakçının yanıtını etkilerler. Mikobakteriumlar, 

DNA, G+C (%62-70) oranı yönünden; Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium, 

Legionella, gibi aside dirençli diğer bakteriler ile benzerlik gösterir (Butler 1986, 

Akay 1997). Etken zorunlu hücre içi patojendir ve çoğunlukla mononükleer fogositik 

hücreleri enfekte etmektedir (Higuchi 2004, Angela 2006). 

 Mikobakteriumlar, OIE (Office İnternational Epizootica, Dünya Hayvan 

Sağlığı Örgütü) risk gurup III mikroorganizmalar içinde yer almaktadır (OIE 2008 

b). 

 Anilin boyaları ile kolaylıkla boyanamazlar. Hücre duvarının yüksek lipit 

içeriği (%60) nedeniyle boyanın penetrasyonuna dirençlidir. Gram boyamada çok az 

mavi boya alarak Gram pozitif boyanırlar. Etkenin boyanmasında Ziehl-Neelsen 

boyama metodu kullanılmaktadır. Etken, auramin-O boyası ile boyandığında 

fluoresans mikroskopta görülebilmektedir (Koneman 2006). 

 Mikobakterium türlerinin identifikasyonu ve ayırt edilmesi için farklı 

biyokimyasal testler bulunmakla birlikte, Runyon sınıflandırması halen 

kullanılmaktadır. Runyon mikobakteriumları üreme hızları, üreme sırasında sarı 

pigment oluşturmaları ve pigment oluşumunun karanlık ya da aydınlıkta ortaya 

çıkmasına göre, yavaş üreyenler (7 günden daha fazla) ve çabuk üreyenler (7 günden 

daha az) olarak iki temel sınıfa ayırmıştır. Yavaş üreyen gurupta bulunan, Runyon I 

(Photochromogens), ışığa maruz kaldığında sarı-turuncu pigment oluştururlar (M. 

kansasasii, M. marinum), Runyon II (Scotochromogens), karanlıkta ve ışıkta sarı-

turuncu pigment oluştururlar (M. scrofulaceum, M. gordonae), Runyon III 
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(Nonchromogenic), pigment oluşturmazlar (M. avium-intracellulare complex, M. 

terrae). Hızlı üreyen gurupta bulunan, Runyon IV pigment oluşturmazlar (M. 

fortitium, M. chelonae), (Runyon 1981, Rogall ve ark 1990). 

 İnsanlarda ve hayvanlarda hastalık yapan patojen mikobakteriumlar temel 

olarak; M. tuberculosis kompleks ve M. avium-intracellulare kompleks olarak iki 

gruba ayrılırlar. M. tuberculosis kompleks grubunda, M. bovis subsp. bovis ve        

M. bovis subsp. caprae; ruminantlarda, M. tuberculosis ve M. africanum (subtype I, 

II) insanlarda, M. microti kemirgen ve insanlarda, M. canetti insanlarda, enfeksiyon 

yaparken, M. bovis BCG aşı suşu olarak kullanılmaktadır (Angela 2006).                

M. tuberculosis kompleks üyeleri DNA homolojisi bakımından %95-100 oranında 

benzerlik göstermektedirler (Kubika ve ark 2003).  

 M. tuberculosis, M. bovis ayrımında bir seri biyokimyasal test 

kullanılmaktadır (Butler 1986). Örneğin M. tuberculosis Löwenstein-Jensen 

besiyerinde eugonic üreme, nitrat reduksiyon ve niasin üretimi pozitif iken, M. bovis 

dysgonic üreme gösterir, nitrat reduksiyon ve niasin üretimi negatiftir. Ayırımda en 

önemli özelliklerden biriside M. bovis’in pyrazinamid’e (PZA) dirençli olmasıdır 

(Butler 1986). Ancak son yıllarda PZA duyarlı M. bovis suşları izole ve identifye 

edilmiştir. Bu suşlar türe özgü moleküler metotlar ile karakterize edilmiş ve            

M. bovis; M. bovis subsp. bovis ve M. bovis subsp. caprae olarak iki alt türe 

ayrılmıştır (Aranaz ve ark 1999).  

 Mycobacterium canetti, Van Solingen ve ark (1997), tarafından tarafından 

tanımlanan ve M. tuberculosis kompleks gurubunda bulunan yeni bir türdür. İlk kez 

2 yaşında lenfadenitisli bir hastadan izole ve identifiye edilmiştir. Mycobacterium 

canetti insanlarda, M. tuberculosis’in oluşturduğuna benzer şekilde tüberküloz 

enfeksiyonu oluşturmaktadır. Biyokimyasal özellikleri diğer, M. tuberculosis 

kompleks üyeleri ile aynıdır, farklı olarak klinik örneklerden ilk izolasyonu daha kısa 

sürede gerçekleşmekte, smooth tarzda parlak koloniler oluşturmaktadır (Van 

Solingen ve ark 1997).  

 M. avium kompleks; M. avium ve M. intracellulare olmak üzere iki tür 

içermektedir. M. avium; M. avium subsp. avium, M. avium subsp.paratuberculosis ve 

M. avium subsp. sylvaticum olarak üç alt türü içermektedir (Cardoso Leao ve ark 
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1999). M. avium subsp. avium, M. avium subsp. sylvaticum; kanatlılarda tüberküloz, 

sığırlarda ve insanlarda lenf düğümü (Picardeau 1996) ve özellikle AIDS’li 

bireylerde akciğer enfeksiyonlarına sebep olurken (Iralu 1993, Allios 1996),           

M. avium subsp. paratuberculosis; ruminant ve diğer memelilerde granülamatöz 

enteritisle karakterize; Johne’s disease (paratüberkülozis), insanlarda Chron’s 

disease yol açmaktadır. Kanatlılarda M. avium subsp. paratuberculosis ile doğal 

olarak enfeksiyon meydana gelmemektedir. Ancak deneysel olarak enfeksiyon 

şekillenebilmektedir (OIE 2008 a,b). M. intracellulare, ilk kez 1949 yılında sistemik 

enfekte bir çocuktan izole ve identifiye edilmiştir. İnsanlarda, sığır, domuz ve 

kanatlılarda enfeksiyon yapabilmekte, genellikle su ve toprakta bulunmaktadır 

(Hensyl 1994). 

 Kanatlı tüberkülozunun etiyolojisinde pek çok mikobakterium türü rol 

alabilmektedir. Ancak enfeksiyon çoğunlukla M. avium (Serotip 1, 2, 3) ve             

M. sylvaticum tarafından oluşturulmaktadır. M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. 

fortuitum, M. tuberculosis ve M. bovis nadiren kanatlılarda tüberküloza neden 

olmaktadır. M. avium ve M. sylvaticum kanatlılar dışında sığır, koyun ve keçilerde, 

atlarda, domuz, kedi, köpek ve egzotik hayvanlarda enfeksiyona yol açabilmektedir. 

M. avium subsp. avium fenotipik ve genotipik özelliklerine göre; M. avium subsp. 

hominisuis (insan ve domuz izolatı) ve M. avium subsp. avium (kanatlı izolatı) olarak 

iki alt türe ayrılmıştır (Mijs 2002). Kanatlı tüberkülozu özellikle tavuklarda ve 

yabani kuşlarda görülmektedir. Hindiler oldukça duyarlı iken, ördek ve kazlar daha 

dirençlidir. Enfekte kanatlılar diyare dışında, çoğunlukla klinik belirti göstermezler, 

nadiren solunum belirtileri ve ani ölüm görülebilir. Primer lezyon genellikle 

barsaklarda ülserasyon şeklinde gözlenir. Tipik granülomlara kemik iliği, karaciğer 

ve dalakta rastlanmaktadır. Kanatlılarda tüberküloz enfeksiyonunun teşhisinde kültür 

ve Ziehl-Neelsen boyama kullanılmaktadır (OIE 2008 a, b). 

 Son yıllarda, immunsupresyonlu insan, kanatlı ve köpek gibi hayvanlarda,   

M. avium kompleks ile aynı klinik semptomlar ile seyreden tüberküloz vakalarında 

nontüberküloz mikobakteri grubunda bulunan ve yakın zamanda tiplendirilen bir tür  

M .genavense izole ve identifiye edilmiştir. Hirschel ve ark (1990), etkeni ilk olarak 

rapor etmişlerdir. M. genavense, besiyerlerinde enfektif mikobakteriumlara göre 
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oldukça hızlı üremektedir. M. avium kompleks ile ayırımında 16S ribosomal RNA 

gen sekans analizi kullanılmaktadır (Mendenhall 2000). 

 Mikobakteriumların kültürü amacı ile yumurta bazlı Lowenstein Jensen, 

Stone Brink’s modifiye Middlebrook 7H11, Dorset, Middlebrook 7H9 broth, 

Herrold’ Egg Yolk Agar gibi besiyerleri kültüre edilecek mikobakterium türüne göre 

serum, gliserin, albumin, sodium pyruvate, mycobactin J, ile zenginleştirilerek 

kullanılmaktadır (Bilgehan 1990, Akay 1997). 

 Mikobakteriumlar, zorunlu aerobturlar ancak %5-10 CO2 üreme üzerinde 

olumlu etki yapmaktadır. Optimal üreme ısısı 37 °C’dir. Kanatlı tipi M. avium için 

ideal üreme ısısı 40-42 °C’dir (OIE 2008 a,b). 

 M. bovis katı besiyerlerinde 4-5 hafta sürede beyaz renkte, kuru, kabarık, 

kenarları düzensiz, granüllü, rough tipte, M. tuberculosis, 3-4 haftada sarı, turuncu 

renkte kuru, kabarık, üzeri grintili, rough tipte, M. avium 2-3 hafta sürede, 

pigmentsiz, düz, smooth tipte, M. avium subsp. paratuberculosis, 8-10 hafta sürede 

pigmentsiz, rough tipte koloniler oluşturular (Hensyl 1994, Akay 1997, Yardımcı 

2006). 

 Mikobakteriumlar, fiziksel ve kimyasal maddelere oldukça dirençlidirler. Fenol 

(% 2), krezol (%1), formalin (% 3) ve sodyum hidroksit (NaOH) (% 5) içinde 4 

saatte, 70-95 derecelik alkolde 10 saat içerisinde ölürler. Direkt güneş ışınlarına ve 

ultraviyole ışınlarına karşı duyarlıdır, pastörizasyon ısısında genellikle ölürler (Akay 

1997, Yardımcı 2006). M. bovis çevre şartlarında özellikle de, ışık görmeyen, nemli 

ortamlarda, 12-24 °C’de 4-8 hafta boyunca %80 oranında canlı kalabilmekte, enfekte 

işletmelerde toprak ve çevreden izole edilebilmektedir (Menzies ve Neill 2000). 

 Son yıllarda, BACTEC gibi etkenin çok kısa sürede izolasyon, identifikasyon 

ve antibiyotik duyarlılık testlerinin yapılabildiği, radyometrik ve fluorometrik 

besiyeri sistemleri hastanelerde ve bazı veteriner laboratuarlarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. BACTEC ile kültürde materyal, C14 ile işaretlenmiş palmitik asit 

içeren besiyerine ekilerek, etkenin üremesi sırasında yağ asitini metabolize ederek 

oluşturduğu, 14CO2 miktarının radyometrik yöntemle ölçülmesiyle sonuca 

gidilmektedir (Koneman 2006).  BACTEC sistemi ile insanlarda mikobakterilerin 
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izolasyonu, identifikasyonu ve ilaç duyarlılıkları diğer konvansiyonel yöntemlere 

göre iki-üç hafta daha erken yapılabilmekte ve kısa sürede uygun ve etkili tedaviye 

başlanabilmektedir (İşitez ve ark 2004). 

1. 4. Epidemiyoloji  

 Ülkemizde, 2008 yılında 37 il, 418 işletmede PPD deri testi ile test edilen 

6169 sığırdan 2458’inde sığır tüberkülozu pozitif olarak belirlenmiştir (OIE 2009). 

 OIE 2009’a göre Konya’da 2008 yılında bildirim yapılan 2 işletmede 72 

sığırda, Çorum’da bildirim yapılan 19 işletmede 627 sığırdan 116’sında PPD deri 

testi pozitif sonuç bildirilmiştir. 

 OIE 2009 verilerine göre, 2008 yılında sığır tüberkülozu İngiltere’de hiç 

bildirilmemiştir. Avusturalya, Avusturya, İzlanda, Danimarka, İsveç, İsviçre, Norveç, 

Finlandiya, Lüksemburg, Slovenya, Litvanya, Estonya, Çek Cumhuriyeti, Kanada, 

Singapur, Jameika, Japonya, İngiltere, Yeni Zelanda, Meksika, Güney Amerika ve 

İsrail sığır tüberkülozundan aridir (Anonymous 2009).  

 Ülkemizde, sığırlarda Avian tuberculosis ile ilgili en yakın tarihli kayıtlar 

2005 yılına aittir ve bu dönemde Türkiye’de bildirim yapılmamıştır (OIE 2009). 

 Dünyada, 2006’yılında 14,4 milyon insanda tüberküloz vakası bildirmiştir. 

Bunun 9,2 milyonu yeni vaka, 4,1 milyonu balgam sürme froti pozitif, 700 bini HIV 

pozitif, 500 bini antibiyotik dirençli vakadır. Vakaların %55’i Asya, %31’i Afrika, 

%6’sı Doğu Akdeniz, %5’i Avrupa, %3’ü Amerika’da tespit edilmiştir. 1,5 milyon 

insanda tüberküloz nedeni ile ölüm görülmüştür. WHO (World Health Organization, 

Dünya Sağlık Örgütü), 2007 yılında Türkiye’ninde içinde bulunduğu Avrupa’da 

tüberküloz mücadelesi için 319 milyon dolar finanse etmiştir ve bu miktar WHO 

tarafından tüm dünyada tüberküloz mücadelesi için kullanılan paranın %13’ünü 

oluşturmaktadır (WHO 2008).  

 Türkiye’de, 2007 yılında insanlarda tüberküloz oranı, yüz binde 29, ölüm 

oranı yüz binde 5 olarak bildirilmiştir (WHO 2009). Ülkemizde insanlarda 

tüberküloz kontrol programı ilk kez 1950 yılında başlamıştır. Son 15 yıllık verilere 
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göre programın enfeksiyonu ortadan kaldıramadığı sadece sınırlayabildiği 

bildirilmektedir (http://www.euro.who.int/tuberculosis/TBForum/20070703_2). 

http://www.euro.who.int/tuberculosis/TBForum/20070703_2�


10 

 

1. 5. Epizootiyoloji 

 Enfekte sığırlar solunum sekresyonları, süt, dışkı, idrar, vaginal sekresyonlar 

ve sperma ile etkeni saçmaktadırlar. Sığırlarda tüberküloz basilini içeren 

damlacıkların solunum yolu ile alınması bulaşmada en önemli rolü oynamaktadır 

(Chambers ve ark 2001b). Genellikle büyük damlacıklar, solunum sistemindeki 

mukosilier hareket ve salgılar aracılığı ile etkin bir şekilde elimine edilmektedir 

(Neill ve ark 2001, Thoen ve ark 2006). Tüberküloz enfeksiyonunun başlayabilmesi 

için enfektif mikobakteriumları içeren küçük damlacıkların (~1-2 mm) alveoler 

yüzeylere ulaşması gerekmektedir. Sindirim yolu ile bulaşmalar buzağılar dışında 

önemsizdir. Deri yolu ile, genital ve kongenital bulaşmalar olabilmektedir. 

Sığırlardan kedi ve köpeklere deriden bit ve pireler aracılığı ile bulaşmalar 

bildirilmiştir (Menzies ve Neill 2000, Cousins 2001). 

M. bovis’in insanlara bulaşmasındaki en önemli yol, enfekte süt ve süt 

ürünlerinin, hayvan etlerinin, enfekte süt, idrar ve gaita ile bulaşık su ve gıdaların 

tüketilmesi sonucu sindirim yolu ile olmaktadır (OIE 2008 b). Enfekte materyaller ile 

temas sonucu deri yolu ile, enfekte hayvanlar ile yakın temasta bulunan insanlarda 

solunum yolu ile bulaşmalar olabilmektedir (Angela 2006). Sığır tüberkülozu 

eradikasyon programının uygulanmadığı ülkelerde, enfekte sütlerin tüketilmesi 

sonucu özellikle çocuklarda enfeksiyona sıklıkla rastlanmaktadır. M. bovis’in 

insandan insana bulaşması immün sistemi baskılanmış (özellikle AIDS) insanlar 

dışında nadir görülmektedir (Grange 2001, Fritsche ve ark 2004, Thoen ve ark 2006).  

 Tüberküloz basiline maruz kalan bir canlıda enfeksiyonun başlayabilmesi üç 

önemli faktöre bağlıdır. Bunlar; enfektif bakterinin dozu, konakçıdaki doğal 

bağışıklığın gücü ve bakterinin virülensidir (Neill ve ark 2001, Thoen ve ark 2006). 

Bu üç mekanizmanın ortaklaşa etkisi sonucu, alveoller makrofajlar tarafından 

fagosite edilen tüberküloz basilleri öldürülür ise enfeksiyon meydana gelmemektedir. 

Fakat fagosite edilen etken makrofajlarda ürer ve makrofajları inaktive eder ise 

enfeksiyon başlamaktadır (Manabe 2000, Raja 2004).  

 Diğer solunum sistemi enfeksiyonlarının aksine sığır tüberkülozunda enfektif 

doz tam olarak bilinmemektedir (Palmer ve ark 2006). Deneysel olarak 1-3 virülent 

etken içeren tek bir damlacık ile enfekte edilen duyarlı tavşan ve kobaylarda 
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enfeksiyon şekillenmiş, ancak bu durumun insanlarda ve diğer hayvanlarda benzer 

olup olmadığı bilinmemektedir (Reichman 2000). Üst solunum yollarındaki 

mukosilier bariyerden geçerek alveoller boşluklara ulaşabilen etken burada hücresel 

dejenerasyona veya nekroza neden olurlar (primer effekt). Burada bakteriler 

makrofajlarca fagosite edilerek veya bağımsız olarak bu organlardaki lenf 

yumrularına giderek tüberkellerin oluşmasına neden olurlar (primer complex). Primer 

kompleks genellikle canlının ilk infeksiyonunda görülür. Canlının yaşına ve 

direncine bağlı olarak bu lezyonlar iyileşebileceği veya lokalize kalabileceği gibi 

(tam olmayan primer complex), direncin zayıfladığı durumlarda lokalize olduğu 

odaklarda yeniden üremeye başlayarak kan yoluyla diğer organ ve dokulara 

yayılabilmektedir. Bu organlarda çok sayıda küçük tüberkellerin (milier tuberculosis) 

oluşmasına neden olur (Bilgehan 1990, Akay 1997, Palmer ve ark 1999a). 

Vücutlarında primer kompleks bulunan bireyler yeniden mikroorganizma ile enfekte 

olabilirler ve kronik organ tüberkülozu şekillenebilir. Vücut direnci zayıf bireylerde 

şekillenebilen bu tip generalizasyonlarda (geç generalizasyon) hastalık çabuk 

gelişerek bireyin ölümüne neden olabilmektedir (Bilgehan 1990, Akay 1997, Oğuz 

2004, Öztürk 2003). 

 Sığır tüberkülozunda lezyonlar çoğunlukla baş ve göğüs bölgesindeki lenf 

düğümlerinde gözlenmektedir. Akciğer, karaciğer, dalak, barsak gibi organlarda ve 

mezenteriyel lenf düğümlerinde de lezyonlar görülebilmektedir (OIE 2008 b).  

1. 6. Bağışıklık 

 Konağın tüberküloza karşı yanıtında hem doğal hem de kazanılan immünite 

rol oynamaktadır (Raja 2004). 

1. 6. 1. Tüberkülozda Doğal İmmünite 

 Akciğer alveollerine ulaşan tüberküloz basilleri doğal savunma yolları ile yok 

edilebilir veya çoğalarak enfeksiyona yol açabilir. Konağın doğal savunmasında; üst 

solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz, fagositik hücrelerin reaktif nitrojen ve 

oksijen ürünleri, yangı hücreleri ve salgıladıkları sitokinler, alveoler makrofajların 

kimyasal yapısını değiştirmesi, apoptozis, genetik faktörler, solunum sisteminin 

mikrobiyal florası rol almaktadır (Bilgehan 1999, Özbal 2006).  



12 

 

1. 6. 1. 1. Üst Solunum Yolunun Fiziksel Engeli 

 Lizozim, laktoferrin gibi antibakteriyel sekresyon içeren üst solunum yolunun 

silia epitelleri basil bulunan büyük molekülleri tutarak doğal savunmaya katkıda 

bulunur (Diker 1998, Bilgehan 1999, Özbal 2006). Üst solunum sisteminin hava 

yolları, ince rulo tarzındaki turbinatlardan oluşmaktadır ve bunlar havanın geçişi 

sırasında bir turbulans oluşturur. Hava turbulansı mikroorganizmaları ve yabancı 

partikülleri mukozal duvarlara doğru iterek mukusa yapışmasını sağlamaktadır. 

Solunum sistemi mukozasındaki Goblet hücrelerinden salgılanan Ig A yapısındaki 

antikorlar direkt antimikrobiayal etki göstermektedir (Diker 1998).  

1. 6. 1. 2. Fagositoz 

 Üst solunum yollarının fiziksel bariyerini aşarak alveollere ulaşan 

mikobakteriler fagositoz yetenekli alveoler makrofajlar tarafından karşılanır. 

Dendritik hücreler ve monositlerde büyük ölçüde fagositoza katılır (Thoen ve ark 

2006). Endositozis yolu ile hücre içine alınan etken fagozom vakuolü içine yerleşir. 

Fagozom ve lizozom birleşerek fagolizozom oluşur (Feng ve ark 2001). Fagolizozom 

içerisindeki basiller ortam pH’sının değişmesi düşmesi, lizozomal proteolitik 

enzimlerin etkisi, fagositik hücrelerde reaktif oksijen (H2O2) ve nitrojen (NO) ara 

ürünlerinin üretilmesi ile yok edilirler (Smith 2003a). Fagosite edilen mikobakteri 

antijenleri tarafından uyarılan makrofajlardan IL-1, IL-6, IL-12, IFN-γ, TNF-α 

(tümör nekroz faktör) gibi sitokinler salgılanır (Duarte ve ark 2005). IFN-γ fagositoz 

hızını artırır. IL-6 hepatositleri etkileyerek mannoz bağlayan protein, fibrinojen, C-

reaktif protein, serum amiloid protein gibi akut faz proteinleri sentezlenir. C-reaktif 

protein; bakteri membranında bulunan fosforikoline, mannoz bağlayan protein, 

bakteri membranında bulunan mannoza bağlanarak bakteriyi opsonize ve 

komplemanı aktive ederler (Bilgehan 1999, Palmer ve ark 1999b, Chambers ve ark 

2001, Özbal 2006).  

 Mikobakteri fagositozunda hücre duvarında bulunan lipitlerin önemi 

büyüktür. Lipoarabinomannan (LAM), sulfolipitler, glikolipitler, 19 kDa lipoprotein 

bunlardan bazılarıdır (Smith 2003a). ManLAM (arabinan terminaline mannoz bağlı), 

AraLAM (arabinan terminalinde mannoz olmayan) ve fosfo-myo-inositol bağlı LAM 

olmak üzere üç tip LAM vardır. ManLAM virülent mikobakteri türlerinde bulunur ve 
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makrofaj yanıtını inhibe ederek basilin hücre içinde yaşamasını sağlar (Hamasur ve 

ark 2001, Yardımcı 2006, Thoen ve ark 2006). 

 Mikobakterium, virülens faktörlerine bağlı olarak makrofaj aktivitesi yetersiz 

kalırsa veya fagozom-lizozom birleşmesi bozulursa basiller sindirilmekten korunur 

ve hücre içinde çoğalır. Fagozom-lizozom birleşmesi halinde mikobakteriler, 

fagolizozomdaki düşük pH’nın nötralize edilmesi, basil duvarında bulunan yüksek 

molekül ağarlıklı lipitler nedeniyle düşük aktiviteli makarofajların lizozomal 

hidrolitik enzimlerine direnç geliştirmesi, reaktif oksijen ara ürünlerinin (H2O2) 

makrofaj aktive edici moleküllerin sentezinin önlenmesi, fagolizozomdan 

sitoplazmaya kaçma yolu ile fagolizozomun öldürücü etkisinden kurtulmaktadırlar. 

Kurtulan basiller, makrofaj içinde çoğalarak fagositleri parçalar veya latent olarak 

kalırlar. Parçalanan fagositlerden saçılan basiller, alveoler boşluklarda çoğalmaya 

başlar ve komşu lenf bezlerine, lenfo-hemotojen yolla tüm vücuda yayılarak 

ulaştıkları dokularda yeni enfeksiyon odakları oluştururlar (Cox 1999, Ludwiczak 

2002). Alveoler makrofajlar içindeki mikobakteriler, isocitrate lyase salgılayarak, 

bunun yardımı ile alternatif besin kaynağı olarak yağ asitlerini kullanmaya başlarlar. 

Bu şekilde aylarca, yıllarca makrofajlar içinde persiste olarak kalırlar (Smith 2003b). 

Apoptozis, mikobakterium ile enfekte alveoler makrofajlar ve diğer hücrelerde 

bakteri üremesinin sınırlandırılmasında ve enfeksiyonun yayılımının önlenmesinde 

etkin bir mekanizmadır. Aktive olan makrofajlardan ve dendritik hücrelerden salınan 

TNF-α aracılı bir mekanizma ile programlı ölüm gerçekleşmektedir. Virülent 

mikobakteriumlar enfekte alveoler makrofajların apoptozisinden 

kurtulabilmektedirler (Keane 2000). 

1. 6. 2. Tüberkülozda Kazanılan İmmünite 

 Alveoler makrofaj ve dentritik hücrelerde çoğalan mikobakteriumlara karşı 

oluşan hücresel immün yanıtla enfeksiyon kontrol altına alınabilir veya az sayıda 

basil metabolizmalarını durdurarak latent halde kalabilir. Bu basiller, primer 

enfeksiyondan yıllar sonra çoğalarak sekonder tüberküloza neden olabilirler (Manabe 

2000).  

 Alveoler makrofajlara mikobakteriumların yerleşmesinden birkaç hafta sonra, 

basil antijenleri, enfekte hücreler tarafından bölgesel lenf bezlerine taşınırlar. 



14 

 

Mikobakteriumlar ile enfekte makrofaj ve dentritik hücreler mikobakterilerin 

çoğaldığı odağa fagositler ile T lenfositlerin göçünü ve granülomların oluşumunu 

sağlayan sitokin ve kemokinler üreterek özgül yangısal bir yanıt geliştirirler. Konak, 

ilk enfeksiyondan sonra basil duvarında bulunan lipit tüberküloproteinler tarafından 

uyarılan özgül hücresel immün yanıt (hücresel immünite ve gecikmiş tip aşırı 

duyarlılık reaksiyonu) kazanır (Kobayashi ve ark 2001). 

 Kazanılan immünite, tüberküloz basillerinin eski veya yeni bir enfeksiyon 

odağında lokalize kalmasını sağlar. Mikobakteriumlar ile enfekte makrofajlardan, 

immün koruyucu (TNF-α, IL-12) ve NK (doğal katil) hücreleri aktive edici (IL-2, 

TNF-α) sitokinler salınmaktadır. TNF-α ile IL-12, CD4+TH (CD4 yardımcı T 

lenfosit) lenfositleri Th1 fenotipe farklılaştırır. Th1 lenfositleri IL-2, TNF-α ve IFN-γ 

salgılar. IFN-γ; makrofaj aktivatörü olup fagositoz hızını ve makrofajlardan IL-12 ile 

TNF-α sentezini artırmaktadır. IL-2 ve TNF-α, NK ve CD8+Tc (CD8 sitotoksik T 

lenfosit) lenfositleri aktive eder. Aktive olan makrofajlar basilleri sindirirken, NK ve 

CD8+Tc lenfositleri hücre içi patojeni ile birlikte enfekte makrofajları öldürerek 

basil sayısını azaltır (Hope ve ark 2000, Fulton ve ark 2000, Feng ve ark 2001). 

Makrofajlar veya dendritik hücreler tarafından CD4+TH veya CD8+Tc lenfositlerine 

mikobakteriyel antijenler sunulduktan sonra, hücresel immünite ile birlikte 

tüberkülin testiyle belirlenebilen tüberkülin tipi gecikmiş tip aşırı duyarlılık 

reaksiyonu da gelişir. Gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonuna bağlı olarak 

granülom ve kazeöz nekroz oluşur (Palmer ve ark 1999a, Flynn 2001). 

1. 6. 3. Gecikmiş Tip Aşırı Duyarlılık Reaksiyonu 

 Gecikmiş tip aşırı duyarlılık, konağın antijenlere karşı oluşturduğu yangısal 

bir yanıt olup, yavaş meydana gelmekte ve uzun süre devam etmektedir. Lokal 

makrofajlar patojene ait antijenik peptitleri MHC-II molekülleri üzerinden Th1 

lenfositlerine sunarlar. Antijene özgül olarak aktive olan CD4+Th1 lenfositleri 

tarafından, ölü veya canlı aynı antijenle tekrar karşılaştığı zaman, INF-γ, TNF-α, 

GM-CS F (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) gibi yangı 

mediatörleri salınır. GM-CS F makrofajların kemotaksisini, INF-γ makrofajlarin 

aktivasyonunu, TNF-α enfekte makrofajların ölümünü sağlamaktadır. Bu 

mediatörlerin salınmasıyla gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonu oluşmakta, olay 
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ilerledikçe granülomatöz tip reaksiyon gelişmektedir. Pasif olarak aktarılamayan bir 

reaksiyon olan gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonu, hücresel immün yanıtı takip 

etmektedir (Diker 1998). 

 PPD (pürifiye protein derivatı) reaksiyonu, tipik bir gecikmiş tip aşırı 

duyarlılık reaksiyonudur (Whelan ve ark 2003). Lenfositlerin aktivasyonuyla salınan 

lenfokin ve kemotaktik faktörlerin etkisiyle yangı hücrelerin toplanmasına neden olur 

ve bunun sonucunda doku hasarı ve nekroz gelişir (Vordermeler 1995). Gecikmiş tip 

aşırı duyarlılıktan, 10 kDa’luk küçük proteinlerin karışımı olan tüberkülinden başka, 

CD1 molekülleri üzerinden T lenfositlerine sunulan lipoarabinomannan ve glikolipit 

(kord faktörü) gibi antijenler de sorumludur (Özbal 2006, Thoen ve ark 2006).  

 Tüberkülozda gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonu, konağın doku hasarı 

yapan bir yanıtı olup, hem kazeöz nekroz hem de erime ve kavite oluşumuna neden 

olur (Palmer ve ark 1999a, Duarte ve ark 2005). Tüberkülozda gözlenen akciğer 

hasarı (kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyon), konağın gecikmiş tip aşırı 

duyarlılık yanıtıyla ortaya çıkmaktadır (Flynn 2001). Konakta oluşan hücresel 

immünite ve gecikmiş tip aşırı duyarlılık yanıtları, tüberküloz basillerinin 

çoğalmasını eşit düzeylerde baskılar. Bunu hücresel immün yanıt; fagosite ettikleri 

basilleri öldürmeleri için makrofajları aktive ederek, gecikmiş tip aşırı duyarlılık ise 

basil içeren aktive olmamış makrofajları ve komşu dokuları harap edip basillerin 

üremesi için uygun hücre içi ortamı ortadan kaldırarak sağlar. Gecikmiş tip aşırı 

duyarlılık tarafından oluşturulan yerel nekroz, hücresel immünitenin yerel makrofaj 

aktivasyonu sağlaması için konağa zaman kazandırır. Gecikmiş tip aşırı duyarlılık 

reaksiyonu sırasında oluşturulan nekrotik bölgeden sızan basiller, yerel makrofajlar 

tarafından tutulurlar. Yerel makrofajlar aktive olmuş ise fagosite ettikleri basilleri 

inaktive ederler, aktive edilmemiş ise içlerinde basiller tekrar çoğalmaya başlayacak 

ve çoğalmayı önlemek için gecikmiş tip aşırı duyarlılık yanıt tekrarlanarak kazeöz 

nekroz alanları genişleyecektir. Tüberkülozda doku nekrozu ve kavern oluşması geç 

tip aşırı duyarlılıkla ilgilidir (Kobayashi ve ark 2001, Özbal 2006). 
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1. 6. 4. Granülom Oluşumu 

 Konakta, enfeksiyonun başlamasından 2-6 hafta sonra hücresel immün yanıt 

ve lezyon bölgesinde aktif alveoller makrofajlar ile lenfositler (CD4+Th ve CD8 

+Tc) toplanarak granülom oluşur. Granülom oluşumunda, mikobakterium lipitlerinin 

uyarımı ile enfekte makrofajlar tarafından salınan kemokinlerin (IL-8, MCP-1) rolü 

vardır (Raja 2004, Duarte ve ark 2005). Granülom oluşumu ile alveoller makrofajlar 

tarafından fagosite edilen ve elimine edilemeyen mikobakterilerin çoğalması ve 

enfeksiyonun ilerlemesi durdurulur. Tüberküloz enfeksiyonuna karşı gelişen bu 

konakçı yanıtı, basilin başlangıçta çoğalmasını ve yayılmasını sınırlar. Konağın bu 

etkinliğinin başarısı basilin virulens faktörlerine ve sayısına göre değişmektedir. 

Granülom içinde uzun süre canlı kalabilen basiller, hücresel immün yanıt 

baskılandığı zaman aktive olmaktadır. Granülom kazeöz nekroz ile sonuçlanmaktadır 

(Palmer ve ark 1999a, Duarte ve ark 2005, Özbal 2006, Thoen ve ark 2006). 

 IFN-γ, makrofajlarda mikobakterilerin öldürülmesinde en etkili sitokindir. 

IFN-γ seviyesi hücresel immüniteye bağlı olarak hızla yükselmektedir (Hope ve ark 

2000). Dolayısıyla koruyucu immünitede rol oynayan antijenlerin saptanmasında bir 

değer olarak bu sitokinin artan düzeylerinden yararlanılabilmektedir (Pollock ve ark 

1997). 

1. 7. Aşılama 

 M. bovis BCG; M. tuberculosis ve M. bovis enfeksiyonlarından korunmak 

amacı ile aşı olarak, diğer enfeksiyöz hastalıklara karşı aşı geliştirme çalışmalarında 

rekombinant taşıyıcı ve kanser immünoterapisinde kullanılmaktadır (Brosman 1992, 

Meyer ve ark 2002). 

 BCG, 1908’den 1921’e uzanan uzun bir geçmişe sahiptir. Sığır sütünden izole 

edilen virülent M. bovis suşları 15 günde bir patatesli safralı Sauton Medium’da 

pasajlanarak attenüe edilmiştir. Suşun attenüe olduğu belirlendiğinde; patatesli-

safralı Sauton buyyon, patatesli Sauton Buyyon, patatesli-gliserinli-sığır etli buyyon 

da pasaja devam edilmiştir. Patatesli-safralı ve patatesli-safralı-sığır etli buyyon 

pasajları 1932 yılında terk edilmiştir (Talbot ve ark 1997). 
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 Günümüzde insan ve hayvanlarda tüberküloz enfeksiyonundan korunmak 

amacıyla kullanılan tek aşı BCG aşısıdır. BCG’nin oluşturduğu bağışıklık ve 

enfeksiyondan koruma gücü değişken ve net değildir. Bu yüzden yeni aşı 

geliştirilmesi ihtiyacı doğmaktadır (Buddle ve ark 1999, Gupta ve Katoch 2009). 

 İnsan ve hayvanlarda uygulanan BCG aşısı, tüberküloz enfeksiyonunun 

teşhisinde kullanılan PPD deri testine karşı canlıyı duyarlı hale getirmektedir. Yeni 

aşı geliştirmesi üzerine yapılan çalışmalarda aşının verdiği bağışıklık gücü kadar 

teşhis metotlarını etkilememesi üzerinde çalışılmaktadır (Brosman 1992, Buddle ve 

ark 1999). Son yıllarda, enfektif M. bovis’te bulunan, çevresel mikobakteriumlar ve     

M. bovis BCG’de silinmiş olan RD1 geni tarafından kodlanan ESAT–6 ve CFP–10 

antijenleri teşhiste kullanılarak aşılı ve aşısız hayvanlar ayırt edilebilmektedir (Dillon 

ve ark 2000, Van Pinxteren ve ark 2000, Vordermier ve ark 2001, Vordermeir ve ark 

2002, Mustafa ve ark 2006). BCG aşısına alternatif olarak DNA, subunit protein, 

attenüe M. bovis, ölü non tüberküloz mikobakteri, mutant BCG, viral vektör aşıları 

ve bunların BCG ile kombinasyonları hayvan ve insanlarda denenmektedir (Talbot 

ve ark 1997, Mustafa ve ark 2006). Haile (2005), enfektif M. tuberculosis’ten izole 

edilen, Lipoarabinomannan ile hazırladığı ve burun yolu ile aşıladığı farelerde, canlı 

BCG aşısı kadar koruma sağlandığını göstermiştir 

 Sığırlar ve kobaylar için virülent olmayan, kimyasal mutasyon ile attenüe 

edilmiş M. bovis suşu hayvanlarda hücresel bağışıklığı yeterince uyarabilmiş ve BCG 

aşılamasında koruma sağlamayan challenge denemelerinde koruma sağlayabilmiştir. 

Ancak suşun zararsızlığı yönündeki çalışmalar yeterli olmadığı için henüz 

kullanılmamaktadır. Özellikle BCG ile kombine edilen viral vektör aşılarından 

olumlu sonuçlar alınmaktadır (Vordermeier ve ark 2006, Hope ve ark 2008). 

 BCG aşısı insanlarda doğumdan sonraki 2-3. ayda 0,01 mg dozunda deri içi 

uygulanmakta, 5-15 yıl süre ile %50-60 oranında tüberküloz enfeksiyonuna karşı 

koruma sağlamaktadır. Aşı etkenin bulaşmasını, özellikle de akciğer tüberkülozunu 

önleyememekte enfeksiyonun daha ılımlı ve sınırlı seyretmesini sağlamaktadır. 

Özellikle çocuklarda tüberküloz menenjitini önlemesi yönü ile oldukça önemlidir. 

Yetişkinlerde sağladığı yarar çok net değildir. Aşının bağışıklık oluşturması 6-12 

hafta alabilmektedir. Aşı PPD deri testi (Montoux test) negatif sonuç veren bireylere 
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uygulanmaktadır (Colditz ve ark. 1994). BCG immün yetmezlik bulunan insanlarda 

enfeksiyona yol açabilmektedir (Niemann ve ark 2000). 

 Yeni doğanlarda immün sistem, yaşamlarının ilk haftalarında çevresel 

mikobakteriumlar ile kolaylıkla duyarlı hale getirilebilmekte ve bu durum BCG 

aşısının etkinliğini azaltmaktadır (Palmer ve Long 1966, Edwards ve ark 1982, 

Marchant ve ark 1999, Hussey ve ark 2002, Haile 2005). Black ve ark (2001), PPD 

pozitif bireylerde yapılan BCG aşılamasında, PPD negatif bireylere göre daha düşük 

oranda BCG spesifik IFN-γ üretimi şekillendiğini ortaya koymuşlardır. Buddle ve 

ark (2002), PPD pozitif buzağılarda, BCG aşılaması sonrası, enfektif M. bovis ile 

challenge denemelerinde, PPD negatiflere göre korumanın daha düşük olduğunu 

bildirmişlerdir. Yeni doğanlarda, BCG aşılaması sonrası şekillenen Th1 hücreleri, 

Th2 hücrelere göre mikobakteriumlara karşı korumada daha etkin koruma 

sağlamaktadır (Fine 1995, Black ve ark 2001, Hanekom 2005, Gebreyohannes 2007).  

 BCG aşılamasında kullanılan dozun, şekillenen bağışıklığın tipini belirlemede 

oldukça önemli bir faktör olduğu belirlenmiştir. Düşük doz aşılama Th1 yardımcı                 

T-lenfositlerin rol aldığı hücresel bağışıklığı uyarırken, humoral bağışıklığı çok 

düşük düzeyde uyarabilmektedir. Yüksek doz aşılamada Th1 ve Th2 hücrelerin rol 

aldığı ancak Th2 hücrelerin daha baskın olduğu, hücresel bağışıklık ile birlikte düşük 

doz aşılamaya göre daha yüksek oranda humoral bağışıklığın şekillendiği ortaya 

konmuştur (Lowry ve ark 1998, Gebreyohannes 2007, Willem ve ark 2007). Yüksek 

doz ve düşük doz BCG aşılamaları sonrası IFN-γ düzeylerinde istatistiksel olarak 

fark belirlenemez iken, IL-4 düzeyinin yüksek doz aşılamada belirgin şekilde yüksek 

olduğu belirlenmiştir (Gebreyohannes 2007). BCG oral ve deri içi 

uygulanabilmektedir, ancak özellikle yüksek doz oral uygulamalar sonrası servikal 

ve farengeal lenf düğümlerinde reaksiyonlara neden olduğu için kullanımı terk 

edilmiştir (Lotte ve ark 1984).  
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1. 8. Teşhis 

 İnsan ve hayvanlardaki tüberkülozun çevreye bulaşmasının önlenmesinde ve 

kontrol altına alınmasında erken teşhis önemli bir yer tutmaktadır (Kulshrestha 2005, 

Raqib ve ark 2003). Bu amaçla direkt mikroskobi, kültür, histopatoloji, in vivo 

(tüberkülin deri testi), in vitro (IFN-γ testi, lenfosit proliferasyon testi) hücresel 

bağışıklığın ölçüm testleri, antikor cevabı ölçen serolojik testler (Floresan Antikor, 

ELISA, Radioimmunasasy, Dot-Blot, Komplement Fikzasyon ve moleküler metotlar 

(PCR, DNA fingerprinting, DNA probları, oligotyping) kullanılabilmektedir (Rua 

Domanech ve ark 2006).  

 OIE’ye göre sığırlarda tüberküloz enfeksiyonunun antemortem teşhisinde 

tüberkülin deri testi, alternatif olarak gamma interferon testi, posmortem teşhisinde; 

bakteriyoskopi (Ziehl–Neelsen, Floresans boyama, İmmunperoksidaz), histopatolojik 

muayene, kültür ve moleküler metotlar önerilmektedir (OIE 2008c)    

 TKB, Sığır Bovine Tüberküloz Yönetmeliğine (2009) göre, bir sürüde ya da 

bölgede enfekte ve hasta hayvanların maksimum sayısını tespit edebilmek amacı ile 

Bakanlık, sığır tüberkülozu için tüberkülin testine ek olarak Gamma-interferon  

(IFN-γ) testinin uygulanmasına izin verebilmektedir (Resmi Gazete 2009). 

1. 8. 1. Bakteriyoskopi ve Kültür. 

  Mikobakteriumların, Ziehl Neelsen boyama ile boyanmasının temeli, hücre 

duvarlarındaki mikolik asitin, karbol fuksin ile boyanması ve asit alkolle 

muameleden sonra boyalı kalması esasına dayanmaktadır (Manzano ve ark 2008). 

 Direkt mikroskobi ile asidorezistans bakterilerin görülmesi ile teşhis Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) tarafından da önerilen ve yaygın olarak kullanılan bir metot 

olmakla birlikte klinik örnekteki bakteri sayısının azlığı gibi nedenlere yanlış negatif 

sonuçlar alınabilmektedir (Hamasur ve ark 2001). Ziehl Neelsen boyama ile direkt 

bakteriyoskopi özellikle insanlarda pulmoner tüberkülozun teşhisinde kolay 

uygulanabilir ve ucuz olması sebebi ile referans metottur (Hamasur ve ark 2001, 

Sevakumar ve ark 2002, Manzano ve ark 2008). Boyamada mikobakteriyel 

etkenlerin görülebilmesi için klinik numunenin 1 ml’sinde en az 5000-10.000 bakteri 



20 

 

bulunması gerekmektedir, ayrıca farklı mikobakteri türlerinin ayrımı 

yapılamamaktadır (Mukherje ve ark 2002).  

 Tüberküloz enfeksiyonunun teşhisinde kültür altın standarttır (Kulshrestha 

2005, Raqib ve ark 2003, OIE 2008c). Ancak 4-6 hafta süre alması, Biyogüvenlik 

Seviyesi 3 (BSL 3) laboratuara ihtiyaç duyulması dezavantajıdır (Hamasur 2001). 

 Etkenin ilk izolasyonunda Lowenstein Jensen, Coletsos base, Stonebrinks 

gibi yumurta bazlı ya da Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11 gibi agar bazlı 

besiyerleri kullanılmaktadır. M. bovis, Lowenstein Jensen besiyerinde 3-6 haftada 

üreme göstermekte, üreme, besiyerlerinin makroskopik muayenesi ve Ziehl-Neelsen 

boyama ile belirlenmektedir. Karakteristik üreme süreci ve koloni morfolojisi         

M. bovis için ön tanı sağlarken diğer M. tuberculosis kompleks türlerinden ayırt 

edilmesi gerekmektedir (OIE 2008 c). 

 M. bovis katı besiyerlerinde, beyaz renkte, kuru, kabarık, kenarları düzensiz, 

granüllü, rough tipte, M. tuberculosis, 4-5 hafta sürede sarı, turuncu renkte kuru, 

kabarık, üzeri grintili, rough tipte, M. avium 2-3 hafta sürede, pigmentsiz, düz, 

smooth tipte, M. avium subsp. paratuberculosis, 8-10 hafta sürede pigmentsiz, rough 

tipte koloniler oluşturmaktadırlar (Hensyl 1994). 

1. 8. 2. Hücresel Bağışıklığın Ölçülmesi 

1. 8. 2. 1. PPD Tüberkülin Deri Testi 

 Tüberküloz enfeksiyonu sonucu oluşan geç ve hücresel tipteki bağışıklığı, 

aşırı duyarlılığı belirlemek için kullanılan bir testtir. Tüberküloz enfeksiyonu, 

mikobakteriyel antijenlere karşı konakçıda duyarlılık oluşumu ile sonuçlanır. 

Enfeksiyon sonucu ilk duyarlılaşma bölgesel lenf düğümlerinde gelişip kan 

dolaşımına giren duyarlı T-lenfositleri ile 6-9 hafta içinde oluşur. Bu lenfositlerin, 

deri içine tüberkülin enjeksiyonu ile tekrar uyarılması sonucu, aşırı duyarlılık 

reaksiyonu gelişir (Vordermeler 1995, Diker 1998, Bilgehan 1999, Whelan ve ark 

2003, Thoen ve ark 2006). PPD’nin deri içi enjeksiyonunu takiben antijen derideki 

dendritik hücreler (Langerhans hücreleri) tarafından alınarak bölgesel lenf 

düğümlerine taşınırlar. Lenf düğümlerindeki ve dolaşımdaki duyarlı Th1 hücreleri 
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antijeni tanır, aktive olur ve enjeksiyon bölgesinde toplanır. Bölgeye toplanan T-

lenfositleri IFN-γ, IL-2, IL-8, seratonin, lenfotaktin gibi maddeler salgılarlar. Bu 

sitokinler bölgeye bazofil ve makrofaj göçünü artırırlar. Tüm bu hücrelerden salınan 

sitokinler bölgeye daha fazla lenfosit göçüne neden olur. Meydana gelen tüm bu 

reaksiyonlar sonucu hücresel düzeyde yangı oluşur. Meydana gelen aşırı duyarlılık 

reaksiyonu sonucu enjeksiyon bölgesinde kızarıklık, ısı artışı ve şişkinlik meydana 

gelmektedir. Makrofajlar tarafından salınan serbest radikaller ve enzimler doku 

tahribinin en önemli nedenidir (Diker 1998, Bilgehan 1999, Erganiş ve 

İstanbulluoğlu 1999). 

 Tüberkülin deri testinde antijen olarak tüberküloz basillerinin proteinleri 

kullanılmaktadır. Old tüberkülin, HSCM (ısı ile konsantre edilmiş sentetik besiyeri) 

tüberkülin ve PPD tüberkülin olmak üzere üç tipi bulunmaktadır. Ancak günümüzde 

PPD tüberkülin kullanılmaktadır (Gemicioğlu 1999). Old tüberkülin ilk kez 1890 

yılında Robert Koch tarafından üretilmiştir. Koch, gliserinli et suyu besiyerinde 

ürettiği tüberküloz basillerinin 100 °C’de öldürülmesiyle old tüberkülini hazırlamış 

ve insanlarda aşı olarak kullanmayı denemiştir (Hueloner ve ark 1993, Rua-

Domanech ve ark 2006). 1907 yılında Von Piquet old tüberkülinin bağışıklıkta etkili 

olmadığını, tanıda kullanılabileceğini bildirmiştir. 1934 yılında Seibert ve Munday 

tüberküloz basillerinin kültür filtratlarını çökeltip düşük molekül ağırlıklı bir protein 

izole etmişler ve bunu amonyum sülfat ile çöktürerek PPD’yi elde etmişlerdir 

(Iseman 2001, Oğuz 2004). 

 Tüm PPD preparatları için standart tüberkülin PPD lot numarası 49608 veya 

PPD-S’dir. Tüm tüberkülin preparatlarının gücü “tüberkülin ünitesi (TÜ)” olarak 

ifade edilmiş ve 1TÜ=0.00002 mg PPD-S içeren birim olarak tanımlanmıştır (0.1 

ml’lik solusyonda 5-TÜ dozundaki 0.0001 mg PPD-S bulunmaktadır), (Hueloner ve 

ark 1993, Oğuz 2004). Sığırlarda tüberküloz teşhisinde kullanılan PPD, M. bovis 

AN5 suşundan, insanlarda, M. tuberculosis’den hazırlanmaktadır (OIE 2008b). 

Sığırlarda deri içi uygulanan Mamalian ve Avian PPD’nin dozu 2000 İU’den daha az 

olmamalıdır (OIE 2008 b, Resmi Gazete 2009). 

 Tüberkülin testi boynun yan orta kısmından (cervical fold skin test), ve 

kuyruk kökünden (caudal fold skin test) deri içi uygulanabilmektedir. Ancak 
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günümüzde kuyruk kökünden uygulama Amerika dışında kullanılmamaktadır (Rua-

Domenech ve ark 2006). 

 Avian ve Bovine PPD’nin uygulandığı karşılaştırmalı tüberkülin test ile, 

hayvanların M. bovis ile enfeksiyonunu ya da M. avium, M. avium subsp. 

paratüberkülozis ve çevresel mikobakteriumlar ile duyarlı hale getirildiğinin ayırımı 

yapılabilmektedir (Chalmers ve ark 1996, Rua-Domanech ve ark 2006).  

 Bovine tüberkülin deri içine enjekte edildiğinde canlı M. bovis ya da çapraz 

reaksiyon veren antijenler (Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium, çevresel 

mikobakteriumlar ile enfeksiyon, M. avium subsp. paratuberculosis ile enfeksiyon, 

M. bovis BCG ile aşılama) ile daha önceden duyarlı hale getirilmiş ise enjeksiyondan 

sonraki 48-72. saate şişlik, kızarıklık, ağrı gibi yangı belirtileri ortaya çıkmaktadır 

(Katial ve ark 2001, Vordermeir ve ark 2001, Dunn ve ark 2005, Rua-Domenech ve 

ark 2006). Bu gecikmiş tip aşırı duyarlılık reksiyonunun meydana gelebilmesi için 

reaksiyonu veren T hücrelerinin PPD enjeksiyonundan haftalar önce duyarlı hale 

gelmiş olması gerekmektedir (Pollock ve ark 2003). Enfekte sığırların PPD 

enjeksiyonuna cevap verebilmeleri için, enfeksiyon başalangıcından itibaren 6-9 

hafta süre geçmesi gerekmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). 

1. 8. 2. 2. Gamma İnterferon (IFN-γ) Testi 

 Tüberküloz enfeksiyonunda, insan ve hayvanlarda etkene karşı gelişen 

hücresel bağışıklığı in vitro ortaya koymak için kandaki IFN-γ düzeyi 

ölçülebilmektedir. Hayvanlar üzerinde yapılan deneysel çalışmalarda, tüberküloz 

enfeksiyonuna karşı bağışıklıkta hücre aracılı immün cevabın esas rol oynadığı ve bu 

cevapta CD4+ yardımcı T-lenfositleri ve bu hücrelerden salınan IFN-γ’nın 

korunmada önemli rol oynadığı, CD8+T hücrelerinin ise daha az rol aldığı 

gösterilmiştir (Pollock ve ark 1997).  

 IFN-γ testi, sığır tüberkülozunun teşhisi amacıyla 1980 yılında 

Avusturalya’da geliştirilen, hücresel bağışıklığın ölçüldüğü in vitro, kan temelli bir 

testtir (Wood ve ark 1991, Wood ve Rothel 1994).Testte, Bovine (B) ve Avian (A) 

PPD ya da diğer mikobakteriyel antijenler ile uyarılan tam kan ya da mononükleer 

hücre kültüründe, 16-24 saat süre içinde duyarlı lenfositlerden salınan interferon 
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gamma düzeyi, monoklonal anti-bovine IFN-γ antikorlar kullanılarak sandwich 

ELISA ile ölçülmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). Sığırlarda, M. bovis ile 

enfeksiyondan 1-4 hafta sonra, tam kan hücre kültüründeki T-lenfositleri PPD B ile 

uyarıldığında yüksek düzeyde IFN-γ salınımı şekillenmektedir. Deneysel olarak     

M. bovis ile enfekte edilen sığırlar, 14. günde IFN-γ testi ile teşhis edilebilmektedir 

(Buddle ve ark 1999). Bu süre PPD deri testinde 6-9 hafta olarak belirlenmiştir (Rua-

Domenech ve ark 2006). Canlı, M. avium ya da çevresel mikobakteriumlar ile duyarlı 

hale getirilmiş ise M. avium antijeni ile uyarılan kandaki IFN-γ düzeyi daha yüksek 

belirlenmektedir (Rothel ve ark 1992, Wood ve Rothel 1994).  

 IFN-γ testi; 2002 yılında OIE tarfından , PPD deri testi uygulanan sürülerde 

paralel test olarak kabul edilmiştir (OIE 2008c). Test pek çok ülkede PPD deri testi 

uygulanan tüberküloz prevalansınının düşük olduğu sürülerde, PPD negatif 

hayvanların tekrar test edilmesinde kullanılmaktadır (Buddle ve ark 2001).  

 Avusturalya, PPD deri testi ve reaktörlerin kesimi ile 1997 yılında 

tüberkülozdan ariliğini ilan etmiştir. Ancak bu durumda IFN-γ testin payı oldukça 

azdır ve testin yaygın kullanımı bulunmamaktadır (Cousins ve ark 1998). IFN-γ 

testinin geliştirilmesindeki temel amaç hayvanları PPD gibi mikobakteriyel antijenler 

ile duyarlı hale getirmeden PPD’ye göre daha yüksek sensitivite ve spesifite ile 

tüberküloz enfeksiyonunu teşhis edebilmektir (Rua-Domenech ve ark 2006). 

 Enfekte olmayan genç hayvanlarda (6 aydan küçük), mikobakteriyel 

antijenler ile uyarılan kandaki doğal katil hücrelerin (NK), IFN-γ salgılaması nedeni 

ile yanlış pozitiflik görülebilmektedir (Vordermeir ve ark 2001, Olsen ve ark 2005).  

 Sığırlarda tüberküloz teşhisinde kullanılan IFN-γ test kiti BOVIGAM, koyun 

ve keçilerde de kullanılabilmektedir. Ancak kitin diğer memeli ve insanlarda 

kullanımı yoktur. IFN-γ testi, 1994 yılında insanlarda M. tuberculosis ve M. avium 

enfeksiyonlarının teşhisinde kullanılmıştır, insan ve primatlarda IFN-γ ölçümü ile 

tüberküloz teşhisi için QUANTİFERON-TB (Cellestis, Australia) geliştirilmiştir 

(Van Pinxteren ve ark 2000, Katial ve ark 2001). 

 IFN-γ testinde duyarlılığı artırmak amacıyla antijen olarak PPD yerine         

M. bovis, M. tuberculosis ve M. africanum için spesifik antijen olan ESAT-6 (6 kDa 
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early secratory antigenic target) ve CFP-10 (10 kDa culture filtrate protein) 

kullanılabilmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). ESAT-6 ve CFP-10 sentezinden 

sorumlu gen bölgesi olan RD1, çevresel mikobakteriumlarda, M. avium subsp. 

avium, M. avium subsp. paratuberculosis ve M. bovis BCG’de silinmiştir.               

M. tuberculosis, M. bovis ve M. africanum enfeksiyonunda T-lenfositlerinden IFN-γ 

salınımına neden olan en önemli antijenin ESAT-6 ve CFP-10 olduğu belirlenmiştir 

(Pollock ve ark 1997). Waters ve ark (2004), deneysel olarak M. bovis, M. avium ve 

M. avium subsp. paratuberculosis ile enfekte edilen sığırlarda T-lenfositlerinden 

salınan IFN-γ düzeyinin, M. bovis ile enfekte edilen sığırlarda, belirgin seviyede 

yüksek olduğunu bildirmiştir. IFN-γ testinde, ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerinin 

kullanılması testin spesifitesini (%98) artırmıştır (Van Pinxteren ve ark 2000). 

Mustafa ve ark (1998), M. tuberculosis ile enfekte insanlarda, recombinant ESAT-6 

(rESAT-6), M. tuberculosis hücre duvarı antijenleri ve M. bovis BCG ile uyarılan 

periferal kan mononükleer hücre kültüründe γ -IFN seviyesini ölçmüş ve rESAT-6 ile 

uyarılan hücre kültüründeki IFN-γ seviyesinin diğer guruplardan yüksek olduğunu 

bildirmiştir. Buddle ve ark (2001), Van Pinxteren ve ark (2000) ile Vordermier ve 

ark (2001), tüberküloz teşhisinde, ESAT-6 ve CFP-10’un antijen olarak kullanıldığı  

IFN-γ testinin sensitivitesinin %76-93, spesifitesinin %92-100 olduğunu 

bildirmişlerdir. 

1. 8. 2. 3. Lenfosit Poliferasyon Testi 

 Tüberküloz enfekte hayvanların teşhisinde sensitivite ve spesifitesi yüksek 

olan bir testtir. Bu in-vitro hücresel bağışıklık ölçüm testinde, PPD Bovine ve PPD 

Avian antijenlerine lenfositlerin reaksiyonu karşılaştırılmaktadır. Test tam kanda ya 

da purifiye lenfositler ile gerçekleştirilmektedir. Bu testler hayvanların her an maruz 

kalabileceği çevresel mikobakteriumlardan kaynaklanan çapraz antijenlere 

lenfositlerin cevabını elimine ederek spesifiteyi artırmaktadır (OIE 2008 b). 

 Bu in vitro ölçüm tipi, periferal kan lenfositlerinin PPD B ve PPD A 

antijenlerine cevabın karşılaştırılması ile gerçekleştirilmektedir. Test tam kan ya da 

periferal kan örneklerinden saflaştırılan lenfositlerde yapılabilmektedir. Sonuçlar, 

PPD Bovine (B) cevap sonucunun, PPD Avian (A) cevap sonucundan çıkarılması ile 

analiz edilmektedir. B-A farkı belirlenen cut-off  değerinin üzerinde olmak 
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zorundadır. Sensitivite ve spesifiteyi artırmak için cut-off değeri 

değiştirilebilmektedir (OIE 2008 b). Lenfosit proliferasyon testinde de kan örnekleri 

alındıktan kısa süre sonra laboratuara ulaştırılmalıdır. Yabani ruminantlarda 

sensitivite ve spesifitesi ELISA testine göre oldukça yüksek olarak belirlenmiştir 

(OIE 2008 b). Uygun laboratuar ekipmanı, uzun inkübasyon periyodu ve radyoaktif 

nükleotidlerin kullanımını gerektirmesi, pahalı olması, laboratuarlar arası standardize 

edilememesi nedeni ile bilimsel çalışmalar dışında rutin kullanımı bulunmamaktadır 

(OIE 2008 b). 

1. 8. 3. Humoral Bağışıklığın Ölçülmesi 

 Tüberküloz enfeksiyonunun serolojik teşhisi amacı ile ilk kez 1898 yılında 

aglutinasyon testi kullanılmıştır (Daniel ve Debanne 1987). Bundan sonraki yıllarda 

komplement fikzasyon testi (CFT), pasif hemaglütinasyon, jel presipitasyon, 

immunelektroforez, immunfloresan gibi yöntemler tanımlanmış ancak sensitivite ve 

spesifite açısından yetersizlikle karşılaşılmıştır. Başta IgG olmak üzere IgM ve IgA 

tipi antikorların saptanması için ELISA 'nın yüksek derecede sensitivite ve 

spesifiteye sahip olduğunu ileri süren yayınlar bulunmasına rağmen, kullanılan 

antijenlere bağlı olarak değişiklik göstermektedir (Bengisun ve ark 1997).  

 Mikobakteriumlar, makrofajlar başta olmak üzere mononükleer hücreleri 

enfekte eden hücre içi bakterilerdir. Pek çok bakteriyel enfeksiyonun teşhisi humoral 

bağışıklığın ölçülmesi ile gerçekleştirilebilirken, tüberküloz enfeksiyonunuda temel 

immünolojik cevap T-hücreleri tarafından gerçekleştirilmektedir (Ritacco ve ark 

1991). Mikobakteriumlar ile enfekte canlılarda antikor cevap, bakteriyel yükün ve 

patolojik değişikliklerin arttığı enfeksiyonun geç döneminde artmaktadır (Neill ve 

ark 2001, Vordermier ve ark 2004). Bu yüzden tüberküloz enfeksiyonunda hücresel 

bağışıklığı ölçen antemortem testler enfeksiyonu, antikor temelli testlere göre daha 

erken dönemde ve yüksek sensitivite ve spesifite ile belirleyebilmektedir (Neill ve 

ark 2001). 

 Kan veya vücut sıvılarındaki antikor ya da antijenleri belirlemek için 

kullanılan serolojik testlerde yüksek doğruluk ile sonuç alabilmek için 

mikobakterium türleri için immünodominant olan antijenlerin kullanılması 

gerekmektedir (Kulshrestha 2005). Tüberkülozun, ELISA ile teşhisinde,                  
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M. tuberculosis ve M. bovis kültür filtratları, sonike ekstraktları, PPD, M. bovis 

BCG’den elde edilen A60 gibi antijenler kullanılmıştır. Ancak bu antijenlerin 

spesifiteleri çevresel mikobakteriumlar ve diğer asidorezistans bakteriler ile çapraz 

reaksiyonlar nedeni ile düşük kalmıştır (Julian ve ark 2001). Rekombinant 

proteinlerin spesifiteleri kısmen yüksek olarak belirlenirken sensitivitileri düşük 

bulunmuştur (Bothamley 1995). İnsanlarda, özellikle  pulmoner ve ekstra pulmoner 

vücut sıvılarında mikobakteriyel antijenlerin belirlenmesine yönelik hazırlanan 

ELISA testlerinde sensitivite ve spesifitenin yüksek olduğu bildirilmiştir (Leite 1990, 

Srivastava ve ark 1998).  

 Ritacco ve ark (1987), sığır tüberkülozunun teşhisinde ELISA metodunun 

sensitivite ve spesivitesinin yüksek olduğunu belirtmelerine rağmen yaptıkları başka 

bir çalışmada (Ritacco ve ark 1990), sensitiviteyi düşük ve spesifiteyi yüksek olarak 

bildirmişlerdir. PPD tüberkülin uygulanan enfekte sığırlarda, enjeksiyondan sonraki 

15-20 gün içinde mikobakteriumlara karşı şekillenen antikorlarda sağlıklı hayvanlara 

göre belirgin şekilde artış olmakta ve bu anamnestik cevabın ölçüldüğü ELISA 

testlerinde sensitivite ve spesifite klasik ELISA testlerine göre daha yüksek 

olmaktadır (Harboe ve ark 1990). Gutierrez ve ark (1998), Bovine PPD kaplı ELISA 

pleytleri ile 76 adet keçide, antikor cevabı ölçmüşler ve standart ELISA 

sensitivitesini %54,9, spesifitesini %88, anamnestik ELISA sensitivitesini %88.6, 

spesifitesini %95,8 olarak belirlemişlerdir. Lilenbaum ve ark (1999), sığır 

tüberkülozunun teşhisinde ELISA testinin tek başına uygun olmadığını 

bildirmişlerdir.  

 Mikobakterium enfeksiyonlarının serolojik teşhisi ucuz ve basit olmak ile 

birlikte, düşük sensitivite ve spesifiteleri nedeniyle deri testine ve IFN-γ testine 

alternatif olamamaktadır (Vordermier ve ark 2001). Ancak, deri testi ve IFN-γ testi 

negatif sonuç veren anerjik sığırların teşhisi serolojik testler ile mümkün 

olabilmektedir (Plackett ve ark 1989, Yearsley ve ark 1998).  

 Sığır tüberkülozunun teşhisinde ELISA metodunun, işletmelerin bir kez 

ziyaret edilmesi, kan örneklerinin pek çok hastalığın teşhisi için toplanabilecek 

olması ve serum örneklerinin dondurularak uzun süreler saklanabilmesi, hayvanlara 

her hangi bir ajan enjekte edilmediği için immün sistemin etkilenmemesi ve testin 
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tekrar tekrar uygulanabilmesi, ucuz ve basit olması gibi avantajları bulunmaktadır 

(Lilenbaum ve ark 1999). 

1. 8. 4. Moleküler Metotlar 

 Tüberküloz teşhisinde kullanılan moleküler teknikler (PZR, PZR-REA 

[restriction endonuclease analysis], RFLP [restriction fragment length 

polymorphism], oligotyping, spoligotyping, DNA probe), etkenin inkübasyon 

süresinin uzun olması nedeni ile kısa sürede sonuç verebilmeleri açısından büyük 

yarar sağlamıştır. Ancak bu tekniklerin pahalı ve karmaşık oluşu eğitilmiş personele 

ihtiyaç göstermesi dezavantajını oluşturmaktadır. Moleküler metotlar, tüberkülozun 

özellikle klinik örneklerden kısa sürede teşhisi amacı ile yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Raqib ve ark 2003). 

 PZR pek çok hastalığın, özellikle de yavaş üreyen patojenlerin yol açtığı 

enfeksiyonların hızlı teşhisinde oldukça büyük yarar sağlamaktadır (Liebana ve ark 

1995). Klinik örnekte 1-10 mikobakterium olduğunda pozitif sonuç alınabilmektedir 

(Del Portillo ve ark 1991). Mikobakteriumların doku örneklerinden PZR ile direkt 

teşhisi kültür kadar duyarlı olmamakla beraber, oldukça kısa zamanda (1-2 gün), çok 

az sayıda mikroorganizma varlığında ve klinik numunedeki etkenin inaktive olduğu 

durumlarda teşhis yapılabilmektedir (Liebana ve ark 1995). Özellikle insanlarda 

balgam örneklerinden tüberküloz teşhisinde oldukça faydalı olmaktadır (Nolte ve ark 

1993). İnsanlarda tedavi başladığı için kültürde üretilemeyen mikobakteriumların 

teşhisinde ve etkenin antibiyotiklere dirençliliğinin gösterilmesinde 

kullanılabilmektedir (Eroğlu 2003). 

 M. tuberculosis’in klinik örneklerden moleküler teşhisi için; Enhanced 

Mycobacterium tuberculosis Direct Test (Gen-Probe), BDProbe Tec ET test (Becton 

Dickinson) ve Amplicor Mycobacterium tuberculosis test (Roche) gibi ticari nükleik 

asit amplifikasyon kitleri bulunmaktadır (Soini ve Musser 2001). 

 M. tuberculosis kompleks türlerinin birbirinden ayırımında Spoligotyping 

(Kamerbeek ve ark 1997), pncA ve oxyR genlerindeki mutasyonları belirlemeye 

yönelik PZR (Scorpio ve ark 1996), mtp 40 PZR (Del portillo ve ark 1991), farklı 

gen bölgelerinin amplifikasyonuna yönelik metotlar kullanılabilmektedir. pncA, 
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oxyR, mtp 40 PZR, M. tuberculosis ve M. bovis ayırımını yapabilmektedir, ancak 

diğer türlerin ayırımında kullanılamamaktadır. Spoligotyping, çok sayıda suşun aynı 

anda analizini, farklı gen bölgelerinin amplifikasyonuna yönelik metotlar, çok sayıda 

amplifikasyon basamağı gerektirmektedir (Chimara ve ark 2004). 

 DNA gyrase (topoisomerase) hücre bölünmesinde önemli rol oynayan bir 

enzimdir. Tip 1 ve tip 2 olarak, iki tipi bulunmaktadır. Bakteriyel DNA gyrase tip 2 

yapısındadır. DNA gyrase iki protein alt ünitesi içermektedir. Bunlar; 100 kDa 

moleküler ağırlığında protein A (gyrA) ve 70-90 kDa ağırlığında protein B 

(gyrB)’dir. gyrB gen sekansı, DNA gyrase (topoisomerase) enziminin B alt ünitesini 

kodlamaktadır. gyrB gen sekansı bir çok mikobakterium türünde bulunmaktadır 

(Chimara ve ark 2004).  

 M. avium kompleks üyelerinin tür düzeyinde ayırımı için çok sayıda 

moleküler metot kullanılmaktadır. Tür spesifik, işaretli DNA probları (Gen Probe) en 

yaygın kullanılan metotlar arasındadır, M. avium ve M. intracellulare 

identifikasyonu için ticari problar temin edilebilmektedir. Acridinium esterleri ile 

işaretli probların sensivitesi %95 olarak belirlenmiştir, bu metot M. avium kompleks 

türlerinin ayırımında altın standart olarak kabul edilmektedir (Cardoso Leao ve ark 

1999).  

 İnsertion sekansları (IS) prokaryotik ve eukaryotik DNA’sında bulunan 700-

2500 bp uzunluğunda kısa, yer değiştirebilen DNA sekanslarıdır. Bakteri DNA’sında 

rastgele ve birden fazla kopya halinde bulunabilmektedir. Yer değiştirebilen genetik 

elementlerin genom içinde yer değiştirmeleri fonksiyon bozukluğuna ve fenotipik 

varyasyonlara yol açabilmektedir. İnsertion sekansları bakterilere, türe özgü 

karakterleri ve konakçı seçiciliği kazandırmaktadır (Puyang ve ark 1999). Kanatlı 

tüberküloz vakalarından izole edilen M. avium subsp. avium suşlarında tekrarlayan 

kopyalar halinde IS901 sekansı bulunmaktadır. Suşlarda IS901 sekansının bulunması 

patojenite ile ilişkilendirilmektedir (OIE 2008 a). İlk kez AIDS’li hastalardan izole 

edilen M. avium suşlarında ortaya konulmuştur (Kunze ve ark 1991). Kanatlı ve 

memeliler için diğer serotiplere göre daha patojen olan M. avium serotip 1, 2, ve 3’te 

belirlenmiştir (Pavlik ve ark 2000). 
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 Attenüe BCG aşı suşu enfektif M. bovis ve diğer M. tuberculosis kompleks 

türleri ile genetik ve fenotipik olarak benzerlik göstermektedir. Bu yüzden klasik 

metotlar ile ayırt etmek oldukça güçtür (Talbot ve ark 1997). Mahairas ve ark (1996), 

genetik hibridizasyon metodu ile tüm M. tuberculosis kompleks türlerinde bulunan, 

M. bovis BCG’de ve nonvirülent mikobakteriumlarda silinmiş olan RD1 gen 

bölgesini ortaya koymuşlardır. RD1 geni ESAT-6 (6-kDa early secretory antigen) ve 

CFP-10 (10-kDa culture filtrate protein) kodlamaktadır (Cockle ve ark 2002). 

Deneysel olarak M. tuberculosis RD1 geninin çıkarılması etkenin virulensini 

kaybetmesi ile sonuçlanmaktadır (Lewis ve ark 2003). 

1. 8. 5. Hayvan Deneyi 

 Deneme hayvanı olarak genellikle kobaylar kullanılır. Marazi maddelerden 

hazırlanan inokulum (0,5 mg bakteri/ml), kobayların inguinal lenf yumruları yakının 

aderi altı olarak 0,2-0,3 ml enjekte edilir. 6-8 hafta sonra hayvanlara otopsi yapılarak 

iliakal ve subiliakal lenf düğümlerinden bakteriyoskopi ve kültür yapılır (Akay 1997, 

Yardımcı 2006, Koneman 2006). 

 Bu çalışmada; postmortem klinik örneklerden elde kültür sonuçları altın 

standart kabul edilerek, sığır tüberkülozunun antemortem ve postmortem teşhisinde 

kullanılan testler karşılaştırılarak ideal (yüksek sensitivite ve spesifite, kolay ve ucuz 

uygulanabilirlik) teşhis metodu belirlenmeye çalışıldı.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2. 1. GEREÇ 

2. 1. 1. Sığır Materyali 

 Bu çalışma, Konya’da 2 (2 yaş ve üzeri inek), Çorum’da 2, (2 yaş ve üzeri 

inek) ve Aksaray’da 1, (2 yaş altı düve) olmak üzere 5 işletmede toplam 772 adet dişi 

sığır üzerinde gerçekleştirildi.  

 Sığırlara PPD deri testi uygulandıktan 30 gün sonra pozitif ve negatif sonuç 

veren hayvanlardan, IFN-γ ve ELISA testi için; l ithium heparinli ve antikoagulansız 

tüplere 10’ar ml kan alındı. Deri testi ve IFN-γ test sonuçlarına göre kesilen 

hayvanlardan, akciğer lenf düğümü (ACLD), preskapular lenf düğümü (PLD), 

mezenteriyel lenf düğümü (MLD) ve tüberkül (TB) örnekleri alındı. Lezyonlu 

dokulardan dekontaminasyon sonrası bakteriyoskopi için preaparat hazırlandı, 

etkenin kültürü amacıyla Lowenstein Jensen besiyerine ekimler yapıldı. Kültüre 

edilen mikobakterium şüpheli suşlara ve klinik örneklere PCR analizleri yapıldı.  

 İşletme 1; 340 sığıra PPD deri testi uygulanırken, bunların 56’sından kan 

örnekleri alındı ve 56 sığır kesime sevk edildi.  

 İşletme 2; 11 sığıra PPD deri testi uygulandı ve kan örnekleri alındı, bu 

işletmede kesim yapılamadı.  

 İşletme 3; 230 sığıra PPD deri testi uygulandı ve kan örnekleri alındı, 5 sığır 

kesime sevk edildi. Ancak; bu işletmede, işletme sahiplerinin enfekte hayvanları 

kestirmekte zorluk çıkarması kesimin belirli dönemlerde işletme sahipleri tarafından 

bilgi verilmeksizin yaptırılarak numunelerin kargo ile gönderilmesi sebebi ile kültür 

sonuçları güvenilir bulunmamıştır. 

 İşletme 4; 151 sığıra PPD deri testi uygulandı ve kan alındı, 74 sığır kesime 

sevk edildi.  

 İşletme 5; 40 sığıra PPD deri testi uygulandı, kan örnekleri alınamadı, kesim 

yapılamadı. 
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Toplam, 772 sığıra PPD bovine ve PPD avian deri testi, 448 sığıra γ-IFN 

testi, PPD Bovine ve M. avium sonikasyon ELISA testi uygulandı. PPD deri testi ve 

IFN-γ pozitif test sonuçlarına ve işetmelerin tutumlarına göre seçilen, 135  sığır 

kestirilerek incelenmek üzere, bunlara ait 135 ACLD, 135 PLD, 135 MLD ve 18 TB 

örneği alındı.  

2. 1. 2. Referans mikobakterium suşları  

 Araştırmada, M. bovis EMVKAE, M. tuberculosis H 37 Rv, M. avium ATCC 

2529 olmak üzere 3 adet referans suş kullanıldı. Referans suşlar; M. bovis, Etlik 

Merkez Veteriner ve Kontrol Araştırma Enstitüsü’nden (EMVKAE), M. tuberculosis 

H 37 Rv, Refik Saydam Hıfzıssıha Enstitüsü’nden, M. avium ATCC 25291, Prof. Dr. 

Hakan YARDIMCI’dan (Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı) temin edildi.  

2. 1. 3. Bakteriyoskopi 

2. 1. 3. 1. Fenollü karbol Fuksin 

 Bazik fuksin    3 gr 

 Etanol (%95)    100 ml 

 Fenol      5 gr 

 Distile su     100 ml 

 Bazik fuksin bir havan içerisinde, üzerine azar azar alkol ilave edilerek ezildi 

(Solüsyon 1). Kristal haldeki fenol 45–50 ºC’ye ısıtılarak eritildi üzerine distile su 

eklenerek homojen bir karışım elde edildi (Solüsyon 2). 10 ml solüsyon 1, 90 ml 

solüsyon 2 ile karıştırılarak çalışma solüsyonu hazırlandı. Boya solüsyonu 

hazırlandıktan sonra koyu renkli kapaklı şişelere aktarıldı, 24 saat bekletildikten ve 

filtre edildikten sonra kullanıldı.  
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2. 1. 3. 2. Asit-alkol (%3 w/v) 

 HCl (%37,5)                          3 ml 

 Etanol (%95)   97 ml  

2. 1. 3. 3. Metilen Mavisi 

 Metilen mavisi  0,3 gr 

 Distile su   100 ml 

 Metilen mavisi havanda ezildikten sonra distile su eklenerek eritildi. Boya 

solüsyonu süzüldükten sonra koyu renkli şişelere aktarıldı.  

2. 1. 4. Kültür 

2. 1. 4. 1. Dekontaminant-Nötralizer 

 Kültüre edilecek doku örnekleri, havan yardımı ile ezildikten sonra, 

kontaminasyonları inaktive etmek için dekontaminant ve nötralizer solüsyonları ile 

muamele edildi (Petrof 1915, Erganiş 1994, Palamino ve Portales 1998, Ambrosio ve 

ark 2008)). 

2. 1. 4. 2. Dekontaminat  

 NaOH (Sodyum Hidroksit)  20 gr 

 Steril distile su    917,5 ml 

 Bromkreasol purple solüsyonu   4,5 ml  

2. 1. 4. 3. Bromcreasol purple solüsyonu  

 Bromcreasol purple   1,2 gr 

 Etanol (%95)    50 ml 

 Distile su     50 ml  

2. 1. 4. 4. Nötralizer  

 HCl (%37,5)    82,5 ml 

 Steril distile su    1000 ml 
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2. 1. 4. 5. Besiyerleri 

 Klinik numunelerden mikobakteriumların izolasyonu amacı ile gliserinli ve 

gliserinsiz Lowenstein Jensen besiyeri (Merck VM614000, Germany), üretilen 

suşların stoklanması ve fazla miktarda üretilmesi için, Middlebrook ADC 

Enrichment (Difco, 212352, USA) ile zenginleştirilen, Middlebrook 7H9 broth 

(Difco, 271310, USA) kullanıldı.  

2. 1. 4. 6. Gliserol  

 M. avium ve M. tuberculosis’in kültüre etmek için Lowenstein jensen 

besiyerine katıldı (Sigma 49781, Germany).  

2. 1. 5. PPD Deri Testi 

2. 1. 5. 1. Purifiye Protein Derivatı (PPD) 

 Tüberkülin deri testinde, Etlik Merkez Veteriner ve Kontrol ve Araştırma 

Enstitüsü tarafından üretilen, protein içeriği 1 mg/ml olan Avian (A) ve Bovine (B) 

PPD kullanıldı. 

2. 1. 6. Gamma İnterferon Testi (IFN-γ) 

2. 1. 6. 1.BOVIGAM, M. bovis Gamma İnterferon Test Kiti 

 BOVIGAM, IFN-γ test kiti (Cat: 63316), Prionics AG (İsviçre) firmasından 

temin edildi. 

 1) 30 adet (450 numune) monoklonal anti interferon gamma antikorlar ile 

kaplı 96 gözlü mikropleyt.  

 2) Bovine IFN-γ negatif kontrol; 3x2 ml liyofilize. 

 3) Bovine IFN-γ pozitif kontrol; 3x2 ml liyofilize. 

 4) Green diluent; plazma diluent buffer, 2x175 ml. 

 5) Blue diluent; konjugat diluent buffer, 2x175 ml. 
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 6) Wash buffer; yıkama solüsyonu, 20 kat yoğunlaştırılmış, 2x500ml. 

 7) Konjugat; horseradish peroksidase ile işaretli anti-bovine IFN-γ, 2x2 ml 

liyofilize. 

 8) Enzim substrate buffer; H2O2 içerir, 2x175 ml. 

 9) Chromogen solüsyonu; dimetil sülfoksit (DMSO) içinde, TMB (3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidine) içerir. 100 kat yoğunlaştırılmış, 2x2 ml. 

 10) Enzim stop solüsyonu; 0,5 M H2SO4 (Sülfirik Asit), 1x75 ml. 

2. 1. 6. 2. IFN-γ uyarıcı antijen 

 1) BOVIGAM Bovine PPD (PPD B, 0,3 mg/ml), 20 ml (Cat: 63313). 

 2) BOVIGAM Avian PPD (PPD A, 0,3 mg/ml), 20 ml (Cat: 63314). 

 3) Fosfat bufer solüsyonu (PBS, 0,01 M, pH 7,2), negatif uyarıcı antijen (Nil 

kontrol). 

2. 1. 7. ELISA 

2. 1. 7. 1. Kaplama Antijeni 

 ELISA testinde kullanılacak pleytlerin kaplanmasında PPD B (EMVKAE) ve 

M. bovis (EMVKAE) sonikasyon ürünleri kullanıldı. 

2. 1. 7. 2. Antijen Kaplama Bufferı 

Karbonat-bikarbonat tamponu, pH 9,6 

 0,2 M NaCO3   16 ml 

 0,2 M NaHCO3   34 ml 
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2. 1. 7. 3. Serum ve Konjugat Diluent: PBS (Fosfat buffer solüsyonu), pH 7,2 

 NaCl     8,5 gr 

 K2HPO4    1,121 gr 

 KH2PO4    0,34 gr 

 Distile su    1000 ml  

2. 1. 7. 4. Yıkama solüsyonu (%0,05 PBS-T w/v) 

 Twen 20    0,5 ml 

 PBS     1000 ml’ye tamamlandı, pH 7,4. 

2. 1. 7. 5. Bloklama solüsyonu (% 1 BSA w/v) 

 BSA (Sigma A21153)   1 gr 

 PBS      100 ml 

2. 1. 7. 6. Konjugat 

 Tavşanda hazırlanan, anti bovine Ig G (whole molekule) alkalin fosfataz 

konjugat (Sigma A7414) kullanıldı.  

2. 1. 7. 7. Substrat 

 Fosfat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate capsules, 

Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazırlanan δ -Fenildiamin dihidroklorid (δ-

phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) tablet kullanıldı.  

2. 1. 7. 8. Enzim Stop Solüsyonu (0,5 M H2SO4) 

 H2SO4    26,5 ml 

 Distile su    1000 ml’ye tamamlandı 

2. 1. 7. 9. FTS (Fizyolojik tuzlu su) %0,85 (w/v) 

NaCl     8,5 gr 

Distile su     1000 ml’ye tamamlandı 
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2. 1. 7. 10. Pozitif ve negatif serumlar  

 ELISA pleytlerinin standardizasyonunda ve test uygulamasında pozitif serum 

olarak; PPD deri testi ve IFN-γ testi sonucu tüberkülozlu olduğu belirlenen, Bovine 

PPD’ye en güçlü reaksiyon veren ve kesim sonrası iç organlarından M. bovis izole ve 

identifiye edilen, sığırdan kesim öncesi alınan kan serumu M. bovis pozitif serum 

olarak kullanıldı. PPD deri testi ve IFN-γ uygulanan işletmelerde tüberküloz negatif 

sığırlardan doğan yavrulardan bir haftalık yaşta alınan kan serumları negatif serum 

olarak kullanıldı. 

2. 1. 8. PZR analizi 

 Lezyonlu dokulardan ve kültüre edilen mikobakteriumlardan DNA 

izolasyonu yapılarak PCR ve PCR-REA (Restriksiyon enzim analizi) yapıldı. 

2. 1. 8. 1. DNA İzolasyonu 

2. 1. 8. 1. 1. Dokudan DNA İzolasyonu 

2. 1. 8. 1. 1. 1. Lizis Solüsyonu (pH 8) 

 100 mM NaCl   5,84 gr 

 10 mM Tris-HCL   1,57 gr 

 25 mM EDTA   9,306 gr   

 Twen 20    %2 w/v 

 Proteinase K    5 mg/ml 

2. 1. 8. 1. 2. Kültürden DNA İzolasyonu 

2. 1. 8. 1. 2. 1. Tris-EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (TE) pH 8.0 

 10 Mm Tris     0,12 gr 

 1 Mm EDTA    0,37 gr 

 Distile su     1000 ml’ye tamamlandı. 

2. 1. 8. 1. 2. 2. Lizozim 

 TE tamponu içinde 20mg/ml hazırlandı, -20 °C’de saklandı. 
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2. 1. 8. 1. 2. 3. SDS (Sodium dodesil sülfat), %10 (w/v) 

 SDS      10 gr 

 Distile su     100 ml’ye tamamlandı 

2. 1. 8. 1. 2. 4. Proteinaz K 

 MERCK (VL558668), TE tamponu içinde 10 mg/ml hazırlandı, -20 °C’de 

saklandı. 

2. 1. 8. 1. 2. 5. NaCl (5 M) 

 NaCl     105.99 gr 

 Distile su    1000 ml’ye tamamlandı. 

2. 1. 8. 1. 2. 6. N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyom bromür (CTAB), %10 (w/v) 

 CTAB    10 gr 

 Distile su    1000 ml’ye tamamlandı. 

2. 1. 8. 1. 2. 7. Soğuk Ethanol %70 (w/v) 

 Etanol  70 ml 

 Distile su    100 ml’ye tamamlandı, -20 °C’de saklandı. 

2. 1. 8. 2. DNA Amplifikasyonu 

2. 1. 8. 2. 1. Taq polimeraz  

 3X1 ml 10XKCl’lü, 3X1 ml 10X(NH4)2SO4’lü TaqBuffer, 3X1 ml 25 Mm 

MgCl2 içeren Taq DNA polimeraz (Fermantas 5 U/µl, EP0402) kullanıldı. 

2. 1. 8. 2. 2. Deoksi nükleotid trifosfat set 

 dNTP set (Fermentas 4x10 µlmol, R0185), istenilen molaritede distile su ile 

sulandırılarak kullanıldı.  

2. 1. 8. 2. 3. Primerler  

Mycobacterium tuberculosis kompleks türlerinin ayırımı için, gyrB gen 

bölgesine yönelik olarak seçilen primereler:  
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MTUB_c-gyrBf  5'-TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC–3' 

MTUB_c-gyrBr  5'-ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG–3' 

MTUB-gyrB–756-Gf 5'-GAA GAC GGG GTC AAC GGT G 

MTUB-gyrB–1450-Cr 5'-CCT TGT TCA CAA CGA CTT T CGC–3' (Kasai ve 

ark 2000, Chimara ve ark 2004). 

 Kültür sonucunda, M. avium şüpheli üreme gösterebilecek suşların ve M. 

avium ATCC 25291 referans suşunun doğrulanması amacı ile, patojen M. avium 

suşlarında bulunan IS901 gen bölgesine yönelik olarak seçilen:  

P1-IS901 5′-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3′ 

P2-IS901 5′-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3′ (Kunze ve ark 1992, Pavlik ve 

ark 2000) oligonükleotid primeleri IDT DNA (USA) sentezlettirildi.   

2. 1. 8. 2. 4. Marker 

 100 bp DNA ladder plus (Fermentas 50 µg SM0321) kullanıldı. 

2. 1. 8. 2. 5. PZR Pozitif Kontroller 

 M. bovis EMVKAE, M. tuberculosis H 37 Rv ve M. avium ATCC 2529, 

suşlarından hazırlanan DNA ekstraksiyonları kullanıldı.  

2. 1. 8. 2. 6. Agaroz jel Elektroforezi  

2. 1. 8. 2. 6. 1. Tris asetat (TBE) tamponu (10X) 

 Tris base   60,5 gr 

 Borik asit   30,85 gr 

 Na2EDTA.2H2O   3,72 gr 

 Distile su   1000 ml tamamlandı. 

2. 1. 8. 2. 6. 2. Agarozj jel (% 1,5) (w/v) 

 Agaroz    3 gr 

 TBE     200 ml 
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2. 1. 8. 2. 6. 3. Etidyum bromür stok solüsyon (10 mg/ml) 

 Etidyum Bromür   20 mg 

 Distile su    1.98 ml 

 Karanlıkta muhafaza edildi, agaroz jele 0,5 μg/ml oranında katıldı. 

2. 1. 8. 2. 7. Yükleme tamponu  

 Çoğaltılan DNA’ların boyanması amacı ile, 6X loading dye solüsyonu 

(Fermentas, R0411) kullanıldı.  

 Örneklerin jele yüklenmesi için 18 göze sahip (20x0.1x8) taraklar ile agaroz 

jelde çukurlar açılarak, 1,4 μl (6x) yükleme tamponu ile 7 μl PCR ürünü 

karıştırılarak jele yüklenmiştir.  

2. 1. 9. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA) 

 PCR ürünlerinin REA için; RsaI (Fermentas 10 U/µl, ER1121), SacII 

(Cfr42I) (Fermentas 10 U/µl, ER0201) enzimleri kullanıldı. 
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2. 2. YÖNTEM 

2. 2. 1. Bakteriyoskopi 

2. 2. 1. 1. Ziehl-Neelsen Boyama 

 a) Hazırlanan preparatlar 10 dakika Etil alkol ile tespit edildi.  

 b) Lam üzerine 10 ml karbol fuksin solüsyonu konularak alttan 4-5 dakika 

ısıtıldı.  

 c) Boya dökülerek asit-alkolde 30 sn renksizleştirildi. 

 d) Su ile yıkandı. 

 e) Preparat üzerine metilen mavisi dökülerek 10-15 sn boyandı.  

 f) Preparat yıkanarak kurutuldu, mikroskopta (LEITZ, Laborlux 12 Bioküler 

ışık mikroskobu) immersiyon objektifte incelendi. Mikobakteriumlar pembe, diğer 

mikroorganizmalar ve zemin mavi renkte gözlendi (Arda 1997). 

2. 2. 2. Kültür 

2. 2. 2. 1. Lowenstein Jensen Besiyerinin Hazırlanışı 

 Toz besiyerinden, 37,5 gr 600 ml distile suda eritilerek otoklav edildi.         

M. avium ve M. tuberculosis kültürü için besiyerine otoklavlamadan önce 12 ml 

gliserol eklendi. 1 litre günlük tavuk yumurtası steril şartlarda mikserde homojenize 

edilerek, 50 °C’ye soğutulan besiyerine eklendi. On ml besiyeri steril vida kapaklı 

tüplere dağıtılarak, yumurtanın koagule olması için yatık vaziyette 24 saat ara ile iki 

kez, 85-90 °C’de 45 dakika tutuldu. Besiyerleri +4 °C’de muhafaza edildi.  

2. 2. 2. 2. Middlebrook 7H9 Broth Hazırlanması 

 Toz besiyerinden, 4,7 gr 900 ml distile suda eritilerek otoklav edildi. Daha 

sonra 45°C’ye soğutulan besiyerine 100 ml Middlebrook ADC Enrichment katıldı 

(pH 6,6). Gliserin ihtiyacı gösteren mikobakteriumların üretilmesi için besiyerine 

otoklavlama öncesi 2 ml gliserin katıldı.  
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2. 2. 2. 3. Klinik Örneklerin Dekontaminasyonu 

Lezyonlu dokulardan ekim yapılmadan önce diğer kontaminant 

mikroorganizmaları inaktive etmek için, 10-20 gr numune cam homojenizatör içinde 

ezildi, eşit miktarda dekontaminant ile 5-10 saniye karıştırılarak oda ısısında 10 

dakika tutuldu. Üzerine eşit miktarda nötralizer ilave edilerek 1500 rpm’de 10 dakika 

santrifüj edildi, sedimentin bir kısmı direkt mikroskobi için preparat hazırlamada 

kullanılırken, bir kısmı da Lowenstein Jensen besiyerine (M. bovis için gliserin 

içermeyen, M. tuberculosis ve M. avium için gliserinli) ekilerek 37 ̊C’de 6 –8 hafta 

inkübasyona bırakıldı. Tüplerin kapakları haftada 2-3 kez açılarak oksijenlenmesi 

sağlandı (Petrof 1915, Erganiş 1994, Palamino ve Portales 1998, Ambrosio ve ark 

2008). Tüm bu işlemler Class II Biyogüvenlik Kabini altında gerçekleştirildi. 

2. 2. 3. PPD Deri Testinin Uygulanışı 

Sığırlara OIE (2008 b) ve TKB, Sığır Bovine Tüberküloz Yönetmeliği’nde 

(Resmi Gazete 2009), belirtildiği şekilde PPD deri testi uygulandı. Tüberkülin deri 

testi için boynun orta üçte birlik bölgesinde, iki enjeksiyon bölgesi arasında 12-13 

cm mesafe olacak şekilde derinin kılları traş edildikten sonra, deri kalınlığı kumpas 

(Aesculap VA 110, Germany) ile ölçüldü. Üste Bovine, alta Avian PPD, 0,1 ml 

dozunda deri içi insülin iğnesi ile (Medeset, China) enjekte edildi. Enjeksiyonun deri 

içi yapıldığı, enjeksiyon bölgesinde bezelye büyüklüğünde bir şişlik oluşması ile 

belirlendi (Resim 9. 5). Enjeksiyondan sonraki 72. saatte enjeksiyon bölgelerindeki 

deri kalınlığı kumpas ile tekrar ölçüldü. Test sonuçları aşağıdaki gibi değerlendirildi. 

  a) Pozitif reaksiyon: Uygulama yerinde, diffüz ya da yaygın ödem, 

eksüdasyon, nekroz, ağrı, lenf kanalları ya da lenf yumrularının yangısı gibi klinik 

belirtilerin tespit edilmesi veya sığır tüberkülinin uygulama yerindeki deri kıvrımı 

kalınlığının 4 mm ve üzerinde olması ve avian tüberkülinin uygulama yerindeki deri 

kıvrımının kalınlığından, 4 mm’den daha fazla kalınlaşma göstermesi pozitif 

reaksiyon olarak değerlendirildi. 

  b) Şüpheli reaksiyon: Uygulama yerinde, pozitif reaksiyonda açıklanan klinik 

belirtiler bulunmuyorsa veya sığır tüberkülinin uygulama yerindeki deri kıvrımı 

kalınlığının 2 mm’den fazla olması ve avian tüberkülinin uygulama yerindeki deri 
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kıvrımının kalınlığından 1-4 mm daha fazla kalınlaşma göstermesi şüpheli reaksiyon 

olarak değerlendirildi. 

  c) Negatif reaksiyon: Uygulama yerinde, pozitif reaksiyonda açıklanan klinik 

belirtiler bulunmadığında veya sığır tüberkülinin uygulama yerindeki deri kıvrımı 

kalınlığı 2 mm’den fazla değilse veya pozitif ya da şüpheli avian reaksiyonuna eşit 

ya da daha az kalınlaşma oluşturan pozitif ya da şüpheli sığır reaksiyonu 

görüldüğünde negatif reaksiyon olarak değerlendirildi. 

  İntradermal karşılaştırmalı testte şüpheli reaksiyon veren hayvanlar en az 42 

gün sonra tekrar test edilir. İkinci testte negatif reaksiyon vermeyen hayvanlar, teste 

pozitif reaksiyon vermiş kabul edilir (Resmi Gazete 2009). 

2. 2. 4. Gamma İnterferon Testinin (BOVIGAM) Uygulanması 

 Test, Rothel ve ark (1990); belirttiği metoda göre uygulandı.  

2. 2. 4. 1. Kan Kültürünün Duyarlılaştırılması 

 PPD deri testi uygulanan, sığırlardan test uygulanmasından 30 gün sonra 

Lithium heparinli tüplere 10 ml venöz kan alındı. Kan örnekleri alındıktan sonra     

22 °C muhafaza edilerek, 12 saat içerisinde kültüre edildi. 24 gözlü hücre kültür 

pleytinin (Greiner Bio-one Cat:662 160) üç gözüne 1,5 ml kan alındı (Resim 9. 9). 

Birinci sıradaki kan örneği üzerine 100 μ l steril PBS (negatif kontrol, Nil antijen), 

ikinci göze PPD B, üçüncü göze PPD A eklenerek kan numuneleri ve antijenlerin 

homojen bir şekilde karışması için pleytler 1 dakika süre ile mikropleyt karıştırıcıda 

karıştırıldı. Mikropleytler 16-24 saat süre ile 37 °C’de, %5 CO2’li etüvde inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda kan kültürleri steril ependorf tüplerine alınarak 22 °C’de 

10 dakika süre ile, 500 g’de santrifüj (Hettich 32 R Germany) edildi. Plazmalar steril 

ependorf tüplerine aktarılarak, test edilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edildi.  
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2. 2. 4. 2. IFN-γ Sandviç ELISA 

 Anti IFN-γ antikorla ile kaplı mikropleytler ve test solüsyonları çalışma 

öncesi oda ısısısına getirildi. Nil antijen, Bovine PPD ve Avian PPD ile uyarılan her 

bir plazma numunesi, ikişer çukurda çalışıldı. Test çukurlarına 50 μl Green Diluent 

dağıtıldıktan sonra üzerine Şekil 2. 1’de belirtildiği şekilde 50 μl plazma örnekleri ve 

kontrol serumları konuldu. Mikropleytler 1 dak. süre ile mikropleyt karıştırıcıda 

karıştırılarak, oda ısısında (22 °C) 60 dakika süre ile inkübe edildi.  

 İnkübasyon sonunda; pleytler 6 kez, yıkama solüsyonu (distile su ile 20 kat 

sulandırıldı) ile yıkandı. Yıkama işleminden sonra çukurlara 100 µl taze hazırlanan 

konjugat (100 kat Blue diluent ile sulandırıldı) eklenerek oda ısısında 60 dak. inkübe 

edildi. İnkübasyondan sonra yıkama işlemi tekrarlandı. Pleytlere 100 µl taze 

hazırlanan substrat solüsyonu eklenerek (Chromogen, 100 kat Enzim substrat buffer 

ile sulandırıldı) oda ısısında, karanlıkta 30 dak. inkübe edildi. 50 µl enzim stop 

solüsyonu eklenen pleytler, ELISA okuyucuda (BIOTEK ELx800, USA) 450 nm’de 

okundu. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1N 1B 1A 2N 2B 2A 3N 3B 3A 4N 4B 4A 

B 5N 5B 5A 6N 6B 6A 7N 7B 7A 8N 8B 8A 

C 9N 9B 9A (+)Kontrol (+)Kontrol (+)Kontrol 10N 10B 10A 11N 11B 11A 

D 12N 12B 12A 13N 13B 13A 14N 14B 14A 15N 15BN 15A 

E 16N 16B 16A 17N 17B 17A 18N 18B 18A 19N 19B 19A 

F 20N 20B 20A 21N 21B 21A 22N 22B 22A 23N 23B 23A 

G 24N 24B 24A (-) Kontrol (-) Kontrol (-) Kontrol 25N 25B 25A 26N 26B 26A 

H 27N 27B 27A 28N 28B 28A 29N 29B 29A 30N 30B 30A 

 
Şekil 2. 1. IFN-γ Sandwich ELISA testinde plazma örneklerinin mikropleytlere 
dağıtılması.  
N: Negatif kontrol (PBS), B: PPD B, A: PPD A ile uyarılan plazma örnekleri 
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 Testin Değerlendirilmesi; negatif bovine IFN-γ, OD (Optik Dansite) 

değerlerinin ortalaması, 0.130’dan küçük ve pozitif bovine γ-IFN OD değerlerinin 

ortalaması, 0.70’den büyük ise test  geçerli olarak değerlendirildi. 

Pozitif= OD Bovine PPD – OD Nil antijen ≥ 0,1 ve 

        OD Bovine PPD – OD Avian PPD ≥ 0,1 

 Negatif= OD Bovine PPD – OD Nil antijen < 0,1 ve 

              OD Bovine PPD – OD Avian PPD < 0,1 

2. 2. 5. Humoral Bağışıklığın ELISA İle Belirlenmesi 

2. 2. 5. 1. PPD B-ELISA 

 Tüberküloz enfeksiyonunun seyri sırasında konakçıda ortaya çıkan humoral 

bağışıklığın serolojik olarak belirlenmesi amacı ile Gutierrez ve ark (1998) ve 

Lilenbaum ve ark (1999), belirttikleri metotlar modifiye edildi.  

2. 2. 5. 1. 1. Mikropleytlerin Kaplanmasında Kullanılacak Antijen Titresinin 

Belirlenmesi 

 Pleytlerin kaplanmasında kullanılacak PPD B (EMVKAE), (1 mg/ml); 

protein oranı 640 µg/ml olacak şekilde karbonat-bikarbonat solüsyonu (pH 9,6) 

içinde sulandırıldı. Bu antijenler 96 gözlü mikropleytin (Greiner Bio-one Cat: 665 

180) yatay ilk çukurlarına 200 µl aktarıldı. Mikropleytin diğer çukurlarına 100 µl 

karbonat-bikarbonat solüsyonu eklenerek antijenler yukarıdan aşağıya doğru ikişer 

katlı olarak 1/128’e (0,5 µg/çukur) kadar sulandırıldı. Onikinci dikey sütun kör 

olarak boş bırakıldı (Şekil 2. 2). Pleytler, 37 °C’de 1 saat, +4 °C’de 1 gece inkübe 

edilerek antijen ile kaplandı, süre sonunda PBS-T ile üç kez yıkandı. Özgül olmayan 

bağlanmaları engellemek için antijen yapışmayan polystyren yüzeylerin bloklanması 

amacı ile 100 µl, %1 BSA eklenerek, 37°C’de 1 saat inkübe edildi. Yıkama işlemi 

tekrarlandı. 
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2. 2. 5. 1. 2. Serum Titresinin Belirlenmesi 

 Antijenle kaplanan mikropleytin tüm çukurlarına 100 µl PBS eklenerek, 

dikey sütundaki ilk çukurlara 100 µl M. bovis pozitif serum eklendi. Serumlar soldan 

sağa doğru 100 µl aktarılarak ikişer katlı olarak 1/2048’e kadar sulandırıldı (Şekil 2. 

2.). Pleytler 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. PBS-T ile üç kez yıkandıktan sonra, 

çukurlara; 1/6000 oranında sulandırılan 100 µl rabbit anti bovine Ig G alkalin 

fosfataz konjugat (Sigma A7414) ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

Yıkama işlemi tekrarlanarak, 100 µl fosafat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer 

with sodium perborate capsules, Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazırlanan δ -

fenildiamin (δ-phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) substrat 

eklendi. Pleytler oda ısısında 30 dakika inkübe edildikten sonra reaksiyonu 

durdurmak için 50 µl, (0,5 M), H2SO4 eklenerek vakit geçirmeksizin ELISA 

okuyucuda 450 nm’de okundu (Resim 9. 11). Pleytlerin kaplanmasında en uygun 

antijen konsantrasyonu 1 µg/çukur, serum sulandırması 1/128 olarak belirlendi.  

 

Serum 
Sul.→ 

Antijen 
Sul.↓ 

1 

1/2 

2 

1/4 

3 

1/8 

4 

1/16 

5 

1/32 

6 

1/64 

7 

1/128 

8 

1/256 

9 

1/512 

10 

1/1024 

11 

1/2048 

12 

A  1 
64 µg 

           Blank 

B  1/2 
32 µg 

           Blank 

C  1/4 
16 µg 

           Blank 

D  1/8 
8 µg 

           Blank 

E  1/16 
4 µg 

           Blank 

F  1/32 
2 µg 

           Blank 

G  1/64 
1 µg 

           Blank 

H  1/128 
0,5µg 

           Blank 

 
Şekil 2. 2. PPD B ELISA testinde antijen ve serum sulandırmasının standardize 
edilmesi.  
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2. 2. 5. 1. 3. Konjugat Titresinin Belirlenmesi 

 1 µg PPD B ile kaplanan mikropleytlerin A ve B sütunundaki çukurlara 100 

µl, 1/128 oranında sulandırılan pozitif serum, C ve D sütunundaki çukurlara negatif 

serum konuldu. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkübe edilerek, 3 kez PBS-T ile yıkandı. 

Konjugat, tüplerde 1/1000’den 1/10000’e kadar PBS ile sulandırıldı. Serum inkübe 

edilen çukurlara 100 µl konjugat küçük sulandırmadan büyük sulandırmaya doğru 

eklenerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 3 kez PBS-T ile yıkanarak, 100 µl substrat 

eklendi. Oda ısısında 30 dakika inkübe edildikten sonra reaksiyon 50 µl (0,5 M) 

H2SO4 ile durdurularak 450 nm’de okundu (Resim 9. 13). En uygun konjugat 

sulandırması 1/8000 olarak tespit edildi. 

2. 2. 5. 2. M. bovis Sonike ELISA  

 Tüberküloz enfeksiyonunun seyri sırasında konakçıda ortaya çıkan humoral 

bağışıklığın serolojik olarak belirlenmesi amacı ile Speer ve ark (2006) ve Arias-

Bouda ve ark (2003) belirttikleri metottlar modifiye edildi. 

2. 2. 5. 2. 1. Mikropleytlerin Kaplanması İçin Antijen Hazırlanması 

 ELISA testinde pleytlerin kaplanmasında kullanılacak M. bovis (EMVKAE), 

Lowenstein Jensen besiyerinde üretildikten sonra buradan, 200 ml, Middlebrook 

ADC Enrichment ile zenginleştirilen Middlebrook 7H9 broth’a ekim yapıldı. 37 

°C’de 30-35 gün inkubasyon sonunda besiyerlerine % 0,5 formol ilave edilerek bir 

gece inaktive edildi. Bakteriler +4°C’de 12.000 g’de santrifüj edilerek toplandı. Pelet 

3 kez FTS (Fizyolojik tuzlu su) ile yıkandı.  

Bakteri sonikasyonunun hazırlanması için; Lowenstein-Jensen besiyerinde 

üretilen ve santrifüj ile toplanan yaklaşık 50-100 mg bakteri 10 ml ektraksiyon 

bufferında (%0,5 Triton X-100, 10mM Tris-HCl, pH=8) süspanse edildi. Örnekler  

56 ˚C’de 1 saat inkübe edilerek inaktive edildikten sonra, tüpler buz içerisine 

yerleştirilerek 80 amplitude, 4 saniye aralık, 20 dakika süre sonikasyon (Ultrasonic 

Processor GA 130) ile bakteriler parçalandı. 8000 g’de 30 dakika +4 °C’de santrifüj 

edilerek süpernatant antijen kaynağı olarak kullanıldı (Speer ve ark 2006, Arias-

Bouda ve ark 2003).  
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 Kaplama antijenlerinin protein oranları Lowry ve ark (1951)’ nın önerdiği 

metoda dayanan BIO-RAD DC Protein Assay (Cat No. 500-0116, Bio-Rad Lab. 

USA) ile 4,2 mg/ml olarak ölçüldü.  

2. 2. 5. 2. 2. Mikropleytlerin Kaplanmasında Kullanılacak Antijen Titresinin 

Belirlenmesi 

 Pleytlerin kaplanmasında kullanılacak M. bovis (4,2 mg/ml) sonikayon 

ürünü protein oranı 720 µg/ml olacak şekilde karbonat-bikarbonat solüsyonu (pH 

9,6) içinde sulandırıldı. Antijen 96 gözlü mikropleytin yatay ilk çukurlarına 200 µl 

aktarıldı. Mikropleytin diğer çukurlarına 100 µl karbonat-bikarbonat solüsyonu 

eklenerek antijenler yukarıdan aşağıya doğru ikişer katlı olarak 1/128’e                

(0,75 µg/çukur) kadar sulandırıldı. 12. dikey sütun kör olarak boş bırakıldı (Şekil 2. 

3). 37 °C’de 1 saat, +4 °C’de 1 gece inkübe edilerek pleytler antijen ile kaplandı, 

süre sonunda PBS-T ile üç kez yıkandı. Özgül olmayan bağlanmaları engellemek 

için antijen yapışmayan polystyren yüzeylerin  bloklanması için, 100 µl, %1 BSA 

eklenerek, 37°C’de 1 saat inkübe edildi. Yıkama işlemi tekrarlandı. 

   

Antijen 
Sul.↓ 

1 

1/2 

2 

1/4 

3 

1/8 

4 

1/16 

5 

1/32 

6 

1/64 

7 

1/128 

8 

1/256 

9 

1/512 

10 

1/1024 

11 

1/2048 

12 

A  1 
72 µg 

           Blank 

B  1/2 
36 µg 

           Blank 

C  1/4 
18 µg 

           Blank 

D  1/8 
9 µg 

           Blank 

E  1/16 
6 µg 

           Blank 

F  1/32 
3 µg 

           Blank 

G  1/64 
1,5 µg 

           Blank 

H  1/128 
0,75µg 

           Blank 

 
Şekil 2. 3. M. bovis sonike ELISA testinde antijen ve serum sulandırmasının 
standardize edilmesi.  
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2. 2. 5. 2. 3. Serum Titresinin Belirlenmesi 

 Antijenle kaplanan mikropleytin tüm çukurlarına 100 µl PBS eklenerek, 

dikey sütundaki ilk çukurlara 100 µl M. bovis pozitif serum eklendi. Serumlar soldan 

sağa doğru 100 µl aktarılarak ikişer katlı olarak 1/2048’e kadar sulandırıldı. Pleytler 

37 °C’de 1 saat inkübe edildi. PBS-T ile üç kez yıkandıktan sonra, çukurlara; 1/6000 

oranında sulandırılan 100 µl rabbit anti bovine Ig G alkalin fosfataz konjugat (Sigma 

A7414) ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. Yıkama işlemi tekrarlanarak, 

100 µl fosafat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate capsules, 

Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazırlanan δ -fenildiamin (δ-phenylenediamine 

dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) substrat eklendi. Pleytler oda ısısında 30 

dakika inkübe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak için 50 µl, 0,5 M, H2SO4 

eklenerek vakit geçirmeksizin ELISA okuyucuda 450 nm’de okundu (Resim 9. 12). 

Pleytlerin kaplanmasında en uygun antijen konsantrasyonu 3 µg/çukur, serum 

sulandırması 1/256 olarak belirlendi. 

2. 2. 5. 2. 4. Konjugat Titresinin Belirlenmesi 

 3 µg, M. bovis, sonikasyon ürünleri ile kaplanan mikropleytlerin A ve B 

sütunundaki çukurlara 100 µl, 1/256 oranında sulandırılan pozitif serum, C ve D 

sütunundaki çukurlara negatif serum konuldu. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkübe 

edilerek, 3 kez PBS-T ile yıkandı. Konjugat tüplerde 1/1000’den 1/10000’e kadar 

PBS ile sulandırıldı. Serum inkübe edilen çukurlara 100 µl konjugat küçük 

sulandırmadan büyük sulandırmaya doğru eklenerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

Üç kez PBS-T ile yıkanarak, 100 µl substrat eklendi. Oda ısısında 30 dakika inkübe 

edildikten sonra reaksiyon H2SO4 ile durdurularak 450 nm’de okundu (Resim 9. 14). 

En uygun konjugat sulandırması 1/8000 olarak tespit edildi. 

 

 

 

 



49 

 

2. 2. 5. 2. 5. Negatif Eşik Değerinin (Cut off) Hesaplanması 

 Negatif / Şüpheli eşik değeri, 20 adet negatif kontrol serumun aritmetik 

ortalamasına +3 kat standart sapma değeri (NKORT + 3 SD) eklenerek elde edilen 

optik dansite (OD) eşik değeri olarak hesaplandı (Resim 9. 15), (Amadori ve ark. 

2002a).  

 PPD B ELISA testi için negatif eşik değer; 0,17695+3x0,08671=0,437 

 M. bovis sonike ELISA negatif eşik değer; 0,20515+3x0,10358=0,515 olarak 

hesaplandı. 

2. 2. 6. Polimerez Zincir Reaksiyonu (PZR) 

2. 2. 6. 1. DNA İzolasyonu 

2. 2. 6. 1. 1. Dokudan DNA İzolasyonu 

 Parçalanan doku örnekleri dekontaminasyon ve nötralizasyondan sonra 2 ml 

steril ependorf tüplerine alınarak üzerine 1,2 ml lizis solüsyonu (100 mM NaCl, 10 

mM Tris-HCl, 25 mM EDTA, %2 Twen 20, 5 mg/ml Proteinase K, pH=8) eklendi. 

Tüpler karıştırıldıktan sonra 50 °C’de 4-6 saat süre ile termal blokta (VWR 460-

3208, USA) inkübe edildi. Süre sonunda 200 µl SDS (%10 w/v) eklenerek 65°C’de 1 

saat inkübe edildi. 100 µl 5 M NaCl eklenerek 15 dakika daha inkübasyona devam 

edildi. Süre sonunda 100 °C’de 1 saat inkübasyon yapıldı. Tüplere 1 ml Fenol: 

Kloroform: İzoamil alkol (25:24:1), (Sigma P2069, Germany) eklenerek 30 sn 

karıştırıldı, 13.000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek üst faz yeni bir tüpe aktarıldı. 

Fenol: Kloroform: İzoamil alkol basamağı tekrarlanarak 750 µl Etil Alkol (%96) ve 

son konsantrasyon 1/10 olacak şekilde Sodium Asetat (Merck K36523968, 

Germany) eklenerek 3 saat -20 °C’de inkübe edildi. Tüpler 13.000 g’de +4 °C’de 5 

dakika santrifüj edierek, DNA peleti %70 soğuk Etil Alkol ile yıkandı. DNA 

kurutularak 100 µl TE ile sulandırıldı (Wilsher ve ark 1998, Çataloluk ve ark 2003). 
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2. 2. 6. 1. 2. Kültürden DNA İzolasyonu 

 Lowenstein Jensen besiyerinde üretilen mikobakterium, referans ve saha 

suşlarından bir öze dolusu alınarak 500 µl TE tamponu içinde homojenize edildi.    

80 °C’de 1 saat tutularak bakteriler inaktive edildi. İnaktive edilen bakteri 

süspansiyonu üzerine 50 µl lizozim (20 mg/ml, TE tamponu içinde) eklenerek, 37 

°C’de bir gece karıştırılarak inkübe edildi. 70 µl, % 10 SDS (w/v) ve 12 µl Proteinaz 

K (10 mg/ml, TE tamponu içinde) eklenerek, termal blokta 65 °C’de 30 dakika her 

10 dakikada bir karıştırılarak inkübe edildi. 100 µl 5 M NaCl eklenerek karıştırıldı. 

80 µl önceden ısıtılmış, %10 (w/v) N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyom bromür 

(CTAB) eklenerek sütlü bir görünüm alıncaya kadar karıştırılarak 65 °C’de 10 

dakika inkübe edildi. 750 µl Fenol:Kloroform:İzoamil alkol (25:24:1) eklenerek 10 

saniye karıştırıldı Oda ısısında 12.000 g’de 5 dakika santrifüj edilerek, üst faz 

mikropipet ile yeni bir tüpe aktarıldı. 500 µl isopropanol (Merck 37160895) 

eklenerek bir gece -20 °C’de beklenerek DNA’nın presipite olması sağlandı. Oda 

ısısnda 12.000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek süpernatant atıldı. DNA peleti 1 ml 

soğuk %70’lik etanol ile yıkanarak oda ısısında 12.000 g’de 10 dakika santrifüj 

edildi. DNA peleti oda ısısnda kurutularak, 20 µl TE tomponu ile homojenize 

edilerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. DNA, PZR analizinde kullanılıncaya kadar     

-20 °C’de muhafaza edildi (Del Portillo ve ark 1991, Barouni ve ark 2004).  

2. 2. 6. 2. Ekstraksiyonu Yapılan DNA’ların Absorbans Tayini 

Ekstraksiyonu yapılan DNA örneklerinin saflık ve miktar tayinlerini 

hesaplamak için 260 nm ve 280 nm dalga boylarında optik dansiteleri (OD) 

spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131) kullanılarak saptandı. Distile su blank 

olarak kullanıldı. 50 µl DNA örneği distile su ile 100 µl’ye tamamlandı. 260 nm 

(OD260) ve 280 nm (OD280) dalga boylarında ölçümleri yapıldı. DNA örneklerinin 

konsantrasyonları ng/ml cinsinden elde edildi. 

OD260 ve OD280 değerlerine göre hesaplanan DNA miktarları birbiri ile 

oranlanarak (OD260/OD280), 1,8-2,0 arasında bulunanlar PCR’da kullanıldı. DNA 

miktarı düşük çıkan örneklerde ekstraksiyon tekrarlandı.  
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2. 2. 6. 3. DNA Amplifikasyonu 

2. 2. 6. 3. 1. M. tuberculosis kompleks DNA Amplifikasyonu 

 Dokudan ve Lowenstein Jensen besiyerinde üreyen bakterilereden izole 

edilen mikobakterium şüpheli DNA ların, öncelikli olarak M. tuberculosis kompleks 

yönünden PZR analizleri yapıldı.  

Bu amaçla M. tuberculosis kompleks türlerinde gyrB gen bölgesi, 1020 bp 

(baz pair) fargmenti kodlayan; MTUB_c-gyrBf-5'-TCG GAC GCG TAT GCG ATA 

TC–3' ve MTUB_c-gyrBr-5'-ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG–3 primerleri ile 

PZR uygulandı (Chimara ve ark 2004, Kasai ve ark 2000).  

 Amplifikasyon, 50 µl PZR tamponunda gerçekleştirildi. PZR tamponu; 5 µl 

PCR buffer (KCl’lü), 3 µl MgCl2 (25 mM), 1 µl dNTP set (10 mM), 1 µl (1 µM) her 

bir primer, 0,25 µl (1,25 U) Taq DNA polimeraz, 33,75 µl steril ultra saf su ve 5 µl 

hedef DNA içerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazında (Ependorf, Matercycler 

gradient 5331 000.010, Germany) 95 ºC’de 10 dakika ön denatürasyon, 35 siklus 94 

ºC’de 1 dak, 65 ºC 1 dak, 72 ºC 1 dak ve 72 ºC 10 dak son zincir uzaması ile 

çoğaltıldı. 5 µl DNA, 1 µl loading dye solüsyonu ile boyanadı, 5 µg/ml etidyum 

bromid içeren %1,5 agaroz jele yüklenerek elektroforez işlemine tabi tutuldu. Marker 

olarak 1000 bp DNA ladder kullanıldı. Pozitif kontrol olarak M. tuberculosis H 37 

Rv, negatif kontrol olarak M. avium ATCC 25291 referans suşlarının DNA 

ekstraksiyonları kullanıldı. 1020 bp büyüklüğünde bant veren DNA örnekleri          

M. tuberculosis kompleks yönünden pozitif olarak değerlendirildi (Chimara ve ark 

2004, Kasai ve ark 2000). 

2. 2. 6. 3. 2. M. tuberculosis  DNA Amplifikasyonu 

 M. tuberculosis kompleks türlerinde bulunan gyrB gen bölgesi üzerinde      

M. tuberculosis için spesifik 734 bp fragmenti kodlayan MTUB-gyrB-756-Gf 5'-

GAA GAC GGG GTC AAC GGT G ve MTUB-gyrB-1450-Cr 5'-CCT TGT TCA 

CAA CGA CTT T CGC–3' primerleri ile M. tuberculosis H 37 Rv referans suşuna 

PZR uygulanadı (Kasai ve ark 2000). 
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 Amplifikasyon, 50 µl PZR tamponunda gerçekleştirildi. PZR tamponu; 5 µl 

PCR buffer (KCl’lü), 3 µl MgCl2 (25 mM), 1 µl dNTP set (10 mM), 1 µl (1 µM) her 

bir primer (MTUB-gyrB–756-Gf ve MTUB-gyrB–1450-Cr), 0,25 µl (1,25 U) Taq 

DNA polimeraz, 33,75 µl steril ultra saf su ve 5 µl hedef DNA içerdi. Hedef DNA, 

PZR-termal cycler cihazında 95 ºC’de 10 dakika ön denatürasyon, 35 siklus 94 ºC’de 

1 dak, 65 ºC 1 dak, 72 ºC 1 dak ve 72 ºC 10 dak son zincir uzaması ile çoğaltıldı. 5 µl 

DNA, 1 µl loading dye solüsyonu ile boyanadı, 5 µg/ml etidyum bromid içeren % 

1,5 agaroz jele yüklenerek elektroforez işlemine tabi tutuldu. Marker olarak 100 bp 

DNA ladder, negatif kontrol olarak M. bovis EMVKA suşu kullanıldı (Chimara ve 

ark 2004, Kasai ve ark 2000). 734 bp büyüklüğünde bant veren DNA örnekleri M. 

tuberculosis yönünden pozitif olarak değerlendirildi (Kasai ve ark 2000).  

2. 2. 6. 3. 3. M. avium DNA Amplifikasyonu 

 M. avium subsp. avium türlerinde bulunan IS 901 gen bölgesi üzerinde 1108 

bp fragmenti kodlayan P1-IS901 5′-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3′ ve     

P2-IS901 5′-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3′ primerleri ile M. avium ATCC 

25291 referans suşuna PZR uygulandı (Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000). 

 Amplifikasyon, 50 µl PZR tamponunda gerçekleştirildi. PZR tamponu; 5 µl 

PCR buffer (KCl’lü), 3 µl MgCl2 (25 mM), 1 µl dNTP set (10 mM), 1 µl (1 µM) her 

bir primer (Tb11, Tb12), 0,25 µl (1,25 U) Taq DNA polimeraz, 33,75 µl steril ultra 

saf su ve 5 µl hedef DNA içerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazında 94 ºC’de 

1 dakika ön denatürasyon, 30 siklus 94 ºC’de 30 sn, 65 ºC 2 dak, 72 ºC 1,5 dak ve 72 

ºC 5 dak son zincir uzaması ile çoğaltıldı (Kunze ve ark 1991). 5 µl DNA, 1 µl 

loading dye solüsyonu ile boyanadı, 5 µg/ml etidyum bromid içeren % 1,5 agaroz 

jele yüklenerek elektroforez işlemine tabi tutuldu. Marker olarak 1000 bp DNA 

ladder, negatif kontrol olarak M. tuberculosis H 37 Rv referans suşunun DNA 

ekstraksiyonu kullanıldı (Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000). 
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2. 2. 7. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA) 

2. 2. 7. 1. M. tuberculosis kompleks REA 

 M. tuberculosis kompleks PZR pozitif suşların tür düzeyinde ayırımı için, 

1020 bp’lik PZR ürünlerine Chimara ve ark (2004), Kasai ve ark (2000), Nieman ve 

ark (2000) belirttikleri metoda göre RsaI ve SacII enzimleri ile restriksiyon enzim 

analizi yapıldı. 

2. 2. 7. 1. 1. RsaI Restriksiyon Endonüklease Analizi 

 Enzim analizi üretici firmanın (Fermantas) belirttiği metoda göre aşağıdaki 

şekilde yapıldı. 

 PZR reaksiyon karışımı   10 µl (~0,1-0,5 µg DNA) 

 Distile su (nüclease free)   18 µl 

 10X Buffer Tango    2 µl 

 RsaI       1 µl 

 Karışım birkaç dakika vortekslenerek, 37 °C’de 16 saat inkübe edildi.  

2. 2. 7. 1. 2. SacII Restriksiyon Endonüklease Analizi 

 Enzim analizi üretici firmanın (Fermantas) belirttiği metoda göre aşağıdaki 

şekilde yapıldı. 

 PZR reaksiyon karışımı   10 µl (~0,1-0,5 µg DNA) 

 Distile su (nüclease free)   18 µl 

 10X Buffer B    2 µl 

 SacII      1 µl 

 Karışım birkaç dakika vortekslenerek, 37 °C’de 16 saat inkübe edildi.  

 Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA’lar; 0,5 µg/ml etidyum bromidli, %2 

agaroz jelde elektroforez edildi ve bantlar UV ışık kaynağında, Chimara ve ark 

(2004), Nieman ve ark (2000) bildirdiği metoda göre aşağıdaki şekilde 

değerlendirildi. Marker olarak 100 bp’lık bant oluşturan marker kullanıldı, 

değerlendirme aşağıdaki şekilde yapıldı.  
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 RsaI  (5’…GT ↓ AC…3’), (3’…CA ↑ TG…5’) 

       M. tuberculosis 

 360/560 bp     M. africanum subtype II 

       M. africanum subtype I 

 360/480 bp    M. bovis,(Pyrazinamid (PZA) dirençli) 

       M. bovis subsp. caprae (PZA duyarlı) 

 360/660 bp   M. microti 

 SacII (5’…CCGC ↓ GG…3’), (3’…GG ↑ CGCC…5’) 

 Kesim Yok    M. bovis (PZA dirençli) 

       M. bovis BCG  

 280/740 bp    M. bovis subsp. caprae (PZA duyarlı) 

 

 

 

 

 

 



55 

 

3. BULGULAR 

3. 1. Bakteriyoskopi ve Kültür Sonuçları 

 İşletme 1, 3 ve 4’te kesimi yapılan 135 sığırdan alınan 405 lenf düğümü ve 18 

tüberkülün Ziehl Neelsen boyama ile bakteriyoskopisi sonucu, 60 sığırdan alınan, 

60 akciğer lenf düğümü (ACLD), 13 preskepular lenf düğümü (PLD), 4 mezenteriyel 

lenf düğümü (MLD) ve 18 tüberkülde (TB), (Çizelge 3. 2, Çizelge 3. 11) 

mikobakterium şüpheli pembe renkte, küçük basiller görüldü (Resim 3. 1). 

 135 sığırdan alınan 405 lenf düğümü ve 18 tüberkülün Lowenstein Jensen 

besiyerinde kültürü sonucunda, 77 sığırdan alınan, 77 ACLD, 18 PLD, 4 MLD ve 

18 TB örneğinde (Çizelge 3. 2, Çizelge 3. 11), gliserinsiz Lowenstein Jensen 

besiyerlerinde, 6-8 hafta sürede R kolonili (Resim 3. 3) mikobakterium şüpheli 

üremeler görüldü. 

 Lowenstein jensen besiyerinde mikobakterium şüpheli üreme gösteren 117 

izolatın Ziehl Neelsen boyama ile bakteriyoskopisi sonucu izolatların tamamında 

pembe renkli küçük basiller gözlemlendi (Resim 3. 2).  

Resim 3. 1. Doku örneklerinde Ziehl Neelsen boyama ile mikobakteriumlar.  
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 Kültür pozitif 117 doku örneğinin, 96’sında kültür öncesi bakteriyoskopi ile 

etken görülürken (sensitivite, %82,5), kültür negatif doku örneklerinin 

bakteriyoskopisinde etken gözlenmedi (spesifite, %100), (Çizelge 3. 1). 

Resim 3. 2. Kültüre edilen mikobakteriumların Ziehl Neelsen boyama ile 
bakteriyoskopik görünümü. 

 

Resim 3. 3. A: M. tuberculosis H 37 RV, B: M. bovis EMVKA suşunun Lowenstein 
Jensen besiyerindeki kolonileri, C: Ekim yapılmayan Lowenstein Jensen besiyeri. 
 

 

         A                   B         C 
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 İşletme 1; 340 sığırdan kesimi yapılan 56’sından alınan 171 doku örneğinin 

bakteriyoskopi ve kültürü sonucunda, 22 hayvana ait; 19 ACLD, 2 PLD ve 3 TB 

örneğinde etken görülürken, 22 ACLD, 3 PLD ve 3 TB örneğinde mikobakterium 

şüpheli üreme görüldü. Bu işletmede doku örneklerinde bakteriyoskopi sensitivitesi 

%85,7, spesifitesi %100 olarak hesaplandı. 

 İşletme 3; 230 sığırdan kesimi yapılan 5’inden alınan 16 doku örneğinde, 1 

hayvana ait 1 ACLD, 1 PLD ve 1 TB’de bakteriyoskopi ve kültür pozitif sonuç 

alınmıştır. 

 İşletme 4; 151 sığırdan kesimi yapılan 74 hayvandan alınan 236 doku 

örneğinde, 54 hayvana ait, 40 ACLD, 11 PLD ve 14 TB örneğinde Ziehl Neelsen 

boyama ile etken görülürken, 54 ACLD, 14 PLD, 4 MLD ve 14 TB örneğinde 

mikobakterium şüpheli üreme görülmüştür. Bu işletmede doku örneklerinde Ziehl 

Neelsen boyama metodunun sensitivitesi %80,2, spesifitesi %100 olarak tespit 

edildi. 

 

Çizelge 3. 1. Tüberküloz enfeksiyonunun antemortem ve postmortem teşhisinde 
kullanılan testlerin sensitivite ve spesifiteleri. 
 

Test Sensitivite Spesifite 

PPD B Deri Testi %69,8 %98 

IFN-γ (BOVIGAM)  %91,5 %93,4 

PPD B ELISA  %48,2 %55,2 

M. bovis sonikasyon ELISA  %31,28 %44,5 

Doku Ziehl Neelsen Boyama %82,5 %100 

Doku M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR %90,5 %100 

Kültür M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR %100 %100 
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Çizelge 3. 2. İşletmelere göre Ziehl-Neelsen boyama ve Kültür Sonuçlar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 

** Test edilen sığır sayısı, * Kesilen sığır sayısı                           

 
İşletme No 

 
Kesilen Sığır  

Sayısı 

 
Bakteriyoskopi 
Pozitif Hayvan 

Sayısı 

Bakteriyoskopi 
Pozitif Numune Sayısı 

Kültür 
Pozitif 

Hayvan 
Sayısı 

 
Kültür Pozitif Numune Sayısı 

   PLD ACLD MLD TB  PLD ACLD MLD TB 

1 56/340 

(%16,4) 

19/56 

(%33,9) 

2/56 

(%3,5) 

19/56 

(%33,9) 

0/56 3/3 

(%100) 

22/56 

(%39,2) 

3/56 

(%5,3) 

22/56 

(%39,2) 

0/56 3/3 

(%100) 

2 0/11 - - - - - - - - - - 

3 5/230 

(%2,1) 

1/5 

(%20) 

1/5 

(%20) 

1/5 

(%20) 

0/5 1/1 

(%100) 

1/5 

(%20) 

1/5 

(%20) 

1/5 

(%20) 

0/5 1/1 

(%100) 

4 74/151 

(%49) 

40/74 

(%5,4) 

10/74 

(%1,3) 

40/74 

(%5,4) 

4/74 

(%5,4) 

14/14 

(%100) 

54/74 

(%72,9) 

14/74 

(%%18,9) 

54/74 

(%72,9) 

4/74 

(%5,4) 

14/14 

(%100) 

5 0/40 - - - - - - - - - - 

TOPLAM 135*/772** 

(%17,4) 

60/135 

(%4,4) 

13/135 

(%9,6) 

60/135 

(%44,4) 

4/135 

(%2,9) 

18/18 

(%100) 

77/135 

(%57) 

18/135 

(%13,3) 

77/135 

(%57) 

4/135 

(%2,9) 

18/18 

(%100) 
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3. 2. PPD Deri Testi Sonuçları  

 PPD-B ve PPD-A deri testi uygulanan 772 sığırdan, 169’u (%21,8) PPD-B 

deri testi pozitif sonuç verirken, 17’si (%2,2) hem PPD-B hem de PPD-A deri testi 

pozitif reaksiyon verdi (Çizelge 3. 4). 

 İşletme 1; 340 sığırdan 30’u (%8,82) PPD B deri testi pozitif, 310’u negatif 

(%91,17), 340’ı PPD A deri testi negatif sonuç verdi. Kültür sonuçları altın standart 

kabul edilerek PPD B deri testinin sensitivitesi, %70, spesifitesi, %96,15 olarak 

hesaplandı.  

 İşletme 2; 11 sığırdan 6’sı (%54,54) PPD B deri testi pozitif, 5’i (%45,46) 

negatif, 11’i PPD A deri testi negatif olarak belirlendi. 

 İşletme 3; 230 sığırdan 18’i (%7,8) PPD B deri testi pozitif, 1’i (%0,43)    

PPD A deri testi pozitif sonuç vermiştir. PPD A deri testi pozitif sonuç veren 

hayvanda PPD B deri kalınlaşması PPD A deri kalınlaşmasından 8 mm fazla ölçüldü. 

 İşletme 4; 151 sığırdan 76’sı (%50,33) PPD B deri testi pozitif, 16’sı 

(%10,59) PPD A deri testi pozitif reaksiyon verdi. PPD A deri testi pozitif reaksiyon 

veren hayvanlarda PPD B deri kalınlaşması PPD A deri kalınlaşmasına göre 4 mm ve 

daha fazla ölçülmüştür. PPD B deri testinin sensitivitesi %69,73, spesifitesi %100 

olarak belirlendi.  

 İşletme 5; 40 sığırın tamamı (%100) PPD B deri testi pozitif, PPD A deri testi 

negatif sonuç verdi. 

3. 3. IFN-γ (BOVIGAM) Testi Sonuçları 

 İşletme 1, 2, 3 ve 4’te, IFN-γ testi uygulanan 448 sığırdan 92’si (%20,5) 

pozitif, 356’sı (%79,5) negatif sonuç elde edildi.  

 İşletme 1; 56 sığırdan 22’ si (%39,28) pozitif, 34’ü (%60,71) IFN-γ testinde 

negatif olarak tespit edildi. Bu işletmede IFN-γ testinin sensitivitesi %90,9, 

spesifitesi %94,11 olarak hesaplandı. PPD B deri testi pozitif 30, serumun 23’ü 

(%76,6) IFN-γ testinde pozitif, 7’si (%23,3) negatif sonuç bulundu. 
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 İşletme 2; 11 adet sığırdan 5’i (% 45,45) IFN-γ testinde pozitif sonuç 

verirken 6’sı (%54,55) negatif olarak belirlendi. PPD B deri testi pozitif 6, serumun 

3’ü (%50) IFN-γ testinde pozitif, 3’ü (%50) negatif sonuç verdi. 

 İşletme 3; 230 adet sığırdan 13’ü (%5,6) IFN-γ testi pozitif sonuç verirken 

217’si (%94,34) negatif olarak bulundu. PPD B deri testi pozitif 18, serumun 14’ü 

(%77,7) IFN-γ testinde pozitif, 4’ü (%22,2) negatif sonuç verdi. 

 İşletme 4; 151 sığırdan 52’ si (%34,43) IFN-γ testi pozitif, 99’u (%65,57) 

negatif olarak tespit edildi. IFN-γ testinin sensitivitesi %92,3, spesifitesi %92,8 

olarak hesaplandı. PPD B deri testi pozitif 76, serumun 52’si (%68,4) IFN-γ testinde 

pozitif, 24’ü (%31,6) negatif sonuç verdi.  

 Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sığırın, 94’ü (%72,3) IFN- γ testinde 

pozitif, 36’sı (%27,7) negatif sonuç vermiştir (Çizelge 3. 3). 

3. 4. ELISA Sonuçları 

3. 4. 1. PPD B ELISA Sonuçları 

 İşletme 1 ,  2 ,  3  v e 4 ’te PPD B ELISA ile test edilen 448 serumun, 168’i 

(%37,5) pozitif, 280’i (%62,5) negatif sonuç verdi (Çizelge 3. 4). 

 İşletme 1; 56 serumun 32’si pozitif, (%57,1), 24’ü (%42,8) negatif sonuç 

verdi. Metodun sensitivitesi, %54,54, spesifitesi, %58,3 olarak hesaplandı. PPD B 

deri testi pozitif 30 serumun 14’ü (%46,6), PPD B ELISA testinde pozitif, 16’sı 

(%53,4) negatif olarak belirlendi. IFN-γ pozitif 22 serumun, 10’u (%45,4), PPD B 

ELISA testinde pozitif, 12’si (%54,6) negatif olarak tespit edildi.  

 İşletme 2; 11 serumun 5’i (%45,4) pozitif, 6’sı (%54,6) negatif sonuç verdi. 

PPD B deri testi pozitif 6 serumun 3’ü (%50), PPD B ELISA testinde pozitif, 3’ü  

(%50) negatif bulundu. IFN-γ pozitif 5 serumun 2’si (%40), PPD B ELISA testinde 

pozitif, 3’ü (%60) negatif olarak belirlendi. 

 İşletme 3; 230 serumun, 70’i PPD B ELISA pozitif (% 30,43), 150’si negatif 

% 65,21) sonuç verdi. PPD B deri testi pozitif 18 serumun 5’i (%27,7), PPD B 
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ELISA testinde pozitif, 13’ü (%72,3) negatif olarak tespit edildi. IFN-γ pozitif 14 

serumun 3’ü (%21), PPD B ELISA testinde pozitif, 11’i (%79) negatif sonuç verdi. 

 İşletme 4; 151 serum örneğinin 61’i (%40,39) PPD B ELISA pozitif, 90’ı 

(%59,6) negatif sonuç verdi. Bu işletmede PPD B ELISA testinin sensitivitesi, 

%41,5, spesifitesi, %52,17 olarak hesaplandı. PPD B deri testi pozitif 76 serumun 

33’ü (%43,4), PPD B ELISA testinde pozitif, 43’ü (%56,6) negatif sonuç verdi. IFN-

γ pozitif 52 serumun, 21’i (%40,3), PPD B ELISA testinde pozitif, 31’i (%59,7) 

negatif olarak belirlendi. 

 Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sığıra ait kan serumlarının, 55’i 

(%42,3) PPD B ELISA testinde pozitif, 75’i (%57,7) negatif, IFN-γ testi pozitif 92 

sığıra ait kan serumlarının 36’sı PPD B ELISA testinde pozitif, 57’sinde (%42,3) 

negatif sonuç elde edilmiştir (Çizelge 3. 3).  

3. 4. 2. M. bovis sonikasyon ELISA Sonuçları 

 İşletme 1, 2, 3 ve 4’te M. bovis sonikasyon ELISA ile test edilen 448 

serumun, 159’u (%35,4) pozitif, 289’u (%64,5) negatif olarak tespit edildi (Çizelge 

3. 4). 

 İşletme 1; 56 serum örneğinin 19’u (%33,9) M. bovis sonikasyon ELISA 

pozitif, 37’si (%66) negatif sonuç verdi. Metodun, sensitivitesi %31,8, spesifitesi 

%50 olarak hesaplandı. PPD B deri testi pozitif 30 serumun 8’i (%26,6), M. bovis 

sonikasyon ELISA testinde pozitif, 22’si (%73,4) negatif sonuç elde edildi. IFN-γ 

pozitif 22 serumun 7’si (%31,8), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 15’i 

(%68,2) negatif olarak bulundu. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 19 serumun, 15’i 

(%78,9), PPD-B ELISA testinde pozitif, 4’ü (%21,1) negatif sonuç verdi. 

 İşletme 2; 11 serum örneğinin 3’ü (%27,27) M. bovis sonikasyon ELISA 

pozitif, 8’i (%72,7) negatif olarak belirlendi.  PPD B deri testi pozitif sonuç veren 6 

serumun, 2’si (%33,3), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 4’ü (%66,7) 

negatif sonuç verdi. IFN-γ pozitif 22 serumun 7’si (%31,8), M. bovis sonikasyon 

ELISA testinde pozitif, 15’i (%68,2) negatif sonuç elde edildi. IFN-γ pozitif 5 

serumun 1’i (%20), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 4’ü (%80) negatif 
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olarak bulundu. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 3 serumun, 3’ü (%100), PPD-B 

ELISA pozitif sonuç elde edildi. 

 İşletme 3; 230 serum örneğinin 85’i (%36,9) M. bovis sonikasyon ELISA 

pozitif, 145’i (%63) negatif olarak belirlendi. PPD B deri testi pozitif 18 serumun, 8’i 

(%44,4), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 10’u (%55,6) negatif sonuç 

verdi. IFN-γ pozitif 14 serumun 6’sı (%42,8), M. bovis sonikasyon ELISA testinde 

pozitif, 8’i (%57,2) negatif olarak bulundu. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 85 

serumun, 52’si (%61,17), PPD-B ELISA testinde pozitif, 33’ü (%38,8) negatif olarak 

tespit edildi. 

 Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sığıra ait kan serumlarının, 43’ü 

(%42,3) PPD B ELISA testinde pozitif, 75’i (%57,7) negatif, IFN-γ testi pozitif 93 

sığıra ait kan serumlarının 36’sı PPD B ELISA testinde pozitif, 57’sinde (%42,3) 

negatif sonuç elde edilmiştir (Çizelge 3. 3).  

 İşletme 4; 151 serumun 52’si (%34,4) M. bovis sonikasyon ELISA pozitif , 

99’u (%65,5) negatif sonuç verdi. Metodun, sensitivitesi, %30,76, spesifitesi, 

%39,13 olarak hesaplandı. PPD B deri testi pozitif 76 serumun, 25’i (%32,8), M. 

bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 51’i (%67,2) negatif sonuç verdi. IFN-γ 

pozitif 52 serumun 18’i (%34,6), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 34’ü 

(%65,4) negatif sonuç verdi. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 52 serumun 33’ü 

(%63,4), PPD-B ELISA testinde pozitif, 19’u (%36,6) negatif sonuç verdi. ELISA 

test sonuçları, PPD deri testi ve IFN-γ testi sonuçlarının birbirlerine göre durumları 

Çizelge 3. 3’de belirtilmiştir. 

 Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sığıra ait kan serumlarının, 43’ü (%33) 

M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 87’si (%77) negatif, IFN-γ testi pozitif 

92 sığıra ait kan serumlarının 32’si (%34,7) M. bovis sonikasyon ELISA testinde 

pozitif, 60’ı (% 65,3) negatif sonuç vermiştir. (Çizelge 3. 3).  
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Çizelge 3. 3. PPD B deri testi, IFN-γ test, ELISA test sonuçları arasındaki ilişki. 

 
 İşletme No  

Uygulanan Test n=56 n=11 n=230 n=151  Toplam 

                                                                         1 2 3 4   

PPD B (+) / IFN-γ (+) 30/23 

(%76,6)     

 

 

6/3 

(%50) 

18/14 

(%77,7) 

76/52 

(%68,4) 

 130/94 

(%72,3) 

PPD B (+) / IFN-γ (-) 30/7 

(%23,3) 

6/3 

(%50) 

18/4 

(%22,3) 

76/24 

(%31,6) 

 130/36 

(%27,7) 

PPD B (+) / PPD B ELISA (+) 30/14 

(%46,6) 

6/3 

(%50) 

18/5 

(%27,7) 

76/33 

(%43,4) 

 130/55 

(%42,3) 

PPD B (+) / PPD B ELISA (-) 30/16 

(%53,4) 

6/3 

(%50) 

18/13 

(%72,3) 

76/43 

(%56,6) 

 130/75 

(%57,7) 

PPD B (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (+) 30/8 

(%26,6) 

6/2 

(%33,3) 

18/8 

(%44,4) 

76/25 

(%32,8) 

 130/43 

(%33) 

PPD B (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (-) 30/22 

(%73,4) 

6/4 

(%66,7) 

18/10 

(%55,6) 

76/51 

(%67,2) 

 130/87 

 (%77) 

IFN-γ (+) / PPD B ELISA (+) 22/10/ 

(%45,4) 

5/3 

(%40) 

14/3 

(%21,4) 

52/21 

(%40,3) 

 92/36 

(%39,1) 

IFN-γ (+) / PPD B ELISA (-) 22/12 

(%54,6) 

5/2 

(%60) 

14/11 

(%78,6) 

52/31 

(%59,7) 

 92/57 

(%61,9) 

IFN-γ (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (+) 22/7 

(%31,8) 

5/1 

(%20) 

14/6 

(%42,8) 

52/18 

(%34,6) 

 92/32 

(%34,7) 

IFN-γ (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (-) 15/22 

(%68,2) 

5/4 

(%40) 

14/8 

(%57,2) 

52/34 

(%65,4) 

 92/61 

(%66,3) 

M.bovis Sonikasyon ELISA (+) / PPD B ELISA (+)  19/15 

(%78,9) 

3/3 

(%100) 

85/52 

(%61,1) 

52/33 

(%63,4) 

 159/103 

(%64,7) 

M.bovis Sonikasyon ELISA (+) / PPD B ELISA(-) 19/4 

(%21,1) 

3/0 85/33 

(%38,9) 

52/19 

(%36,6) 

 159/56 

(%35,3) 
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3. 5. PZR Sonuçları 

 Çalışmada, kesimi yapılan 135 sığırdan alınan 405 lenf düğümü, 18 tüberkül 

ve bunların kültürü sonucu, mikobakterium şüpheli üreme gösteren 77 sığıra ait, 117 

izolatın, M. tuberculosis kompleks, MTUB_c-gyrBf' ve MTUB_c-gyrBr primerleri 

ile PZR analizleri ve PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu, 66 sığıra ait, 

66 ACLD, 18 PLD, 4 MLD, 18 TB örneği ve 117 saha izolatında, 1020 bp              

M. tuberculosis kompleks PZR ile pozitiflik elde edildi (Resim 3. 4). PZR 

sonuçlarının işletmelere göre durumu Çizelge 3. 4, Çizelge 3. 7-Çizelge 3. 11’de 

belirtilmiştir.   

 Kültür pozitif 117 doku örneğinin 106’sında, M. tuberculosis kompleks PZR 

ile pozitif sonuç elde edildi. Kültür sonuçları altın standart kabul edildiğinde klinik 

örneklerde M. tuberculosis kompleks türlerini belirlemeye yönelik olarak uygulanan 

1020 bp PZR sensitivitesi % 90,5, spesifitesi %100 olarak belirlendi.  

 M. bovis EMVKAE ve M. tuberculosis H 37 Rv referans suşlarının                  

M. tuberculosis kompleks PZR analizinde 1020 bp’de bantlar belirlendi. 

 M. tuberculosis H 37 Rv suşundan izole edilen DNA örneğine,                     

M. tuberculosis için spesifik gyrB gen bölgesi üzerinde bulunan , MTUB-gyrB–756-

Gf ve MTUB-gyrB–1450-Cr primerleri ile ve M. avium ATCC 25291suşundan 

izole edilen DNA örneğine, M. avium subsp. avium için spesifik, IS 901 gen bölgesi 

üzerinde bulunan, P1-IS901 ve P2-IS901 primerleri ile uygulanan PZR ve PZR 

ürünlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu M. tuberculosis H 37 Rv, 734 bp (Resim 

3. 5), M. avium ATCC 25291, 1018 bp (Resim 3. 6) büyüklüğünde DNA bantları 

oluşturdu. 

 İşletme 1; 56 sığırdan alınan 171 doku örneği ve 22 sığırdan izole edilen 28 

mikobakterium şüpheli saha izolatının, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR 

analizinde, 18 hayvana ait 18 ACLD, 3 PLD, 3 TB ve 28 saha izolatında PZR ile 

pozitif sonuç elde edildi..  

 İşletme 3; 5 sığırdan alınan 16 doku örneği ve 1 sığırdan izole edilen 3 

mikobakterium şüpheli saha izolatının, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR 



65 

 

analizinde 1 sığıra ait 1 ACLD, 1 PLD, 1 TB ve 3 saha izolatında PZR ile pozitif 

sonuç belirlendi.  

 İşletme 4; 74 sığırdan alınan 236 doku örneği ve 54 sığıra ait 86 

mikobakterium şüpheli saha izolatının, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR 

analizinde, 47 hayvana ait, 47 ACLD, 14 PLD, 4 MLD, 14 TB ve 86 saha izolatında 

PZR ile pozitif sonuç tespit edildi. 

 
Resim 3. 4. M. tuberculosis H 37 Rv, M. bovis EMVKAE, M. bovis BCG ve saha 
izolatlarının M. tuberculosis kompleks PZR ile 1020 bp spesifik PZR ürününün 
agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
 

         

M: 100 bp marker (Fermantas), MT: M. tuberculosis H 37 Rv, MB: M. bovis 
EMVKAE, 1, 2, 3, 4: M. bovis saha izolatları, NK: Negatif kontrol (M. avium ATCC 
25291). 
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Resim 3. 5. M. tuberculosis H 37 Rv referans suşunun, 734 bp spesifik PZR 
ürününün agaroz jel elektroforez görüntüsü. 

 

                

M: 100 bp marker (Fermantas), MT: M. tuberculosis H 37 Rv, NK: Negatif kontrol 
(M. bovis EMVKAE) 

 

Resim 3. 6. M. avium ATCC 25291 referans suşunun, 1108 bp spesifik PZR 
ürününün agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
 

                 

M: 100 bp marker (Fermantas), MA: M. avium ATCC 25291, NK: Negatif kontrol  
(M. tuberculosis H 37 Rv).
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Çizelge 3. 4. İşletmelere göre PPD deri testi, IFN-γ testi, ELISA, M. tuberculosis kompleks PZR sonuçları. 

* Test edilen numune sayısı.

İşletme No Sığır 
Sayısı 

Yaş IFN-γ Pozitif PPD Bovine 
Pozitif 

PPD Avian 
Pozitif 

Kültür           
M. tuberculosis 
kompleks PZR 

pozitif 

Numune Sayısı Doku örneği   
M. tuberculosis 
kompleks PZR  

pozitif 

PPD B ELISA 
pozitif 

M bovis 
sonikasyon ELISA 

pozitif 

1 340 2 ↑ 22/56* 

(%39,2) 

30/340 

(%8,8) 

0/340 28/28 

(%100) 

171 24/171 

(%14) 

32/56 

(%57,1) 

19/56 

(%33,9) 

2 11 2 ↑ 5/11 

(%45,4) 

6/11 

(%54,5) 

0/11 - - - 5/11 

(%45,4) 

3/11 

(%27,2) 

3 230 2 ↓ 13/230 

(%5,6) 

18/230 

(%7,8) 

1/230 

(%0,4) 

3/3 

(%100) 

16 3/16 

(%18,7) 

70/230 

(%30,4) 

85/230 

(%36,9) 

4 151 2 ↑ 52/151 

(%34,4) 

76/151 

(%50,3) 

16/151 

(%10,5) 

86/86 

(%100) 

236 79/236 

(%33,4) 

61/151 

(%40,3) 

52/151 

(%34,4) 

5 40 2 ↑ - 40/40 

(%100) 

0/40 - - - - - 

TOPLAM 772 

 

 92/448 

(%20,5) 

170/772 

(%22,02) 

17/772 

(%2,2) 

117/117 

(%100) 
423 106/423 

(%25) 

168/448 

(%37,5) 

159/448 

(%35,4) 



68 

 

3. 6. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA) Sonuçları  

 M. tuberculosis kompleks PZR pozitif 106 doku örneği ve 117 saha izolatına 

ait 1020 bp PZR ürünleri, RsaI enzimi ile 360 ve 480 bp büyüklüğünde (Resim 3. 7), 

DNA bantları oluşturarak M. bovis/M. bovis subsp. caprae olarak olarak belirlendi.  

 Saha izolatlarından; 58 hayvana ait, 93’ü (%79,5), doku örneklerinden; 47 

hayvana ait, 88’i (%83) SacII enzimi ile kesim yapmayarak M. bovis, (PZA dirençli), 

saha izolatlarından 19 hayvana ait 24’ü (%20,5), doku örneklerinden 19 hayvana ait 

18’i (%17) 280 ve bp büyüklüğünde DNA bantları oluşturarak (Resim 3. 8), M. bovis 

ssp. caprae (PZA duyarlı) identifiye edildi.  

 İşletme 1; 18 hayvana ait 24 doku örneği ve 22 hayvana ait 28 saha izolatına 

ait 1020 bp PZR ürünlerinin REA sonucu tüm örnekler, M. bovis (PZA dirençli) 

olarak belirlendi.  

 İşletme 3; 1 hayvana ait 3 doku örneği ve 3 saha izolatına ait 1020 bp PZR 

ürünlerinin REA sonucu tüm örnekler M. bovis (PZA dirençli) olarak tespit edildi. 

 İşletme 4; 47 hayvana ait 79 doku örneği ve 54 hayvana 86 saha izolatına ait 

1020 bp PZR ürünlerinin REA sonucu, 28 hayvana ait 61 doku örneği (%77,2) ve 35 

hayvana ait 62 saha izolatı (%72,1) M. bovis (PZA dirençli), 19 hayvana ait 14 

ACLD, 2 PLD, 2 TB örneği (%22,8) ve 24 saha izolatı (%27,9) M. bovis ssp. caprae 

(PZA duyarlı) olarak belirlendi.  

 M. tuberculosis H 37 Rv suşuna ait 1020 bp PZR ürünleri RsaI enzimi ile 360 

ve 560 bp büyüklüğünde DNA bantları oluşturdu (Resim 3. 7). 

 M. tuberculosis kompleks 1020 bp PZR pozitif saha izolatları ve doku 

örneklerinin işletmelere göre REA sonuçları Çizelge 3. 5-Çizelge 3. 11’de 

belirtilmiştir.  

 
 
 
 
 



69 

 

Resim 3. 7. M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR ürünlerinin RsaI enzimi ile 
REA, agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
 

   

M: Marker, MT: M. tuberculosis H 37 Rv, MB: M. bovis EMVKAE, 1, 2, 3, 4, 5: 
M. bovis şüpheli saha izolatları. 

 

Resim 3. 8. M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR ürünlerinin SacII enzimi ile 
REA, agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
 

    

M: Marker, MB: M. bovis EMVKAE, 1, 2, 3,: M. subsp. bovis,  4, 5, 6: M. bovis 
subsp.caprae.
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Çizelge 3. 5. M. tuberculosis kompleks PZR (1020 bp) pozitif saha izolatlarının, işletmelere göre REA sonuçları 

 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 

 

İşletme 
No 

 

M.tuberculosis 
kompleks 

PZR pozitif 
izolat Sayısı 

RsaI  

 

Toplam 

SacII  

 

Toplam 

 
360/480 bp 

 

 
280/740 

 

 
 

Toplam 

 
Kesim Yok 

 
PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

1  
28 

3 

(%10,7) 

22 

(%78,6) 

- 3 

(%10,7) 

28/28 

(%100) 
- - - - - 3 

(%10,7) 

22 

(%78,5) 

- 3 

(%10,7) 

28/28 

(%100) 

2 - - - - - - - - - - - - - - - - 

3  
3 

1 

(%33,3) 

1 

(%33,3) 

- 1 

(%33,3) 

3/3 

(%100) 
- - - - - 1 

(%33,3) 

1 

(%33,3) 

- 1 

(%33,3) 

3/3 

(%100) 

4  
86 

14 

(%16,27) 

54 

(%62,79) 

4 

(%4,65) 

14 

(%16,27) 

86/86 

(%100) 

2 

(%2,3) 

19 

(%22) 

1 

(%1,1) 

2 

(%2,3) 

24/86 

(%27,9) 

12 

(%13,9) 

35 

(%40,6) 

3 

(%3,4) 

12 

(%13,9) 

62/86 

(%72,09) 

5 - - - - - - - - - - - - - - - - 

 
Toplam 

117 18 

(%15,3) 

77 

(%65,8) 

4 

(%3,4) 

18 

(%15,3) 

117/117 

(%100) 

2 

(%1,7) 

19 

(%16,2) 

1 

(%0,8) 

2 

(%1,7) 

24/117 

(%20,5) 

16 

(%13,6) 

58 

(%49,5) 

3 

(%2,5) 

16 

(%13,6) 

93/117 

(%79,4) 
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Çizelge 3. 6. M. tuberculosis PZR pozitif (1020 bp) doku örneklerinin, işletmelere göre REA sonuçları  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 

 

 

 

İşletme 
No 

 

M.tuberculosis 
kompleks 

PZR pozitif 
doku sayısı 

RsaI SacII 

 
360/480 bp 

 

 
280/740 

 

 
Kesim Yok 

 
PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

1 24/28 3/3 

 

18/22 

 

- 3/3 

 

- - - - 3/3 

 

18/22 

 

- 3/3 

 2 - - - - - - - - - - - - - 

3 3/3 1/1 

 

1/1 

 

- 1/1 

 

- - - - 1/1 

 

1/1 

 

- 1/1 

 4 79/86 14/14 

 

47/54 

 

4/4 

 

14/14 

 

2/2 

 

13/19 

 

1/1 

 

2/2 

 

12/12 

 

34/35 

 

3/3 

 

12/12 

 5 - - - - - - - - - - - - - 

 
Toplam 

106/423 

(%25) 

 
18/18 

 

 
66/77  

 

 
4/4 

 

 
18/18 

 

 
2/2 

 

 
13/19 

 

 
1/1 

 

 
2/2 

 

 
16/16 

 

 
53/58 

 

 
3/3 

 

 
16/16 

 



Çizelge 3. 7.  Saha izolatları ve Doku örneklerinin M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR ve REA sonuçları. 

 

Hayvan  
No 

 

İşletme  

No 

Doku örneği  

M.tuberculosis kompleks 

PZR 

Kültür M.tuberculosis 

kompleks PZR 

RsaI REA SacII REA  

Sonuç 
360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok 

 PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

1 1 - - -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

2 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

3 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

4 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

5 1 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  + 
M. bovis 

6 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

7 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

8 1 - - -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

9 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

10 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

11 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

12 1 + + -  + +   - -   + +   - -   - -   + +   
M. bovis 

13 1 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

14 1 - - -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 
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Çizelge 3. 8. Saha izolatları ve Doku örneklerinin PZR ve REA sonuçları. 

 

Hayvan 
No 

 

İşletme 

 No 

Doku örneği  

M.tuberculosis kompleks 

PZR 

Kültür M.tuberculosis 

kompleks PZR 

RsaI REA SacII REA     

Sonuç 
360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok 

PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

15 1 - - -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

16 1 - + -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

17 1 + + -  + +   - -   + +   - -   - -   + +   M. bovis 

18 1 - + -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

19 1 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  + M. bovis 

20 1 - + -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

21 1 - + -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

31 1 + + - + + +  + - -  - + +  + - -  - - -  - + +  + M. bovis 

57 4 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  -       M. bovis 

58 4 - - -   +    -    +    -    -       M. bovis 

59 4 - + -   +    -    +    -    -       M. bovis 

60 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

61 4 + + - + + +  + - -  - + +  + - -  - - -  - + +  + M. bovis 

62 4 - + -   +    -    +    -    -    +   M. bovis 

63 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

64 4 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  + M. bovis 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 

 



74 

 

Çizelge 3. 9. Saha izolatları ve Doku örneklerinin PZR ve REA sonuçları. 

 

Hayvan 
No 

 

İşletme  

No 

Doku örneği  

M.tuberculosis kompleks 

PZR 

Kültür M.tuberculosis 

kompleks PZR 

RsaI REA SacII REA  

Sonuç 
360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok 

  PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

65 4 + + -  + +   - -   + +   - -   - -   + +   M. bovis 

66 4 - - -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

67 4 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  +  +  -  - 
M.bovis 

ssp.caprae 

68 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

69 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
M. bovis 

70 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

71 4 - - -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

72 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

73 4 - + -   +   - -   + +   - -    -   + +   
M. bovis 

74 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

75 4 + + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

76 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

77 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

78 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
M. bovis 

79 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 
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Çizelge 3. 10. Saha izolatları ve Doku örneklerinin PZR ve REA sonuçları. 

 

Hayvan 
No 

 

İşletme  

No 

Doku örneği  

M.tuberculosis kompleks 

PZR 

Kültür M.tuberculosis 

kompleks PZR 

RsaI REA SacII REA  

Sonuç 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok 

  PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

80 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

81 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

82 4 - - -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

83 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

84 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

85 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
M. bovis 

86 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

87 4 + + - + + + +  - - -  + + +  - - -  + + +  - - -  
M.bovis 

ssp.caprae 

88 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

89 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

90 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

91 4 + - - + + +  + - -  - + +  + - -  - + +  + - -  - 
M.bovis 

ssp.caprae 

92 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

93 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

94 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

95 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 
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Çizelge 3. 11. Saha izolatları ve Doku örneklerinin PZR ve REA sonuçları. 

 

Hayvan 
No 

 

İşletme  

No 

Doku örneği  

M.tuberculosis kompleks 

PZR 

Kültür M.tuberculosis 

kompleks PZR 

RsaI REA SacII REA  

Sonuç 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok 

  PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB PLD ACLD MLD TB 

96 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

97 4 - + - +  +  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  + 
M. bovis 

98 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

99 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

100 4 - - -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

101 4 + + - + + +  + - -  - + +  + - -  - - -  - + +  + 
M. bovis 

102 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

103 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

104 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

105 4 - + -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

106 4 - + -   +    -    +    -    -    +   
M. bovis 

131 4 - + -   +    -                   
M. bovis 

132 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
M. bovis 

133 4 - - -   +    -    +    -    +    -   
M.bovis 

ssp.caprae 

134 4 + + -  + +   - -   + +   - -   - -   + +   
M. bovis 

208 3 + + - + + +  + - -  - + +  + - -  - - -  - + +  + 
M. bovis 

PLD: Preskapular lenf düğümü, ACLD: Akciğer lenf düğümü, MLD: Mezenteriyel lenf düğümü, TB: Tüberkül 
 



77 

 

Çizelge 3. 12. Hayvan sayılarına göre PPD B deri testi, IFN-γ test, bakteriyoskopi, 
kültür, M.tuberculosis kompleks PZR ve REA sonuçları. 

 

Uygulanan Test Oran 

PPD B pozitif sığır sayısı 169*/772** 

(%21,8) 

IFN-γ test pozitif sığır sayısı 92/448 

(%20,5) 

Bakteriyoskopi pozitif sığır sayısı 77/135 

(%57) 

Kültür pozitif sığır sayısı 77/135 

(%57) 

Doku örnekleri M.tuberculosis kompleks PZR 

 pozitif sığır sayısı 

66/135 

(%48,8) 

Kültür M.tuberculosis kompleks PZR 

 pozitif sığır sayısı 

77/135 

(%57) 

Doku örnekleri M. bovis subsp. bovis 

pozitif sığır sayısı 

47/66 

(%71,2) 

Kültür M. bovis subsp. bovis 

pozitif sığır sayısı 

58/77 

(%75,3) 

Doku örnekleri M. bovis subsp. caprae 

pozitif sığır sayısı 

19/66 

(%28,7) 

Kültür M. bovis subsp. caprae 

pozitif sığır sayısı 

19/77 

(%24,6) 

 

* Test pozitif sığır sayısı 

** Test edilen sığır sayısı 
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4. TARTIŞMA 

 Tüberküloz; insanlarda, sığır, koyun, keçi ve diğer memelilerde, kanatlılarda, 

özellikle solunum sistemi organlarında ve bunlara ait lenf düğümlerinde 

granülamatöz lezyonlara yol açan, kronik seyirli, zoonoz enfeksiyondur (Pollock ve 

ark 2001). 

Tüberküloz enfeksiyonu, dünya üzerinde insan ve diğer memelilerde en 

önemli ölüm sebeplerinden birisidir. Yılda 2 milyon insan ölmekte ve 8 milyon yeni 

vaka görülmektedir (Andersen ve ark 2000). Sığırlardaki M. bovis enfeksiyonu ile 

insanlardaki tüberküloz arasında direkt ilişki bulunmaktadır. M. bovis sığırlarda 

tüberküloz enfeksiyona yol açarak ekonomik kayıplara yol açmakla birlikte 

insanlarda önemli bir halk sağlığı problemidir. İnsanlardaki tüberküloz vakalarının 

%10’unda etken M. bovis’tir (Cosivi ve ark 1998). Taylor ve ark (2007), demir 

çağına ait insan iskeletlerinde PZR ile M. bovis’i ortaya koymuşlardır. Sığır 

tüberkülozunun eradike edildiği ülkelerde, insanlardaki tüberküloz ile mücadelede 

büyük başarılar elde edilmiştir (Cosivive ark 1998). 

 M. bovis enfeksiyonu kronik seyirlidir ve uzun süre subklinik olarak 

seyretmektedir (Rua Domenech ve ark 2006). Enfekte hayvanlar çok uzun süre klinik 

belirti göstermemekte ve klinik belirtiler enfeksiyona özgü olmamaktadır. Bu yüzden 

enfeksiyonun yüksek sensitivite ve spesifiteye sahip testler ile antemortem teşhisi 

eradikasyon için oldukça önemlidir (Adams 2001). 

4. 1. Bakteriyoskopi 

 Enfeksiyonun lokalizasyonu, derecesi, klinik örneğin tazeliği ve 

kontaminasyon durumu, mikroskobik incelemeyi yapan personelin tecrübesi gibi 

nedenler metodun sensitivitesini etkileyen en önemli faktörlerdir. Yanlış pozitifliğin 

en önemli sebebi çevresel mikobakteriumlardır (Manzano ve ark 2008).  

 Mukherje ve ark (2002), 50 tüberküloz lenfadenitli hastadan cerrahi yol ile 

elde edilen ve kültür sonucu pozitif, lenf düğümü örneklerinin 22’sinde (%44), Goel 

ve Budhawar (2007), 36 akciğer dışı tüberkülozlu örneğin 13’ünde (%36,1), Ziehl 

Neelsen boyama ile etkeni gösterebilmişlerdir. Artan (2005), tüberkülozlu insanlarda, 
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Ziehl Nelsen boyamanın sensitivitesini akciğer tüberkülozunda %62,8, akciğer dışı 

tüberkülozda %14,2, Sevakumar ve ark (2002), akciğer tüberkülozunda sensitiviteyi 

%72 olarak bildirmişler ve akciğer dışı örneklerdeki sensitivite düşüklüğünün nedeni 

olarak etken sayısındaki azlığı göstermişlerdir.   

 Cancela ve Marin (1993), histopatolojik inceleme için parafinlenen 

tüberkülozlu sığır doku örneklerinin %52, Ortatatlı ve ark (1998), %49, Beytut 

(2001), %62’sinde Ziehl Neelsen Boyama ile mikobakteriumları gösterirken, Shitaye 

ve ark (2006), 69 numunenin hiç birinde etkeni gösterememişlerdir. Okaiyeto ve ark 

(2008), 120 süt ineğinden 17’sinin (%14,1) sütlerinden Ziehl Neelsen boyama ile 

etken göstermişlerdir. Fitzgerald ve ark (2000), yabani ruminatlarda lenf düğümü 

örneklerinde bakteriyoskopinin sensitivitesini %90,2, spesifitesini %96,9 

bildirmişlerdir. 

 Sığır tüberkülozunda bakteriyoskopi, postmortem muayene sonrası lezyonlu 

dokuların mekanik olarak parçalanması ve dekontaminasyonu sonrası 

gerçekleştirildiğinde örnekteki bakteri yoğunluğu artmaktadır. Proano-Perz ve ark 

(2006), 29 mikobakterium kültür pozitif sığır doku örneğinin 3’ünde (%10,3), Adu-

Bobi ve ark (2009), 130 tüberkülozlu sığırın 95’inde (%73,3) bakteriyoskopik olarak 

etkeni teşhis edebilmişlerdir. Bu çalışmada, kültür pozitif 117 doku örneğinin 

96’sında ve 117 mikobakterium şüpheli izolatın bakteriyoskopisinde etken 

görülmüştür. Doku ve organlardan direkt bakteriyoskopinin sensitivitesi; %82,5, 

spesifitesi %100 olarak belirlenmiştir (Çizelge 3. 1).  

 Bu çalışmada, bakteriyoskopi öncesi doku örneklerinde lezyonlu bölgelerin 

seçilerek, parçalanması ve bu sırada etkenin hücre dışına çıkarılması, 

dekontaminasyon sırasındaki santrüfüjleme ile birim hacimdeki bakteri 

konsantrasyonunun artması nedeni ile sensitivitenin yüksek belirlendiği 

düşünülmektedir. 
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4. 2. Kültür 

 Kültür tüberküloz teşhisinde altın standart olmakla birlikte, inkübasyon için   

4-8, biyokimyasal testler için 2-3 hafta süre gerektirmekte, etkenin zoonoz ve OIE 

gurup III mikroorganizmalar içinde yer alması nedeni ile Biyogüvenlik Seviyesi III 

(BSL III) laboratuara gerek duyulmaktadır (Liebana ve ark 1995, OIE 2008c). 

Dekontaminasyon sırasında bakterilerin inaktive olması, diğer bakteriler ve saprofitik 

mikobakteriumlar ile kontaminasyon, klinik örnekteki ölü mikobakteriumlar nedeni 

ile sensitivitesi %100 olmamaktadır (Duffield ve ark 1989, Cousins ve ark 1992).  

 Chambers ve ark (2001a), aerosol olarak 106, 107,108 bak/ml dozunda enfekte 

ettikleri kobayların tamamında 5. haftada, Griffina ve ark (2006), intra-tonsiller yol 

ile enfekte edilen 21 sığırdan 20’sinde 20. haftada, Corner ve ark (2007), 101, 102, 

103 bakteri/ml ile enfekte edilen Avrupa porsuklarının tamamında 17. haftada, 

O’Briena ve ark (2002), 62.500 yabani ruminantın postmortem muayenesinde 

336’sında (%0,5) M. bovis kültür pozitif sonuç elde etmişlerdir. Zanela ve ark 

(2008), Fransa’da 2001-2002 yıllarında 85 yaban domuzu lenf düğümü 

örneklerinden 25’inde (%29,4), 2005-2006 yılları arasında 155 örneğin 65’inde 

(%41,9) M. bovis kültüre etmişlerdir. Fitzgerald ve ark (2000), yabani ruminatlarda 

lenf düğümü örneklerinde M. bovis kültür sensitivitesini %100, spesifitesini %98,67 

olarak bildirmişlerdir.  

 Bu çalışmada, kesimi yapılan 135 sığırdan 77’sine ait 425 numunenin 

105’inde (%24,7), (18 PLD, 77 ACLD, 4 MLD, 18 TB) gliserinsiz Lowenstein 

Jensen besiyerinde üreme görüldü (Çizelge 3. 2). İzolasyonların tamamı, 

makroskopik olarak tüberkül görülen dokularda yapıldı. Üreme şekillenmeyen 415 

numunede makroskobik lezyon gözlenmedi.  
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4. 3. PPD Deri Testi 

 PPD deri testi sığır tüberkülozunun antemortem teşhisinde kullanılan 

uluslararası standart testtir. Tüberkülinin deri içi enjeksiyonundan sonra oluşan 

gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonunun ortaya konulması temeline dayanır 

(Monaghan 1994). 

 PPD pozitif test sonucu, tüberküloz enfeksiyonunun varlığı veya yokluğunu 

değil canlının daha önce tüberküloz basili ile duyarlı hale getirildiğini göstermektedir 

(Raqib ve ark 2003). Bunun dışında yakın zamanda uygulanan PPD deri testi (40–60 

gün), Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium gibi mikobakteriler ile çapraz 

antijenlere sahip bakteriler, çevresel mikobakteriler, M. avium subsp. 

paratuberculosis ile enfeksiyon, M. bovis BCG ile aşılama, nedeni ile PPD deri 

testinde yanlış pozitif sonuç alınabilmektedir. Bu sebeplerden dolayı PPD deri 

testinin sensitivitesi düşük (%70-75) kalmaktadır (Katial ve ark 2001, Vordermeir ve 

ark 2001, Dunn ve ark 2005, Rua-Domenech ve ark 2006). 

 Enfeksiyonun yeni şekillenmesi, generalize enfeksiyon nedeni ile immün 

sistemin deprese olması (anerji), viral enfeksiyonlar ve kortikosteroidler gibi immün 

sistemi baskılayan ilaçların kullanılması, yeni doğum, gıdasal ya da nakil stresi, 

testin uygulanması ve değerlendirilmesindeki, PPD’nin üretiminden ve 

muhafazasından kaynaklanan hatalar nedeni ile PPD deri testine yanlış negatif sonuç 

alınabilmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). 

 Okaiyeto ve ark (2008), 120 süt ineğinden 51’inde (%42,5) PPD deri testi ile 

pozitiflik belirlerken, 17’sinin (%14,1) sütlerinden Ziehl Neelsen boyama ile etken 

göstermişlerdir. Francis ve ark (1978), Wood ve ark (1991, 1992) sığırlarda PPD deri 

testinin sensitivitesini %68,2-72, spesifitesini %96,8-98,8, GonzaAlez ve ark (1999) 

sensitiviteyi %80,2 olarak bildirmişlerdir.  

 Bu çalışmada, PPD deri testi uygulanan 772 süt ineğinden, 169’u (%21,8) 

PPD-B pozitif sonuç vermiştir. İşletme 1 ve 4’te deri testinin ortalama sensitivitesi 

%69,8, spesifitesi %98 olarak hesaplandı (Çizelge 3. 1). Elde edilen PPD sonuçları 

GonzaAlez ve ark (1999), Francis ve ark (1978), Wood ve ark (1991, 1992) ile 

uyumlu bulunmuştur.  



82 

 

 Sensitivitesini sınırlayan pek çok faktör olmasına rağmen PPD deri testi sığır 

tüberkülozunun antemortem teşhisinde tüm dünyada primer test olarak 

kullanılmaktadır. Şu ana kadar PPD deri testine alternatif bir test geliştirilip tüm 

dünyada kullanılabilir hale getirilememiştir (Rua-Domenech ve ark 2006). ABD, 

Kanada, İngiltere, İsviçre gibi ülkeler düzenli tüberkülin testi ve pozitif sığırların 

kesimi ile sığır tüberkülozunu eradike etmişlerdir (Cousins 2001).  

4. 4. IFN-γ Testi (BOVIGAM) 

 IFN-γ antijenik uyarım sonrası, temel olarak T lenfositlerinden salınan bir 

sitokindir. Mikobakteriumlara karşı immün cevap oluşturulmasında en önemli 

makrofaj aktivatörüdür. IFN-γ, M. bovis enfeksiyonunda canlıda şekillenen hücre 

aracılı immün cevabı ortaya koymaktadır (Pollock ve ark 2005).  Enfeksiyöz etkenin 

alınmasından sonraki 1-4 hafta içinde, Bovine tüberkülin ya da benzer M. bovis 

antijenleri ile uyarılan perifer kan T lenfositleri ölçülebilir düzeyde IFN-γ 

üretmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006) 

 IFN-γ testi tüberküloz enfeksiyonunu, PPD deri testine  (6-9 hafta) göre daha 

erken (1-3 hafta) dönemde ve düşük dozdaki bakteri ile enfeksiyonda teşhis 

edebilmektedir (Pollock ve ark 2005).  Test aynı sürüde tekrar tekrar 

uygulanabilmekte iken PPD deri testinde iki test aralığı 45-60 gün sürmektedir. 

İşletmelerin tekrar ziyaretine gerek bulunmamakta ve PPD deri testinde 

görülebilecek uygulamaya ve değerlendirmeye bağlı hatalar görülmemektedir (Rua-

Domenech ve ark 2006). 

  Yüksek maliyetli laboratuar ekipmanları, deneyimli personel ihtiyacı, yüksek 

kit maliyeti, kan örneklerinin alındıktan kısa süre sonra (8-12 saat), 20-25 C° ısıda 

laboratuara ulaştırılması gerekliliği (Rothel ve ark 1992, Gormley ve ark 2004), kan 

numunelerinin alımı sırasında oluşabilecek hatalar (kanın pıhtılaşması, kulak 

numaralarının hatalı alınması) IFN-γ testinin dezavantajıdır. En önemli 

dezavantajlarından birisi de PPD deri testinde olduğu gibi, immün sistemin 

baskılandığı anerjik hayvanlarda yanlış negatif sonuç vermesidir (Rua-Domenech ve 

ark 2006). Kan numunelerinin test edilmesinin gecikmesi sensitiviteyi 

sınırlandırmaktadır (Gormley ve ark 2004).  
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  Rothel ve ark (1992), PPD uygulanan sığırlarda, 59. güne kadar IFN-γ 

düzeyinin arttığını, Whipple ve ark (2001), PPD uygulamasından sonraki üçüncü 

günden itibaren IFN-γ düzeyinin artmaya başladığını ve 63. güne kadar devam 

ettiğini, Ryan ve ark (2000), BOVIGAM testin PPD uygulamasından 28 gün sonra 

yapılması gerektiğini, Whelan ve ark (2004), yüksek doz M. bovis ile enfekte edilen 

buzağılarda Bovine ve Avian tüberkülin uygulamasının IFN-γ seviyesinin 

etkilenmediğini bildirmiştir. BOVIGAM test uygulama kılavuzunda testin PPD 

uygulamasından 8-28 gün sonra uygulanması önerilmektedir. Bu çalışmada 

BOVIGAM test için kan örnekleri PPD uygulamasından 30 gün sonra alınmıştır.  

 Testin uygulandığı sürünün karakterine, uygulayan laboratuara, uyarıcı 

antijen olarak kullanılan PPD’nin kaynağı ve üretim serisine, değerlendirmede 

kullanılan altın standartın ne olduğuna göre; IFN-γ testinin sensitivitesi %73-100, 

spesifitesi %85-99,6 olarak belirlenebilmektedir (Rua-Domanech ve ark 2006).  

Gormley ve ark (2006), IFN-γ testinin sensitivitesinin (%90–93), PPD deri 

testinden (%70-75) daha yüksek olduğunu, deri testinin spesifitesini %99,9, IFN-γ 

testinin spesifitesini %95, Monaghan ve ark (1997), sensitiviteyi yorumlamadaki 

farklılıklara göre % 55-97, spesifiteyi %97, Wood ve ark (2001), sensitiviteyi %81-

100, spesifiteyi %94-100, Öztürk ve ark (2008), 126 sığırdan 62’sinde (%49,2), IFN-

γ testi, 67’sinde (%53,2) PPD deri testi ile pozitiflik belirlemişler ve IFN -γ testinin 

sensitivitesini %90, spesifitesinin %97 olarak rapor etmişlerdir.  

 Bu çalışmada; 4 işletmede, 448 sığırdan, 92’sinde (%20,5) IFN-γ sandwich 

ELISA testinde pozitiflik belirlenirken, 356’sı (%79,5) negatif olarak tespit 

edilmiştir. İşletme 1 ve 4’te IFN-γ testinin ortalama sensitivitesi %91,5, spesifitesi 

%93, 4 (Çizelge 3. 1) hesaplanarak, Monaghan ve ark (1997), Wood ve ark (2001), 

Rua-Domanech ve ark (2006), Gormley ve ark (2006), Öztürk ve ark (2008) ile 

uyumlu bulunmuştur. IFN-γ testinin sensitivitesi (%91,5) Gormley ve ark (2006) 

belirttiği gibi PPD deri testi sensitivitesinden (%70) yüksek, spesifitesi (%93,4), deri 

testi spesifitesinden (%98) düşük olarak belirlenmiştir.  
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4. 5. Humoral Bağışıklığın ELISA ile Ölçülmesi 

  Tüberküloz enfeksiyonunun seyri sırasında farklı dönemlerde 

mikobakteriumlardan çok sayıda antijen açığa çıkmaktadır. Ancak aynı antijenlere 

karşı gelişen humoral cevap, vakalar arasında homojenite göstermemektedir (Hanna 

ve ark 1992, Lyashchenko 1998, Gupta ve Ram 2000, Özereol 2003). 

 Serolojik teşhiste; PPD, bakteri kültür filtratı, sonikasyon ile parçalanan hücre 

ekstraktı, hücre duvarı antijenleri, pürifiye proteinler, rekombinant proteinler gibi 

çok sayıda antijen kullanılmasına karşın çevresel mikobakteriumlar ve diğer 

mikroorganizmalar ile çapraz reaksiyonlar ve antikor cevaptaki homojen olmayan 

yapı nedeni ile, bu antijenlerin spesifitesi düşük, rekombinant proteinlerin spesifitesi 

ise diğer antijenlere göre yüksek olmasına rağmen sensitivitileri düşük olarak 

belirlenmiştir (Dillon ve ark 2000, Kulshrestha 2005, Julian ve ark 2001).  

Reggiardo ve ark (1980), ilk kez, M. bovis hücre duvarından saflaştırdıkları 

glikolipitleri kullanarak hazırladıkları ELISA testinin sensitivitesini, %91,3, 

spesifitesini %97,8 olarak belirlemişlerdir. Daha sonraki yıllarda hücre duvarı 

glikolipitlerini kullanarak yapılan çalışmalarda elde edilen veriler birbiri ile 

uyuşmamaktadır. Örneğin Savage ve ark (1993), diachyltrehalose (DAT) 

spesifitesini %98, sensitivitesini %11,45 belirlerken, Escamilla ve ark (1996), 

spesifiteyi benzer ancak sensitiviteyi %86,7 olarak belirlemişlerdir. Torgal-Garcia ve 

ark (1988), fenol glikolipit, sensitivitesini %97,5, Ridell ve ark (1992), %60 olarak 

rapor etmişlerdir. Dillon ve ark (2000), sığır tüberkülozunda antikor cevabı 

belirlemek için, ELISA testinde mikobakterium 38 kDa antijeninin en iyi sonucu 

verdiğini (%85 sensitivite), ancak henüz yeterli sensitiviteye sahip olmadığını 

bildirmişlerdir. 

  Ülkemizde ELISA ile tübeküloz tanısı konusunda ilk çalışma Aksu ve ark 

(1998), tarafından yapılmıştır. Araştırıcılar basilin hücre duvarı antijenini kullanarak 

%92 sensitivite ve %93 spesifite belirlemişlerdir. Kiran ve ark (1985), sonike edilmiş 

adsorbe antijen ile sensitiviteyi %88, spesifiteyi %94, Levy ve ark (1988), 

sensitiviteyi %70, spesifiteyi %85,4 olarak bildirmişlerdir. 
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Daniel ve ark (1985), aktif pulmoner tüberkülozlu insanlarda PPD-ELISA 

testinin sensitivitesini %56, spesifitesini %83 olarak belirlerken, Jain ve ark (2003), 

klinik olarak tüberküler lenfadenopati belirlenen, 225 insanda lenf düğümü 

aspirasyonununda, M. tuberculosis sonike antijenlerine karşı tavşanda hazırlanan 

poliklonal antikorlar ile kaplı ELISA testin sensitivitesini %91,6, spesifitesini %85,7 

olarak bildirmişlerdir.  

Lilenbaum ve ark (1999), bovine PPD-ELISA testinin, sensitivitesini %86,7, 

spesifitesini %90,6 olarak belirlerken, aynı çalışmada deri testinin sensitivitesi        

%87,7, spesifitesi %95,2 olarak rapor edilmiştir.  

  Auer (1987), Placket ve ark (1989), Casillas ve ark (1995), ELISA’nın sığır 

tüberkülozunun teşhisinde uygun olmadığını, deri testine alternatif olamayacağını 

bildirmişlerdir.  

 Bu çalışmada; 4 işletmede PPD B ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testi 

uygulanan 448 serum örneğinin. 160’ı (%35,71) PPD B ELISA pozitif, 288’i 

(%64,2) negatif sonuç verirken, 158 (%35,2) serum M. bovis sonikasyon ELISA 

pozitif, 290 (%64,7) serum negatif sonuç vermiştir. 

 İşletme 1 ve 4’te PPD B ELISA testinin ortalama sensitivitesi %48,2, 

spesifitesi %55,2, M. bovis sonikasyon ELISA testinin ortalama sensitivitesi 

%31,28, spesifitesi %44,5 olarak belirlenmiştir (Çizelge 3. 1). 

  Sığır tüberkülozunda, antikor cevabın enfeksiyonun kronik döneminde 

artması (Vordermier ve ark 2004, Neill ve ark 2001) farklı dönemlerde farklı 

antijenik yapıların ön plana çıkması (Hanna ve ark 1992, Lyashchenko 1998, Gupta 

ve Ram 2000, Özereol 2003), çevresel mikobakteriumlar ve diğer mikroorganizmalar 

ile çapraz reaksiyonlar (Dillon ve ark 2000, Kulshrestha 2005, Julian ve ark 2001) 

nedeni ile bu çalışmada ELISA testinin sensitivite ve spesifitesinin düşük belirlendiği 

sanılmaktadır. Sığır tüberkülozunun ELISA ile yüksek sensitivite ve spesifite ile 

teşhisine ilişkin veriler bulunmasına karşın, aynı antijenin kullanıldığı çalışmalar 

arasında uyumluluk bulunmamaktadır. Tüberküloz teşhisinde yüksek sensitivite ve 

spesifite ile teşhise yönelik veriler bulunmasına rağmen uluslararası standart bir test 

geliştirilememesi de düşündürücüdür.  
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Bu çalışmada, PPD B ELISA testinin sensitivitesi ve spesifitesi, M. bovis 

sonikasyon ELISA testine göre daha yüksek olarak belirlenmiştir. Bu duruma 

PPD’nin, konakçıda antikor cevabı uyaran mikobakteriyel antijenleri M. bovis 

sonikasyon ürünlerine göre daha saf ve yoğun olarak içermesinin neden olduğu 

düşünülmektedir.  

PPD B ELISA pozitif test sonuçlarının PPD deri testi, IFN-γ testi, M. bovis 

sonikasyon ELISA pozitif test sonuçları ile sırası ile %42,3, %38,7, %64,7 oranında, 

M. bovis sonikasyon ELISA pozitif test sonuçlarının PPD deri testi ve IFN-γ pozitif 

test sonuçları ile %33, %34,4 oranında uyumlu olduğu gözlendi (Çizelge 3. 3). 

4. 6. Moleküler Metotlar 

4. 6. 1. PZR 

  Süt, kan, idrar, burun mukusu, çevresel örnekler, lenf düğümü biyopsileri, 

postmortem doku ve organlardan M. bovis teşhisinde PZR, kültüre göre zaman, 

doğru teşhis ve bulaşma güvenilirliği yönüyle avantaj sağlamaktadır (Vitale ve ark 

1998). Ancak klinik örneklerdeki PZR inhibitörleri ve DNA izolasyonundaki 

yetersizlik metodun kullanımını sınırlamaktadır. PZR çoğunlukla kültüre edilen 

bakterinin tür düzeyinde identifikasyonunda kullanılmaktadır (Rua-Domenech ve ark 

2006).  

 Mikobakteriumların tür düzeyinde ayırımı biyokimyasal özelliklerine göre, 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography), tür spesifik DNA probları ile 

hibridizasyon ve moleküler metotlar ile gerçekleştirilebilmektedir. Biyokimyasal 

testlerin oldukça uzun süre alması, HPLC maliyetli oluşu ve deneyimli personel 

ihtiyacı, DNA probları ile hibridizasyonun çok sayıda prob ile rastgele hibridizasyon 

gerekliliği gibi dezavantajları bulunmaktadır (Telenti ve ark 1993). 

 Liebana ve ark (1995), 49, M. bovis kültür pozitif sığırdan 35’ine (%71,4), 

kültür negatif 32 sığırdan 2’sine (%6,25) ait doku örneklerinde M. tuberculosis 

kompleks PZR ile etkeni gösterebilmişlerdir. Vitale ve ark (1998), PPD pozitif 

sığırlarda, süt örneklerinde ve lenf düğümü aspiratlarında PZR, sensitivite ve 

spesifitesini %100, burun sıvap örneklerinde sensitiviteyi %58, spesifiteyi %100 
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olarak bildirmişlerdir. Romero ve ark (1999), PPD deri testi negatif sığırların 

%12’sinde, kan, süt ve burun mukus örneklerinde, Cedeno ve ark (2005), 3’ü (%5), 

PPD deri testi pozitif sonuç veren, 60 sığıra ait burun mukus örneğinin 39’unda 

(%65) PZR ile M. bovis teşhis etmişlerdir. Solmaz ve ark (2009), PPD deri testi 

uyguladıkları 210 süt ineğinde, PPD pozitif 3 sığırın süt örneklerinde PZR ile         

M. tuberculosis kompleks belirlemişlerdir. Livingstone (2001), sığırlarda tüberküloz 

enfeksiyonunun antemortem teşhisinde PZR metodunun sensitivitesini %65-90, 

spesifitesini %98-99 rapor etmişlerdir. Yardımcı ve ark (2007), 36 lezyonlu lenf 

düğümü örneğinin 9’unda (%25) PZR ile M. bovis DNA’sını amplifiye etmişlerdir.  

 Milera ve ark (2002), PZR ile, mikobakterium kültür negatif 102 sığıra ait 

parafinlanmiş doku örneklerinin 58’inde (%56,8) M. tuberculosis kompleks, 41’inde 

(%40,19) M. avium (11’i M. avium subsp. paratuberculosis) teşhis etmişler, 

Çataloluk ve ark (2003), insan kaynaklı, parafinlenmiş 84 deri tüberkülozu örneğinin 

81’inde (%96,4) PZR pozitif sonuç elde etmişlerdir. Iralu ve ark (1993), M. avium 

septisemili insanlarda, kan örneklerinde PZR sensitivitesini %80 belirlemişlerdir. 

Nolte ve ark (1993); M. tuberculosis kültür pozitif 123 balgam örneğinin 112’sinde 

(%91), Rebello ve ark (2006), akciğer tüberkülozlu hastaların %41, akciğer dışı 

tüberküloz vakalarının %36’sında kan ve idrar örneklerinde PZR ile M. tuberculosis 

teşhis etmişlerdir.  

 M. tuberculosis kompleks, M. tuberculosis, M. bovis subsp. bovis, M. bovis 

subsp. caprae, M. bovis BCG, M. africanum (subtypes I, II), M. microti, M. canetti 

ve M. pinnipedii içermektedir. Bu grubun üyeleri nükleotid seviyeleri ve 16SrRNA 

gen sekansı yönünden %99,9 benzerdir. M. tuberculosis kompleks üyelerini hızlı bir 

şekilde birbirinden ayırt etmek için, spoligotyping, mtp40-PZR, pncA ve oxyR-PZR, 

RD1-PZR, 32-kDa protein gen-PZR, dnaJ-PZR, hsp 65-PZR, superoxide dismutase 

gene-PZR, recA-PZR, rpoV-PZR, DNA hibridizasyon, multilocus enzim 

elektroforezi, 16S rDNA sekans analizi, 16S-23S rDNA internal transcribed spacer 

gibi moleküler metotlar geliştirilmiştir. Spoligotyping metodu deneyimli personel ve 

alt yapı gerektirmekte, diğer metotlar tüm türler arasında ayırım yapamamaktadır 

(Kasai ve ark 2000, Chimara ve ark 2004).  
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  Hücre bölünmesinde önemli rol oynayan DNA gyrase (topoisomerase) 

enziminin B alt ünitesini kodlyan gyrB gen sekansı bir çok mikobakterium türünde 

bulunmaktadır (Chimara ve ark 2004).  

  Chimara ve ark (2004), Kasai ve ark (2000), Nieman ve ark (2000), 

Mycobacterium tuberculosis kompleks türlerinde, gyrB gen sekansını kodlayan  

1020 bp, primerleri kullanarak ve elde edilen PZR ürünlerinin restriksiyon 

endonuclease analizi ile hızlı, kolay, ucuz ve yüksek doğrulukla bu grubun üyelerini 

birbirinde ayırt etmişlerdir. gyrB-PCR, iki aşamada gerçekleştirilmektedir. İlk 

aşamada 1020 bp kodlayan primerler ile PZR gerçekleştirilmekte, ikinci aşamada 

1020 bp pozitif PZR ürünlerinin RsaI ve SacII enzimleri ile restriksiyon 

endonuclease analizi ve agaroz jel elektroforezi yapılamaktadır.  

 Bu çalışmada, 135 ACLD, 135 PLD, 135 MLD, 18 TB ve bunların kültürü 

sonucu mycobacterium şüpheli üreme gösteren 117 izolat, M. bovis EMVKAE, M. 

tuberculosis H 37 Rv ve M. avium ATCC 25291 referans suşlarının M. tuberculosis 

kompleks PZR (1020 bp) analizinde; 66 ACLD (%48,8), 18 PLD (%13,3), 4 MLD 

(%2,9), 18 TB (%100), 117 (%100) saha izolatı, M. bovis EMVKAE ve                  

M. tuberculosis H 37 Rv, referans suşları pozitif DNA bantları verirken, M. avium 

ATCC 25291 ile 1020 bp’de bant gözlenmemiştir (Çizelge 3. 4). 

 Klinik örneklerde M. tuberculosis kompleks PZR (1020 bp) sensitivitesi        

%90,5, spesifitesi %100 olarak belirlenmiştir (Çizelge 3. 1). PZR bulguları Vitale ve 

ark (1998), Çataloluk ve ark (2003) ile uyumlu bulunmuştur. 

 PZR metodunun, kültüre edilmiş mikobakteriumların tür düzeyinde 

identifikasyonunda, klinik örneklerde kullanımına göre daha duyarlı sonuçlar verdiği 

bildirilmektedir (Liebana ve ark 1995, Wards ve ark 1995, Amadori ve ark 2002b). 

Bu çalışmada, Lowenstein Jensen besiyerinde kültüre edilen mikobakterium şüpheli 

117 izolatın tamamında M. tuberculosis kompleks PZR pozitif sonuç elde edilmiştir. 

 Bu çalışmada, M. tuberculosis kompleks türlerinde bulunan gyrB gen bölgesi 

üzerinde M. tuberculosis için spesifik 734 bp fragmenti kodlayan MTUB-gyrB–756 

ve MTUB-gyrB–1450-Cr primerleri ile M. tuberculosis H 37 Rv referans suşuna 
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uygulanan PZR ve PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezinde türe özgü 734 bp 

büyüklüğünde DNA bantları elde edildi (Resim 3. 5).  

 M. avium kompleks; M. avium subsp. avium, M. avium subsp. 

paratuberculosis, M. avium subsp. sylvaticum, M. avium subsp. hominissuis ve         

M .genavense olarak 5 alt türe ayrılmaktadır (Mendenhall 2000, Mijs 2002). 

 M. avium kompleks seroaglutinasyon metodu ile 28 serovara ayrılmıştır. 

Serovar 1-6, 8-11 ve 21, M. avium, Serovar 7, 12 ve 20 M. intracellulare, Serovar 

22-24, 26-28, M. intracellulare, M. scrofulaceum ve sınıflandırılamayan 

mikobakteriumları içermektedir (Cardoso Leao ve ark 1999).  

 M. avium subsp. avium, M. avium subsp. sylvaticum; kanatlılarda tüberküloz, 

sığırlarda ve insanlarda lenf düğümü (Picardeau 1996) ve akciğer enfeksiyonlarına, 

M. avium subsp. paratuberculosis; ruminanatlarda Johne’s disease 

(paratüberkülozis), insanlarda Chron’s disease (OIE 2008a,b), M. intracellulare, 

insanlarda, sığır, domuz ve kanatlılarda (Hensyl 1994), M. avium subsp. hominisuis, 

insan ve domuzlarda (Mijs 2002), M. genavense insan, kanatlı ve köpek gibi 

hayvanlarda (Mendenhall 2000) tüberküloz benzeri enfeksiyonlara yol açmaktadır. 

M. avium subsp. avium insanlarda fırsatçı patojendir, özellikle immün sistemi 

baskılanmış ve AIDS’li insanlarda enfeksiyona sebep olmaktadır (Kunze ve ark 

1992).  

 M. avium kompleks türlerinin birbirinden ayırımında, 16S rRNA, internal 

transcribed spacer (ITS), 16S-23S ribosomal DNA PZR, 16S rRNA probları (Gen-

Probe), RFLP (Restriction fragment length polymorphisms) gibi moleküler metotlar 

kullanılmıştır.  

 Kunze ve ark (1991), M. avium kompleks türlerinin ayrımında ilk kez 

insertion sekanslarını (IS) kullanmışlardır. M. avium subsp. avium için IS901,         

M. avium susbsp. paratuberculosis için IS900, M. intracellulare için IS902 

primerleri ile PZR uygulamışlardır. Pavlik ve ark (2000), IS901 sekansının patojen 

M. avium serotip 1, 2 ve 3’te bulunduğunu ve patojenite ile ilgili olduğunu 

bildirmiştir.  
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 Bu çalışmada; ACLD, PLD, MLD ve TB örneklerinden M. avium subsp. 

izole edilemedi. M. avium ATCC 25291 referans suşuna, P1-IS901 ve P2-IS901 

primerleri ile uygulanan PZR ve PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezinde, türe 

özgü 1018 bp büyüklüğünde DNA bantları elde edildi (Resim 3. 6).  

4. 6. 2. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA)  

Restriksiyon enzimleri (RE), çok özgül olarak DNA’yı belirli bölgelerden 

keserek genellikle 1000-20000 baz çiftlik parçalar oluşturan enzimlerdir (Persing 

1993). DNA’nın bu enzimlerden bir veya birkaçı ile kesime uğratıldıktan sonra, 

agaroz jel elektroforezine tabi tutulması ve etidyum bromür ile boyanan jelde oluşan 

DNA bantlarının yeri ve sayısının kıyaslanması ile elde edilen çeşitliliğe “Restriction 

Endonükleaz Analizi (REA)” adı verilir. REA, dört temel adımda 

gerçekleştirilmektedir. Bunlar; DNA’nın izolasyonu, DNA’nın RE ile kesilmesi, 

kesilen DNA’larınnın elektroforezi ve en son aşamada ise jeldeki DNA parçalarının 

görüntülenmesidir (Vines ve ark 1992, Persing 1993). 

 Bu çalışmada, 117 saha izolatı (18 PLD, 77 ACLD, 4 MLD ve 18 TB) ve 106 

doku örneğine (18 PLD, 66 ACLD, 4 MLD, 18 TB) ait M. tuberculosis kompleks 

PZR ürünleri, RasI enzimi ile, M. bovis/M. bovis subsp. caprae olarak belirlendi. 

 Saha izolatlarına ait PZR ürünlerinin; 93’ü (%79,5), (16 PLD, 58 ACLD, 3 

MLD, 16 TB), doku örneklerine ait 88’i (%83), (16 PLD, 53 ACLD, 3 MLD, 16 TB) 

SacII enzimi ile, M. bovis (PZA dirençli), saha izolatlarına ait 24’ü (%20,5), (2 PLD, 

19 ACLD, 1 MLD, 2 TB) ve doku örneklerine ait 18’i (%17), (2 PLD, 13 ACLD, 1 

MLD, 2 TB) M. bovis ssp. caprae (PZA duyarlı) olarak identifiye edildi (Çizelge 3. 

5, Çizelge 3. 6). 

 M. caprae ilk olarak koyun ve keçilerden izole ve identifiye edilirken, daha 

sonra evcil ve yabani sığırlarda, insanlarda atlarda, kedi, köpek ve domuzlardan izole 

ve identifiye edilmiştir (Lantos ve 2003). M. bovis, Aranaz ve ark (1999), teklifi ile, 

M. bovis subsp. bovis (PZA dirençli) ve M. bovis subsp. caprae (PZA duyarlı) olarak 

iki türe ayrılmıştır.  
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 Lantos ve ark (2003), Budapeşte hayvanat bahçesinde 8 yaşında erkek Sibirya 

kaplanından aldıkları bronko alveoler lavaj örneğinde M. bovis subsp. caprae izole 

ve identifiye etmişlerdir.  Cvetnic ve ark (2006), aynı çiftlikte bulunan, 6 sığır ve 4 

domuzun iç organlarından izole ettikleri M. bovis suşlarını, M. bovis subsp. caprae 

olarak identifiye etmişlerdir. 

 Prodinger ve ark (2002) ve Kubica ve ark (2003), M. bovis subsp. caprae’nin 

Avrupa’da sığır tüberkülozunun en önemli nedeni olduğunu, insanlardaki sığır 

tüberkülozu olgularında da önemli yeri olduğunu bildirmişlerdir. Kubika ve ark 

(2003), 1999-2001 yılları arasında Almanya’da insanlarda tüberküloz vakalarından 

izole ettikleri 137 M. bovis suşunun 41’ini (%29,9) M. bovis subsp. caprae olarak 

tiplendirimişlerdir. 

 M. bovis subsp.bovis ve M. bovis subsp. caprae, yalnızca moleküler metotlar 

ile birbirinden ayırt edilebilmektedir (Cvetnic ve ark 2006).  

 Bu çalışmada; M. tuberculosis kompleks PZR pozitif saha izolatlarının 

%20,5’i, (19 sığıra ait) doku örneklerinin %17’si (19 sığıra ait) PZR-REA ile          

M. bovis subsp. caprae olarak identifiye edilmiştir (Çizelge 3. 12).  

 Türkiye’de sığır ve insanlarda tüberküloz vakalarında, M. bovis subsp. capre 

izolasyonu ile ilgili yayınlanmış veri bulunmamaktadır. Bu çalışmada, ülkemizde ilk 

kez sığır tüberküloz vakalarında M. bovis subsp. caprae izole ve identifiye 

edilmiştir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 1. Sığır tüberkülozunun antemortem teşhisinde, IFN-γ testinin yüksek 

sensitivite ve spesifitesi ile tek başına kullanılabileceği, ancak yüksek kit maliyeti, 

kan numunelerinin en geç 8-12 saat içerisinde 20-22°C’de laboratuara 

ulaştırılmasının gerekmesi, uygun laboratuar alt yapısı ve tecrübeli personel ihtiyacı 

gibi nedenlerle rutin kullanımınının sınırlı olduğu, 

 2. PPD deri testinin düşük sensitivitesine rağmen saha şartlarında 

uygulanabilmesi ve düşük maliyeti nedeni ile sığır tüberkülozunun a  ntemortem 

teşhisinde alternatifsiz olduğu, 

 3. PPD ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin oldukça ucuz 

olmalarına rağmen, düşük sensitivite ve spesifiteleri ile sığır tüberkülozunun 

antemortem teşhisine, uygun olmadığı ancak diğer testler ile negatif sonuç alınan 

sığırların tekrar test edilmesinde kullanılabileceği, 

 4. Postmortem teşhiste kültür en güvenilir metot olmakla birlikte etkenin 

inkübasyon süresinin oldukça uzun süre alması, diğer mikroorganizmalar özellikle 

mantarlar ile kontaminasyon, çevre ve personele bulaşma riski nedeni ile uygun 

olmadığı,  

 5. Postmortem klinik örneklerde PZR ve bakteriyoskopinin yüksek 

sensitivite ve spesifiteleri ile kültüre alternatif olabileceği, antemortem teşhiste diğer 

metodlar ile negatif sonuç alınan sığırlarda burun mukusu ve süt örneklerinde etkenin 

ortaya konulmasında faydalı olabileceği, bu yöndeki çalışmaların arttırılması 

gerektiği, 

 6. REA metodunun M. tuberculosis kompleks üyelerinin tür düzeyinde 

identifikasyonunda başarılı olduğu, 

 7. Sığır tüberkülozunda, M. bovis subsp. bovis dışında, M. bovis subsp. 

caprae’ninde etken olduğu belirlendi.  

 Sonuç olarak, 5 süt sığırcılığı işletmesinde, 3 farklı antemortem teşhis metodu 

ile test edilen sığırlarlarda tüberküloz enfeksiyonunun sürü prevalansı %100, sürü içi 

prevalans ise PPD deri testine göre %21,8, IFN-γ testine göre %20,5, PPD ELISA 
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testine göre %35,7, M. bovis sonikasyon ELISA testine göre %35,2 olarak belirlendi. 

Türkiye’de, sığır tüberkülozunda ilk defa etken olarak M. bovis subsp. caprae izole 

ve identifiye edildi. Antemortem teşhiste kullanılan metotların, tek başlarına yeterli 

olmadığı, farklı metotlar ile elde edilen sonuçların kombine edilmesi gerektiği, 

Mikobakteriumların zoonoz olması ve resmi verilerin aksine sığır tüberküloz 

prevalansının oldukça yüksek olması (%21,8-%35,7) nedeni ile insan tüberkülozu ile 

mücadele ve sığır tüberkülozundan kaynaklanan ekonomik kayıpları azaltabilmek 

için eradikasyon çalışmalarına daha fazla önem verilmesi, insan tüberküloz 

vakalarında M. bovis alt türlerinin izolasyon ve identifikasyonunun göz ardı 

edilmemesi gerektiği kanaatine varıldı.  
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 Bu çalışmada mikobakterium kültür sonuçları altın standart kabul edilerek sığır 

tüberkülozunun antemortem ve postmortem teşhisinde ideal metot belirlenmeye çalışıldı. Konya (2), 

Çorum (2) ve Aksaray’da (1) bulunan 5 farklı çiftlikteki, 772 adet süt ineğine PPD B (Bovine) ve PPD 

A (Avian) deri testi uygulandı. PPD deri testi uygulanan sığırların 448’inden otuz gün sonra kan 

örnekleri alınarak BOVIGAM (IFN-γ) ve PPD B ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA testleri 

uygulandı. PPD ve IFN-γ pozitif test sonuçlarına seçilen 135 sığırın kesimleri yaptırılarak, akciğer 

(ACLD), preskapular (PLD), mezenteriyel (MLD) lenf düğümleri ve tüberkül (TB) örnekleri alındı. 

Postmortem doku örneklerinin Ziehl Neelsen boyama metodu ile bakteriyoskopik muayeneleri, 

Lowenstein Jensen besiyerinde kültürleri ve M. tuberculosis kompleks PZR analizleri yapıldı. 

Lowenstein Jensen besiyerinde mikobakterium şüpheli üreme gösteren kolonilerin bakteriyoskopik 

incelemeleri ve M. tuberculosis kompleks PZR analizleri gerçekleştirildi. M. tuberculosis kompleks 

PZR pozitif sonuç elde edilen DNA ürünlerinin tür düzeyinde identifikasyonları için, SacII ve RsaI, 

enzimleri ile Restriksiyon Endonüklease Analizleri (REA) yapıldı.  

 Postmortem klinik örneklerde bakteriyoskopinin sensitivitesi %82,5, spesifitesi %100 olarak 

belirlendi, 77 sığıra ait 99 lenf düğümü ve 18 tüberkülden etken izole edildi. 

 PPD deri testi uygulanan 772 sığırın 169’unda (%21,8) PPD B pozitif olarak belirlendi, 

metodun sensitivitesi %69,8, spesifitesi %98 tespit edildi.   

 Kan örnekleri alınan, 448 sığırın 92’sinde (%205) IFN-γ testi, 160’ında (%35,7) PPD B 

ELISA testi, 158’inde (%35,2) M. bovis sonikasyon ELISA testi ile pozitif sonuç elde edildi. IFN-γ 



95 

 

testi, PPD B ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin sensitiviteleri sırasıyla, %91,5, %48,2, 

%31,28 ve spesifiteleri %93,4, %55,2, %44,5 olarak hesaplandı. 

 425 postmortem doku örneğinin ve Lowenstein Jensen besiyerinde üreyen mikobakterium 

şüpheli 117 izolatın M. tuberculosis kompleks PZR analizinde, 66 sığıra ait 88 lenf düğümü, 18 

tüberkül örneği ve izolatların tamamına ait DNA örnekleri M. tuberculosis kompleks olarak belirlendi. 

PZR ürünlerinin REA sonucunda saha izolatlarından 93’ü (58 sığırdan izole edilen) M. bovis, 24’ü (19 

sığırdan izole edildi) M. bovis subsp. caprae, doku örneklerine ait PZR ürünlerinin 88’i (47 sığıra ait) 

M. bovis, 18’i (19 hayvana ait) M. bovis subsp. caprae olarak identifiye edildi. Postmortem klinik 

örneklerde M. tuberculosis kompleks PZR metodunun sensitivitesi %90,5, spesifitesi %100 olarak 

tespit edildi.  

 Sonuç olarak, 5 işletmede 3 farklı antemortem teşhis metodu ile sığır tüberkülozunun sürü 

prevalansının %100, sürü içi prevalansın PPD deri testi, IFN-γ testi, PPD BELISA ve M .bovis 

sonikasyon ELISA testlerine göre sırası ile %21,8, %20,5, %35,7 ve %35,2 olduğu belirlendi. Sığır 

tüberkülozunun antemortem teşhisinde IFN-γ testinin tek başına kullanılabileceği ancak saha 

taramalarında kullanımının sınırlı olduğu, PPD deri testinin düşük sensitivitesine rağmen alternatifsiz 

olduğu, PPD B ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin uygun olmadığı sonucuna varıldı. 

Postmortem teşhiste, M. tuberculosis kompleks PZR metodunun kültüre alternatif olarak 

kullanılabileceği, mikobakteriumların tür düzeyinde identifikasyonda REA metodunun uygun olduğu, 

sığır tüberkülozunda M. bovis dışında, M. bovis subsp. caprae’ninde etken olduğu kanaatine varıldı.  

Anahtar Sözcükler: Tüberküloz; PPD; IFN-γ; ELISA, M. bovis, M. bovis subsp. caprae 
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 The aim of this research was to determination of the best method in postmortem and 

antemortem diagnosis of bovine tuberculosis as bacteriological culture accepted to be the gold 

standard. PPD B (Bovine) and PPD A (Avian) tuberculin tests were performed in 772 dairy cattle of 

five different farms located in Konya (2), Aksaray, and Çorum (2). Blood samples were collected 

from PPD tuberculins administered 448 cattle after 30 days, and samples were analyzed by 

BOVIGAM (IFN-γ), PPD B ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA tests. 135 cattle were slaughtered 

according to positive observed results of PPD tuberculin and IFN-γ test. Bronchial, mesenteric, 

prescapular lymph node and tubercules samples were taken from slaughtered cattle. Tissue samples 

were stained with Ziehl-Neelsen method and examined in direct microscopy. They were cultured in 

Lowenstein Jensen medium and PZR technique to detect the members of M. tuberculosis complex. 

Suspected mycobacteria colonies cultured in Lowenstein Jensen medium were examined with direct 

microscopy and M. tuberculosis complex PZR technique. Restriction Endonuclease Analysis (REA) 

of M. tuberculosis complex PZR positive amplified products were done with SacII and RsaII enzymes 

for identification of strains.  

 The sensitivity and specificity of the direct microscopy with Ziehl Neelsen method in 

postmortem tissue samples were detected 82,5% and 100%, respectively. Mycobacterium ssp. were 

isolated from 99 lympathic nodule and 18 tubercule samples obtained from 77 cattle. 
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 PPD B tuberculin positive was found in 169 (21,8%) out of 772 tested cattle, and the 

sensitivity and specificity of this method were detected 69,8% and 98%, respectively.  

 IFN-γ test, PPD B ELISA test and M. bovis sonication ELISA test positive were determined in 

92 (20,5%), 160 (35,7%) and 158 (35,2%) out of 448 cattle, respectively. The sensitivity and 

specificity of these methods were 91,5%, 48,2%, 31,2% and 93,4%, 55,2%, 44,5%, respectively. 

 In M. tuberculosis complex PZR analysis of 425 postmortem tissue samples and 117 bacterial 

strains cultured in Lowenstein Jensen medium, DNA of the 88 lympathic nodules and 18 tubercules 

samples obtained from 66 cattle and all isolate was detected as M. tuberculosis complex. 93 bacterial 

strains obtained from 58 cattle and 88 tissue samples obtained from 47 cattle were identified as M. 

bovis with REA of these PZR products. 24 bacterial strains and 18 tissue samples obtained from 19 

cattle were identified as M. bovis subsp. caprae. The sensitivity and specificity of the M. tuberculosis 

complex PZR method of tissue samples were detected 90,5% and 100%, respectively. 

 Consequently, the herds prevalence of cattle tuberculosis was found %100 by using four 

different antemortem diagnosis methods in five farms, and the individual prevalence was found 

21,8%, 20,5%, 35,7% and 35,2% according to PPD tuberculin, IFN-γ, PPD B ELISA and M. bovis 

sonication ELISA tests, respectively. IFN-γ test has sensitivity 91,5 and specificity 93,4%, and it can 

be used conveniently in the antemortem diagnosis of bovine tuberculosis. However, the application of 

this method is limited for herds screening. The PPD tuberculin test is unprecedented in spite of its low 

sensitivity. The PPD B and M bovis sonication ELISA tests did not useful for diagnosis of bovine 

tuberculosis. M. tuberculosis complex PZR method can be used alternatively to culture in postortem 

diagnosis, and REA method can be suitable for identification of mycobacterium strains. In addition to 

M. bovis, M. bovis subsp. caprae was determined as agent in bovine tuberculosis. 

Key Words: Tuberculosis; PPD; IFN-γ; ELISA; M. bovis; M. bovis subsp. caprae 
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9. EKLER 

Resim 9. 1. PPD deri testi için derinin traş edilmesi. 

 

Resim 9. 2. Deri kalınlığının ölçülmesinde kulanılan kumpas. 
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Resim 9. 3. A. B. Deri kalınlığının kumpas ile ölçülmesi. 

 

A 

 

B 
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Resim 9. 4. PPD’nin deri içi enjeksiyonu. 

 

Resim 9. 5. PPD enjeksiyonundan sonra deride şekillenen şişlik. 
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Resim 9. 6. PPD B pozitif reaksiyon. 

 

 

Resim 9. 7. PPD B ve PPD A pozitif reaksiyon. 
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Resim 9.8. IFN-γ test kiti (BOVIGAM). 

 

 

Resim 9. 9. IFN-γ testi için 24 gözlü hücre kültür pleytinde kan kültürü. 
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Resim 9. 10. IFN-γ testi sandwich ELISA. 

 

N: Negatif kontrol (Nil antijen, PBS), B: PPD B, A: PPD A 

Resim 9. 11. PPD B ELISA antijen titrasyonu. 

 



119 

 

Resim 9. 12. M. bovis sonikasyon ELISA antijen titrasyonu. 

 

Resim 9. 13. PPD B ELISA konjugat titrasyonu. 
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Resim 9. 14. M. bovis sonikasyon ELISA konjugat titrasyonu. 

 

Resim 9. 15. PPD B ve M. bovis sonikasyon ELISA negatif eşik değer. 

 

A-B-C-D; PPD-B, E-F-G-H: M. bovis sonikasyon ürünü ile kaplı çukurlar,            
B-D-F-H; 11-12: Pozitif kontrol (+K), B-D-F-H; 9-10: Blank 
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Resim 9. 16. PPD ELISA testinin uygulanışı. 

 

(+) K; Pozitif kontrol, (-) K; Negatif kontrol, Blnk: Blank 

Resim 9. 17. M. bovis sonikasyon ELISA testinin uygulanışı. 

 

(+) K; Pozitif kontrol, (-) K; Negatif kontrol, Blnk: Blank 
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Resim 9. 18. A. B. Akciğer yüzeyinde tüberküller. 

 

A 

 

B 
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Resim 9. 19. Kostaların iç yüzeyinde tüberküller. 

 

Resim 9. 20. Generalize tüberküloz. 
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Resim 9. 21. A. B. C. Akciğer lenf düğümlerinin kesit yüzeyinde tüberküller. 

   

A                 B 

 

C 
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Resim 9. 22. Rumen ve barsaklar yüzeyinde tüberküller. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

10. ÖZGEÇMİŞ 

 1978 yılında Ankara’da doğdu. İlk, orta ve lise öğrenimini Ankara’da 

tamamladı. 1996 yılında S.Ü. Veteriner Fakültesi’ne yerleştirildi, 2001 yılında 

mezun oldu. 2002 yılında S.Ü. Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalına 

ataması yapıldı, 2004 yılında doktora öğrenimine başladı. Halen S.Ü. Veteriner 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalın’da görev yapmaktadır.  

 


	
	1. GİRİŞ
	1. 1. Tanım
	1. 2. Tarihçe
	1. 3. Etiyoloji
	1. 4. Epidemiyoloji
	1. 5. Epizootiyoloji
	1. 6. Bağışıklık
	1. 6. 1. Tüberkülozda Doğal İmmünite
	1. 6. 1. 2. Fagositoz
	1. 6. 2. Tüberkülozda Kazanılan İmmünite
	1. 6. 3. Gecikmiş Tip Aşırı Duyarlılık Reaksiyonu
	1. 6. 4. Granülom Oluşumu
	1. 7. Aşılama
	1. 8. Teşhis
	1. 8. 1. Bakteriyoskopi ve Kültür.
	1. 8. 2. Hücresel Bağışıklığın Ölçülmesi
	1. 8. 2. 1. PPD Tüberkülin Deri Testi
	1. 8. 2. 2. Gamma İnterferon (IFN-γ) Testi
	1. 8. 2. 3. Lenfosit Poliferasyon Testi
	1. 8. 3. Humoral Bağışıklığın Ölçülmesi
	1. 8. 4. Moleküler Metotlar
	1. 8. 5. Hayvan Deneyi
	2. GEREÇ VE YÖNTEM
	2. 1. GEREÇ
	2. 1. 1. Sığır Materyali
	2. 1. 2. Referans mikobakterium suşları
	2. 1. 3. Bakteriyoskopi
	2. 1. 3. 1. Fenollü karbol Fuksin
	2. 1. 3. 2. Asit-alkol (%3 w/v)
	2. 1. 3. 3. Metilen Mavisi
	2. 1. 4. Kültür
	2. 1. 4. 1. Dekontaminant-Nötralizer
	2. 1. 4. 2. Dekontaminat
	2. 1. 4. 3. Bromcreasol purple solüsyonu
	2. 1. 4. 4. Nötralizer
	2. 1. 4. 5. Besiyerleri
	2. 1. 4. 6. Gliserol
	2. 1. 5. PPD Deri Testi
	2. 1. 5. 1. Purifiye Protein Derivatı (PPD)
	2. 1. 6. Gamma İnterferon Testi (IFN-γ)
	2. 1. 6. 1.BOVIGAM, M. bovis Gamma İnterferon Test Kiti
	2. 1. 6. 2. IFN-γ uyarıcı antijen
	2. 1. 7. ELISA
	2. 1. 7. 1. Kaplama Antijeni
	2. 1. 7. 2. Antijen Kaplama Bufferı
	2. 1. 7. 3. Serum ve Konjugat Diluent: PBS (Fosfat buffer solüsyonu), pH 7,2
	2. 1. 7. 4. Yıkama solüsyonu (%0,05 PBS-T w/v)
	2. 1. 7. 5. Bloklama solüsyonu (% 1 BSA w/v)
	2. 1. 7. 6. Konjugat
	2. 1. 7. 7. Substrat
	2. 1. 7. 8. Enzim Stop Solüsyonu (0,5 M H2SO4)
	2. 1. 7. 9. FTS (Fizyolojik tuzlu su) %0,85 (w/v)
	2. 1. 7. 10. Pozitif ve negatif serumlar
	2. 1. 8. PZR analizi
	2. 1. 8. 1. DNA İzolasyonu
	2. 1. 8. 1. 1. Dokudan DNA İzolasyonu
	2. 1. 8. 1. 1. 1. Lizis Solüsyonu (pH 8)
	2. 1. 8. 1. 2. Kültürden DNA İzolasyonu
	2. 1. 8. 1. 2. 1. Tris-EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (TE) pH 8.0
	2. 1. 8. 1. 2. 2. Lizozim
	2. 1. 8. 1. 2. 3. SDS (Sodium dodesil sülfat), %10 (w/v)
	2. 1. 8. 1. 2. 4. Proteinaz K
	2. 1. 8. 1. 2. 5. NaCl (5 M)
	2. 1. 8. 1. 2. 6. N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyom bromür (CTAB), %10 (w/v)
	2. 1. 8. 1. 2. 7. Soğuk Ethanol %70 (w/v)
	2. 1. 8. 2. DNA Amplifikasyonu
	2. 1. 8. 2. 1. Taq polimeraz
	2. 1. 8. 2. 2. Deoksi nükleotid trifosfat set
	2. 1. 8. 2. 3. Primerler
	2. 1. 8. 2. 4. Marker
	2. 1. 8. 2. 5. PZR Pozitif Kontroller
	2. 1. 8. 2. 6. Agaroz jel Elektroforezi
	2. 1. 8. 2. 6. 1. Tris asetat (TBE) tamponu (10X)
	2. 1. 8. 2. 6. 2. Agarozj jel (% 1,5) (w/v)
	2. 1. 8. 2. 6. 3. Etidyum bromür stok solüsyon (10 mg/ml)
	2. 1. 8. 2. 7. Yükleme tamponu
	2. 1. 9. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA)
	2. 2. YÖNTEM
	2. 2. 1. Bakteriyoskopi
	2. 2. 1. 1. Ziehl-Neelsen Boyama
	2. 2. 2. Kültür
	2. 2. 2. 1. Lowenstein Jensen Besiyerinin Hazırlanışı
	2. 2. 2. 2. Middlebrook 7H9 Broth Hazırlanması
	2. 2. 2. 3. Klinik Örneklerin Dekontaminasyonu
	2. 2. 3. PPD Deri Testinin Uygulanışı
	2. 2. 4. Gamma İnterferon Testinin (BOVIGAM) Uygulanması
	2. 2. 4. 1. Kan Kültürünün Duyarlılaştırılması
	Şekil 2. 1. IFN-γ Sandwich ELISA testinde plazma örneklerinin mikropleytlere dağıtılması.
	2. 2. 5. Humoral Bağışıklığın ELISA İle Belirlenmesi
	2. 2. 5. 1. PPD B-ELISA
	2. 2. 5. 1. 1. Mikropleytlerin Kaplanmasında Kullanılacak Antijen Titresinin Belirlenmesi
	Şekil 2. 2. PPD B ELISA testinde antijen ve serum sulandırmasının standardize edilmesi.
	2. 2. 5. 1. 3. Konjugat Titresinin Belirlenmesi
	2. 2. 5. 2. M. bovis Sonike ELISA
	2. 2. 5. 2. 1. Mikropleytlerin Kaplanması İçin Antijen Hazırlanması
	2. 2. 5. 2. 2. Mikropleytlerin Kaplanmasında Kullanılacak Antijen Titresinin Belirlenmesi
	2. 2. 5. 2. 3. Serum Titresinin Belirlenmesi
	2. 2. 5. 2. 4. Konjugat Titresinin Belirlenmesi
	2. 2. 5. 2. 5. Negatif Eşik Değerinin (Cut off) Hesaplanması
	2. 2. 6. Polimerez Zincir Reaksiyonu (PZR)
	2. 2. 6. 1. DNA İzolasyonu
	2. 2. 6. 1. 1. Dokudan DNA İzolasyonu
	2. 2. 6. 1. 2. Kültürden DNA İzolasyonu
	2. 2. 6. 2. Ekstraksiyonu Yapılan DNA’ların Absorbans Tayini
	2. 2. 6. 3. DNA Amplifikasyonu
	2. 2. 6. 3. 1. M. tuberculosis kompleks DNA Amplifikasyonu
	2. 2. 6. 3. 2. M. tuberculosis  DNA Amplifikasyonu
	2. 2. 6. 3. 3. M. avium DNA Amplifikasyonu
	2. 2. 7. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA)
	2. 2. 7. 1. M. tuberculosis kompleks REA
	2. 2. 7. 1. 1. RsaI Restriksiyon Endonüklease Analizi
	2. 2. 7. 1. 2. SacII Restriksiyon Endonüklease Analizi
	3. BULGULAR
	3. 1. Bakteriyoskopi ve Kültür Sonuçları
	3. 2. PPD Deri Testi Sonuçları
	3. 3. IFN-γ (BOVIGAM) Testi Sonuçları
	3. 4. ELISA Sonuçları
	3. 4. 1. PPD B ELISA Sonuçları
	3. 4. 2. M. bovis sonikasyon ELISA Sonuçları
	3. 5. PZR Sonuçları
	3. 6. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA) Sonuçları
	4. TARTIŞMA
	4. 1. Bakteriyoskopi
	4. 2. Kültür
	4. 3. PPD Deri Testi
	4. 4. IFN-γ Testi (BOVIGAM)
	4. 5. Humoral Bağışıklığın ELISA ile Ölçülmesi
	4. 6. Moleküler Metotlar
	4. 6. 1. PZR
	4. 6. 2. Restriksiyon Endonüklease Analizi (REA)
	5. SONUÇ ve ÖNERİLER
	6. ÖZET
	7. SUMMARY
	10. ÖZGEÇMİŞ


