PARATUBERKULOSIS'IN SEROLOJIK TESHIiSI UZERINDE
CALISMALAR

Mes'adet DOGUER (*)

ONSOZ

Paratuberkiilosis, ince barsak mucozasinin kalinlasmasi ve me-
senterial lenf bezlerinin biiylimesiyle miiterafik, Acide - fast karek-
terli spesifik bir basilden ileri gelen, cift tirnaklilarin kronik tabiat-
ta bulasici bir barsak iltihabidir. Almanya’da ilk defa bulundugu
tarihtenberi gegen 75 yil icinde diinyanin hemen her tarafinda go-
riilen bu hastalik memleketimizde 1928 yilindanberi miinferit vak’a-
lar halinde seyrederken 1957'de Cukurova harasmda yaygin bir
hale gelmesiyle bizde de 6nem kazanmis olup, o zamana kadar he-
niiz laboratuvarlarimizda rutin muayeneler arasina dahil edilmemis
ohnasi sebebiyle mezktr haraya ait sigir serumlar1 ingiltere’deki
Weybridge Veteriner Enstitiisiine génderilmis ve oradan getirtilen
Johnin allergeniyle sigirlar allerjik testlere tabi tutularak takriben
% 20 nisbetinde miisbet vak’a tesbit edilmis, ayn1 haranin buzag-
farindaki ilk vaksinasyon denemelerinde de ayni orijinli as1 tatbik
edilinis, bunu miiteakip, enstitiimiiz Tiiberkiiloz laboratuvarinda
r- Demirer (4) tarafindan istihsal edilmekte olan yerli Paratuber-
kiiloz asis1 ve PPD Johnin kullanilmaistir,

Memleketimizde bu hastaligin serolojik teshisi iizerindeki ilk
calismalar Etlik Vet. Enstiisiinde S. Yilmaz tarafindan 1959 yilinda
Mikro - Komplement fixasyon testiyle baslamis, hastaligin oldukga
yaygin bir halde oldugu anlasiimis ve o vakte kadarki durum Do-
guer ve Yilmaz (5) tarafindan bildirilmistir, Miiteakip yillar icin-
de miiessesemizde bu hususta iki genis arastirma S. Yilmaz ve N.
Emre tarafindan yapilmis ve birbirini takiben 1966, 1967 yillarin-
da elde edilen neticeler nesredilmistir. Hastaligin 6nemi dolayi-
siyle Enstitiimiizde halen N. Yiicel sefliginde miistakil bir Paratu-
berkiilosis teshis laboratuvar: kurularak mubhtelif yonlerden yeni
arastirmalara baslanmistir, Bu hastalik hakkinda bizde bu giine
kadar yapilmis olan calismalardan kisaca bahsettikten sonra bu
yazimizda, literatiir bilgisini miiteakip Kopenhag Devilet Veteriner
Enstitiisiinde tatbik edilmekte olan Tiip - Komplement fixation

(¥) Yetistirme Hast. Lab. Sefi.
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testinden, antijen hazirlama metodundan, reaktif maddelerin tit-
rasyonlarindan ve Mikro-metodla Tiipte yapilan testin mukaye-
scsinden bahsedilecektir. Gayemiz diger miiesseselerde calisan
meslektaslarimizin bu testi tatbik etmeleri, bolgevi arastirmalar
yapabilmeleridir. Yazida imal tarzindan mufassalan bahsedilmis
olan antijeni hazirlayincaya kadar bu konuda calismak isteyen
meslektaslarimiza arzu edildigi takdirde, Paratuberkiiloz ve Avian
antijenlerinden gonderilebilecegini de bu arada bildirmek isteriz.

LITERATUR BILGISI

JOHNE basili, ilk defa Almanya’da 1859 yilinda JOHNE ve
FROTHINGHAM tarafindan chronic diare tesbit edilen bir hasta
inekien ayrilmissa da Kus tipi tuberkiiloz zannedilmis, 1906 yilin-
da ise BANG bunun farkli bir hastalik oldugunu bildirmis ve en-
fekte barsak mukozasimi saglam ineklere yedirerek hastalik hu-
sulimde muvaffak olmustur. Bu hastaligin 1895 tarihinden evvel
de mevcut olmas: fakat Avian tipinden ileri gelen Tuberkiilosisle

raristirildigindan ayri bir hastalik olarak bildirilmemis olmasi
arastiricilar tarafindan muhtemel goriilmektedir,

KATIC (1969) Paratuberkiilosis mevzuunda biitiin diinyada
yapilan calismalari cografik, kronolojik ve alfabetik olarak sirali-
yarak, bu hastaligin literatiir bibliografyasy hakkinda genis bilgi
ihtiva eden bir kitap yaymlamistir,

Evvelcede bahsedildigi gibi, Paratuberkiilosis diinyanin hemen
biitiin memleketlerinde yillardan beri mevcut oldugu bilinmekteyse
de bizde 1957 yilina kadar iizerinde énemle durulmamistir. Bu has-
taligin bizde de bulundugu ilk defa, 1928 yilinda nesredilmis olan
SEZGINER'in «Ehli hayvanlarda ihtani hastaliklar» adli kitabindan
anlasilmistir, Bu nesriyati miiteakip AKCAY ve ERBIL (1932)
Karacabey harasmna ait inek ve mandalarda mikroskopik ve his-
to - patolojik muayenelerle Paratuberkiiloz vak'alarini tesbit ettik-
lerini, sonraki yillar icinde de ERDOL (1961) Istanbul mezbaha-
sinda c¢alisirken sifirlarda Enteritis paratuberkiiloza afatina rast-
ladigini bildirmistir. Bu hastalik hakkinda bizde son yillara ka-
dar yapilmis genis bir arastirma mevcut degildir. -
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Partuberkiilosis'in laboratuvar teshis metodlarmi mikrosko-
pik, kiiltiirel, allerjik ve serolojik olmak iizere dort grupta top-
liyabiliriz. Ilk {i¢ metod mevzu disi oldugundan, serolojik teshis
hakkinda elde edilebilen yerli ve yabanci literatiir bilgisinden
bahsedilecektir., Bu hastaligin serolojik teshisinde Komplement
fixation testi yarim yiizyildanberi muhtelif memleketlerde kullanil-
makta oldugu halde bizde bu test ge¢ tatbik edilebilmistir. Bazi
arastiricilara gore, tabii enfeksiyonlarda klinik araz tesekkiil et-
meden ve serolojik reaksiyonlarla miisbet sonu¢ alinmadan yani
hastaligin baslangicinda ekseri enfektelerin gaitalarindan yapilan
mikroskopik muayenelerde JOHNES basillerinin tesbit edildigi,
klinik semptomlarin baslamasiyle paralel olarak CF titresinin de
yiikseldigi, allerjik testlerin ise, hastaligin ilerledigi, patolojik lez-
vonlarin husule geldigi safhada ancak iyi ¢alistii, hastaligin son
safhasinda allerji testinin umumiyetle yeniden menfiye dondiigii,
CF testinin allerjik testlere nazaran hastalifin erken safhasinda,
baslangicindaki enfekteleri yakaliyabildigi ve hastaligin nihayeti-
ne kadar degerini muhafaza ettigi, fakat Apatogen asidoresistan
mycobacteriler sebebiyle, az nisbetde de olsa bazi saglam sigir-
larda Non - spesifik reaksiyonlarim husule geldigi bilinmektedir.

KELSER ve SCHOENING (1948) Komplement - fixation ve aglu-
tinasyon testlerinden gayrimuntazam neticeler alindigini, HUTYRA
ve arkadaslar1 (1949) allerjik testlere basvurulmasini, bazi arastiri-
cilarin CF ve agultinasyon testlerini pratik bulmadiklarini, HOLE
(1953) stipheli vak’alarda CF testinin teyid edici bir degeri oldu-
‘Bunu ve otopsi neticelerine gore % 94 oraninda bir mutabakat
tesbit edildigini, JENSEN (1956) sigir serumlariyle yapilan CF
testinde M. Johnei'den hazirlanan homolog antijeni kullandigini,
crganizmlerin 6nce pH 11.5 ve 9 derece C. da extraktini hazirladik-
tan sonra pH 4.5 da bu extrakti presipite ettigini, aym1 tarzda
muhtelif mycobacteriel antijenler hazirladigini ve bunlar1 da CF
testiyle isledigini, neticede bu testle M. avian tipi tuberkiilosisden
ileri gelen enfeksiyonlarin antibody - obsorption kullanilmadan tef-
rikinin miimkiin oldugunu, Avian tiple enfekte hayvanlarda, bii-
tiin positif CF testi verenlerde Avianla, digerlerine nazaran daha
kuvvetli reaksiyonlar elde edildigini, bu durumun M. Johnei veya
Bovine tipi tuberkiilosisle enfekte hayvanlarda tesbit edilemedi-
gini fakat bu yolla Johnes hastaligi ile sigir tuberkiilozunun se-
rolojik olarak tefrikinin miimkiin olamadigini, CHANDLER (1956)
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Mikro - komplement fixation testini kullanarak paratuberkiilozlu 20
bas sigirin kan serumlarinin 19'unun bu metodla miisbet isledi-
gini, ayn1 zamanda bu serumlarin Hole testiyle de aym neticeyi
verdigini, Paratuberkiiloz ve Tuberkiilozdan ari hayvanlarin se-
rumlariyle islendiginde Mikro metodun % 97 oraninda menfi ver-
digi halde Hole metodunun % 82 negatif verdigini, yapilan dene-
melere gore bu testin Hole testinden daha hassas oldugunu ve ona
nazaran daha az yanlis neticeler verdigini, bunun anti-komple-
mentin daha iyi eliminasyonundan veya Mikro - metodun antijeni-
nin daha spesifik olmasindan ileri gelebilecegini, bu testin kolay
cldugunu ve daha cabuk netice verdigini, TOPLEY ve WILSON
(1957) diferansiyal teshisin zaruri oldugunu, bu hastaligin parazit
invazyonlar1 ve Tuberkiilosis enteritisle = karistirilabilecegini,
PLUM (1958) Komplement - fixation testinin Danimarkada genis
olclide kullamildigini, iyi sonug alindigini, fakat gaitadan yapi-
lacak mikroskopik muayenelerle bu test miisterek tatbik edildigi
takdirde daha emin neticeler alinabilecegini, STABLEFORTH ve
GALLOWAY (1959) gaita muayenelerinin ve gaitadan yapilacak
kiiltiiriin teshisde Onemi oldugunu, CF testinde kullanilmak igin
organizmlerin alkollii extraktlarimin yapildigini, ayni zamanda
enfektelerin nesiclerinden de antijenler hazirlandigini, klinikman
siipheli vak’alarda bu testden dogru neticeler alindigini, post-
mortem muayenelerle de testin teyid edildigini fakat enfeksiyo-
nun ilk safhasinda faydali olmadigini, ekseri arastirilarin 6-9'un-
cu aylardan sonra ancak bu testin miisbet reaksiyon verdiginde
hemfikir olduklarini, hastalifin daha ziyade pre-klinik safhadaki
enfektelerle yayilmasi sebebiyle enfeksiyonun ilk safhasindaki has-
talar1 meydana cikaracak testlerin bir degeri oldugunu, RICE ve
KONST (1959) intradermal olarak PPD JOHNIN zerkinden evvel
ve zerki miiteakip mubhtelif saatlerde olmak tizere hassas kilnmig
kobay ve sigirlardan kan serumu alarak CF festinde bir degisiklik
husule gelip gelmedigini bir kac cesit antijenle mukayese ettiklerini
fakat CF aktivitesinde bir degisiklik goriilmedigini, ANNAU ve
KONST (1959) isitilmamis Johne basillerinin extraktini  alkol -
eter karisigi ile presipite ettikten sonra elde ettikleri polysaccari-
de fraksiyonlarim1 CF testinde kullandiklarini ve bu antijeni bak-
teri suspansiyonlarindan hazirlanan antijenlerden daha yiiksek
derecede reaktif bulduklarimi, HOLE (1959) mubhtelif memleket-
lerde CF testinden alinan neticelerde goriilen tenakuzun, testin tek-
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nigindeki ve okunmasindaki farklardan ileri geldigini, bu testin her
vak'ada dogruluk derecesinin % 80-82 oldugunu, McQueen (1959)
bazi denemelere istinaden % 0.5 nisbetindeki fenolle preserve edil-
memis serumlarin negatif reaksiyon vermelerine mukabil fenolle
preserve edilmislerin positif reaksiyon verdigini, Ingilterede
Tiiberkiilozun sik goriildiigii stiriilerde, son seneler iginde CF tes-
tinin allerjik testlerden daha fazla kullamildigmi, bu testle post -
mortem muayeneler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu, umu-
miyetle klinik belirtilerden bir kag ay evvel hayvanlarin reaktif
bulunduklarini, bazi vak’alarda tecriibi veya naturel enfektelerin,
CF testi positif olmadan evvel basil ¢ikardiklarini, enfektelerin ek-
serisinde ise pre- klinik safhada CF testinin positif reaksiyon ver-
medigini, halbuki bu sigirlarin post- mortem muayenelerinde en-
fekte olduklarimin tesbit edildigini, RINGDAL (1960) gaita ve rek-
tal mukozanin mikroskopik muayenesiyle acide -fast organizmler
tesbit edilen 127 sigirin % 98.4’tintin CF testiyle reaktér bulun-
dugunu, CF antibodilerini ihtiva eden 125 hayvanin % 69. 6’sinin
acide - fast mikroplar1 excre ettiklerini, 48 vak’ada M. Tiiberkiilo-
sis elde edildigini ve bunlarin 43'iiniin kan serumlarmin da positif
bulundugunu, serolojikman reaktor olan 165 sigirin % 26'sindan
yapilan kiiltiirel muayenelerde miisbet oldugunu ve bunlarin
% 31’'inin acide - fast mikroplari excre ettigini, 44 vak’ada rectal
mukozadan kiiltiir yapildigini, 21’inde neticenin miisbet oldugunu,
bunlarm 16’sinda kan testlerinde positif reaksiyon goriildiigiinii,
28 bas serum reaktoriiniin % 57’sinden mikrop {iretildigini, Para-
tiiberkiilosis tesbit edilen 30 siiriiye ait 1929 bas sigirdan kan alin-
digini, aynm1 zamanda bunlarin gaitalarinin da muayene edildigini
% 9.5 nisbetinde CF miisbet bulundugunu, CF testinin hastaligin
baslangicinda en elverigli bir metod olarak kabul edilebilecegini,
muntazam yapilacak siirii muayeneleriyle ve reaktorlerin siir'atle
uzaklastimlmasiyle klinik vak’alarin azaltilabilecegini, ERTURK
(1960) Paratuberkiiloz'un emin sekilde teshisinin, rektiimiin ic ci-
darlarindan alman ufak bir barsak mukozasindan yapilan prepa-
rasyonlarin boyanarak etkenlerin goriilmesiyle ve deriye tatbik
edilen Johnin ile miisbet bir reaksiyon elde etmekle yapildigini,
kiiciik laboratuvar hayvanlarinda hastalik meydana getirilemedi-
gini, klinik semptom gosteren hayvanlarin umumiyetle s1diigiinii,
kronik bir hastalik oldugundan ekseriya hastaligin son devresin-
de teshis edildigini, NOViKOVA (1960) Paratuberkiilosis bakimin-
dan 20 bin sigir ve koyun serumunu CF testi ile isledigini bu hay-
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vanlara Avian tuberkiilin de tatbik ederek mukayeseli bir arastir-
ma yaptigini, hastaligin teshisinde iki testin beraber kullanilma-
sini tavsiye ettigini, son zamanlarda Ingilterede CF testinin daha
genis oiglide muvaffakiyetle kullanildigini, bilhassa ithal edilecek
hayvanlara tatbik edildigini, RICE ve arkadaslar1 (1961) Standard
metoda nazaran CF testinde bir modifikasyon yaptiklarini, bu me-
todla naturel enfektelerde yiiksek titre elde ettiklerini, aymi za
manda tecriibi olarak enfekte hayvanlarda bu metodla 2-3 ay ev-
velinden reaksiyon elde ettiklerini, YESILADA (1963) Komplement
fixation testinin teshisdeki degerini incelerken klinik belirti gos-
terenlerie gostermiyenleri ayr1 ayri diisinmek gerektigini, klinik
araz gosterenlerin % 90'min CF testiyle miisbet reaksiyon verdi-
gini, klinik araz gostermiyenlerde, enfeksiyonun ilk safhalarinda
CF testine karsi reaksiyon goriilmedigini, 12 aydan eski olmiyan
enfeksiyonlarda nadiren reaksiyon verdigini, bu testle enfekte hay-

vanlarim ancak bir kisminin meydana cikarilabilecegini, DEMI-
RER ve YUCEL (1964) Cifteler harasina ait iki diige ile Zeytinoglu
ciftligine ait bir bas sigirin gaitalarindan Basillus mycobacterium
paratuberculosis (Johnei)'nin memleketimizde ilk defa izole edi-
lip, tiretildigini ve bu iic bas sigirin kan serumlarinin da CF tes-
tiyle miisbet bulundugunu, YESILADA (1964) CF metodunun tes-
hisde ¢ok kullanildigimi ve dogru sonug alindigini, yetistirme mii-
esseselerini bu hastaliktan temizliyebilmek icin muhtelif teshis
metedlarimin birlikte kullamilmasini, RINGDAL (1965) hastalikl:
bir siiriideki genc ve yash sigirlarda enfeksiyonu bes sene miid-
detince takip ettigini, senede iki defa siiriiniin biitiin hayvanlari-
min kanlarmi CF testiyle, bir defa da gaitalarini muayene ettigini
ve kiiltiir yaptigini, ilk muayenede 132 sigirin % 12.1'inde miisbet
reaksiyon tesbit ettigini, % 7.7 oraninda da gaitada basil buldu-
gunu 68 bas sigir1 keserek ic organlarini muayene ettigini, 20 hay-
vanin organlarinda hastalik tesbit ettigini, 6'sindan da basili iiret-
tigini, 1957 den 1962 yilima kadar devam eden bu genis arastirma
sonunda danalarin tecridi ve hastalarin siiriiden uzaklastirilmasiy-
le enfeksiyonun gittikge azaldigimi fakat tamamen bitmedigini,
YILMAZ (1966) CHANDLER metodu ile 3476 sigir kan serumu-
nu muayene ettigini, yaptigi bu genis arastirmada 161 reaktor
tesbit ettigini bu reaktorlerden kesime tabi tutulan 70 bas sigirin
marazi maddelerinin 42’sinde Paratuberkiiloz lezyonu ve etkeni
tesbit edildigini, bu durumun Mikro - komplement - fixation testi-
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nin, Paratuberkiiloz'un teshisinde yaklasik bir rakkamla % 60 dog-
ru sonug verdigini, yapilan arastirmaya gore ise allerjik testin
% 38 oranminda dogru bir sonug verebildigini ve neticede Mikro -
Komplement - fixation testinin allerjik test’den iistiin bulundugu-
nu, EMRE (1967) yapmis oldugu genis bir arastirmada HOLE me-
todunu kullandigini, 1711 bas sigir ve bir bas geyik kan serumu-
nu bu metodla muayene edip 44 bas sigir1 ve geyigi miisbet, 67
sigir serumunu siipheli olarak tesbit ettigini, 39 sigir kan serumu-
nu iic metodla (Hole, Mikro ve Wadsworth - Maltaner) mukaye-
seli olarak muayene ettigini, Hole testinin daha iyi netice verdigi-
ni otopsi, histo- patolojik muayene ve kiiltiir testleriyle Paratuber-
kiiloz tesbit edilemiyen 95 bas sigirdan sadece iki sigirm CF tes-
tine karsi miisbet, 3'iiniin ise siipheli bulundugunu, bdylece en-
fekte olmiyan hayvanlarin % 95’'inin CF testine menfi teamiil ver-
digini, bu testde aspesifik reaksiyonlarin nadir oldugunu, allerjik
reaksiyonlar hastaligin baslangicinda husule gelirse de oldukca
diisiik nisbette oldugunu, CF testi ise 6zellikle enfeksiyonun geg
devrelerinde daha cok reaksiyon gostermesine ragmen iyi teshis
metodu olarak kabul edilebilecegini intradermal Johnin ve keza
CF testlerine kars: miisbet olan hayvanlarin % 95.5'nun enfekte
bulundugunu, netice olarak Paratuberkiiloz'un eradikasyonu icin
allerjik ve CF testlerinin beraber kullanilmasimnin daha dogru ola-
cag1 kanaatina varildigini, CF testi i¢in, havanda ezilerek hazirla-
nan antijenin cam boncuklarla calkalanarak elde edilen antijen-
den daha yiiksek titre gosterdigini, % 0.5 fenollii tuzlu su ile hazur-
lanan antijenin 2-3 sene ayni titreyi muhafaza ettigini, allarjik
testlerin tatbikinden 14-42'inci giinler arasinda sigirlarin % 34'-
uniin kan serumlarinda complementi fixe edici titrenin arttigini,
MERKAL ve arkadaslar1 (1968) serolojik, bakteriolojik ve aller-
jik testlerle mukayeseli olarak yaptiklari bir arastirmada, bir gok
hastalikli sigirlarin serolojik ve allerjik testlerle meydana cikari-
lamadigini, bundan baska sigirlarin bir ¢ogunda enfeksiyona ait
bir araz mevcut olmadig: halde bunlarda miisbet reaksiyon tesbit
ettiklerini bildirmislerdir,

METERYAL VE METOD

Paratuberkiilosis'in serolojik teshisinde CF metodu Kopen-
hag Veteriner Serum Enstitiisiinde 1954 yilindan itibaren tatbike
baslanmis, diger allerjik, mikroskopik ve kiiltiirel metodlarla mu-
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kayeseli olarak Dr. RINGDAL tarafindan genis 6lgiide yapilan ca-
lismalarda JENSEN'nin bildirdigi metod tatbik edilmistir. Mez-
kar enstitiide bulundugumuz sirada rutin olarak kullanilan bu
test 6grenilmis ve antijen istihsaline de istirak edilmistir. Labo-
ratuvarimizin resmi kayitlarina goére 1959 yilindan itibaren Devlet
kurumlarma ve halka ait 4376 bas hayvanin serumu Paratuber-
kiilosis bakimindan MIKRO komplement - fixation testiyle mua-
yeneye tabi tutulmus olup bunun 317’si ayni zamanda Tiip Komp-
lement - fixation testiyle mukayese edilmistir. Bu testin uygulan-
mas1 icin, muayenesi yapilacak serum, fizyolojik su veya Veronal
buffer, yikanmis koyun veya keci alyuvarlari, bunlara kars: tav-
san veya sipalarda hazirlanmis immun serum (amboceptor), taze
kobay serumu (komplement), antijen olarak bakteri extrakti la-
zumlu materyallerdir.

KOMPLEMENT TESTINDE KULLANILAN REAKTIVE MAD-
DELER : Koyun veya keciden testden ii¢ giin evvelinden kan ali-
nip, siiziilditkten sonra serum fizyolojikle, santriifiij yardimi ile as-
gari ii¢ defa, iistteki mayi su berrakliginda oluncaya kadar yika-
nir. Testde % 3 liik kan solusyonu kullanilir,

KOMPLEMENT : Erkek kobaylardan temin edilir. Preserva-
tif bir madde ilave edilmeden eksi 20 C derecede ufak, koyu renk-
li ampuller icinde titresi bozulmadan bir ay miiddetle muhafaza
edilebilmektedir. Titresi tiyin edilecegi giin 1/10 nisbetinde su-
landirilarak, tiiplere tevzi edilir.

KOMPLEMENTIN TITRAJI

Tiip No. Tazlu su Komplement Antijen Haemolytic system
ml. sol. 1/10 ml. ml.
1 1.8 0.10 0.2 1.8
2 1.8 0.15 0.2 _ 1.8 -
3 18 0.20 0.2 32 18 g &
=9 g x 9
4 1.8 0.25 02 8% = 1.8 8 g =
5 1.8 0.30 02 <8 18 SRCI
6 1.8 ; 0.35 02 == 18 8wz
7 1.8 0.40 0.2 1.8
8 1.8 0.45 0.2 1.8

Testde, komplementin tam bir hemoliz husule getiren en kii-
giik miktar; kullanilir, Bu titraj semasi, her serum daima iki an-
tijenle teste tabi tutuldugundan Paratiiberkiiloz ve Avian tipi Tii-
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berkiiloz antijenleriyle tekrarlanmaktadir. CF testinin en Snemli
reaktiflerinden biri olan komplementin haemolytic serum ve an-
tijenle dikkatli bir sekilde titre edilmesiyle diagnostik testde kul-
lanilacak miktar tesbit edilmis olur. Komplement miktarmin faz-
la oldugu tiiplerde ancak haemoliz husule geldigi takdirde bu seri
komplementin zayif aktivitede oldugu anlasildigindan kullaniima-
mas1 icap etmektedir. Kobay serumunun saf olarak tiiplere tev-
zii de hataya sebeb olacagindan 1/10 nisbetindeki dilisyonunun
yapilmas: uygun olur. Daha hassas ve kantitatif olmasi sebebiyle
komplementin titrajinda Kolmer metodu tercih edilebilir.

MUAYENESI YAPILACAK SERUM: Normal serumlar bir
miktar komplementi ihtiva ettiklerinden testi karistirabilir. Bu
sebebten biitiin serumlar % 0.8 lik tuzlu su ile 1/10 nisbetinde su-
landirilarak 60 C. derecede 1 saat inaktive edilir. Iki antijenle
karsilastirildigindan 2 ml. seruma 18 ml. T. su ilavesi uygundur.

HAEMOLYTIC IMMUN SERUMUN TITRASYONU : Koyun
veya keci yikanmis kirmizi kan kiireyvelerinin muayyen fasila ve
miktarlarda tavsanlarin kulak venalarina zerkiyle elde edilirse de
son zamanlarda amboseptor Refik Saydam Hifzissihha Enstitii-
siinden temin edilmektedir,

HAEMOLYCIN TITRASYONU

Tiip No. Hemolisin Haemolycin Komplement Alyuvar sol Netice
dilisycnu ml, ml. (Go 2) ml
1 400 0.5 0.5 0.5 Tam haemoliz
2 330 » » , > » »
3 800 » » » AR »
4 1200 » > » 2 E: g*- » »
5 1600 » » » oS8 » »
6 2400 » » » oo = > »
MR d
7 3200 » » > Az erime
8 4000 » » » Erime yok
9 4500 » » > » »

Yukardaki takima ayrica kontrol tiipleri de ilave edilir. Bi-
rinci kontrol tiipiine 2 ml. F. su, 1/400 liik serum dilisyonundan
bir damla, % 3 liik kan solusyonundan 0.5 ml, ikinci kontrol tiipii-
ne 2 ml, F. su, % 3 liik kan solusyonundan 0.5 ml, iiciinciiye 1.5 ml. F.
su, 0.5 ml. komplement mahliilii ve % 3 liik kandan 0.5 ml. ilave
edilir. Biitiin tiipler 38. C. derecede ki su banyosunda yarim saat
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birakilir. Komplementin yardimi ile haemolytic serum alyuvarla-
r1 eritmekte bu serumun ilk hadlerde miktar1 fazla oldugundan
tam bir haemolysis miisahade edilmekte sonraki tiiplerde ise in-
hibisyon goriilmektedir. Komple bir hemoliz gériilen son tiip im-
mun serumun initesini bildirir. Semada da goriilecegi iizere tam
erime goriilen 1/2400 liikk amboceptor dilisyonu immun serumun
aktivitesini bildirmektedir. Bu nisbetteki serum dilisyonunun 0.5
ml. miktar: bir iiniteye tekabiil etmekte oldugundan ve testde de
3-4 {iinite amboseptor kullamldigindan, immun serum 1/800 nis-
betinde sulandirilacak demektir.

ANTIJEN ISTIHSALI VE TITRASYONU : Kopanhang Biillows-
vejdeki Veteriner Serum Enstitiisiinde antijen istihsalinde bir ¢ok
vasatlar denenmis DORSET'in sentetik vasati daha uygun bulunmus-
tur. Takriben 50 adet ufak Fernbach’a bu vasatdan 200 ml. kadar
tevzi edilip, M. Johnei susunun taze kiiltiiriinden bunlara ekilip
5-7 hafta 38 C. derecede inkubasyonda birakildiktan sonra biiyiik
silindirlerde toplanarak coktiiriiliir, istteki mayi atilir, dipteki ko-
yu kivamli rusup madeni godelerde toplanir, santriifiije edilir, dip-
teki canli bakteri kiitlesi on misli fenollii F. su ile suspanse edi-
lerek tekrar 3000 r.p.m.de bir saat gevrilir, iist kisim atilir, igin-
de porselen bilyeler olan biiyiicek bir havanda mikrop kiitlesinin
hepsi toplanip, bu pelte gibi madde yari yariya steril kum ve
quartz karisigi ile karistirildiktan sonra havan hususi bir alete
konularak 4-5 saat calkalanmaya birakilir, neticede luzuci bir
halen gelen mayi yavas yavas distile su ilavesiyle orijinal
hacmmnin 20-25 misli olunciya kadar sulandirilir, cam bir silin-
dire bosaliilir, kum ve quartz dipte toplanir, agik krem renginde-
ki bu koyu kivamli, homojen mayi porselen bir silindire aktarilir,
elektirikli karistiricinin madeni ¢ubugu mayiin igine daldirilmak
suretiyle suspansiyon bir taraftan karistirilirken pH derecesine
bakilir, normal sudkostikle pH’1 11.5a ayarlamir, antijen iki er-
lenmeyer'e boliindiikten sonra 6zel bir i1sitma cihazinda bir taraf-
tan karistirilmak suretiyle acele 90 C dereceye kadar isitilir, bu-
raya kadar canli olan bakteri kiitlesi 6liir ve oda derecesinde so-
gumaga birakilir, Isitma esnasinda hydrogen konsantrasyonu bir
miktar yiikselebilir, pH 9’a ayarlanir ve suspansiyon bir saat 4000
r.p.m. de gevrilir, rusup atilir, suspansiyonun iist kismi alimir, bu
alkali tabiattaki extrakt filtre kdgidindan siiziiliir, bir porselen
kapta toplamir, bir taraftan karistirici calisirken bir taraftanda
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0.1 n HCL ile, kalevi olan mayiin pH derecesi 4.5'a indirilir, bu es-
nada 5- 10 dakika icinde yaygin bir beyazlanma, presipitasyon hu-
sule gelmege baslar, uniform bir opalescence’n goriilmesi antije-
nin iyi oldugunu gosterir, yarim saat kadar kendi halinde oda de-
derecesinde bekletilir, flokonlar dipte birikince presipite edilen
k.sim santriifiijje edilir, iist kisim atilir, krem rengindeki koyu
kivamly viscous madde antijeni ihtiva etmektedir, hacminin 8- 10
niisli distile su ile resuspanse edilir, n/10 NAOH ile pH derecesi
7.0-7.2'e ayarlanir, sud kostigin ilavesiyle biraz esmerlesen mayi
bir gece sogukta bekletilir, ertesi giin pH1 tekrar kontrol edilir,
kontaminasyona mani olmak icin fenollii F. su ile, daha evvelki re-
koltlerin kolorimetredeki derecelerine gére ilk dilisyonu yapilir,
nephelometrenin hususi tiiplerinde kontrol edilip, titre edilir, Ioml.
itk ampullere tevzi edilerek kurutulur, sogukta muhafaza edilir,
yillarca aktivitesinden bir eksilme olmadan saklanabilir. Bu anti-
jen germ suspansiyonu olmayip mikrobun extraktidir. Kopenhag-
daki mezkir enstitiide tarama maksadiyle yapilan arastirmalarda
iki antijen miistereken kullamilmaktadir. Mycobacterium Johnei'-
den elde edilen Johne antijeniyle, Mycobacterium tuberculosis
avian'dan elde edilen Avian antijeninin hazirlama teknigi pek az
farkla birbirine benzemekte, muayeneye gelen serumlar iki anti-
Jenle teste tdbi tutulmaktadir, Antijenlerin titrasyonlari, bunla-
rn en diisiik dilisyonlariyle miisbet serumlarin maximum fixation
verme esasina dayamir. Prospektiisiine tamamen uygun bir tek-
nikle antijen istihsal edildigi taktirde daima yakin neticeler alin-
makta, titrasyonu miiteakip kesif antijenin sulandirma nisbeti
1/250-1/300 arasinda degismektedir. 50 miligramhik kuru antije-
ne énce 5 ml. steril distili su ilave edilerek eritilir, sonra bu % 0.25
lik fenollii su ile 800 ml. iblag edilir. Bu metodda kullanilan bii-
tin fizyolojik tuzlu sular % 0.25 nisbetinde fenolii ihtiva etmek-
tedir.

ANTIJEN TITRASYONTU

ANTIJENIN DILISYONLARI
1/25 1/100 1/150 1/209 1/250 1/300 1/350 1/400 1/450 1/590

1 — Paratuberkiiloz miisbet serumu | Her bir antijen dilisyonu miisbet ve
2 — Avian » » » menfi serumlarla ayr1 ayr teste tébi
3 —  Menfi serum i tutulur.
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TITRASYONDA KULLANILAN KONTROL SERUMLARININ
DILISYONLARI

/10 1/20 1/40 1/80 1,160 1/320 1/640 1/1280

Para. antijen 1/350 lik dilisyonu

» » 1/375 7

» » 1/400 ” Ilk testde antijenin 1/400 lik dilisyonundan
» » 1/425 » en iyi netice alinmigsa bu defa titrasyon sik
» » 1/500 ” araliklarla tekrarlanir.

Yukardaki semalarda da goriilecegi iizere yeni antijen rekol-
tliniin genis araliklarla 1/25 den 1/500 kadar dilisyonlar: hazir-
landiktan sonra bunlar standard Paratuberculose ve Avian miisbet
serumlariyle ve menfi bir serumla, ayr1 ayr1 CF testine tabi tutu-
larak kendi homolog serumu ile en kuvvetli fixation veren en kii-
ciik antijen miktarinin tesbitine ¢alisitlir. Elde edilen bu miktar-
la aym1 zamanda heterelog serumlar karsilastirilir, Ilk titrasyon-
la antijenin en uygun dilisyonu tesbit edildikten sonra bu dilis-
yonun alt ve iist sulandirilmalar1 daha sik araliklarla yapilarak
tekrar homolog ve heterelog positif serumlarla ve menfi serumla
karsilastirilir ve bu suretle antijen iinitesinin exact olarak tesbiti-
ne cahisihir. Antijen testinde kullamilan miktarlar esas testin aymi
cldugundan, en duru ve en konsantre antijen mabhliilleri arasindaki
mukayese neticesinde tesbit edilen uygun dilisyonun 0.2 miktar:
testde kullanilir. Antijenin en zayif konsantrasyonu ile en yiiksek
serum dilisyonunda positif reaksiyon veren tiip antijenin titresini
bildirmis olacaktir. Yeni antijen bu sekilde standardize edildik-
ten sonra esas testde, antijen titrajinda bulunanin iki misli kul-
lanilir. lIkinci semada da goriilecegi iizere antijenin 1/400 liik di-
lisyonundan iyi sonug¢ alindigindan titraj sik araliklarla da tek-
rarlanmistir. 1/400 kesafetindeki antijenin 0.2'si bir iinite antije-
ne tekabiil etmekte esas test de ise iki iinite antijen kullanilaca-
gwmndan yeni antijen 1/200 olarak sulandirilacak demektir. Liyof-
lize bir halde uzun yillar saklanabilen antijen sulandirildiktan
sonra da bir ay icinde aktivitesinde bir eksilme olmadan muhafa-
za edilebilmektedir.

MUAYENE METODU: Muayenesi yapilacak serumun once
1/10luk dilisyonu yapilarak bir saat miiddetle 60 C derecede su
banyosunda inaktive edilir. Daima iki antijenle calisildigindan
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miktarmn 2 + 18 olmasi uygun olur. 1/10 dan 1/1280’e kadar di-
lisyonlar hazirlanir. Biitiin tiiplere komplementin en iyi isliyen di-
lisyonundan bir doz veya 2 iinite komplement ilave edilir. iki seri
tiipten, birinci seri serum dilisyonlarini havi tiiplere iki iinite Pa-
ra. antijeninden iki iinite de diger seriye Avian antijeninden ilave
edilir. 38-40 C derecedeki inkubasyondan sonra, evvelce hazirla-
n1p eritrositlerin sensitize edilmesi icin 15 dakika oda derecesin-
de bekletilmis olan systemden biitiin tiiplere ilave edilip, tekrar
yarim saatlik bir inkubasyona terkedilir. Her serum icin takima
bir fazla tiip ilave edilerek, serumlarin non - spesifik antikomple-
menter bir hassaya sahip olup olmadiklar1 kontrol edilmis olur.
Bu tiipde antijen yoktur. Bundan baska sehpaya antijenin spesi-
fitesini ve potansiyelini kontrol maksadiyle miisbet oldugu bili-
nen positif bir serumun ilavesi de liizumludur.

KOMPLEMENT — FIXATION TESTI

Tiip No. Serum Volim  Fiz. su antijen komplement haemolysin
dilisyonlari ml. ml. ml. ml, ve eritrosit
solitsyont, ml.

i 1/19 1.8 — 0.2 0.2 1.8

2 1/20 1.8 1.8 0.2 0.2 1.8

3 1/40 1.8 1.8 0.2 02 g3 18 ¢ B
s 3= 8 CER

4 1/80 1.8 1.8 0.2 2 EEp 18 Sz

5 1/160 1.8 1.8 0.2 02 p32 18 pIZ

6 1/10 (Kontrol) 1.8 —_ yok 0.2 x® E 1.8 ® S =

7 hemolitik system kontrolu 2.2 yok — 1.8

Yukardaki semada da goriilecegi iizere muayene edilecek her
serum icin asgari 7 tiip kullanilir. Ilk ve 6'inc1 tiipler bos biraki-
lip digerlerine 18. ml. F.su konur. Serumun inaktive edilmis
1/10 luk ilk dilisyonundan 1, 2 ve 6 No. lu tiiplere 1.8 ml. ilave edi-
lir. ki No.lu tiipten 1.8 ml. alinarak {iciinciiye aktarilir ve bu se-
kilde 5'inci tiipe kadar devam edilerek dilisyonlarm bir iist kat-
lar1 hazirlanir, Ikinci inkubasyonu miiteakip neticeler okunur.
IXinci okuma sehpalar bir gece asiri sogukta birakildiktan veya
tiipler hafifce santrifiije edildikten sonraya birakilir. Bir takim-
daki tiip serisi adedi hesaplanacak olursa : '

I — Paratiiberkiiloz positif serum serisi.
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2 — Avian Tiiberkiiloz positif serum serisi.

3 — Negatif serum serisi.

4 — Muayenesi yapilacak serumun Johne antijeni serisi.
5 — Muayenesi yapilacak serumun Avian antijeni serisi.

Yukardaki semada da goriilecegi iizere, test iki safhali olup
primer fixation da, segonder olan da takimin biitiin serilerinin
38-40 C. Iik sicak su banyosunda birakmakla tamamlanmaktadir.

REAKSIYONUN DEGERLENDIRILMESI :

% 100 lik bir fixation : hemoliz yoktur = + + + lik bir reaksiyona tekabiil

eder.
% T5 » » » (inhibisyon) : % 251lik hemoliz = | | + » >
% 80 » » » 2 : % 501k hemoliz = + 4+ » »
%D 26 » » » = : % T51lik hemoliz = +  » »
Fixation mevcut degil T % 100 lik hemoliz — > »

1/20 lik serum dilisyonunda % 50 lik bir inhibisyon enfeksiyo-
na delalet etmekte, 1/10 dilisyonunda % 50 den az hemolizyani
% 75 veya % 100 liik bir fixationla ilgili reaksiyonlar siipheli ka-
bul edilmektedir. Serumun maximal titresinin tayini icin tiip ade-
di artirilabilir. Siiriilerde tarama maksadiyle yapilacak arastir-
malarda esas testden evvel Preliminer test kullanilmaktadir. Cok
serumla calisilacag: zaman 1.8 ml. F. suyu havi iki tiipten biri-
ne 0.1 digerine 0.2 ml. saf serum ilave edilip inaktive edilerek yal-
niz Johne antijeniyle Cf testine tabi tutulur. Miisbet veya siipheli
reaksiyon veren serumlarda ikinci bir testle limit tesbit edilir.
1/10 luk serum dilisyonunda % 50 nin iizerinde bir hemoliz mii-
sahade edilirse bu serum menfi kabul edilerek miikerrer muaye-
neye tabi tutulmaz.

SONUC

Laboratuvarimizin resmi kayitlarina gére, Devlet kurumla-
rina ve halka ait hayvanlardan génderilen 4376 serum Paratiiber-
kiilosis bakimindan Mikro c.f testiyle muayeneye tabi tutulmus
olup bu miktarin 317’si ayrica Tiip - komplement - fixation testiyle
mukayese edilmistir. 317 serumdan 299 serum Mikro ve Tiipkomp-

89



lement fixation testleriyle aymi neticeyi vermis 18 serumdan
ise ayr1 sonu¢ almmustir, Buna gore iki metod arasindaki uyarlik
orami % 94.3 diir. Bu nisbet her iki testin lehine kaydedilecek bir
husus olmakla beraber, genis 6lciide yapilacak taramalarda kolay
ve gabuk olmasindan dolay1 Mikro - metod'un, enfektelerdeki
maximal titrenin, enfeksiyon durumunun degerlendirilmesinde de
Tiip metodunun uygulanmasinin faydali olacagi kanaatina varil-
mistir. Istihsal tarzindan metinde mufassalan bahsedilmis olan
mezkar antijenden elimizde bir miktar mevcuttur. Bu metodla
calismak istiyen meslektaslarimiza gonderebilecegimizi bu vesi-
leyle bildirmek isteriz.

Cahsmalarimizda bizleri daima destekleyen ve yardimer olan enstitii direk-
torii Dr. Ahmet Ozsoyla miidiir yardimeis1 Dr. Faik Alp’a ve tekmk eleman-
larimizdan Cemile Seviiktekine bu vesileyle tesekkiirlerimizi arzederiz.

SUMMARY
STUDIES ON SEROCLOGICAL DIAGNOSIS OF PARATUBERCULOSIS

According to the official records of our laboratory, 4376 blood
sera from the animals of State and private farms were tested by
the method of Micro- coplement fixation test, 317 out of these
sera were also tested comparatively by Danish Tube -complement
fixation method. By the comparative examination, 299 out of 317 se-
ra gave the same results but the remaining 18 sera were found to be
different. So, it could be stated that the rate of corelation between
two methods ise 94.3 %. Although two different methods could be
used instead of each other, but Micro - complement fixation method
is suggested for screening purpose because it is more practical and
convenient. The latter, Tube - method, is advised for evaluation of
infection and maximal titre in reactors.
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