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OZET

Yalgin, E. (2019). Trakya Bolgesinde Kesime Sevk Edilen Sigirlarin ileum Lenf
Yumrularinda Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Varliginin PCR ile
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Veterinerlik
Mikrobiyolojisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu c¢alismada, Trakya yoresinde yetistirilen sigirlarda paratuberkiiloz prevalansinin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

Bu amagla yoredeki farkli kesimhanelerde kesilen eriskin sigirlardan ileum lenf yumrular
alindi. DNA ekstraksiyonu i¢in her lenf yumrusundan 20 mg doku 6rnegi kullanildi. Tim
DNA numuneleri, Roche LightCycler 480 real time PCR kullanilarak Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis’in varligini belirlemek i¢in amplifiye edildi.

Calismada 200 6rnegin 3'iiniin (%1,5) real time PCR ile pozitif oldugu tespit edildi.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tespit edilen hayvanlarin, 1rk, yas,
cinsiyet, genel kondisyon ve kaseksi varligi, yetistirildigi bolge ve kesim yeri gibi
parametrelerinin istatiksel acidan degerlendirilmesinde, anlamli bir fark saptanmamustir.

Sonu¢ olarak, Trakya yoresinde yetisen sigirlarin ileum lenf yumrularinda spesifik
DNA’nin diistik prevalans1 (%1,5) umut vericidir. Halk saglig1 acisindan ve ekonomik
onemi nedeniyle, Johne's hastaligi hakkinda Trakya yoresinde ve Tiirkiyenin diger
yerlerinde farkli iklim ve yonetim kosullarina sahip ciftliklerin de dahil oldugu
calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Johne’s Disease,
Sig1r paratiiberkiilozu, Real-time PCR, ileal lenf yumrusu,

Bu calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 23295
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ABSTRACT

Yalcin, E. (2019). Investigation on presence of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis by PCR in ileal lymph nodes of slaughtered cattle in Thrace district.
Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies, Department of Veterinary
Microbiology. PhD Thesis. Istanbul.

In this study, determination of prevalence of paratuberculosis in cattle raised in Thrace
district of Turkey was aimed.

For this purpose, ileum lymph nodes were taken from adult cattle slaughtered in different
slaughterhouses of the district. 20 mg of tissue sample from each lymph node was used
for DNA extraction. All the DNA samples were amplified to determine presence of
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis by Roche LightCycler 480 real time PCR.

As a result, 3 (1.5%) of 200 samples were found to be positive by real time PCR.

In statistical evaluation, there is no significant difference in Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis detected animals according to race, age, gender, general condition,
breeding area, location of slaughterhouse and existence of cachexia.

In conclusion, low prevalence (1.5%) of specific DNA in the ileum lymph nodes of cattle
raised in Thrace district is hopeful. Because of the economic significance and importance
in terms of public health of the disease, further studies on John's disease including farm-
based researches that have different climate and management conditions in Thrace district
and other districts of Turkey are needed.

Key Words: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Johne’s Disease, bovine
paratuberculosis, Real-time PCR, ileal lymph node.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University-Cerrahpasa.
Project No. 23295



1. GIRIS VE AMAC

Paratiiberkiiloz, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in (MAP) neden
oldugu, sigir, koyun, ke¢i gibi evcil ruminantlarda ve yabani ruminantlarda ishalle

seyreden kronik, yangisal ve kilo kaybi ile karakterize enfeksiydz bir hastaliktir.

Hayvanlar arasinda bulasma genellikle feko-oral yolla, kontamine siit, kolostrum
ve yemin alinmasi ile oldugu gibi intrauterin yolla da bulagma olmaktadir. Hastaligin
uzun siiren inkiibasyon periyodu boyunca enfekte hayvanlar etkeni etrafa sagmaya devam
ederler. Sessiz donemdeki ve subklinik donemdeki hayvanlarin teshisinin zor olmasi,

subklinik donemde etkenin etrafa sagilmasi hastali§inin kontroliinii zorlagtirmaktadir.

Hastaliga yakalanan hayvanlarda meydana gelen kilo kaybz, siit ve d6l veriminde
diisiis gibi verim kayiplar1 ile 6liim, teshis, tedavi, koruma ve kontrol programlarindaki
giderler nedeniyle diinya genelinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Etkin
bir tedavisi olmayan, koruyucu olarak iilkemizde onayli asis1 olmayan hastaligin
kontroliinde hasta hayvanlarin tespit edilerek siiriiden uzaklastirilmasi ve gerekli hijyenik

tedbirlerin alinmasi 6nem arz etmektedir.

Paratiiberkiiloz hastaliginin etkeni M. avium subsp. paratuberculosis’in,
insanlarda paratiiberkiiloza benzer bulgulari olan Crohn hastaliginin etyolojisinde 6nemli
rolii olduguna iliskin deliller bulunmaktadir. Etkenin siitiin pastérizasyon sicakligina
dayaniklt olmasi, insanlardaki Crohn hastaliginda potansiyel roliiniin olmasi, hayvan

popiilasyonunda hastaligin kontroliiniin gerekli oldugunu gostermektedir.

Hastaligin teshisinde fekal kiiltiir gold standart test olarak kabul edilmesine
ragmen etkenin izolasyon siiresinin ¢ok uzun olmasi, kontaminasyon gibi dezavantajlari
vardir. Sessiz enfeksiyon doneminde etkenin diski ile atilimi ve serum antikorlar tespit
edilemez. Bu nedenle ELISA ve Komplement Fikzasyon Testleri serum antikorlarini
belirlemede yetersiz kalmaktadir. Ancak bu donemde ileum veya mesenterik lenf
yumrusu 6rneklerinde M. avium subsp. paratuberculosis 'in kiiltiir veya PCR yontemi ile

varhiginin tespit edilebildigi bildirilmistir.

Ulkemizde ihbart mecburi hastaliklar listesinde olmayan hastaligin tam prevalansi

bilinmemektedir. Tiirkiyede paratiiberkiiloz hastaligi ile ilgili olarak siit ve diski



orneklerinden caligmalar yapilmis olup, spesifitesi yliksek olan PCR yontemi ile lenf

yumrularinda etkenin tespitine yonelik herhangi bir ¢alisma yapilmamastir.

Bu calismada, Trakya yoresinde yetistirilerek mezbahaya kesime sevkedilen ve
tesadiifi 6rnekleme ile segilen iki yas ve tizeri sigirlardan toplanan ileal lenf yumrularinda
Real Time PCR ile Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in varligi arastirilarak,

hastaligin bolgedeki prevalansinin saptanmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hastaligin tanimi ve tarihgesi
Paratiiberkiiloz (Johne’s hastaligi) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
tarafindan evcil ve yabani ruminantlarda, barsaklar ve ilgili lenf yumrularinin kronik

granulomatéz yangis1 ile kronik entetirite neden olan infeksiy6z bir hastaliktir

(Sivokumar ve ark. 2005; OIE 2014).

Paratuberkiiloz, sigir, koyun, ke¢i, deve ve manda gibi evcil ruminantlarda
goriilmesinin yaninda yabani ruminantlarda da (geyik) goriiliir ve kiiresel bir dagilima
sahiptir. Hastalik ayrica atlarda, domuzlarda, tavsanlarda, tilki ve gelinciklerde de
bildirilmistir (Erume ve ark. 2001; OIE 2014).

Cogu hayvan tiirlinde kronik ishal, kilo kaybi, kondisyon diisiikligii ve 6liim ile
karakterize olan ve 6zellikle ruminantlart etkileyen hastaklik diinya ¢apinda hayvancilik

endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Greig ve ark. 1999).

Paratuberkiilozun klinik semptomlar1 ve patolojik bulgular1 ilk olarak 19.
yiizyilda tanimlanmistir. Johne’s Disease adi 1895°te barsak mukozasindaki asit-fast
mikroorganizmalarin varligi ile sigir enteriti arasinda bir baglanti oldugunu gosteren H.
A. Johne ve L. Frothingham'in ¢aligmasindan gelmektedir. 1906'da, Bang, tiiberkiiloz ve
nontiiberkiiloz enterit arasinda ayrim yaparak, nontiiberkiiloz enteritin psddotiiberkiiloz
enterit olarak adlandirilmasini Onermistir. Etyolojik olarak etkenin identifikasyonu,
1912°de mikobakterileri izole etmeyi ve tanimlamay1 basaran, 1914 yilinda da deneysel
olarak enterit olusturdugunu gésteren F. W. Twort tarafindan yapilmistir. Mycobacterium
cinsi igerisinde farkli bir tiir olarak Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in
tanimlanmasindan sonra hastalik paratiiberkiiloz olarak adlandirilmistir (Cocito ve ark.

1994).

Ulkemizdeki ilk paratiiberkiiloz olgusu 1928 yilinda Sezginer tarafindan
sigirlarda; 1968 yilinda ise Hakioglu tarafindan Izmit’te koyunlarda bildirilmistir.
Kegilerde hastalik, 1973 yilinda Alibasoglu ve arkadaslari tarafindan I¢ Anadolu
bolgesinde (Ankara’da), daha sonra da 1983 yilinda Yesildere ve arkadaslar tarafindan
Marmara bolgesinde (Gebze’de) bildirilmistir (Karadas ve ark. 2000).



2.2. Etyoloji

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Mycobactericeae familyasinda
tek cins olan Mycobacterium cinsinde yer almaktadir. Kii¢iik (0,5-1,5 pm) sporsuz,
kapsiilsiiz, hareketsiz ve asido-rezistans 6zellige sahip fakiiltatif hiicre i¢i bir bakteridir

(Atala ve Akgay 2001; Rathnaiah ve ark., 2017).

M.avium, M.avium subsp. avium (M. avium), M. avium subsp. paratuberculosis,
M. avium subsp. silvaticum (M. silvaticum) olmak tizere 3 alt tiire ayrilir. M. avium subsp.
paratuberculosis 'in alt tiir gosterilmesi DNA-DNA hibridizasyon calismalarina ve
sayisal taksonomi analizine dayanmaktadir. Mycobacterium avium intracellulare
kompleksinde yaygin olarak M.avium ile gruplandirilmis olmasina ragmen,
M.intracellulare genetik olarak ayri bir tiirdiir. M. avium subsp. paratuberculosis,
fenotipik olarak mikobaktin bagimliligi, genotipik olarak insersiyon sekansin (IS900)
coklu kopyalarinin varlig: ile alt tiirler arasinda M.avium ve M.silvaticum'dan ayirt
edilebilir (Harris ve Barletta 2001).

M. avium subsp. paratuberculosis genomundaki insersiyon sekans (IS900) iin 15-
20 kopyasinin varligi, M.avium ve M. avium subsp. paratuberculosis arasindaki ayirici
Ozelliktir. M. avium subsp. paratuberculosis, M.avium ve M.avium subsp. Silvaticum’dan
restriksiyon endoniikleaz analizi, restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (RFLP),
pulsed field jel lektroforezi ve alan inversiyonu jel elektroforezi gibi DNA teknikleri ile
ayrilabilir. Bu organizmalarin 3 ayr1 gruba ayrilmasi, fenotipik testlere dayanan biiytik bir
sayisal taksonomi ¢alismasinda dogrulanmistir. Thorel ve arkadaslar1 daha sonra bu {i¢
grubun M.avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis ve M.avium subsp.
Silvaticum olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir (Thorel ve ark. 1990; Cousins ve ark.
2002).

M. avium subsp. paratuberculosis suslar1 konakg1 tercihine gore 2 gruba ayrilir.
Ayn1 zamanda tip C olarak bilinen tip II suslar baglangigta sigirlarda tanimlanmistir.
Ancak koyun, kegi, deve kuslar1 ve hem ruminant hem de ruminant olmayan yaban hayati
iceren genis bir konak yelpazesine sahiptirler. Tip I (tip S) suslar en ¢ok kiiclikbas
hayvanlarda bulunur ama koyunlarla yakin temas halindeki bazi sigirlarla birlikte, Giiney
Amerika deve kuslari, develer, geyikleri iceren diger tiirlerde de artan bir sekilde rapor
edilmektedir. Tip III suslari bir zamanlar ayr1 bir “intermediate” grup olarak

degerlendirilirken gilintimiizde tip I'in alt tipi olarak kabul edilmektedir. Kuzey


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rathnaiah%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29164142

Amerika’da ve Asya'da olmak iizere iki farkli bizon tipi (tip B) susu da vardir. Ikincisi
tip II'nin bir alt soyudur ve “Hint Bison tipi” olarak bilinir. Sigir, manda, koyun, kegi,
geyik, bizon, tavsan, yaban domuzu ve diger hayvanlarda bulunmus ve Asya'nin bazi
bolgelerinde baskin tlirdiir. Paratuberkiilozun esas olarak kegciler {izerinde etkisi oldugu,
sigir ve koyunlarda sadece sporadik enfeksiyonlarin bildirildigi Norveg'te kegi-spesifik

bir sus oldugu one siiriilmistiir (Paratuberculosis 2017).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis % 60 lipitten olusan kalin hiicre
duvarina sahiptir. Bu hiicre duvar1 etkeni asitlere, kimyasallara (chlorin) ve
pastorizasyona karsi direncli hale getirir ve hidrofobik 6zellik kazandirir. Ayrica bu kalin
hiicre duvar1 besinlerin alimini kisitlayarak organizmanin ¢ok yavas biiyimesini ve

kiiltiriniin zor olmasini saglar (Rosenfeld ve Bressler 2010).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis bir¢ok dezenfektana direnglidir.
%S5 lik formalin, 1/32 diliie cresylic, 1/40 diliie phenol, 1/1000 diliie civabikloriir ve 1/50
diliie kalsiyum hypochloride i¢eren dezenfektanlara 10 dakika maruz kalindiginda, etkeni
6ldiirmede etkili olanlardir. Ancak bu dezenfektanlar, sulu organizma siispansiyonlari ile
test edilmis olup, diskinin varligi, bircok dezenfektanin etkinligini biylik Olclide
azaltmaktadir (Chiodini ve ark. 1984).

Paratuberkiiloz etkeni uzun siire hayvanin disinda hayatta kalabilir. Etken 163 giin
nehir suyunda, 270 giin golet suyunda, sigir digkis1 ve toprakta 11 ay canli kalabilmesine
ragmen idrarda 7 giin canliligin1 devam ettirebilir. En az bir y1l boyunca - 14 ° C'de
donarak hayatta kalabilir. Digkinin bakteriostatik, idrarin bakteriosidal etkisi gozoniinde
bulunduruldugunda, duragan digki ve idar ortaminda etkenin barinma olasiligi, sadece

disk1 ortamina gore daha diisiiktiir (Chiodini ve ark. 1984).

Etken giines 1s18ma, kurumaya, yiiksek kalsiyum igerigine ve yiiksek pH'li
topraga nispeten duyarhidir. Idrar ve diski ile siirekli temas M. avium subsp.

paratuberculosis'in 6mriinii azaltir (Ayele ve ark. 2001).

2.3. Epidemiyoloji
Hastalik diinyanin bir¢ok yerinde goriilmekte ve bazi iilkelerde prevalansi
artmaktadir. Paratuberkiiloz, yeterli yagis ve yer alt1 sularinin oldugu 1liman iklimlerde

ve bazi nemli tropik bolgelerdeki sigir ve koyunlarda baskindir. Paratuberkiiloz insidensi,



enfeksiyonun yayilmasina elverisli olan ¢evre ve hayvancilik kosullar altinda tutulan

hayvanlarda yiiksektir (Ayele ve ark. 2001).

Paratuberkiiloz, bes kitada Ozellikle gevis getiren evcil ve yabani hayvanlari
etkiler. Veteriner diinyas1 sig1r, koyun ve kegilere odaklanmis olsa da, birgok vahsi yasam
ruminanti (geyik, antilop, dag kecisi, papyon, deve, lama ve digerleri) paratuberkiilozdan
etkilenmektedir. Ayrica etyolojik ajan, M. avium subsp. paratuberculosis, at ve katirlarda
cogalir. Laboratuvar hayvanlaria (fareler, siganlar, tavsanlar, hamsterler, gerbiller ve
kobaylar) ve kuslara (giivercinler ve kiimes hayvanlari) deneysel olarak enjekte edilen M.

avium subsp. paratuberculosis 'in tiredigi saptanmistir (Cocito ve ark. 1994).

Paratuberkiiloz ayrica at ve domuzlarda da saptanmistir. Domuzlarin deneysel
enfeksiyonunun graniilomat6z enterit ve lenfadenite neden oldugu bildirilmistir. Fareler
ve hamsterler hassastir ve deneysel ¢alismalarda kullanilirlar. Enfeksiyon ayni zamanda
egzotik tiirlerde ve yaban hayatindaki koyun, ke¢i, tavsan, tilki, geyik, kisa kuyruklu
sebek gibi tlirlerde ortaya ¢ikar. Tavsanlardaki paratuberkiiloz ile hastalik gegmisi olan
sigir giftlikleri arasinda giiglii bir istatistiksel iliski bulunmustur (Ayele ve ark. 2001).

M. avium subsp. paratuberculosis'in insanlarda Crohn hastaliginin meydana
gelmesinde etken olup olmadig1 konusundaki siiregelen belirsizlik, hastaligin 6nemini her

zamankinden daha fazla artirmaktadir (Ayele ve ark. 2001).

Sigirlar buzagi doneminde, kontamine digki, siit, yem ve suyun oral yolla alinmasi
ile enfekte olurlar (Ayele ve ark. 2001). Hastaligin geng buzagilara bulagmasinda siitiin
rol oynadigi, etkenlerin bu sekilde sindirim yolu ile alinmasinin hastaliga neden olabildigi

gosterilmistir (Grant ve ark. 1996).

Hayvanlar, hastalik etkeninin canliligin1 devam ettirebildigi uygun ortamlarin
oldugu, enfekte hayvanlarla yakin temasin oldugu sartlar altinda paratiiberkiiloz
enfeksiyonuna maruz kalmaktadir. M. avium subsp. paratuberculosis ile enfekte sigirlar,
diskilart ile cok sayida etkeni etrafa sacarlar ve etken ¢evre kosullarina bagli olarak uzun
stire canl1 kalabilir. Fekal kontaminasyon sigirlar i¢in en yaygin enfeksiyon kaynagidir.
Farkli yogunluk derecelerinde olsa da, enfeksiyon merada ve kapali ahirda goriilebilir

(Ayele ve ark. 2001).

Yiiksek prevalansli evcil besi siiriilerinden elde edilen M. avium subsp.

paratuberculosis kontamine hayvansal giibrelerin tarlalarda kullanilmasiyla, ¢iftlik



hayvanlarindan serbest dolasan ruminantlara hastaligin geg¢isi muhtemeldir. Enfekte bir
sig1r diskinin graminda 108 CFU etken sagabilir, deneysel infeksiyon calismalarinda geng
ruminantlar i¢in infektif oral dozun 4x10° CFU oldugunu gosterilmektedir. Ancak
cevresel bir ornekten disiik miktardaki MAP 1 geri alinmasi, enfeksiyonun bir
rezervuarinin olugmasinit ve yabani ruminantlara gecisi saglamaz. Yeni bir hastalik
vakasinin ortaya c¢ikmasi i¢in tahmini olarak 6 ayliktan kiiclik duyarli yastaki hayvan

tarafindan, yeterli miktarda ve siklikta etkenin alinmasi gerekmektedir (Manning 2011).

M. avium subsp. paratuberculosis'li fetiislerin transplasental veya intrauterin
enfeksiyonu ilk olarak 1935'te bildirilmistir. Daha sonraki g¢aligmalarla bu bulgular
dogrulanmis ve enfekte ineklerden alinan fetiislerin %20 ile %40'min uterusta enfekte
oldugu gosterilmistir. Genel olarak bu caligsmalar enfekte ineklerden elde edilen ve kilo
kaybi, ishal gibi paratuberkiilozun klinik belirtilerini gosteren, enfeksiyonun ilerlemis
asamalarina sahip inekler ile yapilan ¢aligmalardir. Ancak diskida cok sayida etken atilsa

da siirtideki enfekte hayvanlarin gogunlugu klinik belirti géstermez (Sweeney 1996).

Hayvanlar arasindaki bulagsmanin 6ncelikle M. avium subsp. paratuberculosis ile
kontamine olan siit, kolostrum veya hayvan yemi alimiyla fekal-oral yolla olustugu
diisiiniilmektedir. Mikroorganizmanin intrauterin yoldan bulasma olasiligi, klinik belirti
gosteren hastalikli bir anneden doganlarda % 20-40 ve subklinik enfeksiyonlu bir
anneden doganlarda % 10-% 20 enfekte dogum olarak belgelenmistir (Liverani ve ark.

2014).

Ulkemizde paratiiberkiiloz ile ilgili ilk arastirmalar 1928 yilinda Sezginer

tarafindan yapilmistir (Atala ve Akcay 2001).

Elazigda, ilk olarak 5 yasindaki disi bir kil kegisinde, nekropsi ve histopatolojik
bulgular, taze bagirsak ve lenf yumrusu 6rneklerinden hazirlanan stirme preparatlarda ve
histolojik kesitlerde Ziehl Nielsen boyama yontemi ve PCR ile paratiiberkiiloz teshis
edilmistir (Karadas ve ark. 2000).

Elazig ve ilgelerinde tesadiifi olarak segilen, 2 yas ve iistii 500 inekten toplanan
stit numunelerinin PCR ile incelenmesi sonucunda, 25 numunede sonug pozitif olarak
bulunmustur. PCR pozitif olarak tespit edilen siit 6rneklerinden yapilan kiiltiir sonucunda
25 drnegin 17 sinde iireme goriilmiistiir. PCR sonuclarina gore %5 olarak tespit edilen
prevalans ile kiiltiir ¢alismasi sonucu tespit edilen %3,4 prevalans arasinda istatistiksel

olarak dnemli bir farklilik bulunmamistir (Cetinkaya ve ark. 2000).



Iki yas ve iizeri sigirlardan alian kan serumlarinda ELISA yéntemi ile yapilan
aragtirmada, cografi 6zelliklerine gore Tiirkiye 9 bolgeye boliinmiis, bolgelerdeki bireysel
prevelans %0 ile %9,6 arasinda, iilke genelindeki bireysel prevalans ise %3,7 olarak tespit
edilmistir. Her koy bir siirii olarak kabul edildiginde, bolgelerdeki siirii prevalanst %26,6
ile %48,2 arasinda degisim gostermistir (Atala ve Akcay 2001).

Trakya yoresinde yetistirilen, 2 ve daha yasl siit sigirlarindan toplanan diski
orneklerinde, PCR ile hastalik etkeninin varliginin arastirildig1 ¢alismada, etken tespit

edilmemistir (ikiz ve ark. 2005).

Serum Orneklerinde ELISA yontemi kullanilarak yapilan calismada, Kars
yoresindeki subklinik paratiiberkiiloz’un seroprevalansinin %3.5, ¢iftlik prevelansinin
%41.6 oldugu, yaslan >2-<5, >5-<7 ve 2>7 olarak gruplandirilan sigirlarda
paratiiberkiilozun seroprevalansinin %1.7, %3.8 ve %5.1 oldugu tespit edilmistir (Makav

ve Gokge 2013).

Burdur ilinde si1g1r, koyun, kegi siiriilerindeki 2 yag ve lizeri hayvanlardan alinan
kan serumlarinda ELISA ile yapilan arastirmada; sigirlarda bireysel prevalans %8-8,9,
stirii-igi %17,1-20,4, siiriiler-aras1 %46,7-57,8 koyunlarda bireysel prevalans %48->100,
stirii-i¢i %48->100, siiriiler-aras1 %100->100, kegilerde bireysel prevalans %24-35,9,
stirti-igi %25,7-38,6, siiriiler-aras1 %93,3->100 olarak hesaplanmistir. Paratiiberkiilozun
sigir, koyun ve kegilerde irka gore dagiliminin istatistiksel agidan fark olusturmadigi;
ancak istatistiksel acidan 6nemli olmasa da yas ve siirii biiyiikliigii arttikca hastaligin

goriilme oraninin yiikseldigi tespit edimistir (Celik 2015).

Trakya yoresindeki siit isletmelerindeki 2 yas ve tizeri sigirlardan alinan fekal
ornekler ile isletmelerin bulundugu kdylerdeki siit toplama tanklarindan alinan siit
orneklerinde F57 Real time PCR ve IS900 nested PCR yontemi kullanilarak yapilan

arastirmada M. avium subsp. paratuberculosis tespit edilmemistir (Ozpmar ve ark. 2015).

Manisa yoresindeki Holstein irki siit sigirlarinda yapilan arastirmada, klinik
olarak sagliklt multiparoz hayvanlardan alinan serum 6rneklerinde, ELISA yOntemi ile
subklinik paratiiberkiiloz oran1 %21,72 olarak belirlenmistir. Orneklerin alindig1 tiim

ahirlarda enfeksiyonun varligi tespit edilmistir (Berberoglu ve Civelek 2016).

Kirklareli yoresinde, 3-4 yaslar1 arasindaki klinik olarak belirti géstermeyen siit

sigirlarinda, ELISA y6ntemi ile serumdaki antikor tespitine yonelik yapilan arastirmada



subklinik paratiiberkiilozun prevalans1 %1,5 pozitif, %1,5 siipheli, %97 negatif olarak
tespit edilmistir (Karakas ve Civelek 2018).

Orta Karadeniz bolgesindeki kronik ishalli sigirlarda, 2012 ve 2014 yillar
arasinda ELISA yontemi ile serumdaki M. avium subsp. paratuberculosis antikorlarinin
tespitine yoOnelik yapilan c¢alismada, serum Orneklerinin %10’unda, isletmelerin
%46,7’sinde M. avium subsp. paratuberculosis antikorlari tespit edilmistir. 2012 yilinda
%2,4, 2013 yilinda %21,5ve 2014 yilinda %50 oraninda pozitiflik saptanmistir (Tiitiincii
ve ark. 2018).

Avrupa’da sigirlarda pratiiberkiilozun siirii prevalansinin %7-55 arasinda oldugu

bildirilmistir (Ayele ve ark., 2001).

Almanya’da siit sigir1 igletmelerinde serum ELISA yontemi ile yapilan ¢aligmada
%4,24 (Denzin ve ark., 2011), fekal kiiltiir yontemi ile yapilan ¢alismada bireysel
prevalans %41,43 olarak tespit edildigi bildirilmistir(Donat ve ark., 2015).

Almanya'nin bazi bolgelerinde siit siiriilerinde prevalansin % 84,7 e kadar ulastigi
rapor edilmistir. Avusturyada sigir siiriilerinde hastaligin prevalansi 1994-1997 yillar
arasinda 9%6,97 iken 2002-2003 yillar1 arasinda %19,05 e ¢ikmistir (Khol ve
Baumgartner, 2012).

Belgika’da 2000 yilunda serum ELISA yontemi ile yapilan ¢alismalarda siit
isletmelerindeki sigilarda bireysel prevalans %1,16; et besiciligi isletmelerinde ise %0,52
olarak; siit sigirlarinda siirii bazinda prevalans %32; et besiciligi isletmelerinde siirii

bazinda prevalans %32 olarak tespit edilmistir (Boelart ve ark.,2000).

Amerika Birlesik Devletleri’nde serum ELISA ydntemi ile yapilan caligmalarda
siit isletmelerindeki sigilarda bireysel prevalans %3,8 (Lombard ve ark.,2005), baska
calismada %4,12 (Hirst ve ark., 2004), siirii bazinda fekal kiiltiir ve PCR ile yapilan
calismada prevalans %76,92 (Toth ve ark., 2013); et besiciligi isletmelerinde serum
ELISA yontemi ile yapilan ¢alismada siirli bazinda prevalans %7,9 olarak tespit edilmistir

(Dargatz ve ark., 2001).

2.4. Patogenez
Hayvan MAP'ye oral olarak maruz kaldiginda, etken iki ayr1 portal yol ile viicuda
yayilabilir. Yiiksek dozdaki MAP ile buzagilarda yapilan baz1 deneysel infeksiyon

calismalarinda, etken alindiktan kisa bir siire sonra retrofaringeal lenfoid dokuda ve
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tonsillerden baslayarak yayilma olmustur. MAP'in tonsil kriptlerine dogrudan
inokiilasyonu da enfeksiyona yol acabilir ve hematojen olarak veya lenf yoluyla
mezenterik lenf diiglimlerine ve ileuma yayilabilir. Ancak deneysel ¢alismalardan elde

edilen kanitlarin ¢ogu ana giris yolu olarak ileumu gostermektedir (Sweeney 2011).

Mikobakteriler sindirim yolu ile alindiktan sonra jejenum lenfoid dokusunu ve
Ozellikle ileumdaki peyer plaklarini kaplayan dome epitelyumunun M hiicreleri
tarafindan endositoza ugrar. Kubbe bolgelerine bitisik az sayida villus epitel hiicresinin
enfekte olduguna dair baz1 kanitlar vardir, ancak diger alanlarda enterositler etkilenmez.
Bununla birlikte yapilan in vitro ¢aligsmalar, bazi M. avium suslarinin insan enterosit hiicre
hattin1 enfekte edebildigini gostermistir (Clarke 1997). Intact ve degrade mikobakteriler,
M hiicreleri boyunca vakuollarda, Peyer plaklar1 ve bitisik lamina propriada subepitelyal
ve intraepitelyal bolgelerdeki makrofajlara nakledilir. (Clarke 1997; Manning ve Collins
2001; Sweeney 2011). Burada MAP, fagositoz yoluyla girdikleri makrofajlar tarafindan
temizlenir. Deneysel olarak buzaginin ileumu i¢ine direk inokiilasyondan 5 saat sonra,

submukozal makrofajlar icerisinde MAP etkeni tespit edilmistir (Sweeney 2011).

Bakteriler makrofajlar tarafindan alindiktan sonra Th1l ve Th2 ler farkli konak
immun yanit1 aktive ederler. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
infeksiyonunda M. leprae, M. bovis veya M. tuberculosis tarafindan olusturulan
infeksiyonlardaki gibi immun yanit modeli gézlemlenmektedir. Saptanabilen etkenlerle
lenfositler tarafindan ayrilan doku infiltrasyonu ile karakterize tiiberkiiloid olarak ifade
edilen ilk Th1 yanitina yol agar. Thl yanit1 ayrica interleukin 2 (IL-2) ve tiimdr nekroz
faktorii alfa (TNF-a) ya ilave olarak, M. avium subsp. paratuberculosis infeksiyonuna
kars1 en erken saptanabilen reaksiyonlardan biri olan sitokin gamma interferonun (IFNy)
tiretimi ile karakterizedir. Bu sitokinlerin hiicrei¢i infeksiyonlardaki hiicresel bagisiklik
fonksiyonlarimi diizenledigine inanilmaktadir (Manning ve Collins 2001). Baz1 sigirlar bu
mekanizma ile MAP enfeksiyonunu atlatsa da c¢ogu hayvanda etken makrofajlar
tarafindan yok edilemez (Sweeney 2011). M. avium subsp. paratuberculosis
infeksiyonunun erken, subklinik asamasinda, Thl T hiicresi aktivitesi baskin
goriinmektedir. Etken makrofaj ve mikroskobik granulomlarin igerisinde oldugu igin
infeksiyonun subklinik evresi aylar ve yillarca siirebilir. Bu granulomlari korumak,
bakteriyel yayilimi kontrol etmek ve doku hasarini en aza indirmek igin siirekli T hiicre

bellegi ve yanit1 gereklidir (Manning ve Collins 2001).
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MAP infeksiyonuna paradoksal bir konak¢i immiin yanit1 vardir. Erken evrelerde
intradermal gecikmis tip hipersensitivite (DTH), periferik kan lenfosit gama interferon
yanit1 ve lenfositlerin proliferasyonu ile ortaya ¢ikan gii¢lii bir hiicresel immun yanit
olmasina karsin, daha sonraki asamalarda gii¢lii bir humoral immun, antikor aracili yanit
vardir. Hiicresel immun yanit, bircok enfekte hayvanda, hastaligin klinik olarak gelismis

bir formuna dogru ilerlemesini 6nlemek icin yeterlidir (Over ve ark. 2011).

Hayvanlar infeksiyonunun lepramatéz veya Th2 evresine girerken, kilo kaybu,
bazi tiirlerde ishal gibi M. avium subsp. paratuberculosis infeksiyonunun spesifik
olmayan klinik belirtilerini géstermeye baslarlar. Bu gegisin sebebi bilinmemektedir. Th2
T hiicreleri, humoral (antikor) bagisiklik yanitin1 (IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10) koordine
eden sitokinlerin tiretimini uyarir. Bu humoral yanit koruyucu degildir ve M. avium subsp.
paratuberculosis infeksiyonunu ve patolojisinin ilerlemesini durdurmaz. Yangi
hiicrelerinin infiltrasyonu, bagirsak duvarinin fonksiyonunu yerine getiremeyecek kadar
kalinlagsmasina, malabsorbsiyona ve protein kaybina neden olur. Ayni1 zamanda TNF-
a’nin yiikselmesi de doku katabolizmasinin uyarilmasi yoluyla asir1 zayflamaya neden
olur. Enfeksiyonunun bu asamasinda etken gastrointestinal sistemde ve bobrek, karaciger,
meme bezleri gibi diger organlara yayilabilir, etken ve makrofaj infiltrasyonlarini iceren
lezyonlar goriilebilir. Klinik olarak etkilenmis hastaliin bu evresindeki hayvanlar

genellikle haftalar icinde enfeksiyona yenik diiser (Manning ve Collins 2001).

Immun kontroliin zayiflamasiyla birlikte digki ile etken atilmaya baslar ve etken
uterus, meme bezleri, diger i¢ organlar ve kas dokularina yayilir. Bu donemde hayvanlar
hastaligin herhangi bir dis belirtisini gostermeyebilir ve cogu durumda ELISA ile tespit
edilebilen antikor gelisimi, diski ile sacilma bagladiktan sonrasina kadar meydana gelmez

(Sweeney 2011).

2.5. Klinik bulgular

M. avium subsp. paratuberculosis ile enfekte sigirlarda uzun siiren inkiibasyon
periyodundan sonra genellikle aralikli ve kronik ishal, kilo kaybi, diisiik siit verimi ve
artan morbidite goriiliir. Inkiibasyon siiresi 2-4 y1l arasindadir. Klinik belirtiler genellikle

2 yagindan biiyiik hayvanlarda goriiliir (Wiliams ve Spraker 1979; Wu ve ark. 2007).

Hastalik klinik belirtilerine, etkenin etrafa sagilmasina, laboratuvar tespit

metodlarina gore incelendiginde 4 ayr1 doneme ayrilabilir.
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Sessiz infeksiyon donemi:

Iki yasina kadar geng hayvanlardaki klinik belirtilerin gériilmedigi dénemdir. Bu
donemdeki enfekte hayvanlari belirlemenin tek yolu barsaklardaki etkenin kiiltiir ile tespit
edilmesi veya barsak ve bolgesel lenf yumrularindaki graniilomlarim histolojik tespiti ile
olmaktadir. Johnin deri testi ve gama interferon testi kullanilsa da spesifitesi diisiik
testlerdir (Twari ve ark. 2006). Etkenin diski ile atilimi veya serum antikorlart tespit
edilemez. Lenfosit proliferasyonunu veya interferongamma tiretimini 6lgen in vitro testler
gibi spesifik hiicresel immiinite 6l¢timleri pozitif sonuglar verebilir, ancak bu testler
klinik bir ortamda nadiren uygulanabilir. Enfeksiyonun bu asamasinda hayvanlari
tanimlamak i¢in tek giivenilir yontem, kiiltlir veya polimeraz zincir reaksiyonu ile MAP

tespiti i¢in ileum veya mesenterik lenf yumurusu 6rnekleridir (Sweeney 2011).
Subklinik enfeksiyon donemi:

M. avium subsp. paratuberculosis ile enfekte yetiskin hayvanlar bu donemde
hastaligin diyare veya diger tipik belirtilerini gostermezler. Tespit edilebilir diizeyde
antikor ve hiicresel immun yanit olusur, mastitis ve infertiliteye yatkin olabilirler. Bu
hayvanlarin ¢cogu fekal kiiltiir yontemi ile tespit edilemezler, ancak diski yolu ile etkeni
etrafa sacarak hastaligin yayilmasina neden olurlar. Fekal kiiltiir yontemi ile enfekte

hayvanlarin %15-%25 i belirlenerek siiriiden ayrilabilir (Whitlock ve Buergelt 1996).
Klinik dénem:

Genellikle buzagilama sonrasi olusan, kronik ve aralikli ishal goriiliir. Cogu
hayvanin fekal kiiltiirii pozitiftir ve antikor titresinde artis vardir. Diyareye bagl kilo
kaybi, deride kuruma, killarda diizensizlik olusur. Cogu hayvanin fekal kiiltiiriinde test

pozitif sonug verir ve antikor titresi artar (Baumgartner ve Khol 2006).
Ileri klinik donem:

Hastaligin ilerleyen doneminde hayvanlarda halsizlik, asir1 zayiflama ve
hipoproteinemiye bagli intermandibular 6dem sekillenir. Kaseksi ve projektil ishal
(fiskirma tarzinda) bu donemde karakteristiktir. Agirlik kaybi ve siit verimindeki
azalmaya istinaden hayvanlar siiriiden ayrilirlar. Subklinik donemden ileri klinik doneme
birkag hafta igerisinde gecis olabilir (Whitlock ve Buergelt 1996). Bu donemde prognoz
kotiidiir ve hastalik hayvanin 6liimii ile sona ermektedir. Paratiiberkiiloz tedavisi i¢in

herhangi bir ila¢ bulunmamaktadir (Baumgartner ve Khol 2006).
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2.6. Tam

Paratuberkiiloz tanisinda karsilasilan en biiyiik zorluk, subklinik vakalarin tam
olarak belirlenememesidir. Enfekte hayvanlar, enfeksiyondan sonra 3 ile 5 yil boyunca
hastaligin semptomlarin1 gdstermeyebilir ve klinik belirtiler ortaya ¢ikincaya kadarki
stirecte etkeni etrafa sagarak bulagsmaya neden olabilirler. Ayrica M. avium subsp.
paratuberculosis 'in hiicre i¢i ve yavas liremesi nedeniyle tani siireci zorlagsmaktadir.
Hastaligin teshisinde kullanilan testlerin sensitivitesinin diisilk olmasi da bu nedenlere
baghdir. Infeksiyonun dort asamasi goz oniinde bulunduruldugunda mevcut testler
genellikle I. evre enfeksiyonunu ve II. evredeki subklinik enfekte hayvanlarin ¢ogunu
tespit edemezler. Bu nedenle, daha spesifik ve sensitiv teshis yoOntemlerinin

kombinasyonu ile teshis konabilir (Whitlock ve Buergelt, 1996; Kumar ve ark. 2016).

2.6.1. Nekropsi

Sigirlarin otopsisinde lezyonlar enterit, yaygin graniillomatoz degisiklikler ile
karakterizedir. Hastalikli hayvanlarin yag dokularinda seréz atrofi, asir1 zayiflama,
mandibula arasi1 6dem, viicut bosluklarinda serdz akimti bulunabilir. Lezyonlar
gastrointestinal sistem ile bolgesel lenf yumurlarinda smirlidir. ileumun bagirsak
mukozasinda belirgin bir kalinlasma, beyin goriiniimiinde genis ve enine kivrimlar
goriiliir. Ileumdaki bu patognomik goriiniim bagirsak gerildigi zaman kaybolmaz.

(Baumgartner ve Khol, 2006).

2.6.2. Bakterioskopi

Diskidan hazirlanan preparatlarda Ziehl Neelsen boyama metodu ile yapilan
mikroskobik incelemede, kiimeler halinde asit fast bakterilerin goriilmesi (Weber ve ark.
2009) ile hizli bir sonu¢ alinmasina ragmen, bu yonetimin duyarlilik ve 6zgiinliigiiniin

diisiik olmasi1 nedeniyle siipheli sonuglar alinabilmektedir (Ris ve ark. 1988; Zimmer ve

ark.1999).

2.6.3. Kiiltiir

Mikobakteriyel izolatlarin mikobaktin bagimliligi, koloni morfolojisi ve etkenin
boyanma 0Ozellikleri gdzoniinde bulunduruldugunda, ¢cogu arastirmaci tarafindan fekal
kiiltiiriin 6zgiinliigiiniin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (Buergelt ve ark. 1977; Chiodini
ve ark. 1984; Socket ve ark. 1992a; 1992b; Whitlock ve ark. 2000). Diski kiiltiirii canli

etkilenmis hayvanlarda paratiiberkiilozun tanisi i¢in altin standart test olarak kabul edilir
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(OIE 2018). Agir enfekte sigir siiriilerinde, klinik belirti gosteren sigirlarin digkilariyla
kontamine olan yem ve su ile etkeni alan hayvanlar, etkeni digkilar ile sagabilirler. “Pass
through” fenomeni olarak adlandirilan bu durumda, enfekte olmadan alinan etkenin 1-7
giin boyunca etrafa sagilmasi ile yanlis pozitif test sonuglar1 alinabilir (Sweeney ve ark.
1992; Whitlock ve ark. 2000; Nielsen ve Toft, 2008). Hastaliktan etkilenmis, enfekte,
infeksiyoz sigirlarda teshis igin fekal kiiltiir yontemi kullanilarak yapilan arastirmalarda
yontemin duyarliliginin %23-%74 arasinda oldugu tespit edilmistir (Billman-Jacobe ve
ark. 1992; Sockett ve ark. 1992c; Egan ve ark. 1999; Whitlock ve ark. 2000; McKenna
ve ark. 2005; Nielsen ve Toft, 2008).

Diski, doku gibi klinik Orneklerden M. avium subsp. paratuberculosis’in
izolasyonunda, bagirsak florasindan kiiltiir besiyerinin kontaminasyonunu engellemek
icin  bir takim dekontaminasyon protokollerinin uygulanmasi  gereklidir.
Dekontaminasyon prosediirleri esnasinda kullanilan antibiyotik ve dezenfektanlar,
santrifij ve sedimentasyon islemleri, besi yeri inokulasyonunda alikotlarin
uzaklagtirllmas1 nedeni ile canli organizmalarin sayist azaltilabilir. Bunun ig¢in
laboratuvarlarda ¢esitli teknikler kullanilmakta ve dekontaminasyon islemi ile yanlis
negatiflik arasindaki optimizasyonun saglanmasi i¢in ¢aba sarfedilmektedir. Bu amacla
uygulanan tiim protokoller klinik orneklerden izole edilen M. avium subsp.

paratuberculosis sayisini azaltabilir (Reddaclif ve ark. 2003).

M. avium subsp. paratuberculosis’in izolasyonunda okzalik asit ve NaOH ile
dekontaminasyon saglanarak Lowenstein—Jensen (LJ) besiyerinin kullanildig1 metod ile
hexadecylpyridinium chloride (HPC)’in dekontaminasyonda kullanildigi, Herrolds’s Egg
Yolk Medium (HEYM) ve Middlebrook 7H10 gibi kati besiyerleri ile Middlebrook 7H9
gibi siv1 besiyerlerinin kullanildig: iki temel metod vardir. Etkenin izolasyonunda sivi

besiyerlerinin kat1 besi yerlerine gére daha duyarli oldugu rapor edilmistir (OIE,2018).

M. avium subsp. paratuberculosis’in diski veya dokudan kiiltiir ve izolasyonu,
kesin tespit metodu olsa da dokulardaki diisiik kolonilesme seviyesi, diskida az miktarda
veya siirekli etken atilimiin olmamasi, hastaligin teshisinde yanlis negatif sonuglara
neden olabilir. Ayrica 8-16 haftalik inkiibasyon periyodu da teshisin uzun siirede

konmasina neden olmaktadir (Huntley ve ark.2005).
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2.6.4. PCR

Genomunda 15- 20 kopya ile 1.451 baz giftine sahip olan IS900 insersiyon
sekansin karakterizasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile minimum
miktarda MAP DNA'sinin spesifik tanimlanmasini saglamaktadir. F57, ISMav2,
ISMAPO2, ISMAPO4 ve IS1311 dahil diger 58 insersiyon elementlerinin M. avium
subsp. paratuberculosis genomunda degisken sayida kopya olarak tanimlanmigtir
(Gilardoni ve ark. 2012)

PCR, kolostrum, siit, digk1 ve ileosekal valf, ileum, jejunum dokulari, jejunal veya
ileosekal lenf yumrularindan alinan 6rneklerde spesifik DNA sekanslarinin tespiti igin
giiclii bir yontemdir(Buergelt ve Williams, 2004, Gilardoni ve ark. 2012). Ancak
numunelerdeki bazi bilesenlerin Taq polimeraz {izerindeki inhibitér etkileri nedeniyle
yanlis negatif sonuglara neden olabilecegi gozoniinde bulundurulmalidir (Tiwari ve ark.
2006, Gilardoni ve ark. 2012). Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis gesitli
dokulardan bulunmaktadir, ancak tani igin mezenterik ve ileosekal lenf yumrulari, ileum
ve karaciger Onerilir ki bu sayede diskida bulunan inhibitorlerden kaginildigi
bildirilmistir (Wells ve ark. 2009; Collins,2019).

2.6.5. Seroloji

2.6.5.1. ELISA

Serum ELISA genellikle siirli diizeyinde hastaligin teshisinde, diisiik maliyetli ve
kolay otomasyon agisindan en yaygin kullanilan tekniktir (Garcia ve ark. 2008; Dieguez
ve ark. 2009). Ancak, g¢esitli nedenlerden dolayi, ELISA sonuglarinin dikkatli
yorumlanmas1 gerekir. Enfeksiyon ile inkiibasyon siiresi ve immun yanitin olusmasi
esnasindaki gecikme nedeniyle, subklinik enfekte sigirlarin belirlenmesi i¢in serum
ELISA duyarliligy, fekal kiiltiir duyarliligindan daha diisiik olup, yanlis negatif sonuclara
yol agmaktadir. Bir¢ok caligmada serum ELISA'smin duyarliliginin, seropozitif olan
fekal atilimin oranina dayanarak %15-75 arasinda oldugu degerlendirilmistir (Tiwari ve

ark. 2006).

2.6.5.2. Komplement Fikzasyon Test (CFT)
CFT uzun yillardir sigirlar icin kullanilan standart testtir. Bu test klinik olarak

siipheli hayvanlarda 1yi ¢alisir, ancak genel popiilasyonda kontrol amaciyla kullanilmak
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icin yeterli bir 6zgiinliigli yoktur. Bununla birlikte, sigir ithal eden ilkeler tarafindan

siklikla talep edilmektedir (OIE 2018).

2.6.5.3. Agar Jel Immundifiizyon Test (AGID)

AGID’in temeli enfekte hayvanlarin antikorlar1 ile MAP’in protoplazmik
ekstraktindan ¢oziilebilir antijen tarafindan olusturulan immun kompleksin, agar jel
matrisinde c¢okeltilmesidir. Basit, hizli ve nispeten ucuz bir ydntemdir, ancak
paratiiberkiilozun erken evrelerinde diisiik duyarlilifa sahiptir ve ileri klinik evrelerde
hayvanlarda iyi bir tan1 yontemi olarak kabul edilir. Siipheli vakalarin hizli bir dogrulayici
testi olarak kullamlabilir. Ileri klinik paratiiberkiiloziste duyarlilk iyi (% 90-95),
subklinik evrelerde ise diisiiktiir (% 18,9-30) (Ayele ve ark. 2001; Gilardoni ve ark. 2012).

2.6.6. Hiicresel Bagisiklik Testleri
Intradermal test, lenfosit transformasyon test, migrasyon inhibisyon test, inteferon

gamma (IFN-y) test gibi hiicresel bagisiklik testleri vardir (Kumar ve ark. 2016).

2.6.6.1. Intradermal test

Mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi ilk ve en gii¢lii konak¢1 cevabi hiicresel
immun yanittir ve hiicresel immun (CMI) yanut testleri, M. avium subsp. paratuberculosis
enfeksiyonlarmin erken teshisi i¢in kullanilabilir. Mikobakteriyel antijenlere karsi
gecikmis asir1 duyarlilik tipini 6l¢en intradermal deri testi, mikobakteriyel enfeksiyonlar
igin iyi bilinen bir CMI testidir. Mikobakteriyel antijen preparasyonu PPD derialti
uygulanmadan 6nce ve uygulamadan 72 saat sonra deri kalinlig1 dl¢iilerek degerlendirme
yapilir. 2 mm ve daha fazla kalinlik artis1 pozitif olarak degerlendirilir. (Kalis ve ark.
2003). Kumar ve arkadaslarina (2016) gore testin 6zgiinliigii %54, duyarlilig1 yaklasik
%79 olarak bildirilmistir.

2.6.6.2. Inteferon Gamma (IFN-y) Assay

IFN-y testi in vitro kosullarda yapilmasi disinda intradermal teste benzer. IFN-y
antijenlere maruz kaldiktan sonra lenfositler tarafindan salinir (Kumar ve ark. 2016). PPD
ile uyarilan T lenfositler tarafindan sitokin IFN-y spesifik {iretimi ol¢iiliir. IFN-y'nin
kantitatif tespiti, 1 ila 2 yas aras1 hayvanlarda kullanilabilir. Subklinik evrede bulunan
hayvanlarda bu testin duyarlilig1 serolojik testlerden daha yiiksektir, ancak mutlak

anlamda distiktiir (% 41). Tiberkiiloz ve paratiiberkiiloz miks enfeksiyonlu stirtilerde
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testin duyarlilig1 yaklasik % 20'ye kadar diigebilir. Bu farkliliklar konaker tiirlere veya

her siiriide mevcut olan suglara bagli olabilir (Gilardoni ve ark. 2012).

2.7. Tedavi

Hastaligin tedavisi i¢in onayli ilag bulunmamaktadir. Ancak nadir olarak
antimikrobiyal ajanlarin etiket dis1 kullanimiyla antibiyotik kullanimi denenmektedir.
Paratiiberkiiloz tedavisi pahali ve faydasiz oldugundan, sadece damizlik olarak kullanilan
cok degerli hayvanlarin 6mriinii uzatmak ic¢in uygulanir. Johne hastalig1 i¢in en yaygin
kullanilan tedavi yontemleri, clofazimine veya isoniazid ve rifabutin veya ethambutoldiir.
Bunu hayvanin 6mrii boyunca giinde bir izoniazid dozu takip eder. Her ne kadar sigirlarda
M. tuberculosis ve M. bovis enfeksiyonlarinin tedavisi igin isoniazid regetelense de hem
M. avium subsp. paratuberculosis hem de M. avium, in vitro olarak isoniazid'e direnglidir
ve bu nedenle in vivo olarak etkili olmayabilir. M. avium subsp. Paratuberculosis 'in vitro
olarak D-sikloserin, etambutol, amikasin, klaritromisin, rifabutine duyarlidir (Harris ve
Barletta, 2001).

2.8. Korunma ve Kontrol
Paratuberkiilozun kontrolii klinik belirtiler gdstermeyen enfekte hayvanlarin

tespit edilmesinin zor olmasi nedeniyle oldukga zordur (Dieguez ve ark. 2009).

Paratiiberkiiloz kontrol programlarinin temelinde etkeni diskist ile sagan
hayvanlarin siiriden uzaklastirilmas: ve si8ir buzagi bulasmasinin 6nlenerek hijyenik
Oonlemlerin alinmasi vardir (Kalis ve ark. 2003). Genel olarak c¢ogu buzaginin
yasamlarinin erken doneminde MAP ile enfekte oldugu kabul edilir. Bu nedenle, kontrol
programlar1 temel olarak yetiskin sigirlardan ¢iftlikte yetistirilen geng hayvanlara
dogrudan veya dolayli MAP gecisinin onlenmesine dayanmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde asilama uygulamalar1 sinirli seviyede olup, asilama ile klinik hastalik
insidensin1  azaltabilir ve deneysel c¢alismalarda etkenin bagirsak dokularinda
kolonilesmesinin azaltilmasina yardimci olabildigi bildirilmistir (Fecteau ve Whitlock,
2011). Amerika Birlesik Devletlerinde sinirli kullanim igin onaylanmis yalnizca bir asi
(Mycopar®, Boehringer Ingelheim) vardir (Patton, 2011; Setless ve ark.,2014). Bu as1
hiicresel immuniteyi uyarmasina ragmen, asilanmis hayvanlardan etkenin sinirli miktarda
atilmasi ile hastalifin diger hayvanlara yayilmasi devam eder (Setless ve ark.,2014).
Ancak agilar enfeksiyondan tamamen korunma saglamaz ve hayvanlar diskilari ile MAP

sacmaya devam edebilir. Asilama ile enfeksiyondan korunmayacagi genel olarak kabul



18

edilmektedir. Asilamanin temel faydalari, M. avium subsp. paratuberculosis’in fekal
saciliminin azalmasi ve siiriilerde hastalik insidansinin azaldigini gosteren kanitlarla,
enfekte hayvanlarda klinik bulgularin azalmasidir (Chiodini ve ark. 1984; Harlis ve
Barletta, 2001; Stabel ve ark.,2011; Fecteau ve Whitlock, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Trakya yoresinde hayvanciligin yogun oldugu yerlerdeki mezbahalar tespit edilip
ornek toplamak icin izinler alindiktan sonra Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner
Fakiiltesi hayvan kesim yerinde ileal lenf yumurularinin yeri belirlenerek ilk 6rnek
almmistir. Tekirdag Siileymanpasa, Malkara, Hayrabolu ilgelerinde faaliyet gosteren
mezbahalar ile Edirne Merkez ve Kesan ilgesinde faaliyet gosteren mezbahalara Temmuz
2017 ve Agustos 2017 tarihlerinde gidilerek drnekler toplanmistir. Bu yorede yetistirilen
sigirlarin kiiltiir irk1 olmasi ve erkek hayvanlarin 12-18 ay arasinda kesime sevk edilmesi,
disi hayvanlarin damizlik olarak kullanilmasi, disi hayvan kesiminin Tarim ve Orman
Bakanlig1 tarafindan sarta tabi olmasi nedeniyle 2 yasini gegmis hayvan kesiminin az
oldugu goriilmiistiir. Tesadiifi 6rnekleme yolu ile secilen hayvanlardan steril bistiiri ile
alinan lenf yumrulari, steril numune posetlerine konarak soguk zincirde Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa ~ Veteriner ~ Fakiiltesi ~ Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali
Laboratuvarma getirildi. Orneklerin alindigi hayvanlarin yas, 1rk, cinsiyet, kesim yeri,

kesime sevk edildigi yer, kilo ve ishal durumu Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1: Orneklerin alindig: hayvanlarin yas, cinsiyet, irk, kesime sevk edildigi yer,
agirhk, ishal varhgi, kesim yeri bilgileri

Cinsiye e . Durumu-

No Yas t Irk Geldigi Yer  Kilo ishal E/H Mezbaha
IU Vet Fak. Veteriner

1 4 > Hol SA Avcilar-Istanbul 310 H Fakiiltesi
Saglamtas-

2 2 E Hol SA Malkara- 375 H Malkara
Tekirdag
Balabancik-

3 2 E Hol SA Malkara- 290 H Malkara
Tekirdag

4 5 D  Holsa |Zgar-Malkara-—, H Malkara
Tekirdag

5 5 D  Holsa 'ZgarMalkara- ., H Malkara
Tekirdag

6 7 D  Holsa Halic-Malkara-—,, H Malkara
Tekirdag

7 4 5 Halgn RS UELEE e H Malkara

Tekirdag



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon
Melezi

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Ferhadanli-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Karadeniz-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Yagci-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Osmanli-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Inecik-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Miisellim-
Liileburgaz-
Kirklareli
Cinarhidere-
Malkara-
Tekirdag
Cinarlidere-
Malkara-
Tekirdag
Nusratli-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Isilar-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Tayakadin
Mah-Merkez-
Edirne
Tiirkmen Mah-
Kesan-Edirne
Balabancik-
Malkara-
Tekirdag
Ahievren-
Malkara-
Tekirdag
Ahievren-
Malkara-
Tekirdag
Ahievren-
Malkara-
Tekirdag
Saglamta-
Malkara-
Tekirdag s
Ballisiile-
Malkara-
Tekirdag

232

165

209

199

282

249

390

305

243

311

211

202

195

232

273

301

210

196

H

H/Kondiyon
u kotii

H

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpagsa

Siileymanpasa

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Saripolat-
Malkara-
Tekirdag
Kiirtillii-
Malkara-
Tekirdag
Sarni¢c-Malkara-
Tekirdag
Y oriicek-
Malkara-
Tekirdag
Balabancik-
Malkara-
Tekirdag k
Balabancik-
Malkara-
Tekirdag k
Biiyiikdoganca-
Kesan-Edirne
Alicopehlivan-
Ipsala-Edirne
Aligopehlivan-
Ipsala-Edirne
Esetce-Ipsala-
Edirne
Maltepe-Kesan-
Edirne
Altintag-Kesan-
Edirne
Hacikdy-Ipsala-
Edirne
K.Altiagag
Mah-Merig-
Edirne
Cayirli-Merkez-
Kirklareli
Hacisungur-
Malkara-
Tekirdag
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag
Habiller-Havsa-
Edirne
Taptik-Havsa-
Edirne
Digiinciibasi-
Liileburgaz-
Kurklareli
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag

232

346

222

244

291

255

327

174

164

210

268

221

202

210

245

255

235

217

338

258

215

H

H

H/Lenflerde
Biiylime

H

H

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara

Malkara

Kesan
Kesan
Kesan
Kesan
Kesan
Kesan

Kesan

Siileymanpasa

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
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47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Tatarli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Tatarli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Tatarli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Elbasan-

Catalca-Istanbul

Haznedar-
Babaeski-
Kirklareli
Tatarl1-
Hayrabolu-
Tekirdag
Tatarli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Sogiitlidere-
Havsa-Edirne
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli

Karadeniz Mah-
Siileymanpasa-

Tekirdag
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag

223

202

230

241

236

204

243

289

417

192

200

266

238

279

220

282

275

272

H

H

H/Septisemi

H/Septisemi

H

H/Kondiiyo
nu Kot

H/Lenflerde
Biiytime

H/Septisemi

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

22



65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

13

10

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Simental

Simental

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA
Melezi

Hol SA

Hol SA

Simental

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Bahramsah-
Hayrabolu-
Tekirdag
Cikrikei-
Hayrabolu-
Tekirdag
Araphaci-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Cesmeli-
M.Eregilisi-
Tekirdag
Cesmeli-
M.Eregilisi-
Tekirdag
Dedecik-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Miisellim-
Liileburgaz-
Kirklareli
Kirikkoy-
Liileburgaz-
Kirklareli
Kasikei-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Yagci-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Yenice-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Osmanli-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Karadeniz-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Karapinar-
uzunkoprii-
Edirne
Biiyiikgerdelli-
Siilogh- Edirne
Kocahidir-
Ipsala- Edirne
Velikdy-
Cerkezkoy-
Tekirdag
Kemalkoy-
Merkez-Edirne

Taptik-Havsa-
Edirne

295

222

202

222

277

187

201

266

192

171

201

333

279

322

289

345

279

203

207

H/Kasektik

H/Kondisyo
nu Kotii

E/Kasektik

Hayrabolu

Hayrabolu

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpagsa

Stileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
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84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

2k

96

97

98

99

100

101

102

103

10

10

10

11

10

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Seydikoy-
Kesan-Edirne
Biiyiikgerdelli-
Siiloglu-Edirne
Harmanli-
Uzunkoprii-
Edirne
Haznedar-
Babaeski-
Kirklareli
Dombay-
Lalapasa-Edirne
Haznedar-
Babaeski-
Kirklareli
Abalar-Havsa-
Edirne
Ogulpasa-
Havsa-Edirne
Ogulpasa-
Havsa-Edirne
Uriinlii-Merkez-
Kirklareli
Yolageldi-
Havsa-Edirne

Merkez- Edirne

Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Bayramsah-
Hayrabolu-
Tekirdag
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Kuleli-
Babaeski-
Karklareli
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Degirmencik-
Merkez-
Karklareli
Kermeyan-
Malkara-
Tekirdag
Bagpinari-
Malkara-
Tekirdag

253

311

246

230

205

303

335

212

303

199

222

244

260

195

228

212

245

249

228

336

H

H/Kondisyo
nu Koti

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Malkara

Malkara

24



104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

11

16

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Simental
Melezi
Hol SA
Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Bagpinari-
Malkara-
Tekirdag

Develi-
Malkara-
Tekirdag

Alicopehlivan-
Ipsala-Edirne
Disbudak-
Kesan-Edirne
[zzetiye-Kesan-
Edirne
Yenimuhacir-
Kesan-Edirne
Yenimuhacir-
Kesan-Edirne
Yenimuhacir-
Kesan-Edirne
Begendik-
Kesan-Edirne
Sarpdere-
Ipsala-Edirne

Subasi-

Hayrabolu-

Tekirdag
Bostanli-Havsa-
Edirne
Ogulpasa-
Havsa-Edirne
Yenicegorece-
Meri¢-Edirne
Sehitler-Enez-
Edirne
Kiciikkaristiran
-Liileburgaz-
Karklareli
Bostanli-Havsa-
Edirne
Kizilcikdere-
Merkez-
Kirklareli
Tirkobasi-
Uzunkdprii-
Edirne
Serem-Merig-
Edirne
Bostanli-Havsa-
Edirne
Kizilcikdere-
Merkez-
Karklareli

274

161

245

249

317

215

255

255

214

213

230

281

172

286

170

214

360

248

224

304

223

273

H

H/Kondisyo
nu Koti

H
H
H

H

H/Kondisyo
nu Koti

H

H

H/Karaciger
de Parazit

H/Kondisyo
nu Koti

H
H
H
H

H/Lenflerde
Biiytime

H

H

H
H

H/Lenflerde
Biiyiime

Malkara

Malkara

Kesan
Kesan
Kesan
Kesan
Kesan
Kesan
Kesan

Kesan

Hayrabolu

Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
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126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

11

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Simental
Melezi

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon
Melezi

Simental
Melezi
Simental
Melezi

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon

Hol SA

Hol SA

Kizilcikdere-
Merkez-
Kirklareli
Oruglu-
Babaeski-
Kirklareli
Sofuhalil-
Babaeski-
Kirklareli
Abalar-Havsa-
Edirne
Siileymaniye-
Uzunkoprii-
Edirne
Soylu-
Hayrabolu-
Tekirdag
Uskiip
Cevatpasa-
Merkez-
Karklareli
Naipyusuf-
Havsa-Edirne
Naipyusuf-
Havsa-Edirne
Naipyusuf-
Havsa-Edirne
Naipyusuf-
Havsa-Edirne
Cerkezmiisellim
-Hayrabolu-
Tekirdag
Karahalil
Fevzigakmak-
Babaeski-
Kirklareli
Haciumur-
Merkez-Edirne
El¢ili-Merkez-
Edirne

Merkez- Edirne

Comlekakpinar-
Lalapasa-Edirne
Abalar-Havsa-
Edirne
Merkez-
Siiloglu-Edirne
El¢ili-Merkez-
Edirne
Tatarlar-
Siiloglu-Edirne

276

240

216

218

177

276

215

190

240

376

214

262

207

265

264

235

286

235

314

256

230

H/lenflerde
Biiyiime

H

H

H

H/Lenflerde
Biiylime

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu
Hayrabolu

Hayrabolu
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147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

11

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Montofon

Simental

Montofon

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Merkez-
Siiloglu-Edirne
Pasayigit-
Kesan-Edirne
Dokuzhdyiik-
Merkez-
Kirklareli
Miisellim-
Babaeski-
Kirklareli
Comlekakpinar-
Lalapasa-Edirne
Uyiikliitatar-
Merkez-Edirne
Yolageldi-
Havsa-Edirne
Doganca-
Pehlivankoy-
Kirklareli
Ogulpasa-
Havsa-Edirne
Ogulpasa-
Havsa-Edirne
Degirmencik-
Merkez-
Kirklareli
Ovenler-
Hayrabolu-
Tekirdag
Karahalil
Fevzicakmak-
Babaeski-
Kirklareli
Taptik-Havsa-
Edirne
Merkez-
Karklareli
Demirhali-
Merkez-Edirne

Merkez-Edirne

Demirhali-
Merkez-Edirne
Demirhali-
Merkez-Edirne
Merkez-Kesan-
Edirne
Kadikoy-
Kesan-Edirne
Koyunbaba-
Merkez-
Kirklareli

301

272

203

218

210

214

244

234

221

190

257

194

204

253

396

386

323

303

329

364

342

179

H

H

H/Bagirsakl
ar
Hemorajik

H

H/Lenflrde
Biiyiime

H

H

H

H
H
H/Kondisyo

nu Koti

H/Bagirsakl
ar
Hemorajik

H/Lenflrde
Biiylime

H/Kondisyo
nu Koti

H

H

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu
Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Hayrabolu

Edirne
Edirne
Edirne
Edirne
Edirne
Edirne
Edirne

Edirne

Hayrabolu
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169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

13

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Hol SA

Cayirli-Merkez-
Kirklareli

Yildirimbeyazit
-Merkez-Edirne

Hacisarraf-
Merkez-Edirne

Musulca-
Havsa-Edirne
Osmanli-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Ciftlikonii Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Yukarikilich-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Ismailli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Ismailli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Ismailli-
Hayrabolu-
Tekirdag
Emiryakup-
Hayrabolu-
Tekirdag
Karadeniz Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Zafer Mah-
Stileymanpasa-
Tekirdag
Zafer Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Zafer Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Zafer Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Zafer Mah-
Siileymanpasa-
Tekirdag
Gazioglu-
Siileymanpasa-
Tekirdag

354

347

185

280

217

243

220

283

245

188

187

227

190

210

227

169

168

321

H

H/Bagirsakl
ar
Hemorajik

H/Kasektik,

H

H/Kasektik,

Edirne

Edirne

Edirne

Edirne

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Siileymanpasa

Stileymanpasa

Siileymanpagsa

Stileymanpasa

Siileymanpagsa
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Gazioglu-
187 2 D Hol SA  Siilleymanpasa- 184 H Siileymanpasa
Tekirdag
Naip- H/Tiberkiili
188 5 D Hol SA  Siileymanpasa- 181 n Pozitif Siileymanpasa
Tekirdag Sartli Kesim
Ferhadanli-
189 3 D Hol SA  Siileymanpasa- 185 H Siileymanpasa
Tekirdag
Zafer Mah-
190 8 D Hol SA  Siileymanpasa- 262 H Siileymanpasa
Tekirdag
Karamehmet- H/Tiberkdli
191 2 D Hol SA Ergene- 144 n Pozitif Siileymanpasa
Tekirdag Sartl1 Kesim
Cikrikei-
192 6 D Hol SA Hayrabolu- 220 Hg_i?nfiirede Hayrabolu
Tekirdag yu
H/Bagirsakl
193 13 D  Holsa ranakHavsa .o, ar Hayrabolu
Edirne .
Hemorajik
Davuteli-
194 4 D  HolSA  Malkara- 287 H/BLl.ie”fiflrede Hayrabolu
Tekirdag yu
Beyazkoy- H/Kondisyo
195 2 D Hol SA Saray-Tekirdag 262 nu Kot Hayrabolu
Aydmevler- .
196 7 D Hol SA H};yrabolu- 250 H/Kon@s;yo Hayrabolu
e nu Koti
Tekirdag
Elbasan-
197 5 D Hol SA Chtthon il 235 H Hayrabolu
Haznedar-
198 16 D Hol SA Babaeski- 253 H Hayrabolu
Kirklareli
Emirali-
199 6 D Hol SA Liileburgaz- 185 H Hayrabolu
Kirklareli
Agayeri-
200 11 D Hol SA Babaeski- 252 H Hayrabolu
Kirklareli
Hol SA: Holstayn siyah alaca, D:Disi, E:Erkek, H:Hay1r
3.1.2. Real-time PCR
lleal lenf yumrularndan DNA ekstraksiyonu ve M. avium subsp.

paratuberculosis’e spesifik gen bélgelerinin tespiti i¢in kullanildi.
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3.1.2.1. Ekstraksiyon Kiti
PCR asamasi icin lenf yumrularindan saf DNA elde edilmesi amaciyla Vivantis

GF-1 Tissue DNA Extraction kiti kullanildi.

Ekstraksiyon kit icerigi:

Filtreli tipler (GF-1 kolon)

Toplama tiipleri

Doku lizis tampon ¢ozeltisi (Buffer TL)

Lysis enhancer

Doku genomik DNA baglanma ¢ozeltisi (Buffer TB)
Konsantre yikama tamponu (Wash Buffer)

Ellisyon tampon ¢ozeltisi (Elution Buffer)

Proteinaz K

3.1.2.2. Amplifikasyon
Amplifikasyon i¢cin IDEXX RealPCR MAP DNA Test kiti kullnildi.

PCR kit igerigi:

RealPCR Map DNA Mix (MAP DNA Mix) (MAP DNA’sin1 tespit i¢in

primerler ve prob igerir)

RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx) (Hot-start polimeraz, ROX ve

niikleotidleri igerir)
RealPCR Positive Control (PC) (MAP pozitif kontrol)

RealPCR PCR Grade Water (PCR ig¢in saf su, ayrica PCR negatif kontrol
igin)

Thermocycler:

Roche LightCycler 480 Real-time PCR cihazi

3.1.2.3. Diger gerecler

Benmari (Biosan)
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e Ethanol (%96)

e [sitic1 blok (Labnet Accublock)

e Mikrosantrifiij (Denville 260D)

e Mikrosantrifiij tiipleri (Dnase/Rnase free 1,5ml)

e Pudrasiz eldiven

e SimifII kabinet (Heal Force)

e Spektrofotometre (Nanodrop 1000, Thermo Scientific)
e Steril bistiiri

e Steril petri kutusu

e Terazi (Radwag AS 220/C/2)

e Vorteks mikser (Velp)

e 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl filtreli pipet ucu
e 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl otomatik pipet

e 96 kuyucuklu PCR plate ve optik kaplayici film

3.2. Yontem
3.2.1. Real time PCR

3.2.1.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Vivantis GF-1 Tissue Extraction kitinde belirtilen prosediir
izlenerek gerceklestirildi. Konsantre buffer igeren Wash Buffer sisesine 56 ml ethanol
ilave edilerek seyreltildi. Proteinaz K disindaki tiim ¢6zeltiler oda sicakliginda, Proteinaz
K +4°C’ de muhafaza edildi. Calismaya baslamadan 6nce benmari 65 °C’ye ayarlandi.
Mezbahalardan toplanarak Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesindeki
derin dondurucuda -20°C’de muhafaza edilen lenf yumrulari bistiiri ile pargalanarak
homojenize edildi ve bu 6rneklerden alinan 10-20 mg doku o6rnegi ependorf tiipline
konuldu. Ornege 250 pl Buffer TL ve 20 pl Proteinaz K eklenerek homojenize ¢ozelti
elde etmek icin pulse vorteksleme ile iyice karistirildi. 12 pl Lysis Enhancer eklenerek
hemen karistirildi ve 65 °C’de 1sitici blokta gece boyunca inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 560 pl Buffer TB ilave edilerek homojenize soliisyon elde edilinceye
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kadar vortekslendi ve 65 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. 200 pul absoliit etanol eklenerek
hemen vortekslendi. Temiz bir toplama tiipiine konan kolona yaklasik 650 pl 6rnek
aktarilarak 5.000x g’de 1 dakika santrifiije edildi ve akintinin tamami atildi. Kolonu
yikamak i¢in 650ul Wash Buffer ilave edilerek 5.000x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Akintinin tamami atildiktan yikama islemi tekrar edilerek, 650l Wash Buffer ilave edildi
ve 5.000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Akint1 atildiktan sonra etanol kalintilarini
tamamen uzaklastirmak i¢in 10.000x g’de 1 dakika daha santrifiijlendi. Kolon ependorf
tiptinden ¢ikarilarak temiz bir ependorf tiipiine alindi. Daha 6nceden 65°C’ye 1sitilmis
olan Elution Bufferdan 200ul kolon membrani iizerine ilave edilerek oda sicakliginda 2
dakika bekletildi. DNA eliisyonu i¢in 5.000x g’de 1 dakika santrifiij islemi uygulandi.
Ustteki kolon atildiktan sonra, mikrosantrifiij tiipiinde toplanan DNA ekstraksiyonu PCR

asamasinda kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
Ekstraksiyondaki DNA miktari 6l¢iimii:

Omneklerden elde edilen ekstraksiyonlardan tesadiifi olarak segilen 24 tanesinin
niikleik asit safligi, DNA/RNA oranlari ve DNA miktarlar1 spektrofotometre ile dl¢iildii.
Olgiim degerleri Tablo 3-2°de verilmistir.

Tablo 3-2: DNA Ekstraktlarimin miktar ve safligi

Ornek

No DNA Miktari (ng/pl) A260/280 A260/230
2 149,16 1,92 2,26
3 114,60 1,89 2,17
8 315,09 1,83 1,71
20 249,11 1,94 2,35
22 343,50 1,93 2,33

24 529,69 1,90 2,28

33 86,94 1,94 2,53

63 81,13 1,89 2,38

90 152,99 1,89 2,03

95 145,78 1,85 1,82

96 266,10 1,90 2,19

98 280,54 1,78 1,67
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109 128,93 1,90 2,14
127 119,67 1,88 2,20
119 159,05 1,91 1,99
125 113,67 1,90 2,49
126 115,36 1,92 2,57
146 103,86 1,90 2,35
149 98,76 1,88 2,44
151 100,85 1,89 2,33
55 129,10 1,90 1,87
188 148,30 1,88 2,43
191 133,64 1,93 2,45
192 97,64 1,90 2,50

3.2.1.2. DNA amplifikasyonu

Real-time PCR karisimi hazirlanmas:

IDEXX RealPCR MAP DNA Test kitinde bulunan RealPCR MAP DNA Mix
(MAP DNA Mix) 1 ml RealPCR PCR DNAse RNAse free distile su ile, RealPCR
Positive Control (PC) ise 500 pul RealPCR PCR Grade Water ile sulandirilarak oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra mikrosantrfiijle karistirildi.

Bir 6rnek i¢in Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis DNA gen bolgesine
spesifik primer ve probu iceren RealPCR MAP DNA Mix’ten 10ul ve DNA MMX’ten
10ul alinip mikrosantrifiij tiipiine konarak PCR karisim1 hazirlandi. PCR miksi bir kag
kere pipetlendikten sonra vortekslendi. Hazirlanan PCR karisimindan 20pul alinarak PCR
plakasindaki kuyucuklara aktarildi. Her kuyucuga oOrneklerden elde edilen
ekstraksiyonlardan 5 pl eklenerek toplam hacmi 25 olan PCR karisimi elde edildi. Her
calismada pozitif kontrol i¢in bir kuyucuga 5 pl RealPCR Positive Control (PC), negatif
kontrol i¢in 5 pl RealPCR PCR DNAse RNAse free distile su ilave edildi. PCR plakasinin

tizeri film ile kapatilarak kuyucuklarda hava kabarcig1 kalmamasi i¢in santrifiij edildi.

Roche LightCycler 480 Real Time PCR cihazina goére optimize edilen 1s1
degerlerinde Realtime PCR asamasi tamamlanmistir. Bu amagla thermal cycler 50°C’de
15 dakika reverse transcription isleminden sonra, denatiirasyon i¢in 95°C’de 1 dakika 1

siklus, amplifikasyon i¢in 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 30 saniye 45 siklus, son agamada
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40°C’de 30 saniye sogutma olacak sekilde ayarlanmistir. Her 60°C lik amplifikasyon
asamasindan sonra floresan kayitlarr alinmistir. Floresan artisi olan 6rnekler pozitif olarak
degerlendirilmistir. PCR sonunda elde edilen grafiklerdeki cycle threshold (Cr)

degerlerine gore degerlendirme yapilmustir.

3.2.2. istatistiksel analiz

Pozitif sonug bulunan hayvanlarin, 1k, yas, cinsiyet, genel kondisyon ve kaseksi
varhigi, yetistirildigi bolge ve kesim yeri gibi parametrelerin istatistiksel acidan
degerlendirilmesinde, sonuglar Statistical Package for the Social Science (SPSS) 13
programinda “Khi-kare (x?) Testi” ile degerlendirilmistir (Ozdamar 1999).



4.1. Real-time PCR bulgular:

4. BULGULAR
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Calismada kullanilan 200 adet 2 yas iizeri sigir ileal lenf yumrusu 6rneginin 3

tanesinde (%1,5) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis DNA’s1 saptanmustir.

Real-time PCR ile pozitif oldugu tespit edilen orneklerin Ct degeri, irk, yas,

cinsiyet, kesime sevk edildigi yer, agirlik, kesim yeri bilgileri Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Real-time PCR ile Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis saptanan
orneklerin 1irk, yas, cinsiyet, kesime sevk edildigi yer, agirhk, kesim yeri bilgileri

Ornek Cr r Kesime Sevk Edilen  Agirhk- ) )
Irk Yas Cinsiyet Kesim Yeri
No Degeri Yer Durumu
Hol Kirklareli
96 28,78 Disi Normal Hayrabolu
SA Merkez/Degirmencik
Hol Tekirdag
97 35,32 Disi Zayif Hayrabolu
SA Hayrabolu/Bayramsah
Zayif-
Tekirdag *Tiiberkiili
188 34,91 Disi nPozitif  Siileymanpasa
SA Siileymanpasa/Naip Sarth
kesim

*PPD sig1r tiiberkdilin kullanilarak yapilan, tek intradermal tiiberkiilin test sonucu tespit.

Hol SA: Holstayn siyah alaca

Real-time PCR ile pozitif oldugu tespit edilen 6rnekler ile pozitif ve negatif

kontollere ait real-time PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4-1 ve 4-2’de gosterilmistir.
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Sekil 4-2: Real-time PCR amplifikasyon egrisi (188 nolu 6rnek)

4.2. istatistiksel bulgular
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tespit edilen hayvanlarin, irk, yas,

cinsiyet, genel kondisyon ve kaseksi varligi, yetistirildigi bolge ve kesim yeri gibi
parametrelerinin Statistical Package for the Social Science (SPSS) 13 programinda “Khi-

kare (x?) Testi” ile istatiksel acidan degerlendirilmesinde, istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamaistir (P>0,05).
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5. TARTISMA

Paratiiberkuloz (Johne hastaligir) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

tarafindan ruminantlarda kronik enteritise neden olan bir enfeksiydz hastaliktir (Lazaro

ve ark. 2005).

[lk olarak s1g1r, ardindan koyun ve daha sonra kecide saptanan paratiibekuloz tiim
diinyada evcil ve yabani ruminantlarda da goériilmektedir. Hastalik ayrica at, domuz,

geyik, tavsan, gelincik, tilki ve cakalda da bildirilmistir (OIE 2018).

Paratiiberkiiloz kronik ishal, kilo kaybi, verim diisiikliigii, infertilite ve Sliim
nedeni ile diinya genelinde sigir yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olmaktadir

(Cetinkaya ve ark. 2000; Atala ve ark. 2001; Ayele, W.Y ., 2004; Sivakumar ve ark. 2005).

Hastalik siit ve kolostrum ile buzagilara ve fekal-oral yolla her yastan hayvanlara
bulasir. Ayrica intrauterin bulasmanin da olabildigi, hastalik etkeninin salyada da tespit

edilebildigi bildirilmistir (Yue ve ark. 2016).

Hastaligin inkiibasyon siiresi uzundur ve erken yasta etken alinsa bile enfeksiyon
2 yas ve iistii hayvanlarda goriiliir. inkiibasyon siiresinin uzun olmasindan dolayi,
hastaliginin tanis1 da zordur. (Atala ve ark. 2001). Etkenler alindiktan sonra lenfatik
sisteme girer ve daha sonra tiim viicuda yayilarak ince bagirsaklarda lokalize olur ve
burada c¢ogalmaya baglarlar. Propria mukoza tabakasinda epiloid hiicre, lenfosit,
eosinofil, plazma hiicresi infiltrasyonu goriiliir. Etkenler afferent lenf damarlar1 yolu ile
ilgili lenf diigiimlerine tasinarak Ozellikle subkapsiiler bolgede yogun lenfoid hiicre
infiltrasyonuna neden olur. Histoljik degisiklikler sonucu genellike jejenumun son
boliimii ile ileum ve sekum mukozasinin kalinlagmasi ve enine kivrimli bir hal almasi ile
karakterize enteritis kataralis kronika hipertrofikans ile paratiiberkiiloz olusur. Bu
patolojik degisiklikler sonucu hayvanlarda ishal sekillenir, dehidrasyon ve Oliimle

sonuglanir. (Ciftci ve Hatipoglu, 1991).

Paratiiberkiiloz hastalig1 diinyanin her tarafinda 6zellikle 1liman iklime sahip olan
Ingiltere, Danimarka, Fransa, Almanya ve Hollanda gibi Avrupa iilkeleri ile Amerika,
Avustralya ve Kanada’da goriilmektedir. Paratiiberkiiloz ihbar1t mecburi bir hastalik
olmadig1r i¢in ve gercek prevalansi ortaya koyacak bir teshis metodu mevcut
olmadigindan, hastaligin prevalanst ile ilgili tahminler ¢ogunlukla kesimhanelerde

toplanan materyallerin incelenmesi neticesinde elde edilmistir (Cetinkaya ve ark. 2000).
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Tiirkiyede sigirlarda paratiiberkiiloz hastaligi ilk olarak 1928 yilinda Sezginer
tarafindan, koyunlarda ise 1968 yilinda Hakioglu tarafindan izmit’de koyunlarda tespit
edilmistir (Karadas ve ark. 2000).

Paratiiberkiiloz hastaliginin ilgi gérmesinin en Onemli nedenlerinden birisi,
hastaligin etkeni Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis’in insanlarda
paratliberkiiloza benzeyen bir tablo gosteren Crohn hastalifinin etyolojisinde rolil
olduguna dair varsayimlardir. Crohn hastalig1, insanlarda sindirim sistemini 6zellikle ince
bagirsaklar1 etkileyen kronik bir hastalik olup histopatolojik olarak ruminant
paratiiberkiilozuna benzerlik gostermektedir (Cetinkaya ve ark. 2000). Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis'in siitiin pastorizasyon sicakligina dayanakli olmasi ve
insan Crohn hastaligindaki potansiyel rolii hayvan popiilasyonunda hastaligin

kontroliiniin gerekli oldugunu gostermektedir (Khan ve ark. 2010).

Infeksiyonun tamisinda kullanilan geleneksel metotlar etken izolasyonu ve
serolojidir. Ancak etken izolasyonunun uzun zaman almasi (16-22 hafta), pahali olmasi
ve kontaminasyon gibi dezavantajlar1 vardir. ELISA ve Komplement Fikzasyon gibi
serolojik yontemlerin ise duyarli olmayip, enfeksiyonun erken devresinde spesifik
antikorlar1 saptamada yetersiz olduklar1 bildirilmistir. Molekiiler biyolojideki gelismelere
paralel olarak giinlimiizde enfeksiyonun tanisinda etkenin spesifik IS900 geninin

saptanmasi i¢in PCR teknikleri basart ile kullanilmaktadir (Ikiz ve ark. 2005).

Real time PCR, mikrobiyal patojenlerin tespitinde ¢ok etkili bir yaklagim
sunmakta ve ve konvansiyonel PCR ile karsilastirildiginda, prob kullanimina bagli olarak
daha hizli, daha iy1 duyarlilik, 6zgiinliik, objektif sinyal okuma, minimum c¢apraz
kontaminasyon, kantitasyon potansiyeli gibi avantajlar1 vardir (Mackay, 2004; Lazaro ve
ark. 2005).

Paratuberkiiloz lezyonlar1 gosteren mandalarin (Bubalus bubalis) bagirsak ve
mezenterial lenf yumrusu dokularindan, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosisin
saptanmasina yonelik bakteriyel kiiltiir ve IS900'e 6zgii PCR yonteminin karsilastirildigi
calismada, PCR yontemi ile 20 mandanin 14 iinde, bakteriyel kiiltiir yontemi ile 6
tanesinde pozitif sonu¢ elde edilmistir. Mandalarda subklinik paratiiberkiilozun
saptanmasinda PCR y6nteminin bakteriyel kiiltiirden daha duyarli oldugu tespit edilmistir
(Sivakumar ve ark., 2005).
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Yukaridaki nedenlerden dolay1 g¢alismamizda Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis’in varligini belirlemek i¢in real time PCR (Roche LightCycler 480)

kullanilmustir.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tercihen sigirlarda ileumun
terminal bagirsak duvarinda kolonize olur, makrofajlar tarafindan asimile edilir ve lokal
lenf yumrularinda birikir. (Chiodini, 1989; Cocito ve ark. 1994; Chiodini ve ark. 1996;
Wells ve ark. 2009). Pavlik ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, ayni1 hayvanlarin
fekal ornekleri ile karsilastirildiginda, gastro intestinal lenf yumrular1 6rneklerinde daha
yiiksek prevalans gosterdigi bildirilmistir (Wells ve ark. 2009). Gaita ile yapilan PCR
calismalarinda ¢esitli sebeplerden dolay1 inhibisyon olmasi nedeni ile siitte ve doku
orneklerinde PCR ile M. avium subsp. paratuberculosis’in tespit edilmesinin daha uygun

oldugu onerilmistir (Millar ve ark. 1996).

Ayrica sessiz enfeksiyon doneminde etkenin diski ile atilimi veya serum
antikorlar1 tespit edilemez. Lenfosit proliferasyonunu veya interferongamma iiretimini
Olcen in vitro testler gibi spesifik hiicresel immiinite dl¢limleri pozitif sonuglar verebilir,
ancak bu testler klinik bir ortamda nadiren uygulanabilir. Enfeksiyonun bu asamasinda
hayvanlar1 tanimlamak i¢in tek glivenilir yontem, kiiltiir veya polimeraz zincir reaksiyonu
ile MAP tespiti i¢in ileum veya mesenterik lenf yumrusu 6rnekleri oldugu bildirilmistir
(Sweeney 2011).

Calismamizda mezbahada kesime sevkedilen 2 yas ve iistli hayvanlarin ileal lenf

yumrulari ¢calisma materyali olarak kullanilmistir.
Tirkiyede hastaligin prevalansina yonelik ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir.

Elaz1g’da ineklerde hastaligin prevalansini saptamak i¢in yapilan ¢alismada, 2 yas
ve lizeri 500 hayvandan alinan siit numunelerinin IS 900 PCR yo6ntemi ile incelenmesi
sonucunda, 25 drnekte pozitif sonug tespit edilmistir. PCR pozitif olan siit 6rneklerinden
yapilan kiiltiir calismasinda ise 25 6rnegin 17 sinde iireme goriilmiistiir. PCR sonucu elde
edilen prevalans (%5) ile kiiltiir sonucu elde edilen prevalans (%3,4) arasinda istatistiki

olarak dnemli farklilik bulunmamistir. (Cetinkaya ve ark. 2000).

Tiirkiye genelinde 2 yas ve iistii sigirlardan toplanan 8873 adet kan serumunda
ELISA yontemi ile yapilan calisma sonucunda, 409 adet ornekte pozitif sonug elde

edilmis ve Tiirkiye’deki bireysel prevalansin %3,7 oldugu hesaplanmistir. Calisma 9 ayri
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bolgede yapilmis olup, bolgelerdeki bireysel prevalansin %0 ile %9,6 arasinda oldugu,
her kdy bir siirii olarak kabul edildiginde ise bolgelerdeki siirli prevalansinin %26,6 ile

%48,2 arasinda oldugu saptanmistir (Atala ve Akgay 2001).

Trakya yoresinde yetistirilen, rastgele 6rnekleme olarak segilen 2 yas ve lizeri 96
adet siit sigirinin rektum mukozasindan alinan digki 6rneklerinin PCR ile incelenmesi
sonucu Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tespit edilememistir (ikiz ve ark.,
2005).

Usak ilinde 3-7 yaslarinda 200 adet siit irki sigirdan alinan siit ve diski
orneklerinde yapilan ¢aligmada; diskida ZN boyama ile %17, Outer PCR ile %9,5, Nested
PCR ile %20, bakteriyolojik kiiltiir ile %4; siit 6rneklerinde ise ZN boyama ile %15,5,
Outer PCR ile %5,5, Nested PCR ile %17,5, bakteriyolojik kiiltiir ile %2,5 prevalans
oldugu saptanmistir (Yildirim, 2011).

2011 yilinda Trakya yoresindeki 30 adet siit ¢iftliginden alinan, 2 yas ve isti
sigirlarin 270 fekal o6rnegi ile bu ciftliklerin bulundugu koylerdeki siit toplama
tanklarindan alinan 45 adet ¢ig siit 6rneklerinin F57 Real time PCR ve IS900 nested-PCR
yontemleri ile incelenmesi sonucunda Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

tespit edilememistir (Ozpinar ve ark., 2015).

Kars ili ve ilgelerinde 2 yas tlizeri 400 sigirdan alinan kan serumu 6rneklerinde
ELISA yontemi ile yapilan arastirmada, 400 hayvanin 14’linde antikor tespit edilerek
bireysel seroprevalansin %3,5 oldugu, ¢iftlik bazinda hesaplandiginda ise %41,6 oldugu
belirlenmistir. >2-<5 yas sigirlarda %1,7; >5-<7 yas sigirlarda %3,8; 7 ve daha yash

sigirlarda seroprevalansin %35,1 oldugu saptanmistir (Makav ve Gokge, 2013).

Afyon ve civarindaki hayvancilik isletmelerinden, 4-8 yas 305 adet Holstein
Frieisan 1rki sigirlarin, digki ve kan serumlari alinarak yapilan ¢alismada, Ziehl-Neelsen
boyama ile %4.59, ELISA testi ile %31.80 oraninda prevalans oldugu tespit edilmistir
(Borum ve ark., 2014).

Burdur ilinde 2 yas ve {izeri sigir, koyun ve kecilerden 150°ser adet, toplamda 450
hayvandan alinan kan serumlarinda ELISA yontemi kullanilarak yapilan c¢alismada,
bireysel seroprevalansin % 8 - % 8.9 oldugu, siirii-i¢i seroprevalansin % 17.1 - % 20.4
oldugu, stiriiler aras1 seroprevalansin % 46.7 - % 57.8 oldugu tespit edilmistir (Celik,

2015).
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Manisa’da subklinik paratiiberkiilozun prevalansini tespit etmek i¢n yapilan
calismada, 442 holstayn 1rki inekten alinan kan serumu 6rneklerinin ELISA yoOntemi ile
incelenmesi sonucunda; subklinik paratiiberkiiloz prevalasninin  %21,72 oldugu
belirlenmistir. Ornekler 40 farkl1 hayvancilik isletmesinden alinmis ve her ahirda hastalik

tespit edilmistir (Berberoglu ve Civelek, 2016).

2012-2014 yillar1 arasinda, Amasya ve Samsun illerinde yer alan 15 hayvancilik
isletmesinde, 2 yas ve lizeri kronik ishal sikayeti olan 859 Holstein-Friesian irki sigirdan
alinan kan serumlarinin indirek ELISA yontemi ile incelenmesi sonucunda, 7 isletmede
(%46,7), 86 hayvanin (%10) kan serumunda M. avium subsp. paratuberculosis antikorlari

tespit edilmistir (Titiincii ve ark., 2018).

Kirklareli ilindeki subklinik paratiiberkiilozun prevalansinin belirlenmesi igin
yapilan c¢alismada, 3-4 yaslarindaki 400 holstayn irki inekten alinan kan serumu
orneklerinin ELISA yontemi ile incelenmesi sonucunda; %1,5 pozitif, %1,5 siipheli, %97

negatif sonug elde edilmistir (Karakas ve Civelek, 2018).

Diinyada c¢iftlik hayvanlarinda paratiiberkiilozun prevalansi {izerine bir ¢ok
calisma yapilmistir. Ancak gercek prevalans tahminlerinin elde edilmesi zordur. Ayrica,
hayvan diizeyinde yayginlik, kalitim siklig1 ve siirii diizeyinde yayginlik arasinda ayrim

yapilmast gerekir (Garcia ve Shallo, 2015).

Avrupada si8irlarda pratiiberkiilozun siirii prevalansinin %7-55 arasinda oldugu

bildirilmistir (Ayele ve ark., 2001).

Almanyada siit sigir1 isletmelerinde serum ELISA yontemi ile yapilan ¢alismada
%4,24 (Denzin ve ark., 2011), fekal kiiltiir yontemi ile yapilan c¢alismada bireysel
prevalans %41,43 olarak tespit edildigi bildirilmistir(Donat ve ark., 2015).

Almanya'nin baz1 bolgelerinde siit siiriilerinde siirii prevalansin % 84,7 e kadar
ulastig1 rapor edilmistir. Avusturyada sigir siiriilerinde hastaligin prevalansi 1994-1997
yillar1 arasinda %6,97 iken 2002-2003 yillar1 arasinda %19,05 e cikmistir (Khol ve
Baumgartner, 2012).

Belgikada 2000 yilinda serum ELISA yontemi ile yapilan c¢aligmalarda siit
isletmelerindeki sigilarda bireysel prevalans %1,16; et besiciligi isletmelerinde ise %0,52
olarak; siit sigirlarinda siiri bazinda prevalans %32; et besiciligi isletmelerinde siirtii

bazinda prevalans %32 olarak tespit edilmistir (Boelart ve ark.,2000).
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Isve¢’te 4000 sigirm diski Orneklerinde etken izole edilmedigi, arastirma
sonucunda Isveg’te hastaliktan ariligin oldugu rapor edilmistir (Stemberg ve ark., 2002).
Isve¢ hastaliktan ari oldugunu bildiren tek iilke olmasina ragmen bu iilkede sporadik

vakalarin oldugu bildirilmektedir (Khol ve Baumgartner, 2012).

Hollanda’da siit ¢iftliklerinde paratiiberkiilozun prevalansini belirlemek i¢in, 378
ciftlikte 3 yas ve tlizeri 15822 adet hayvanin kan serumunda absorbe ELISA yontemi ile
yapilan ¢alismada, gergek bireysel prevalansin %2,7-6,9 arasinda oldugu, siirii bazinda

gercek prevalansin %31-71 arasinda oldugu hesaplanmistir (Muskens ve ark., 2000).

Ingiltere’nin giiney batisindaki mezbahalarda kesilen 1533 sigirin intestinal lenf
yumrularinda PCR ve fekal kiiltiir ile yapilan inceleme sonucunda, subklinik
paratiiberkiilozun prevalanst PCR ile %3,5, kiiltiir yonteminde ise %2,6 olarak tespit

edilmistir (Cetinkaya ve ark., 1996).

Irlanda’da 2005 yilinda sigirlarda paratiiberkiilozun prevalansini belirlemek icin
ELISA yontemi ile yapilan calismada, 639 sigir ¢iftliginden 20.322 hayvandan alinan kan
orneklerinde hesaplanan gergek bireysel prevalans %2,86, 2 yas iistii hayvanlarda %3,3,
stit¢ii s181r siirlilerinde ortalama siirii prevalanst %31,5, et besiciligi yapilan siirtilerde

ortalam siirii prevalanst %17,9 olarak tespit edilmistir (Good ve ark., 2009).

Amerika Birlesik Devletleri’nde serum ELISA yontemi ile yapilan ¢caligmalarda
siit isletmelerindeki sigilarda bireysel prevalans %3,8 (Lombard ve ark.,2005), baska
calismada %4,12 (Hirst ve ark., 2004), siirii bazinda fekal kiiltiir ve PCR ile yapilan
calismada prevalans %76,92 (Toth ve ark., 2013); et besiciligi isletmelerinde serum
ELISA yontemi ile yapilan ¢aligsmada siirii bazinda prevalans %7,9 olarak tespit edilmistir

(Dargatz ve ark., 2001).

Diinyada hastaligin prevalansinin tespitine yonelik yapilan arastirmalarda elde
edilen veriler, kullanilan tani1 ve materyal fakliliklari, iilkelerdeki cografi farkliliklar,

hayvan yetistiricilik sekilleri, alinan tedbirlere gore farklilik gostermektedir.

Calismamiz sonucu Trakya yoresinde kesime gonderilen 2 yas ve lizeri sigirlarda
%1,5 olarak tespit edilen prevalans degerinin, ililkemizde diger ydrelerde yapilan
caligmalarda tespit edilen prevalans degerlerinden daha az oldugu goriilmiistiir. Trakya

yoresinde yapilan bagka 2 ¢alismada paratiiberkiiloz tespit edilmemis, Kirklareli ilinde



43

Karakas ve Civelek (2018) tarafindan yapilan arastirma sonucu elde edilen veriler ile

calismamizdaki verilerin benzer oldugu saptanmuistir.

Trakya yoresine hayvan sevklerinin ve yoredeki hayvan hareketlerinin kontrollii
olmasi, hastaliktan ari isletme ¢alismalarinin olmasi, bolgedeki iklim, ¢evre, bakim ve
besleme kosullarinin daha iyi olmasindan dolay1 prevalansin Tiirkiye geneline gore

diisiik oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda hayvanlarin, 11k, yas, cinsiyet, genel kondisyon ve kaseksi varligi,
yetistirildigi bolge ve kesim yeri gibi parametrelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun sebebinin 6rnek sayisinin ve

insidensinin diisiik olmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir.

Sonug olarak, Trakya yoresinde yetisen sigirlarin ileum lenf yumrularinda spesifik
DNA’nin diisiik prevalansi (% 1.5) umut vericidir. Halk saglig1 acisindan ve ekonomik
onemi nedeniyle, Johne's hastaligi hakkinda Trakya yoresinde ve Tiirkiye'nin diger
yerlerinde farkli iklim ve yonetim kosullarina sahip ¢iftlik arastirmalar1 da dahil olmak

izere daha fazla caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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