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ONSOz

TUberkiloz, insanlarda ve hayvanlarda  mikobakterium  grubu
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, tiiberkiiloz etkenleri ve konagin yangi
hicrelerinin iligkisine bagli olarak ozellikle solunum sistemi organlari ve diger
organlarda tuberkillerin olusumu ile karakterize kronik seyirli bir enfeksiyondur.
Tiiberkiiloz insanlik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindandir. Enfeksiyon diinya

Uzerinde insan ve hayvanlardaki en 6nemli 6lim sebeplerindendir.

Diinya saglik orgiiti (WHO), verilerine gore 2006 yilinda 14,4 milyon
insanda tiiberkiiloz vakasi bildirilmis ve 1,5 milyon insan dlmiistiir, ayrica WHO bu
yilda enfeksiyon ile miicadele i¢in yaklasik olarak 2450 milyon dolar finanse
etmistir. Diinya Hayvan Saghig Orgiitii’ne (OIE) gore iilkemizde, 2008 yilinda
2458 sigirda tlberkiiloz enfeksiyonu belirlenmistir. Etkenin zoonoz karakterde
olmasi nedeni ile sigir tiiberkiilozu ile insan tliberkiilozu arasinda direkt iliski
bulunmaktadir. Sigir tiiberkiilozunun eradike edildigi iilkelerde insan tiiberkiilozu ile

mUicadel ede blyik basarilar elde edilmistir.

Enfeksiyonun sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmasi ve zoonoz
karakteri nedeni ile enfekte sigirlarin dogru ve giivenilir metotlar ile teshis edilmesi

ve bulagsmasinin 6nlenmesi oldukca dnemlidir.

Bu galismada, 5 farkli isletmede, kiiltiir, Ziehl Neelsen boyama metodu ile
bakteriyoskopi, PZR, PZR-REA, PPD deri testi, BOVIGAM (IFN-y) test, PPD B
ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA test sonuglart mukayese edilerek sigirlarda
tuberkiloz enfeksiyonunun antemortem ve postmortem teshisinde en iyi metot

belirlenmeye caligildi.

Doktora tez calismam sirasinda ilgi ve yardimlarini gordiigiim danigsman
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1. GIRIS
1.1. Tanim

Tlberkdloz, insanlarda ve  hayvanlarda  mikobakterium  grubu
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, olduke¢a ciddi saglik problemlerine ve
ekonomik kayiplara sebep olan zoonoz karakterde bir hastaliktir (Oztiirk 2003).
Insanlik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindan olan tiiberkiiloz, tiiberkiiloz
etkenleri ve konagin yangi hiicrelerinin iligkisine bagli olarak gelisen tiiberkiil adi
verilen beyaz-sar1 renkli, kalsifiye graniilomlarin olusumu ile karakterize kronik
seyirli bir enfeksiyondur. Graniilamatdz ~ tiiberkiiloz ~ lezyonlart  mononiikleer
hiicrelere etkenin infiltrasyonu sonucu sekillenmekte, etken bu graniilomlarin i¢inde
muhafaza edilmektedir (Pollock ve ark 2001). Sigirlarda tiiberkiillere bas ve gogiis
bolgesindeki lenf diigiimlerinde, akciger, karaciger, dalak gibi organlarda ve viicut
bosluklarinin  ylizeyinde, bazi olgularda disi genital organlarinda da
rastlanilmaktadir. Generalize tiiberkiiloz enfeksiyonunda ¢ok sayida kii¢lik graniilom
viicut bosluklarinin ve organlarin yiizeyinde, 6zellikle barsaklar ve mezenteryumda
gorulmektedir (Cassidy 2006, Pollock ve ark 2006).

Sigirlar, M. bovis’in primer konakgist olmakla birlikte, etken buffalo, bizon,
deve, koyun, domuz, antilop, kedi, kdpek, vahsi kediler, mink, rat, yilan, rakun,

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

M. bovisS’in yabani hayvan rezervuarlar1 sigirlar i¢in enfeksiyon kaynagidir.
Bu hayvanlar Ingiltere’de Avrasya porsugu (Meles meles), Yeni Zellanda’da firca
kuyruklu possum (Trichasurus wulpecula), Amerika'da beyaz kuyruklu geyik
(Odocoileus virginianus), Afrika’da vahsi Afrika mandasi ve diger ruminantlardir.
Tirkiye’de vahsi hayvanlarda tiiberkiilozun prevalansi, dagilimi ve populasyon
yogunlugu ile bunlarin evcil hayvanlar ve insanlarla olan iliskilerine ait bilgiler yok
denecek kadar azdir. Bu durum, hastalikla miicadeleyi biiyiikk o6lgiide
giiclestirmektedir. Sicak mevsimlerde yapilan yaylacilik sirasinda vahsi domuz ve
geyiklerden kalan infeksiyoz materyallerle kirlenmis otlaklar hastaligin bulasmasinda

kaynak olusturabilmektedir (Ozbey ve ark 2008). Tiirkiye’de bir mink ve kedide



tiiberkiiloz vakasi bildirilmistir (Akay ve ark 1984, 1985, Ozbey ve ark 2008). Sezen

ve ark (1986), bir giivercin karacigerinde tiiberkiiloz olgusu rapor etmislerdir.
1. 2. Tarihge

Insanlarda tiiberkiiloz enfeksiyonuna ait ilk bulgulara 3000 yil dncesine ait
Misir mumyalarinin  omurgalarinda rastlanmistir (Zimmerman 1979). Phthisis
(akciger veremi) ifadesi ilk kez M.O. 4. yiizyllda Yunan literatiirlerinde
gorilmektedir. Hipokrat akciger veremini oldukga bulasici ve genellikle 6ldiirtiicii bir
hastalik olarak tanimlamistir (Daniel 1997). Tiiberkiilozlu hastalarda akciger ve diger
lezyonlu dokulardaki degisiklikler ve tliberkiil terimi ilk kez Hollanda’l1 bilim adam1
Franciscus Sylvius tarafindan 1679 yilinda Opera Medica’da yaymlanmistir. 1720
yilinda Ingiliz fizyolog Benjamin Martin tiiberkiiloza hayret verecek kadar kiiciik
varliklarin sebep oldugunu, hastalifin, hasta insanlar ile ayni ortamda bulunmak,
yemek, igmek, konusmak, nefes alip vermek ile bulastigmi, 1810 yilinda ingiliz
fizyolog Carmichael sigirlardaki tiiberkiilozun enfekte et ve siit ile insanlara
bulasabildigini bildirmistir. Fransiz askeri Doktor Jean Antonie Villemin, 1865
yilinda tiiberkiilozun insanlardan sigirlara ve tavsanlara bulasabildigini aciklamistir.
Ehrlich 1882’de hastalik olaylarindan izole edilen etkenin, asido-rezistans bir
karakter tasidigini saptamistir. Alman doktor Robert Koch, 1882'de tuberkiloz
basilini boyayarak ortaya koymustur. Koch izole ettigi patojen tiiberkiiloz susunun
sigir serumunda saf kiiltiiriinii elde ederek, deney hayvanlarini enfekte etmistir.
Ayrica Koch tiiberkiilozlu bireylerde goriilen asir1 duyarlilign ve bagisikligr ortaya
koymustur (Akay 1997, Akcay 2000, Reichman 2000, Thoen 2006). Nocard ve Roux
1887'de, %5-7 oraninda gliserin katilan agarda kus tipinin daha iyi iiredigini, sigir
tipinin ise daha zayif tireme gosterdigini saptamistir (Akay 1997). Tuberkiloz basili
1896 yilinda Lehmann ve Neumann tarafindan Mycobacterium tuberculosis olarak
adlandirilmigtir (Akgay 2000, Yardimici 2006). Smith 1896’da sigir tiiberkiiloz
basilini ayr1 bir tiir olarak ortaya koymustur (Bilgehan 1990). Fransiz bilim adamlar
Camette ve Guerin 1908-1919 yillari arasinda tiiberkiiloz mastitisli bir sigirdan izole
ettikleri M. bovis susunu 230 kez safrali, gliserinli, patates besiyerinde pasajlayarak
insan, sigir, at, tavsan ve hamsterlerde apatojen olan ve BCG (Bacillus Calmette-
Guerin) olarak adlandirilan atteniie susu elde etmislerdir. BCG ilk kez 1921 yilinda

insanlarda as1 olarak kullanilmistir. Amerikali mikrobiyolog Selman A. Waksman,
2



1943 yilinda, Streptomyces griseus dan Streptomisini saflastirarak tiiberkiiloz
tedavisine kullanmistir (Akay 1997, Akgay 2000, Reichman 2000, Thoen 2006).
Runyon, tiiberkiiloz basilini tireme hiz1 ve pigment formasyonuna gore dort sinifa
ayirmis, basili identifiye etmeye ve mikobakterium tiirlerini birbirinden ayirt etmeye

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

Tiirkiye’de tiiberkiilozun varlig 1900°lii yillarda arastirilmaya baslamistir. Tlk
sistematik arastirma 1929 yilinda Hayvan Saglik Zabitasi Kanununun kabulu ile
baslamistir. Riza Ismail 1929 yilinda tuberkiilin testi ile 7335 sigirdan 676’sini
(%9,2) tuberklloz pozitif olarak belirlemistir (Keskin 1996).

Ulkemizde; 1980-1985 yillar1 arasinda 161.022 adet sigira tuberkilin testi
uygulanmis, 50 odakta toplam 82 sigir tUberkiloz pozitif belirlenmistir. 1986 yilinda
Ulusal Tiiberkiiloz Miicadele Projesi baslatilmis ve Tiirkiye 5 bolgeye ayrilarak 1.
bolgeden baglamak {izere ilk yil hayvan mevcudunun %20’si, 2. ve 3. yil %401
miicadele kapsamina alinmistir. Bu projeye gore 1986 yilinda 250.000 adet sigira
tiberkiilin uygulanmig, 153 odakta toplam 1983 sigir tUberkiloz pozitif tespit
edilmistir. Ancak bu hastaligin Hayvan Saglig1 Zabitas1 Kanununa gore tazminatli bir
hastalik olmasi nedeniyle finansal sorunlar bas gostermis ve 1987 yilinda programda
591.000 sigira tiiberkiilin uygulanmasi planlanirken 64.000 sigira uygulanmis, 96
odakta toplam 252 sigir pozitif bulunmustur. 1988-1995 yillar1 arasinda 117.500
sigira tiiberkiilin uygulanmis ve 263 odakta 1474 sigir pozitif bulunmustur (Akcay
2009).

Tarim ve Koy Isleri Bakanligi (TKB), Hayvan Sagligi ve Zabitas1 Kanunu,
Sigir Bovine Tiiberkiilloz Yonetmeligine (2009) gore;, sigir tiiberkiilozu ihbari
mecburi bir hastaliktir. Hastaligin tedavisi, duyarliligin giderilmesine yonelik
uygulamalar ve as1 uygulamasi yasaktir. Sigir Tiiberkiilozu tasidigr resmi olarak
tespit edilen sigirlar kesime kadar izole edilir ve isaretlenir. Tiiberkiilozlu sigirlar

tazminatli olarak kesime sevk edilir (Resmi Gazete 2009).



1. 3. Etiyolgji

Mikobakteriumlar, Mycobactericeae familyasindaki tek cinstir. 1-10 pm
uzunlukta ve 0,2-0,6 pmgapli, kapsiilsiiz, sporsuz, hareketsiz, zorunlu aerob
basillerdir. Basilin hiicre duvarinda, toplam kuru agirliginin %20-40’1 oraninda lipit
bulunmaktadir. Lipit hiicre duvarina balmumu benzeri bir yap1 verir, bu yapi;
cevresel sartlara, antiseptiklere, asit ve alkole diren¢ kazandirmaktadir (Butler 1986,
Hensyl 1994). Basilin endotoksini ve ekzotoksini yoktur. Ancak hiicre duvari ve
sitoplazmada degisik yapida antijenler icerdiginden basil hiicresinin par¢alanmasi ile
aciga ¢ikan yapilar toksiktirler ve konak¢inin yanitini etkilerler. Mikobakteriumlar,
DNA, G+C (%62-70) oran1 yoniinden; Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium,
Legionella, gibi aside direngli diger bakteriler ile benzerlik gosterir (Butler 1986,
Akay 1997). Etken zorunlu hiicre i¢i patojendir ve gogunlukla mononiikleer fogositik
hicreleri enfekte etmektedir (Higuchi 2004, Angela 2006).

Mikobakteriumlar, OIE (Office International Epizootica, Diinya Hayvan
Saghg Orgiitii) risk gurup 11l mikroorganizmalar i¢inde yer almaktadir (OIE 2008
b).

Anilin boyalart ile kolaylikla boyanamazlar. Hiicre duvarinin yiiksek lipit
igerigi (%60) nedeniyle boyanin penetrasyonuna direnclidir. Gram boyamada cok az
mavi boya aarak Gram pozitif boyanirlar. Etkenin boyanmasinda Ziehl-Neelsen
boyama metodu kullanilmaktadir. Etken, auramin-O boyast ile boyandiginda
fluoresans mikroskopta goriilebilmektedir (Koneman 2006).

Mikobakterium tdrlerinin identifikasyonu ve ayirt edilmesi igin farkli
biyokimyasal testler bulunmakla birlikte, Runyon siniflandirmasi halen
kullanilmaktadir. Runyon mikobakteriumlart iireme hizlari, lireme sirasinda sari
pigment olusturmalar1 ve pigment olusumunun karanlik ya da aydinlikta ortaya
¢ikmasina gore, yavas tireyenler (7 ginden dahafazla) ve ¢abuk Ureyenler (7 giinden
daha az) olarak iki temel sinifa ayirmistir. Yavas tireyen gurupta bulunan, Runyon |
(Photochromogens), 1s1ga maruz kaldiginda sari-turuncu pigment olustururlar (M.
kansasasii, M. marinum), Runyon Il (Scotochromogens), karanlikta ve 1sikta sari-

turuncu pigment olustururlar (M. scrofulaceum, M. gordonae), Runyon Il



(Nonchromogenic), pigment olusturmazlar (M. avium-intracellulare complex, M.
terrae). Hizli ireyen gurupta bulunan, Runyon IV pigment olusturmazlar (M.
fortitium, M. chelonae), (Runyon 1981, Rogall ve ark 1990).

Insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapan patojen mikobakteriumlar temel
olarak; M. tuberculosis kompleks ve M. avium-intracellulare kompleks olarak iki
gruba ayrilirlar. M. tuberculosis kompleks grubunda, M. bovis subsp. bovis ve
M. bovis subsp. caprae; ruminantlarda, M. tuberculosis ve M. africanum (subtype I,
[1) insanlarda, M. microti kemirgen ve insanlarda, M. canetti insanlarda, enfeksiyon
yaparken, M. bovis BCG as1 susu olarak kullanilmaktadir (Angela 2006).
M. tuberculosis kompleks tyeleri DNA homolojisi bakimindan %95-100 oraninda
benzerlik gostermektedirler (Kubikave ark 2003).

M. tuberculosis, M. bovis ayriminda bir seri biyokimyasal test
kullanilmaktadir (Butler 1986). Ornegin M. tuberculosis LoOwenstein-Jensen
besiyerinde eugonic treme, nitrat reduksiyon ve niasin Uretimi pozitif iken, M. bovis
dysgonic Ureme gosterir, nitrat reduksiyon ve niasin iiretimi negatiftir. Ayirimda en
onemli ¢zelliklerden biriside M. bovis'in pyrazinamid’ e (PZA) direngli olmasidir
(Butler 1986). Ancak son yillarda PZA duyarli M. bovis suslari izole ve identifye
edilmistir. Bu suslar tre O0zgl molekiler metotlar ile karakterize edilmis ve
M. bovis; M. bovis subsp. bovis ve M. bovis subsp. caprae olarak iki at tire

ayrilmistir (Aranaz ve ark 1999).

Mycobacterium canetti, Van Solingen ve ark (1997), tarafindan tarafindan
tanimlanan ve M. tuberculosis kompleks gurubunda bulunan yeni bir tiirdiir. ilk kez
2 yasinda lenfadenitisli bir hastadan izole ve identifiye edilmistir. Mycobacterium
canetti insanlarda, M. tuberculosis'in olusturduguna benzer sekilde tiiberkiiloz
enfeksiyonu olusturmaktadir. Biyokimyasal o6zellikleri diger, M. tuberculosis
kompleks iiyeleri ile aynidir, farkli olarak klinik 6rneklerden ilk izolasyonu daha kisa
stirede gergeklesmekte, smooth tarzda parlak koloniler olusturmaktadir (Van
Solingen ve ark 1997).

M. avium kompleks, M. avium ve M. intracellulare olmak Uzere iki tlr
icermektedir. M. avium; M. avium subsp. avium, M. avium subsp.paratuberculosis ve

M. avium subsp. sylvaticum olarak U¢ at tlrt icermektedir (Cardoso Leao ve ark
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1999). M. avium subsp. avium, M. avium subsp. sylvaticum; kanatlilarda tiiberkiiloz,
sigirlarda ve insanlarda lenf diigimii (Picardeau 1996) ve Ozellikle AIDSIi
bireylerde akciger enfeksiyonlarina sebep olurken (Iralu 1993, Allios 1996),
M. avium subsp. paratuberculosis; ruminant ve diger memelilerde granilamat6z
enteritise karakterize; Johne’'s disease (paratliberkilozis), insanlarda Chron’s
disease yol agmaktadir. Kanatlhilarda M. avium subsp. paratuberculosis ile dogal
olarak enfeksiyon meydana gelmemektedir. Ancak deneysel olarak enfeksiyon
sekillenebilmektedir (OIE 2008 a,b). M. intracellulare, ilk kez 1949 yilinda sistemik
enfekte bir ¢ocuktan izole ve identifiye edilmistir. Insanlarda, sigir, domuz ve
kanathlarda enfeksiyon yapabilmekte, genellikle su ve toprakta bulunmaktadir
(Hensyl 1994).

Kanatli tiiberkilozunun etiyolojisinde pek c¢cok mikobakterium tort rol
alabilmektedir. Ancak enfeksiyon c¢ogunlukla M. avium (Serotip 1, 2, 3) ve
M. sylvaticum tarafindan olusturulmaktadir. M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
fortuitum, M. tuberculosis ve M. bovis nadiren kanatlilarda tiiberkiiloza neden
olmaktadir. M. avium ve M. sylvaticum kanatlilar disinda sigir, koyun ve kegilerde,
atlarda, domuz, kedi, kdpek ve egzotik hayvanlarda enfeksiyona yol acabilmektedir.
M. avium subsp. avium fenotipik ve genotipik Ozelliklerine gore; M. avium subsp.
hominisuis (insan ve domuz izolat1) ve M. avium subsp. avium (kanatl1 izolat1) olarak
iki at tdre ayrilmistir (Mijs 2002). Kanath tiiberkiilozu 6zellikle tavuklarda ve
yabani kuslarda goriilmektedir. Hindiler oldukga duyarl iken, 6rdek ve kazlar daha
direnclidir. Enfekte kanatlilar diyare disinda, ¢ogunlukla klinik belirti géstermezler,
nadiren solunum bélirtileri ve ani 6lum gorulebilir. Primer lezyon genellikle
barsaklarda iilserasyon seklinde gozlenir. Tipik graniilomlara kemik iligi, karaciger
ve dalakta rastlanmaktadir. Kanatlilarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun teshisinde kiiltiir

ve Ziehl-Neelsen boyama kullanilmaktadir (OIE 2008 &, b).

Son yillarda, immunsupresyonlu insan, kanath ve kopek gibi hayvanlarda,
M. avium kompleks ile ayn1 klinik semptomlar ile seyreden tiiberkiiloz vakalarinda
nontiiberkiiloz mikobakteri grubunda bulunan ve yakin zamanda tiplendirilen bir tiir
M .genavense izole ve identifiye edilmistir. Hirschel ve ark (1990), etkeni ilk olarak

rapor etmislerdir. M. genavense, besiyerlerinde enfektif mikobakteriumlara gore



oldukga hizli tiremektedir. M. avium kompleks ile ayiriminda 16S ribosomal RNA
gen sekans analizi kullanilmaktadir (Mendenhall 2000).

Mikobakteriumlarin kiiltiirii amact ile yumurta bazli Lowenstein Jensen,
Stone Brink’s modifiye Middlebrook 7H11, Dorset, Middlebrook 7H9 broth,
Herrold” Egg Yolk Agar gibi besiyerleri kulttre edilecek mikobakterium tlrtine gore
serum, gliserin, abumin, sodium pyruvate, mycobactin J, ile zenginlestirilerek
kullanilmaktadir (Bilgehan 1990, Akay 1997).

Mikobakteriumlar, zorunlu aerobturlar ancak %5-10 CO, Ureme Uzerinde

olumlu etki yapmaktadir. Optimal tireme 1s1s1 37 °C’dir. Kanath tipi M. avium igin
ideal {ireme 1s151 40-42 °C’ dir (OIE 2008 a,b).

M. bovis kat1 besiyerlerinde 4-5 hafta siirede beyaz renkte, kuru, kabarik,
kenarlar1 diizensiz, graniillii, rough tipte, M. tuberculosis, 3-4 haftada sari, turuncu
renkte kuru, kabarik, iizeri grintili, rough tipte, M. avium 2-3 hafta slrede,
pigmentsiz, diiz, smooth tipte, M. avium subsp. paratuberculosis, 8-10 hafta slirede
pigmentsiz, rough tipte koloniler olusturular (Hensyl 1994, Akay 1997, Yardimci
2006).

Mikobakteriumlar, fiziksel ve kimyasal maddel ere oldukca direnclidirler. Fenol
(% 2), krezol (%1), formalin (% 3) ve sodyum hidroksit (NaOH) (% 5) icinde 4
saatte, 70-95 derecelik alkolde 10 saat icerisinde Oliirler. Direkt gilines 1sinlaria ve
ultraviyole 1sinlarina kars1 duyarhdir, pastoérizasyon 1sisinda genellikle 6liirler (Akay
1997, Yardimci 2006). M. bovis gevre sartlarinda 6zellikle de, 151k gormeyen, nemli
ortamlarda, 12-24 °C’ de 4-8 hafta boyunca %80 oraninda canli kalabilmekte, enfekte

isletmelerde toprak ve ¢evreden izole edilebilmektedir (Menzies ve Neill 2000).

Son yillarda, BACTEC gibi etkenin ¢ok kisa siirede izolasyon, identifikasyon
ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilabildigi, radyometrik ve fluorometrik
besiyeri sistemleri hastanelerde ve bazi veteriner laboratuarlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. BACTEC ile kiiltiirde materyal, C'* ile isaretlenmis palmitik asit
iceren besiyerine ekilerek, etkenin iiremesi sirasinda yag asitini metabolize ederek
olusturdugu, “CO, miktarmin radyometrik yontemle oOl¢iilmesiyle sonuca

gidilmektedir (Koneman 2006). BACTEC sistemi ile insanlarda mikobakterilerin
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izolasyonu, identifikasyonu ve ilag duyarliliklart diger konvansiyonel yontemlere
gore iki-U¢ hafta daha erken yapilabilmekte ve kisa siirede uygun ve etkili tedaviye
baslanabilmektedir (Isitez ve ark 2004).

1. 4. Epidemiyoloji

Ulkemizde, 2008 yilinda 37 il, 418 isletmede PPD deri testi ile test edilen
6169 sigirdan 2458’inde sigir tuberklozu pozitif olarak belirlenmistir (Ol E 2009).

OIE 2009’a gore Konya’da 2008 yilinda bildirim yapilan 2 isletmede 72
sigirda, Corum’da bildirim yapilan 19 isletmede 627 sigirdan 116’sinda PPD deri
testi pozitif sonug bildirilmistir.

OIE 2009 verilerine gore, 2008 yilinda sigir tiiberkiilozu Ingiltere’de hig
bildirilmemistir. Avusturalya, Avusturya, izlanda, Danimarka, isvec, Isvigre, Norveg,
Finlandiya, LUksemburg, Slovenya, Litvanya, Estonya, Cek Cumhuriyeti, Kanada,
Singapur, Jameika, Japonya, ingiltere, Yeni Zelanda, Meksika, Giiney Amerika ve

Israil sig1r tiiberkiilozundan aridir (Anonymous 2009).

Ulkemizde, sigirlarda Avian tuberculosis ile ilgili en yakin tarihli kayitlar

2005 yilina aittir ve bu dénemde Tiirkiye’de bildirim yapilmamistir (Ol E 2009).

Dunyada, 2006’yilinda 14,4 milyon insanda tiiberkiiloz vakasi bildirmistir.
Bunun 9,2 milyonu yeni vaka, 4,1 milyonu balgam stirme froti pozitif, 700 bini HIV
pozitif, 500 bini antibiyotik direncli vakadir. Vakalarin %551 Asya, %31'i Afrika,
%6’s1 Dogu Akdeniz, %5°1 Avrupa, %3l Amerika’da tespit edilmistir. 1,5 milyon
insanda tuberkiloz nedeni ile 6liim goriilmiistiir. WHO (World Health Organization,
Diinya Saghk Orgiitii), 2007 yilinda Tiirkiye’ninde iginde bulundugu Avrupa’da
tlberkiloz mucadelesi icin 319 milyon dolar finanse etmistir ve bu miktar WHO
tarafindan tiim diinyada tiiberkiiloz miicadelesi icin kullanilan paranin %13 {inii

olusturmaktadir (WHO 2008).

Tarkiye'de, 2007 yilinda insanlarda ttberkiloz orani, yiz binde 29, 6lim
oran1 YUz binde 5 olarak bildirilmistir (WHO 2009). Ulkemizde insanlarda
tiiberkiiloz kontrol programi ilk kez 1950 yilinda baslamistir. Son 15 yillik verilere



gore programin enfeksiyonu ortadan kaldiramadigi sadece sinirlayabildigi

bildirilmektedir (http://www.euro.who.int/tuberculosis/TBForum/20070703 2).



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

1. 5. Epizootiyoloji

Enfekte sigirlar solunum sekresyonlart, siit, digki, idrar, vaginal sekresyonlar
ve sperma ile etkeni sagmaktadirlar. Sigirlarda tlberkiloz basilini iceren
damlaciklarin solunum yolu ile alinmasi bulasmada en 6nemli rolii oynamaktadir
(Chambers ve ark 2001b). Genellikle biiyiik damlaciklar, solunum sistemindeki
mukosilier hareket ve salgilar araciligi ile etkin bir sekilde elimine edilmektedir
(Neill ve ark 2001, Thoen ve ark 2006). Tiiberkiiloz enfeksiyonunun baslayabilmesi
icin enfektif mikobakteriumlar1 igeren kii¢iik damlaciklarmn (~1-2 mm) alveoler
yiizeylere ulasmasi gerekmektedir. Sindirim yolu ile bulasmalar buzagilar disinda
onemsizdir. Deri yolu ile, genital ve kongenital bulagsmalar olabilmektedir.
Sigirlardan kedi ve kopeklere deriden bit ve pireler araciligi ile bulagmalar

bildirilmistir (Menzies ve Neill 2000, Cousins 2001).

M. bovisS’in insanlara bulagmasindaki en onemli yol, enfekte sit ve stit
tirtinlerinin, hayvan etlerinin, enfekte siit, idrar ve gaita ile bulasik su ve gidalarin
titkketilmesi sonucu sindirim yolu ile olmaktadir (OIE 2008 b). Enfekte materyaller ile
temas sonucu deri yolu ile, enfekte hayvanlar ile yakin temasta bulunan insanlarda
solunum yolu ile bulasmalar olabilmektedir (Angela 2006). Sigir tiiberkiilozu
eradikasyon programmin uygulanmadigi iilkelerde, enfekte siitlerin tiiketilmesi
sonucu Ozellikle cocuklarda enfeksiyona siklikla rastlanmaktadir. M. bovis'in
insandan insana bulagmasi immiin sistemi baskilanmis (6zellikle AIDS) insanlar

disinda nadir goriilmektedir (Grange 2001, Fritsche ve ark 2004, Thoen ve ark 2006).

Tiiberkiiloz basiline maruz kalan bir canlida enfeksiyonun baslayabilmesi {i¢
onemli faktore baghdir. Bunlar; enfektif bakterinin dozu, konakc¢idaki dogal
bagisikligin giicti ve bakterinin virtlensidir (Neill ve ark 2001, Thoen ve ark 2006).
Bu ii¢ mekanizmanin ortaklasa etkisi sonucu, alveoller makrofajlar tarafindan
fagosite edilen tlberklloz basilleri 6ldurdlUr ise enfeksiyon meydana gel memektedir.
Fakat fagosite edilen etken makrofajlarda iirer ve makrofajlart inaktive eder ise

enfeksiyon baslamaktadir (Manabe 2000, Raja 2004).

Diger solunum sistemi enfeksiyonlarinin aksine sigir tiberkilozunda enfektif
doz tam olarak bilinmemektedir (Palmer ve ark 2006). Deneyseal olarak 1-3 virtlent

etken iceren tek bir damlacik ile enfekte edilen duyarli tavsan ve kobaylarda
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enfeksiyon sekillenmis, ancak bu durumun insanlarda ve diger hayvanlarda benzer
olup olmadigr bilinmemektedir (Reichman 2000). Ust solunum yollarindaki
mukosilier bariyerden gegerek alveoller bosluklara ulasabilen etken burada hiicresel
degjenerasyona veya nekroza neden olurlar (primer effekt). Burada bakteriler
makrofajlarca fagosite edilerek veya bagimsiz olarak bu organlardaki lenf
yumrularma giderek tiiberkellerin olusmasinaneden olurlar (primer complex). Primer
kompleks genellikle canlinin ilk infeksiyonunda goriiliir. Canlinin yasma ve
direncine bagli olarak bu lezyonlar iyilesebilecegi veya lokalize kalabilecegi gibi
(tam olmayan primer complex), direncin zayifladigi durumlarda lokalize oldugu
odaklarda yeniden iiremeye baslayarak kan yoluyla diger organ ve dokulara
yayilabilmektedir. Bu organlarda ¢ok sayida kiigiik tiberkellerin (milier tuberculosis)
olusmasina neden olur (Bilgehan 1990, Akay 1997, Pamer ve ark 1999a).
Viicutlarinda primer kompleks bulunan bireyler yeniden mikroorganizma ile enfekte
olabilirler ve kronik organ tiiberkiilozu sekillenebilir. Viicut direnci zayif bireylerde
sekillenebilen bu tip generalizasyonlarda (ge¢ generalizasyon) hastalik ¢abuk
geliserek bireyin 6liimiine neden olabilmektedir (Bilgehan 1990, Akay 1997, Oguz
2004, Oztlirk 2003).

Sigir tiiberkiilozunda lezyonlar ¢cogunlukla bas ve gogiis bolgesindeki lenf
diigtimlerinde gozlenmektedir. Akciger, karaciger, dalak, barsak gibi organlarda ve

mezenteriyel lenf diiglimlerinde de lezyonlar goriilebilmektedir (OIE 2008 b).
1. 6. Bagisikhk

Konagin tiiberkiiloza kars1 yanitinda hem dogal hem de kazanilan immunite

rol oynamaktadir (Raja 2004).
1. 6. 1. Tiiberkiilozda Dogal Immiinite

Akciger alveollerine ulasan tiiberkiiloz basilleri dogal savunma yollar ile yok
edilebilir veya ¢ogalarak enfeksiyona yol agabilir. Konagin dogal savunmasinda; Ust
solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz, fagositik hiicrelerin reaktif nitrojen ve
oksijen iiriinleri, yangi hiicreleri ve salgiladiklar sitokinler, alveoler makrofajlarin
kimyasal yapisim1 degistirmesi, apoptozis, genetik faktorler, solunum sisteminin

mikrobiyal florasi rol almaktadir (Bilgehan 1999, Ozbal 2006).
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1. 6. 1. 1. Ust Solunum Y olunun Fiziksel Engeli

Lizozim, laktoferrin gibi antibakteriyel sekresyon iceren Ust solunum yolunun
silia epitelleri basil bulunan biiyiik molekiilleri tutarak dogal savunmaya katkida
bulunur (Diker 1998, Bilgehan 1999, Ozba 2006). Ust solunum sisteminin hava
yollari, ince rulo tarzindaki turbinatlardan olusmaktadir ve bunlar havanin gegisi
sirasinda bir turbulans olusturur. Hava turbulansi mikroorganizmalar1 ve yabanci
partikiilleri mukozal duvarlara dogru iterek mukusa yapigsmasini saglamaktadir.
Solunum sistemi mukozasindaki Goblet hiicrelerinden salgilanan Ig A yapisindaki
antikorlar direkt antimikrobiayal etki gostermektedir (Diker 1998).

1. 6. 1. 2. Fagositoz

Ust solunum yollarmin fiziksel bariyerini asarak alveollere ulasan
mikobakteriler fagositoz yetenekli aveoler makrofajlar tarafindan karsilanir.
Dendritik hiicreler ve monositlerde biiyiikk 6l¢iide fagositoza katilir (Thoen ve ark
2006). Endositozis yolu ile hiicre igine alinan etken fagozom vakuolii igine yerlesir.
Fagozom ve lizozom birleserek fagolizozom olusur (Feng ve ark 2001). Fagolizozom
icerisindeki basiller ortam pH’sinin degismesi diismesi, lizozomal proteolitik
enzimlerin etkisi, fagositik hiicrelerde reaktif oksijen (H.O,) ve nitrojen (NO) ara
drdnlerinin Uretilmesi ile yok edilirler (Smith 2003a). Fagosite edilen mikobakteri
antijenleri tarafindan uyarilan makrofajlardan IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a
(timor nekroz faktor) gibi sitokinler salgilanir (Duarte ve ark 2005). IFN-y fagositoz
hizint artirir. IL-6 hepatositleri etkileyerek mannoz baglayan protein, fibrinojen, C-
reaktif protein, serum amiloid protein gibi akut faz proteinleri sentezlenir. C-reaktif
protein; bakteri membraninda bulunan fosforikoline, mannoz baglayan protein,
bakteri membraninda bulunan mannoza baglanarak bakteriyi opsonize ve
komplemani aktive ederler (Bilgehan 1999, Palmer ve ark 1999b, Chambers ve ark
2001, Ozbal 2006).

Mikobakteri fagositozunda hiicre duvarinda bulunan lipitlerin  6nemi
bUyUktdr. Lipoarabinomannan (LAM), sulfolipitler, glikolipitler, 19 kDa lipoprotein
bunlardan bazilaridir (Smith 2003a). ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagl),
AraLAM (arabinan terminalinde mannoz olmayan) ve fosfo-myo-inositol bagh LAM

olmak tizere li¢ tip LAM vardir. ManLAM viriilent mikobakteri tiirlerinde bulunur ve
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makrofaj yanitini inhibe ederek basilin hiicre i¢inde yasamasini saglar (Hamasur ve
ark 2001, Yardime1 2006, Thoen ve ark 2006).

Mikobakterium, viriilens faktorlerine bagli olarak makrofg) aktivites yetersiz
kalirsa veya fagozom-lizozom birlesmesi bozulursa basiller sindirilmekten korunur
ve hiicre icinde c¢ogalir. Fagozom-lizozom birlesmesi halinde mikobakteriler,
fagolizozomdaki diisiik pH’nin nétralize edilmesi, basil duvarinda bulunan yiksek
molekiil agarlikli lipitler nedeniyle diisiik aktiviteli makarofajlarin lizozomal
hidrolitik enzimlerine direng gelistirmesi, reaktif oksijen ara iriinlerinin (H2Oy)
makrofg) aktive edici molekullerin  sentezinin  Onlenmesi, fagolizozomdan
sitoplazmaya kagma yolu ile fagolizozomun &ldiiriicti etkisinden kurtulmaktadirlar.
Kurtulan basiller, makrofaj i¢inde ¢ogalarak fagositleri parcalar veya latent olarak
kalirlar. Parcalanan fagositlerden sacilan basiller, alveoler bosluklarda cogalmaya
baglar ve komsu lenf bezlerine, lenfo-hemotojen yolla tiim viicuda yayilarak
ulastiklart dokularda yeni enfeksiyon odaklart olustururlar (Cox 1999, Ludwiczak
2002). Alveoler makrofgjlar icindeki mikobakteriler, isocitrate lyase salgilayarak,
bunun yardimi ile alternatif besin kaynagi olarak yag asitlerini kullanmaya baslarlar.
Bu sekilde aylarca, yillarca makrofajlar i¢inde persiste olarak kalirlar (Smith 2003Db).
Apoptozis, mikobakterium ile enfekte alveoler makrofajlar ve diger hiicrelerde
bakteri iiremesinin sinirlandirilmasinda ve enfeksiyonun yayiliminin 6nlenmesinde
etkin bir mekanizmadir. Aktive olan makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden salinan
TNF-o aracili bir mekanizma ile programli 6liim gerceklesmektedir. Viriilent
mikobakteriumlar enfekte alveoler makrofajlarin apoptozisinden
kurtulabilmektedirler (Keane 2000).

1. 6. 2. Tuberkiilozda K azamlan immiinite

Alveoler makrofaj ve dentritik hiicrelerde ¢ogalan mikobakteriumlara karsi
olusan hiicresel immiin yanitla enfeksiyon kontrol altina alinabilir veya az sayida
basil metabolizmalarin1 durdurarak latent halde kalabilir. Bu basiller, primer
enfeksiyondan yillar sonra ¢ogalarak sekonder tiiberkiiloza neden olabilirler (Manabe

2000).

Alveoler makrofajlara mikobakteriumlarin yerlesmesinden birkag hafta sonra,

basil antijenleri, enfekte hiicreler tarafindan bdlgesel lenf bezlerine tasinirlar.
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Mikobakteriumlar ile enfekte makrofgj ve dentritik hicreler mikobakterilerin
cogaldigr odaga fagositler ile T lenfositlerin gogiinii ve graniilomlarin olusumunu
saglayan sitokin ve kemokinler Ureterek 6zgiil yangisal bir yanit gelistirirler. Konak,
ilk enfeksiyondan sonra basil duvarinda bulunan lipit tiiberkiiloproteinler tarafindan
uyarilan 6zgilil hiicresel immiin yanit (hiicresel immiinite ve gecikmis tip asiri

duyarlilik reaksiyonu) kazanir (Kobayashi ve ark 2001).

Kazanilan immiinite, tberkiloz basillerinin eski veya yeni bir enfeksiyon
odaginda lokalize kalmasini saglar. Mikobakteriumlar ile enfekte makrofajlardan,
immin koruyucu (TNF-a, IL-12) ve NK (dogal katil) hicreleri aktive edici (IL-2,
TNF-a) sitokinler salinmaktadir. TNF-a ile IL-12, CD4+TH (CD4 yardimeci T
lenfosit) lenfositleri Thy fenotipe farklilastirir. Thy lenfositleri IL-2, TNF-a ve IFN-y
salgilar. IFN-y; makrofaj aktivatori olup fagositoz hizini ve makrofajlardan IL-12 ile
TNF-a sentezini artirmaktadir. IL-2 ve TNF-a, NK ve CD8+Tc (CD8 sitotoksik T
lenfosit) lenfositleri aktive eder. Aktive olan makrofajlar basilleri sindirirken, NK ve
CD8+Tc lenfositleri hiicre i¢i patojeni ile birlikte enfekte makrofajlari 6ldirerek
basil sayisini1 azaltir (Hope ve ark 2000, Fulton ve ark 2000, Feng ve ark 2001).
Makrofajlar veya dendritik hiicreler tarafindan CD4+TH veya CD8+Tc lenfositlerine
mikobakteriyel antijenler sunulduktan sonra, hicresel immuinite ile birlikte
tuberkdlin testiyle belirlenebilen tiiberkiilin tipi gecikmis tip asirt duyarlilik
reaksiyonu da gelisir. Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna bagli olarak

graniilom ve kaze6z nekroz olusur (Palmer ve ark 1999a, Flynn 2001).
1. 6. 3. Gecikmis Tip Asir1 Duyarhlik Reaksiyonu

Gecikmis tip asir1 duyarlilik, konagin antijenlere karsi olusturdugu yangisal
bir yanit olup, yavas meydana gelmekte ve uzun silire devam etmektedir. Lokal
makrofagjlar patojene ait antijenik peptitleri MHC-11 molekilleri Uzerinden Thl
lenfositlerine sunarlar. Antijene 6zgul olarak aktive olan CD4+Thl lenfositleri
tarafindan, o6lii veya canli ayni antijenle tekrar karsilastigi zaman, INF-y, TNF-q,
GM-CS F (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) gibi yangi
mediatorleri salinir. GM-CS F makrofajlarin kemotaksisini, INF-y makrofajlarin
aktivasyonunu, TNF-o enfekte makrofaglar 6limiinii saglamaktadir. Bu

mediatorlerin salinmasiyla gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonu olugmakta, olay
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ilerledik¢e graniilomat6z tip reaksiyon gelismektedir. Pasif olarak aktarilamayan bir
reaksiyon olan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, hiicresel immiin yanit1 takip
etmektedir (Diker 1998).

PPD (piirifiye protein derivatl) reaksiyonu, tipik bir gecikmis tip asiri
duyarlilik reaksiyonudur (Whelan ve ark 2003). Lenfositlerin aktivasyonuyla salinan
lenfokin ve kemotaktik faktorlerin etkisiyle yangi hiicrelerin toplanmasina neden olur
ve bunun sonucunda doku hasar1 ve nekroz gelisir (Vordermeler 1995). Gecikmis tip
asir1 duyarhiliktan, 10 kDa’luk kii¢iik proteinlerin karigimi olan tiiberkiilinden baska,
CD1 molekulleri Gzerinden T lenfositlerine sunulan lipoarabinomannan ve glikolipit
(kord faktorii) gibi antijenler de sorumludur (Ozbal 2006, Thoen ve ark 2006).

Tiiberkiilozda gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, konagin doku hasari
yapan bir yaniti olup, hem kaze6z nekroz hem de erime ve kavite olusumuna neden
olur (Palmer ve ark 1999a, Duarte ve ark 2005). Tiberkiilozda gozlenen akciger
hasar1 (kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyon), konagin gecikmis tip asir1
duyarhilik yanitiyla ortaya g¢ikmaktadir (Flynn 2001). Konakta olusan hiicresel
imminite ve gecikmis tip asir1 duyarhilik yanitlari, tiiberkiiloz basillerinin
cogalmasini esit diizeylerde baskilar. Bunu hiicresel immiin yanit; fagosite ettikleri
basilleri dldiirmeleri i¢cin makrofajlar1 aktive ederek, gecikmis tip asir1 duyarlilik ise
basil iceren aktive olmamis makrofajlar1 ve komsu dokular1 harap edip basillerin
tiremesi i¢in uygun hiicre i¢i ortami ortadan kaldirarak saglar. Gecikmis tip asiri
duyarhilik tarafindan olusturulan yerel nekroz, hicresel immunitenin yerel makrofg
aktivasyonu saglamasi i¢in konaga zaman kazandirir. Gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu sirasinda olusturulan nekrotik bolgeden sizan basiller, yerel makrofajlar
tarafindan tutulurlar. Yerel makrofajlar aktive olmus ise fagosite ettikleri basilleri
inaktive ederler, aktive edilmemis ise i¢lerinde basiller tekrar ¢ogalmaya baslayacak
ve ¢ogalmayr onlemek igin gecikmis tip asir1 duyarlilik yanit tekrarlanarak kazetz
nekroz alanlart genigleyecektir. Tiiberkiilozda doku nekrozu ve kavern olugsmasi ge¢

tip asir1 duyarlilikla ilgilidir (Kobayashi ve ark 2001, Ozbal 2006).
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1. 6. 4. Grantlom Olusumu

Konakta, enfeksiyonun baglamasindan 2-6 hafta sonra hticresel immin yanit
ve lezyon bolgesinde aktif alveoller makrofgjlar ile lenfositler (CD4+Th ve CD8
+Tc) toplanarak graniilom olusur. Graniilom olusumunda, mikobakterium lipitlerinin
uyarimi ile enfekte makrofajlar tarafindan salinan kemokinlerin (IL-8, MCP-1) roll
vardir (Raja 2004, Duarte ve ark 2005). Graniilom olusumu ile alveoller makrofajlar
tarafindan fagosite edilen ve elimine edilemeyen mikobakterilerin g¢ogalmasi ve
enfeksiyonun ilerlemesi durdurulur. Tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi gelisen bu
konakg1 yaniti, basilin baslangigta cogalmasini ve yayilmasini sinirlar. Konagin bu
etkinliginin basaris1 basilin virulens faktorlerine ve sayisina gore degismektedir.
Graniilom i¢inde uzun siire canli kalabilen basiller, hiicresel immUn yanit
baskilandig1 zaman aktive olmaktadir. Graniilom kazedz nekroz ile sonuglanmaktadir

(Palmer ve ark 19993, Duarte ve ark 2005, Ozbal 2006, Thoen ve ark 2006).

IFN-y, makrofajlarda mikobakterilerin oldurilmesinde en etkili sitokindir.
IFN-y seviyes hlicresel imminiteye bagl olarak hizla yiikselmektedir (Hope ve ark
2000). Dolayistyla koruyucu immiinitede rol oynayan antijenlerin saptanmasinda bir

deger olarak bu sitokinin artan diizeylerinden yararlanilabilmektedir (Pollock ve ark
1997).

1. 7. Asllama

M. bovis BCG; M. tuberculosis ve M. bovis enfeksiyonlarindan korunmak
amaci ile as1 olarak, diger enfeksiyoz hastaliklara karsi as1 gelistirme c¢aligsmalarinda

rekombinant tagiyict ve kanser immunoterapisinde kullanilmaktadir (Brosman 1992,

Meyer ve ark 2002).

BCG, 1908’den 1921’°e uzanan uzun bir ge¢cmise sahiptir. Sigir siitiinden izole
edilen virdlent M. bovis suslar1 15 giinde bir patatesli safrali Sauton Medium’da
pasajlanarak atteniie edilmistir. Susun atteniie oldugu belirlendiginde; patatesli-
safrali Sauton buyyon, patatesli Sauton Buyyon, patatesli-gliserinli-sigir etli buyyon
da pasaja devam edilmistir. Patatedli-safrali ve patatesli-safrali-sigir etli buyyon

pasajlar1 1932 yilinda terk edilmistir (Talbot ve ark 1997).
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Giliniimuzde insan ve hayvanlarda tuberkiloz enfeksiyonundan korunmak
amactyla kullanilan tek asi1 BCG agisidir. BCG’nin olusturdugu bagisiklik ve
enfeksiyondan koruma giicii degisken ve net degildir. Bu yiizden yeni asi

gelistirilmesi ihtiyact dogmaktadir (Buddle ve ark 1999, Gupta ve Katoch 2009).

Insan ve hayvanlarda uygulanan BCG asisi, tiiberkiiloz enfeksiyonunun
teshisinde kullanilan PPD deri testine karsi canliy1 duyarli hale getirmektedir. Yeni
as1 gelistirmesi lizerine yapilan c¢alismalarda asinin verdigi bagisiklik giicti kadar
teshis metotlarini etkilememesi tizerinde ¢alisilmaktadir (Brosman 1992, Buddle ve
ark 1999). Son yillarda, enfektif M. bovis te bulunan, gcevresel mikobakteriumlar ve
M. bovis BCG’de silinmis olan RD1 geni tarafindan kodlanan ESAT—6 ve CFP-10
antijenleri teshiste kullanilarak asili ve asisiz hayvanlar ayirt edilebilmektedir (Dillon
ve ark 2000, Van Pinxteren ve ark 2000, Vordermier ve ark 2001, Vordermeir ve ark
2002, Mustafa ve ark 2006). BCG asisina alternatif olarak DNA, subunit protein,
attentie M. bovis, 6lii non tiiberkiiloz mikobakteri, mutant BCG, viral vektor asilari
ve bunlarin BCG ile kombinasyonlar1 hayvan ve insanlarda denenmektedir (Talbot
ve ark 1997, Mustafa ve ark 2006). Haile (2005), enfektif M. tuberculosis'ten izole
edilen, Lipoarabinomannan ile hazirladigi ve burun yolu ile asiladig: farelerde, canli

BCG asis1 kadar koruma saglandigini gostermistir

Sigirlar ve kobaylar icin virdlent olmayan, kimyasal mutasyon ile attenlie
edilmis M. bovis susu hayvanlarda hiicresel bagisiklig1 yeterince uyarabilmis ve BCG
asilamasinda koruma saglamayan challenge denemelerinde koruma saglayabilmistir.
Ancak susun zararsizligi yoniindeki caligmalar yeterli olmadigi i¢in heniiz
kullanilmamaktadir. Ozellikle BCG ile kombine edilen viral vektdr asilarindan

olumlu sonuglar alinmaktadir (Vordermeier ve ark 2006, Hope ve ark 2008).

BCG agis1 insanlarda dogumdan sonraki 2-3. ayda 0,01 mg dozunda deri ici
uygulanmakta, 5-15 yil siire ile %50-60 oraninda tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi
koruma saglamaktadir. As1 etkenin bulagsmasini, 6zellikle de akciger tiiberkiilozunu
onleyememekte enfeksiyonun daha ilimli ve smirli seyretmesini saglamaktadir.
Ozdllikle gocuklarda tuberkiloz menenjitini onlemesi yoni ile oldukca onemlidir.
Yetigkinlerde sagladig1 yarar ¢ok net degildir. Asinin bagisiklik olusturmasi 6-12
hafta alabilmektedir. As1 PPD deri testi (Montoux test) negatif sonug veren bireylere
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uygulanmaktadir (Colditz ve ark. 1994). BCG immiun yetmezlik bulunan insanlarda
enfeksiyona yol agabilmektedir (Niemann ve ark 2000).

Yeni doganlarda immiin sistem, yasamlarinin ilk haftalarinda ¢evresel
mikobakteriumlar ile kolaylikla duyarli hale getirilebilmekte ve bu durum BCG
asisinin etkinligini azaltmaktadir (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 yapilan BCG asilamasinda, PPD negatif bireylere gore daha diistik
oranda BCG spesifik IFN-y tiretimi sekillendigini ortaya koymuslardir. Buddle ve
ark (2002), PPD pozitif buzagilarda, BCG asilamasi sonrasi, enfektif M. bovis ile
challenge denemelerinde, PPD negatiflere gore korumanin daha disiik oldugunu
bildirmiglerdir. Yeni doganlarda, BCG asilamasi sonrasi sekillenen Th; hlcreleri,
Th, hiicrelere goére mikobakteriumlara karst korumada daha etkin koruma

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

BCG asilamasinda kullanilan dozun, sekillenen bagisikligin tipini belirlemede
oldukca onemli bir faktér oldugu belirlenmistir. Diisiik doz asilama Th; yardimei
T-lenfositlerin rol aldigi hiicresel bagisikligi uyarirken, humoral bagisikligi ¢ok
diisiik diizeyde uyarabilmektedir. Yiiksek doz asilamada Th; ve Thy hicrelerin rol
aldig1 ancak Thy hiicrelerin daha baskin oldugu, hiicresel bagisiklik ile birlikte diisiik
doz asilamaya gore daha yiiksek oranda humoral bagisikligin sekillendigi ortaya
konmustur (Lowry ve ark 1998, Gebreyohannes 2007, Willem ve ark 2007). Y Uksek
doz ve diisik doz BCG asilamalar1 sonras1 IFN-y dizeylerinde istatistiksel olarak
fark belirlenemez iken, IL-4 diizeyinin yiiksek doz agilamada belirgin sekilde yiiksek
oldugu belirlenmistir  (Gebreyohannes 2007). BCG oral ve deri ici
uygulanabilmektedir, ancak 6zellikle yliksek doz oral uygulamalar sonrasi servikal
ve farengeal lenf diigiimlerinde reaksiyonlara neden oldugu i¢in kullanimi terk

edilmistir (Lotte ve ark 1984).
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1. 8. Teshis

Insan ve hayvanlardaki tiiberkiilozun ¢evreye bulasmasmnin énlenmesinde ve
kontrol altina alinmasinda erken teshis 6nemli bir yer tutmaktadir (Kulshrestha 2005,
Ragib ve ark 2003). Bu amacla direkt mikroskobi, kultdr, histopatolgji, in vivo
(tuberkdlin deri testi), in vitro (IFN-y testi, lenfosit proliferasyon testi) htcresel
bagisikligin 6l¢iim testleri, antikor cevabi dlgen serolojik testler (Floresan Antikor,
ELISA, Radioimmunasasy, Dot-Blot, Komplement Fikzasyon ve molekiler metotlar
(PCR, DNA fingerprinting, DNA problari, oligotyping) kullanilabilmektedir (Rua
Domanech ve ark 2006).

OIE’'ye gore sigirlarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun antemortem teshisinde
tuberkdlin deri testi, aternatif olarak gamma interferon testi, posmortem teshisinde;
bakteriyoskopi (Ziehl-Neelsen, Floresans boyama, immunperoksidaz), histopatolojik
muayene, kiltir ve molekiler metotlar 6nerilmektedir (Ol E 2008c)

TKB, Sigir Bovine Tiiberkiiloz Yonetmeligine (2009) gore, bir siirlide ya da
bolgede enfekte ve hasta hayvanlarin maksimum sayisini tespit edebilmek amaci ile
Bakanlik, sigir tiiberkiilozu igin tUberkdlin testine ek olarak Gamma-interferon

(IFN-y) testinin uygulanmasina izin verebilmektedir (Resmi Gazete 2009).

1. 8. 1. Bakteriyoskopi ve Kultlr.

Mikobakteriumlarin, Ziehl Neelsen boyama ile boyanmasinin temeli, hiicre
duvarlarindaki mikolik asitin, karbol fuksin ile boyanmasi ve asit alkolle

muameleden sonra boyali kalmasi esasina dayanmaktadir (Manzano ve ark 2008).

Direkt mikroskobi ile asidorezistans bakterilerin goriilmesi ile teshis Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da onerilen ve yaygin olarak kullanilan bir metot
olmakla birlikte klinik 6rnekteki bakteri sayisinin azlig1 gibi nedenlere yanlis negatif
sonuglar alinabilmektedir (Hamasur ve ark 2001). Ziehl Neelsen boyama ile direkt
bakteriyoskopi 0Ozellikle insanlarda pulmoner tiiberkiilozun teshisinde kolay
uygulanabilir ve ucuz olmasi sebebi ile referans metottur (Hamasur ve ark 2001,
Sevakumar ve ark 2002, Manzano ve ark 2008). Boyamada mikobakteriyel

etkenlerin gorulebilmesi igin klinik numunenin 1 ml’ sinde en az 5000-10.000 bakteri
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bulunmas1  gerekmektedir, ayrica farkli mikobakteri tiirlerinin  ayrimi

yapilamamaktadir (Mukherje ve ark 2002).

Tlberkiloz enfeksiyonunun teshisinde kiiltiir altin standarttir (Kulshrestha
2005, Ragib ve ark 2003, OIE 2008c). Ancak 4-6 hafta siire almasi, Biyogiivenlik
Seviyesi 3 (BSL 3) laboratuara ihtiya¢ duyulmasi dezavantajidir (Hamasur 2001).

Etkenin ilk izolasyonunda Lowenstein Jensen, Coletsos base, Stonebrinks
gibi yumurta bazli ya da Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11 gibi agar bazl
besiyerleri kullanilmaktadir. M. bovis, Lowenstein Jensen besiyerinde 3-6 haftada
Ureme gostermekte, Ureme, besiyerlerinin makroskopik muayenesi ve Ziehl-Neelsen
boyama ile belirlenmektedir. Karakteristik Ureme sireci ve koloni morfolojisi
M. bovis i¢in 6n tam saglarken diger M. tuberculosis kompleks tiirlerinden ayirt
edilmesi gerekmektedir (OIE 2008 c).

M. bovis kat1 besiyerlerinde, beyaz renkte, kuru, kabarik, kenarlar1 diizensiz,
granulld, rough tipte, M. tuberculosis, 4-5 hafta stirede sari, turuncu renkte kuru,
kabarik, tlizeri grintili, rough tipte, M. avium 2-3 hafta slrede, pigmentsiz, diz,
smooth tipte, M. avium subsp. paratuberculosis, 8-10 hafta stirede pigmentsiz, rough

tipte koloniler olusturmaktadirlar (Hensyl 1994).
1. 8. 2. Hiicresel Bagisikligin Olgiilmesi
1.8.2. 1. PPD Tuberkdlin Deri Testi

Tiiberkiiloz enfeksiyonu sonucu olusan gec¢ ve hiicresel tipteki bagisikligi,
asirt duyarliligi belirlemek i¢in kullanilan bir testtir. Tiiberkiiloz enfeksiyonu,
mikobakteriyel antijenlere karsi konakg¢ida duyarlilik olusumu ile sonuglanir.
Enfeksiyon sonucu ilk duyarlilasma bolgesel lenf diiglimlerinde gelisip kan
dolasimina giren duyarli T-lenfositleri ile 6-9 hafta i¢inde olusur. Bu lenfositlerin,
deri icine tiiberkiilin enjeksiyonu ile tekrar uyarilmasi sonucu, asir1 duyarlilik
reaksiyonu gelisir (Vordermeler 1995, Diker 1998, Bilgehan 1999, Whelan ve ark
2003, Thoen ve ark 2006). PPD’nin deri i¢i enjeksiyonunu takiben antijen derideki
dendritik hiicreler (Langerhans hiicreleri) tarafindan alinarak bolgesel lenf

diiglimlerine tasinirlar. Lenf diiglimlerindeki ve dolasimdaki duyarli Thl hiicreleri

20



antijeni tanir, aktive olur ve enjeksiyon bolgesinde toplanir. Bolgeye toplanan T-
lenfositleri IFN-y, 1L-2, IL-8, seratonin, lenfotaktin gibi maddeler salgilarlar. Bu
sitokinler bolgeye bazofil ve makrofaj goc¢iinii artirirlar. Tiim bu hiicrelerden salinan
sitokinler bolgeye daha fazla lenfosit gocline neden olur. Meydana gelen tim bu
reaksiyonlar sonucu hiicresel diizeyde yangi olusur. Meydana gelen asir1 duyarlilik
reaksiyonu sonucu enjeksiyon bolgesinde kizariklik, 1s1 artisi ve siskinlik meydana
gelmektedir. Makrofajlar tarafindan salinan serbest radikaller ve enzimler doku
tahribinin en O©nemli nedenidir (Diker 1998, Bilgehan 1999, Erganis ve
Istanbulluoglu 1999).

Tlberkdlin deri testinde antijen olarak tuberkiloz basillerinin proteinleri
kullanilmaktadir. Old tiiberkiilin, HSCM (1s1 ile konsantre edilmis sentetik besiyeri)
tuberkdlin ve PPD tuberkilin olmak tzere Ug tipi bulunmaktadir. Ancak giiniimiizde
PPD tiiberkiilin kullanilmaktadir (Gemicioglu 1999). Old tuberkidlin ilk kez 1890
yilinda Robert Koch tarafindan iiretilmistir. Koch, gliserinli et suyu besiyerinde
tirettigi tiiberkiiloz basillerinin 100 °C’de dldiiriilmesiyle old tiiberkiilini hazirlamig
ve insanlarda as1 olarak kullanmay1r denemistir (Hueloner ve ark 1993, Rua-
Domanech ve ark 2006). 1907 yilinda Von Piquet old tiiberkiilinin bagisiklikta etkili
olmadigini, tanida kullanilabilecegini bildirmistir. 1934 yilinda Seibert ve Munday
tiiberkiiloz basillerinin kiiltiir filtratlarin1 ¢cokeltip diisiik molekiil agirlikli bir protein
izole etmisler ve bunu amonyum siilfat ile coktiirerek PPD’yi elde etmislerdir

(Iseman 2001, Oguz 2004).

Tiim PPD preparatlar1 i¢in standart tiiberkiilin PPD lot numaras1 49608 veya
PPD-Sdir. Tum tiberkilin preparatlarmin giicii “tiiberkiilin iinitesi (TU)” olarak
ifade edilmis ve 1TU=0.00002 mg PPD-S iceren birim olarak tanimlanmistir (0.1
ml’lik solusyonda 5-TU dozundaki 0.0001 mg PPD-S bulunmaktadir), (Hueloner ve
ark 1993, Oguz 2004). Sigirlarda tiiberkiiloz teshisinde kullanilan PPD, M. bovis
ANS5 susundan, insanlarda, M. tuberculosis’”den hazirlanmaktadir (OIE 2008b).
Sigirlarda deri i¢i uygulanan Mamalian ve Avian PPD’nin dozu 2000 IU’den daha az
olmamalidir (OIE 2008 b, Resmi Gazete 2009).

Tlberkdlin testi boynun yan orta kismindan (cervical fold skin test), ve
kuyruk kokinden (caudal fold skin test) deri i¢i uygulanabilmektedir. Ancak
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giiniimiizde kuyruk kokiinden uygulama Amerika disinda kullanilmamaktadir (Rua-
Domenech ve ark 2006).

Avian ve Bovine PPD’nin uygulandigi karsilastirmali tiiberkiilin test ile,
hayvanlarin M. bovis ile enfeksiyonunu ya da M. avium, M. avium subsp.
paratlberkilozs ve ¢evresel mikobakteriumlar ile duyarl hale getirildiginin ayirimi
yapilabilmektedir (Chalmers ve ark 1996, Rua-Domanech ve ark 2006).

Bovine tiiberkiilin deri i¢ine enjekte edildiginde canli M. bovis ya da ¢apraz
reaksiyon veren antijenler (Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium, cevresel
mikobakteriumlar ile enfeksiyon, M. avium subsp. paratuberculosis ile enfeksiyon,
M. bovis BCG ile asilama) ile daha 6nceden duyarli hale getirilmis ise enjeksiyondan
sonraki 48-72. saate sislik, kizariklik, agr1 gibi yangi belirtileri ortaya ¢ikmaktadir
(Katial ve ark 2001, Vordermeir ve ark 2001, Dunn ve ark 2005, Rua-Domenech ve
ark 2006). Bu gecikmis tip asir1 duyarlilik reksiyonunun meydana gelebilmesi igin
reaksiyonu veren T hiicrelerinin PPD enjeksiyonundan haftalar 6nce duyarli hale
gelmis olmasi gerekmektedir (Pollock ve ark 2003). Enfekte sigirlarin PPD
enjeksiyonuna cevap verebilmeleri icin, enfeksiyon basalangicindan itibaren 6-9

hafta siire gegmesi gerekmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006).
1. 8. 2. 2. Gamma Interferon (I FN-y) Testi

Tiiberkiiloz enfeksiyonunda, insan ve hayvanlarda etkene karsi gelisen
hiicresel bagisikligi in vitro ortaya koymak icin kandaki IFN-y ieyi
Ol¢iilebilmektedir. Hayvanlar {lizerinde yapilan deneysel caligmalarda, tiiberkiiloz
enfeksiyonuna karsi bagisiklikta hiicre aracili immiin cevabin esas rol oynadigi ve bu
cevapta CDgt+ yardimcir T-lenfositleri ve bu hiicrelerden salman [|FN-y’nin
korunmada Onemli rol oynadigi, CDsg+T hiicrelerinin ise daha az rol aldig

gosterilmistir (Pollock ve ark 1997).

IFN-y testi, sigir tliberkiilozunun teshisi amaciyla 1980 yilinda
Avusturalya’da gelistirilen, hiicresel bagisikligin dlgiildiigii in vitro, kan temelli bir
testtir (Wood ve ark 1991, Wood ve Rothel 1994).Testte, Bovine (B) ve Avian (A)
PPD ya da diger mikobakteriyel antijenler ile uyarilan tam kan ya da mononiikleer

hiicre klltirinde, 16-24 saat slre icinde duyarli lenfositlerden salinan interferon
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gamma diuzeyi, monoklonal anti-bovine IFN-y antikorlar kullanilarak sandwich
ELISA ile olgilmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). Sigirlarda, M. bovis ile
enfeksiyondan 1-4 hafta sonra, tam kan hiicre kiltirindeki T-lenfositleri PPD B ile
uyarildiginda yiksek dizeyde IFN-y salnimi sekillenmektedir. Deneysel olarak

M. bovis ile enfekte edilen sigirlar, 14. giinde IFN-y testi ile teshis edilebilmektedir
(Buddle ve ark 1999). Bu stire PPD deri testinde 6-9 hafta olarak belirlenmistir (Rua-
Domenech ve ark 2006). Canli, M. avium ya da ¢evresel mikobakteriumlar ile duyarh
hale getirilmis ise M. avium antijeni ile uyarilan kandaki IFN-y diizeyi daha yiksek
belirlenmektedir (Rothel ve ark 1992, Wood ve Rothel 1994).

IFN-y testi; 2002 ylinda OIE tarfindan , PPD deri testi uygulanan slrilerde
paralel test olarak kabul edilmistir (OIE 2008c). Test pek cok iilkede PPD deri testi
uygulanan tiiberkiilloz prevalansininin diisiik oldugu siiriilerde, PPD negatif

hayvanlarin tekrar test edilmesinde kullanilmaktadir (Buddle ve ark 2001).

Avusturalya, PPD deri testi ve reaktorlerin kesimi ile 1997 yilinda
tiiberkiilozdan ariligini ilan etmistir. Ancak bu durumda IFN-y testin pay oldukga
azdir ve testin yaygm kullanimi bulunmamaktadir (Cousins ve ark 1998). IFN-y
testinin gelistirilmesindeki temel amag hayvanlart PPD gibi mikobakteriyel antijenler
ile duyarli hale getirmeden PPD’ye gore daha yliksek sensitivite ve spesifite ile

tiiberkiiloz enfeksiyonunu teshis edebilmektir (Rua-Domenech ve ark 2006).

Enfekte olmayan gen¢ hayvanlarda (6 aydan kiguk), mikobakteriyel
antijenler ile uyarilan kandaki dogal katil hiicrelerin (NK), IFN-y salgilamas1 nedeni
ile yanlis pozitiflik goriilebilmektedir (Vordermeir ve ark 2001, Olsen ve ark 2005).

Sigirlarda tiiberkiiloz teshisinde kullanilan IFN-y test kiti BOVIGAM, koyun
ve kecilerde de kullanilabilmektedir. Ancak kitin diger memeli ve insanlarda
kullanim1 yoktur. IFN-y testi, 1994 yilinda insanlarda M. tuberculosis ve M. avium
enfeksiyonlariin teshisinde kullanilmisgtir, insan ve primatlarda IFN-y 6lcimu ile
tiiberkiiloz teshisi i¢cin QUANTIFERON-TB (Cellestis, Australia) gelistirilmistir
(Van Pinxteren ve ark 2000, Katial ve ark 2001).

IFN-y testinde duyatigi artirmak amaciyla antijen olarak PPD yerine

M. bovis, M. tuberculosis ve M. africanumicin spesifik antijen olan ESAT-6 (6 kDa
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early secratory antigenic target) ve CFP-10 (10 kDa culture filtrate protein)
kullanilabilmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006). ESAT-6 ve CFP-10 sentezinden
sorumlu gen boélgesi olan RD1, cevresel mikobakteriumlarda, M. avium subsp.
avium, M. avium subsp. paratuberculosis ve M. bovis BCG’de silinmistir.
M. tuberculosis, M. bovis ve M. africanum enfeksiyonunda T-lenfositlerinden IFN-y
salinimina neden olan en 6nemli antijenin ESAT-6 ve CFP-10 oldugu belirlenmistir
(Pollock ve ark 1997). Waters ve ark (2004), deneysel olarak M. bovis, M. avium ve
M. avium subsp. paratuberculosis ile enfekte edilen sigirlarda T-lenfositlerinden
salinan IFN-y dizeyinin, M. bovis ile enfekte edilen sigirlarda, belirgin seviyede
yiikksek oldugunu bildirmistir. IFN-y testinde, ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerinin
kullanilmas: testin spesifitesini (%98) artirmistir (Van Pinxteren ve ark 2000).
Mustafa ve ark (1998), M. tuberculosis ile enfekte insanlarda, recombinant ESAT-6
(rESAT-6), M. tuberculosis hiicre duvari antijenleri ve M. bovis BCG ile uyarilan
perifera kan monontkleer hiicre kiltiriindey -IFN seviyesini 6lgmiis ve rESAT-6 ile
uyarilan hiicre kiiltiirtindeki IFN-y seviyesinin diger guruplardan yiiksek oldugunu
bildirmistir. Buddle ve ark (2001), Van Pinxteren ve ark (2000) ile Vordermier ve
ark (2001), tiiberkiiloz teshisinde, ESAT-6 ve CFP-10’un antijen olarak kullanildig:
IFN-y testinin sengitivitesinin  %76-93, spesifitesinin @ %92-100 oldugunu
bildirmislerdir.

1. 8. 2. 3. Lenfosit Poliferasyon Testi

Tlberkiloz enfekte hayvanlarin teshisinde sensitivite ve spesifites yuksek
olan hir testtir. Bu in-vitro hiicresel bagisiklik 6l¢iim testinde, PPD Bovine ve PPD
Avian antijenlerine lenfositlerin reaksiyonu karsilastirilmaktadir. Test tam kanda ya
da purifiye lenfositler ile gerceklestirilmektedir. Bu testler hayvanlarin her an maruz
kalabilecegi ¢evresel mikobakteriumlardan kaynaklanan capraz antijenlere

lenfositlerin cevabini elimine ederek spesifiteyi artirmaktadir (OIE 2008 b).

Bu in vitro olcim tipi, perifera kan lenfositlerinin PPD B ve PPD A
antijenlerine cevabin karsilastirilmasi ile gerceklestirilmektedir. Test tam kan ya da
periferal kan Orneklerinden saflastirilan lenfositlerde yapilabilmektedir. Sonuclar,
PPD Bovine (B) cevap sonucunun, PPD Avian (A) cevap sonucundan ¢ikarilmasi ile
analiz edilmektedir. B-A farki belirlenen cut-off degerinin {izerinde olmak

24



zorundadir.  Sensitivite ve  gpesifiteyi  artirmak  igin  cut-off  degeri
degistirilebilmektedir (OIE 2008 b). Lenfosit proliferasyon testinde de kan 6rnekleri
alindiktan kisa siire sonra laboratuara ulastirilmalidir. Yabani ruminantlarda
sensitivite ve spesifitess ELISA testine gore oldukca yiiksek olarak belirlenmistir
(OIE 2008 b). Uygun laboratuar ekipmani, uzun inkiibasyon periyodu ve radyoaktif
niikleotidlerin kullanimini gerektirmesi, pahali olmasi, laboratuarlar arasi standardize

edilememesi nedeni ile bilimsel ¢alismalar disinda rutin kullanim1 bulunmamaktadir
(OIE 2008 b).

1. 8. 3. Humoral Bagisikigin Olciilmesi

Tuberklloz enfeksiyonunun serolojik teshisi amaci ile ilk kez 1898 yilinda
aglutinasyon testi kullanilmistir (Daniel ve Debanne 1987). Bundan sonraki yillarda
komplement fikzasyon testi (CFT), pasif hemaglitinasyon, jel presipitasyon,
immunelektroforez, immunfloresan gibi yontemler tanimlanmis ancak sensitivite ve
spesifite agisindan yetersizlikle karsilasilmigtir. Bagta IgG olmak {izere IgM ve IgA
tipi antikorlarin saptanmasi icin ELISA 'nin yiiksek derecede sensitivite ve
spesifiteye sahip oldugunu ileri siiren yaymlar bulunmasina ragmen, kullanilan

antijenlere bagl olarak degisiklik gostermektedir (Bengisun ve ark 1997).

Mikobakteriumlar, makrofajlar basta olmak iizere mononiikleer hiicreleri
enfekte eden hiicre igi bakterilerdir. Pek ¢ok bakteriyel enfeksiyonun teshisi humoral
bagisikligin olgiilmesi ile gergeklestirilebilirken, tiiberkiiloz enfeksiyonunuda temel
imminolojik cevap T-hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Ritacco ve ark
1991). Mikobakteriumlar ile enfekte canlilarda antikor cevap, bakteriyel yUkin ve
patolojik degisikliklerin arttigi enfeksiyonun ge¢ doneminde artmaktadir (Neill ve
ark 2001, Vordermier ve ark 2004). Bu yuzden tuberkiloz enfeksiyonunda hticresel
bagisiklig1 6lgen antemortem testler enfeksiyonu, antikor temelli testlere gore daha
erken donemde ve yuksek sensitivite ve spesifite ile belirleyebilmektedir (Nelll ve
ark 2001).

Kan veya viicut sivilarindaki antikor ya da antijenleri belirlemek igin
kullanilan serolojik testlerde yiiksek dogruluk ile sonu¢ alabilmek ig¢in
mikobakterium tdrleri igin  imminodominant olan antijenlerin kullanilmasi

gerekmektedir  (Kulshrestha 2005). Tiiberkiilozun, ELISA ile teshisinde,
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M. tuberculosis ve M. bovis kiiltiir filtratlar1, sonike ekstraktlari, PPD, M. bovis
BCG'den elde edilen A60 gibi antijenler kullanilmistir. Ancak bu antijenlerin
spesifiteleri ¢evresel mikobakteriumlar ve diger asidorezistans bakteriler ile capraz
reaksiyonlar nedeni ile diisiik kalmistir (Julian ve ark 2001). Rekombinant
proteinlerin spesifiteleri kismen yiiksek olarak belirlenirken sensitivitileri diisiik
bulunmustur (Bothamley 1995). Insanlarda, 6zellikle pulmoner ve ekstra pulmoner
viicut sivilarinda mikobakteriyel antijenlerin belirlenmesine yonelik hazirlanan
ELISA testlerinde sensitivite ve spesifitenin yiiksek oldugu bildirilmistir (Leite 1990,
Srivastavave ark 1998).

Ritacco ve ark (1987), sigir tiiberkiilozunun teshisinde ELISA metodunun
sensitivite ve spesivitesinin yiiksek oldugunu belirtmelerine ragmen yaptiklar1 baska
bir ¢alismada (Ritacco ve ark 1990), sensitiviteyi diisiik ve spesifiteyi yiiksek olarak
bildirmislerdir. PPD tiiberkiilin uygulanan enfekte sigirlarda, enjeksiyondan sonraki
15-20 giin i¢inde mikobakteriumlara kars1 sekillenen antikorlarda saglikli hayvanlara
gore belirgin sekilde artis olmakta ve bu anamnestik cevabin 06l¢iildiigii ELISA
testlerinde sensitivite ve spesifite klasik ELISA testlerine gore daha yuksek
olmaktadir (Harboe ve ark 1990). Gutierrez ve ark (1998), Bovine PPD kapli ELISA
pleytleri ile 76 adet kecide, antikor cevabi Ol¢miigler ve standart ELISA
sensitivitesini %54,9, spesifitesini %88, anamnestik ELISA sensitivitesini %88.6,
spesifitesini  %95,8 olarak belirlemislerdir. Lilenbaum ve ark (1999), sigir
tiiberkiilozunun teshisinde ELISA testinin tek basma uygun olmadigini

bildirmislerdir.

Mikobakterium enfeksiyonlarinin serolojik teshisi ucuz ve basit olmak ile
birlikte, diisiik sensitivite ve spesifiteleri nedeniyle deri testine ve IFN-y testine
alternatif olamamaktadir (Vordermier ve ark 2001). Ancak, deri testi ve IFN-y testi
negatif sonu¢ veren anerjik sigirlarin  teshisi serolojik testler ile miimkiin
olabilmektedir (Plackett ve ark 1989, Y eardley ve ark 1998).

Sigir tiiberkiilozunun teshisinde ELISA metodunun, isletmelerin bir kez
ziyaret edilmesi, kan Orneklerinin pek ¢ok hastaligin teshisi i¢in toplanabilecek
olmasi ve serum Orneklerinin dondurularak uzun siireler saklanabilmesi, hayvanlara

her hangi bir ajan enjekte edilmedigi i¢in immun sistemin etkilenmemesi ve testin
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tekrar tekrar uygulanabilmesi, ucuz ve basit olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir

(Lilenbaum ve ark 1999).
1.8.4. Molekller Metotlar

Tiiberkiiloz teshisinde kullanilan molekiiler teknikler (PZR, PZR-REA
[restriction endonuclease anaysis], RFLP [restriction fragment length
polymorphism], oligotyping, spoligotyping, DNA probe), etkenin inklbasyon
siiresinin uzun olmasi nedeni ile kisa siirede sonug verebilmeleri agisindan biiytik
yarar saglamistir. Ancak bu tekniklerin pahali ve karmasik olusu egitilmis personele
ihtiyag gdstermesi dezavantajini olusturmaktadir. Molekiiler metotlar, tiiberkiilozun

ozellikle klinik Orneklerden kisa siirede teshisi amaci ile yaygin olarak

kullanilmaktadir (Ragib ve ark 2003).

PZR pek c¢ok hastaligin, 6zellikle de yavas iireyen patojenlerin yol actigi
enfeksiyonlarin hizli teshisinde oldukga biiylik yarar saglamaktadir (Liebana ve ark
1995). Klinik 6rnekte 1-10 mikobakterium oldugunda pozitif sonug¢ alinabilmektedir
(Dd Portillo ve ark 1991). Mikobakteriumlarin doku orneklerinden PZR ile direkt
teshisi kiiltiir kadar duyarli olmamakla beraber, oldukga kisa zamanda (1-2 giin), ¢ok
az sayida mikroorganizma varliginda ve klinik numunedeki etkenin inaktive oldugu
durumlarda teshis yapilabilmektedir (Liebana ve ark 1995). Ozellikle insanlarda
balgam 6rneklerinden tiiberkiiloz teshisinde oldukg¢a faydali olmaktadir (Nolte ve ark
1993). Insanlarda tedavi basladig1 igin kiiltiirde iiretilemeyen mikobakteriumlarin
teshisinde =~ ve  etkenin  antibiyotiklere  direngliliginin  gosterilmesinde

kullanilabilmektedir (Eroglu 2003).

M. tuberculosis’in klinik orneklerden molekiiler teshisi i¢in; Enhanced
Mycobacterium tuberculosis Direct Test (Gen-Probe), BDProbe Tec ET test (Becton
Dickinson) ve Amplicor Mycobacterium tuberculosis test (Roche) gibi ticari nikleik

asit amplifikasyon kitleri bulunmaktadir (Soini ve Musser 2001).

M. tuberculosis kompleks tiirlerinin birbirinden ayiriminda Spoligotyping
(Kamerbeek ve ark 1997), pncA ve oxyR genlerindeki mutasyonlar1 belirlemeye
yonelik PZR (Scorpio ve ark 1996), mtp 40 PZR (Del portillo ve ark 1991), farkli
gen bolgelerinin amplifikasyonuna yonelik metotlar kullanilabilmektedir. pncA,
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oxyR, mtp 40 PZR, M. tuberculosis ve M. bovis ayirimini yapabilmektedir, ancak
diger tiirlerin ayiriminda kullanilamamaktadir. Spoligotyping, ¢ok sayida susun ayni
anda analizini, farkli gen bolgelerinin amplifikasyonuna yonelik metotlar, ¢ok sayida

amplifikasyon basamagi gerektirmektedir (Chimarave ark 2004).

DNA gyrase (topoisomerase) hiicre bdltinmesinde dnemli rol oynayan bir
enzimdir. Tip 1 ve tip 2 olarak, iki tipi bulunmaktadir. Bakteriyel DNA gyrase tip 2
yapisindadir. DNA gyrase iki protein alt Unites icermektedir. Bunlar; 100 kDa
molekiiler agirliginda protein A (gyrA) ve 70-90 kDa agirhginda protein B
(gyrB)'dir. gyrB gen sekansi, DNA gyrase (topoisomerase) enziminin B alt tinitesini
kodlamaktadir. gyrB gen sekansi bir ¢ok mikobakterium tiiriinde bulunmaktadir
(Chimarave ark 2004).

M. avium kompleks iiyelerinin tiir diizeyinde ayirimi igin ¢ok sayida
molekiiler metot kullanilmaktadir. Tiir spesifik, isaretli DNA problar1 (Gen Probe) en
yaygin kullanilan metotlar arasindadir, M. avium ve M. intracellulare
identifikasyonu icin ticari problar temin edilebilmektedir. Acridinium esterleri ile
isaretli problarin sensivitesi %95 olarak belirlenmistir, bu metot M. avium kompleks
tiirlerinin ayiriminda altin standart olarak kabul edilmektedir (Cardoso Leao ve ark
1999).

Insertion sekanslar1 (IS) prokaryotik ve eukaryotik DNA’sinda bulunan 700-
2500 bp uzunlugunda kisa, yer degistirebilen DNA sekanslaridir. Bakteri DNA’sinda
rastgele ve birden fazla kopya halinde bulunabilmektedir. Yer degistirebilen genetik
elementlerin genom iginde yer degistirmeleri fonksiyon bozukluguna ve fenotipik
varyasyonlara yol acabilmektedir. Insertion sekanslari bakterilere, tiire ozgii
karakterleri ve konake¢1 seciciligi kazandirmaktadir (Puyang ve ark 1999). Kanath
tuberkiloz vakalarindan izole edilen M. avium subsp. avium suslarinda tekrarlayan
kopyalar halinde IS901 sekans1 bulunmaktadir. Suslarda IS901 sekansinin bulunmasi
patojenite ile iliskilendirilmektedir (OIE 2008 a). ik kez AIDS’li hastalardan izole
edilen M. avium suslarinda ortaya konulmustur (Kunze ve ark 1991). Kanatli ve
memeliler igin diger serotiplere gore daha patojen olan M. avium serotip 1, 2, ve 3'te
belirlenmistir (Pavlik ve ark 2000).
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Atteniie BCG as1 susu enfektif M. bovis ve diger M. tuberculosis kompleks
turleri ile genetik ve fenotipik olarak benzerlik gostermektedir. Bu ylzden klasik
metotlar ile ayirt etmek oldukga giictiir (Talbot ve ark 1997). Mahairas ve ark (1996),
genetik hibridizasyon metodu ile tim M. tuberculosis kompleks turlerinde bulunan,
M. bovis BCG'de ve nonvirulent mikobakteriumlarda silinmis olan RD1 gen
bolgesini ortaya koymuslardir. RD1 geni ESAT-6 (6-kDa early secretory antigen) ve
CFP-10 (10-kDa culture filtrate protein) kodlamaktadir (Cockle ve ark 2002).
Deneysel olarak M. tuberculosis RD1 geninin ¢ikarilmasi etkenin virulensini

kaybetmesi ile sonuglanmaktadir (Lewis ve ark 2003).
1. 8. 5. Hayvan Deneyi

Deneme hayvani olarak genellikle kobaylar kullanilir. Marazi maddelerden
hazirlanan inokulum (0,5 mg bakteri/ml), kobaylarin inguinal lenf yumrular1 yakinin
aderi alt1 olarak 0,2-0,3 ml enjekte edilir. 6-8 hafta sonra hayvanlara otopsi yapilarak
iliakal ve subiliakal lenf diiglimlerinden bakteriyoskopi ve kiiltiir yapilir (Akay 1997,
Yardime1 2006, Koneman 2006).

Bu calismada; postmortem klinik orneklerden elde kiiltiir sonuglar1 altin
standart kabul edilerek, sigir tiiberkiilozunun antemortem ve postmortem teshisinde
kullanilan testler karsilastirilarak ideal (yUksek sensitivite ve spesifite, kolay ve ucuz
uygulanabilirlik) teshis metodu belirlenmeye ¢alisildi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. GEREC
2. 1. 1. Sigir Materyali

Bu ¢alisma, Konya'da 2 (2 yas ve tizeri inek), Corum’da 2, (2 yas ve tlizeri
inek) ve Aksaray’da 1, (2 yas alt1 diive) olmak tizere 5 isletmede toplam 772 adet disi

sigir izerinde gerceklestirildi.

Sigirlara PPD deri testi uygulandiktan 30 giin sonra pozitif ve negatif sonug
veren hayvanlardan, IFN-y ve ELISA testi €in; | ithium heparinli ve antikoagulansiz
tiplere 10’ar ml kan alindi. Deri testi ve IFN-y test sonuglarma gore kesilen
hayvanlardan, akciger lenf diiglimii (ACLD), preskapular lenf diiglimii (PLD),
mezenteriyel lenf diigdmi (MLD) ve tiiberkiil (TB) o6rnekleri alindi. Lezyonlu
dokulardan dekontaminasyon sonrasi bakteriyoskopi ig¢in preaparat hazirlandi,
etkenin kiiltiiri amaciyla Lowenstein Jensen besiyerine ekimler yapildi. Kiiltiire

edilen mikobakterium siipheli suslara ve klinik 6rneklere PCR analizleri yapildi.

Isletme 1; 340 sigira PPD deri testi uygulanirken, bunlarin 56’sindan kan

ornekleri alind1 ve 56 s1g1r kesime sevk edildi.

Isletme 2; 11 sigira PPD deri testi uygulandi ve kan &rnekleri alindi, bu

isletmede kesim yapilamadi.

Isletme 3; 230 sigira PPD deri testi uygulandi ve kan 6rnekleri alindi, 5 sigir
kesime sevk edildi. Ancak; bu isletmede, isletme sahiplerinin enfekte hayvanlari
kestirmekte zorluk ¢ikarmasi kesimin belirli donemlerde isletme sahipleri tarafindan
bilgi verilmeksizin yaptirilarak numunelerin kargo ile gonderilmesi sebebi ile kiiltiir

sonuglar1 giivenilir bulunmamustir.

Isletme 4; 151 sigira PPD deri testi uygulandi1 ve kan alindi, 74 sigir kesime
sevk edildi.

Isletme 5; 40 sigira PPD deri testi uygulands, kan 6rnekleri aliamadi, kesim

yapilamadi.
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Toplam, 772 sigira PPD bovine ve PPD avian deri testi, 448 sigira y-IFN
testi, PPD Bovine ve M. avium sonikasyon ELISA testi uygulandi. PPD deri testi ve
IFN-y pozitif test somliarina ve isetmelerin tutumlarina gore segilen, 135  sigir
kestirilerek incelenmek Uzere, bunlaraait 135 ACLD, 135 PLD, 135 MLD ve 18 TB

ornegi alindu.
2. 1. 2. Referans mikobakterium suslar:

Arastirmada, M. bovis EMVKAE, M. tuberculosisH 37 Rv, M. avium ATCC
2529 olmak iizere 3 adet referans sus kullanildi. Referans suslar; M. bovis, Etlik
Merkez Veteriner ve Kontrol Arastirma Enstitiisii’ nden (EMVKAE), M. tuberculosis
H 37 Rv, Refik Saydam Hifzisstha Enstitlisi’ nden, M. avium ATCC 25291, Prof. Dr.
Hakan YARDIMCI'dan (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltes Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1) temin edildi.

2. 1. 3. Bakteriyoskopi

2.1.3. 1. Fenollt karbol Fuksin

Bazik fuksin 30gr
Etanol (%095) 100 mi
Fenaol 5¢gr
Didtile su 100 ml

Bazik fuksin bir havan icerisinde, Uzerine azar azar akol ilave edilerek ezildi
(Solisyon 1). Kristal haldeki fenol 45-50 °C’ye 1sitilarak eritildi tizerine distile su
eklenerek homojen bir karisim elde edildi (Soliisyon 2). 10 ml soltsyon 1, 90 ml
soliisyon 2 ile karigtirilarak caligma soliisyonu hazirlandi. Boya soliisyonu
hazirlandiktan sonra koyu renkli kapakl siselere aktarildi, 24 saat bekletildikten ve
filtre edildikten sonra kullanildi.
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2.1.3.2. Asit-alkol (%3 wiv)

HCI (%637,5) 3ml

Etanol (%095) 97 mi

2.1.3. 3. Metilen Mavisi

Metilen mavisi 0,3gr
Distilesu 100 ml

Metilen mavisi havanda ezildikten sonra distile su eklenerek eritildi. Boya

soliisyonu stiziildiikten sonra koyu renkli siselere aktarildi.

2. 1. 4. Kultar

2.1. 4. 1. Dekontaminant-Notralizer

Kiiltire edilecek doku oOrnekleri, havan yardimi ile ezildikten sonra,

kontaminasyonlar1 inaktive etmek i¢in dekontaminant ve nétralizer soliisyonlari ile

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

ark 2008)).
2.1. 4. 2. Dekontaminat

NaOH (Sodyum Hidroksit)
Steril distile su
Bromkreasol purple soliisyonu

2. 1. 4. 3. Bromcreasol purple soliisyonu
Bromcreasol purple

Etanol (%095)
Distile su

2.1.4. 4. Notralizer

HCl (%37,5)
Steril distilesu

20 gr
917,5ml
4,5 ml

120r
50 ml
50 ml

82,5 mi
1000 ml
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2.1.4. 5. Besyerleri

Klinik numunelerden mikobakteriumlarin izolasyonu amaci ile gliserinli ve
gliserinsiz Lowenstein Jensen besiyeri (Merck VM614000, Germany), Uretilen
suslarin stoklanmas1 ve fazla miktarda Uretilmesi icin, Middlebrook ADC
Enrichment (Difco, 212352, USA) ile zenginlestirilen, Middlebrook 7H9 broth
(Difco, 271310, USA) kullanildi.

2.1.4.6. Gliseral

M. avium ve M. tuberculosisin kiltire etmek icin Lowenstein jensen

besiyerine katildi (Sigma 49781, Germany).
2.1.5. PPD Deri Testi
2.1.5. 1. Purifiye Protein Derivati (PPD)

TUberkdlin deri testinde, Etlik Merkez Veteriner ve Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii tarafindan {iretilen, protein igerigi 1 mg/ml olan Avian (A) ve Bovine (B)
PPD kullanilda.

2. 1. 6. Gamma interferon Testi (IFN-y)
2.1.6.1.BOVIGAM, M. bovis Gamma interferon Test Kiti

BOVIGAM, IFN-y test kiti (Cat: 63316), Prionics AG (Isvigre) firmasindan
temin edildi.

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

kapli 96 gbzlii mikropleyt.
2) Bovine IFN-y negatif kontrol; 3x2 ml liyofilize.
3) Bovine IFN-y 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; yikama soliisyonu, 20 kat yogunlastirilmig, 2x500ml.

7) Konjugat; horseradish peroksidase ile isaretli anti-bovine IFN-y, 2x2 ml

liyofilize.
8) Enzim substrate buffer; H,O, icerir, 2x175 ml.

9) Chromogen soltsyonu; dimetil stilfoksit (DMSO) icinde, TMB (3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine) igerir. 100 kat yogunlastirilmis, 2x2 ml.

10) Enzim stop sollisyonu; 0,5 M H,SO, (Stlfirik Asit) 1x75 ml.
2.1.6. 2. IFN-y uyarici 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 soliisyonu (PBS, 0,01 M, pH 7,2), negatif uyarici antijen (Nil

kontral).
2.1.7.ELISA
2.1.7. 1. Kaplama Antijeni

ELISA testinde kullanilacak pleytlerin kaplanmasinda PPD B (EMVKAE) ve
M. bovis (EMVKAE) sonikasyon firiinleri kullanildu.

2.1.7. 2. Antijen Kaplama Buffer1
Karbonat-bikarbonat tamponu, pH 9,6

0,2 M NaCOs 16 ml
0,2 M NaHCOs 34 ml
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2.1.7.3. Serum ve Konjugat Diluent: PBS (Fosfat buffer soltisyonu), pH 7,2

NaCl 8,50r
K,HPO, 1,121 gr
KH2PO4 0,34 gr
Digtile su 1000 ml

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

Twen 20 0,5ml

PBS 1000 ml’ye tamamlandi, pH 7,4.
2. 1. 7. 5. Bloklama soltisyonu (% 1 BSA w/v)

BSA (Sigma A21153) lor

PBS 100 ml
2.1.7.6. Konjugat

Tavsanda hazirlanan, anti bovine Ig G (whole molekule) akalin fosfataz
konjugat (Sigma A7414) kullanildi.

2.1.7.7. Substrat

Fosfat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate capsules,
Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazirlanan -Fenildiamin dihidroklorid (8-
phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) tablet kullanildi.

2.1.7.8. Enzim Stop Soltsyonu (0,5 M H2SO4)

H,SO, 26,5 ml
Distilesu 1000 m1’ye tamamland1

2.1.7.9. FTS(Fizyolojik tuzlu su) % 0,85 (w/v)

NaCl 8,50r
Distile su 1000 ml’ye tamamland1

35



2. 1. 7. 10. Pozitif ve negatif serumlar

ELISA pleytlerinin standardizasyonunda ve test uygulamasinda pozitif serum
olarak; PPD deri testi ve IFN-y testi sonucu tiiberkiilozlu oldugu belirlenen, Bovine
PPD’ye en gii¢lii reaksiyon veren ve kesim sonrasi i¢ organlarindan M. bovisizole ve
identifiye edilen, sigirdan kesim Oncesi alinan kan serumu M. bovis pozitif serum
olarak kullanildi. PPD deri testi ve IFN-y uygulanan isletmelerde tiiberkiiloz negatif

sigirlardan dogan yavrulardan bir haftalik yasta alinan kan serumlar1 negatif serum

olarak kullanild.
2.1.8. PZR analizi

Lezyonlu dokulardan ve kdiltire edilen mikobakteriumlardan DNA

izolasyonu yapilarak PCR ve PCR-REA (Restriksiyon enzim analizi) yapildu.
2. 1. 8. 1. DNA izolasyonu
2.1.8. 1. 1. Dokudan DNA izolasyonu

2.1.8.1.1. 1 Lizis Solusyonu (pH 8)

100 mM NaCl 584 gr
10 mM TrissHCL 157 gr
25mM EDTA 9,306 gr
Twen 20 %2 wiv
Proteinase K 5 mg/ml

2.1. 8. 1. 2. Kiiltiirden DNA izolasyonu

2.1.8.1.2. 1. TrisEDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (TE) pH 8.0

10 Mm Tris 0,12 gr
1 MmEDTA 0,37 gr
Distilesu 1000 ml’ye tamamlandi.

2.1.8.1.2.2. Lizozim

TE tamponu i¢inde 20mg/ml hazirlandi, -20 °C’de sakland.
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2.1.8.1. 2. 3. SDS (Sodium dodesil stilfat), % 10 (w/v)

SDS 10 gr
Distile su 100 mI’ye tamamlandi
2.1.8.1. 2. 4. Proteinaz K

MERCK (VL558668), TE tamponu i¢inde 10 mg/ml hazirlandi, -20 °C’de

saklandi.
2.1.8.1.2.5.NaCl (5M)

NaCl 105.99 gr
Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.
2.1. 8. 1. 2. 6. N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyom bromur (CTAB), % 10 (w/v)
CTAB 10gr
Distilesu 1000 ml’ye tamamlandi.
2.1.8.1. 2. 7. Soguk Ethanol % 70 (w/v)
Etanol 70 ml
Distilesu 100 ml’ye tamamlandi, -20 °C’de saklandi.

2. 1. 8. 2. DNA Amplifikasyonu
2.1.8.2. 1. Taq polimeraz

3X1 ml 10XKCI'lti, 3X1 ml 10X (NH4).SO4’ 10 TagBuffer, 3X1 ml 25 Mm
MgCI; igeren Taq DNA polimeraz (Fermantas 5 U/ul, EP0402) kullanildi.

2.1.8. 2. 2. Deoks nikleotid trifosfat set

dNTP set (Fermentas 4x10 plmol, R0O185), istenilen molaritede distile su ile

sulandirilarak kullanildi.
2.1.8.2. 3. Primerler

Mycobacterium tuberculosis kompleks tiirlerinin aymrimi igin, gyrB gen

bolgesine yonelik olarak secilen primereler:
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MTUB_c-gyrBf 5-TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC-3'
MTUB c-gyrBr 5-ACA TACAGT TCG GAC TTG CG-3

MTUB-gyrB-756-Gf = 5-GAA GAC GGG GTC AACGGT G
MTUB-gyrB-1450-Cr 5-CCT TGT TCA CAA CGA CTT T CGC-3 (Kasa ve
ark 2000, Chimarave ark 2004).

Kultdr sonucunda, M. avium siipheli iireme gosterebilecek suslarin ve M.
avium ATCC 25291 referans susunun dogrulanmasi amaci ile, patojen M. avium

suslarinda bulunan 1S901 gen boélgesine yonelik olarak secilen:

P1-1S901 5-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3
P2-1S901 5-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3' (Kunze ve ark 1992, Pavlik ve
ark 2000) oligonukleotid primeleri IDT DNA (USA) sentezlettirildi.

2.1.8.2.4. Marker
100 bp DNA ladder plus (Fermentas 50 pg SM0321) kullanildi.
2.1.8.2.5. PZR Pozitif Kontroller

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

suslarindan hazirlanan DNA ekstraksiyonlar1 kullanildi.
2.1.8.2.6. Agaroz jel Elektroforezi

2.1.8.2.6. 1 Trisasetat (TBE) tamponu (10X)

Trisbase 60,5 gr

Borik asit 30,85 gr
NaEDTA..H,O 3,72 ¢gr

Distilesu 1000 ml tamamlandi.

2.1.8.2.6.2. Agarozj je (% 1,5) (w/v)

Agaroz 3or
TBE 200 ml
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2.1. 8. 2. 6. 3. Etidyum bromdir stok soltisyon (10 mg/ml)

Etidyum Bromdir 20mg
Distilesu 1.98 ml

Karanlikta muhafaza edildi, agaroz jele 0,5 pg/ml oraninda katild.
2.1.8.2. 7. YUkleme tamponu

Cogaltilan DNA’larin boyanmasi amaci ile, 6X loading dye sollisyonu
(Fermentas, R0411) kullanildi.

Orneklerin jele yiiklenmesi icin 18 goze sahip (20x0.1x8) taraklar ile agaroz
jelde c¢ukurlar agilarak, 1,4 ul (6x) yukleme tamponu ileul/ PCRUrGnG
karistirilarak jele yiiklenmistir.

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

PCR drunlerinin REA i¢in; Rsal (Fermentas 10 U/pl, ER1121), Sacll
(Cfr42l) (Fermentas 10 U/ul, ER0201) enzimleri kullanildi.
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2.2.YONTEM
2. 2. 1. Bakteriyoskopi
2.2. 1. 1. Ziehl-Neelsen Boyama
a) Hazirlanan preparatlar 10 dakika Etil alkol ile tespit edildi.

b) Lam Uzerine 10 ml karbol fuksin sollsyonu konularak alttan 4-5 dakika
1s1tildi.

c) Boya dokulerek asit-alkolde 30 sn renksizlestirildi.
d) Su ile yikandi.
€) Preparat Uzerine metilen mavisi dokulerek 10-15 sn boyandi.

f) Preparat yikanarak kurutuldu, mikroskopta (LEITZ, Laborlux 12 Biokuler
1s1k mikroskobu) immersiyon objektifte incelendi. Mikobakteriumlar pembe, diger

mikroorganizmalar ve zemin mavi renkte gozlendi (Arda 1997).
2. 2. 2. Kultar
2. 2. 2. 1. Lowenstein Jensen Besiyerinin Hazirlanisi

Toz besiyerinden, 37,5 gr 600 ml distile suda eritilerek otoklav edildi.
M. avium ve M. tuberculosis kultlrd icin besiyerine otoklaviamadan énce 12 ml
gliserol eklendi. 1 litre giinliik tavuk yumurtasi steril sartlarda mikserde homojenize
edilerek, 50 °C’ye sogutulan besiyerine eklendi. On ml besiyeri steril vida kapakli
tiiplere dagitilarak, yumurtanin koagule olmasi i¢in yatik vaziyette 24 saat ara ile iki

kez, 85-90 °C’ de 45 dakikatutuldu. Besiyerleri +4 °C’ de muhafaza edildi.
2. 2. 2. 2. Middlebrook 7H9 Broth Hazirlanmasi

Toz besiyerinden, 4,7 gr 900 ml distile suda eritilerek otoklav edildi. Daha
sonra 45°C’ye sogutulan besiyerine 100 ml Middlebrook ADC Enrichment katildi
(pH 6,6). Gliserin ihtiyac1 gosteren mikobakteriumlarin iiretilmesi igin besiyerine

otoklavlama 6ncesi 2 ml gliserin katildi.
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2.2.2.3.Klinik Orneklerin Dekontaminasyonu

Lezyonlu dokulardan ekim yapilmadan oOnce diger kontaminant
mikroorganizmalar1 inaktive etmek i¢in, 10-20 gr numune cam homojenizattr icinde
ezildi, esit miktarda dekontaminant ile 5-10 saniye karistirilarak oda 1sisinda 10
dakika tutuldu. Uzerine esit miktarda nétralizer ilave edilerek 1500 rpm’de 10 dakika
santrifdj edildi, sedimentin bir kismi direkt mikroskobi i¢in preparat hazirlamada
kullanilirken, bir kismi1 da Lowenstein Jensen besiyerine (M. bovis i¢in gliserin
icermeyen, M. tuberculosis ve M. aviumicin gliserinli) ekilerek 37°C’de 6 —8 hafta
inkiibasyona birakildi. TUplerin kapaklar1 haftada 2-3 kez acilarak oksijenlenmesi
saglandi (Petrof 1915, Erganis 1994, Palamino ve Portales 1998, Ambrosio ve ark
2008). Tiim bu islemler Class Il Biyogiivenlik Kabini altinda gergeklestirildi.

2. 2. 3. PPD Deri Testinin Uygulansi

Sigirlara OIE (2008 b) ve TKB, Sigir Bovine Tiiberkiiloz Yo6netmeligi’ nde
(Resmi Gazete 2009), belirtildigi sekilde PPD deri testi uygulandi. Ttberklin deri
testi icin boynun orta Ucte birlik bdlgesinde, iki enjeksiyon bolgesi arasinda 12-13
cm mesafe olacak sekilde derinin killari tras edildikten sonra, deri kalinligi kumpas
(Aesculap VA 110, Germany) ile dlciildi. Uste Bovine, alta Avian PPD, 0,1 ml
dozunda deri ic¢i insiilin ignesi ile (Medeset, China) enjekte edildi. Enjeksiyonun deri
ici yapildigi, enjeksiyon bolgesinde bezelye biiyiikligiinde bir sislik olusmasi ile
belirlendi (Resim 9. 5). Enjeksiyondan sonraki 72. saatte enjeksiyon bdlgelerindeki
deri kalinlig1 kumpas ile tekrar 6lglldu. Test sonuglari asagidaki gibi degerlendirildi.

a) Pozitif resksiyon: Uygulama yerinde, diffiz ya da yaygm Odem,
ekstidasyon, nekroz, agri, lenf kanallar1 ya da lenf yumrularinin yangisi gibi klinik
belirtilerin tespit edilmesi veya sigir tiiberkiilinin uygulama yerindeki deri kivrimi
kalinliginin 4 mm ve tizerinde olmasi ve avian tiberkdlinin uygulama yerindeki deri
kiviiminin  kalinhigindan, 4 mm’den daha fazla kalinlasma gostermesi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirildi.

b) Siipheli reaksiyon: Uygulama yerinde, pozitif reaksiyonda agiklanan klinik
belirtiler bulunmuyorsa veya sigir tiiberkiilinin uygulama yerindeki deri kivrimi

kalinliginin 2 mm’den fazla olmasi ve avian tiiberkiilinin uygulama yerindeki deri
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kivriminin kalinligindan 1-4 mm daha fazla kalinlasma gostermesi siipheli reaksiyon

olarak degerlendirildi.

c) Negatif reaksiyon: Uygulama yerinde, pozitif reaksiyonda ag¢iklanan klinik
belirtiler bulunmadiginda veya sigir tiiberkiilinin uygulama yerindeki deri kivrimi
kalinlig1 2 mm’den fazla degilse veya pozitif ya da siipheli avian reaksiyonuna esit
ya da daha az kalinlasma olusturan pozitif ya da siipheli sigir reaksiyonu

gorildiiglinde negatif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Intradermal karsilastirmali testte siipheli reaksiyon veren hayvanlar en az 42
giin sonra tekrar test edilir. Ikinci testte negatif reaksiyon vermeyen hayvanlar, teste
pozitif reaksiyon vermis kabul edilir (Resmi Gazete 2009).

2. 2. 4. Gamma Interferon Testinin (BOVIGAM) Uygulanmasi
Test, Rothel ve ark (1990); belirttigi metoda gore uygulandi.
2. 2. 4. 1. Kan Kiiltiiriiniin Duyarhlastirilmasi

PPD deri testi uygulanan, sigirlardan test uygulanmasindan 30 gin sonra
Lithium heparinli tiiplere 10 ml vendz kan alindi. Kan 6rnekleri alindiktan sonra
22 °C muhafaza edilerek, 12 saat icerisinde kiltire edildi. 24 gozlu hicre kaltar
pleytinin (Greiner Bio-one Cat:662 160) U¢ goziine 1,5 ml kan alindi (Resim 9. 9).
Birinci siradaki kan 6rnegi Uzerine 100 | steril PBS (negatif kontrol, Nil antijen),
ikinci gbze PPD B, Ucglncl goze PPD A eklenerek kan numuneleri ve antijenlerin
homojen bir sekilde karismasi igin pleytler 1 dakika slre ile mikropleyt karistiricida
karistirildi. Mikropleytler 16-24 saat sire ile 37 °C'de, %5 CO,'li etlvde inkibe
edildi. inkiibasyon sonunda kan kiiltiirleri steril ependorf tiiplerine almarak 22 °C’de
10 dakika streile, 500 g’ de santrifilj (Hettich 32 R Germany) edildi. Plazmalar steril
ependorf tiiplerine aktarilarak, test edilinceye kadar -80 °C’ de muhafaza edildi.
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2.2.4.2. IFN-y Sandvig ELISA

Anti IFN-y antikorla ile kapli mikropleytler ve test soliisyonlar1 caligma
oncesi oda isisisina getirildi. Nil antijen, Bovine PPD ve Avian PPD ile uyarilan her
bir plazma numunesi, ikiser cukurda calisildi. Test gukurlarina 50ul Green Diluent
dagitildiktan sonra tlizerine Sekil 2. 1°de belirtildigi sekilde 50 ul plazma 6rnekleri ve
kontrol serumlart konuldu. Mikropleytler 1 dak. sire ile mikropleyt karistiricida
karistirilarak, oda 1sisinda (22 °C) 60 dakika sire ile inktibe edildi.

Inkiibasyon sonunda; pleytler 6 kez, yikama soliisyonu (distile su ile 20 kat
sulandirildi) ile yikandi. Yikama isleminden sonra ¢ukurlara 100 pl taze hazirlanan
konjugat (100 kat Blue diluent ile sulandirildi) eklenerek oda 1sisinda 60 dak. inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra yikama islemi tekrarlandi. Pleytlere 100 pl taze
hazirlanan substrat soltisyonu eklenerek (Chromogen, 100 kat Enzim substrat buffer
ile sulandirildl) oda 1sisinda, karanlikta 30 dak. inkiibe edildi. 50 pl enzim stop
sollisyonu eklenen pleytler, ELISA okuyucuda (BIOTEK ELx800, USA) 450 nm'’de

okundu.

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

A | IN | 1B | 1A 2N 2B 2A 3N | 3B | 3A | 4N 4B 4A

B | 5N | 5B | 5A 6N 6B 6A 7N | 7B | 7/A | 8N 8B 8A

C | 9N | 9B | 9A | Komrol | (Kenwa | (konrol | QN | 10B | 10A | 1IN | 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 | 2IN 21B 21A | 22N | 22B | 22A | 23N | 23B | 23A

G | 24N | 24B | 24A | OKentrol | (Kontrol | (Kontrol | DEN | 258 | 25A | 26N | 26B | 26A

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

Sekil 2. 1. IFN-y Sandwich ELISA testinde plazma 6rneklerinin mikropleytlere
dagitilmasi.

N: Negatif kontrol (PBS), B: PPD B, A: PPD A ile uyarilan plazma 6rnekleri
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Testin Degerlendirilmesi; negatif bovine IFN-y, OD (Optik Dansite)
degerlerinin ortalamasi, 0.130'dan kugik ve pozitif bovine y-IFN OD degerlerinin

ortalamasi, 0.70' den biiyUk ise test gegerli olarak degerlendirildi.

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 Bagisikkhgin EL|SA ile Belirlenmesi

2.2.5.1. PPD B-ELISA

Tiiberkiiloz enfeksiyonunun seyri sirasinda konakgida ortaya ¢ikan humoral
bagisikligin serolojik olarak belirlenmesi amaci ile Gutierrez ve ark (1998) ve

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

2.2.5. 1. 1. Mikropleytlerin Kaplanmasinda Kullanilacak Antijen Titresinin
Belirlenmes

Pleytlerin kaplanmasinda kullanilacak PPD B (EMVKAE), (1 mg/ml);
protein oran1 640 pg/ml olacak sekilde karbonat-bikarbonat sollsyonu (pH 9,6)
iginde sulandirildi. Bu antijenler 96 g6zl mikropleytin (Greiner Bio-one Cat: 665
180) yatay ilk c¢ukurlarina 200 pl aktarildi. Mikropleytin diger ¢ukurlarina 100 pl
karbonat-bikarbonat soliisyonu eklenerek antijenler yukaridan asagiya dogru ikiser
katli olarak 1/128’e¢ (0,5 pg/¢ukur) kadar sulandirildi. Onikinci dikey situn kor
olarak bos birakild1 (Sekil 2. 2). Pleytler, 37 °C'de 1 saat, +4 °C’'de 1 gece inklbe
edilerek antijen ile kaplandi, siire sonunda PBS-T ile ii¢ kez yikand1. Ozgiil olmayan
baglanmalar1 engellemek i¢in antijen yapigsmayan polystyren ylizeylerin bloklanmasi
amaci ile 100 ul, %1 BSA eklenerek, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Yikama islemi

tekrarlanda.
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2.2.5.1. 2. Serum Titresinin Bdlirlenmes

Antijenle kaplanan mikropleytin tim g¢ukurlarina 100 pl PBS eklenerek,
dikey sttundaki ilk cukurlara 100 pl M. bovis pozitif serum eklendi. Serumlar soldan
saga dogru 100 pul aktarilarak ikiser katl olarak 1/2048 e kadar sulandirildi (Sekil 2.
2.). Pleytler 37 °C'de 1 saat inkube edildi. PBS-T ile ii¢ kez yikandiktan sonra,
cukurlara; 1/6000 oraninda sulandirilan 100 pl rabbit anti bovine Ig G akalin
fosfataz konjugat (Sigma A7414) ilave edilerek 37 °C'de 1 saat inklbe edildi.
Yikama islemi tekrarlanarak, 100 ul fosafat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer
with sodium perborate capsules, Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazirlanah -
fenildiamin (6-phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) substrat
eklendi. Pleytler oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak icin 50 pl, (0,5 M), H,SO, eklenerek vakit gecirmeksizin ELISA
okuyucuda 450 nm'de okundu (Resim 9. 11). Pleytlerin kaplanmasinda en uygun
antijen konsantrasyonu 1 pg/cukur, serum sulandirmasi 1/128 olarak belirlendi.

Serum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sul.—

12 v4 18 116 132 164 /128 1/256 1/512 1/1024 1/2048
Antijen
Sul.|
Al Blank
64 ug
B 1/2 Blank
32ug
C v4 Blank
16 ug
D 18 Blank
8Hg
E 1/16 Blank
4pg
F 1/32 Blank
2pg
G 164 Blank
lug
H 1/128 Blank
0,5ug

Sekil 2. 2. PPD B ELISA testinde antijen ve serum sulandirmasinin standardize
edilmesi.
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2.2.5.1. 3. Konjugat Titresinin Belirlenmesi

1 pug PPD B ile kaplanan mikropleytlerin A ve B situnundaki cukurlara 100
ul, 1/128 oraninda sulandirilan pozitif serum, C ve D siitunundaki ¢ukurlara negatif
serum konuldu. Pleytler 37 °C’'de 1 saat inkibe edilerek, 3 kez PBS-T ile yikandi.
Konjugat, tiiplerde 1/1000°den 1/10000’e kadar PBS ile sulandirildi. Serum inkiibe
edilen ¢ukurlara 100 pl konjugat kiiciik sulandirmadan biiyiik sulandirmaya dogru
eklenerek 37 °C’'de 1 saat inkiibe edildi. 3 kez PBS-T ile yikanarak, 100 ul substrat
eklendi. Oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon 50 pl (0,5 M)
H,SO, ile durdurularak 450 nm’'de okundu (Resim 9. 13). En uygun konjugat
sulandirmasi1 1/8000 olarak tespit edildi.

2.2.5.2. M. bovis Sonike EL | SA

Tlberklloz enfeksiyonunun seyri sirasinda konakgida ortaya ¢ikan humoral
bagisikligin serolojik olarak belirlenmesi amaci ile Speer ve ark (2006) ve Arias-
Bouda ve ark (2003) belirttikleri metottlar modifiye edildi.

2. 2.5. 2. 1. Mikropleytlerin Kaplanmasi I¢in Antijen Hazirlanmasi

ELISA testinde pleytlerin kaplanmasinda kullanilacak M. bovis (EMVKAE),
Lowenstein Jensen besiyerinde dretildikten sonra buradan, 200 ml, Middlebrook
ADC Enrichment ile zenginlestirilen Middlebrook 7H9 broth’a ekim yapildi. 37
°C’de 30-35 gun inkubasyon sonunda besiyerlerine % 0,5 formol ilave edilerek bir
gece inaktive edildi. Bakteriler +4°C’de 12.000 g’de santrifiij edilerek toplandi. Pelet
3 kez FTS (Fizyolojik tuzlu su) ile yikanda.

Bakteri sonikasyonunun hazirlanmasi i¢in; Lowenstein-Jensen besiyerinde
Uretilen ve santrifjj ile toplanan yaklasik 50-100 mg bakteri 10 ml ektraksiyon
bufferinda (%0,5 Triton X-100, 10mM Tris-HCI, pH=8) slispanse edildi. Ornekler
56 ‘C’de 1 saat inklbe edilerek inaktive edildikten sonra, tUpler buz icerisine
yerlestirilerek 80 amplitude, 4 saniye aralik, 20 dakika siire sonikasyon (Ultrasonic
Processor GA 130) ile bakteriler par¢alandi. 8000 g'de 30 dakika +4 °C’ de santrif(j
edilerek siipernatant antijen kaynagi olarak kullanildi1 (Speer ve ark 2006, Arias-
Boudave ark 2003).
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Kaplama antijenlerinin protein oranlar1 Lowry ve ark (1951)’ nin 6nerdigi
metoda dayanan BIO-RAD DC Protein Assay (Cat No. 500-0116, Bio-Rad Lab.
USA) ile 4,2 mg/ml olarak olculdu.

2. 2. 5. 2. 2. Mikropleytlerin Kaplanmasinda Kullanilacak Antijen Titresinin
Belirlenmes

Pleytlerin kaplanmasinda kullanilacak M. bovis (4,2 mg/ml) sonikayon
Urdnd protein oran1 720 ug/ml olacak sekilde karbonat-bikarbonat sollisyonu (pH
9,6) icinde sulandirildi. Antijen 96 gozlii mikropleytin yatay ilk ¢ukurlarina 200 pl
aktarildi. Mikropleytin diger ¢ukurlarma 100 pl karbonat-bikarbonat sollisyonu
eklenerek antijenler yukaridan asagiya dogru ikiser katli olarak 1/128’¢
(0,75 pg/eukur) kadar sulandirildi. 12. dikey stitun kor olarak bos birakildi (Sekil 2.
3). 37 °C’de 1 saat, +4 °C’de 1 gece inkiibe edilerek pleytler antijen ile kaplandi,
sire sonunda PBS-T ile ii¢ kez yikandi. Ozgiil olmayan baglanmalar1 engellemek
icin antijen yapismayan polystyren yiizeylerin bloklanmasi igin, 100 pl, %1 BSA
eklenerek, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Yikama islemi tekrarlandi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Antijen 2 |v4 |us | w16 | w32 | Ues | 1128 | w256 | Us12 | 11024 | 1/2048

sul.|

Al Blank
72 g

B 172 Blank
36 ug

C Ua Blank
18 ug

D U8 Blank
9ug

E 116 Blank
6 1g

F U32 Blank
3ug

G 164 Blank
15Hg

H 1128 Blank
0,75ug

Sekil 2. 3. M. bovis sonike ELISA testinde antijen ve serum sulandirmasinin
standardize edilmesi.
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2.2.5.2.3. Serum Titresinin Bdlirlenmes

Antijenle kaplanan mikropleytin tim cukurlarina 100 pul PBS eklenerek,
dikey stitundaki ilk cukurlara 100 pl M. bovis pozitif serum eklendi. Serumlar soldan
saga dogru 100 ul aktarilarak ikiser katli olarak 1/2048’e kadar sulandirildi. Pleytler
37 °C’de 1 saat inklbe edildi. PBS-T ile ii¢ kez yikandiktan sonra, ¢ukurlara; 1/6000
oraninda sulandirilan 100 ul rabbit anti bovine Ig G akalin fosfataz konjugat (Sigma
A7414) ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkibe edildi. Yikama islemi tekrarlanarak,
100 pl fosafat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate capsules,
Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazirlanan -fenildiamin (J-phenylenediamine
dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) substrat eklendi. Pleytler oda 1sisinda 30
dakika inkibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak icin 50 pl, 0,5 M, H,SO,
eklenerek vakit gecirmeksizin ELISA okuyucuda 450 nm'’ de okundu (Resim 9. 12).
Pleytlerin kaplanmasinda en uygun antijen konsantrasyonu 3 pg/cukur, serum
sulandirmas1 1/256 olarak belirlendi.

2.2.5.2. 4. Konjugat Titresinin Belirlenmesi

3 Mg, M. bovis, sonikasyon Urtnleri ile kaplanan mikropleytlerin A ve B
sutunundaki gukurlara 100 pl, 1/256 oraninda sulandirilan pozitif serum, C ve D
situnundaki cukurlara negatif serum konuldu. Pleytler 37 °C'de 1 saat inkibe
edilerek, 3 kez PBS-T ile yikandi. Konjugat tiplerde 1/1000'den 1/10000’ e kadar
PBS ile sulandirildi. Serum inkiibe edilen cukurlara 100 pl konjugat kucuk
sulandirmadan biiyiik sulandirmaya dogru eklenerek 37 °C’de 1 saat inkube edildi.
Uc kez PBS-T ile yikanarak, 100 ul substrat eklendi. Oda 1sisinda 30 dakika inkiibe
edildikten sonra reaksiyon H,SO, ile durdurularak 450 nm’de okundu (Resim 9. 14).
En uygun konjugat sulandirmasi 1/8000 olarak tespit edildi.
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2.2.5. 2. 5. Negatif Esik Degerinin (Cut off) Hesaplanmasi

Negatif / Siipheli esik degeri, 20 adet negatif kontrol serumun aritmetik
ortalamasina +3 kat standart sapma degeri (NKogrt + 3 SD) eklenerek elde edilen
optik dansite (OD) esik degeri olarak hesapland1 (Resim 9. 15), (Amadori ve ark.
20023).

PPD B ELISA testi i¢in negatif esik deger; 0,17695+3x0,08671=0,437

M. bovis sonike ELISA negatif esik deger; 0,20515+3x0,10358=0,515 olarak
hesaplandi.

2. 2. 6. Polimerez Zincir Reaksiyonu (PZR)
2.2.6. 1. DNA izolasyonu
2.2.6.1. 1. Dokudan DNA izolasyonu

Parcalanan doku 6rnekleri dekontaminasyon ve nétralizasyondan sonra 2 ml
steril ependorf tiiplerine alinarak {izerine 1,2 ml lizis soltsyonu (100 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, %2 Twen 20, 5 mg/ml Proteinase K, pH=8) eklendi.
Tiipler karistirildiktan sonra 50 °C’de 4-6 saat sire ile terma blokta (VWR 460-
3208, USA) inkube edildi. Stre sonunda 200 pl SDS (%10 w/v) eklenerek 65°C’ de 1
saat inkibe edildi. 100 pl 5 M NaCl eklenerek 15 dakika daha inklbasyona devam
edildi. Siire sonunda 100 °C’de 1 saat inkiibasyon yapildi. Tiiplere 1 ml Fenol:
Kloroform: Izoamil alkol (25:24:1), (Sigma P2069, Germany) eklenerek 30 sn
karistirldi, 13.000 g’de 15 dakika santrifij edilerek Ust faz yeni bir tlpe aktarildi.
Fenol: Kloroform: izoamil alkol basamag: tekrarlanarak 750 pl Etil Alkol (%96) ve
son konsantrasyon 1/10 olacak sekilde Sodium Asetat (Merck K36523968,
Germany) eklenerek 3 saat -20 °C’ de inkibe edildi. Tupler 13.000 g'de +4 °C’'de 5
dakika santrifiij edierek, DNA peleti %70 soguk Etil Alkol ile yikandi. DNA
kurutularak 100 pl TE ile sulandirildi (Wilsher ve ark 1998, Cataloluk ve ark 2003).
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2.2.6. 1. 2. Kiltiirden DNA izolasyonu

Lowenstein Jensen besiyerinde Uretilen mikobakterium, referans ve saha
suglarindan bir 6ze dolusu almarak 500 ul TE tamponu i¢inde homojenize edildi.
80 °C’de 1 saat tutularak bakteriler inaktive edildi. Inaktive edilen bakteri
stispansiyonu Uzerine 50 pl lizozim (20 mg/ml, TE tamponu iginde) eklenerek, 37
°C’de bir gece karistirilarak inkiibe edildi. 70 ul, % 10 SDS (w/v) ve 12 ul Proteinaz
K (10 mg/ml, TE tamponu icinde) eklenerek, termal blokta 65 °C’de 30 dakika her
10 dakikada bir karistirilarak inkiibe edildi. 100 ul 5 M NaCl eklenerek karigtirildi.
80 ul o6nceden 1sitilmis, %10 (w/v) N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyom bromur
(CTAB) eklenerek siitlii bir goriiniim alincaya kadar karistirilarak 65 °C’de 10
dakika inkiibe edildi. 750 pl Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 10
saniye karistirildi Oda 1sisinda 12.000 g'de 5 dakika santriflij edilerek, Ust faz
mikropipet ile yeni bir tipe aktarildi. 500 pl isopropanol (Merck 37160895)
eklenerek bir gece -20 °C’'de beklenerek DNA’nin presipite olmasi saglandi. Oda
1sisnda 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi. DNA peleti 1 ml
soguk %70’lik etanol ile yikanarak oda 1sisinda 12.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. DNA peleti oda 1sisnda kurutularak, 20 pul TE tomponu ile homojenize
edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. DNA, PZR analizinde kullanilincaya kadar
-20 °C’de muhafaza edildi (Del Portillo ve ark 1991, Barouni ve ark 2004).

2. 2. 6. 2. Ekstraksiyonu Yapilan DNA’larin Absorbans Tayini

Ekstraksiyonu yapilan DNA Orneklerinin saflik ve miktar tayinlerini
hesaplamak icin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda optik dansiteleri (OD)
spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131) kullanilarak saptandi. Distile su blank
olarak kullanildi. 50 ul DNA 6rnegi distile su ile 100 ul’ye tamamlandi. 260 nm
(OD260) ve 280 nm (OD280) dalga boylarinda 6l¢timleri yapildi. DNA 6rneklerinin

konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden elde edildi.

0OD260 ve OD280 degerlerine gore hesaplanan DNA miktarlar1 birbiri ile
oranlanarak (OD260/0D280), 1,8-2,0 arasinda bulunanlar PCR’da kullanildi. DNA

miktar diisiik ¢ikan 6rneklerde ekstraksiyon tekrarlandi.
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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 Ureyen bakterilereden izole
edilen mikobakterium siipheli DNA larin, 6ncelikli olarak M. tuberculosis kompleks

yoniinden PZR analizleri yapildu.

Bu amacla M. tuberculosis kompleks turlerinde gyrB gen bolgesi, 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 uygulandi (Chimara ve ark 2004, Kasai ve ark 2000).

Amplifikasyon, 50 ul PZR tamponunda gergeklestirildi. PZR tamponu; 5 pl
PCR buffer (KCI’10), 3 pl MgCl, (25 mM), 1 pl dNTP set (10 mM), 1 ul (1 uM) her
bir primer, 0,25 pl (1,25 U) Tag DNA polimeraz, 33,75 ul steril ultra saf su ve 5 pl
hedef DNA igerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazinda (Ependorf, Matercycler
gradient 5331 000.010, Germany) 95 °C’ de 10 dakika 6n denatiirasyon, 35 siklus 94
°C'de 1 dak, 65 °C 1 dak, 72 °C 1 dak ve 72 °C 10 dak son zincir uzamasi ile
cogaltildi. 5 ul DNA, 1 pl loading dye soliisyonu ile boyanadi, 5 pg/ml etidyum
bromid igeren %]1,5 agaroz jele yiiklenerek elektroforez iglemine tabi tutuldu. Marker
olarak 1000 bp DNA ladder kullanildi. Pozitif kontrol olarak M. tuberculosis H 37
Rv, negatif kontrol olarak M. avium ATCC 25291 referans suslarinin DNA
ekstraksiyonlar1 kullanildi. 1020 bp biyUkliginde bant veren DNA 6rnekleri
M. tuberculosis kompleks yoninden pozitif olarak degerlendirildi (Chimara ve ark
2004, Kasai ve ark 2000).

2.2.6.3.2. M. tuberculosis DNA Amplifikasyonu

M. tuberculosis kompleks turlerinde bulunan gyrB gen bolgesi Uzerinde
M. tuberculosis icin spesifik 734 bp fragmenti kodlayan M TUB-gyr B-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 susuna
PZR uygulanadi (Kasai ve ark 2000).
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Amplifikasyon, 50 pl PZR tamponunda gerceklestirildi. PZR tamponu; 5 pl
PCR buffer (KCI'l0), 3 pl MgCl2 (25 mM), 1 pl dNTP set (10 mM), 1 pl (1 puM) her
bir primer (MTUB-gyrB—756-Gf ve MTUB-gyrB—1450-Cr), 0,25 ul (1,25 U) Taq
DNA polimeraz, 33,75 ul steril ultra saf su ve 5 pl hedef DNA icerdi. Hedef DNA,
PZR-termal cycler cihazinda 95 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon, 35 siklus 94 °C’de
1 dak, 65°C 1 dak, 72 °C 1 dak ve 72 °C 10 dak son zincir uzamasi ile gogaltildi. 5 pl
DNA, 1 pl loading dye soliisyonu ile boyanadi, 5 pg/ml etidyum bromid igeren %
1,5 agaroz jele yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu. Marker olarak 100 bp
DNA ladder, negatif kontrol olarak M. bovis EMVKA susu kullanildi (Chimara ve
ark 2004, Kasai ve ark 2000). 734 bp biiyiikliigiinde bant veren DNA &rnekleri M.

tuberculosis yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Kasai ve ark 2000).
2.2. 6. 3. 3. M. avium DNA Amplifikasyonu

M. avium subsp. avium tirlerinde bulunan IS 901 gen bolges tizerinde 1108
bp fragmenti kodlayan P1-1S901 5-GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA-3' ve
P2-1S901 5-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT-3' primerleri ile M. avium ATCC
25291 referans susuna PZR uygulandi (Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000).

Amplifikasyon, 50 pul PZR tamponunda gergeklestirildi. PZR tamponu; 5 pl
PCR buffer (KCI’1U), 3 pl MgCl, (25 mM), 1 pl dNTP set (10 mM), 1 pl (1 pM) her
bir primer (Tb11, Tb12), 0,25 ul (1,25 U) Tag DNA polimeraz, 33,75 ul steril ultra
saf suve 5 pl hedef DNA icerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazinda 94 °C’de
1 dakika 6n denatiirasyon, 30 siklus 94 °C’ de 30 sn, 65 °C 2 dak, 72 °C 1,5 dak ve 72
°C 5 dak son zincir uzamasi ile ¢ogaltildi (Kunze ve ark 1991). 5 pl DNA, 1 ul
loading dye soliisyonu ile boyanadi, 5 pg/ml etidyum bromid iceren % 1,5 agaroz
jele yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu. Marker olarak 1000 bp DNA
ladder, negatif kontrol olarak M. tuberculosis H 37 Rv referans susunun DNA
ekstraksiyonu kullanildi (Kunze ve ark 1991, Pavlik ve ark 2000).
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2. 2. 7. Restriksiyon Endoniiklease Analizi (REA)
2.2.7.1. M. tuberculosiskompleks REA

M. tuberculosis kompleks PZR pozitif suslarin tiir diizeyinde ayirimi igin,
1020 bp’lik PZR Urunlerine Chimara ve ark (2004), Kasai ve ark (2000), Nieman ve
ark (2000) belirttikleri metoda gore Rsal ve Sacll enzimleri ile restriksiyon enzim

analizi yapild1.
2.2.7.1. 1. Rsal Restriksiyon Endontiklease Analizi

Enzim analizi tretici firmanin (Fermantas) belirttigi metoda gore asagidaki

sekilde yapildi.
PZR reaksiyon karisimi 10 pl (~0,1-0,5 pg DNA)
Distile su (nliclease free) 18 ul
10X Buffer Tango 2ul
Rsal 1

Karisim birkag¢ dakika vortekslenerek, 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
2.2.7. 1. 2. Sacll Restriksiyon Endontiklease Analizi

Enzim andlizi tretici firmanin (Fermantas) belirttigi metoda gére asagidaki

sekilde yapildi.
PZR reaksiyon karisimi 10 pl (~0,1-0,5 pg DNA)
Distile su (nliclease free) 18 ul
10X Buffer B 2ul
Sacll 1y

Karigim birkag dakika vortekslenerek, 37 °C’de 16 saat inkibe edildi.

Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA'lar; 0,5 pg/ml etidyum bromidli, %2
agaroz jelde elektroforez edildi ve bantlar UV 1sik kaynaginda, Chimara ve ark
(2004), Nieman ve ark (2000) bildirdigi metoda gore asagidaki sekilde
degerlendirildi. Marker olarak 100 bp’lik bant olusturan marker kullanildi,
degerlendirme asagidaki sekilde yapildi.
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Rsal (5..GT*AC...3),(3...CA,TG...5)

360/560 bp

360/480 bp

360/660  bp

Sacl | (5...CCGC'GG..

Kesim Yok

280/740 bp

M. tuberculosis

M. africanum subtype ||

M. africanum subtype |

M. bovis,(Pyrazinamid (PZA) direngli)
M. bovis subsp. caprae (PZA duyarli)
M. microti

.3),(3...GG ; CGCC...5)

M. bovis (PZA direngli)

M. bovis BCG

M. bovis subsp. caprae (PZA duyarli)
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3.BULGULAR
3. 1. Bakteriyoskopi ve Klltlr Sonuglari

Isletme 1, 3 ve 4’te kesimi yapilan 135 sigirdan alman 405 lenf diigiimii ve 18
tuberkdlin Ziehl Neelsen boyama ile bakteriyoskopisi sonucu, 60 sigirdan alinan,
60 akciger lenf diigiimii (ACLD), 13 preskepular lenf diigiimii (PLD), 4 mezenteriyel
lenf digimi (MLD) ve 18 tuberkilde (TB), (Cizelge 3. 2, Cizelge 3. 11)
mikobakterium siipheli pembe renkte, kiigiik basiller goriildii (Resim 3. 1).

135 sigirdan alinan 405 lenf digimi ve 18 tiiberkiiliin Lowenstein Jensen
besiyerinde kultiri sonucunda, 77 sigirdan aliman, 77 ACLD, 18 PLD, 4 MLD ve
18 TB orneginde (Cizelge 3. 2, Cizelge 3. 11), gliserinsiz Lowenstein Jensen
besiyerlerinde, 6-8 hafta sirede R kolonili (Resim 3. 3) mikobakterium siipheli
Uremeler goralda.

Lowenstein jensen besiyerinde mikobakterium siipheli ireme gosteren 117
izolatin Ziehl Neelsen boyama ile bakteriyoskopisi sonucu izolatlarin tamaminda

pembe renkli kiicuk basiller gbzlemlendi (Resim 3. 2).

Resim 3. 1. Doku 6rneklerinde Ziehl Neelsen boyama ile mikobakteriumlar.

55



Kultdr pozitif 117 doku 6rneginin, 96’sinda kiiltiir 6ncesi bakteriyoskopi ile
etken gorulurken (sensitivite, 9%82,5), kulltur negatif doku orneklerinin
bakteriyoskopisinde etken gozlenmedi (spesifite, %100), (Cizelge 3. 1).

Resim 3. 2. Kiiltiire edilen mikobakteriumlarin Ziehl Neelsen boyama ile
bakteriyoskopik gorunima.

240) (U]

Resim 3. 3. A: M. tuberculosisH 37 RV, B: M. bovis EMVKA susunun Lowenstein
Jensen besiyerindeki kolonileri, C: Ekim yapilmayan Lowenstein Jensen besiyeri.
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Isletme 1; 340 sigirdan kesimi yapilan 56’sindan alman 171 doku 6rneginin
bakteriyoskopi ve kdlturd sonucunda, 22 hayvana ait; 19 ACLD, 2 PLD ve 3 TB
orneginde etken goriiliirken, 22 ACLD, 3 PLD ve 3 TB 6rneginde mikobakterium
stipheli tireme goriildii. Bu isletmede doku 6rneklerinde bakteriyoskopi sensitivites
%85,7, spesifites %100 olarak hesaplandi.

Isletme 3; 230 sigirdan kesimi yapilan 5’inden alinan 16 doku 6rneginde, 1
hayvana ait 1 ACLD, 1 PLD ve 1 TB’de bakteriyoskopi ve kiltlr pozitif sonug

alinmustir.

Isletme 4; 151 sigirdan kesimi yapilan 74 hayvandan alman 236 doku
orneginde, 54 hayvana ait, 40 ACLD, 11 PLD ve 14 TB o6rneginde Ziehl Neelsen
boyama ile etken gorilurken, 54 ACLD, 14 PLD, 4 MLD ve 14 TB o6rneginde
mikobakterium siipheli iireme goriilmiistiir. Bu isletmede doku 6rneklerinde Ziehl
Neelsen boyama metodunun sensitivitess %80,2, spesifitess %100 olarak tespit
edildi.

Cizelge 3. 1. Tiiberkiiloz enfeksiyonunun antemortem ve postmortem teshisinde
kullanilan testlerin sensitivite ve spesifiteleri.

Test Sensitivite  Spesifite

PPD B Deri Testi %069,8 %98

|FN-y (BOVIGAM) %91,5 %93,4
PPD B ELISA %438,2 %055,2
M. bovis sonikasyon EL1SA %31,28 %44,5
Doku Ziehl Neelsen Boyama %82,5 %100
Doku M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR %90,5 %100
Kaltar M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR %100 %100
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Cizelge 3. 2. Isletmelere gore Ziehl-Neelsen boyama ve K iltir Sonuglar

) ) ) _ _ Bakteriyoskopi Kaltar
Isletme No  Kesilen Sigir  Bakteriyoskopi Pozitif Numune Sayist Pozitif K iltir Pozitif Numune Sayisi
Sayisi Pozitif Hayvan H
Sayisi ayvan
y
Sayisi
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
1 56/340 19/56 2/56 19/56 0/56 3/3 22/56 3/56 22/56 0/56 3/3
(9%016,4) (%33,9) (9%3,5) (%33,9) (%100) | (%39,2)  (%5,3) (%39,2) (%100)
2 0/11 - - - - - - - - - -
3 5/230 1/5 1/5 1/5 0/5 11 1/5 1/5 1/5 0/5 11
(%2,1) (%20) (%20)  (%20) (%100) | (%20) (%20)  (%20) (%100)
4 74/151 40/74 10/74 40174 4/74 14/14 54/74 14/74 54/74 474 14/14
(%49) (%5,4) (%1,3) (%54) (%54) (%100) | (%72,9) (%%18,9) (%72,9) (%54) (%100)
5 0/40 - - - - - - - - - -
TOPLAM 135*/772** 60/135 13/135 60/135 4/135 18/18 77/135 18/135 771135 4/135 18/18
(%17,4) (%4,4) (909,6) (%44,4) (%2,9) (%100) | (%57) (%13,3)  (%57) (%2,9) (%100)

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl

** Test edilen si1g1r sayisi, * Kesilen sigir sayisi
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3. 2. PPD Deri Testi Sonuclar:

PPD-B ve PPD-A deri testi uygulanan 772 sigirdan, 169°u (%21,8) PPD-B
deri testi pozitif sonug verirken, 17'si (%2,2) hem PPD-B hem de PPD-A deri testi
pozitif reaksiyon verdi (Cizelge 3. 4).

Isletme 1; 340 sigirdan 30'u (%8,82) PPD B deri testi pozitif, 310’ u negatif
(%91,17), 340’1 PPD A deri testi negatif sonug verdi. Kiiltiir sonuglari altin standart
kabul edilerek PPD B deri testinin sensitivitesi, %70, spesifitesi, %96,15 olarak
hesaplandi.

Isletme 2; 11 sigirdan 6°s1 (%54,54) PPD B deri testi pozitif, 5'i (%45,46)
negatif, 11'i PPD A deri testi negatif olarak belirlendi.

Isletme 3; 230 sigirdan 18'i (%7,8) PPD B deri testi pozitif, 1'i (%0,43)
PPD A deri testi pozitif sonu¢ vermistir. PPD A deri testi pozitif sonu¢ veren
hayvanda PPD B deri kalinlasmas1t PPD A deri kalinlasmasindan 8 mm fazla 6l ¢uldu.

Isletme 4; 151 sigirdan 76’s1 (%50,33) PPD B deri testi pozitif, 16’s1
(%10,59) PPD A deri testi pozitif reaksiyon verdi. PPD A deri testi pozitif reaksiyon
veren hayvanlarda PPD B deri kalinlagsmasi1 PPD A deri kalinlasmasina gére 4 mm ve
daha fazla olgiilmiistiir. PPD B deri testinin sensitivites %69,73, spesifitess %100
olarak belirlendi.

Isletme 5; 40 sigirin tamam1 (%100) PPD B deri testi pozitif, PPD A deri testi
negatif sonug verdi.

3. 3. IFN-y (BOVIGAM) Testi Sonuclari

Isletme 1, 2, 3 ve 4'te, IFN-y testi uygulanan 448 sigirdan 92's (%20,5)
pozitif, 356’°s1 (%79,5) negatif sonug elde edildi.

Isletme 1; 56 sigirdan 22° si (%39,28) pozitif, 34’ (i (%60,71) IFN-y testinde
negatif olarak tespit edildi. Bu isletmede IFN-y testinin sensitivites %90,9,
spesifites %94,11 olarak hesaplandi. PPD B deri testi pozitif 30, serumun 23U
(%76,6) IFN-y testinde pozitif, 7'si (%23,3) negatif sonug bulundu.
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Isletme 2; 11 adet sigirdan 5'i (% 45,45) IFN-y testinde pozitif sonug
verirken 6’s1 (%54,55) negatif olarak belirlendi. PPD B deri testi pozitif 6, serumun
3'U (%50) IFN-y testinde pozitif, 3' U (%50) negatif sonug verdi.

Isletme 3; 230 adet sigirdan 13’ (%5,6) IFN-y testi pozitif sonug verirken
217's (%94,34) negatif olarak bulundu. PPD B deri testi pozitif 18, serumun 14’ (
(%77,7) IFN-y testinde pozitif, 4’0 (%22,2) negatif sonug verdi.

Isletme 4; 151 sigirdan 52° si (%34,43) IFN-y testi pozitif, 99'u (%65,57)
negatif olarak tespit edildi. IFN-y testinin sensitivites %92,3, spesifites %92,8
olarak hesaplandi. PPD B deri testi pozitif 76, serumun 52'si (%68,4) IFN-y testinde
pozitif, 24’ i (%31,6) negatif sonug verdi.

Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sigirin, 94’1 (%72,3) IFN- vy testinde
pozitif, 36’s1 (%27,7) negatif sonug vermistir (Cizelge 3. 3).

3. 4. ELISA Sonuclar
3.4. 1. PPD B ELISA Sonuclari

Isletme 1,2,3 ve4te PPD B ELISA ile test edilen 448 serumun, 168’
(%37,5) pozitif, 280'i (%62,5) negatif sonug verdi (Cizelge 3. 4).

Isletme 1; 56 serumun 32'si pozitif, (%57,1), 24’0 (%42,8) negatif sonug
verdi. Metodun sensitivitesi, %54,54, spesifitesi, %58,3 olarak hesaplandi. PPD B
deri testi pozitif 30 serumun 14’0 (%46,6), PPD B ELISA testinde pozitif, 16’s1
(%653,4) negatif olarak belirlendi. IFN-y pozitif 22 serumun, 10’u (%45,4), PPD B
ELISA testinde pozitif, 12'si (%54,6) negatif olarak tespit edildi.

Isletme 2; 11 serumun 5°i (%45,4) pozitif, 6’s1 (%54,6) negatif sonug verdi.
PPD B deri testi pozitif 6 serumun 3’0 (%50), PPD B ELISA testinde pozitif, 3'U
(%50) negatif bulundu. IFN-y pozitif 5 serumun 2’si (%40), PPD B ELISA testinde
pozitif, 3' U (%60) negatif olarak belirlendi.

Isletme 3; 230 serumun, 70'i PPD B ELISA pozitif (% 30,43), 150's negatif
% 65,21) sonug verdi. PPD B deri testi pozitif 18 serumun 5'i (%27,7), PPD B

60



ELISA testinde pozitif, 13U (%72,3) negatif olarak tespit edildi. IFN-y pozitif 14
serumun 3'U (%21), PPD B ELISA testinde pozitif, 11'i (%79) negatif sonug verdi.

Isletme 4; 151 serum orneginin 61’ (%40,39) PPD B ELISA pozitif, 90’1
(%59,6) negatif sonu¢ verdi. Bu isletmede PPD B ELISA testinin sensitivites,
%41,5, spesifitesi, %52,17 olarak hesaplandi. PPD B deri testi pozitif 76 serumun
331 (%43,4), PPD B ELISA testinde pozitif, 43’ U (%56,6) negatif sonug verdi. IFN-
v 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 sifira ait kan serumlarmin, 55’i
(%42,3) PPD B ELISA testinde pozitif, 75’1 (%57,7) negatif, IFN-y testi pozitif 92
sigira ait kan serumlarinin 36’s1t PPD B ELISA testinde pozitif, 57 sinde (%42,3)
negatif sonug elde edilmistir (Cizelge 3. 3).

3. 4. 2. M. bovis sonikasyon EL | SA Sonuclari

Isletme 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 (Cizelge
3. 4).

Isletme 1; 56 serum orneginin 19’u (%33,9) M. bovis sonikasyon ELISA
pozitif, 37'si (%66) negatif sonu¢ verdi. Metodun, sensitivites: %31,8, spesifites
%50 olarak hesaplandi. PPD B deri testi pozitif 30 serumun 8'i (%26,6), M. bovis
sonikasyon ELISA testinde pozitif, 22'si (%73,4) negatif sonuc elde edildi. IFN-y
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 G (%21,1) negatif sonug verdi.

Isletme 2; 11 serum &rneginin 3’i (%27,27) M. bovis sonikasyon ELISA
pozitif, 8'i (%72,7) negatif olarak belirlendi. PPD B deri testi pozitif sonu¢ veren 6
serumun, 2'si (%33,3), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 4G (%66,7)
negatif sonug verdi. IFN-y pozitif 22 serumun 7’si (%31,8), M. bovis sonikasyon
ELISA testinde pozitif, 15'i (%68,2) negatif sonuc elde edildi. IFN-y pozitif 5
serumun 1'i (%20), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 4’ (%80) negatif
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olarak bulundu. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 3 serumun, 3l (%100), PPD-B
ELISA pozitif sonug elde edildi.

Isletme 3; 230 serum orneginin 85’1 (%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 sonug
verdi. IFN-y pozitif 14 serumun 6’s1 (%42,8), M. bovis sonikasyon ELISA testinde
pozitif, 81 (%57,2) negatif olarak bulundu. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 85
serumun, 52'si (%61,17), PPD-B ELISA testinde pozitif, 33’ U (%38,8) negatif olarak
tespit edildi.

Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sigira ait kan serumlarinin, 43'0
(%42,3) PPD B ELISA testinde pozitif, 75’1 (%57,7) negatif, IFN-y testi pozitif 93
sigira ait kan serumlarinin 36’s1t PPD B ELISA testinde pozitif, 57 sinde (%42,3)
negatif sonug elde edilmistir (Cizelge 3. 3).

Isletme 4; 151 serumun 52'si (%34,4) M. bovis sonikasyon ELISA pozitif |
99'u (%65,5) negatif sonug verdi. Metodun, sensitivitesi, %30,76, spesifites,
%39,13 olarak hesaplandi. PPD B deri testi pozitif 76 serumun, 25’1 (%32,8), M.
bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 51'i (%67,2) negatif sonug verdi. |FN-y
pozitif 52 serumun 18'i (%34,6), M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 34’0
(%65,4) negatif sonug verdi. M. bovis sonikasyon ELISA pozitif 52 serumun 33U
(%63,4), PPD-B ELISA testinde pozitif, 19'u (%36,6) negatif sonuc verdi. ELISA
test sonuglari, PPD deri testi ve IFN-y testi sonulariin birbirlerine gore durumlari

Cizelge 3. 3’de belirtilmistir.

Toplamda PPD B deri testi pozitif 130 sigira ait kan serumlarinin, 43’i (%33)
M. bovis sonikasyon ELISA testinde pozitif, 87'si (%77) negatif, IFN-y testi pozitif
92 sigira ait kan serumlarmin 32’s (%34,7) M. bovis sonikasyon ELISA testinde
pozitif, 60’1 (% 65,3) negatif sonug vermistir. (Cizelge 3. 3).
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Cizelge 3. 3. PPD B deri testi, IFN-y test, ELISA test sonuglari arasindaki iliski.

Isletme No
Uygulanan Test n=56 n=11 n=230 n=151 Toplam
1 2 3 4

PPD B (+) / IFN-y (+) 30/23 6/3 18/14 76/52 130/94
(%76,6) (%650) (%77,7) (%68,4) (%72,3)

PPD B (+) / IFN-y (-) 30/7 6/3 18/4 76/24 130/36
(%23,3) (%50) (%22,3) (%31,6) (%27,7)

PPD B (+) / PPD B ELISA (+) 30/14 6/3 18/5 76/33 130/55
(%46,6) (%650) (%27,7) (%43,4) (%42,3)

PPD B (+) / PPD B ELISA (-) 30/16 6/3 18/13  76/43 130/75
(%53,4) (%50) (%72,3) (%56,6) (%57,7)

PPD B (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (+) 30/8 6/2 18/8 76/25 130/43
(%26,6) (%33,3) (%44,4) (%32,8) (%33)

PPD B (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (-) 30/22 6/4 18/10 76/51 130/87

(%73,4) (%66,7) (%55,6) (%67,2) (%77)

IFN-y (+) / PPD B ELISA (+) 22/10/ 5/3 14/3 52/21 92/36
(%45,4)  (%40) (%21,4) (%40,3) (%39,1)

IFN-y (+) / PPD B ELISA (-) 22/12 5/2 14/11 52/31 92/57
(%54,6) (%60) (%78,6) (%59,7) (%61,9)

IFN-y (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (+) 22/7 5/1 14/6 52/18 92/32
(%31,8) (%20) (%42,8) (%34,6) (%34,7)

IFN-y (+) / M.bovis Sonikasyon ELISA (-) 15/22 5/4 14/8 52/34 92/61

(%68,2) (9%40) (%57,2) (%654)  (%66,3)

M .bovis Sonikasyon ELISA (+) /PPDB ELISA (+) | 19/15 3/3 85/52 52/33 159/103
(%78,9) (%100) (%61,1) (%63,4) (%64,7)

M .bovis Sonikasyon ELISA (+) / PPD B ELISA(-) 19/4 3/0 85/33 52/19 159/56
(%21,1) (%38,9) (%36,6) (%35,3)
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3. 5. PZR Sonuglari

Calismada, kesimi yapilan 135 sigirdan alinan 405 lenf diigiimi, 18 tuberkdl
ve bunlarin kdltdrd sonucu, mikobakterium siipheli tireme gosteren 77 sigira ait, 117
izolatin, M. tuberculosis kompleks, MTUB_c-gyr Bf' ve MTUB_c-gyrBr primerleri
ile PZR analizleri ve PZR UrUnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu, 66 sigira ait,
66 ACLD, 18 PLD, 4 MLD, 18 TB Ornegi ve 117 saha izolatinda, 1020 bp
M. tuberculosis kompleks PZR ile pozitiflik elde edildi (Resm 3. 4). PZR
sonuglarinin igletmelere gore durumu Cizelge 3. 4, Cizelge 3. 7-Cizelge 3. 11'de
belirtilmistir.

Kultdr pozitif 117 doku 6rneginin 106’sinda, M. tuberculosis kompleks PZR
ile pozitif sonu¢ elde edildi. Kiiltiir sonuglar1 altin standart kabul edildiginde klinik
orneklerde M. tuberculosis kompleks tirlerini belirlemeye yonelik olarak uygulanan
1020 bp PZR sensitivitesi % 90,5, spesifitesi %100 olarak belirlendi.

M. bovis EMVKAE ve M. tuberculosis H 37 Rv referans suslarinin
M. tuberculosis kompleks PZR analizinde 1020 bp’ de bantlar belirlendi.

M. tuberculosis H 37 Rv susundan izole edilen DNA 0Ornegine,
M. tuberculosisicin spesifik gyrB gen bolges Uizerinde bulunan , M TUB-gyr B—756-
Gf ve MTUB-gyrB-1450-Cr primerleri ile ve M. avium ATCC 25291susundan
izole edilen DNA o6rnegine, M. avium subsp. avium icin spesifik, IS 901 gen bolgesi
Uzerinde bulunan, P1-1S901 ve P2-1S901 primerleri ile uygulanan PZR ve PZR
Urdnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu M. tuberculosis H 37 Rv, 734 bp (Resim
3. 5), M. avium ATCC 25291, 1018 bp (Resim 3. 6) biiyiikligiinde DNA bantlari

olusturdu.

Isletme 1; 56 sigirdan alinan 171 doku &rnegi ve 22 sigirdan izole edilen 28
mikobakterium siipheli saha izolatinin, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR
analizinde, 18 hayvana ait 18 ACLD, 3 PLD, 3 TB ve 28 saha izolatinda PZR ile
pozitif sonug elde edildi..

Isletme 3; 5 sigirdan alinan 16 doku &rnegi ve 1 sigirdan izole edilen 3

mikobakterium siipheli saha izolatinin, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR
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analizinde 1 sigira ait 1 ACLD, 1 PLD, 1 TB ve 3 saha izolatinda PZR ile pozitif
sonug belirlendi.

Isletme 4; 74 sigirdan alman 236 doku oOmegi ve 54 sigira ait 86
mikobakterium siipheli saha izolatinin, M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR
analizinde, 47 hayvana ait, 47 ACLD, 14 PLD, 4 MLD, 14 TB ve 86 saha izolatinda
PZR ile pozitif sonug tespit edildi.

Resim 3. 4. M. tuberculosis H 37 Rv, M. bovis EMVKAE, M. bovis BCG ve saha
izolatlarmin M. tuberculosis kompleks PZR ile 1020 bp spesifik PZR Urininin
agaroz jel elektroforez goruntusa.

M

bp 1020 bp  —
1000 bp

1000
/. 900
< 300
— 0
— 600

500
— a0
— 3m

— 200

500 bp

— 100

M: 100 bp marker (Fermantas), MT: M. tuberculosis H 37 Rv, MB: M. bovis
EMVKAE, 1, 2, 3, 4: M. bovis sahaizolatlari, NK: Negatif kontrol (M. avium ATCC
25291).
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Resim 3. 5. M. tuberculosis H 37 Rv referans susunun, 734 bp spesifik PZR
UrinUnuin agaroz jel elektroforez gorintisa.

1000 bp

bp

800 bp

700 bp

i 500 bp
/. 900
< 800
— 700
— 600

500
— a0
— 3m

— 200
— 100

100 bp

M: 100 bp marker (Fermantas), M T: M. tuberculosisH 37 Rv, NK: Negatif kontrol
(M. bovis EMVKAE)

Resm 3. 6. M. avium ATCC 25291 referans susunun, 1108 bp spesifik PZR
Urdndintin agaroz jel e ektroforez gorinttst.

<
>

:

== 1108 bp
bp 1000 bp

1000
/. 900
< &00

— 700

N E

M: 100 bp marker (Fermantas), MA: M. avium ATCC 25291, NK: Negatif kontrol
(M. tuberculosisH 37 Rv).
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Cizelge 3. 4. Isletmelere goére PPD deri testi, IFN-y testi, ELISA, M. tuberculosis kompleks PZR sonuglari.

Isletme No Sigir Yas IFN-y Pozitif PPD Bovine  PPD Avian Kdltur Numune Sayis1 Doku 6rnegi PPD B ELISA M bovis
Sayis1 Pozitif Pozitif M. tuberculosis M. tuberculosis pozitif sonikasyon EL I SA
kompleks PZR kompleks PZR pozitif
pozitif pozitif
1 340 27 22/56* 30/340 0/340 28/28 171 24/171 32/56 19/56
(%39,2) (%8,8) (%100) (%14) (%57,1) (%33,9)
2 11 27 5/11 6/11 0/11 - - - 5/11 3/11
(%45,4) (%54,5) (%45,4) (%27,2)
3 230 2] 13/230 18/230 1/230 3/3 16 3/16 70/230 85/230
(%5,6) (%7,9) (%0,4) (%100) (%18,7) (%30,4) (%36,9)
4 151 27 52/151 76/151 16/151 86/86 236 79/236 61/151 52/151
(%34,4) (%50,3)  (%105)  (%100) (%33,4) (%40,3) (%34,4)
5 40 21 - 40/40 0/40 - - - - -
(%100)
TOPLAM 772 92/448 170/772 17/772 117/117 423 106/423 168/448 159/448
(%20,5)  (%22,02) (%222 (%100) (%25) (%37,5) (%35,4)

* Test edilen numune sayisi.
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3. 6. Restriksiyon Endoniiklease Analizi (REA) Sonuglari

M. tuberculosis kompleks PZR pozitif 106 doku 6rnegi ve 117 saha izolatina
ait 1020 bp PZR drunleri, Rsal enzimi ile 360 ve 480 bp biiyiikligiinde (Resim 3. 7),
DNA bantlari olusturarak M. bovis/M. bovis subsp. caprae olarak olarak belirlendi.

Saha izolatlarindan; 58 hayvana ait, 93'0 (%79,5), doku orneklerinden; 47
hayvana ait, 88'i (%83) Sacll enzimi ile kesim yapmayarak M. bovis, (PZA direncli),
saha izolatlarindan 19 hayvana ait 24’ U (%20,5), doku 6rneklerinden 19 hayvana ait
18'i (%17) 280 ve bp buyiikliigiinde DNA bantlar1 olusturarak (Resim 3. 8), M. bovis
ssp. caprae (PZA duyarl) identifiye edildi.

Isletme 1; 18 hayvana ait 24 doku 6rnegi ve 22 hayvana ait 28 sahaizolatina
ait 1020 bp PZR urtnlerinin REA sonucu tim ornekler, M. bovis (PZA direncli)
olarak belirlendi.

Isletme 3; 1 hayvana ait 3 doku 6rnegi ve 3 saha izolatma ait 1020 bp PZR
Urdnlerinin REA sonucu tim ornekler M. bovis (PZA direncli) olarak tespit edildi.

Isletme 4; 47 hayvana ait 79 doku 6rnegi ve 54 hayvana 86 saha izolatma ait
1020 bp PZR Urunlerinin REA sonucu, 28 hayvana ait 61 doku 6rnegi (%77,2) ve 35
hayvana ait 62 saha izolati (%72,1) M. bovis (PZA direncli), 19 hayvana ait 14
ACLD, 2PLD, 2 TB 6rnegi (%22,8) ve 24 saha izolat1 (%27,9) M. bovis ssp. caprae
(PZA duyarh) olarak belirlendi.

M. tuberculosis H 37 Rv susuna ait 1020 bp PZR Urunleri Rsal enzimi ile 360
ve 560 bp biiyiikliigiinde DNA bantlari olugturdu (Resim 3. 7).

M. tuberculosis kompleks 1020 bp PZR pozitif saha izolatlar1 ve doku
orneklerinin isletmelere gore REA sonuglart Cizelge 3. 5-Cizelge 3. 11'de
belirtilmistir.
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Resim 3. 7. M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR Urlnlerinin Rsal enzimi ile
REA, agaroz jel elektroforez gorintusi.
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M. bovis siipheli saha izolatlari.

Resim 3. 8. M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR Urnlerinin Sacl | enzimi ile
REA, agaroz jel elektroforez gorintusi.
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subsp.caprae.
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Cizelge 3. 5. M. tuberculosis kompleks PZR (1020 bp) pozitif saha izolatlarinin, isletmelere gére REA sonuglari

Rsal Sacll
isletme M .tuberculosis
s No Kompleke 360/480 b 280/740 Kesim Yok
iiilitps():;ls]: P Toplam Toplam Toplam
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
1 3 22 ] 3 28/28 ] ] ] ] ] 3 22 ] 3 28/28
28
(%10,7)  (%78,6) (%10,7)  (%100) (%10,7) (%78,5) (%10,7)  (%100)
3 1 1 ] 1 3/3 ] ] ] ] i 1 1 ] 1 3/3
3
(%333)  (%333) (%333)  (%100) (%333) (%33,3) (%333)  (%100)
4 14 54 4 14 86/86 2 19 1 2 24/86 12 35 3 12 62/86
86
(%16,27) (%62,79) (%4,65) (%1627) (%100) (%23) (%22) (%11) (%23) (%27.9) (%13,9) (%40,6) (%34) (%13,9) (%7209
117 18 77 4 18 117/117 2 19 1 2 24/117 16 58 3 16 93/117
Toplam
(%153)  (%658) (%34) (%153) (%100) (%61,7) (%162) (%0,8) (%17) (%205) (%136) (%495) (%25) (%136) (%794)

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl
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Cizelge 3. 6. M. tuberculosis PZR pozitif (1020 bp) doku 6rneklerinin, isletmelere gére REA sonuglari

Rsal Sacl |
isletme  M.tuberculosis
No kompleks 360/480 bp 280/740 Kesim Yok
PZR pozitif
doku sayisi PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
1 24/28 33 18722 - 3/3 ; ; ; ; 33 18/22 - 3/3
3 3/3 71 11 ; 11 ; ; ; ; 71 11 ; 11
4 79086 14/14 47/54 44 14114 | 22 1319 VU1 22 | 1212 34/35 33 1212
106/423
Toplam . 18/18 66/77 44 18/18 | 22 1319 U1 22 | 16/16 5358 33  16/16
0

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf diigtimt, TB: Tuberkdl
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Cizelge 3. 7. Saha izolatlar1 ve Doku 6rneklerinin M. tuberculosis kompleks (1020 bp) PZR ve REA sonuglari.

Doku ornegi Kltur M.tuberculosis Rsal REA Sacll REA
Hayvan isletme M .tuberculosis kompleks kompleks PZR
No o PZR 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok Sonug
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

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 - - - + - + - - +

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl



Cizelge 3. 8. Saha izolatlar1 ve Doku 6rneklerinin PZR ve REA sonuglari.

Doku érnegi Kultdr M.tuberculosis Rsal REA Sacll REA
Hayvan isletme M .tuberculosis kompleks kompleks PZR “
nug
No No PZR 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
15 1 . . _ + ; + ) ) + M. bovis
16 1 . + _ + ; + ) ) + M. bovis
17 1 + ¥ i + + B _ + 4 3 ) ) ) + + M. bovis
18 1 _ + _ + B} . } ) + M. bovis
19 1 _ + _ + + + B} 3 . + } ) ) ) + . M. bovis
20 1 . + _ + ; + ) ) + M. bovis
21 1 . + _ + ; + ) ) + M. bovis
31 1 + + - + + + + - - - + + + - - - - - - + + + M. bovis
57 4 - + - + + + - - + + - - - M. bovis
M. bovis
58 4 - - - + - + - -
59 4 _ + _ + B} . } ) M. bovis
M.bovis
60 4 - + - + - + - + _ ssp.caprae
61 4 + + - + + + + - - - + + + - - - - - - + + + M. bovis
62 4 . + _ + ; + ) ) + M. bovis
M.bovis
63 4 - + - + - + - + - Ssp.caprae
64 4 - + _ + + + _ ) . + } ) ) ) + . M. bovis

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl
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Cizelge 3. 9. Saha izolatlar1 ve Doku 6rneklerinin PZR ve REA sonuglari.

Doku ornegi Kltur M.tuberculosis Rsal REA Sacll REA
Hayvan isletme M .tuberculosis kompleks kompleks PZR o
nuc
No No PZR 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
65 4 + + - + + - - + + - - - - + + M. bovis
M.bovis
66 4 - - - + - + - + - ssp.caprae
M.bovis
67 4 - + - + + + - - + + - - + + - - ssp.caprae
M. bovis
68 4 - + - + - + - - +
M. bovis
69 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + +
M.bovis
70 4 - + - + - + - + - ssp.caprae
M. bovis
71 4 - - - + - + - - +
M. bovis
72 4 - + - + - + - - +
M. bovis
73 4 - + - + - - + + - - - + +
M.bovis
74 4 - + - + - + - + - ssp.caprae
M.bovis
75 4 + + - + - + - + - Ssp.caprae
M. bovis
76 4 - + - + - + - - +
M. bovis
77 4 - + - + - + - - +
M. bovis
78 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + +
M.bovis
79 4 - + - + - + - + - ssp.caprae

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl

74



Cizelge 3. 10. Saha izolatlart ve Doku 6rneklerinin PZR ve REA sonuglari.

Doku érnegi K ltir M.tuberculosis Rsal REA Sacll REA
Hayvan isletme M .tuberculosis kompleks kompleks PZR
No No PZR 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok Sonug
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B

M. bovis
80 4 - + - + - + - - +

M. bovis
81 4 - + - + - + - - +

M.bovis
82 4 - - - + - + - + - ssp.caprae

M. bovis
83 4 - + - + - + - - +

M. bovis
84 4 - + - + - + - - +

M. bovis
85 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + +

M.bovis
86 4 - + - + - + - + - Ssp.caprae

M.bovis
87 4 + + - + + + + - - - + + + - - - + + + - - - ssp.caprae

M. bovis
88 4 - + - + - + - - +

M. bovis
89 4 - + - + - + - - +

M. bovis
920 4 - + - + - + - - +

M.bovis
91 4 + - - + + + + - - - + + + - - - + + + - - - ssp.caprae

M. bovis
92 4 - + - + - + - - +

M.bovis
93 4 - + - + - + - + - ssp.caprae

M. bovis
94 4 - + - + - + - - +

M. bovis
95 4 - + - + - + - - +

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl
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Cizelge 3. 11. Saha izolatlart ve Doku 6rneklerinin PZR ve REA sonuglari.

Doku érnegi K dltiir M.tuberculosis Rsal REA Sacll REA
Hayvan isletme M .tuberculosis kompleks kompleks PZR
No No PZR 360/560 bp 360/480 bp 360/660 bp 280/740 bp Kesim Yok Sonug
PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B PLD ACLD MLD B
M.bovis
96 4 - + - + - + - + - ssp.caprae
M. bovis
97 4 - + - + + + - - + + - - - - + +
M. bovis
98 4 - + - + - + - - +
M.bovis
99 4 - + - + - + - + - Ssp.caprae
M.bovis
100 4 - - - + - + - + - ssp.caprae
M. bovis
101 4 + + - + + + + - - - + + + - - - - - - + + +
M.bovis
102 4 - + - + - + - + - Ssp.caprae
M. bovis
103 4 - + - + - + - - +
M. bovis
104 4 - + - + - + - - +
M.bovis
105 4 - + - + - + - + - ssp.caprae
M. bovis
106 4 - + - + - + - - +
M. bovis
131 4 - + - + -
M. bovis
132 4 + + + + + + + + - - - - + + + + - - - - - - - - + + + +
M.bovis
133 4 - - - + - + - + - Ssp.caprae
M. bovis
134 4 + + - + + - - + + - - - - + +
M. bovis
208 3 + + - + + + + - - - + + + - - - - - - + + +

PLD: Preskapular lenf diigiimii, ACLD: Akciger lenf diigiimii, ML D: Mezenteriyel lenf digiimii, TB: Tuberkdl
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Cizelge 3. 12. Hayvan sayilarina gére PPD B deri testi, IFN-y test, bakteriyoskopi,
kdltdr, M.tuberculosis kompleks PZR ve REA sonuglari.

Uygulanan Test Oran
PPD B pozitif sigir sayisi 169*[772**

(%21,8)

I FN-y test pozitif sigir sayisi 92/448

(%20,5)

Bakteriyoskopi pozitif sigir sayisi 77/135
(%57)

Kaltdr pozitif sigir sayisi 771135
(%57)

Doku 6rnekleri M.tuberculosis kompleks PZR 66/135

pozitif sigir sayisi (%48,8)
Kultdr M.tuberculosis kompleks PZR 77/135
pozitif s1g1r say1s1 (%57)
Doku 6rnekleri M. bovis subsp. bovis 47/66

pozitif sigir sayisi (%71,2)
Kultdr M. bovis subsp. bovis 58/77

pozitif sigir sayisi (%75,3)
Doku 6rnekleri M. bovis subsp. caprae 19/66

pozitif s181r sayisi (%28,7)
Kultir M. bovis subsp. caprae 19/77

pozitif sigir sayisi (%24,6)

* Test pozitif sigir sayisi

** Test edilen s181r sayisi
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4. TARTISMA

Tlberkiloz; insanlarda, sigir, koyun, kegi ve diger memelilerde, kanatlilarda,
Ozellikle solunum sistemi organlarinda ve bunlara ait lenf diiglimlerinde
grantlamatdz lezyonlara yol agan, kronik seyirli, zoonoz enfeksiyondur (Pollock ve
ark 2001).

Tlberkiloz enfeksiyonu, dinya Uzerinde insan ve diger memelilerde en
Onemli 6lUm sebeplerinden birisidir. Yilda 2 milyon insan 6lmekte ve 8 milyon yeni
vaka gorulmektedir (Andersen ve ark 2000). Sigirlardaki M. bovis enfeksiyonu ile
insanlardaki tiiberkiiloz arasinda direkt iliski bulunmaktadir. M. bovis sigirlarda
tiiberkiiloz enfeksiyona yol acarak ekonomik kayiplara yol ag¢makla birlikte
insanlarda onemli bir halk saghig problemidir. insanlardaki tiiberkiiloz vakalarinin
%10'unda etken M. bovis'tir (Cosivi ve ark 1998). Taylor ve ark (2007), demir
cagina ait insan iskeletlerinde PZR ile M. bovis'i ortaya koymuslardir. Sigir
tuberkilozunun eradike edildigi iilkelerde, insanlardaki tiiberkiiloz ile miicadelede

biiyiik basarilar elde edilmistir (Cosivive ark 1998).

M. bovis enfeksiyonu kronik seyirlidir ve uzun sire subklinik olarak
seyretmektedir (Rua Domenech ve ark 2006). Enfekte hayvanlar cok uzun stire klinik
belirti gostermemekte ve klinik belirtiler enfeksiyona 6zgii olmamaktadir. Bu ylizden
enfeksiyonun yiksek sensitivite ve spesifiteye sahip testler ile antemortem teshisi
eradikasyon icin oldukca 6nemlidir (Adams 2001).

4. 1. Bakteriyoskopi

Enfeksiyonun lokalizasyonu, derecesi, klinik oOrnegin tazeligi ve
kontaminasyon durumu, mikroskobik incelemeyi yapan personelin tecribes gibi
nedenler metodun sensitivitesini etkileyen en dnemli faktorlerdir. Yanhis pozitifligin

en 6nemli sebebi ¢evresel mikobakteriumlardir (Manzano ve ark 2008).

Mukherje ve ark (2002), 50 tuberkuloz lenfadenitli hastadan cerrahi yol ile
elde edilen ve kiiltiir sonucu pozitif, lenf diigiimii 6rneklerinin 22’sinde (%44), Goel
ve Budhawar (2007), 36 akciger dis1 tiiberkiilozlu 6rnegin 13’tinde (%36,1), Ziehl
Neelsen boyamaile etkeni gosterebilmislerdir. Artan (2005), tiberkilozlu insanlarda,
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Ziehl Nelsen boyamanin sensitivitesini akciger tiiberkiilozunda %62,8, akciger dis1
tuberkilozda %14,2, Sevakumar ve ark (2002), akciger tiiberkiilozunda sensitiviteyi
%72 olarak bildirmisler ve akciger dis1 6rneklerdeki sensitivite diisiikliigliniin nedeni

olarak etken sayisindaki azlig1 gostermislerdir.

Cancela ve Marin (1993), histopatolojik inceleme icgin parafinlenen
tiiberkiilozlu sigir doku orneklerinin %52, Ortatathh ve ark (1998), %49, Beytut
(2001), %62 sinde Ziehl Neelsen Boyama ile mikobakteriumlar1 gosterirken, Shitaye
ve ark (2006), 69 numunenin hi¢ birinde etkeni gésterememislerdir. Okaiyeto ve ark
(2008), 120 siit ineginden 17’sinin (%14,1) siitlerinden Ziehl Neelsen boyama ile
etken gostermislerdir. Fitzgerald ve ark (2000), yabani ruminatlarda lenf diigiimii
orneklerinde  bakteriyoskopinin  sensitivitesini  %90,2, spesifitesini  %096,9
bildirmislerdir.

Sigir tiiberkiilozunda bakteriyoskopi, postmortem muayene sonrasi lezyonlu
dokularin  mekanik olarak pargalanmasi ve dekontaminasyonu sonrasi
gerceklestirildiginde 6rnekteki bakteri yogunlugu artmaktadir. Proano-Perz ve ark
(2006), 29 mikobakterium kiiltiir pozitif sigir doku 6rneginin 3’iinde (%10,3), Adu-
Bobi ve ark (2009), 130 tiiberkiilozlu sigirin 95’inde (%73,3) bakteriyoskopik olarak
etkeni teshis edebilmislerdir. Bu c¢alismada, kiiltiir pozitif 117 doku Orneginin
96’sinda ve 117 mikobakterium silipheli izolatin bakteriyoskopisinde etken
goriilmiistiir. Doku ve organlardan direkt bakteriyoskopinin sensitivitesi; %82,5,

spesifitesi %100 olarak belirlenmistir (Cizelge 3. 1).

Bu ¢alismada, bakteriyoskopi oncesi doku Orneklerinde lezyonlu bolgelerin
secilerek, pargalanmasi ve bu sirada etkenin hiicre disina ¢ikarilmast,
dekontaminasyon sirasindaki  santrifljleme ile  birim  hacimdeki  bakteri
konsantrasyonunun artmasi nedeni ile sensitivitenin  yiiksek  belirlendigi

distiniilmektedir.
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4. 2. Kaltur

Kiiltiir tiiberkiiloz teshisinde altin standart olmakla birlikte, inkiibasyon i¢in
4-8, biyokimyasal testler icin 2-3 hafta sire gerektirmekte, etkenin zoonoz ve OIE
gurup III mikroorganizmalar i¢inde yer almasi nedeni ile Biyoguvenlik Seviyesi |11
(BSL I1I) laboratuara gerek duyulmaktadir (Liebana ve ark 1995, OIE 2008c).
Dekontaminasyon sirasinda bakterilerin inaktive olmasi, diger bakteriler ve saprofitik
mikobakteriumlar ile kontaminasyon, klinik ornekteki 6li mikobakteriumlar nedeni
ile sensitivitesi %100 olmamaktadir (Duffield ve ark 1989, Cousins ve ark 1992).

Chambers ve ark (2001a), aerosol olarak 10°, 10°,10° bak/ml dozunda enfekte
ettikleri kobaylarin tamaminda 5. haftada, Griffina ve ark (2006), intra-tonsiller yol
ile enfekte edilen 21 sigirdan 20’sinde 20. haftada, Corner ve ark (2007), 10%, 107,
10° bakteri/ml ile enfekte edilen Avrupa porsuklarmm tamaminda 17. haftada,
O'Briena ve ark (2002), 62.500 yabani ruminantin postmortem muayenesinde
336’sinda (%0,5) M. bovis kiiltiir pozitif sonug elde etmislerdir. Zanela ve ark
(2008), Fransada 2001-2002 yillarinda 85 yaban domuzu lenf diigimii
orneklerinden 25’inde (%29,4), 2005-2006 yillar1 arasinda 155 Ornegin 65’inde
(%41,9) M. bovis kiiltiire etmislerdir. Fitzgerald ve ark (2000), yabani ruminatlarda
lenf diiglimii 6rneklerinde M. bovis kultlr sensitivitesini %100, spesifitesini %98,67

olarak bildirmislerdir.

Bu c¢alismada, kesimi yapilan 135 sigirdan 77°sine ait 425 numunenin
105'inde (%24,7), (18 PLD, 77 ACLD, 4 MLD, 18 TB) dliserinsiz Lowenstein
Jensen besiyerinde {ireme goriildii (Cizelge 3. 2). Izolasyonlarm tamamu,
makroskopik olarak tiiberkiil goriilen dokularda yapildi. Ureme sekillenmeyen 415

numunede makroskobik lezyon gozlenmedi.
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4. 3. PPD Deri Testi

PPD deri testi sigir tiiberkiilozunun antemortem teshisinde kullanilan
uluslararas1 standart testtir. Tiiberkiilinin deri i¢i enjeksiyonundan sonra olusan
gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonunun ortaya konulmasi temeline dayanir

(Monaghan 1994).

PPD pozitif test sonucu, tiiberkiiloz enfeksiyonunun varligi veya yoklugunu
degil canlinin daha 6nce tiiberkiiloz basili ile duyarli hale getirildigini géstermektedir
(Ragib ve ark 2003). Bunun disinda yakin zamanda uygulanan PPD deri testi (40—60
gun), Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium gibi mikobakteriler ile gapraz
antijenlere  sahip  bakteriler, cevresel mikobakteriler, M. avium subsp.
paratuberculosis ile enfeksiyon, M. bovis BCG ile asilama, nedeni ile PPD deri
testinde yanlis pozitif sonug¢ alinabilmektedir. Bu sebeplerden dolayr PPD deri
testinin sensitivitesi diisiik (%70-75) kalmaktadir (Katial ve ark 2001, Vordermeir ve
ark 2001, Dunn ve ark 2005, Rua-Domenech ve ark 2006).

Enfeksiyonun yeni sekillenmesi, generalize enfeksiyon nedeni ile immin
sistemin deprese olmasi (anerji), viral enfeksiyonlar ve kortikosteroidler gibi immin
sistemi baskilayan ilaclarin kullanilmasi, yeni dogum, gidasal ya da nakil stresi,
testin  uygulanmasi ve degerlendirilmesindeki, PPD’'nin dretiminden ve
muhafazasindan kaynaklanan hatalar nedeni ile PPD deri testine yanlis negatif sonug

alinabilmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006).

Okaiyeto ve ark (2008), 120 siit ineginden 51’inde (%42,5) PPD deri testi ile
pozitiflik belirlerken, 17'sinin (%14,1) sttlerinden Ziehl Neelsen boyama ile etken
gostermislerdir. Francis ve ark (1978), Wood ve ark (1991, 1992) sigirlarda PPD deri
testinin sensitivitesini %68,2-72, spesifitesini %96,8-98,8, GonzaAlez ve ark (1999)

sensitiviteyi %80,2 olarak bildirmislerdir.

Bu galismada, PPD deri testi uygulanan 772 siit ineginden, 169'u (%21,8)
PPD-B pozitif sonug vermistir. Isletme 1 ve 4’te deri testinin ortalama sensitivites
%69,8, spesifites %98 olarak hesaplandi1 (Cizelge 3. 1). Elde edilen PPD sonuglari
GonzaAlez ve ark (1999), Francis ve ark (1978), Wood ve ark (1991, 1992) ile

uyumlu bulunmustur.
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Sengitivitesini siirlayan pek ¢ok faktor olmasina ragmen PPD deri testi sigir
tiberkiilozunun antemortem teshisinde tiim diinyada primer test olarak
kullanilmaktadir. Su ana kadar PPD deri testine alternatif bir test gelistirilip tiim
diinyada kullanilabilir hale getirilememistir (Rua-Domenech ve ark 2006). ABD,
Kanada, Ingiltere, Isvigre gibi iilkeler diizenli tiiberkiilin testi ve pozitif sigirlarin

kesimi ile si8ir tiiberkiilozunu eradike etmislerdir (Cousins 2001).
4. 4. 1FN-y Testi (BOVIGAM)

IFN-y antijenik uyamm sonrasi, temel olarak T lenfositlerinden salinan bir
sitokindir. Mikobakteriumlara karsi immiin cevap olusturulmasinda en Onemli
makrofg) aktivatorudir. IFN-y, M. bovis enfeksiyonunda canlida sekillenen hiicre
aracili immUn cevabi ortaya koymaktadir (Pollock ve ark 2005). Enfeksiydz etkenin
alinmasindan sonraki 1-4 hafta icinde, Bovine tuberkilin ya da benzer M. bovis
antijenleri ile uyarilan perifer kan T lenfositleri Olgiilebilir diizeyde IFN-y
Uretmektedir (Rua-Domenech ve ark 2006)

IFN-y testi tlberkiloz enfeksiyonunu, PPD deri testine (6-9 hafta) gore daha
erken (1-3 hafta) donemde ve diisik dozdaki bakteri ile enfeksiyonda teshis
edebilmektedir (Pollock ve ark 2005). Test ayni stirtide tekrar tekrar
uygulanabilmekte iken PPD deri testinde iki test araligi 45-60 gin strmektedir.
Isletmelerin tekrar ziyaretine gerek bulunmamakta ve PPD deri testinde
goriilebilecek uygulamaya ve degerlendirmeye baglh hatalar gériillmemektedir (Rua-

Domenech ve ark 2006).

Yiiksek maliyetli laboratuar ekipmanlari, deneyimli personel ihtiyaci, yliksek
kit maliyeti, kan orneklerinin alindiktan kisa siire sonra (8-12 saat), 20-25 C° 1sida
laboratuara ulastirilmasi gerekliligi (Rothel ve ark 1992, Gormley ve ark 2004), kan
numunelerinin alimi sirasinda olusabilecek hatalar (kanin pihtilasmasi, kulak
numaralarinin  hatali alinmasi) IFN-y testinin dezavantajidir. En  6nemli
dezavantajlarindan birisi de PPD deri testinde oldugu gibi, immiin sistemin
baskilandig1 anerjik hayvanlarda yanlis negatif sonug¢ vermesidir (Rua-Domenech ve
ark 2006). Kan numunelerinin  test edilmesinin  gecikmesi  sensitiviteyi

sinirlandirmaktadir (Gormley ve ark 2004).
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Rothel ve ark (1992), PPD uygulanan sigirlarda, 59. giine kadar IFN-y
diizeyinin arttigini, Whipple ve ark (2001), PPD uygulamasindan sonraki iigiincii
gunden itibaren IFN-y dizeyinin artmaya basladigin1 ve 63. giine kadar devam
ettigini, Ryan ve ark (2000), BOVIGAM testin PPD uygulamasindan 28 gin sonra
yapilmasi gerektigini, Whelan ve ark (2004), yuksek doz M. bovis ile enfekte edilen
buzagilarda Bovine ve Avian tiiberkiilin uygulamasinin IFN-y seviyesinin
etkilenmedigini bildirmistir. BOVIGAM test uygulama kilavuzunda testin PPD
uygulamasindan 8-28 gin sonra uygulanmasi Onerilmektedir. Bu ¢alismada

BOVIGAM test i¢in kan 6rnekleri PPD uygulamasindan 30 giin sonra alinmistir.

Testin uygulandig1 siiriiniin karakterine, uygulayan laboratuara, uyarici
antijen olarak kullanilan PPD’nin kaynagi ve flretim serisine, degerlendirmede
kullanilan altin standartin ne olduguna gore; IFN-y testinin sensitivites %73-100,
spesifitesi %85-99,6 olarak belirlenebilmektedir (Rua-Domanech ve ark 2006).

Gormley ve ark (2006), IFN-y testinin sensitivitesinin (%90-93), PPD deri
testinden (%70-75) daha yiiksek oldugunu, deri testinin spesifitesini %99,9, IFN-y
testinin spesifitesini %95, Monaghan ve ark (1997), sensitiviteyi yorumlamadaki
farkliliklara gore % 55-97, spesifiteyi %97, Wood ve ark (2001), sensitiviteyi %81-
100, spesifiteyi %94-100, Oztiirk ve ark (2008), 126 sigirdan 62’sinde (%49,2), IFN-
vy testi, 67’sinde (%53,2) PPD deri testi ile pozitiflik belirlesler ve IFN -y testinin

sensitivitesini %90, spesifitesinin %97 olarak rapor etmislerdir.

Bu calismada; 4 igletmede, 448 sigirdan, 92’sinde (%20,5) IFN-y sandwich
ELISA testinde pozitiflik belirlenirken, 356’s1 (%79,5) negatif olarak tespit
edilmistir. Isletme 1 ve 4’te IFN-y testinin ortalama sensitivitesi % 91,5, spesifites
%93, 4 (Cizelge 3. 1) hesaplanarak, Monaghan ve ark (1997), Wood ve ark (2001),
Rua-Domanech ve ark (2006), Gormley ve ark (2006), Oztirk ve ark (2008) ile
uyumlu bulunmustur. IFN-y testinin sensitivitesi (%91,5) Gormley ve ark (2006)
belirttigi gibi PPD deri testi sensitivitesinden (%70) yuksek, spesifites (%93,4), deri
testi spesifitesinden (%98) diisiik olarak belirlenmistir.
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4. 5. Humoral Bagisikh@m EL |1 SA ile Olglilmesi

Tiiberkiiloz ~ enfeksiyonunun  seyri  swrasinda  farkli  donemlerde
mikobakteriumlardan ¢ok sayida antijen agiga ¢ikmaktadir. Ancak ayni antijenlere
kars1 gelisen humoral cevap, vakalar arasinda homojenite gostermemektedir (Hanna

ve ark 1992, Lyashchenko 1998, Gupta ve Ram 2000, Ozereol 2003).

Serolojik teshiste; PPD, bakteri kiiltiir filtrati, sonikasyon ile par¢alanan hiicre
ekstrakti, hiicre duvar1 antijenleri, piirifiye proteinler, rekombinant proteinler gibi
cok sayida antijen kullanilmasina karsin ¢evresel mikobakteriumlar ve diger
mikroorganizmalar ile ¢apraz reaksiyonlar ve antikor cevaptaki homojen olmayan
yap1 nedeni ile, bu antijenlerin spesifitesi diisiik, rekombinant proteinlerin spesifitesi
ise diger antijenlere gore yiiksek olmasina ragmen sensitivitileri diisiik olarak

belirlenmistir (Dillon ve ark 2000, Kulshrestha 2005, Julian ve ark 2001).

Reggiardo ve ark (1980), ilk kez, M. bovis hiicre duvarindan saflastirdiklari
glikolipitleri kullanarak hazirladiklart ELISA testinin sensitivitesini, %91,3,
spesifitesini %97,8 olarak belirlemislerdir. Daha sonraki yillarda hiicre duvar
glikolipitlerini kullanarak yapilan c¢alismalarda elde edilen veriler birbiri ile
uyusmamaktadir. Ornegin Savage ve ark (1993), diachyltrenalose (DAT)
spesifitesini %98, sensitivitesini %11,45 belirlerken, Escamilla ve ark (1996),
spesifiteyi benzer ancak sensitiviteyi %86,7 olarak belirlemislerdir. Torgal-Garciave
ark (1988), fenol glikolipit, sensitivitesini %97,5, Ridell ve ark (1992), %60 olarak
rapor etmiglerdir. Dillon ve ark (2000), sigir tiiberkiilozunda antikor cevabi
belirlemek icgin, ELISA testinde mikobakterium 38 kDa antijeninin en iyi sonucu
verdigini (%85 sensitivite), ancak heniiz yeterli sensitiviteye sahip olmadigin

bildirmislerdir.

Ulkemizde ELISA ile tiibekiiloz tanis1 konusunda ilk calisma Aksu ve ark
(1998), tarafindan yapilmistir. Arastiricilar basilin hiicre duvart antijenini kullanarak
%92 sengitivite ve %93 spesifite belirlemislerdir. Kiran ve ark (1985), sonike edilmis
adsorbe antijen ile sensitiviteyi %88, spesifiteyi %94, Levy ve ark (1988),
sensitiviteyi %70, spesifiteyi %85,4 olarak bildirmislerdir.

84



Daniel ve ark (1985), aktif pulmoner tuberkilozlu insanlarda PPD-ELISA
testinin sengitivitesini %56, spesifitesini %83 olarak belirlerken, Jain ve ark (2003),
klinik olarak tiiberkiiler lenfadenopati belirlenen, 225 insanda lenf diiglimi
aspirasyonununda, M. tuberculosis sonike antijenlerine karsi tavsanda hazirlanan
poliklonal antikorlar ile kapli ELISA testin sensitivitesini %91,6, spesifitesini %85,7

olarak bildirmiglerdir.

Lilenbaum ve ark (1999), bovine PPD-ELISA testinin, sensitivitesini %86,7,
spesifitesini %90,6 olarak belirlerken, ayn1 ¢alismada deri testinin sensitivitesi

%87,7, spesifitesi %95,2 olarak rapor edilmistir.

Auer (1987), Placket ve ark (1989), Casillas ve ark (1995), ELISA’nin sigir
tiiberkiilozunun teshisinde uygun olmadigini, deri testine alternatif olamayacagini

bildirmislerdir.

Bu ¢alismada; 4 isletmede PPD B ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testi
uygulanan 448 serum oOrneginin. 160’1 (%35,71) PPD B ELISA pozitif, 288’1
(%64,2) negatif sonuc verirken, 158 (%35,2) serum M. bovis sonikasyon ELISA
pozitif, 290 (%64,7) serum negatif sonu¢ vermistir.

Isletme 1 ve 4te PPD B ELISA testinin ortalama sensitivites 9048,2,
spesifitess %55,2, M. bovis sonikasyon ELISA testinin ortalama sensitivites
%31,28, spesifitesi %44,5 olarak belirlenmistir (Cizelge 3. 1).

Sigir tiberkiilozunda, antikor cevabin enfeksiyonun kronik doéneminde
artmast (Vordermier ve ark 2004, Neill ve ark 2001) farkli donemlerde farkli
antijenik yapilarin 6n plana ¢ikmasi (Hanna ve ark 1992, Lyashchenko 1998, Gupta
ve Ram 2000, Ozereol 2003), cevresel mikobakteriumlar ve diger mikroorganizmalar
ile capraz reaksiyonlar (Dillon ve ark 2000, Kulshrestha 2005, Julian ve ark 2001)
nedeni ile bu ¢alismada ELISA testinin sensitivite ve spesifitesinin diisiik belirlendigi
santlmaktadir. Sigir tiiberkiilozunun ELISA ile yiksek sensitivite ve spesifite ile
teshisine iligkin veriler bulunmasina karsin, ayni antijenin kullanildigi ¢alismalar
arasinda uyumluluk bulunmamaktadir. Tiberkiiloz teshisinde yiiksek sensitivite ve
spesifite ile teshise yonelik veriler bulunmasina ragmen uluslararas: standart bir test

gelistirilememesi de diistindiiriictidiir.
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Bu c¢aligmada, PPD B ELISA testinin sensitivitesi ve spesifitesi, M. bovis
sonikasyon ELISA testine gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bu duruma
PPD’nin, konak¢ida antikor cevabi uyaran mikobakteriyel antijenleri M. bovis
sonikasyon iirlinlerine goére daha saf ve yogun olarak igermesinin neden oldugu

distiniilmektedir.

PPD B ELISA pozitif test sonuglarinin PPD deri testi, IFN-y testi, M. bovis
sonikasyon ELISA pozitif test sonuglar ile sirasi ile %42,3, %38,7, %64,7 oraninda,
M. bovis sonikasyon ELISA pozitif test sonuglarinin PPD deri testi ve IFN-y pozitif
test sonuglart ile %33, %34,4 oraninda uyumlu oldugu gozlendi (Cizelge 3. 3).

4. 6. Molekuler Metotlar
4.6.1. PZR

Siit, kan, idrar, burun mukusu, cevresel drnekler, lenf diigiimii biyopsileri,
postmortem doku ve organlardan M. bovis teshisinde PZR, kiltire gore zaman,
dogru teshis ve bulagma giivenilirligi yoniiyle avantaj saglamaktadir (Vitale ve ark
1998). Ancak klinik orneklerdeki PZR inhibitorleri ve DNA izolasyonundaki
yetersizlik metodun kullanimini sinirlamaktadir. PZR ¢ogunlukla kiiltiire edilen
bakterinin tiir diizeyinde identifikasyonunda kullanilmaktadir (Rua-Domenech ve ark
2006).

Mikobakteriumlarin tiir diizeyinde ayirimi biyokimyasal 6zelliklerine gore,
HPLC (High Performance Liquid Chromatography), tiir spesifik DNA problari ile
hibridizasyon ve molekiler metotlar ile gergeklestirilebilmektedir. Biyokimyasal
testlerin olduk¢a uzun siire almasi, HPLC maliyetli olusu ve deneyimli personel
ihtiyaci, DNA problari ile hibridizasyonun ¢ok sayida prob ile rastgele hibridizasyon
gerekliligi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Telenti ve ark 1993).

Liebana ve ark (1995), 49, M. bovis kiiltiir pozitif sigirdan 35’ine (%71,4),
kiltar negatif 32 sigirdan 2’sine (%6,25) ait doku oOrneklerinde M. tuberculosis
kompleks PZR ile etkeni gosterebilmislerdir. Vitale ve ark (1998), PPD pozitif
sigirlarda, siit Orneklerinde ve lenf diigiimii aspiratlarinda PZR, sensitivite ve

spesifitesini %100, burun sivap Orneklerinde sensitiviteyi %58, spesifiteyi %100
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olarak bildirmislerdir. Romero ve ark (1999), PPD deri testi negatif sigirlarin
%12’ sinde, kan, siit ve burun mukus 6rneklerinde, Cedeno ve ark (2005), 3t (%5),
PPD deri testi pozitif sonu¢ veren, 60 sigira ait burun mukus 6rneginin 39’unda
(%65) PZR ile M. bovis teshis etmislerdir. Solmaz ve ark (2009), PPD deri testi
uyguladiklart 210 siit ineginde, PPD pozitif 3 sigirin siit 6rneklerinde PZR ile
M. tuberculosis kompleks belirlemislerdir. Livingstone (2001), sigirlarda tiiberkiiloz
enfeksiyonunun antemortem teshisinde PZR metodunun sensitivitesini %65-90,
spesifitesini %98-99 rapor etmislerdir. Yardimer ve ark (2007), 36 lezyonlu lenf
diigiimii 6rneginin 9’unda (%25) PZR ile M. bovis DNA’sin1 amplifiye etmislerdir.

Milera ve ark (2002), PZR ile, mikobakterium kiiltiir negatif 102 sigira ait
parafinlanmis doku 6rneklerinin 58’inde (%56,8) M. tuberculosis kompleks, 41’ inde
(%40,19) M. avium (11'i M. avium subsp. paratuberculosis) teshis etmisler,
Cataloluk ve ark (2003), insan kaynakli, parafinlenmis 84 deri tiiberkiilozu 6rneginin
81’inde (%96,4) PZR pozitif sonug elde etmislerdir. Iralu ve ark (1993), M. avium
septisemili insanlarda, kan orneklerinde PZR sensitivitesini %80 belirlemislerdir.
Nolte ve ark (1993); M. tuberculosis kiiltiir pozitif 123 balgam 6rneginin 112’sinde
(%91), Rebello ve ark (2006), akciger tiiberkiilozlu hastalarin %41, akciger dist
tiiberkiiloz vakalarinin %36’sinda kan ve idrar 6rneklerinde PZR ile M. tuberculosis

teshis etmislerdir.

M. tuberculosis kompleks, M. tuberculosis, M. bovis subsp. bovis, M. bovis
subsp. caprae, M. bovis BCG, M. africanum (subtypes I, 11), M. microti, M. canetti
ve M. pinnipedii icermektedir. Bu grubun Uyeleri nikleotid seviyeleri ve 16SrRNA
gen sekansi1 yoninden %99,9 benzerdir. M. tuberculosis kompleks iiyelerini hizli bir
sekilde birbirinden ayirt etmek i¢in, 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 andlizi, 16S-23S rDNA internal transcribed spacer
gibi molekiiler metotlar gelistirilmistir. Spoligotyping metodu deneyimli personel ve
alt yap1 gerektirmekte, diger metotlar tiim tiirler arasinda ayirim yapamamaktadir

(Kasai ve ark 2000, Chimarave ark 2004).
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Hucre bdlinmesinde onemli rol oynayan DNA gyrase (topoisomerase)
enziminin B alt Unitesini kodlyan gyrB gen sekansi bir ¢ok mikobakterium tiirtinde
bulunmaktadir (Chimara ve ark 2004).

Chimara ve ark (2004), Kasai ve ark (2000), Nieman ve ark (2000),
Mycobacterium tuberculosis kompleks tirlerinde, gyrB gen sekansini kodlayan
1020 bp, primerleri kullanarak ve elde edilen PZR Urunlerinin restriksiyon
endonuclease analizi ile hizli, kolay, ucuz ve yiiksek dogrulukla bu grubun iiyelerini
birbirinde ayirt etmislerdir. gyrB-PCR, iki asamada gerceklestirilmektedir. Ilk
asamada 1020 bp kodlayan primerler ile PZR gerceklestirilmekte, ikinci asamada
1020 bp pozitift PZR drinlerinin Rsal ve Sacll enzimleri ile restriksiyon

endonuclease analizi ve agaroz jel elektroforezi yapilamaktadir.

Bu galismada, 135 ACLD, 135 PLD, 135 MLD, 18 TB ve bunlarin kiiltiirii
sonucu mycobacterium siipheli Ureme gosteren 117 izolat, M. bovis EMVKAE, M.
tuberculosis H 37 Rv ve M. avium ATCC 25291 referans suslarmin 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 izolati, M. bovis EMVKAE ve
M. tuberculosis H 37 Rv, referans suslart pozitif DNA bantlar1 verirken, M. avium
ATCC 25291 ile 1020 bp’de bant gézlenmemistir (Cizelge 3. 4).

Klinik 6rneklerde M. tuberculosis kompleks PZR (1020 bp) sensitivites
%90,5, spesifitesi %100 olarak belirlenmistir (Cizelge 3. 1). PZR bulgulan Vitale ve
ark (1998), Cataloluk ve ark (2003) ile uyumlu bulunmustur.

PZR metodunun, kiiltiire edilmis mikobakteriumlarin tiir diizeyinde
identifikasyonunda, klinik 6rneklerde kullanimina gore daha duyarl sonuglar verdigi
bildirilmektedir (Liebana ve ark 1995, Wards ve ark 1995, Amadori ve ark 2002b).
Bu caligmada, Lowenstein Jensen besiyerinde kiiltiire edilen mikobakterium siipheli

117 izolatin tamaminda M. tubercul osis kompleks PZR pozitif sonug elde edilmistir.

Bu ¢alismada, M. tuberculosis kompleks tirlerinde bulunan gyrB gen bolgesi
Uzerinde M. tuberculosis icin spesifik 734 bp fragmenti kodlayan MTUB-gyrB—756
ve MTUB-gyrB—1450-Cr primerleri ile M. tuberculosis H 37 Rv referans susuna
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uygulanan PZR ve PZR urunlerinin agaroz jel elektroforezinde tire 6zgl 734 bp
biiyiikliigiinde DNA bantlar1 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 tiire ayrilmaktadir (Mendenhall 2000, Mijs 2002).

M. avium kompleks seroaglutinasyon metodu ile 28 serovara ayrilmistir.
Serovar 1-6, 8-11 ve 21, M. avium, Serovar 7, 12 ve 20 M. intracellulare, Serovar
22-24, 26-28, M. intracelulare, M. scrofulaceum ve siniflandirilamayan

mikobakteriumlari icermektedir (Cardoso Leao ve ark 1999).

M. avium subsp. avium, M. avium subsp. sylvaticum; kanatlilarda tiiberkiiloz,
sigirlarda ve insanlarda lenf diigiimii (Picardeau 1996) ve akciger enfeksiyonlarina,
M. avium subsp. paratuberculosis; ruminanatlarda Johne's  disease
(paratUberkilozis), insanlarda Chron's disease (OIE 2008ab), M. intracellulare,
insanlarda, sigir, domuz ve kanathilarda (Hensyl 1994), M. avium subsp. hominisuis,
insan ve domuzlarda (Mijs 2002), M. genavense insan, kanatli ve kopek gibi
hayvanlarda (Mendenhall 2000) tiiberkiiloz benzeri enfeksiyonlara yol agmaktadir.
M. avium subsp. avium insanlarda firsat¢1 patojendir, &zellikle immiin Sistemi
baskilanmig ve AIDS’li insanlarda enfeksiyona sebep olmaktadir (Kunze ve ark
1992).

M. avium kompleks tiirlerinin birbirinden ayiriminda, 16S rRNA, internal
transcribed spacer (ITS), 16S-23S ribosomal DNA PZR, 16S rRNA problar1 (Gen-
Probe), RFLP (Restriction fragment length polymorphisms) gibi molektler metotlar

kullanilmustir.

Kunze ve ark (1991), M. avium kompleks tiirlerinin ayriminda ilk kez
insertion sekanslarmi (IS) kullanmiglardir. M. avium subsp. avium ic¢in 1S901,
M. avium susbsp. paratuberculosis icin 1S900, M. intracellulare icin 1S902
primerleri ile PZR uygulamiglardir. Pavlik ve ark (2000), 1S901 sekansinin patojen
M. avium serotip 1, 2 ve 3’te bulundugunu ve patojenite ile ilgili oldugunu

bildirmistir.
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Bu c¢alismada; ACLD, PLD, MLD ve TB o6rneklerinden M. avium subsp.
izole edilemedi. M. avium ATCC 25291 referans susuna, P1-1S901 ve P2-1S901
primerleri ile uygulanan PZR ve PZR UrUnlerinin agaroz jel elektroforezinde, tire
0zgul 1018 bp biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde edildi (Resim 3. 6).

4. 6. 2. Restriksiyon Endontiklease Analizi (REA)

Restriksiyon enzimleri (RE), ¢ok ozgiil olarak DNA’y1 belirli bolgelerden
keserek genellikle 1000-20000 baz ¢iftlik pargalar olusturan enzimlerdir (Persing
1993). DNA’nin bu enzimlerden bir veya birkaci ile kesime ugratildiktan sonra,
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan
DNA bantlarmin yeri ve sayisinin kiyaslanmasi ile elde edilen ¢esitlilige “Restriction
Endonikleaz Analizi (REA)” adi verilir. REA, dort temel adimda
gerceklestirilmektedir. Bunlar; DNA’nin izolasyonu, DNA’nin RE ile kesilmesi,
kesilen DNA’larinnin elektroforezi ve en son asamada ise jeldeki DNA pargalarinin

goruntilenmesidir (Vines ve ark 1992, Persing 1993).

Bu calismada, 117 saha izolat1 (18 PLD, 77 ACLD, 4 MLD ve 18 TB) ve 106
doku ornegine (18 PLD, 66 ACLD, 4 MLD, 18 TB) ait M. tuberculosis kompleks
PZR Urunleri, Rasl enzimi ile, M. bovis/M. bovis subsp. caprae olarak belirlendi.

Saha izolatlarina ait PZR friinlerinin; 93’0 (% 79,5), (16 PLD, 58 ACLD, 3
MLD, 16 TB), doku 6rneklerine ait 88'i (%83), (16 PLD, 53 ACLD, 3MLD, 16 TB)
Sacll enzimi ile, M. bovis (PZA direncli), saha izolatlarina ait 24’0 (% 20,5), (2 PLD,
19 ACLD, 1 MLD, 2 TB) ve doku érneklerine ait 18'i (%17), (2 PLD, 13 ACLD, 1
MLD, 2 TB) M. bovis ssp. caprae (PZA duyarli) olarak identifiye edildi (Cizelge 3.
5, Cizelge 3. 6).

M. caprae ilk olarak koyun ve kegilerden izole ve identifiye edilirken, daha
sonraevcil ve yabani sigirlarda, insanlarda atlarda, kedi, kopek ve domuzlardan izole
ve identifiye edilmistir (Lantos ve 2003). M. bovis, Aranaz ve ark (1999), teklifi ile,
M. bovis subsp. bovis (PZA direncli) ve M. bovis subsp. caprae (PZA duyarli) olarak

iki tlire ayrilmistir.
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Lantos ve ark (2003), Budapeste hayvanat bahcesinde 8 yasinda erkek Sibirya
kaplanindan aldiklar1 bronko alveoler lavaj 6rneginde M. bovis subsp. caprae izole
ve identifiye etmislerdir. Cvetnic ve ark (2006), ayn ¢iftlikte bulunan, 6 sigir ve 4
domuzun i¢ organlarindan izole ettikleri M. bovis suslarini, M. bovis subsp. caprae

olarak identifiye etmislerdir.

Prodinger ve ark (2002) ve Kubica ve ark (2003), M. bovis subsp. capra€e nin
Avrupa’da sigir tiiberkiilozunun en Onemli nedeni oldugunu, insanlardaki sigir
tiiberkiilozu olgularinda da 6nemli yeri oldugunu bildirmislerdir. Kubika ve ark
(2003), 1999-2001 yillar1 arasinda Almanya’da insanlarda tiiberkiiloz vakalarindan
izole ettikleri 137 M. bovis susunun 41°ini (%29,9) M. bovis subsp. caprae olarak

tiplendirimislerdir.

M. bovis subsp.bovis ve M. bovis subsp. caprae, yalnizca molekiiler metotlar
ile birbirinden ayirt edilebilmektedir (Cvetnic ve ark 2006).

Bu calismada; M. tuberculosis kompleks PZR pozitif saha izolatlarinin
%20,5’1, (19 sigira ait) doku oOrneklerinin %17°'s (19 sigira ait) PZR-REA ile
M. bovis subsp. caprae olarak identifiye edilmistir (Cizelge 3. 12).

Tuarkiye' de sigir ve insanlarda tiiberkiiloz vakalarinda, M. bovis subsp. capre
izolasyonu ileilgili yayinlanmis veri bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, tilkemizde ilk
kez sigir tiiberkiiloz vakalarinda M. bovis subsp. caprae izole ve identifiye

edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

1. Sigir tiiberkiillozunun antemortem teshisinde, IFN-y testinin (ksek
sensitivite ve spesifitesi ile tek basina kullanilabilecegi, ancak yiiksek kit maliyeti,
kan numunelerinin en ge¢ 8-12 saat icerisinde 20-22°C'de laboratuara
ulastirilmasinin gerekmesi, uygun laboratuar alt yapis1 ve tecriibeli personel ihtiyaci

gibi nedenlerle rutin kullanimininin sinirl oldugu,

2.  PPD deri testinin diisilk sensitivitesine ragmen saha sartlarinda
uygulanabilmesi ve diisiik maliyeti nedeni ile sigir tiiberkiillozunun a ntemortem

teshisinde alternatifsiz oldugu,

3. PPD ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin oldukca ucuz
olmalarina ragmen, diisiik sensitivite ve spesifiteleri ile sigir tiiberkiilozunun
antemortem teshisine, uygun olmadig1 ancak diger testler ile negatif sonu¢ alinan

sigirlarin tekrar test edilmesinde kullanilabilecegi,

4.  Postmortem teshiste kiiltiir en giivenilir metot olmakla birlikte etkenin
inkiibasyon siiresinin oldukc¢a uzun siire almasi, diger mikroorganizmalar 6zellikle
mantarlar ile kontaminasyon, cevre ve personele bulagma riski nedeni ile uygun

olmadigi,

5.  Postmortem klinik ¢rneklerde PZR ve bakteriyoskopinin yiksek
sensitivite ve spesifiteleri ile kiiltiire alternatif olabilecegi, antemortem teshiste diger
metodlar ile negatif sonug¢ alinan sigirlarda burun mukusu ve siit 6rneklerinde etkenin
ortaya konulmasinda faydali olabilecegi, bu yondeki calismalarin arttirilmasi

gerektigi,

6. REA metodunun M. tuberculosis kompleks Uyelerinin tir dizeyinde
identifikasyonunda basarili oldugu,

7. Sigir tiiberkUlozunda, M. bovis subsp. bovis disinda, M. bovis subsp.
capra€e ninde etken oldugu belirlendi.

Sonug olarak, 5 siit sigircilign isletmesinde, 3 farkli antemortem teshis metodu
ile test edilen sigirlarlarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun siirii prevalansi %100, sUrQ igi

prevalans ise PPD deri testine gore %21,8, IFN-y testine @re %20,5, PPD ELISA
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testine gore %35,7, M. bovis sonikasyon ELISA testine gore %35,2 olarak belirlendi.
Tiirkiye’de, sigir tiiberkiilozunda ilk defa etken olarak M. bovis subsp. caprae izole
ve identifiye edildi. Antemortem teshiste kullanilan metotlarin, tek baslarina yeterli
olmadigi, farkli metotlar ile elde edilen sonuglarin kombine edilmesi gerektigi,
Mikobakteriumlarin zoonoz olmasi ve resmi verilerin aksine sigir tiiberkiiloz
prevalansinin oldukga yiiksek olmas1 (%21,8-%35,7) nedeni ile insan tuberkllozu ile
miicadele ve sigir tiiberkiilozundan kaynaklanan ekonomik kayiplari azaltabilmek
icin eradikasyon calismalarina daha fazla O6nem verilmesi, insan tiiberkiiloz
vakalarinda M. bovis at tirlerinin izolasyon ve identifikasyonunun g6z ardi

edilmemesi gerektigi kanaatine varildi.
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Bu c¢aligmada mikobakterium kiiltiir sonuglari altin standart kabul edilerek sigir
tiilberkiilozunun antemortem ve postmortem teshisinde ideal metot belirlenmeye calisildi. Konya (2),
Corum (2) ve Aksaray’da (1) bulunan 5 farkl giftlikteki, 772 adet siit inegine PPD B (Bovine) ve PPD
A (Avian) deri testi uygulandi. PPD deri testi uygulanan sigirlarin 448’inden otuz giin sonra kan
Ornekleri alinarak BOVIGAM (IFN-y) ve PPD B ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA testleri
uygulandi. PPD ve IFN-y pozitif test songlarina Segilen 135 sigirin kesimleri yaptirilarak, akciger
(ACLD), preskapular (PLD), mezenteriyel (MLD) lenf diigiimleri ve tiiberkiil (TB) 6rnekleri alindi.
Postmortem doku 6rneklerinin Ziehl Neelsen boyama metodu ile bakteriyoskopik muayeneleri,
Lowenstein Jensen besiyerinde kiltirleri ve M. tuberculosis kompleks PZR analizleri yapildi.
Lowenstein Jensen besiyerinde mikobakterium siipheli Ureme gosteren kolonilerin bakteriyoskopik
incelemeleri ve M. tuberculosis kompleks PZR analizleri gergeklestirildi. M. tuberculosis kompleks
PZR pozitif sonug elde edilen DNA Urinlerinin tiir diizeyinde identifikasyonlari igin, Sacll ve Rsal,
enzimleri ile Restriksiyon Endonuklease Analizleri (REA) yapildi.

Postmortem klinik érneklerde bakteriyoskopinin sensitivitesi %682,5, spesifites %100 olarak
belirlendi, 77 sigira ait 99 lenf diigiimii ve 18 tUberkilden etken izole edildi.

PPD deri testi uygulanan 772 sigirin 169’unda (%21,8) PPD B pozitif olarak belirlendi,
metodun sensitivites %69,8, spesifitesi %98 tespit edildi.

Kan ornekleri alinan, 448 sigirin 92’sinde (%205) IFN-y testi, 160inda (%35,7) PPD B
ELISA testi, 158'inde (%35,2) M. bovis sonikasyon ELISA testi ile pozitif sonuc elde edildi. IFN-y
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testi, PPD B ELISA ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin sensitiviteleri sirasiyla, %91,5, %482,
%31,28 ve spesifiteleri %93,4, %55,2, %44,5 olarak hesaplandi.

425 postmortem doku 6rneginin ve Lowenstein Jensen besiyerinde tireyen mikobakterium
stipheli 117 izolatin M. tuberculosis kompleks PZR analizinde, 66 sigira ait 88 lenf diigiimii, 18
tiiberkiil 6rnegi ve izolatlarin tamamina ait DNA 6rnekleri M. tuberculosis kompleks olarak belirlendi.
PZR Urdnlerinin REA sonucunda saha izolatlarindan 93’1 (58 sigirdan izole edilen) M. bovis, 24’ (19
sigirdan izole edildi) M. bovis subsp. caprae, doku 6rneklerine ait PZR iiriinlerinin 88’1 (47 sigira ait)
M. bovis, 18'i (19 hayvana ait) M. bovis subsp. caprae olarak identifiye edildi. Postmortem klinik
orneklerde M. tuberculosis kompleks PZR metodunun sensitivitesi %90,5, spesifites %100 olarak
tespit edildi.

Sonug olarak, 5 isletmede 3 farkli antemortem teshis metodu ile sigir tiberkiilozunun siirii
prevalansinin %100, siirii i¢i prevalansin PPD deri testi, IFN-y testi, PPD BELISA ve M .bovis
sonikasyon ELISA testlerine gore sirast ile %21,8, %20,5, %35,7 ve %35,2 oldugu belirlendi. Sigir
tiiberkiilozunun antemortem teshisinde IFN-y testinin tek she kullanilabilecegi ancak saha
taramalarinda kullaniminin sinirli oldugu, PPD deri testinin diisiik sensitivitesine ragmen alternatifsiz
oldugu, PPD B ve M. bovis sonikasyon ELISA testlerinin uygun olmadigi sonucuna varildi.
Postmortem teshiste, M. tuberculosis kompleks PZR metodunun kuiltire alternatif olarak
kullanilabilecegi, mikobakteriumlarin tir diizeyinde identifikasyonda REA metodunun uygun oldugu,

sigir tiiberkiilozunda M. bovis diginda, M. bovis subsp. caprae’ninde etken oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Sozcikler: TUberklloz; PPD; IFN-y; 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 Corum (2). Blood samples were collected
from PPD tuberculins administered 448 cattle after 30 days, and samples were analyzed by
BOVIGAM (IFN-y), PPD B ELISA, M. bovis sonikasyon ELISA tests. 135 cattle were slaughtered
according to positive observed results of PPD tuberculin and IFN-y 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 Sacll and Rsall 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-y 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-y, PPD B ELISA and M. bovis
sonication ELISA tests, respectively. IFN-y 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 itslow
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-y; ELISA; M. bovis; M. bovis subsp. caprae
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9. EKLER

Resim 9. 1. PPD deri testi i¢in derinin tras edilmesi.
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Resim 9. 3. A. B. Deri kalinliginin kumpas ile 6l¢iilmesi.
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Resim 9. 4. PPD’ nin deri i¢i enjeksiyonu.
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Resim 9. 5. PPD enjeksiyonundan sonra deride sekillenen sislik.
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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-y test kiti (BOVIGAM).

Resim 9. 9. IFN-y testi icin 24 g6zl U hiicre kultur pleytinde kan kaltard.
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Resim 9. 10. IFN-y testi sandwich ELISA.

N: Negatif kontrol (Nil antijen, PBS), B: PPD B, A: PPD A

Resim 9. 11. PPD B ELISA antijen titrasyonu.
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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 esik deger.

A-B-C-D; PPD-B, E-F-G-H: M. bovis sonikasyon uruni ile kapli cukurlar,
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 uygulanisi.

(+) K; Pozitif kontrol, (-) K; Negatif kontrol, BInk: Blank

Resim 9. 17. M. bovis sonikasyon ELISA testinin uygulanis.

(+) K; Pozitif kontrol, (-) K; Negatif kontrol, BInk: Blank
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Resim 9. 18. A. B. Akciger yiizeyinde tiiberkiiller.
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Resim 9. 19. Kostalarin i¢ ytzeyinde tiberkller.

Resim 9. 20. Generalize tuberkiloz.
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Resim 9. 21. A. B. C. Akciger lenf diigimlerinin kesit yiizeyinde tiiberkiiller.
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Resim 9. 22. Rumen ve barsaklar ytizeyinde tiberkiller.
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