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Sigirlarda Mycobacterium bovis’in molekiiler ve sito-histopatolojik
tan1 yontemleri ile gosterilmesi ve sonuclarimin karsilastirilmas:”
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Ozet: Bu ¢alismada tiiberkiilin deri testi (PPD) pozitif 30 bas sigirda Mycobacterium bovis’in varligmin klasik ve molekiiler
teknikler ile ortaya konmasi ve sonuglarin birbirleri ile karsilagtirilmasi amaglanmustir. Klasik yontemler organlarin makroskobik
muayenesi, rneklenen dokularin Hematoksilen-Eozin (HE), Ziehl Nilseen (ZN) ve immunohistokimya (IHK) ile mikroskobik, dokuda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCRaoku) ile molekiiler; toplanan kan orneklerinin buffy coat’ta immunositokimya (ISKbc) ile
mikroskobik, buffy coat’ta polimeraz zincir reaksiyonu (PCRuc) ile molekiiler incelemelerinden olusmustur. Makroskopide 26 tipik
tiiberkiil gozlenirken, mikroskopide HE ile 27, ZN ile 20 doku tiiberkiilozla uyumlu bulunmustur. Akciger, mediastinal lenf diigiimii
ve karacigerden yapilan THK’da 26,PCRaoku’da 18;ISKhc’de 3, PCRuc’de ise 14 pozitif sonug elde edilmistir. THK pozitif boyanmis
etkenlere, makrofaj, dev hiicresi, lenfositler ve fibrositlerin sitoplazmalarinda rastlannmstir; ISKpe pozitif reaksiyon ise mononiikleer
16kositlerin sitoplazmalarinda goriilmiistiir. ZN boyamanin her zaman etkeni gostermedigi; IHK’ya kiyasla spesifik olmadig1 ve
dogrulamak i¢in diger yontemlere ihtiyag oldugu goriilmiistiir. Mycobacterium bovis’e ait molekiillerin varhigi dokuda (PCRdoku)
gdsterilmis ancak, bu molekiilleri saptamaya yonelik ydntemlerin sigir tiiberkiilozunun tanisinda kullanilma duyarliligi, IHK yontemine
kiyasla, diisiik bulunmustur. Yontemler arasinda THK’nm, PCRuc’ye ve ISKnc’ya kiyasla duyarliliginin (Mc Nemar; sirasiyla p<0.05
ve 0.01), HE ile ZN boyamada ise uyumlulugunun (Cohen kappa; sirasiyla p<0.001 ve 0.05) daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Sigir
tiiberkiiloz hastaliginin kesin teshisinde kullanilan tekniklerin birinin digerine iistiinliigiinden ziyade, birbirini tamamladig1 ve bir arada
kullanildig1 zaman teshisin hem daha hizli hem de daha giivenilir oldugu diistiniilmiistiir. Sonug olarak yine, bu ¢alisma sonucunda
molekiiler (PCRdokue) tekniklerin diger yontemlere kiyasla rutin olarak ne derecede tercih edilebileceginin tespiti i¢in daha fazla
caligmalara ihtiyac¢ oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar sozciikler: Buffy coat, histopatoloji, Mycobacterium bovis, PCR, sigir.

Demonstration of Mycobacterium bovis in cattle via molecular and cytohistopathological diagnostic
tecniques and comparison of the results

Summary: In this study the detection of Mycobacterium bovis with classical and molecular techniques and comparisons of the
test results in the thirty slaughtered cattle positive to intradermal tuberculin test (PPD) was aimed. The classical methods include
macroscopic examination of the organs, microscopic examination of tissues and blood samples that were stained by HE, ZN,
immunohistochemistry and immunocytochemistry and PCR as molecular investigation. Characteristic tubercle development was
observed in 26 animals’ macroscopic examination yet 27 and 20 cases were found compatible with tuberculosis in HE and ZN
respectively. Tuberculosis positive results were also obtained from lungs, mediastinal lymph nodes and liver via immunohistochemistry
(IHC), PCRuissue, immunocytochemistry of the buffy coat (ICCk) and PCR of the buffy coat (PCRec) in 26, 18, 3 and 14 cows
respectively. The agents were observed extracytoplasmically and intracytoplasmically in macrophages, giant cells, lymphocytes and
fibrocytes in IHC. ICCxyc positivity was observed within the cytoplasm of mononuclear leukocytes. Furthermore, the agent was not
always detected via ZN staining, which verifies the necessity of ancillary tests. Among these methods IHC has revealed significant
sensitivity compared to those of PCRbc and ICChe (Mc nemar; p<0.05 ve 0.01 respectively), and exhibited compatibility with HE and
ZN (Cohen kappa; p<0.001 and 0.05 respectively). These results confirm the fact that rather than one single golden technique,
combination of various techniques is necessary for accurate and rapid diagnosis of bovine tuberculosis. It has also been concluded that
further investigation is necessary to clarify the efficient routine usage of molecular techniques (PCRuissuerbc) in place of other diagnostic
techniques.

Keywords: Buffy coat, cattle, histopathology, Mycobacterium bovis, PCR.

* Calismanm sonuglart ESVP, ESTP ve ECVP’nin ikinci birlestirilmis Avrupa kongresi, 27 - 30 Agustos, 2014 Berlin, Almanya’da
poster olarak sunulmustur.
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Giris

Sigir tiiberkiilozu, Mycobacterium bovis etkeni tara-
findan olusturulan ve genellikle solunum sistemi problem-
lerine sebep olan kronik bir hastaliktir. Uzun siire ve ma-
liyet gerektirdigi i¢in hastaligin tedavisi yerine miicadele
etkeni tasiyan hasta hayvanlarin tespit edilip elimine edil-
mesi seklinde yapilmaktadir (5); bu da hastaligin klinik ta-
nisin1 daha da 6nemli kilmaktadir. Hastaligin klinik tanisi
intradermal tiiberkiilin testi (PPD), gamma interferon testi
(IFN-¥) yaninda solunum sekresyonlari, siit, idrar, digki
gibi numunelerden hazirlanan frotilerin Ziehl Neelsen
(ZN) boyamasinda asidorezistans basillerin goriilmesi
veya mikrobiyolojik kiiltiir ile de miimkiindiir (11,24,27).
Tiberkiiloz tanisinda, PPDve IFN-y testietkene kars1 aktif
bir bagisikligin olmasi durumunda kullanilabilmektedir
(1,27). Ancak hastaligin erken dénemlerinde ya da bagi-
siklig1 baskilanmis bireylerde yanlis negatif veya diger adi
bakterilere ve patojen olmayan mikobakterilere karsi
reaksiyon nedeniyle de yanlis pozitif sonug alinabilmekte
ve tani giivenilirligini kaybetmektedir(35,41,45). Insan-
larda Edinsel Immun Yetmezlik Sendromlu (AIDS) birey-
lerin tiiberkiiloza yatkin oldugu ve klinik testlere siklikla
yanlig negatif yanit verdikleri bildirilmektedir (20,22,34).
Bu nedenle de etkenin kanda ve/veya dokuda kendisinin
ya da bir molekiiler komponentinin dogrudan gosterimi
tanida 6nem kazanmaktadir.

Sunumu yapilan bu c¢alisma, farkli tan1 yontemleri-
nin  [konvansiyonel —metodlar, immunohistokimya,
immunositokimyave polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)]
kiyaslanarak sigir tiiberkiilozu tanisinda kullanilabilirli-
gini ve hayvanlarda hastaligin canli tanisi i¢in hastalik
etkenine ait bilesenlerin kanda molekiiler ve sitopatolojik
yontemler ile tespit edilebilirligini ve dokudaki lezyonlar
ile iligkisini ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Materyal ve Metod

Bu c¢alismanin etik acidan uygunlugu Uludag
Universitesi Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan
27.03.2012 tarihi ve 2012-04/06 karar numarasiyla onay-
lanmugtir.

Doku ve kan ornegi kullanilan hayvanlar: Calis-
mada, farkl ¢iftliklerde tiiberkiilin deri testi uygulama-
sinda miispet tespit edilerek kesime sevk edilmis, 26 bag 2
yas lizeri, 4 bas 2 yas alt1 toplam 30 bagsiit sigir1 6rneklen-
mistir.

Kan ornekleri: Kesimi takiben boyundan akmakta
olan kan, 10ml EDTA’ll kan tiiplerine (Hematube®)
alindi. Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen kan
ornekleri 5000 rpm’de Sdk.siireylesantrifiije edilerek
16kositler ayristirildi. Lokosit katmani (buffy coat) aspire
edildi. Aspiratin 0,5ul’si lizinli lamlara damlatilarak 3
adet froti hazirlandi, kalan1 ise PCR igin 1,5ml hacimli
mikrotiiplere aktarildi. Lizinli lamlardaki frotiler +4°C’de
mikrotiipler ise -20°C’de saklandi.

Doku Ornekleri: I¢ organlarin gikarilmasindan sonra
gozle ve palpasyonla genel bir inceleme yapilarak, lezyon-
larin  goriildiigii retrofaringeal ve mediastinal lenf
yumrusu ile akciger ve karaciger dokulari 6rneklendi.
Organ ornekleri her hayvan icin ayr1 eldiven ve bistiiri
kullanilarak kilitli posetlere alindi ve soguk zincir altinda
laboratuvara ulagtirildi. Her bir hayvandan, saglikli ve
lezyonlu kisimlar igerecek sekilde 6rneklenen dokulari-
nin bir kismi histopatolojik inceleme igin %10’luk
tamponlannmig formaldehit (Merck Millipore, Merck
103999, %37 pH: 6,9)¢6zeltisine alindi. Diger bir kismi da
PCRyoku incelemelerinde kullanilmak iizere -20°C’de
saklandi. Formaldehit ¢6zeltisinde 48 saat bekletilip trim-
lenerek kasetlere alinan dokular, yikama asamasindan
sonra manuel doku takibinde alkol ve ksilol serisinden
gecirilerek, parafin ile bloklandi ve mikrotomda kesit
alinana kadar +4°C’de saklandi. Parafin bloklardan hazir-
lanan kesitlere rutin ve histokimyasal boyalar uygulanarak
151k mikroskobunda (Olympus, CX41, U-D03, Japonya)
incelendi ve resimlendi.

Hematoksilen-Eozin ve Ziehl-Neelsen boyama: Her
iki boyama i¢in de lamlar alkol ve ksilol serilerinden
gecirildi. HE icin rutin boyama prosediirii uygulandi.
Mikroskobik incelemede, HE doku kesitlerinde yangi hiic-
resi infiltrasyonu, dev hiicresi, kazeifikasyon, kalsifikas-
yon varligt ve bag doku olusumuna dikkat edildi; ZN
boyamada ise mavi zemin tizerinde kirmizi-pembe renkli
basil goriilen, asidorezistans bakteri olup olmadigina
dikkat edildi (23).

Immunohisto ve -sitokimyasal boyamalarda kullani-
lan tiiberkiiloz pozitif 6rneklerin hazirlanmasi: Makrosko-
bik ve histopatolojik olarak tiiberkiiloz tanisi konarak sigir
dokusundan hazirlanmis olan dokularin tiiberkiiloz baki-
mindan pozitifligi Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’nda yapilmistir. Bu
inceleme sonucunda dokularda BD MGIT TBc (Becton
Dickinson, ABD) identifikasyon kiti kiiltiir sonuglar1 ile
Mycobacterium tuberculosis kompleks (M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M.
caprae, M. pinnipedii’yi igermektedir) varlig: tespit edil-
mistir. Bu dokulardan elde edilen kesitler ve tuseler
[HKve ISK boyama sirasinda tiiberkiiloz pozitif kontrol
olarak kullanilmistir.

Immunohistokimyasal boyama: Immunohistokimya
boyama i¢in rutin iglemleri takiben  kesitler
Mycobacterium bovis’e spesifik Anti-mycobacterium
bovis poliklonal primer antikor(ORB100411, Biorbyte,
Ingiltere)ve sekonder antikor, kromojen uygulanmasi
(DAB), zemin boyama (Harris Hematoksilen) ve takip
eden rutin islemlerden sonra (4) 1s1k mikroskobunda
(Olympus, CX41, U-D03, Japonya)incelendi ve fotograf-
landu.
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Immunositokimyasal boyama: PPD miispet hasta
hayvanlarin kanindan elde edilen buffy coat yayilmis
lamlar %10’luk tamponlu formaldehit icerisinde 20dk.
tespit edildi. Rutin basamaklardan sonra, antijenlerin
aciga cikarilmasi amaciyla Tween 20 eklenmis sitrat
tampon ¢ozeltisi (50 pul/100ml) (pH:6) kullanilarak mikro-
dalga firinda 360 Watt’da 5dk siireyle isleme tabi tutuldu.
Takiben [HK icin uygulanan islemler sirasi ile uyguland.

DNA ekstraksiyonu: Kan ve dokulardan DNA ¢ika-
rilmasinda  ‘spin-column’ tabanli ¢alisan ticari kit
(QlAamp DNA Minikit, 250, Katalog no:51306,Qiagen)
tarafindan onerilen yontem takip edildi.

Kandan DNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
iriindekiDNA  konsantrasyonu  Sul  Orneklenerek
spektrofotometrede  (190-840nm, NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, ABD) 0l¢iildii. PCRyc analizi asama-
sina kadar DNA 6rnekleri +4°C’de saklandi.

Caligsma kapsaminda akciger ve lenf yumrularin-
dan (retrofaringeal ve mediastinal) alinan toplam 25 mg
doku mekanik olarak homojenize edildi; varsa lezyonlu
karaciger dokular1 da dahil edilerek rutin DNA ekstrasyon
islemi uygulandi. PCRyoku analizi asamasina kadar DNA
ornekleri +4°C’de saklandi.

Buffy coat ve dokuda Ger¢ek Zamanl (Real Time)
PCR: Gergek zamanli PCR analizleri i¢in Tagman® prob
tabanli ¢alisan, IS6110 gen sekansini hedef alan ticari kit
(TagVet™ Mycobacterium tuberculosis Complex, Labo-
ratoire Service International, Fransa) ve primer dizileri
kullanild1(42).Uygulama sirasinda iiretici firmanin onerisi
dogrultusunda hedef ile ayn1 tabiatta olan eksternal pozitif
kontrol (inaktive edilmis bakteri veya viriis) kullanilmig-
tir. Biitiin bu ¢aligmalar ticari kiti satan firmanin (Diagen)
onerdigi Konya’daki 6zel bir laboratuarin imkanlari kulla-
nilarak gergeklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz: Calismada kullanilan testler ile
elde edilen oranlarin degisiminin dnemkontrolii icin THK
testi “altin standart” kabul edilmis ve “Mc Nemar Test”i
uygulanarak sensitivite, spesivite, pozitif ve negatif
tahmini deger ile birlikte p degerlerine yer verilmistir.
Testler arasindaki uyum degerlendirmesi i¢in de Cohen
kappa katsayis1 kullanilarak bu degerlere ait p degeri
hesaplanmistir. Analizler i¢in SPSS 20 programi kullanil-
migtir.

Bulgular

PPD deri uygulamasi miispet hayvanlarin makrosko-
bik muayene, kan ve doku drneklerine ait histopatoloji ile
IHK,ISK ve PCR sonuglari toplu olarak Tablo-1 de goste-
rilmistir.

Makroskobik Bulgular:PPD miispet hayvanlarm (30
bas) 26’simnin (%86) akciger veya lenf yumrularinda
kazeifikasyon ve kalsifikasyon gosteren tiiberkiil yapisi
gozlendi. PPD miispet iken tipik tiiberkiil yapis1 gozlen-
meyen 4 sigirdan (4, 11, 17 ve 22.olgular) ikisinde tipik

olmayan lenfadenopati (11 ve 17. olgular) ve diger
ikisinde (4 ve 22. olgular) ise hafif siddette pulmoner
hiperemi disinda makroskobik lezyon saptanamadi. Otuz
olgudan 12’sinde (%40) akciger ve mediastinal lenf yum-
rusu, 6’sinda (%20) solunum sistemiyle beraber karaciger,
3’iinde (%10) sadece akciger, 4’iinde (%13) sadece lenf
yumrusu tutulumu gozlendi.

Hematoksilen-Eozin ve Ziehl-Neelsen:Rutin HE
boyamalarda,27 olguda merkezindeki nekrotik alam
mononiikleer yangi hiicreleri, yer yer dev hiicrelerinin
cevreledigi ve bag dokunun kusattigi tipik granulom
yapist gozlendi (Sekil-1). ZN uygulanmis preparatlarin
incelenmesi sonucunda, histopatolojik incelemede tiiber-
kiil yapis1 gzlenen 27 olgunun 20’sinde (%74)asidorezis-
tans bakteri gozlendi (Sekil2).

Sekil 1. Lenf yumrusu, mononiikleer 16kositer infiltrasyon ve
bag doku ile ¢evrili kalsifiye nekroz alanindan olugan granulom
yapist (HE x4, 16.olgu).

Figure 1. Lymph node, granuloma formation with mononuclear
luekocyte infiltration, necrosis, calsification and surrounding
connective tissue(HEx4, case 16).

Sekil 2. Bir dev hiicresin sitoplazmasinda asidorezistans bakteri
ve komponentleri (ZN x100, 20.0lgu).

Figure 2. Acid-resistant microorganisms and their components in
a giant cell cytoplasm (ZN x100, case 20).
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Sekil 3. Lenf yumrusunda makrofajlarin sitoplazmasindaM.bo-
vis pozitif boyanma (IHK x100, DAB kromojen, 25.0lgu)
Figure 3. M.bovis positive staining in macrophage cytoplasm
in a lymphnode (IHCx100, DAB chromogen, Case 25)

Sekil 4. Bir dev hiicresininsitoplazmasinda M.bovispozitif bo-
yanma (IHK x100 DAB kromojen, 26.0lgu)

Figure 4. M.bovispositive staining in cytoplasm of a giant cell
(IHCx100, DAB chromogen, Case 26)

Immunohistokimya: Morfolojik olarak tipik tiiberkiil
yapisinin  goriilmesine miisaade ettigi ve etkenleri de
ortaya koydugu igin etiyolojik taniya yardimci olan THK,
bu ¢alisma sirasinda referans olarak (altin standart) kabul
edildi. Primer antikor ile pozitif reaksiyon veren basillere,
nekroz alanlarini gevreleyen bag dokuda serbest sekilde,
makrofaj, dev hiicresi nadiren lenfosit ve fibrositlerin
sitoplazmalarinda rastlandi (Sekil3,4). Pozitif reaksiyonun
granulomun disina dogru gidildikge azaldigi saptandi.
IHK sonucunda 26 olguda pozitif boyanma gézlendi. Ayni
dokulara uygulanan PCRgoky ile THK’nin sonuglari ile kar-
silastirildig1 zaman, THK ile pozitif sonu¢ verdigi halde
PCRdoku nun negatif oldugu olgu sayisinin 9 oldugu goz-
lendi. Buna karsin, IHK’nin negatif oldugu 3 olguda,
PCRyoku incelemesinin pozitif sonug verdigi dikkati ¢ekti.
Ayrica, THK sonuclar1 ISKy ile karsilastirildiginda,
ISKpe’de pozitif bulunan olgularin iigiinde de (3/25),
IHK da pozitif reaksiyon gdzlendi.
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Sekil 5. Kan frotisindeM.bovis pozitif boyanma gosteren lenfo-
sitler (ISK x100, DAB kromojen, 1.0lgu)
Figure 5. M.bovispositive staining lymphocytes staining in

—

blood smear (ICCx 100, DAB) chromogen, Case 1)

Sekil 6. Monosit sitoplazmasinda M.bovispozitif boyanma

(ISK x 100, DABkromojen, 24.0lgu)

Figure 6. M.bovis positive staining in in a monocyte cytoplasm
(ICCx100, DAB, Case 24)

Sekil 7. Bazi notrofil graniillerinde M.bovispozitif boyanma
(ISKx100, DAB kromojen, 8.0lgu)

Figure 7. M.bovispositive stainingin some neutrophil granules
(ICCx100, DAB chromogen, Case 8)
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Tablo 1. PPD miispet pozitif hayvanlara ait kan ve dokularda,HE, ZN, THK ve ISKtc boyamalar1 ile PCRdokuve PCRuc sonuglari.
Table 1.The results of HE, ZN, IHC, ICChc stainings in tissues and PCRissuieand PCRucinPPD  positive animals.

OlguNo  Makroskobik Lezyon HE ZN HK ISKoc  PCRuoku (Doku)  PCRbc (Kan)
1 Akciger, karaciger ve MLY + + + + + +
2 Karaciger ve MLY + + + - - -
3 Akciger ve MLY + + + - - -
4 Lezyonsuz - - - - _
5 Akciger, RFLY ve MLY + + + - -
6 RFLY ve MLY + + + - - -
7 Akciger + + + - - -
8 Akciger ve MLY + + + - + R
9 RFLY, MLY ve karaciger + + + - - +
10 Akciger + + + - + +
11 MLY + + + - + -
12 Akciger, RFLY ve MLY + + + - + -
13 Akciger + + + - - -
14 Akciger ve MLY + - - - - +
15 Akciger + + + - + +
16 Akciger ve MLY + + + - + -
17 Faringeal lenfadenopati - - - - + -
18 Akciger ve MLY + - + - - +
19 Akciger, MLY ve karaciger + + + - + +
20 Akciger ve MLY + + + - - +
21 Akciger ve MLY + - + - - +
22 Lezyonsuz - - - - - -
23 MLY + + + - + +
24 Akciger, MLY ve karaciger + + + + - +
25 Akciger, Plora ve karaciger + + + - + +
26 Akciger ve MLY + - + - + R
27 Akciger ve MLY + - + - + -
28 Akciger ve MLY + - + - + +
29 Akciger ve MLY + - + - + R
30 Akciger, MLY ve karaciger + + + + + +

MLY': Mediastinal Lenf Yumrusu, RFLY: Retrofaringeal Lenf Yumrusu, HE: Hematoksilen&Eozin, ZN: Ziehl-Neelsen,iHK: immu-
nohistokimya, ISK: immunositokimya, PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Immunositokimya: Pozitif reaksiyona lenfosit
(Sekils), monosit (Sekil-6) ve nétrofil 16kositlerin sitop-
lazmasinda (Sekil-7) rastland1. Tipik tiiberkiil yapist goz-
lenen 27 olgunun 3 tanesinde (1, 24 ve 30. olgular) 16kosit
katmani frotilerinde pozitif reaksiyon gozlendi. Bu olgu-
larm {i¢ii de HE, ZN, THK ve PCRy. incelemeleri yoniin-
den tiiberkiiloz pozitifti.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Dokularda (akciger,
lenf yumrusu veya karaciger), ticari firma direktiflerine
gore uygulanan PCRgok incelemelerinde, 18 pozitif olgu
saptand1. Diger inceleme yontemlerinde (HE, ZN, THK,
ISKpe, PCRy) tiiberkiiloz yoniinden negatif bulunup,

PCRgoku incelemesinde dokuda pozitivite gosteren iki olgu
(4 ve 17.olgular) tespit edildi. ISKy ile negatif bulunup,
PCRyc incelemesinde pozitif saptanan 11 olgu gozlendi
(Tablol).

Istatiksel incelemede, altin standart olarak THK temel
almarak yapilan ikili karsilastirmalarin degerlendirme
sonuglar1 Tablo-2’de, Testler arasindaki uyumu gosteren
Cohen kappa katsayilar1 ve ilgili p degerleri Tablo3’te
goriilmektedir. Pozitif/negatif tabanli yapilan bu karsilas-
tirmalar sonucunda yapilan THK testinin ZN, ISKyc ve
PZRy. testlerine gore pozitivitesinin istatistiki olarak an-
laml1 (p<0.05) sonug verdigi gézlendi.
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Tablo 2. IHK altin standart alinarak diger tan1 yontemlerinin(HE,ZN, ISKbe, PCRdoku, PCRbc) dneminin incelenmesi,
Table 2. Tabulation of the significanceof other diagnostic methods (HE, ZN,ICCuc, PCRtissue, PCRuc) by IHC gold standard,

HE ZN ISKbc PCRaoku PCRuc
+/- (%) 26/0 20/6 3/23 16/10 13/13
Sensitivite (%) 96.2 100 100 88.8 92.8
Spesifite (%) 100 40 14.8 16.6 18.7
PPV (%) 100 76.9 115 61.5 50
NPV (%) 75 100 100 50 75
P degeri 1.000 <0.05 <0.001 0.39 <0.05

McNemar Testi, PPV: Tahmini Pozitif Deger, NPV: Tahmini Negatif Deger

Tablo 3. Diger tan1 yontemlerinin (HE, ZN, ISKbe, PCRdoku, PCRuc) altin standartfHK ile uyumlulugunun Cohen kappa testi ile ince-

lenmesi,
Table 3. Analysis of the Tabulation of the compatibility of other diagnostic methods (HE, ZN,ICCuc, PCRiissue, PCRuc) by IHC gold
standard,

Testler Kappa katsayis1 () P degeri

HE 0.839 <0.001

ZN 0.471 0.02

ISK 0.034 0.474

PCRdoku 0.063 0.661

PCRuc 0.110 0.351

Cohen kappa Testi

Tartiyma ve Sonu¢

Sigir tiiberkiilozu ile miicadele etmek igin taniya
onem verilmekte ve eradikasyon ¢aligmalar1 uygulanmak-
tadir (8,11,14). Bu amagla canli hayvanlarda PPD, klinik
tan1 ve IFN-y sonuglarina bakilarak teshis konulmaya
calisilmaktadir (21). Tiberkiilloz tanisinda agiklanan
yontemlerden bazilarinin uzun zaman almasi; bazilarinda
ise etken sayisinin az olmast; IFN- ¥ nin artmasini baski-
layan IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerdeki artig (37)
ve immun sistemi zayif hayvanlardaki yetersiz immun
yanitlar g6z Oniine alindiginda, tani1 yontemlerinin eksik-
ligini gidermeye yonelik yardime ve alternatif yontemlere
ihtiya¢ duyulmakta ve dolayisiyla bu alanlarda daha fazla
arastirma yapma ihtiyaci ortaya ¢tkmaktadir. IHK ydntemi
mikobakteriyel antijenlerin gosteriminde sik basvurulan
yardimci yontemlerden birisidir (6,7,16,40,43). Yirmidort
keci ve 18 sigirda ZN ve IHK metotlarinin karsilastiril-
mas! amaci ile yapilan bir ¢alismada tipik granulomlarin
oldugu kesitlerde etken ZN ile %52 oraninda boyanirken,
bu oran IHK’da % 64°tiir (11). Sunumunu yaptigimiz bu
caligmada ZN ile boyanmis preparatlarin incelenmesi,
makroskobik yonden tiiberkiilozla uyumlu bulunmus
olgularin dogrulanmasina yardimci olmug ancak organla-
rinda mikroskobik lezyon gdsteren hayvanlarin (27 adet)
dokularindan hazirlanan preparatlarin ZN ile boyamasinin
sonucunda 20 tanesi pozitif (%74 ) sonu¢ vermistir.
Pausibasillar veya latent infeksiyonda bakteriyel hiicre

duvari yapisinin degismesinin ZN boyamada yanlis nega-
tif sonuca neden olabilecegi bildirilmistir (13, 26, 36, 39).
Yine, ZN boyama ile arada olugan bu farkin 6len basillerin
veya antijenik pargalarin lokositler tarafindan fagosite
edilmesinin IHK y&ntemi ile saptanabilirken, ZN boyama-
larda bu durumun tespit edilmemesinden kaynaklanabile-
cegi belirtilmistir (31). M. bovis’e spesifik poliklonal
antikorlarla yapilan bir bagka ¢alismada, IHK incelemele-
rinde bakterilerin hiicre i¢i ve hiicre dig1 olarak, nekroz
alaninin periferinde, nekrozu g¢evreleyen bag doku ve
16kosit infiltrasyon kusaginda yer aldigi, granulomun
periferine gidildik¢e bakteri yogunlugunun azaldigi (2)
benzer goriiniime ¢aligmamizda da rastlanmustir.

PCR, mikobakterilerin tanis1 ve tiplendirilmesinde,
insanlarda ve daha az olarak sigirlarda bakteri kiiltiirii,
doku, kan, sekret gibi gesitli drnekler iizerine uygulanan
yontemlerden birisidir (3,12,15,18,30) ve M. bovis ile
ilgili spesifik ve sus tayinine yonelik PCR caligmalar1 da
vardir (38,47). Ticari insan kiti kullanilarak sunumunu
yaptigimiz bu ¢aligmada PCRgoky incelemeleri sonucunda
doku numulerinde pozitif reaksiyon %60 oraninda iken,
aym dokular {izerinde yapilan THK boyanmasi sonuglari
%86,6°dir. THK’da kullanilan primer antikorlar, PCR’de
kullanilan primerler (17) ve bakterinin intraselliiler dogas1
ile impermeabil 6zelliklerinin (1) ortaya ¢ikan bu farklili-
gin nedeni olabilecegi ileri siiriilmistiir. Sunumunu yapti-
gimiz bu g¢alismada ise, uygulanan diger yontemlerde
negatifbulunurken, sadece 2 olguda (4ve 17. olgular)
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PCRgokuilepozitif bulgularmin  gbzlenmesi yontemin
sensitivitesinden kaynaklanabilecegi, uzak bir ihtimal olsa
da bu olgularda submakroskobik diizeyde lezyonlarin ola-
bilecegi ya da biitiin 6zene ragmen kontaminasyonun
sekillenmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. IHK da kulla-
nilan primer antikorun M.bovis’e, PCRgoku analizinde
kullanilan ticari kitin ise M.tuberculosis kompleksine (M.
tuberculosis, M.bovis, M.caprae,) ait herhangi bir miko-
bakteri cinsinde bulunan, IS6110 gen bolgesine spesifik
oldugu diisiiniildiigiinde, bu iki olguda, diisiik bir ihtimal
olsa da M.tuberculosis kompleksi igerisinde M.bovis
olmayan bir mikobakteri tiiriiyle infeksiyon sekillendigi
yorumunu yapmak da mimkiindiir. Makroskobik veya
mikroskobik lezyon goriilmeden PCRgok’da pozitif sonug
alinmasi (4. olgu), erken evredeki bir infeksiyon seklinde
de yorumlanabilir. Ote yandan, makroskobi dahil, hicbir
testte pozitif sonu¢ alinmamasina karsilik tiiberkiilin deri
testinde miispet reaksiyon alinmis olmasi (22. olgu), PPD
testinin patojen olmayan diger mikobakterilerin varliginda
da yanlis miispet sonug verebileceginin bir 6rnegi olarak
diistiniilebilir. Sunulan bu g¢alismamizdaki PCRgoky V€
IHK yéntemleri karsilastirildigr zaman, PCRgoky ve THK
yontemlerinin birbirlerine alternatif olmaktan ziyade bir-
birlerini tamamlayan iki teknik olabilecegi diigiiniilmiis-
tur.

Insanlarda tiiberkiiloz etkenini periferik kanda
ortaya koyan PCR agirlikli ¢aligmalar (25,28,41) ile has-
taligin tanisinda periferik kanmn kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Insanlarda farkli yontemlerle, Oncesinde
tiiberkiiloz tanist1 konmus 48 bireyin orneklendigi bir
calismada (25), PCR ile %33 oraninda 16kosit katmaninda
etken DNA’s1 saptanmig, bu da olgularin aktif tiiberkii-
lozlu olup olmamalariyla iligkilendirilmistir. Sigirlarda
tiiberkiilozun periferik kanda tanisinda ise immun siste-
min reaksiyonuna dayali ¢alisan testler (ELISA, tiiberkii-
lin deri testi, IFN-¥ Testi) yan1 sira serumda PCR metodu
da kullanilmistir (21). Bununla birlikte, literatiir inceleme-
lerinde sigirlarda, 16kositlerdeki (6rnegin buffy coat) M.
bovis etkeni veya etkenine ait komponentlerin tespitine
yonelik bir caligmaya rastlanmamistir. Kaya ve arkadagla-
rinin (21) PPD miispet sigirlarin kan serumunda PCR ile
yaptig1 caligmada %25,81 oraninda pozitiviteye rastlan-
mig ve PCR’nin aktif tiiberkiilloz saptamada uygun bir
metot olabilecegi belirtilmistir. Sunumu yapilan bu ¢alig-
mamizda ise PCRyc nin %46,6 oranini1 gdstermesi bakteri-
nin serbest olarak serumdan daha ¢ok 16kositler igerisinde
oldugunu ve bu sekilde sensitivite oraninin daha yiiksek
olabilecegine isaret etmistir.

Kanda etkene ait antijenik yapilarin pozitif olarak
boyanmasi bakteriyemi veya etkeni fagosite etmis, dolayi-
styla etken antijenlerini barindiran mononiikleer fagositik
sistem hiicrelerinin dokulardan kana gegmesi ihtimali ile
aciklanmaya calisilmistir (10,19,32,44). Sunumunu yapti-
gimiz bu cahigmada gerceklestirilen 1SKp: sonucunda,

periferal kandan alinan 16kositlerde 3olguda (%10) gozle-
nen pozitif reaksiyon, kan 16kosit katmaninin etkene ait
bilesenlerin tespiti yoluyla tiiberkiiloz hastaliginin tani-
sinda kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu {i¢ olgunun
karacigerinde de tiiberkiiloz tutulumu oldugu ve karaciger
tutulumu sekillenen olgularm bir tanesi hari¢ kan
PCRy¢’lerinde pozitif sonug alindigi géz dniinde bulundu-
ruldugu zaman, etkenin kanda saptanmasi hastaligin gene-
ralizasyonuyla iliskilendirilebilir. Calismamizda kandan
hazirlanmig ISKy preparatlarin incelenmesi sirasinda ser-
best halde pozitif boyanmis basil yapisina rastlanmamus,
sadece lokositlerin sitoplazmasinda boyanma goriilmiis-
tir. Bu durum da bakterinin bakteriyemi sathasinda
serbest halde iken kanda, her zaman, yakalanmasinin zor
olacaginin bir isareti olarak kabul edilmistir. Hastaligin
teshisinde tiiberkiiloz oldugu farkli testler ile dnceden
dogrulanmis sigirlarin  serumunda IFN-¥’ya bakilarak
yapilan ¢aligmalardan bir tanesinde %62 oraninda miispet
sonug elde edilirken (21), benzeri bir diger calismada ise
IFN-¥’nin sensitivitesinin %85 spesifitesinin %93 oldugu
tespit edilmistir (33). Her iki ¢alismada da IFN-x testinin
diger testler ile beraber kullanildig1 zaman anlamli oldugu
vurgulanmigtir. Ryan ve ark. (33)’nin yapmis oldugu
caligmada PPD miispet hayvanlarda IFN-y testinin 8. ve
28. giinler arasinda alindig1 zaman bu duyarliliga yukari-
daki oranlara eristiklerini belirtmiglerdir. Sheridan ve ark.
(37)’nin IFN-y kan diizeyleri {izerine yaptiklari ¢alismada
IL-10’nun kan IFN diizeylerini hastaligin evresi ile iligkili
olarak etkiledigi, yliksek IL-10 diizeylerinde IFN-¥ diizey-
lerinin distigiinii belirtmiglerdir. Sunulan ¢alismamizda
PCRuc (%46,6 miispet) ve ISKpe (%10 miispet) vasitasiyla
dogrudan dogruya kanda etkenin varligmin ortaya kon-
masi hedeflenmistir. Sonug itibari ile IFN-¥ ¢alismalarina
kiyasla sundugumuz bu ¢aligmada mispetlik diisiik gibi
goriinse de dogrudan dogruya etkeni ortaya koymasi baki-
mindan diger testler ile beraber destekleyici olarak kulla-
nilabilir diislincesi olugsmustur.

Sigir tiiberkiilozunun tanisinda nazal svab, siit
gibi klinik 6rnekler lizerinde PCR yontemi kullanilmistir
ve olumlu sonuclar alinmistir (46) ancak kanda, 6zellikle
de lokosit katmaninda tiiberkiiloz tanisi yalnizca insan-
larda denenmistir (26, 29, 43). Sunulan bu ¢alismamizda
kandan hazirlanarak 16kositler {izerinde yapilan PCRy’de
14 vakada (%46,6), PCRyok’da ise 18 vakada (%60)
pozitif sonug elde edilmis ise de IHK altin standart kabul
edilerek yapilan Mc Nemar testinde IHK’ ya gére bu test-
lerdeki pozitivite diigiik bulunmustur (P<0,05 Tablo-2).
Insanlarda yapilan benzer caligmada dokuda %63, kanda
ise %46 pozitivite saptanmigtir (25). Etkenin kanda sapta-
nabilirligi gercegi goz Oniine alinacak olursa, ¢alismami-
zin sonuglarina gdre PCRyc yonteminin ISKp’ye gore
kanda daha etkili oldugu soylenebilir (sirasiyla %46,6-
%10). PCR ile yapilan klinik ¢aligmalarda PCR inhibitor-
lerinin varlig1 ile birlikte bakteri hiicre duvarinin yapisi ve
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impermeabilitesi PCR ile tespiti ve dolayisi ile taniy1
siirlandiricr bir faktdr olarak bildirilmektedir. Bu du-
rumda az basilin bulundugu ortamlarda, etkenin PCR ile
saptanmasinda engel teskil edebilmektedir (1). Ayrica bu
farkin ortaya ¢ikmasinda antijen ve niikleik asit stabilite-
sindeki farkin da etkili oldugu diisiiniilmektedir(9).

Calismada kullanilan testler arasindaki uyumlulugu
inceleyen Cohen kappa IHK katsayisi ile HE arasinda ¢ok
iyi diizeyde uyum gozlenirken (p<0,001),IHK ile ZN ara-
sinda orta diizeyde uyum oldugu (p<0,05) belirlenmistir.
IHK’nin  diger testler (ISK, PCReok, PCRuc) ile
uyumunun ise oldukca diisiik ve istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, etkeni demonstre eden ZN boyama ile
yapilacak tiiberkiiloz tanisinin her zaman duyarli olmadig1
ve teshiste diger yontemlere ihtiya¢ gosterdigi; calisma-
mizda referans yontemi olarak kabul edilen THK’nin
PCRyoku, PCRuc ve ISKpe’ye kiyasla sensitivitesinin istatis-
tiki olarak daha yiiksek oldugu saptanmustir (p<0,05).
PCRuc ile etkene ait molekiillerin periferik kandaki varlig
ile sigir tiiberkiilozunun saptanmasinda rolii olabilecegi
ortaya konmustur. Bununla beraber sigirlarda tiiberkiiloz
hastaliginin kesin teshisinde, kullanilan tekniklerin {istiin-
ligii yerine birbirini tamamlayiciligindan ve bir arada
kullanildiklar1 zaman teshisin hem daha hizli hem de
sensitivitesinin daha yiiksek oldugu diisiiniilmiis; molekii-
ler tekniklerin diger yontemlere kiyasla rutin olarak ne
derecede tercih edilebileceginin tespitinin ise daha fazla
caligmaya ihtiyag gosterdigi sonucuna varilmistir.
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