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ONSOZ

Cok genis konakg1 yelpazesine sahip, enfeksiy6z ve zoonoz bir hastalik olan
Sigir Tiberkiilozu, diinyanin bilinen en eski hastaliklardan biridir. Sigir
Paratiiberkiilozu, diinyanin bir¢cok bolgesinde endemik olarak goriilen, hayvancilik ve
ilgili endiistrilerde Onemli ekonomik kayiplara neden olan, kronik ilerleyici
graniilomat6z bir enteritis ile karakterize, olduk¢a bulasici bir hastaliktir. Her iki
enfeksiyonda dogru, hizli ve giivenilir tan1 metotlari kullanilmasi bulasin 6nlenmesi

ve enfeksiyonun yayiliminin engellenmesi bakimidan énemlidir.

Tirkiye’de Sigir Tiiberkiilozu ve Paratiiberkiiloz enfeksiyonlart ile ilgili
bilimsel calismalar ve vaka bildirimleri yapilmasina ragmen, her iki hastaligin
insidans1 ve prevalansi konusunda yeterli sayida giincel arastirma ve kapsamli bilgi
siirlt sayidadir. Bu ¢alismada Tiiberkiiloz siipheli siit sigir1 isletmelerinde bulunan
hayvanlara, Sigir Tiiberkiilozunun antemortem tani ve ayriminda kullanilan tiiberkiilin
deri testleri (PPD bovine ve avian) sonuglarindan yola ¢ikilarak, Paratiiberkiiloz
enfeksiyonu teshisi koymak i¢in serolojik olarak incelendi ve fekal bakteriyoskopi
yapildi. Ayrica Tiirkiye’de endemik olarak goriilen Sigir Tiiberkiiloz hastaliginin
antemortem tani yontemleri karsilastirtlip, gama interferon testinin sensitivite ve
spesifite  degerleri belirlenerek Sigir Tiberkiiloz hastaliginin  eradikasyon

caligmalarina katki saglayacak verilerin elde edilmesi amaglandi.
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1. GIRIS

1.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler, aside direngli, uzun veya kisa ¢omakciklar halinde, 1,0-10 um
boyunda, 0,3-0,6 um eninde, Gram pozitif, hafifce egri veya diiz comak seklinde,
hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, hiicre i¢i, kapsiilsiiz, fakiiltatif aerop 6zellik tasirlar
(Arda ve ark., 1992; Coros ve ark., 2008) . Mikobakteriler besi yerlerinde genellikle
cok yavas trerler ve basiller boliinme 18-24 saat arasinda bir gergeklesir ve 10-15
giin icinde makroskopik olarak tespit edilebilir hale gelir, suslar; sari, pembe veya
oranj renginde pigment olusturur ve burusuk, diizensiz koloniler halinde goriiniirler.
Mikobakterilerin optimum sartlarda tiremesi i¢in pH 5-6 araliginda olmasi, % 5-10
CO:2 igerikli ortamin bulunmasi ve 1sinin 37°C’de olmasi gereklidir (Arda ve ark.,
1992; Costa ve ark., 2014). Mikobakterilerin hiicre duvarlarinda kapsiil yoktur ancak
hiicre duvarinda ¢ok fazla lipid bilesikleri barindirir. Bu yap1 bakteriyi, cevresel
sartlarina karst dayaniklilign sagladigi gibi, bakterinin karakteristik boyanma
Ozelligine sahip olmasini saglar. Mikobakteriler, genomlarinda yiiksek oranda GC
(Guanin- Sitozin) bazlar1 barindirmaktadir. Genomlarinda bulunan yiiksek miktardaki
GC (%62-%70) orani ile ve hiicre duvarinda arabinoz, galaktoz ve amino asitlerden de
alanin, glutamik asit ve DL-diaminopimelik asit tiretmesi nedeniyle diger mikolik asit
iireten; Nokardia, Rodokok ve Korinebakterilere benzemektedirler. Mikobakteriler,
hiicre duvarlarinda yiiksek oranda mikolik asit barindirmasi sebebiyle asidik ortama
duyarsiz olan ve aside direng gosteren asido-rezistans (ARB) bakteriler denilmektedir.
Bu bakterilerin hiicre duvar yapisinda bulunan mikolik asit, peptidoglikan ve
arabinomannanin meydana getirdigi tabaka ARB olmasini saglamaktadir. Olusan bu
tabaka ile anilin boyasinin (karbol fuksin gibi) olusturdugu bag sayesinde bakteri asit
ve alkolle dekolere edildiginde boya kendini birakmaz. Ziehl-Neelsen boyama
yontemi 0Ozel bir asid fast boyama yontemi olmasi sebebiyle bu 06zelligi ortaya
¢ikarmaktadir. Mikobakteriler, Gram boya ile zor boyanmalarina karsin Gram pozitif
bakteri olarak degerlendirilmektedir ancak bu tiir bir smniflandirman iginde

bulunmazlar (Arda ve ark., 1992; Borrell ve Gagneux, 2009).



Mikobakteriler; polisakkarit (karbonhidrat), protein ve Ozellikle lipit (yag)
tabakasindan olusan kompleks ve essiz hiicre duvarina sahiptir. Bu bilesimler giicli
ve biiyiik bir direng olusturur béylece mikobakterilerin hiicre i¢i saldirilara karsi ve

konakg1 disinda canli kalma sansini artirir (Lulu ve Hussen, 2022).

Mikobakteriler, bir¢cok antimikrobiyallara, dezenfektanlara, kimyasallara ve
kuru ortama diren¢ gostermektedir. Formalin (%3), fenol (%2), sodyum hidroksit
(NaOH) (%5) ve krezol (%1) i¢inde bakteri 4 saate kadar ve 3 ay balgamda, 2-6 ay
merada, toprakta ve giibrede canli kalabilmektedirler. Kuru ortama direnglidir.
Kurumus insan balgaminda aylarca infeksiyoz yetenegini korurlar. Laboratuvar
kosullarinda 6 ay siire ile canliligim1 koruyabilmektedir. Pastorizasyon sicakliginda
cogunlukla bakteriler Olmektedirler. Fenolik dezenfektanlara karsi  ¢ok
dayaniksizdirlar. Direkt giines 1sinlar1 ve ultraviolet 1sinlari kisa siirede 61diirmektedir.

(Akay, 1997; Arda ve ark., 1992; Ayele ve ark., 2004; Yardimci, 2006 ).

Patojen mikobakteriler, insanlarda ve hayvanlarda hastalik olusturmaktadir ve
bu mikobakteriler ikiye ayrilmaktadir; Mycobacterium tuberculosis kompleks
(MTBC) ve Mycobacterium avium-intracellulare kompleks. MTBC tiirleri arasinda
enfeksiyona sebep olan; Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium africanum
insanlarda, Mycobacterium bovis ve  Mycobacterium caprae ruminantlarda,
Mycobacterium canettii insanlarda, M ycobacterium pinnipedii deniz memelileri,
Mycobacterium microti kemirgen ve insanlarda enfeksiyon yaparken, son zamanlarda
yapilan molekiiler calismalarla MTBC’nin 11 farkli mikobakteri tiiriinden olustugu
bildirilmistir. Mikobakterilerin yilizden fazla tiiriiniin oldugu ve bagisiklik sistemi
zayiflamis hastalarda birka¢ atipik mikobakterinin hastalarda Tiiberkiiloz disi
enfeksiyonlara sebep olabilecegi bildirilmistir ancak mikobakteri tiiriilerinin ¢ogu
insanda hastalik olusturmamaktadir. Ayrica Mycobacterium bovis BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) insanlarda as1 etkenidir (Angela ve ark., 2006; Cousins ve ark.,
2003; Gagneux, 2012; Thoen ve ark., 2014). Mycobacterium tuberculosis kompleks
tirleri % 95-100 degerinde DNA benzerligi gostermektedir (Kubica ve ark., 2003).
Mycobacterium avium ve Mycobacterium intracellulare tiirleri ise; Mycobacterium

avium-intracellulare kompleksi olusmaktadir. Mycobacterium avium spp. avium,



Mycobacterium avium spp. paratuberculosis ve Mycobacterium avium spp.
Sylvaticum; Mycobacterium avium’un alt tiirleridir. Mycobacterium avium spp.
avium, Mycobacterium avium spp. sylvaticum; sigirlarda ve insanlarda lenf nodiilii
enfeksiyonunu, kanatlilarda Tiiberkiiloz enfeksiyonunu, Mycobacterium avium spp.
paratuberculosis; ruminantlarda kronik graniilamatdz enteritis ile karakterize; Johne’s
Disease (Paratiiberkiiloz), insanlarda Crohn hastaligina sebep olmaktadir (Sayin,
2010).

1.2. Sigir Tiiberkiiloz Enfeksiyonu

Memeli Tiberkiilozu MTBC iiyelerinin sebep oldugu insan ve hayvanlarda
goriilen kronik bakteriyel bir hastaliktir. Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae
ve Mycobacterium tuberculosis kompleks i¢inde yer alan 6nemli tiirlerdir. Bu hastalik
diinya c¢apinda bir dagilim gdstermektedir ve sadece birkac¢ iilke Tiiberkiiloz
enfeksiyonundan ari oldugu varsayilmaktadir. Ozellikle sigirlarda, evcil hayvanlarda
ve bazi yabani hayvanlarda bu enfeksiyoz hastalik ¢ok fazla goriilmektedir. Bu
enfeksiyonun hayvanlardan insanlara bulagsmasi sonucu, ortaya c¢ikan “Zoonotik
Tiiberkiiloz” bir halk sagligi problemini olusturmaktadir (OIE, 2022). Hastaligin
zoonotik dogasi, insan saglig1 iizerinde diinya ¢apinda ciddi bir etkiye sahiptir. Ayrica,
bu tiir hastaliklarin neden oldugu 6nemli ekonomik maliyetlerin yanisira 6zellikle
gelismekte olan {ilkelerde gercek hastalik prevalansinin kesin olarak tahmin

edilememesi, daha etkin tespit ve kontrol 6nlemlerini gerekli kilmaktadir (Hashem ve
ark., 2022).

Tiiberkiiloz hastaligi, insanlik tarthinde c¢ok eski bir hastalik oldugu
bilinmektedir. Hastaliga neden olan etkenler ve etkenin bulundugu konaktaki yangi
hiicreleri tarafindan beyaz-sar1 renkli, kalsifiye graniilomlarin olugmasi ile tiiberkiil
ad1 verilen lezyonlarin ortaya ¢ikmasi ile 6zgii kronik seyirli bir hastaliktir. Etkenin
mononiikleer hiicrelere infiltrasyon yapmasi ile graniilamat6z Tiiberkiiloz lezyonlari
ortaya ¢ikmaktadir ve etken bu olusan graniilom yapilarinda bulunmakta ve canli

kalabilmektedir. Sigirlarda tiiberkiiller; bas ve gogiis kisminda bulunan lenf



nodiillerinde, akcigerde , karacigerde , dalakda ve viicutta bulunan bosluklarin yiizey
kisminda, bazen disi {ireme organinda meydana gelmektedir. Tiiberkiiloz
enfeksiyonun generalize formunda, ¢ok miktarda viicut basluklar1 ve organlarin yiizey
kisminda  kiigiik graniilomlar bulunur ve kismen bagirsak ya da mezenteryum
bolgelerinde bulunmaktadir (Pollock ve ark., 2001; Saym, 2010). Sigir Tiiberkiiloz
enfeksiyonu genellikle subklinik seyreder, klinik bulgular ortaya ¢iktigt zaman
hastaliga 6zgii klinik septomlar olmadigi i¢in diger hastaliklardan ayirt edilmesi
giictiir. Klinik bulgular; halsizlik, istahsizlik, asir1 zayiflik, solunum giicliigii, 6zellikle
hastaligin ilerlemis donemlerinde lenf nodiillerinin biiylimesi ve Oksiiriik seklinde

ortaya ¢ikabilir (OIE, 2022).

M. bovis, zoonoz bir mikroganizmadir ve bu etken IIl. risk grup
mikroorganizmalar arasinda bulundugu OIE (Diinya Hayvan Saghg Orgiitii) tarafinda
bildirilmistir (OIE, 2018). M. bovis sebep oldugu Sigir Tiiberkiilozu (bTB), sigir,
manda, koyun, keci, porsuk, domuz, geyik, Avustralya-Amerika keseli sigan1 gibi
birgok evcil ve yabani hayvanlarda ve insanlarda goriilen Kkronik enfeksiy6z bir
hastaliktir. M. bovis, o6zellikle 151k gérmeyen nemli ortamlarin oldugu gevre
sartlarinda, 4-8 hafta boyunca 12-24 °C’de % 80 oraninda canliligin1 koruyabilmekte,
enfekte olmus isletmelerin bulundugu topraktan ve gevreden etkenin izolasyonu
yapilabilmektedir (Menzies ve Neill, 2000; O’Hagan ve ark., 2016 ).

Orta ve giliney Avrupa iilkelerinde bTB enfeksiyonuna sebep olan baslica
etkenler M. bovis ve M. caprae’dir (Eisenberg ve ark., 2016). Sadece molekiiler
metotlarla M. bovis ve M. caprae’nin birbirinden ayirimi yapilmaktadir. M. bovis spp.
caprae etkenini Tirkiye’de ilk kez izole ve identifiye edildigi bildirilmistir (Sayn,
2010). Ortaya g¢ikan veriler, bulasmanin sikligin1 veya yoniinii ¢ikarmak ¢ok zor
olmasma ragmen molekiiler tiplendirmeyle ayni cografi bolgedeki sigirlar ve
porsuklarin genellikle ayni suslarla enfekte oldugunu gostermektedir (Brooks-Pollock

ve Wood, 2015).



1.2.1. Epidemiyoloji

Enfekte olmus sigirlar etkeni; sperma, diski idrar, siit, solunum ve vaginal
sekresyonlarla sagabilmektedir. Enfeksiyonun bulasinda en etkin rol basilini igeren
damlaciklarin solunum yolu ile alinmasidir (Chambers ve ark., 2001). Hayvanlar
birbirleriyle i¢ ice bulunmasi enfektif aerosollarin bulasmasina olanak saglarken,
enfektif dozuda yiiksek olur. Sigirlarin ¢evresel kontaminasyonu diisiik dozda oldugu
i¢in enfekte olmasi gozardi edilebilir. Yapilan bir ¢alismada, oral bulasmada en az 107
basile ihtiya¢ duyulmasina karsin, 1 basil igeren aerosoliin 47 aylik buzagilar1 enfekte
ettigi ortaya ¢ikmistir (Humblet ve ark., 2009). Sigir akcigerini enfekte etmek i¢in bir
damlacik iginde taginan tek 1 basil yeterli olmaktadir. Buzagilar haricinde sindirim
yolu ile bulasin 6nemi yoktur. Bulagma; kongenital, deri ve genital yollarla da
olabilmektedir. Sigirlardan, bit ve pireler araciligi ile kedi ve kopeklere deriden
bulagmalar olabilmektedir (Cousins, 2001; Menzies ve Neill, 2000). Bazi durumlarda,
sigir TB'si nesli tiikenmekte olan tiirler i¢in ciddi bir tehdit olabilir. Sigirlar, bTB’nin
ana rezervuaridir ve diinya capindaki eradikasyon programlari 6ncelikle bu evcil

tiirlere odaklanir (Mohamed, 2020).

Bir canlhida Tiiberkiiloz enfeksiyonunun baglamasi i¢in {i¢ onemli faktoriin
etkisine baglhidir. Bunlar; bakterinin viriilensi, konak¢inin sahip oldugu dogal
bagisikligin giici ve enfektif bakterinin dozudur. Bu ii¢ faktoriin birlikte etkisi ile
Tiiberkiiloz basilleri alveoller makrofajlar tarafindan oldiriiliir ise enfeksiyon
olusmamaktadir ancak etken makrofajlarin i¢inde iiredikten sonra makrofaj inaktive

olur ve enfeksiyon baslar (Sayin, 2010).

Insanlarda Sigir Tiiberkiilozu, hayvanlardaki hastalik yiikii ve hayvanlar ile
insanlar arasindaki bulagma riskleri ele alinmadan anlagilamaz. Hastaligin birincil
bulasma sekli, tiire gore ve iilkelerdeki hayvancilik uygulamalarina bagli olarak
degismektedir. Pastorize edilmemis siit tiiketimi, insanlar igin M. bovis’in en 6nemli
bulas kaynagidir. Hasta hayvanlarla direkt temas edilmesi ve hasta hayvanlarin
infeksiyoz aerosolleri solunum ile ortaya vermesi sonucu insanlarin bu aerosolleri

inhale etmesiyle bulas gdzlenmektedir. Hasta olan sigirlar tim viicut sivilari ile etkeni



bulastirabilirler. Pastorize edilmemis siit triinleri tiikketen veya M. bovis iceren az
pismis et tirlinlerini tiiketen bireylerin yani sira enfekte sigirlarla yakin etkilesime giren
kisilerde de Zoonotik Tiiberkiiloza yakalanma riski daha yiiksektir (Cadmus ve ark.,
2019; Oruene ve Ndukwe, 2020).

Insanlarda Tiiberkiiloz (TB) enfeksiyonuna sebep olan M. bovis ve M.
tuberculosis klinik olarak birbirinden ayirt edilememektedir. Bu ylizden M. bovis’in
insidanst bilinmemekte ve hastalikla miicadele edilememektedir. M. bovis’in bazi
suslarinda c¢oklu antibiyotik direncinin ortaya c¢ikmasi, immun yetmezligi olan
bireylerde izole edilmesi ve Human Immunodeficiency Viriisii (HIV) ile ko-enfeksiyon
olusturmasi sebebi ile dikkate alinmasi ve uygun tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir (Aslan ve ark., 2009). M. tuberculosis’in aksine, M. bovis gelismekte
olan iilkelerde ¢ok fazla zoonoz 6zellige sahip bakteri oldugu ve insanlarda dahil
olmak iizere alisilmadik derecede genis bir konake1 araligini icerdigi, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmistir. Ayrica M. bovis BCG asisinin atas1 olup, tek
lisanl agidir ve ¢ocuklarda Tiiberkiilozun yayilmasina karsi korumada altin standarttir

(Lulu ve Hussen, 2022).

Tiim diinyada, Tuberkiiloza kars1 tedavi ve kontrol 6nlemleri alindigi halde
bulasic1 ve oliimciil olmaya devam etmektedir. Her yil diinyada yaklasik ti¢ milyon
kisi Tiberkiilozdan hayatin1 kaybetmektedir. Hastalik, solunum yolu ile bulagsmasi
nedeniyle toplumda her ti¢ kisiden birinin Tiiberkiiloz etkenleri ile enfekte oldugu
bilinmektedir (Karadeli, 2016). Sigir Tiiberkiiloz enfeksiyonunun insanlardaki etkisi
konusunda kiiresel farkindalik, HIV-AIDS’in yayilmasiyla artmistir. HIV-AIDS
hastalarinda Sigir Tiiberkiilozu goriilme siklig1 daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu
farkindaliga ragmen Sigir Tiiberkiillozunun insanlarda goriilen Tiiberkiiloz
enfeksiyonuna kiiresel olarak ne oranda katki yaptig1 tam olarak bilinmemektedir ve
yeni aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Thoen ve ark., 2014). Sigir Tiiberkiilozu
diinya capinda ihmal edilen sekiz zoonoz hastaliktan biri olarak tanimlanmis ve daha ¢ok
dikkate ihtiyag duyuldugu goriilmektedir (Ahir ve ark., 2016). Diinya ¢apinda her yil
milyonlarca insan Tiberkiiloz enfeksiyonuna yakalandigi ve enfeksiyoz hastalik

kaynakl1 6liimler arasinda ilk 10 6liim sebeplerinden biri oldugu bildirlmistir (WHO,



FAO, OIE, THE UNION, 2017; WHO, 2018). 2020 yilinda 10,1 milyon insan
Tiiberkiiloz ile enfekte oldugu, 2021 yilinda ise, % 4,5 artisla TB enfeksiyonuna
yakalanan 10,6 milyon insan oldugu ve 1,4 milyon insanin oldiigi tahmin
edilmektedir. Ayrica TB etkenine kars1 ilag direncinin 2020 ve 2021 yillarinda arttig
gbzlenmistir, 2021 yilinda 450 000 yeni TB vakasinda rifampisine karsi ilag direnci
gelistigi ortaya ¢ikmistir (WHO, 2022).

Ulkemizde, Sigir Tiiberkiilozu ile miicadele Tarim ve Orman Bakanlig1 (TOB)
tarafindan Resmi Gazete’de yayinlanan 02.04.2009 tarih ve 27188 sayili “Sigir
Bovine Tiiberkiilozu Yonetmeligi” ve “Hayvan Hastaliklar1 ile Miicadele ve Hayvan
Hareketleri Kontrolii Genelgesi” (her y1l yenilenir)’ne gore yiriitiilmektedir (Resmi
Gazete, 2009; TOB Genelge, 2022). 2022 yilinda yayinlanan bu genelgeye gore,
kesimhanelerde kesim sirasinda Kkarkaslarda makroskopik olarak Tiiberkiiloz
lezyonlar tespit edilen hayvanlarin ait oldugu isletmeler belirlenerek, isletmelerden
sorumlu il/flge Tarim ve Orman Miidiirliigiine hastalik tespitinin bildirimi yaplir.
Tiiberkiiloz pozitif olarak belirlenen hayvanlarin bulundugu isletmeler orjin isletme
olarak kabul edilir ve bu igletmelerde bulunan tiim sigirlara tiiberkiilin deri testi
yapilir. Tiiberkiiloz enfeksiyonu ¢ikan isletmelere kordon uygulanir ve bu kordon
stiresi; enfekte oldugu tespit edilen isletmelere 2 ay ara ile tiiberkiilin deri testi yapilir

ve enfekte isletmelerde bulunan tiim sigirlar son iki testte negatif sonu¢ vermisse

kordon kaldirilir (TOB Genelge, 2022).

Tiirkiye’de  Sigir Tiiberkiilozu konusunda bilimsel c¢alismalar ve vaka
bildirimleri yapilmasina ragmen bTB’nin insidansi ve prevalansi konusunda yeterli
sayida giincel arastirma ve kapsamli bilgi sinirli sayidadir (Altun, 2023). Diinya
Hayvan Sagligi Bilgi Sistemi (OIE-WAHIS)’indeki raporlara bakilarak Tirkiye’de
2019-2022 yillar1 arasina goriilen Sigir Tiiberkiilozu mihrak sayilar1 grafigi Sekil
1.1°de gosterildi.
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Sekil 1. 1. 2019-2022 yillar1 arasindaki Sigir Tiiberkiilozu mihrak sayilari (OIE-WAHIS,
2022).

OIE-WAHIS raporlarina gore Cizelge 1.1’de son dort yilda Tiirkiye’de Sigir
Tiiberkiilozu enfeksiyonu tesbit edilen mihraklardaki duyarli hayvan sayzsi, tiiberkiilin
deri testi sonucu bTB pozitif hayvan sayisi, 6len hayvan sayisi, tamamen itlaf edilen

hayvan sayist ve mezbahanede sartli kesim yapilan hayvan sayist sunuldu.

Cizelge 1. 1. Sigir Tiiberkiilozu enfeksiyonu tesbit edilen mihraklardaki hayvan sayisi (OIE-
WAMHIS, 2022).

Tamamen Mezbahanede
itlaf edilen sarth kesim

Tiiberkiilin deri

testi sonucu bTB Do

Mihraklardaki

SlaE duyarh hayvan pozitif hayvan TARET hayvan yapilan hayvan
sayisi sayisi

sayisli sayisl sayisi

2019 174276 16767 16 3211 13540

2020 145900 19741 15 4540 14916

2021 134965 18579 21 4200 14357
2022

(1k alt: 62485 8217 1 1691 6515
E\))




1.2.2. Tam

Sigir Tiberkiilozunun hizli tanis1 erken epidemiyolojik ve terapotik girisimlere
izin verdigi i¢in diinya ¢apinda hastaligin kontrolii i¢in temel taslardan biri olarak
kabul edilir (Zahran ve ark., 2014). Giivenilir tan1 metodlar1 etkili bir hastalik kontrolii
veya eradikasyon planinin 6nemli bir pargasidir. Giiniimiizde bTB’nin tanisinda direkt
mikroskopi, kiiltiir, histopatoloji, Tiberkiilin Deri Testi (TDT), Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR), Gama-Interferon (IFN-y), Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Fluoresan Antikor Teknigi (FAT), Komplement Fikzasyon Testi (KFT),
Radio-Immuno Testi (RIA), Lenfosit Proliferasyon Testi (LPA), Restriction
Endoniikleaz Analizi, Dot-Blot, Kromotografi, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Faj tiplendirme, Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
- Variable Number Tandem Repeat (MIRU-VNTR) ve Spoligotiplendirme gibi testler
kullanilmaktadir (Cakir, 2021). Hastaligin teshisi esas olarak, enfeksiyon sonrasi
gelisen hiicresel immun yaniti 6lgen testlere, kiiltiir bazli bakteriyolojik incelemeye ve
molekiiler bazli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemlerine baglidir (Smith ve
ark., 2021; Thomas ve ark., 2021).

Klinik ve postmortem lezyonlarda MTBC tiirlerinin varhigi, bakteriyoskopi veya
doku kesitlerinin incelenmesiyle gosterilebilir ve bakterinin izolasyonu besiyerine
ekimi yapilarak dogrulanabilir. Karakteristik Tiiberkiiloz lezyonlari en sik akcigerde
ve retrofarengeal, bronsiyal ve mediastinal lenf diigiimlerinde goriiliir. Generalize ya
da Miliyer Tiiberkiiloz enfeksiyonunda akcigerler, karaciger, bobrek, gastrointestinal
ve merkezi sinir sistemi, dalak ve meme bezleri igerdigi ¢oklu organ sistemlerinde
nodiiler lezyonlar ortaya ¢ikabilir (Sekil 1.2) (OIE, 2022). Kesimhane siirveyansi,
stiriilerdeki enfeksiyonun tespit edilmesinde dnemli bir aragtir ve bircok gelismis

tilkeden bTB'nin eradike edilmesine katkida bulunmustur (Shittu ve ark., 2013).



Sekil 1. 2. Postmortem muayenede tespit edilen tiiberkiiller (Corum, Cankiri).

1.2.2.1. Bakteriyoskopi ve Kiiltiir

Sigir Tiiberkiilozunun teshisinde bakteriyolojik yontem olarak, Ziehl-Neelsen
(ZN) boyama yontemiyle asido-rezistans bakterilerin mikroskopta goriilmesi ve
etkenin kiiltiirtiniin yapilmasidir. ZN boyama yontemi hizli, maliyeti diisiik ancak
sensitivite orami diisiik bir tam1 metodudur (Ozbey ve ark., 2008). Boyamayla
mikobakterilerin  farkli tiirlerinin ayrimi1  yapilamamaktadir (Saym, 2010).
Mikroorganizmalarin kiiltiir edilmesindeki en o6nemli zorluk mikroorganizmanin

iiremesinin uzun zaman (6-8 hafta) almasi ve Biyogiivenlik Seviyesi 3 (BSL 3)
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laboratuvara ihtiyag duyulmasi dezavantajlaridir (Zahran ve ark., 2014). Birtakim
dezavantajlara sahip olan bakteriyolojik kiiltiir, hala TB tanisinda altin standart metot
olarak kabul edilmektedir (Cakir, 2021). Sigir Tiiberkiilozunun tanisinda kiiltiir, % 30-
% 95 arasinda etkenin varligini teyit etmektedir. Mikrobiyolojik kiiltiiriin sensitivitesi
(SE) % 78,1 iken spesifitesi (SP) % 99,1 olarak rapor edilmistir. Bu rapora gore;
kiiltiiriin bTB teshisinde eksik oldugu, yiiksek biyogiivenlik seviyesi laboratuvarina
ihtiya¢ duymasi, zaman alic1 olmasi1 ve uzman personele ihtiya¢ oldugu bildirilmistir
(Corner ve ark. 2012; Courcoul ve ark., 2014). Etkenin ilk izolasyonu igin kat1 veya
stvi ortama ekim yapilir. Stonebrink, Coletsos base veya Lowenstein—Jensen gibi
farklt yumurta bazli kati besi yerleri kullanilabilir. Middlebrook 7H11 ya da 7H10
gibi kat1 agar bazli kat1 besiyerleri veya kan bazli agar besiyerleri de kullanilabilir. S1v1
kiiltiir sistemleri bazi laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir ve bu sistemlerde
bliylime florometrik araglarla 6lgiiliir. Stvi ortam, daha kisa bir biiyiime siiresi ve
nispeten hizli mikobakteriyel saptama sunar. Ancak dezavantajlari, kontaminasyon
oraninin daha yiiksek olmast ve kolonilerin morfolojik 6zelliklerine gore ilk taninin
yaptlamamasidir. Kiiltiirler minimum 6 hafta, tercihen 10-12 hafta 37°C'de CO: ile
veya CO; olmadan inkiibe edilir. inkiibasyon periyodu ayrica kat1 ve sivi ortamin
kullanimina baghdir. Kat1 besiyerleri kullanildiginda, inkiibasyon siiresi boyunca
haftalik araliklarla egimler makroskopik biiylime agisindan gozlemlenir. Gozle
goriilebilir biiyiime oldugu zaman, siirme preparatlar hazilanarak Ziehl-Neelsen

boyama yontemiyle mikroskobik olarak incelenir (OIE, 2022).

Karkaslarin kesim sonras1 muayenesi ve dokulardan mikobakterilerin kiiltiir
edilmesi sahadaki teshisi dogrulanmasini saglamaktadir. Diger taraftan, birgok hayvan
deri testinde pozitiftir ancak lezyonlar kesim sirasinda karkasda goriinmez. Bazi
hayvanlar postmortem lezyonlar gibi TB enfeksiyonunun fiziksel belirtilerini

gostermesine ragmen deri testine yanit vermez (Allen ve ark., 2010).
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1.2.2.2. Hiicresel Bagisikhigin Olgiilmesi

1.2.2.2.1. Tiiberkiilin Deri Testi (TDT)

Sigirlarda, ¢ok kapsamli lezyonlar gelisene kadar Tiiberkiilozun klinik kaniti
genellikle eksiktir. Bu nedenle, Koch tarafindan 1890'da tiiberkiilin gelistirilmeden
once, tek tek hayvanlarin teshisi, siirveyans ve eradikasyon programlarinin
olusturulmas1 miimkiin degildi. Tiiberkiiloz basilinin konsantre steril bir kiiltiir filtrati
olan tiiberkiilinin intradermal inokiilasyonu, gecikmis asir1 duyarlilik immiin tepkisini
Olgerek onceki maruziyeti veya aktif enfeksiyonu saptamanin dolayli bir yoludur (OIE,
2022). Tiberkiilin deri testinde Tiberkiiloz basil proteinleri, antijen olarak
kullanilmaktadir. PPD tiiberkiilin (Prufiye Protein Derivat1) , HSCM tiiberkiilinii (1s1
ile konsantre edilmis sentetik besiyeri) ve Old tiiberkiilinden olusan {i¢ farkli yapida
bulunmaktadir. Ancak PPD tiiberkiilin giiniimiizde kullanilmaktadir. Seibert ve
Munday tarafindan 1934 yilinda protein izole etmisler ve bu protein, Tiberkiiloz
basillerinin kiiltiir filtratin1 ¢okerterek elde edilmistir ve diisiik molekiil agirlikli bu
protein, amonyum siilfat kullanarak coktiiriilip PPD’yi ortaya ¢ikarmuslardir. ilk
duyarlilagsma enfeksiyon gelistikten sonra bolgesel lenf nodiillerinde gelisen duyarli
T-lenfositleri, kan dolasiminda 6-9 haftada ortaya ¢ikmaktadir. Intradermal PPD
enjeksiyonu ile bu duyarlilasan lenfositlerin tekrar uyarilmasi neticesinde, asiri

duyarlilik reaksiyonu ortaya ¢ikar (Sayin, 2010).

Sigir Tiiberkiilozu tanist i¢in su anda mevcut olan testlerin hicbiri sigirlarda
M.bovis enfeksiyonunun miikemmel bir sekilde belirlenmesine izin vermemektedir.
TB ari s18ir popiilasyonlarinda % 99,5 spesifiteye sahip olan TDT, birincil antemortem
tani araci olarak kullanilmaktadir (Eisenberg ve ark., 2016). Sigir Tiiberkiilozu igin en
yaygin kullanilan tan1 araglarit M. bovis, M. avium antijenlerini kullanilarak konagin
Gecikmis Tip Asirt Duyarlilik (DTH) reaksiyonunun 6l¢iilmesine ve IFN-y iiretimine
dayanir (Bezos ve ark., 2014). Sigir Tiiberkiilozu esas olarak hiicresel bagisiklig
Olgen, intradermal TDT ve IFN-y tani testleri kullanilarak ve kesim politikasina

dayanan resmi eradikasyon programina tabi tutulur. Intradermal TDT, OIE ve Avrupa
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Komisyonu tarafindan sigirlarda TB’nin tanist i¢in birincil tarama testi olarak kabul

edilmektedir (Cakir, 2021).

Bovine Tiiberkiilozun teshisinde standart metod olarak tiberkiilin deri testi
uygulanmaktadir. TDT, bTB tanisinda indirekt metot olarak kullanilmakta ve sigirlar
M. bovis etkeni ile temas ettikten sonraki 3-8 hafta arasinda enfeksiyonun
baslangicinda Tiiberkiiloza yakalanmis hayvanlari tesbit edebilir. Tiiberkiiloz enfekte
hayvanlarda, intradermal tiiberkiilin enjeksiyonunu igeren bu test uygulama alaninda,
uygulamadan iki ya da ii¢ giin sonra sislik ve sertlesme gosterirler (Good ve ark.,
2018). Ancak bu testin sensitivite ve spesifite degerleri eksik olabilir (Carneiro ve ark.,
2021; Duignan ve ark., 2019; Goodchild ve ark., 2015; Islam ve ark., 2020; Srinivasan
ve ark., 2019; Xin ve ark., 2013). Ustelik bu test, uygulama esnasindaki zorluklar,
sonuclarin yorumlanmasi, isletmeye iki kez ziyaret etme zorunlulugu, diisiik derecede
standardizasyon, kusurlu test dogrulugu, yogun emek ve zaman kaybi gibi bir¢cok

sinirlamalara sahiptir (Hashem ve ark., 2022).

1.2.2.2.2. Gama Interferon (IFN-y) Testi

TDT’nin birgok dezavantaja sahip olmasi, IFN-y testinin gelismesine yol act1 ve
cok fazla iilkede Sigir Tiiberkiillozu eradikasyon programlarinda TDT ile birlikte
kullanild1 (Ozturk ve ark., 2010b). IFN-y, M. bovis antijenleri tarafindan uyarildiktan
sonra enfekte olan hayvanin T-lenfositleri tarafindan iiretilen bir sitokindir (Praud ve
ark., 2015). Bu sitokin, yardimci (helper) T-1 hiicresinin (Thl) farklilasmasinda ve
makrofaj aktivasyonunda onemli bir rol oynamaktadir (Stabel, 2006). IFN-y testi,
1980 yilindan beri Avusturalya’da kullanilmaktadir ve 2000 yilindan sonra Avrupa
iilkelerinde de kullanilmaya basladi. Litaretiirlere gére bu test, karsilagtirmali
intradermal tiiberkiilin testinden (CITT) daha yiiksek bir sensitiviteye sahiptir ve onun
kadar spesifiktir ancak bazi ¢alismalarda, IFN-y testinin, CITT e gore spesifitesi daha
diisiik bulunmustur. IFN-y testi, deri testi ile ayn1 biyolojik prensibe sahiptir ancak
bTB enfeksiyonunu daha erken safhada teshis edebilir ve duyarsizlik olmaksizin deri

testinden hemen sonra uygulanabilir. IFN-y testinin ¢caligma prensibi, enfekte hayvanin
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kanimi1 farkli antijenlere maruz birakarak (Avian, Bovine PPD ve rekombinant
antijenler) T-lenfositleri duyarli hale getirip, hiicrelerden IFN-y sitokini salgilamasini
saglamak ve sandvi¢ ELISA’da monoklonal anti-bovine IFN-y antikorlar ile salinan
interferon gama diizeyini 6l¢gmektedir (Praud ve ark., 2015). Ayrica bu test, insan IFN-
v kars1 iiretilen monoklonal antikorlar kullanilarak Insan Tiiberkiilozunun teshisinde
ve Sigirlarda Paratiiberkiiloz hastaliginin teshisinde kullanilmig ve kullanim alani

genisletilmistir (Fan ve ark., 2012; Mccallan ve ark., 2021).

IFN-y testi, TDT ile birlikte paralel bir sekilde uygulanabilir. Her iki test birlikte
uygulanir ise; enfekte hayvanlar diger hayvanlara enfeksiyon kaynagi olmadan ve
cevreyi kontamine etmeden Once, cok daha fazla sayida enfekte hayvanin teshisi
yapilabilir. Bu test; Avrupa Birligi (EU) iilkeleri, Birlesik Krallik (UK), Amerika
Birlesik Devletleri (USA), Yeni Zelanda ve Avusturaya’yi iceren ¢ok sayida ulusal
programda kullanimi onaylanmstir (OIE, 2022).

IFN-y testinin en biiyiik dezavantaji, onun maliyeti ve teknik kisitlamalart: kan
ornekleri hayvandan alinip laboratuvarda kan kiiltiirii yapilincaya kadar gegen siirenin
8-12 saati asmamasi gerekir ve 20-25 °C sicakliginda laboratuvara ulastirilmasi
gereklidir (Gormley ve ark., 2004; Praud ve ark., 2015). Ayrica bu test, uygulanilan
stiriniin 6zelliklerine, uygulanilan laboratuvara, iiretim serisine Ve uyarici antijen
olarak kullanilan PPD’nin antijenik yapisina, degerlendirmede kullanilan altin standart
testte gore; testin sensitivitesi % 73-100, spesifitesi ise; % 85-99,6 saptanmustir (De
La Rua-Domanech ve ark., 2006).

1.2.2.3. Humoral Bagisikhigin Olgiilmesi

Sigir TB, kronik bir hastaliktir ve konagin bagisiklik tepkisi agirlikli olarak
hiicresel immun yanitidan (CMI) antikor temelli humoral bagisikliga dogru gecis
yapar (Pollock and Neill, 2002; Ritacco ve ark., 1991; Vordermeier ve ark., 2004;
Welsh ve ark., 2005). Bunu gosteren grafik Sekil 1.3.’de goriilmektedir. Grafigin sag
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tarafin1 temsil eden hayvanlar, enfeksiyon ileri ve generalize asamasinda oldugunu
gosterir ancak CMI tepkisinin yetersizligi TDT ye karst immun yanit olusmamasina
sebep olmaktadir. Bu kisimda olan hayvanlara anerjik sigirlar denilmektedir ve bu
hayvanlar agir hasta olmasi muhtemeldir ve enfeksiyonun en yiiksek bulastirict
seviyesindedirler. Bu hayvanlar siirii iginde hastaligin kalici olmasinin sebeplerinden
biri olabildigi gibi, siiriide ¢ok ciddi dliimlere sebep olabilirler. Anerjik sigirlar, ELISA
gibi serolojik testler ile belirlenebilir. Bu tiir testler, sigir TB’sini saptamak i¢in en az
yirmi yildir gelistirilmektedir ancak serolojik testler, IFN-y testi ve deri testi ile
karsilagtirdigimizda diisiik sensitiviteye sahip olup, enfeksiyonun baslagicinda enfekte
hayvanlar1 saptamada yetersiz kalmaktadir (De La Rua-Domenech ve ark., 2006).

Tuberkiilin Deri Test Antikor Tepki
/
/ >
e Y

va

Gama Interferon Test
(IFN-7)

immiin Tepki

Zaman
Artan Bakteriyel Yiik

Artan Patoloji

Sekil 1. 3. Konagin immiin tepkisini gosteren grafik (De La Rua-Domenech ve ark., 2006).

Serolojik testler, hiicresel bagisikligi o6lcen testlere yardimci teshis olarak
kullanilmasi ile cok daha fazla enfekte hayvanin belirlenmesini saglar ayrica bu testler,
evcil ve yaban hayattaki hayvanlarda bulunan Tiiberkiiloz enfeksiyonunu kontrol

etmeye yardimci olur (OIE, 2022).
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1.2.2.4. Molekiiler Metotlar

Tiir tayini ve izolasyon, hastaligin kontroliinde ¢ok onemlidir ancak sigir
popiilasyonunda bulunan mikobakteri tiirlerinin virulans faktorleri hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (Lulu ve Hussen, 2022). Real-Time PZR Ol¢iimleri, taze sigir
doku drneklerinde yiiksek sensitivite ve spesifite tahminleriyle MTBC’yi direkt olarak
belirlemistir. Ayrica PZR ile 24-48 saat arasinda dogrulayici sonuglara ulasilabilir ve
DNA’nin canliligimna bakilmaksizin ¢ok kiigiik miktardaki DNA’lar1 belirleyebilir
(Sanchez-Carvajal ve ark., 2021).

MTBC iiyelerinin molekiiler tiplendirilmesi i¢in MIRU-VNTR analizi
uluslararas1 standart tekniktir (Rodriguez-Campos ve ark., 2012). PZR temelli
karakterizasyon teknikleri olan MIRU-VNTR tiplendirme ve Spoligotiplendirme
daha hizli, daha basit ve daha uygun maliyetli olmak {izere ¢esitli avantajlarindan
dolay1 kullanilmaktadir (Medeiros ve ark., 2010). Spoligotiplendirme, RFLP(1S6110)
ve MIRU-VNTR sus tiplerini tanimlamak igin paralel olarak kullanilmaktadir
(Humblet ve ark., 2010).

1.3. Sigir Paratiiberkiiloz Enfeksiyonu

Sigir Paratiiberkiilozu (PTB) veya Johne’s Disease, diinya capinda evcil ve
yabani ruminantlar1 etkileyen, Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (Map)
etkeninin sebep oldugu bir hastaliktir. PTB, diinyanin birgok bélgesinde endemik
olarak goriilen, hayvancilik ve ilgili endiistrilerde 6nemli ekonomik kayiplara neden
olan, kronik ilerleyici graniilomatdz bir enteritis ile karakterize, olduk¢a bulasici bir
hastaliktir (Moyano ve ark., 2021). Map enfeksiyonu, tedaviye cevap vermeyen
kronik bir diyare gostermesi enfeksiyonun spesifik klinik belirtisidir (Cruz-Estupinan
ve ark., 2022). Giiniimiizde inaktive edilmis suslardan elde edilen ticari asilar
mevcuttur. Bu asilar diskr yoluyla mikobakteri atilimini ve sigirlarda goriilen klinik
septom oranin azalmasinda etkilidir ancak asilar Map enfeksiyonu olusumunu

engellemede basarisizdirlar ve Sigir  Tiberkiilozunun teshisine miidahale
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edebilmektedir (Groenendaal ve ark., 2015; Phanse ve ark., 2020; Shippy ve ark.,
2017). Almanya’nin Oldenburg bolgesinde 1895 yilinda ilk kez tespit edilen PTB,
sigir, kegi, koyun gibi evcil ruminantlar ile geyik, lama gibi vahsi ruminantlarda Map
enfeksiyonu goriilebilmektedir. Hastalik, ruminantlar haricinde; tilkiler, gelincik ve
tavsanlarda da ortaya ¢cikmistir. Map, pastorizasyona, asitlige ve dis ortama karsi
direncli olan iki ana genotipe sahiptir. Tip | diger bir ifadeyle S-tipi genelikle keci ve
koyunlar1 enfekte ederken, tip Il yani C-tipi sigirlar1 enfekte etmektedir (Giinaydin ve
Giiven Gokmen, 2021).

Ruminantlarda enfeksiyon erken, subklinik ve klinik dénemi igeren farkli
evrelerden olustugu erken veya subklinik evrede klinik bulgu goriilmedigi ancak
subklinik donemin sonu ile klinik dénemde devam eden halsizlik, kas kaybz, ishal, siit
veriminde diisiis gibi belirtiler ortaya ¢ikar (Eamens ve ark., 2015; Whittington ve ark.,
2017). Paratiiberkiilozda klinik bulgular, ¢ok yavas ilerleyen zayiflik ve baslangigta
aralikli olan diyare enfeksiyon ilerledikge siirekli hale gelmesidir (OIE, 2021).

Paratiiberkiiloz enfeksiyonu siirecinde ilk lezyonlar, ince bagirsak duvarinda ve
mezenterik lenf digiimlerinde goriiliir ve enfeksiyon ilerledik¢e ileum, jejenum,
cekum, kolon ve mezenterik lenf diigiimlerinde daha biiyiik lezyonlar ortaya ¢ikar.
Map etkeni, lezyonlarda mevcuttur ve enfeksiyon ilerledik¢e tiim viicuda yayilir.
Bagirsak lezyonlart protein kacagindan sorumludur ve protein emilim bozuklugu
sendromuna sebep olur ve bu yiizden kaslarda asir1 zayilik ortaya cikar. Klinik
bulgular genelllikle ilk olarak geng eriskinlerde goriiliir ancak bu hastalik 1-2 yas
tizerindeki herhangi bir yastaki hayvanlarda da ortaya ¢ikabilir ve siit sigirlarinda

siklikla 3-5 yas araligindaki hayvanlarda gériilmektedir (OIE, 2021).

1.3.1. Epidemiyoloji

Paratiiberkiiloz, kompleks bir epidemiyolojiye sahiptir ve su rapor edilmistir;
erken yaslarda enfekte olan hayvanlarda enfeksiyonun baslangicindan birkag yila

kadar klinik belirtiler gelismez (Nielsen ve Toft, 2008). Map enfeksiyonunun
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karakteristik klinik belirtisi tedaviye cevap vermeyen kronik diyaredir ve bu da asir
zayiflamaya neden olur, sonunda mezbahane kesimi ya da oliimle sonuglanir

(Sweeney, 2011).

Map etkeni, subklinik evrede siit ve diski ile duyarli hayvanlara bulagmasi
oldukga 6nemlidir (Moghadam ve ark., 2010). Hastaligin primer kaynagi; klinik olarak
hasta ve asemptomatik hayvanlardir. En yaygin enfeksiyon yolu, kontamine siit,
kolostrum veya digkinin yutulmasidir (Gilardoni ve ark., 2012; Lievaart-peterson ve
ark., 2019). Map’in girisine intestinal M hiicreleri aracilik eder ve tercihen ileum peyer
plaklarinda baskin olarak bulunan konakg¢i makrofajlarin fagozomlarinda veya erken
endozomlarinda bulunur (Moyano ve ark., 2021). Klinik belirtiler hastaligin ileri
evrelerinde ortaya ¢ikmasi, hastaligin teshisini zorlastiran bir durumdur ve bunun
neticesinde patojen etkenin yayilimi kolaylasir (Van den esker ve Koets, 2019). Map
ozellikle sigirlarda kronik graniilomatoz enterite neden olmasina ragmen, ayrica kegi,
koyun ve geyik gibi diger konakgilar1 da etkileyebilir (Fecteau, 2018). PTB'ye bagli
ekonomik kayiplarin sebepleri; dOliimler, hayvanlarin erken eliminasyonu, diger
bulasici hastaliklara kars1 artan duyarlilik, siit, et ve lireme verimindeki azalmalardir

(Barratt ve ark., 2018; Camanes ve ark., 2018; Garcia ve Shalloo, 2015).

OIE tarafindan PTB’nin hayvan ticareti i¢in endise verici bir hastalik olarak
listelenmis olup, bu hastaligin tiim yastaki hayvanlari etkiledigi ve farkli klinik
safhalar gosterdigi bildirilmistir (Elmagzoub ve ark., 2020). PTB’nin  subklinik
doénemi uzun bir inkiibasyon siiresidir. Bu donemde, Klinik olarak herhangi bir belirti
hayvanlarda gériinmemesine ragmen Map’1 diski, siit, kolostrum yoluyla devamli
bulundugu ¢evreye Sagilim yapmaktadir. Bu donemde hastalik 6nemli ekonomik
kayiplarin oldugu ve o6zellikle bu donemde hastaligin yayilmasini engellemek 6nem

arz etmektedir (Antognoli ve ark., 2007; Yildirim ve Civelek, 2013).

Map etkeni, insanlarda Crohn hastaligiyla iliskili oldugu ve bu hastalik kronik
bagirsak deplesyonuyla karakterize otoimmun bir hastalik olmasi sebebiyle PTB’nin
zoonoz karakterde bir hastalik oldugu 6ne siiriiliiyor ancak etken insan patojeni olarak

tamamen kabul edilmemektedir, yani Ruminant Paratiiberkiilozu zoonoz bir hastalik
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olarak tanimlanmamaktadir (Garcia ve Shalloo, 2015; Garvey, 2018). Son zamanlarda
Map; sarkoidoz, Blau sendromu, tip 1 diyabet, Hashimoto tiroiditi ve multiple skleroz
gibi diger hastaliklarlada iliskilendirilmistir (Dow, 2012; Frau ve ark., 2013; Recht ve
ark., 2020; Scanu ve ark., 2007; Sechi ve Dow, 2015; Sisto ve ark., 2010; Waddell ve
ark., 2015). Map’in insanlara gecis yolu olarak insan tiiketiminde kullanilan
kontamine olmus siit ve et iirlinleri, bebek mamasi ve su gibi gidalar oldugu ve Map’in
yiiksek sicaklik ve kisa zamanli pastorizasyona direngli oldugu goriilmiistiir (Fechner

ve ark., 2019; Gerrard ve ark., 2018; Mazzone ve ark., 2018).

Enfeksiyonun baglangicindan ilk birka¢ hafta icinde, Map ince bagirsak
duvarinda ¢ogalmaya baglar ve hayvanlardaki dogal dirence bagl olarak; enfeksiyon
ortadan kaldirilir ya da hayvanlar enfekte olarak saglikli tasiyici olabilir. Bu hayvanlar
arasindaki oran bilinmemektedir. Tasiyic1 hayvanlarda Map’in ¢ogalma evresinden
sonra lezyonlar genis alanlara yayilir, bagirsak metobolizmasi bozarak hastaligin
klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Subklinik tastyicilar, diskilari iginde
Map 1 ¢ok fazla atarlar. Cogu durumda, klinik belirtiler ortaya ¢iktik¢a daha fazla
sayida organizma atilir (OIE, 2021). Hastaligin klinik siireci; aralikli ishal, ilerleyen
kilo kaybi, istahsizlik ve 6liim ile sonuglanir (Fecteau, 2018; Stabel ve ark., 2007).
Enfeksiyonun ilerlemesi, dogal ve hiicresel bagisikligin siirlama etkisi, konak¢inin
genetik yapisina ve gevresel faktorlere baglidir. Bu yiizden PTB, sartli bir hastalik
olarak tanimlanabilir (Koets ve ark., 2015; Koets ve Grohn, 2015).

Map nemli ve golgeli toprakta 55 hafta, suda ve diskida ¢ok uzun siire canliligini
koruyabilmektedir. Enfeksiyonun yayilimina sebep olan bulas yollarindan en sik
goriileni kontamine ¢evreden etkenin sindirim sistemine gecisidir. Etken plasental
yolla yavruya gecerek enfeksiyon olusturabilmektedir. Ayrica enfeksiyonun 6nemli
bulasg yollarindan biri de, diskinin giibre olarak kullanilarak arazileri kontamine
etmesidir. Etken tiikkriik ve semen de izole edilmesine ragmen bulas orani
bilinmemektedir. Enfekte hayvanin siitiiniin ya da digki ile kontamine olan siitiin
buzagilar tarafindan tiiketilmesi etkenin yayilmasinda onemli bir bulas yoludur
(Mcaloon ve ark., 2019). Bulas riski ¢ok yiiksek olan buzagilarin alt1 ayliga kadar
enfekte olma riski ¢ok yiiksektir, daha sonra yas ilerledik¢e bulas riski diismektedir
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(Rathnaiah ve ark., 2017). Etkenin yayilim1 daha ¢ok meme basi, kolostrum ve siit
araciligiyla olmaktadir (Yildirnm ve Civelek, 2013). Bu yiizden subklinik evrede
Paratiiberkiiloz enfeksiyonunun seroprevalansinin belirlenmesi siirii saghigi ve
yonetimi i¢in 6nem arz etmektedir (Nielsen ve Troft, 2009; Oztiirk ve ark., 2010a).
Subklinik enfekte hayvanlar hi¢bir klinik belirti gostermezken, mastitis ya da
infertilite gibi olgulardan etkilenebilirler. Siit verimi azalir ancak normal sinirlar
icinden hayati belirtiler gosterirler. Hastaligin ilerlemis halinde, asir1 zayiflik en agik
goriilen anormalliktir ve siklikla buna intermandibular 6dem eslik eder, bu 6dem
diyare gelistikten sonra ortadan kaybolma egilimindedir (Pourmahdi Borujeni ve ark.,

2021).

Hastalik diinya capinda c¢ok ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir;
Amerika da 198 milyon , Almanya da 75 milyon dolar, Fransa da 56 milyon dolar,
Yeni Zellanda da 54 milyon dolar, Canada da 17-28 milyon dollar yillik ekonomik
kayip olusturmaktadir (Rasmussen ve ark., 2021). Global manzarada
Paratiiberkiilozun kitalar ve {lilkelerde yayilimi ve prevalansi dikkate alindiginda
Avrupa’da siiriiprevalansinin % 0-68 araliginda tespit edilirken, seroprevalansin ise;
% 0-24 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Agrawal ve ark., 2021).
Tiirkiye’de Paratiiberkiiloz hastaliginin prevalansi Dogu Anadolu, Ege ve I¢ Anadolu
illerinde, Trakya ve Karadeniz bolgelerinde % 0-41,6 arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir (Berberoglu ve Civelek, 2016; Karakas, 2017; Makav ve Gokge, 2013;
Titilinci ve ark., 2018).

1.3.2. Tam

Paratiiberkiilozun tanisinda kullanilan yontemler, direkt ve indirekt olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Direkt tan1 yontemleri; histopatoloji, nekropsi kiiltiir,
bakteriyoskopi ve PZR’den olusurken, indirekt tan1 yontemleri ise; hiicresel (TDT ve
IFN-y) ve humoral (ELISA) immun tepkiyi 6lgen testlerden olugsmaktadir (Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2021; Sababoglu, 2019). Hayvanlarda PTB enfeksiyonunu tespit

etmekte kullanilan tani testleri pek tatmin edici olmasa da; slirveyans ve prevalans
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oranlarmi, populasyonda diisiik enfeksiyon riski olusturma, eradikasyon, hasta
hayvanlarda ekonomik kaybi diisiirme, klinik hastaligin konfirmasyonu gibi belirli
amaglara yonelik kullanilirsa fayda saglayabilir (Giinaydin ve Giiven G6kmen, 2021;
OIE, 2021).

Heniiz higbir iilke enfeksiyonu ortadan kaldiramadigi ve PTB’yi eradikasyon
planlart konusunda uluslararasi bir anlagsma olmadig1 icin, birka¢ yeni kontrol
programinin etkinligi heniiz kanitlanmamistir (Corneli ve ark., 2021). PTB’yi kontrol
altinda tutmak i¢in birkag {ilke, PTB ile enfekte olmus hayvanlarin ayrilmasindan veya
ortadan kaldirilmasindan olusan siirii yonetim programlarini temel strateji olarak
uygulamaktadir (Mcaloon ve ark., 2019). Ancak PTB kontrol programlarinin basarisi

kullanilan tani testlerinin performansina baglidir (Moyano ve ark., 2021).

Map’m tanisinda higbir test %100 sensitivite ve spesifite gostermedigi igin,
pozitif reaktoriin siiriiden uzaklastirilmasi ile hastaligin kontrolii saglanabilmektedir,
bu da uzun yillar boyunca alt1 aylik ya da yillik tekrar eden testlerle pozitif reaktorlerin
stirliden elimine edilmesi ile saglanir. Serolojik testlerle ya da diski ile etken atilimi
yapan hayvanlari belirleyen testlerle, 6zellikle yeni dogum yapmis ve digki ile atilim
yapan s1girin buzagisinin uzaklastirilmasi hastaligin kontroliinde 6nem arz etmektedir
(OIE, 2021). Enfekte hayvanlarin ¢ogu, belirlenemeyen Map tasiyicist olarak kalir
clinkii onlar klinik belirti gostermezler, mikrobiyolojik ve immiinolojik tani testleri
onlar1 tanimlamaya yeterli sensitiviteye sahip degillerdir. Bunun sonucunda Map’a
kars1 dogal direng olusabilir ve enfeksiyonda Kklinik belirtiler ortaya ¢ikmadan latent
formu ile sinirhi kalir. Sigir PTB’sine kars1 dogal direng, genlerle iligkili olan belirli
immiin polimorfizmi ve kalip tanima reseptorleri ile olustugunu gosteren ¢ok fazla
kamt vardir. Iki kohort holstein sigir irkinin (Amerika ve Italya) genom capinda
iliskilendirme ¢alismalarinin mete-analizi bu veriyi desteklemektedir. Ancak Map
tekrar reaktivasyon olur ya da konak¢imnin immun sistemi zayiflarsa, lezyonlart fokal
formda tutmaya calisan direng, diffuse form geger boylelikle 6liimle sonuglanan klinik

enfeksiyon ortaya ¢ikar (Vazquez ve ark., 2013).
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1.3.2.1. Direkt Tam Yontemleri

1.3.2.1.1. Nekropsi

Paratiiberkiilozun, bagirsaklarda ortaya ¢ikan kalinlagsmalar1 yiizeysel inceleme
ile teshis edilemez. Bu nedenle, nekropside duodenum ile rektum arasindaki bagirsak
mukozas1 ortaya g¢ikarilmalidir. Klinik belirtiler ile bagirsak lezyonlarinin boyutu
arasinda her zaman bir korelasyon yoktur. Nekropside, bagirsaklar ve daha ¢ok
bagirsagin ileum kisminin sonunun biiytiyerek kivrimli hal almasi, hastaligin patolojik
belirtisidir. Ayrica mezenteriyal lenf nodiillerinin ekseri 6demli olmasi ve
biiyiimesinin yani sira lenf damarlarinin serit seklinde kalinlasma gostermesidir

(Eamens ve ark., 2015; OIE, 2021).

1.3.2.1.2. Bakteriyoskopi

Digki ya da bagirsak mukozasindan hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen
boyama yontemi ile boyanarak, mikroskobik olarak incelenir. Eger ARB’ler kiimeler
halinde (en az ii¢ ya da daha fazla) bulunursa, Paratiiberkiilozun olas1 tanis1 olabilir.
Bakteri kiimeleri mevcut degilse ve tek bir bakteri goriiniirse hastaligin varligindan
s0z etmek miimkiin degildir. Bu testin dezavantaji mikobakteri tiirleri arasinda ayrimin
yapilamamasi ve tek bir digski 6rneginin mikroskobik incelemesinde vakalarin yalnizca
kii¢iik bir kisminin dogrulanabilir olmasidir (OIE, 2021). ZN boyama yontemi ile digk1
preparatlarin mikroskobik incelenmesinde hastaligin sensitivite ve spesifite degerleri
diisiiktiir ve bu teshis metodu klinik vakalarla smirhidir (Eamens ve ark., 2015).
Digkidan direkt bakteriyoskopi ile tan1 yontemi ekonomik, hizli ve kolay olmasi
avantaj saglarken, diskiyla Map sacilimi hastaligin evrelerine bagli olarak etkenin
atiliminda farkliliklar ortaya ¢ikmasi yani etkenin aralikli ya da araliksiz atilim olmast

tanida yanlis sonuglara yol agacaktir (Gilardoni ve ark., 2012; Nielsen ve Toft, 2008).
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1.3.2.1.3. Bakteriyolojik Kiiltiir

Hayvanlardan Map’mn izolasyonu, enfekte olmus hayvanlarin kesin teshisini
saglar. Bakteriyolojik kiiltiir, yanlis pozitif sonug¢ vermeyen yani spesifitesi % 100
olan tek tan1 metodu olmasinin yaninda zor ve zaman alicidir ve etkenin kontamine
olmus ¢evre vasitasiyla enfekte olmayan hayvanlara potansiyel gecis olgusu nedeniyle
yanlis pozitif sonuglara yol agabilir. Canli hayvanlarin Paratiiberkiiloz teshisinde diski
kiltiirii altin standart metot olarak kullanilsa da etkenin sagiliminin diizensiz olmasi,
spesifik besiyeri ihtiyaci, kontaminasyon riski ve inkiibasyon siiresinin uzun olmasi
gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica hastaligin ilerlemis sathasinda olan ¢ogu hayvanin
teshisi yapilabilir ancak enfeksiyonun erken doneminde sadece birkag hayvana
enfeksiyon tanis1 konulabilir (Begg ve Whittington, 2010; Borum ve ark., 2014; OIE,
2021). Klinik enfekte sigirlarda diski kiiltiiriiniin sensitivitesi yaklagik % 70 iken,
subklinik enfekte sigirlarda sensitivite sadece %23-29°dur (Kawaji ve ark., 2020).

1.3.2.1.4. Molekiiler Teshis

Son yillarda, real-time PZR yontemleri farkli 6rneklerden (kan, siit, digki, doku
ve gevre ornekleri) Map' saptamak igin kapsamli bir sekilde gelistirilmistir. Molekiiler
teshis metotlart hizhidir ve Map gibi zor iireyen ve yavas biiyliyen
mikroorganizmalarin tespiti kolaylastirmistir ancak bu teshis metotlar1 bakterilerin
niikleik asit miktar1 ve kalitesinden biiyiik Ol¢iide etkilenir. Bu ylizden, istenilen
sonuca ulasmak i¢in DNA’nin ekstraksiyon asamasinda yiiksek kaliteli bir DNA
ornegi ve maksimum sayida bakteriyel DNA elde etmek gerekir (Chaubey ve ark.,
2016; OIE, 2021).
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1.3.2.2. indirekt Tan1 Yontemleri

1.3.2.2.1. Hiicresel Immun Yamti1 Olcen Testler

PTB enfeksiyonunun baslangi¢ sathasinda CMI belirlenebilir ve subklinik
enfekte hayvanda CMI ayni1 kalir ancak hastalik ilerledik¢e ve klinik belirtiler ortaya
ciktikca CMI zayiflar ya da olmayabilir. Serum antikorlart CMI’den sonra saptanabilir
ve ayrica enfeksiyonu atlatmis hayvanlarda da bulunabilir. Serum antikorlarinin
kalicilig1r daha fazladir ve lezyonlar viicuda yayildik¢a daha yiiksek titrede bulunur
yani viicutta antijen miktarinin yansimasini gostermistir (Eamens ve ark., 2015; OIE,
2021). Periferal kan mononiiklear hiicrelerinden, DTH deri testi ile bu hiicrelere 6zgii
antijenlerle uyarim neticesinde salgilanan IFN-y ve salgilanan bu IFN-y’nun seviyesini
Olgen IFN-y testinin genellikle kullanildig: belirtilmistir (Nielsen, 2010; Stevenson,
2010). Minimal diizeyde enfekte olan hayvanlar siklikla serolojik testlerde tepki
vermezler, ancak CMI'yi Olgen testlere olumlu tepki verebilmektedir. Enfekte
popiilasyonlarda antikor testlerine kiyasla CMI testlerinde ¢ok daha fazla sayida
hayvanin tepki vermesi beklenir, ¢iinkiit CMI maruziyetin gostergesiyken, antikorlar

enfeksiyonun ilerlemesini gostermektedir (OIE, 2021).

1.3.2.2.1.1. Gecikmis Tip Asir1 Duyarhhik (DTH) Testi

DTH igin deri testi, CMI’nin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir. DTH’y1 ortaya
cikaran PPD avian ve johnin deri testleri birbirine yakin sensitivite ve spesifite degeri
gosterdigi icin birinin yerine digerinin kullanilabilecegi ifade edilmistir. Deri kalinligi,
intradermal 0,1 ml PPD antijen ile inokiilasyonundan 72 saat sonra ve inokiilasyon
yapilmadan once Ol¢iilmesi ve inokiilasyon yerindeki deri kalinlasmasinin 2 mm
geemis olmasi halinde enfeksiyonun varligi s6z konusu oldugu i¢in hayvan pozitif
kabul edilmistir. Ancak deri testi sonuglariin yorumlanmasi, yorumlama Kriterleri ile
ilgili anlagsma olmamasi nedeniyle karmasiktir. Sigir PTB teshisi yapmak i¢in johnin
PPD kullanilan bir calismada, deri kalinlig1 esik degeri >2 mm biiyiik ise spesifitesi

% 88,8, esik degerleri; >3, >4 olarak degerlendirildiginde ise; sirasiyla spesifite
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degerleri % 91,3 ve % 93,5 bulunmustur. Bu esik degerlerinin sensitivite iizerindeki
etkisi belirlenememistir. Deri testinin degerini artirmak i¢in daha fazla arastirma

gereklidir (OIE, 2021).

1.3.2.2.1.2. Gama Interferon (IFN-y) Testi

Dogal ya da deneysel enfekte hayvanlarda, 6zellikle enfeksiyonun erken ya da
subklinik doneminde etkin olan IFN-y’nun yardimer T lenfositler (Thl) yoluyla
gelisen immun yanitta anasitokin oldugu ifade edilmistir (Stabel ve Robbe-Austerman,
2011). Sigirlarda Tiiberkiiloz ve Paratiiberkiilozun tanisinda hiicresel immun yaniti
saptayan in-vitro analizlerden IFN-y seviyesini Olgen testler son zamanlarda
kullanilmaya baslanmistir. PTB tanisinda IFN-y sitokininin {iretimi en erken tespit
edilebilen immun yanitlardan biri oldugu i¢in enfekte hayvanlari subklinik donemde
belirleyen IFN-y testinin tan1 yontemleri arasinda en iyi yontem oldugu ifade
edilmistir (Nielsen, 2010; Vazquez ve ark., 2013). Kan plazmasimin, spesifik
antijenlerle (bovine PPD, avian PPD ya da johnin PPD) ile 18-36 saat uyarimi
neticesinde duyarli lenfositler tarafindan iiretilen IFN-y seviyesinin belirlenmesi
IFN-y testinin ana unsurunu olusturmaktadir (OIE, 2021). Literatiirlere gore, testin
spesifitesi % 67 ile % 94 arasinda iken sensitivitesi ise; % 13 ile % 85 arasinda
degiskenlik gosterir. Bu degiskenlik PPD’nin miktarina ve tiiriine gore degisir ayrica
testler icin benimsenen yorumlama kriterleri de biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (Corneli

ve ark., 2021; OIE, 2021).

PTB teshisi i¢in kullanilan IFN-y testi, sigir TB teshisi icin kullanilan ticari
teshis kiti ile aymdir. Gerekli yontem ve test malzemeleri, ticari kite eslik eden
talimatlarda tam olarak aciklanmistir. Ancak bu test Paratiiberkiiloz tanisi i¢in tiretici
tarafindan validasyonu yapilmamistir. Bu yiizden elde edilen OD degerlerinin
yorumlanmasi ¢ok giictiir ¢linkii yorumlama kriterleri ve kan lenfositlerini uyarmak
icin kullanilan antijenlerin tiirleri ve miktarlari konusunda bir anlagsma yoktur (OIE,
2021). IFN-y testinde, kan ornekleri avian PPD, bovine PPD ve nil (PBS) steril
kontrol (PBS) antijenleri tarafindan uyarildiktan sonra yapilan sandvi¢ ELISA
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sonuglarindaki optik dansite (OD) degerleri ¢esitli kriterler kullanilarak hesaplanmigtir
(Kalis ve ark., 2003). Bu kriterler arasinda PPD avian-PBS > 0,05 kriteri daha fazla
sayida subklinik enfekte hayvani belirleyebildigi ifade edilmistir (Jungersen ve ark.,
2002). Avian PPD degerinin bovine PPD degerinden daha biiyiik ¢ikmasi ve PPD
avian - PBS > 0,05 olursa hayvanlar Paratiiberkiiloz enfeksiyonu bakimindan pozitif
olarak belirlendigi sigirlar iizerinde yapilan bir ¢alisma ile ifade edilmistir. Yine bu
calismada IFN-y testi sonucu pozitif belirlenen ¢ok fazla sigirin diskisinda Map etkeni
belirlenemedigi (%63,9) gibi 6nemli derecede doku tahribatinin olmadigi (%86,1)
tespit edildiginden bu degerlendirme Olgiitiiniin  geng sigirlarda enfeksiyonun
tanisinda ve enfeksiyonun erken donemlerinde tani testi olarak kullanilabilecegi ileri

strilmistiir (Vazquez ve ark., 2013).

1.3.2.2.2. Humoral immun Yamt:1 Ol¢en Testler

Serolojik test olarak PTB’nin sigirlarda teshisinde yaygin bir sekilde ELISA
kullanilmaktadir. ELISA’ya gore daha diisiik sensitivite ve spesifite gosteren Agar Jel
Immunodifiizyon testi (AGID) ile Komplement Fikzasyon Testi (KFT) ve sigirlarda
PTB’nin teshisinde artik 6nerilmemektedir (OIE, 2021).

1.3.2.2.2.1. Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

PTB enfeksiyonunun indirekt tan1 metotlarindan ELISA, siklikla kullanilmakta
ve hastaliga siirveyans programi uygulayan tiilkelerde, seroprevalansi belirlemek icin
temel teshis metodu olarak kullanilmaktadir. ELISA’nin avantaji; ucuz maliyet, hizl

sonug ve ¢ok fazla alanda kullanilabilir olmasidir (De Lacerda Roberto ve ark., 2021).

ELISA, mevcut testler arasinda sigirlarda Map’a karsi olusmus antikorlar
belirleyen en yiiksek sensitiviteye ve spesifiteye sahiptir. ELISA’nin sensitivitesi
hastaligin klinik asamasinda KFT ile karsilastirilabilir ancak subklinik enfekte tasiyici
hayvanlarda sensitivitesi KFT‘den daha yiiksektir. ELISA’nin spesifitesi,
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Mycobacterium phlei ile spesifik olmayan antikorlarin baglanmasi ile artirildi (OIE,
2021). Enfeksiyon ilerledikce, viicuttaki antikor miktar: gittik¢e artar ve ELISA ile
kolaylikla belirlenir ancak onlar herhangi bir koruyucu etkiye sahip degillerdir
(Corneli ve ark., 2021).

Serolojik testler arasinda 6zellikle ELISA, diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir
ve hazir otomotiklestirilmis ELISA reader okuyucular ile yiiksek sayida ornek test
edebilir. Map’a kars1 olusan antikorlar1 belirleyen ELISA, serum ve siit (bireysel ya
da siit tanklarinda) 6rneklerine uygulanabilir (Britton ve ark., 2016). ELISA’nin
sensitivitesi hastaligin safhasina, diskida Map’in goriilme sikligina veya miktarina,
hayvanlarin yasma gore degiskenlik gosterir. Ayrica ELISA, kati ortamda digki
kiiltiirii araciligiyla Map ile enfekte olarak tanmimlanan sigirlar (yaklagik %30-40)
ELISA’ya pozitiflik vermistir (Moyano ve ark., 2021). ELISA nin spesifitesi % 40 ile
% 100 arasinda degismekte olup, bu degisim sayisiz faktore baglidir. Bu faktorler;
testte kullanilan antijene, 6ncesinden maruz kalinan gevresel mikobakterilere, diger
mikobakterilerle olusan ko-enfeksiyona ve Sigir Tiiberkiilozu teshisinde kullanilan
TDT’ye 6nceden kalinan maruziyet gibi faktorlerden olusmaktadir (Blanco vazquez
ve ark., 2020). ELISA, Map enfeksiyonunun subklinik asamasinda ve sonrasinda siit
ve serumdaki antikorlar tespit etmek i¢in yaygin ve uygun olarak kullanilan serolojik

bir testtir (Garvey, 2018; Radostits ve ark., 2007).

Bu tez calismasinda amag, Sigir Tiiberkiilozunun antemortem tanisinda
Kullanilan yontemlerden faydalanarak, hayvanlarin Paratiiberkiiloz enfeksiyonu
yoniinden enfekte olup olmadiklarini belirlemektir. Ayrica Tiirkiye’de endemik olarak
goriilen Sigir Tiberkiiloz hastaliginin antemortem tan1 yontemlerinin karsilastirilip,
Gama Interferon testinin sensitivite ve spesifite degerleri belirlenerek Sigir
Tiiberkiiloz hastaliginin eradikasyon g¢alismalarina katki saglayacak verilerin elde

edilmesi amaglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Orneklenen Hayvanlar

Yapilan bu ¢alismada kullanilan 6rnekler igin “Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu” onayina gerek bulunmadigina iliskin “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu Raporu” Ek-1"de yer almaktadir.

Bu calisma,  Cankir1/Cerkes, Corum/Merkez, Ankara/Sincan, Eskisehir
/Odunpazar1 ve Konya/Eregli ilgelerinde bulunan Tiiberkiiloz siipheli toplam 5 siit
sig1r isletmesinden bulunan 423 adet sigir iizerinde gergeklestirildi. Ilgelerde bulunan
isletme sayilar1 ve hayvan sayilar1 Cizelge 2.1°de, sigirlarin yas ve cinsiyet dagilimi
ise; Cizelge 2.2°de sunuldu. Bu isletmelerde bulunan sigir irklari; Simental, Holstein
SA, Montofon, Charolis Melezi, Limousin Melezi, Simental Melezi, Holstein SA
Melezi ve Montofon Melezinden olusmaktadir.

Cizelge 2. 1. Tllerdeki isletme sayilar1 ve hayvan sayilari.

iller isletme Sayisi Hayvan Sayisi
Cankiri/Cerkes 1 144
Corum/Merkez 1 51
Ankara/Sincan 1 31
Eskisehir/Odunpazari 1 47
Konya/Eregli 1 150
Toplam 5 423
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan sigirlarin yas ve cinsiyet dagilimu.

Yas (Yil) Cinsiyet
Hayvan 0-1 1 2 3 4 >5 Erkek Disi
Si1g1r Sayisi 11 76 96 65 53 122 70 353
Toplam 423 423

e Isletme 1; Cankir/Cerkes’de bulunan 144 sigirdan kan ve diski &rnekleri
alinarak, tiiberkiilin deri testi yapildi.

e Isletme 2; Corum’da bulunan 51 sigirdan kan ve diski ornekleri alinarak,
tiiberkiilin deri testi yapildi.

e Isletme 3; Ankara/Sincan’da bulunan 31 sigirdan kan ve diski &rnekleri
alinarak, tiiberkiilin deri testi yapildi.

e Isletme 4; Eskisehir/Odunpazari’nda bulunan 47 sigirdan kan ve diski 6rnekleri
alinarak, tiiberkiilin deri testi yapildi.

e Isletme 5; Konya/Eregli’de bulunan 150 sigirdan kan ve diski rnekleri alinarak,

tiiberkiilin deri testi yapildi.

2.1.2. Kan ve Diski Ornekleri

Sigirlara Tiiberkiilin deri testi PPD avian ve PPD bovine uygulanmadan once
kuyruk bolgesinde bulunan Vena coccygea’dan gama interferon testi igin her bir
hayvandan Lithium heparin igeren (9 ml, Vacusera, Izmir, Tiirkiye) vakumlu tiiplere
8 ml kan 6rnegi alindi. Bu siiregte Mycobacterium paratuberculosis antikor testi igin
her bir hayvandan pihtilasma aktivatérii (9 ml,Vacusera, izmir, Tiirkiye) iceren
vakumlu tiiplere 8 ml kan alindi. Lityum heparinli kan tiiplerine alinan 6rnekler test
zamanina kadar oda sicakliginda (22 °C) muhafaza edilerek, 12 saat igerisinde kan
kiiltirleri yapildi. Pihtilagma aktivatorii barindiran kan tiiplerine alinan 6rnekler 3000
rpm’de 5 dk. santrifiij (Hettich 32 R, Germany) yapildi ve tiiplerde serumlar ortaya
¢iktiktan sonra eppendorf tiiplerine aktarilarak test zamanma kadar -20 C’de derin
dondurucuda saklandi. Ayrica diski 6rnekleri her hayvandan Paratiiberkiiloz tanis1 igin

alindi. Rektumdan taze diski 6rnekleri plastik eldiven ile alinarak steril plastik kaplara
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aktarildi (Sekil 2.1). Her sigirdan alinan bu diski 6rnekleri +4°C’de laboratuvara
ulastirildi. Steril distile su kullanilarak taze diskidan direkt smear hazirlandi. Alevde

kuruma saglandiktan sonra ZN boyama yontemi ile boyanan preparatlar mikroskopta
100x objektif kullanilarak (Nikon ECLIPSE Ci, Japon) incelendi (Borum ve ark.,
2014; Paolicchi ve ark., 2003; Shahmoradi ve ark., 2008).

Sekil 2. 1. Hayvanlardan digki ve kan 6rneklerinin alinmasi (Eskisehir, Konya).
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2.1.3. Ziehl-Neelsen (ZN) Boyama

ZN boyama yontemi, Asido-Resistans bakterileri (ARB) belirleyebilmek i¢in
kullanildi. Bu boyama yontemi i¢in ihtiya¢ duyulan soliisyonlar asagida belirtildigi
gibi olusturuldu (Arda, 2006; Eamens ve ark., 2015).

e Fenollii Karbol Fuksin

Etanol (%95) 100 ml,

Bazik fuksin 30r,
Fenol 50r,
Distile su 100 ml kullanilarak iki ¢ozelti hazirlandi.

[lk c¢ozelti, bir havan icerisinde bazik fuksin konuldu ve iizerine az az alkol
dokiilerek bazik fuksin ezildi. Kristal formda bulunan fenol sitilarak (45-50 °C)
erimesi saglandi ve istiine ilave edilen distile su ile homojen karisim elde edilerek
¢Ozelti 2 olusturuldu. 10 ml ¢6zelti 1°den, 1,90 ml ¢ozelti 2°den belirtilen oranlarda
karistirilarak calisma ¢6zeltisi olusturuldu ve koyu renkli kapakl siselere aktarilip 24
saat bekletildi. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozelti filtre edildikten sonra kullanima hazir

hala geldi.

e Asit-alkol (%3 w/v)

Etanol (%95) 97 ml,

HCI (%37,5) 3 ml oranlarinda karisim saglanarak hazirlandi.
e Metilen Mauvisi

Distile su 100 ml,
Metilen mavisi 0,3 gr bir havanda ezildikten sonra {izerine yavas yavas distile
su dokiilerek metilen mavisinin erimesi saglandi. Cozelti filtre edildikten sonra koyu

renkli ve kapakli siselere konuldu.
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2.1.4. Avian ve Bovine Tiiberkiilin (PPD)

Tarim ve Orman Bakanligi biinyesinde bulunan Veteriner Kontrol Merkez
Arastirma Enstitiisiinde iiretilen aktif protein miktart ml de 1 mg Bovine (Bo) PPD ve
Avian (Av) PPD tani testlerinde kullanildi (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2. Avian ve Bovine PPD.

2.1.5. Gama interferon (IFN-y) Test Kiti

Paratiiberkiiloz ve Tiiberkiiloz enfeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan hiicresel immun
yaniti; [IFN-y seviyesi oranindaki yiikselme baz alinarak hastaliklara tan1 koymak i¢in
ticari bir kit olan BOVIGAM (Prionics AG, Australia, Product ID: 63326, Lot No:
6332616101) kullanildi. Testte kullanilan Kitin malzemeleri; Anti IFN-y Antikorlari
ile Kapli Mikropleyt (30x1), Sigir IFN-y Pozitif Kontroli (3x2 ml), Sigir IFN-y
Negatif Kontrolii (3x2 ml), Plazma Sulandirma Tamponu (Green diluent) (1x175 ml),
Yikama Soliisyonu (2x500 ml), Konjugat (2x2 ml), Konjugat Sulandirma Tamponu
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(Blue diluent) (2x175 ml), Enzim Substrat Tamponu (2x175 ml), Kromojen

Soliisyonu (2x2 ml) ve Enzim Durdurma Soliisyonundan (1x175 ml) olusmaktadir
(Sekil 2.3).

Sekil 2. 3. Gama Interferon ELISA Kiti.

2.1.5.1. IFN-y uyarici antijen

1) Bovine Tuberculin PPD (3000): Son konsantrasyonu 300 1U/ml. (BOVIGAM,
Prionics AG, Spain, Lot:102697BGA)

2) Avian Tuberculin PPD (2500): Son konsantrasyonu 250 1U/ml.(BOVIGAM,
Prionics AG, Spain, Lot:102698BGA),

3) Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS): Negatif uyarict (Nil kontrol) antijen olarak
kullanildi. Ayrica PPD antijenlerinin (Bovine ve Avian) sulandirilmast yapilirken
kullanildi. PBS ; 8,5 g NaCl, 0,32 g KH2PO4, 1,1 g K2HPO4 ve 1000 ml distile sudan
olusmaktadir. Bu soliisyon pH 7,2’ye sabitlendi ve 121 °C’de 20 dk. otoklav ile

sterilizasyonu yapildu.
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2.1.6. Mycobacterium paratuberculosis Antikor Test Kiti

Paratiiberkiiloz enfeksiyonunda ortaya c¢ikan antikorlari tespit etmek igin
yapilan ELISA’da ticari kit (IDEXX, France, LOT SN 20063) kullanildi. Bu Kit;
Mikropleyt, Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar1 (1 x 0,5 ml), Konsantre Konjugat (1
x 0,75 ml), Sulandirma Buffer N.12 (1 x 100 ml), Sulandirma Buffer N.1 (1 x 120 ml),
TMB Substrate N.9 (1 x 60 ml), Stop Soliisyonu N.3 (1 x 120 ml) ve Yikama
Soliisyonundan (1 x 100 ml) olugmaktadir (Sekil 2.4).

Sekil 2. 4. Mycobacterium paratuberculosis Antikor ELISA Kiti.
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2.2. Yontem

2.2.1. Tiiberkiiloz Enfeksiyonu Antemortem Tam Yontemleri

2.2.1.1. Tiiberkiilin (PPD) Deri Testi (TDT)

Sigirlara CITT uygulandi ve sonuglari degerlendirildi. Bu uygulama ve
sonuglarin  degerlendirilmesi OIE, TOB’un Sigir Bovine Tiberkiiloz
Yonetmeligi’ne gore yapildi (OIE, 2022; Resmi Gazete, 2009). PPD deri testi boynun
orta tigte birlik kisminda 0,1 ml dozunda {stte avian PPD ve altta bovine PPD olmak
tizere ve iki enjeksiyon arast uzaklik 12-13 cm uzaklikta olacak sekilde intradermal
enjeksiyon yapildi. Bu iki bélge enjeksiyon yapilmadan once killar tras edildi ve deri
kalinligi kumpasla Olgiilerek kayit tutuldu. Enjeksiyon bdlgesinde bezelye
biiyiikliigiinde bir sislik olmasi, enjeksiyonun intradermal yapildiginin gostergesiydi
ve enjeksiyon yapilan her iki bolge 72 saat sonra deri kalinligi tekrar kumpasla

Olciilerek kayit altina alind1 (Sekil 2.5).

2.2.1.1.1. PPD Reaksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Reaksiyonlar, PPD intradermal enjeksiyonlarinin uygulamasindan 72 saat sonra
enjeksiyon yapilan bolgelerin deri kivrimi kalinhigindaki artis miktart ve Kklinik

belirtilere bakilarak degerlendirilir. Degerlendirme neticesinde;

a) Negatif sonug¢ (-): Enjeksiyon yapilan bolgedeki deri kivrimi kalinliginin 6lgtimii
yapildigindan 2 mm ge¢miyor Ve lenf kanallar1 ya da lenf yumrularinin yangisi
olusmamis, bolgede sinirh bir sigkinlik, eksiidasyon, nekroz, yaygmn ya da diffiiz

odem, agr1 yoksa negatif reaksiyon olarak degerlendirilir.

b) Siipheli sonu¢ (£): Enjeksiyon yapilan bolgedeki deri kivrimi kalinliginin 6l¢timii
yapildigindan 2 mm ile 4 mm arasinda olmasi ve lenf kanallar1 ya da lenf yumrularinin
yangisi olusmamis, eksiidasyon, nekroz, yaygin ya da diffiiz 6dem, agr1 yoksa siipheli

reaksiyon olarak degerlendirilir.

35



c) Pozitif sonu¢ (+) : Enjeksiyon yapilan bdlgedeki deri kivriminin Kalinligiin
Olciimii yapildigindan 4 mm ya da 4 mm’den daha fazla olmasi ve lenf kanallar1 ya
da lenf yumrularinin yangisi olusmus, eksiidasyon, nekroz, yaygin ya da diffiiz 6dem,

agr1 var ise pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir (Resmi Gazete, 2009).

2.2.1.1.2. Karsilastirmal intradermal PPD Bovine ve Avian Reaksiyonla-

rinin Degerlendirilmesi

a) Pozitif sonug (+): Uygulama yapilan yerde lenf kanallar1 ya da lenf yumrularinin
yangist olugsmus, eksiidasyon, nekroz, yaygin ya da diffiiz 6dem, agri gibi klinik
belirtilerin tespit edilmesi ya da bovine PPD enjeksiyonu yapilan uygulama yerinde 4
mm ve tizerinde deri kivrimi kalinhigr olusmasi ve ayrica bovine PPD, avian PPD
enjeksiyonu yapilan bolgede bulunan deri kivrimi 4 mm’den daha fazla kalinlagma

gostermesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

b) Siipheli sonug (): Bovine PPD enjeksiyonu yapilan uygulama yerinde, 2 mm’den
fazla deri kivrimi kalinlig1 varsa ve avian PPD enjeksiyonu uygulama yerinden 1-4
mm daha fazla deri kivrimi kalinhig1 olusmussa ya da pozitif sonugta belirtilen klinik

septomlar yoksa siipheli reaksiyon olarak degerlendirildi.

c) Negatif sonug (-): Bovine PPD enjeksiyonu yapilan uygulama yerinde 2 mm’den
fazla deri kivrimi kalinligi yoksa veya pozitif ya da siipheli avian PPD reaksiyonuna
esit ya da daha az deri kivrimi kalinlagmasina sahip bovine PPD reaksiyonu tespit
edildiginde veya pozitif sonugta belirtilen klinik septomlar yoksa negatif reaksiyon

olarak degerlendirildi.

CITT e siipheli sonug gosteren sigirlar en az 42 giin sonra tekrar bovine ve avian
intradermal PPD enjeksiyonu yapildi. Ikinci test sonucu negatif olmayan sigirlari test
sonucu pozitif kabul edildi (Cizelge 2.3) (Resmi Gazete, 2009).
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Cizelge 2. 3. Karsilastirmal1 Intradermal Tiiberkiilin test sonuglarimin degerlendirilmesi.

PPD Bovine PPD Avian
Uygulama Uygulama Karsilagtirma Sonug
Yerindeki Yerindeki
Reaksiyon Reaksiyon
iki deri kalinlasma farki 4 mm den fazla ve Pozitif
+ +, &, - Bovine PPD >4 mm +)
iki deri kalinlagma farki 1-4 mm arasinda Siipheli
+ +, &, - (1mm < kalinlagma < 4mm) U(I:E)
ve Bovine PPD >4 mm ise
iki deri kalinlasma farki 1-4 mm arasinda Siipheli
+ +, &, - (1mm < kalinlagma < 4mm) ve (pi)
Bovine PPD 2 mm < kalinlagsma < 4 mm ise
iki deri kalmlasma farkmin esit ya da Avianin .
+ + fazla olmas1 ve Neg; tf
Bovine PPD, Avian PPD >4 mm olmasi
iki deri kalinlasma farkinin esit ya da Avianin Negatif
+ + fazla olmasi ve Bovine PPD, Avian PPD g)
2mm < kalinlasma < 4 mm olmasi
Avian PPD >4 mm fazla olmasi ve Negatif
+ + Bovine PPD 2mm < kalinlasma < 4mm arasinda (9)
olmasi
- + Avian PPD >4 mm ve Bovine PPD < 2mm ise Ne(g_;mf
- - Bovine PPD ve Avian PPD <2mm ise Neg;it'f
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Sekil 2. 5. A. PPD uygulamasi yapilacak bolgelerin tras edilmesi,
B. Kumpas, C. Kumpasla 6l¢iilmesi, D. PPD’nin deri i¢ine enjekte
edilmesi (Cankir).

2.2.1.2. Gama Interferon (IFN-y) Testi

Uretici firma tarafindan bildirilen protokole gore sandvi¢ ELISA yapildi.

2.2.1.2.1. Kan Kiiltiriiniin Hazirlanmasi

Her bir sigira PPD deri testi uygulanmadan 6nce kuyruk bolgesinde bulunan
Vena coccygea’dan Lithium heparinli tiiplere 8 ml vendz kan alind1 ve tiipler yavasca

alt iist edilerek heparin kan ile karistirildi. 12 saat siire igerisinde oda sicakliginda
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(22£3°C) laboratuvara getirilen kan ornekleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytinde
(Isolab, multiwell plates, lot:076, 50) tam kan kiiltiirleri yapildi. Kan tiipleri testte
baslanmadan once 10 kez alt {ist edildi. Her bir hayvandan alinan kan 6rnekleri 24
kuyucuklu doku kiiltiirii pleytinde bulunan her bir hayvana ait olan 3 kuyucuga 1,5 ml
tek kullanimlik pipet ucu ile aseptik kosullar altinda dagitildi. Birinci sirada bulunan
kuyucuktaki kan 6rneginin tizerine 100 pl nil kontrol antijeni (PBS), ikinci kuyucukta
bulunan kan 6rneginin tizerine 100 pl PPD bovine antijeni, ti¢iincii kuyucukta bulunan
kan 6rneginin {izerine 100 pl PPD avian antijeni eklenerek mikropleyt karistiricida 1
dk. siireyle homojen karigim saglandi. Daha sonra mikropleytler 37 °C’de, %5 CO2’li
etiivde, 16-24 saat (Binder, Germany) inkiibasyona birakildi (Sekil 2.6).

Sekil 2. 6. A. Kan 6rnekleri tizerine antijenlerin ilave edildigi 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
pleyti, B. Hiicre kiiltiirii pleytlerinin 37 °C’de %35 CO2’li etiivde 16-24 saat inkiibasyonu.

2.2.1.2.2. Plazma Orneklerinin Alinmasi

Inkiibasyonun ardindan, her bir kan plazmas: i¢in steril bir pipet ve pipet ucu ile
her kuyucuktan 500 pl plazma 6rnegi alindi1 ve bos steril 96 kuyucuklu mikropleyte
aseptik kosullarda dagitildi. 1 numarali hayvan pleytin nil kontrol (PBS) antijeni ile
Al kuyucuguna, bovine PPD antijeni ile A2 kuyucuguna, avian PPD antijeni ile A3
kuyucuguna aktive olan plazma 6rnekleri aktarildi. Kan plazma 6rnekleri sirasiyla bu
sekilde steril mikropleyte aktarildi ancak anti IFN-y antikorlar1 ile kapli ELISA
pleytine aktarimdan sonra kapl pleytlerin C4, C5, C6 kuyucuklarina pozitif
kontroller, G4, G5, G6 kuyucuklarina ise negatif kontroller konulacagi i¢in bos
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birakildi. Alinan plazma 6rneklerinin 12 kanall1 pipet araciligiyla kaplh pleyte sirayla

aktarim gerceklestirildi.

2.2.1.2.3. Sandvi¢ ELISA

Konsantre konjugat haricindeki tiim reaktifler testte baslamadan 6nce oda
sicakligina  (22+3°C) getirildi. Uretici firmanim Kit protokoliine gére test yapildi.
Antikor kapli mikropleytlerde bulunan kuyucuklara 50 ul plazma sulandirma tamponu
(Green diluent) eklendi ve sonra Sekil 2.7°de belirtilen sira ve diizen igerisinde bu
kuyucuklara ilk dnce 50 pl test 6rnekleri eklendi daha sonra pozitif ve negatif kontrol

ornekleri ilave edildi.

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

A INil 1Bo 1Av | 2Nil 2Bo 2Av | 3Nil 3Bo | 3Av | 4Nil | 4Bo | 4Av

B 5Nil | 5Bo | 5Av | 6Nil | 6Bo | 6Av | 7Nil | 7Bo | 7Av | 8Nil | 8Bo | 8Av

C ONil | 9Bo | 9Av - 10Nil | 10Bo | 10Av | 11INil | 11Bo | 11Av

D 12Nil | 12Bo | 12Av | 13Nil | 13Bo | 13Av | 14Nil | 14Bo | 14Av | 15Nil | 15Bo | 15A

E 16Nil | 16Bo | 16Av | 17Nil | 17Bo | 17Av | 18Nil | 18Bo | 18Av | 19Nil | 19Bo | 19Av

F 20Nil | 20Bo | 20Av | 2INil | 21Bo | 21Av | 22Nil | 22Bo | 22Av | 23Nil | 23Bo | 23Av

G 24Nil | 24Bo | 24Av 25Nil | 25Bo | 25Av | 26Nil | 26Bo | 26Av

H 27Nil | 27Bo | 27Av | 28Nil | 28Bo | 28Av | 29Nil | 29Bo | 29Av | 30Nil | 30Bo | 30Av

Sekil 2. 7. Plazma orneklerinin mikropleytlere IFN-y Sandvi¢ ELISA testinde dagitilmasi.
Nil: PBS, Bo: PPD Bovine, Av: PPD Avian ile uyarilan plazma 6rnekleri.

Uyarilmis kan plazmalari, kapli pleytlere her 6rnek iki kez eklendi ve eklenme
sirast su sekilde gergeklestirildi: A ve B’ye A sirasindaki 6rnekler , C ve D’ye B siras,
E ve F’ye C siras1;, G ve H kuyucuklarina ise D sirasindaki plazma 6rneklerinin

aktarimi yapildi yani her 6rnek iki kez test edildi. Negatif ve pozitif kontrol 6rnekleri

en son konuldu. Kapli pleytlere aktarma sirasinda negatif ve pozitif kontrol 6rnekler
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dahil tim ornekler 5 kez pipetaj yapilarak karisim saglandi. Daha sonra her pleytin
kapagi kapatildi ve 1 dk. siire ile mikropleyt karistiricida karistirildiktan sonra oda
sicakliginda (24 °C) 60+5 dk. siiresince inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
pleytler 6 defa ELISA mikropleyt yikama cihazinda (MINDRAY, MV-12A,
Microplate Washer) kuyucuklar yikanarak kurutma kagidinda kurutuldu. Sonra tiim
kuyucuklara 100 pl taze hazirlanan konjugat soliisyonu ilave edilerek oda
sicakliginda 60 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ve kurutma tekrar
yapildi. Pleytlere taze hazirlanan 100 pl substrat soliisyonu kuyucuklara eklendi ve
oda sicakliginda 30 dk. direkt isiktan kaginilan bir ortamda pleytler kapak ile
kapatilarak inkiibe edildi. Siire bitiminde her kuyucuga enzim stop soliisyonu 50 ul
ilave edildi ve mikropleyt karigtiricida pleytler hafifce karistirildi. Stop soliisyonu
eklenip reaksiyonun durmasi saglandiktan 5 dk. gibi kisa bir siire sonra pleytler,
ELISA okuyucuda (Therma Scentific Multiskan FC) 450 nm’de okundu.

2.2.1.2.4. Testin Degerlendirilmesi

Negatif ve pozitif kontrol 6rneklerinin OD degerlerinin ortalamasi baz alindi ve
PK OD degerlerinin ortalamasi1 0,70’den biiylik, NK OD degerlerinin ortalamasi
0,130°dan kiigiik olursa test gecerli olarak kabul edildi. Orneklerde ise;

Negatif: OD Bo PPD — OD Nil (PBS) antijen < 0,1 ve
OD Bo PPD-0OD AvPPD<0,1

Pozitif: OD Bo PPD — OD Nil (PBS) antijen > 0,1 ve
OD Bo PPD —OD Av PPD > 0,1 olarak degerlendirildi.
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2.2.2. Paratiiberkiiloz Enfeksiyonu Antemortem Tam Yontemleri

2.2.2.1. Bakteriyoskopi

Her sigirdan alinan yaklasik 40 gram diski  6rnegi steril distile su ile
homojenize edildikten sonra her bir diskinin ii¢ ayr1 bolgesinden 2 adet direkt smear
preparat hazirland1 ve fekal bakteriyoskopi tanisi igin ZN boyama metodu ile boyama
yapildi. Bu amagla hazirlanan smear preparatlar oda sicakliginda kisa bir siire
bekletilerek kurumasi saglandiktan sonra en az 2 kez alevden gegirilerek tespit edildi.
Daha sonra lamin iizerine karbol fuksin soliisyonu pastor pipeti ile lamin iizerine
kaplayacak halde ilave edildi ve alttan 3 dk. araliklarla preparatlara iki ya da ii¢ kez
hafifce preparatlarin asir1 1sinarak kabarcik ¢ikarmasindan ve yanmasindan kaginarak
1sitildi. Siire bitiminde preparatlar gesme suyu ile yikandi ve preparatlar asit-alkolde
(%3 w/v) renksizlestirme yapildi ve ¢esme suyu ile tekrar yikandi. Yikama isleminin
ardindan pastor pipeti ile preparatlar1 kaplayacak sekilde ve zemin mavi renge
doniisiinceye kadar metilen mavisi ile boyandi ve tekrar ¢esme suyu ile yikanarak
kurumaya birakildi. Incelenmeye hazir hale gelen preparatlar 100x objektifte preparata
immersiyon yagi damlatilarak mikroskop sahasinda ARB’ler tarandi (Arda, 2006;
Fujiki, 2001). ARB’ler mavi zeminde kisa-kalin, kirmizi-pempe renkte kokobasil
tarzinda kiimeler halinde goriintiilendi. En az 100 mikroskop sahasi tarandi ve
sonuglar kaydedildi. Bu sonuglar Cizelge 2.4’de belirtildigi gibi aside direngli bakteri
skorlama (ARB scorin) kriterlerine gére degerlendirildi (Sekil 2.8) (Fujiki, 2001).
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Cizelge 2. 4. Asido Resistants Basil (ARB) skorlama kriteri (Fujiki, 2001).

Kriter Degerlendirme
Mikroskop sahasinda asidorezistans bakteri yok Negatif
Mikroskop sahasinda 1-9 adet asidorezistans bakteri var Stipheli
Mikroskop sahasinda 10-99 adet asidorezistans bakteri var Pozitif

Sekil 2. 8. A. Siirme preparatlarin hazirlanmasi, B. ZN ile boyanmasi, C. Mikroskobik
sahada incelenmesi, D. Preparatlarin muhafaza edilmesi.
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2.2.2.2. Mycobacterium paratuberculosis Antikor Testi

Uretici firma tarafindan bildirilen protokole gore indirekt ELISA yapildi.

2.2.2.2.1. Testin Uygulanisi

Testte baglamadan 6nce test Kiti oda sicakligina (18-26°C) getirildi ve test, Kitin
tiretici firma tarafindan belirlenen kit protokolii dikkate alinarak yapildi. Kitte
bulunan pozitif ve negatif kontroller ile sigir kan serumu 6rnekleri M. phlei barindiran
seyretici tampon sayesinde ¢apraz reaksiyon gosteren antikorlari elimine etmek igin
bos steril mikropleytte her bir 6rnek ve kontroller 1:20 oraninda seyreltici tampon ile
karistirildi ve 15 dakikadan 2 saate kadar olan bir zaman dilimi arasinda 18-26°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucukta bulunan serum
orneklerinden, pozitif ve negatif kontrollerden ¢ok kanalli pipet araciligiyla 100 ul
alinarak Map antijeni ile kapli mikropleytlere ayni sira ve diizen igerisinde konuldu.
Antijen kapli her pleytin A1 kuyucuguna negatif kontrol, B1 ve C1 kuyucuguna ise
pozitif kontroller eklendi. Daha sonra pleytler 18-26°C’de 45+5 dk. inkiibasyona
birakildi. Siire bitiminde pleytler yikama cihaziyla ~(MINDRAY, MV-12A,
Microplate Washer) her bir kuyucuk 3 defa 300 upl yikama soliisyonu ile
yikandi.Yikama bitiminde pleytler kurutma kagidi ile kurutuldu. Her bir kuyucuga
1:100 oraninda kisa siireli protokol ile sulandirilan konjugat eklendi ve pleytler 18-
26°C’de 30+3 dk. inkiibasyona birakildi. Daha sonra yikama cihazi ile pleytler
yikandi ve kurutma kagidi ile pleytler kurutuldu. Daha sonra pleytlerin her bir
kuyucuguna 100 pl enzim substrati eklendi ve 10+3 dk. 18-26°C’de direkt 1siktan
kaginilan bir ortamda inkiibasyona birakildi. Siire bitiminde pleytlere enzim durdurma
soliisyonu ilave edildi ve mikropleyt karistiricida hafifce karistirildi. Pleytler ELISA
okuyucuda (Thermo Scentific Multiskan FC) 450 nm’de okundu.
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2.2.2.2.2. Testin Degerlendirilmesi

Kit protokoliiniin belirttigi sekilde pozitif kontrollerin (ODPK) ortalama OD
degeri ve negatif kontroliin (ODNK) OD degeri hesaplandi. ODPK > 0,350 ve
ODPKx / ODNK > 3,00 olur ise test gegerli kabul edildi.

Her 6rnek i¢in pozitiflik ylizdesi (% S/P) ;

ODS -ODNK

0 =
% SIP=100 X ~5DPKx— ODNK  formilii ile hesapland.

Bu sonuca gore her bir sigir kan serumu 6rneginin % S/P degeri;
% S/P > % 55 olur ise; pozitif
% 45 < % S/P < % 55 olur ise; siipheli,
% S/P <% 45 olur ise; negatif olarak degerlendirildi.

2.2.2.3. IFN-y Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu calismada Tiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisini yapmak i¢in uygulanilan
IFN-y ELISA sonuglarinda ortaya ¢ikan avian PPD’nin OD degerleri hesaplandi. OD
degerlerinin Map enfeksiyonu yoniinden degerlendirilmesi ise; Vazquez ve ark.
(2013), tarafindan bildirilmis olan hesaplama kriterine gore yapildi. Bu kriter dikkate
alindiginda; her bir 6rnegin avian PPD OD degeri, nil (PBS) OD degerinden
cikarildiginda farkin 0,05’e esit veya bu degerden daha yiiksek ¢ikmasi ve avian PPD
OD degerinin bovine PPD OD degerinden daha yiiksek bir degere sahip olmasi
durumunda sigir,  Paratiiberkiiloz enfeksiyonu  yoniinden  pozitif olarak

degerlendirildi.

OdAV > OdBO ve OdAV - OdNIL > 0,05 PTB enfeksiyonu yoniinden pozitif

olarak degerlendirildi.
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2.2.2.4. Karsilastirmah intradermal PPD Reaksiyonlarinin

Degerlendirilmesi

Resmi Gazete’de yayimlanan 16458 sayili ve 9.11.1978 tarihli Sigir

Tiiberkillozu Yonetmeligi gore Karsilastirmali Intradermal Tiiberkiilin Testi

uygulanan sigirlarda 72 saat sonra uygulanan bolgelerdeki deri kivrimi kalinlagmast;

1) 3 mm'ye kadar (3 mm hari¢) olursa negatif reaksiyon,

2) 3-4 mm. (4 mm hari¢) arasinda ise siipheli reaksiyon,

3) 4mm. veya daha fazla ise pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir. PPD avian

ve PPD bovine tiiberkiilin uygulama boélgelerindeki deri kalinlagmalarindan yola

cikarak PTB enfeksiyonu siipheli bulunan hayvanlar asagidaki kriterlere gore

belirlenmistir.

>

Her iki tiiberkiilinde pozitif reaksiyon alindiginda; avian tiiberkiilinin deri
kalinlasmas1 bovine tiiberkiilininden fazla ise hayvan Paratiiberkiiloz
enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak degerlendirilir.

Avian tiiberkiiline pozitif, bovine tiiberkiiline stipheli reaksiyon tespit
edildiginde; hayvan Paratiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak
degerlendirilir.

Her iki tiiberkiilinede siipheli reaksiyon tespit edildiginde; avian tiiberkiilinin
deri kalinlagmasi bovine tiiberkiilininden fazla ise hayvan Paratiiberkiiloz
enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak degerlendirilir.

Avian tiiberkiiline pozitif, bovine tiiberkiiline negatif reaksiyon tespit
edildiginde; hayvan Paratiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak
degerlendirilir.

Avian tliberkiiline siipheli, bovine tiiberkiiline negatif reaksiyon tespit
edildiginde; hayvan Paratiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak
degerlendirilir (Cizelge 2.5) (Resmi Gazete, 1978).
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Cizelge 2. 5. Karsilastirmali Intradermal
yoniinden degerlendirilmesi.

PPD deri test sonuglarmin PTB enfeksiyonu

PPD Avian ve Bovine Deri Testlerinin
Karsilastirilmasi

PTB Enfeksiyonu Yoniinden Degerlendirilmesi

Bovine >4 mm, Avian >4 mm ve

Avian > Bovine Siipheli
Bovine 3 mm < kalinlagsma < 4 mm ve

Avian >4 mm Stipheli
Bovine 3 mm < kalinlasma < 4 mm,

Avian 3 mm < kalinlagsma < 4 mm ve Stipheli
Avian > Bovine

Bovine 3 mm < kalinlagma ve

Avian >4 mm Siipheli
Bovine 3 mm < kalinlagsma ve

Avian 3 mm < kalinlagsma < 4 mm Stipheli

Paratiiberkiiloz bakimindan siipheli kabul edilen hayvanlar son intradermal PPD

uygulanmasindan itibaren iki aylik izolasyona alindiktan sonra, kan 6rnekleri alinarak

Paratiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden incelenmesi ig¢in laboratuvara gonderilir. Kan

ornekleri alindiktan sonra, son yapilan avian ve bovine PPD’lerinin uygulandigi

boyun bolgesinin diger bolgesine intradermal PPD johnin uygulanir. Serolojik

testlerden herhangi birinden pozitif sonu¢ alinmast ya da PPD johnin uygulamasi

sonucu pozitif reaksiyon olmasi durumunda hayvan PTB enfeksiyonu yoniinden

pozitif olarak degerlendirilir (Resmi Gazete, 1978).
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2.2.3. Bir Teshis Metodunun Spesifitesi ve Sensitivitesinin Belirlenmesi

Bir teshis metodunun sensitivitesi bu metotla elde edilen pozitif degerlerin
gercek pozitif degerlere boliinmesiyle elde edilir. Bir testin spesifitesi ise, bu test ile
bulunan negatif degerlerin gergcek negatiflere boliinmesiyle hesaplanir (Cizelge 2.6)

(Erganis, 1993).

Cizelge 2. 6. Bir teshis metodunun spesifitesi ve sensitivitesi.

Test Sonucu Gercek Durum Toplam
Hasta Hasta Degil

Pozitif a b atb

Negatif c d b+d

Toplam atc b+d atb+c+d

% Sensitivite = 100 x a/(a+c)
% Spesifite = 100 x d/(b+d)
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3. BULGULAR

3.1. Tiiberkiiloz Enfeksiyonu Antemortem Tani1 Sonuc¢lar:

3.1.1. PPD Deri Testi

Intradermal bovine PPD ve avian PPD testi uygulanan toplam 423 adet sigir
Cizelge 2.3’¢ gore PPD uygulanan bolgedeki deri kalinlasmalari kumpas ile 6lgiiliip
degerlendirildi. Bu degerlendirme neticesinde 86 (%20,33) sigir PPD deri testine
pozitif sonug verdigi igin Tiiberkiiloz teshisi konulurken, 337 (%79,67) sigir negatif
sonug verdi (Cizelge 3.1). Ilk PPD deri testi uygulamasinda Cizelge 2.3’e gére siipheli
cikan sigirlar 60 giin sonraki ikinci PPD deri testi uygulamasi sonucuna gore negatif

ya da pozitif olarak sonug verdi ve ilk uygulama sonuglarina eklenildi (Sekil 3.1).

Cizelge 3. 1. Karsilastirmali Intradermal Tiiberkiilin test sonuglari.

intradermal Tiiberkiilin Testi
; Pozitif Negatif

Isletme No (%) (%) Toplam
1 (%23; 61) (%%?39) 1
2 (%23,78) (%3?522) .
3 (%3151, 18) (%622,52) .
4 (0/20) (%?00) “
5 (%é?m) (%ég%s) 150
Toplam (%28(?, 33) (%33,767) 2
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Sekil 3.1. A. Bovine PPD pozitif reaksiyon, B. Avian PPD ve Bovine PPD pozitif
reaksiyon (Corum, Konya).

3.1.2. Gama Interferon ELISA (IFN-y)

423 adet kan plazmasinin bovine PPD, avian PPD ve nil (PBS) antijenleri ile
uyarildiktan sonra IFN-y degerlerini belirlemek i¢in sandvi¢ ELISA yapildi. Her bir
kan plazmasindaki IFN-y seviyesinin OD degerleri kaydedilerek kit protokoliine gore
Tiiberkiiloz enfeksiyonu tanisi i¢in hesaplanarak degerlendirildi (Sekil 3.2). Bu
degerlendirme sonucuna gore; 423 adet sigirdan 84 (%19,86)’t Tiiberkiiloz pozitif
bulundu. Tiiberkiiloz tanisi i¢in ayni hayvanlara CITT’de uygulandig: i¢in, bu iki
teshis metodunu karsilastirdigimizda 12 sigir PPD deri testine pozitif sonug verirken,
IFN-y testine negatif sonu¢ vermistir. Diger taraftan 10 sigir IFN-y testine pozitif

sonug verirken, PPD deri testine negatif sonug vermistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. IFN-y testi ve Intradermal Tiiberkiilin test sonuglari.

intradermal IFN-y Testi
Tiiberkiilin Testi

isletme Hayvan
Numarasi Sayis1
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
1 144 34 110 28 116
2 51 31 20 27 24
3 31 11 20 13 18
4 47 0 47 8 39
5 150 10 140 8 142
Total 423 86 337 84 339

Sekil 3.2. Sigir plazma 6rneklerinin IFN-y ELISA sonucu (Ankara).
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Bu c¢aligmada Tiiberkiiloz sliphesi olan sig1r siiriilerinde IFN-y testini Tiiberkiilin
deri testi ile karsilastirildiginda; IFN-y testinin sensitivitesi % 86, spesifitesi ise % 97
bulundu (Cizelge 3.3). Sensitivite ve spesifite degerleri Cizelge 2.6’da belirlenen

yontem uygulanarak hesaplandi.

Cizelge 3.3. IFN-y testinin sensitivitesi ve spesifitesi.

intradermal Tiiberkiilin Testi

IFN-y Test Sonuclar: Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 74 10 84
Negatif 12 327 339
Toplam 86 337 423

Sensitivite: % 86
Spesifite: % 97

3.2. Paratiiberkiiloz Enfeksiyonu Antemortem Tam Sonug¢lar:

3.2.1. Antikor ELISA

Paratiiberkiiloz enfeksiyonunun teshisi i¢in 423 adet sigirdan elde edilen kan
serumlarina ELISA yapildi ve ELISA sonuglarina gére OD degerleri kit protokolii
dikkate alinarak degerlendirildi (Sekil 3.3). Bu degerlendirme neticesinde; 423 adet
sigir kan serumunda Map’a karsi gelisen antikorlar yoniinden 44 (%10,4)’1 pozitif, 10
(%2,37)’u siipheli ve 369 (%87,23)’u negatif bulundu. Ornek alman 5 siit sigir

isletmesinin hepsinde Paratiiberkiiloz yoniinden pozitiflik saptandi (Cizelge 3.4).

52



Plate Listing
Ascay MptsSROLS

Date 15.04.2002

Template 09.09.2016-001

Tech 1

Plate-1 1 2 2 a 5 [ b s ] 10 11 12
A - Well Neg A A A A A A A A A A A
o, 0,044 0,172 0,128 0,146 0,150 0,178 0,130 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5P 12,958 5,438 10,248 10,648 13,451 B,635% 4,420 ~4,420 4,420 4,420 4,430
Result heg Heg Neg Neg Heg Heg Neg ] meg neg Neg
B - Wil Pz A n A A A A A A A A A
oD 0,971 0,285 0,102 0,935 0,559 0,111 0,110 0,000 0,000 0,000 0,000 -0.001
5P 22,200 5,E26 89,905 51,733 6,730 £,630 4,420 ~4,420 4,420 4,420 -4,520
Result heg Heg Pos Sus Heg Heg Neg heg meg Heg Neg
© - well Pz A n A A A A A A A A A
oD, 1108 0,127 0,284 0,250 0,158 0,157 0,242 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5P 8,338 24,108 20,693 11,452 11,358 15,990 4,420 -4,420 -48,420 4420 -4,430
Result heg Heg Neg Neg Heg Heg Neg Heg meg neg Neg
o - Weil A A [ A A A A A A A A A
oD, 0,108 0,207 0,704 0,098 o117 0,161 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SiP % 6,429 16,374 16,072 5,424 7333 11,753 0,000 4,420 -4,420 -8,470 4430 -4,420
Result Neg heg Heg Neg Neg Heg Heg Neg Heg meg neg Neg
E - Weil A A A A A A A A A A A A
o, 0,222 0,099 0,226 0,237 0,131 2,380 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SiP % 17,880 5,525 18,782 19,387 B739 134,656 -0,100 4,420 -4,420 -8,470 4430 -4,420
Result Heg Fieg Reg Heg Heg Pos Heg Heg Fieg Fieg Heg Heg
F - Well A A A A A A A A A A A A
oD 0,116 0,855 0,306 0,085 0,147 3,735 0,042 0,000 0,000 0,000 o000 0,001
5P 7,233 EZ,471 26,318 4,119 10,347 320,542 -0,201 4,420 ~4,420 4,420 4,420 -4,520
Result Neg Pus Heg Neg Neg Pos Heg Neg heg meg Heg Neg
@ - Well A A A A A A A A A A A A
oD, 0,126 0,589 0,663 0,830 0,125 0,162 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SiP % B,237 52,737 62,180 84,982 B 137 11,853 -0,402 4,420 -4,420 -8,470 4430 -4,420
Result Neg Sus Pos Pos Neg Heg Heg Neg heg meg Heg Neg
H - Well A A A A A A A A A A A A
oD, 0,085 3,102 0,066 0,108 0,131 0,427 0,041 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SiP % 4,719 307,283 2,210 6,429 B33 38473 -0,301 4,420 -4,420 -8,470 4430 -4,420
Result Neg Pus Heg Neg Neg Heg Heg Neg Meg heg Heg Neg

Sekil 3.3. Sigir kan serumu 6rneklerinin Antikor ELISA sonucu (Corum).

Cizelge 3.4. Sigir isletmelerindeki hayvanlarin Antikor ELISA sonuglari.

Antikor ELISA

; Pozitif Siipheli Negatif
Isletme No (%) (0}:)) (090) Toplam
15 1 128
1 (%10,42) (%0,7) (%88,88) 144
, 7 2 42 o1
(%13,72) (%3,93) (%82,35)
5 7 2 22 o
(%22,58) (%6,45) (%70,97)
1 46
4 (%2,13) - (%97,87) 4
14 5 131
5 (%9,33) (%3,33) (%87,34) 150
44 10 369
Toplam (%10,4) (%2,37) (%87,23) 423
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3.2.2. IFN-y ELISA

Tiiberkiiloz siipheli sigir isletmelerinde bulunan 423 adet hayvana gama

interferon testi ile Tiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden tarama yapildiktan sonra elde

edilen OD degerleri ile yaptigimiz hesaplama neticesinde eger; avian PPD OD degeri,
nil (PBS) OD degerinden ¢ikarildiginda farkin 0,05°e esit veya bu degerden daha

yiiksek ¢ikmasi ve avian PPD OD degerinin bovine PPD OD degerinden daha yiiksek

bir degere sahip olmast durumunda Sigir Paratiiberkiiloz enfeksiyonu bakimindan

pozitif olarak degerlendirildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. PTB IFN-y ELISA sonuglari.

IFN-y ELISA
isletme No P(g/z;ﬂf I\ég/%?ﬂf Toplam
s . 494 15 1
2 (%51100) =L
3 (%31,23) (%5??,77) i
4 (%63, 38) (%;;,62) 4
: ( (;);6) ( ;ﬁ) 150
Toplam (%31,196) (%3(5),204) 42
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3.2.3. Bakteriyoskopi

Paratiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisi igin 5 igletmeden toplam 423 adet sigirdan
alman digki 6rnekleri ile direkt smear  preparatlar hazirlandi ve ZN boyama
yontemiyle boyandiktan sonra 100x objektifte ARB yoniinden mikroskopta tarandi
(Sekil 3.4). Sonuglar Cizelge 2.4°deki ARB skorlama tablosuna gore degerlendirildi
(Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Map’in ZN boyama yontemiyle diski bakis1 sonuglari.

Diski Bakis1 Sonuglar:
Isletme No P(%Zi;if Si(ig}ol;eli Ng)%’;tif Toplam
1 (%35,47) (%47,86) (%éi,z(s?) 144
2 (%1.?3,73) (%516?,27) 51
8 (%18,35) - (%82(;65) 31
4 (%41700) 47
5 (;é) (%35,33) (%g?m) 150
Toplam (%t23,344) (%411?49) (%3%,107) 423
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Sekil 3.4. ZN boyama yontemi ile digki 6rneklerindeki ARB’lerin mikroskobik goriintiisii
(Kisa, kirmizi-pembe renkte, kalin ve i¢ i¢e girmis kokobasil goriiniim).

3.2.4. intradermal PPD Avian Sonuclar

Karsilagtirmali intradermal PPD testi uygulanan isletmelerde 72 saat sonra PPD
avian uygulanan bolge PTB enfeksiyonu yoniinden degerlendirildi ve Cizelge 2.5’e
gore sonuglandirildi (Sekil 3.5) (Cizelge 3.7).

> Isletme 1; Isletmede bulunan 144 sigirdan 4’ PTB enfeksiyonu yoniinden
stipheli bulundu. Bu 4 s1girdan higbiri antikor ELISA’ya pozitiflik vermezken,
2’si fekal bakteriyoskopide pozitif ve 1’i IFN-y ELISA’da pozitif sonug verdi.
PTB siipheli hayvanlar arasinda 1 sigirda IFN-y ELISA’da ve fekal
bakteriyoskopide pozitiflik belirlendi.

>Isletme 2; Isletmede bulunan 51 sigirdan 3’ii PTB enfeksiyonu yoniinden
stipheli bulundu. Bu 3 sigirdan 1’1 antikor ELISA’ya pozitiflik, 3’ fekal
bakteriyoskopide siipheli bulunurken, 3 sigirdan hicbiri IFN-y ELISA’da
pozitiflik vermedi.

>Isletme 3; Isletmede bulunan 31 sigirdan 4’4 PTB enfeksiyonu yoniinden
stipheli bulundu. Bu 4 sigirdan 2’si hem antikor ELISA’ya hem de fekal
bakteriyoskopide pozitif bulunurken, PTB siipheli 4 sigirdan higbiri IFN-y
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ELISA’ya pozitiflik vermedi. Antikor ELISA ve fekal bakteriyoskopide
pozitif bulunan 2 sigir ayn1 hayvan olarak tespit edildi.

>Isletme 4; Isletmede bulunan 47 sigirdan higbiri intradermal avian PPD
sonuclarina gére PTB enfeksiyonu bakimindan siipheli bulunmadi.

> Isletme 5; Isletmede bulunan 150 sigirdan 3’ii PTB enfeksiyonu bakimindan
stipheli bulundu. Bu 3 sigirdan 2’si antikor ELISA, fekal bakteriyoskopi ve
IFN-y ELISA sonuglarina gore pozitiflik bulundu ve bu ii¢ testte pozitiflik

veren 2 s1gir ayni hayvan olarak tespit edildi.

Sekil 3.5. A. Avian PPD pozitif reaksiyon, B. Avian PPD ve Bovine PPD pozitif
reaksiyon (Corum, Konya).
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Cizelge 3. 7. Avian PPD sonuglarina gore Map enfeksiyonu bakimindan siipheli bulunan 14
sigirin PTB tani testleri sonuglart.

Sigir No Antikor ELISA Diski Bakteriyoskopi IFN-y ELISA
13 - - -
78 - + .
83 - + +
33 - - -
B8 - + -
B9 - + -

B18 + + -
17 + + .
31 + + -
29 - - -

K14 - - -
101 - - -
133 + + +
82 + + +

Pozitif (+), Negatif (-), Siipheli ().
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3.2.5. Tan1 Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Tan testleri i¢inde sigirlarda en yliksek oranda pozitiflik antikor ELISA’da
(%10,4) saptandi. Bunu sirasiyla ZN boyama yontemiyle fekal bakteriyoskopi
(%5,44) ve IFN-y ELISA (%4,96) yontemleri takip etti. Stri (isletme) olarak
degerlendirilme yapildiginda; en yiiksek pozitiflik degeri Antikor ELISA (%100)
gosterdi ve bu orani takip eden testler sirasiyla; IFN-y ELISA (%80) ve ZN boyama
(%60) yontemleri izledi (Cizelge 3.8). 5 siit s18ir isletmesinde bulunan 423 adet sigira
yapilan antikor ELISA, fekal bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA sonuglarina gore bu
testlerin birinden veya ikisinden ya da iiglinden pozitiflik alindi. Antikor ELISA, fekal
bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA sonuglarindan sadece birinde sirastyla 27 (%6,39), 7
(%1,66) ve 10 (%2,36) hayvanda pozitiflik goriildii. Antikor ELISA ve fekal
bakteriyoskopide 11 (%2,6), antikor ELISA ve IFN-y ELISA’da 6 (%]1,42), fekal
bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA’da 5 (%1,18) hayvanda pozitif sonug elde edildi.
Antikor ELISA, fekal bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA sonuglarindan her birine pozitif
sonug veren 4 (%0,95) hayvan tespit edildi (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.8. Map enfeksiyonunun antemortem tani yontemleri sonuglarmin karsilastiriimasi.

Isl,fltome Antikor ELISA Diski Bakteriyoskopi IFN-y ELISA Hs?;‘fl”
Pozitif Siipheli Negatif  Pozitif Siipheli Negatif Pozitif Negatif
% % % % % % % %
1 15 1 128 5 7 132 8 136 144
(%10,42) (%0,7) (%88,88) (%3,47) (%4,86) (%91,67)  (%555)  (%94,45)
2 7 2 42 - 7 44 - 51 51
(%13,72) (%3,93) (%82,35) (%13,73)  (%86,27) (%100)
3 7 2 22 6 - 25 1 30 31
(%22,58) (%6,45) (%70,97)  (%19,35) (%80,65) (%3,23)  (%96,77)
A 1 - 46 - - 47 3 44 47
(%2,13) (%97,87) (%100)  (%6,38)  (%93,62)
5 14 5 131 12 5 133 9 141 150
(%9,33) (%3,33) (%87,34)  (%8)  (%3,33) (%88,67)  (%6) (%94)
Toplam 423
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Cizelge 3.9. Map enfeksiyonu antemortem tani yontemlerinin pozitif sonuglarinin
karsilastirilmasi.

Isletme No Analiz Antikor ELISA Diski Bakteriyoskopi IFN-y ELISA

Antikor ELISA 9 2 4

1 Diski
Bakteriyoskopi 2 1 2
IFN-y ELISA 4 2 2
Antikor ELISA 7 0 0

2 Diski

Bakteriyoskopi 0 0 0
IFN-y ELISA 0 0 0
Antikor ELISA 3 4 0

3 Diski
Bakteriyoskopi 4 2 0
IFN-y ELISA 0 0 1
Antikor ELISA 1 0 0

4 bkt

Bakteriyoskopi 0 0 0
IFN-y ELISA 0 0 3
Antikor ELISA 7 5 2

5 Diski
Bakteriyoskopi 5 4 3
IFN-y ELISA 2 3 4
Antikor ELISA 27 11 6
Toplam Baktt]e)ril)sllc()lskopi 1 7 5
IFN-y ELISA 6 5 10
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4. TARTISMA

Tirkiye’de Sigir Tiiberkiilozunun teshisinde standart teshis metodu olarak TDT
uygulanmaktadir. Eradikasyon programlarina ragmen Tiberkiiloz, Tiirkiye’de sigir
isletmelerinde hala yiliksek prevalansta seyreden bir enfeksiyon olarak Onemini
korumaktadir. Bu yiizden Tiiberkiiloz enfekte sigirlarin tanisinda sensitivitesi ve

spesifitesi daha yiiksek testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alisma; Cankiri/Cerkes, Corum/Merkez, Ankara/Sincan,  Eskisehir/
Odunpazar1 ve Konya/Eregli’de bulunan Tiiberkiiloz siipheli toplam 5 siit sigir
isletmesindeki 423 adet sigira Tiiberkilloz enfeksiyonu antemortem tani
yontemlerinden IFN-y testi ve CITT yapildi. IFN-y testine 84 adet sigir pozitif sonug
verirken, CITT e 86 adet si1gir pozitif sonug verdi. CITT ve IFN-y testinin prevalanslari
sirasiyla; % 20,33 ve % 19,86 bulundu. IFN-y testinin sensitivitesi ve spesifitesini
belirlemek i¢in altin standart metod olarak PPD deri testi kullanildi ve Cizelge 3.3°de
hesaplanarak sensitivitesi % 86 , spesifitesi % 97 tespit edildi. Lahuerta-Marin ve ark.
(2015), yapmis olduklari ¢alismada IFN-y testinin sensitivitesini % 88-94, spesifitesini
% 85-98 bulmuslardir. Sayin (2010), yapmis oldugu calismada IFN-y testinin
sensitivite ve spesifite degerlerini sirastyla % 91,5 ve % 93,4 bulmustur. Oztiirk ve
ark. (2010b), yapmis olduklari ¢alismada Sigir Tiiberkiilozunun teshisinde altin
standart metod olarak PPD deri testi kullanilmig IFN-y testinin sensitivite ve
spesifitesini, sirasiyla %90 ve %97 oldugunu tespit etmislerdir. Gormley ve ark.
(2006), IFN-y testinin sensitivite degerinin (%90-93), PPD deri testinin sensitivite
degerinden (%70-75) daha yiiksek degerde tespit ettiklerini ve deri testinin spesifite
degerini %99,9, IFN-y testinin spesifite degerini ise %95 olarak rapor etmislerdir.
Hashem ve ark. (2022), yapmis olduklar1 ¢alismada Sigir Tiiberkiilozunun teshisinde
altin standart metod olarak PPD deri testi kullanilmis IFN-y testinin sensitivite ve
spesifite degerleri sirasiyla % 98 ve % 71,4 bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda elde
edilen sensitivite ve spesifite degerleri; Gormley ve ark. (2006), Hashem ve ark.
(2022), Lahuerta-Marin ve ark. (2015), Oztiirk ve ark. (2010b) ve Saym (2010)
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tarafindan yapilan ¢aligmalardaki sensitivite ve spesifite degerleri ile uyumlu oldugu

gorildi.

Sayin ve Erganis (2010), yapmis olduklar1 ¢alismada Bovine Tiiberkiilini deri
icine enjekte edildiginde canli, ¢evresel mikobakteriler, capraz reaksiyon veren
bakteriler (Nocardia, Rhodococcus, Corynebacterium), yakin zamanda uygulanan
PPD deri testi, M. avium spp. paratuberculosis ile enfeksiyon ve M. bovis BCG
asilamasi ile daha 6nceden duyarli hale getirilmis ise enjeksiyondan sonraki 48-72.
saatte deride sislik, kizariklik, agr1 gibi yangi belirtileri ortaya ¢ikmasi ile PPD deri
testinde yanlis pozitif sonuglar alinabildigini belirtmislerdir. Alveraz ve ark. (2009),
yapmis olduklar1 ¢alismada IFN-y testinin, Sigir Tiiberkiilozunun teshisinde
maksimum enfekte hayvan sayisini tespit etmek igin tiiberkiilin testlerine yardimer bir
test olarak uygulandigini ancak Tiiberkiiloz tani testlerinin performansini etkileyen
olasi faktorler arasinda, Ispanya ve diger Avrupa iilkelerinde yaygin bir hastalik olan
Paratliberkiiloz, Tiiberkiiloz enfeksiyonu ile birlikte seyrettigi zaman yanlis pozitif
reaksiyonlarin nedeni olabilecegini, Tiberkiiloz ve Paratiiberkiiloz enfekte siiriilerde
gama interferon testinin sensitivitesi % 50 goriiliirken, sadece Tiiberkiiloz enfekte
olmus siiriiler IFN-y testinin sensitivitesini % 78 olarak tespit etmislerdir. Ahir ve ark.
(2016) ve Praud ve ark. (2015), yapmis olduklar1 ¢alismalarda bazi hayvanlarin
CITT’e pozitif reaksiyon gosterirken IFN-y testine negatif sonug¢ verdigini
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada, 5 isletmeden toplam 423 adet sigirdan 86
(%20,33)’s1 PPD deri testine pozitif sonug verirken 84’i (%19,86) IFN-y testine
pozitif sonu¢ verdi. Her iki testi karsilastirdigimizda 12 sigir PPD deri testi pozitif
sonug verirken, IFN-y testine negatif sonu¢ vermistir. Bu hayvanlarin postmortem
incelemelerinde, lenf nodiillerinde ve hayvanin tiim dokularinda herhangi bir lezyona
rastlanmadi. Bu yiizden, bu ¢alismada PPD deri testi sonucunun yanlis pozitiflik soz
konusu olabilecegi ve bunun sebebinin PPD uygulama hatalari, nonpatojenik
mikobakteri kaynakli olabilecegi ya da ¢alisma yapilan bu 5 isletme Map enfeksiyonu
stiriiprevalansinin % 100 oldugu ve tiim isletmelerde Map enfeksiyonun varligi s6z

konusu oldugundan IFN-y testinin sensitivitesini diistirebilecegi kanisina varildi.
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M. bovis ile deneysel ve dogal olarak enfekte olmus sigirlar tizerinde yapilan
aragtirmalar, CMI immiin yanit sonucu ortaya ¢ikan IFN-y’y1 enfeksiyondan sonraki
2 hafta kadar erken bir siirede tesbit edilebilecegi ve genellikle enfekte hayvanlar TDT
ile tespit edilmeden 6nce IFN-y testi ile tespit etme yetenegini gostermistir (Smith ve
ark., 2021). Ahir ve ark. (2016) ve Gormley ve ark. (2004), yapmis olduklari ¢alismada
hayvanlarin IFN-y testi sonucu pozitif ve PPD deri testi sonucu negatif olan sigirlarin
daha sonra PPD deri testi sonucunun pozitif olacagini ve diger sigirlar i¢in artan bir
risk olusturacagini ve M. bovis enfekte sigirlarin IFN-y testi ile erken teshis edildikten
sonra bu hayvanlarin enfekte siirliden uzaklagtirilmasi gerektigini bildirmislerdir.
Enfeksiyonun baslangi¢ evresinde olmasi, immun sistemin baskilanmasina sebep olan
generalize enfeksiyon (anerji), nakil stresi, dogum, kortikosteroidler gibi ilaglarin
kullanilmasi, viral enfeksiyonlar, deri testinin uygulanmasi ve  sonuglarin
degerlendirilmesinde, bovine ya da avian PPD’nin iiretiminde ya da testi sahada
uygulayincaya kadar gegen siire boyunca PPD’nin korunma sartlarinda ortaya ¢ikan
hatalar sebebi ile intradermal tiiberkiilin testinde yanlis negatif sonuglar
goriilebilmektedir (Saym ve Erganis, 2010). Bu calismada, 10 sigir IFN-y testine
pozitif sonug verirken, PPD deri testine negatif sonu¢ verdi ve Ahir ve ark. (2016),
Gormley ve ark. (2004), Sayin ve Erganis (2010) ve Smith ve ark. (2021) yapmis
olduklar1 ¢alismalarla benzer sonuglar elde edilmis ve bu durumun ortaya ¢ikmasinin

ayn1 sebeplerden kaynaklanabilecegi diistindiirmiistir.

CITT tek basina kullanildiginda yanlis negatif ve yanlis pozitif sonug verebilir
ancak IFN-y testi, intradermal PPD testine yardimei bir test olarak kullanildigi zaman
maksimum sayida Tiiberkiiloz enfekte hayvani belirleyebilir (Lahuerta-Marin ve ark.,
2015; Wood ve Jones, 2001). Ahir ve ark. (2016), Tiiberkiiloz enfeksiyonu siipheli
isletmelerde bulunan 158 sigir ve 42 mandaya, Tiiberkiiloz enfekte hayvanlari teshis
etmek icin CITT uygulanmis ve IFN-y testi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
isletmelerde bulunan hayvanlarin PPD deri testinde % 14,5 ve IFN-y testinde % 11,5
oraninda pozitiflik verdigi rapor edilmistir. Ancak her iki testte Tiiberkiiloz pozitif
¢ikan hayvanlar birlestirildiginde % 22,5 oraninda Tiiberkiiloz pozitif hayvanin oldugu
tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada ise; 5 isletmede bulunan toplam 423 adet sigira
CITT ve IFN-y testi yapildi ve sirasiyla poziflik oranlari; % 20,33 ve % 19,86 bulundu.

64



Her iki testte pozitif veren hayvanlart birlestirdigimizde ise; % 22,7 oraninda
Tiiberkiiloz pozitiflik elde edildi. Her iki test sonucu birlestirildigi zaman daha fazla

Tiberkiiloz enfekte pozitif hayvan tespit edilebilecegi kanisina varildi.

PTB enfeksiyonunu teshis etmek i¢in, bu ¢alismada antikor ELISA, IFN-y
ELISA ve ZN boyama yontemiyle fekal bakteriyoskopi tani yontemleri birlikte
kullanildi. Ayrica Tiiberkiiloz teshisi i¢in kullanilan CITT sonuglarindan yola ¢ikarak,
Cizelge 2.5’¢ gore PPD avian tiiberkiiline pozitif reaksiyon veren hayvanlar
Paratiiberkiiloz yoniinden siipheli kabul edildi ve bu hayvanlara da antikor ELISA,
IFN-y ELISA ve fekal bakteriyoskopi yapildi. Yapilan bu c¢aligmada, testlerde
pozitiflik veren hayvanlarin biiyiik bir kisminin viicut kondisyonlar1 iyi olan melez ve
saf sigir wrklardan olustugu goriildii. Map enfeksiyonunun kronik dogasi ve uzun
inkiibasyon siiresi, enfekte olmus hayvanlarin hastaligin asikar semptomlarini
gostermeden Once yillarca saglikli bir gortintis resmeder (Mortier ve ark., 2015) ve bu
durum bu ¢alismanin bulgularini agiklayabilir. Digkidan direkt bakteriyoskopi ile PTB
teshisi, Map sa¢ilim miktarmin farkli oranlarda olmasi ya da etkenin diizenli veya
aralikli atilm olmasi teshiste yanilmalara sebep olacaktir (Borum ve ark., 2014,
Gilardoni ve ark., 2012; Nielsen ve Toft, 2008). ELISA pozitif bulunan hayvanlar,
Map sacici olabilir veya olmayabilir; antikorlar, etkenin diski ile sacilma baslamadan
once veya yillar sonra tretilebilir (Nielsen, 2010). Bu ¢alismada, Cankiri/Cerkes,
Corum/Merkez, Ankara/ Sincan, Eskisehir/Odunpazari ve Konya/Eregli ilgelerinde
bulunan Tiiberkiiloz siipheli toplam 5 siit sigir isletmesindeki 423 adet sigirdan alinan
kan serumu orneklerinden ELISA ile yapilan Paratiiberkiiloz taramasinda 44’
(%10,4) pozitif, 10’u (%2,37) stipheli ve 369’u (%87,23) negatif bulundu.
Isletmelerin hepsinde antikor ELISA ile pozitiflik saptandi. ELISA sonuglarina gore
seroprevalans % 10,4 bulunurken, siiriiprevalans % 100 olarak tespit edildi. ZN
boyama yontemi ile diski bakisi sonuglarina gore 23 sigir pozitif, 19 sigir siipheli ve
381 sigir negatif olarak degerlendirildi. Diskida ZN boyama yoOntemine gore
prevalansi % 5,44 bulundu. Bu sonuglara gore diski da Ziehl Neelsen boyama yontemi
ile 23 (%5,44) hayvanda pozitiflik saptanirken, ELISA ile 44 (%10,4) hayvanda
pozitiflik saptandi ve 423 adet sigirdan 11 (%2,6)’i antikor ELISA ve fekal
bakteriyoskopide pozitif sonu¢ alindi. Antikor ELISA prevalansinin  fekal
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bakteriyoskopi prevalasindan yiiksek olmasi ve fekal bakteriyoskopide negatif ya da
stipheli vakalarin antikor ELISA’da pozitif ¢gikmasi, diger arastirmacilarin da (Borum
ve ark., 2014; Gilardoni ve ark., 2012; Nielsen ve Toft, 2008; Nielsen, 2010) bildirdigi
gibi diski ile Map’in sagiliminin dénemler halinde olmasi ve numune alindiginda bu

sacilimin olmamasindan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniildii.

ELISA uluslararasi alanda giivenilir bir test olarak kabul edilmekte ve genellikle
Paratiiberkiiloz seroprevalans c¢alismalarinda ELISA uygulanmaktadir. PTB
enfeksiyonunun varhigi Tirkiye genelinde bilinmesine ragmen enfeksiyonu ve
prevalansini inceleyen calisma sayist sinirhidir. Usak ilinde Yildinnm ve Civelek
(2013), tarafindan siit ve diski 6rnekleriyle yapilan bir galismada Ziehl-Neelsen (ZN)
boyama, Outer PZR, Nested PZR ve bakteriyolojik kiiltiir yontemleri uygulanmis ve
prevalans digki 6rneklerinde sirasiyla % 17, % 9,5, % 20 ve % 4, siit 6rneklerinde ise
sirasiyla % 15,5, % 5.5, % 17,5 ve % 2,5 olarak tespit etmislerdir. Tiitlincii ve ark.
(2018), Amasya ve Samsun illerinde yapmis olduklar1 ¢alismada 2 yasindan biiytik,
Hostein-Friesian sigir irklarindan olusan ve kronik diyare bulgusu gosteren 15
isletmede toplam 859 siit sigirindan elde ettikleri kan serumu 6rneklerinde ELISA’nin
seroprevalansint % 10, siiriiprevalansini ise % 46,7 olarak bildirmislerdir. Makav ve
Gokee (2013), Kars bolgesinde yapmis olduklari ¢calismada seroprevalanst ELISA ile
% 3,5 siiriiprevalansin1 % 41,6 olarak bildirmislerdir. Oztiirk ve ark. (2010a), Burdur
bolgesinde ELISA ile yapmis olduklari ¢alismada prevalans % 6,2 bulmuslardir.
Borum ve ark. (2014), Afyon ve civarindaki ¢iftliklerden 4-8 yas arasindaki 305
Holstein Fresian siit sigir1 kullanarak yapmis olduklari ¢alismada siit sigirlarinda
Paratiiberkiilozun prevalansini, kan serumu orneklerinde; ELISA ile % 31,8, diski
orneklerinde; Ziehl-Neelsen boyama ile % 4,59 oraninda pozitiflik tespit etmislerdir.
Karatay ve ark. (2020), Ardahan bdlgesinde 22 siit sigir1 isletmesinden toplam 400
sigirdan alinan kan serumu drneklerinden yapilan antikor ELISA ile prevalans: % 4,25

olarak tespit etmislerdir.

PTB'nin kiiresel dagilimi bilgisi, kontrol programlarmin olusturulmas: igin
onemlidir. PTB prevalansi, basta sigir PTB’si olmak tizere farkli iilkelerden

bildirilmistir. Karayipler ve Latin Amerika'da % 75,8'e varan siirii diizeyinde yayginlik

66



oldugu rapor edilmistir (Fernandez-Silva ve ark., 2014). Avrupa ve Kuzey Amerika'da
stiriiprevalansinin % 50’den biiyiik oldugu ve Asya’da da % 20,35-41,7 oldugu
bildirilmistir (Imada ve ark., 2020; Lee ve Jung, 2009; Sun ve ark., 2015). Kolombiya
ilkesinin Boyoca bolgesinde Cruz-Estupinan ve ark. (2022), yapmis oldugu bir
calismada farkli irk ve yas gruplarinda 882 sigirdan elde ettikleri kan serumu
orneklerinde ELISA’nin seroprevalansin1 % 3,1 olarak tespit etmislerdir. Sudan’da
Elmagzoub ve ark. (2020), siit sigirlariyla yapmis olduklar1 ¢alismada ELISA’da
seroprevalansi % 6,3, siiriiprevalansint % 18,9 ve Macaristan’da Ozsvari ve ark.
(2020), yapmis oldugu ¢alismada ELISA’da seroprevalansi % 5,5 olarak
bildirmislerdir. Hollanda’da Weber ve ark. (2009), siit sigir1 isletmelerinde ve Irak’da
AL Anbagi ve Salman (2022), manda ¢iftliklerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada ZN
boyama yontemiyle diski bakisi sonuglarina gore prevalansin % 27 oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu ¢alismada, disk1 bakisi sonuglarina gére prevalans: % 5,44 bulunurken,
antikor ELISA seroprevalansi % 10,4 siiriiprevalans ise; % 100 olarak tespit edildi.
PTB'nin kiiresel prevalansinin yiiksek ciktigi yapilan calismalarda goriildi. Bu
calismada elde edilen PTB prevalans oranlari, kiiresel olarak belirtilenlere (AL Anbagi
ve Salman, 2022; Cruz-Estupinan ve ark., 2022; EImagzoub ve ark., 2020; Fernandez-
Silva ve ark., 2014; Imada ve ark., 2020; Lee ve Jung, 2009; Ozsvari ve ark., 2020;
Sun ve ark., 2015; Weber ve ark., 2009) kiyasla benzer gortinmektedir. Tiirkiye nin
farkl1 bolgelerinde yapilan ¢aligmalardan (Borum ve ark., 2014; Karatay ve ark., 2020;
Makav ve Gokcee, 2013; Oztiirk ve ark., 2010a; Tiitiincii ve ark., 2018; Yildirim ve
Civelek, 2013) da anlasilabilecegi gibi bu ¢alismada elde edilen sonuglarla uyumlu
goriinmektedir. Genel olarak cesitli arastirmalar tarafindan elde edilen prevalans
sonuglar1 arasindaki varyasyon; enfeksiyonun evresi, hayvan yasi, organizmanin
sagilim miktari, laktasyon donemi, antikor konsantrasyonu ve farkli ELISA Kkitleri
arasinda degisen sensitivite ve spesifite degerlerinden kaynaklanmaktadir (Barkema

ve ark., 2010; Mortier ve ark., 2015; Nielsen, 2010; Nielsen ve ark., 2002).

ELISA 2 yas iizerindeki hayvanlarda daha spesifik ve duyarlidir (Borum ve ark.,
2014; Makav ve Gokge, 2013; Ozturk ve ark., 2010). Paratiiberkiiloz enfeksiyonunda
hayvan, etkeni erken donemde almasina ragmen digki ile etrafa sagilmasi ve klinik

belirtilerin ortaya ¢ikmasi ¢ogunlukla 2 yasindan sonra goriiliir. Hayvan uzun bir
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subklinik donemden gecer ve etkeni ¢evreye yavasca yayar. Bu siire etkenin ¢evreye
yayilmasi ag¢isindan 6nemlidir (Dieguez ve ark., 2009; Nielsen ve Toft, 2008). Bu
calismada, Antikor ELISA’ya pozitiflik veren 44 sigirdan 31 (%70,46)’1 2 yasin
tizerinde oldugu 13 (%29,54) “iniin ise; 2 yasin altinda oldugu tespit edildi ve fekal
bakteriyoskopi sonuglarina gore pozitiflik veren 23 hayvandan 19°u (%82,61) 2 yasin
tizerinde oldugu 4 (%17,39)linlin ise; 2 yasin altinda oldugu tespit edildi. Bu
calismada elde edilen prevalans degerlerinden antikor ELISA ve fekal bakteriyoskopi

sonuglarin iizerine hayvanlarin yaslarinin etkisi oldugu goriildii.

PTB’nin kontrol ve eradikasyon programi ¢ok zordur ¢iinkii hastalik uzun bir
inkiibasyona sahip ve hastaligi erken sathada teshisi igin kullanilan testlerin
sensitivitesi diisiiktiir. Map maruziyetinin baglangicinda T-lenfositlerinin immiin
tepkisiyle gama interferon (IFN-y), interleukin-1 (IL-1), IL-6 ve IL-2 gibi
proinflamatuar sitokinlerin agiga ¢ikmasina yol acar (Coussens ve ark., 2004). Bu
yiizden, IFN-y salimmimin 6lgiilmesi enfeksiyonun erken sathasi iginde Map ile
enfekte hayvanlarin teshisinde ¢ok dnemli bir teshis metodudur (Stabel ve ark., 2007).
PTB enfeksiyonunun tanisinda IFN-y tiretiminin, en erken tespit edilebilen immun
yanitlardan birisi oldugu bildirilmistir (Nielsen, 2010). Bu yiizden subklinik enfekte
hayvanlarin tespit edilmesinde [FN-y testinin en iyi segcenek oldugu ifade edilmistir
(Vazquez ve ark., 2013). Ancak IFN-y degerlerine dayali teshis testlerin spesifitesi 16
ayliktan kiigtik s1girlar igin diistiktiir, iistelik IFN-y pozitif olarak tanimlanan sigirlarin
enfekte siirli iginde hastalik stirecini degerlendirmek i¢in ELISA ya da diskidaki Map
etkenlerin saptayan ilave testlerle desteklenmesi gerekir (Corneli ve ark., 2021).
Irak’da AL Anbagi ve Salman (2022), manda ciftliklerinde yapmis olduklar
calismada IFN-y ELISA sonuglarina gore prevalansin % 18 oldugu bildirilmistir.
Vazquez ve ark. (2013), IFN-y ELISA ile yapmis olduklari ¢alismada pozitif bulunan
sigirlarin % 36,1’inde kiiltiir ya da real-time PZR ile dokularda Map tespit etmislerdir.
Sababoglu (2019), Burdur ili'nde koyunlar iizerinde IFN-y ELISA ile Map
enfeksiyonunun tanisi i¢in yapmis oldugu calismada 150 koyundan 33 (%22)’linde
pozitiflik saptanmistir. Bu ¢calismada da VVazquez ve ark. (2013), tarafindan bildirilen
kriter kullanildi ve 423 adet sigirdan 21 (%4,96)’inde pozitiflik saptandi. Alvarez ve
ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada Tiiberkiiloz ve Paratiiberkiiloz
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enfeksiyonlarinin ayni siirtide bulunmasinin IFN-y ELISA nin sensitivitesini yaklagik
% 20 disiirebilecegini bildirmislerdir. Bu c¢alismaya katilan 5 isletmede de her iki
enfeksiyona da pozitif sonug veren hayvanlarin olmasi nedeniyle elde ettigimiz IFN-
v ELISA’nin prevalansinin diisiik olmasinin bu sebepten kaynaklaniyor olabilecegi
diistiniildii. Ayrica, 5 isletmede bulunan toplam 423 adet sigirdan 21’1 IFN-y ELISA
pozitif sonug verirken, 402’si negatif sonu¢ verdi. Bu 21 sigirdan higbirinin klinik
belirti gostermemesi ve digki bakisi sonuglarina gore sadece 5 (%23,81) adet sigirin
IFN-y ELISA’da pozitif belirlenmesi ve 16 (%76,19)’smin negatif tespit edilmesi,
diger aragtirmacilarin (Nielsen, 2010, Stabel ve ark., 2007; Vazquez ve ark., 2013) da
bildirdigi gibi bu hayvanlar, enfeksiyonun erken veya subklinik donemde

olabilecekleri diistiniildii.

PPD johnin, Map enfeksiyonu tanisinda ilk kullanilan intradermal testlerden
biridir. PTB  enfeksiyonunun tanisinda spesifik olan PPD johninin, iiretiminde
kullanilan suglarin PPD avian ile antijenik yakinligi sebebiyle teshiste birbirinin
yerine kullanilabilecekleri bildirilmistir (Patersson, 1959; Pearson ve ark., 1962).
Vural ve ark. (1995), Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii (TIGEM) ne bagli sigir
isletmelerinde yapmis olduklari ¢alismada 4923 sigira uygulanan intradermal avian
PPD ve bovine PPD test sonuglari; aviana kars1 73 pozitif ve 19 siipheli reaksiyon
tespit edilmis, aviana reaksiyon alinan sigirlara uygulanan intradermal PPD johnine
karsi ise; 52 pozitif reaksiyon ve 6 siipheli reaksiyon gozlenmistir. PPD Avian ve
PPD johnin suslar1 arasinda antijenik benzerlik bulunsa da alinan reaksiyonlara gore
azda olsa fark goriilebildigi ifade edilmistir. Bu ylizden daha duyarli sonug alabilmek
icin PPD aviana reaksiyon veren hayvanlarin PPD johnin uygulamasi yapilmistir. Bu
calismada da, intradermal PPD aviana pozitif reaksiyon veren hayvanlar PTB
enfeksiyonu yoniinden siipheli kabul edildi ve bu hayvanlara antikor ELISA, fekal
bakteriyoskopi, IFN-y ELISA yapildi. Cizelge 2.5’e gore PTB enfeksiyonu yoniinden,
5 siit sigir isletmesinde bulunan 423 adet sigirm PPD avian sonuglara gore 14
(%3,31)’1i stipheli bulundu. Bu 14 sigirlardan 5 (%35,71)’1 antikor ELISA’da, 6
(%42,86)’s1 fekal bakteriyoskopide, 3 (%21,43)ii IFN-y ELISA’da PTB enfeksiyonu
yoniinden pozitif bulundu. PTB enfeksiyonu bakimindan siipheli bulunan 14 sigirdan

2 (%14,29)’si antikor ELISA’ya, fekal bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA’ya pozitif
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sonug verirken, 2 (%14,29)’si antikor ELISA’ya ve fekal bakteriyoskopide pozitif
sonu¢ verdi ve 1 adet (%7,14) sigir, fekal bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA’da
pozitiflik tespit edildi. Elde edilen bu sonuglara gore Tiiberkiiloz siipheli isletmelerde
Tiberkiiloz enfeksiyonu tanisi i¢in uygulanan PPD bovine ve PPD avian intradermal
tiiberkiilin uygulamalarindan, PPD aviana kars1 reaksiyon gdsteren hayvanlarin PTB
yoniinden enfekte olabilecegi ya da sigirlarda bulunan atipik (kus tipi) ARB’lerden

kaynaklanan reaksiyon olabilecegi kanisina varildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, Cankir/Cerkes ilgesinden 1, Corum/Merkez ilgesinden 1,
Ankara/Sincan ilgesinden 1, Eskisehir/Odunpazari ilgesinden 1 ve Konya/Eregli
ilgesinden 1 isletme olmak tizere Tiiberkiiloz siipheli toplam 5 siit sigir isletmesinde
bulunan 423 adet sigira Tiiberkiiloz enfeksiyonu tanisi i¢in karsilagtirmali intradermal
tiiberkiilin (PPD bovine ve PPD avian) testi ve Gama Interferon ELISA (IFN-y)
yapildi. Paratiiberkiiloz enfeksiyonu tanisi i¢in ayni hayvanlara antikor ELISA, IFN-y
ELISA ve ZN boyama yontemiyle fekal bakteriyoskopi yapildi. Ayrica Tiiberkiiloz
teshisi i¢in kullanilan CITT sonuglarina gére PPD avian tiiberkiiline pozitif reaksiyon
veren hayvanlar Paratiiberkiiloz yoniinden siipheli kabul edildi ve bu hayvanlara da
antikor ELISA, IFN-y ELISA ve fekal bakteriyoskopi yapildi. Yapilan tiim bu test

sonuglar1 degerlendirmeye alindu.

Degerlendirme sonucunda;

1. Sigir Tiiberkiilozu antemortem teshisinde IFN-y testinin sonuglarmin CITT
sonuglartyla benzerlik gdstermesi nedeniyle bazi isletmelerde bu testin tercih
edilebilecegi ancak kan orneklerinin 12 saati asmadan oda sicakliginda (20-
25°C) laboratuvara ulastirilmasi, yliksek kit maliyeti, testin yapilacagi
laboratuvarin alt yapis1 ve deneyimli personele duyulan ihtiyag gibi sebeplerden
rutinde sinirli bir kullanim1 olacagi,

2. CITT’in disik maliyetli olmasi ve saha sartlarinda uygulanabilirligi
bakimindan antemortem Sigir Tiiberkiilozu enfeksiyonunun teshisinde 6nemini
korudugu,

3. Sigir Tiiberkiilozu antemortem teshisinde CITT’in, IFN-y testiyle birlikte
uygulanmasi ¢ok sayida Tiiberkiiloz enfekte hayvani tespit edebilecegi,

4. Bu galismada bTB’nin prevalansinin yiiksek ¢ikmasi ve bu yilizden sorvey
caligmasi yapilmasi gerektigi ve bu sorvey c¢alismasinin sonuglarina gore
tilkesel ya da bolgesel olarak eradikasyon ve kontrol projelerinin yapilmasina

ivedilikle ihtiyag duyuldugu,
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5. Map enfeksiyonunun prevalansinin hem bireysel hem de siirii bazinda yiiksek
oldugu ve bu hastaligin hayvancilik iizerine ¢ok ciddi ekonomik kaybi dikkate
alindiginda, Map enfeksiyonu her nerede ortaya c¢ikarsa Slri iginde
enfeksiyonun bulagsmasini en aza indirmek i¢in ¢ok acil kontrol 6nlemlerinin
alinmasi gerektigi, ulusal diizeyde bir ¢calisma yapilmasina ihtiyag duyuldugu
ve yapilacak bu ¢alismayla hastaliga yonelik etkili ulusal kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi gerektigi,

6. Tiiberkiiloz enfeksiyonunun tanist igin yapilan karsilastirmali intradermal
Tiiberkdilin testinde intradermal PPD aviana pozitif reaksiyon veren hayvanlarin
Paratiiberkiiloz tanisi i¢in kullanilan diger testlerle desteklenerek nonspesifik
reaksiyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda yada PTB enfekte hayvanlarin tespit
edilmesinde belirleyici rol oynadigi,

7. Ulkemizde TOB’un Sigir Tiiberkiiloz hastalizni miicadele programinda
Tiiberkiiloz siipheli enfekte siiriilere CITT uygulanmakta ve bu testte, PPD
bovine pozitif reaksiyon veren hayvanlar Tiberkiiloz pozitif kabul edilirken,
PPD avian pozitif reaksiyon veren hayvanlar degerlendirilmeye
alinmamaktadir. PPD aviana  pozitif  reaksiyon veren  hayvanlarin
Paratiiberkiiloz enfeksiyonu yoniinden siipheli kabul edilip, PTB tanisi i¢in ilave
testler yapilmasi gerektigi,

8. Sigirlarda  Map enfeksiyonunun teshisinde farkli tan1 metotlarinin
kombinasyonu ile daha ¢cok enfekte hayvanin teshisinin yapilabilecegi,

9. Tiberkiiloz ve Paratiiberkiiloz enfeksiyonlarinin ayn siiriide bulunmasinin

tani testlerinin sensitivite ve spesifite degerlerini etkileyebilecegi soylenebilir.
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OZET

Sigir Tiiberkiiloz ve Paratiiberkiiloz Enfeksiyonlarinin Antemortem Tam Yéntemleriyle
Ayrim

Bu tez calismasinda, Tiiberkiiloz siipheli isletmelerde bulunan hayvanlara, Sigir
Tiiberkiillozunun antemortem tani ve ayriminda kullanilan tiiberkiilin deri testleri (PPD bovine
ve avian) sonuglarindan yola ¢ikilarak, Paratiiberkiiloz enfeksiyonu teshisi koymak igin
serolojik olarak incelendi ve fekal bakteriyoskopi yapildi. Ayrica Tiirkiye’de endemik olarak
goriilen Sigir Tiberkiiloz hastaliginin antemortem tani yontemleri karsilastirilip, gama
interferon testinin sensitivite ve spesifite degerleri belirlenerek Sigir Tiiberkiiloz hastaliginin
eradikasyon caligmalarina katki saglayacak verilerin elde edilmesi amaglandi. Bu kapsamda;,
Cankir1/Cerkes ilgesinden 1, Corum/Merkez ilgesinden 1, Ankara/Sincan ilgesinden 1,
Eskisehir/Odunpazar1 ilgesinden 1 ve Konya/Eregli ilgesinden 1 isletme olmak {izere
Tiiberkiiloz siipheli toplam 5 siit sigir isletmesinde bulunan 423 adet sigira intradermal
tiiberkiilin testi uygulandi ve bu test altin standart metot olarak belirlenerek, IFN-y testinin
sensitivitesi % 86, spesifitesi % 97 olarak belirlendi. Paratiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisi
icin bu hayvanlara antikor ELISA , fekal bakteriyoskopi ve IFN-y ELISA yapildi ve bu
testlerin prevalanslari sirasiyla % 10,4, % 5,44 ve % 4,96 bulundu ve sigirlardan 4 (%0,95)1i
Map enfeksiyonu tan1 yontemlerinin her birine pozitif sonug verdi. Ayrica intradermal PPD
aviana pozitif reaksiyon veren 14 sigir PTB enfeksiyonu yoniinden siipheli kabul edildi ve bu
sigirlardan 5 (%35,71)’i antikor ELISA’da, 6 (%42,86)’s1 fekal bakteriyoskopide, 3
(%21,43)’0 IFN-y ELISA’da PTB enfeksiyonu yoniinden pozitif sonug verirken, 2 sigirin
(%14,29) tiim test sonuglarinda pozitiflik goriildii. Sonug¢ olarak; Sigir Tiiberkiilozu
antemortem tanisinda, intradermal tiiberkiilin test sonuglarina benzer sonuglar veren IFN-y
testininde kullanilabilecegi ve Tiiberkiiloz siipheli siiriilerde her iki testin birlikte yapilmasi
cok daha fazla Tiberkiiloz enfekte hayvani tespit edelebilecegi ancak saha taramalarinda
kullaniminin sinirl olacagi kanisina varildi. Tiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisii¢in yapilan
karsilagtirmali intradermal tiiberkiilin testinde PPD aviana pozitif reaksiyon veren hayvanlarin
Paratiiberkiiloz tanisi i¢in kullanilan diger testlerle desteklenerek nonspesifik reaksiyonlarin
ortaya cikarilmasinda ya da PTB enfekte hayvanlarin tespit edilmesinde belirleyici rol
oynadigi gorildi.

Anahtar Sézciikler: ELISA, Gama-interferon, Mycobacterium bovis, Paratiiberkiiloz, Sigir

73



SUMMARY

Differentiation of Bovine Tuberculosis and Paratuberculosis Infections with
Antemortem Diagnostic Methods

In this thesis, based on the results of tuberculin skin tests (PPD bovine and avian) used
in the antemortem diagnosis and differentiation of Bovine Tuberculosis, the animals in the
enterprises with suspected Tuberculosis were serologically examined to diagnose
Paratuberculosis infection and fecal bacterioscopy was performed. In addition, it was aimed
to obtain data that will contribute to the eradication studies of Bovine Tuberculosis disease by
comparing the antemortem diagnostic methods of bovine tuberculosis disease, which is
endemic in Tiirkiye and by determining the sensitivity and specificity values of the gamma
interferon test. In this context; Intradermal tuberculin test was applied to 423 cattle in 5 dairy
cattle farms with suspected tuberculosis, 1 from Cankiri/Cerkes district, 1 from
Corum/Merkez district, 1 from Ankara/Sincan district, 1 from Eskisehir/Odunpazar1 district
and 1 from Konya/Eregli district and this test was determined as the gold standard method,
and the sensitivity of the IFN-y test was 86 % and the specificity was 97 %. Antibody ELISA,
fecal bacterioscopy examination and IFN-y ELISA were performed on these animals for the
diagnosis of Paratuberculosis infection and the prevalences of these tests were found to be
10.4 %, 5.44 % and 4.96 %, respectively and 4 (0.95%) of the cattle gave positive results for
each of the Map infection diagnostic methods. In addition, 14 cattle with a positive reaction to
intradermal PPD avian were considered suspicious for PTB infection and in terms of PTB
infection, while 5 (35.71%) of these cattle gave positive results in the antibody ELISA , 6
(42.86%) in the fecal bacterioscopy examination, and 3 (21.43%) in the IFN-y ELISA , all test
results were positive in 2 cattle (14.29%). In conclusion; It was concluded that the IFN-y test,
which gives similar results to the results of the intradermal tuberculin test, can be used in the
antemortem diagnosis of Bovine Tuberculosis and that both tests can be performed together
in herds with suspected Tuberculosis, and that much more Tuberculosis infected animals can
be detected, but its use in field screenings will be limited. In the comparative intradermal
tuberculin test performed for the diagnosis of Tuberculosis infection, it was seen that animals
that reacted positively to PPD aviana played a decisive role in detecting nonspecific reactions
or detecting PTB infected animals, supported by other tests used for the diagnosis of
Paratuberculosis.

Keywords: Cattle, ELISA, Gamma-Interferon, Mycobacterium bovis, Paratuberculosis
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