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ONSOz

Tiberkiilozis, hayvanlarda organ ve dokularda kazedz ve kazekalserdz
ozellikte tlberkiillerin olusmasi ile karekterize kronik bir infeksiyondur. Sifir
tiiberkiilozisine neden olan M. bovis, hem sigirlarda, hem de insanlarda infeksiyon
olusturmakta ve bir zoonoz olarak da dnem tagimaktadir. Sigir tiiberkiilozu bugtin
hala bir saglik problemi olup, diinyanin bir¢ok ilkesinde ve Tiirkiye'de de ekonomik
dneme sahip olan bir infeksiyondur. insanlik tarihi kadar eski bir gecmisi olan
tiiberkiilozis, teknolojik gelismelere ragmen giiniimiizde insanlarda 30 milyon olguluk
prevalans ve yillik 10 milyon yeni olguyla biitiin diinyada, ozellikle az geligmis
lilkelerde 6nemli bir infeksiyon olarak kargimiza gikmaktadir. Bu olgulardan bir
kismina ise M.bovis neden oimaktadir. Ote yandan tiiberkiilozlu hayvanlara ait karkas
ve siitler, biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Ayrica Saglk Zabitas: Kanunu'na
gére inbar ve miicadelesi zorunlu olup, tazminath bir infeksiyon olmasi nedeni ile de
kesin ve erken tanminin énemi artmaktadir. Bugiin icin canh hayvanlarda tiiberkiiloz
hastaliginin teshisinde yaygin olarak kullanilan yéntem intradermal olarak uygulanan
tiberkiilin testidir. Testte, farkh yorum kriterleri ve subjektif faktorler sonuclarda
anlagsmaziiklara yol acabilmektedir. Ayrica tiiberkiilin testinin degerlendirimesinde
ortaya cikan yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflik durumian hastaligin teshisinde dnemli
sayilabilecek yantilgilara sebebiyet vermektedir.

insan ve hayvanlarda tam icin, mikobakteriyel antijenlere karsi olusan
antikorlarin saptanmasi amaciyla da cesitli serolojik testler denenmektedir. Bugtine
kadar komplement fikzasyon, bentonite flokulation, kaolin aglutinasyon, indirekt
immunofluoresans teknidi ve jel presipitasyon gibi testler bu amag igin denenmis,
ancak bu testlerden hig birisi istenilen spesifite ve sensitivitede bulunamamis ve
yaygin uygulamalar icin gerekli avantajlara sahip olmadiklan saptanmigtir. Son
zamanlarda M.bovis ile infekte sidtrlarin serumlarindaki antimikobakteriyel antikorlari

gostermek icin ELISA kullaniimakta ve basarili oldugu bildiriimektedir.

Bu calismada, si§ir tiiberkiilozunun gabuk ve kesin tanist igin ELISA'nin
kullanilabiliriginin  saptanmasi ve sonuglannin tiiberkiilin test sonuglan ile
kargilasgtinlarak ELISA'nin tiberkilloz teghisindeki ©neminin ortaya konmasi
amaclanmisgtir.



GiRIS

Tiberkiilozis, hayvanlarda akcigerlerle diger organ ve dokularda kazedz ve
kazedkalser6z karakterde tiiberkiillerin olusmasi ile ortaya ¢ikan kronik ve infeksiy6z

bir hastaliktir.

Tuberkiilozis 1888 yilinda, insan basta olmak iizere sigirlarda, diger evcil ve
vahsi hayvanlarda "siraca illeti" ve veremden gériilen Olimlerin en biyiik nedeni
olarak tanimlanmistir(73). Yine 1888 vyilinda Paris'te itk Tuberkiloz kongresi
toplanmistir. Bu kongrede klinik ve patolojik bulgulara gore yapilan taninin 1882'de
Koch tarafindan bulunan tiberkilloz basilinin izolasyonu veya gbsteriimesi ile
desteklenmesi gerektigi bildiriimistir. 1865-1868 tarihleri arasinda yapilan caligsmalarda
tiberkiilozun insan ve hayvanlar arasinda karsihkh olarak tasinabilecegi ve ayni
zamanda tavsanlarin insan thberkiiloz etkenlerine daha direngli olduklan
bildirilmigtir(91).

Literatiir verilerine gore, 1868 yiinda Chauveau sigirlardan aldigi hastahkl
materyali tavsanlara yedirerek hastah@ olusturmus, 1872 yilinda ise Paulicki insan,
sigir ve kanatlilarda tiiberkiil olusumu ile seyreden hastaliklarin benzer hastaliklar
oldugunu agiklamistir. 1879 yilinda Conheim hastaligin 6zel bir etken tarafindan
olusturulabilecegini ve 1882'de Robert Koch da etkeni, lezyonlar icinde boyayarak
gostermigtir.  Ayni yillarda Ehrlich, etkenin asit ve alkollere direngli oldugunu
actklamistir. Koch 1890 yiinda, tiberkiiloz etkenini gliserinli buyyonda reterek
tuberkiilin hazilamig ve bunu tiiberkiiloza kargi korumada kullanmak istemis, ancak
yaptii cahgmalarda tiberkiilinin korunmada degil, teghiste kullanilabilecegini
gormistiir. Ayrica etkenin {retiimesi (izerine yapilan galigmalarda Nocard ve Roux
(1887) % 5-7 gliserinli ortamlarda kanatl tipinin daha iyi liredigini ve insan tipinin zayif
redigini, ayrica, Pawlowski (1888) etkenlerin gliserinli patatesli besi yerinde

tirediklerini saptamiglardir(6).

Tuberkiiloz basili 1882'de Koch tarafindan gosterildikten sonra 1896'da
Lehmann ve Neumann tarafindan Mycobacterium tuberculosis olarak
isimlendirilmistir(66). Tiiberkiiloz basilinin, itk kez ABD'de morfolojik, killtiirel ve
patolojik 6zelliklerine gbre, insan, sigir ve kug tipi olarak tanimlandigi bildirilmistir.
ingiltere'de Kraliyet Komisyonu 1911'de sidir suslarim M. bovis olarak ima etmigse de
bu isim 1970 yiinda yayinlanincaya kadar gegerlilik kazanmamigtir. Ancak bu



klasifikasyonda M. bovis, M. africanum ve M. microti'nin M. tuberculosisin alt tiirleri
oldugunu savunan aragtincilar tarafindan elegtirildigi belirtilmigtir(91). ilk aragtinicilar
bakteriyi “tiiberkiiloza neden olan tiirler” M. tuberculosis, M. avium ve M. bovis ve
bunianin digindaki mikobakterileri ise “saprofitik” olarak siniflandirmiglardir. ikinci
grupta yer alan mikobakteriler genel olarak “Tiiberkiloz Basilinden Farklhi Diger
Mikroorganizmalar” (Mycobacteria Other Than Tubercle Bacilli, MOTT), “atipik”,
‘anonim”, “intermediate”, “cevresel” veya “opurtunist mikobakteriler” olarak
tanimlanmigtir. Fakat bu isimler tutarh olmamis; Runyon, tiiberkiiloz basili
kompleksinin M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum ve M. microtiyi kapsadigini
bildirmistir(102). Jubb ve Keneddy(63), 4 klasik tiiberkiiloz basilinin daha ¢ok
insanlarda M. tuberculosis, sigiflarda M. bovis, kanathlarda M. avium ve tarla
farelerinde M. microtiden ibaret oldugunu kabul etmislerdir. Ayrica baliklarda ve
soguk kanh hayvanlarda hastalik yapan tipleri de bunlara eklemislerdir. Bunlar,
gunimiizde baliklarda M. marinum, kurbagalarda M. fortuitum, kaplumbagalarda M.

chelonei olarak adlandinimistir(91).

Runyon (102), tiiberkiiloz basilini MOTT'den ayirt etmis ve MOTT'yi lireme hizi
ve pigment formasyonuna gore 4 smifa aywrmustir. Marks(72), insan klinik
orneklerinden tiiberkiiloz basili ve opurtunist mikobakterilerin izolasyonu esasina
dayanan bir klasifikasyon sistemi bildirmigtir. Bu sistem iireme sicaklhigi ve dnemli bazi
antittiberkiilozik ilaglara duyarhik testlerini icermektedir. Arastirici, epidemiyolojik
caligmalarda gok 6nemli olmasa bile hastaya dogru bir tani konmasinin, izole edilen
sugun tiir diizeyine kadar miimkiin oldugunca dogru olarak identifiye edilmesine bagl
oldugunu bildirmigtir. Runyon (102), tiiberkiiloz basilini identifiye etmeye yarayan ve
M. tuberculosis'i M. bovis'ten ayirt eden testleri agiklamigtir. Collins ve Grange (23),
cesitli Ulkelerde sadece insanlardaki tiiberkiiloz basilinin tiplendiriimesine iligkin
calismalardan dolay, M. bovis insidensinin yeterince anlagilamadigini

savunmuslardir.

Veteriner Hekimligi alaninda galisan aragtincilar hayvanlardan izole edilen
mikobakterilerin identifikasyonu igin cesitli metodlar kullanmisglardir. Ancak M. bovis ve
M. tuberculosis'in birbirinden aynimasinda tek bir test kesinlikle yeterli degildir.

Tirkiye'de sigir tiiberkiilozunun varig: yillar énce saptanmis, gesitli arastiricilar
tarafindan hastalikla ilgili caligmalara 1900'lii yillarin baginda baglanmistir. Ancak
hastaligin Tirkiye'deki insidensi hakkinda saghikh bir bilgi bulunmamaktadir. Eldeki
bilgiler, mezbaha kesim sonuglanina dayanan istatistiki sonuglardan gtkanimistir. Riza



Ismail (60) 1929 yilinda, 7336 inede tiiberkilin uygulayarak ilk enjeksiyonda 141
hayvan! pozitif bulup kesime sevketmigtir. Kesime sevkedilen hayvanlardan 43
hayvanda meme ve 1.hayvanda da uterus tiiberkiilozuna rastlandig: bildirilmistir. Yine
1929 yilinda Raif Sedat tarafindan agilama caligmalarn yapiimistir(106). Ozcebe (83),
teshis amaciyla kendi hazirlamig oldugu tablet tiiberkiilinleri denemis ve basarih
oldugunu bildirmigtir. Golem(45), 1941 yilinda, Tiirkiye'de siitlerde ve mezbahalarda
saptanan tiiberkiiloz vakalarini bildirmigtir. Aygin ve Heper (13), teghis i¢in hazirlamig
olduklan tablet tuberkiilinleri denemigler ve kullanigh oldugunu belitmislerdir. Attila
(10), etkenlerin boyanmasinda osol metodunun diger boyama metotlarina gére daha
tstiin oldugunu goéstermigtir. 1946 yillinda Bagaran(15), Karacabey, Cifteler, Konya,
Kazova ve Cukurova'da cinsiyet ve irka gore tiiberkiiloz oranfarimi bildirmistir. Onuk
(81), yaptigi caligmada, oftalmo tiiberkiiline kargt alinan cevap ile otopsi sonuclarini
karsilagtirmigtir. Ertdrk (37), sitle yapilan serolojik testlerin meme tiiberkiilozunun
tanisi igin gabuk bir yol olabilecegini savunmustur. Artun (7), bir beygirde rastladigi
tiiberkiiloz ofayini bildirmigtir. Oral (82), Ankara Mezbahasinda kesilen hayvanlarda
tiiberkiiloz oraninin %3-4, Kars kokenli olan hayvanlarda ise %7-10 oraninda
oldugunu rapor etmistir. Ugar (117), tluberkiiloza karsi izoniazid kullanimi ve
tiberkiiloz etkenin identifikasyonu ile ilgili cahigmalarda bulunmustur. Atun (11),
Kibris'ta 1965 yilinda tiberkiilin testi kullanarak yaptigi calismada reaktor sayisinin
oldukca az oldugunu bildirmistir. Ertirk ve Finci (38), c¢esitli mikobakterilerin
identifikasyonu iizerinde calismislardir. Ozgencil (84), M.tuberculosis'le infekte edilmis
danalarda avian ve mammalian tliberkilinlerin lokal reaksiyonlar iizerine etkisini
arastirmig ve reaksiyona katilan kan hiicrelerinin durumunun kandaki diizeyleri ile ilgili
olmadiginu bulmugtur. Akay ve ark.(1), bir minkte rastlanan ve M. bovis'ten ileri gelen

bir tiberkiiloz olgusunu bildirmiglerdir.

M.bovis, Bergey's Manuel'in 1986 baskisinda Mycobacteriaceae familyasi
icerisinde Mycobacterium genusunda yer almaktadir(121). Etken, uzun, diiz gomaklar
tarzindadir. Kokoid, flamentéz ve brangh formlara da rastlanabilir. 0.2-0.6 x 1.5-4.0
um boyutlarinda, Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve asido-rezistans &zellige sahip
bu etkenler kapsiillii olmamalarina karsin, hiicre duvarlarinda bulunan bol miktardaki
lipoidal maddelerden dolayr normal boyalarla boyanmazlar.Etkenin boyanmasi
amaclyla Ziehl-Neelsen boyama metodu kullanilir.Etken auramin-O boyasi ile
boyandiginda fluoresans mikroskopta gorilebilir(6,76,121,120,124).



M.bovis aerobik bir mikroorganizma olup, liremesi igin 6zel besi yerlerine
ihtiyag duyar. ik izolasyon icin zenginlestirilmis besi yerleri gerekir ve bunlar genellikle
yumurta, bazen de kontaminantlarin liremesini engelleyen boyalar icerirler. Ureme
slireleri gok uzun olup 37°C'de 3-4 haftada koloni olustururlar. Etkeni (retmek icin
gliserin icermeyen Loéwenstein-Jensen, Dorset, Stonebrink gibi kati besi yerleri ve
Dubos, Proskauer-Beck gibi sivi besi yerleri kullanilabilir. M.bovis, kati besi yerlerinde
4-5 haftada kuru kabarik veya kenarlarl diizensiz oval koloniler olusturur.Gliserinsiz
sivi ortamlarda ise Uistte burusuk bir zar olugturarak trer. Tiberkiiloz etkenlerinin doku
kiltirinde (remeleri, benzer infeksiyonlarin patojeniteleri iizerindeki itk
caligmalarindan itibaren ilgi cekmeye baslamistir. Dalak, karaciger, monosit ve HelLa
hiicre kdiltlirlerinde, hiicrelerin infeksiyonu ilk gilinlerden itibaren hizla ilerier. Virulent
suglann ¢cok hizh liredigi, Gremenin 3-5 giin icinde gdriildiigd ve konakg! hiicrelerin
yikimlandig bildiriimesine ragmen bu metodun primer izolasyon icin konvansiyonel

kiltir metotianndan daha az duyarli oldugu agiklanmstir(6,18,36,65,76).

M.bovis, karbonhidratlari fermente etmez, katalaz, nétral red pozitif, aril
siilfataz (3 gin icinde), niasin ve tween 80 hidrolizasyonu negatiftir. Yeni izole edilen
insan ve sigir tipi etkenler sivi kiiltiirlerde flamentler veya kordlar seklinde tireme
egilimindedirler. 1947'de, bu 6zelligin insan ve sigir tiplerinin virulansi ile ilgili oldugu
bulunmustur. Bu flamentler petrol eter ile parcalandi§inda in vitro olarak lenfositlerin
mobilizasyonunu engelleyen toksik bir substans saptanmisgtir. Bu substans attenue
edilmis BCG suslarindan ve M.smegmatis gipi nonpatojen tiirlerden de ayrilabildigi

icin virulans ile ilgisi tam olarak a¢iklanamamigstir(18,76).

Son yillarda bazi suglarin M. bovis ile M. tuberculosis arasinda yer aldig
goriilmustir ki bunlar da M. microti haricindeki suglardir ve bunlann M. africanum ve
M. asiaticum olduklan gosterilmistir(23), fakat bu etkenlerin siGirlarda hastahk yaptigt,
Berggren (16) harig diger higbir arastirci tarafindan bildirilmemigtir.

Sigirlarda lokalize olan ve makroskobik ve histolojik olarak M. bovis'in neden
oldugu lezyonlara benzeyen lezyonlardan atipik mikobakteriler {retilebilirler. Bu
mikobakterilerle infeksiyon, muhtemelen gevresel ve lateral ya da vertikal bulagmayla
ilgili olabilir. Bu gibi infeksiyonlar bovine tiiberkilline karsi bir hassasiyet
gosterebilir(27) ve bu infeksiyonlar tiiberkilloz kontrol programlarina bir engel
olugturabilirler(91). Histopatoloji, sigir tiiberkiilozunu bu infeksiyonlardan ayirt etmede
glvenilir bir yol degildir. Bu ylizden sigirlardaki kontrol programiarinin uygulanabilmesi



acisindan ve sigir tiiberkiilozisinin dogru tanisi igin varolan lezyonlardan M. bovis’in

izolasyonu ve identifikasyonu gereklidir.

Sigir tiiberkiiloz etkeni M. bovis tipik bakteri hiicre yapisina sahiptir. Fakat tim
mikobakteriler gibi diger bakterilerden 6nemli olan farklari ¢ok kalin bir hiicre duvarina
sahip olmalandir(18,76,91,124). Mikobakterilerin yiizey tabakalan diffuz bir lipoidal
tabakadan ibaret olup iki katmanli duvar ve plazma membrani, bilylk bir olasilikla
hem konakge! hiicresinde hem de dis ortamda yasama yetenegi vermektedir. Hiicre
duvan komponentleri, 6zellikle mikolik asit, bazik fuksin gibi boyalann tutulmasini
saglarken, sulandirilmig asitlerle dekolorisazyona engel olur. Bu asitlere direnclilik,
kiinik oérnekler ve patolojik materyallerde mikobakterilerin cabuk identifikasyonu
acisindan pratik énem tasir. Bununla birlikte aside direnglilik sadece mikobakterilere
ait bir 6zellik olmayip bazi cinsler de kismen (Nocardia, Corynebacterium ve
Rhodococcus) aside direngli tiirleri icerirler(91).

Hiicre duvarinin kimyasal yapisi komplekstir ve peptidoglikaniari,
arabinogalaktanlarn, mikolik asitleri, ylizeysel olarak mycoside'leri kapsayan lipidleri,
cord faktorlerini ve organizmanin genel faaliyetlerinden sorumlu sulfolipidleri igerir. Bu
komponentler, giiclii adjuvant etkileri, granulomlar olusturmalan ve membranlan
parcalamalar gibi sahip olduklan biyolojik aktiviteleri yiiziinden biyokimyasal olarak
tek bir nokfada karakterize edilmiglerdir. Bu hiicre duvarn komponentlerinin tiiberkiloz
basilinin patojenitesi ve immun yanittaki rolli arastirma ve tartigma konusu olarak
kalmigtir. Bununla birikte M. tuberculosis'in patojenitesi cesitli lipid faktorlerine
baglanmigsa da, etkenin fagositlerin litik etkisinden kurtulmasinin tam mekanizmasi
kesin olarak aydinlatilamamistir(91).

Tiiberkiiloz etkeninin kuru agirhiginin % 40 kadarm olusturan yiiksek lipoidal
substans yaninda kuru agirhgin yaklagik yarisini, 6nemli bir kismi niikleoprotein olan
proteinler olusturur. Polisakkaritler nispeten az miktarda bulunurlar. Mikobakteriyel
lipidler detayh olarak aragtinimig ve nétral yaglara ilaveten lipidlerin 2 genel tipi
ayirtedilmistir(76). Birincisi palmitik, linoleik ve linolenik asitlerden bagka tiiberkiiloz
basiline ait serotik asitle izomerlik gosteren fitoik asit ve stearik asitle izomerlik
gosteren tuberkiilostearik asit gibi 2 asidi kapsayan doymus ve doymamis yag
asitlerinden olugsmus fosfolipidlerdir. Ikincisi ise, mannoz, arabinoz ve galaktoza
hidrolize olmug polisakkaridleri iceren bir aside direncli bal mumu tabakasidir. Bu
tabaka kompleks bir gliserid olan yumusak balmumu ve mikolik asit olarak
adlandinlan yiiksek molekiil agirhkh doymus hidroksimetoksi asit, phthiocerol olarak



bilinen yiksek alkol ve levorotator yag asidi olan mikoserosik asitten olugmus
sabunlagmayan bir yapidir. Bu substanslardan bazilan fizyolojik olarak aktiftir.
Sabunlagsamayan aside direncli balmumu, diferensiye olamamis bag doku hiicrelerinin
aremelerini uyarir ve fitoik asit epiteloid hiicrelerin proliferasyonunu indiikler.
immunolojik olarak aktif ve inaktif substanslan iceren polisakkarit karigimlari, memeli
tiiberkiiloz etkenlerinden izole edilmistir, fakat bunlarin dnemi heniiz anlagilamamustir.
En fazla immunolojik &zelligi, hiicrenin protein bilegenlerinin gosterdigi aciktir ve
dedisik tuberkiilinlerin hazirlanmasi ve aktiviteleri tizerinde ¢alistimistir(124).

Mikobakterilerin lipid icerikleri olduk¢a yiiksektir ve infeksiyona karsi olusan
immun yanitta ve virulans {izerinde direkt rol oynar, fakat bu lipidlerin yapisinin
kompleks olusu onlann yapilarinin ve rollerinin tam olarak anlagiimasina engel
olmaktadir(77). Hiicre duvarinda bulunan bu lipidlerin hidrofobisitesi dehidrasyona
direngli olmada ve olumsuz gartlarda organizmanin hayatta kalmasinda énemli bir role
sahip olabilir. Mikobakteriyel lipidler mikolik asitler, glikolipidler ve diger cesitli
lipidlerden olugsmustur. Mikolik asidler Mycobacterium, Nocardia ve Corynebacterium
genuslannda bulunan brangh yag asitleridir, fakat bu lipidlerin 6rneklerinde goriilen
biyiik farkliliklar sayesinde ¢ok sayidaki mikobakteriyel tiirlerin identifikasyonu igin,
ince tabalga kromotografi ile lipidlerin analizi esasina dayanan bir sistem
olusturulabalir(91). Minnikin(77) tarafindan sadece M. bovis ve M. tuberculosis'e ait

spesifik mikolik asitlerin bquﬁduQu bildiriimigtir.

Mikobakteriyel glikolipidler, dzellikle sulfolipidler virulensi arttirabilirler(47), fakat
~bu basit bir iligki degildir. Glikolipidier lizozom-fagozom fiizyonunu ve bakterinin
fagositler icerisinde lizisini 6nleyebilirler. 'Cord faktorii' olarak adlandirlan bir sulfolipid
(6, 6-O dimycoltrehalose), énemli bir virulens fakt6rii olabilir. Bu madde belki de,
toksik olaylara neden olarak mikobakteriyel hiicrelerin virulensini artirmakta veya
hastaligin olugmasinda énemili bir rol oynamamaktadir. Peptidoglikan iceren hetorojen
wax D gibi diger lipidler, M. tuberculosis'ten ayrilabilir. M. bovis'ten ayrilan wax D
nedense daha az peptidoglikan ve daha ¢ok lipopolisakkaridten ibarettir. Bu maddenin
sahip oldugu gii¢lii adjuvant etkisi muramil dipeptit varhgina baghdir (MDP) , fakat
granulomlar da olusturabilmektedir(91).

Hiicre duvarinin temel yapisimi olusturan peptidoglikan, aminoasitlerle
baglanmis olan N-glikolii muramik asit ve N-asetil glukozamin'den ibarettir. Bu yapi,
birgok konakginin sekresyonlarinda bulunan lizozim enzimi ile aynstinlabilir ki bu



reaksiyon da immunolojik olarak giiglii bir adjuvant etkiye sahip olan muramil dipeptit
(MDP) olugmasini sagiar(91).

M. bovis'in dig ortamda canli kalabilmesi pH, nem ve ultraviyole 15131 ile ilgilidir.
Bununla birlikte, bu siire aylarla ifade edilebilirken, fazla sayida M. bovis ile infekte
edilen meralarda etkenlerin sadece 14 giin siireyle canli kalabilecedi de
bildirilmistir(91). ingiltere'deki eradikasyon programlarinin ilk donemlerinde reaktrler
kullanilarak otlatmaya kapatilan arazilerin 1 ay siireyle otlatimamalarnnin yeterli
oldugu bildirilmistir (91). Mikobakterilerin deterjanlara kargi direngli olmasi 6nem tasir
ve etkenin izolasyonu amaciyla deterjanlarin kullaniimasina olanak saglar. Tuberkiiloz
basilleri, 1siya kars! diger vegetatif formdaki bakterilerle hemen hemen aym derecede
dayanikli olmasina ragmen, kurumaya, kimyasal dezenfektanlara ve diger imha edici
cevresel etkilere kargi nispeten daha direnglidir. Bunun, etkenlerin sahip oldugu
balmumu tabakasinin bir sonucu olmasi gok muhtemeldir. Etken, putrifiye olmug
balgamda aylarca canli kalabilir, ayrica kurumus balgamda da soguk ve karanlk
yerlerde 6-8 ay kadar canh kaldi§i bilinmektedir. Kurumug balgamda 100°C'de 1 saat
canli kalabilen etken, nemli isy ile 6liir. Balgam igindeki etken, %5'lik fenol uygulamasi
ile ancak 24 saatte éldiiriilebilmektedir. Diger dezenfektanlar da ayni sekilde ¢cok geg
etki ederler, hipokloritler ve gergek sentetik deterjanlarin etkileri hemen hemen hig yok

gibidir. Etkenler direkt giines 1s1ginda ise hemen dimektedirler(18,76).

Streptomisin, p-aminosalisilik asit (PAS), siilfonlar, tiyosemikarbozanlar ve

- izoniyazid gibi gergek primidin derivatlarini kapsayan substanslar tiiberkiiloz etkenleri

icin bakteriyostatiktir. Bu substanslar kemoterapétik amaglar igin oldukga uygundur.

Tiiberkiiloz etkeni de diger bakteriler gibi, kemoterapétiklere kargi in vivo ve in vitro
olarak direngli hale gelebilir(18,76).

M.tuberculosis, faj duyarliliklarina gére, A, B ve C olarak 3 gruba ayrllmaktadlr.
Ayrica A ve B arasinda intermediyer olarak duyarlilik gésteren suglar da yine 3 ana
bdliime ayriimaktadiriar(6).

Cok fazla sayida mikobakteriyel fraksiyon, selluler ve humoral immun yaniti
uyarabilir. Bu antijenlerden bir kismi ile konakgi immun yaniti ile iligkileri {izerinde, bir
kism ile de mikobakterilerin identifikasyonu Uzerinde caligiimigtir. Hazirdanan
antijenler genellikle ya sitoplazmik antijenlerden olusan eriyebilir karakterde antijenler
ya da partikiiler antijenler olmustur. Stanford ve Grange (109) tarafindan



immunodiffuzyon ydéntemi kullamlarak eriyebilir antijenlerle yapilan caligmalarda bu

antijenler 4 biyiik gruba ayriimiglardir. Bunlar;

Grup1; bu antijenler tiim mikobakteri turlerindeki ortak antijenlerdir ve

bakteriyel genus ile ilgilidir.
Grup 2; bu antijenler sadece yavas gelisen mikobakterilerde bulunur.
Grup 3; bu antijenler cabuk geligen mikobakteriler ve nokardialarda bulunur.
Grup 4; bu antijenler sadece bireysel tiirlere spesifiktir.

Bu antijenik yapinin dnemli sonucu, patojenik mikobakterilere kargi olugan
immun yanit spesifik degildir. Bununla birlikte hizli gelisen mikobakteriler ve iligkili
cinsler de patojen mikobakterilerdeki antijenlere kargi bir immun yanit

olusturabilirler(91).

Arabinogalaktanin tuberkiiloz basilinde, diger mikobakterilerde,
korinebakterilerde ve nokardialarda bulundudu gosterilmis ve ortak antijenlerinden
birisi olarak bulunmustur(91). C mikosid'ler olarak da adlandinlan peptidoglikolipidlerin
sadece S tipli koloni olusturan mikobakterilerde varoldugu gdsterilmistir. Bunlar
Schaefer'in (105) serotiplendirme sisteminde ve Jenkins'in (62) lipid analiz metodunda
kullanilan tip spesifik antijenleri olustururiar. Bu tiplendirme metodlan M. tuberculosis
veya M. bovis icin kullanigh degildir, clinki tip spesifik aglutine edici antijenler ve

spesifik lipid érnekleri bu tiirlerde heniiz bulunamamigtir.

Tiiberkiiloz basilindeki varyasyonlar yogun olarak incelenmesine ragmen
yeterli sonuglar alinamamistir. Koloni morfolojisindeki varyasyonlar, gcevre sartlarina
karst gecici bir adaptasyon ve farkh bir besi yerine transfer sonucu goriilen
degisikliklerdir. Bunun yaninda Calmette ve Guerin tarafindan, bir sigir tiiberkiiloz
susu, 13 yil boyunca safrali, gliserinli patatesli besi yerinde 230 kez pasaj yapilarak
insanlar igin virulensi azaltilmig bir sug haline getirilmistir(18). Bu sug, BCG (Bacille
Calmette Guérin) olarak isimlendirilmis ve tiiberkiiloza karg: aktif bagisiklamada 6nem
kazanmistir. Gériilen bu virulens kaybi kalict olup, sugun normal besi yerlerine pasaji

ile tekrar ortaya gikmamaktadir.

Koch'un Old tiiberkiilin'i, M. tuberculosis'in otoklavda isi ile éldarilen sivi
kiiltiirlerinin steril filtratlarinin konsantre edilmesi ile hazirlanmigtir. Aktif antijenlerin
yapisi tam olarak saptanamamustir. Bu allerjenin iginde mikobakterilerin cesitli
metabolitleri, yapisal komponentleri ve gliserin bulundugundan spesifitesi dugik
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olarak bulunmustur. Bu problemler, tiiberkiilin purifiye protein derivati (iretilerek
¢Oziimlenmigtir (PPD). Tiberkiilinlerdeki, ézellikle PPD'deki, aktif antijenlerin dogal
yapisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak aktivitelerinin tripsinizasyon ile ortadan
kaldiriilmasi muhtemelen protein yapisinda oldukiarini géstermektedir(86). PPD'ler
icerdikleri cok farklt proteinler, polipeptitler ve polisakkaridlerden dolay: saf maddeler
degildirler. M. tuberculosis'e spesifik antijenler konusunda aragtirmalar yapilmig, bu
amacla fiziksel ve kimyasal tekniklerin farkh varyasyonlarn kullanilmig, ancak bu
tekniklerle amaca ulagilamayacag, spesifik antijenik determinantlan tanimlayabilecek
bagka tekniklere gerek duyuldugu bildirilmigti. Monokional antikorlar konusundaki
gelismeler de bu konuda yapilan aragtirmalara ¢ok biylk katkida bulunmustur(91).

Mikobakteriye karst olugan immun yamt acisindan tiirler arasinda onemli
farklar oldugu gibi insanlar arasinda da immun, yanitta bir yelpaze oldugu gériilmiis
ve bunun diger tiirler arasinda da olabilecegi distniimustiir. Son arastirmacilar
tarafindan hiicresel yanitin antikor yamitindan daha o6nemli oldugu bildirilmistir
(26,97,110,116). Fakat, immun regulasyonun mekanizmas: tartigma konusudur.
Tuberkiiloz basiline karsi olusan immun yanitin baglica ozellikleri asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

1. Kobaylarda ilk dermal infeksiyon, sistemik yayilma ile yavas, progresif
lokalize granulomatdz lezyonlarla sonuglanirken, ikinci infeksiyon ise inokulasyondan
72 saat sonra maksimum sislik ve lokalize nekrotik lezyonlarla sonuglanir. “Koch
fenomeni” olarak bilinen bu nekrotik dermal yanit, lokal olarak organizmalar elimine
eder, fakat ilk sistemik infeksiyonda bdyle bir etki gbstermez. Koch, ol tiiberkiiloz
basili, ekstraktlan veya biitiin olarak verilen organizmalar tarafindan, benzer sekilde
gecikmis bir asin duyarlihgin olustugunu géstermis; bu reaksiyonun tani agisindan
6nemli oldugunu bildirmis ve bu tiiberkiilin deri testi olarak adlandirnimistir(91).

2.Tiaberkiilozda hiper immun serumun koruyucu etkisinin olmadig:
bildirilmigtir(91).

3.Vericilerden alinan lenfoid hiicrelerin alicilara aktariimasi tiiberkifin
duyarliiginin ve tiiberkiiloza karsi bagigikligin aktariimasi ile sonuglanir. Bu lenfoid
hiicreler, fare modelinde timusa bagimh (T) lenfositler olarak identifiye edilmistir(91).
Koruyucu bagisiklik, hiicrelere bagimli bagigiklik (CMI) olup, doku hasarina yol agan
T hiicrelerine bagimlt hipersensitivite ise gecikmig tip asin duyarhliktir (DH).
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4.Lurie (69), reinfeksiyon olusturulmus tavsanlarda mononukieer fagositlerin
tiiberkiiloz basilini normal fagositlere gbre daha yiikksek oranda oldurdiiginia ve
yuttugunu gostermigtir. ikincil immun yamitin, T-lenfositler tarafindan olusturulan
lenfokinlere bagimli oldudu gosterilimigtir(91). Bu hiicreye bagimh bagisikiik aslinda
infeksiyon bdlgesinde T lenfositlerce salgilanan lenfokinler aracilii ile aktive olan
makrofajlar tarafindan olusturulan lokal bir olaydir. llging olan taraf lenfokinlerin
salinimi spesifik olmasina kargin, aktive olan makrofajlarin etkisi nonspesifiktir.

5.Bir lezyonun ilerlemesi veya gerilemesi makrofajin sitoplazmasi icinde
tiiberkiloz basilinin tremesini inhibe etme yetenegine baghdir. Bir basil makrofaj igine
alindiinda fagosom denen bir vakuol icine alinir. Bu fagosomlarin erimesi icin
yikimlama etkisine sahip lizozomlan tagiyan litik enzimlere ihtiyag vardir. Tiiberkiiloz
basili makrofajlarca yikimlanmaktan {ic yolla kacabilir: mikobakteriler ya bu fagosom-
lizozom birlegmesini engelleyebilirler; ya sitoplazma igcinde fagozomdan kacabilirler; ya
da fagozom-lizozom birlesmesi swrasinda litk enzimlere direng g&stererek
yikimlanmadan kurtulabilirler. M. bovis'in fagosom-lizozom birlegmesini engelledigi

gosterilmistir(91).

6.Gecikmig agin duyarhlik (DH) ve hiicreye bagimli bagisiklik (CMI) arasindaki
iligki tartigma konusudur. Bu iki olayin, birbirlerinden ayri olduklan bildirilmigse de, her
ikisi de immun kompotent T hiicrelerine bagli oldugu icin nedenlerinin iligkili oldugu da
savunulmustur. Bununla birlikte bu iki yanit deneysel olarak ayrilabildigi halde, dogal
olan infeksiyonlarda infeksiyondan yedi ile on giin sonra baslayip birlikte ilerler. Agir
duyarlhlik, konakei icin zarari oldugundan, konakgl icin yararh olan normal
immunolojik reaksiyonlardan farkli oldugu savunulmustur. Hayvan modellerinde ve
insanda agin duyarhh@in énemsiz ya da ¢ok az oranda koruyucu etkisi goriiliirken,
yiiksek derecede asin duyarlilik veya allerji koruyucu degildir(91). Dannenberg (29),
agin duyarliligin makrofajlar ve lenfositlerin toplanmasi ile sonuglandigini, bdylece
hizli bir gekilde olugan tuberkelin hiicresel bagisikhigin harekete gegmesi igin sinirh bir
alan sagladigin bildirmistir. EGer antijen gok kiiglik miktarlarda ise tliberkiiloz basili
yok edildigi i¢in bu olay faydah olarak goriliir. Antijen miktan gok fazla olursa asin
duyaﬁlllk, hiicre 6limii ve kazeifikasyona kadar ilerleyen doku yikimi ile sonuglanir.
Bu doku yikimina, konak¢inin kendi lenfositleri tarafindan salgilanan toksik lenfokinler
ve makrofajlarla graniilositlerin salgilan neden olur. Oysa bu gériisiin aksine deri
testinde yiiksek hipersensitivite gdsteren bireyler veya tiirler tiiberkiiloz
infeksiyonlarina agin duyarlidirlar ve yogun lezyonlar goriilebilir(41).
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Bu bulgularin siirlarda M. bovis'e kargi olugsan immun yanita uygulanmasi,
lenfositleri ve fagositik hicreleri kapsayan hiicrelerin fonksiyonlarini ve tiplerini géz
6éniinde bulundurarak tartisiimaldir. Sigirlarda periferal kandaki lenfositler, olugsan
yanit 6zel bir lenfoid organ veya dokuda sinirh olabileceginden, olusan immun yanitin
ortaya c¢ikariimasi igin gerekli degildir. Ayrica timus, bursa, dalak, lenf noddilleri gibi
farkli lenfoid organlar lenfositlerinin alt populasyonlarinda farkhiik gésterirler ve
antijen, lenfositlerin hareket tarzini degistirir. Bununla birlikte insan ve farelerde T
hiicreleri ve alt populasyonlan spesifik markerlar kullanilarak identifiye edilebilir, sigir

T hiicreleri icin bugtin kullanilan metodlar sinirhdir (§9).

B lenfositlerin 6nemli bir gdrevi vardir; antikor {iretmek, oysa T lenfositleri son
derece karigik gorlinen genis bir fonksiyon yelpazesine sahiptir. Genel olarak T
hiicreleri efektdr ve diizenleyici fonksiyonlara sahiptirler. Efektér hiicreler olarak
sitotoksik T hiicreleri antijen tasiyan hticreleri Sldirebilirler, fakat bu mekanizmanin
bakteriyel infeksiyonlarda rolii goriilmez(91). T hiicreleri bakteriyel infeksiyonlarda
lenfokinler aracih@: ile diger hiicreleri dizenleyerek etki gdsterir, bunu da
makrofajlanin aktivasyonu, diger yangisal hiicreler icin kemotaktik faktorierin
olusturulmasi ve interleukinler ve y-interferon dretimi ile lenfosit proliferasyonunu
diizenleyerek yapar. Buna ek olarak T hiicreleri hem B, hem de T lenfositler icin
yardimci ve baskilayici aktivitelerde de gbrev alir. Bu her iki hiicrenin de spesifik
antijenleri tanima ve yanit olugturma yetenekleri vardir ve bu hiicreler blast
hiicrelerden olgunlasarak etki gdsterirler, T hiicrelerinin Urettigi lenfokinler sonucu B
hiicreleri de antikor iretirler. Boylece tiiberkiiloziu sigirdan alinan periferal kandaki
lenfositler M. bovis PDD ile kiiltiire edildiginde sekil degistirir ve gogalir, bu aktivite,

lenfosit transformasyon testinin(LTT) temelini olugturur (91).

Sigirlardaki fagositik hiicrelerin iki 6nemli tiri polimorfniikleer fagositler (PMN)
ve mononiikleer fagositlerdir. Periferal kanda PMN predominant durumdadir,
monontikleer fagositler dolasimdaki monaositleri ve doku fagositlerini kapsar ki bu
hiicreler karaciger, dalak, lenf nodiilleri ve akciger gibi organlarda ¢ok fazla sayida
bulunur. M. bovis akciger alveolleri veya derideki bir lezyona yerlestigi zaman PMN ve
‘makrofajlarin gelisen lezyona gelmesini saglayan giiclii bir kemotaktik stimulasyon
olusturur. PMN'lerin biiyik bir kismi birkag saat igerisinde infeksiyon odagina girer ve
bakterileri sindirirler. Bu yutma olay) bakteriyi kaplayan opsonin ve antikorlarin
bulunmasi halinde daha da cabuk sekillenir PMN ‘ler M. bovisi tam olarak
oldiiremezler, fakat bakterinin PMN ‘ler icine anmasi onlarin 6lmesine ve enzimlerie
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mikobakteriyel antijenlerin serbest birakilmasina neden olur, bu da M. bovis
infeksiyonlannin erken donemlerinde histolojik olarak karakteristik olan abse formu ile
sonuclanir. PMN'lerin hiicresel bagisikiga bir katkisi yoktur, bunlarin fonksiyonlart,
basglayan lezyonlardaki 6l bakterilerin ortadan kaldinlmasi ve belki de yardimci T
hicrelerinin  uyariimasi ve B hiicrelerinin antikor {retmesi icin mikobakteriyel
antijenlerin islenmesidir. Bunun aksine doku monositleri, canh ve olti bakterileri
ortadan kaldinir, antijeni isler ve T lenfositlere sunar. Bu islemin sonucunda T
lenfositleri lenfokin iretmek icin aktive olur, sonugta da M. bovis'i 6ldiiren monositik
fagositler aktive olur. Sigirlarda monositik fagositler, antikorlar icin Fc-reseptorieri ve
komplement icin C3 reseptorleri gibi ylizey markerlarina sahiptir(116). Bu hiicrelerin
egsiz fonksiyonlarindan biri de yiizey reseptorleri veya diger ylizey molekilleri ile
antijenleri baglamalari ve antijenleri uygun sekilde lenfositlere sunmalaridir.
Muscoplat ve ark.(79), sigirlarda M. bovis PDD'ye karst lenfosit uyartiminin,
makrofajlarin varhigina bagh oldugunu go6stermislerdir. Boylece monositik fagositler
infeksiyonu sinirlandinrlar ve 6zel olarak hazilanmis antijenleri sunarak spesifik T
lenfositlerini aktive ederler(116). Buna ek olarak rodent modellerinde makrofajlarin T
lenfosit proliferasyonuna neden olan eriyebilir faktérler ve ayni zamanda lenfosit
proliferasyonunu inhibe eden prostaglandinler Greftijine dair bulgular elde
edilmistir(91). Eger makrofajlann tiiberkiiloz basilini dldirme giigleri yeterli degilse
basiller gogalir ve hastalik ilerler. infeksiyonun erken dénemlerinde, bu infekte
makrofajlar basilleri daha uzak bdlgelere yayarlar. Makrofajlarda tiiberkiiloz basilinin
olmas! antikor uretimi icin bir antijen kaynagi gibi etki gosterebilir ve dolagimdaki
yliksek antikor titresinin nedeni olabilirler. Bu olayda antijen-antikor kompleksinin bir
cesit immuno-patolojik olayr baglatmast ile sonuglanabilir. Makrofajlarda
mikobakteriyel antijenlerle sindirilebilir balmumlarinin bulunmasi ve lezyonlardaki
makrofajlann yiiksek oranda yikimlanmasi tiiberkiilozun karakteristik Ozelligi olan
kronik yangi ve granulom formu ile sonuglanir. Epiteloid hiicreler muhtemelen aktive
olan monositik makrofajlarin farklilagmasi ile olugmaktadir. Cok cekirdekli Langhans
dev hiicrelerinin kaynadi muhtemelen epiteloid hiicrelerdir. Fare modellerinde T
hiicrelerinden yoksun fareler M. bovis BCG ile solunum yolu ile infekte edildiklerinde
akcigerde basillerle dolu bilyiikk kopikli makrofajlar bulunan yaygin granulomlar
gelismis ve hastalk ilerlemistir(91). Snider ve ark. (107), neonatal olarak timektomi
yapilan buzagilan intradermal olarak M. bovis BCG ile infekte etmisler, lezyonlarda

Langhans tipi dev hiicrelerinin sayisinin arttigini ve lenfositlerin az oldugunu
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saptamiglardir. Bununla birlikte PPD'ye kargi ne deri testi ne de in vitro LTT testinin
yaniti etkilenmemigtir. Aragtiricilar dev hiicre sayisindaki artigin hiicresel bagigikhktaki
bir bozukiuktan kaynaklandigini ileri siirmislerdir. Collins(26), tiiberkiilozdaki
immunolojik reaksiyonlart yorumlamanin cok zor oldugunu belirtmigtir. Diigiik yant
teknik hatalardan, siddetli protein eksikliginden ve deneysel olarak T hiicrelerinin
baskilanmasindan dolayi olugabili. Reaktif olmayan hastalarda bildirilen anerji
problemi (deri testleri ve hiicresel bagigiklik igin kullanilan in vitro testlerde pozitifligin
olmamasi) sigirlarda da goriilmekte ve kontrol programlari icin dnemli bir problem

olusturmaktadir(91).

Sigir thberkiilozisinin patolojisi degisik aragtiricilar tarafindan bildirilmigtir
(41,63,108) tarafindan bildirilmistir. Taberkiilozun patogenezi hakkindaki bugiinki
bilgilerimiz, bliyiik diclide insanlar ve laboratuvar hayvanlan {izerindeki galigmalardan
elde edilmistir (91,92). Tiiberkilozis her tiirde farkli bir gbriiniige sahiptir ve hayvan
turleri arasindaki yayilisi bir kurala bagh degildir (116). Hayvanlarda, tiberkiiloz
etkenleri genellikle, viicuda solunum ve sindirim yolu ile girerek hastahk
olusturmaktadirlar. Etken viicuda girdigi yerde iirer ve primer efekt denen lezyonu
olusturur. Daha sonra fagositik hiicrelerle en yakin lenf yumrusuna gelen etken,
burada da patolojik bozukluklara yol agar ve primer kompleksi olusturur. Eger konakg¢i
hastaliga direncli ise bu primer efektler ya rezorbsiyon ve organizasyon ile iyilesir,
veya hic belirti gostermeden uzun siire kalabililer. Bu olay tam olmayan primer
kompleks olarak bilinir. Konak¢i direncinin zayifladigi dénemlerde bu lezyonlarda
bulunan canli mikobakteriler tekrar {ireyip kana karagirak erken generalizasyon denen
olaya neden olurlar. Sonucta, bagka organ ve dokularda yeni lezyonlar gelisir. Bu
lezyonlar akcigerlerde iseler, kazeifiye ve kalsifiye olarak gelismelerine devam
ederlerken, brong ve brongiollere agilarak iclerinde bulunan canli mikobakterilerin
oksiriikle digsan cikmasina neden olabilirler. Béyle olgular agik tiberkiilozis olarak
bilinir. Bunun sonucunda, canli etkenleri iceren eksudat, (st solunum yolu
infeksiyonlarina ve yutulmasi ile de sindirim kanali infeksiyonlarina yol acabilecegi
gibi, etkenin gaita ile ¢ikarak etrafi kontamine etmesine de neden olur. Akcigerlerde
gelisen bu lezyonlar brong ve brongiolerin yanmi sira kan damarlarimi da hasara
ugratirsa kanamalara neden olabilir. Primer kompleks ve erken generalizasyon ilk
infeksiyon periyodu olarak adlandinlir. Etkenler lenfojen. hematojen, temas ve
kanallar yolu ile yayilarak generalizasyona yol acarlar. Genellikle hematojen yayilma
gorilmektedir ve olugsan lezyonlarin ¢cogu milier tuberkeller tarzindadir, ancak bunlar
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yer yer birleserek konglomerat tiiberkelleri olustururlar. Tiiberkiilozu geciren birey
yeniden tiberkiiloza yakalanirsa buna reinfeksiyon, inaktif tiiberkiilozlu bir birey yeni
bir tlberkiiloz infeksiyonuna maruz kalirsa buna da siperinfeksiyon denir.
infeksiyonun endojen olarak yeniden siddetlenmesi veya eksojen olarak
siUperinfeksiyona ugramasina postprimer infeksiyon periyodu denir. Bu sirada
bolgesel lenf digliimleri hastahiga istirak etmezler ve organ tiiberkiilozu gorilur.
Hastalik kanallar sistemi boyunca yavas yavas ilerleyerek kronik organ tiiberkiilozunu
olusturur. Kronik organ tiiberkiilozu kismen iyilegebilir veya tiiberkiiloz etkenleri kan
yolu ile yeniden viicuda yayilabilirler. Buna ge¢ generalizasyon denir. Bu safhada lenf

diiglimlerinin tekrar hastalija istirak ettigi goriiliir.

Primer odaklar, olgun sigirlarda %90, gen¢ hayvanlarda ise %40 oraraninda
akcigerlerde gorilmektedir. Bu lezyonlar prodiiktif veya eksudatif karakterde
olmaktadir. Produktif olgularda PNL'in infiltrasyonunu, makrofajlar ve epiteloid tipi dev
hiicrelerin goériilmesi izler. Aynica Langhans tipi dev hiicreleri de olusur. Daha sonra
tiiberkellerin orta kisimlan kazeifiye olur ve cgevreyi fibréz bir kapsiil kaplar.
Koagulasyon nekrozuna ugrayan orta kisimda daha sonralan kalsifikasyon gériiliir.
Eksudatif olgular ise etkenin ¢abuk iirediji akut olaylarda ortaya c¢ikar. PNL ve
eosinofil hiicrelerden sonra monositlerin gelmesi ile siiren olaylar ya produktif hale
gecerler, ya da iyilesebilirler. insanlardan farkli olarak sigirlarda primer lezyonlar
nadiren goriliir, eger bu lezyonlardan direkt kontakt yolla, brong gibi dogal kanallarla,
lenf ya da kan yolu ile yayilma olursa masif milier tiiberkiiloz goriiliir(91,113).
Tiberkiilozis, sigir yetistiriciligi yapilan bircok (ilkede yaygin olarak goriilmesine
kargin, bircok iilkede de yogun eradikasyon programian ile kontrol altina alinarak
oldukga disiik seviyelere ¢ekilmigtir. Kotii besleme, kalabalik, kétii hijyen gibi stres
faktorleri, siirllye kontrolsiiz hayvan girisi, infekte hayvanlann sitlerinin buzag
beslenmesinde kullanilmasi gibi faktérler bireyleri hastalia duyarl hale getirmektedir.

Sigirlarda infeksiyonun ortak girig yolu sindirim ve solunum, daha az olarak
da kutan, konjenital ve genital yoldur. Ara sira da meme sondasi, kateter ve
hipodermik igneler gibi araclarin kullanilmasi nedeni ile de iatrojenik bulagma
gorulebilir(7,91). Bir ylizyil boyunca siiren tartigmalar akciger tiiberkiilozunun dogal
bulasma yolunu ortaya koymustur. Literatiir verilerine gore, Vallée, Calmette ve
Guerin tarafindan savunulan, akciger tlberkllozunun intestinal orijinli oldugu
konusundaki teorinin Von Behring tarafindan desteklendigi  goriilmiistiir.

McFadyean'in, Kraliyet Komisyonunun sindirim kanaliyla infeksiyonun olugmasi igin
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gerekli dozun, inhalasyon yoluyla infeksiyon olugmasi igin gerekli dozdan 100 kat
daha fazla olmasi gerektigi yolundaki sonuclarini agiklayarak karsi ciktigi
bildirilmigtir(91). Bu arastirici, her iki yolla da infeksiyonun miimkiin olabilecegini fakat,
inhalasyonun daha muhtemel yol oldugunu bildirmigti. Bu konu Avustralya'da da
tarisma konusudur(42,67) ve Iingiltere'de porsuklarla sididar arasinda bulagma

yoniinden bir iligki gériildigi aciklanmistir(74).

En 6nemli giris yolunun sindirim kanali infeksiyonu oldugu, yapilan deneysel
calismalarla akciger ve sindirim kanali infeksiyonlarinin kismen de olsa ayn oldugu
bulunmustur. Tiberkiilozun hava yolu ile bulagmas: fikri ortaya ¢cikmis, Weels ve
ark.(122), esas olarak sadece bakteri hiicresinden ibaret nukleus damlalanni iceren
kiigiik partikiillerin inhalasyon yoluyla infeksiyon olsturabilecegini gdstermisler, canli
hicreler igeren biiylk partikiillerin inhalasyon yolu ile alindiginda infeksiyon
olusturmadiklarini bulmuslardir. Lurie ve ark.(70), inhalasyonla alinan her bir infektif
partikiiliin ayn bir tuberkel olusturdugunu gdéstermislerdir. Francis (42), sigirlarda
goriilen infeksiyonlarin % 80-90'inin solunum yolu ile girdigine dair bulgular oldugunu
bildirmigtir. Ayrica gegirme sirasinda rumen bakterilerinin gazlarla akcigerlere gelerek
sindirilmis  basillerin  akcigerlere girmesi igin bir mekanizma olusturdugu
savunulmustur(78). Francis (41) ve Stamp (108)in her ikisi de patolojik bulgulara gére
infeksiyondan oral veya solunum yolunun tek basgina sorumlu tutulmasinin zor
olduunu savunmuglardir. infeksiyonun ortak giris yolu konusunda yapilan
calismalarda primer kompleksin ortak lokalizasyonla sonuglandigi gorilmiistiir.
Yizyillik nekropsi galigmalar: analiz edildiginde, sigirlarda tiberkiilozun bulagmasinda
en dnemli girig yolunun aerojen yol oldugu acik¢a gorilmistiir(91). Sigirlarda aerojen
infeksiyonu takiben geneliikle primer kompleks akcigerin diaframatik lobunun dorsal-
kaudal kisminda ve ilgili lenf nodiiliinde subpleural olarak bulunur. E§Ger hematojen
yayilma gériiliirse akcigerler, dalak, kemik iligi, karaciger, bobrekler, adrenal bezler,
testisler, uterus, meme, beyin zari veya seréz bogluklarda da lezyoniar gortilebilir(63).
Cok sayidaki tiiberkiloz basilinin sindiriimesinden sonra sindirim kanalinda bir primer
kompleks olugabilir. Sindirim kanalinda gdériilen primer kompleksin daha ¢ok akcigerde
bulunan primer kompleksin yayilmasi sonucunda goriildiigii de savunulmustur(91).
Primer odak diginda ki bu infeksiyonun giris yolunu gésterir lezyonlarin dagihmi farkl
organlarin tiiberkiiloza karsi olan duyarliigina baghdir. Griffin, bir siirliye giren
tiiberkiilozlu bir sigirdan, siirliye bulasmanin nispeten az oldugunu bildirmigtir(49).
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Dogal ve deneysel infeksiyonun her ikisinde de tiiberkilioziu sigirlarda
lezyonlann dagiimi hakkindaki gcaligmalar Francis (41) tarafindan incelenmigtir. Bu
lezyonlann dagihmi sadece infeksiyonun girig yolﬁnu saptamak icin degil, ayni
zamanda et muayenesi ve bu etlerin insan gidasi olarak kullaniimasina karar vermek
icin kullaniimigtir. Lezyonlann dagiimi ayni zamanda etlerin gozle muayenesinde
kontrol kriteri olarak yarar saglamistir. 1888 yilinda Walley (118), sigirlardan insanlara
tiiberkiilozun sit, siit Griinleri, et ve direkt olarak ahirlardan bulastigini savunmustur.
Ayni zamanda etkili bir kontrol i¢in et muayenesinin, veteriner hekimlerin kontrolu
altinda olmasi gerektigini bildirmisti. Ayni yillarda, klinik olarak saptanamayan
lezyonlardan tiiberkiiloz basili yayildigi icin bu goriis desteklenmis ve tiiberkiiloz
kontroliinde ahirlarda hijyenik sartlan diizelterek ve tiberkiiloziu hayvanlan imha
ederek az da olsa bir ilerleme saglanabilecegi bildirilmistir(91). 1888 yilinda
ingiltere'de et muayenesi kismen veteriner hekimlerin kontrolii altindayd ve siitlerin %
97'si pastorize ediliyordu. Bununla birlikte sigir tiiberkiilozunun insan saghg icin kesin
olarak bir risk olusturdugu ortaya konuncaya kadar eradikasyon programiar

goritimemisgtir.

ingiltere'de 1980'li yillarda M. bovisin izolasyon orani vakalarin % 1.0-1.9'u
olarak tahmin edilmistir(30), bununla birlikte Wilkins ve ark. (123) 'kuzey bati
ingiltere'de eskiden sidirlarda yiiksek bir prevalans gésteren bir sahada bu orani % 2.
6 olarak bulmuslardir. ingiltere'nin yerli populasyonu igin tahmin edilen tiiberkiiloz
insidensi 1978'te, 100. 000'de 10. 7 iken, Hindistan/Asya'dan gelen gégmenierde bu
oran 100. 000'de 382 olarak bulunmustur(75). Bu gégcmen vakalanmn genellikle, M.
tuberculosis ve M. africanum tarafindan olusturuldugu ortaya konmustur(24). Ayrica,
ingiltere'nin giliney bolgesinde insanlardan izole edilen tiiberkiiloz basillerinin %

1.8'inin M. bovis oldugu bulunmustur(91).

Eradikasyon programlarnnin tamamlanmasidan sonra insanlarda sigir tipi
tiiberkiiloz insidensinde biiyiik oranda bir diisme goriilmiistiir(41). Bu kez de insanlar
sigirlar icin 6nemli bir M. bovis reservuari olmuslar ve bu yolla bulasmalar ingiltere ,
ABD, Hollanda, isveg, Yeni Zelanda, Almanya, Kanada ve Cekoslavakya'da
bildirilmistir(91).

M. bovis'in insanlardan sigirlara gegisi siiriilerde yaygin olarak hastahiga neden
oimus ancak, M. tuberculosis bulagmasi klinik olarak bir hastalikla sonuglanmamistir.
Ama yine de infeksiyon tiiberkiline karsi gegici bir duyarhlik olusturmus ve belki de

organizma stitle digan atiimigtir.
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insanlarda M. bovis ve M. tuberculosistten ileri gelen infeksiyonlarin klinik
prognoz ve tedavisindeki benzerliklerden dolayt diinyanin cesitli yerlerindeki
laboratuvarlar tarafindan bu iki bakterinin ayrimi igin yapilan girisimier basarisiziikla
sonuglanmistir(23,50,101). Bu ayrim iki nedenden dolayt 6nemlidir. Birincisi sigir
suglar yaygin olarak kullanilan isoniazide kargi direnglidir. Bu nedenle tedavi
semasindaki diizeltmeler icin tiir tayini gerekli olabilir. ikincisi, insanlarda M. bovis
bulunmasi hastanin insan ve hayvan temasinin her iksini de kapsayan bir
uygulamaya kadar uzanabilir. Bu bilgi sigirlardaki tiiberkiilozun erken tanisini

saglayabilir ve bu da dnemli bir korunma saglar.

Tuberkdilozis, sigirlarda genellikle kronik olarak gortiliir ve inkubasyon siiresi 3-
5 hafta arasinda degigmektedir. Daha c¢ok akciger tiiberkillozu goriiimekte olup,
hayvanlarda kuru oksirik, agirt zayiflama, yorgunluk, ileri- dénemlerde solunumda
zorluk ve agri, mukoprulent bazen de kanh bir akinti tarzinda kendini gostermektedir.
Sonraki dénemlerde submaksiller lenf yumrulan giger. Sindirim sistemi
infeksiyonlarinda ise, gida aliminda zorluk, karinda agn, gaitada kan veya mukus
goriilebilir. Bogalarda epididimitis ve penis infeksiyonlarina, digilerde de uterus ve
meme infeksiyonlarina rastlanmaktadir. Nadiren de deri tiiberkiilozu
goriilebilmektedir(6,114,120).

Otopside, eger infeksiyon solunum sisteminde yerlesmisse st solunum
yollarinda nodiil ve iilserler, akcijer ve mediastinal lenf yumrularinda tuberkel
lezyonlan bulunur.Torasik lenf yumrularinda kazeifiye lezyonlar ve pleurada nodiiller
goriilebilir. Pleurada gorillen c¢ok sayidaki nodil gorintiisiinden dolayr "incili
tiiberkiiloz" olarak isimlendirilir. Sindirim sisteminde ise daha c¢ok barsak ve
mezenteriyal lenf yumrularinda lezyonlara rastlanir. Ayrica hematojen yayilmaya bagl
olarak vicuttaki bitin organ ve dokularda tiberkilloz lezyonlarina
rastlanabilir(6,114,120).

Teshis icin klinik semptomlar yeterli degildir. Ozellikle akciger tiiberkiilozu
akcigerlere yerlesen diger bakteriyel, paraziter, mikotik hastaliklarla ve yabanci cisim
pneumonileri ile karigabilir. Oiopside infeksiyonun yerlestigi organ ve dokularda klasik
tuberkeller goriilir. Laboratuvar yoklamalar igin canh hayvanlardan idrar, siit, krage,
uterus akintilar, deri kazintilari, sperma, 6li hayvanlardan da lezyonlu doku ve
organlardan yararlanilir. Bu amacia marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Ziehl-
Neelsen ybntemiyle boyanarak mikroskopta asidorezistans ozellik gdsteren etkenler
aranir. Ancak bu etkenler goriilse bile bunlar tiiberkiiloid etkenler de olabileceginden
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diger incelemeler de yapilmalidir. Ayrica, marazi maddelerde Fluoresans antikor
teknigi ile de etkenler aranabili. Bu amagla, preparat auramin-O veya rodamin-B
iceren fluoresans boyalar ile boyanrr, daha sonra UV mikroskobunda
incelenir(5,35,61). Gutiérrez, avdin-biotin kompleks peroksidaz (ABC-P) metodunun
Ziehl-Neelsen boyama metoduna gore daha bagarili oldugunu bildirmigtir(19).

Kiiltir amaciyla, marazi maddelerden ekim icin 6zel ydéntemlerle inokulum
hazirlanir. Bu amagla, organ materyali mekanik olarak ezilir ve FTS ilave edildikten
sonra homojenize edilir. Sivi materyal, 3000 devirde 15-20 dakika santriflij edilir.
Diger kontaminantiari engellemek icin marazi maddeler NaOH, oksalik asit, trisodyum
fosfat gibi bazit maddelerle prosediirlerine uygun olarak muamele edilirler. Bu amacla
homojenize edilmis materyal veya sediment, kendi hacminin 4-6 kati kadar asit (
ornedin % 3-6 HSOy) ile karigtinir ve 10-15 dakika bekletilir, sonra tekrar 10-15

dakika santriflij edili. Daha sonra Hohn'un yumurta besi yeri, Petragnani veya
Léwenstein-Jensen besi yeri gibi gliserinsiz tiiberkiiloz besi yerlerine ekimler, 6ze veya
Pasteur pipeti ile besi yerinin dibinden baglayarak tim besi yerinin yiizeyini
kaplayacak sekilde yapilir.Her test 6rnegi icin en az 2-3 besi yeri kullaniimahdir. Ekim
yapilan besi yerleri aerobik olarak  37°C' de maksimum 8-12 hafta inkubasyona
birakilir. Kiltlrler, haftada bir kez degerlendirilerek giipheli kolonilerden hazirlanan
preparatlar Ziehl-Neelsen ile boyanarak incelenir. Uremenin hizi, mikobakterilerin
siniflandiriimalaninda énemlidir. Patojen mikobakterilerin bulundugu gruptaki etkenler
5 giinden daha uzun bir siirede iireme gésterirler. Ureme siireleri yaninda iireme
isilan, pigment olugsumu, gliserolden asit iiretimi, niasin testi ve bazi diger
biyokimyasal testler de identifikasyonda 6nemlidir. Ozellikle pyromusin hydrazide
(PMH) ve thiophon-2-carbonik asid hyarazide (TCH) ile Giremenin inhibisyonu ve nitrat
reduksiyon testi M. bovis ile M. tuberculosisiin  ayirtedilmesinde
kullanilir(6,36,65,120,124).

Deneme hayvant olarak kobaylar kullantlabilir. Bu amacla marazi
maddelerden hazirlanan inokulumdan kobaylarin inguinal lenf yum rulan yakinina
subkutan olarak enjeksiyonlar yapilir ve 6-8 hafta siire ile gbézlem altinda tutuluriar.
Siire sonunda hayvaniar otopsi yapilarak incelenirler. {liakal ve subiliakal lenf

yumrularindan bakteriyoskopi ve kiiltiir yapilir(6,36,65,124) .

Serolojik olarak, insan tiiberkiilozunun tanisinda komplement fikzasyon testi,
hemagiutinasyon testi, aglutinasyon gibi testler kullaniimigsa da bu testler 6zellikle
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sigir taberkiilozunda teghis igin pek uygun degildider. Ancak son zamanlarda
Fluoresan Antikor teknigi, Radio-immuno assay, ELISA, y-interferon, PCR,
kromotografi ve DNA Fingerprinting gibi testler de teghis icin arastinimaya
baglanmistir(8,14,31,61,68,89,119).

Thoen ve ark, 1978 yiinda M.avium ile infekte domuzlardaki antikorlan
gostermek icin ELISA denemeleri yapmiglardir(112). Deneysel olarak infekte ettikieri
ve kontrol grubundaki sagiikh domuzlarin serumian ile yaptiklan calismalarda M.
avium PPD ve M. avium'un 4/8 ve de 8 serotiplerinden hazirlanan 6li hiicrelerin M.
avium ile infekte domuzlarda ELISA reaksiyonu icin antijen olarak kullanilabilecegini
bildirmigleridir. Yine Thoen ve ark.(115), ELISA'da antijen olarak M. bovisin KCI
ekstraktini, M. bovis PPD ve M. avium PPD ile kargilagtrmiglar ve M. avium serotip 1
izole edilen bir siride M. avium PPD'nin ELISA'da daha iyi sonug verdigini
aciklamiglardir. Cousins (28), foklarda ELISA denemeleri yapmigtir. Bu amagcla
antijen olarak bovine ve avian PPD kullanmig, ayni zamanda intradermal tiiberkiilin
testi ile de kargilagtirmigtir. On foktan yedisi tiiberkiiline reaksiyon gésterirken, yine bu
yedi fokun serumlarinda da bovin PPD ile ELISA'da 1/400-1/6400 titreleri arasinda
degisen pozitiflik saptamislardir. Ritacco ve ark. (93), sigirlarda IgG sinifi antikorlari
saptamak igin antijen olarak M. bovis PPD kullanarak ELISA uygulamislardir.iki ayr
M. bovis sugunun kiltiirlerinden 1s1 ile muamele etmeden hazirlanan PPD ile,
otoklaviama ile hazirlanan PPD'yi karsilastirmiglar ve isi ile hazirlanan bovin PPD'nin
daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Bakteriyolojik olarak konfirme edilen
tuberkiilozlu sigirlann %90" (18/20) bu yolla saptanabilirken, tiiberkiiloz bulunmayan
bolgelerdeki saglikhi sidirlarda yapilan denemelerde negatiflerin %89.8'i (44/49)
saptanabilmigtir. Aragtiricilar, bir endemik alanda tiiberkiilin negatif sigirlann serum
antikor dizeyleri ile tuberkiiloz bulunmayan bdlgelerdeki sigirlarin serum antikor
diizeyleri arasinda anlamlt bir fark bulamadiklarini bildirmiglerdir. Auer ve Schleehauf
(12), M. bovis ile infekte olmayan sigirlann serumlarindaki antimikobakteriyel
antikorlan saptamak ic¢in 6 si1gin deneysel olarak M.avium-intracellulare-scrofulaceum
(MAIS) serovar 2, 8, 9, 14, 18 ve M. flavescens ile inokule etmislerdir. Bu hayvanlarin
serumlarinda ve nekropside siipheli goriilerek killtiir yapilan ve M. bovis izole edilen
sigirlarin  serumlarinda %39.5 yanhg pozitiflik bulmuslardir. Ayrica patolojik bozukluk
gostermeyen diger hayvan gruplarinda tiberkdlin negatif, tiiberkilin pozitif, tiiberkilin
yapiimayan hayvanlarda ELISA sonuglan sirasiyla %15,4, %73,6 ve %42,4 olarak
bulunmustur. Plackett ve ark.(88), ELISA'nin tiiberkiilin testine alternatif olarak
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spesifite ve sensitivitesinin diisiik oldugunu, fakat baz: anergik hayvanlarin tesbitinde
yararl olabilecegini bildirmiglerdir. Hammam ve ark.(563), pasif hemaglutinasyon,
ELISA ve indirekt fluoresan antikor testlerini, deneysel olarak infekte edilen kobayiar
ve titberkiilin pozitif sigirlarda nonspesifik reaksiyonlan saptamak icin yaptiklan
calismalarda kullanmiglardir. Kros reaksiyonlarin hem serumlarin avian PPD veya
bovin PPD antijeni ile, hem de antijenin anti-avian PPD serum ile absorbsiyonundan
sonra azaldigini bildirmislerdir. Absorbe serum ve antijenin her ikisinin birlikte
kullaniimas! ise pasif HA ve ELISA'nin spesifitesini %100'e yiikseltmistir. Absorbe
serum kullaniimasi ile IFA spesifitesi %95'e gikmigtir. Absorbsiyon iglemi ELISA, IFA
ve PHA testlerinin sensitivitelerini sirastyla %14, 27 ve 29'a indirmigtir. Hanna ve
ark.(54), tiiberkiilozdan ari bir bolgeden temin ettikleri 5 buzagidan herbirine

intranasal olarak sahadan izole M. bovis sugsunu her bir dozda 106 /5ml cfu canh
organizma olacak sekilde iki kez inokule etmiglerdir. Buzagilardan 4 tanesinde akut
tiiberkiilozis geligmisti. Olusan humoral yaniti izlemek igin M.bovis’in fosfatid
ekstraktlan ve proteinleri antijen olarak kullamlarak ELISA denemeleri yapilimig,
infeksiyondan 14 giin sonra fosfatid antijeni ile antikor diizeyinin anlamlt bir gekilde
yiikseldigi gosterilmigtir. Bu yiikselis hastalin ilk belittilerinin gériilme zaman ile
paralellik gdstermistir. Arastiricilar, bu sonuglara gére, siilarda eger M.bovis
infeksiyonu varsa humoral yaniti saptamada fosfatid antijeninin belki de énemli bir
degere sahip olabilecegini savunmuglardir. Protein antijenle ise, sadece 1 buzagida
humoral yanit saptayabilmisler, bu nedenle de tiiberkiilozlu hayvanlarda antikorlarin
saptanmast igin antijen segiminin gok énemli oldugunu bildirmiglerdir. Harboe ve
ark.(56), M.bovisin (iremesi esnasinda salgilanan ve oldukga yiiksek diizeyde tir
spesifik bir protein olan MPB70'i antijen olarak kullanarak M.bovis infeksiyonlarinda
MPB70'e karsi olusan antikorlan bir indikator olarak saptayabilmek igin bir ELISA
gelistirmiglerdir. Sififanin M.bovis ile deneysel olarak infeksiyonu strasinda
antiMPB70 antikorlarinin dretiimesi infeksiyondan 18-20 hafta sonra goriilmistar.
MPB70 igeren bovine tiiberkiilin PPD ile yapilan deri testi infekte hayvanlarda antikor
dretimi igin uyarici bir etki géstermistir. Arastiricilar, deneysel olarak infekte ettikleri
sigirlarda antikor aktivitesiyle gecikmis tip asin duyarhlik deri testi reaksiyonlar
arasinda ters bir iliski oldugunu géstermislerdir. Dogal M.bovis infeksiyonlarnda PPD
ile yapilan deri testinin antiMPB70 antikorianinin olusumu icin bir uyanci oldugunu
bulmuglardir. Ayrica kros reaksiyonlar agisindan ELISA ile MPB70'e karsi olusan
antikorlarin, M.bovis BCG antijeni, M.avium, M. paratuberculosis ve
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C.pseudotuberculosis infeksiyonlan ile kargtlasgtinidigi zaman M.bovis infeksiyonlari
icin oldukga yliksek derecede spesifik oldugunu bildirmiglerdir. MPB70 iceren PPD
preparasyonlarinin deri testlerinde kullanilmasindan sonra, bu anti MPB70 testi
M.bovis infeksiyonlan icin oldukca spesifikti. Buna gore yazarlar, dogal M.bovis
infeksiyonlartnin tanisi igin bu yontemin yiiksek spesifiteye sahip bir prosedir
olacagini bildirmiglerdir. Griffin (48), evcil geyiklerde antijen olarak, PPD ile spesifik
protein MPB70'i in vitro teshis acisindan karsilagtirmisgtir. M.bovis spesifik proteininin
kullaniimasint (mycobacterial protein bovis 71), kompleks M. bovis PPD ‘nin,
tiberkillozun in vitro teghisinde antijen olarak kullanilabililiji acisindan
karsilastirmiglardir.  Aragtincilar, M.avium  gibi  saprofitk  mikobakterilerle
sensitizasyondan olugan kros reaksiyonlarla, M.bovis'e kargi olugan reaksiyonlar
ortaya ¢ikarmak igin lenfosit transformasyon testi ve ELISA'nin bir kombinasyonunu
kullanmiglar, lenfosit transformasyon testinde kirmizi geyiklerden alinan mononiikleer
hiicrelerin MPB70'e karsi yaniti oldukga spesifik bulunmug, fakat bovin PPD kompleks
antijeni kullaniimasi ile kargilastinldifinda M.bovis infeksiyonlaninda bir indikator
olarak sensitivitesi oldukga diislik olarak bildirilmistir. Antijen olarak MPB70 tek bagina
kullanildiginda, hasta hayvanlann tanisinda ELISA'nin spesifitesinin  yiikseldigi
bulunmustur. Fifis ve ark.(39), ELISA ile 12 purifiye M.bovis antijenini ELISA'da
serolojik yaniti saptamak amaciyla denemislerdir. Bu purifiye antijenler, M.bovisle
infekte sigirlanin, infekte sirilerde kiltlir negatif olan sigirlann ve  diger
mikobakterilerle infekte sigirlanin serumlar ile test edilmigtir. Biitiin antijenler M.bovis
ite infekte gruptaki serumlarla kuvvetli reaksiyonlar vermig ve diger iki gruptaki
serumlarla kros reaksiyonlar gostermisti. En yiiksek spesifite gGsteren antijen
M.bovis'le infekte gruptaki serumlarin sadece %60 ile kuvvetli reaksiyon vermigtir.
Ayrica antijenler, bu gruptaki birgok serumda oldugu gibi diger iki gruptaki serumlarla
da oldukga yiiksek kros reaksiyonlar vermiglerdir. Bu sonugclara gore arastiricilar, bu
antijenlerin birinin tek bagina veya kombine edilerek serolojik olarak kullanilmasinin
kros reaksiyona neden olan epitoplar giderilmedikge giivenli olamayacagini
bildirmiglerdir. Hanna ve ark.(55), deneysel olarak sigir tiiberkiilozunda antikorlari
saptamak icin ELISA'y1 kullanmiglardir. Bu amagla sahadan izole edilen M.bovis

susunu 5 adet buzagiya, bir dozda 104 cfu miktaninda vererek hastalk
olusturmuslardir, bunlardan 1 tanesi dlmiigtiir. Bu hayvanlarda antikor yaniti PPD ve
fosfatid antijenlerin kullanildigi ELISA ile gosterilmigtir. Taberkiilin testinde kullanilan

antijenin inokulasyonu hayvanlarda PPD'ye Kkargi olusan antikor seviyesini
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yukseltirken infekte olmayan hayvanlarda herhangi bir yiikselme gorilmemistir. Wood
ve ark.(125), sigir tiiberkiilozunun tanisinda yeni bir in vitro hiicresel test ile serolojik
olarak ELISA'min  uygulamada degerlendirmesini yapmigtir.  Tiiberkiiloz
infeksiyonunda serolojik yaniti saptamada M.bovis spesifik antijen MPB70 kullanarak
yaptiklart ELISA'nin % 96.4 spesifite ve % 18.1 sensitivitede oldugunu bildirmiglerdir.
interferon gamma testinde (IFN-y) bu degerler % 81.8 sensitivite ve % 99.1 spesifite
olarak saptanmigtir. Bu sonuglar deri ici tiberkiilin testinde ise % 68.1 ve % 96.7
olarak bulunmustur. IFN-y testinde MPB70'in antijen olarak kullaniimasi sensitiviteyi
ylkseltirken, spesifitede herhangi bir yiikselmeye neden olmamustir. Arastiricilar IFN-y
testinin buyiik sigir gruplarinda teghis amaciyla kullanilabilecek pratik bir test
oldugunu bildirmiglerdir. Rothel ve ark.(100), IFN-y testinin gabuk, duyarli ve ucuz bir
test oldugunu bildirmiglerdir. Goodger ve ark.(46), porsuklarda M.bovis infeksiyonlanin
serolojik olarak tamist amaciyla 25 kDa antijen kullanarak bir indirekt ELISA
geligtirmiglerdir. Bu testi %37 sensitivite ve %98 spesifitede bulmusiar ve canh
porsuklarda saha taramalarinda kullanilabilecegini ve bu amagla daha da
gelistirilebilecegini bildirmislerdir. Ritacco ve ark.(94), bakteriyolojik olarak teyit edilen
53 tiiberkiilozlu sigir ve tiiberkiilozdan ari bélgelerden temin edilen 101 sagliki siirda
yaptiklari bir ¢caismada ELISA'nin anti-M.bovis bovine IgG'nin saptanmasi igin
sensitivite ve spesifitesini sirasiyla %73.6 ve %94.1 olarak bulmuslardir. Ayni
zamanda 149 sigirda ELISA ve thberkiilin testi sonuglarini  nekropsi sonuglari ile
kargilagtirmiglardir. Her iki testle, tiiberkiiloz lezyonlan bulunan ve kiltiir sonucu
pozitif olan 2 hayvandan 2'si de, lezyon bulunmayip da izolasyon yapilan13 hayvanin
2'si, tliberkiline reaksiyon veren, fakat antikora sahip olmayan atipik mikobakteriyel
infeksiyonlu 7 hayvandan 2'si, hem lezyon bulunmayan hem de mikobakteriyel
izolasyon yapiimayan, fakat tiiberkiiline reaksiyon veren &'si, digerlerinden de 7
hayvan antikora sahip olarak bulunmuslardir. Cisse ve ark (22), 1990 yilinda,
insanlarda M.bovis BCG susu A60 antijenini kullanarak yaptiklan ELISA sonuclarina
gore, bu testin tedavinin kontrol edilmesinde kullanilabilecegini savunmuslardir.
Dowling ve Schleehauf (34), ELISA testinde 6 degisik antijeni kullanarak infekte
sigirlarda spesifik M.bovis antikorlarini saptamislardir. Hig tiiberkiilin testi yapilmams
M.bovis ile infekte150 sigirdan 23 tanesinde M.bovis'e kargi spesifik antikor yaniti
saptanmistir. Bu serumlar spesifik serodiagnoz i¢in kullanilacak M. bovis antijenlerinin
saptanmasinda bir anahtar olabilir. Arastiricilar, M. bovis ve § farkh M.avium-
intracellulare-scrofloceum kompleksinin sonike edilmis hiicrelerinin kullaniidii 6 ayn
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antijen ile spesifik ve nonspesifik yanitini éigmiislerdir. Ayni zamanda tiberkilin testi
pozitif sonug veren 16 tiiberkiilozlu sigir serumu ve tiiberkiilin uygulanmamis 9 sigir
serumu spesifik ve nonspesifik yaniti saptamak igin kullanimigtir. Bulgulan 3 grup
alinda toplamiglardir. Birinci gruptakiler, 150 infekte hayvandan 43 tanesi kullaniian
mikobakteriyel antijenlerden higbirisine karst herhangi bir antikor yanit
gostermemistir. ikinci gruptakiler, daha ¢ok kros reaksiyonlarla ilgili olan yiiksek
diizeyde antikor seviyesine sahip bulunmus, son olarak ise, tliberkiilin enjeksiyonu,
infekte sigiriarda M.bovis antijenlerine karsi spesifik antikorlardan cok ortak antikorlar
yikselmigtir.

Oztiirk(85), insanlarda akciger tiiberkiilozunun tanisinda ELISA'yt kullanmustr.
Bu amagla, PPD ve sonike edilmis adsorbe antijeni kullanmigtir. PPD ile testin
spesifite ve sensitivitesi %87.3 ve %94.7 olarak bulunurken, bu oranlar sonike edilmis
antijenle %89.9 ve %98.7 olarak saptanmistir. Durupinar ve ark.(35), 40 pulmoner
tiiberkiloziu ve 15 saghkii kisiden aldiklari serumlarla yaptiklan ELISA sonuglarina
gobre, testin tanida kullanilabilecegini bildirmiglerdir. Rota ve Toks6z(98), 74 pulmoner
tiiberkiilozlu hasta ve saglikli 100 kisinin serumlar ile, M. tuberculosis'ten hazirlanan
Antijen-6 ile uyguladiklan ELISA ile, hastalarin %73'lini, sagliklt kigilerin %5'ini pozitif
olarak bulmuslardir. Sani¢ ve ark.(104), Antijen-60 kulanarak, olusmus IgG ve igh
antikorlarini saptamiglardir. Sahin ve ark.(111), akciger tiiberkiilozunun tanisinda
mikroskopi, kiiltiir ve ELISA ydntemlerini karsilagtirmiglar, ve aktif akciger tiiberkiilozu
tanist icin IgG antikor titresinin saptanmasinda ELISA'nin uygun bir test oldugunu
bildirmiglerdir. Yicesoy ve ark.(1 27), A-60 antijeni kullanarak aktif tiiberkiilozun tanisi
icin ELISA'y1 denemislerdir. Haznedaroglu ve ark.(58), antijen olarak PPD kullanarak
tiiberkiilozun serolojik tanisinda ELISA'nin yararli olabilecegini bildirmiglerdir. Yine
Haznedaroglu ve ark.(57), antijen olarak BCG kullanilan ELISA'nin da tamida yararhi
olabilecegini bildirmiglerdir. Afag ve ark.(9), A-60 karsi olusan spesifik antikorlan
saptamak icin ELISA' y1 4 ayn grup hastada denemiglerdir. Testin sensitivitesi IgM icin
%30.6, spesifitesi %93.7, 1gG icin sensitivitesi %63.2, spesifitesi ise %81.5 olarak
bulunmustur.

Tiberkiilozun teghisi amaciyla kullanilan en énemli yollardan birisi de allerjik
testlerdir. Bu amacla tuberkiiloz basilinin ekstraktlar sulandirilarak deri ici olarak
uygulanir ve 72 saat sonra uygulama yerinde, birka¢ giin sonra ortadan kalkan agn,
sicaklik, kizanklhk ve gigme gibi lokal reaksiyonlar goriiliir, bu reaksiyon tiiberkdlin

reaksiyonu olarak bilinir. Thberkillin ilk olarak agilama c¢alismalari yapan Koch
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tarafindan bulunmus, bu maddenin korunmada olmasa da teghiste kullanilabilecegi
saptanmigtir. Kullanilan bu ilk tlberkiilin "Old tiiberkilin" olarak adlandinlirken
giniimiizde tiiberkiiloz basilinin saflagtinimig protein derivatlan (PPD Tiberkiilin)
kullanilmaktadir.Bu proteine duyarl bir bireyin viicuduna g¢ok fazla miktarda tiiberkilin
verilirse, sadece deride lokal bir reaksiyon yerine ¢ok siddetli, genaralize ve hatta
olduriict  allerjik bir reaksiyon geligebilir. Bugin Tirkiye'de intradermal olarak
uygulanan PPD tiiberkiilin kullaniimaktadir. Bu amagla 6x12 cm ebatlarinda bir béige,
boynun orta 1/3'liik bir kisminda trag edilip dezenfekte edilir ve deri kalinhgi olgdilir.
Avian ve mammalian PPD tiberkiilin 0.1 mi miktarinda deri i¢i olarak enjekte edilir ve
72 saat sonra deri kalinhg: tekrar Oigiilerek degerlendirilir. Pozitif bulunanlar kesime
tabi tutulur, siipheli sonug verenler 2 ay izole edilerek tekrar PPD testi yapilir. Negatif
bulunanlar .ise, serbest birakilir(3). Fakat capraz reaksiyonlar ve bazi anergi
durumlarinda ( ileri yas, dogum, hastahgin baslangic evresinde olma vs.) tiiberkilin
yanhis reaksiyon vermektedir. Tiberkiilin, M.bovisin kiiltir filtratlarindan hazirlanan
kompleks bir maddedir ve yanhs pozitif reaksiyonlara yol acan kros etkili proteinleri

icermektedir.

Neill ve ark.(80), tiiberkiilin deri testi negatif olup da interferon gama yaniti
gosteren 15 hayvanin lenf nodiilleri ve solunum yolu sekresyonlarindan M. bovis izole
etmiglerdir. Bu hayvanlar post mortem olarak incelendiginde, 7 hayvanda tipik
tiiberkiloz lezyonlanna rastlanmigtir. Ayrica histopatolojik olarak da tiiberkiiloz tanisi
konmustur. Arastiricilar, infeksiyonun erken doénemlerinde tiiberkiiline kargi yanit
alinamadigint  bildirmislerdir. Francis ve ark.(43), yaptiklara caligmada tiiberkilin
testinin sensitivitesini %76, spesifitesini ise %86.6 olarak bildirmiglerdir.

Kontrol amaciyla klasik olarak iki yol ortaya konmustur. Bunlar Ostertag ve
Bang metotlari olarak bilinirler. Ostertag metodunda, sadece agik tiiberkiiloziu
hayvanlarin imha edilmesi éngoriiliirken, Bang metodunda ise yavrulann analanndan
aynlarak yeni ve saglikh bir nesil elde edilmesi, diger taraftan hastalarin da imha
edilerek azaltilmasi Onerilmigtir(91). Korunma igin infeksiyonun girig yollannin yok
edilmesi ve hijyen sartlarina uyulmasi gerekmektedir(6,76,124).

On dokuzuncu vyiizyihin sonlarinda Avrupa'da sigir tlberkillozunun
prevalansinin yiiksek olmasi, agilama konusunda arastirmalara yol agmistir.
Dogumda asilanan buzagilann hastahktan birka¢ ay korundugu, asilamadan dolayi
olusan duyarlilasmanin diagnostik testleri etkiledigi ve agilamanin kontrol agisindan

bir engel olgturdugu da savunulmustur(91).
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Bugiin insan tipi basilleri tagtyan agilar retilmis ve satiga sunulmus olmasina
karsin daha yaygin olarak Von Behringin "bovovaccinei kullanitmistir. Son yillarda
BCG kapsayan atteniie bovine tip basil agilan geligtiriimigtir. Sigirlarda deneysel
calismalarda BCG agisi basgan ile kullaniimig ve 1924'ten 1930'a kadar insan ve
sigifarda Fransa ile diger bazi lilkekerde oral BCG agisi yaygin olarak
kullanilimistir(91). Fransa'da 1930 yilinda virulent M.tuberculosis susu ile hazirlanan
agidan, laboratuvardaki bir kangikhik sonucu 251 gocuktan 72'sinin 6imesinden sonra
agllama durdurulmustur. Agidaki bu kontaminasyon agi Uretimi icin ayn unitelerin
kurulmasinda gelismelere dnayak olmustur. Norveg ve isveg'teki BCG'nin subkutan ve
perkutan injeksiyonlari lizerindeki kontrolli galigmalar insan tliberkilozunun

kontroliinde kesin olarak etkili oldugunu gdstermigtir.

Francis(41), sigirlarda BCG ile yaptigi kontrollu saha galigmalarinda BCG'nin
kisa stireli bir korunma sagladigini, bunun da sigir tiiberkiilozunun kontroliinde 6nemli
bir katki olmadigimi bildirmistir. Daha sonra yapilan benzer ¢alismalarda da BCG'nin
koruyucu etkisinin olmadi§i Amerika'da, Aimanya'da ve ingiltere'de ' bildiriimistir
(2,8,91). Daha sonra WHO FAO sigirlarda BCG agisimi durdurdugunu agiklamigtir.
Afrika, Asya ve Giiney Amerika'da birgcok gelismis lilkede tiberkiiloz prevalansinin
yiiksek diizeylere ulagmasi, testler ve kesim metotlan ile kontroliin saglanamamasi
lizerine tekrar BCG'ye doniilmesi o6nerilmigtir. Tiberkiiloz basilinin tripsinle
ekstraksiyo.nundan elde edilen bir asinin saha ¢alismalarinda cani BCG'den daha
koruyucu oldugu bildiritmistir(91). Son yillarda M.bovis BCG ile evcil kamivoriarda da
asilama denemeleri yapilmistir(17).

Sigir tiberkiilozunun etkili kontrolu, periyodik muayeneler, infekte hayvanlarin
ortadan kaldirilmasi, hastaligin yayilmasinin 6nlenmesi ve hastaliktan korunma
yollarinin kombinasyonuna bagh olan hiikiimet kontrol semalarinin tamamlanmasi ile
mimkiindiir. Her (lilke kendi bdlgesel sartlarina goére yoéntemler kullanmaktadir;
omegin ingiltere'de, Tiirkiye'de ve diger bazi lilkekerde sigirflarin boyun bdigesinde
yapilan kargilagtirmali intradermal tliberkiilin testi kullanilirken, Avustralya ve Yeni
Zelanda'da ise kaudal deri kivrimina uygulanan tiiberkiilin testi kullanilmaktadir.

Hastahktan korunmak igin, testler ve kesimin birlikte uygulanmasinin ideal bir
metot oldugu bildirilmigtir. Kolombiya'da, 1909 yilinda 1700 hayvan bulunan bir
sahada tiiberkiiline reaksiyon veren hayvanlarin orani %18.87 iken 1911'de %1.37'ye
disiirilmustir. Amerikan Eradikasyon Béliimii, 1917 yilinda bir eradikasyon programi
baglatmigtir. Bu dénemde tiiberkiilozdan ileri gelen biiyiik ekonomik kayiplar da dikkat
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cekmigtir. Siitlerde %10'luk bir kayip yaninda yine direkt bir kayip olan et kayb: ile
birlikte insan sagligi ve tarimsal konulardaki indirekt kayiplarinda dikkate alinmasi
gerektigi bildiriimistir. Tiiberkilloz eradikasyon programlan yarar-zarar orans agisindan
oldukga faydalidir. Roberts (96), bu kontrol semasinin ABD'de yillik yararinin 30-300
milyon dolar arasinda oldugunu bildirmigtir.
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MATERYAL VE METOD

Serumlar

Test serumlan: Calismada kullanilan toplam 850 adet sigir serum
6megi Devlet isletmelerinden (A,B,C,D) ve 20 adet sigir serumu da EBK
Ankara ve QCubuk Mezbahalarindan temin edilmistir. Samsun, Tokat,
Adapazan ve Eskigehir yOresindeki igletmelerde bulunan 1 yasin iizerindeki
si§irlara tuberkiilin testi uygulanmadan 6nce kan ornekleri alinarak serumlar
ctkariimig ve bu serumlar derin dondurucuda saklanmigtir(Tablo-1).

Tablo-1.Calismada kullanilan serum sayilari ve orijinleri

isletme adi Serum sayisi
A 163
B 261
C 172
D 254
Mezbahalar 20
Toplam 870

Standart serumlar : Kullanilan pozitif (5) ve negatif (4) kontrol serumliar
Dr.C.0.Thoen'den (lowa State Universty, ABD) temin edilmistir. Ayrica

mezbahalardan kan alinarak, otopsi sonucunda makroskopik olarak
tiiberkiilozlu oldugu saptanan hayvanlara ait serumlar pozitif kontrol (14) ve
tliberkiiloz saptanmayan hayvanlardan alinan kan serumlan da negatif kontrol
(15) olarak kullaniimigtir.
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Purifiye Protein Derivati (PPD)
Tiiberkiilin testinde, Tanm ve Kdyisleri Bakanhg: Etlik Veteriner Kontrol

ve Aragtirma Enstitiisii tarafindan iretilen ve protein igerikleri 1 mg/ml olan

avian ve mammalian PPD kullaniimigtir.

Konjugat
ELISA'da konjugat olarak tavsanda hazilanmig ve peroksidazia

isaretlenmis antibovine IgG (H+L) kullanilmigtir (SIGMA).

Substrat
ELISA'da kullanilan substrat, 50ul 2,2 Azinobis (3-ethyl benzthiazoline
sulphonic acid, SIGMA) stok solusyonu (21.6mg/m), 50 pl 8 M HoO2 ve 12 ml

sitrat buffer (pH 4)' iIn kanstinimasi ile hazirlanmigtir.

Solusyon ve Tampon Swilar

Fosfat buffer solusyonu (PBS): Bu solusyon, 8 g NaCl, 1.21 g KoHPOy4,

0.34 g KHPO4 1000 ml deiyonize su icinde eritilerek otoklavda sterilize

edilmigtir.

PBS+Tween_20: PBS'ye %0.05 oraninda Tween 20 katilarak
hazirlanmigtir.

Karbonat buffer: Antijenin sulandiriimasi i¢in pH 9.6 olan karbonat
buffer kullanilmigtir. Karbonat buffer, 1 M NaHCQO4 solusyonundan (84 g/L) ve

1 M NapyCOgq solusyonundan (106 g/l) karigtinlarak hazirlanmisgtir.

Sitrat buffer: Testte, substratin hazilanmasinda, 0.2 M NagHPO4 ve

0.1 M Sitrik asit solusyonlarinin, pH 4 olacak sekilde kanstinlmasi ile elde
edilen sitrat buffer kullaniimigtir.

Hydrofluoric _acid: Reaksiyonu durdurmak i¢in pH 3.3 olan 0.1 M

Hydrofluoric acid solusyonu kullaniimigtir.
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Bovin_Serum Albumini (BSA): Sigir serum albumini (SERVA), yikama
isleminde kullanilan PBS'e % 0.1 oraninda, serum sulandirmalarinda kullanilan
PBS'e de % 1 oraninda ilave edilerek kullaniimisgtir.

ELISA Antijeni
Antijen olarak , Etlik Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii

Tiiberkiiloz Laboratuvarindan temin edilen M. bovis AN5 susundan hazirlanan
tiberkiilin kullanilmigtir. Bu amagla, M.bovis AN5 susunun kati besi yerinden,
sivi sentetik besi yerine (Dorset Henley-BAl) pasaji yapilarak 15 giin inkube
edilmig ve sivi besi yerine adapte edilen etken antijen Uretimi icin daha fazla
miktarlardaki besi yerlerine tekrar pasaj yapilmigtir. Ekim yapilan besi yerleri
10 hafta siire ile inkube edilmis ve sonra otoklavda 100°C'de 3 saat tutularak
bakteriler olduriilmustir. Besi yeri filtre kagidindan gegirilerek sivi kisim
ayriimig ve trichloracetic acid ile ¢oktiiriilerek tiiberkiiloprotein elde edilmistir.
Coktiriilen protein 3 kez %1'lik trichloracatic acid ve 1 kez de %10'luk tuzlu su
ile yikanmistir. Daha sonra, 0.1 N sodyum hidroksit icinde eritilen protein steril
bir kapta toplanmig, pH'si 7.0'ye ayarlanarak, antijenin protein igerigi bitiret

metadu ile saptanmistir(4,64,71).

Mikroplate ve Pipetler
Calismada Greiner firmasina ait 96 cukurlu ve U tabanh mikroplate'ler
ve sulandirmalar igin 12 kanalll otomatik (SOCOREX) pipet kullaniimigtir.

ELISA Okuyucusu
ELISA sonuglarinin degerlendiriimesi igcin DYNATECH MR5000 ELISA

okuyucusu 405 nm filtre ile kullaniimigtir.

PPD Uygulamasi
Bu amagla sigirlarda, sol boyun bdigesinde olmak lzere el ayasi

kadar bir yer tras edilerek deri kalinliklari kompasla élclilmiis ve kaydedilmistir.
Daha sonra alkolle dezenfekte edilen bolge kuruduktan sonra {ist kisma avian
PPD ve alt kisma da mammalian PPD tiiberkiilinler 0.1 ml miktarinda
intradermal olarak enjekte edilmistir. Sonuglar 72 saat sonra derideki lokal
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reaksiyonlar (agri, duyarilik, sicakiik, sigkinlik) acgisindan incelenmis ve deri
kalinhklan kompasla tekrar olgiilerek kaydedilmistir. Her iki tuberkilin
uygulama yerinde veya bunlardan birisinde meydana gelen deri kalinlasmasi 3
mm’ye kadar (3 mm harig)negatif, 3-4 mm (4mm haric) arasi ise siipheli ve 4
mm’den daha fazla ise pozitif olarak degerlendirilmistir(3).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu test, Ritacco ve ark.nin(93) bildirdikleri ydbnteme gbre yapilmis ve
oncelikle serum, antijen ve konjugat titrasyonlarn yapillarak en uygun
sulandirmalar saptanmistir.

Antijen titrasyonu: M.bovis AN5 susundan hazirlanan antijen, karbonat

buffer icerisinde 1/10 sulandirmadan baglayarak 2 kath olmak lizere 1/1280 'e
kadar sulandinimistir. ik yatay siraya 1/10 sulandirmadan baslayarak, her
sulandirmadan 1 siraya olmak {izere herbir gukura 50'ser ul antijen konularak
4 °C'de 1 gece inkube edilmigtir. Daha sonra %0.1 sigir serum albiimini(BSA)
ve %0.05 Tween 20 iceren PBS ile 3 kez yikanarak kurutulmustur. ilk dikey
siradaki ¢ukurlar harig olmak iizere diger gukurlarin hepsine %1BSA ve %0.05
Tween 20 igeren PBS'den 50 pl konulmustur. Hem pozitif, hem de negatif
serumlar, PBS ile bir tiipte 1/12,5 oraninda sulandiniarak birer plate'te ik
cukurlara 100'er pl ilave edilerek soldan saga dogru 50 ul aktariimak suretiyle
1/25600'e kadar 2 kath olarak sulandirimigtir. Daha sonra, nemli bir ortamda
37°C'de 1 saat inkube edilerek ytkama islemi 3 kez tekrarlanmigtir. Biitlin
cukurlara, titresi bilinen konjugattan 50 ul eklenerek yine 37 °C'de 30 dakika
bekletilmis ve siire sonunda tekrar 3 kez yikama islemi yapiimistir. Hazirlanan
substrattan herbir gukura 100 pul eklenmis ve oda isisinda 15 dakika karanlik
bir ortamda bekletiimisti. Bu silire sonunda biitiin c¢ukurlara reaksiyonu
durdurmak igin 0.1 M Hydrofluoric acid solusyonundan 100 pl ilave edilerek

405 nm filtre ile ELISA okuyucusunda optik olarak degerlendirilmistir(93).

Konjugat titrasyonu: 1/80 oraninda sulandinlan antijenden herbir

cukura 50 ul konularak +4 °C'de 1 gece bekletiimis ve 3 kez yikanmistir. Daha
sonra plate'ler soldan saga dogru her béliimde 2 dikey sira olacak sekilde 6

bélime aynlmistir. Her bélimdeki ilk gukurlara 1 negatif ve 1 pozitif serumdan
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100 pl konarak yukaridan asagiya dogru 2 kath sulandirmalan yapilmigtir, 37
°C'de 1 saat bekletilerek yikama iglemi tekrarlanmigtir. Konjugat tiiplerde
1/1000'den 1/32000'e kadar sulandiriimig ve her sulandirmadan 6 bdliimden
herbir bélime olacak gekilde 50 pl konarak 37 °C'de 30 dakika bekletilmis ve
tekrar yikama yapdmustir. Hazirlanan substrattan herbir gukura 100 ul konarak
oda 1sisinda ve karanlik bir otamda 15 dakika bekletildikten sonra reaksiyon

durdurulmug ve sonuglar optik okuyucuda degerlendirilmistir(93).

Negatiflik kriterinin saptanmasi: Tiiberkilin negatif olan hayvanlardan
elde edilen serumlarla, Dr.Thoen'den saglanan negatif serumlar ELISA ile
degerlendirilerek negatiflik esigi saptanmistir. Bu amagla negatif ve pozitif
serumiar 1/12,5'tan baslayarak 1/1600'e kadar 2 katlt olarak sulandinlmis ve
ELISA uygulanmistir. Ancak 1/200 ve 1/400 titre arasinda kesin bir aynm
yapilabilmesi igin denemeler tekrarlanarak sonuclar istatistiki olarak

deg@erlendirilmigtir. Bu amagcla cut-off degeri, kontrol grubu optik dansite
ortalamasina 2Sd (standart sapma) ilave edilerek hesaplanmigtir. Ayrica
ortalamalar arasindaki farkin Oneminin kontrolii icin sutuden's t testi
kullaniimigtir(103).

ELISA'nin uygulanmasi: Mikroplate'lerin herbir gukuruna 1/80 oraninda

sulandirilmig 50 pl antijen konarak 4 °C'de 1 gece inkube edildi. Plate'ler %
0.05 Tween 20 ve %0.1 sigir serum albumini(BSA) iceren PBS ile 3 kez
yikanarak herbir gdze, % 1 sigir serum albiimini(BSA) ve % 0.05 Tween 20
iceren PBS ile 1/400 oraninda sulandinian glpheli serumlar 50ul olarak
eklenmis ve rutubetli otamda 37 °C'de 1 saat inkube edilmistir. Herbir plate'e
ayrica pozitif ve negatif kontrol serumian da konulmustur. Bu agamada tekrar 3
kez yikanan plate'lerin herbir gukuruna 50 pl konjugat eklenip plate'ler 30
dakika 37 °C'de inkube edilmistir. Sonra plate'ler tekrar 3 kez yikanarak herbir
cukura 100 pl substrat solusyonu ilave edilmis ve oda isisinda karanlik bir
ortamda 15 dakika inkubasyona birakilmigtir. Enzimatik reaksiyonu durdurmak
icin 0.1 M Hydrofluoric acid solusyonundan her gukura 100 pul eklenmis ve
otomatik ELISA okuyucusunda 405 nm'de  sonuglar fotometrik olarak

degerlendirilmistir(93).
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BULGULAR

PPD Tiiberkiilin Sonuglan
Denemede kullanilan 850 adet hayvanin boyun bélgesinin sol 1/3 orta kismina

uygulanan intradermal mammalin ve avian tiiberkiilin sonuglan uygulamadan 72 saat
sonra okunmus ve kaydedilmisgti. Alnan sonuclar tablo-2'de go6sterilmistir. A
isletmesinde 163 ve D isletmesinde 254 hayvana tiiberkiilin testi uygulanmis ve hig bir
hayvanda avian ve mammalian PPD’ye karst herhangi bir sonug alinmamistir. Buna
karsin B igletmesinde tuberkiilin testi yapilan 261 hayvandan, mammalian ve avian
PPD'ye verdikleri reaksiyonlara gére 1 hayvan tiiberkiloz pozitif, 1 hayvan da
tuberkiiloz slipheli olarak bulunmustur. C igletmesinde ise 172 hayvandan, mammlian
ve avian PPD’ye gdsterdikleri reaksiyon sonugclarina gére 3’ tiiberkiiloz pozitif, 4’l
tiiberkiiloz siipheli ve 3'ii de paratiiberkiiloz slipheli olarak saptanmistir.

Tablo-2. isletmelere gére tiiberkiilin uygulanan hayvan sayisi ve test sonuclar

isletme | titberkiilin tiiberkiiloz tiiberkiiloz paratiiberkiiloz
uygulanan pozitif stipheli supheli hayvan
hayvan sayist | hayvan sayist | hayvan sayisi |sayisi
A 163 0 0 0
B 261 1 1 0
C 172 3 4 3
D 254 0 0 0
toplam 850 4 5 3
ELISA Sonugclan

Antijenin Protein Miktan: Hazirlanan ELISA antijeni kullaniimadan o6nce biliret

metodu ile(64) total protein miktart hesaplanmig ve 47 mg/ml olarak bulunmustur.

Antijen titrasyonu: Yapilan antijen titrasyonunda antijenin en iyi sonug verdigi

titre 1/80 olarak bulunurken, bu sulandirmadaki protein miktan 0.58 mg/mi olarak

saptanmigtir(Resim1).



Konjugat titrasyonu: 1/80 sulandirmada antijen kullanilarak yapilan ELISA

denemelerinde konjugat igin en iyi 1/4000 olarak belirlenmistir(Resim 2)

Negatiflik kriterinin belirlenmesi: Negatiflik kriterinin belilenmesi i¢in 14 adet

pozitif ve 14 adet negatif standart serumun 1/200 ve 1/400 sulandirmalarn ile yapilan
ELISA'da alinan optik sonuglar Grafik-1a ve Grafik-1b'de gosterilmigtir. Sonuglara
gdre negatif ve pozitif serumlara ait degerlerin 1/400 sulandirmada net olarak aynldig
gorilmiis ve gaigmada bu sulandirma tercih edilmistir. Ahnan optik sonuclarla cut-off
degeri hesaplanmistir. Bu amagla negatif kontrol grubu serumlarin ortalamalari hesap
edilerek, bu degere 2Sd (Standart sapma) degeri de ilave edilmis ve cut-off degeri
optik dansite (OD) 0.372 olarak saptanmigtir. Caligma sliresince ELISA
denemelerinde test edilen serumlar icin bu deger kriter olarak alinmistir(Grafik-1a ve
1b). Pozitif kontrol serumiarinin 1/400 sulandirmada OD degerleri 0.385-0.780, negatif
kontrol serumlarinin ise 0.127-0.365 olarak okunmustur.

0.D.
1.000;
0.900. .
0.800: .
0.700- .
0.600:
0.500-
0.400/ :
0.300- >
0.2004 o
0.100]
0.000-

Tiberkiilin pozitif Tuberkiloz negatif
kontrol grubu hayvanlar hayvanlar

Grafik-1a: 1/200 serum sulandirmasinda pozitif ve negatif serumlanin ELISA degerleri
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Grafik-1b: 1/400 serum sulandirmasinda pozitif ve negatif serumlarin ELISA degerleri

ELISA sonuclari: ELISA sonucu 870 serumun 511 (%5.8) pozitif ve 819'u
(%94.2) negatif olarak degerlendiriimistir(Tablo-3). Siipheli serumla uygulanan ELISA
sonuglarn resim 3'te gosterilmigtir. ELISA'da pozitif bulunan serum saysi ile tiiberkiilin
testine gore tiiberkiiloz pozitif, siipheli ve paratiiberkiiloz stipheli hayvan sayisi Tablo-

4'te gOsterilmistir.
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Tablo-3.Igletmelere gére ELISA uygulanan ve pozitif bulunan serum saylari

Isletme A B c D | Mezbahalar| Toplam
ELISA
uyugulanan 163 261 172} 254 20 870
serum
sayls!
Pozitif
sonug veren 5 11 12 9 14 51
serum
saylsl
% Qranlari 3,6 47 6,9 3,5 70,0 5,8
Tablo-4. isletmelere gére ELISA ve tuberkilin testi sonuglari
Isletme| Incelenen | ELISA (+) Tb (+) Th (1) Ptb ()
serum serum hayvan hayvan hayvan
sayisi sayisi sayisi sayisi sayist
A 163 5 0 0 0
B 261 11 1 1 0
C 172 12 3 4 3
D 254 9 0 0 0
toplam 850 37 4 5 3

(*): Bu sonuca mezbahalardan sadlanan 14 adet serum dahil degildir.

Intradermal tuberkilin testi sonuglarina gére tuberkiloz pozitif, stpheli ve
paratiberkiiloz slpheli sonuglar ELISA'da alinan deerlerle kargilagtinididinda,
tiiberkllin sonuclarina gére tlberkiloz pozitif bulunan toplam 4 hayvamn kan
serumlarina ait OD degerleri, saptanan cut-off degerinin (zerinde bulunmus ve bu 4
serum da ELISA ile pozitif olarak saptanmistir. Deri testi ile tiiberkiloz gtipheli olarak
degerlendirilen toplam 5 hayvana ait kan serumlarindan 3 tanesi OD degerlerine gére
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pozitif olarak kabul edilirken, diger 2'si negatif olarak degerlendiriimistir. Ayrica
tiberkilin testi ile paratiiberkilloz giipheli bulunan toplam 3 adet hayvanin kan
serumlarindan 1 tanesi OD dederlerine gére pozitif olarak de§erlendirilirken diger 2
tanesi negatif olarak kabul edilmistir(Tablo-5).

Tablo-5.Tuberklloz pozitif, stipheli ve paratiiberkiiloz sipheli hayvanlarin kan
serumlan ile yapilan ELISA sonuglari

Hay. PPD Mammalian taberkdlin PPD Avian taberkdlin Fark | Karar | ELISA
no: bnce sonra reak. kalin. | énce sonra reak. kaln. oD

B-107 | 5,0 80 | + ] 30 ] 50 80 |+ 30 o tb+ | 0,437
B-277 | 115205 | + | 99 | 139|160+ | 21 |69 tb | 0,378

C-4 56 | 105 | + | 49 | 58 78 |+ 20 |29 | tb+ | 0,339
C-27 65 | 115+ 50 | 69 95 |+ | 26 |24 | tbx | 0,408
C-33 50 | 90 | + | 40 | 55 90 | +| 35 [ 05| tb+ | 0,378
C-39 65 | 1256 | + |60 | 70 | 11,7 |+ 47 (23| tb | 0417
C-77 50 | 85 | + | 35 | 50 55 |+ 05 | 3,0]| ptox | 0,311
C-91 47 1101 | + | 54 | 48 52 |+ 04 | 50| tb | 0,448
C-94 53 100 | + | 47 | 63 | 118 | +; 52 } 05| ptox | 0,235

C-98 60 |10 + ] 50 ;63 | 100+ 37 | 13| tbx | 0,359
C-106 | 59 {135 | + | 76 | 67 95 | +| 28 48| tb | 0,421
C111] 565 | 92 | + |37} 70 80 |+ 21 |16 | ptbt | 0,378

Once : Test uygulamadan dnceki normal deri kalinhdt (mm).
Sonra : Test uygulandiktan 72 saat sonraki deri kalinid (mm).
Reak : Test uygulandiktan sonra olugan lokal reaksiyonlar
Kalin : Test sonucunda gérlilen deri kalinlagsmasi (mm).

Fark : ki reaksiyondaki deri kalinlagmalar arasindaki fark
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TARTISMA VE SONUG

Sigir tliberkiilozisi, M.bovis tarafindan olugturulan, bitin organ ve dokularda
goriilen kazedz ve kazeokalserbz tiberkellerle karakterize, kronik ve zoonotik bir
infeksiyondur. Tiim diinyada, 6zellikie geri kalmig {ilkelerde yaygin olarak goriilen bu
hastallk hem ekonomik kayiplara neden olmakta, hem de insan saghgini tehdit
etmektedir.

insanlik tarihi kadar eski bir gegmisi olan tiiberkiilozis, rutin bakteriyolojik
teknikler ve teghiste kulanilabilecek dijer indirekt tani yontemlerindeki bilyiik
ilerlemelere ragmen, insan ve hayvanlarda halen kesin ve gabuk tani koyulamayan bir
hastalik olma 6zelli§ini korumaktadir.

Tuberkiilozisin laboratuvar teshisi icin, canh hayvanlardan alinan siit, idrar,
sperma, deri kazintilan, punksiyon sivilarn ve uterus akintilan, éliilerden ise, lezyonlu
organlardan alinan marazi maddeler kullanihir. Marazi maddelerden yéntemine uygun
olarak hazirlanan preparatlarda, Ziehl-Neelsen boyama metodu ile aside direncli
etkenler aranir. Fakat diger mikobakteriler ve bir dereceye kadar da nokardialar
asitlere direng gdsterdikleri icin yapilan preparatlarda aside direngli etkenler goriilmesi
sigr  tiberkiilozu icin kesin tani degildir(6,36,65). Ayrica marazi maddelerde
tiberkiiloz etkenlerinin gosterilmesi amaciyla, auramin-O veya rodamin-B gibi
fluoresans boyalar kullanilarak yapilan fluoresans antikor teknigi de kullanilabilir(6,65).

Kiltir amaciyla, marazi maddeler homojenize edildikten sonra nbtralize
edilerek, gliserinli ve gliserinsiz Loewenstein-Jensen ve Stonebrink gibi tiiberkiiloz
besi yerlerine ekimler yapilir. Besi yerleri 37 °C'de 8-12 hafta inkube edilir. Bu esnada
kontrol edilerek olusan koloniler mikobakteriler yoniinden incelenir(6,36,65).

Deneme hayvami olarak kullanilan 2 adet sagliklt kobayin inguinal lenf
yumrular yakinina, hazirlanan inokulumdan verilir ve hayvanlar gozetim altina ahnir.
Kobaylardan biri 3-4 hafta sonra, digeri de 6-8 hafta sonra &ldiiriilerek otopsi yapilir
ve alinan orneklerden boyama ve kiiltiir ile etkenler aranir. Ayrica injeksiyondan 20
glin sonra kobaylara tiiberkiilin testi de uygulanabilir(6,36,65).

Hastaligin teghisi amaciyla, bugiin igin yaygin olarak kullanilan testlerden
birisi, allerjik bir test olan ve gecikmis tip asin duyarliik reaksiyonu yani intradermal
tiberkiilin testidir(6,36,65). Bu test, tiiberkiiloza karsi olusan hiicresel duyarliligi
ortaya koymak icin yapilmakta ve hiicreye bagh olarak sekillenen asin duyarlilik
reaksiyonlan icerisinde yer almaktadir. Ancak tiiberkiilin testinde de yanhs pozitiflik
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ve negatiflik goriilmekte olup, yeterli sensitivite ve spesifiteye sahip degildir(43).
Kullanilan tiiberkiilinin hazirlanmasi ve saklanmasindaki, tuberkiilin uygulamasi
sirasinda ve sonuglarin degerlenderimesindeki hatalar, hayvanlarin duyarlilik
olusturan diger mikobakterilerie ve spesifik reaksiyonlara yol agan mikobakteriler
digindaki diger bakterilerle temasi yanls pozitifikle sonuglanabilecegi gibi; ileri yas,
ilerlemis hastalik tablosu, infeksiyonun erken ddénemlerinde tliberkiilin yapilmasi,
kullanilan tuberkiilinin tiberkiiloprotein igerigi, otopside gdzden kagacak kadar kiigiik
lezyonlarin olmasi, uygulama ve degerlendirmedeki farklar ve bireysel farkliliklar da
yanlis reaksiyonlara yol agabilmektedir. Ayrica, yeni dogum yapmis olan hayvanlarda
da bu hatall degerlendirmelere rastlanabilir(6,18,65). Son zamanlarda yapilan
calismalarda asin duyarlihik reaksiyonlarini saptamak icin PPD tiiberkiilin yerine
allerjen olarak etkenin lizozim ekstraktlari, Triton X-100 veya potasyum klorid
kullanilarak hazirlanan biyolojik aktif komponentleri de denenmis ve alternatif olarak
kullanilabilecekleri bildirilmistir(61,562). Bu ¢alismada, Etlik Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitisii Tuberkiloz Laboratuvari'nda hazirlanan mammalian ve avian
PPD'ler kullanilarak degisik orijinli toplam 850 adet sigira intradermal tiiberkiilin testi
uygulanmistir. Bunlardan 4 tanesi (%0,47) tuberkiloz pozitif olarak degerlendirilirken,
5 tanesi (%0,58) tuberkiiloz siipheli ve 3 tanesi de (%0,35) paratiiberkiiloz siipheli
olarak kabul edilmistir.

Serolojiik olarak sigir tiiberkiilozunun rutin tanisi igin kullanilan basarili bir
metod bulunmamaktadir. Bugline kadar komplement fikzasyon ve indirekt-
hemaglutinasyon gibi testler denenmigse de yeterli sensitivite ve spesifitede
bulunamamiglardir(55). Diger taraftan immunoenzimatik testlerdeki geligmeler,
nispeten yiiksek sensitiviteleri, mikrotekniklerle uygulanabilmeleri ve kismen ya da
tamamen otomasyona uyum saglamalart gibi avantajlari nedeniyle infeksiyon
hastaliklarinin gogunun serolojik tanisi igin tercih edilmelerini saglamistir(34,55,95).
Tiiberkiloz infeksiyonunda, etken izolasyon ve identifikasyonun zor ve zaman alici
olmasi, bazen de izolasyonun yapilamamasi nedeniyle, arastiricilar teshiste yeni bir
teknik olarak ELISA'dan yararlanmislardir (34,39,54,55,88,93,95). Bu amagcla, bu
gline kadar farkli ydntemler denenmistir. Testte antijen olarak bovine PPD(54,55,94),
avian PPD(54), fosfatid antijenler(54,55) isitilmis ve isitilmamig(88,93) kiiltir
filtratlari, sonike edilmis hiicreler(34) ve son zamanlarda da bazi tiir-spesifik
antijenler(48,56) aynlarak kullanilmigtir. Ayrica, spesifite ve sensitiviteyi yiikseltmek
icin absorbe edilerek doyurulmus antijenler de denenmistir(53). Konjugat olarak ise,
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tavsan veya kegide hazilanmig ve peroxidase(46,88,93,94) veya alkaline
phophatase(12) ile igaretlenmig anti-sigir IgG (H+L)'leri kullaniimigtir. Substrat olarak
da alkaline phosphatase igin P-nitrophenylphosphate(12), peroxidase icin, 2,2
azinobis(40,56,93,94), 3,3'5,5' tetramethylbenzidine(39,46,125) ve 5-aminosalicylic
acid(88) kullanilmigtir. Sahada M.bovis'ten ileri gelen sigir tiiberkiilozisinin tanisi
amaciyla mikobakteriyel antikorlarin saptanmasi igin ELISA'y1 ilkk olarak Thoen ve
ark.(115) uygulamiglardir. Yaptiklan ¢aligmada ELISA'nin tiiberkiiloziu hayvaniar %
90, saglikli hayvanlari da % 89.8 oraninda dogru olarak saptadigini bulmusglar ve bu
testin tiiberklilin deri testi ile benzer spesifite ve sensitiviteye sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Ritacco ve ark.(93), antijen olarak M.bovis PPD, 1sitiimadan hazirlanan
M.bovis PPD ve BCG susundan hazirladiklari PPD'yi antijen olarak kullanmislar ve
4°C’de bir gece inkube ederek mikroplate’e kaplamislar ve normal prosediire gore
otoklavianarak hazirlanan M.bovis PPD'nin  0.55mg/ml yogunlukta kullanildiginda,
kullanilan diger antijenlere gére daha iyi sonug verdidini bildirmislerdir. Aragtiricilar,
konjugat olarak peroksidase ile igaretienmis antibovine 1gG’ leri, substrat olarak da 2,2
azinobis kullanmislar, sonuglari 405 nm filtre ile dederlendirerek, tiiberkiilin testine
gore daha daha duyarli ve 6zgiil oimasa da, ELISA’nin uygulama kolayhg: ve diisiik
maliyeti nedeniyle sigir tiiberkiilozunun tanisinda kullanilabilecegini savunmuslardir.
Auer ve Sbhleehauf (12), M.bovis ile infekte olmayan siJirlarda mikobakteriyel
antikorlan aragtirmak igin, sonike hiicreleri antijen olarak kullandiklart bir ELISA
yontemi uygulamiglar, antijeni mikroplate’lere kaplamak icin 37°C’de 1saat inkube
etmigler, konjugat olarak alkalin phosphatase ile isaretli antibovine IgG’lerini, substrat
olarak da p-nitrophenylphosphate’l kullanmiglar ve sonuglarn 405 ve 630 nm filtre ile
degerlendirerek % 39.5 oraninda bir yanlis pozitifik bulduklarnim aciklamiglardir.
Arastiricilar, infekte olmayan sigirlarda nonspesifik olan immun yanittan dolays sigir
tiberkiilozunun tanisi igin ELISA'nin uygulanmasi sirasinda negatif kontrollerin
secilmesinde cok dikkatli olunmasi gerektigini bildirmislerdir. Plackett ve ark.(88),
anerjik tiberkiilozlu Slélrlan saptamak amaciyla isitilmamis M.bovis kiltiir filtratlarin:
antijen olarak kullanarak ELISA denemeleri yapmislar ve ELISA'nin tiiberkiilin testine,
bir alternatif olarak distiniilemeyecegini, ancak bazi anerjik hayvanlan saptayarak
yanlhs pozitifik oranini dsiirebilecedini savunmuglardir. Arastiricilar, antijeni
mikroplate’e kaplamak igin bir saat 37°C’de veya bir gece 4°C’de inkube etmisler,
konjugat olaraak peroxidase ile igaretli antibovine IgG, substrat olarak da 5-amino
salicylic acid kullanmislar ve sonuglan da 405 ve 450 nm filtre ile degerlendirmislerdir.
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Hanna ve ark.(54), PPD ve M.bovis'in phosphatide antijenlerini 37°C'de bir gece
inkube ederek plate’e kaplamiglar peroxidase igaretli konjugat ve
orthophenylenediamine’i substrat olarak kullanmiglar, sonuglar 492 nm filtre ile
degerlendirerek, yaptiklan ELISA calismalarinda, phsophatide antijenlerin daha lyi
sonug verdigini, bu nedenle de tiiberkiilozlu hayvanlarda antikorlarin saptanmasi icin
antijen seciminin cok 6nemli oldugunu bildirmiglerdir. Fifis ve ark.(40), M.bovis'in kiltir
filtratm purifiye ederek MPB70'e benzer yapida bir komponenti ayirmiglar,
mikroplatte’lere kaplamak icin 4°C'de bir gece inkube etmigler, konjugat olarak
peroxidase isaretli antibovine IgG, substrat olarak 2,2 azinobis kullanmiglar ve
sonuglan 405 nm filtre ile degerlendirerek testte oldukga basarl sonug verdigini
bildirmiglerdir. Hammam ve ark.(53), absorbe serum kullanarak yaptiklar
caligmalarda, kros reasiyonlarin biyiik oranda azaldigim bildirmiglerdir. Ritacco ve
ark.(94), 4°C'de bir gece inkube ederek kapladikiari PPD antijeni ile yaptikian
calismalarda sonuglart 405 nm filtre ile degerlendirmigler ve ELISA'nin, sigir
tiberkiilozunun tanisinda diigiik degere sahip bir test oldugunu, ancak infekte
sUrilerin saptanmasinda etkili oldugundan epidemiyolojik calismalarda yardimci
olacagini bildirmislerdir. Harboe ve ark.(56), MPB70 antijenini 4°C’de 48 saat inkube
ederek kaplamislar, testte peroxidase isaretli konjugatia birlikte 2,2 azinobis’i substrat
olarak kullanmislar ve sonuglari 405 nm filtre ile dederlendirerek, bu proteinin, M.bovis
infeksiyonlan igin oldukga yiiksek spesifiteye sahip bir antijen oldugunu, bu yolla
yapilan testin yiiksek sensitivitesinden dolayt dogal M.bovis infeksiyonlarinin tanisi
icin kullanigh oldugunu bildirmigleridir. Dowling ve ark.(34), M.bovis ve M.avium-
intracellulare-scrofloceun serovar 2, 8, 9, 14 ve 18'in st ile oldiiriimiis ve sonike
edilmis hiicrelerini antijen olarak kullanmislar ve tiiberkiilin enjeksiyonlarinin infekte
sigirlarda ortak antijenlere kargi antikor yamtint artirdiyini, ancak M.bovis igin spesifik
antijenlere karsi antikor yanitini etkilemedigini bildirmiglerdir. Fifis ve ark. (39), ELISA
ile 12 farkh purifiye M.bovis antijenini denemisler ve kros-reaksiyona neden olan
epitoplar uzaklagtinimadikga bu antijenlerden biri veya bir kaginin kombinasyonu
esasina dayanan bir serolojik testin ok fazla tatminkar olamayacagim bildirmislerdir.
Hanna ve ark. (55), deri testinde kullanilan antijenlerin hasta hayvanlarda PPD antikor
yamtint artirdiini, ancak infekte olmayan hayvanlarda bir dedisiklik olmadigim
bulmuslardir. Bu calismada, Ritacco ve ark.'min(93) bildirdigi gibi hazirlanan M.bovis
PPD kullamimig, antijen 4°C’'de bir gece nemli bir ortamda inkube edilerek

mikroplate’lere kaplanmis ve 1/80 olarak bulunan en uygun antijen titresinin 0.58
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mg/ml yogunlukta protein icerdigi biiliret metodu ile(64)saptanmistir. Bu sonug,
aragtiricilann bildirdigi uygun protein yogunluguna paralel bulunmustur. Calismada,
peroxidase i§arefli antibovine IgG(H+L) konjugat olarak, 2,2 azinobis de substrat
olarak kullaniimig ve sonuclar 405 nm filtre ile degerlendirilmistir. Aragtirmada,
M.bovis PPD antijeni kullanilarak ELISA ile incelenen 870 serum Orneginin 51 adedi
(%5.8) ELISA ile pozitif, 819 adedi (%94.2) ise negatif olarak degerlendiriimistir.
Tiiberkiilin testinde tiiberkiiloz pozitif olarak bulunan her 4 hayvana ait serum
6rnekleri de ELISA ile degerlendirildiginde pozitif olarak bulunmustur. Buna karsin,
tiberkiiloz siipheli 5 hayvandan 3 tanesi ELISA ile pozitif olarak saptanirken 2 tanesi
de negatif olarak bulunmustur. Paratiiberkiiloz siipheli 3 hayvandan 1'i ELISA ile
tiberkiiloz pozitif, 2'si de tiiberkiloz negatif olarak saptanmisgtir. Ayrica, tiberkiiline
reaksiyon vermeyen 39 hayvan ELISA ile pozitif bulunmustur. Calismada, ELISA ile
toplam 51 adet hayvanin kan serumu pozitif bulunurken, tiiberkiilin testinde toplam
sadece 4 hayvanin pozitif bulunmasi bu arastirmada da kros-reaksiyonlan
disiindirmektedir. Bu durum, hasta oldugu halde tiiberkiiline reaksiyon vermeyen
anerjik hayvanlarin olabilecegini, 6te yandan ELISA’da diger mikobakteriler ve hatta
diger genuslardaki etkenlerle gbrillen kros reaksiyonlarin da olabilecegini
disiindirmektedir. Clinkli, intradermal tiberkiilin deri testinde anerji olarak
tanimlanan ve ileri yag, dogum, infeksiyonun heniiz baslangici veya ¢ok ilerlemis bir
déneminde olmasi gibi nedenlerden dolayi, hayvanlarin tiiberkiiline yanit vermedigi
gorilmektedir. Bu durum tiberkiilin deri testinde ELISA'ya gbre daha diisiik oranda
pozitifik saptanmasina neden olabilir. ELISA'da kullanilan PPD antijeni, bakterinin
sentezledigi bir protein olup, yapisi oldukga komplekstir(20,21,44,126). Bu nedenle,
diger bazi mikobakterilerle ve Nocardia asteroides ile de kros-reaksiyon veren
antijenik epitoplara sahip oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmigtir (46,53,88,90,93).
Auer ve Schieehauf (12), mikobakterilere kargi olugmus antikorlan saptamak igin
yaptikian calismada, infekte olmayan sigirlar, M.bovis diginda diger mikobakterilerle
infekte sigirlar ve degigik orijinli granulomlar, squamas hiicreli karsinoma, kist hydatid
gibi patolojik bozukluklari olan sigirfarda da ELISA'da kros-reaksiyona neden olan
mikobakteriyel antikorlari saptamiglardir. Ayrica, yapilan ¢aligmalarda M.bovis kiiltlir
filtratlarinda fazla miktarda bulunan 25 kDa agirhgindaki proteinin(MPB70) tiir-spesifik
bir protein oldugu(40,46,48,56), fakat daha sonra bu antijenik yapinin da Nocardia
asteroides ile kros-reaksiyon verdigi, hem B, hem de T hiicreleri igin kros-reaksiyon
epitoplari tagidigi bildirilmistir (90). Pollock ve ark.(90), ayrica 19,000 MA'daki M.bovis
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antijeninin M.tuberculosis'te de bulundugunu, MPB57 antijeninin ise, E.coli 1si-gok
proteini ile %43 oraninda homolog oldugunu, bunun da kros-reaksiyon epitoplarinin
varhidini gosterdigini bildirmiglerdir. Fifis ve ark.(39), purifiye ettikleri 12 ayn M.bovis
antijeninin pozitif hayvanlar yaninda, negatif hayvanlarla diger mikobakterilerle infekte
sigirflarda da kros-reaksiyon verdigini géstermislerdir. Bu nedenle kros reaksiyonlarn
giderilmesi veya tiir spesifik saf bir antijenle caligiimasi ve sonuglann otopsi bulgular
ve kiiltiirle dogrulanarak spesifite ve sensitivitelerinin kargilagtinimalan gerekmektedir.
Son zamanlarda hiicresel badisikhdi ortaya gikaran bir test olan y-interferon testi
uygulamaya sokulmus ve kros-reaksiyonlari biiylk oranda azaittidi bildirilmigtir
(79,94,98,99,124). Ritacco ve ark.(95), yaptiklan galismalarda y-interferon ve ELISA'yi
karsilagtirmiglar ve y-interferon testinin ELISA'ya gbre daha yiiksek sensitivite ve
spesifitede oldugunu, ancak ELISA'nin da eradikasyon programlarninda hasta
hayvanlari saptamak igin kullanilabilecedini savunmuglardir. Wood ve ark. (125),
MPB70 antijeni ile yaptiklan ELISA, y-interferon testi ve tiiberkilin testini
kargilagtirmislar ve y-interferon testinin pratikte kullanilabilecek bir test oldugunu
vurgulamiglardir. Arastiricilar, ELISA igin MPB70 antijenini mikroplate’lerde 4°C’de bir
gece inkube ederek kaplamislar ve sonuglari 450 nm filtre ile degerlendirmislerdir.
Rothell ve ark.(99,100) ve Neill ve ark.(80), yaptiklari ¢aligmalarda y-interferon
testinin, 6zellikle tiiberkiilozun erken dénemlerinde de tani saglayan oldukga basarili
bir test oldugunu bildirmiglerdir.

Sonug olarak, tiiberkiilozisin teghisi icin kullaniima olanaklar arastirilan ELISA,
ortaya ¢ikan kros reaksiyonlar agisindan ele alinarak, farkh antijenlerle, ézellikle de tur
spesifik proteinlerle yeniden denenmelidir. Tiir spesifik antijenlerin saptanmasi igin,
M.bovis’e spesifik protein bantlarinin biyoteknolojik tekniklerle elde edilerek, bu
proteinlerin saflagtinimasi ve antijen olarak kros reaksiyoniara yol a¢ip agmadiginin
kontrol edilmesi uygundur. Bu sorunlar giderildigi taktirde, ELISA, tiiberkilin deri
testine gore daha kolay uygulanabiliriigi, daha kisa siirede sonug¢ vermesi ve daha

ucuz olmasi nedeni ile de tercih edilebilecek bir test olacaktir.



OzZET

Bu calismada, PPD tiiberkiilin testi icin dort farkh isletmeden saglanan 850
adet sigir ve ELISA igin bu sigirlara ait kan serumlan kullaniidi. Ayrica ELISA'da
kullaniimak iizere Ankara ili gevresindeki mezbahalardan 20 adet kan serumu alinarak
incelendi.

Hayvanlardan serum igin kan alindiktan sonra, boyun derisine intradermal PPD
tiiberkiilin testi uygulandi ve sonuglar 72 saat sonra degerlendirildi. ELISA'da, M.bovis
ANS susundan hazirlanan mammalian PPD antijen olarak kullanildi. Testte konjugat
olarak, tavsanda hazirlanmis peroksidaz igaretli anti-bovine IgG(H+L) ve substrat
olarak 2,2 azinobis kullanildi. Sonuglar 405 nm filtre ile okundu. PPD tiberkiilin testi
"Sigir Tuberkiilozu Yénetmeligi"ne gore degerlendirilerek tliberkiiloz pozitif, tiiberkiiloz
stipheli ve paratiiberkiiloz giipheli hayvanlara saptandi. Buna gére 850 sigirdan dérdii
tiiberkiiloz pozitif, besi tliberkiiloz glipheli ve (gl paratiiberkiiloz siipheli olarak
degeriendirildi. ELISA sonuglarninin degeriendirilmesi igin cut-off degeri hesaplandi ve
bu degerin Gzerinde OD gdsteren serumlar pozitif, bu degerin altindaki serumlar
negatif kabul edildi. PPD tlberkilin yapilan 850 adet sigira ait kan serumlarindan
toplam 37 adedi ve mezbahadan saglanan 20 adet serumun 14 adedi ELISA ile pozitif
olarak saptandi.

Sonu¢ olarak, ortaya ¢tkan kros-reaksiyonlarin giderilmesi ve amaca uygun
antijenin saptanmasi halinde ELISA, tiiberkiilin deri testine gore tercih edilebilecek bir

test olacakdir.

Anahtar kelimeler; sigir tiiberkiilozu, ELISA, PPD tiiberkiilin, Mycobacterium

bovis.
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SUMMARY

Use of ELISA in the Diagnosis of Bovine Tuberculosis and

Its Comparison with Allergic Test.

In this study, a total of 850 cattle provided from four different farms and their
sera were investigated with intradermal PPD tuberculin test and ELISA, respectively.
Also, an additional 20 sera provided from slaughterhouses around Ankara were
investigated in ELISA.

After the animals had been bled for sera, intradermal PPD tuberculin applied
to the animals' neck skin and the results evaluated after 72 hours. The mammalian
PPD prepared from M.bovis ANS5 strain, was used as antigen in ELISA. Peroxidase
labelled rabbit anti-bovine lgG(H+L) was used as the conjugate and 2,2 azinobis as
the substrate in ELISA and the results were read at 405 nm filter. PPD tuberculin test
results were evaluated according to "Bovine Tuberculosis Statute” and four
tuberculosis positive, five tuberculosis doubtful and three paratuberculosis doubtful
animals were determined. Cut-off value was calculated for evaluation of ELISA resuits
and sera with higher ODs than cut-off value were regarded as positive where sera
with lower ODs as negative. Out of 850 cattle sera that had been subjected to PPD
tuberculin test and 20 cattle sera that had been provided from slaughterhouses, 37
and 14 were found to be positive in ELISA, respectively.

In conclusion, it was determined that if the cross-reactions will be eleminated
and suitable antigenic structures for this purpose will be determined, ELISA will

eventually become the test of choice instead of tiberciilin skin test.

Key words; bovine tuberculosis, ELISA, PPD tuberculin, Mycobacterium bovis.
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Resim 2: ELISA icin konjugat titrasyonu
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Resim 3:Siipheli serumlar ile yapilan ELISA sonuglar
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TESEKKUR

Doktora tez caligmamin yiiriitiimesinde yardim ve yakin ilgilerini gérdigiim
basta doktora yéneticim degerli hocam olmak iizere, A.U. Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nin degerli 6gretim Gyelerine, tiim caligma arkadaslarima,
calismalarima olan katkilarindan dolayi Etlik Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitlisii
Tiberkiiloz Laboratuvari Bolim Sefi Sayin Uzman Veteriner Hekim Blilent Vural'a,
calismada kullandidim serumlarin saglanmasinda yardimei olan Tanm igletmeleri
Genel Mudiirliigi'ne ve bu projeye maddi destek saglayan Ankara Universitesi

Arastirma Fonu Midiirliigii'ne tegekkir ederim.
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