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Tiiberkil Tiuberkiloz, mikobakteriumlar tarafindan olusturulan, oldukea ciddi saglik prob-
Graniilom lemlerine ve ekonomik kayiplara sebep olan zoonoz karakterde bir hastaliktir.
Mikobakterium Tiberkiiloz basilleri ve konagin yangt hiicreletinin iliskisine bagl olarak gelisen,
tiiberkdl ad1 verilen beyaz-sar1 renkli, kalsifiye granilomlarin olusumu ile karakte-
Key Words tize kronik seyitli bir enfeksiyondur. Bu detlemede sigir tiiberkilozunun
Tub(;r(;:gl]%st:z antemortem ve postmortem teshisinde kullanillan metotlar hakkinda bilgi veril-
Tubercul mistr
Granulomas
Mycobacterium oo

Methods Used in the Diagnosis of Bovine Tuberculosis

SUMMARY
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Veteriner Fakiiltesi Tuberculosis is zoonotic disease caused by mycobacterium and causes very sefi-
Mikrobiyoloji Anabilim Dals ous health problems or economic losses. It is a chronic infection charactetized
TIE;)IZKZ by the formation of calcified, white or yellow granulomas called tubercle which

developed relationship tubercle bacilli and host inflammatory cells. In this re-
view, it is mentioned that information about the methods used in antemortem
and postmortem diagnosis of bovine tuberculosis.
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GIRIS

Mikobakteriumlar, Mycobactericeae familyasindaki
tek cinstir. 1-10 pm uzunlukta ve 0,2-0,6 pm
capl, kapstlsiiz, sporsuz, hareketsiz, zorunlu
aerob basillerdir. Basilin hiicre duvarinda, top-
lam kuru agirhginin %20-40t oraninda lipit bu-
lunmaktadir.”” Etken zorunlu hiicre igi patojen-
dir ve cogunlukla mononiikleer fogositik hiicre-
leri enfekte etmektedir.’

Insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapan pa-
tojen mikobakteriumlar temel olarak; A
tuberculosis kompleks ve M.  avium-intracellulare
kompleks olarak iki gruba ayrilirlar. A
tuberculosis kompleks grubunda, M. bovis subsp.
bovis ve M. bovis subsp. caprae ruminantlarda, M.
tuberculosis ve M. africanum (subtype 1, II) insan-
larda, M. wmicroti kemirgen ve insanlarda, M.
canetti insanlarda enfeksiyon yaparken, M. bovis
BCG ast susu olarak  kullanilmaktadir.’
Mikobakteriumlar, OIE (Office International
Epizootica) risk gurup III mikroorganizmalar
icinde yer alirlar.*

Teshis

Sigir  tuberkilozunun  teshisinde,  direkt
mikroskobi, kiltiir, histopatoloji, in vivo ve in
vitro hiicresel bagisikligin 6l¢tim testleri, antikor
cevabt Olgen serolojik testler ve molekiler me-
totlar kullanilabilmektedir.” OIE’ye gére sigir-
larda tiberkiiloz enfeksiyonunun antemortem
teshisinde; tiiberkulin deri testi, alternatif olarak
gamma interferon testi (IFN-y), posmortem
teshisinde; bakteriyoskopi, histopatolojik mua-
yene, kiltir ve molekiler metotlar 6nerilmekte-
dir." Tarim ve Kéy Isleri Bakanlig1, Sigir Bovine
Tuberktloz Yonetmeligine (2009) gore; Bakan-
ik, sigir tuberkilozunun teshisi icin tiberkilin
deri testine ek olarak IFN-y testinin uygulanma-
sina izin verebilmektedir.’

Bakteriyoskopi

M. bovis, klinik 6rneklerinden ve doku ornekler-
den hazirlanan siirme preparatlarin - Ziehl-
Neelsen boyama metodu ile boyanarak mavi
zeminde kirmizt renkli basillerin goriilmesi ile ya
da fluoresan asit-fast boyama ile teshis edilebil-
mektedir. Lezyonlu dokulardan hazirlanan pre-
paratlarin  haematoxylin-ecosin ile boyanarak
histo-patolojik incelenmesi ile de teghis yapila-
bilmektedir.* Bakteriyoskopi ile teshiste klinik

ornekteki bakteri sayisinin azhigy gibi nedenlerle
yanls  negatif sonuglar  alinabilmektedir.’
Mikobakteriyel etkenlerin gorilebilmesi i¢in
klinik 6rnegin 1 ml’sinde en az 5000-10.000
bakteri bulunmasi gerekmektedir, ayrica farkli
mikobakteri tirlerinin ayirimi yapilamamakta-
dir.® Enfeksiyonun lokalizasyonu, derecesi, kli-
nik 6rnegin tazeligi ve kontaminasyon durumu,
mikroskobik incelemeyi yapan personelin tecri-
besi gibi nedenler metodun sensitivitesini etkile-
yen en 6nemli faktorlerdir. Yanlis pozitifligin en
énemli sebebi cevresel mikobakteriumlardir.”

Kultiir

Kiltir tiberktloz teshisinde altin standart ol-
makla birlikte, inkuibasyon icin 4-8, biyokimya-
sal testler icin 2-3 hafta siire gerekmekte, etke-
nin zoonoz ve OIE gurup III mikroorganizma-
lar icinde yer almast nedeni ile Biyogiivenlik
Seviyesi I1I (BSL III) laboratuara ihtiya¢ duyul-
maktadir.'” Dekontaminasyon sirasinda bakte-
rilerin inaktive olmasi, diger bakteriler ve
saprofitik mikobakteriumlar ile kontaminasyon,
klinik 6rnekteki 61t mikobakteriumlar nedeni ile
sensitivitesi %100 olmamaktadir.'' Etkenin ilk
izolasyonunda Lowenstein Jensen, Coletsos
base, Stonebrinks gibi yumurta bazli ya da
Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11 gibi
agar bazlt besiyerleri kullamilmaktadir. Karakte-
ristik Greme siireci ve koloni morfolojisi M. bovis
icin 6n tant saglarken diger M. fuberculosis komp-
leks tiirlerinden ayirt edilmesi gerekmektedir.’
M. bovis Lowenstein Jensen besiyerinde 3-6 hat-
tada, beyaz renkte, kuru, kabarik, kenarlar1 di-
zensiz, granullii, rough tipte, M. fuberculosis, 4-5
hafta surede sari, turuncu renkte kuru, kabarik,
tzeri girintili, rough tipte, M. avium 2-3 hafta
surede, pigmentsiz, diz, smooth tipte, M. avium
subsp. paratuberculosis, Herrold’s Egg Yolk Agar
gibi yumurta bazli besiyetlerinde 8-10 hafta
surede pigmentsiz, rough tipte koloniler olus-
turmaktadir.” Son yillarda, BACTEC gibi etke-
nin ¢ok kisa stirede izolasyon, identifikasyon ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilabildigi,
radyometrik ve fluorometrik besiyeri sistemleri
hastanelerde ve bazi veteriner laboratuatlarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir.”” BACTEC sis-
temi ile insanlarda diger konvansiyonel yontem-
lere gore iki-Ug¢ hafta daha erken teshis ve anti-
biyotik duyarhiligy belitlenebilmekte, uygun ve
etkili tedaviye baslanabilmektedir."
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Hiicresel Bagigikligin Olgiilmesi
PPD Tuberkiilin Deri Testi

Tuberktloz enfeksiyonu sonucu gelisen gec ve
htcresel tipteki bagisikligs, asirt duyarliligr belir-
lemek icin kullanilan bir testtir. Ttuberktlin derti
testinde antijen olarak tiberkiloz basillerinin
proteinleri kullanilmaktadir. Old  tiberkdlin,
HSCM (st ile konsantre edilmis sentetik
besiyeri) tiberktlin ve PPD tuberkiilin olmak
Uzere Ug tipi bulunmaktadir. Ancak giintimtizde
PPD titberkiilin kullanilmaktadir."* Sigirlarda
tiberktloz teshisinde kullanilan PPD, M. bovis
ANS5 susundan, hazirlanmaktadir.” Tiuberkilin
testi boynun yan orta kismindan (cervical fold skin
test), ve kuyruk kokinden (caudal fold skin tesh)
deri i¢i uygulanabilmektedir. Ancak kuyruk ko-
kiinden uygulama Amerika disinda kullanilma-
maktadir.” Test, tek bastna Bovine PPD ya da
Avian ve Bovine PPD’nin aynt anda enjekte
edildigi kargilastirmali tiiberkilin test seklinde
uygulanabilir.'*?

Bovine tiberkilin deri igine enjekte edildi-
ginde canli, M. bovis ya da ¢apraz reaksiyon ve-
ren  bakteriler =~ (Nocardia, Rhodococcus,
Corynebacterium), ¢evresel mikobakteriumlar,
M. avium subsp. paratuberculosis ile enfeksiyon,
yakin zamanda uygulanan PPD deri testi, M.
bovis BCG agilamast ile daha 6nceden duyarlt
hale getirilmis ise enjeksiyondan sonraki 48-72.
saate deride sislik, kizariklik, agri gibi yangt be-
lirtileri ortaya ¢tkmaktadir.” Bu gecikmis tip agirt
duyarlilik reaksiyonunun meydana gelebilmesi
icin reaksiyonu veren T hiucrelerinin PPD en-
jeksiyonundan haftalar 6nce duyarlt hale gelmis
olmast gerekmektedir.'” Bu siire sigirlarda en-
feksiyon baslangicindan itibaren 6-9 haftadir.’
PPD poritif test sonucu, tiberkiloz enfeksiyo-
nunun varhgr veya yoklugunu degil canlinin
daha 6nce tuberkiiloz basili ile duyarl hale geti-
rildigini gostermektedir.”® Enfeksiyonun yeni
sekillenmesi, generalize enfeksiyon nedeni ile
immin sistemin baskilanmis olmasi (anetji),
viral enfeksiyonlar ve kortikosteroidler gibi
immin sistemi baskilayan ilaglarin kullanilmasi,
yeni dogum, gidasal ya da nakil stresi, testin
uygulanmast ve degerlendirilmesindeki,
PPD’nin iretiminden ve muhafazasindan kay-
naklanan hatalar nedeni ile PPD deri testinde
yanls negatif sonug alinabilmektedir.’

Gamma Interferon (IFN-y) Testi

Tuberktloz enfeksiyonunda, insan ve hayvan-
larda etkene karst gelisen hucresel bagisikligt in
vitro ortaya koymak icin kandaki IFN-y dizeyi
olgtilebilmektedir.™"” Hayvanlar tizerinde yapilan
deneysel calismalarda, tiberkiloz enfeksiyonu-
na karst bagisiklikta hiicre aracili immun cevabin
6nemli oldugu ve bu cevapta CD,+ yardimer T-
lenfositleri ve bu hicrelerden salinan IFN-y’nin
korunmada 6nemli rol oynadigy, gésterilmistir .

IFN-y testi, sigir tuberkilozunun teghisi
amactyla 1980 yilinda Avusturalya’da gelistiril-
mistir.”’ Testin gelistirilmesindeki temel amac
hayvanlar1 PPD gibi mikobakteriyel antijenler ile
duyarlt hale getirmeden PPD deri testine gore
daha yuksek sensitivite ve spesifite ile tiberkii-
loz enfeksiyonunu teshis edebilmektir.”

Testte, Bovine ve Avian PPD ya da diger
mikobakteriyel antijenler (ESAT-6, CFP-10) ile
uyarilan tam kan ya da mononiikleer hicre kil-
turtinde, 16-24 saat stre icinde duyarlt lenfosit-
lerden salinan IFN-y dizeyi, monoklonal anti-
bovine IFN-y antikorlar kullanilarak sandwich
ELISA ile dlctilmektedir™"”.

IFN-y testi tiiberktloz enfeksiyonunu, PPD
deri testine (6-9 hafta) gore daha erken (1-3
hafta) dénemde ve dustk dozdaki bakteri ile
enfeksiyonda teshis edebilmektedir.”’ Test ayni
surtde tekrar tekrar uygulanabilmekte iken PPD
deri testinde iki test aralig1 45-60 giin siirmekte-
dir. Isletmelerin tekrar ziyaretine gerek bulun-
mamakta ve PPD deri testinde goérilebilecek
uygulamaya ve degerlendirmeye bagli hatalar
gorilmemektedir.” Yiiksek maliyetli laboratuar
ckipmanlart, deneyimli personel ihtiyact, yiuksek
kit maliyeti, kan 6rneklerinin alindiktan kisa stre
sonta (8-12 saat), 20-25 C° 1sida laboratuara
ulastirlmast  gerekliligi,”” kan numunelerinin
alimi sirasinda olusabilecek hatalar (kanin piht-
lasmast, kulak numaralarinin hatali alinmasi),
anerjik hayvanlarda yanlis negatif sonu¢ verme-
si, IFN-y testinin dezavantajlaridir.” Enfekte
olmayan 6 aydan daha kigcik sigirlarda,
mikobakteriyel antijenler ile uyarilan kandaki
dogal katil hticrelerin (NK), IFN-y salgilamasi
nedeni ile yanlis pozitiflik goriilebilmektedir.”
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Lenfosit Poliferasyon Testi

Tuberktlozlu hayvanlarin  teshisinde  kullamilan
sensitivite ve spesifitesi yiksek olan bir testtir. Bu
in-vitro hiicresel bagisiklik Slcim testinde, PPD
Bovine ve PPD Avian antijenlerine lenfositlerin
reaksiyonu kargilastirlmaktadir. Test tam kanda ya
da purifiye lenfositler ile gerceklestirilebilmektedir.
Hayvanlarin her an maruz kalabilecegi cevresel
mikobakteriumlardan kaynaklanan ¢apraz antijen-
lere lenfositlerin cevabt elimine edilerek spesifite
artiriimaktadir.” Lenfosit proliferasyon testinde de
kan Ornekleri alindiktan kisa stire sonra laboratua-
ra ulastirlmahdir. Uygun laboratuar ekipman,
uzun inktbasyon petiyodu ve radyoaktif niikleo-
tidlerin  kullanimini  gerektirmesi, pahali olmast,
laboratuatlar arast standardize edilememesi nedeni
ile bilimsel calismalar disinda rutin kullanimt bu-
lunmamaktadir.”

Humoral Bagisikligin Olgiilmesi

Tuberktloz enfeksiyonunun serolojik  teghisi
amact ile ilk kez 1898 yilinda aglutinasyon testi
kullanilmistir.”*  Bundan  sonraki  yillarda
komplement fikzasyon testi (CFT), pasif
hemaglitinasyon, jel presipitasyon,
immunelektroforez, immunfloresan gibi yon-
temler kullanilmis ancak sensitivite ve spesifite
acisindan  yetersizlikle karsilagilmistir.”*” Basta
IgG olmak tizere IgM ve IgA tipi antikorlarin
saptanmast i¢cin ELISA'nin yiksek derecede
sensitivite ve spesifiteye sahip oldugunu ileri
suren calismalar bulunmasina ragmen, kullanilan
antijenlere bagh olarak degisiklik gdstermekte-
dir.”> Mikobakteriumlar ile enfekte canlilarda
antikor cevap, bakteriyel yikin ve patolojik
degisikliklerin arttigy enfeksiyonun ge¢ done-
minde artmakta,”**" enfeksiyonunun seyri stra-
sinda farkli dénemlerde mikobakteriumlardan
cok sayida antijen agiga ¢ikmakta, ancak aynt
antijenlere karsi gelisen humoral cevap, vakalar
arasinda benzerlik gostermemektedir.”*”’
Mikobakterium enfeksiyonlarinin  serolojik
teshisi ucuz ve basit olmak ile bitlikte, distk
sensitivite ve spesifiteleri nedeni ile deri testine
ve IFN-y testine alternatif olamamaktadir.”’
Ancak, anerjik sigirlarin teshisi serolojik testler
ile miimkiin olabilmektedir.”” Serolojik teshis
metotlarinin, isletmelerin bir kez ziyaret edilme-
si, kan orneklerinin pek c¢ok hastaligin teshisi

icin toplanabilecek olmast ve serum 6rneklerinin
dondurularak uzun sireler saklanabilmesi, hay-
vanlara her hangi bir antijen enjekte edilmedigi
icin immun sistemin etkilenmemesi ve testin
tekrar tekrar uygulanabilmesi, ucuz ve basit ol-
mast gibi avantajlart bulunmaktadir.”

Molekiiler Metotlar

Stt, kan, idrar, burun mukusu, cevresel 6rnekler,
lenf digimi biyopsileri, postmortem doku ve
organlardan M.  bovis  teshisinde  kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), PZR-REA
(restriction  endonuclease  analysis), RFLP
(restricion  fragment length polymorphism),
oligotyping, spoligotyping, DNA probe gibi mo-
lektler metotlar, kultire gére zaman, dogru teshis
ve bulagma giivenilitligi yonuyle avantaj saglamak-
tadir.”> Ancak Klinik 6rneklerdeki inhibitérler ve
DNA izolasyonundaki yetersizlik, bu tekniklerin
pahalt ve karmasik olusu egitilmis personele ihti-
yac gostermesi kullanimlarini sinirlandirmaktadir.®

PZR cogunlukla kultire edilen
mikobakteriumlarin tur diizeyinde
identifikasyonunda kullanilmaktadir.”

Mikobakteriumlarin doku 6rneklerinden moleki-
ler metotlar ile direkt teshisi kiltiir kadar duyarh
olmamakla beraber, olduk¢a kisa zamanda (1-2
gtin), cok az sayida mikroorganizma varliginda (1-
10 mikobakterium) ve klinik numunedeki etkenin
inaktive oldugu durumlarda teshis imkant sagla-
maktadir."” M. tuberculosis kompleks tiitlerinin bir-
birinden ayirtminda Spoligotyping,™ preA ve oxyR
genlerindeki mutasyonlart  belitlemeye  yonelik
PZR,” mitp 40 PZR,® farkh gen bolgelerinin
amplifikasyonuna yonelik metotlar kullanilabil-
mektedir.”

Hayvan Deneyi

Deneme hayvani olarak genellikle kobaylar kul-
lanilmaktadir. Marazi maddelerden hazitlanan
inokulum (0,5 mg bakteri/ml), kobaylarin
inguinal lenf yumrulari yakinina deri altt olarak
0,2-0,3 ml enjekte edilir. 6-8 hafta sonra hayvan-
lara otopsi yapilarak iliakal ve subiliakal lenf
digimlerinden bakteriyoskopi ve kiiltir yapila-
rak teshise gidilebilmektedir.’*"
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Mikobakterium enfeksiyonu  kronik  seyirlidir ve

nzun siire subklinife olarak seyretmektedir.” Enfekte
Ulkemizde, 2008 yilinda 37 il, 418 isletmede PPD canhilar cok nzun siire klinik belirti gistermenmekte ve
deri festi ile test edilen 6169 sigirdan 2458 inde klinik belirtiler enfeksiyona 6zgi olmamaktadsr. " Bu
(%39,8) sigur  tiiberkiilozu  belirlenmistir””  Diinya yiizden insan ve hayvanlardaki tiberkiiloz, enfeksiyonn-
Saglik O?(‘g%l‘% (WHO) verilerine gore, 2006 yilinda nun yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip, kolay nygu-
14,4 milyon insanda tiberkiilog vakas: bildirilmigtir.”’ lanabilir ve femin edilebilir testler ile erken teshisi enfee-

Tiirkiye'de, 2007 yilinda insanlarda tiiberkiilog, oran, siyon ile miicadele ve eradikasyon icin oldufkca onemlidir
iz binde 29, enfeksiyondan dolay: dliim oram: yiig
binde 5 olarak rapor edilmistir.”!
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