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Özet: Bu çalışmada tüberkülin deri testi (PPD) pozitif 30 baş sığırda Mycobacterium bovis’in varlığının klasik ve moleküler 

teknikler ile ortaya konması ve sonuçların birbirleri ile karşılaştırılması amaçlanmıştır. Klasik yöntemler organların makroskobik 

muayenesi, örneklenen dokuların Hematoksilen-Eozin (HE), Ziehl Nilseen (ZN) ve immunohistokimya (İHK) ile mikroskobik, dokuda 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCRdoku) ile moleküler; toplanan kan örneklerinin buffy coat’ta immunositokimya (İSKbc) ile 

mikroskobik, buffy coat’ta polimeraz zincir reaksiyonu (PCRbc) ile moleküler incelemelerinden oluşmuştur. Makroskopide 26 tipik 

tüberkül gözlenirken, mikroskopide HE ile 27, ZN ile 20 doku tüberkülozla uyumlu bulunmuştur. Akciğer, mediastinal lenf düğümü 

ve karaciğerden yapılan İHK’da 26,PCRdoku’da 18;İSKbc’de 3, PCRbc’de ise 14 pozitif sonuç elde edilmiştir. İHK pozitif boyanmış 

etkenlere, makrofaj, dev hücresi, lenfositler ve fibrositlerin sitoplazmalarında rastlanmıştır; İSKbc pozitif reaksiyon ise mononükleer 

lökositlerin sitoplazmalarında görülmüştür. ZN boyamanın her zaman etkeni göstermediği; İHK’ya kıyasla spesifik olmadığı ve 

doğrulamak için diğer yöntemlere ihtiyaç olduğu görülmüştür. Mycobacterium bovis’e ait moleküllerin varlığı dokuda (PCRdoku) 

gösterilmiş ancak, bu molekülleri saptamaya yönelik yöntemlerin sığır tüberkülozunun tanısında kullanılma duyarlılığı, İHK yöntemine 

kıyasla, düşük bulunmuştur. Yöntemler arasında İHK’nın, PCRbc’ye ve İSKbc’ya kıyasla duyarlılığının (Mc Nemar; sırasıyla p<0.05 

ve 0.01), HE ile ZN boyamada ise uyumluluğunun (Cohen kappa; sırasıyla p<0.001 ve 0.05) daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Sığır 

tüberküloz hastalığının kesin teşhisinde kullanılan tekniklerin birinin diğerine üstünlüğünden ziyade, birbirini tamamladığı ve bir arada 

kullanıldığı zaman teşhisin hem daha hızlı hem de daha güvenilir olduğu düşünülmüştür. Sonuç olarak yine, bu çalışma sonucunda 

moleküler (PCRdoku/bc) tekniklerin diğer yöntemlere kıyasla rutin olarak ne derecede tercih edilebileceğinin tespiti için daha fazla 

çalışmalara ihtiyaç olduğu sonucuna varılmıştır. 

Anahtar sözcükler: Buffy coat, histopatoloji, Mycobacterium bovis, PCR, sığır. 

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), PCRtissue, immunocytochemistry of the buffy coat (ICCbc) and PCR of the buffy coat (PCRbc) in 26, 18, 3 and 14 cows 

respectively. The agents were observed extracytoplasmically and intracytoplasmically in macrophages, giant cells, lymphocytes and 

fibrocytes in IHC. ICCbc 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 ICCbc (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 (PCRtissue/bc) in place of other diagnostic 

techniques.  

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

 

 
 

 

                                                           
*  Çalışmanın sonuçları ESVP, ESTP ve ECVP’nin ikinci birleştirilmiş Avrupa kongresi, 27 - 30 Ağustos, 2014 Berlin, Almanya’da 

poster olarak sunulmuştur. 
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Giriş 

Sığır tüberkülozu, Mycobacterium bovis etkeni tara-

fından oluşturulan ve genellikle solunum sistemi problem-

lerine sebep olan kronik bir hastalıktır. Uzun süre ve ma-

liyet gerektirdiği için hastalığın tedavisi yerine mücadele 

etkeni taşıyan hasta hayvanların tespit edilip elimine edil-

mesi şeklinde yapılmaktadır (5); bu da hastalığın klinik ta-

nısını daha da önemli kılmaktadır. Hastalığın klinik tanısı 

intradermal tüberkülin testi (PPD), gamma interferon testi 

(IFN-ɤ) yanında solunum sekresyonları, süt, idrar, dışkı 

gibi numunelerden hazırlanan frotilerin Ziehl Neelsen 

(ZN) boyamasında asidorezistans basillerin görülmesi 

veya mikrobiyolojik kültür ile de mümkündür (11,24,27). 

Tüberküloz tanısında, PPDve IFN-ɤ testietkene karşı aktif 

bir bağışıklığın olması durumunda kullanılabilmektedir 

(1,27). Ancak hastalığın erken dönemlerinde ya da bağı-

şıklığı baskılanmış bireylerde yanlış negatif veya diğer adi 

bakterilere ve patojen olmayan mikobakterilere karşı            

reaksiyon nedeniyle de yanlış pozitif sonuç alınabilmekte 

ve tanı güvenilirliğini kaybetmektedir(35,41,45). İnsan-

larda Edinsel İmmun Yetmezlik Sendromlu (AIDS) birey-

lerin tüberküloza yatkın olduğu ve klinik testlere sıklıkla 

yanlış negatif yanıt verdikleri bildirilmektedir (20,22,34). 

Bu nedenle de etkenin kanda ve/veya dokuda kendisinin 

ya da bir moleküler komponentinin doğrudan gösterimi   

tanıda önem kazanmaktadır. 

Sunumu yapılan bu çalışma, farklı tanı yöntemleri-

nin [konvansiyonel metodlar, immunohistokimya,                  

immunositokimyave polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)] 

kıyaslanarak sığır tüberkülozu tanısında kullanılabilirli-

ğini ve hayvanlarda hastalığın canlı tanısı için hastalık            

etkenine ait bileşenlerin kanda moleküler ve sitopatolojik 

yöntemler ile tespit edilebilirliğini ve dokudaki lezyonlar 

ile ilişkisini ortaya koymayı amaçlamaktadır. 

 

Materyal ve Metod 

Bu çalışmanın etik açıdan uygunluğu Uludağ                 

Üniversitesi Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafından 

27.03.2012 tarihi ve 2012-04/06 karar numarasıyla onay-

lanmıştır. 

Doku ve kan örneği kullanılan hayvanlar: Çalış-

mada, farklı çiftliklerde tüberkülin deri testi uygulama-

sında müspet tespit edilerek kesime sevk edilmiş, 26 baş 2 

yaş üzeri, 4 baş 2 yaş altı toplam 30 başsüt sığırı örneklen-

miştir. 

Kan örnekleri: Kesimi takiben boyundan akmakta 

olan kan, 10ml EDTA’lı kan tüplerine (Hematube®) 

alındı. Soğuk zincir altında laboratuvara getirilen kan                

örnekleri 5000 rpm’de 5dk.süreylesantrifüje edilerek             

lökositler ayrıştırıldı. Lökosit katmanı (buffy coat) aspire 

edildi. Aspiratın 0,5µl’si lizinli lamlara damlatılarak 3 

adet froti hazırlandı, kalanı ise PCR için 1,5ml hacimli 

mikrotüplere aktarıldı. Lizinli lamlardaki frotiler +4°C’de 

mikrotüpler ise -20°C’de saklandı. 

Doku Örnekleri: İç organların çıkarılmasından sonra 

gözle ve palpasyonla genel bir inceleme yapılarak, lezyon-

ların görüldüğü retrofaringeal ve mediastinal lenf                    

yumrusu ile akciğer ve karaciğer dokuları örneklendi.                

Organ örnekleri her hayvan için ayrı eldiven ve bistüri              

kullanılarak kilitli poşetlere alındı ve soğuk zincir altında 

laboratuvara ulaştırıldı. Her bir hayvandan, sağlıklı ve  

lezyonlu   kısımları içerecek şekilde örneklenen dokuları-

nın bir kısmı histopatolojik inceleme için %10’luk                  

tamponlanmış formaldehit (Merck Millipore, Merck 

103999, %37 pH: 6,9)çözeltisine alındı. Diğer bir kısmı da 

PCRdoku incelemelerinde kullanılmak üzere -20°C’de               

saklandı. Formaldehit çözeltisinde 48 saat bekletilip trim-

lenerek kasetlere alınan dokular, yıkama aşamasından 

sonra manuel doku takibinde alkol ve ksilol serisinden              

geçirilerek, parafin ile bloklandı ve mikrotomda kesit               

alınana kadar +4°C’de saklandı. Parafin bloklardan hazır-

lanan kesitlere rutin ve histokimyasal boyalar uygulanarak 

ışık mikroskobunda (Olympus, CX41, U-D03, Japonya) 

incelendi ve resimlendi. 

Hematoksilen-Eozin ve Ziehl-Neelsen boyama: Her 

iki boyama için de lamlar alkol ve ksilol serilerinden           

geçirildi. HE için rutin boyama prosedürü uygulandı.    

Mikroskobik incelemede, HE doku kesitlerinde yangı hüc-

resi infiltrasyonu, dev hücresi, kazeifikasyon, kalsifikas-

yon varlığı ve bağ doku oluşumuna dikkat edildi; ZN            

boyamada ise mavi zemin üzerinde kırmızı-pembe renkli 

basil görülen, asidorezistans bakteri olup olmadığına              

dikkat edildi (23). 

İmmunohisto ve -sitokimyasal boyamalarda kullanı-

lan tüberküloz pozitif örneklerin hazırlanması: Makrosko-

bik ve histopatolojik olarak tüberküloz tanısı konarak sığır 

dokusundan hazırlanmış olan dokuların tüberküloz bakı-

mından pozitifliği Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi             

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda yapılmıştır. Bu                    

inceleme sonucunda dokularda BD MGIT TBc (Becton 

Dickinson, ABD) identifikasyon kiti kültür sonuçları ile 

Mycobacterium tuberculosis kompleks (M. tuberculosis, 

M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M.                

caprae, M. pinnipedii’yi içermektedir) varlığı tespit edil-

miştir. Bu dokulardan elde edilen kesitler ve tuşeler 

İHKve İSK boyama sırasında tüberküloz pozitif kontrol 

olarak kullanılmıştır. 

İmmunohistokimyasal boyama: İmmunohistokimya 

boyama için rutin işlemleri takiben kesitler                                        

Mycobacterium bovis’e spesifik Anti-mycobacterium               

bovis poliklonal primer antikor(ORB100411, Biorbyte, 

İngiltere)ve sekonder antikor, kromojen uygulanması 

(DAB), zemin boyama (Harris Hematoksilen) ve takip 

eden rutin işlemlerden sonra (4) ışık mikroskobunda 

(Olympus, CX41, U-D03, Japonya)incelendi ve fotoğraf-

landı. 
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İmmunositokimyasal boyama: PPD müspet hasta 

hayvanların kanından elde edilen buffy coat yayılmış              

lamlar %10’luk tamponlu formaldehit içerisinde 20dk. 

tespit edildi. Rutin basamaklardan sonra, antijenlerin 

açığa çıkarılması amacıyla Tween 20 eklenmiş sitrat                 

tampon çözeltisi (50 µl/100ml) (pH:6) kullanılarak mikro-

dalga fırında 360 Watt’da 5dk süreyle işleme tabi tutuldu. 

Takiben İHK için uygulanan işlemler sırası ile uygulandı. 

DNA ekstraksiyonu: Kan ve dokulardan DNA çıka-

rılmasında ‘spin-column’ tabanlı çalışan ticari kit 

(QIAamp DNA Minikit, 250, Katalog no:51306,Qiagen) 

tarafından önerilen yöntem takip edildi.  

Kandan DNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 

üründekiDNA konsantrasyonu 5µl örneklenerek                    

spektrofotometrede (190-840nm, NanoDrop 2000, 

Thermo Scientific, ABD) ölçüldü. PCRbc analizi aşama-

sına kadar DNA örnekleri +4°C’de saklandı. 

 Çalışma kapsamında akciğer ve lenf yumruların-

dan (retrofaringeal ve mediastinal) alınan toplam 25 mg 

doku mekanik olarak homojenize edildi; varsa lezyonlu 

karaciğer dokuları da dâhil edilerek rutin DNA ekstrasyon 

işlemi uygulandı. PCRdoku analizi aşamasına kadar DNA 

örnekleri +4°C’de saklandı.  

Buffy coat ve dokuda Gerçek Zamanlı (Real Time) 

PCR: Gerçek zamanlı PCR analizleri için Taqman® prob 

tabanlı çalışan, IS6110 gen sekansını hedef alan ticari kit 

(TaqVetTM Mycobacterium tuberculosis Complex, Labo-

ratoire Service International, Fransa) ve primer dizileri 

kullanıldı(42).Uygulama sırasında üretici firmanın önerisi 

doğrultusunda hedef ile aynı tabiatta olan eksternal pozitif 

kontrol (inaktive edilmiş bakteri veya virüs) kullanılmış-

tır. Bütün bu çalışmalar ticari kiti satan firmanın (Diagen) 

önerdiği Konya’daki özel bir laboratuarın imkanları kulla-

nılarak gerçekleştirilmiştir.  

İstatistiksel Analiz: Çalışmada kullanılan testler ile 

elde edilen oranların değişiminin önemkontrolü için İHK 

testi “altın standart” kabul edilmiş ve “Mc Nemar Test”i 

uygulanarak sensitivite, spesivite, pozitif ve negatif                   

tahmini değer ile birlikte p değerlerine yer verilmiştir. 

Testler arasındaki uyum değerlendirmesi için de Cohen 

kappa katsayısı kullanılarak bu değerlere ait p değeri                    

hesaplanmıştır. Analizler için SPSS 20 programı kullanıl-

mıştır. 

 

Bulgular 

PPD deri uygulaması müspet hayvanların makrosko-

bik muayene, kan ve doku örneklerine ait histopatoloji ile 

İHK,İSK ve PCR sonuçları toplu olarak Tablo-1 de göste-

rilmiştir. 

Makroskobik Bulgular:PPD müspet hayvanların (30 

baş) 26’sının (%86) akciğer veya lenf yumrularında                    

kazeifikasyon ve kalsifikasyon gösteren tüberkül yapısı 

gözlendi. PPD müspet iken tipik tüberkül yapısı gözlen-

meyen 4 sığırdan (4, 11, 17 ve 22.olgular) ikisinde tipik 

olmayan lenfadenopati (11 ve 17. olgular) ve diğer                     

ikisinde (4 ve 22. olgular) ise hafif şiddette pulmoner                 

hiperemi dışında makroskobik lezyon saptanamadı. Otuz 

olgudan 12’sinde (%40) akciğer ve mediastinal lenf yum-

rusu, 6’sında (%20) solunum sistemiyle beraber karaciğer, 

3’ünde (%10) sadece akciğer, 4’ünde (%13) sadece lenf 

yumrusu tutulumu gözlendi. 

Hematoksilen-Eozin ve Ziehl-Neelsen:Rutin HE              

boyamalarda,27 olguda merkezindeki nekrotik alanı               

mononükleer yangı hücreleri, yer yer dev hücrelerinin 

çevrelediği ve bağ dokunun kuşattığı tipik granulom             

yapısı gözlendi (Şekil-1). ZN uygulanmış preparatların     

incelenmesi sonucunda, histopatolojik incelemede tüber-

kül yapısı gözlenen 27 olgunun 20’sinde (%74)asidorezis-

tans bakteri gözlendi (Şekil2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Lenf yumrusu, mononükleer lökositer infiltrasyon ve 

bağ doku ile çevrili kalsifiye nekroz alanından oluşan granulom 

yapısı (HE x4, 16.olgu). 

Figure 1. Lymph node, granuloma formation with mononuclear 

luekocyte infiltration, necrosis, calsification and surrounding 

connective tissue(HEx4, case 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. Bir dev hücresin sitoplazmasında asidorezistans bakteri 

ve komponentleri (ZN x100, 20.olgu). 

Figure 2. Acid-resistant microorganisms and their components in 

a giant cell cytoplasm (ZN x100, case 20). 
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Şekil 3. Lenf yumrusunda makrofajların sitoplazmasındaM.bo-

vis pozitif boyanma (İHK x100, DAB kromojen, 25.olgu) 

Figure 3. M.bovis positive staining in  macrophage cytoplasm 

in a lymphnode (IHCx100, DAB chromogen, Case 25) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. Bir dev hücresininsitoplazmasında M.bovispozitif bo-

yanma (İHK x100 DAB kromojen, 26.olgu) 

Figure 4. M.bovispositive staining in cytoplasm of a giant cell 

(IHCx100, DAB chromogen, Case 26) 

 

İmmunohistokimya: Morfolojik olarak tipik tüberkül 

yapısının görülmesine müsaade ettiği ve etkenleri de               

ortaya koyduğu için etiyolojik tanıya yardımcı olan İHK, 

bu çalışma sırasında referans olarak (altın standart) kabul 

edildi. Primer antikor ile pozitif reaksiyon veren basillere, 

nekroz alanlarını çevreleyen bağ dokuda serbest şekilde, 

makrofaj, dev hücresi nadiren lenfosit ve fibrositlerin                

sitoplazmalarında rastlandı (Şekil3,4). Pozitif reaksiyonun 

granulomun dışına doğru gidildikçe azaldığı saptandı. 

İHK sonucunda 26 olguda pozitif boyanma gözlendi. Aynı 

dokulara uygulanan PCRdoku ile İHK’nın sonuçları ile kar-

şılaştırıldığı zaman, İHK ile pozitif sonuç verdiği halde 

PCRdoku’nun negatif olduğu olgu sayısının 9 olduğu göz-

lendi. Buna karşın, İHK’nın negatif olduğu 3 olguda, 

PCRdoku incelemesinin pozitif sonuç verdiği dikkati çekti. 

Ayrıca, İHK sonuçları İSKbc ile karşılaştırıldığında, 

İSKbc’de pozitif bulunan olguların üçünde de (3/25), 

İHK’da pozitif reaksiyon gözlendi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 5. Kan frotisindeM.bovis pozitif boyanma gösteren lenfo-

sitler (İSK x100, DAB kromojen, 1.olgu) 

Figure 5. M.bovispositive staining  lymphocytes staining in 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6. Monosit sitoplazmasinda M.bovispozitif boyanma  

(İSK x 100, DABkromojen, 24.olgu) 

Figure 6. M.bovis positive staining in in a monocyte cytoplasm 

(ICCx100, DAB, Case 24) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Şekil 7. Bazı nötrofil granüllerinde M.bovispozitif boyanma 

(İSKx100, DAB kromojen, 8.olgu) 

Figure 7. M.bovispositive stainingin some neutrophil granules 

(ICCx100, DAB chromogen, Case 8) 
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Tablo 1. PPD müspet pozitif hayvanlara ait kan ve dokularda,HE, ZN, İHK ve İSKbc boyamaları ile PCRdokuve PCRbc sonuçları. 

Table 1.The results of HE, ZN, IHC, ICCbc stainings in tissues and PCRtissueand PCRbcinPPD  positive animals. 

Olgu No Makroskobik Lezyon  HE ZN İHK İSKbc PCRdoku (Doku) PCRbc (Kan) 

1 Akciğer, karaciğer ve MLY + + + + + + 

2 Karaciğer ve MLY + + + - - - 

3 Akciğer ve MLY + + + - - - 

4 Lezyonsuz - - - - + - 

5 Akciğer, RFLY ve MLY + + + - + - 

6 RFLY ve MLY + + + - - - 

7 Akciğer + + + - - - 

8 Akciğer ve MLY + + + - + - 

9 RFLY, MLY ve karaciğer + + + - - + 

10 Akciğer + + + - + + 

11 MLY + + + - + - 

12 Akciğer, RFLY ve MLY + + + - + - 

13 Akciğer + + + - - - 

14 Akciğer ve MLY + - - - - + 

15 Akciğer + + + - + + 

16 Akciğer ve MLY + + + - + - 

17 Faringeal lenfadenopati - - - - + - 

18 Akciğer ve MLY + - + - - + 

19 Akciğer, MLY ve karaciğer + + + - + + 

20 Akciğer ve MLY + + + - - + 

21 Akciğer ve MLY + - + - - + 

22 Lezyonsuz - - - - - - 

23 MLY + + + - + + 

24 Akciğer, MLY ve karaciğer + + + + - + 

25 Akciğer, Plöra ve karaciğer + + + - + + 

26 Akciğer ve MLY + - + - + - 

27 Akciğer ve MLY + - + - + - 

28 Akciğer ve MLY + - + - + + 

29 Akciğer ve MLY + - + - + - 

30 Akciğer, MLY ve karaciğer + + + + + + 

MLY: Mediastinal Lenf Yumrusu, RFLY: Retrofaringeal Lenf Yumrusu, HE: Hematoksilen&Eozin, ZN: Ziehl-Neelsen,İHK: İmmu-

nohistokimya, İSK: İmmunositokimya, PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 

 

 

İmmunositokimya: Pozitif reaksiyona lenfosit                 

(Şekil5), monosit (Şekil-6) ve nötrofil lökositlerin sitop-

lazmasında (Şekil-7) rastlandı. Tipik tüberkül yapısı göz-

lenen 27 olgunun 3 tanesinde (1, 24 ve 30. olgular) lökosit 

katmanı frotilerinde pozitif reaksiyon gözlendi. Bu olgu-

ların üçü de HE, ZN, İHK ve PCRbc incelemeleri yönün-

den tüberküloz pozitifti. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Dokularda (akciğer, 

lenf yumrusu veya karaciğer), ticari firma direktiflerine 

göre uygulanan PCRdoku incelemelerinde, 18 pozitif olgu 

saptandı. Diğer inceleme yöntemlerinde (HE, ZN, İHK, 

İSKbc, PCRbc) tüberküloz yönünden negatif bulunup, 

PCRdoku incelemesinde dokuda pozitivite gösteren iki olgu 

(4 ve 17.olgular) tespit edildi. İSKbc ile negatif bulunup, 

PCRbc incelemesinde pozitif saptanan 11 olgu gözlendi 

(Tablo1). 

İstatiksel incelemede, altın standart olarak İHK temel 

alınarak yapılan ikili karşılaştırmaların değerlendirme               

sonuçları Tablo-2’de, Testler arasındaki uyumu gösteren 

Cohen kappa katsayıları ve ilgili p değerleri Tablo3’te              

görülmektedir. Pozitif/negatif tabanlı yapılan bu karşılaş-

tırmalar sonucunda yapılan İHK testinin ZN, İSKbc ve 

PZRbc testlerine göre pozitivitesinin istatistiki olarak an-

lamlı (p<0.05) sonuç verdiği gözlendi. 
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Tablo 2. İHK altın standart alınarak diğer tanı yöntemlerinin(HE,ZN, İSKbc, PCRdoku, PCRbc) öneminin incelenmesi, 

Table 2. Tabulation of the significanceof other diagnostic methods (HE, ZN,ICCbc, PCRtissue, PCRbc) by IHC gold standard, 

 HE ZN  İSKbc PCRdoku  PCRbc 

+ / -            (%) 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 11.5 61.5 50 

NPV          (%) 75 100 100 50 75 

P değeri 1.000 <0.05 <0.001 0.39 <0.05 

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

 

 

  

Tablo 3. Diğer tanı yöntemlerinin (HE, ZN, İSKbc, PCRdoku, PCRbc) altın standartİHK ile uyumluluğunun Cohen kappa testi ile ince-

lenmesi, 

Table 3. Analysis of the Tabulation of the compatibility of other diagnostic methods (HE, ZN,ICCbc, PCRtissue, PCRbc) by IHC gold 

standard, 

Testler Kappa katsayısı (K) P değeri 

HE 0.839 <0.001 

ZN 0.471 0.02 

İSK 0.034 0.474 

PCRdoku 0.063 0.661 

PCRbc 0.110 0.351 

Cohen kappa Testi 

 

 

Tartışma ve Sonuç 

Sığır tüberkülozu ile mücadele etmek için tanıya 

önem verilmekte ve eradikasyon çalışmaları uygulanmak-

tadır (8,11,14). Bu amaçla canlı hayvanlarda PPD, klinik 

tanı ve IFN-ɤ sonuçlarına bakılarak teşhis konulmaya               

çalışılmaktadır (21). Tüberküloz tanısında açıklanan               

yöntemlerden bazılarının uzun zaman alması; bazılarında 

ise etken sayısının az olması; IFN- ɤ’nın artmasını baskı-

layan IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerdeki artış (37) 

ve immun sistemi zayıf hayvanlardaki yetersiz immun                 

yanıtlar göz önüne alındığında, tanı yöntemlerinin eksik-

liğini gidermeye yönelik yardımcı ve alternatif yöntemlere 

ihtiyaç duyulmakta ve dolayısıyla bu alanlarda daha fazla 

araştırma yapma ihtiyacı ortaya çıkmaktadır. İHK yöntemi 

mikobakteriyel antijenlerin gösteriminde sık başvurulan 

yardımcı yöntemlerden birisidir (6,7,16,40,43). Yirmidört 

keçi ve 18 sığırda ZN ve İHK metotlarının karşılaştırıl-

ması amacı ile yapılan bir çalışmada tipik granulomların 

olduğu kesitlerde etken ZN ile %52 oranında boyanırken, 

bu oran İHK’da % 64’tür (11). Sunumunu yaptığımız bu 

çalışmada ZN ile boyanmış preparatların incelenmesi, 

makroskobik yönden tüberkülozla uyumlu bulunmuş                

olguların doğrulanmasına yardımcı olmuş ancak organla-

rında mikroskobik lezyon gösteren hayvanların (27 adet) 

dokularından hazırlanan preparatların ZN ile boyamasının 

sonucunda 20 tanesi pozitif (%74 ) sonuç vermiştir.               

Pausibasillar veya latent infeksiyonda bakteriyel hücre  

duvarı yapısının değişmesinin ZN boyamada yanlış nega-

tif sonuca neden olabileceği bildirilmiştir (13, 26, 36, 39). 

Yine, ZN boyama ile arada oluşan bu farkın ölen basillerin 

veya antijenik parçalarının lökositler tarafından fagosite 

edilmesinin İHK yöntemi ile saptanabilirken, ZN boyama-

larda bu durumun tespit edilmemesinden kaynaklanabile-

ceği belirtilmiştir (31). M. bovis’e spesifik poliklonal                 

antikorlarla yapılan bir başka çalışmada, İHK incelemele-

rinde bakterilerin hücre içi ve hücre dışı olarak, nekroz 

alanının periferinde, nekrozu çevreleyen bağ doku ve                

lökosit infiltrasyon kuşağında yer aldığı, granulomun               

periferine gidildikçe bakteri yoğunluğunun azaldığı (2) 

benzer görünüme çalışmamızda da rastlanmıştır. 

PCR, mikobakterilerin tanısı ve tiplendirilmesinde, 

insanlarda ve daha az olarak sığırlarda bakteri kültürü, 

doku, kan, sekret gibi çeşitli örnekler üzerine uygulanan 

yöntemlerden birisidir (3,12,15,18,30) ve M. bovis ile                 

ilgili spesifik ve suş tayinine yönelik PCR çalışmaları da 

vardır (38,47). Ticari insan kiti kullanılarak sunumunu 

yaptığımız bu çalışmada PCRdoku incelemeleri sonucunda 

doku numulerinde pozitif reaksiyon %60 oranında iken, 

aynı dokular üzerinde yapılan İHK boyanması sonuçları 

%86,6’dır. İHK’da kullanılan primer antikorlar, PCR’de 

kullanılan primerler (17) ve bakterinin intrasellüler doğası 

ile impermeabil özelliklerinin (1) ortaya çıkan bu farklılı-

ğın nedeni olabileceği ileri sürülmüştür. Sunumunu yaptı-

ğımız bu çalışmada ise, uygulanan diğer yöntemlerde                

negatifbulunurken, sadece 2 olguda (4ve 17. olgular) 
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PCRdokuilepozitif bulgularının gözlenmesi yöntemin                 

sensitivitesinden kaynaklanabileceği, uzak bir ihtimal olsa 

da bu olgularda submakroskobik düzeyde lezyonların ola-

bileceği ya da bütün özene rağmen kontaminasyonun               

şekillenmiş olabileceğini düşündürmüştür. İHK’da kulla-

nılan primer antikorun M.bovis’e, PCRdoku analizinde               

kullanılan ticari kitin ise M.tuberculosis kompleksine (M. 

tuberculosis, M.bovis, M.caprae,) ait herhangi bir miko-

bakteri cinsinde bulunan, IS6110 gen bölgesine spesifik 

olduğu düşünüldüğünde, bu iki olguda, düşük bir ihtimal 

olsa da M.tuberculosis kompleksi içerisinde M.bovis                

olmayan bir mikobakteri türüyle infeksiyon şekillendiği 

yorumunu yapmak da mümkündür. Makroskobik veya 

mikroskobik lezyon görülmeden PCRdoku’da pozitif sonuç 

alınması (4. olgu), erken evredeki bir infeksiyon şeklinde 

de yorumlanabilir. Öte yandan, makroskobi dahil, hiçbir 

testte pozitif sonuç alınmamasına karşılık tüberkülin deri 

testinde müspet reaksiyon alınmış olması (22. olgu), PPD 

testinin patojen olmayan diğer mikobakterilerin varlığında 

da yanlış müspet sonuç verebileceğinin bir örneği olarak 

düşünülebilir. Sunulan bu çalışmamızdaki PCRdoku ve 

İHK yöntemleri karşılaştırıldığı zaman, PCRdoku ve İHK 

yöntemlerinin birbirlerine alternatif olmaktan ziyade bir-

birlerini tamamlayan iki teknik olabileceği düşünülmüş-

tür. 

 İnsanlarda tüberküloz etkenini periferik kanda 

ortaya koyan PCR ağırlıklı çalışmalar (25,28,41) ile has-

talığın tanısında periferik kanın kullanılabileceği ortaya 

konmuştur. İnsanlarda farklı yöntemlerle, öncesinde              

tüberküloz tanısı konmuş 48 bireyin örneklendiği bir                   

çalışmada (25), PCR ile %33 oranında lökosit katmanında 

etken DNA’sı saptanmış, bu da olguların aktif tüberkü-

lozlu olup olmamalarıyla ilişkilendirilmiştir. Sığırlarda      

tüberkülozun periferik kanda tanısında ise immun siste-

min reaksiyonuna dayalı çalışan testler (ELISA, tüberkü-

lin deri testi, IFN-ɤ Testi) yanı sıra serumda PCR metodu 

da kullanılmıştır (21). Bununla birlikte, literatür inceleme-

lerinde sığırlarda, lökositlerdeki (örneğin buffy coat) M. 

bovis etkeni veya etkenine ait komponentlerin tespitine 

yönelik bir çalışmaya rastlanmamıştır. Kaya ve arkadaşla-

rının (21) PPD müspet sığırların kan serumunda PCR ile 

yaptığı çalışmada %25,81 oranında pozitiviteye rastlan-

mış ve PCR’nin aktif tüberküloz saptamada uygun bir              

metot olabileceği belirtilmiştir. Sunumu yapılan bu çalış-

mamızda ise PCRbc’nin %46,6 oranını göstermesi bakteri-

nin serbest olarak serumdan daha çok lökositler içerisinde 

olduğunu ve bu şekilde sensitivite oranının daha yüksek 

olabileceğine işaret etmiştir. 

Kanda etkene ait antijenik yapıların pozitif olarak 

boyanması bakteriyemi veya etkeni fagosite etmiş, dolayı-

sıyla etken antijenlerini barındıran mononükleer fagositik 

sistem hücrelerinin dokulardan kana geçmesi ihtimali ile 

açıklanmaya çalışılmıştır (10,19,32,44). Sunumunu yaptı-

ğımız bu çalışmada gerçekleştirilen İSKbc sonucunda,               

periferal kandan alınan lökositlerde 3olguda (%10) gözle-

nen pozitif reaksiyon, kan lökosit katmanının etkene ait 

bileşenlerin tespiti yoluyla tüberküloz hastalığının tanı-

sında kullanılabileceğini düşündürmüştür. Bu üç olgunun 

karaciğerinde de tüberküloz tutulumu olduğu ve karaciğer 

tutulumu şekillenen olguların bir tanesi hariç kan 

PCRbc’lerinde pozitif sonuç alındığı göz önünde bulundu-

rulduğu zaman, etkenin kanda saptanması hastalığın gene-

ralizasyonuyla ilişkilendirilebilir. Çalışmamızda kandan 

hazırlanmış İSKbc preparatların incelenmesi sırasında ser-

best halde pozitif boyanmış basil yapısına rastlanmamış, 

sadece lökositlerin sitoplazmasında boyanma görülmüş-

tür. Bu durum da bakterinin bakteriyemi safhasında                 

serbest halde iken kanda, her zaman, yakalanmasının zor 

olacağının bir işareti olarak kabul edilmiştir. Hastalığın 

teşhisinde tüberküloz olduğu farklı testler ile önceden 

doğrulanmış sığırların serumunda IFN-ɤ’ya bakılarak              

yapılan çalışmalardan bir tanesinde %62 oranında müspet 

sonuç elde edilirken (21), benzeri bir diğer çalışmada ise 

IFN-ɤ’nın sensitivitesinin %85 spesifitesinin %93 olduğu 

tespit edilmiştir (33). Her iki çalışmada da IFN-ɤ testinin 

diğer testler ile beraber kullanıldığı zaman anlamlı olduğu 

vurgulanmıştır. Ryan ve ark. (33)’nın yapmış olduğu                

çalışmada PPD müspet hayvanlarda IFN-ɤ testinin 8. ve 

28. günler arasında alındığı zaman bu duyarlılığa yukarı-

daki oranlara eriştiklerini belirtmişlerdir. Sheridan ve ark. 

(37)’nın IFN-ɤ kan düzeyleri üzerine yaptıkları çalışmada 

IL-10’nun kan IFN düzeylerini hastalığın evresi ile ilişkili 

olarak etkilediği, yüksek IL-10 düzeylerinde IFN-ɤ düzey-

lerinin düştüğünü belirtmişlerdir. Sunulan çalışmamızda 

PCRbc (%46,6 müspet) ve İSKbc (%10 müspet) vasıtasıyla 

doğrudan doğruya kanda etkenin varlığının ortaya kon-

ması hedeflenmiştir. Sonuç itibari ile IFN-ɤ çalışmalarına 

kıyasla sunduğumuz bu çalışmada müspetlik düşük gibi 

görünse de doğrudan doğruya etkeni ortaya koyması bakı-

mından diğer testler ile beraber destekleyici olarak kulla-

nılabilir düşüncesi oluşmuştur.  

 Sığır tüberkülozunun tanısında nazal svab, süt 

gibi klinik örnekler üzerinde PCR yöntemi kullanılmıştır 

ve olumlu sonuçlar alınmıştır (46) ancak kanda, özellikle 

de lökosit katmanında tüberküloz tanısı yalnızca insan-

larda denenmiştir (26, 29, 43). Sunulan bu çalışmamızda 

kandan hazırlanarak lökositler üzerinde yapılan PCRbc’de 

14 vakada (%46,6), PCRdoku’da ise 18 vakada (%60)                   

pozitif sonuç elde edilmiş ise de İHK altın standart kabul 

edilerek yapılan Mc Nemar testinde İHK’ ya göre bu test-

lerdeki pozitivite düşük bulunmuştur (P<0,05 Tablo-2). 

İnsanlarda yapılan benzer çalışmada dokuda %63, kanda 

ise %46 pozitivite saptanmıştır (25). Etkenin kanda sapta-

nabilirliği gerçeği göz önüne alınacak olursa, çalışmamı-

zın sonuçlarına göre PCRbc yönteminin İSKbc’ye göre 

kanda daha etkili olduğu söylenebilir (sırasıyla %46,6-

%10). PCR ile yapılan klinik çalışmalarda PCR inhibitör-

lerinin varlığı ile birlikte bakteri hücre duvarının yapısı ve 
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impermeabilitesi PCR ile tespiti ve dolayısı ile tanıyı            

sınırlandırıcı bir faktör olarak bildirilmektedir. Bu du-

rumda az basilin bulunduğu ortamlarda, etkenin PCR ile 

saptanmasında engel teşkil edebilmektedir (1). Ayrıca bu 

farkın ortaya çıkmasında antijen ve nükleik asit stabilite-

sindeki farkın da etkili olduğu düşünülmektedir(9). 

Çalışmada kullanılan testler arasındaki uyumluluğu 

inceleyen Cohen kappa İHK katsayısı ile HE arasında çok 

iyi düzeyde uyum gözlenirken (p<0,001),İHK ile ZN ara-

sında orta düzeyde uyum olduğu (p<0,05) belirlenmiştir. 

İHK’nın diğer testler (İSK, PCRdoku, PCRbc) ile                   

uyumunun ise oldukça düşük ve istatistiksel olarak                  

anlamlı olmadığı belirlenmiştir. 

Sonuç olarak, etkeni demonstre eden ZN boyama ile 

yapılacak tüberküloz tanısının her zaman duyarlı olmadığı 

ve teşhiste diğer yöntemlere ihtiyaç gösterdiği; çalışma-

mızda referans yöntemi olarak kabul edilen İHK’nın 

PCRdoku, PCRbc ve İSKbc’ye kıyasla sensitivitesinin istatis-

tiki olarak daha yüksek olduğu saptanmıştır (p<0,05). 

PCRbc ile etkene ait moleküllerin periferik kandaki varlığı 

ile sığır tüberkülozunun saptanmasında rolü olabileceği 

ortaya konmuştur. Bununla beraber sığırlarda tüberküloz 

hastalığının kesin teşhisinde, kullanılan tekniklerin üstün-

lüğü yerine birbirini tamamlayıcılığından ve bir arada                

kullanıldıkları zaman teşhisin hem daha hızlı hem de               

sensitivitesinin daha yüksek olduğu düşünülmüş; molekü-

ler tekniklerin diğer yöntemlere kıyasla rutin olarak ne           

derecede tercih edilebileceğinin tespitinin ise daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç gösterdiği sonucuna varılmıştır. 
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