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ONsOz

Sigir tuberkdlozu blatin dinyada oldugu gibi tlkemiz hayvanlarinda
da yarattidi ekonomik kayiplarin yani sira zoonoz olmasi nedeniyle her
zaman 6n planda olan bir hastaliktir. Ulkemizde 1998 yili Saglik Bakanhg
verilerine gbére 23.913 taberklloziu hasta bulunmaktadir. Yapilan
arastirmalara gére her yil sigir tiberklozundan 2.400 ile 12.000 arasinda
insan infekte olmakta ve 32.7- 309.4 milyon Amerikan dolari, tedavi giderine
harcanmaktadir. Bu nedenle Ulkeler hastaliktan korunma ve hastaligin
yayilmasini énlemek amaciyla portérleri saptayabilecek en etkili, kolay ve
pratik tani yéntemleri Uzerinde ¢calismaktadir . Yapilan ¢alismalar pozitiflikleri
saptayabilen %100 guvenilir bir metot bulunmadigini gdstermektedir.
Ulkemizde, ELISA ve y-IFN testleri sidir tuberkilozunun teshisinde
kullaniimamaktadir. Bu ¢alismayla sigir taberkllozunun teshisinde
tuberklline alternatif olabilecek veya beraberce kullanilabilecek ELISA'nin
veya y-IFN testinin kullanilabilirligi ortaya ¢ikartilacaktir.

Bu doktora tez ¢aligmas sirasinda katki ve ilgilerini gérdigum basta
damsmanim Ankara Universitesi Veteriner Fakuiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal égretim Gyesi Sayin Prof. Dr. Mijgan IZGUR olmak (izere Mikrobiyoloji
Anabilim Dali 6gretim Gyelerine, Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitist Mudorlagine, Uz. Vet. Hek. Nuray ATALA'ya, Lab. Sacit CETiN'e,
Dr. Ahmet KOPAR'a, Vet. Hek. Ragip BAYRAKTAR'a, Dr. Ugur
KUCUKAYAN'a, esim Nurdan AKCAY'a ve oglum Doruk AKCAY'a tesekkir
ederim.
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1. GIRIS

Taberkilloz (TB), Mycobacterium cinsine bagl tirlerin neden oldugu
dlnyada yaygin zoonotik karakterli kronik ,6ldurlict infeksiyéz bir hastaliktir.
Hastallk halk saghdi icin en buayuk problemlerden biridir (Roberts, 1986).
Dunya Saglik Orgitine (WHO) gére her yil yaklasik 3 milyon 6lim ve 8
milyon yeni tUberklloz olay: ortaya ¢ikmaktadir (WHO, 1992; Ulusan,1994;
WHO, 1998).

TUberkiloz, insan ve hayvanlar i¢in bilinen en eski hastaliklardan
biridir. ik cadlardaki yazitlar, hastaligin insanh§n sosyal gruplar halinde
yasamaya baglamasindan itibaren varligini sardardaguni bildirmektedir. Eski
Mozaik tabletlerinde, hayvan karkaslarinda pleura ve akcigerler arasinda
yapismalarin oldugu yazilmaktadir (Wight ve ark.,1942). Ondokuzuncu
yuzyila kadar nedeni belli olmayan bu hastallk 1865 yilinda Willemin
tarafindan kesfedilmistir (Pritchard , 1988). Robert Koch 1882'de tuberkdloz
basilini kesfederek deneysel olarak galismaya baslamis, 24 Mart 1882'de
tuberkiloz basilinin bulunusunu bilim dinyasina duyurmustur (Griffith ve
ark.,1930; Wight ve ark.,, 1942). Koch 1884 yilinda izole ettigi patojenik
tuberktloz susunun sigir serumunda saf kultarinG elde ederek deney
hayvanlarini enfekte edebilmistir. Ayrica Koch taberkilozlu bireylerde gérulen
asin duyarlih@ ve bagisikhgi ortaya ¢ikartmistir. Basil 1896 yilinda Lehmann
ve Neumann tarafindan Mycobacterium tuberculosis olarak adlandiriimistir
(Prictchod , 1988). Bunu takip eden yillarda R.Philp Edinburg’ ta tiberklloz
icin bir dispanser kurulmasina énculuk ederek buradaki hastalarda izolasyon
calismalarina baglamigtir, 1922 yilinda Albert Callmette ve Camille Guerin
Fransa'da BCG agisint gelistirmigtir. 1944-1947 yillari arasinda Walsman ve
Schatz, streptomisini, 1943-1947 yillan arasinda Lesmann para-amino
salisilik asiti , Domagle 1944-1947 yillan arasinda tiyoasetozonu ,Demagle
ve Fox 1951’ de isoniazidi, Kusher 1952-1954 yillari arasinda pirazinamidi,
Lepetit 1963’ de rifamisini, 1967’ de Lederle etambutolu bularak tiberkulozu
tedavi edilebilir hastaliklar arasina sokmay bagarmiglardir (Crofton, 1994).



Sigirlarda  hastaligin 17. yGzyilin ortalarindan itibaren Akdeniz
Ulkelerinden , Avrupa sigirlarina buradan da bOtun dunyaya yayildig
sanilmaktadir (Pritchard, 1988).

Tarkiye'de tuberkdlozun varh@i 1800’1t yillarda arastinimaya
baglanmistir (Golem, 1941; Yesilada,1966; Tekin ve Rafyi,1971). ik
sistematik bir aragtirmaya 1929 yilinda Hayvan Saglik Zabitasi Kanununun
kabul edilmesiyle gidilmigtir (Tekin ve Rafyi, 1971). 1929 yilinda Riza ismail
tiberkdlin testi ile 7.335 si§irdan 676’ sini (%9.2) tuberkulozlu bulmusgtur
(Tekin ve Rafyi, 1971). 1937 ve 1938 yillarinda yapilan g¢aligmalarda Ankara
ve civarindaki 42.450 sigirdan 581‘inde (%3.1) hastalik tespit edilmistir
(Tekin ve Rafyi, 1971). 1934-1964 yillari arasinda Ankara Veteriner
Fakultesinde yapilan kontroller sonucunda 7.344 kediden 22’si , 9.058
képekten 6’si , 9.844 inekten 51'i tuberkulozlu bulunmustur (Tekin ve Rafyi,
1971).

Mycobacterium, Mycobactericeae familyasinda tek cinstir (Wayne ve
Kubica,1986). Yapi yéninden mikobakteriler, Nocardia ve
Corynebacteria’lere benzerlik gbsterirler. DNA G+C (%62-70) orani ile diger
aside direngli bakterilerle (Acide Resistance Bacteria-ARB) ayni 6zellige
sahiptir (Nocardia % 60-69, Rhodococcus %5969, Corynebacterium turieri
%51-59). Mikobakteriler 0,3-0,6x1-4 um blyUklugunde ¢omakgiklar olup
bazen hafif yuvarlak bigimierde gérulebilirler. Aerobturlar, %10 CO-'li ortam
Uremelerine olumlu etkide bulunur. 37°C'de iyi Urerler. Hareketsiz ve
sporsuzdurlar. Enerijilerini glukoz ve gliserolin oksidasyonuyla saglarlar
(Wayne ve Kubica 1986).

Mycobacterium cinsindeki mikobakteri turleri dogal olarak yavas ve
hizli Greyenler olarak ayrilabilir. Yavag tGreyenler ideal ortamlarda gérunebilir
koloni olusturabilmesi icin 7 gunden fazla sUreye gerek duyarlar. Hizli
Greyenler igin bu stre 7 ginden azdirr. Yavas Ureyen M. tuberculosis
kompleksi igerisinde M. bovis ,M. microti ve M. africanum tarleri yer alir. M.
bovis ,M. microti ve M. africanum turlerinin fenotipik karakterleri aynidir.



Eliye askin mikobakteri turinin kesin identifikasyonu icin degisik
biyokimyasal testlere gereksinim olmakla beraber Runyon siniflamasi
mikobakterilerin ayriminda halen kullaniimaktadir (Jawetz ve ark.,1987;
Bisping ve Amtsberg, 1988; Nolte ve Metchock, 1994).

M. bovis , Mycobactericeae familyasinda tek cins olan Mycobacterium
cinsinde yer almaktadir (Wayne ve Kubica, 1986). Etken uzun veya hafif
kivrik comaklar tarzindadir. Kokoid , flamentéz ve branglh formlarina da
rastlanabilir. 0.2-0.6 X 1.54.0 um boyutundadir. Sporsuz, kapsulsiz,
hareketsiz ve asido-rezistans 6zellije sahiptirler. M. bovis 35 °C de 3-6
hafta igerisinde kugUk (1mm den az) seffaf, beyaz, piramidal koloniler
olusturur. M. tuberculosis’e gére daha yavag urerler. ik izolasyonlarinda
besiyerine gliserin katiimaz. Middlebrook 7H10 agarda rough tipi koloni
meydana getirir. Bu koloni tipi M. tuberculosis ile benzerlik gésterir (Finegold
ve Martin 1982). 22°C ve 45°C’'de ureme gostermez. Hicre duvarinda
bulunan lipoidal maddelerden dolayi normal boyalarla boyanamaziar. Gram
boyamada hiicre duvarinda bulunan kalin lipid tabakalari boyanin girmesine
izin vermez. Bu yuzden etken Gram boyamada zor gérulir (Nolte ve
Metchock,1994).

Mikobakteriler, arymethan boyalarla (6rnegin fuksin ve auramin O)
boyanma yetenegine sahiptir. Etken, dekolorasyona direncinden dolayi ARB
olarak adlandiriimaktadir (Koneman ve ark., 1992).

M. bovis ,Thiophene —2-carboxylic asit hydrazide (T2H), (1-5ug/ml) ,
izonikotinik asite (1mg/ml) , streptomisine (2ug/ml) ve paraaminosalisilik asite
(2mg/ml) duyarlidir. T2H'n dusuk konsantrasyonlarina duyarliid M.
tuberculosis’le ayinminda yardimci olur. Niasini ve nitrati redikte etmez.
Amidaz testlerinde M. bovis Ureaz pozitif, nikotinamidaz ve pirazinamidaz
negatiftir. Katalaz testinde; semi kantitatif testte 45 mm den kiglk
kabarciklar ¢ikarir. Isi stabilite katalaz testinde 68°C'de 20 dakika
tutuldugunda katalaz aktivitesini kaybetmez. Damlatma testinde de katalaz



pozitiftir (Nolte ve Metchock ,1994). M. bovis'in 6nemli biyokimyasal

ozellikleri Cizelge 1.1. de goésterilmigtir .

Cizelge 1.1. M.bovis’in bazi 6nemli biyokimyasal 6zellikleri (Holt ve ark., 1994)

Biyokimyasal Testler Sonu

Ureaz +

Pirazinamidaz (agarda) -

Nitrat reduksiiyon -

Asid fosfataz +

Katalaz > 45 mm kabarcik -

Tween hidroliz (10 giinde) -

- Esteraz +

Niasin akkumulataz -

Fotokromojenite -

Skotokromojenite -

25 °C (ireme N

45 °C Ureme F

Uremeyi baskilayici maddeler

Pikrik asit , 2mg/ml -

p-Nitrobenzoik asit, 0.5 mg/ml -

Hidroksilamin , HCL 0.5mg/ml -

Isoniazid ,10ug/ml -

Thiasetazon 10ug/ mi -

T-2-H 1pg/mi -

NaCl ,%5 ' -

M. bovis kualtarG icin selektif ve selektif olmayan besiyerleri bulunur.
Bu besiyerleri agar veya yumurta baz alinarak hazirlanmaktadir. Hazirlanan
besiyerleri malasit yesili ve antibakteriyel maddeler icerirler. Yumurta baz
alinarak hazirlanan besiyerlerinin baginda Lowenstein Jensen (LJ) besiyeri
gelir. Agar baz alinarak yapilan besiyerlerinde seffaf goérintisi nedeniyle
kolonileri gérebilmek daha kolaydir. Agar bazli besiyerlerinde 10-12 glnde
gorulebilen koloniler yumurta bazii besiyerlerinde ancak 18-24 glnde
goriiebilir. Uretilmesi ve incelenmesi amaciyla en ¢ok kullanilan organik
besiyeri LJ besiyeridir. Middlebrook 7H11 veya 7H11 gibi selektif besiyerleri



LJ besiyerine antimikrobiyal maddelerin (siklohekzimid, linkomisin, nalidisik
asit gibi) katiimasi ile hazirlanir. Bunun yaninda sentetik (Sauton, Proskauer,
Long, Beck), yan sentetik (Dubos, Kirschner, Middlebrook) besiyerleri de
kultarde kullaniimaktadir ( Bisping ve Amtsberg, 1988).

Son zamanlarda uremenin tesbitinde Gmit veren ¢calismalardan birisi
de radyometrik kiltir yoéntemidir (Koneman ark., 1992; Yearsiey ve ark.,
1998). BACTEC olarak adlandirilan sistemde kaitar ve ilag duyarlihk
sonuglari 5-10 gun igerisinde saglanabilir. BACTEC ile kilturde materyal, C'4
ile isaretlenmis paimitik asit iceren besiyerine ekilir. Mikobakterinin Uremesi
sirasinda yag asidini metabolize ederek olusturduklari *CO, miktarinin
radyometrik yéntemle 6lgllmesiyle sonuca gidilir (Cassidy ve ark.,1999).
Ayrica BACTEC TB 460 sistemi tuberklloz etkenlerini diger saprofit
mikobakterilerden NAP (P-Nitro-aacetylamino-p hydroxypropiophenone)
testi ile ayirt edebilmektedir (Nolte ve Methchock ,1994).

Mikobakteriler antitiberkllozik maddelere karsi farkli duyarliliklar
gosterirler (Nolte ve Metchock, 1994; WHO, 1998). Isoniazid (INH),
paraaminosalisilik asit (PAS), rifamisin, etambutol, morfozinamid,
streptomisin, pirazinamid, rifamisin, tiyoasetazona duyarlidirlar (Oktem,
1967, Arda ve ark.,1992). Bazen bu kemoterapikiere karsi direncli suslar
ortaya ¢ikabilmektedir (Tezok, 1966; Crofton, 1994). Son yillarda
kemoterapétiklere direngli suslara karsi kinolon grubu ilaglarin etkili oldugu
bildiriimektedir (Studdert ve Hughes ,1992).

M. bovis fiziksel ve kimyasal maddelere oldukga direnglidir. Fenol
(%2), kreozol (%1), formalin (%3) ve NaOH (%95) icinde 4 saatte (Arda ve
ark., 1992). 70-95 derecelik alkolde 10 dakikada igerisinde Olurler. Direkt
gunes 1ginlarina ve ultraviyole isinlarina kargi duyarlidir, pastérizasyon

isisinda genellikie élurler (Oktem ,1967).

Mikobakterilerin hiicre duvarinin kimyasal yapisi karmasiktir. Hucre
duvan yuksek oranda lipid igerir (Chatterjee ve ark.,1989). Toplam lipid
miktari, hGcre duvari kuru agirfliginin %60 kadarini olusturur. En i¢ tabaka



mikolik asit-arabinogalaktan ve peptidoglikandan olugur. En dig tabaka
peptidoglikolipid yapisindaki “Mikozid C” den olugur. Ayrica yapida
polianyonik glikolipidler (fosfo ve silfolipidler) ve peptidoglikolipidler (Wax-D)
bulunur. Htcre duvarindaki lipidier boyanma 6ézelliklerinde rol oynayan, ayni
zamanda adjuvant 6zellijinde maddelerdir (Thoen ve Himes, 1986).
Lipidlerin purifiye edilmesi ile sulfur iceren glikolipidler ortaya ¢ikartiimigtir. Bu
sulfolipidler stlfotid olarak adlandirilirlar. Hicre duvarinda yer alan bu lipidler
virulent tlUberklloz basilinin makrofajlar igerisinde yasamini devam
ettirmesine yardimci  olurlar.  Sulfotidler mitokondriyalarda fosforilatif
oksidasyona da engel olmaktadir. Ayrica sulfotidler fagozom-lizozom
fuzyonunu durdurmaktadir. Tuberklloz basillerinden ayrilan cesitli
komponentler degisik hlcre reaksiyonlarina yol agarak konakg¢! yanitini
etkilerler. Hucre agirhginin %50’sini olusturan proteinler taberkilo-protein ve
Wax-D, ge¢ asin duyarliliktan ve deri testinin pozitifliginden sorumiudur.
Ayrica Wax-D peptidlere baglanarak granulom olugsumu ve makrofajlarin
etkilenmesine katkida bulunur. Polisakkaridler, nétrofillerin duvardan dokuya
gecisini saglarlar. Fosfatidler, tiberkul olusumunda rol oynarlar. Dig tabakada
yer alan maddelerden kord faktéru bir trehaloz-dimikolat olup tlberkuloz
patogenezinde roli oldugu dustuniimektedir (Thoen ve Himes, 1986). Kord
faktora taberkalin duyarhligina neden olmamasina kargin fagositlerin gégint
énler, leukositler Gzerine toksik etki eder, granulom olusumuna neden olur.
Ayrica kord faktéru hicrelerin mitokondri zarina toksik etkilidir. Kord faktéra
karaciger mitokondriyalarinin bozuimasina ve bayimesine neden olmaktadir.
Karaciger hucre ribozomlarina ve endoplazmik retikulum UGzerinde de
olumsuz etkileri de bulunmaktadir. Mikozid-C ise basil ve toksik kord faktér
etrafinda koruyucu zirh olusturur (Thoen ve Himes, 1986). Mikobakterilerin
pargalanma Grlinleri ve kultur stzuntllerinden antijen 6zelliginde, protein,
lipid ve lipopolisakkarid yapisinda pek ¢ok madde ayrilmigtir.  Bunlar
sitoplazmada (soluble) ve hucre duvarinda (insoluble) lipidlere bagh olarak
bulunmaktadir. Bunlarin bir ¢ogu hiicre duvarinin yapisinda bulunan ve
immunolojik 6zelligi bulunan maddelerdir (Pepys ve ark., 1959).



Polisakkaridler esas olarak hicre duvarinda bulunuriar. | ve I olmak
Uzere iki gruba ayrilirlar. Antijeniktirler ve ¢abuk tipte asin duyarlihk
reaksiyonuna neden olurlar. Arabinomannan ve arabinogalaktan adl
antijenler, alkali ekstraksiyon, etanol presipitasyon, iyon degistirici
kromatografi ile elde edilirler. Oldukga saflagtinimis antijenierdir. Bu
islemlerde antijen 6zelligi oimayan mannan ve glukan da elde edilir. Antijen
6zelligindeki arabinogalaktan ve arabinomannan, konkanavalin-A
kromatografisiyle de elde edilebilir (Ulusan, 1994).

Peptidier ve proteinier etkenin hlcre duvari ve sitoplazmasinda
bulunurlar. Geg tip asir duyarliiga neden olurlar. A, B, C, D olmak Uzere 4
fraksiyona ayriimiglardir (Ulusan, 1994).

Old tuberkalin (OT), purifiye protein derivesi (PPD) ve BCG, tuberkiloz
basilinin 1sitilarak sterilize edilmesi ile elde edilir. PPD, triklorasetik asit ya da
nétral amonyum sulfat ile presipite edilmis olan basilin isitilarak élduraimus
kaltar filtratidir. BCG, M. bovis basillerinin pasaj ile virulansini kaybetmis,
canh ve attenue BCG kékeninden hazirianir. Diger ham bazi antijenleri de
BCG ve tuberkiloz basilinin basing veya ses dalgalari uygulamasiyla
hazirlanabilir (Ulusan, 1994).

Lipidler, etkenin hem hicre duvarinin yapisinda hem de serbest olarak
yer alirlar. Bu lipidier, trehaloz mikolat, trehaloz sulfolipid, trehaloz
lipooligosakkarid, mikozid, fosfatidil inositol dimannozid, fosfatidil inositol
pentamannozid, lipoarabinomannan’dir (Thoen ve Himes, 1986).

Mikobakteriler, antikor ve lenfokin olusumunu uyaran antijenler
yénunden zengindir. Ancak karmasik antijenik yapisi nedeniyle c¢apraz
reaksiyonlar tesghiste énemli bir sorun teskil etmektedir (Thomns ve ark.,
1983).

Taberkuloz basilinin hicre duvari, organizmada geg tip asiri duyarlilik
reaksiyonu ve infeksiyona kars!i direncten sorumiudur. Bundan dolayi
infeksiyonun seyrinde hucresel immunite 6n planda gelmektedir (Thorns ve



ark.,1983). Hucresel immun yanit tuberkiioz basillerinin organizmada
yayilmasini énler. Basilin Wax-D ve tUberkulo-proteinlerine kars: gelisen ge¢
tip asir duyarlilik klinikte hastalik seklinde ortaya cikmaktadir. Organizmaya
giren tlberkiloz basilleri ilk 6nce polimorf ¢ekirdekli I6kositler (PNL) ile
karsilagir. Basilleri fagosite eden PNL'ler lipidden zengin hicre duvarini
pargalayamazlar ve basile kisa bir slre hucre i¢i parazitik olanagi saglarlar.
Bu slrenin sonunda PNL'ler lizise udrar ve serbest kalan basiller makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler. Aktive olmus T hucresi direngte anahtar rol
oynayan lenfokinleri (IL-4, IL-5, IFN-y, GM-CSF gibi) salgilayarak makrofaj
aktivasyonu ve kemotaksisinini saglar (Harlow ve Lane, 1988; Corbeil,1991;
Goodman, 1994; Oppenheim ve ark., 1994). Gamma interferon (y-IFN),
makrofajlarda mikobakterilerin 6ldUrGimesinde basroli oynar (Landolfo ve
ark., 1987; Herbert ve ark., 1995). y-IFN seviyesi hlicresel immuniteye bagl
olarak hizla ylUkselebilmektedir. Dolayisiyla koruyucu immunitede rol
oynayan antijenlerin saptanmasinda bir kriter olarak bu sitokinin artan
diuzeylerinden yararlanilabilmektedir (Wayne,1989). immunitenin gelisiminde,
duyarl lenfoid hlcrenin mikobakteriyel antijeni tammasi 6nemlidir. CD*8 T
lenfositler gen kompleksinden bagimsiz (MHC Sinif 1) antijenle enfekte hedef
hucreleri nonspesifik lizise ugratiriar. CD*4 T lenfositleri ise spesifik (MHC
Sinif 1l) antijenleri araciligiyla lizise neden olurlar. Mikobakteriler NK
hicrelerini de aktive ederler. Makrofajlarin fagositozu gerceklestirmelerine
karsin, c-AMP artigi ve virulant suslarda siifatidler nedeniyle fagozom-
lizozom flazyonu engellenir. Tuberklloz basilleri huicresel yasamini béylece
devam ettirir. Aktif tiberklulozda bazen immunosipressif mekanizmalar da
rol oynayabilir. Sipresyonda en &énemli faktérlerden biri slpressor T
lenfositlerindeki  artigtir.  Mikobakterinin  D-arabino  D-galaktan  gibi
polisakkaridlerini iceren immun kompleksier nonspesifik slipresyon yapabilir.
Aktive monositlerin PGE, yapmalari da immunsipresyona yol agar. Bu
durum PPD'ye cevabin baskilanmasina neden olur. Monositlerdeki
supresyon aktivitesi MHC Sinif ||l kompleksindeki degisiklik ve [L-1
yapimindaki artma ile beraberdir. Butin mikobakteriyel infeksiyonlarda gugli
antikor cevabl, esas olarak peptidoglikana bagli arabinogalaktan kompleksi



ve hicre duvari lipoarabinomannanlarinin  5-alfa-D-arabinofurasonil
birimlerine, daha az derecede ise sitoplazmik membran fosfatidil- inositol
mannosidlerin u¢ mannopiraanosil birimlerine baghdir. Yapilan degisik
calismalarda basilden elde edilen degisik antijenlere karsi 6zellikle IgG olmak
Gzere IgA ve IgM cevaplannin gelistigi gosterilmigtir. TaberkUlozun akut
déneminde IgM antikorlari olusurken, IgA dlzeyleri hastaliga gore paralel
olarak artis gostermektedir. Ozgul IgE lere rastlanmamistir (Thorns ve ark.,
1983; Kaufmann, 1988; Ulusan, 1994).

Taberklloz, hayvaniar arasinda en ¢ok sigirlarda gortlur. Bunun
disinda domuz, kedi, képek, koyun, keg¢i, at ve kanathlar gibi evcil
hayvanlarla bir gok yabanil hayvan da infeksiyona duyarlidir (Leifsson ve
ark., 1997 ; Sevcikova ve ark., 1999; Barlow ve ark., 1999 ; Monies ve ark.,
2000). Barlow ve ark. (1999), bir lamanin (Lama glama) bronkomediastinal
lenf yumrusundan M. bovis'i izole etmislerdir. Akay ve ark.(1984), bir minkte
rastlanan ve M. bovis'ten ileri gelen tuberklloz olgusunu bildirmiglerdir.

Sigirlarda infeksiyon, solunum ve alimentar yolla olur. Bunun diginda
konjenital, deri ve genital yolla da bulagsma olabilmektedir. Deri yoluyla
bulagsmaya sik rastlanmaz (Paterson ve ark, 1959; Hughes,1991;
Dungworth,1993). Cok sik veya kalabalik ahirlarda tiberkiloziu hayvanlarin
O6ksurmesi veya tiksirmasi sonu disart ¢ikan mikroplar diger hayvaniarin
infeksiyonu almalarina neden olurlar (Morrison ve ark., 2000).

Ust solunum yollarindan giren mikroorganizmalar gerek mukus
gerekse epitelyal hareketlerle engellenmeye calisirr Bu mukosiliyal
tabakadan kolayca gecebilen bakteriler alveolar bogluklara girerler ve
hucresel dejenerasyona veya nekroza neden olurlar (primer efekt). Burada
bakteriler makrofajlarca  fagosite edilerek veya bagimsiz olarak bu
organlardaki lenf yumrularina giderek tberkellerin olusmasina neden olurlar
(primer kompleks). Primer kompleks genellikle hayvanin ilk infeksiyonunda
géralir. Hayvanin yagina ve direncine bagh olarak bu lezyoniar
iyilegebilecedi veya lokalize olabildigi gibi (tam olmayan primer kompleks)
direncin zayifladi§i durumlarda lokalize oldugu odaklarda yeniden Gremeye



baslayarak kan yoluyla diger organ ve dokulara yayilir. Bu organiarda ¢ok
sayida kuglk tuberkellerin olugsmasina neden olur (miliar tuberkiloz.).
Vucutlarinda primer kompleks bulunan bireyler yeniden mikropla enfekte
olabilirler ve kronik organ tlberkilozu sekillenebilir. Vacut direnci zayif
bireylerde sekillenebilen bu tip generalizasyonlarda (ge¢ generalizasyon)
hastalik gcabuk geliserek bireyin élumune neden olabilir (Arda ve ark.,1992;
Dungworth,1993).

Hastaligin inkubasyon sUresi susun niteligi, virulansi, dozu,
inokulasyon yolu ile dogrudan iligkilidir. Deneysel infeksiyonlarda bu sdre
dodal infeksiyonlara gére daha kisadir. Genellikle 3-5 hafta igerisinde
degisebilir (Arda ve ark., 1992).

Sigirlarda tuberkUloz genellikle kronik seyreder. infeksiyon
pneumonia, arthritis, mastitis, derialti abseler, keratokonjuktivitis, meningitis
ve infertilite bozukluklarina neden olur. Hasta hayvanlarda kisa kuru éksuruk,
istahsizlik, zayiflama, tlylerde bozulma, mediastinal lenf yumrularinda
sismeler gérulebilir. Klinik belirtiler patognomonik degildir (Paterson ve ark.,
1959; Dungworth,1993).

Sigirlarda lezyonlar hastaligin yerlestigi organa gére degisiklik
gdsterir. Mikropla bulasik yiyecek ve sularin alinmasi ile bagirsak lenf
yumrularinda primer odaklar ortaya ¢ikabilmektedir (Thoen ve ark., 1981).
Aeresol yolia alinan tuberklloz basilleri torasik ve akciger lenf yumrularinda
infeksiyon odagi olustururlar. Cassidy ve ark. (1999) thberkilin testinde
pozitif bulunan 32 sidirdan, 6'sinin tonsil, nasofarenks ve burun
mukozalarindan bakteriyi izole etmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri
sonuglara goére, tonsillerde gérulen infeksiyonun diger organ ve dokular igin
bir odak olusturdugu ve infeksiyonun ilk déneminin tuberkllozun teghisinde

yardimci olabilecedi sonucuna varmigiardir.

Otopside, akcider infeksiyonlarinda, burun ve burun mukozasinda
nodillere ve Ulserlere, akciger lenf yumrularinda kazeb6z veya kazed-

kalser6z nitelikte lezyonlara rastlanir. Bazen pleurada nodiller (incili



tuberculosis) gérulebilir. Sindirim sistemi infeksiyonlarinda, sindirim kanalinda
lezyonlara, ince bagirsaklarda tuberkeller ve Ulserlere rastlanir. Mezenteriyel
lenf yumrulan sigkindir. infeksiyonun siddetine gére karaciger, dalak, uterus,
bébrek, testis, ovaryum ve memede de lezyonlar gérilebilir (Feldman, 1955;
Arda ve ark.,1992).

Corner ve ark. (1990) sigir karkaslarinda yaptiklari incelemelerde
tiberktloz lezyonlarinin %15.9'unun torasik boglukta ve mediastinal lenf
yumrularinda sekillenmedigini bu ylzden et kontrollerinde tiiberkilozun
gb6zden kagabilecegini bildirmektedirler.

insanlar hasta hayvanlardan veya bu hayvanlarin karkaslari ile temas
ile dogrudan veya et ve sit Grunlerinin tuketilmesi ile dolayli olarak enfekte
olurlar. (Roberts 1986).

Bourne ve ark. (2000) ikinci dinya savasindan 6nceki on yIl igerisinde
ingiltere’de her yil 50.000 hasta insan ve 2.500 6lim gérildiguna, bu yillarda
sidirfarin % 40'inin  taberkdlozlu oldugunu, insanlara bulagmanin gogunlukla
pastdrize edilmemis sut ve st Grinleriyle oldugunu bildirmektedirler.

M. bovis infeksiyonlarinin teshisi icin klinik semptomlar yeterli degildir.
Hastaligin teshisi icin laboratuvara hasta hayvanlardan toplanan idrar, sit,
uterus akintis) ve sperma, hastaliktan élen hayvanlardan alinan lezyonliu
doku ve organlar génderilir. M. bovis stpheli hayvanlardan toplanan érnekler
soguk zincirle labaratuvara goénderilir. Sicak hava kosullarinda
kontaminasyonu énlemek igin borik asit (% 0.5 [m/v]) bakteriostatik madde
olarak katilir. Ornekler blender igerisinde steril sartlarda pargalanir. igerisine
asit (%5 okzalik asit) veya alkali (%2 sodyum hidroksit) katilan supheli
materyaller 10 dakika oda isisinda tutulduktan sonra 5.000 g de 15 dakika
santrifGj edilir. ~ SGpernatant atilir, tortudan ince bir tabaka alinarak
mikroskopik incelemeler ve kultar icin kullamilir. Etkeni boyamada karbol
fuksin boyama teknidi olarak Ziehl-Neelsen (sicak boyama) ve kinyon
boyama (soguk boyama) teknikleri kullanilir. Etken bu boyamalarda , mavi
veya yesil zeminde kirmizi renkte gorulur (Koneman ve ark., 1992). Ayrica
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fluoresans antikor teknikleri de etkeni boyamada (auramine O veya
auramine-rhodamine) kullanilir. Auramin rhodamine boyama teknigi karbol
fuksin boyamaya gére daha kullanigh bir tekniktir. Fluorochrome
boyamalarda etkenin géralmesi daha kolaydir. Bu boyamada saridan
portakal rengine kadar degisik renklerde etken gorillir Karbol fuksin
boyamalarda 1000 bayutme, fluoresans antikor teknikleri ile yapilan
incelemelerde 150 ‘den 200 blyGtmeye kadar degisen bulylUtmeler
kullamilabilir. Morfolojik incelemeler s6z konusuysa 40 veya 1000 buyutme
ile inceleme yapilmalidir. Boyamada etkenin dogrudan tanisi kolay olmasina
karsin , kuitirel metoda gore duyarlii§i daha duguktar. infeksiyonun ilk
dénemilerinde yapilan boyamalarda etken daha kolay géralur. (Koneman ve
ark., 1992).

Etkenin kaltart igin ilk izolasyonda, elde edilen sedimentten yumurta
bazli LJ veya Stonebrink’s besiyerlerine (piruvatla zenginlestiriimis gliserinli
ve gliserinsiz) veya agar bazli Middlebrook 7H10 veya 7H11 besi yerlerine
ekim yapilir. Radiometrik metotlar icin Middiebrook 7H12 kullanilabilmektedir.
Ekim yapilan besiyerleri 37°C’'de 8-12 hafta inkubasyona birakiiir. Haftada bir
defa kontrol edilen kulturlerde stipheli koloni gérullrse preparat hazirlanarak
mikroskopik olarak incelenir (Gursel, 1954; National Vet. Serv. Lab., 1985;
OIE, 1996).

Kultar yapilan besiyerlerinde bakteri veya mantar kontaminasyonlari
goruldigunde veya negatif kultar durumlarinda makroskopik ve histopatolojik
bulgulara gére pozitif olgularda ,islenmis materyalden PBS igerisinde yapilan
suspansiyondan kobayin arka bacagina 1ml IM yolla verilir. 4-5 hafta
sonunda 80 IU avian ve 80 IU bovin tlberkilinle test edilir. 24 saat sonra
deride yapilan dl¢imierle reaksiyon okunur. Pozitif sonuglarda kobaylar post
mortem incelenir. Negatif durumlarda test 4-6 hafta sonra yenilenir
(OIE,1996).

Taberktlozun serolojik tanisina iligkin ilk calisma 1898 yilinda
Ailoing’in gelistirdigi aglutinasyon testi ile baslamistir. 1901‘de Koch
tarafindan da denenmistir. Bu arastirmacilar tlberklloz basilinden homojen
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bir suspansiyon elde edemedikleri i¢in spesifik sonuglara gidememislerdir
(Berker ve Engez 1955; Daniel ve Debanne, 1987).

1903'de Bordet ve Gengou komplement fikzasyon testi ile
tuberktlozdan enfekte hayvanlarin kan serumlarinda tuberklloza karsi

olusan antikoriarin oldugunu géstermislerdir (Daniel ve Debanne , 1987).

Berker ve Engez (1955), insanlarda komplement fikzasyon testiyle
hastalarda %10 hatali pozitiflik tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar, saglam
sahislarda testin %90 dogru sonug verdigini bildirmektedir.

Barutgu ve ark. (1955), tuberkllozlu hastalardan alinan &érneklerle
uyguladikiari hemaglUtinasyon testinde, testin %60.1 sensitiviteye sahip
oldugunu bildirmektedir.

Spesifite ve sensitivite yoninden dustk bulunan bu testlerin bir cogu
artik tiberktlozun teshisinde kullaniimamaktadir. Bugiin taberkdalin deri testi,
Fleuresan Antikor Teknidi, Radio-immuno Assay (RAIl), ELISA, GIFT (y-IFN
testi), lenfosit proliferasyon testi (LPA) , PCR, kromotografi ,faj tiplendirme ve
DNA fingerprint gibi testler kullaniimaya baslanmistir (Del Portillo ve ark.,
1991, Plikaytis ve ark., 1991; Collins ve ark., 1993 ).

Kromotografik analizlerde bakterinin lipid kompozisyonunu analize
eden ince tabaka kromotografi, kapiller gaz kromotografisi ve HPCL
kullanilmaktadir (Jarnagin ve ark., 1982; Nolte ve Metchock,1994).

LPA, taberkidlozun serolojik teshisinde bagari ile kullanilan bir testtir.
Ancak laboratuvar ¢aligmalarinin komplike olmasi, radyoaktif nikleotidierin
kullanilmasi ve uzun zaman periyoduna gerek duyulmasi nedeniyle pratikte
kullanimi zordur (OIE, 1996).

Tuberkllozun tanisinda kullanilan ilk immunodiagnostik test tuberkulin
testidir (Rothel ve ark., 1990). Robert Koch, tuberkilin testi ile tUberkllozu
teshis edebildiginde M. tuberculosis kditirlerinden hazirlanan maddenin
hayvanlan  koruyucu ve tedavi edici nitelikte oldugunu sanmaktadir.
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TuberkUlinin tuberktlozun tanisinda kullaniimaya baslamasindan itibaren
kullanilan antijen ve uygulama yéntemleri Gzerinde calismalar yapiimigtir
(Aygin ve Heper,1941; Wood ve ark.,1990). Hall ve Thoen (1983), asin
duyarlilik reaksiyonlarini saptamada PPD yerine allerjen olarak etkenin
lizozim ekstratlarinin Triton X-100 veya potasyum klorid kullanilarak
hazirlanan biyolojik aktif komponentlerinin alternatif olarak kullanilabilecegini
bildiriimislerdir.

Taberkulinin sigir tberktlozunun tanisinda kullanilmaya baslaniimasi
ile birlikte testin duyarlihg gunimuizde hala tartigma konusu olmugtur.
(Francis ve ark.,1978). Neil ve ark. (1994b), 15 tuberkilin negatif hayvanin
akciger lenf yumrularindan ve Ust solunum yollarindan M. bovis'i izole
etmiglerdir. Aragtirmada 7 hayvanda tipik tUberklUloz lezyonlarina da
rastlanmigtir. Arastiricilar, tUberkilozda dustk bakteri konsantrasyonunun
ve infeksiyonun ilk doénemlerinde hicresel yanitin yeterli olamadigini
bildirmektedir. Bu nedenle infeksiyonun ilk dénemlerinde uygulanan deri
testlerinin tanida yanlis sonuglar dogurabilecedi sonucuna varmiglardir.

Bugun tuberkilin testi birgok Ulke igin hastaligin eradikasyonunda
énemli rol oynamaktadir (Whipple ve ark.,1995). Uglnci diinya Ulkelerinde
Ozellikle gelir diizeyi dugtk Ulkelerde TB énemli bir sorun olmasina karsin
bati tlkelerinde sigir tuberkulozu sporadik seyretmektedir. Bu Ulkeler sigir
surllerinden tUberkilozun eradikasyonunda rezervuar hayvanlardan
bulagmanin énlenmesine galigmaktadirlar. Porsuk (Meles meles) Ingiltere’de
ve su samurlari (Trichosorus vulpecula) Yeni Zelanda’'da M. bovis rezervuari
hayvanlar arasindadir (Gallagher ve ark.,1998). Keet ve ark. (1996), Yeni
Zelanda’'da ferret'lerde (Mustela putorius furo) ve vahsi kedilerde persiste
olarak seyreden infeksiyonlarin sigirlar ve geyiklerde infeksiyon kaynaginin
nedeni oldugunu belirtmektedirler.

Mikobakteriyel antijenler farkl turlerdeki bakterilerle ortak 6zelliklere
sahiptir. M. avium, M. paratuberculosis ve M. leprae diginda patojen
olmayan Nocardia asteroides gibi turlerde ayni patojenik lezyonlara ve
antijenik reaksiyonlara rastlaniimaktadir. Bu antijenik reaksiyonlar ttberklin
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testinde yanlis sonuglara neden olabilmektedir (Morrison ve ark., 2000).
Taberkulin testi infekte hayvanlarin %80’'inde basari saglarken stres altindaki
hayvanlarda ve bireysel farkliliklarda %60'dan daha dustk bir basar
gosterebilmektedir (Wayne, 1989). PPD testi uygulanan hayvanlarin 3 gun
suresince sonuglarin gérulmesi igin barindiriimalari, hayvanlarin beslenme
giderleri ve test boélgesinde fiziki carpmalar sonucunda olusabilecek
reaksiyonlar testin sonuglarini olumsuz etkiliyen nedenler arasindadir. Stres,
immun yaniti orta dereceli hayvanlarda tiberkulin testine karsi yanlis negatif
veya pozitif sonuglar dogurmaktadir. Ayrica sUpheli durumlarda hayvanlarin
yeniden test edilmesi i¢in 60 ila 90 gunluk strenin gegmesi de gerekmektedir
(Wayne, 1989). TB eradikasyon programlarinda Tuberkilin testi yapilan
hayvanlardan %15'i yanhs negatif, %2-5'i yanlis pozitif sonug vermektedir
(Gaborick ve ark.,1996). Bu nedenler tuberkulozun teshisinde ek veya

alternatif diagnostik testlere gerek duyuldugunu géstermektedir.

Taberkulozlu hastalarda ELISA teknigini, ilk kez 1976 yilinda Nassau
ve ark. antijen olarak M.tuberculosis H37Rv susunun kdltar filtratin

kullanarak uygulamisiardir (Daniel ve Debanne, 1987).

Thoen ve ark. (1978) M. avium ile enfekte domuzlardaki antikorlari
saptamada ELISA'y1 kullanmislardir. Arastirmacilar avian—-PPD (PPD-A)Yyi
antijen olarak kullanarak yaptiklari test sonucunda PPD-A’'nin ELISA'da
antijen olarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir. Bu yillardan itibaren
ELISA'nin spesifite ve sensitivitesini yOkseltmek i¢in degisik antijenlerin
kullaniimasina iligkin arastirmalar yapilmistir (Fournie ve ark., 1990; Dowling
ve Schleehauf 1991; Gaborick ve ark., 1996 ).

Hall ve ark. (1985), M. bovis ATCC 19210 susunun lizozim ekstraktini
fitre ve 1s1 ile iki ayn sekilde sterilize ederek hazirlanan antijenle
uyguladiklari ELISA'da filtre edilerek hazirlanan antijenle 8 hayvanin 8'inde
pozitifik, 1s1 ile sterilize edilerek hazirlanan antijenle 8 hayvanin 7’sinde
pozitifik saptamiglardir. Arastirmacilar, ELISA’da antijen olarak kullanilan
lizozim antijeninin 1si ile denatire oldugu sonucuna varmiglardir.
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Ritacco ve ark. (1987), 1si ile hazirlanan PPD-B antijeninin ELISA ‘da
kullanilmas! ile %90 spesifite, %89.8 sensitivite elde etmislerdir.
Aragtirmacilar otoklavianarak hazirlanan PPD ‘nin M. bovis infeksiyonlarini
saptamada daha guvenilir oldugu sonucuna varmislardir.

Auer (1987), M. bovis'le enfekte sidirlarda M. bovis sonike edilmis
antijen (MSO) ile ELISA ‘da sensitivitenin tuberkulin testi yapilarak pozitif
bulunanlarda %63.0 -%88.7 arasinda, spesifitenin ise %52.6 oldugunu
bildirmektedir. Arastirmaciya gére indirekt anti-IgG ELISA'nin sensitivitesi,
anti-lgM ve IgA konjugatiarinin kullaniimasi ile daha da artiriiabilecektir.

Daniel ve Debanne (1987), ELISA'da PPD-B antijeninin 5-1.000ug/ml

arasinda kullanilabilecegini bildirmektedirler.

Auer ve Schleehauf (1988), MSO antijeni ile ELISA'da, M. avium-
intracellulare scrofuloceum (MAIS) 2,8,9,14,18 suslan ve M. flavescens ile
deneysel enfekte edilen hayvanlarda %39.5 hatali pozitiflie rastiamislardir.
ELISA ‘da hatali pozitif ¢ikan hayvanlarin hicbirisinde M. bovis izole
edilememistir. Aragtirmacilar tuberkulin pozitif, tuberkllin negatif ve
toberkulin uygulanmamis hayvaniarda ELISA'da sirasiyla %15.4, %73.6 ve
%42.4 pozitifliklere rastlamiglardir. Spesifik olmayan immun yanitin
tiberkllozun teghisinde yaniltici sonuglar dogurabildigini, bu nedenle
ELISA'da kullanilacak negatif kontrollerin segiminde dikkat edilmesi
gerektigini bildirmektedirier.

Hammam ve ark. (1989), ELISA'da gapraz reaksiyonlarin anti-avian
PPD serumlar: ile bovin PPD-B antijenin absorbe edilmesi ile énlebilecegini
bildirmektedir.

Plackett ve ark. (1989), M. bovis AN/5 susundan hazirladiklari
antijenle 19 sigin test ederek 5 hayvanda pozitiflik saptamiglardir. Bu
hayvaniara PPD deri testi uygulandiinda 4 hayvan tuberkilin pozitif
reaksiyon géstermistir. Aragtirmacilara gére bu sonuglar ELISA'nin spesifite
ve sensitivitesinin PPD deri testine gore az da olsa fark gésterdigini ve bazi
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anerjik hayvanlarda yanlis pozitif reaktérlerin ortaya ¢ikartiimasinda
ELISA'nin kullanilabilecegini géstermektedir.

Ritacco ve ark. (1990), M. bovis’le enfekte 53 ve tlUberklloz negatif
sUriden secilen 101 hayvandan alinan érneklerle 10 ug/ml M. bovis PPD-B
antijeni kullanarak yaptiklari ELISA'da, testin sensitivitesini %73.6,
spesifitesini %94.1 bulmuslardir. Tuberkilin deri testinde pozitif ¢ikan 3
hayvanda herhangi bir lezyona rastlanmamistir. Bu érnekler ELISA'da
negatif ¢cikmistir. Aragtirmacilar ELISA’nin tuberkllozun teghisinde uygun
oldugunu bildirmektedir. Ayrica arastirmacilara gére aktif taberkiloz
olgularinda mikobakteriyal antikorlarin yuksek diuzeyde bulanabilecedi halde

subklinik olgularda antikor duzeyi distuk bulunmaktadir.

Kuchinka ve ark. (1990), virulent M. bovis ATCC 19120 susunundan
elde ettikleri monoklonal antikorlart kullanarak uyguladikiari ELISA'da,
mikobakteriyel infeksiyonlarin ilk dénemlerinde, ELISA'da diasik bulunan
sensitivitenin  monoklonal antikorlar kullaniimasi ile yukseltilebilecegini
gbstermiglerdir.

Fifis ve ark. (1992), 12 purifiye M. bovis antijeni kullandiklari ELISA’da
diger mikobakteriyel antijenlerle enfekte hayvanlarin ¢apraz reaksiyon
verdigini gérmuglerdir. Arastiricilar bu reaksiyonlarin énlenebilmesi gapraz
reaksiyon veren epitoplarin uzaklastiriimasi ile mmkun olabilece@i sonucuna
varmiglardir.

Hanna ve ark. (1992), deneysel olarak enfekte edilen 5 buzaginin
humoral yanittarimi incelemek igin ELISA uygulamislardir. PPD-B ve fosfotid
antijen kullanilarak yapilan ELISA'da tlberkdlin uygulamasinin testin

sensitivitesinde yukselmeye neden oldugunu saptamiglardir.

Savage ve ark. (1993), M. tuberculosis‘in serolojik tanisinda anti-
sUlfolipid IV Ig antijenini ELISA'da kullanmiglardir. 41'i saghikhi , 263U
tiberkUlozlu hastalarda yapilan incelemelerde testin spesifitesini %88.27-
%98.76, sensitivitesini %25 ve %11.45 bulmuslardir.
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Fifis ve ark. (1994), ture spesifik epitoplarin kullaniimasi ile c¢apraz
reaksiyonlarin énlenebildigini bildirmiglerdir.

Boirreau ve ark. (1994), A60 antijeninin ELISA'da kullaniimasinin
6zellikle karnivorlardaki mikobakteriyel infeksiyonlarin tanisinda yardimci

olaca@ini bildirmektedir.

Sacihk (1991), MSO antijeni kullanarak 56 hasta ve 24 kontrol
grubuna uygulanan ELISA'da aktif pulmoner tlberkulozun serolojik tanisinda
testin kullanilabilecegini bildirmektedir .

Haznedaroglu ve ark. (1992), akciger tuberkUlozlu insanlarda PPD’ye
karsi IgG antikorlarimi ELISA ile arastirmiglardir. Arastirmacilar aktif
pulmoner tuberkulozlu hastalarin sagiiklt kisilerden ayirt edilmesinde ve
antitiberkuloz tedavinin etkilerini izlemede ELISA'nin yararh olabilecegi

sonucuna varmiglardir.

Ozturk (1993), 79 aktif, 24 inaktif tuberkilozlu hasta ve 75 saglikh
insan kan serumuyla uyguladigi ELISA’'da antijen olarak MSO kullanildiginda
testin sensitivite degerini %89.9, spesifite degerini %98.7, PPD-B antijeninde
degerleri sirasiyla %87.3 ve %94.7 bulmustur. Ayrica arastirmact PPD deri
testi sonuglari ile antikor seviyeleri arasinda bir iliskiye de rasttamamistir.

Ulusan (1994 ), ELISA'da antijen olarak PPD-B , sonike antijien ve
sonike adsorbe antijen (MSOA) kullanarak 57 tuberkulozlu hasta serumuyla
yaptigi ¢aligmasinda sirasiyla testlerin sensitivitelerini %35, %57.9 ve %54.4
spesifitelerini %95, %96 ve %96 bulmustur. Arastiriciya gére ELISA'da
antijen olarak MSO'nun kullaniimasi daha uygun bulunmustur.

Keskin ve lzgur (1996), 850 sigir serum &rnedi ile uyguladiklar
ELISA'da kros reaksiyonlarin gideriimesi ve uygun antijenin kullaniimasi
durumunda ELISA’nin tuberkllin deri testine gére tercih edilebilecegi
sonucuna varmislardir.
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Hastaligin teshisinde daha spesifik bir antijen kullaniimasi amaciyla
arastirmacilar calismalarint MPB70 antijeni Uzerinde yogunlastirmislardir.
Fifis ve ark. (1989), MPB70 antijeni kullanilan ELISA'da spesifite ve
sensitivitenin artacagini bildirmektedirler. Harboe ve ark. (1990), dogal yolla
sigir tOberkllozu ile enfekte hayvanlarda PPD-B testinin anti MPB70
antikorlar Gzerinde uyarici etkisi oldugunu bildirmektedirler. Arastirmacilar M.
bovis MPB70 antijenine karg: antikor seviyesinin PPD-B uygulanmasinda
10-20 gin sonra yilkseldigini bildirmektedir. Griffin ve ark. (1994), ELISA'da
antijen olarak MPB70 ve PPD-B antijenini kullanmis ve her iki testi
kargilastirmistir. MPB70’e karsi immun yanitin daha spesifik oldugunu, PPD-
B antijeni kullanildiginda testin sensitivitesinin dustuguna saptamistir. Evcil
geyiklerde yapilan bu g¢alisma sonucunda sigir tuberkalozunun tanisinda
antijen olarak MPB70'in, PPD-B antijeni yerine kullaniimasi ile testin
spesifitesinin yukseldigini bildirmektedir. Lightbody ve ark. (1998), deneysel
olarak enfekte edilen sigirlarda PPD-B, MPB70, MPB64 ve MPB59
antijenlerini ELISA’da kullanarak testin sensitivite ve spesifitedeki
degisimlerini incelemiglerdir. Arastirmacilar tuberkdlin uygulamasindan
itibaren 16. gunde alinan serumun testin duyarih@ini yUkselttigini
bildirmektedirler. Gaborick ve ark. (1996), M. bovis AN5 susundan PPD-B,
MPB70 d2lipoarabinomannan antijeni, Virulant Erdman (ERD), virulent M.
tuberculosis H37 Ra suslarindan hazirlanan antijenlerle uyguladiklari ELISA
ve kaudal tuberkulin test sonuglarina gére ELISA nin spesifite ve sensitivite
degerlerinin tOberklline  gbére dasik oldugu sonucuna varmiglardir.
Arastirmacilara gére ELISA’da Protein A ve G konjugatlan 1gG leri saptadig
icin diger antikor tiplerini saptayamamaktadir. ELISA'nin gelisimi igerisinde
farkl antikor tiplerini igine alan gelistiriimis konjugatiar bu testin sensitivite ve

spesifite degerlerini artiracag: sonucuna variimistir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda MPB70'in ELISA antijeni olarak
basariyla kullaniip  kullaniimayacadi  konusunda soru igaretleri
bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar MPB70’in ,M. bovis igin ture spesifik
oldugunu bildirmektedirler (Wood ve ark. 1992; Pollock ve ark.,1994).
Aragtirmalar TB ile enfekte edilmeyen bazi hayvanlarn antikorlarinin
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saflagtiriimigs MPB70 ile capraz reaksiyon verdigini saptamistir (Wayne, 1989;
Wood ve ark., 1992). Wood ve ark. (1992), MPB70 antijeni kullandiklari
ELISA'nin sensitivitesini %17 olarak saptamiglardir. Arastinmacilara gére
MPB70’in antijenik 6zelliklerinin zayif oldugu bulunmustur. Pollock ve ark.
(1994), M. bovis MPB70 antijeninin N. asteroides ve M. tuberculosis’e kars!
olusan antikorlarla capraz reaksiyon verdigini, ture spesifik epitoplardan
(MPB70, 19.000MW ve MPB 57) 19.000Mw'in antijen olarak kullanildi§inda
M. bovis'e ve M. tuberculosis ‘e dominant bu antijenle sonuglarin daha

olumlu olacagini bildirmektedirler.

Antikor—antijen reaksiyonlari tizerine yogunlasan arastirmalar (Plackett
ve ark.,1989) duguk sensitivite ve diger mikobakteriyel antijenlerie gapraz
reaksiyonlar nedeniyle M. bovis’in immun spektrumu g6z 6nlne alinarak
humoral yanittan ¢ok hicresel yanitin 6nemli oldugu ve bunun ortaya
¢tkartiimasi gerektigi sonucuna variimistir. Wood ve ark. (1990), in-vitro bir
test olan y-IFN testinin sigir tiberkilozunun tanisinda kullanilabilecegini
bildirmigler, Rothel ve ark. (1990), Wood ve ark. (1990) tarafindan bildirilen
testi gelistirerek pratik kullanimli bir test haline getirmislerdir.

Rothel ve ark. (1990 ), M. bovis’le enfekte sidirlarda hizli ve glivenilir
sensitivitesi yuksek bir test olan y-IFN testinin kanda 25 pg/ml ‘den daha
digtk duzeylerde rekombinant sidir y-IFN ‘lerini 6lgebilecegini ve bu testin
geyik ,domuz ve insanlar diginda sigirlarla birlikte koyun ,kegi ve buffalolarda
kullanilabilecegini bildirmektedirler. Aragtirmacilar 12.000 den fazla sidir
Uzerinde uyguladiklan test sonucuna gére testin sensitivitesini %93.6 olarak
saptamiglardir.

y-IFN testinde butin kan PPD antijenleri ile 16-24 saat inkube edilir.
Kanda siIfir dizeyinde ve stabil olan y-IFN yalnizca infeksiyon durumunda T
lenfositlerince  salgilanabilmektedir. Bu test sisteminde tam kan PPD
antijenleri ile 6nce duyarhlastinlarak oélgllebilir duzeyde y-IFN salgilanmasi
saglanir, sonra plazma alinarak bir enzim immunoassay yardimiyla y-IFN'a

kargt Mab'la kapli pleytierde y-IFN duzeyleri saptanir. Bilinen lenfosit
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proliferasyonuna dayanan calismalara gére , y-IFN test sisteminin spesifik
hicresel immuniteyi 6lgmede diger testlere gére daha seri ve duyarl oldugu
bildirilmektedir (Wayne, 1989 ; Rothel ve ark., 1990 ; Wood ve ark., 1990 ).

Sigirlarda y-IFN testinin kullaniimaya baslamasindan itibaren |, tam
kan kaltarinde IFN- Gretimini etkileyen faktérler arastiriimaya baglanmistir
(Rothel ve ark.,1992). Bu konuda yapilan aragtirmalarda optimal y-IFN
Gretimi igin, kanin alinmasindan sonra 8 saat icerisinde PPD (20 pg/ml) ile
duyarhlagtinimasina gerek duyuldugu goértlmastur (Rothel ve ark.,1992).
Ayrica post mortem alinan kanin kullaniimasi testin sensitivitesinde azalma
meydana getirmigtir (Rothel ve ark., 1992).

Rothel ve ark. (1992), M. bovis ile deneysel enfekte 4, M. avium ile
deneysel enfekte 4 ve tiberkiulozla ilgili bir gegmisi bulunmayan bir ciftlikten
50 sigira intradermal yolla 300 ug miktarinda PPD-B enjekte etmiglerdir.
Daha sonra bu sigirlardan, duzenli araliklarila kan alinarak y-IFN testi ile
incelemiglerdir. Arastirmacilar, kan o6rneklerinin toplanmasinda kullanilan
antikoagilanin da tam kan kulturlerinde y-IFN  Gretimini buyuk élgide
etkiledigini bildirmektedirler. M. bovis ile enfekte bir hayvandan potasyum,
EDTA (1,5 mg/ml.) sodyum sitrat (0,38) ya da lityum heparin (15 1U) iceren
thplere aldiklari kan 6rneklerini PPD ile inkibe etmisler, heparin iceren tupe
alinan plazmada y-IFN’a rastlamiglar, ancak EDTA ya da sitrata alinan
Ornekierde y-IFN‘a rastlamadiklarini agiklamiglardir. Degisik tipte heparin
tiplerinin (Li,Na,Ca,Mg veya Diosynth) kullaniimasinin y-IFN Uretiminde bir
degisiklik meydana getirmedigini, ancak PPD’nin gesitli titrasyonlarinin (0, 2,
5 20, 50, 100 pg/ml) tam kan Kkualtrunun duyarhiagtinimasinda
kullanilimasinin farkh sonuglar dogurdugunu goérmusler ve sonug olarak
testte PPD’'nin 20pg/ml kullaniimasinin uygun olacagini belirtmiglerdir.

Tam kan kalttranan 20 pg/ml PPD ile duyarlilastiriimasinda y-IFN
salinmasinin kinetigi 4, 8, 12, 16, 24, 32 saatlik inkubasyondan sonra
toplanan tam kan kaitarlerinde ¢aligilarak gosterilmistir (Rothel ve ark.,1992).

v-IFN, PPD ile duyarhiastirimasindan 4 saat sonra belirlenmis 16 saatte
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maksimuma ulagsmigtir. 16-32 saat arasinda fazla bir degisiklik
gézlenmemistir (Rothel ve ark.,1992).

Rothel ve ark. (1992), saklama sicakh§inin ve suresinin, tam kan
kaltarlerinde y-IFN duzeyine etkisini arastirmak amaci ile topladiklari kaniari
4°C, 25°C ve 37°C’'de tutarak incelemislerdir. O, 8, 24, 48 saat araliklarla
yapilan olgumlerde, 25°C de 8 saat tutulan heparinize kanin degisiklige
ugramadigi ancak 24 saat sonra y-IFN seviyesinin  dustugu
gézlemiemiglerdir. Kan kditarlerinin PPD ile duyarhlastiriirken 25°C’'de
tutulmasinin , 4°C veya 37°C’de tutulmasindan daha iyi sonug verdigi
bildirilmektedirler.

Rothel ve ark. (1992), v-IFN testinde sigir taberkilozunun
mezbahada izlenebilmesi igin post-mortem alinan kan érneklerinde IFN-y
Uretimini aragtirmiglardir. M. bovis ile enfekte 6 sigir kesilerek v. jugularis'ten
S'er dakika ara ile ve 90 dakika suresince kan 6megi toplanmistir. Kesim
6ncesi toplanan kan orneklerine gére post-mortem alinan kanin y-IFN
Uretimi, 4 sigirda %50°den fazla dusus gostermistir. Arastirmacilar diger iki
sidirdan alinan érnekte, 6limden sonra 25 dakika ya da daha uzun sirenin y-

IFN Gretiminde benzer bir diismeye neden oldugunu gérmuslerdir.

Rothel ve ark. (1992), y-IFN testinde ayni hayvandan alinan arteriyel
ve venbz kanin Karsilastiriimasinda hicbir fark bulamamiglardir. Kultirde
kullanilan malzemenin y-IFN Uretimine fazla etkisi olmadi§i géraimastar. 24
g6zlG doku kaltara pleytleri, plastik santrifjj tupleri veya serum siselerinin
kullaniimasinin  y-IFN dretiminde herhangi bir farkhlik dogurmadigi
gbrulmugtar. Plazma 6rneklerinin  hazirlanmasinda kolaylik saglamasi
agisindan 24 gézli pleytler en uygun geregler olarak kabul edilmigtir. Kaltar
gbzleri iginde inkUbe edilen kanin miktarinin 0,5-25 ml miktarlarinda
olmasinin énemli bir degisiklige yol agmadi§i, daha genis hacimli gereclerin
ise Ust kismindaki plazmanin toplanmasini zorlastirdi§) géralmustar.

o C M KURDLD
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Wood ve ark.(1992), y-IFN testinde hayvanlarin immun yanitindaki
gunltk degisimleri M. bovis ile enfekte 2 sigiri kullanarak incelemiglerdir. Bu
iki sigir 5 giin sure ile gunde bir kez test edilmis; bunlardan her gin ayni
saatlerde kan alinarak, kan kulturleri kan alindiktan yaklasik iki saat sonra
hazirlanmigtir. Bazi hayvanlarda y-IFN Uretimi ginden glne degistigi halde,
avian ve bovine PPD &rnekleri arasinda yanitin birbirine yakin oldugu ve
strenin PPD’lere gdsterilen reaksiyon turine etkilemedigi sonucuna

variimigtir.

Tam kan kultiriinden elde edilen plazma érneklerinin -20°C’ de 1 yil,
4°C'de 2 ay steril sartlarda saklandigi takdirde y-IFN dizeyinde degisiklik
olmadig: tespit edilmistir (Rothel ve ark ., 1992).

Wood ve ark. (1992), single intradermal (SID) testin, y- IFN testinin
spesifitesine etkisini incelemek amac ile hastaliksiz bir striden 50 sigira
kaudal 300 ug PPD-B uygulamiglardir. Bu hayvanlardan SID testinden 6nce
alinan kan 6rnekieri ile testten sonra haftada bir ve 4 hafta sureyle alinan
kan érneklerine y- IFN testi uygulamiglardir. PPD-B ile uyarilan érnegin PBS
icin OD degerinin 0,05'ten yukari olmasi ve PPD-A ile stimile edilen érnegin
OD’sine esit ya da yukarisinda olmasi durumunda hayvani y- IFN pozitif
olarak kabul etmiglerdir. Aragtirmacilar bu kriter kullanilarak her testte hatali
pozitiflerin sayisim sirasiyla 1,0, 1, 1 ve 2 olarak belirlenmigtir. Bu kriterlere
gére hicbir hayvan hatali pozitif sonu¢ vermemistir.

Rothel ve ark. (1992), M. bovis ile enfekte 4 ve M. avium ile enfekte 4
olmak Gzere toplam 8 sigira uygulanan SID testinin, y-IFN testi (zerindeki
etkisini incelemek amaci ile yaptiklarn arastirmada, SID testinden hemen
O6nce ve haftada iki defa , sekizbuguk hafta stre ile toplanan kan érekleri
PBS, PPD-A ve PPD-B ile duyarlilastiriimis ve bu érnekler y-IFN Uretimine
etkisi yéninden test edilmistir. SID testinden sonra y-IFN yanitinin 3 ile 5.
haftalar arasinda ust seviyede oldugu gértimustur. SID testinden sonraki 59.
gunden sonra bu artan yanit pre-SID degerlerine dénmemistir. Ancak M.

bovis ile enfekte sidirlardan ikisi SID sonrasi 7 guniik bir periyotta y-IFN
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yanitinda belirgin bir dusus gdstermisti. PPD-B ve PPD-A’ye kars! olusan
yanitin oranlarinda fazla bir farklilik saptanmadigini bildirmiglerdir. Radunz
ve Lepper (1985) SID testinin sigirlarda en az 60 gun sire ile immun yaniti
devam ettirdigini bu nedenle SID testi yapilan hayvanlarda PPD-B ve PPD-
A'ya karg! yanlis sonuglar elde edilebileceg@ini bildirmektedir. Rothel ve ark.
(1992), enfekte olmayan hayvanlarin kanlarinda y-IFN Uretimi Gzerinde SID
testinin higbir etkisinin bulunmadigini ,bununla beraber M. bovis ile enfekte 2
sigirda gok hizli bir yukselmenin géraldugunt, SID testinden 7 gin sonra
PPD’ye spesifik y-IFN Uretiminde belirgin bir dustus gostermedigini
bildirmiglerdir. Arastirmada tuberkllin  uygulan tuberkiloz negatif
hayvanlarda y-IFN testinde yanlis bir sonug saptanmamigtir. Doherty ve ark.
(1995), PPD-B ve PPD-A uygulanan sidirlardan 7 gun sonra alinan kan
6rnekleri ile yaptiklar LPA ve y-IFN testlerinde, PPD uygulanan hayvanlarda
lenfosit blastogenezis'inin azaldigini ancak y-IFN Gretimi Gzerinde herhangi

bir etki géstermedigini saptamislardir.

Jones ve ark. (1992), y-IFN testinde reaksiyona giren proteinlerin
antijlene baglanma bdlgelerinin digindaki bolgelerde  spesifiteye sahip
olduklarint bu nedenle testte hatali pozitif reaksiyonlar gérilebilecegini
saptamiglardir. Aragtirmacilar testte bu tur etkilesimleri 6nlemek icin plazma
Orneklerinin %1 kazein - %0.05 PBS - tween eklenmis normal fare serumu ile
sulandiriimasini ve normal Ig yerine F(ab’), antikor fragmantinin kullaniimasi
gerektigini sOylemektedirler. y-IFN testinde ayni IgG, izotopuna sahip olan ve
fare gamma globulini ile ¢apraz reaksiyon veren bovine RF’lerince kolay
baglanabilen spesifik olmayan monoklonal antikorlar (IFN-2, IFN-8) kulanilan
calismada sidir, insan ve kedilerin serumlarinda, fare immunglobulinlerine
kargi olusan heterofilik antikorlar hatali pozitifiklere neden olabilmektedir.
Aragtirmacilar, spesifik olmayan bu reaksiyonlarin gideriimesi igin pleyt
gézlerinin IFN9 F(ab’) » monokional antikor fragmantlari ile kaplanmasi ve
numunenin %5 oraninda allotipik olarak uyumlu NMS ile kanistinimasi
gerektigi sonucuna varmiglardir.
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Sigir tuberkllozunun teghisinde uygun givenilir ve pratik testlerin
bulunabilmesi igin yapilan arastirmalar testler arasinda duyarlilikiarini
arasgtirimas! ile mumkun olabilmektedir. Wood ve ark. (1992), tuberkulin,
ELISA ve y-IFN testi yapilan hayvanlarda test sonuglarinda sirasiyla spesifite
degerlerini %96.7, %96.4 ,%99.1 ve sensitivite de@erlerini % 68.1, %18.1,
%81.8 olarak bulmuslardir. Ayrica arastiricilar y-IFN ‘de  MPB70 antijeninin,
PPD-B yerine kullanildiginda sensitivitede herhangi bir ylUkselmenin

olmadidini ancak spesifitenin yukseldigini saptamiglardir.

Ritacco ve ark. (1991), kesimhanede, hayvanlardan kesimden hemen
sonra topladiklari kan oérnekleri ile ELISA ve y-IFN testi uygulamiglardir.
Tlberkiloz lezyonlar) gérilen 39 sigirdan 21°i (%53.8) y-IFN testinde pozitif
sonu¢ verirken, ELISA" da 14'0na (35.9) pozitif bulabilmislerdir.
Arastirmacilar y-IFN testinin ELISA'ya gére daha duyari oldugu sonucuna

varmiglardir.

Neill ve ark. (1994b) tuberkllin negatif 98 sigir kan o6rnekleri ile
uyguladiklari LPA, ELISA (PPD-B ve fosfatit ekstrati kullanilarak ) ve y-IFN
testlerinde, LPA'da 32, ELISA (PPD-B) ‘da 4, ELISA ( fosfatit )'da 18 ve y-
IFN testinde 98 hayvani pozitif bulmusglardir. Ayrica arasgtirmacilar 15
hayvandan M. bovis'i izole etmislerdir. Arastirmacilara gére bazilan anerjik,
bazilari infeksiyonun basinda olan bu hayvanlarda y-IFN testi bUtin

pozitiflikleri saptayabilmigtir.

Whipple ve ark. (1995), tuberkilin testi ile y-IFN testini
karsilagtinmiglar, tUberkdlinin sensitivitesini %80.4-%84.4 , y-IFN testinin
sensitivitesini ise, %55.4-%97.1 saptamiglardir. Aragtirmacilar bu sonuglara
goére tuberkulinin duyarlih@inin daha ylksek oldugunu bildirmigierdir.

Streeton ve ark. (1998), 952 kan érnegi ile yaptiklan calismada y-IFN
testinin sensitivitesini %90, spesifitesini %98 bulmuslardir. Arastirmacilara
gbre insanlarda tiberkilozun teshisinde y-IFN testinin kullaniimasi uygun ve
pratik bulunmustur.



26

Lilenbaum ve ark. (1999), tuberkilin testi ve y-IFN testi yapilan
hayvanlarda elde ettikleri sonuglara gére y-IFN testinin ,tiberkulin testinden
60-120 gun daha erken pozitiflikleri saptayabildidini ve bu testlerin beraberce
hastaligin teshisinde kullaniimasinin daha dogru olacadi sonucuna
varmiglardir.

Morrison ve ark. (2000) Avustralya ve Kuzey irlanda’da yapilan
caligmalarda tuberkilin ve y-IFN testi sonuglarini karsilastirmisiardir.
Tuberkulin testi sensitivite ve spesifite sonuglari Avustralya’da %68.1,
%96.7, Kuzey Irlanda’da %83.1, %84.3 bulunurken , y-IFN test sonuglari
Avustralya'da %81.8, %99.1 ve Kuzey irlanda’da %84.3 ve %99.6
saptanmigtir. Bu sonuglara gére y-IFN testinin spesifitesinin tuberkulin testi

ile benzerlik gésterdigi, sensitivitesininin ylksek oldugu bildiriimektedir.

Hayvanlarda taberkilozun eradike edilmesine yénelik tani
calismalarinin yani sira hayvanlari hastaliktan korumaya yénelik ¢alismalar
da devam etmektedir. Hayvanlarin tUberklloza karsi korunmasinda,
insanlarda 1920 yilindan beri etkili bir sekilde kullanilan BCG nin denemeleri
yapilmaktadir. Asinin  etkinligi hentiz  bilinmemektedir. Ayrica si§ir
tiberklGlozunun tanisinda kullanilan testlerde yanlis sonuglar vermektedir.
Ayrica enfekte hayvanlarda hastahg: siddetlendirmektedir . Sigirlarda oral,
derialti , deri ici olarak kullanilan mikobakteri suslarindan hazirlanmig canli
veya 0la agilarla galigmalara devam ediimektedir (Newell ve Hewinson,
1995).

Bu caligmada, Turkiye’de periyodik tuberkiloz kontrolleri yapilan
isletmelerden secilen ornekler ve gegmiste tuberkulozla enfekte olmug
ahirlardan segilen o6rnekler kullanilarak sigir tuberkilozunun  serolojik
teshisinde ELISA'min  duyarlliginin  y-IFN testi ile kargilastirmali
degerlendiriimesi amaglanmigtir. ELISA ve y-IFN testinin Turkiye'de sigir
tuberkulozunun teshisinde kullanilabilirliginin karsilagtirimasi galismasi, bir
ilk olmasi ve bundan sonraki ¢aligmalara igik tutacag: distncesi ile orijinal
nitelik tagididi distntlmektedir.
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2.GEREG VE YONTEM

2.1 Materyallerin Toplanmasi

Sigir tiberkulozunun serolojik teshisi amaciyla; ELISA ve y-IFN testierinde
kullanilan kan ©&rnekleri Tarim lIgletmelerine bagh 3 iftikten (A,B,C)
periyodik olarak her yil yapilan tuberkdilin testinde negatif sonu¢ veren ve
klinik olarak tuberkuloz belirtileri gdstermeyen kontrolli 2 yas Ustu
hayvanlardan 536 adet ve Ankara ¢evresinde 2 k6yden (D,E) tuberkuloz
belirtileri géstermeyen tlberkillin ‘testi yapiimayan kontrolsiz 2 yas Ustl
hayvaniardan 210 adet lityum heparinii ve normal kan tuplerine alinarak
temin edildi (Cizelge 2.1.). Normal kan tUplerine alinan kanlarin serumlari
cikartildi ve numara verilerek -20 °C’de saklandi lityum heparinli tuplere
alinan o6rnekler antijenle duyarhlastirildiktan sonra numaralandirilarak -20
derecede saklandi. 746 serum 6rnegi ELISA ile test edilerek tuberkuloz
negatif ve pozitif olarak ayrildi. Negatif ¢ikan érneklerin lityum heparinli
taplere alinan karsiliklar (75 adet) ile pozitif gcikan érneklerin lityum heparinli
taplere alinan karsihklart (75 adet) y-IFN testinde kullaniidi.

Cizelge 2.1. : Toplanan érneklerin kaynak ve sayilari

Kaynak PPD tiiberkiilin Yas Sayi
test sonucu

o A Negatif >2 140
g B Negatif >2 223
2 C Negatif >2 173
- D Test edilmedi >2 142
2 E Test edimedi >2 68
Toplam 746

2.2. Standart Suglar ve Serumlar

ELISA ‘da antijen hazirlamak i¢in kullanilan M. bovis AN/5 sugu Etlik
Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisu Tuberklloz-Paratuberkiloz
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ve Ruam Teshis Laboratuvar’'ndan, 2 negatif, 2 pozitif referans kontrol
serumlar ID-Lelystad ‘tan (Hollanda), 18 negatif, 18 pozitif kontrol serumlari
ise Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisi Tuberkuloz-
Paratuberkuloz ve Ruam Teshis Laboratuvari’'ndan sagland..

2.3. Besiyerleri

M. bovis AN/5 susununun pasaiji ve antijen Gretimi i¢in, asagida agik formalu
verilen Lowenstein Jensen ve BAI (Modifiye Dorset Henley) sentetik besi

yerleri kullanildi.

Lowenstein Jensen besiyeri (Finegold and Martin , 1982)

L- Asparajin 360 g
Potasyum fosfat , monobazik 240 g
Magnezyum sulfat 024 ¢
Magnesyum sitrat 060 g
Patates flour 30.00 g
Malasit Yesili 040 ¢
Distile su 600 mi

121°C’de 15 dakika tutularak sterilize edilen yukaridaki soliisyona 12 ml
gliserin ve 1000 ml tavuk yumurtasi icerigi eklenerek besiyeri hazirland.
Tuplere dagitilan besiyeri 85 °C'de 56 dakika tutularak steril hale getirildi.
Besiyeri sterilite kontrolti icin 37°C’de 2 giin bekletildi.

BAIl (Modifiye Dorset Henley ) besiyeri (Henley , 1935; Svenkerud, 1955)

L -Asparajin 120 g
Potasyum dihidrojen fosfat 1.08 g
Sodyum sitrat 0.90g
Magnezyum slfat 161g

Ferrik sitrat 031g
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Glukoz 100 g
Gliserin 80 ml
Distile su 1000 ml

Her bir kimyasal madde ayri ayri distile suda eritilerek 1 litrelik besiyeri
hazirlandi. pH 6.8’ e ayarlanarak 2 litrelik fleming’s sisesine konuldu. 121 °C
de 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri sterilite kontroli igin 37°C'de 2 giin
bekletildi.

2.4. Test Malzemeleri

Mikropleytier: ELISA ve y-IFN testinde 96 cukurlu F tabanlh polisteren

mikropleytler (Maxi Sorp ,Nunc,Danimarka) kullanild: .

Otomatik Pipetler : 12 kanalli 50ul’lik (Socorex), 8 kanalli 100ul’lik (Socorex)
cok kanalll pipetlerle, tek kanalli 10ul'lik (Rainin), 50ullik (Biohit) 1mf'lik
(Gilson) pipetler kullanildi.

Okuyucu: 405 ve 450 nm filtreleri bulunan okuyucu (DYNATEC MR5000 V
Dynatec laboratories Inc. Alexandra. VA) kullanildi.

Pleyt Galkalayici : 1100/dakikalik calkalayici (Ika schitler ) kullanildi.

Filtreler: Antijenin hazirlanmasinda ve sterilize edilmesinde, Whatman No 14
kagitlari, 0.45ul’lik ve 0.2 um’lik membran filtreler (Sartorius) kullanild.

Mikropleyt yikayici : Testerde pleytleri yikamak amaciyla 250 ml'lik plastik
manuel pisuvarlar (Azlon, ingiltere) kullanild.

Steril vakumiu normal kan tiipii : ELISAda 10mllik tapler
(Vanoject,Leuven,Belgika) kullanildi.

Steril vakumlu lityum heparinli kan tiipi: GIFT'te 10mlilik tupler
(Vanoject,Leuven,Belgika) kullanildi.
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2.5. ELISA Reagentler’i

Fosfat Buffer Sollisyonu (PBS) : pH 7.4 olan PBS paket (Sigma Chemical
Co) ticari olarak temin edildi. 1 litre deiyonize suda 1 paket igerigi (0.138 M
NaCl 0.0027 M KCL) eritilerek PBS solisyonu hazirlandi.

PBS / Tween soliisyonu : ELISA'da pleytlerin ylkanmasinda kullaniimak
tzere PBS solUsyonunun 1/5 oraninda distile su ile sulandiriimasi ve %0.05
Tween 20 (Merck Chemical Co) katilmasi ile hazirlandi.

PBS / Tween / Sigr Serum Albumin (BSA) soliisyonu : PBS
solusyonuna %1 Sigir Albumini (Fraction V, Sigma Chemical Co) ve %0.5
Tween 20 eklenerek hazirlandi. Bu solisyon serumlarin sulandinimalarinda

ve konjugat hazirlanmasinda kullanildi.

Karbonat Buffer Soliisyonu : Antijen sulandiriimasinda kullaniimak Gzere
kapsul formasyonunda (Sigma Chemical Co) ticari olarak temin edildi. Bir
kapsul 100 mi deiyonize suda eritilerek solisyon hazirlandi (pH 9.6). +4°C'de
saklandi.

Konjugat : ELISA'da kullanilan konjugat, tavsanda hazirlanmis ve
peroksidazla igaretlenmis antibovine Ig (H+L) (Sigma Chemical Co) ticari
olarak temin edildi. -20 °C'de saklandi.

Sitrat Buffer Soliisyonu: Asagidaki formule gére hazirland..

Buffer 1

Sitrik asit monohidrat 42g
Distile su 200 mi
Buffer 2

Sodyum di-hidroksifosfat 12 H,O 716 g
Distile su 200 mi

Buffer 1 ve Buffer 2 esit oranda kangtirilarak solsyon elde edildi ( pH 4 ).
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Hidrojen Peroksit (H202) Sollisyonu : Hidrojen peroksitin %30 ‘luk ticari
solusyonundan (Sigma Chemical Co) substrata katiimak Gzere distile su ile
%3 ‘lik solusyonu hazirlandi. +4 °C’de saklandi.

Substrat : ELISA'da kullanilan substrat, sitrat buffer solisyonuna, 2.2
azinobis (3-ethyl benzthiazoline sulphonic acid) (Sigma Chemical Co) ve
H20, solusyonunun karigtirilmasi ile elde edildi, +4 %C’'de sakland.

Stop Soliisyonu : 1M Silfirik asit (H2S04) solUsyonu kullaniid.

2.6. ELISA
2.6.1. ELISA Antijeni

M.bovis AN5S susundan Weybridge yoéntemi ile antijen hazirland:
(Svenkerud, 1955; Magnusson ve ark.,1963). M. bovis AN5 susu LJ besi
yerine ekildi. 2 hafta 37 °C de inkube edildi. Sure sonunda kilturden,
erlenmayerlere hazirlanan BAI besi yerine steril sartlarda ekim yapildi. 37°C
de 20- 30 gun sonra yeterli yodunlukta Uremesi goérllen bakterinin
pelikillerinden alinarak Fleming’s siselerine ekildi. 37°C de 8 hafta inkube
edildi. Bu sirenin sonunda Fleming's siseleri 100 °C de 3 saat tutularak
mikroorganizmalarin élmesi saglandi. Siseler oda sicakliinda sodumaya
birakildi. Sige igerigi bakir telden yapilmis elekten (85 Mesh Wire stainers)
stzlldd. Suzulen igerik yeniden Whatman No 14 kagitlarindan hazirlanan
stizge¢ hamurundan gegcirildi. Elde edilen filtratlar steril kaplarda toplandi.
Tuberkllo- proteinleri elde etmek igin %40'lik triklorasetik asit stzUlmus
filtratin icerisine son konsantrasyonu %4 olacak sekilde ilave edilerek
¢okturalda. Ustteki sivi kisim sifon edilerek atildi. Dipteki kalan kisim PPD
tuberkdlin hazirlanmasi igin kullanildi. PPD proteini %1'lik ve % 0.6'hk
triklorasetik asitle ve %10 sodyum klorirle birer kez yikandi. Yikanan protein
konsantrasyonu 0.1 N NaOH solvent ile eritidi. Elde edilen konsantre
sividaki protein miktari semimikro -kjeldahl metodu kullanilarak tespit edildi.
Protein miktar1 belilenen PPD tlUberkdlin 0.2 um’lik fiitre kadidindan

gegirilerek sterilize edildi.
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2.6.1.1. Antijen Titresinin Belirlenmesi

Test icin 96'lik dUz tabanli pleytier kullanildi. Hazirlanan antijen,
total proteini (1.85 mg/ml) baz alinarak karbonat buffer igerisinde 10 ug/ml
protein miktari olmak Gzere 2 katli olarak 320 ug/ml’ ye kadar 1 ml’ lik pH nétr
siselerde ayri ayn sulandirildi. Pleytierin ilk dikey sirasina 10 pug/ml antijen
sulandiriimasindan 50 ul konuldu. Diger siralara sirasiyla 320 ug/mi ye kadar
sulandirilan antijenlerden 50’ ser ul konuldu. Pleytler, pleyt sallayicisinda 1-2

dakika tutularak antijenin pleyt gézinde homojen dagiimasi saglandi. Pleytler
37°C'de 1 saat tutuldu; sonra +4 °C'de 1gece inkubasyona birakildi .

Ertesi gun pleytlerin gézlerinde kalan antijenler vakumla g¢ekildi.
Hazirlanan ELISA yikama soltsyonu ile pleytler 3 kez yikandi son yikamada
yikama solasyonu pleytde 3 dakika bekletildi. Diger taraftan  negatif ve
pozitif serumlar 1 ml lik nétr siselerde 1/25'den bagliyarak 1/1600°'a kadar 2
kathh olarak serum sulandirma solusyonu ile sulandinidi. Sulandirilian
serumlar, yikanan pleytlerin 1. sirasindan baglamak tzere dikey olarak 50
ul konuldu. Pleytier 1-2 dakika sallayicida tutuldu ve nemli ortamda 37 °C
‘de 1 saat inkube edildi. SGre sonunda pleytler 3 kez yukarida aniatildig:
gibi yeniden yikandi. Daha sonra butin gézlere 1/1500 oraninda sulandirilan
konjugattan 50 ul eklenerek yeniden nemli ortamda 37 °C ‘de 1 saat
inkubasyona birakildi. Pleytler yeniden 3 kez yikandi son yikamada 3 dakika
bekletildi. Pleytlere hazirlanan substfattan 100 ul konuldu ve oda isisinda,
karanlik ortamda 30 dakika bekletildi . Sire sonunda reaksiyonu durdurmak
icin 0.1 M H,S04 solusyonundan 100 pl ilave edildi . Pleytler 405 nm dalga
boyunda ELISA okuyucusunda okunarak sonuglar optik olarak
degerlendirildi.

2.6.2. Konjugatin titresinin belirlenmesi

ELISA'da konjugatin titresinin belirlenmesinde &énceden saptanan
uygun antijen miktari ile pléytler kapland: yukarida antijen titrasyonunun
belirlenmesinde anlatildidi gibi testin asamalarina gegildi. Serum konulduktan
sonra inkube edilen ve yikanan pleytlere 1/500 den basiamak tzere 1/4000‘e
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kadar sulandirilan konjugattan konuldu. inkubasyondan sonra yikanan ve
substrat konulan pleytlerdeki reaksiyon durdurularak negatiflik ve pozitiflik
degerleri optik okuyucuda degerlendirildi. Bulunan degerlerin ara degerlerini
saptamak igin, test konjugatin bu ara degerlerde sulandiriimasiyla yeniden

tekrarlandi ve uygun konjugat titresi belirlendi.

2.6.3. ELISA’nin yapiligi

ELISA , Ritacco ve ark. (1987), bildirdikleri yénteme gére yapildi.
Oncelikle, testte serum, antijen ve konjugat titrasyonlar yapilarak uygun
degerler tespit edildi.

Mikropleytlerin batin gézlerine karbonat bufferla sulandiriimis PPD
antijeninden 50 pl konuldu. Pleytler, pleyt sallayicisinda 1 dakika
karistiriidiktan sonra 37 °C’de 1 saat tutuldu. Pleytler +4 °C'de 1 gece inkube
edildi. Pleytler yikama solUsyonu ile yikandi son yikamada 3 dakika beklendi.
Her bir géze ikiserli olmak tuzere % 1 sigir albumini ve %0.5 Tween 20 iceren
PBS ile 1/200 oraninda sulandiriimig supheli serumlardan konuldu. Dikey son
4 g6zun ikisine pozitif, ikisine negatif referans serumlarindan 50 pul konuldu.
Rutubetii ortamda 37 °C’'de 1 saat inkube edildi. Sure sonunda pleytier
yukarida anlatildigi gibi yeniden 3 kez yikandi. Pleytlere 50 ul konjugat
konulup 1 saat 37 °C’de inkube edildi. Pleytier tekrar 3 kez yikanarak 100 ul
substrat solisyonu konularak 30 dakika oda isisinda birakildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in 0.1 M H2SO4 konuldu. Pleytler 405 nm dalga boyunda
okunarak sohuglar fotometrik olarak degerlendirildi.

2.7. GIFT ( y-IFN testi )

y-IFN testinde kullanilan 150 émeklik kit materyali CSL sirketinden (CSL
limited, 45 Poplar Road , Parkville 3052, Victoria, Avustralya) temin edildi.
Test Rothel ve ark.’nin (1990), bildirdigi ydonteme gére yapildi.
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2.7.1. Sigir y-IFN Testi Kit Materyali

Pleytler : y-IFN ye karsi antikorla kapli 15 érneklik 10 mikropleyt kullanildi.
Mikropleytler test yapiimadan énce plastik kaplari igerisinde en az 30 dakika

6nce oda i1sisinda tutuldu.

Negatif ve Pozitif Kontrol Serumlan : 1’er ml'lik negatif ve pozitif serumlar
ayri ayri 1 ml deiyonize suyla eritildikten sonra +4 °C de sakland). Testte
kullanilmadan énce iyice karigtirildi ve oda isisina gelmesi beklendi.

Green Diluent : 60 ml sulandirma sivisi testte kullaniimadan énce iyice

karistirilarak, oda i1sisina getirildi ve plazmalarin sulandiriimasinda kullanildi.

Blue Diluent : 25 m! konjugat sulandirma sivisi olarak 1/5 oraninda distile
suyla sulandirilarak kullanildi. +4 °C de sakland..

Yikama soliisyonu: 125 ml olan yikama solusyonu 1/20 oraninda distile
suyla sulandiriidi.

Konjugat : Anti-bovine y-IFN ile isaretlenmis horseradish-peroksidaz
kullaniidi. Konjugat 1.5 ml deiyonize suda eritildi . + 4 ° C'de saklandi.Testte
blue diluent ile karigtirilarak 5 dakika igerisinde kullanildi.

Kromojen Soliisyonu : 1.5 ml kromojen solisyonu enzim substrat

solusyonu icerisine katildi.

Enzim Substrat Buffer Soliisyonu : H,O; iceren 125 ml'lik hazir solisyon
kullanildi. Kromojen sollsyonu ile kanistirilarak 10 dakika igerisinde testte
kullaniidi.

Enzim Stop Solilisyonu :0.5 M H ;S04 reaksiyonu durdurmak igin kullanildi.

2.7.2. Kan killtiiriiniin duyarhlagtinimas

Testte kullanilacak sidirlarin venéz damarlarindan 15 1U/ml lityum heparin
iceren tuplere 10 ml miktarinda alinan kan 6rnekleri numaralandirild: ve 8
saat igerisinde her bir kan 6rnegi, 24'luk doku kultara pleytlerine 1.5 ‘er mi

UL Mg
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dagitilarak, 6meklerin konuldudu pleytiere sirasiyla 1. géze 100ul PBS, 2.
géze 100ul PPD-B (20ug/ml) ve 3. géze 100ul PPD-A  (20ug/ml) konuldu.
Kan érneklerinin PBS, PPD-B ve PPD-A ile iyice karismasi pipetle
kanistirilarak saglandi. Ornekler 37°C de 18 saat tutulduktan sonra  Ust
kisimdan plazmalari 96'Iik pleytlere alindi. Ornekler -20 °C de sakland..

2.7.3. yv-IFN testinin yapiligi

v - IFN testi, Rothel ve ark.'nin (1990), bildirdikleri yénteme gére yapild.
Teste baglamadan 6nce konjugat diginda buttin reagent’lar oda i1sinda yarim
saat tutuldu .

Teste 6nce mikropleytin batin gézlerine 50 ul green dilient konuldu.
Test edilecek 6rnekler su sekilde pleytde siralandi, PBS konulan plazma
ornekleri, mikropleytin 1. ve 4. gbzlerine, avian antijeni ile duyarlilasgtirilan
érnekler pleytin 2. ve 5. g6zlerine, bovine antijeni ile duyarlilastirilan érnekier
ise 3. ve 6. gozlerine bir plazma érnegi iki géze ikigerli olmak Uzere dikey
olarak 50 ul konuldu. Pozitif - negatif kontroller ikigerli olarak mikropleytin son
alti gézine 1 pozitif ve 2 negatif olarak konuldu. Mikropleytler, pleyt sallayici
ile 1 dakika kanigtinldi. Pleytler oda isisinda 1 saat bekletildi. Sire sonunda
mikropleyt icerigi vakumla atilarak hazirlanan yikama solisyonu ile 6 defa
yikandi. Konjugat ,Blue diluent ile sulandirildi ve butun gézlere 100 pl
konuldu. Pleytler oda isisinda 1 saat bekletildi ve yeniden 6 kez yikandi.
Son yikama igleminden sonra, hazirlanan enzim substrat sollsyonundan
batun gézlere 100 ul konuldu. Pleytlerin Ustl kapatilarak igik almamasi
saglandi. 30 dakika oda isisinda bekletildi. Stre sonunda batun gézlere 50 pl
stop solisyonu konuldu. Pleytler 450 nm’lik filtrede okundu. Sonuglar optik
olarak degerlendirildi. Negatiflik ve pozitifik kit agiklamalarina gére su
sekilde degerlendirildi. Antijensiz (PBS) pleyt gézlerine konulan érneklerin
450 nm'de OD’si belirlendi ayni érnegin PPD ‘li OD’si de belirlendi. PPD ‘li
érne@in OD degeri ile PBS 'li érnegin OD degeri arasindaki farkin 0.100
ve/veya daha yukari olmasi durumunda 6rnek tuberkuloz pozitif kabul
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edildi. Farkin 0.100'den daha az olmasi durumunda 6rnek negatif kabul
edildi.

2.8. istatistiksel Analizler

ELISA ile y-IFN testlerinden elde edilen sonuglarin karsilastiriimasinda x 2

yoéntemi kullanildi ( Martin ve ark.,1987).
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3.BULGULAR

3.1. ELISA

3.1.1. Antijenin total protein miktar

ELISA antijeni olarak kullanilacak PPD ‘in total protein miktari 1.85 mg/ml
bulundu.

3.1.2. Antijen titrasyonu sonucu

Antijen titrasyon calismalart sonucunda, ELISA'da 40 pg/ml miktarinda
antijenle kapl pleytlerin testte kullaniimasi uygun bulundu.

3.1.3. Konjugat titrasyonu sonucu

ELISA'da konjugatin degisik degerlerde sulandirilarak kullaniimasindan elde
edilen sonuglara gére en uygun sulandirmanin 1/1500 oldugu saptandi ve

bu degerin teste kullaniimasi uygun bulundu.

3.1.4. Negatiflik kriterlerinin belirienmesi

20 pozitif ve 20 negatif kontrol serumunun farkh degerlerde sulandirilarak
ELISA'da kullaniimasindan elde edilen sonuglara gére negatif ve pozitif
ayriminin yapilabildigi en uygun serum sulandirma deg@erinin 1/200 oldugu
saptandi (Sekil 3.1.). Bu sulandirma orani testte kullanildi. Testte tuberkuloz
negatif serumlarin OD degerleri ortalamasi 0.148 + 0.017 olarak hesaplandi
Bu ortalama degere 2SD degeri eklenerek (0.148 + 0.153) ayrim degeri (cut-
off) saptandi. Cut-off = 301 bulundu. Bu degerin Ustinde OD degerine sahip
oérnekler ELISA’'da pozitif olarak degerlendiriidi.
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Sekil 3.1. ELISA’'da negatif ve pozitif serumlarin OD’leri

3.1.5. ELISA sonuglar

Toplanan 746 serum 6rnegi ELISA'da degerlendirildi (Sekil 3.3.). Cut-off
degerlerine gére serumlarin negatif veya pozitif olarak ayrilimasi her pleyt igin
ayri yapild. ELISA'da o&rneklerin 164’ U (%22) pozitif , 582 'si (%78)
negatif bulundu . Kontrolli hayvanlarda (A,B,C) 57 (%11) pozitif, 479 (%89)
negatif , kontrolsiz hayvanlarda 107 (%51) pozitif , 103 (%49) negatif sonug
bulundu.

Sonuglarin igletme ve kdylere dagilimlar gizelge 3.1.’de verilmistir .



Cizelge 3.1. ELISA’'da negatif ve pozitif serumlarin isletme ve kdylere gore dagilimi

Kaynak Pozitif (%) Negatif (%)
A
. 17 (%12) 123 (%88)
(n'=140)
o B
% 21 (%9) 202 (%91)
3 (n=223)
€
19 (%11) 154 (%89)
(n=173)

Toplam (n=536) 57 (%11) 479 (%89)
3 % 63 (%44) 79 (%56)
\ 0 0.
= (n=142)

E
44 (%65) 24 (%35)
(n=68)

Toplam (n=210)

107 (%51)

103 (%49)

GenelToplam
(n=746)

164 (%22)

582 (%78)

*Hayvan sayisi

3.2. y-IFN Testi

3.2.1. y-IFN testinde kullanilan 6rnekler

ELISA'da kontrolli hayvanlarda negatif ¢ikan érneklerden 75 adedi
(%15) ve kontrolstiz hayvanlardan pozitif gikan érneklerden 75 adedi (%70).

v-IFN testinde kullanildi.

v-IFN testinde kullanilan érneklerin isletme ve kéylere gére dagilimlari

cizelge 3.2 de verilmistir.
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Cizelge 3.2. y-IFN testinde kullanilan érneklerin isletme ve koylere gére dagilimi

Kaynak ELISA Pozitif ELISA Negatif
A - 19
Q
E B - 32
o
& c - 24
> D 44 -
0
x E B -
Toplam 75 75

3.2.2. y-IFN testi sonuglan

ELISA ‘da 75 pozitif ve 75 negatif sonug veren &rneklerden, v-IFN
testinde D ve E'den segilen 6rneklerde 42 (%56) pozitif, 33 (%44) negatif ,
A B ve C'den segilen 6meklerde 61 (%81.4) negatif, 14 (%18.6) pozitif sonug
bulundu (Sekil 3.4.). Orneklerin, testte toplam olarak 56'sinin (%37.3)
pozitif, 94'tnun (%62.7) negatif sonug verdigi saptandi (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. y-IFN testi sonuglannin kaynaklara gére dagilimlar

Kaynak Pozitif Negatif
- A 2 14 (%19)
£ B 14 (%18) 29 (%39)
) C : 18 (%24)
2 D 18 (%24 ) 26 (%35)
x E 24 (%32 ) 7 (%9)
Toplam 56 (%37.3) 94 (%62.7)
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3.3. ELISA ve y-IFN testlerinin sonuclannin kargilastinimasi

ELISA ‘da pozitif bulunan 75 érnek, y-IFN testinde 42'si (%56) pozitif, 33'u
(%44) negatif bulundu (Sekil 3.5.). ELISA'da negatif bulunan 75 6rnek , y-
IFN testinde 61'i (%88) negatif, 14’0 (%18) pozitif bulundu (Sekil 3.4.). Her
iki testte kaynaklara gére pozitif sonuglarin karsilagtinimalan Sekil 3.2.’de,
negatif sonuglarin karsilastirimalar Sekil 3.3.‘de verilmistir .
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Sekil 3.2. ELISA ve GIFT'te pozitif érneklerin kaynaklara gore karsilagtinimalari.
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Sekil 3.3. ELISA ve GIFTte negatif o6meklerin kaynaklara gére
karsilagtiriimalari.

FELISA

Sekil 3.4. ELISA’'da negatif bulunan érneklerin GIFT ile karsilastirimalan
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[ |

$ekil 3.5. ELISA'da pozitif bulunan érneklerin GIFT ile karsilastiriimalari

3.4. istatistiksel Analizlerin Sonuglar

Her iki testten elde edilen sonuglar x> metodu ile karsilagtinimistir.
Pozitif érneklerde x*=11.38 , negatif 6rneklerde x* = 2.88 ve testlerin genel
sonuglarinin degerlendiriimesinde x* =4.9 olarak hesaplanmistir. Yapilan
istatistiksel yonteme goére pozitif sonuglar arasindaki fark (p<0.001) énemli,
negatif sonuglar arasindaki fark (p>0.05) 6nemsiz ve test sonuglarinin ortak

degerlendiriimesinde testler arasinda fark (p<0.01) énemli bulunmugtur.



Sekil 3.7. y- IFN testi.
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4. TARTISMA

Gunimuzde sigir thberklGlozunun tanisi ve kontroli en dnemli problemierden
biridir. Organizmanin canlida olusturdugu immun yanitin karmasikhig
hastali§in tanisini ve dolayisiyla eradikasyonunu da zorlagtirmaktadir
(Thorns ve ark.,1983).

Taberkilin testinin uygulanmasi ile M. bovis infeksiyonlarinin tanisinda
onemli mesafeler alinmasi saglanmistir (Whipple ve ark.,1995). Ancak test
uygulamasinin pratik olmamasi, tartisilabilir duyarlilik duzeyleri (Francis ve
ark.,1978, Wood ve ark.,1992) nedeniyle 6&zellikle son 10 yil igerisinde
yapilan arastirmalar bu testten daha duyarli ve pratik bir tani yénteminin
ortaya ¢ikartimasina ydénelik olmustur (Rothel ve ark.,1990; Wood ve
ark.,1992 ; Whipple ve ark.,1995).

Bu calismada tuberklloz kontrolleri tuberkulin testi ile periyodik olarak
yapilan 3 igletme (A,B,C) ile tuberkiloz kontrolleri yapilmayan hayvanlarin
bulundugu iki kéyden (D,E) toplanan ornekler once ELISA le
degerlendirilmistir. ELISA sonucuna gére pozitif ve negatif ¢ikan érnekler y-

IFN testi ile test edilmis ve sonuglar kargilastirnimigtir.

ELISA, Ritacco ve ark.’nmin (1987) bildirdigi yénteme gdre yapilmistir.
ELISA'da kullanilan antijenlerin daha spesifik sonug vermesine yénelik bazi
arastirmacilar tarafindan farkli antijen hazirlama teknikleri ve miktarlar
konusunda c¢alismalar yapilmigtir (Fifis ve ark.,1989). Bu galismada antijen
olarak kullanilan PPD, Weydbridge ydéntemine gére (Magnusson ve
ark.,1963) M. bovis AN/5 kulturlerinin s ile éldUrtimesi ile hazirlanmigtir.
ELISA'da kullanilan PPD antijen miktarinin 5-1000 ug/ml arasinda olabilecegi
bildiriimistir (Daniel ve Debanne ,1987). Ayrica PPD-B kullanilarak yapilan
calismalarda antijen miktar ile sonuglar arasinda bir iligkinin olmadigi da
belirtiimektedir (Daniel ve Debanne ,1987). Antijen titrasyon calismalar
sonucunda, ELISA'da 40 ug/ml ve daha yukari miktarlarla antijenle kapl
pleytlerin kullaniimasinda testte elde edilen sonuglar arasinda bir fark

géralmemigtir. Bununla birlikte 40 ug/ml ‘den az antijen miktarlariyla yapilan
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caligmalarda istenilen sonug elde edilememistir. Antijen tasarrufu icin 40
pug/ml miktarinda antijen kullaniimigtir. Daniel ve Debanne’nin (1987),
bildirdiklerinden farkli olarak 40 pg/mi’'den daha az miktarda antijenlerle
pleytlerin duyarlilagtinimamasinin nedeni diger aragtirmacilarin (Ritacco ve
ark.,1991) ELISA'da kullandiklart serum, konjugat titasyonlarimin bu
calismada kullanilan oranlardan farkl olmasina baglanabilir.

Bu caligmada kontrolli ve kontrolsiz hayvanlardan toplanan 746
drnegin batini ELISA ile test edilebilmis, ancak y-IFN test kitinin 150 érneklik
olmasi nedeniyle butin drnekler y-IFN testi ile test edilememistir . ELISA’da
test edilen drneklerin 582'sinin (%78) negatif ,164'Untn (%22) pozitif oldugu
goralmastar. ELISA'da kontrolli hayvanlardan segilen érneklerden (A,B,C)
57'si (%11) pozitif, kontrolsiz hayvanlarda ise 107’si (%51) pozitif sonug
vermigtir. Kontrolsiz hayvanlarda 103 (%49) negatif sonug¢ bulunurken,
kontrolli hayvanlarda 479 (%89) negatif sonug saptanmistir. Kontroll(
hayvanlarda saptanan negatif sonuglar (%89) segilen yéntemle uygulanan
ELISA'min spesifitesinin yOksek oldugunu géstermektedir. Bu sonuglar
tiberkdlinle kontrolleri yapilan slrllerde, ELISA’'nin tuberkiloz negatif
hayvanlarnin belirlenmesinde kullanilabilecegini g6stermektedir. Kontrolsiiz
hayvanlarda 6rneklerin ELISA ile degerlendirilmesinden elde edilen sonuglar
gore (%51pozitif, %49 negatif) bu tip surtlerde ELISA'nin sonuglarin
dogrulayacak ek bir teste gerek duyuldugu géralmektedir.

Bu caligmada y-IFN testi Rothel ve ark.,’nin (1990), bildirdigi yénteme
gore yapimigtir. Testin uygulanabilmesi igin 16 saat igerisinde kan
kltarlerinin duyarlilagtinimasi gerekmektedir (Rothel ve ark., 1990). Ancak
diger bir arastirmada (Rothel ve ark., 1992) kanda y-IFN dizeyinin 8 saat
icerisinde dugls gosterdigi bildiriimektedir. Bu galismada arastirmalar dikkate
alinarak kan o6rneklerinin belirtilen surelerde iglenebilmesi igin  yakin
merkezler segcilmistir. Kan kdltarlerinin duyarlilagtirimasi 8 saat igerisinde
gerceklestirilebilmigtir. Bununla birlikte uzak merkezlerden alinacak
6rneklerin test edilmesinde mobil tani istasyonlarinin kurulmasinin gerektigi
goérulmustar. Ayrica blylk hayvan surdlerinde ve Ulkemizde oldudu gibi
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bireysel hayvan yetigtirilen yerlerde belirtilen slreler igerisinde testin

yapilmasinda zoriuklar géralmektedir .

Rothel ve ark. (1992), infekte olmayan hayvanlarda tuberkulin
uygulamasinin y-IFN dlzeylerine etki etmedidini bildirmigtir. Ancak bu
caligsmada diger arastirmacilarin (Radunz ve Lepper, 1985) galismalari g6z
énune alinarak y-IFN testinde kan alinan hayvanlarin, en az 2 ay ve daha
6nce tuberkulin uygulamasinin yapimisg olmasi sarti aranmigtir. y-IFN
testinde antikoagulan olarak testte iyi sonug¢ verdigi bildirilen lityum heparinli
tupler kullanilmigtir. Testte Rothel ve ark.’nin (1990), bildirdigi gibi doku
kaiturt  pleytierine konularak duyarlilagtirilan kan plazmasi santrifujle
ayriimamug, pipetle st kisimdan plazmalar alinmigtir. Bu érneklerle yapilan

y-IFN testinde herhangi olumsuz sonug tespit edilmemistir.

Bu calismada ELISA'da kontrolstiz hayvanlarda (D,E) pozitif olarak
saptanan 75 adet 6rnekten, y-IFN testinde 42'si (%56) pozitif, 33'G (%44)
negatif sonug vermistir. Her iki testin x? yontemi kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendiriimesinde fark (p<0.001) 6nemli bulunmusgtur. Auer ve
Schleehauf (1988), spesifik olmayan immun yanitin tiberkilozun teghisinde
yaniltici sonuglar dogurabilecegini bildirmistir. Morrison ve ark. (2000),
M.bovis antijenlerinin, M. avium ve M. paratuberculosis antijenlerine karsi
olugsan antikorlarla c¢apraz reaksiyon gdsterebildigini sdylemektedir.
Uygulanan ELISA’'da pozitif sonu¢ veren, ancak y-IFN testinde negatif
bulunan 33 o6rnedin farkh arastirmacilarin (Auer ve Schleehauf,1988;
Morrison ve ark., 2000) belirttigi gibi ELISA’da kullanilan antijeninin spesifik
olmayan antikorlarla ¢apraz reaksiyona girerek yanlis pozitif sonu¢ verdigi
saniimaktadir.

Bu calismada ELISA'da kontrolli hayvanlarda negatif olarak saptanan
75 adet 6rnekten ,y-IFN testinde 61'i (%81.3) negatif, 14'Q (%18.7) pozitif
bulunmustur. Her iki testin x* yontemi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendiriimesinde fark (p>0.05) 6nemsiz bulunmustur. Wood ve ark.

(1992), sigir tiberkulozunun tanisinda y-IFN testinin sensitivitesini %81.8 ve
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spesifitesini % 99.1 saptamis olup y-IFN testinin, tuberkalin testi ve ELISA’'ya
goére daha duyarl bulmuslardir. Eide edilen bu sonuglar, tiberkuline gére y-
IFN testinin duyarliiginin yiOksek oldugunu bildiren arastirmacilarla
(Morrison ve ark.,2000) paralellik géstermektedir. ELISA'da negatif bulunan
14 érnegdin, y-IFN testinde pozitif bulunmasi, infekte hayvanlarda antikor
yamtinin dusdk oldugu durumlarda hicresel yanitin saptanabilmesi olarak
aciklanabilir. Elde edilen bu sonuglar, M. bovis infeksiyonlarinda hicresel
yanitin énem kazandigini bildiren arastirmacilarla (Plackert ve ark., 1989;
Harboe ve ark., 1990 ; Ritacco ve ark., 1990) paralelik géstermektedir.
Ritacco ve ark.’lart (1990), aktif tUberklloz olgularinda mikobakteriyel
antikorlarin  ylksek dlzeyde bulunabildigini, subklinik olgularda ise
antikorlarin  élglilemeyecek dizeylerde oldugunu bildirmektedir. Bu
calismada ELISA'da saptanamayan pozitifliklerin nedenlerinin hayvanlarda
humoral antikorlarin henltiz olusmadigi, hastaligin ilk evreleri veya subklinik
dénemi oldugu saniimaktadir. Lilenbaum ve ark. (1999), y-IFN testinin,
tuberkulin testinden 60-120 gln daha énce pozitiflikleri saptayabildigini ve bu
testlerin beraberce hastaligin teghisinde kullanilmasinin daha dogru olacagi
bildirmektedirler. Tuberkllin testinde negatif bulunan B igletmesinden segilen
hayvaniardan (32 adet) 14'Unln y-IFN’'de pozitif bulunmasi tuberkiilin testinin

de diger ek bir tani metodiar ile desteklenmesi gerektigini géstermektedir.

Bu calismada sigir tlberkilozunun teshisinde, humoral antikor
yanitinin ELISA ile &lgulmesi, hlcresel immun yanitin y-IFN testi ile
belirlenmesi esas alinmistir. Mikobakteriyel infeksiyonlarda hicresel yanitin
cabuk gelisimi ,humoral antikorlarin saptanabilmesi i¢cin daha uzun surelere
gerek duyulmasi nedeniyle ELISA'da bulunamayan pozitiflikier y-IFN testinde
saptanabilmektedir (Rothel ve ark.,1992). Calismada y-IFN testinde bulunan
pozitiflerin hepsinin gercek pozitif olup olmadiklari pozitif sonu¢ veren
hayvanlardan M. bovis kultarl yapilamadidi igin bilinmemektedir. Neil ve ark.
(1994a), enfekte 98 hayvanin hepsinde ( %100 ) y-IFN testi ile tiberkllozu
tespit  edebildiklerini  bildirmiglerdir. Bu calismada  sonuglarin

degeriendirmeleri y-IFN testinin duyarhhdinin ytksek oldugunu bildiren



49

arastirmacilara (Wood ve ark.,1992; Neil ve ark.,1994a) gére yapiimigtir. Bu
calismada y-IFN testinde elde edilen pozitif sonuglarin dogru pozitif oldugu

saniimaktadir.

Bu caligmada her iki test genel olarak karsilastirildiginda ELISA'da 75
pozitif ve 75 negatife karsilik y-IFN testinde sirasiyla 56 ve 94 olarak
bulunmustur. X? testi yapilarak iki testin karsilastiriimasindan elde edilen
fark (p<0.01) istatistiksel olarak énemli bulunmustur. ELISA sonuglarinin y-
IFN testi sonuglari ile kargilagtiriidiginda pozitifiikleri saptamada %56 (42/75),
negatifleri saptamada %81.3 (61/75) basarili oldugu gértlmuastar. Elde edilen
sonuglar, y-IFN testine gére pozitifleri saptamada dusik yuzdesi (%56)
nedeniyle ELISA'nin tek bagina sigir tiberkllozunun tani ve kontrolinde
kullanilamiyacagini géstermektedir. Wood ve ark., (1992), ELISA'da M.
bovis’e spesifik monoklonal antikorlarin kullaniimasi ile spesifitede énemli bir
yukselis gérulmesine karsin sensitivitede artis gézlemlememislerdir. PPD-B
antijeni kullanilarak yapilan bu c¢alisgmada negatifleri saptamada uygun
duyarllik (%81.3) bulunmasina kargin pozitifieri saptamada istenilen sonug
(%56) bulunamamistir. Kuchinka ve ark., (1990), ELISA’da dusuk bulunan
duyarhhidin monoklonal antikorlarin kullaniimasi ile giderilebilecegini
bildirmektedir. Bundan sonra yapilacak c¢aligmalarda spesifik antijenlerin
kullaniimasi testtin duyarlih@ini artiracaktir. Ayrica yalnizca IgG ‘leri degil,
diger immunoglobulin tiplerinin de ELISA’da saptanabilmesini sagliyabilecek
konjugatlarin geligtiriimesi gerektigi de bu ¢alismada géralmustar.

Bu calismada testlerin uygulanabilirlii maliyet hesabi yapilarak da
karsilagtinimigtir . Buna gdre giderler hesaplandiginda ; y-IFN testinde 150
orneklik kit 1000 Alman Markidir (DM). Ornek basina 6.70 DM ‘dir. 24
orneklik doku kultarh pleytieri 9 DM ‘dir. Her bir 6rmek maliyetine 1.10 DM
dismektedir. 0.50 DM mikrotitrasyon ekipmani gideri eklendiginde, herbir
érnegin maliyeti 8.30 DM olmustur. Bu hesaplamalara goére ELISA'da 46
érnegin test edilebildigi pleyt 4 DM'dir. Herbir 6rnege 0.09 DM diasmektedir.
Test reagent maliyeti bir 6rnek icin 0.07 DM’ dir . Mikrotitrasyon ekipmani
gideri 0.05 DM eklendiginde her bir 6megin maliyeti 1.29 DM olmustur. Her
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iki testin maliyetieri hesaplandiginda y-IFN testinin ELISA’ya gére pahali

oldugu bu ¢alismada géralmustur .

Yapilan bu galismada uygulanan ELISA ve y-IFN testlerinin tiberkdlin
gibi rutin diagnostik testlere gére, tiberkllozdan stpheli hayvanlarin yeniden
test edilebilmesi (Rothel ve ark.,, 1992), 24-48 saat igerisinde test
sonuglarinin okunabilmesi (Rothel ve ark., 1992) ve érnekierin sahadan bir
defada toplanmasi gibi avantajlarinin oldugu da gértimastur. Bunun yaninda
gerek ELISA, gerekse y-IFN testinden elde edilen deg@erlerin sayisal nitelikte
olmasi (Wood ve ark.,1992) immun yanitin belirrenmesinde pozitif veya
negatif olarak nitelendirilen testlere (Francis ve ark.,1978) gére daha uygun

ve pratiktir.
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5. SONUGC

Bu calismada elde edilen bulgular, periyodik tuberkulin testi uygulanan ve
tuberkuloz negatif hayvanlardan alinan 6rneklerle yapilan ELISA'dan elde
edilen sonuglarla y-IFN sonuglarinin paralellik goésterdigi; kontrolsuz
hayvanlardan segilen érneklerde ise her iki test sonuclarinin farkh oldugu
géralmustar. y-IFN testinin sensitivitesinin  ylksek oldugunu bildiren
aragtirmalar g6z énine alindiinda bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar ELISA'nin
pozitifleri saptamada yetersiz oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte y-IFN
testinin ELISA’ya gbére pozitif hayvanlari saptamada daha uygun, ancak
maliyetinin yUksek oldugu sonucuna da varilmigtir. Her iki testin gerek
maliyet gerekse duyarliiklan gdézénune alindiginda bugln igin sigir
taberkUlozunun tanisinda tek baglarina kullanilamiyacaklarn anlasiimigtir.
Ozellikle tuberkiloz eradikasyonunun sinifh yapildigi Glkelerde ELISA'nin
pozitifleri saptamadaki dustk duyarliidi nedeniyle, tuberkiloz olgularinin
belirlenmesinde yalmiz basina kullaniimasinin uygun olmadi§i sonucuna
variimigtir. ELISA'min dasik maliyeti, sigir tberkulozu ile ilgili yapilacak
epidemiyolojik galismalara uygun oldugunu, yuksek sensitiviteye sahip y-IFN
testinin maliyetinin ylksekligi bugin sigir tiberkulozunun tanisinda yaygin
olarak kullanimini azaltsa bile, test maliyetlerinde dusmeler ve test
performansi / maliyet oranini  duglnmeyecek Ureticiler tarafindan
kullanilabilecegini géstermektedir.
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OZET

Sigir tiberkiilozunun teghisinde kullanilan gamma inteferon testi ile
ELISA’nin kargilagtirmali degerlendirmesi

Bu galigmada tuberkulin testi ile her yil periyodik kontrolleri yapilan 536 adet
hayvandan ve kontrolstiz 210 adet hayvandan alinan kan ornekleri énce
ELISA’'da degeriendirildi. ELISA'da bu érmeklerin 582'si (%78) negatif, 164'u
(%22) pozitif bulundu. Kontrolli hayvanlarda 57 (%11) pozitif , 479 (%89)
negatif, kontrolstiz hayvanlarda 107 (%51) pozitif , 103 (%49) negatif sonug
saptandi.

ELISA'da kontrollli hayvanlarda negatif bulunan 75 adet érnek ile
kontrolstiz hayvanlarda pozitif bulunan 75 adet 6rnede y-IFN testi uygulandi.
y-IFN testinde kontrolstiz hayvanlardan segilen drneklerin 42'si (%56) pozitif,
33U (%44) negatif , kontrolll hayvanlardan segilen 6rneklerin 61'i (%81.3)
negatif ,14'G (%18.7) pozitif bulundu.

Her iki testte elde edilen sonuglarin x* yéntemi kullanilarak yapilan
istatistiksel degerlendiriimelerinde, pozitif sonuglar arasindaki fark (p<0.001)
onemli, negatif sonuglar arasindaki fark (p>0.05) 6nemsiz ve testlerin

sonuglarinin ortak degerlendiriimesinde fark ise (p<0.01) énemli bulundu.

Anahtar kelimeler: Sigir, Tuberktloz, ELISA, y-IFN testi.
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SUMMARY

The Comparision of the ELISA and the gamma-interferon assay for the
diagnosis of bovine tuberculosis

In the present study, the blood samples from 536 animals, checked with
tuberculin each year and the samples from 210 animals which have never
been checked with tuberculin, have been tested with ELISA. As a result 582
of them (78%) have resulted in negative and 164 of them (22%) have
resulted in positive. In the group of checked animals there were 57 (11%)
positive and 479 ( 89%) negative samples and in the group of unchecked
animals there were 107 (51%) positive and 103 (49%) negative samples.

75 samples from checked animals, resulted in negative in ELISA and
75 samples ,chosen from the unchecked animals resulted in positive have
been tested with y-IFN assay. 42 of the unchecked samples (56%) have
given positive and 33 (44%) of them negative, 61 of the checked samples
(81.3%) have given negative and 14 of them (18.7%) have given positive
results.

The difference between the positive results (p<0.001) is important,
between the negative results (p>0.05) is unimportant and the difference

between the evaluation of the results of the tests (p<0.01) is important.

Key Words: Cattle, Tuberculosis, ELISA and y-IFN assay.
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