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GIRIS

Kanath tiiberkiillozu, diinyanin birgok iilkesinde ¢ok eski yillar-
dan beri bilinen bulagici, kronik seyirli, verimsizlik, zayiflik ve yumurta
iiretiminde azalma ile karakterize bir hastaliktir.

Infeksiyona bagsta tavuk olmak iizere hindi, 6rdek ve bildircinlar-
da rastlanmasina kargin son yillarda ekzotik kafes kuslarinda da sikga orta-
ya ¢iktigr arastiricilar tarafindan bildirilmigtir.

Diinya niifusunun giderek artt11 toplumumuzda protein gereksi-
nimi ve agif1, buna bagl: olarak da tavuk etinin énemi belirlenmistir. Giinii-
miizde gerek yumurtact gerek etgi olarak uygulanan tavukguluk, endiistri
haline gelmigtir. Bu nedenle ekonomik degerler gézénine alindiginda bu
tir igletmelerin bakiminin ve hijyenik kogullarinin saglanmasi ve infeksi-
yo6z hastaliklardan arindirilmasi gerekmektedir.

Tavuk tiiberkiilozisi az karsilagilan hastaliklardan biri gibi gériin-
mesine kargin zoonotik karakter tagimast 6nemini daha da arttirmaktadir.
Bu konuda giinimiize dek yapilan arastirmalar olduk¢a simirhidir. Hatta
iilkemizde tavuk tiberkiilozisi izerinde yapilmig bilimsel bir aragtirma yok
denilebilir.

Biz bu aragtirmamizda sahadan izole ettigimiz M.avium sugu ile
deneysel olarak tavuklarda hastaligin yeniden olugturulmasi ve tanida aller-
jik, serolojik (lam ve tip aglutinasyonu) ve ELISA yontemlerinin kargilag-
tirmali sekilde ortaya konmasin1 digindik.



LITERATUR BILGISI

Tavuk tiiberkiilozu Mycobacterium avium tarafindan olusturulan
bulasici ve kronik bir hastalik olup hasta hayvanlarda yumurta iretiminin
azalmasi, agiri zayifhk, ishal, bazen topallik ve sonugta 6lim ile karakteri-
zedir(12,27,28,29,51).

Infeksiyona bagta tavuklar olmak iizere hindi, 6rdek, kaz, bildir-
cin, glvercin, yabani ve yirtict kuglarda rastlanilmakta-
dir(1,7,37,41,56,69,78). Ayrica insan, domuz, sifir, koyun, kegi, at, geyik,
kedi, mink, kirpi ve maymunlarda da M.avium tarafindan 6nemli infeksi-
yonlarin olugturuldugu ¢esitli aragtiricilar  tarafindan  bildirilmisg-
tir(2,3,7,10,11,16,22,29,37,38,49,53,55,61,79,95,97).

Tavuk tiiberkiilozu ilk kez Cornil ve Megnin tarafindan 1884
yilinda ortaya konmustur. Koch uzun yillar siiresince tiiberkilloz basilleri-
nin birbirine benzedigini iddia etmis ancak sonraki yillarda Rivolta ve
Mafucci (1890) kanath tiiberkiiloz etkeninin, sifir tiberkiloz etkeninden
farkli oldugunu bildirmislerdir(37,89). Daha sonralari Koch (1902) kanath
tiberkiilozunun insan tiiberkiilozundan farklt oldugunu ve insanlardaki has-
taligin da sigirlarinkinden farkli oldugunu agiklayarak ilk goriigini degis-
tirmistir(37,89).



Ehrlich (1882), tiiberkiiloz etkenlerinin asidorezistans o6zellikte
oldugu saptamigtir(7). Koch 1890 yilinda tiiberkiiloz etkenini gliserinli buy-
yonda iireterek titberkulin hazirlamig ve bunun korunma ve sagitimda kulla-
nilabilecegini digiinmiugtir. Ancak yapt13t caligmalar sonucunda titberkiili-

nin tamda gok 6nemli olduBunu ortaya gikarmigtic(7).

Nocard ve Roux 1887’de kanatlh tipi tiiberkiiloz etkeninin % 5-7

gliserinli agarda sifir tipine oranla daha iyi @redi3ini agiklamiglardir(7).

Kanatli tiberkiilozu 1930 yilinin ortalarina kadar Biyik Britan-
ya ve diger ilkelerde evcil hayvanlarin yaygin bir hastalifi olarak dnemli
sorunlara yol agmugtir. Bu yillardan sonra Saglik Orgiitiiniin yeni bir diizen-
leme yapmast ve kanatlilarin ilk yumurtlama yilt sonunda elden gikarilma-
siyla hastaligin insidensi 6nemli oranda azalmigtir. Sonraki yillarda hastali-
gin kigik kanatly siiriilerinde yeniden ortaya giktig1 saptanmigtir(28). Feld-
man 1959’da hastalifin insidensinin % 5’den daha az oldugunu belirtmig,
kuzey bolgelerde bunun % 50-65 oraninda oldugunu ancak daha sonra 32
yil boyunca 3.4 milyon siiriiye tiberkiillin uygulamas: sonucunda infeksiyo-

nun ortalama insidensinin % 7’den % 0.6’ya dustigini bildirmistir(96).

Thoen ve Karlson, avian tiiberkiilozisin dinyanin her yanina
dagilmakla beraber kuzey iliman bdlgelerde daha sik goériilldiigiini, giiney
ve bati b(‘)lgelérde ise insidensin diigiik oldugunu belirtmigler, bu dagilimda
iklim, siirit yonetimi, infeksiyonun sirekliligi gibi gegitli yardimc: faktorle-
rin yanistra kanatlilarin kig siiresince kapali ve sinirlt alanlarda barindiril-
malarinin etkili oldugunu agiklamiglardir(89).

Kassich ve ark., Ukrayna’da siir giftliklerinde 5 yil siiresince
tiberkiilloz yoniinden yaptiklari aragtirmada sigirlardan izole edilen Myco-
bacterium kiiltiirleri arasinda M.avium’un % 1.8’lik bir dagilim gosterdigi-
ni bildirmislerdic(43). |



Mutalib ve Riddell, Kanada’da 1969-1986 yillar1 arasinda tavuk
tiiberkillozu tizerinde yaptiklari epizootiolojik aragtirmada kargilastiklari
152 olgunun, 30-400 tavukluk kigiik siiriilerde ortaya ¢iktigini belirtmigler-
dir(62).

Arastiricilara gore kanatlh tiiberkiillozunun ¢ogunlukla sindirim
yoluyla bulagtigi, bununla beraber ender olarak yumurta ve solunum yoluy-

la da bulagma olustugu saptanmistir(1,28,29,51,89,96).

Shchepilov ve ark., tiiberkillin reaksiyonu pozitif tavuklarin

yumurtalarindan M.avium izole etmiglerdir(1).

Fedoseev, 109 adet embriyolu yumurtanin sarisin1 M.avium ile
infekte etmesi sonucunda yalnizca 7 yumurtadan civciv ¢iktifint saptamig-
tir. Ayni arastiricy, yumurta akini infekte ettigi 43 adet embriyolu yumurta-
dan g¢ikan civcivlerin hepsinin 13. aya kadar tiiberkiiloz belirtisi gésterme-
den canh kaldiklarini bildirmistir(23).

Stafseth ve ark., deneysel olarak infekte ettikleri 20 tavuktan 6
adedinin yumurtladigi 93 yumurtadan M.avium izole etmiglerdir(96). Yine
benzer bir aragtirmada Shchepilov, tiberkiilin testine pozitif reaksiyon gos-

teren ordeklerden aldigi 18 yumurtanin 7 adedinden M.avium izole etmis-
tir(96).

Kubin ve Matuskova, Cekoslavakya’daki insanlarda 1957-1967
yiullar1 siiresince M.avium tarafindan olusturulan 44 adet pulmonar ve non-

pulmonar hastalik olgusu bildirmislerdir(52).

Falk ve ark., infekte kanatli ve memelilerin ve kus giibresince
zengin topraklarin infeksiyonun dogal kaynaklari oldugunu belirtmisler-
dir(22).



Kauker ve Rheinwald, infeksiyon kaynagt olarak tiiberkiilozlu
tavuklarin yanisira althk ve yemler araciligiyla da bulagmanin olabilecegini
belirtmislerdir(44).

Gordon ve Jordan, hastalifin bulagmasinda en 6nemli kaynagin
infekte kanatlilar oldugunu, sekonder olarak da etkenin konak¢i viicudu
digsinda canliliginy siirdirmesi nedeniyle hastalarin digki ve damlaciklariyla
kontamine olan bakicilarin ellerinin, ayaklarinin, elbiselerinin ve infekte
kanatlilarla kontakt halinde olan altliklar, kiimesler, meralar, ekipman ve

araglarin rol oynadigini bildirmislerdir(28).

Thoen ve Karlson, hz‘tstahgm infekte olmamis hayvanlara nakle-
dilmesinde en biuyiik faktoriin, basillerin bol miktarda bulundugu altlik ve
toprag: igeren kontamine g¢evre oldugunu, bunun yanisira tiberkilozlu
kanatlilarin karkaslarinin, kanibalizmin, avian tiiberkiiloz basillerini ige-
ren fekal icerigin personel tarafindan taginmasinin ve infekte kanatlilarin
bakim ve korunmasinda kullanilan malzemelerin de infeksiyonun taginma-

sinda rol oynadiklarini vurgulamislardir(89).

Stanford ve Mujer, yaptiklart bakteriyolojik ve serolojik aragtir-
malar sonucunda kuslarin memeli infeksiyon olgularinin yaklagik % 75’in-

de infeksiyon kaynagi olabildigini bildirmislerdir(80).

Aragtiricilara gore kanatly tiberkiilozunun insidensinde hayvanla-
rin yasi olduk¢a 6nemlidir; Hinshaw ve ark., bir yasin altindaki 11 hindi-
den birinin (% 9.09), 1-2 yas arasindaki 24 hindiden 14’iniin (% 58.33), 2
yasin lizerindeki 43 hindiden 28’inin (% 65.12) tiberkilozlu oldugunu sap-
tamislardir(36).

Schliesser ve Berger, 53 tavuk kiimesinde yaptiklar: taberkiiloz
taramast sonucunda kimeslerin % 81’inde tiberkiiloz saptamiglar ve
kiimeslerdeki tavuklarin % 70’inin 3 yashi olmasint gézoniine alarak infeksi-

yonun yayilmasinda yash tavuklarin rol oynadiklarint belirtmislerdir(75).



Ashour, gen¢ kanathilarin M.avium infeksiyonuna ¢ok duyarh
olduklarini ancak yiiksek oranda 6limlerin daha ¢ok yasli hayvanlarda olusg-

tugunu bildirmistir(8).

Mutalib ve Riddell, Kanada’da 7 yil siiresince yaptiklart aragtir-
malarda 152 olgudan 74 tanesinde epizootiolojik ve patolojik bulgularla
karsilagmiglar ve hastaligin en ¢ok 12 aylik tavuklarda (31 olgu) olustugu-
nu bununla beraber daha yasli tavuklarda da infeksiyon goérildagiani, daha

geng tavuklarda ise ender olarak infeksiyon olustugunu belirtmisler-
dir(62).

Kanatl tipi tiberkiiloz etkeni Mycobacteriaceae familyasina ait
Mycobacterium cinsinden Mycobacterium avium’dur. Etken ince ¢omak sek-
linde, ¢ogunlukla uglart yuvarlak, bazen kavisli, 1-3 pm uzunlugunda, spor-
suz, hareketsiz, kapsiilsiz, Gram (+) bir mikroorganizmadir ve en tipik

ozelligi aside dayanikli olmasidir(1,6,7,28,51,89,96).

Arastiricilar avian tiberkiloz basillerinin 25-45° C’ler arasinda

aerobik kosullarda dredigini belirtmislerdir(1,6,7,28,39,51,96).

Thoen ve Karlson, avian tiiberkiiloz basillerinin en iyi ireme 1s1-

larinin 39-45° C’ler arasinda oldugunu bildirmislerdir(89).

Arastiricilar M.avium’un si8ir tipinden farkli olarak o6zellikle gli-
serin igeren sivi ve kati besiyerlerinde tirediklerini, tim yumurta ya da yal-
nizca yumurta sarisi igeren besiyerlerinde 37.5-40°C’de inkube edilen bak-
terilerin ¢ogunlukla 10 giin-3 hafta i¢inde kiguk, hafif kabarik, grimsi
beyaz koloniler olusturduklarint vurgulamiglardir(1,6,7,51,52,96).

Furth, tipik avian suglarin kiltirel olarak en iyi gliserinli agarda
iirediklerini ve fizyolojik tuzlu suda kolaylikla emulsiye olduklarint sapta-
mistir(26). Chiti, ¢esitli besiyerlerini kullanarak yaptigi denemelerde
kanatl tiberkiloz basillerinin insan ve sifir tipine oranla daha lyi siispan-

se oldugunu belirtmistic(17).



Thoen ve Karlson, subkiiltirlerde kolonilerin ¢ogunlukla nemli
ve yagh goriindiiklerini, krem kivaminda ve yapigkan olduklarint ve besiye-

ri yiizeyinden kolaylikla kaldirilabildigini gézlemlemislerdir(89).

Kozinn ve ark., 6 hastanin kemik iligi, bir hastanin dalak kisti
sivisindan M.avium izolasyonu ig¢in Lowenstein-Jensen, Middlebrook 7H10
ve 7TH11 agara ekimler yapmiglar, 35-37°C’de iki hafta inkiibasyondan son-
ra Lowenstein-Jensen agarda iireyen kolonilerin pigmentsiz, S-tipinde ve
kubbe seklinde oldugunu, Middlebrook 7H10 ve 7H 11 agarda ise kolonile-

rin mat, yar: gseffaf ya da opak ve kubbe seklinde oldugunu belirtmisler-
dir(49).

Neumann ve Gerlach, M.avium izolasyonu i¢in OADC ile zengin-
lestirilmis Middlebrook 7H10 agarin kiltivasyon agisindan en iyi sonucu

verdigini agiklamiglardir(64).

Forster ve ark., 1001 ekzotik kanatlinin karaciger, dalak ve
parankimat6z dokularindan tiberkiloz yoniinden asid-fast boyama yaptikla-
rinda 67 kanatlida (% 6.7) bol miktarda aside dayanikli basiller saptamig-
lar ve Mycobactin-J ilaveli Lowenstein-Jensen besiyeri kullanarak 3 kanat-

lidan M.avium serotip 2 ve 3 izole etmiglerdir(24).

Arastiricilar farkli hayvan tirlerinden izole ettikleri M.avium’un
biyokimyasal aktivitelerini incelemisler, sonuglarin zayif ve farkli oldugu-
nu bu nedenle tip ayirimlart amaciyla bu 6zelliklerden yararlanamadiklari-
n1 vurgulamiglardir. Arastiricitlar, M.avium susunun biyokimyasal 6zellikle-
rinden niasin testinin (-), nitrat rediiksiyonun (-), 68°C’de katalaz testinin
(+), Tween-80 hidrolizinin (-), arylsulfataz testinin (-), pigment iretimi-
nin (-), 22°C’de iremenin (-), 37°C ve 40°C’lerde iremenin (+), telliirit
reditksiyonunun (+), % S5 NaCl'li ortamda Gremenin (-), MacConkey agar-

da iiremenin (-) oldugunu belirtmislerdir(1,7,11,15,45,52,71,84,89).



Holub, domuzlarin lenf nodillerinden izole ettigi 238 aside daya-
nikli susun 198’ini M.avium olarak siniflandirmig ve bunlardan yalnizca

118 M.avium susunun tipik kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikler gosterdigini
bildirmistir(38).

Zorawski ve ark., biyokimyasal 6zelliklerini inceledikleri 102 sug-
tan yalnizca bir adedinde atipik olarak yiiksek derecede katalaz, tween hid-
rolizi ve nitrat rediiksiyon testlerinin pozitif, diger suslarin negatif sonug
verdigini belirtmislerdir(100).

Aragstiricilar M.avium suguna etkili fajlar bulundugunu yaptiklarn
caligmalarla saptamislardir. Takeya ve Yoshimura, izole ettikleri 9 fajdan
yalnizca bir adedinin (B,), 4 adet M.avium suguna etkili oldugunu bildir-
mislerdir(83). Froman ve Scammon, 9 adet M.avium susunun degigik 1silar-
da D29, D29A, D34A, D301, D302, D304 fajlarina karsi duyarhiligini ince-
lemigler, 37°C’de 9 susun timiniin fajlara direngli oldugunu, 42°C’de ise 9

sugtan 6 adedinin fajlara duyarli oldugunu belirtmislerdir(25).

M.avium toprakta 4 yil, % 3 hidroklorik asitte 2 saat, kanatli kar-

kaslarinda 2 yildan daha fazla yasayan oldukg¢a direngli bir mikroorganiz-
madir(4,37).

M.avium, M.bovis ve M.tuberculosis’e oranla antitiiberkillostatik
droglara kargi1 daha direnglidir. Thoen ve Karlson, insanlardan izole edilen
11 sug, tavuk ve domuzlardan elde edilen 50 sug iizerinde yaptiklar1 aragtir-
malarda egg yolk agarda ¢ogu suglarin mililitre besiyerinde 40 pg izoniazid-
den daha fazlasinda, ml besiyerinde 10 pg p-aminosalisilik asidden daha
fazlasinda, ml besiyerinde 10 pg streptomisinde iirediklerini fakat ml besi-

yerinde 50 pg streptomisinde iiremediklerini belirtmiglerdir(89).

Arastiricilar M.avium’un gruplandiriimas: konusunda gegitli ¢alig-

malar yapmislardir;



Furth, avian tiiberkiiloz suglarinin serolojik olarak farkli oldukla-
rini, aglutinasyon ve komplement fikzasyon yontemiyle yaptifi bir ¢aligma-
da 3 subgrup saptadiin: belirtmistir(26).

Stanford ve Muser, insan ve hayvanlardan izole ettigi 100 M.avi-
um-Battey grubu susu bakteriyolojik ve serolojik yontemlerle incelemigler
ve buna goére tavuk ve tavsanlar igin virulent olan tipik M.avium suglarini
1. subgrup olarak, yalnizca tavuklar igin virulent olan M.avium suglarini 2.
subgrup olarak, tavuk ve tavsanlar igin virulent olmayan Battey suglarini 3.

subgrup olarak siniflandirmiglardir(80).

Runyon, M.avium’un yavasg lireyen ve pigment olugturmayan Non-
fotokromojenik grup iginde yer aldigint bildirmistir(48). Yine Timoney ve
ark., M.avium’un yavag tireyen, pigment olusturmayan, S-tipi koloni olugtu-
ran, izoniazide direngli Nonkromojenik grupta yer aldigini belirtmisler-
dir(92).

M.avium suslarinin tiplendirilmesi konusunda arastiricilar tara-
findan ¢ok yonli arastirmalar yapilmis ve M.avium’un birgok yerel serotip-
leri saptanmustir. Arastiricilar tiplendirme esnasinda gesitli serolojik yon-

temler kullanmiglardir;

Kubin ve Matuskova, 1957-1967 yillar1 arasinda Cekoslovakya’da
insanlardan izole ettikleri 44 susun avian mycobacteriler oldugunu ve bun-

larin % 79.5’unun serotip 1 ve 2’ye ait oldugunu bildirmiglerdir(52).

Griffith, kiiltirel karakterleri ve virulenslerine gore tiplendirdi-
gi 50 susun 30 adedinin insan, 15 adedinin s1ir ve 5 adedinin avian tipte
oldugunu, bu 3 tipin aglutinasyon testi ile birbirleriyle gapraz reaksiyon
verdigini belirtmistir(30).
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Schaefer, kanatlilardan izole edilen M.avium suglarinin secotip-
lendirilmesinde aglutinasyon testini kullanmig, 25 sug uzerinde yapti3i

denemede, suglarin 12 adedinin tip 1, 13 adedinin tip 2 olduBunu saptamig-
tir(1).

Marks ve ark., M.avium’un 3. bir tipini identifiye etmigler ve
M.avium tip 1 ve 6zellikle M.avium tip 2’nin yaygin olmasina kargin M.avi-

um tip 3’tin dagiliminin diizensiz oldugunu bildirmislerdir(57).

Schaefer, M.avium, M.kansasii ve M.balnei’nin tip-spesifik anti-

serumlar ile aglutinasyon reaksiyonu sonucu tiplendirilebilecegini belirt-
migtir(72).

Schaefer, insan hastaliklarinda dnemli rol oynayan nonfotokro-
mojenik ve skotokromojenik mycobacterilerin 454 susu ile hayvanlardan ve
kanatlilardan izole edilen 233 nonfotokromojenik mycobacteri sugunu aglu-
tinasyon yontemiyle serolojik olarak tiplendirmis ve 20 serotip elde etmis-
tir. Arastirici, taberkilozlu tavuklardan izole edilen 46 susun bir tanesi
disinda tumiiniin serotip 1 ya da serotip 2'ye ait oldugunu buna kargin

insanlardan serotip 1 ve 2’nin daha az oranda izole edildigini bildirmisg-
tir(73).

Anz ve Meissner, Schaefer’in aglutinasyon yontemini kullanarak
evcil kanatlilar ve hayvanlardan izole edilen 102 sugun 6 adedinin M.avium
serotip 1, 89 adedinin M.avium serotip 2 ve yalnizca 7 adedinin serotip
Davis, Watson ve TV oldugunu saptamiglardir(S).

Engel ve ark., 800 susu lam aglutinasyon testi ile kisa siirede
serotiplendirmislerdir(21).



i1

Reznikov ve Leggo, Schaefer’in M.avium - M.intracellulare -
M.scrofulaceum kompleksi organizmalarin serotiplendirilmesi igin kullandi-
g1 tiip aglutinasyon yonteminin modifikasyonlarini1 yaparak, bir antiserumu
22 serotipten hazirlamiglar boylece 44 antiserum yerine 22 antiserum hazir-

layip kullanarak bu yontemin daha kisa ve ekonomik oldugunu belirtmigler-
dir(67).

Thoen ve ark., M.avium suglarin: serotiplendirmek igin hizli ve
ekonomik bir mikroydontem gelistirmisler ve 91 susun 84’ini 20 serotip

tanimlayarak identifiye etmiglerdir(87).

Zorawski ve ark., gesitli hayvanlardan izole ettikleri 275 M.avi-
um susu iizerinde yaptiklar:1 serolojik ¢aligmada, 21 susu serotip 1, 241
susu serotip 2 ve 3 susu serotip 3 olarak siniflandirmiglar, 10 susu serotip-
lendirememislerdir. Arastiricilar tavuklardan izole ettikleri 102 sustan 4
susu serotip 1, 95 susu serotip 2 ve 3 susu rough sus olarak serotiplendir-
mislerdir(100).

Akay, aglutinasyon yontemiyle yaptigt serotiplendirme galigmast
sonucunda 22 tiberkiilozlu hindiden izole ettigi 16 susun M.avium serotip
2 oldugunu bildirmigtir(1).

Saxegaard, evcil ve yabani hayvanlardan izole ettigi 102 M.avium
ve M.avium benzeri susu aglutinasyon yontemiyle serolojik olarak tiplendir-
migtir(71).

Lumeij ve Nie, yirtici hayvanlarda karsilagilan tiiberkiiloz olgula-
rinda en gok hastalik olugturan etkenin M.avium serotip 2 oldugunu bildir-
miglerdir(56).

Yanagihara ve ark., M.avium-intracellulare-scrofulaceum komp-
leks (MAIS) organizmalarin glikolipid antijenleriyle yaptiklari ELISA galig-
malarini seroaglutinasyon ve thin-layer kromatografi ile karsilastirmuglar,

seroaglutinasyon ile tiplendirdikleri 60 sugun 45’ini ELISA ile tam olarak
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identifiye etmiglerdir. Aragtiricilar bagka bir aragtirmada ise seroaglutinas-
yon ile tiplendirilemeyen 43 susu bu kez ELISA ve thin-layer kromatografi

ile denemigler ve 21 sugu tiplendirmislerdir(98).

Neumann ve Gerlach, degigik tiirden 216 kanatli izerinde yaptik-
lari galigmalarda 70 adet M.avium sugu izole etmisler ve Gruber-Widal y6n-

temini kullanarak bu suglart M.avium serotip 2 olarak identifiye etmisler-
dir(64).

Ishiko ve Shimizu, indirekt fluoresan antikor yéntemini kullana-
rak yaptiklari tiplendirme ¢aligmasi sonucunda, M.avium-intracellulare gru-
 bu mikroorganizmalarin komplement fikzasyon ve aglutinasyon testlerinde
capraz reaksiyon vermelerine karsin bu yontemde boyle bir durumun goril-
medigini belirtmislerdic(40).

Bennedsen, 62 adet M.avium ve avian benzeri sugun 56’sin1

immunofluoresence yontemiyle identifiye etmistir(13).

Tavuk ve tagvanlarin M.avium suglarina karsi en duyarh tiirler
oldugu birgok aragtiricilar tarafindan vurgulanmig ancak son yillarda yapt-
lan galigmalarda fare ve bildircinlarin da infeksiyona duyarlt olduklar: bil-

dirilmigtir;

Krause, S ve R-tipi koloni morfolojisi gosteren M.avium suglariy-
la tavuklarda yaptig1 patojenite denemelerinde R-tipi varyantlarin S-tipi

varydantlara oranla daha patojen oldugunu saptamigtir(50).

Schoop ve ark., 1 mg M.avium kiiltiiri ile 3 aylik tavuklar: intra-
vendz ve oral yollarla infekte ettikten sonra, kuvvetli derecede pozitif aglu-
tinasyon reaksiyonunun intravendz injeksiyondan 14 giin sonra, oral infek-

siyondan 21 giin sonra olugtugunu belirtmistir(77).



Karlson ve ark., Japon bildircininin deneysel avian tiiberkiiloz
¢aligmalart igin kullanigh oldugunu, 0.01 mg M.avium’un intramuskuler ya
da intravendz inokulasyonundan sonra ozellikle karaciger ve dalakta yay-
gin tiiberkiiloz lezyonlart olustugunu, IV inokulasyon sonucu olusan hastali-

gin, IM inokulasyona gore daha hizli ilerledigini belirtmiglerdir(41).

Schaefer, sigir, domuz ve insanlardan izole edilen M.avium sero-
tip 2 suslarinin gogunlugunun tavuklar icin patojenik oldugunu, bu infeksi-
yonun tiiberkiilozlu tavuklarla kontakt sonucu olustugunu one siirmiistiir.
Arastiricy, titberkilozlu kanatlilardan izole ettigi 8 adet serotip 1 ve 16
adet serotip 2 susunun tavuklar igin patojenitesini deneyerek timiniin
patojen oldugunu buna karsin bir tavuktan izole ettigi serotip 3 susunun

patojenik olmadigint saptamisticr(73).

Collins ve ark., M.avium ve iligkili mycobacterilerin deney hay-
vanlari i¢in patojenitelerini arastirmiglar, tipik ve atipik M.avium izolatla-

rinin ¢ogunun tavuklar: 100 ginde 6ldardugini belirtmislerdir(18).

Schaefer ve ark., M.avium’un farkli suglarinin transparent, opak
ve rough varyantlarinin patojenitesini saptamak ig¢in 10 ginluk civcivlere
0.5 ml intravendz injeksiyon yapmislar ve bunun sonucunda 7 transparent
varyantin hepsinin, 5 opak varyantin yalnizca ikisinin ve 2 rough varyantin
tavuklar igin patojen oldugunu ve rough varyantlarin transparent varyant-

lardan daha giddetli infeksiyon olusturduklarini saptamislardir(74).

Grimes ve ark., 38 adetlik 2 yash evcil bir kanath siiriisiinden

izole ettikleri M.avium tip [ susunun tavuklar i¢ip patojen oldugunu bildir-
miglerdir(31).

Yoder ve Schaefer, M.avium ve M.intracellulare’nin identifikas-
yonu igin, kanathilar, sigir, domuz ve diger tiirlerden izole edilen 188
susun 31 adedinin M.avium serotip 1 oldugunu ve bu 31 susun 29’unun
tavuklar i¢in patojen oldugunu, 127 susun M.avium serotip 2 oldugunu ve

bu 127 susun 126 adedinin tavuklar igin patojen oldugunu geriye kalan 30
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sugun M.intracellulare oldugunu ve bu 30 susun yalnizca 10 adedinin tavuk-

lar igin patojen oldugunu saptamiglardir(99).

Ashour, tavuklarit M.avium ile oral ve intravendz yollarla infekte

etmig ve oral infeksiyonun daha az morbiditeye neden oldugunu belirtmis-
tir(8).

Ueda ve ark., C57BL/6 ve BALB/C fare tiirlerinde M.avium’un
olugturdugu intestinal infeksiyonu incelemigler, yiksek bir dozu (108) tek
dozda intragastrik uyguladiklarinda ya da daha az bir dozu (107) 10 kez
uyguladiklarinda ozellikle mezenterial lenf nodillerinde infeksiyon sekil-
lendigini ve doz uygulamasindan 6-8 hafta sonra basillerin fekal salgiyla
¢iktigini bildirmiglerdir(94).

Engbaek ve ark., farkli hayvanlardan izole ettikleri 120 M.avium
sugunun patojenitelerini saptamak amaciyla tavuk ve tavsanlara 5 mg mik-
tarlarinda intravendz injeksiyonlar yapmiglar, tavsanlarin 50 giin, tavukla-

rin 60 gin iginde 6ldiklerini saptamiglardir(20).

Tavuk tiiberkiillozu, istahin iyi olmasina kargin yavag yavag ilerle-
yen ve dikkati ¢eken bir agirlik kaybi, gogiis kaslarinin agiri zayifhigi ve
gogis kemiginin gikintili bir hal almasi, ibiklerin kigiilmesi, ishal ve son
donemlerde .gogunlukla tek tarafli bir topallik ile karakterize-
dir(1,7,32,37,89,96).

M.avium’un farkli hayvan tirlerinde olugturdugu patolojik bozuk-

luklar gesitli aragtiricilar tarafindan bildirilmistir;

Hinshaw ve ark., lezyonlarin 46 hindiden 44’inde karacigere
(% 95.65), 31’inde dalaga (% 67.39), 21’inde barsaklara (% 45.65),15’inde

akcigerlere (% 32.61), 10’unda mezenteriuma (% 21.74) yerlestiklerini sap-
tamiglardir(36).
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Thoen ve ark., M.avium serotiplerinin evcil havyanlarda en ¢ok
lenf nodillerinde yerlesmesinin yanisira dalak, karacigerler, akcigerler,
bobrekler, merkezi sinir sistemi, safra kesesi, intestinal mukoza, ovaryum-

lar ve deride yerlegebildigini belirtmiglerdir(90).

Montali ve ark., 1969-1975 yillar1 arasinda National Zoological
Parktaki 137 tiiberkilozlu kanatlida yaptiklar: patolojik aragtirmalar sonu-
cu hastalifin 6ncelikle sindirim organlari ve dalakta lezyon olusturdugunu,

lezyonlarin kazeifiye oldugunu fakat kalsifiye olmadigini bildirmisler-
dir(59).

Ellsworth, 5-8 haftalik domuzlara oral yolla 108 canli inite doz-
da M.avium inokulasyonundan 70-79 giin sonra yaptig1 otopside tonsiller-
de, jejunum ve ileumun lenfatik follikillerinde (peyer plaklari), ileumda

ileosekal ventiller ve sekumda graniilamat6z lezyonlar saptamigtir(19).

Mutalib ve Riddell, 152 tavuk tiiberkiilozu olgusundan 74’iinde
patolojik bulgularla karsilagmiglar ve lezyonlarin 70 tavukta karacigerlere,
65 tavukta dalaga, 52 tavukta barsaklara, 41 tavukta kemik iligine, 23
tavukta akcigerlere, 8 tavukta mezenteriumlara, 3 tavukta kalbe, iki tavuk-

ta bobreklere ve iki tavukta ovaryumlara yerlestigini saptamiglardir(62).

Akay, 22 tﬁberkﬁlozlu hindiye yapti1 otopsiler sonucunda lez-
yonlarin 18 hindide karacigerlere (% 81.8), 17 hindide dalaga (% 77.2), 11
hindide akcigerlere (% 50), 5 hindide barsaklara (% 22.7), bir hindide bez-
li mideye (% 4.5), bir hindide kalbe (% 4.5) ve iki hindide bébreklere-
(% 9.09) yerlestigini saptamigtir(1).

M.avium suglarinin tavuklar ve farkli hayvan tirlerinin gegitli

organlarindan izolasyonu birgok arastirict tarafindan gergeklegtirilmistir;

Cassidy ve ark., ABD’nin 24 eyaletindeki 103 sifirin gesitli

organ ve dokularindan M.avium izole etmislerdir(16).
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Barton ve Acland, bir koyunun ince barsaklar1 ve mezenterik

lenf nodiilinden M.avium serotip 2 izole ettiklerini bildirmiglerdir(11).

Smith ve ark., gesitli tiirdeki Macaca maymunlarinin ince barsak,

kolon ve mezenterik lenf nodiillerinden M.avium serotip 1 ve 2 izole etmis-
lerdir(79).

Falk ve ark., bir kadinin lenf nodiilleri, kemik iligi, idrar ve tiitk-

rigiinden M.avium serotip 1 izolasyonunu gergeklestirmiglerdir(22).

Baker, yash bir kisrakta M.avium tarafindan olusturulan genera-

lize bir tiberkiiloz olgusu bildirmistir(10).

Matthews ve McDiarmid, serbest yagsayan bir kirpinin mezente-
rik lenf nodillerinden M.avium serotip 2 izole ettiklerini belirtmigler-
dir(58).

Roffe, 3 adet yabani 6rdegin polikistik karacigerinden M.avium
izole etmistir(69). Yine Grimes ve ark., yabani bir drdegin karaciger, kalp

ve bobreklerinden M.avium tip 1 izole etmislerdir(31).

Odiawo ve Mukurira, asir1 zayiflik, kronik diare, tortikollis ve
felg semptomlar1 gosteren 21 aylik bir tavugun akciger ve karacigerlerinin
yanisira beyninden de M.avium izole etmigler ve bu semptomlarin gorildi-
gii ergin kanatlilarda serebral avian tiiberkiillozun ayirici tani olarak digii-

nillmesi gerektigini belirtmislerdir(65).

Morfitt, 7 aylik bir kedinin akciger, karaciger, dalak, tracheob-
ronchial ve mezenterik lenf nodiillerinden M.avium serotip 1 izole etmig-
tir(60).

Wards ve ark., sigur tiitberkiilinine reaksiyon veren geyiklerin
ozellikle bas bolgesindeki lenf nodili sivilarindan M.avium ve M.intracel-

lulare suglarinin izolasyonunu gergeklestirmiglerdir(95).
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Thoen ve ark., bir domuzun mezenterik ve servikal lenf yumrula-

rindan M.avium serotip 8 izole etmislerdir(88).

Tavuk tiberkilozunun tanisinda birgok aragtiricilar tarafindan
ortaya ¢ikartlan gesitli serolojik testler ve allerjik yontemler kullanilmakta-

dir;

Avian tiiberkiillozun aglutinasyon yontemiyle tanis1 ilk kez Moses
ve ark. tarafindan yapilmistir. Arastiricilar yaptiklar: ¢aligmada aglutinas-
yon ve titberkiilin testlerini kargilagtirmiglar ve sonuglarin birbirine uydu-

gunu saptamiglardir(61).

Karlson ve ark., kanla ¢abuk aglutinasyon testi ile tiiberkilin tes-
tini kargilagtirmiglardir. Arastiricilar 282 tavuk iizerinde yaptiklari galigma-
da 44 tavugun hem aglutinasyon hem de tiiberkiilin testine pozitif reaksi-
yon verdiklerini buna kargin tiitberkiilin testine negatif reaksiyon veren 14
tavugun aglutinasyon testine pozitif reaksiyon verdigini saptamiglar, sonug-
ta kanla ¢abuk aglutinasyon testinin daha kisa siirede yanit verdigini ve

infekte siiriileri ortaya gikarmada kolayhk sagladigini agiklamiglardir(42).

Prochorow, titberkiilin testinin portdrleri saptamada uygun olma-
digin1 ve iyi sonug vermedigini bildirmistir. Arastirict 23355 tavuga uygula-
dig tiberkiilin sonucu, bunlardan % 3.2’sinin pozitif reaksiyon verdigini,
geriye kalan 22599 tuberkilin negatif tavuktan ise % 8.4’(iniin kanla gabuk

aglutinasyon ile pozitif reaksiyon verdigini saptamigtir(66).

Tunkl, izole ettigi 77 avian tipi sugtan bir tanesini antijen hazir-
lanmasinda kullanarak yaptigi denemelerde, aglutinasyon testinin daha pra-
tik oldugunu bildirmistir(93).

Klein ve Steffke, 4962 tavuga uyguladiklar: tiberkilin testi sonu-
cunda 265 hayvanin pozitif reaksiyon verdigini, tiberkilin pozitif olan 200
tavuga yaptiklar: otopsi sonucunda 90 tavukta tiiberkiiloz lezyonu saptadik-

larini belirtmiglerdir(47).
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Halik, lam aglutinasyon testini taberkilin testiyle karsilagtirmis

ve lam aglutinasyonunun daha hassas ve spesifik oldugunu bildirmistir(34).

Hiller, 118 tavuktan kan alarak kendi hazirladig: antijenle gabuk
lam aglutinasyonu uyguladiginda 55 tavugu pozitif buldugunu ve bu hayvan-
larin otopsilerinde 48 adedinin lezyonlu oldugunu saptamistir. Buna karsin
ayn1 hayvanlara tiiberkiilin testi uyguladifinda yalnizca 13 adedini pozitif
buldugunu ve sonugta serolojik yontemin allerjik yontemden daha iyi sonug

verdigini belirtmistir(35).

Schliesser ve Hiller, kanatlilardan izole ettikleri 25 avian tiiber-
killoz susundan bir tanesini antijen hazirlanmasinda kullanmiglar ve hazir-
ladiklar: antijenle 129 tavukta denedikleri kanla ¢abuk aglutinasyon testin-
de 105 hayvant pozitif bulmuslar, bu hayvanlara yaptiklar1 otopsi sonucun-

da 103 tavukta tiberkiloz lezyonlar: saptamislardir(76).

Schliesser ve Berger, 2428 tavufa ¢abuk lam aglutinasyonu ve
tiberkiilin testleri uygulayarak yaptiklari tiberkiloz taramasi sonucunda
308 tavugun (% 12.7) aglutinasyon ile pozitif, 160 tavugun (% 6.6) tiberkii-

lin testi ile pozitif reaksiyon verdigini bildirmislerdir(75).

Nassal, 1959-1963 yillar1 arasinda 345 avian sus izole ederek
bunlarin yalnizca iki tanesini antijen hazirlanmasinda kullanmig ve bu anti-
jenlerle 1720 tavuga tani amaciyla ¢abuk lam aglutinasyon testi ve ayrica
tiiberkiilin testi uyguladiginda 221 tavugun (% 12.8) aglutinasyon testinde
pozitif, 67 tavugun (% 3.9) tiiberkiilin testinde pozitif reaksiyon verdikleri-
ni saptamis ve aglutinasyon testinin tavuklarda tiberkiilozun tanisinda

daha uygun oldugunu bildirmigtir(63).

Betke ve ark., Lowenstein - Jensen besiyerinde izole ettikleri 25
avian tipten 22 adedinin spontan aglutinasyon verdigini, diger 3 sugun
homojen bir siispansiyon olusturdugunu saptamiglardir. Arastiricilar 3208
tavugun Kkanlarini alarak kendi hazirladiklart antijenle yaptiklari gabuk

lam aglutinasyon testinde 151 tavugu (% 4.7) pozitif bulmuslardir. Ayrica
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tavuklara tiberkilin testi de uygulamislar ve bunun sonucunda 186 tavufu
(% 5.8) pozitif bulmusglardir(14).

Richter, 1438 tavuga, kanatli titberkillozunun tanisy ig¢in kendi
hazirladigt antijenle aglutinasyon testi uygulamis ve 1438 tavuktan % 6.8’i-
ni pozitif bulmustur. Arastirtcr tavuklara tiberkilin testi uyguladiginda
% 10.3’Gn0 pozitif bulmus ve bu sonuglara dayanarak kanatl titberkilozu-
nun tanisinda titberkillin testi kadar aglutinasyon testinin de iyi sonug ver-
digini, aglutinasyon testinin daha kisa siirede sonug verdiginden tercih edi-
lebilecegini belirtmistir(68).

Stoll, tiberkillozdan giipheli 8 siiriiden 520 tavuga uyguladig: kan-
la ¢abuk aglutinasyon testi sonucunda 54 tavugun (% 10.39) pozitif reaksi-
yon gosterdigini bildirmigtir(81).

Schliesser ve Hiller, deneysel olarak infekte ettikleri 129 adet
tavuga 0.1 ml tiberkilin uygulamislar ve 129 tavuktan 29’unu pozitif bul-
duklarin: belirtmislerdir(70).

Keyhani, D4ER susuyla aglutinasyon antijeni hazirlayarak bunu
deneysel olarak infekte ettigi 10 tavugun serumunda denediginde hepsinin
pozitif sonu¢ verdigini, bir kiimeste bulunan 165 tavuk iizerinde yaptif
denemelerde ise 25 tavugun pozitif sonug verdigini, bunlardan 11 adedinin
otopsilerinde tiiberkiloz lezyonlarina rastlamadigini ve bu hayvanlarin
organlarindan yaptigt ekimlerde iireme olmadigin1 belirtmis, bu sonuglara
gore saghikli hayvanlarin serumlarinin da aglutinasyon testiyle pozitif

sonug verebilecegini agiklamistir(46).

Baskaya ve ark., M.avium ile deneysel olarak infekte ettikleri 25
tavuktan % 64’tuniin taberkilin testiyle, % 84’tiniin kanla gabuk aglutinas-

yon testiyle pozitif sonug verdiklerini bildirmislerdir(12).

Kwatra ve ark., pasif hemaglutinasyon testinin 6rdeklerde tiiber-

kiillozun tantst igin ¢ok yararlanilan bir ydntem oldufunu belictmisler-

dir(54).
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Thoen ve ark., M.avium serotip 8’in canli ve 6lii hiicreleri ile
deneysel olarak infekte ettikleri domuzlarda tiberkilin testi ile invitro len-
fosit immunostimulasyon test sonuglarini kargilagtirmiglar ve canli mikroor-
ganizmalar ile inokule ettikleri domuzlarda her iki testin sonuglarinin pozi-
tif, 6ldiiriilmiis bakteri hiicresi inokule ettikleri domuzlarda ise sonuglarin

negatif oldugunu saptamiglardir(88).

Thoen ve ark., M.avium serotip 2 ile infekte ettikleri 8 tavugun
serumlarindaki antikorlari saptamak i¢in Enzyme-Labeled Antibody (ELA)
testini kullanmiglar ve infeksiyondan sonraki 2, 4, 6 ve 8. haftalarda tavuk-
lardan elde ettikleri serumlarda pozitif sonuglar gézlemislerdir. Arastirici-
lar ELA testinin infekte hayvanlari saptamada hizly, basit ve pratik bir yon-

tem oldugunu belirtmiglerdir(86).

Thoen ve ark., tiberkiilozlu ekzotik memelilerin serumlarinda
antikorlar1 saptamak igin ELISA yontemi uygulamiglar ve konjugat olarak
horseradish peroksidaz ile isaretlenmis protein A kullanmiglardir. Aragstiri-
cilar elde ettikleri sonuglara gore tiberkiilozlu ekzotik hayvanlarin antikor-
larinin saptanmasinda enzimle isaretlenmis protein A’nin kullanilabilecegi-

ni agiklamiglardir(91).

Thoen ve ark., M.avium serotip 4/8 ile deneysel olarak infekte
ettikleri domuzlardan aldiklar: kan serumlarinda antikorlart saptamak igin
ELISA yoéntemi kullanmiglar, farkli dozlarda ve degisik yollarla inokulas-
yon yaptiklari-3 gruba ait domuzun herbirinin serumlarinda inokulasyon
sonrast 2,4,6,8 ve 10. haftalarda, bu domuzlarla ayni ortamda biraktiklari
bir gruba ait iki domuzun serumlarinda ise 4,6,8 ve 10. haftalarda pozitif

ELISA reaksiyonlar: saptamiglardir(85).

Bilim adamlar: kanath tiiberkiilozunun ortadan kaldirilmas: igin
hasta hayvanlarin saptanarak yok edilmeleri, infekte kiimeslerin ¢ok iyi
dezenfekte edilerek bir siire bog birakildiktan sonra kitmese hayvan alinma-
s1, stritdeki tiim kanatlilarin ilk yumurtlama mevsiminden sonra elden ¢ika-
rilmast, yasglilarin genglerden ayrilmasi, saghkli strilerin zaman zaman

seralojik ve allerjik testlerle yoklanmasi gerektigini vurgulamiglar-
dir(1,7,9,27,28,37,89,96).
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Guindi, tavuklarin tiberkiiloza karsi korunmalarini saglamak
igin bir ¢aligma yapmistir. Aragtirici 20 tavugun 10 adedine BCG agisi, 10
adedine ise 1s1 ile 6ldirilmis asidan derialti1 ve damarigi yollarla injeksi-
yonlar yapmis sonugta verilen her iki agininda bagisiklik sagladigini, derial-

t1 verilen BCG’nin az, 6li aginin ise hig bagisiklik saglamadigini bildirmisg-
tir(33). ‘

Rossi, 49 pili¢ ve 39 yavru horozu M.avium ve M.intracellulare
serotip VI, VII ve Darden kiltiirlerinden hazirladif1 4 inaktif ve M.intra-
cellulare serotip VI, VII ve Darden kiltiirlerinden hazirladigi 3 canhi as1
ile kas igi ve oral yollarla asilamis, en iyi sonuglart canli M.intracellulare
serotip VI agist ile oral yolla agiladigr kanathilarda aldigint belirtmis-
tir(70).
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GEREC VE YONTEM

GERECLER

1- Deneme hayvanlari: Caligmada kullanilan toplam 39 adet 1.5
yagli, pullorum ydniinden negatif ve tim asilar1 yapilmig olan yumurtaci
tavuklar TARHAY A.S.’den saglandi. Deneme dncesi tim hayvanlara

tiberkiilin uygulanarak tiiberkiilloz yoniinden de negatif olduklar: saptandi.

2- Patojenite denemelerinde kullanilan hayvanlar:
a- Tavuklar: Izole edilen suglarin patojenite denemeleri igin Ana-
bilim Dalimiz Deneme Hayvanlari Bélimiinden saglanan tiiberkiiloz yoniin-

den negatif ve saglikli 2 yagh yumurtaci tavuklar kullanilds.

b- Tavsanlar: i.U.Veteriner Fakiiltesi Suni Tohumlama ve Repro-
diiksiyon Bilim Dali Deneme Hayvanlar1 Bélimiinden saglanan, saglikli 2.5

yashli Yeni Zelanda tavganlari patojenite denemelerinde kullanildi.

3- Avian PPD tiiberkiilin: Deneme Oncesi ve sonras: tavuklara
uygulanan avian PPD tiiberkiilin Etlik Vet.Kont.Arag.Ens.den saglandi.

4- Caliymada kullanilan M.avium sugu: Galigmamizda 8 Eylil
1989 yilinda 100 adetlik ekstansif tipte tavukguluk yapan bir kisi tarafin-
dan Anabilim Dalimiza getirilen 10 adet 6li hayvana yapilan otopsi ve bak-

teriyolojik yoklamalar sonucu izole edilen M.avium Y-1 sugu kullanildi.
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5- Serumlar: Deneme infeksiyonu olugturulduktan sonra tavuklar-
dan alinan kanlarin serumlar: santrifiijle ayrilarak serolojik caligmalarda

kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.

6- Besiyerleri: Caliymamizda izolasyon amaciyla Lowenstein-Jen-
sen besiyeri, antijen hazirlanmast amaciyla Middlebrook 7H10 agar kulla-
nildi.

[zole edilen suslarin bazi biyokimyasal 6zelliklerini saptamak
icin ayrica Middlebrook 7H9 broth, ireli sivi besiyeri ve MacConkey agar
(kristal viyoletsiz) kullanildi.

Lowenstein - Jensen Besiyeri (HI-MEDIA)

a- Temel besiyeri:

ASPATAZIN (oot 36¢g
KH,PO e 2.4 g
MgSO,. THLO e 0.24 g
Magnesium CItrate ..., 0.6 g
Patates UNU .o 30 g
Malachite green ... 0.4g
Saf Su (12.5 ml glycerol iceren) ............ 600 ml

37.3 g Lowenstein-Jensen besiyeri 12.5 ml gliserol igeren 600 ml
saf suya karistirilarak eriyinceye kadar kaynatildi ve 121°C’de 15 dakika

siireyle otoklavda sterilize edildi.

b- Homojenize yumurta emiilsiyonu (1000 ml):

20 adet yumurta yumusak taylid bir firga yardimiyla sabunlu suy-
la yikandi. Hepsi tentiirdiyotla silindikten sonra % 70’lik alkolde 5 dakika
bekletildi. Yumurtalarin her iki tarafi steril sivri uglu bir pensle delinerek
icinde cam boncuklar bulunan steril bir balona konularak homojenize edil-
diler. Elde edilen emilsiyon steril gazli bezden stizilerek daha 6nce hazir-
lanmig olan temel besiyerine ilave edildi. Besiyeri tiplere dagitildi. 80°C’-
deki su banyosunda yatik durumda giinde bir saat olmak iizere iki giin ist

iiste tindalizasyon yontemiyle sterilize edilerek kullanima hazirlandi.
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Middlebrook 7TH10 Agar (DIFCO)

a- Temel besiyeri

Ammonium sulfate ... 05¢g
KH4PO s 15¢g
NayHPO oo 1.5¢g
Sodium CItrate ..o 04g
Magnesium sulfate. ... 0.025 g
CaCly e 0.0005 g
ZNSO e 0.001 g
CUSO st 0.001g
L-Glutamic acide ..o 05¢g
Ferric ammonium citrate ... 0.04¢g
PyridoxXine ... 0.001 g
BiOtin oo 0.0005 g
Malachite green ..., 0.00025 g
ABAT oo e 15 g
Saf su (4 ml. glycerol igceren).........c....... 900 ml

b- OADC (Oleic Acide Dextrose Citrate) Zenginlegtirici Sivi:

Oleic acide.. ... 0.05¢g
Sigir albumin V fraksiyonu......ne. 5g
DeXtIOSE. ...t 2g
NAC e 0.85¢g
SAf SU e 100 ml

OADC zenginlegtirici sivisi, 56°C’lik su banyosunda giinde bir
saat olmak uzere iki giin iist iiste 1sitilarak tindalizasyon yéntemiyle sterili-
ze edildi.

Besiyerinin Hazirlanig:

19 g Middlebrook 7H10 agar 4 ml gliserol igeren 900 ml saf suya
karigtirtlarak eriyinceye kadar kaynatildi. 121°C’de 15 dakika siireyle otok-
lavda sterilize edildi. 50-55°C’e kadar sogutulduktan sonra besiyerine daha

onceden steril olarak hazirlanan OADC zenginlegstirici sivisindan 100 ml
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miktarinda steril kosullarda ilave edildi. Besiyeri 100 ml miktarlarinda

doku kiiltiirii gigselerine bolinerek yatik agar seklinde kullanima hazirlan-
d1.

Middlebrook 7H9 Broth (DIFCO)

a- Temel besiyeri:

Ammonium sulfate ... 05¢g
L-Glutamic acide ..., 05¢g
Sodium CItTAte .o 0.1g
PyridoXine ..., 0.001 g
BiOtin oo 0.0005 g
Disodium phosphate......... 25¢g
Monopotassium phosphate ... lg
Ferric ammonium citrate ... 0.04 g
Magnesium sulfate.............. 0.05 g
Calcium chloride ... 0.0005 g
Zinc sulfate. ... 0.001 g
Copper sulfate ... 0.001 g
Saf su (2 ml glycerol igeren) ... 900 ml

b- OADC Zenginlestirici Swvist

Besiyerin Hazirlanisi:

4.7 g Middlebrook 7H9 broth 2 ml gliserol i¢ceren 900 ml saf
suya karistirilarak eriyinceye kadar kaynatildi. 180’er mililitre miktarlarin-
da 250 cc’lik balonlara dagitildi. Otoklavda 121° C’de 15 dakika sterilize
edildi. 50-55° C’e kadar sogutulduktan sonra besiyerinin dagitilmig oldugu
her balona daha 6nceden steril olarak hazirlanmig olan OADC zenginlegti-

rici sivisindan 20’ser mililitre miktarlarinda steril kosullarda ilave edile-

rek kullanima hazirlandi.
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Ureli Sivt Besiyeri:

a- Ure baz konsantresi:

Peptone ... lg
DEXtrOSE oo g
NACH e 05¢g
KHoP Oy s 2g
UT€ e 20 g
% 1’lik fenol Kirmizist e, 1.2 ml

Maddeler karigtirilarak saf su ile 100 m!’ye tamamlandi ve eridik-

ten sonra filtrasyonla sterilize edildi.

b- Ureli sivi besiyeri:
Bir kisim iire baz konsantresi iizerine aseptik kogullarda 9 kistm
steril saf su eklendi. Agz1 kapakli tiplere 4’er ml dagitilarak kullanima

hazirlandi.

MacConkey Agar (Kristal viyoletsiz):

Peplton. e 17 ¢
Polypeptone ..o 3g
LaKtOZ oo 10 g
Safra tuzlari. ., 1.5¢
NACL e 5g
ABAT e 13.5¢g
Notral Kirmizistiiciinccins 0.03 g
Saf SU e 1000 ml

Pepton ve polypepton 900 ml saf suda siispanse edildi. igine
NaCl, agar ve safra tuzlari ilave edilerek 15-20 dakika bekletildi, kaynatila-
rak eritildi. pH’si 7.1’e ayarlandi. Stcak saf su ile 1000 ml’ye tamamlana-
rak notral kirmizisi ilave edildi. Hazirlanan besiyeri 121° C’de 15 dakika
siireyle otoklavda sterilize edildi. 50-55° C’e kadar soguyunca petri kutula-
rina dagitild.
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YONTEMLER

Izolasyon ve Identifikasyon Caligmalari:

Inokulum hazirlanmasi:

Anabilim Dalimiza 8.10.1989 yilinda, ekstansif tipte yetigtiricilik
yapilan bir giftlikten getirilen 10 adet 6l tavuga otopsi yapilarak lezyonla-
rin ozellikle yogun oldugu karaciger ve dalak ornekleri steril kogullarda

petri kutularina alindilar ve % 4 NaOH yontemi ile agagidaki gekilde hazir-
landilar.

Her tavuga ait lezyonlu organlardan alinan kigiik pargalar ayri
ayr1 steril havanda ezilerek tizerlerine 1/5 oraninda % 4 NaOH katild: ve
homojenizatorde homojen hale getirildikten sonra 37°C’lik etiivde 30 daki-
ka bekletildiler. Bu siire sonunda siispansiyonlar steril santrifiij tiplerine
alinarak 20 dakika siireyle 3500 dev/dak.da santrifiije edildiler. Ust sivilar
atilarak tortular birer ml saf su ile siispanse edildiler ve % 10 HCl ile pH’-
lar1 7.2 - 7.3’e ayarlandi.Her tavuktan ayri olarak hazirlanan inokulumlar-

dan kontaminasyon yoniinden kanli agar besiyerlerine ekimler yapildi.

Besiyerlerine ekim

Yukaridaki yonteme gore hazirlanan ve sterilite kontrold yapilan
inokulumlardan Lowenstein-Jensen besiyerlerine 0.1’er mililitre miktarla-
rinda ekimler yapildi.

fdentifikasyon galigmalar1 5 agamada yapildu:
1- Bakterioskopi

2- Kiiltiir

3- Biyokimyasal dzelliklerin saptanmasi

4- Patojenite denemeleri

5- Allerjik ve serolojik testler
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1- Bakterioskopi:
Anabilim Dalimizda getirilen 10 adet 6li tavuga yapilan otopsi-
ler sonucunda her tavugun lezyonlu organlarindan siirme preparatlar hazir-

lanarak Ziehl-Neelsen boyama yontemiyle boyandu.

2- Kiltar

Ekim yapilan tiipler 37°C ve 42°C’lerde, aerobik kosullarda inku-
basyona birakildilar. flk 24 saat yatik olarak tutulan tiipler bu siire sonun-
da dik duruma getirildiler. 5-8 haftalik inkubasyon siiresi sonunda iireme-
nin goruldigi besiyerlerindeki koloniler morfolojik yonden, boyanma 6zel-

likleri ve fizyolojik tuzlu suda siispansiyon olugturmalar: yoniinden incelen-
diler.

Ureme gorillen besiyerlerindeki kolonilerin bir siire sonra yine
Lowenstein-Jensen besiyerlerinde subkiltiirleri yapildi. Tiplerin bir kismi-
nin agzi parafilm ile diger bir kisminin agzi ise parafin dokiilerek kapatil-
di. Tapler 37 ve 42°C’lerde inkubasyona birakildi.

Ayrica iireme goriillen besiyerlerinden temiz lamlar Gizerine steril
kosullarda 6ze yardimiyla alinan koloniler kiltirlerin safligit yoniinden
Gram boyama yontemiyle boyanarak mikroskopta incelendiler.

3- Biyokimyasal Ozelliklerin Saptanmas:

Izole edilen suglarin biyokimyasal 6zelliklerinin saptanmasi igin
Bilgehan’in belirttigi yontemler uyguland((15).
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3.1. Katalaz Deneyi:
A- Oda 1sisinda yapilan katalaz deneyi:

Ayiraglar:

a- % 10 Tween-80 ayiraci
Tween-80 ... 10 ml
Saf SU . 90 ml

b- Superoxol - % 30 hidrojen peroksit

Bir kisim % 10 Tween-80 ayiraci ile bir kisim superoxol karistiri-

larak Tween-Peroksidaz ayirac: elde edildi ve deney aninda taze olarak

hazirlandi.

Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis olan kolonilerin tizerine 1
ml Tween-Peroksidaz ayiract katilarak 5 dakika iginde kabarciklarin olus-

masina gore reaksiyon degerlendirildi.

B- 68°C’de 1s1tilmis bakterilerle yapilan katalaz deneyi:

Ayiraglar:
a- Tween - peroksidaz ayiract
b- Fosfat tampon eriyigi (pH:7)
A- Na, HPOy o, 946 g
M/15 Na,HPO,

B- KH, POy . 9.073g

“M/15 KH,PO,
Saf su ile 1000 mI’ye tamamland:
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6 ml A eriyigi, 4 ml B eriyigi ile karigtirilarak pH:7 fosfat tam-
pon eriyigi elde edildi.

Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis olan kiiltiirlerden birkag
koloni alinarak steril bir tiipte 0.5 ml fosfat tampon eriyigi ile karigtirildi.
Elde edilen stispansiyon 68°C’lik su banyosunda birkag¢ dakika bekletildik-
ten sonra oda 1sisinda sogutuldu. Uzerine 0.5 ml Tween-peroksidaz eriyigi

katilarak 20 dakikada kabarcik olugsumuna gore reaksiyon degerlendirildi.

3.2. Niasin Deneyi (Kagit gerit yontemi ile)

Ayiraglar

a- Anilin alkolik eriyigi
AL e 4 ml
% 95°1ik alkol ..o 96 ml

b- Niasin kagit seritleri

Lowenstein-Jensen besiyerinde idretilmiy olan 4 haftalik kiltiir-
ler kullanildi. Besiyeri igine 1 ml saf su konuldu. Koloniler 6ze ile yerlerin-
den kaldirilip kenara gekilerek suyun koloni altindaki besiyerine temas:
saglandi. Besiyeri 36°C’de bir saat yatik olarak bekletildi. Bu siire sonunda
besiyerinden 0.5 ml sivi, tiipe alinarak iizerine 0.5 ml anilin alkolik eriyigi
ilave edildi. Hemen ardindan tip igine niasin kagit seridi atilarak 1-2 kez
galkalandi. 25 dakika siireyle sar1 rengin olugsup olugmamas: yoniinden

izlendi

3.3.Tween-80 Hidrolizi Deneyi

Ayiraglar:
Fosfat tampon eriyigi (pH:7).....c....... 100 ml
TWeen-80 ...ccoooovvornrrerrrvcerernessrscvieieesanens 0.5 ml
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Ayrraglar karigtirilarak birer ml. miktarlarinda tiplere dagitild:
ve otoklavda 121° C’de 15 dakika sterilize edildi. 1 ml ayirag igine bir 6ze
dolusu koloni karigtirilarak 37°C’de inkube edildi. Birinci, 5. ve 10. ginler-

de renk degigimi kontrol edilerek reaksiyon degerlendirildi.

3.4.Telliirit Rediiksiyon Deneyi:
Ayirag: _
% 1’lik potasyum tellirit eriyigi........ 20 ml

% l’.lik potasyum telliirit eriyigi deney Oncesi taze olarak hazir-
landi ve ikiser ml. miktarinda kiigiik giselere konuldu. Otoklavda 121° C’de
15 dakika sterilize edildi.

Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde hafif bulamiklik gosteren 7
ginlik kiltarlere iki damla % 1’lik potasyum tellirit eriyigi damlatildi ve
4 giin siireyle yeniden 37°C’de inkube edildi. Kiiltiirler hergiin incelenerek

siyah renkli bir ¢okelti olugup olugymamasina gdre reaksiyon degerlendiril-
di.

3.5. % 5 Sodyum Kloriir'lii Ortamda Uretme Deneyi:

Lowenstein-Jensen besiyerinde daha énce tiremis olan kolonile-
rin fizyolojik tuzlu suda siispansiyonu yapilarak % 5 NaCl iceren Lowenste-
in-Jensen besiyerine 0.1’er ml miktarinda ekimler yapildi. Tipler 37°C’de
4 hafta inkube edildiler. Bu siirenin sonuna kadar her hafta kontrol edile-

rek dremenin olup olmamasina gore degerlendirildiler.

3.6. Nitrat Rediiksiyon Deneyi:

Ayiraglar

a- Yogun HCl’in 1/2 sulandirimi

b- % 0.2’lik sufanilamid eriyigi

c- % 0.1’lik N-ethylenediamine dihydrochloride eriyigi
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d- M/45 fosfat tampon eriyigi (pH:7) iginde 0.01 M NaNOj eri-

yigi

NaNO ;.o 0.085 g
KH,PO, e 0.117 g
Na,HPO,. 12H,0 ..o 0.485¢g
Saf SU ., 100 ml

2 ml NaNO; eriyigi (d) bir tipe konularak igine bir 6ze dolusu
koloni karistirildi. Siispansiyon 37°C’lik su banyosunda iki saat bekletildi.
Uzerine bir damla HCI eriyigi (a) damlatilarak karistirildi. Once iki damla
sulfanilamid eriyigi (b), sonra iki damla N-ethylenediamine dihydrochlorid
eriyigi (c) damlatilarak pembe-kirmizi rengin olusup olugmamasina gére
reaksiyon degerlendirildi.

3.7. MacConkey Agar’da Ureme Deneyi:

Igerisinde kristal viyolet bulunmayan Mac Conkey agara, Midd-
lebrook 7H9 broth’da iireyen kiiltirden 6ze ile alinarak ekim yapildi. Besi-
yeri 35°C’de 5-11 giin inkubasyona birakildi.

3.8. Ureaz Deneyi

Ureli s1v1 besiyerine bir 6ze dolusu koloni karigtirilarak emiilsi-
ye edildi. 37° C’de 3 giin inkubasyona birakilan besiyeri hergiin kontrol
edildi. Bu siire i¢inde pembe-kirmizi rengin olusup olugmamasina gore

reaksiyon degerlendirildi.

4. Patojenite Denemeleri
Anabilim Dalimiza getirilen tavuklardan izole edilen 2 susun

patojenitesini saptamak amaciyla iki adet tavuk, iki adet tavgan kullanildu.

[zole edilen 2 sugun fizyolojik tuzlu suda ayr1 ayr1 siispansiyonla-
r1 (1 mg/1ml) hazirlanarak, tavuklara intravenéz yolla, tavsanlara intrape-

ritoneal yolla 0.1’er ml miktarlarinda inokulasyon yapildi.
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Patojenite denemeleri igin inokulasyon yapilan tavuk ve tavsan-

lar klinik olarak gozetim altina alindilar.

5. Serolojik ve Allerjik Testler:

Anabilim Dalimiza getirilen tavuklardan izole edilen M.avium
Y-1 sugu ile 34 adet tavukta deneme infeksiyonu olugturularak hayvanlara
3 hafta sonra tiiberkiilin testi uygulandi. Aynt zamanda hayvanlarin kanlari
alinarak serumlari ayrildi ve bu serumlarla gabuk lam aglutinasyon testi,
yavag tiip aglutinasyon testi ve ELISA yapildi. Hayvanlar deneysel olarak

infekte edilmeden 6nce izole edilen M.avium Y-1 sugunun tiplendirme
caligmasi yapildi.

Tiplendirme Caligmalari: Tiplendirme galigmalar: iki sekilde yapil-

d1.

a- lzole ettigimiz M.avium Y-1 susu ile antijen hazirlandi. Yurt-
digtndan saglanan M.avium serotip 1 ve M.avium serotip 2
standart antiserumlar: ile tip ve lam aglutinasyon testleri
yapildi1.

b- Izole ettigimiz M.avium Y-1 sugsu ile hazirlanan antijen tav-
sanlara verilerek hiperimmun serum elde edildi. Yurtdisin-
dan saglanan standart antijenlerle (M.avium serotip 1, M.avi-
um serotip 2, M.avium serotip 3 ve M.avium serotip Darden)

tip ve lam aglutinasyon testleri yapildi.

Tiplendirme igin kullanilan gereg ve yontemler agagida belirtil-
migtir.

- Standart serumlar: M.avium serotip 1 ve M.avium serotip 2 stan-
dart serumlart Prof.Dr.Helga Gerlach. Institut Fir Gefligelkrankheiten.

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen’den sagtandi.
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- Standart antijenler: M.avium serotip 1, M.avium serotip 2, M.a-
vium serotip 3 ve M.avium serotip Darden suglari1 da Prof.Dr.Helga Ger-
lach. Institut Fir Gefliigelkrankheiten-Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen’den saglandi.

- Antijen hazirlanmasi: immunizasyon ve aglutinasyon antijeni

Saxegaard’in bildirdigi yontem modifiye edilerek hazirlandi(71).

Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis olan kolonilerin steril fiz-
yolojik tuzlu suda bir siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyondan Once
kanli agar besiyerine ekim yapilarak kiltiirin saflifi kontrol edildi. Kon-
trol sonucu saf oldugu belirlenen suspansiyondan, doku kiltiirii gsigselerinde
100’er m! miktarinda yatik agar geklinde hazirlanan Middlebrook 7H10
agara, birer ml miktarinda ekimler yapildi ve gigeler 37°C’de S hafta siirey-
le inkubasyona birakildi. Middlebrook 7H10 agarda iireyen kolonilerin iize-
rine % 0.5 fenol igeren steril pH:7 fosfat tampon eriyigi konuldu. Koloni-
ler bu solusyonla ¢alkalandiktan sonra 6ze ile besiyeri ylizeyinden kaldirila-
rak toplandi ve steril bir erlenmayer iginde biriktirildi. Siispansiyon, bakte-
rilerin 6lmesi i¢in 5 giin oda 1sisinda birakildi. Sonra steril fosfat tampon
eriyigi (PBS) ile 3 kez yikanarak yogunlugu McFarland No.4’e gore ayar-
landi.

Antijen yogunlugunun McFarland No.4’e gore ayarlanmasi Bilge-

han’in yontemine gére hazirlandi(15).

Ayiraglar:
% 1’lik H,;SO 4 €riyigi e 9.6 ml
% 1’lik BaCl, eriyifi o 0.4 ml

9.6 ml % 1’lik H,SO, eriyigi, 0.4 ml % 1’lik BaCl, eriyigi ile
temiz bir tiipte karigtirildi. Ayn: boyutlardaki temiz bir tiipe, hazirlanan
antijenden bir miktar konularak McFarland No.4’in bulanikhigina ulaginca-

ya kadar steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile sulandirildi.
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Bu sekilde hazirlanan antijen 5’er mP’lik steril giselere bélinerek

kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.

- Hiperimmun serum eldesi igin tavsanlarin immunizasyonu:

Tavsanlarin immunizasyonu i¢in Schaefer tarafindan bildirilen

yontem uygulandi(72).

Bu amagla iki adet Yeni Zelanda tavgani kullanildi. Antiserum
elde etmek igin, hazirlanan antijen tavganlarin injeksiyonundan 6nce 30
dakika siireyle 80°C’lik su banyosunda tutuldu. Sonra da tavsanlara 4 hafta
siireyle haftada iki kez, intraven6z olarak birinci injeksiyonlarda 1 ml, ikin-
ci injeksiyonlarda 2 ml olmak iizere toplam 8 injeksiyon yapildi. Son injek-
siyondan 6 giin sonra hayvanlar kesilerek kanlar1 alind1 ve serumlari ayrila-

rak kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandu.

Aglutinasyon Testleri:

Yavag tilp ve ¢abuk lam aglutinasyon testleri Akay’in bildirdigi
yonteme gore uygulandi(1).

a- Yurtdisindan saglanan standart antiserumlarla (M.avium
serotip 1 ve 2)

a,- Yavag tip agliitinasyon testi:

Test igin 11 adet aglutinasyon tiipii kullanildi. M.avium serotip 1
ve M.avium serotip 2 standart serumlar: ayri ayn steril FTS ile 1/2’den
1/1024’e kadar gift katli sulandirildi. 11.-tiip kontrol olarak kullanildi.
Once biitiin tiplere 0.5’er ml miktarinda FTS konuldu. Sonra birinci tipe
0.5 ml standart serum konulup karigtirilarak 0.5 ml diger tipe aktarildi
Bu islem 11. tiipe kadar devam etti. Sonra da her serum dilusyonu zerine
ve kontrol tiipiine hazirladigimiz antijenden 0.5’er ml konularak tiipler
37°C’de 24 saat bekletildi. 3. ve 24. saatlerde aglutinasyon yoniinden kon-
trol yapild.



a,- Gabuk lam aglutinasyon testi:

Bir damla M.avium Y-1 susuyla hazirlanan antijen, birer damla
standart M.avium serotip 1 ve serotip 2 antiserumlariyla ayri ayri temiz
lamlar Gzerinde karigtirilarak bir dakika i¢inde aglutinasyon olusup olus-

mamasina gore reaksiyonlar degerlendirildi.

b- Yurtdisindan saglanan standart antijenlerle (M.avium sero-

tip 1, serotip 2, serotip 3 ve serotip Darden):
b,- Yavas tiip aglutinasyon testi:

Standart antijenlerle aglutinasyon testi igin 11’er tiipten olusan
4 ayri seri hazirlandi. M.avium Y-1 susuyla immunize edilen tavsanlardan
elde edilen hiperimmun serumun FTS ile yukaridaki gibi 1/2’den 1/1024’e
kadar ¢ift katli sulandirmalar: yapildi. Her seriye ait serum dilusyonlar:
iizerine ve kontrol tipiine 0,5’er ml miktarlarinda M.avium serotip 1, sero-
tip 2, serotip 3 ve serotip Darden antijenleri konularak tiipler 37°C’de 24

saat bekletildi. 3. ve 24. saatlerde aglutinasyon yéniinden kontrol yapildi.

b,- Cabuk lam aglutinasyon testi:
Tavsanlardan elde edilen hiperimmun serumun bir damlas1 stan-
dart antijenlerin birer damlasiyla ayri ayr1 temiz lamlar tizerinde karistiri-

larak bir dakika iginde aglutinasyon olusup olugmamasina goére reaksiyon-
lar degerlendirildi.

Tavuklarda Deneysel Infeksiyon
Denemelerde toplam 39 adet tavuk kullanildi. Bunlarin 34 adedi
M.avium Y-1 susu ile deneysel olarak infekte edildi, 5 adedi ise kontrol

grubu olarak ayrildi ve tamamen ayri bir bolimde bakim ve beslenmeye
alind1.

Tavuklar deneysel olarak infekte edilmeden 6nce herbirinin kan-
lariyla gabuk lam aglutinasyon testi yapilarak ve ayrica herbirine tiberki-

lin uygulanarak titberkilloz agisindan saglikli olduklari saptandi.
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Deneme infeksiyonunun olugsturulacag: tavuklar 4 gruba ayrildi.
I. gruptaki 15 adet tavuga, 0.25 mg M.avium Y-1 sugu 0.5 ml FTS’de siis-
panse edilerek intravendz olarak verildi(12). II. gruptaki 15 adet tavuga,
0.5 mg M.avium Y-1 susu 0.5 ml FTS’de siispanse edilerek intravendz ola-
rak verildi(8). III. gruptaki 4 adet tavuk inokulasyon yapilan hayvanlarla
aym ortamda birakildi(85). IV. gruptaki S adet tavuk kontrol grubu olarak
ayrild: (Tablo 1).

Tablo 1 : M.avium Y-1 suguyla tavuklarin deneysel infeksiyonu

Tavuk Inokulasyon Inokulasyon
Grup  Sayisi Inokulum Dozu Yolu
I 15 M.avium Y-1 0.25 mg/0.5 ml v
I 15 M.avium Y-1 0.5 mg/0.5 ml Lv

Inokulasyon yapilan
tavuklarla aynmi

111 4 - - ortamda birakildi
v 5 - - -
(Kontrol)

Tavuklar deneysel olarak infekte edildikten 3 hafta sonra tiiber-
kiilin testi uygulandi. Ayn1 zamanda kanlari alinarak serumlari ayrildi ve

serolojik ¢aligmalarda kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandu.

Tiiberkiilin Testi:
Biitin tavuklarin sol ibigine intradermal olarak 0.1 ml miktarla-
rinda avian PPD tiberkilin injekte edildi. 24, 48 ve 72. saatlerde kontrolle-

ri yapilarak sonuglar degerlendirildi (Resim 1).
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Resim 1

Serolojik Testler:

Tiplendirme ¢aligmalar: igin M.avium Y-1 susuyla hazirlanan
antijen kullanilarak, ¢abuk lam aglutinasyon testi, yavag tiip aglutinasyon
testi ve ELISA yontemi ile 6n ¢aligma yapildi ve olumlu sonuglar alindi.

Bu nedenle hazirlanan antijen tiim serolojik ¢aligmalarda kullanild1.

Deneysel olarak infekte edilen tavuklarin vena cutanea ulnarisin-
den deneme infeksiyonu sonrasi 3. haftada alinan kanlarin serumlari ile 3

cesit serolojik uygulama yapildi.

1- C&buk lam aglutinasyon testi (serumla):
Cabuk lam aglutinasyon testi Akay’in bildirdigi yonteme gore
uygulandi(1).

Temiz bir lam iizerine McFarland No.4’e gére ayarlanmig antijen-
den bir damla konularak iizerine bir damla serum ilave edildi ve 60 saniye
icinde aglutinasyon olusup olugmamasina gére reaksiyonlar degerlendiril-
di.
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2- Yavag tiip aglutinasyon testi:
Yavag tiip aglutinasyon testi Schaefer’in agikladif1 yonteme gore
yapildi(72).

Test igin 11 adet aglutinasyon tiipii kullanildi. Deneysel olarak
infekte edilen tavuklarin serumlar: FTS ile 1/5’den 1/2560’a kadar gift kat-
11 sulandirildi. Once birinci tiipe 0.8 ml diger tiiplere 0.5’er ml FTS konul-
du. Sonra birinci tiipe 0.2 ml serum konulup karigtirilarak 0.5’er ml miktar-
larinda diger tiiplere aktarildi. Bu islem 11. tiipe kadar devam etti. 11. tiip
kontrol olarak kullanildi. Sonrada biitiin tiplere 0.5’er ml McFarland
No.4’e gore ayarlarim1§ antijenden konuldu. Tipler 24 saat siireyle 37°C’de

bekletildi. 3. ve 24. saatlerde aglutinasyon yoniinden kontrolleri yapildi.

3- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA):
ELISA, Thoen ve ark. tarafindan bildirilen yéntemin modifikas-
yonu yapilarak uygulandi(85).

Geregler:
ELISA antijeni: M.avium Y-1 susundan hazirlanan McFarland
No.4’e gore ayarlanmis antijen kullamildi.

Serumlar: M.avium Y-1 susuyla deneysel olarak infekte edilen
tavuklardan elde edilen serum o6rnekleri kullanildi.

Serumlar, % 0.5 Tween-80 iceren 0.5 M NaCl solisyonu ile
1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/1000 oranlarinda sulandirilarak kulla-
nildi.

Konjugat: Almanya’daki SIGMA firmasindan saglanan Rabbit-an-
ti chicken IgG (whole molecule). Alkaline Phosphatase Conjugate
(A-9171) kullanuldz.

Konjugat, % 0.5 Tween-80 ' igeren 0.5 M NaCl’de 1/200’lik bir

sulandirmast hazirlanarak kullanild:.
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Substrat: SIGMA firmasindan saglanan p-Nitrophenyl Phosphata-
se (pNPP, N-2765) substrat kullanildi.

1 mg substrat 1 ml kaplama sivisinda (coating buffer) sulandirila-
rak kullanildi.

Mikroplate: 96 gukurlu U-tabanli Nunc-immunomikroplateler kul-
lanildi.

Mikropipet: 20-100 mikrolitrelik otomatik mikropipet kullanild1.

Pozitif ve Negatif Serumlar: Pozitif serum olarak Miinih Ludwig -
Maximilians Universitesinden saglanan M.avium serotip 2 antiserumu, negatif
serum olarak ayri bir ortamda beslenen, gabuk lam aglutinasyonu, yavag tip
aglutinasyonu ve tiiberkiilin testlerinde negatif sonug veren kontrol grubuna

ait 5 adet tavugun serumlar: kullanildi.

Pozitif ve negatif serumlar 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve
1/1000 oranlarinda sulandirilarak kullanildi.

Sulandirma ve Yikama Cozeltileri

a- Konjugat sulandirmasi, serum sulandirmalar: ve yikama iglem-
leri igin; 1 M K,HPO, ile pH’s1 7.5’a ayarlanmis % 0.5 Tween-80 igeren
0.5 M NaCl ¢6zeltisi kullanildi.

Cozeltinin hazirlanmasu:
- 1 M K,HPO, ¢ozeltisi: 1 litre saf suya 174.18 g K,HPO, karigt1-
rildi. Tween-80’in pH’s1 bu ¢ozelti ile 7.5’a ayarland:.

- 0.5 M NaCl ¢ozeltisi: 1 litre saf suya 29.22 g NaCl karistirildi.

- % 0.5 Tween-80’li 0.5 M NaCl ¢ozeltisi: 1 litre 0.5 M NaCl

solusyonuna 5 ml Tween-80 karistirildi.
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b- Substrat sulandirmasi igin, kaplama sivis1 (coating buffer)

bhazirlanarak kullanildi.

Cézeltinin hazirlanmasi

-  STOK A-Sodyum karbonat solusyonu:

Na,COj e, 212 g
Saf S s 1000 ml
- STOK B-Sodyum hidrojen karbonat solusyonu:
NaHCO . v 16.8 g
Saf SU . 1000 ml

16 ml stok A solisyonu, 34 ml stok B solusyonu ile karigtinilarak
(pH:9.6) kaplama sivisi elde edildi. 1 mg substrat 1 ml kaplama sivisinda
sulandirildi.

Yontem:
U-tabanli mikroplate’in biitin gukurlarina 0.05 ml (50 pl) anti-
jen konuldu ve mikroplate 22° C’de 16 saat siireyle kurumaya birakildi.

Mikroplate, % 0.5 Tween-80 igeren 0.5 M NaCl solusyonu ile 8
kez yikandi.

Her ¢ukura 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/1000’lik serum
dilusyonlarindan 0.05 ml (50pl) ilave edildi. Serumlar horizantal karigtiri-
cida 22° C’de 8 dakika inkube edildi.

Mikroplate % 0.5 Tween-80 igeren 0.5 M NaCl gozeltisiyle 8 kez
yikandi.

Her gukura konjugatin 1/200’lik dilusyonundan 0.05 ml (50 ul)
ilave edildi. Mikroplate 22°C’de 5 dakika inkube edildi.

Cukurlar yeniden % 0.5 Tween-80 igeren 0.5 M NaCl gozeltisiyle
4 kez yikand:.
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Her gukura 0.05 ml (50 pl) substrat solusyonu ilave edildi. Mik-
roplate 22°C’de 10 dakika inkube edildi.

Sonugta her qukurun absorbansi 450 nm’de Titertek Multiskan
MCC/340 reader’inda degerlendirildi. Sonuglarin pozitif ve negatif olarak

degerlendirilmesi "negatiflik egigi" saptanarak yapildw

Negatiflik esigi Optik Dansite (OD)’nin saptanmasi:

Negatiflik egigi OD, kontrol grubundaki 5 adet tavuga ait 1/10,
1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/1000 oranlarinda sulandirilan serum 6rnekle-
rinin verdigi en yiksek titre olarak alind.
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BULGULAR

100 adetlik ekstansif tipte tavukguluk yapilan bir giftlikten Ana-
bilim Dalimiza getirilen 10 6lii havyana yapilan otopsiler sonunda 1,2,5,6
ve 8 no’lu tavuklarin karin bogluklarinin kanla doldugu, karacigerlerinin
agir1 derecede bityiidigii ve kolaylikla pargalandigi, dalaklarin diizensiz bir
yumru seklinde oldugu, karaciger ve dalaklarin iizerinde kiigiik sar1 renkli
nodiillerin varlig1 dikkati gekti. Bu hayvanlarin akcigerlerinin de biytudigi
6zellikle 1 ve 2 no’lu tavuklarin akcigerlerinin izerinde gok belirgin nodiil-
lerin olustugu, 1,5 ve 6 no’lu tavuklarin barsaklarinda granulomlarin olug-
tugu gozlendi (Resim 2). Nodiillerin iki lam arasinda kolayca ezildigi,
nodiillere kesit yapildiginda iglerinin beyaz renkte peynirlegmis bir kitle
ile dolu oldugu gozlendi. 1,4 ve 8 no’lu tavuklarin bdbreklerinin bityiidigii,
diger tavuklarda (3,7,9 ve 10 no’lu) ise lezyonlarin belirgin olmadigt yalniz-
ca organlarda bilyiime oldugu gérildi (Tablo 2).

Tablo 2 : Tiiberkiiloz giipheli tavullarda lezyonlanin organlara gire daglimu ve oranlari (%)

Tavuk No Lezyonlann
i 2 3 4 5 6 7 8 9 1o [Eagr
Karacier + + + + + + + + + + 100
Dalak + + - + + + + - + + 80
Barsak + - - - + + - - - - 30
Akciger + + - - + + - + - - 5
Bobrek + - - + - - - + - - 30
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Resim 2

Izolasyon ve Identifikasyon Caligmalar: Sonuglary:

10 6li tavugun otopsileri sonucu lezyonlarin 6zellikle yogun oldu-
gu karaciger ve dalak orneklerinden ayri ayr1 hazirlanan inokulumlarin
kontaminasyonu yéniinden kanli agara yapilan ekimler sonucu higbir ire-

me olmadi.

1- Bakterioskopi: 10 adet 6l tavugun lezyonlu organlarindan ayr:
ayr1 hazirlanan siirme preparatlar Ziehl-Neelsen yontemiyle boyandiktan
sonra mikroskopta kiigiik, tek tek veya kiitmeler halinde kirmiz: renkli basil-

ler gorildi (Resim 3).
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2- Kiiltiir: 10 adet tavugun lezyonlu organlarindan Lowenstein -
Jensen besiyerine yapilan ekimler sonucunda 2 sus (Y-1 ve Y-2) izole edil-
di. Kolonilerin, 37°C’de inkubasyondan 1-2 hafta sonra olugmaya bagladi:
ve 5-8 haftada tamamen belirginlegtigi goriildii. 42°C’de hig iireme olmadu.
Kolonilerin besiyeri yiizeyine yayildiklari, yer yer kabarik, mukoid karak-
terde ve sarimsi-beyaz renkte olduklari gozlendi. Bu kolonilerin buzdola-
binda 15-20 giin bekletildikten sonra R (rough) tipine doniistiikleri saptan-
di (Resim 4).
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Resim 4

Subkiltarlerde kolonilerin 4-5 ginde olugmaya bagladig1 ve iki
haftada belirginlegtigi saptandi. Subkiltirlerde iiremelerin gok bol oldugu,
kolonilerin besiyeri yiizeyine tamamen yayildiklar: ve sar1 renkte olduklari
gozlendi. 42°C'{erde )’(ine dreme olmadig: saptandi. Agzi parafinle kapati-
lan tiplerde iiremenin olmadigt ya da gok az oldugu, agzi parafilmle kapa-

tilmig olan tiiplerde ise iremenin bol oldugu gorilda.

Besiyeri yiizeyinden steril kogullarda temiz lam iizerine dze yar-
dumiyla alinan koloniler Ziehl-Neelsen yontemiyle boyandiklarinda tipik

aside dayamikli mycobacteriler goriildi (Resim 5).
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Resim 5

fzole edilen her 2 susun (Y-1 ve Y-2), FTS’de homojen siispansi-
yonlar olugturduklari ancak Y-1 susunun Y-2 susuna oranla daha kolay siis-
panse oldugu saptandi. Deneysel galiymamizda yalnizca bir sug kullanacagi-
miz igin Y-1 susunun daha kolay siispanse olmast ve subkiiltirlerde daha
bol iiremesi nedeniyle Y-1 sugunun kullanilmasini uygun gordik. Y-2 susu
serotiplendirme galigmalarinda kullanilmadi, yalnizca patojenite denemesi

amaciyla kullanildi.

Kiiltiirlerin saflift ydniinden yapilan Gram boyamada kiimeler
halinde, birbirine paralel, kiigiitk Gram (+) basiller gorildi.

3- Biyokimyasal Testler:

Y, ve Y, suslarintn biyokimyasal aktivitelerini saptamak amaciy-
la yapilan testler sonucunda, her 2 sugun da; oda 1sisinda ve 68°C’de 1s1t1l-
m1g bakterilerle yapilan katalaz deneyi ve telliirit rediksiyonu deneylerin-
de pozitif sonug verdikleri, niasin deneyi, Tween-80 hidrolizi, nitrat rediik-
siyonu, iireaz deneyi, MacConkey agarda ve % 5 NaCl'li ortamda dreme

deneylerinde negatif sonug verdikleri saptandi (Tablo 3).

T8 YOKSET 2 07w
Jﬁxﬂmmmswﬂ Eﬁtﬂﬁﬂl
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Tablo 3 : Izole edilen suslarin biyokimyasal dzellikleri

BIYOKIMYASAL TESTLER
N

3 F g E S

D ™ - o
E ‘3 TS [E2 5 y |32 5 S |8t
235 |E2 832 | S |2§ 181 |8
=3 = v ¢

§% | &8 |°% |73 HEEAE
Y-1 + + - + - - - - -
Y-2 + + - + ~ - - - -

4- Patojenite Denemeleri

Izole edilen suslarin (Y-1 ve Y-2) patojenitelerini saptamak ama-
ciyla iki adet tavuk ve iki adet tavsana yapilan inokulasyonlar sonucunda
tavuklarin ibiklerinin sarardigi, ozellikle gégiis kaslarinin gok zayifladig
ve zaman zaman ishal olustugu saptandi. Tavsanlarda istahsizlik, su igme-

me ve durgunluk goézlendi.

M.avium Y-1 susuyla inokule edilen tavuk 37. giinde, tavsan 100.
giinde, M.avium Y-2 susuyla inokule edilen tavuk 210. giinde, tavsan 165.

giinde 6lda.

37. giinde 6len tavugun karaciger, dalak ve akcigerlerinde nodil-
lerin olustugu, karacigerlerin 4-5 kati biyidiigi, 210. giinde dlen tavugun
karacigerlerinde, dalaginda ve akcigerlerin kostalara bakan yiiziinde 6zel-

likle de interkostal araliklarda ¢ok sayida nodillerin olustugu gorildi.

Tavsanlarin karaciger, akciger, dalak ve kalplerinin biyidigu ve
barsaklarda yapigma oldugu gozlendi. Tavsanlarda organlarin bilyimesi

diginda lezyon goriilmedi.

Tavuklarin lezyonlu organlarindan (karaciger, dalak, akciger),
tavsanlarin bilyilyen organlarindan (karacier, dalak) hazirlanan sirme pre-
paratlarin Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanmasindan sonra mikroskopta

bol miktarda tipik tiberkiiloz basilleri goruldi.
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5- Serolojik ve Allerjik Testler:

Tiplendirme Caliymalar::

a,- Standart antiserumlarla yavag tiip aglutinasyon testi sonugla-
ru

Yurtdigindan saglanan standart M.avium serotip | ve serotip 2
antiserumlart ile yapilan tiip aglutinasyon testi sonuglart 3. ve 24, saatler-
de degerlendirildi. 3. saatte yapilan degerlendirmede aglutinasyon goériilme-
di. 24. saatte yapilan degerlendirmede M.avium Y-1 susunun M.avium sero-
tip 1 antiserumu ile en yitksek titreyi 1/256’da, M.avium serotip 2 antiseru-

mu ile en yiksek titreyi 1/1024’te verdigi saptandi (Tablo 4 ve 5)

Tablo 4 : Mavium Y-1 susundan hazurlanan antijenle standart M.avium serotip 1 antiseru-
munun tiip aglutinasyon testi sonucu :

Antiserum (M.avium ser.1) Sulandirma Oranlar

N2 | /4§ 18| Y16} 132 | 1/64 | 1128 1/256 | 1/512|1/1024] K

M.avium Y-1 antjjeni 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ = - =

Tablo5 : M.avium Y-1 sugundan hazrlanan antijenle standart M.avium serotip 2 antiseru-
munun tiip aglutinasyon testi sonucu

Antiserum (M.avium ser.2) Sulandirma Oranlan

121 4| 18 | yis | 32| les | 1/128) 11256 | 1/51211/1024] K,

M.avium Y-1 antijeni | 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+ -

a,- Standart antiserumlarla lam aglutinasyon testi sonuglart:

Lam aglutinasyon testi sonucunda, M.avium Y-1 sugundan hazir-
lanan antijenin, M.avium serotip 1 ve M.avium serotip 2 standart antise-

rumlarinin her ikisiyle de aglutinasyon verdigi gérildi (Tablo 6).
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Tablo 6 : M.avium Y-1 susundan hazirlanan antijenle standart M.avium ser.1 ve ser.2 antise-
rumlarinin lam aglutinasyon testi sonuglar

Standart serumlur

M.avium serotip 1 M.avium serotip 2

M.avium Y-1
antijeni

b,- Standart antijenlerle yapilan tip aglutinasyon testi sonuglari:

Tavsanlarda M.avium Y-1 susuyla hazirlanan hiperimmun serum-
la yurtdigindan saglanan standart antijenler kullanilarak yapilan tip agluti-
nasyon testi sonuglari 3. ve 24. saatlerde degerlendirildi. 3. saatte yapilan
degerlendirmede aglutinasyon gérilmedi. 24. saatte yapilan degerlendirme-
de, tavsanlardan elde ettigimiz M.avium Y-1 susuna ait hiperimmun seru-
mun M.avium serotip 1 antijeniyle 1/512, M.avium serotip 2 antijeniyle
1/512, M.avium serotip 3 antijeniyle 1/32, M.avium serotip Darden antije-
niyle 1/256’da en yiiksek titreleri verdigi saptand: (Tablo 7).

Tablo 7 : Tavsanlardan elde edilen hiperimmun serumla standart M.avium antijenlerinin tiip
aglutinasyon testi sonuglart

Hiperimmun Serum Sulandirmalan

12 114 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 ) 1/256) 1/512 |1/1024] K

M.avium serotip 1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ - -
M.avium serotip 2 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 24+ 2+ - -
M.avium serotip 3 3+ 2+ 24+ 2+ 2+ - - - - - ‘-

M.avium serotip Darden | 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+ - - -

b,- Standart antijenlerle lam aglutinasyon testi sonuglari:

Lam aglutinasyon testi sonunda tavsanlardan elde edilen hiperim-
mun serumun, M.avium serotip 3 disinda diger standart antijenlerin hepsiy-

le aglutinasyon verdigi gdrildi (Tablo 8).
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Tablo 8 : Tavsanlardan elde edilen hiperimmun serumla standart M.avium antijenlerinin
lam aglutinasyon testi sonuglart

Standart Antijenler

M.avium ser.1 M.avium ser.2 M.avium ser.3 M.avium ser.Darden

Hiperimmun serum + + - +

Izole ettigimiz M.avium Y-1 susunun tiplendirilmesi igin kullani-
lan standart M.avium serotip | ve serotip 2 antiserumlariyla yaptifimiz
yavag tiip ve ¢abuk lam aglutinasyon testlerinde M.avium Y-1 susunun her
2 antiserumla da Tablo 4,5,6’da gorildagu gibi pozitif reaksiyon verdigi
saptandi. Ayn:1 sekilde M.avium Y-1 susuna karg: tavsanlardan elde edilen
hiperimmun serumla standart M.avium antijenlerini kullanarak yaptigimiz
yavas tip ve c¢abuk lam aglutinasyon testlerinde, hiperimmun serumun
yavag tiip aglutinasyon testinde Tablo 7’de goruldigi gibi standart M.avi-
um ser.l, ser.2, ser.3 ve ser.Darden antijenlerinin hepsiyle pozitif reaksi-
yon verdigi, ¢abuk lam aglutinasyon testinde ise Tablo 8’de goriildigi gibi
yalnizca M.avium serotip 3 antijeniyle aglutinasyon vermedigi, diger 3 anti-

jenle pozitif reaksiyon verdigi saptandi.

Testlerin sonuglarina gore karsilagmig oldugumuz g¢apraz reaksi-
yonlar nedeniyle izole ettigimiz M.avium Y-1 susu tarafimizdan tiplendiri-

lemedi.

M.avium Y-l susunun tiplendirilmesi amaciyla Prof.Dr.Helga
Gerlach. Institiit Fir Gefliigelkrankheiten. Ludwig-Maximilians-Universi-
tat-Munchen’e gdénderdigimiz kiiltirlerden yapilan tiplendirme ¢aligmala-

rinda etkenin M.avium serotip 2 oldugu bildirildi.

Tavuklarda Deneysel Infeksiyon Sonuglari
Ug ayr1 grup halinde deneme infeksiyonu olusturulan tavuklarin

oliimleri 22. giinden baglayarak 111. gine kadar devam etti.
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Birinci gruptaki, 0.25 mg/0.5 ml inokulasyon yapilan tavuklarin
23-70. ginler arasinda; II. gruptaki 0.5 mg/0.5 ml inokulasyon yapilan
tavuklarin 22-40. ginler arasinda, III. gruptaki dogal infeksiyon olusturu-

lan tavuklarin 96-111. giinler arasinda 6ldiikleri saptandi.

infeksiyon olusturulan tavuklarda klinik olarak yapilan gézlem-
ler sonucunda hayvanlarda belirgin bir zayiflama dikkati gekti. 34 deneme
hayvaninin 22’sinde (% 56.41) gogis kemiginin S seklinde kavislendigi, bu
hayvanlarin gogis kaslarinin digerlerine oranla agirt derecede inceldigi
gorildia. Tim hayvanlarda tiylerin kabardigy, ibiklerin ve gaga gevresinin
morardigi, agik yesil renkli ishal olugtugu ve yumurta veriminin gittikge
azaldig1 goézlendi. Infeksiyon siiresi uzun olan tavuklarda tek taraflt topal-
lik olustugu ve bu hayvanlarin hareketsiz kaldiklar1 dikkati gekti (Resim
6,7).

Resim 6
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Olen tavuklara otopsi yapilarak makroskobik bulgular degerlendi-
rildi. Hemen hemen tiim tavuklarda karaciger ve dalak basta olmak uzere

bobrekler ve yumurtaliklarin infeksiyondan etkilendigi gozlendi.

Birinci gruptaki tavuklarin otopsilerinde, 23-33. giinler arasinda
Olenlerin karaciger ve dalaklarinda tiiberkiilloz nodillerinin heniiz olugma-
dig1 ya da tek tik nodillerin olugtugu, 33-70. giinler arasinda é6lenlerin
karaciger ve dalaklarinda kiigitk sarimsi-beyaz renkte tiiberkiiloz nodilleri-

nin olugtugu gorildi (Resim 8).
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Resim 8

fkinci gruptaki tavuklarin otopsilerinde, 22-24. giinler arasinda
6len 4 adet tavugun karaciger ve dalaklarinda lezyon olugmadigi yalnizca
organlarda biiyiime oldufu, 24-40. giinler arasinda 6len 11 adet tavugun
hemen hemen timiinin karaciger ve dalaklarinda bol miktarda tiiberkiiloz
nodiillerinin olugtugu ve bu nodillere kesit yapildiginda iglerinin peynirleg-
mis bir kitle ile dolu oldugu gorilldi (Resim 9).

Birinci ve ikinci grup deneme tavuklarinin babreklerinde biyii-
me diginda herhangi bir lezyona rastlanmadi. Yumurtaliklarin genelde atro-
fiye oldugu gorildi. Akcigerler ve barsaklarda herhangi bir lezyon goril-
medi. Yalnizca bir tavukta (47 no’lu) mezenterial nodiiller saptand:i (Re-
sim 10).

Ugiincit gruptaki dogal infeksiyon olusturan 4 adet tavugun otop-
silerinde yalnizca karaciger ve dalaklarinin 2-3 kat1 biyidiagi ve lezyon
olugmadi@:, diger organlarinin normal oldugu gozlendi (Resim 11, 12, 13,
14).
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Resim 11

Resim 12
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Deneysel infeksiyon olusturulan 34 adet tavugun otopsi bulgulari-
na gore lezyonlarin % 88.23 oraninda karacigerlere, % 88.23 oraninda
dalaga, % 67.64 oraninda yumurtaliklara, % 58.82 oraninda bobereklere ve

% 2.94 oraninda mezenteriumlara yerlegtigini saptadik.

Tim hayvanlarin lezyonlu organlarindan siirme preparatlar hazir-
lanarak Ziehl-Neelsen boyama ydntemiyle boyandiklarinda bol miktarda

tipik aside dayanikl: basiller gorildi.

Deneme infeksiyonu sonucu élen I., II. ve IIl. grup tavuklarin

otopsi bulgular: Tablo 9,10 ve 11’de gosterilmistir.

Tiberkiilin Testi Sonuglari
Deneme infeksiyonundan 3 hafta sonra tavuklarin ibiklerine
uygulanan avian PPD tiberkilin injeksiyonunun 24, 48 ve 72. saatlerde

degerlendirmesi yapildi (Tablo 12).

24. saatte yapilan degerlendirmede higbir tavugun ibiginde pozi-
tiflik goriilmedi. 48.saatte yapilan degerlendirmede 1, 4, 24, 41, 47, 49, 52,
59, 75 ve 76 no’lu tavuklarin ibiklerindeki reaksiyonun negatif oldugu,
digerlerinde pozitif oldugu saptandi. 72. saatte yapilan degerlendirmede
pozitif reaksiyonlarin daha zayifladig goriilldii (Resim 15,16,17).

Serolojik Testlerin Sonuglari:

I- Cabuk lam aglutinasyon testi:

Deneysel infeksiyondan 3 hafta sonra.tavuklardan elde edilen
kan serumlarinin McFarland No.4’e gore ayarlanmig M.avium Y-1 antije-
niyle lam aglutinasyonu sonucunda, tiim tavuk serumlarinin pozitif agluti-

nasyon reaksiyonu verdigi saptandi.
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Resim 15
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Resim 16
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Resim 17

2- Yavag tiip aglutinasyon testi:

1/5’den 1/2560’a kadar ¢ift katlt sulandirilan tavuklarin serumla-
r1 ile M.avium Y-1 antijeni kullanilarak yapian tip aglutinasyon testinde
3. saatteki degerlendirmede sonuglarin negatif, 24. saatteki degerlendirme-
de ise sonuglarin kuvvetli derecede pozitif oldugu saptand: (Tablo
13,14,15).

Kontrol grubu tavuk serumlarinin ayni sulandirmalarda negatif

reaksiyon verdikleri gortuldi (Tablo 16).
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Tablo 9 : 0.25 mg/0.5 ml inokulasyon yapilan I. grup deneme tavuklarinin otopsi bulgular

LEZYONLU ORGANLAR
Tavuk Oliim Karaci Duluk Bibrek Abcis Y wlik Mezenterial
No Giinii araciger ala, Gbre. ciger wmaur Nodil
59 23 Biiyiik Biiyiik Biiyiik Normal Atrofiye -
13 24 Biyik Biyitk Normal ! Atrofiye -
21 24 Biiyitk Biyiik Normal " Kist olugumy -
50 25 Biiyiik Biiyiik Bilyiik " Hemorajik -
tek titk
nodiiller
74 26 Biyiik Bityiik Biiyitk " -
tek tik
nodiller
25 27 Bilyilk Bilyitk Biiyiik = Atrofiye =
36 27 Normal Bityiik Normal ¢ Atrofiye =
85 29 Normal Biiyitk Normal " Atrofiye -
90 31 Normal Normal Normal " Atrofiye ve
Hemorajik
11 33 Bilyiik ve Biiyitk Biiyiik " Atrofiye =
hafif lezyon |  belirgin
nodiiller
60 34 Biiyiik ve Bilyiitk Biiyiik " Atrofiye -
hafif lezyon | hafif lezyon
10 34 Normal Normal Normal " Normal -
54 59 Bityik ve | Biyitk ve Biiyiik " Normal -
cok sayida | ¢ok sayrda
nodiiller nodiiller
61 70 Bilyilk ve | Biyiik ve Biiyiik " Atrofiye -
¢ok sayida | ¢ok sayida
noditller nodiller
49 70 Bilyitk ve | Biyitk ve Biiyiik ‘ Atrofiye -
¢ok sayida | ¢ok sayida
nodiiller nodidler
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Tublo 10 : 0.5 mg/0.5 m! inokulasyon yapilan IL. grup deneme tavuklarinun otopsi bulgulan

LEZYONLU ORGANLAR
Tavuk Oliim K . Delak Bsbrek ki Y I Mezenterial
No Giinii araciger a rel ciger umurta Nodiil
42 22 Biyik Normal Normal Normal Normal -
41 23 Biiyiik Normal Biyiik " Atrofiye -
24 23 Buyik Biiyiik Biiyiik " Atrofiye -
tek tiik ve
nodiiller Hemorajik
62 24 Buytlik Buytik Normal " Atrofiye ve -
Hemorajik
35 26 Biiyiik ve Biiyiik Biiyiik ! Normal -
¢ok sayida | hafif lezyon
nodiiller
83 26 Biiylik Biiyiik, Normal " Hemorajik =
hafif lezyon
8 27 Blyiik ve Biiyiik Normal " Hemorajik -
tek tik
nodiiller
37 28 Biyiik Buylk Biyiik " Normal -
gok sayida ¢ok sayida
nodiiller nodiiller
12 30 Biiytk Biiyiik Biiyiik " Atrofiye . =
hafif lezyon tek tiik
nodiller
58 30 Biiyitk, Biiyiik Biiyiik " Atrofiye -
hafif lezyon
47 32 Biiyiik, Biiyiik, Biiyiik " Atrofiye +
hafif lezyon tek tiik
nodiil
31 32 Biyiik Buyiik Biiyiik " Atrofiye -
¢ok sayida ¢ok sayida
nodiil nodi!
65 36 Biiyiik Biiyiik Biiyiik " Atrofiye -
¢ok sayida ¢ok sayida
nodil nodil
75 38 Biiytik Biyiik Biiyiik " Normal -
hafif lezyonlu
69 40 Biiylik Biiyiik Biyiik " Atrofiye -
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Tublo 11 : Dogal olarak infekte edilen I grup deneme tavuklarimin otopsi bulgulart

LEZYONLU ORGANLAR
Tavuk Oliim Karacis Dalak Bobrek Akcis ¥ ik Mezenterial
No Giinii araciger obrei 1ger umauri Nod“l
4 96 Biiyiik Bityiik Normal Normal Normal -
76 96 » L] L) L L Ll
52 100 " " " L} " "
1 1 1 1 " " " ” L
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Tuablo 12 : Dememe tavuklanina uygulanan tuberkulin testinin sonuglar (48.saat)

LGrup 1L.Grup H1.Grup
Tavuk Tiiberkulin Tavuk Tuberkulin Tavuk Tuberkulin

No Test Sonucu No Test Sonucn No Test Sonucu
59 - 42 + 4 -
13 + 41 - 76 -
21 + 24 - 52 -
50 + 62 + 1 -
74 + 35 +

25 + 88 +

36 + 8 +

85 + 37 +

90 + 12 +

11 + 58 +

60 + 47 =

10 + 31 +

54 + 65 +

61 + 75 -

49 - 69 +

Kontrol Grubu Tavuk Ne
14 15 16 17 18
Tuberkulin _ _ _ B _
Testi Sonucu
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Tablo 13 : L grup deneme tavuklanndan elde edilen serumlarin tiip aglutinasyon testi sonuglar

SERUM SULANDIRMA ORANLARI

SERUMNO 1/5 /19 1/20 1/40 1/80 1/160 | 1/320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560
59 4+ | 4+ | 4+ § a4+ | 4+ | 4+ | 4+ | 4+ | 4+ | a+
13 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
21 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
50 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
74 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+
25 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
36 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 1+
85 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
90 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
11 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+
60 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+
10 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
54 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
61 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
49 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+
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Tablo 14 : II. grup deneme tavuklanindan elde edilen serumlann tiip aglutinasyon testi sonuglan

SERUM SULANDIRMA ORANLARI

SERUM NO 1/5 /10 1120 1/40 1/80 17160 | 1/320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560
42 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
41 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
24 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+
62 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+
35 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 2+ 2+
88 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
8 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
37 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+
12 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
58 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 2+
47 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
31 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+
65 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+
75 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
69 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+




Tablo 15 : I grup deneme tavuklurindan elde edilen serumlann tiip aglutinasyon testi sonuglar

SERUM SULANDIRMA ORANLARI

SERUMNO 1/5 nio 1/20 1/40 1/80 1/160 | 1/320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560
4 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+
76 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+
52 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+
1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

Tablo 16 : IV. grup (kontrol grubu) tavuklurdan elde edilen serumlann tiip aglutinasyon testi sonuglan

SERUM NO

SERUM SULANDIRMA ORANLARI

1/5

1/10

1/20

1/40

1/80

1/160

1/320

1/640

1/1280

12560

15

16

17

18

19
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3- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Sonuglar:

Deneme infeksiyonu olusturan I., II. ve II1. grup tavuklardan ino-
kulasyon sonrasi 3. haftada ve kontrol grubu (IV. grup) 5 adet tavuktan
ayni zamanda alinarak 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/1000 oranlarin-
da sulandirilan kan serumlar: ile M.avium Y-1 antijeni kullanilarak yapilan
ELISA’da deneme infeksiyonu olusturulan I., I1. ve III. gruptaki tavuklarin
serumlarinin, kontrol grubu (IV grup) tavuklarin serumlarinda saptanan
negatiflik esigi OD (0.071)’ye gore 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 ve 1/160°1ik
sulandirmalarda pozitif reaksiyon verdigi saptandi. 1/1000’lik sulandirma-
larda ise 50, 11, 54, 61, 75, 4 ve 52 no’lu serumlarin digindaki tiim serum-

larda pozitif reaksiyon saptand: (Tablb 17, 18, 19).

Negatiflik esigi OD’nin saptanmasi amaciyla kontrol grubu tavuk-
larin serumlarinin ELISA’daki sonuglari okundugunda 0.005’ten 0.075°e
kadar degisen sonuglar gozlendi (Tablo 20). Aslinda 1/160’l1ik sulandirma-
daki 15 no’lu tavuga ait 0.075’in en yiiksek titreyi vermesi nedeniyle nega-
tiflik esigi olmasi gerekiyordu. Ancak hem negatif serumlarin hem de
deneysel infeksiyon olusturulan tavuklarin serumlarinin Grafik 1’de ve Tab-
lo 17,18,19 ve 20°de goraldiugi gibi 1/160’lik sulandirmalarda orantisiz bir
degisim gostermesi nedeniyle bu sulandirmanin bizi hatali bir sonuca goti-
recegini gozonine alarak 1/160’lik dilusyon disinda en yiiksek titreyi
veren 19 no’lu tavuga ait serumun 1/10’luk sulandirmasindaki 0.071, nega-
tiflik esigi OD olarak kabul edildi ve sonuglar 0.071 negatiflik esigi OD’ye

gore degerlendirildi.

Yurtdigindan saglanan standart M.avium serotip 2 serumunun
ELISA sonuglarini, deneysel infeksiyon olusturdugumuz tavuk serumlari-
nin ELISA sonuglartyla karsilagtirdigimizda, infekte tavuklara ait tim
sulandirmalardaki serumlarin pozitif serumun tim sulandirmalarindan

daha yiksek titre verdiklerini saptadik (Tablo 21).



O (450am)

0.200 7
0.175 -
0.150 .
0.125 1
0.100 ‘
0.075 7
0.050 -

0.025 1
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Grafik 1. Pozitif ve Negatif Serumlarin ELISA Degerleri.

15,16, 17, 18, 19 : Negatif Serumlar
P : Pozitif Serum
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TARTISMA VE SONUC

Tavuk tiiberkiillozu tim diinyada uzun yillardan beri bilinmekte
olup M.avium tarafindan olugturulan kronik ve bulagict bir infeksiyondur.
Hastahik basta tavuk ve hindiler olmak izere 6rdek, kaz, bildircin gibi

kanatlilarda da zaman zaman goérilmektedir(1,28,37,56,69).

Thoen ve Karlson’un bildirdigine gore ABD’de avian tiiberkiilo-
zun insidensi tavuklarda diisiik diizeyde olmasina kargin ekzotik kafes kus-
larinda 6nemli bir sorundur(89). Biz de bu konuda 4 yildir yaptigimiz arag-
tirmalarda, tavuk tiberkillozunun ozellikle ekstansif tipte tavukguluk yapi-

lan yerlerde 6nemli oranda arttigini gozledik.

Arastiricilar, tiberkilozlu tavuklarin otopsilerinde lezyonlarin
karaciger ve dalak basta olmak izere, barsaklar, mezenteriumlar, kemik ili-
gi, akcigerler gibi organlarda olugtugunu bildirmislerdir(1,19,36,62). Akay,
22 tiiberkiilozlu hindiye yaptigi otopsiler sonucunda lezyonlarin, hindilerin
% 81.8’inde karacigerlere, % 77.2’sinde dalaga, % 50’sinde akcigerlere,
9% 22.7’sinde barsaklara, % 4.5’unda bezli mideye, % 4.5’unda kalbe ve
% 9.09’unda bobreklere yerlestigini saptamistir(1). Mutalib ve Riddell, lez-
yonlarin 74 tavugun 70’inde karacigerlere, 65’inde dalaga, 52’sinde barsak-
lara, 41’inde kemik iligine, 23’inde akcigerlere, 8’inde mezenteriumlara,
3’iinde kalbe, ikisinde bobreklere, ikisinde ovaryumlara yerlestigini bildir-

mistir(62). Biz de ekstansif tipte tavukguluk yapilan bir giftlikten Anabi-
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lim Dalimiza getirilen 10 adet tiberkiillozlu tavuga yaptigimiz otopsiler
sonucunda lezyonlarin karacigerlerde % 100, dalakta % 80, barsaklarda
% 30, akcigerlerde % 50, bobreklerde % 30 oraninda yerlestigini saptadik.
Anabilim Dalimiza getirilen tiiberkiilozlu tavuklardan izole ettigimiz M.avi-
um Y-1 susuyla deneysel olarak infekte ettigimiz 34 adet tavugun otopsile-
rinde ise lezyonlarin, 30 tavukta (% 88.23) karacigerlere, 30 tavukta
(% 88.23) dalaga, 20 tavukta (% 58.82) bobreklere, 23 tavukta (% 67.64)

yumurtaliklara ve bir tavukta (% 2.94) mezenteriumlara yerlestigini goz-
lemledik.

Arastiricilar, M.avium’un 25-45°C’ler arasinda 10 giin - 3 hafta
iginde idrediklerini belirtmislerdir(6,7,51,52,89,96). Biz de galiymamizda
etkenin 37°C ve 42°C’lerde inkubasyonu sonucunda yalnizca 37°C’de iure-
me oldugunu ancak 42°C’de ireme olmadiint ve iiremelerin inkubasyon-
dan 1-2 hafta sonra baglayip, koloni gelisiminin 5-8 haftada tamamlandigi-
n1 gozledik.

Arastiricilar, M.avium’un biyokimyasal aktivitelerini incelemig-
ler ve sonuglarin tiplendirmede yeterli olmadigint belirtmigler-
dir(11,38,45,52,89,100). Bizim yaptigimiz biyokimyasal aktivitelerin sonug-
larinin da M.avium’un genel 6zelliklerine uyum sagladigi tarafimizdan sap-
tanmastir.

Birgok aragtirict tavuk ve tavsganlarin M.avium’a kars1 en duyarh
hayvan tirleri oldugunu belirtmislerdir. Collins ve ark., tipik ve atipik M.a-
vium izolatlarinin gogunun tavuk ve tavsanlari 100 ginde oldirdigi-
nii(18), Engbaek ve ark., farkli hayvanlardan izole ettikleri M.avium sugla-
rinin 5 mg miktarlarinin tavsanlari 5O giinde, tavuklari 60 giinde 6ldirdigi-
ni(20); Akay ise hindilerden izole ettigi 16 M.avium sugunun 1 mg miktar-
larinin tavuklari 35-135, tavsanlari 25-96 ginler arasinda 6ldirdigiini(1)
saptamiglardir. Denemelerimizde izole ettigimiz 2 sugun 0.1’er ml (1 mg/1
ml ) miktarlarinin ikigser adet tavuk ve tavsana inokulasyonu sonucunda
tavuklarin 37. ve 210. giinlerde, tavsanlarin 100. ve 165. ginlerde 6ldiikle-

rini saptadik. Deneysel olarak infekte ettigimiz 3 gruba ait tavuklardan IL.
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gruptaki 15 adedinin 23-70. giinler arasinda, II. gruptaki 15 adedinin
22-40. ginler arasinda, III. gruptaki 4 adedinin 96-111. giinler arasinda
oldikleri belirlenmigtir. Bu sonuglara gore daha az dozda (0.25 mg/ml)
inokulasyon yapilan I. grup tavuklarin, yiksek dozda (0.5 mg/0.5 ml) ino-
kulasyon yapilan II. gruba gore daha uzun siire yagadiklari, dogal infeksi-

yon olusturulan III. grup tavuklarin ise oldukg¢a uzun siire yasadiklari sap-
tanmistir.

Arastiricilar, izole edilen M.avium suglarinin serotiplendirilmesi
igin uyguladiklar: gesitli serolojik g¢aligmalar sonucunda M.avium serotip
2’nin en ¢ok karsilagilan etken oldugunu belirtmisler ve arastiricilarin
¢ogu serotiplendirme amaciyla aglutinasyon testlerinden yararlanmiglardir.
Schaefer, aglutinasyon yo6ntemiyle yaptig: tiplendirme galigmalari sonucun-
da tiitberkiilozlu tavuklardan elde ettigi 46 susun bir tanesi diginda timi-
niin serotip 1 ya da serotip 2’ye ait oldugunu belirtmistir(73). Yine Anz ve
Meissner, Schaefer’in aglutinasyon y6ntemini kullanarak evcil kanatlilar
ve farkli hayvanlardan izole ettikleri 102 susun 6 adedinin M.avium sero-
tip 1, 89 adedinin M.avium serotip 2 oldugunu(5); Akay, 22 adet tiiberkii-
lozlu hindiden izole ettigi 16 susun timinin M.avium serotip 2 oldugu-
nu(1) bildirmislerdir. Biz de tavuklardan izole ettigimiz M.avium Y-1 susu-
nu tiplendirmek i¢in Schaefer’in aglutinasyon yéntemini uyguladik. Ancak
izole ettigimiz M.avium Y-1 sugundan hazirladigimiz antijenin yurtdigin-
dan saglanan standart antiserumlarla ve yurt disindan saglanan antijenle-
rin kendi susumuzu kullanarak elde ettigimiz hiperimmun serumlarla gap-
raz reaksiyonlar vermesi nedeniyle elimizdeki sugun tipini belirleyemedik.
Bu sus Almanya’nin Ludwig-Maximilians Universitesindeki Prof.Dr.Helga
Gerlach tarafindan tiplendirilerek, tarafimiza "M.avium serotip 2"oldugu

bir raporla bildirildi.

Tavuk tiberkilozunun tanisi amaciyla serolojik ve allerjik test-

ler arastiricilar tarafindan uygulanarak bagarili sonuglar elde edilmistir;

Aragtiricilar genellikle ¢abuk lam aglutinasyon testi ve tiberkii-

lin testini kargilagtirarak taniya gitmislerdir. Bazi arastiricilar ¢abuk lam



78

aglutinasyon testinin daha spesifik ve uygun oldugunu ve daha kisa siirede
sonug verdigini bildirmislerdir; Karlson ve ark., 282 tavuk iizerinde yaptik-
lar1 aragtirmada 44 tavugun hem aglutinasyon hem de tuberkiilin testine
pozitif yanit verdiklerini buna karsin tiiberkillin testine negatif yanit veren
14 tavugun aglutinasyon testine pozitif yanit verdigini saptamiglardir(42).
Hiller, 118 tavuktan 5 adedinin ¢abuk lam aglutinasyonu ile, 13 adedinin
tiberkiilin testi ile(35); Schliesser ve Berger, 2428 tavuktan 308’inin
¢abuk lam aglutinasyonuyla, 160’ 1n1n tiberkilin testi ile(75) pozitif sonug
verdiklerini belirtmislerdir.

Bazi arastiricilar ise kanath tiberkiilozunun tanisinda, tiberki-
lin testinin ¢cabuk lam aglutinasyon testinden daha iyi sonug verdigini sapta-
miglardir; Betke ve ark., 3208 tavuktan 151’ini ¢abuk lam aglutinasyon tes-
tiyle, 186’sin1 tuberkiilin testiyle(14); Richter, 1438 tavuktan % 6.8’ini
g¢abuk lam aglutinasyon testiyle, % 10.3’ini tiberkilin testiyle(68) pozitif
bulduklarini bildirmislerdir.

Stoll ve Lucas ise, avian tiiberkillozisin tanisinda kanla gabuk
aglutinasyon testinin tiiberkilin testine oranla daha iyi sonuglar verdigini
ancak saha taramalarinda her iki uygulamanin da yapilmasinin daha uygun
olacagini ¢iinkd aglutinasyon yapan antikorlarla, allerjiyi olugturan antikor-
larin kesin olarak ilgili olmadigint bunun igin de aglutinasyon pozitif oldu-
gu halde tiberkilin negatif olabilecegini ya da tam tersinin olabilecegini
vurgulamiglardir(82). Biz de aragtirmamizda tiberkiilozun tanis1 amaciyla
uyguladigimiz ¢abuk lam aglutinasyonu, tip aglutinasyonu ve tiiberkilin
testlerinde basarili sonuglar elde ettik ve sonuglarimizin arastiricilarin

sonuglarina uygun oldugunu gozledik.

Son yillarda bazi aragtiricilar gesitli hayvan tirlerinde tiiberkiilo-
zun tanist amaciyla Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonte-
mini kullanmislardir; Thoen ve ark., M.avium serotip 4/8 ile deneysel ola-
rak infekte ettikleri domuzlarin kan serumlarinda inokulasyon sonrasi
2,4,6,8 ve 10. haftalarda pozitif ELISA reaksiyonlar: saptamiglardir. Arag-
tirictlar domuzlardan elde ettikleri serumlart 1/5, 1/10, 1/20, 1/40’hk
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dilusyonlarda kullanmiglar ve 1/20’lik dilusyonun en uygun sonucu verdigi-
ni saptamiglardir(85). Yine Thoen ve ark., yaptiklar: bir aragtirmada tiiber-
kiillozlu lama, gergedan ve fillerin serumlarinda antikorlari saptamak igin
ELISA yontemini kullanmiglar ve bu aragtirmanin sonucunda konjugat ola-

rak, horseradish peroksidaz ile igsaretlenmis protein A’nin kullanilabilecegi-

ni kamitlamiglardir(91).

Yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda tavuk tiberkitlozunun tani-
sinda ELISA yodnteminin uygulandigina iliskin bir kaynaga rastlamadik. Bu
nedenle bir¢ok hastaligin tanisinda bagariyla kullanilan ELISA yonteminin
tavuk tiiberkiilozunda uygulanmasinin dogru olacagini diigiinerek bu yonte-
mi de tan1 amaciyla kullandik. Caligmamizda, deneme tavuklarindan inoku-
lasyon sonrast 3. haftada alinan kan serumlarin1 1/10, 1/20, 1/40, 1/80,
1/160 ve 1/1000 oranlarinda sulandirdik. 1/160’hik sulandirmaya kadar
olan sulandirmalarda Tablo 17, 18, 19. ve 20’de goruldigi gibi sonuglarin
orantili oldugunu ancak kontrol grubu tavuklarin serumlari da dahil olmak
izere toplam 39 tavuk serumundan 27 adedinin (% 69.23), 1/160’lik sulan-
dirmalarda orantisiz sonuglar verdigini gozledik. Tekrarlanan ELISA dene-
melerinde 1/1000°lik sulandirmalarda da bazi orantisizhiklarin oldugunu
saptadik. Bu nedenle tavuk tiberkilozunun tanisinda ELISA yontemi kulla-
nilacagi zaman sulandirmalarin 1/10°dan 1/80’e kadar yapilmas: gerektigi
goriigine vardik. Elde ettigimiz bu sonuglar Thoen ve ark.(85)’nin yaptikla-

r1 galigmanin sonuglarina da paralellik gostermektedir.

Arastirmamizin sonucunda, tavuklarda tiiberkiillozun tanisi ama-
ciyla kullanilan ¢gabuk lam aglutinasyonu, yavags tiip aglutinasyonu ve tiiber-
killin testlerini ELISA yontemiyle kargilagtirdik ve buna gére ELISA yonte-
minin, tiberkiilin ve aglutinasyon testlerine oranla pahali bir yontem olma-
sina kargin, ¢abuk, pratik, givenilir ve daha kisa sirede sonug vermesi
nedeniyle tavuk tiberkiilozunun tanisinda tercih edilmesi gerektigi gori-

sindeyiz.
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OZET

Caligmamizda, ekstansif tipte tavukguluk yapilan bir ¢iftlikten
Anabilim Dalimiza getirilen tiberkiiloz siipheli 10 adet 6li tavuktan 2 adet
M.avium susu (M.avium Y-1 ve Y-2) izole edildi ve bu suglardan bir adedi
(M.avium Y-1) serotiplendirme ve deneysel infeksiyon olugturma amaciyla
kullanildi.

Izole edilen 2 sus, oda 1sisinda ve 68°C’de katalaz ve telliirit
rediksiyon deneylerinde pozitif; niasin, Tween-80 hidrolizi, iireaz, nitrat
rediiksiyonu, MacConkey agarda ve % 5 NaCl’'lu ortamda ireme deneyle-

rinde negatif bulundular.

Tavuk ve tavsanlarda yapilan patojenite denemeleri sonucunda

her iki susunda patojen olduklari saptandi.

M.avium Y-1 susunun serotiplendirilmesi amaciyla Miinih Lud-

wig-Maximilians Universitesi’ne génderdigimiz susun M.avium serotip 2
oldugu bildirildi.

GCalisgmamizda, M.avium Y-1 suguyla, 3 gruba ayrilan 34 adet
tavukta deneysel infeksiyon olusturularak bu infeksiyondan 3 hafta sonra
tavuklara tiberkilin uygulandi. Ayni zamanda kan serumlari alinarak

cabuk lam ve yavag tiip aglutinasyon testleriyle ELISA yontemi uygulandi.
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Caligmanin sonunda tiiberkiilin testi, aglutinasyon testleri ve ELISA yonte-

minin bir kargilagtirmasi yapildi.

Tiberkillin testinde 34 adet tavuktan 24’4 pozitif bulundu. Tip
aglutinasyon testinde tim kan serumlarinin, 1/5’den 1/2560’a kadar yapi-
lan sulandirmalarda kuvvetli derecede pozitif olduklar: saptandi. Lam aglu-
tinasyon testinde de tiim kan serumlarinin pozitif reaksiyon verdigi gorul-
du. ELISA’da, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 ve 1/160’lhk sulandirmalarda tim
kan serumlar: pozitif, 1/1000’lik sulandirmalarda ise yalnizca 7 tavugun

kan serumu negatif bulundu.

Deneysel infeksiyon olusturulan tavuklar 22-111 giinde o6ldiler.
Otopsilerinde lezyonlarin % 88.23 oraninda karacigerlere, % 88.23 oranin-
da dalaga, % 67.64 oraninda yumurtaliklara, % 58.82 oraninda bdbreklere

ve % 2.94 oraninda mezenteriumlara yerlestigi saptandi.
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SUMMARY

In this study, two strains of Mycobacterium avium (M.avium Y-1
and Y-2) has been isolated from the 10 death domestic chickens with a
suspected diagnosis of avian tuberculosis, that were admitted to the
Department of Microbiology, Veterinary Faculty of Istanbul. M.avium Y-1

strain has been used for serotyping and experimental infection.

These two isolated strains showed positive reactions in catalase
test at both room temperature and 68°C, and in tellurite reduction test.
Negative results were obtained in niacin, Tween-80 hydrolisis, urease and
nitrate reduction tests. No growth were observed both on Mac Conkey

agar and on Lowenstein - Jensen medium containing 5 % NaCl.

Both strains were found to be pathogen in the pathogenicity

experiments performed in chickens and rabbits.

Alive samples of M.avium Y-1 strain sent to the Ludwig -
Maximilians University, Munich and was confirmed serotyped as serotype
2.

Thirty-four chickens experimentally infected with M.avium Y-1
strain were studied in three groups. Tuberculin tests were performed three
weeks after infection. Blood serum samples taken at the same time were
analysed using slide agglutination, tube agglutination and ELISA tests.

The results from these tests were compared.
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Tweenty-four of 34 chickens gave positive reactions in
tuberculin tests. All sera showed strong positive reactions at a dilution of
1/5 to 1/2560 in the tube agglutination test, and in the slide agglutination
test. Positive results were also demonstrated in all sera at a dilution of
1/10, 1/20, 1/40, 1/80 and 1/160 in ELISA tests. Seven sera from 34

infected chicken gave negative results at a dilution of 1/1000 in the same

test.

Infected chickens died between 22 and 111 days after infection.
Postmortem examinations showed that the lesions were localised in the
liver of 30 cases (88.23 %), in the spleen of 30 cases (88.23 %), in the
ovarium of 25 cases (67.64 %), in the kidney of 20 cases (58.82 %) and in

the mesenterium of one cases (2.94 %).
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