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SATISA SUNULAN SOKAK SUTLERINDE
MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS VARLIGININ
KONVANSIYONEL VE SEROLOJIiK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Meral OZTURK KALIN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2018
Damisman: Prof. Dr. K. Semih GUMUSSOY

OZET

Bu cahsmada Kayseri ilinde satisa sunulan sokak siitlerinde Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP)'in varhigi konvansiyonel ve serolojik yontemlerle arastirildi.
Arastirmada Mayis 2010-Ekim 2011 yillar1 arasinda Kayseri’nin il¢elerinden farkh saticilardan
200 cig inek siit 6rnegi toplandi. Her bir siit numunesi direkt mikroskopi, kiiltiir ve serolojik
yontem olmak iizere iic asamada degerlendirmeye alinda.

Direkt mikroskopi yonteminde siit 6rneklerinden hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen boyama
metodu ile boyandi. Etken izolasyonu amaciyla siit numunelerinin bakteriyolojik ekimleri
gliserinli ve gliserinsiz Lowenstein-Jensen ve Watson-Reid agara yapildi. Elde edilen
Mycobacterium paratuberculosis siipheli izolatlarm identifikasyonu i¢in Ziehl-Neelsen boyama,
katalaz, niasin, nitrat rediiksiyon, pirazinamidaz ve iireaz testleri kullanildi. Siit numunelerinin
plazmalarindaki antikorlarin arastirilmasinda Mycobacterium paratuberculosis Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) kitinden yararlanildi.

Incelenen 200 sokak cig inek siitiinden uygulanan ii¢ teshis yontemi sonucu sadece 1
numunede (% 0,5) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) tespit edildi.

Sonu¢ olarak, Kayseri ilinde satisa sunulan sokak siitlerinde paratiiberkiilozun yiiksek bir
oranda bulunmadig1r goriildii. Ancak bir numunede etkenin varli@inin ortaya konulmasi
enfeksiyonun Onemi goz Oniinde bulunduruldugunda halk saghigi acisndan Onemli risk

olusturabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium paratuberculosis, sokak siitli, izolasyon,

identifikasyon, ELISA
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THE INVESTIGATION OF MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS BY USING
CONVENTIONAL AND SEROLOGICAL METHODS IN RAW MILKS

Meral OZTURK KALIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
M.Sc. Thesis, August 2018
Supervisor: Prof. Dr. K. Semih GUMUSSOY

ABSTRACT

In this study, it was investigated that the presence of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) in raw milk sold in Kayseri province, by conventional and serological
methods.

Between May 2010 and October 2011, 200 raw cow milk samples were taken from various
sellers of the Kayseri provinces. Each milk sample was evaluated in three steps including direct
microscopy, culture and serological method.

Preparations from milk samples were stained with Ziehl-Neelsen method in direct microscopy
method. For the purpose of isolation, the inoculation of milk samples was carried out with and
without glycerin in Lowenstein-Jensen and Watson-Reid agar. Ziehl Neelsen Staining, catalase,
niacin, nitrate reduction, pyrazinamidase and urease tests were used for the identification of
Mycobacterium paratuberculosis suspected isolates.

Mycobacterium paratuberculosis Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kit was
used for the detection of antibodies in plasma of milk samples.

According to the results of the applied three diagnostic methods, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) was detected in only one sample (0.5 %) from 200 raw cow milk
samples tested.

As a result, it has been understood that paratuberculosis was not found in a high rate in raw
milk sold in Kayseri province. However, it has been concluded that the presence of an agent in
one sample may pose a significant risk for public health when considering the importance of

infection.

Key words: Mycobacterium paratuberculosis, raw milk, isolation, identification, ELISA
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1. GIRIS VE AMAC

Siit i¢in bilim adamlar1 tarafindan cesitli tamimlar yapilmis olsa da memeli hayvanlarin
dogum sonrasinda memelerinde olusan biyolojik sivi olarak tanimlanir. Biz insanlar i¢in
tiikketilen siitiin belli niteliklere sahip olmasi gerekir. Saglikli siit, hayvanlarm sagilmasi ile
elde edilen kolostrum disinda % 8,25 civarinda yagsiz siit kuru maddesi ayrica % 3,25

slit yag1 iceren taze meme salgisi olarak da tanimlanir (1).

Dogum sonrasinda yavrularin gelisimi ve immiinolojik olarak korunmalar1 zaruri besinler
disinda siitle saglanmaktadir. Bu nedenle siitiin ¢ok Onemli bir besin kaynagi oldugu
soylenebilir. Insanlar icin ozellikle kalsiyum, riboflavin, fosfor ve cesitli vitaminlerle
Onemli bir protein kaynagidir. Bu nedenle siit diger besinlere gore komple olandir. Siitiin
bu ozelligi ozellikle viicudun yapist icin gerekli enerjiyi ve isleyisini saglayan belli bash

besin unsurlarini diger besinlere gore daha cok icermesinden kaynaklanmaktadir (1).

Yavrular diger besinlerden faydalanincaya kadar gelisimlerini siit ile karsilarlar. Insanlarmn
bu gelisim siirecini uzatmak icin, siit veren saglikli hayvanlar1 evcillestirmesi ile
baslamigtir. Hayvanlarm evcillesmesi ile medeniyetin dogusu da ayni donemlere denk

gelmektedir (2).

Herbivor (otcul) dedigimiz siit hayvanlar1 esek ve kisragin diginda ruminantlardir.
Insanlarin bu herbivorlarm siitlerini tercih etmelerinin nedeni bashca besin kaynaklarmimn
bitkisel olmas1 ve saldirgan olmamalaridir. Ulkemizde en cok inek, koyun, kegi ve manda

stitleri tercih olusturmakta ve bu herbivorlardan uzun siire siit elde edilmektedir (1)

Siitiin kalitesi, biiytik dlciide, hayvanin temizligi yani sira ahir ve gorevlilerin hijyeni ile

yakindan ilgilidir. Zira ¢ig siitiin dayaniklihgi, biiyiik Olciide igerdigi bakteri sayisina,



bakterilerin cogalma hizlarina ve bakterilerin biiyiime ve ¢ogalmalar1 icin gecen siireye
bagh olarak farkliik gosterir. Siitiin sagildig1r andaki sicaklik yaklasik 35-37 °C’dir. Bu
sicakhik dereceleri bircok bakterinin gelismesi icin elveriglidir. Ayrica siitii tiretim
yerlerinden isletmeye gelinceye kadar da bir siire gec¢mektedir. Bu bakimdan
bakteriyolojik yonden iyi kalitede siitiin elde edilmesi siit iiretim yerlerinde baslica; siitiin
bakterilerle kontaminasyonunun Onlenmesi ve siitte normal olarak bulunan ve/veya
sonradan bulagsan bakterilerin gelismelerinin sinirlandirilmasi i¢in gerekli dnlemlerin

alinmasina baghdir (2,3).

Tiirkiye’de yil boyunca elde edilen siitiin ylizde % 40’1 pazarlanmakta, pazarlanan kismin
ise % 60’1 islem gorerek tiiketici ile bulusmaktadir. Islem goren siitiin % 20’si direk
tiketilmekte geriye kalan kismu da peynir, tereyag gibi dayanikli {riin olarak
degerlendirilmektedir.

Cig siit, kimyasal icerigi ve fiziko-kimyasal nitelikleri bakimmdan, bir¢cok
mikroorganizmanimn gelismesi i¢in ideal bir ortam olusturdugundan mevcut besinler i¢inde
bozulmaya en miisait besindir; diger bir ifadeyle saprofit mikroorganizmalar elverisli
kosullarda metabolik faaliyetleriyle kalitenin diismesine, bir kisim patojen bakteri de
canhliklarim koruyarak veya cogalarak tiiketicinin hastalanmasina neden olabilir. Bu
bakimdan standart ve kaliteli siit iirtiniiniin elde edilmesi ¢ig siitiin kalitesine baghdir. Cig
stitiin mikrobiyolojik kalitesi, islendigi {iriiniin kalitesini etkilemesi yani sira, saglikli ve
giivenilir olmasiyla da yakindan ilgilidir. Cig siit, muhtemelen icerdigi patojenlerden
dolay1, dogrudan tiiketime elverissizdir. Uretimi srasinda etkin 1s1l islem uygulanmamus
besinlerin (0rnegin peynir) yapiminda da kullanilmasi mahsurludur. Halen ¢ig siitten
yapilan iirtinlerde brusellozis, tiiberkiilozis etkenleri yani swra Salmonella, patojenik
Escherichia coli, Campylobacter, Staphylococcus aureus, baz1 Streptococccus tiirleri
(Lancefield grup A, B ve C), Coxiella burnetii, baz1 patojenik viriis ve mikotik ajanlarmn

bulunmasi olasidir .(3)

Kaynatilmadan ¢ig olarak tiikketime sunulan siitlerde, tiiketiciye ulasana dek gecen siirede
bakteriler cogalmakta bunun sonucunda 1sitma ile de, yok edilmeyen, toksin olusumuna
sebep olmaktadir. Taze siit kavramu yanhs bir algiya sahiptir. Yeni sagilmis, sokakta
tikketiciye dogrudan ulasan siit, taze olarak algilanmaktadir. Hile amagh olarak 6rnegin
su, nisasta vb gibi maddeler siitiin i¢ine katilip besin degeri azaltilmakta ve bakteri yiikleri
acisindan da biiyiik bir risk olusturmaktadir.(4)



Ulkemizde biiyiikbas hayvan yetistiriciligi eskiden beri hem iilkemizde hem de Kayseri
bolgesinde 6nde gelen ekonomik faaliyetlerden birisi olmustur. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) verlerine gore Kayseri ilinde 2014 yili itibariyla 286853, 2015 yili itibartyla
287761, 2016 yihi itibartyla 285593 ve 2017 yih itibariyla 293068 bas sigir
bulunmaktadir. Siit iiretimi acisindan bakildiginda Kayseri ilinde 2014 yili itibariyla
344983, 2015 itibartyla 339292 ve 2016 yili itibartyla 351384 ton iiretim yapilmuistir.

Son yillarda siit ve dammzlik sigir1 yetistiriciliginde goriilen artiglara paralel olarak
hayvanlardaki enfeksiydz hastaliklarin sayisinda da artislar kaydedilmektedir. Biiyiik
yatirimlar sonucu kurulan isletmelerde verimli bir yetistiriciligin yapilabilmesi i¢in en
onemli faktorlerden birisi de enfeksiyoz hastaliklardan ari hayvanlarin yetistirilmesidir. Bu
infeksiyonlardan biri olan paratiiberkiiloz sonucu, basta siit iiretiminde ve kalitesinde
olmak iizere 6nemli ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Siirii icerisinde infeksiyona
yakalanan asir1 kasektik ve govdelerinde patolojik lezyon gosteren hayvanlarin imha
edilmesi bu hayvanlardan elde edilecek gelirin diismesine yol agmaktadir. Infeksiyona
bagh olarak sekillenen damizhik siiriilerde gebelik siiresinde diizensizliklerin bas

gostermesi igletme karliiginin diismesine sebep olmaktadir.(4,5)

Bu calismada, Kayseri ilinde satisa sunulan sokak siitlerinde Mycobacterium
paratuberculosis'in  varli@inin ortaya konulmasi amacglanmistir. Mycobacterium
paratuberculosis'in Ozellikle son yillarda insanlardaki Chrone hastahgmm da etkeni
olabilecegi diisiiniilmektedirBu bilgilerin 15181 altinda Kayseri ilinde satisa sunulan sokak
siitlerinde paratiiberkiilozun goriilme sikligi ve halk saghgi acgisindan risk olusturma

potansiyeli tespit edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Siit, meme bezlerinde olusan bir sekresyondur. Siit denildiginde genellikle inek siitii
anlagilir. inek siitii isminden anlasilacagi gibi, siit hangi hayvandan iiretiliyorsa o hayvanin
ismi basa getirilerek amlmaktadir. Ornegin koyundan elde ediliyorsa koyun siitii, kegiden
elde ediliyorsa keci siitii denilmektedir. Memelerde siit sekresyonu genellikle dogum
sonrasinda gerceklesmektedir. Bebeklerin gelisimi ve biiyiimesi icin gerekli olan siit,
Onemli gidalar arasinda yer alirken, biiylikler icinde Onemli gidalar arasinda yer
almaktadir. Siitin mevsim sartlarina, sagmm sekline, zamanina, sagim zamani
laktasyonuna ve hayvanm beslenme sekline gore ( yag, protein, laktoz, mineral, su gibi
degerleri  etkilediginden) karmasik olusumlu bir yapidan meydana geldigi
sOylenebilmektedir (6).

Uzmanlara gore siitiin faydalar1 ¢oktur ve onemli bir besin kaynagidir. Biiylime ve
gelismenin yaninda, viicutta kemik gelisimi, saglamligina neden olup, kemik erimesine
engel olmaktadir. Bunun yan sira mikroorganizmalardan kaynaklanan infeksyonlara kars:
viicuda diren¢ kazandirmakta kaslarin giiclenmesine ve uykularin diizenli olmasma etki
etmektedir. Beynin yaslanmasim geciktiren asetil karnitin maddesi de siitte
bulunmaktadir. Hiicre ve doku olusumunu hizlandiricr etkisi tespit edilmistir. Cildin
yaslanmasin1 ve yipranmasint engellemektedir. Yaralanma durumlarinda, kam c¢abuk
pihtilastirarak hizh iyilesmeye neden olmaktadir. Siitiin diger faydalar arasinda sindirim
sistemini diizenlemekte ve sindirim sistemi ile problemi olan kisiler de mide
rahatsizliklarina iyi gelmektedir. Ulserin onlenmesinde de siitiin faydas: biiyiiktiir. Dis
clirimelerini engellemekte ve disleri giiclendirerek agiz saghgma yardmmci olmaktadir.

Tirnak ve sa¢ saghigina 6nemli faydalar: bulunmaktadir.



Siit bircok hastaliga iyi gelmektedir. Icinde bulunan A vitamini katarakt olusum riskini
azaltirken B vitamini sinir hiicrelerini korumaktadir. C vitamini kanser riskini azaltirken,
D vitamini kemikleri giiclendirmekte, E vitamini hiicreleri korumaktadir ve K vitamini
kanin pihtilasmasin saglamaktadir. Yiiksek tansiyon hastalarinin tansiyonunu azaltmada

yagsiz siit tavsiye edilmektedir. Siit, bronsit ve dksiiriige de iy1 gelmektedir.(1)

Siit, igeriginde mevcut olan kalsiyum minerali sayesinde hizh yag yakimma neden
olmaktadir. Diyet yapanlara siit icmesi tavsiye edilmektedir. Siit icen kisinin midesinde
yeterince yer kaplayacagindan tokluk hissi vermektedir. Menopoz donemindeki
kadinlarin gerekli kalsiyum ihtiyaci da siit iiriinlerinden karsilanabilmektedir. Siit diizenli
icildiginde, Ozellikle kiiciik yaslarda giinliik tiiketilen bir bardak siit, cogunlukla boy

uzamasl, dikkat artimi ve soyut diisiinme gibi 6zellikleri gii¢lendirmektedir.(1)

Siitiin faydalarinin yaninda zararlar1 da mevcuttur. Siit tiiketimi artisini karsilamak i¢in
genetigi degistirilmis (rBGH) biiylime hormonu ineklere verilmektedir. Bu insiiliin
biiyiime faktorii IGF-1 seviyeleri orani yiiksektir. Meme kanseri ve bir¢cok kanser bu oran
ile iliskilendirilmektedir. Hayvan siitii, insan siitiine gore ii¢ kat kadar fazla protein ihtiva
etmektedir. Inek siitii viicuttaki pH dengesini asidik yonde bozarak bobrek ve idrar yolu
hastaliklarina neden olmaktadir. Asiri siit tiikketimi kalsiyum fazlalimma sebep olarak

kemiklerin sertlesmesine bunun sonucu olarakta kemik kirilmalarina neden olmaktadir
(1.

Siitiin farkh sartlara gore analiz oranlar1 degismektedir. Siit ve alternatif komposizsyonu

(yliz gram i¢in )Tablo 1’de gosterilmektedir.(7)



Tablo 1. Siit ve siit alternatifleri kompozisyonu analizi, 100 gram i¢in

Bilesenler/ Brim Inet Siitii Keci Siitii
Su/g 87,8 88,9
Protein/g 3,2 3,1
Yag/g 3,2 4,1
Karbonhidrat/g 5,1 4,9
Enerji/ kcal 66 69
Enerji/ kJ 275 288
Seker (laktoz)/g 4,8 4.4
Doymus/g 2.4 2,7
Tek-doymamus/g 1,1 1,1
Coklu-doymamus/g 0,1 0,1
Kolesterol/mg 14 11
Kalsiyum /BRD (%) 11,3 13,4
2.1. Tarihce

Sigirlarda 182071 yillarin ortalarinda, giderek artan siklikta zayiflama ile karakterize
bagirsak hastaliklarmnin oldugu tespit edilmistir. Hastalikla ilgili yeterli tamimlanma
yapllamamis ve nedeni ortaya konulamamustir. Bu tarihten itibaren 70 yil boyunca
hastahigin etiyolojisi tespit edilememis olan bircok hastaliktan biri olarak kabul edildi.
Ancak bu 70 yida, tiiberkiil ve “kus tiiberkiilii” basil tespit edilmis ve tiiberkiiloz,
insanlarda ve sigirlarda tamdik bir hastalik haline gelmistir. Almanyanin Odenberg
bolgesinde 1894 yilinda intestinal tiiberkiiloz siiphesiyle Olen bir inegin post-mortem
muayenesi Dresden'deki Veteriner Patoloji Enstitiisi'nden Dr. H. A. Johne tarafindan
yapilmustir. Dr. Johne ve Boston'dan Dr. L. Frothingham, hastaligin lezyonlarmi
tammlamuglar ve bagirsak sisteminde bol miktarda asite direngli basillerin bulundugunu
saptamuglardir. Arastiricilar olguyu bagirsak tiiberkiilozu olarak diisiinmelerine ragmen,

etkeni izole edememislerdir. Ayrica enfekte doku Orneginden hazirladiklar: inokulumu,



kobaylara vermelerine ragmen kobaylarda hastaligin sekillenmedigini gormiisler ve bu
nedenlerden dolay1 enfeksiyonun tiiberkiiloz olmadigi kanisina varmugslardir. Johne ve
Frothingham, hastaligin, kus tiiberkiiloz basili tarafindan meydana gelebileceginden
siiphelenmigler ve hastahga psoddotiiberkiiloz enterit adim Onermislerdir. Arastiricilar
tarafindan ruminantlarin bu kronik enteritisi, Johne’s hastalig1 (enteritis paratuberculosa
specifica veya enteritis chronica hypertrophica bovis) olarak adlandiridmustir (8,9). Johne
ve Frothingham'm ac¢iklamasinin ardindan, diinyanin her yerinden gelen raporlar,
hastaligin ne kadar yaygin oldugunu belgelemeye basladi. Dokularin incelenmesi sonucu
tiiberkiil tiiberkiillozunun olmadigi Bang tarafindan da teyit edildi. Bang, hastaligmn
paratuberkiiloz olarak adlandirdmasmi Onermistir. Johne hastaligi hakkinda 1910’lu
yillarda bir¢cok bulguya rastlanmaktadir. Danimarka’da O. Bang, Johne hastaligi olan
hayvanlardan alinan, tiiberkiil basilinden (Mycobacterium bovis) hazirlanan antijenlerin,
intradermal enjeksiyonunda zayif ya da hi¢ yanit olugsmadigmi, ancak avian tiiberkiilinine
(Mycobacterium avium’dan hazirlanan antijenler) iyi yanit olustugunu gézlemlemistir. Bu
gozlem temelinde Bang, kus tiiberkiilinin, hayvanlarm teshis testleri i¢in kullanabilecegini
belirtmistir. Bu diisiince de bir yil sonra Ingiltere’de G.P. Male tarafindan dogrulanmustir.
Bu arastirmalar sonucunda Johne hastaligina neden olan bakterinin, kanatlilarda
tiiberkiiloza neden olan bakteri ile iliskili oldugu diisiincesi agir basmustir. Hastaligin
Johne ve Frothingham tarafindan ilk tanimlamasindan sadece 20 yil sonra, hastalik tiim
Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'nde kabul edilmistir. Royal Veterinary College
Principal’m 1906 yilindaki raporunda J. McFadyean “Johne Hastaligr” terimini ilk olarak
kullanmigtir. O zamandan giiniimiize yaymlanan kaynaklarin ¢ogunda, hastaliga
deginirken ya Johne hastahigi ya da paratiiberkiiloz terimleri kullanilmistir. L. Pearson
1908 yilinda, Pensilvanya’da Johne hastaliginin ilk raporunu yaymlamistir.(8)

Ingiliz bilim adanm F. W. Twort 1910 yilinda, etkeni izole etmeyi basarmustir. Ancak
etken planl bir laboratuvar ¢alismasi sonucu izole edilmemis tamamen sans eseri olarak
bir laboratuvar kazasi sonucun da izolasyon gerceklestirilmistir. Twort, etkenin
Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosis bovis johne adlandirilmasini
Onermistir. H. Holth, 1912°de, Johne hastaliginin etkeninin basarih bir sekilde izole
edildigini bildirmistir. Holth, Bang ve diger arastiricilarin hastalik agiklamalarmi kabul
etmis ve basitce, izole ettigi organizmay1 paratiiberkiiloz basili olarak adlandirmustir.

Ancak bu basar1 onun tanmirhgin ¢ok fazla arttirmamustir (8).



Enfeksiyoz etken laboratuvarda izole edildikten sonra tamisal testler igcin etkenden
antijenler elde edilmistir. Bu antijenler intradermal tiiberkiilin deri testi ile birlikte
komplement ve agliitinasyon testlerinde serum Orneklerinden antikorlart saptamak igin
kullanilmistir. Hastaliga ilk kez Johne hastahigi olarak atifta bulunan kisi, tiiberkiiloz deri
testi icin esdeger hazirlanan tiiberkiilin ad1 verilmesinden dolayi, deri testi antijeni i¢in
“johnin” terimini Uretmistir. Afrika ve Asya kitalarindaki hayvanlarda 1920’lerde
paratiiberkiiloz gozlemlenmistir. Vallee ve Ringard, M. paratuberculosis’in subkiitandz
enjeksiyonunun hastaliga neden olmadigmi kabul ederek, asilamayr Johne hastaligmnin
yayithmint kontrol etmek i¢in bir ara¢ olarak degerlendirmis ve asi iliretimi iizerindeki

calismalar hiz kazanmustir.

Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology kilavuzunun ilk baskist 1923’de
yaymlanmistir ve Johne hastaliginin etkeni Mycobacterium paratuberculosis olarak

resmen adlandirilmistir (8).

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) tarafindan 1939 yilinda, mikobaktine
gereksinim duyan M. paratuberculosis susu laboratuvar susu olarak saklanilmaya
basland1 ve bu sus ATCC 12227 olarak adlandirildi. “’Sus 18’ olarak da bilinen bu sus,
paratiiberkiiloz arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmustir (8).

2.2. Mycobacterium Avium Subsp. Paratuberculosis (MAP)
2.2.1. Taksonomi

Paratiiberkiilozis (Johne’s Disease) Mycobacterium avium supsp. paratuberculosis
(MAP) tarafindan si8ir, koyun ve keci basta olmak iizere deve, manda, antilop ve
geyikler gibi bircok evcil ve vahsi hayvanda meydana gelen enfeksiyoz ve bulasici bir
hastaliktir (10,11). Paratiiberkiiloz veya Johne’s hastaligi tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara yol acan infeksiyon olma 6zelligini hala
korumaktadir. ilk defa 1905 yilinda Alman veteriner bakteriyolog Heinrich A. Johne
tarafindan izole edilmistir. Enfeksiyon ruminantlarda, tavsan, tilki ve kanatlilarda dogal
seyir gosterirken at, kopek ve primatlarda deneysel olarak meydana getirilebilmektedir.
Ruminantlarda baslca sindirim sistemi etkilenmekte ve kontagiydz, kronik ve dliimciil bir
seyir goriilmektedir. infekte hayvanlarin 6zellikle diskilari ile cevreyi siirekli kontamine

etmeleri onemli bir sorundur. Bu bakimdan enfekte sigirlarin kisa siire icerisinde tespit



edilmesi onem arz etmektedir. Enfeksiyonun zoonotik bir boyutu su an i¢in olmamasmna
ragmen si@irlarda  hastah@i meydana getiren Mycobacterium  avium  subsp.
paratuberculosis (MAP) ile insanlarda Crohn’s hastalig1 arasinda bir iliskinin bulundugu
bildirilmekte ve son yillarda giincel olarak bu konu {iizerinde yogun caligmalar
yapimaktadir (12,13,14,15). Banche ve ark. (16) Crohn’s hastali§i saptanan farkh yas ve
cinsiyetteki 19 insanm ileum ve kolonlarmdan 120 farkli bolgesel biyopsi numunelerini ve
klinikal ve patolojik olarak teshis konulamayan 11 hastanin 44 farkli organ biyopsisi, kan
ve digki numunelerini MAP yoniinden incelemislerdir. Arastiricilar boyama yontemleri
(Phenolic acridine orange ve Kinyoun) ile etkenleri tespit edemezken, kiiltiir (ATCC
medium ve MGIT medium) ve PCR (Polymerase Chain Reaction) (IS900 real-time ve
F57) analizleri sonucu MAP varligini ortaya koymuslardir.

Enfeksiyona yol acan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis asido rezistans bir
bakteri olup daha onceki yillarda Mycobacterium paratuberculosis ve M. johnei olarak
da isimlendirilmistir. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis izolatlarinin yapilan
molekiiler incelemeleri sonucu ii¢ gruba ayrildiklari tespit edilmistir. Bu gruplar sigir veya
Tip II, koyun veya Tip I ve orta veya Tip III olmak tizere simiflandirilmistir. Genel olarak
bazi izolatlarin asir1 yavas iiremeleri gozoniinde bulunduruldugunda PCR tabanli test
sonuclarma gore sigir veya Tip II ile koyun veya Tip 1 / III'ten olusan iki ana temel

grubun bulundugu bildirilmistir (17)

2.2.2. Morfoloji

Etiyolojik ajan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 0,5 x 1-2 pm boyutlarinda
kisa kalin yapida ¢omak ve Gram pozitif bir bakteridir. R tipi koloni yani kenarl,
diizensiz, yiizeyi piiriizlii, kuru koloniye sahiptir. Intraselliiler dzellige sahiptir. Ziehl-
Neelsen boyanma yontemiyle homojen ya da graniilli bir boyama o6zelligi gosterir.
Kiiltiirlerde genellikle tek tek comaklar seklinde goriilirse de barsak lezyonlarindan
hazirlanan preparatlarda kiimeler halinde goriiliir. Uretilmesi icin hem sivi hem de kati
besiyerlerinde “mikobaktin" maddesine gereksinim goOsterir. Souton gibi sivi
besiyerlerinde baslangicta zayif ve iistte ince bir pelikiil olusturarak iirerken sonralar1 bu
pelikiil kalinlagir burusuk bir sekil alir ve calkalama ile dibe cokebilir. Kat1 besiyerlerinde
kiiciik ve kabarik bir yapida baslayan iireme daha sonra (5-6 hafta) daha fazla biiyiiyerek
gozle kolay secilir hale gelmektedir. Yapilan pasajlar iireme siiresini 2-3 haftaya kadar
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indirebilir. Kolonilerin rengi bagslangicta sari-beyaz ve iizerleri ¢izgilidir. Biyokimyasal
aktivitesi zayif olan M. avium subsp. paratuberculosis ekzotoksine de sahip degildir.
Mikrobakterilerin hiicre duvar kisimlarinda bol miktarda lipid mevcuttur. Aside karsi
dayanikdirlar ve yavas tiremektedirler. Hiicre duvarinda bulunan lipid ve mikolik asid,
asid dayanikhliginin bir 6l¢iisiidiir. Aside kars1 dayanikli olmalari sebebiyle zor boyanirlar,

boyandiktan sonrada renksizlestirme islemine karsi da diren¢ gdstermektedirler.

Mikobakteri tiirlerinin ¢ogu ilk izolasyonda 37 °C’de hizh iiremektedirler. Bazi tiirler ise
42 °C de iyi iirerler. Ureme siireleri bakterinin cinsine gore degisiklik gosterir.
Mycobacterium tuberculosis i¢in ikiye boliinme zamam 18 saattir. Koloni goriintiisiine
gore mikrobakteriler S — tipi olanlar nemli, diizgiin yiizeyli ve diizgiin kenarhdir. R — tipi
olanlar smirlar1 diizgiin olmayanlardir. S-R tipi olanlar hem diizgiin hemde diizgiin
olmayan smnirlara sahip olanlardir. Filament6z,  Koloniler etrafma yayilmis ince
dallanmalar seklindedir (M. xenopi) Baz tiirleri pigment olusturmaktadir. Nonkromojen,
pigment olusturmamaktadir. Kromojen ise pigment olusturmaktadir. Fotokromojense
yanlizca 151kl ortamda pigment olusturmaktadir. Skotokromojen, hem 151kl hem de
karanhk ortamda pigment olusturmaktadir. Mikobakterilerin hiicre duvarlari, diger
bakterilerin hiicre duvarma kisimlarma gore oldukca kalm lipofilik bir 0zellik
gostermektedir. Mikobakteri hiicre duvari, ti¢ katmandan olusmaktadir. Birinci katmanda
Peptidoglikan (miirein) denilen plazma zarmin iizerinde bulunan en i¢ tabaka kisa peptid
zincirleri ayrica capraz baglarla saglam yapih uzun polisakkarit zincirlerinden
olusmaktadir, bu da hiicrenin sert yapisim saglarmaktadir. Ikinci tabakada ise
arabinogalaktan bulunmaktadir bu da peptidoglikan tabakasinin iizerinde bulunan hiicre
duvart Kkitlesinin yaklasik % 35'ini olusturmaktadir ve peptidoglikan katmanma
fosfodiester kopriileriyle baglanmaktadir. Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki ug
arabinaz birimlerine mikolik asit diye adlandirilan, uzun zincirli bir grup yag asiti kovalent
olarak baglanmaktadirlar. Mikolik asit, bakterinin hiicre duvar1 kalinhig1 ve bakterinin
aside direncli olmasmndan sorumludur. Trehaloz adi verilen bir sekerle baglanarak ip
faktorii (cord factor) olusturabilmektedirler. Uciincii katman ise mikozidler, (en dis
tabaka) hetorojen peptidoglikolipidlerden genel olarak fenolik glikolipidden
olusmaktadir. Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirliginm % 6011 olusturan lipidler
bu katmanda bulunmaktadirlar. Bu mevcut lipidler tiiberkiilostearik asit, mikoserik asit,
mikolik asitleri icermektedirler. Mikobakteriler lipofilik 6zellikleri nedeniyle, asit ve
alkole dayamkhdir.
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2.2.3. Biyokimyasal ve Biyofiziksel Ozellikleri

Mikobakterilerle ilgili tiir tayini icin Mycobacteriaceae ailesinde bugiine kadar 80’den
fazla tiir tanmmu literatiire girmistir. Bu tiirlerin biyofiziksel 6zellikleri iireme zamani,
tireme 1s1s1, koloni yapisi ve pigment karakterlerine gore belirlenirken biyokimyasal
Ozellikleri niasin iiretimine, nitrat rediiktaz aktivitesine, katalaz aktivitesine, peroksidaz
aktivitesine ve Tch2 duyarhliklari ile belirlenir. Mikobakterilerin hiicre duvarlarindaki yag
tabakas1 asid ve alkol ile yapilacak olan renk giderme islemine diren¢ gostermektedir.
Anilin boyas1 (karbol fuksin) bu katman ile bag olusturarak asit ve alkol etkisine karsin
yerinde kalmaktadir. Bakterinin ARB (Asido Resistant Bacilli, Aside karsit direncli
basil)son zamanlarda en sik kullanilan EZN (Ehrlich-Ziehl Neelsen) teknigi ile klinik

orneklerde varhigi saptanmaktadir..

Mikobakterilerde tiir tayini icin kiiltiirde iireyen bakteriden pasaj yapihir. A. Ureme
zamanma gore, bakteri steril sartlarda siispanse edilir. Uremenin goriildiigii giin not
edilir. Oze ile siirterek veya sodyum hidroksit ile pasaj yapilmamasi gerekir. Siirtme
pasajlarda, vaktinden erken iireme olurken sodyum hidroksitli pasajlarda vaktinden geg
iireme olmaktadir. B. Ureme 1s1s1 pasaj yapilan bakteri siispansiyonundan ii¢ ayr1 tiipe
ekim yapilarak her bir tiip 24°C, 37°C ve 45°C’de inkiibe edilir. C. Koloni yapisi i¢in
kolonilerin diizenli-diizensiz, 1slak-kuru, renkli-renksiz oluslar1 not edilmelidir. D.
Pigment olusturma sirasinda karanlikta ve 1sikta pigment olusturma 6zelligine bakihr.
karanlikta pigment olusturanlar skotokromojen, yalmz isikta pigment olusturanlar
fotokromojen, hi¢bir sekilde pigment olusturmayanlar nonkromojendir. E. Niasin iiretimi
ise M.tuberculosis’in tammlanmasinda en Onemli asamadir. Pozitif olmasi, katalaz ve
peroksidaz testleri yapilacaktir. F. Nitrat rediiktaz aktivitesi M. tuberculosis ile M.
bovis’i ayirt etmede ve hizh iireyen mikobakterilerin tiplendirlmesinde kullanilmaktadir.
G. Katalaz aktivitesi oda sicakhiginda ve 68 °C’de katalaz aktivitesine bakilir ve M.
tuberculosis oda scakh@inda pozitif, 68 °C’de negatiftir. Her iki 1s1da pozitif olmasi atipik
mikobakteri olasihgmm giiclendirmektedir. H. Peroksidaz aktivitesi, yapilisi ve
degerlendirilmesi katalaz testi gibidir. Tch2 duyarhligi da M. bovis’in ayirt edilmesinde
kullanilir. Bakteri siispansiyonundan Spg/ml tiofen 2 —karboksilik asit hidrazid iceren LJ
besiyerine pasaj yapilir. Ureme durumu kontrol edilir. Ureme yoksa M. bovis oldugu

anlasilmaktadir.
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2.2.4. Epidemiyoloji

Paratiiberkiiloz hastahgi diinyanin her tarafinda ozellikle ihman iklime sahip olan
Ingiltere, Danimarka, Fransa, Almanya ve Hollanda gibi Avrupa iilkeleri ile Amerika,
Avustralya ve Kanada'da goriilmektedir. Sigir tipi suslar en siklikla Avrupada goriilmekte
olup baslica sigirlarda, diger evcil ve vahsi ruminantlarda, ruminant olmayan tiirlerde ve
keza insanlarda tespit edilmistir. Koyun tipi suslar cogunlukla yavas iiremekte ve bu
gruptaki suslar (a) pigmentli ve pigmentsiz suslar olup Fas, Iskocya, Izlanda, Giiney
Afrika, Avustralya ve Yeni Zelanda koyunlarmdan; (b) Avustralya ve Izlanda da
sigirlardan; (c) Yeni Zelandadaki kecilerden izole edilmislerdir. Orta grup Giiney Afrika,
Kanada ve Izlandada ki birka¢ koyundan ve Ispanya’daki kecilerden izole edilen suslar
olarak bildirilmistir (17). Paratiiberkiiloz ihbart mecburi bir hastalik olmadigr i¢cin ve
gercek prevalansi ortaya koyacak bir teshis metodu mevcut olmadigindan, hastaligin
prevalanst 1ile ilgili tahminler cogunlukla kesimhanelerde toplanan materyallerin
incelenmesi neticesinde elde edilmistir. Amerika'nin degisik eyaletlerinde yapilan
caligmalar, sigirlarda hastahgm prevalansinin % 1.6 ile % 18 arasinda degistigini ortaya
koymustur. Hastaligin prevalansinin Giiney Avustralya'da % 0.43, Danimarka'da % 2.3
ve Ingiltere'de ise % 3.5 oldugu bildirilmistir. Hayvanlarda barsak cidarmnin kalinlagmas,
kronik diare ve zayiflama ile karakterize olan bir enfeksiyondur. Enfeksiyona 6zellikle
sigir yetistirilen iilkelerde her zaman rastlamak miimkiindiir. Ulkemizde de devlete ve
0zel tesebbiise ait isletmelerde paratiiberkiilozun varhg: saptanmustir (10,11,18,19). Siit
sigirlarinda siit iiretiminde ve kalitesinde meydana getirdigi ekonomik kayiplar 6nemli bir
yer tutmaktadir (5,20). Infeksiyon bircok hayvan tiiriinde sigir, koyun, keci, manda da
goriilmektedir. (21), Ruminantlarda infeksiyonun bulagsmas1 bashca fekal-oral yolla
olmaktadir. Enfekte hayvanlarin gaitalari ile ¢ikardiklar biiyiik miktardaki organizmalarin
su, yem, siit ve meray1 bulastirmasi sonucu etken, sindirim yolu araciligiyla viicuda girer
(22). Klinik belirtilerin baslamasindan once ¢ok uzun bir inkubasyon siiresi sonunda
hayvanlar gaitalariyla 15-18 ay etkeni bulastirirlar (23). Asemptomatik hayvanlar belirli
araliklarla etkenleri c¢ikarmaya devam ederler. M. avium subsp. paratuberculosis
kolostrum, siit, meme, erkek ve disi genital organlarindan izole edilmistir. Gengler
erginlerden daha duyarli olup gen¢ yasta alman etkenlere ragmen inkubasyon

periyodunun uzunluguna bagh olarak klinik belirtiler 3-5 yil sonra goriiliir. Bu nedenle de
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sigirlarda 2-6 yaslar arasmda hastalifa rastlanilmaktadir. Yiiksek siit verimli hayvanlarda
infeksiyonun goriilme siklig1 digerlerine oranla daha yiiksektir (24). Geng¢ sigirlara
infeksiyon digki materyali, kolostrum veya siitiin agiz yoluyla alinmas1 veya intra uterin
asamada bulasabilmektedir. Ozellikle yasamn ilk haftalarinda kolostrum veya kontamine
siitlerin buzagilar tarafindan tiiketilmesi bulasmada en 6nemli kaynak olarak gosterilmistir
(24). Dogal olarak infekte sigirlarda periparturient donemde siitlerinde MAP’in diisiik
miktarlarda bulundugu, buzagilamadan sonraki 1-2, giinlerde kolostrumda en yiiksek
diizeyde etken (50 CFU/ml) bulundugu, 5. giinden sonra bu miktarm (1 CFU/ml)
diistiigii ortaya konulmustur (25). Siitiin endojen yolla m1 yoksa eksojen yolla m1 daha
yogun bulastigina yonelik bilgiler kiyaslandiginda ozellikle infekte sigirlarin diskilar ile
cikarttiklar1 etkenlerin (10* CFU/gr) siitii kontamine ettigi tespit edilmistir (25). MAP ile
enfekte olmus bir siirlide bazi hayvanlar enfekte olmamasina ragmen bunlarmn ¢ogu
genellikle enfekte ve subklinik olarak kabul edilmekte ve bir siire sonra bunlarin bir kismi
klinik belirtiler gosterebilmektedir. Prepatent donemdeki hayvanlarda hastalik belirtisi
goriilmez ve etkenlerin digki sacilimi s6z konusu degildir. Klinik olarak hayvanlarda kilo
kayb1 ve ishal baglica belirtiler olarak goriilmekte ve serolojik olarak kanlarinda antikor
tespit edilmektedir. Genellikle bu donemde yogun miktarda digki ile bakteri etrafa
saciimaktadir (26). Bu hayvanlardan giinde yaklasik olarak 5x10'* etkenin ¢ikartildig
tespit edilmistir (24). Yapilan bircok calisjmada MAP’ler gida, siit, su ve etten izole
edilmislerdir (24,27,28). Berghaus ve ark. (29), California eyaletinde 23 isletmedeki
toplam 1560 si@ir serumundan ve mandirada bulunan c¢evresel Orneklerden
(karantinahane, barmak ve gegit yollar ile igletmedeki sigir digkilarindan ve sularindan)
MAP teshis etmek amaciyla kiiltiir ve serolojik yontemleri kullanmiglardir. Arastiricilar
23 su numunesinin 15 (% 65)’inden, 22 diski1 numunesinin 8 (% 36)’inden ve sagimhane
cikisindaki gecit yollarindan alinan 23 6rnekgin 9 (% 39)’undan etkeni izole etmislerdir.
Ozellikle sulardan yiiksek oranda etken izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Isletmelerdeki
sigirlardan 68 (% 4,36)’ini sero pozitif olarak tespit etmislerdir. Cevresel drneklerin
kiiltiir analizleri ile isletmelerdeki seropozitiflik arasinda dogru orantinin bulundugunu ve
buna bagl olarak ¢evresel drneklerin incelenmesinin infeksiyonun ortaya konulmasinda
etkili ve ucuz bir teshis yontemi oldugunu vurgulamislardir. Enfeksiyonun naklinde
fomitler rol oynayabildigi gibi insektler de mekanik vektor olarak etkili olmaktadir.
Sigirlar arasinda infeksiyonun bulagmasinda canh vektorlerin de risk olusturabilecegi

Ficher ve ark. (30,31,32) tarafindan yapilan calimalar ile ortaya konulmustur. Sigir
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isletmelerinde bulunan solucanlari mikobakterileri tasiyip tasimadiklarini arastirmislardir.
Paratiiberkiilozis ile ilgili olarak hayvanat bah¢esindeki kegilerin bulundugu alandan ve
diger besi de sigir isletmelerinden olmak iizere toplam alti noktadan numune
toplamuglardir. Diski numunelerinin 37 (% 4.6), ¢cevresel 6rneklerden (ahir ve ¢evresinde
bulunan oriimcek aglari, toz, toprak, artan yemler ve giibre) 3 (% 1.4) ve solucan
orneklerinin 1 (% 3.1)’inden MAP’1 IS900 restriction fragment length polymorphism
(RFLP) tip B-C1 ile izole etmislerdir. Solucanlarmn infeksiyonun tagmnmasinda bir vektor
oldugunu ve isletmelerde paratiiberkiiloza karst kontrol programlarmin hazirlanmasinda
bu canlilarin da g6z oniinde bulundurulmasi gerektigiri vurgulamiglardir (30). Fischer ve
ark. (31) paratuberkiilozlu sigir diskilarindan etkeni IS900 RFLP) tip B-C1 yontemi ile
ortaya koyarken ayrica sigir diskilarindan topladiklar: degisik gelisim asamasmdaki 1044
Eristalis tenax parazitinde Mycobacterium paratuberculosis’in bulunma sikligini
incelemiglerdir. Arastiricilar 111 (% 21,4) E. tenax larvasinda etkeni tespit ederken 340
pupa ve 41 yetiskinin kabugundan etken izole edilememistir. Elde edilen sonuclara gore
E. tenax’larin bagrsaklarinda ve i¢ organlarinda M. paratuberculosis bulundugunu ve

larvalarin etkeni s1g1r siiriileri arasinda yayabilecegini bildirmislerdir.

2.2.5. Dogal yasam yerleri

Paratiiberkiiloz hem evcil hem de vahsi hayvanlarda goriilebilmektedir. Yabani hayatta
tavsan, maymun, tilki, gelincik ve yaban domuzundan etken izolasyonu yapilmustir (31)
Alkali topraklarda yetistirilen hayvanlar arasmda klinik olgulara daha az goriilmektedir.
Ayrica sicak ve nemli iklim sartlarinin etkin oldugu tropik ve subtropik bolgelerde daha
sik goriildigu bildirilmektedir. (33). Ancak Strickland ve ark. (34), yaklasik 3400 bas
laktasyon ve kurudaki inekte dort mevsim siiresince kiiltiirel ve serolojik olarak yaptiklar:
incelemede mevsimlerin infeksiyon iizerinde bir roliiniin olmadigini bildirmislerdir.
Gengler genellikle kirli memeleri emmeleri veya kontamine ahirlarda barmdirilmalar:
esnada enfeksiyona yakalanmaktadir. Asemptomatik inekler iizerinde yapilan bir
calismada % 3-19’unun siitlerinde ve % 9-36’sinin kolostrumunda M. avium subsp.
paratuberculosis’in bulundugu tespit edilmistir. Semptomatik hayvanlarin % 35’inde ise
siitte bakterinin varligma rastlanmustir. Ilaveten horizontal olarak ayni ahirlarda
barindirillan buzagilar arasinda da bulagmalarin goriildiigii bildirilmistir. Sperma ve

embriyolar bulagsmada ki rolleri hakkinda tam bir bilgi bulunmamaktadir. Aym sekilde
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ruminant olmayan hayvanlarda da M. avium subsp. paratuberculosis’in yayillimi hakkinda
yeterli bir bilgi bulunmamaktadir. Bu hayvanlarda da aym sekilde fekal-oral bulasma
Onemli bir yer tuttugu diisiiniilmektedir. Tavsanlarda diski, testis, uterus, plasenta, fetiis
ve siitlerinden etken izolasyonu yapilmistir. Hem horizontal hem de vertikal bulagsmanin
vahsi tavsan popiilasyonunda bulundugu goriilmektedir. Bu hayvanlardan karnivorlara ve
omnivorlara hastaligin nakledilmesi s6z konusudur. Genetik analizler ve deneysel
calismalar ruminant ve olmayan hayvanlar arasinda hastaligin nakledilebilecegini ortaya
koymustur. Vahsi yasamdaki canllar c¢iftlikler arasimda M. avium subsp.
paratuberculosis’in yaylhminda etkili bir faktor olarak goriilmektedir. Paratiiberkiiloz
etkeni cevresel kosullara kars1 oldukca direnglidir ve meralarda yillarca canhligint devam
ettirebilmektedir. Camurlu suda 9 ay, gaitada 8-11 ay, sigir idrarinda 1 haftadan fazla,
musluk suyunda 17-19 ay, -14 °C’de 12 ay, 4 °C’de 5 ay ve 38 °C’de 8 ay canliligim
stirdiirebilmektedir. Formalin (% 5) ve HgCl (% 0.02) 10 dakika, kreolin (% 5) 2 saat, %
5 NaOH 24 saat, fenol (1/40), alkol (% 95), kalsiyum hipoklorid (1/50), metilen mavisi
(1/500) 15 dakika icinde etkenin iiremesini durdurabilir (1). Siit igerisinde eksi 70
derecede yillarca, art1 4 dercede haftalarca, art1 60 derecede 20 dk, art1 70 derecede 5 dk
dayanir. inkubasyon periyodu 4 ay ile 15 yil arasinda degismektedir. Sigirlarda klinik

bulgular1 dort asamada degerlendirmek miimkiindiir.

2.2.6. Ulkemizde ve Diinyadaki Sigirlarda Paratiiberkiilozun Durumu

Paratiiberkiilozun Avrupadaki seroprevalansi iizerine bir¢cok arastirma mevcuttur.
Serolojik olarak ELISA ile yapilan ¢alismalarda seroprevalans, en diisiik Slovenya’da %
0.4 ve en yiiksek Almanya’da % 24.1 olarak kayit edilmistir (51). Diinyanin degisik
bolgelerinde de konu ile ilgili arastirmalar mevcuttur. ABD’de Adaska ve Anderson (36),
1950 serum Orneginden 89 (% 4.6)’unda ve Hirst ve ark(31), iki yas lizerindeki 10280
sigirdan 424 (% 4.12)’tinde pozitiflik tespit etmislerdir. Kolombiyada Ferndndez-Silva ve
ark. (37), % 10,1 oraninda bir seroprevalans saptamislardir. Ulkemizde Makav ve Gokge
(35), Kars yoresinde subklinik paratiiberkiilozun prevalansim % 3,5 bulurken Oztiirk ve
ark. (38) Burdur bolgesinde % 6.2 olarak bildirmislerdir.
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2.2.7. Semptomlar

Enfeksiyon genel olarak ruminantlarda goriilmesine ragmen en sik 2-6 yas arasmdaki
sigirlarda karakteristik semptomlarla seyretmektedir. Baslica semptom ishal ve zayiflama
olup bunun disinda meme ve genital sistemin etkilenmesine bagli olarak ekonomik
kayiplar ortaya cikmaktadir. Paratiiberkiilozda saptanan klinik bulgular diger bircok
hastaliktaki bulgularla benzerlik gostermektedir. Siirii bazinda beslenmeye gerekli 6nem
verilmesine ragmen hayvanlarda kondiisyon kaybmin sekillendigi veya verimliligin
diistiigii gozlenebilmektedir. Hayvanlarda mastitis sekillenmekte olup siit veriminde

azalma ve bilesiminde degisiklikler meydana gelmektedir.

2.3. Mikobakteriyoloji Laboratuvarlarinda Paratiiberkiiloz Tanisi
2.3.1. Orneklerin islenmesi homojenizasyon ve dekontaminasyon:

Klinik ornekler icerisinde bulunan mikobakteri grubunun disindaki diger bakterilerin
(normal flora) ortadan kaldirilmasi ve mikobakterilerin yogunlastirimasidir. Bu amagla
dekontaminasyon islemi amaciyla baslica hexadecylpyridinium chloride (HPC), NaOH /
oxalic acid, cetylpyridinium chloride olmak iizere kimyasalar kullanilmaktadir
(39,40,41,). Glanemann ve ark. (41) digki orneklerinin dekontaminasyonu amaciyla
NaOH / oxalic acid ve % 0,75 hexadecylpyridinium chloride metodlarin1 uygulamislar ve
yapilan Kkiiltiirlerde smrasiyla % 17,6 ve % 21,5 oraninda bir kontaminasyonla
karsilagsmuslardir. Arastiricilar NaOH / oxalic acid metodunun kontaminasyonu azaltmada
diger metoda oranla daha uygun oldugunu ayrica % 46,8 atipik Mycobacteria’ler izole

edilirken HPC ile muamele edilen numunelerden izole edemediklerini bildirmislerdir.

2.3.2. Mikroskopi:

Mikrobakteriler diger bakteri tiirlerine goére kimyasal ve alkalilerle muamele
edildiklerinde, diger bakteri tiirleri Oliirken tiiberkiiloz basili canli kalmaktadir. EZN
yontemi en yaygin kullanilan boyama yontemidir. Aside karsi direng gosteren basiller
mavi zeminde pembe ve kirmizi ¢ubuklar halinde goriilmektedir. Florokrom boyama
yontemi ise her giin 100 veya daha fazla yayma incelemesi yapan laboratuvarlarda hizli ve

kolay yapilabildiginden 0n tarama i¢in yaygm olarak kullanilmaktadir. Floresans veren
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auramin-rhodamine boyasiyla boyanan preparatlar floresan mikroskopta 250x veya 400x

biiyiitmede incelenir. ARB ler siyah zeminde parlak sar1 goriiliir.

2.3.3. Kiiltiir Yontemleri:

Mikrobiyolojinin temel kuramlarindan birisi hastaliga yol agan etkenin kiiltiir yontemleri
ile izole edilmesidir. Paratiiberkiilozda ilk tam klinik verilerle yapilmis olsa bile kesin tani
icin etkenin direkt bakis da tespiti ve kiiltiirde tiretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle
tanida "gold standart" kiiltiir ve klinik tani birlikteligidir. Kiiltiir yonteminin spesifitesi
yiiksek olmasina ragmen sensitivitesi diisiiktiir (42). Ancak MAP icin kiiltiir analizlerinde
kisa siirede sonug elde edilememesi; testin sonug¢lanmasinin 3 aya kadar uzamasi 6nemli
bir dezavantaj olarak goriilmektedir. Mikroskobik incelemede aside direncli basilin
goriilebilmesi icin numunede 5x10°-5x10*ml basil bulunmasi gerekmektedir. Kiiltiirde
tireyen mikroorganizmalarm sulandirilmasi ile yapilan ¢alhismalarda saptama smir1 5-100
CFU arasinda degisirken, gercek klinik Orneklerde duyarhlik ¢ok daha diisiik
bulunmaktadir.

Ozellikle son yillarda yapilan molekiiler calismalar neticesinde kiiltiir sonucu negatif
olmasma ragmen PCR analizi ile pozitif sonucun alindig1 vakalar bildirilmistir (21).
Whitlock ve ark. (42) teshiste ELISA ve diski kiiltiirli yontemlerinin duyarhliklari tizerine
yaptiklar1 calismada ELISA’de % 15-75 bir sensitivite, diski kiiltiiriinde ise sensitivite ve
spesifitesiyi sirastyla % 42 ve % 99 iizeri bulmuglardir. Collins ve ark. (43), Ridge ve ark.
(44) ve McNab ve ark. (45) sigirlarda ELISA’in sensitivite ve spesifitesini sirasiyla % 45
ve % 90 iizeri tespit ederken kiiltiir yapmamuglardir. Sockett ve ark. (46) ELISA’in
sensitivitesini % 47-65 saptarken digki kiiltiiriiniin sensitivite ve spesifitesini sirastyla %
45-73 ve % 99 iizeri belirlemislerdir. Sweeney ve ark. (47) ELISA’in sensitivitesini %
15-87; Neelsen ve ark. (48), ELISA’in sensitivite ve spesifitesini sirastyla % 27-86 ve %
55-98; diski Kkiiltiiriinde ise swasiyla %20-73 ve % 98’in iizerinde oldugunu
bildirmislerdir. Glanemann ve ark. (41), klinik olarak paratiiberkiilozdan siiphelendikleri
186 sigirdan 39 (% 20,9)’unun serumlarinda ELISA ile pozitiflik tespit ederken 39 sigir
icinden sadece 6 (% 15,4)’sindan etken izole etmislerdir. Serumlardan siipheli (% 8) ve
negatif (% 5,3) sigirlardan aldiklar1 serumlart ise 2 (% 13,3)’sinden aymi sekilde kiiltiirde

pozitif sonug¢ tespit etmislerdir. Sivakumar(21) paratiiberkiiloz lezyonlu mandalarm i¢



18

organlarindan histolojik boyama, kiiltiir ve PCR analizlerini yapmuslardir. Yapilan ii¢

analizin sensitivitesini sirastyla % 25, % 30 ve % 70 bulmuslardir.

Mikobakterilerin ikiye boliinmesi 16-18 saat civarndadir ve izole edilmeleri i¢in gerekli
olan besiyerlerinde uzun siire inkiibe edilmesi gerekmektedir. Zorunlu aerop olan
mikobakterilerin bulundugu ortamda oksijen miktarmin azalmasi iireme ile dogru orantil
olarak degismektedir, ortamda oksijen miktar1 azalinca tireme de azalmaktadir. Uygun
sv1 ve kat1 besiyerlerinde 7-21 giin gibi uzun bir siirede iirerlerken, uygun iireme 35-37
°C’de gerceklesmektedir. Kiiltiir siireleri ise 6-8 hafta arsinda degisiklik gostermektedir.
Mikobakterilerin izole edilmeleri ve cesitli Ozelliklerinin incelenmesi icin kullanilan
konvansiyonel besiyerleri iki tip yani sivi ve katidir. Kati Ozellikteki besiyerlerinden
bahsederken yumurta bazl ve agar bazli olmak iizere iki boliimde incelemek miimkiindiir.
Tam yumurta ya da yumurta sarist iceren yumurta temelli besiyerleri arasida bugiin en
yaygm kullanilan1 Lowenstein-Jensen (L-J) besiyeridir, fakat bu yontemin disinda
Petragnani ve American Trudeau Society gibi besiyerleri de kullanilabilmektedir. Tipik
koloni morfolojisi olusturmalar1 ayrica daha ¢ok iiremeleri nedeniyle 6zellikle primer
izolasyonda L-J besiyerinin kullanilmasi onerilmektedir. Yumurta temelli besiyerleri opak
goriiniimlii olmasina karsin, agar temelli besiyerleri seffaf goriiniimliidiir. Bu nedenle,
ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskop altinda incelendigi zaman olusan
kolonileri gormek miimkiin olmaktadir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en cok
tercih edilen agar temelli besiyerlerindendir. Bunun disinda kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalarin iiremesini etkin bir sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri
(L-J Gruft, Mycobactosel LJ, Mitchison selektif 7H 11) kullanilabilmektedir. Primer
izolasyon yonteminde besiyerlerinden en az birisinin selektif olmasi onerilmektedir. Sivi
besiyerleri smifinda olan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin, mikobakterilerin
stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarhk deneyleri ve diger in vitro deneylerde
inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bakteri sayismim az oldugu steril
bolgelerden alman klinik drnekler icin bakteriyi cogaltmak ve dolayisiyla izolasyon sansmi
artirmak amaciyla da kullanilabilmektedir. Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri, ¢ogu hizh
kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir.

2.3.4. Serolojik Yontemler:
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Paratiiberkiilozlu siiriilerde kontrol programlarinin gerceklestirilmesinde en onemli konu
stirti icerisinde Ozellikle subklinik hayvanlar basta olmak iizere digk: ile sacihm yapan
enfektif hayvanlarin tespitidir. Bu asamada iilkemizde ve diinyanin pek cok iilkesinde
tarama testleri On plana cikmaktadir. Tarama testlerinden istenilen enfeksiyonun
tammlanmasinda sensitivite ve spesifitesinin yiikek olmasi, kisa siirede sonug¢ vermesi ve
ekonomik olmasi baghca kriterlerdir. Serolojik testler bu kriterlerin coguna sahip
olmasina ragmen sensitivite ve spesifiteleri yoniinden dezavantajlarinin bulundugu bir¢cok
arastiric1 tarafindan bildirilmistir. Serolojik testlerden elde edilecek sonuglar iizerine
enfeksiyonun asamasi bizzat etkili olmaktadir. Genellikle subklinik ve az miktarda diski
ile etken ¢ikarmmnin sdzkonusu oldugu durumlarda serolojik testlerden negatif sonug
almmaktadir. Bu asamadaki bir¢cok sigirda humoral antikor yaniti tanimlanabilecegi
smirlarin altindadir. Hayvanda enfeksiyon olmasma ragmen serolojik testlerden negatif
sonuclar almmaktadir.

Sigir paratiiberkiilozunda subklinik enfeksiyonlarin teshisinde komplement fikzasyon testi
(CFT), agar jel immunodiffiizyon (AGID), interferon-gamma (IFN-[]), fluoresans antikor
testi (FAT) ve iki farkh ticari Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) testi
olmak iizere farkli serolojik testler kullanilmaktadir. Testlerin spesifiteleri % 95-99
arasinda degismekte olup yiiksek bir degere sahiptir. Testlerin sensitivitesi bizzat
stiriideki enfeksiyonun prevalansindaki artisa paralel olarak artmakta bunun tam tersi
olarak prevalans azaldiginda ise azalmaktadir. Bundan dolay1 test sensitivitesinin diisiik
tespit edildigi durumlarda mutlaka ikinci bir test ile sonuglarmn desteklenmesi

gerekmektedir.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) siiriilerde hastaligin diyagnostik teshisinde
kullanilan serolojik testler arasinda rutin olarak uygulanan baslica primer testtir (49).
ELISA testleri materyalin temininde sikint1 yasanmamasi, kisa siirede sonug¢ vermesi, test
kitlerinin kolay temin edilebilmesi ve uygulanmasmin pratik olmasi agismdan tercih
sebebini olusturmaktadir. Test materyali olarak genellikle serum olmak iizere ayrica
plazma ve siitler de testte kullanilmaktadir. En ideal sartlarda diskilariyla etken
cikarmayan ve cikaran sigirlarin serumlarinin ELISA ile incelenmesi sonucu sirastyla %
14 - 47 ve % 40 - 88 arasinda diisiik bir sensitivitenin elde edildigi fekal yayihm
asamasinda bu oranin en yiiksek olarak % 97.9° a ciktig1 bildirilmistir (49) Farkli birgok
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ELISA test yontemi bir¢ok arastiric1 (36,43,49,50,51,52) tarafindan ¢alisilmistir. Normal
ELISA testinin sensitivitesi yiiksek olmasma ragmen spesifitesinin diisiik oldugu,
modifiye ELISA testlerinin ise tam tersi sonug¢ (sensitivitesi % 57, spesifitesi % 98.9)
verdikleri bildirilmistir (53).

McKenna ve ark. (49), iki farkh antijen (protoplazmik ve lipoarabinomannan) kullanarak
hazirladiklart  ELISA  Kkitlerinin = duyarlihgmi  karsilastrmak iizere planladiklar:
calismalarinda siirii buiylikliigii farkli, sekiz isletmedeki toplam 383 hayvani kiiltiir, PCR
ve ELISA yontemlerini kullanarak MAP yoniinden incelemislerdir. Kiiltiir ve PCR
analizleri sonucu bu hayvanlardan 104 (% 39,8)’iiniin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Kiiltiir yonteminin pozitif sonu¢ verdigi 104 sigirdan 86’siin numunelerinin PCR analizi
yapimis ve bunlar icerisinden de 63 (% 16,4)’ii pozitif olarak bulunmustur.
Paratiiberkiiloz yoniinden ari iki isletmedeki toplam 116 sigirda kiiltiir analizleri sonucu
infeksiyon tespit edilemezken protoplazmik antijenli ELISA kiti ile 6 sigirda ve
lipoarabinomannan antijenli ELISA kiti ile de 14 sigirda pozitiflik tespit edilmistir.
Aragtiricilar fekal kiiltiir sonuglarim1 baz alarak protoplazmik ve lipoarabinomannan
antijenli ELISA Kkitlerinin sensitivitesini sirastyla % 72.4 ve % 65.5; spesifitesini sirastyla

% 98,4 ve % 87,9 olarak tespit etmislerdir.

Baska bir cahismada ayni sekilde lipoarabinomannan antijeni ile kaph pleytlerde siit veya
serum kullanilarak paratiiberkiilozun teshisine yonelik yapilan test sonuglarindan basarili
sonuglar alindig: bildirilmigtir. Siit numunelerinin analizlerde kullanimma bagh olarak taze
veya dondurulmus, koruyucu bir madde katilip veya katilmamig olmasinin test sonuglari
tizerini 6nemli bir etkisinin olmadig1 vurgulanmustir (51). Hendrick ve ark. (51) 689
sigirdan 130 (% 18,9)’unun serumunda, 77 (% 11,1)’sinin siitiinde ve 72 (% 10,4)’sinin
diskisinda pozitiflik tespit etmislerdir. Arastiricilar ayn sigira ait siit ve serum numuneleri
ile yapilan ELISA uygulamalar1 sonucu farkh sonuc¢lar alindigim ve korelasyon
bulunmadigini bildirmislerdir. Kit iireticisi Idexx firmasi diski kiiltiir sonug¢larmi baz
alarak serum, plazma ve siit nununelerinin ELISA sensitivite — spesifite performanslarmi

sirastyla % 69.1 - % 99.2, % 62.2 - % 100 ve % 81.1 - % 99.7 tespit etmistir.

Komplement fikzasyon testi sigir paratiiberkiilozunun teshisinde son zamanlara kadar en

yaygm kullanilan testler arasinda yer almistir. Bazi iilkeler hayvan ithalatindan 6nce
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serumlarin CFT’inden negatif sonu¢ alimmasmi zorunlu tutmuslardir. Ancak CFT’inde
goriilen hatali negatiflik ve hatal pozitiflikten dolay: bu iilkeler ayrica intradermal Johnin
testi veya digkinin bakteriyolojik analizlerinden herhangi birisinden de negatif sonug
alinmasii mecburi kilmislardir. Klinik hastaliklarin teshisinde CFT’inin sensitivitesinin
yaklasikk % 90 ve spesifitesinin % 70 oldugu bildirilmistir. Subklinik olgularmn

tanimlanmas1 amaciyla kullanildiginda dogruluk oraninin diistiigii saptanmustir.

Agar jel immunodiffuzyon (AGID) testi klinikal paratiiberkiiloz olgularinmn
saptanmasimnda % 96’lik bir sensitivite ve % 94’liik bir spesifiteye sahiptir. Bu test
ozellikle  klinik  paratiiberkiilozun  teshisinde en uygun yontem  olarak
degerlendirilmektedir (54). Subklinikal enfeksiyonun tanimlanmasi bakimindan diski
kiiltiirii ile karsilagtirildiginda 1/3 oraminda duyarlihiga sahip oldugu bildirilmektedir.
Testin avantajlar1 arasinda 48 saatlik gibi kisa bir siirede sonucun almmasi, ucuz olmasi
ve dogru sonu¢ elde edilmesi gibi baglica kriterler bulunmaktadir. Tiiberkiilozlu
hayvanlarda pozitif sonu¢ vermesinden dolayr test tiiberkiilozdan ari siiriilerde

kullanilmalidir.

Interferon-Gamma (IFN-y), hiicresel immun yanitin tespitine yonelik bir test olup
antijenlerle uyarilan T hiicrelerinin salgiladigi IFN-y seviyesinin ELISA yontemi ile
belirlenmesi esasina dayanir. Huda ve ark. (55), paratiiberkiilozun teshisinde IFN-y
testinden elde edilen sonuglarla serum antikor ve siit antikor ELISA test sonug¢larmin
benzerlik gosterdigini ve IFN-y’'nin paratiiberkiilozun teshisinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Arastiricilar 6zellikle IFN-y testinin 1-2 yash sigirlarda, serum antikor ve
siit antikor ELISA testlerinin ise 3 ve lizerindeki yash sigirlada uygulanmasi sonucu daha

duyarl sonuglarin alinabilecegini vurgulamislardir.

Fluoresans antikor testi (FAT), paratiiberkiilozun teshisinde kullanilabilmektedir. Ancak
M. avium ve M. paratuberculosis antijenlerinin birbirinden aywrimmimi yapamamaktadir.
Komplement fikzasyon testinin M. paratuberculosis ve Corynebacterium renale
antijenlerini tespit edemedigi durumlarda FAT nden basarili sonuglar alinmaktadir. Her
iki testin bir arada kullanilmasi erken ve subklinik enfeksiyonlarin tanimlanmasinda fayda

saglamasina ragmen elde edilecek sonuglarin giivenirliliginde siipheler bulunmaktadir.
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Diger bir serolojik yontem olarak flow cytometer metod (FCM)’u, Eda ve ark.(15),
tarafindan kullanilmustir. Arastiricilar testin sensitivite ve spesifitesinin % 95’in lizerinde
oldugunu ve FCM’unu diski kiiltiirii ve ticari bir ELISA ile kiyasladiklarinda daha erken

asamada enfeksiyonun teshisinin konulmasi agisindan avantajh oldugunu bildirmislerdir.

2.3.5. Molekiiler Yontemler:

Son yillarda dzellikle canli hayvanlarda infeksiyonun kisa siirede teshisi amaciyla rutin
olarak molekiiler analiz yontemlerinden yararlanilmaktadir. Paratiiberkiilozun tanisinda
molekiiler yontemlerin uygulanmasi siirekli gelisim ve ilerlemeler kaydetmektedir.
Molekiiler yontemlerin avantajlar1 yaminda dezavantajlari da bulunmaktadir. Kiiltiirel
yontemler 12 haftay1 asan bir siirede sonu¢ vermesine ragmen molekiiler yontemlerden
ayn1 giin igerisinde sonug¢ elde edilmesi en Onemli avantajlar1 olarak goriilmektedir.
Molekiiler tekniklerin rutin kullamm alanlar1 analiz iicretlerinden dolayr smirh
kalmaktadir. Ayrica, sensitivitelerinin diisiikliigii, yontemin uygulandig1 laboratuvarlarm
alt yap1 durumu, ozellikle testi gerceklestiren personelin beceri ve tecriibe noksanhgi
diger sorunlar olarak ortaya c¢ikmaktadir. Laboratuvarlarda incelenen 6rneklerdeki gen
tiriinlerinin kontaminasyonu sonucu hatali pozitif sonuglarin elde edilmesi sik goriilen

olgular arasinda yer almaktadir.

Sahada klinik 6rneklerden paratiiberkiilozun teshis edilmesi ve epidemiyolojik caligmalar
amaciyla klinik izolatlarm spesifik tiplendirilmesi i¢in kisa siirede sonu¢ veren ve
giivenilir molekiiler metodlarm gelistirilmesi ¢aligmalar1 devam etmektedir.Son yillarda
Ozellikle canh hayvanlardainfeksyon kisa siirede teshisi amaciyla rutin olarak molekiiler
analiz  yontemlerinden yararlanilmaktadir.(56) Bu amagla MAP izolatlarinin
tiplendirilmesinde Djgnne ve ark. (57), IS900 restriction fragment length polymorphism
(RFLP); Motiwala ve ark. (58), multiplex PCR typing; Rajeev ve ark. (59), real-time
PCR; Grant ve ark. (33), O’Reilly ve ark. (60), immunomagnetic separation-PCR (IMS-
PCR); Romano ve ark. (61), variable number tandem repeat (VNTR)-Mycobacteria
interspersed repetitive units (MIRU) typing; Stabel ve Bannantine (62), Nested PCR;
Stevenson ve ark. (63), pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)’den yararlanmislar ve

kullandiklar1 yOontemin etkinligini savunmuslardir. Arastiricilar analizlerde etkenin
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saptanmast amaciyla en fazla digki numunelerinden (26,46,48,51) yararlanilirken siit

numunelerini de (14,41) analizlerde kullanmuglardir.

McFaden ve ark. subsp. 1987 yilinda sigrr paratiiberkiillozunun etkeni olan
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis’in DNA’sinda spesifik insertion sekans (IS)
900’larin bulundugunu bildirdikleri tarihten giiniimiize molekiiler cahsmalarda ilerlemeler
kaydedilmistir (9). M. avium suslar1 arasinda ayrim yapmak i¢in molekiiler tiplendirmede
farkli yontemler denenmistir. Giiniimiizde en yaygin kullamlan yontem cesith IS
elementlerinin cesitliligine bagh olarak degiskenlik gostermektedir. I1S907 ozellikle
kanathlardan izole edilen M. avium subsp. avium tammlanmasinda kullanilirken, 1S902
M. avium subsp. silvaticum ve bazt M. avium subsp. avium suslarinin saptanmasinda
faydalanilmustir. IS7/371 tiim MAC suslarinda bulunurken [S7317 polimorfizimi ¢esitli alt
tiirler arasinda ve igindeki farkliliklarin saptanmasinda kullanildi. IS7245 M. avium subsp.
avium ve alt tirlerinin tiplendirilmesinde RPLP’de yaygin olarak tercih edildi (64).
Polymerase Chain Reaction (PCR) ile paratiiberkiilozun teshisinde etkenin genomunda
bulunan AspX geni ve teknigi yaygm kullamm alam bulmustur. Ozellikle RT-Real-Time
PCR (RT-PCR) teshis araci olarak tercih olusturmaktadir. Bu amplifikasyon teknigi diger
amplikasyon tekniklerine oranla gercek negatif ile hatali negatif sonuglari birbirinden

ayrrmasi acisindan 6n plana ¢ikmugstir (65).

Buergelt ve Williams (66) subklinkk MAP ile infekte sigirlarn kan siit, karaciger ve
diskilarindan teshiste Nested PCR yontemini kullanmiglardir. Arastiricilar P90, P91 ve J1
ve J2 primerlerinde sirasiyla % 99.9 ve % 100 Arastiricilar PZR sonuglarm AGID ve
ELISA yontemleri ile kiyaslamislardir. Serolojik olarak kullanilan ydntemlerin negatif
veya siipheli sonu¢ verdigi numunelerin PZR’da pozitif oldugunu gostermislerdir.
Aragstiricilar etkenin DNA’smi kan, siit, karaciger ve diskidan swrasiyla % 40, % 96, % 93
ve % 87 olarak saptarken ozellikle karacigerden alinacak biyopsi numunelerinin siit ve
diski1 gibi kontaminasyona maruz kalmamasindan dolayr teshiste Onemli yerinin
bulundugunu bildirmislerdir. Sivakumar ve ark. (21), mandalarin ileum mukozasi ve
mezenterik lenf nodiillerin kortikal kismindan aldiklar1 numunelerden etkenin genomik
DNA’sm1 izole ederek IS900 spesifik PCR islemi uygulamislardir. Primer olarak BN1 ve
BN2 ile Pvull restriksiyon enzimi kullanarak yaptiklari calismada 626 bp’de bant



24

elde etmislerdir. Mandadan izole ettikleri MAP’lerin kegilerden izole edilen suslarla %
97,8 ve daha oOnce IS900 ile izole edilen suslarla da % 98,3 oraninda benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilar PCR teshis yonteminin kiiltiirden daha duyarh
oldugunu da vurgulamuslardir. Grant ve ark. (67), siit numunelerinden MAP’in
gosterilmesinde IMS-PCR kullanmiglar ve testin 20 ornege kadar tek bir kisi tarafindan
bir kerede kolaylikla yapilabilecegini ve 7-8 saat icinde sonu¢ alinmasi agisindan
avantajlarmm bulundugunu bildirmislerdir. Yaklasik 50 ml siit icinde 10° CFU (20 CFU /
ml) bakteriyi tanimlayabilecegini ifade etmislerdir.

2.3.6. Diger Yontemler:

Zamanmmizda bircok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yanisira tiiberkiiloz
etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢cok daha kisa ve izolasyon oranmnin fazla oldugu
hizhi kiiltiir sistemleri standart amac¢ i¢in kullanimaktadir. Cogu i¢in sivi besiyeri
kullanmmyla birlikte, bir fazik ve kati besiyerlerinin kullanildig: sistemler de mevcut
olmakla birlikte ve bu sistemlerde gaz basmcindaki degisiklikler, CO, olusumu ve oksijen
kullanimu fluorometrik veya kolorimetrik olarak Ol¢iilmektedir. Primer izolasyonda sivi
besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullanilmasi Centers for Disease Control
(CDC) tarafindan Onerilmistir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon olma
sansint arttirdig bilinmektedir. Klinik drneklerde mikobakteri tespit edilme ve tiplendirme
zamanmi belirgin bir bicimde azaltacagi One siiriilen manuel ve otomatik sistemler
gelistirilmistir. Bu sistemlerden biri olan Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube
(MGIT) 960 sistemi tam otomatik, non-radyometrik ve 7 ml kiiltiir tiiplerini inkiibe edip
monitorize ederken igne veya baska keskin herhangi bir materyal gerektirmeyen bir
sistemdir. Her bir kiiltiir tiipiliniin dibinde silikona emdirilmis, floresans veren belirteg ile
Modifiye Middle Brook 7H9 besiyeri bulunur. Bu bilesim besiyeri ortamindaki ¢6ziinmiis
oksijene duyarhdir. Mikroorganizmalar besiyerinde c¢ogaldikga oksijeni tiiketip
floresansin serbestlesmesine yol acar ve ortaya ¢ikan floresans sistem tarafindan otomatik
olarak algilanir (68). Hizh kiiltiir sistemleri icinde yer alan yar1 otomatize Bactec 460 TB
(Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD) sistemi, izolasyon,
identifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir basari

ile kullanilmaktadir. Bactec 12B (Middlebrook 7H12) ve Bactec 13A (Middlebrook
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7TH13) olmak iizere iki tip besiyeri iceren bu sistem; besiyerlerinde bulunan C14 isaretli
palmitik asitin kullanilmas1 ve metabolizma sonucu olusan 14 CO; nin 0-999 sayisal
degerleri arasinda iireme indeksi (GI) olarak Olciilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Ekim
isleminden Once besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve
amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik karigimi ilave edilmelidir. Basari ile
kullanilmakla beraber, sistemde yeralan besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi ve
cihazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana gelen capraz kontaminasyon sorun
olusturmaktadir (69). Sistemde izolasyonun disinda, Mycobacterium tuberculosis
kompleksi ile tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin ayrmm  yapilabilmektedir ve
Mycobacterium tuberculosis kompleksi suslarinin  primer antitiiberkiiloz ilaclara
duyarlihgr denenmektedir. Giintimiizde alternatif izolasyon sistemlerinin gelistirilmesi i¢in
calismalar hizla siirmaktedir. Myco-ESP(Extra Sensing Power) II, (Trek Diagnostics,
Inc. ,Westlake, Ohio), MB/Bact T (Organon Teknika, Durham, NC), Bactec 9000 MB
(BD Biosciences, Sparks, MD) ve Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube
(MGIT) 960 (BD Biosciences, Sparks, MD) mikobakterilerin tanist i¢in yeni tam
otomatize sistemlerdendir. Sistemler arasinda izolasyon orami agisindan ¢ok biiyiik fark
gozlemlenmekle birlikte, konvansiyonel kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek yani Bactec
460 TB sistemine gore daha diisiik oranda izolasyon sagladiklar1 bildirilmektedir.
Mikobakterileri i¢in, iiretme siireleri agisindan sistemler karsilastirildigimiz zaman, Bactec
460 TB sisteminin, ESP II ve MB/BacT sistemlerine oranla daha avantajli oldugu
belirlenmistir. Bircok ¢calismada tam otomatize sistemlerde iiretme siiresi ortalama < 14
giin olarak saptanmis ve en yiiksek izolasyon oraninin Bactec 460 TB ve kat1 besiyeri
kombinasyonu ile saglandigi tespit edilmistir. Kontaminasyon oranlar1 agisindan tam
otomatize sistemler birbiri ile karsilastirildiginda 6nemli bir fark bulunamamustir fakat bu
sistemlerde oran, Bactec 460 TB ve kati besiyerlerine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Myco-ESP 11, seliiloz siinger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren bir
sistemdir, sistemde mikroorganizmalarm iiremesi sonucu olusan gaz basincindaki
degisiklikler Olciilerek degerlendirme yapilmaktadir. Bilgisayar destekli bir sistemdir
ayrica besiyerinde olusan gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak bilgisayarda
goriintiilenmektedir. Besiyerlerine ekim yapilmadan Once, mikobakterilerin iiremesini
destekleyen oleik asit-albumin-dekstrozkatalaz (OADC) ve kontaminasyonu engellemek
amactyla antibiyotik karigim ilave edilmektedir. Bu sistem tiim klinik Ornekler icin

uygunluk teskil etmektedir. MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor
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icermektedir ve olusan CO, diizeyini Slgerek iiremeyi Olgen bir sistemdir. Bilgisayar
yardimiyla bulunan sistemde besiyerleri siirekli kontrol altina alimmaktadir. Steril 6rnekler
ekilmeden Once besiyerlerine reconstitution sivist ilave edilmekte; steril olmayan
orneklerin ekiminden Once antibiyotik karisimi ilave etmek gerekmektedir. Sistem tiim
ornekler icin kan disinda uygundur. Bactec 9000 MB, besiyerlerindeki oksijen
kullaniminin fluoresans ile belirlendigi bir sistem olarak goriilmektedir. Modifiye
Middlebrook 7H9 siv1 besiyerlerine ekimden dnce PANTA ilave edilir. Sistemde balgam
ve diger solunum yolu Ornekleri icin Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut
bolgelerinden alman 6rnekler icin MycoF/lytic besiyeri kullanilmaktadir. Bactec MGIT
960 sisteminde kullanilan tiiplerde ise Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri ve dip kisimlarinda
oksijene duyarh rutenyum metalkompleksi iceren silikon bulunmaktadir. Klinik drnekler
ekilmeden o©nce besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilmektedir. Kullanilan
besiyerlerinde herhangi bir iireme olmadigmnda oksijen varhgma bagh olarak silokon
tabakaya gonderilen UV 1smma karsi fluoresans olusmazken; mikobakteri veya diger
mikroorganizmalar iirediginde oksijenin kullanilmasi sonucunda UV 1sinmna karsi
fluoresans olusmaktadir ve olusan fluoresans miktar1 iireme indeksi olarak
degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla birlikte, UV 15181 altinda
makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden manuel olarak kullanilmaya da
uygun olmakla birlikte kan disindaki diger tiim klinik 6rnekler i¢in kullanilabilmektedir.
Fazla sayida ornegi ayn1 anda kontrol edebilen Bactec MGIT 960 ( 960 6rnek), Bactec
9000 MB (240 ornek) , MB/BacT (240 ornek) ve ESP II (128/256/384 6rnek inceleyen
tic farkli cihaz) genellikle yiiksek kapasite ile ¢alisan laboratuvarlarda tercih edilmekle
birlikte;daha diisiik kapasite ile c¢alisan laboratuvarlar icin Septi-Chec AFB (BD
Biosciences, Sparks, MD), MGIT (BD Biosciences, Sparks, MD) ve MB Redox (Biotest
Diagnostics Corp., Danville, NJ) gibi manuel sistemler nerilmektedir.

2.3.7.Korunma ve Kontrol Yontemleri

Hayvanlarda tedavi amaciyla uygulanabilecek antibiyotiklere karsi etkenin direnglilik
gostermesinden dolayr tedavi yapilmamaktadir. Halen paratiiberkiilozun tedavisine
yonelik kemoterapotik bir ilag bulunmamaktadir. Korunmaya yonelik rutin uygulama

alan1 bulan bir as1 da heniiz gelistirilmemistir. Enfeksiyonda subklinik asama da herhangi
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bir belirti goriilmemesi kontrol yontemlerinin Onemini artrmaktadir. Bu asamada

ozellikle sensitivitesi yiiksek diyagnostik testler onem kazanmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Siit Numuneleri

Laboratuvar analizleri yapilmak iizere 200 sokak siit numunesi Kayseri merkez de yer
alan Kocasinan, Melikgazi ve Talas ilgeleri ile Hacilar, Felahiye, Develi, Ozvatan, Sariz,
Incesu, Pmarbagi, Akkisla ve Yahyali gevre ilcelerinde, mahalle aralarmda satisa sunulan
sokak siitlerinden toplanmistir. Alinan siit numuneleri alindiktan sonra 4 °C’ye ayarlanmig
sarzli termoslar icerisinde Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali laboratuarina getirilmistir.

Tablo 2. Kayseri ili merkez ilgelerinden alinan st numune sayisi

iice Adi Numune Sayisi
Kocasinan 20
Melikgazi 20
Talas 20
Akkisla 15
Sariz 15
incesu 15
Yahyal 15
Pinarbasi 15
Hacilar 20
Felahiye 10
Develi 15
Ozvatan 20
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3.1.2. Dekontaminasyon Soliisyonlari

3.1.2.1. Hexadecylpyridinium Chloride (HPC) (Sigma C9002)

Icerik Miktar
Hexadecylpyridinium chloride 7,5 gr
Distile su 100,0 ml

Siit numunelerinin dekontaminasyonu amaciyla hexadecylpyridinium chloride (HPC)

(Sigma C9002) %0,75 oraninda distile su ile sulandirilarak hazirland.

3.1.2.1. Fosfat ile Tamponlanmis Soliisyon (Phosphate Buffer Solution, PBS)

Icerik Miktar
NaCl 8 gr/l
KCl 0,2 gr/l
Na,HPO, 1,44 gr/l
KH,PO, 0,24 gr/l

Siit numunelerinin dekontaminasyon iglemi sonucu sedimentin notralize edilmesi ve
identifikasyon testlerinde kullamlmak tizere PBS’undan faydalanildi. Fosfat ile
tamponlanmis soliisyon icerisinde yer alan herbir kimyasal hassas terazide tartilarak 800
ml distile su i¢cinde ¢oziindiiriildii. Karisimin pH’s1 7,4 + 0,2 ayarlandi ve hacim 1000 ml
tamamlandi. ~ Sterilizasyon amaciyla 121°C’da 15 dakika otoklavda bekletildi.
Kullanihincaya kadar oda 1sisinda saklandi.

3.1.3. Ziehl Neelsen Boyama Seti (GBL 5017)

Siit numunelerinde i¢inde asido-rezistans bakterilerin mikroskobik muayenesi amacryla

preparatlarin boyanmasinda Ziehl-Neelsen boyama seti (GBL 5017, Tiirkiye) kullamldi.
3.1.3.1. Kit Komponentleri

3.1.3.1.1. Karbol Fuksin Cozeltisi ZN
Icerik Miktar

Fuksin 1,0g
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Ethanol % 95 (v/v) 10,0 ml
Fenol 5.0g
Distile su 100,0 ml

3.1.3.1.2. Asit-Alkol (Dekolorizasyon)

Icerik Miktar
Konsantre HCI asit 8,0 ml
Ethanol % 95 (v/v) 10,0 ml
3.1.3.1.3. Metilen Mavisi Cozeltisi
Icerik Miktar
Metilen mavisi 8,0 gr

Ethanol % 95 (v/v) 300,0 ml
Potasyum hidroksit 0,13 g
Distile su 1300,0 ml

3.1.4. izolasyonda Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

3.1.4.1. Standart Sus: Arastirmada fenotipik analizlerde kullanilan pozitif kontrol sus
olarak ulusal referans laboratuart olan Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitiisii Tiiberkiiloz Paratiiberkiiloz Ruam Teshis Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1.4.2. Tavuk Yumurtasi: Etken izolasyonu amaciyla hazirlanacak besiyerinin
zengilestirilmesi amaciyla 60 adet tavuk yumurtasi Erciyes Universitesi Mithatpasa

ciftliginden temin edilmistir. Yumurtalarm giinliik ve temiz olmalarma dikkat edilmistir.

3.1.4.3. Lowenstein-Jensen (L-J) Medium Base (Merck 1.05400, Germany)

Icerik Miktar
Potassium dihydrogen phosphate 2,5 gr/l
Magnesium sulfate-heptahydrate 0,24 gr/l
tri-Magnesium dicitrate- 14-hydrate 0,6 gr/l

L-Asparagine 3,0 gr/l
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Potato flour 30,0 gr/l
Malachite gren 0,4 gr/lt

Dehidre besiyerinden 37,5 gr hassas terazide tartilarak 600 ml distile su icinde
¢oziindiiriildii. Gliserol icerecek tiipler icin hazirlanacak besiyerine 12 ml gliserol (Merck
1.04094, Germany) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol igerisinde siispanse edilen 2 mg
Mycobactin J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO) katilarak besiyerinin pH’s1 4,8 + 0,2
olarak ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerini iceren duran bottle siseleri otoklavda 121 °C’da
15 dakika sterilize edildi ve 50 °C’a sogutuldu. Hazirlanan yumurta (sar1 ve beyaz
karisik) homojenizatindan gliserollii ve gliserolsiiz besiyerlerine 1000 ml ilave edildi.
Ayrica kontaminasyonlar1 dnlemek amaciyla besiyerine 100,000 U Penicillin G Potassium
(Sigma P7794), 50 mg Amphotericin B (Sigma A4888) ve 50 mg Chloramphenicol
(Sigma C0378) taksim edildi. Besiyeri hava kabarciklar1 olusmayacak sekilde iyice
kanigtirldi. Kiiltiiriin yapilacagi agzi vida kapakh steril tiiplere 7’ser ml olacak sekilde
besiyeri taksim edildi. Tiipler yatik olarak pasteur firminda 85 °C’da 45 dakika tutularak
koagiilasyona tabi tutuldu. Ayni islem 24 saat sonra bir kez daha tekrarlandi. Besiyerleri
gliserol ve gliserolsiiz olarak isaretlendikten sonra kullanihncaya kadar buzdolabmda 4

°C’da saklandi.

3.1.4.4. Watson-Reid Agar

Icerik Miktar
L-Asparagin (monohydrate) 5,0 gr
Potassium dihydrogen phosphate 2,0 gr
Magnesium sulfate-heptahydrate 1,0 gr
Ammonium hydrogen citrate extra piire 2,0 gr
Natrium chloride 2,0 gr

Calcium chloride 0,02 gr

Cobalt chloride 0,002 gr

Ferric (III) ammonium citrate 0,075 gr
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D (+) Glucose monohydrate 10,0 gr
Zinc Sulfate 0,01 gr
Noble agar 1 gr
Glycerin 63 cc

Merkal and Curran, bildirdigi yonteme gore hazirlandi Bu amacla yukaridaki karisim
1000 ml distile su icinde ¢oziindiiriildii. Besiyerine 4 ml etil alkol igerisinde siispanse
edilen 2 mg Mycobactin J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO) katilarak besiyerinin pH’s1
5,5 +0,2’¢ ayarland1. Hazirlanan besiyerini iceren duran bottle sisesi otoklavda 121 °C’da
15 dakika sterilize edildi ve 50 °C ye sogutuldu. Kiiltiiriin yapilacagi agzi vida kapakl
steril tiiplere 7’ser ml olacak sekilde besiyeri taksim edildi. Besiyerleri gliserol ve
gliserolsiiz olarak isaretlendikten sonra kullamhincaya kadar buzdolabinda 4 °C’da
saklandi.

3.1.4.5. Antibiyotik Soliisyonlar
Penicillin G Potassium (Sigma P7794)

Amphotericin B (Sigma A4888)
Chloramphenicol (Sigma C0378)

3.1.5. identifikasyon Kullamlan Besiyerleri ve Kimyasallar

3.1.5.1. Dubos Broth Base (Himedia M067, India)

Icerik Miktar
Casein enzymic hydrolysate 0,5 gr/l
L-Asparagine 2 gr/l
Polysorbate 80 0,2 gr/l
Monopotassium phosphate 2,5 gr/l
Ferric ammonium citrate 0,05 gr/l

Magnesium sulphate 0,01 gr/1
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Calcium chloride 0,0005 gr/l
Zinc sulphate 0,0001 gr/1
Copper sulphate 0,0001 gr/1

Dehidre besiyerinden 1,3 g hassas terazide tartilarak 180 ml distile su iginde
¢coziindiiriildii. Gliserol icerecek tiipler icin hazirlanacak besiyerine 10 ml gliserol (Merck
1.04094, Germany) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol igerisinde siispanse edilen 2 mg
Mycobactin J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO) katilarak besiyerinin pH’s1 6,6 + 0,2’ye
ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerini igeren duran bottle siseleri otoklavda 121 °C’da 15
dakika sterilize edildi ve 50 °C’ye sogutuldu. Ayrica kontaminasyonlar1 6nlemek amaciyla
besiyerine 100,000 U Penicillin G Potassium (Sigma P7794), 50 mg Amphotericin B
(Sigma A4888) ve 50 mg Chloramphenicol (Sigma C0378) taksim edildi. Aseptik olarak
hazirlanan sigir serum albumin V’den duran bottle siselerine 20 ml ilave edildi. Kiiltiiriin
yapilacagi agz1 vida kapakl steril tiiplere 10’ar ml olacak sekilde besiyeri taksim edildi.
Besiyerleri gliserol ve gliserolsiiz olarak isaretlendikten sonra kullamlincaya kadar

buzdolabinda 4 °C’da saklandi.

3.1.5.2. Albumin from Bovine Serum, Fraction V (Fluka 05488, UK)

Sigir serum albiimini, Dubos Broth Base (Himedia MO067, India) besiyerinin
zenginlestirilmesi amaciyla kullanildi. Bu amacla Albumin from Bovine Serum, Fraction
V’dan 5 gr alinarak 100 ml steril fosfat ile tamponlanmis soliisyon (PBS)’a konuldu.
Karigim ¢oziindiiriildiikten sonra sterilizasyon amaciyla 0.45 pm siringa ucu filtre

(Sartorius Stedim Biotech 16555, Germany) ile siiziildii.

3.1.5.3. Katalaz Testi Soliisyonu

3.1.5.3.1. Hydrogen Peroxide 30% (Merck 1.07209, Germany)

Katalaz testinde kullanilacak hydrogen peroxide % 30 oraninda olacak sekilde kullanildi.
Bu test, bazi mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enzimini (hidrojenperoksid

oksidorediiktase) saptamak amaciyla yapilir ve identifikasyonda kullanihr. Bu enzim

ekseri sitokrom ihtiva eden aerobik bakterilerde ve bazi fakiiltatiflerde bulunur. Katalase
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bir hemeprotein olup prostetik grubunda, her molekiilde, 4 atomlu ve 3 degerli demir
(Fe+++) bulunur. Enzim, hidrojen peroksid'i (H,O,) su (H,O) ve oksijene (O,) ayristirir.

Hidrojen peroksidin ayrismasinda, bir molekiilii substrate donor olarak gorev yapar (19)

3.1.5.3.2. Tween® 80 (Merck 8.22187, Germany)

Icerik Miktar
Tween 80 10,0 ml
Distile su 90,0 ml

Katalaz testinde hidrojen peroksit ile birlikte kullanilmak iizere % 10 oraninda hazirlandi.

3.1.5.4. Niasin Testi Aywraci

3.1.5.4.1. TB Niacin Test Strips (BD BBL™ Taxo™, 231741, USA)

Tiiberkiiloz niasin test stripleri, Mycobacterium tiirlerinin niasin iiretiminin tespiti
amaciyla potassium thiocyanate, chloramine T, citric acid ve sodium aminosalicylate’tan
olusan kimyasallarin emdirildigi kagit seritlerdir. Kahverengi agzi vida kapakh sisede 25
adet kagit seritin bulundugu ambalaj kullamlincaya kadar buzdolabinda 4 °C’da saklandi.

3.1.5.5. Nitrat Testi Soliisyonu

3.1.5.5.1. Natrium Nitrate (Merck 1.06544, Germany)

Icerik Miktar
Natrium nitrate 4,0 gr
Distile su 100,0 ml

Nitrat rediiksiyon testinde kullanilacak natrium nitrate % 4 oraninda olacak sekilde
hazirlandi. Bazi bakteriler nitratlar1 (NOs;) rediikte ederek nitritlere (NO,) ve hatta daha
ileri basamaklara (amonyak (NH3) ve gaz nitrojen (N,) kadar ayristirabilmektedir
(denitrifikasyon). Olay genellikle anaerobik kosullarda ve rediiktase enzimlerinin katalitik

etkisiyle siirdiiriiliir (19)
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3.1.5.5.2. Hydrochloric acid (HCI) 37 % (Merck 1.00317, Germany)

Icerik Miktar
Hydrochloric acid (HCI) 8,281 ml
Distile su 100,0 ml

Nitrat rediiksiyon testinde kullanilacak HC1 1 M olacak sekilde hazirland.

3.1.5.5.3. Sulphanilic acid (Merck 1.00684, Germany)

Icerik Miktar
Siilfanilik asit 30g
Distile su 70 ml
Glasiyal asetik asit 30 ml

Nitrat rediiksiyon testinde kullanilacak sulphanilic acid %3 oraninda olacak sekilde
hazirlandi. Siilfanilik asit distile suya eklenerek karistirildi, eritmek ic¢in 1sitildr.
Sogutulduktan sonra asetik asit eklendi. Kullanilincaya kadar 2 — 8 °C’de saklandu.

3.1.5.5.4. N-1-naphtyldiethylene-diamine dihydrochloride (Merck 1.06237,

Germany)

Icerik Miktar
N,N dimetil-o-naftilamin 10g
Distile su 70 ml
Glasiyal asetik asit 30 ml

Nitrat rediiksiyon testinde kullanilacak N-1-naphtyldiethylene-diamine dihydrochloride
%1 oraninda olacak sekilde hazirlandi. Glasiyal asetik asit distile suya eklenerek
karstirldi. Karisima N,N dimetil-o-naftilamin katilarak c¢oziindiiriildii. Kullanilincaya
kadar 2 — 8 °C’de saklandi.

3.1.5.6. Pirazinamidaz Testi Besiyeri ve Soliisyonu
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3.1.5.6.1. Pyrazinamidase Substrate Medium

Icerik Miktar
Dubos broth base 6,5 gr
Pyrazinamide (PZA) 0,1 gr
Sodium pyruvate 2 gr
Agar 15 gr

Dehidre besiyerinden 6,5 gr hassas terazide tartilarak 1000 ml distile su iginde
coOziindiiriildii. Hazirlanan besiyerlerinden 5 ml agzi vida kapakh tiipler taksim edildi ve
tiipler otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi. Kullanilincaya kadar buzdolabinda
4 °C’da sakland.

3.1.5.6.2. Ammonium iron (II) sulphate hexahydrate (Merck 1.03792, Germany)
Icerik Miktar
Ammonium iron (II) sulphate hexahydrate 1,0 gr

Distile su 100,0 ml

Pirazinamidaz testinde kullanilacak ammonium iron (II) sulphate hexahydrate %1

oraninda olacak sekilde taze hazirlandi. Kullanilincaya kadar 2 — 8 °C’de saklanda.

3.1.5.7. Ureaz Testi Besiyeri ve Soliisyonu

3.1.5.7.1. Urea Broth (Merck 1.08483, Germany)

Icerik Miktar
Yeast extract 0,1 gr/l
KH,PO4 9,1 gr/l
Na,HPO4 9,5 gr/l

Urea 20,0 gr/l
Phenol red 0,01 gr/lt

Dehidre besiyerinden 3,85 gr hassas terazide tartilarak 100 ml distile su i¢inde hafifce
wsitilarak ¢Oziindiiriildii. Besiyerinin pH’s1 6,8 + 0,2 ayarlandi. Sterilizasyonu amaciyla

buyyon 0,45 um sirmgali membran filtre (Sartorius Stedim Biotech 16555,
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Germany)’den siiziilerek steril tiiplere 3'er ml taksime edildi. Besiyerleri kullanilincaya
kadar buzdolabinda 4 °C’da saklandh.

3.1.6. Paratuberculosis ELISA kit (ID Screen® Paratuberculosis Indirtect, IDVet,

France)

Siit numunelerinin plazmasinda Mycobacterium paratuberculosis’e karst sekillenen
antikorlarin varliginin tespiti amaciyla indirekt Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) uygulandi. Bu amagla Mycobacterium paratuberculosis Antikor Test Kiti
(Institut Pourquier, France) kullanildi. Kit komponentleri asagidaki listeden
olusmaktaydi.

3.1.6.1. Microplate coated with purified M. paratuberculosis extract

Lot / Ch.-B: 607-011, 4 x 96 well plates, kullanilincaya kadar 2 — 26 °C’da sakland.

3.1.6.2. Positive Control

Lot / Ch.-B: 307-015, 1 x 1.0 ml, kullanihincaya kadar 4 °C’da saklandh.

3.1.6.3. Negative Control

Lot / Ch.-B: 21-006, 1 x 1.0 ml, kullanilincaya kadar 4 °C’da saklandu.

3.1.6.4. Dilution buffer 6

Lot / Ch.-B: 6-006, 1 x 60 ml, kullanilincaya kadar 2 — 26 °C’da saklandi.

3.1.6.5. Concentrated Conjugate (10x)

Lot / Ch.-B: 407-013, 1 x 60 ml, kullanilincaya kadar 4 °C’da saklandi.
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3.1.6.6. Dilution buffer 3

Lot / Ch.-B: 3-005, 1 x 60 ml, kullanilincaya kadar 2 — 26 °C’da saklandi.

3.1.6.7. Wash concentrate (20x)

Lot / Ch.-B: 15-003, 1 x 60 ml, kullanihincaya kadar 2 — 26 °C’da saklandi.

3.1.6.8. Substrate solution (TMB)

Lot / Ch.-B: 7-008, 1 x 60 ml, kullanilincaya kadar 4 °C’da saklandi.

3.1.6.9. Stop solution (H,SO,4 0,5 M)

Lot / Ch.-B: 10-003, 1 x 60 ml, kullanihincaya kadar 2 — 26 °C’da saklandi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Siit Numunelerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda Kayseri ili merkez ii¢ ilgesi ile dokuz da c¢evre ilgelerden olmak
tizere Tablo 2’de gosterilen miktarlarda siit numuneleri Mayis 2010 — Ekim 2011 yillart
arasinda toplandi. Siit numunelerinin toplanmasi esnasinda farkh saticilardan alinmasina
dikkat edildi ve aym saticilardan siit numunesi tekrar alinmadi. Siit numuneleri steril
posetler icerisine 0,5 It olacak sekilde bizzat aseptik sartlarda alinarak soguk zincirde
laboratuara getirildi. Laboratuvarda yapilacak analiz yOntemlerine gore herbir siit
numunesi 3 adet 50 ml’lik steril falkon igerisine direkt mikroskopi, kiiltiir ve serolojik
analizleri yapilmak {iizere taksim edildi. Numunelerin direkt mikroskopi ve kiiltiir
analizleri yapilincaya kadar 4 °C’de bekletildi. Serolojik analizler i¢in tiim numuneler
toplanip analize alimincaya kadar — 20 °C’de saklandh.
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3.2.2. Dekontaminasyon

Mikobakterilerin arastirilmasi1 amaciyla laboratuvara getirilen ornekler, kontaminasyona
neden olan bakteri ve mantarlar ile birlikte bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugunun etrafini
sararak cevre sartlara direncli hale gelmelerine neden olan 16kosit, eritrosit, viicut
stvilar1 ve doku gibi organik kahntilar1 da icerir. Kontaminasyona neden olan bu
mikroorganizmalar cok daha kisa siirede iireyebildikleri icin besiyerlerinde
mikobakterilerin liremesini baskilamaktadir. Bu nedenle numuneler direkt mikroskopi ve
kiiltiirel analize tabi tutulmadan Once dekontaminasyon islemi uygulandi. Bu amacla
Dundee ve ark. (11)’nin bildiridigi yonteme gore 50 ml'lik steril burgulu kapakh tiiplere
(Falkon tiipii) alman siit numuneleri 2500 devirde 15 dk santrifiij edildi. Daha sonra
pellet kismma %0,75 hexadecylpyridinium chloride (HPC) (Sigma C9002)'den 10 ml
ilave edilerek oda 1s1sinda 5 saat bekletildi. Siire sonunda numuneler tekrar 2500 devirde
15 dakika santrifiij edildi. Kalan sediment 0,067 M fosfat tamponu (pH 6,8)’ndan 1 ml
ilave edilerek notralizasyonu gerceklestirildi.

3.2.3. Direkt Mikroskopi

Mikroskobik bakida hazirlanan preparatlarda asido-rezistans bakterilerin aranmasi

amaciyla Ziehl-Neelsen boyama yontemi uygulandi.

3.2.3.1. Siit Numunelerinden Direkt Preparat Hazirlanmasi: Dekontaminasyona tabi
tutulan herbir siit numunesinden 6ze dolusu alinarak ikiser adet temiz lam iizerine ince
tabaka olacak sekilde yayildi. Lamlar kurutulmak {izere oda 1sisinda bekletildi.
Preparatlar bek alevinde gecirilerek fiziksel tespit iglemi gerceklestirildi.

3.2.3.2. izole Edilen Bakterilerden Preparat Hazirlanmasi: Kiiltiir de izole edilen
tipik koloni morfolojisi gozlenen kolonilerden boyama yapmak iizere preparat hazirlandi.
Bu amacla ikiser adet temiz lam alindi ve 0,1 ml PBS damlatildi. Koloniden dikkatli bir

sekilde bir 6ze yardimiyla almarak PBS igerisinde homojenize edilerek lam iizerine
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yayildi. Lamlar kurutulmak iizere oda 1sisinda bekletildi. Preparatlar bek alevinde
gecirilerek fiziksel tespit islemi gerceklestirildi.

3.2.4. Ziehl Neelsen Boyama Yontemi

Aside direngli bakteriler diger boyama yontemleri ile kolay boyanmazlar. Boyanmalari
icin fenollii ve yogun boya eriyiklerinin uzun siire ya da sicakhk etkisi ile uygulanmasi
gerekir. Bu sekilde boyanan bakteriler bir kez boyandiktan sonra asit, asitli alkol ve diger
renk gidericilerle boyalarin1 birakmazlar. Aside direngli bakterilerin hiicre yapisinda diger
bakterilere gore ¢ok fazla lipid bulunur. Fenollii fuksin boyasi lipid ortamda, alkol ve su
ortamina gore daha kolay eridiginden bakteri lipidlerini kolayca geger ve bakteriyi boyar.
Hem siit numunelerinden direkt hazirlanan preparatlarin hem de kiiltiirlerden izole edilen
kolonilerin boyanmas1 amaciyla Ziehl Neelsen Boyama Seti (GBL 5017) kullanildi.

Boyama prosediirii iiretici firmanin bildirdigi yonteme gore yapildi.

1. Preparat karbol fuksin ¢ozeltisi ZN ile ortiildii.

2. Alttan 5 dakikadan az olmamak sartiyla 1sitild.

3. Distile su ile 15 saniye yikandi.

4. Preparat asit- alkol cozeltisi ile yikand1 ve 15 saniye sonra lam silkelenerek ayirag
uzaklastirildi.

5. Distile su ile 15 saniye yikandi.

6. Preparat metilen mavisi ¢ozeltisi ile ortiildii ve 30 saniye sonra lam silkelenerek ayirag
uzaklastirildi.

7. Distile su ile 15 saniye yikanda.

8. Preparat havada kurutuldu.

3.2.5. Preparatin Mikroskopik Muayenesi

Boyamasi yapilan preparat iizerinde incelenecek bolgeye bir damla immersiyon yagi
damlatildi. Mikroskopta immersiyon objektifi (100x) ile incelendi.. Aside direncli
bakterilerin koyu parlak kirmizi renkte boyandiklar1 goriildii. Zemini olusturan hiicreler

ve diger bakterilerin mavi renkte boyandiklar1 goriildii.
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3.2.6. Kiiltiir Yontemi

3.2.6.1. Tavuk Yumurtasinin Hazirlanmasi

Yumurtalar kirilmadan Once temizlik islemine tabi tutuldu. Ilik su altinda iyice
yikandiktan sonra kurutma kagidinda kurutuldu. Dezenfeksiyon amaciyla % 70’lik etil
alkol iceren beher glass igine batirilarak 20 sn bekletildi. Yumurtalar kurutma kagidinda
kurutuldu. Hazirlanacak gliserollii ve gliserolsiiz besiyerlerinin herbiri i¢in 30 adet tavuk
yumurtasi asepsi kurallarma uyularak steril beher icerisine kirildi. Yumurtanin sar1 ve
beyazim1 homojen hale getirmek icin mikser yardimiyla karstirildi. Elde edilen
homojenizat steril sarg1 bezinden siiziildii. Besiyerine katilmadan hemen 6nce pH’s1 4,8 +

0,2’ye ayarland1.

3.2.6.2. Kat1 Besiyeri Kiiltiir Yontemi

Ekim Oncesi kiiltiirli yapilacak siit numunelerine ait bilgiler besiyeri tiiplerinin iizerine
kayit edildi. Dekontaminasyon iglemi uygulanan siit 6rneklerinden bir 6ze dolusu ekim
materyali almarak gliserinli ve gliserinsiz hazirlanan Lowenstein-Jensen (L-J) Medium
Base (Merck, 1.05400, Germany) besiyeri ile aym sekilde gliserinli ve gliserinsiz
hazirlanan Watson-Reid agara ekimleri yapildi. Kiiltiirler aerobik kosullarda 37 °C'de
inkubasyona brrakilarak 2-6 hafta iireme yOniinden incelendi. Besiyerlerinin kontrolii
amaciyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastrma Enstitiisii  Tiiberkiiloz

Paratiiberkiiloz Ruam Teghis Laboratuvari’ndan temin edilen pozitif sus kullanild.

3.2.6.3. Siv1 Besiyeri Kiiltiir Yontemi

Kat1 besi yerlerinden elde edilen izolatlarin identifikasyonu amaciyla sivi besiyerine

pasajlama islemi gerceklestirildi. Pasaji yapilacak Kkiiltiirlere ait bilgiler sivi besiyeri
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tiiplerinin lizerine kayit edildi. Siipheli kiiltiirden bir 6ze yardimiyla alinan suslar gliserinli
ve gliserinsiz hazirlanan Dubos Broth Base (Himedia, M067, India) besiyerine ekimleri
yapildi. Kiiltiirler %5-10 CO, iceren ortamlarda 37 °C'de inkubasyona birakilarak 2-6
hafta siiresince lireme yOniinden takip edildi. Aym sekilde sivi besiyerlerinin kontrolii
amaciyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Tiiberkiiloz -
Paratiiberkiiloz Ruam Teshis Laboratuvar’ndan temin edilen pozitif susun da sivi

besiyerine ekimleri gergeklestirildi.

3.2.7. identifikasyon Testleri

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu amaciyla katalaz, niasin, nitrat, rediiksyon,

pirazinamidaz, iireaz ve serolojik testlerden yararlanildi.

3.2.7.1. Katalaz Testi

Steril iki eppendorf (2 ml) tiipti ahnarak iclerine pH’s1 6,8 ayarlanmus 0,067 M PBS’dan
0,5 ml ilave edildi. Lowenstein-Jensen Medium’da iireyen kolonilerden bir 6ze alinarak
her iki eppendorf igerisindeki PBS ile homojenize edildi. Eppendoflardan birisi su
banyosunda 68 °C’de 20 dakika bekletilirken digeri aymi siire oda 1sisinda muhafaza
edildi. Hidrojen peroksit % 30 (Merck, 1.07209, Germany) ve % 10 Tween 80 (Merck,
8.22187, Germany)’den esit hacimde alinarak karistirildi ve bu karisim test ayiraci olarak
kullamldi. Aywra¢ ependorflara 0,5 ml damlatildi. Eppendorflar calkalamaksizin oda
isisinda 20 dakika bekletildi. Her iki tiiplin gdzlemlenmesi sonucu su banyosunda

bekletilen eppendorf icerisinde kabarciklarin olugmasi pozitif olarak degerlendirildi (18)

3.2.7.2. Niasin Testi

Lowenstein-Jensen Medium’da iireyen kolonilerin bulundugu tiiplere 1 ml distile su ilave
edilerek bir 6ze yardimiyla yiizeydeki kolonilerin distile su ile homojen olmasi saglandi.
Tiipler oda 1s1sinda 45 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda agzi vida kapakh steril
tiiplere (5 ml) Lowenstein-Jensen Medium’dan 0,6 ml homojenizat ahnarak konuldu.
Tiiplerin herbirine bir adet TB Niacin Test Strips (BD BBL™ Taxo™, 231741, USA)
seriti daldirildi. Tiipler belirli araliklarla calkalanarak oda 1sisinda 20 dakika bekletildi.
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Tiiplerde sar1 rengin meydana gelmesi testin pozitif oldugunu renksizligin goriilmesi ise

negatif oldugunu gosterdi (18)

3.2.7.3. Nitrat Rediiksiyon Testi

Agz1 vida kapakh steril tiiplere (5 ml) Dubos Broth Base’den 2 ml taksim edildi. Sivi
besiyerinde {iretilen bakteriyel siispansiyondan 50 pl ahnarak tiiplere inokule edildi.
Tiipler 37 °C'de 5 — 18 giin inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere % 4 sodyum
nitrattan 50 pl ilave edilerek 36 °C'de dort saat bekletildi. Ortam asitlestimek iizere 3
damla 1 M HCI damlatildi. Bu asamada 50 pl % 3 sulphanilic acid + 50 pl % 1 N-1-
naphtyldiethylene-diamine dihydrochloride olusan Griess-Ilosvay ayiracindan ilave edildi.
Tiiplerde kirmizi rengin meydana gelmesi reaksiyonun pozitif oldugunu renk degisiminin
gozlemlenmesi ise negatif oldugunu gosterdi. Bu asamada renk meydana gelmeyen
tiiplere cinko tozu ilave edildi. Kirmizi rengin meydana gelmesi ¢inko tozunun nitratlar:
nitritlere rediikte ettigi icin kirmuzi renk olusanlar tiiplerdeki bakteriler negatif olarak
kabul edildi. Sayet c¢inko tozu ilavesinden sonra herhangi bir renk olusumunun
goriilmemesi bakterinin nitrati1 nitrite indirgedigi, ancak renksiz tuzlara ¢evirmesinden

dolay1 test pozitif olarak kabul edildi (18)

3.2.7.4. Pirazinamidaz Testi

Lowenstein-Jensen Medium’da iireyen kolonilerden bir 6ze yardimiyla alinarak PBS
icerisinde yogun bakteri olacak sekilde iyice homojenize edildi. Karisimdan 0,5 ml
alinarak Pyrazinamidase Substrate Medium iceren ikiser tiipe inokule edildi. Tiiplerden
biri 36 °C'de dort giin ve digeri de yedi giin siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
taze hazirlanmis % 1 ammonium iron (II) sulphate hexahydrate’dan 1 ml agzi vida
kapakl steril tiipe konuldu. Tiip oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Tiipte pembe rengin
meydana gelmesi testin pozitif oldugunu gosterdi. Negatif tiipler dort saat 4 °C'de
bekletildi. Renk degisimi pozitif olarak degerlendirildi. Sayet negatiflik devam ediyorsa
inkiibasyona brrakilan 7. giindeki ikinici tiipe ayni islemler uygulandi (18)

3.2.7.5. Ureaz Testi



44

Stipheli kiiltiirden bir 6ze yardimiyla alman koloniler Urea Broth igeren tiipler icesinde
emiilsifiye edildi. Tiipler 37 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Ureli besiyerinde koyu bir
pembeden kirmiuziya kadar renk degisikliginin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi
(18)

3.2.8. Serolojik Analiz

3.2.8.1. Siit Numunelerinin Analize Hazirlanmasi: Laboratuvara getirilen siit
ornekleri serolojik analizlerde kullamlmak iizere 50 ml'lik steril falkon tiip icine alind.
Siitlere ait bilgiler tiip iizerine kaydedildi. Falkon tiipler sogutmali santrifiijde 4000
devirde 30 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin iist kisminda bulunan krema kism
uzaklastirildiktan sonra orta kismindaki plazma kismu, alt kisimdaki hiicresel kisma
dokunulmadan bir pipet yardimiyla steril 2 ml’lik ependorflara alindi. Plazmalar serolojik
analiz yapilincaya kadar - 20 °C'de saklandi.

3.2.8.2. Direkt Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA): Testin yapilist kiti
ireten firmanin bildirdigi prosediire gore gerceklestirildi. Serolojik analize tabi tutulacak
-20°C’de saklanan plazmalar ile +2 - +8 °C’deki buzdolabinda depolanan Mycobacterium
paratuberculosis Antikor Test Kiti (ID Screen® Paratuberculosis Indirtect, IDVet,
France)’ne ait reaktifler cahsmadan en az 2 saat once disar ¢ikarilarak oda derecesinde
bekletildi. Kullanilmadan ©Once biitiin reaktifler ters cevrilerek homojenize edildi.
Arastirmada testin uygulanmasinda iiretici firmanin bildirdigi iki yoldan birisi olan kisa

test protokol yontemi uygulandi.

3.2.8.2.1. Reaktiflerin hazirlanmasi: Testte kullanilacak reaktiflerden yikama

soliisyonu ve konjugatin sulandirilmalar1 teste baglamadan 6nce yapildi.

3.2.8.2.1.1. Yikama soliisyonu: Yikama soliisyonu, Wash Concentrate (20x) reaktifi ile
steril distile suyun 1:20 orammnda sulandirilmasi ile hazirlandi. Kullamlacak yikama
soliisyonu toplam miktar1 analize alinacak serum sayis1 goz Oniinde bulundurarak tespit

edildi.
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3.2.8.2.1.2. Konjugat: Arastirmada kisa test protokol yontemine gore Concentrated
Conjugate (10x) reaktifi ile Dilution Buffer 3 reaktifinin 1:10 oraninda sulandirilmasiyla
hazirlandi. Konjugat mikropleytlere damlatilmaya baslanmadan Onceki kisa bir siirede

hazirlanmasina dikkat edildi.

3.2.8.2.2. Plazma orneklerinin hazirlanmasi: Analizleri yapilacak siit plazmalar ile
testte kullanmilacak negatif ve pozitif kontrol reaktiflerin MAP antijen kapl ana
mikropleyte damlatilmadan 6nce 6n sulandirma islemleri yapildi. Bu amagla normal 96
gozlii bir mikropleyt icerisinde Dilution Buffer 6 ile siit plazmalar1 1/2 ve kontrol
reaktifleri ise 1/12 oraninda sulandirildi. Bu amagla 10 pl Negative Control ve 110 ul
Dilution Buffer 6 mikropleytin Al ve B1 gozleri igerisinde sulandirildi. Ayni islem C1 ve
D1 goziinde Positive Control i¢in gergeklestirildi. Plazmalar 80 ul olacak sekilde alindi
ve 80 pl Dilution Buffer 6 icinde mikropleytin E1 goziinden baslamak iizere sulandirildi.
Negatif kontrol i¢in iki goz kullaniirken pozitif kontrol igin ise bir goz ayrildi On
sulandirmasi yapilan plazmalarin ve kontrollerin bulundugu mikropleyt iceriginin homojen
karismas1 amaciyla karistiricida g¢alkalanmistir.  Mikropleyt oda 1sisinda 30 dakika
inkiibasyona brrakilda.

3.2.8.2.3. Test Prosediirii: On sulandirmasi yapilarak inkiibasyonda bekletilen kontrol
ve plazmalarm pozisyonlar: kayit edildi. Inkubasyon sonrasi sulandirma mikropleytinden
MAP antijen kapl ana mikropleyte 100’er pl transfer edildi. Kisa test protokolii
uygulamasina bagli olarak mikropleyt oda 1sisinda 45 dk inkiibasyona brrakildi. Siire
sonunda mikropleytin i¢indeki siv1 bir kiivete bosaltild1 ve kuyucuklar ii¢ kere hazirlanan
300 ul yikama soliisyonu ile ELx50 Washer (BioTek® Instruments, Inc., United States)
cihaz1 kullamilarak yikandi. Her kuyucuga 100’er pl hazirlanan konjugat ilave edilip
mikropleyt 30 dk oda isisinda inkiibasyonda bekletildi. Mikropleytin i¢indeki sivi bir
kiivete bosaltildi ve yikama islemleri yukarida belirtildigi gibi tekrarlandi. Mikropleytin
her ¢ukurcuguna hazir Substrate Solution’dan 100’er ul ilave edilerek 15 dk oda 1s1sinda
karanlikta bekletildi. Mikropleytin her kuyucuguna 100’er ul hazir Stop Solution ilave
edildi. Renk degisimi 450 nm’de ELx808 ELISA okuyucu (BioTek® Instruments, Inc.
United States) ile 0l¢iildii ve optikal dansite degerleri kaydedildi.
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3.2.8.2.4. Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Plazma orneklerinin ve kontrol
numunelerinin degerlendirilmesinde KCjunior™ software (BioTek® Instruments, Inc.,
United States) programu kullanildi. Test sonuclarmm gecerliligi acisindan ODpc (Pozitif
Kontrol Ortalamasi) > 0,350 ve ODpc+ODne (Negatif Kontrol Ortalamasi) > 3 olmasi

kriteri goz oniinde bulunduruldu. Manuel hesaplamada asagidaki formiilden yararlanildi.

S/P= ODyye —ODyc x 100
ODpc - ODnc

Analiz sonuglarinin incelenmesi sonucu elde edilen S/P (Sample/Positive) % degerine
gore si@irlarin paratiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi plazmalarindaki antikor diizeylerinin

negatiflik ve pozitiflik kriteri saptandi (Tablo-3)

Tablo 3. Siit orneklerinin ELISA S/P % degerlerine gore negatiflik ve pozitiflik

kriterleri

Sonug¢ Durum

S/P % <15 % NEGATIF

S/P % >15 % POZITIF




4. BULGULAR

4.1. Analiz orneklerinin alindig: yerler ve izole edilen sus sayilari

Cahsmada, 11 ilceden toplanan sokak siitleri laboratuvar analizleri sonucunda,
M.paratuberculosis yoniinden negatif bulundu. Kayseri Talas il¢esinde alinan 1 (%0,5)
sokak siitii konvansyonel testler sonucunda M.paratuberculosis yoniinden pozitiflik
saptand1. Siit Orneklerinin ¢aligmanin materyalinin toplandig1 yerler, numune sayilar1 ve

izolasyonun yapildigi ilgeye ait bilgiler Tablo 4.’de gosterildi.

Tablo 4. M.paratuberculosis yoniinden pozitiflik saptanan siit drneklerinin ilgelere gore dagilim

Alindag Tlceler Numune Sayis1 | Pozitif Numune Sayisi (
%)

Kocasinan 20 0
Melikgazi 20 0

Talas 20 1(0,5)
Akkisla 15 0
Sariz 15 0
Incesu 15 0
Yahyah 15 0
Pinarbasi 15 0
Hacilar 20 0
Felahiye 10 0
Develi 15 0
Ozvatan 20 0

Toplam 200 1(0,5)
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4.2. DIREKT MiKROSKOBIK MUAYENE SONUCLARI

Laboratuvara getirilen ve dekontaminasyona tabi tutulan 200 c¢ig inek siitiinden
hazirlanan preparatlarin direkt Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyanmasi sonucu

1 (% 0,5) preparatta asido-rezistans bakteriler goriildii

4.3. KULTUR ANALIZ SONUCLARI

4.3.1. Izolasyon Sonuclan

4.3.1.1. Lowenstein-Jensen (L-J) Medium Base Sonuclari

Dekontaminasyon islemi sonucu 200 cig inek siitiiniin L-J Medium yapilan ekimlerinde
gliserin iceren 1 (%0,5) besiyerinde 6. haftada sarimsi renkte yaygin koloniler tespit

edildi (Sekil 1). Ayn1 numuneye ait gliserinsiz besiyerinde ise iireme goriilmedi.(Tablo 5)
Sekil 1 . L-J Mediumda elde edilen izolata ait goriintii.

4.3.1.2. Watson-Reid Agar Sonuclar

Dekontaminasyon islemi sonucu 200 ¢ig inek siitiiniin Watson-Reid agara yapilan

ekimlerinde gliserin iceren 1 (%0,5) besiyerinde 7. haftada beyazimsi renkte yaygn
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koloniler tespit edildi (Sekil 2). Aym numuneye ait gliserinsiz besiyerinde ise iireme

goriilmedi (Tablo5)(5)

Sekil 2, Watson-Reid Agarda izole edilen susa ait goriintii.

Tablo 5. Besiyerlerine yapilan ekimler sonucu elde edilen izolat sayilari

Numune Sayisi Besiyerleri

L-J Medium Watson-Reid Agar

Gliserinli Gliserinsiz | Gliserinli | Gliserinsiz

200 1 - 1 -

4.3.2. identifikasyon Test Sonuclar

Gliserinli L-J besiyeri ve Watson-Reid agarda 1 (%0,5) numuneden izole elde edilen
izolatmm fenotipik Ozelliklerinin ortaya konulmasi amaciyla direkt mikroskopi, katalaz
testi, niasin testi, nitrat testi, pirazinamidaz testi ve iireaz testine ait sonuglar Tablo 6°‘da

gosterildi.
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Tablo 6. izole edilen susa ait fenotipik 6zelliklerin saptanmasi.

Testler L-J Medium (Gliserinli) Watson-Reid Agar (Gliserinli)

Mikroskopi + +

Katalaz + +

Niasin - -

Nitrat - -

Pirazinamidaz - -

Ureaz - _

4.3.2.1. Mikroskopi Sonuclar

Analize aliman 200 cig sokak siitiinden izole elde edilen tek izolattan hazirlanan
preparatin Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyanmasi sonucu asido-rezistans

bakteriler goriildii.

4.3.2.2. Katalaz Testi

Her iki besiyerinden izole edilen susun katalaz testi uygulamasi sonucu su banyosunda
bekletilen eppendorflar icerisinde 45 mm yiiksekligi gecen hava kabarciklarin olustugu
gozlemlendi (Sekil 3). Oda 1sisnda bekletilen eppendoflar igerisinde bir degisiklik

goriilmedi.

Sekil 3. 1zole edilen susun katalaz testine ait goriintiisii.
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4.3.2.3. Niasin Testi

Sokak cig inek siitlerinden bir numuneden izole edilen tek susun TB Niacin Test Strips

ile muamele edilmesi sonucu herhangi bir renk degisimi goriilmedi (Sekil 4).

Sekil 4. 1zole edilen susun niasin testine ait goriintiisii.

4.3.2.4. Nitrat Testi

Siit numunelerinden izole edilen tek susa yapilan nitrat testi sonucu bakterinin bulundugu
tiipte herhangi bir renk olusumu goriilmedi. Bu tiipe ¢inko tozu ilave edildi. Tiipte
kirmizi rengin meydana geldigi goriildii. Bu sonuca gore susun nitrat testi negatif olarak

kabul edildi.

Sekil.5. 1zole edilen susun nitrat testine ait goriintiisii.




52

4.3.2.5. Pirazinamidaz Testi

Lowenstein-Jensen Medium ve Watson-Reid agarda’da iireyen kolonilere yapilan

pirazinamidaz testi sonucu tiiplerde renk degisimi gdzlenmedi (Sekil 6).

Sekil 6. 1zole edilen susun pirazinamidaz testine ait goriintiisii.

4.3.2.6. Ureaz Testi

Besiyerlerinden izole edilen siipheli susa yapilan iireaz testi sonucu tiiplerde herhangi bir

renk degisimi tespit edilmedi (Sekil 7).

Sekil 7. 1zole edilen susun iireaz testine ait goriintiisii.
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4.4. SEROLOJi ANALIZ SONUCLARI

4.4.1. Direkt Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) sonuclari

Mycobacterium paratuberculosis antikor test Kkiti ile yapilan serolojik analizler sonucu
testte kullamlan pozitif kontrol numunesinin OD’si ortalama 2,206 ve negatif kontrol
numunesinin OD’si ortalama 0,038 olarak belirlendi. Analize alinan 200 adet sokak siitii
plazmasindan 1 (% 0,5)’1 pozitif olarak bulunurken 199 (% 99,5) negatif olarak tespit

edildi (Tablo 7 ). Plazma antikor titrelerine ait okunan degerler Tablo ‘de sunuldu.

Tablo 7. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ile incelenen plazma

orneklerine ait genel sonuglar

ELISA
Numune Sayisi Pozitif (%) Negatif (%)
200 1(% 0,5) 199 (% 99.,5)
Toplam 1 (% 0,5) 199 (% 99,5)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar.

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
1. - - Negatif (0,140)
2. - - Negatif (0,057)
3. - - Negatif (0,059)
4. - - Negatif (0,046)
S. - - Negatif (0,054)
6. - - Negatif (0,060)
7. - - Negatif (0,040)
8. - - Negatif (0,037)
9, - - Negatif (0,244)
10. - - Negatif (0,041)
11. - - Negatif (0,046)
12. - - Negatif (0,018)
13. - - Negatif (0,068)
14. - - Negatif (0,046)
15. - - Negatif (0,046)
16. - - Negatif (0,043)
17. - - Negatif (0,045)
18. - - Negatif (0,045)
19. - - Negatif (0,019)
20. - - Negatif (0,227)
21. - - Negatif (0,049)
22, - - Negatif (0,240)
23. - - Negatif (0,030)
24, - - Negatif (0,029)
25. - - Negatif (0,027)




55

Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJI
MIKROSKOPI (ELISA OD)
26. - - Negatif (0,030)
27. - - Negatif (0,050)
28. - - Negatif (0,041)
29. - - Negatif (0,054)
30. - - Negatif (0,109)
31. - - Negatif (0,153)
32. - - Negatif (0,317)
33. - - Negatif (0,021)
34. - - Negatif (0,046)
35. - - Negatif (0,021)
36. - - Negatif (0,120)
37. - - Negatif (0,032)
38. - - Negatif (0,041)
39. - - Negatif (0,018)
40. - - Negatif (0,019)
41. - - Negatif (0,019)
42. - - Negatif (0,025)
43. - - Negatif (0,028)
44. - - Negatif (0,034)
45. - - Negatif (0,046)
46. - - Negatif (0,081)
47. - - Negatif (0,055)
48. - - Negatif (0,023)
49. - - Negatif (0,019)
50. - - Negatif (0,219)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
51. - - Negatif (0,039)
52, - - Negatif (0,018)
53. - - Negatif(0,042)
54. - - Negatif (0,043)
SS. - - Negatif (0,026)
56. - - Negatif (0,121)
57. - - Negatif (0,036)
S8. - - Negatif (0,020)
59. - - Negatif (0,059)
60. - - Negatif (0,329)
61. - - Negatif (0,227)
62. - - Negatif (0,037)
63. - - Negatif (0,021)
64. - - Negatif (0,234)
65. - - Negatif (0,101)
66. - - Negatif (0,080)
67. - - Negatif (0,132)
68. - - Negatif (0,022)
69. - - Negatif (0,019)
70. - - Negatif (0,096)
71. - - Negatif (0,088)
72. - - Negatif (0,029)
73. - - Negatif (0,041)
74. - - Negatif (0,036)
75. - - Negatif (0,048)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
76. - - Negatif (0,038)
77. - - Negatif (0,045)
78. - - Negatif (0,054)
79. - - Negatif (0,044)
80. - - Negatif (0,042)
81. - - Negatif (0,045)
82. - - Negatif (0,238)
83. - - Negatif (0,047)
84. - - Negatif (0,039)
85. - - Negatif (0,036)
86. - - Negatif (0,049)
87. - - Negatif (0,044)
88. - - Negatif (0,049)
89. - - Negatif (0,250)
90. - - Negatif (0,057)
91. - - Negatif (0,060)
92. - - Negatif (0,059)
93. - - Negatif (0,072)
9. - - Negatif (0,047)
9s. - - Negatif (0,041)
96. - - Negatif (0,245)
97. - - Negatif (0,050)
98. - - Negatif (0,048)
99. - - Negatif (0,059)
100. - - Negatif (0,043)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
101. - - Negatif (0,043)
102. - - Negatif (0,036)
103. - - Negatif (0,030)
104. - - Negatif (0,037)
105. - - Negatif (0,234)
106. - - Negatif (0,050)
107. - - Negatif (0,059)
108. - - Negatif (0,045)
109. - - Negatif (0,236)
110. - - Negatif (0,039)
111. - - Negatif (0,036)
112. - - Negatif (0,039)
113. - - Negatif (0,035)
114. - - Negatif (0,099)
115. - - Negatif (0,054)
116. - - Negatif (0,042)
117. - - Negatif (0,037)
118. - - Negatif (0,032)
119. - - Negatif (0,230)
120. - - Negatif (0,044)
121. - - Negatif (0,025)
122. - - Negatif (0,043)
123. - - Negatif (0,047)
124. - - Negatif (0,032)
125. - - Negatif (0,083)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
126. - - Negatif (0,023)
127. - - Negatif (0,025)
128. - - Negatif (0,035)
129. - - Negatif (0,027)
130. - - Negatif (0,042)
131. - - Negatif (0,045)
132. - - Negatif (0,046)
133. + + Pozitif (1,225)
134. - - Negatif (0,023)
135. - - Negatif (0,028)
136. - - Negatif (0,024)
137. - - Negatif (0,038)
138. - - Negatif (0,047)
139. - - Negatif (0,038)
140. - - Negatif (0,047)
141. - - Negatif (0,028)
142. - - Negatif (0,040)
143. - - Negatif (0,027)
144. - - Negatif (0,210)
145. - - Negatif (0,025)
146. - - Negatif (0,229)
147. - - Negatif (0,037)
148. - - Negatif (0,037)
149. - - Negatif (0,047)
150. - - Negatif (0,031)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
151. - - Negatif (0,024)
152. - - Negatif (0,064)
153. - - Negatif (0,044)
154. - - Negatif (0,046)
155. - - Negatif (0,061)
156. - - Negatif (0,049)
157. - - Negatif (0,048)
158. - - Negatif (0,043)
159. - - Negatif (0,044)
160. - - Negatif (0,043)
161. - - Negatif (0,042)
162. - - Negatif (0,053)
163. - - Negatif (0,067)
164. - - Negatif (0,055)
165. - - Negatif (0,153)
166. - - Negatif (0,061)
167. - - Negatif (0,041)
168. - - Negatif (0,044)
169. - - Negatif (0,042)
170. - - Negatif (0,051)
171. - - Negatif (0,068)
172. - - Negatif (0,062)
173. - - Negatif (0,053)
174. - - Negatif (0,045)
175. - - Negatif (0,198)
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Tablo 8. Siit numunelerinin konvansiyonel ve serolojik testlerle incelenmesi sonucu elde
edilen sonuclar (devam).

SIRA NO DIREKT KULTUR SEROLOJi
MIKROSKOPI (ELISA OD)
176. - - Negatif (0,051)
177. - - Negatif (0,047)
178. - - Negatif (0,055)
179. - - Negatif (0,264)
180. - - Negatif (0,054)
181. - - Negatif (0,046)
182. - - Negatif (0,044)
183. - - Negatif (0,045)
184. - - Negatif (0,251)
185. - - Negatif (0,089)
186. - - Negatif (0,260)
187. - - Negatif (0,067)
188. - - Negatif (0,051)
189. - - Negatif (0,116)
190. - - Negatif (0,082)
191. - - Negatif (0,057)
192. - - Negatif (0,048)
193. - - Negatif (0,065)
194. - - Negatif (0,103)
195. - - Negatif (0,049)
196. - - Negatif (0,051)
197. - - Negatif (0,177)
198. - - Negatif (0,057)
199. - - Negatif (0,189)
200. - - Negatif (0,051)
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Sekil 8. Siit plazmalarmin ELISA ile incelenmesi sonucu elde edilen mikropleyt

goruntiisii.
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Sekil 8. devanmu Siit plazmalarinin ELISA ile incelenmesi sonucu elde edilen mikropleyt

goriintiisii (devam).

Sekil 8. devanmu Siit plazmalarinin ELISA ile incelenmesi sonucu elde edilen mikropleyt

goriintiisii (devam).
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5. TARTISMA VE SONUC

Endemik hastaliklar, hayvancilik sektoriinde iiretimin her asamasinda biiyiik kayiplara yol
acmakta ve kaynak israfi olusturmaktadir. Ozellikle siit ciftliklerinde, en yaygmn
hastaliklardan biri Paratiiberkiilozis (Johne's disease) olup ruminantlarda baslhca
bagirsaklarinda kronik dejeneratif granulomatdz enteritis ile karakterize enfeksiyonlar
meydana getirmektedir. Bunun disinda Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) ile enfekte olmus hayvanlar arasinda klinik mastitis riskini artirdigr da
diisiiniilmektedir. Bu durum siit tiretimini etkiledigi i¢cin dogrudan ekonomik maliyetlere
neden olmakta ve basta hayvansal iiriinlerin tiiketimine bagh olarak insan saghgm da
tehdit etmektedir. Enfeksiyoz etkenin morfolojik yapisina bagh olarak bolgesel
epidemilerin yayginhk gosterdigi ve bircok isletmenin infeksiyondan etkilendigi
bildirilmektedir (20,70)

Amerika Birlesik Devletlerinde 1996 yili resmi kayitlarina gore siit sigirlarinin % 20 - 40
oraninda MAP ile infekte olduklar1 ve her yil i¢in 1.5 milyar dolar bir ekonomik kayibin
sekillendigi tespit edilmistir (20). MAP tespit edilen siit sigirlarmin yaklasik % 33’iinde
stit tiretiminde, reprodiiktif performansta ve kondiisyonlarinda diisiikliigiin sekillendigini
bildirilmistir (25,43). Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika da MAP siirii prevalansmin % 21-
70 oranlarmda bulundugu saptanmustir (54) Ulkemizde infeksiyonun varligma yonelik
yapilan ¢aligmalarin sinirh oldugu goriilmektedir. Makav ve Gokge (35), Kars yoresinde
subklinik paratiiberkiilozun prevalansim % 3.5 bulurken, Oztiirk ve ark. (38) Burdur
bolgesinde % 6.2 olarak bildirmislerdir. Glimiisssoy ve ark. (71) Kayseri bolgesinde %
12.24 oraninda pozitiflik tespit etmislerdir. Ikiz ve ark. (72) ile Ozpmar ve ark. (73),
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Trakya bolgesinde pozitiflik tespit edememislerdir. Yildirim (74) Usak bolgesinde % 4 ve
Cetinkaya ve ark. (75) Elazig yoresinde % 3.4 pozitiflik bildirmislerdir. Mevcut
caligmalarda incelenen numune ve laboratuvar yontemi farklihklarna bagh degisik
sonuclar ahnmustir. Ozpnar ve ark. (73) infeksiyonu tespit edemezken Giimiigsoy ve ark.
(71)  %12,24’liik bir oranla en yiikksek miktarda bulmuslardir. Genel olarak
degerlendirildiginde {iilkemizde Avrupa iilkelerindeki rakamlar1 ile karsilastirildiginda
paratiiberkiilozun prevalansiin diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak iilkemizde yapilan
calismalarda en fazla numune olarak 500 sigirda Cetinkaya ve ark. (75)’larmin inceleme
yaptig1 goz Oniinde bulunduruldugunda prevalansin diisiikliigiiniin sebeplerinden biri
oldugu goriilmektedir. Trakyada infeksiyon saptanamamus olup Burdur disinda bati
bolgelerinde infeksiyon ile ilgili bir bilgiye rastlanilmamustir.

Paratiiberkiilozlu siiriiler insan saghgi acisindan biiyiik risk olusturmaktadir. Insanlar
arasinda farkh yas gruplar tarafindan tiiketilen siit ve siit iirlinleri toplumda MAP’in
yayllmasinda Onemli bir faktordiir. Cig siitlerin 1s1l islem gormemesi ve bu siitlerin
Ozellikle gen¢ ve yash insanlar tarafindan tiiketilmesi besinsel yayiliminin en Onemli
unsurudur. Paratiiberkiiloza bagli meydana gelen mastitislerin degerlendirilmesine yonelik
cok az sayida arastirma bulunmaktadir (71). Mevcut ¢ahsmalar daha ¢ok enfeksiyonun
siit verimi {izerindeki etkilerinin ortaya konuldugu calismalardir (76). Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis’in siit numunelerinden ilk izolasyonu diger patojen
mikroorganizmalara gore ¢ok uzun zaman almaktadir. Bu siire yaklasik 20 haftadir. MAP
icin kullanilan ¢ok selektif bir besi yerinin bulunmamasi ve var olan besiyerlerindeki
rekontaminasyon olasiliklar1 ilk izolasyonunu giiclestirmektedir (57). Sweeney ve ark.
(47), % 12 oraninda subklinik infekte sigirlarm 50 ml siitleri icerisinde yaklasik 2-8 CFU
miktarda etkenin bulundugu ve infeksiyoz etkenlerin siit ile ¢cevreyi bulastirabileceklerini
ortaya koymuslardir. Laboratuvarda bu siitlerin analizleri sonucu etkenlerin izole
edilememesinin bir sebebinin de siit icerisindeki bakteri yiikii ile alakali oldugunu

belirtmislerdir.

Siitlerin 1s1l islem goérmesi sonucu siitlerden etkenlerin izolasyonu ile farkli caligma
sonuglar1 bulunmaktadir. PastOrizasyon islemi uygulanms cig siitlerde MAP’in canh

kaldig1 laboratuvar ¢alismalart sonucu tespit edilmistir (77,78).



66

Ayele ve ark. (40), ii¢ isletmeden topladiklar1 200 pastorize siit ile perakende satisa
sunulan 244 pastorize siitii ZN boyama, kiiltiir ve PCR ile incelemislerdir. Arastiricilar iki
isletme tarafindan pastorize edilen iki siitte kiiltiir haricinde pozitiflik elde ederken ticari
olarak pastorizasyonu yapilan perakende satiga sunulan siitlerden dordiinde hem
boyamada hem de PCR’da pozitiflik elde etmislerdir. Ancak bu dort siitiin sadece
ikisinde kiiltiirde pozitiflik gormiislerdir. Pastorize edilen siitlerde de MAP’in
bulunabilecegini ve boyle siitlerin insan saghgi acisindan risk olusturabilecegini

bildirmiglerdir.

Arastrmamuzda da ZN boyama, kiiltiir ve serolojik yontem kullanilarak MAP’in
varhgmnin tespitine gidilmistir. Ayele ve ark. (40) analize alinacak siitlerin
dekontaminasyon asamasi da dahil izolasyonda hemen hemen ayni metodlar
kullanmuglardir.  Arastiricilar  farkli  olarak PCR  teknigini uygularken seroloji
yapmamislardir. Kiiltirden elde edilen sonuclar calisgmamiz ile aym dogrultudadir.
Arastiricilar siitlerin analiz 6ncesi santrifiij edilerek pelet kisminin analize alimdigim krema
kisminin ise atilmasinim bir handikap olusturabilecegini vurgulamislardir. Krema kisminda
da bakteri bulunabilecegini gbz 6niinde bulundurdugumuzda ayni1 goriisii paylagmaktayiz.
Laboratuvar caligmalarinda MAP ile infekte makrofajlarin siitiin yag tabakasindaki yag
damlaciklarinda bulunduklari tespit edilmistir (79). Infeksiyoz etkenlerinin siit igerisinde
yayilmasina yonelik aciklayici bilgiler su an icin yeterli degildir. Muhtelemen hematojen
ve lenfatik yolla siite ulastiklar1 diisiiniilmektedir. Bircok arastiric siit ineklerinin MAP ile
infekte olduklarim1 ve etkenlerin siite bulastiklarim1 = gostermiglerdir  (23,80)
Paratiiberkiiloza yonelik klinik belirti gosteren sigirlar siitleri ile etkenleri cevreye
bulastirmalar1 sozkonusu iken bazi hayvanlar hicbir belirti gostermeksizin etkenleri
siitlerinde tagimaktadir. Bu hayvanlardan elde edilen siitler tanklarda toplanmakta ve

pastdrizasyon islemi uygulanmaktadir.

Paratiiberkiilozun serolojik olarak teshisinde kan serumlar: lizerine yapilan caligmalarin
yogunlugu dikkat cekmektedir. Hendrick ve ark. (81), laktasyondaki 689 sigirdan kan,
slit ve disk1 numunleri toplamislar ve paratiiberkiilozun siit iiretimi ve siit kalitesi izerine
etkilerini arastirmuglardir. Arastiricilar digki 6rneklerine kiiltiir, kan ve siit numunelerine
serolojik analiz yapmuslardir. Yapilan ELISA testleri sonucu 130 (% 18,9) serum ve 77

(% 11,2) siit numunesinin pozitif oldugu bulunurken Kkiiltiirleri yapilan digki



67

orneklerinden 72 (% 10,4)’sinden etken izole edilmistir. Kiiltiir sonug¢larmi baz alarak siit
ELISA testinin sensitivite ve spesifitesini sirastyla % 21,2 ve % 98,6 olarak belirlemisler
ve siit ELISA testinin serum ELISA testine oranla kiiltiir testine alternatif olabilecegini
vurgulamiglardir. Ayrica paratiiberkiilozun somatik hiicre sayist olarak siit kalitesi
tizerinde bir etkisinin olmadigmm diger parametrelerden ortalama protein ve yag
yiizdelerinde ise azalmanmn goriildiiglini ancak bunun paratiiberkiilozla direkt
iliskilendirilemeyecegini ¢iinkii bu hayvanlarda ayak hastaliklari, metabolik hastaliklar ve
klinik mastitis ile ilgili bilgilerin yetersiz oldugunu ag¢iklamislardir. Paratiiberkiilozun siit
tiretimini azalttig1 ve yasamsal siireyi kisalttig1 sonucuna varmislardir. Ross ve ark. (82)
MAP ile enfekte olan ineklerin, klinik mastitise yakalanma olasiliginin yiiksek oldugunu
ve MAP yoOniinden siirii bazinda tiim hayvanlarin kontroliiniin yapilmasinin géz ardi

edilemez faydal etkilerinin bulundugunu bildirmislerdir.

Hendrick ve ark. (81), paratiiberkiilozun serolojik teshisi amaciyla ELISA testini
kullanmuslar ve test materyali olarak siit ve serumdan elde edilen sonuclarm kiyaslamasimi
yapmuslardir. Arastiricilar siit ELISA sonuglar1 pozitif olan hayvanlarin daha yiiksek
yiizdede digkilar1 ile etkenleri disar1 ¢ikarttiklarini ifade etmislerdir. Siit ve serum ELISA
uygulamalar1 sonucu testlerin sensitivite ve spesifitesini sirasityla en az bir sigira ait
numunelerin analizi yapilmis ise % 91,9 ve % 65,5 ile % 88,9 ve % 42,8 en az iki sigirmn
numuneleri incelenmesi sonucu % 86,9 ve % 93,4 ile % 82,8 ve % 79,5 olarak tespit
etmiglerdir. Numune seciminde siitiin seruma oranla tercih edilebilecegini ve
paratiiberkiiloz yoniinden yapilacak degerlendirmede tek bir sigir yerine siirii icerisinde
birden fazla hayvanin numunesinin incelenmesinin uygun olacagim bildirmislerdir. Ancak
diger arastiricilar paratiiberkiiloz etkenine karsi olusan antikorlarmn tespitinde kullanilan

stit ve serum ELISA sonugclar1 arasinda korelasyon bulunmadigini bildirmiglerdir (83).

Enfeksiyonun dogal dongiisii ile birlikte subklinik enfekte hayvanlari tammmlayacak duyarl
ve spesifik bir testin bulunmamasi kontrol programlarim yetersiz kilmaktadir. Hali hazirda
enfeksiyonun teshisinde kullanilmakta olan testler hiicresel ve humoral yanitin ortaya
konulmasma yonelik olup avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Giiniimiizde
enfeksiyonun daha kisa siirede ve giivenilir bir sekilde teshis edilmesi ve neticesinde
gerekli Onlemlerin ahinabilmesi amaciyla su an i¢cin bakteriyolojik, serolojik, alerjik ve

molekiiler testlerden yararlamlmaktadir. Su an i¢in tek bir test yonteminin teshis icin
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yeterli olmadigr mutlaka iki test uygulamasi sonucunda kararm verilmesi goriisii agir

basmaktadir.

Paratiiberkiilozun ge¢ asamasinda olusan antikorlarm tanimlanmas: amaciyla
uygulamalarinin pratik olmasi ve kisa siirede sonu¢ vermeleri bakimindan serolojik
testlerin biiylik avantajlart bulunmaktadir. Ancak bu testler enfeksiyonun erken
asamasinda veya subklinikk formda olusabilecek antikorlart smirh  diizeyde
tammlamaktadir. Humoral immun yanit etkenin viicuttan cikarilmaya baslamasindan
sonra etkisini gostermektedir. Cevresel Mycobacterium tiirlerine kars1 ortaya ¢ikan kros

reaksiyonlar serolojik testlerin spesifitesini azaltmaktadir.

Bu caligmada Kayseri ilinde mahalle aralarinda satisa sunulan siitlerin ELISA yontemi ile
incelenmesi sonucu 200 siit numunesinden sadece 1 (% 0,5) numunede pozitiflik
saptanmustir. Siitler rastgele mahalle arasinda satilan siitlerden ayni saticidan bir kere
alinmak suretiyle yapilmistir. Siit toplayicilar bircok aile isletmesinden topladiklar siitleri
bir tankta toplamakta ve bunlar1 mahalle aralarinda satiga sunmaktadir. Satisa sunulan
siitlerin hicbiri soguk zincirde deponlanmadigi ve giin boyunca perakende olarak

satilincaya kadar siirekli cevresel 1stiya maruz kaldiklar1 goriilmiistiir.

Hendrick ve ark. (81), siit numunelerinden paratiiberkoluzun teshisinde ELISA yontemini
kullanmiglar ve 77 (% 11,2) numunede pozitiflik saptamiglardir. Arastrmamizda
kullamilan teshis yontemi ve kit arastiriclarinki ile ayni olmasma ragmen sadece bir siit
numunesinde pozitiflik tespit edilmistir. Bu durum numune sayisinin ayni olmamasi ve
numunelerin bireysel olarak degil tank siitiinden alnarak analiz yapmamizdan
kaynaklandigim diisiinmekteyiz. Arastiriclar numuneleri 9 siiriiden toplam 689 sigirdan
toplamuglar ve siirii tespiti se¢iminde paratiiberkiiloz yoniinden en az bir klinik semptom

gosteren sigirin olmasina dikkat etmiglerdir.

Cetinkaya ve ark. (39), Elazig merkeze ve ilcelere bagh koylerden 78 fakli
lokalizasyondan 500 adet siit numunesi toplamiglardir. Numuneleri saglikli goriiniise
sahip 1,5 — 2 yasin istiindeki ineklerden rastgele almuslardir. Arastiricilar etkenin
izolasyonu amaciyla bashca PCR yontemini kullanirken pozitif sonug aldiklar: siit

numunelerine kiiltiir yapmuglardir.  Siit numunelerini dekontaminasyon amaciyla
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cetylpyridinium chloride muamele etmislerdir. Kiiltiir amaciyla mikobaktin iceren
Middlebrook 7H11 + OADC vasatim kullanmuglardir. Siitlerden ekstrakte edilen
DNA’larin PCR’da amplifiye edilmesi ve agaroz jelde kosturulmasi sonucunda 25 (% 5)
numunede pozitif bantlar elde etmislerdir. Pozitif sonu¢ alinan siit numunelerinin 17 (%
68)’sinden Kkiiltiirel yoklamalar sonucu etken izolasyonu yapmuslardir. Arastiricilar
yaptiklart mini anket c¢alismasi sonucu paratiiberkiiloz goriilen 20 (% 5,5) inegin
tohumlanmasinda boga kullanildigini, 4 (% 3,3) inekte suni tohumlama ve 1 (% 6,3)
inekte ise hem boga hem de suni tohumlama yapildigini bildirmislerdir. Ayrica ineklerin
rk ve yas gruplarina gore enfeksiyonun goriilme sikliginm degistini ifade etmislerdir.
Arastirmamizda bizzat sokak siitleri saticilardan toplandig: i¢in siit numunelerinin alindigi
sigir ve isletmeye ait bilgiler elimizde bulunmamaktadir. Cetinkaya ve ark. (39)’nin
bildirdikleri rakamin altinda pozitiflik bulmamizin nedeni arastiricilarin da ifade ettikleri
gibi enfeksiyon iizerine bircok faktoriin etkili olabilecegi ve paratiiberkiilozun artis
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Baghca faktorler arasinda iklim, beslenme, 1k, yas,

dollenme tipi ve barmak kosullar1 bulunmaktadir.

Sonug olarak, Kayseri bolgesinde yapilan siit sigirciliginda paratiiberkiilozun yiiksek bir
oranda da olmasada bulundugu goriilmiistiir. Bu ¢ahismada kullanilan serolojik yontem
sonucu elde edilen verilerin gold standart olan kiiltiir yontemi ile ayn1 sonu¢ vermesi hala
ELISA’in rutin uygulamalar i¢in duyarh, pratik ve ucuz bir test yontemi oldugunu
gostermistir. Teshiste kullanillacak laboratuvar yontemlerinin enfeksiyonun seyrine gore
hastaligin varhgmmn ortaya konulmasinda Onemli bir faktor olabilecegi kanaatine

varilmustir.

Ulkemiz agisindan degerlendirildiginde ekonomik, politik veya isletmelerden kaynaklanan
sebeplere bagh olarak MAPTmin eradike edilememesi halinde, Ozellikle enfeksiyonun
kontroliinii saglayacak as1 uygulamalart ile ilgili yogun calismalarin yapilmasi ve tiiketime
sunulan gida iiriinlerinde mikrobiyal kontaminasyonu durdurabilecek stratejilerin
gelistirilmesi B plan1 olarak iizerinde durulmasi gereken onemli konulardir. Subklinikal
enfekte sigirlarin kisa siirede belirlenmesi saglayabilecek rutin teshis yOntemlerinin
gelistirilmesi de paratiiberkiillozun saghk problemi olusturma 6zelligini ortadan
kaldirabilecektir. Ayrica bu sadece iilkemizin sorunu olmak disinda diinyada ruminant

yetistiriciligi yapilan tiim iilkelerin problemi olarak diisiiniilmelidir. Bu baglamda
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paratiiberkiilozun 6nemi vurgulayacak organizasyonlar diizenlenmeli ve enfeksiyonun

eradikasyonuna yonelik iilkeler aras1 igbirligi gerceklestirilmelidir.
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