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OZET

Erzurum ilinde Siit Sigirlar1 ve Risk Grubu insanlarda Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis’in izolasyonu ve Miru-Vntr Yoéntemiyle
Genotiplendirilmesi

Amag: Bu calismada, Erzurum yoresindeki hayvancilik isletmelerinde bulunan
st sigirlarinda ve bu hayvanlarla yakin temasi olan kisilerde Paratiiberkiilozis
hastaliginin etkeni olan Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis varliginin
saptanmasi amaglanmistir. Bu etkenin zamanda insanlara bu yolla bulasin s6z konusu
olup olmadigi ve bulas s6z konusu olmasi durumunda etkenin genetik kimliginin ortaya
konmast ile insan ve hayvanlarda M. avium subsp. paratuberculosis’in genetik yakinligi
arastirilmistir.

Materyal ve Metot: Tez ¢alismasinin materyalini; Erzurum ilinde bulunan 24
aydan biiyiik, 420 adet inege ait defibrine kan, digk1 ve kan serumu numuneleri ile bu
ineklerin bakicilart veya bu hayvanlara ait triinleri tiiketen risk grubundaki 210 kisinin
defibrine kan numuneleri olusturdu. Sigir serumlarindaki antikor sevileri ELISA metodu
ile tespit edildi. (Idexx Paratuberculosis Screening Ab Test) Real Time PCR yontemi ile
seropozitif tespit edilen inek ve insanlardan alinan defibrine kan orneklerinde
1S900,Amplicon F57,Amplicon IV 0865 primer ve problar ile Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP) DNA” s1 arastirildi. Seropozitif tespit edilen 24 adet
inege ait diski orneklerinden MAP izolasyonu igin mikrobiyolojik ekim yapildi. Ayrica
real time PCR pozitif 7 kisiye ait kan Orneklerinin Buffy-Coatlar1 ¢ikarilarak
mikrobiyolojik ekim yapildi. Besiyerlerede MAP etkeni izole edilen insan ve hayvan
ornekleri ekstraksiyon islemine tabi tutularak DNA’lar1 elde edildi. Elde edilen MAP
DNA’larin MIRU-VNTR ile tekrar sayilarina bakildi.

Bulgular: 420 adet inegin %5.7’si (n=24) seropozitif sonug alindi. 220 adet insan
kan numunesinden %3.3’li (n=7) PCR pozitif olarak teshis edildi. Seropozitif hayvan
(n=6) ve PCR pozitif insan (n=7) numunelerinden toplam 13 adet MAP izole edildi.
MIRU-VNTR yontemi ile 6 farkli genotip tespit edildi.

Sonug: Yapilan bu ¢alisma ile hasta hayvanlarla yakin temasi olan kisilerde MAP
etkeni saptandi. Insan ve ineklerde tespit edilen MAP etkenlerinin genetik yakilig
belirlendi. Bu ¢alismadan elde edilen veriler ve literatiir bildirimi dikkate alindiginda bu
etkenin Crohn hastalig1 veya Otoimmiin hastaliklarla iliskili olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Crohn hastaligi, ELISA, John hastaligi, MAP, MIRU-
VNTR, Real Time PCR



ABSTRACT

Isolation and Genotyping of Mycobacterium avium Subspecies paratuberculosis in
Dairy Cattle and Risk Group Humans in Erzurum Province and Genotyping by
Miru-Vntr Method

Aim: In this study, the aim is to determine the presence of Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP), which is the causative agent of paratuberculosis
disease, in dairy cattle and people who have close contact with these animals in livestock
farms in Erzurum. The genetic closeness of M. avium subsp. paratuberculosis’in humans
and animals was investigated by revealing the genetic identity of the agent in case of
transmission, and whether this agent was transmitted to humans in this way at the time.

Material and method: The material of the thesis study consisted of defibrinated
blood, feces and blood serum samples of 420 cows older than 24 months in Erzurum and
defibrinated blood samples of 220 people in the risk group who consume the products of
these cows or their caretakers. Antibody levels in bovine serum were determined by
ELISA method. (Idexx Paratuberculosis Screening Ab Test) MAP DNA was investigated
with 1S900, Amplicon F57, Amplicon 1V 0865 primers and probes in defibrinated blood
samples taken from cows and humans, which were detected to be seropositive by Real
Time PCR method. Microbiological cultivation was performed for MAP isolation from
stool samples of 24 cows that were found to be seropositive. In addition, microbiological
cultivation was performed by removing the Buffy-Coats of the blood samples of 7 PCR
positive people. MAP DNAs were obtained by extracting human and animal samples
from which the MAP agent was isolated in the medium. The number of repeats of the
obtained MAP DNAs was checked with MIRU-VNTR.

Results: In this study, MAP agent was detected in people who had close contact
with sick animals. Genetic resemblance of MAP agents detected in humans and cows was
determined. Considering the data obtained from this study and literature reports, it was
concluded that this factor may be related to Crohn's disease or Autoimmune diseases.

Key Words: Crohn Disease, ELISA, Johne Disease, MAP, MIRU-VNTR, real
time PCR



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

MAP :  Myocobacterium avium subspecies paratuberculosis
% :  Yiizde oranm

n! . Mikrolite

CD : Crohn Disease

CFU :  Colony Forming Unit

dk . Dakika

ELISA . Enzyme-Linked-Immunosorbent

g : Gram

HEYM :  Herold egg yolk medium

HGDI :  Hunter-Gaston diversity index.

HPC :  Hexadecylpyridinium chloride

JD :  Johne Disease

ml : Mililitre

PCR . Polymerase Chain Reaction

RFLP :  Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
rpm :  Revolutions per Minute

rRNA . Ribozomal Riboniikleik Asit

uv :  Ultraviyol
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1. GIRIS

Ruminantlarda Johne hastaligina neden olan Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis (MAP) diinya ¢apinda evcil hayvanlarda yaygin olan, olduk¢a bulasici
zoonoz bir hastaliktir. Hastaligin ekonomik kayiplarina bakildiginda; kronik ishal, ileri
kaseksi, siit ve dol veriminde diisme, oOliim, teshis, tedavi, koruma ve kontrol
programlarindaki giderler nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ozellikle siitgii sigirlar basta olmak iizere birgok evcil ve yabani ruminantlar ile geyik,
tavsan gibi diger hayvanlan da etkilemektedir.!> Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis’in genis bir konake1 kitlesi olmasi, Johne Hastaliginin kontrol altina
alinmasini zorlastirir. Bunun sebebi etkenin bulagsma hizinin ve konak¢inin duyarliliginin
fazla olmasidir.* Enfeksiyon belirtisi gdstermeyen hasta hayvanlar birincil rezervuardir.
Enfekte hayvanlar, etkeni digki ve siit ile gevreye sagarlar. Bulasma; anneden yavruya
fekal, oral, siit, kolostrum veya enfekte damizlik bogalarin semeninden intraiiterin yolla
gerceklesmektedir.® Sigirlarda bulasma, etkenin digkida sacilimma gére orta, hafif ve
siddetli sagilim olarak siniflandirlirlar (<300 CFU / g, 300-3000 CFU / g > 3000 CFU /
0). ® Buzagilarda yapilan deneysel bir calismada 10° CFU / g diizeyinde etkenin oral yolla
alinmasi sonucu hastaligin %100 oraninda olustugu gézlemlenmistir.

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, ilk olarak 1895 yilinda Johne
ve Frothingham tarafindan tanimlanmistir.8 MAP, kiigiik (0.5x1.5 mikron), kisa ve kalmn
comakgiklar seklinde, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, Gram pozitif ve asite direngli olup
kiiltiir ortaminda tiremesi olduk¢a yavas olan bir bakteridir. Hiicre duvarindaki lipid
icerigi nedeniyle 1s1, sicaklik, UV gibi ¢evresel etkilere kars1 dayaniklidir. Toprakta 8
hafta, glibrede 35 hafta ve suda 74 hafta canli kalabilmektedir. °

Tip I suslarin yaygin olarak koyunlardan tespit edildigi ve yavas tireme 6zelligi

gosterdigi bildirilmektedir. Buna karsin Tip II izolatlarin sigir kokenli oldugu ve daha
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hizl1 iiredigi belirtilmektedir.*®Molekiiler epidemiyoloji metotlar1 ile genotiplendirmenin
miimkiin oldugu dénemde yapilan arastirmalarda M. avium subsp. paratuberculosis’in
ana tipleri ve alt tipleri oldugu belirlenmistir. M. avium subsp. paratuberculosis’in
molekiiler epidemiyolojisinde ve genotiplendirmesinde bir¢ok metot kullanilmaktadir.
Bakterinin bir¢ok konakta hastalik belirtisi gostererek ya da gostermeksizin teshis edilmis
olmasi, molekiiler epidemiyolojik inceleme yapilarak bulas kaynaklar1 hakkinda bilgi
edinmeyi saglayacaktir 1

Enfeksiyon Crohn hastalig1 olarak bilinen insan kronik graniilomatdz enteritinin
Johne’s hastalig ile histopatolojik ve klinik benzerlikleri ve MAP’1n etiyolojisinde roli
nedeniyle 6nemli bir zoonoz olarak bilinmektedir!? insanlara bulasma; etkenin 1s1 ve
pastOrizasyona direngli olmasi, enfekte olan su kaynaklari, siit ve siit tirlinlerinin tiiketimi
veya hayvan bakicilarinin enfekte hayvanlarin digkilart ile direkt temasi sonucu

gerceklesmektedir. ™

MAP ile iliskili olan ve insanlarda goriilen bu hastaliginin
etiyopatolojisi ¢ok yonliidiir. MAP bir graniilomu baglatabilir, molekiiler taklit yoluyla
otoantikorlar1 uyarabilir ve digerlerini aktive ederek bagisiklik dengesizligini
giiclendirerek insanlarda otoimmiin kaynakli birgok hastaligin olusumuna katki
saglayabilir,}4°

Bu tez calismasinda; Erzurum Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisii Miidiirligii
hinterlantinda, Erzurum ilindeki ineklerde;

e  MAP varligimin tespit edilmesi,

e Etkenin genetik kimliginin ortaya ¢ikarilmasi,

e Insan ve hayvanlarda MAP’1n genetik yakinligmin ortaya ¢ikarilmasi,

e Alinan 6rneklerden, hasta hayvanlarda hastaligin prevelansinin belirlenmesi,

e Hastalikla miicadele ve koruma kontrol 6nlemlerinde dnemli bir basamagin

saglanmasi,



Epidemiyolojik agidan geleneksel usulde yetistiriciligi yapilan hayvancilik
isletmelerindeki bakicilart ve bu hayvanlardan elde edilen hayvansal {irtinleri
tilketen kisilerde herhangi bir bulasmanin s6z konusu olup olmadiginin

arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Paratiiberkiiloz, ilk kez 1895 yilinda Johne ve Frothingham tarafindan kronik
enteritisi olan bir inekte intestinal mukozanin yaygin kalinlagsmasi ve lezyonlarda asit fast
boyanan ¢omaklarin varlig: ile tiiberkiillozun garip 6zel vakasi olarak tarif edilmistir.
Bang (1906), bu hastaligi Tiiberkiiloz olarak tanimlamis ve John hastaligi veya
Psodotiiberkiiloz diye adlandirmistir. Kisa bir siire sonra bu etken paratiiberkiiloz olarak
tanimlanmistir. Daha sonrasinda ise etken kiiltiirde tiretildi, karakterize edildi ve deneysel
olarak hastaligi olusturmak i¢in kullanildi. Bu organizma orjinal olarak Mycobacterium
enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis johne diye adlandirildiktan sonraki
sliregte Mycobacterium johnei, Mycobacterium paratuberculosis diye adlandirildi. Son
olarak Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis olarak adlandirilmaktadir.'®

2.2. Taksonomi ve siniflandirma

Mycobacteriaceae ailesinin Mycobacterium avium kompleksini; M. avium subsp.
avium, M. avium subsp. silvaticum, M. avium subsp. hominissuis, Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP) olarak dort ayri alt tipi vardir. Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis‘in alt tiplerinin olusturulmasi DNA-DNA hibridizasyon
caligmalart ve sayisal taksonomik analizlere dayandirilir. Her ne kadar Mycobacterium
avium, Mycobacterium avium intercellare kompleksinin igerisinde ¢ogunlukla
gruplandirilsa da Mycobacterium intercellulare farkli bir genetik tiirdiir. Alt tiirler
diizeyinde Mycobacterium paratuberculosis, M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
silvaticum’dan fenotipik olarak mikobaktin bagimliligi bakimindan ayrilir. Genotipik
olarakta bir insertion elementi olan IS900 {in coklu kopyalarmnin varlig1 ile ayrilir.’

Mycobacterialarin rRNA genlerinin analizi bu genusun iki farkli kiimeye

boliinmesiyle sonuglanmistir. Buna bagli geleneksel olarak hizli biiyiiyen mikobakteriler
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patojenik olmayan ve ¢evreden izole edilen suslardir. Yavas biiyiiyen mikobakterilerse
patojen olarak adlandirilan ¢ogu mikobakteriyi barindirir. rDNA gen kopya sayilar1 da
ayni zamanda mycobakterileri yavas ve hizli ve biiyiiyen ikiye ayirilmasini destekler.
Hizli biiyliyen mikobakteriler iki set rRNA icerirken Mycobacterium paratiiberkiilozis M.
avium igeren yavas biiyliyenler sadece bir kopya igerir. Diger mikobakterilerde oldugu
gibi rDNA genleri Mycobacterium paratiiberkiiloziste tekli operonda bulunmustur. ¢

2.3. Epidemiyoloji

Ruminantlar MAP i¢in tercih edilen ve dogal konake¢1 gibi goriiniiyor olsada atlar,
domuzlar, develer, kopekler ve insan dahil olmak {izere bu tiirlerde tek tiik vakalar rapor
edilmistir. MAP ayrica ¢ok ¢esitli yaban hayati tiirlerinden izole edilmistir. ¢ Enfeksiyon
hakkinda en ¢ok ruminantlarda 6zellikle de siit sigirlarinda arastirmalarin yapilmasi diger
tiirlerde sinirli arastirmalar yapilmis olmasi sigirlarda yayginligin gercekten daha fazla
oldugu sonucunda hata yapmamizi saglayabilir.

MAP ile kontamine olmus diskinin dogrudan yutulmasiyla veya dolayli olarak
MAP ile kontamine olmus kolostrum, siit, su veya yem yoluyla fekal oral yolla bulasir.
Mikobakteriyel enfeksiyonlar arasinda Paratiiberkiilozun belirgin olarak yasa bagli
enfeksiyon duyarlilig1 benzersizdir denmistir. Muhtemelen yeni doganlar i¢in enfeksiyoz
doz diisiikken, yetigkinler i¢in oldukca yiiksektir. Bunun biyolojik temeli bilinmemekle
birlikte muhtemelen MAP'in konakgiya oncelikle Peyer plaklari olarak bilinen bagirsak
lenfoid dokusu yoluyla girdigi gézlemiyle ilgilidir. Her ne kadar etkenin liremesinin yasa
bagli oldugu diisiiniiliip koruma ve kontrol dnlemleri gengler i¢in alinmis olsada yash
hayvanlarda da bulasin ayni kolaylikta olabilecegi fikri ortaya atilmistir.

Yeni doganlar i¢in bulasma MAP ile kontamine giibre ile kolostrum, siit su ve yem
ile ger¢eklesmektedir. Digk: ile bulasma haricinde hasta ineklerden yavrularina siit ve

kolostrumla gegebilir.®



Stitlerin toplanmasi sirasinda hastaligi ilerlemis olan yetiskin ineklerin kolostrum
ve siitiiniin diger saglikli siitlere karismasi MAP’in bulasmasmi miimkiin kilar.’
Enfeksiyonun subklinik veya preklinik evrelerinde transuterin bulasma miimkiindiir.'®
Kisacasi ¢iftlik yonetimi uygulamalarina bagli olarak MAP enfeksiyon durumu bir¢ok
yolla yavrulara bulagmay1 saglayabilir. En fazla risk altinda olan hastalig ilerlemis MAP
ile enfekte yasli disilerin yavrularidir. °

Paratiiberkiilozda hastaligin kulugka siiresi uzundur. Siit sigirlarinda bu siirenin
ortalama 5 yil oldugu Avusturyali arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.?
Paratiiberkiilozun epidemiyolojisi agisindan en biiylik riski, subklinik donemde olan
hayvanlarin hastalik belirtilerini gostermemesi nedeniyle hastaligi uzun siire gevreye
bulastirabilmesidir. Boylece hayvan sahibinin haberi olmadan tesisler kontamine olabilir
ve ¢iftliklerde yeni doganlar dogrudan veya dolayli olarak MAP enfeksiyonuna maruz
kalabilir. Bu tiir hayvanlarin tespit edilerek itlaf edilmesi Paratiiberkiiloz kontrol
programinin basarisinin ayrilmaz bir parcasidir. %

MAP hayvanlarin zorunlu bir paraziti gibi hareket eder. Enfekte konak¢1 hayvan
hiicreleri ve serbest yagsayan amipler MAP’1n kendini replike edebilmesi igin tek ekolojik
nisi saglar. Mikobaktini tiretememesi ve hiicreler i¢inde demir varsa mikobaktine ihtiyag
olmadan replikasyonunu siirdiirmesi MAP adaptasyonunun bir drnegidir. 22

Bir konaktan baska bir konaga geg¢isi i¢in bekleme doneminde hayatta kalma
yetenegini sinirlandiran 1s1, dehidrasyon ve giines 15181 gibi cevresel faktorlere karsi
direnglidir. Toprakta bir yila kadar, suda daha uzun bir zaman hayatta kalabilir. MAP’in
suda uzun siire canli kalmasi ve hatta gogalmasi nedeniyle suda serbest yasayan amiplerin
konakg1 olabilecegi diisiiniilmektedir. MAP ile kontamine olmus toprak ve su ile iiretilen
bitkisel iiriinler veya ciftliklerde, vahsi yasamda enfeksiyonun gozlenmesi bu etkenin

biyolojik olarak ne derece énemli oldugunu gdstermektedir. 1



MAP 1siya dayaniklidir. Pastorizasyon sicakliginda diger mikobakterilerle
hayattta kalabilme durumu degerlendirilmis olup MAP diger mikobakterilere gore 1s1ya
daha dayanikli oldugu bulunmustur. Bircok calismadan elde edilen verilere, MAP’1n
ozellikle perakende ¢ig siit ve pastorize (71,7 °C x 15 s) siit orneklerinde saptandigi
bildirilmistir. Bu durum etkenin insanlara zoonotik yayilim i¢in bir potansiyel oldugunu
gostermektedir.”> MAP’1n bulas dongiisii Sekil 2.1.’de gosterilmistir. 2

Hastaligin ekonomik maliyetini hesaplamak diisiik siit verimi, siiriiden ¢ikarma
gerekliligi, karkas kalitesinin diigmesi, mastititis ve yemden yararlanamama gibi etkenler
nedeniyle oldukga zordur. Hastaligin Amerika’da yillik 200-250 milyon dolar ekonomik

kayiba neden oldugu bildirilmistir.*

Insan

Direkt Temas Direkt Temas

Bakim & Besleme A

Ciftlik Hayvanlan Cig Sunulan

Hayvansal Gidalar

Kontamine Cevre

Sekil 2.1. MAP bulas dongiisii

2.4. Patogenez

Konakg tarafindan sindirim yoluyla alinan MAP’1n, bagirsak ile iliskili lenfoid
dokuya, tonsillerde, duodenumda, ileum ve jejunumun yani sira ileal, jejunal ve spiral
kolon lenf diigiimlerine yerlestigi ve Peyer plaklarinda bulunan M hiicreleri ile

fibronektin kopriisii kurarak konakeiya girdigi bildirilmektedir. %



Mikobakterilerin patogenezindeki en 6nemli 6zelligi makrofajlar igerisinde canli
kalabilme ve ¢ogalabilmesidir. Mikobakteriyel proteinler ve protein kompleksleri basilin
barsak mukozasina tutunmasma ve hiicre igerisinde yerlesmesine olanak saglarlar.
Yapilan bir ¢alismada 35 kDa'lik bir zar proteininin, sigir epitel hiicrelerinin istilasinda
rol oynadig1 gosterilmistir.?® Diger bir 6rnek ise Mce operonlar1 tarafindan kodlanan
proteinlerin, mikobakterilerin fagositik hiicrelere girmesi ve hayatta kalmasinda ve epitel
hiicrelerinin istilasinda rol oynadigi ileri siirtilmiistiir.?” Verilen 6rnekler MAP 1n, viicuda
girdikten sonra intestinal makrofajlara invaze olma yetenegine sahip oldugu ve g¢esitli
stratejilerle konakg1 savunmasini engelleyerek makrofajlarin icerisindee yasayip replike
olabildiginin agiklamasidir. %

Enflamatuar hiicrelerin akisi, bagirsak duvarinin artik  islevselselligini
kaybetmesine kadar kalinlasmasina neden oluir. Bu durum malabsorpsiyona ve protein
kaybettiren enteropatiye yol agar. Eszamanli bir TNF-o yiikselmesi de doku
katabolizmasinin uyarilmasi yoluyla zayiflamaya katkida bulunabilir.?® Sekil.2.2
hastaligin bulagma déngiisii gdsterilmistir.?

Ince bagirsagin orta ve alt segmentlerine gronulomlar olusturarak bu bdlgeye
makrofajlarin toplanmasini saglamak ve makrofajlar araciligi ile sistemik dolagima
bualasan enfeksiyonun viicuda yayilmasi saglanmis olur. Bu durum supramammar,
karaciger ve akciger lenf diiglimleri de dahil olmak iizere bagirsak disinda diger organlara

da yayilabildigi fikrini akla getirmektedir. %
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Sekil 2.2. Hastaligin bulasma dongiisii

2.5. Siit Sigirlarinda Paratiiberkiiloz

John hastalig1 (JD) diinyada birgok gevis getiren hayvan tiirlinde yaygin olarak
goriilmektedir. Enfekte sigirlarin ¢ogunun asemptomatik olmasi siirlide siit verimine
diisiise neden olan hayvanlarin teshis konulmadan kesime sevk edilmesi, ineklerde erken
evre teshisinde karsilagilan zorluklar JD’nin gercek insidansinin tahmin edilmesini
zorlagtirmaktadir. Etlik Veteriner Kontrol Enstitiisii’nlin yaptig1 c¢alismada Tirkiye
bireysel seroprevalans1 %3.7 dir.% Kars yoresinde yapilan bir ¢alismada seroprevalans
%3.5 olarak bildirilmistir.3* Kirklareli yoresinde yapilan baska bir calismada
seroprevalans %1.5 olarak belirlenmistir.®? Diinyadaki seroprevanlas calismalarina
bakildiginda Amerika’nin Kalifornia eyaletinte seroprevalanst %9.4 Glircistan
seroprevalanst %9.8 Belgika seroprevalanst %2.4 olarak yapilan ¢aligmalarda

bildirilmistir. 3335



Sigirlarda enfeksiyon dort fakli klinik evrede seyreder.

Hastalik semptomlarinin goriilmedigi sessiz enfeksiyon donemi (EVRE I): Bu
donemde enfekte olan hayvanlarin digkilar1 etkeni sagabilirler fakat kiiltiir. ELISA ve
PCR tani testleri ile tespit edilmeyebilirler.*®

Hayvanlarda kilo kaybi ve ishal olmadan etkenin yiiksek miktarda sagilimi
gerceklestigi donem Asemptomatik tastyict yetiskinler donemi olarak tanimlanir (EVRE
I1): Bu donemde diger hayvanlarin etken ile maruz kalmasina sebep verdigi hastaligin
yayiliminin artt1ig ddnemdir. >

Hayvanlarda kademeli kilo kaybi1 ve ishal goriildiigii klinik hastalik donemi
(EVRE I11): Bu donemde istah normaldir ve aralikli ishal genellikle haftalarca devam
eder. Yasamsal fonksiyonlar (kalp atis hizi, solunum hiz1 ve viicut 1sis1), zayiflama ve
kaseksi, siit iiretiminde azalma ile birlikte yavas yavas bozulur. ince bagirsak yolunun
onemli bir kism1 boyunca kalinlasmis bir bagirsak mukozasi, lenfadenopati hastaligin
ilerlemesinin karakteristik gostergesidir. Tim tani testleri etkenin belirlenmesinde
giivenilir sonuglar verir.%®

Hayvanlarin kasektik bir hal aldigi, kronik yogun ishal ve g¢ene altinda 6dem
goriildiigi ilerlemis klinik donem (EVRE IV): Hayvanin durumu genellikle birkag giin
icinde hizla kétiilesir kesime gonderilmeyen hayvanlar dehidratasyon ve kaseksi sonucu
Sliir. %

2.6. insanlarda Paratiiberkiiloz

Paratiiberkiiloz ve Crohn hastaligi arasinda Kklinik ve patolojik benzerlikler
nedeniyle 100 y1l 5nce MAP’1n hastaliga neden olabilecegi fikri ortaya konulmustur.®’
Klinik olarak, her iki durum da aralikli ishal ve kilo kayb1 patolojik olarak, ileosekal

alanda hastalik ve {ilserasyonlar ve intramural graniilomlarin olusumu iki hastalik
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arasinda potansiyel benzerligin oldugunun gostergesidir. 3 Fakat iki hastalik arasinda
bazi farkliliklar da oldugu karsi gériis olarak ortaya konmustur.>®

1913'te Dalziel, sigirlarda Paratiiberkiiloz ve insanlarda Crohn hastaligi (CD)
olarak bilinen iki kronik inflamatuar bagirsak hastaligi arasindaki histopatolojik ve klinik
benzerlikleri tanimlamistir. Arastirmacinin raporuyla MAP'!n CD'deki etiyolojik rolii
hakkinda tartisma baslamistir.®” Johne’s hastaligi ile benzerlikleri nedeniyle, Crohn
hastaliginin mikobakteriyel nedeni uzun yillardir arastirilmaktadir. Ancak ilk
calismalarda, CD olan hastalardan alinan dokularda geleneksel boyama ve Kkiiltiir
teknikleri ile MAP saptanmamustir. 3’

Cohiodini ve ark.*°, Crohn’lu hastalardan alinan doku 6rneklerinden birkag aylik
inkiibasyon siiresinden sonra, hiicre duvar yapis1 bulunmayan ve sferoplast olarak da
bilinen hiicreleri izole etmistir. Alt kiiltlirii yapilan sferoplastlarin daha sonra Ziehl-
Neelsen boyama ile Asido Rezistans Boya (ARB) pozitif olarak boyanan hiicre duvari
gelistirdikleri izlendi. Daha sonra sferoplastlar Mikobakteri benzeri bir organizma olarak
siniflandirildi. Bu izolatlar DNA hibridizasyonu ile MAP olarak dogruland: ve Crohn
hastaliginin mikobakteriyel etiyolojisi konusuna yeniden ilgi gosterilmesine yol agmustir.

Naser ve ark.** yapmis olduklari galismada; Crohn hastaligi olan bireylerin dnemli
bir kisminda, periferik kanda canli MAP saptamislardir. Ayni arastirmacilar
organizmanin bu hastaligin etiyolojisindeki roliine iligkin kanitlara yer vermislerdir.

Singh ve ark.’® Hindistan'da yaptiklar1 calismalarinda ise, Paratiiberkiilozun
endemik oldugu ve gastrointestinal problem goézlenen kegilerle iliskili olan kisilerde
yiiksek diizeyde MAP (Hint bizonu tipi) prevalansi bulundu.

Ozana ve ark.*! cevreden ve kontamine gidalardan kaynakli olarak MAP’1n Tip 1
Diyabet igin tetikleyici olabilecegini bildirirken, Bull ve ark.*? Crohn hastalig1 olan

kisilerde Paratiiberkiilozun 6nemli oldugunu ve kronik enterik patogeni hastaligin nedeni
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olarak bildirmistir.Sechi ve ark.*® yaptig1 ¢alismada Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis’in Tip 1 diyabet hastaliginin infeksiyoz nedeni olabilecegini ileri
siirmiislerdir. Cossu ve ark.* yaptig1 arastirmalarin sonucu da Tip 1 diyabet ile bakteriyel
enfeksiyon arasinda potansiyel bir iliski oldugunu gostermektedir.

Temitope ve ark.* yaptig1 bir alismada MAP ve MS (multiple sclerosis) arasinda
giiclii bir iliski oldugu, MAP’1n MS’i tetikleyebilecek 6nemli bir ¢evresel ajan oldugu
belirtilmistir.

Insanlarda  Paratiiberkiilozun  patojenitesi  cesitli ~ faktorler  tarafindan
etkilenmektedir. Bunlar yas, ¢evre kirliligi, saglik durumu, cografi konum, beslenme
aliskanliklar, spesifik mikroorganzimalarin varligi, hastalik mekanizmasi, ilaglar ve
konak immiin yanit olarak sayilabilir. MAP ¢ok sayida otoimmiin ve enflamatuar hastalik
ile iliskilendirilmistir ve tiim diinyada bu konudaki arastirmalar devam etmektedir.
Insanlarda MAP, uzun bir enflamatuar ve otoimmiin hastalik listesiyle iliskilendirilmistir:
Bu hastaliklardan baslicalari; Crohn hastaligi, sarkoidoz, Blau sendromu, Hashimoto
tiroiditi, Otoimmiin diyabet (T1D), Multiple skleroz (MS), Romatoid artrit, Lupus ve
Parkinson hastalig1’dir.*°

NOD2 genetik defekte sahip insanlar, hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara karsi
yatkindirlar. Crohn hastalig1 olan hastalarda MAP DNA, vakalarin %90'ina varan oranda
PCR ile vakalarin %70'i civarinda ve yerinde hibridizasyon yoluyla ve vakalarin
%100"iinde MAP RNA i¢in RT-PCR ile tespit edilmistir*’

Iki yildan daha fazla siiren Crohn hastaligi olan kisilerde MAP’a kars: etkili
makrolid tiirevi antbiyotiklere karsi olumlu sonuglar alindig1 gozlemlenmistir. 8

2.7. Teshis Metodlar:

Hastaligin nekropside patognomik bulgusu terminal ileumda kalinlagma ve

dalgalanmadir. Patolojik bulgulart olan mukozadan ve lenf nodiillerinin Kkesik
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yiizeylerinden alinan smearlar, MAP'in morfolojik 6zelliklerine sahip aside dayanikli
mikroorganizmalarin gézlemlenmesi igin Ziehl-Neelsen boyama yontemi kullanilabilir.
Fakat kesitte aside dayanikli organizmalar bulunmayabilir. En iyi1 teshis, bagirsak duvari
ve mezenterik lenf nodiilii numunelerinin %10 formol igerisinde fikse edildikten sonra
hematoksilen-ve-eozin-boyama ve Ziehl-Neelsen-boyama yontemi ile hastalik teshis
edilebilir. Kesitlerde epitelioid hiicreler olarak da bilinen biiyilk makrofajlar i¢inde
kiimelenmis asit-fast basiller genellikle bulunur. Diskidan ya da bagirsak kazintisindan
slirintii yaparak direkt Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile kii¢iik (0.5-1.5 um), giiglii
aside direncli basil kiimeleri (ii¢ veya daha fazla organizma) tespit etmek hastaliktan
siiphelenmemize katki saglar. Ancak ileri tetkikler gereklidir. 4°

MAP ile enfeksiyonun kesin teshisini kiiltiirden izolasyonun saglanmasi ile
yapilir. Teknik olarak zor ve uygulanmasi zaman alic1 olsada %100 6zgiil bir testtir. Diski
kiiltiiri yaygin olarak Paratiiberkiiloz tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir.
Diski kiiltlirtinlin  duyarliligi hastaligin evrelerine gore farkliliklar gosterir. MAP
kiiltivasyonu i¢in her zaman ticari olarak temin edilebilen mikobaktin J ile desteklenmis
ozel besiyerleri kullanilmalidir. 4°

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) MAP’a 6zgii oldugu disiiniilen DNA
dizilerinin tanimlanmasini saglayan hizli bir yontemdir. Kan, siit, digki, dokular ve
cevresel orneklerden MAP’1n varliginin tespiti kapsamli gelistirilen PCR yontemleri ile
yapilabilmektedir. Bu yontem zor iireyen ve yavas biiyliyen mikroorganizmalarin hizli
bir sekilde tanisiin konmasina olanak saglar. 4°

Bir diger tan1 yontemi ise MAP’a kars1 olusan antikorlarin varliginin saptanmasi
icin kan serumunda yapilan serolojik testlerdir. Sigirlarda Paratiiberkiiloz i¢in yaygin
olarak kullanilan serolojik test Enzim baglayici serum testi (ELISA), Kompleman

Fikzasyon Testi (CFT) ve Agar gel immunodifiizyon (AGID) testleridir.*°
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2.7.1.MAP Genotipik Simiflandirma Yoéntemleri

MAP i¢in bir¢ok genotipik siniflandirma yontemi kullanilmustir.

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) analiz metodu ile genomik DNA,
gelisigiizel dizinin tek bir kisa primeri (10-22 baz) kullanilarak diisiik kesinlikte PCR
kosullar1 altinda dogrudan amplifiye edilmesi yontemidir. Bu metod ile Sekil 2.3 yer alan
MAP tipleri elde edilmistir.>® Bu analiz yontemi sayesinde hem MAP hem de M. avium
izolatlar1 icin alt1 farkli genotip tanimlanmistir. Sigir, ke¢i ve insanlardan elde edilen
MAP izolatlar1 genetik olarak benzerken, bir koyun izolatinin farkli bir genetik profile

sahip oldugu belirtildi.*

MAP

Type C
P Type S
Type Il
l Type B l Type C l Type | l Type llI

——
Indian USA bison
bison type type

Sekil 2.3 MAP tiplerinin terminolojisi ve siniflandirilmasi

Giiglendirilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP) ile yapilan genotiplendirme
de ise restriksiyon enzimlerinin yardimiyla DNA fragmantasyonunu ve ardindan
restriksiyon bolgelerine tamamlayict olan adaptorlerin ligasyonunu igerir. Uyarlanan
kisitlama fragmanlar1 daha sonra PCR ile amplifiye edilir ve poliakrilamid jeller lizerinde
ya otoradyografi ya da floresan bazli yontemlerle gorsellestirme esasina dayanir. AFLP

yontemi saflastiriimis, yliksek molekiil agirlikli DNA ihtiyaci, 6zellikle farkli platformlar
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arasinda zayif yeniden iiretilebilirlik ve bantlama modellerinin siibjektif yorumlanmasi
nedeniyle standardizasyonun zorluguna sahiptir.>

Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE); kisitlanmis DNA fragmanlarinin, DNA
fragmanlarinin daha iyi ayrilmasini saglayan, jel yoniine gore elektrik alanin periyodik
olarak yeniden yénlendirilmesine tabi tutuldugu 6zel bir jel elektroforez seklidir.*

IS900 -restriction fragment length polymorphisms (IS900-RFLP) yirmi yildir ilk
ve en sik kullanilan ve bir organizmanin genomunun bir veya daha fazla restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilarak sindirilmesini ve ardindan DNA parg¢alarinin
elektroforezini igeren bir genotiplendirme yaklagimidir. Ozellikle son yillarda dizileme
teknolojilerinin ilerlemesinden sonra zahmetli, zaman alict olmasi, genomik DNA
ekstraksiyonu i¢in 6nemli miktarda kiiltiir materyali gerektiriyor olmasi testin kullanimini
simirlamaktadir.>°

Ardisik tekrar eden DNA dizilerine dayandirilan genotip siniflandirma
yonteminde Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit -Variable Number of Tandem
Repeat (MIRU-VNTR) ve Multi-locus short sequence repeats (MLSSR) yontemleri
kullanilmaktadir. Bu DNA dizileri prokaryotik genomlarda yaygin olarak bulunurlar ve
yakin akraba suslar arasinda bile degisebilen tekrar kopya sayilarina sahiptirler. Tekrar
boyutuna gore, ardisik tekrarlar {i¢ ana kategoride siniflandirilir. 1 ile 9 nt arasindaki
tekrarlar MIRU, kisa dizi tekrarlar1 (SSR) veya kisa tandem tekrarlar1 denir. Daha biiyiik
tekrarlar (10-100 nt) genellikle mini satellitler veya degisken sayili tandem tekrarlar
(VNTR) olarak bilinirken, 100 nt'den fazla tekrarlar makro satellitler olarak adlandirilir.
Karakterizasyon, tandem tekrar lokuslarinin PCR tabanli amplifikasyonuna ve ardindan
her lokustaki tekrar kopya sayilarinin esas olarak jel veya kapiler elektroforezde (VNTR
icin) boyut polimorfizmi ile veya PCR iirlinlerinin sekanslanmasiyla (SSR i¢in)

hesaplanmasi tizerine kuruludur. Farkli tandem tekrar lokuslarindaki tekrar kopya sayilari
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daha sonra her bir izolatin genotipini tanimlayan sayisal bir kodda birlestirilir.
Karakterizasyonu daha hizli ve daha az zahmetli hale getirmeleri, klinik 6rneklerden veya
canli olmayan Kkiiltiirlerden dogrudan tiplendirmeyi saglamalar1 nedeniyle diger PCR
tabanl genotiplendirme yontemlerine gére daha avantajlidirlar.>

2.8. Koruma ve Kontrol

Etken dis ortam kosullarina olduk¢a diren¢li oldugundan Oncelikli olarak
potansiyel bulagsma kaynaklarmin ve bulasma yollarinin ele alinmasi gereklidir.
Calismalarda, etkenin asidik topraklara gore alkali topraklara daha uzun yasadigi, giibre
¢ukurunda 250 giine kadar canli kaldigini ispatlar niteliktedir. Deneysel olarak yapilan
enfekte etme caligsmalarinda etkenin agizdan alinmasi enfeksiyonun baslamasi i¢in yeterli
bulunmustur. Igme sularmin ve bulasa sebep olacak biitiin kaynaklarin irdelenerek
saglikli kontrol basamaklar1 gelistirmek zorunludur. Oncelikli olarak ¢evrenin
kontaminasyonunu en aza indirmek gereklidir. Subklinik dénemde olan hayvanlar,
onemli bulas kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Siirii bazinda ELISA ve diskidan
bakteriyolojik etken taramalarinin yapilmasi veya bu iki testin kombinasyonu ile enfekte
hayvanlarin tespit edilebilirligini yiikseltir. Boylece stipheli veya pozitif olarak tespit
edilen hayvanlar itlaf edilmeli hizlica siiriiden ayrilmalidir. Tedaviye uzun siire devam
edilmesi gerekliligi, uygulanacak antibiyotiklerin pahali olmasi ve tedavi kesildigi zaman
hastaligin niiks etme olasiligi gibi nedenlerden dolay1 giiniimiizde antibiyotiklerle bilinen
bir tedavisi bulunmamaktadir. 5 En iyi kontrol yonteminin asilama oldugu bildirilmesine

ragmen, asinin tam koruma saglamadigini belirten galismalarda bulunmaktadir.>?
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Orneklerin alinmasi ve testler

3.1.1. Orneklerin Ahnmas:

2022 yili Ocak-Mart aylar1 arasinda Erzurum Merkez ve Aziziye, Horasan,
Karayazi, Tekman, Cat, Yakutiye, Karacoban, Pasinler il¢elerine isletme ziyaretinde
bulunuldu. Calismada toplam 18 mahalledeki toplam 210 sigir isletmesinde ¢alisan 210
insan ve bu isletmelerdeki 420 inekten alinan oOrnekler tez ¢alismasinin materyalini
olusturdu (Tablo 3.1.). Ayn1 zamanda isletmelerde bulunan rastgele tesadiifi 6rneklem
metodu ile her isletmeden iki adet yaslar1 24 aydan biiyiik olan hayvandan tam kan, kan
serumu ve digki numuneleri alindi. Ziyaret edilen isletmelerde kan alinan kisilere onam
formu imzalatildi. Insan ve sigirlardan 6rnek almak igin antikoagulantsiz ve NaEDTA
iceren antikoagulantl kan tiipleri kullanildi. Digk1 6rneklerinin alinmasinda 50 ml hacimli
steril vida kapakli tlipler kullanildi. Alinan 6rnek cesitleri ve sayilar1 Tablo 3.1.’de

gosterildi.

Tablo 3.1. Calisma Kapsaminda Alinan Orneklerin Ilge ve Mahallelere Gére Dagilimi

iice Mahalle Insan Numune Hayvan Numune
Askale Dagyurdu 12 24
Merdiven 10 20
Merkez 8 16
Aziziye Beypinart 9 18
Kayraman 5 10
Cat Gobekoren 11 22
Parmaksiz 10 20
Yavi 9 18
Horasan Degirmenler 30 60
Karacoban Bozyer 10 20
Karayazi Cataldren 10 20
Kirgindere 15 30
Koycegiz 10 20
Pasinler Taskaynak 20 40
Tekman Diizyurt 8 16
Yakutiye Artbahge 7 14
Dumlu 17 34
Kirmizitag 9 18
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Tablo 3.2. Materyal Olarak Alinan Ornek Tiirlerinin Hedef Canli Tiirlerine Gére

Dagilimlart
Hedef Tiir Tam Kan Kan Serumu Diski
Insan 210 - -
Hayvan 420 420 420
Toplam 630 420 420

3.1.2. Serolojik Analiz

Sigirlarda Paratiiberkiiloza bagli humoral immun yanitin belirlenmesi igin ticari

indirektt ELISA kiti (IDEXX Paratuberculosis Screening Atibody Test Kit Lot Numarast:

SN 2055) kullanildi. Testte kullanilan indirektt ELISA icerigi Tablo 3.3.’de verildi.

ELISA’nin gergeklestirilmesinde ELISA yikayict (BioTek ELX 50), ELISA okuyucu

(BioTek, ELX 800) ve xCheckPlus programi kullanildi.

Tablo 3.3. Indirekt ELISA Kit igerigi

Materyal

Adet

Pozitif kontrol

Negatif kontrol

Map Antigen Coated Plate

A Conjugate consentrate

Dilution buffer N.1

Dilution buffer N.12
TMB Substrate N.9
Stop solution N.3

Wash solution

1x0.5 ml
1x0.5 ml
5

1x0.75 ml
1x120 ml
1x100 ml
1x60 ml
1x60 ml
1x100 ml

3.1.3. Molekiiler Teshis

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ait DNA’nin tespiti

ve

identifikasyonu i¢in real time PCR metodu kullanildi. Bakteriyel DNA’nin ekstraksiyonu
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i¢in ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qiacube, Qiagen®) kullanildi. DNA ekstraksiyon kit

icerigi Tablo 3.4.’de gosterildi. DNA miktarlar1 cihazi ile 6l¢iildii.

Tablo 3.4. DNA Ekstraksiyon Kiti Icerigi

Materyal Adet
Buffer VXL 1x30 ml
Buffer ACB 2x60 ml
Proteinase K 1x6 mi
Carrier RNA 2x302 pg
Buffer AW1 98 ml
Buffer AW2 66 ml
Buffer AVE 2x20 ml

Real time PCR metodunda Imirzalioglu ve ark. > metodu referans olarak kabul

edildi.>® Kullanilan primer ve problar Tablo 3.5.’de gosterildi. Bunun yaninda icerisinde

pozitif kontrolii, internal kontrolii, primer-probu bulunan ticari real time PCR Kiti

(bactotape MAP PCR Kit; BT285903) ile ayrica analiz edildi. Calismada, LightCycler

Tagman Master kiti (Roche), LightCycler LC 480 real time PCR cihazi (Roche)

kullanildi.

Tablo 3.5. Real Time PCR Analizinde Kullanilan Primer ve Problar

Primer-Prob Adi

Dizilim (5°-3°)

Amplicon 111 f57

AmpliconlV MAP0865

Amplicon 1 1S900

Forward TACCGAATGTTGTTG TCA CCG

Reverse TGG CAC AGA CGACCATTC AA

Probe FAM-CCG GTC CCA GGT GTG TTC GAG TTG-
TAMRA

Forward GCG CGG CCAGTATGG ATATA

Reverse GAC TCA ACCCAACGAGCTCC

Probe FAM-AGA TGC CTC TCC GAT GCT CGA TGG-
TAMRA

Forward AAT GAC GGT TAC GGA GGT GGT

Reverse GCA GTAATGGTCGGCCTT ACC

Probe FAM-TCC ACG CCC GCC CAG ACA GG-TAMRA
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3.1.4. izolasyon Calismalar

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in digki ve tam kan 6neklerinden
izolasyonlar1 i¢in hazir besiyerleri kullanildi. Mikobaktinli ve mikobaktinsiz olacak
sekilde iki farkli kombinasyonda TM Herrold’s Egg Yolk Agar Slant (BBL) besiyerleri

kullanild1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. TM Herrold’s egg yolk agar slant (BBL)

3.1.5. MIRU VNTR Analizi

Kiiltiirden izole edilen Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’lerin
molekiiler epidemiyolojisinin belirlenmesi icin Thibault ve ark.>* metodu referans olarak
kabul edildi. MIRU-VNTR analizinde kullanilan primerler Tablo 3.6.’da gosterildi.
Pozitif kiiltiirlerde DNA ekstraksiyonu i¢in Magna Lyser cihazt (Roche), DNA
ekstraksiyonu icin ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanildi. PCR reaksiyonu hotstart
mastermiks (Qiagen) ile gerceklestirilirken 1s1l islemler igin sensoquest thermal cycler
cihazi ile yiiriitiildi. PCR iirlin boyutunda tekrarlarin belirlenmesi i¢in Qiagen Qiaxcel

kapiller elektroforez cihaz ile Qiaxcel high definition kiti kullanildi.
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Tablo 3.6. MIRU-VNTR Analizinde Kullanilan Primerler

Primer Ad1 5°-3°

292-F CTTGAGCAGCTCGTAAAGCGT
292-R GCTGTATGAGGAAGTCTATTCATGG
32-F CCACAGGGTTTTTGGTGAAG

32-R GGAAATCCAACAGCAAGGAC

X3-F AACGAGAGGAAGAACTAAGCCG
X3-R TTACGGAGCAGGAAGGCCAGCGGG
25-F GTCAAGGGATCGGCGAGG

25-R TGGACTTGAGCACGGTCAT

3-F CATATCTGGCATGGCTCCAG

3-R ATCGTGTTGACCCCAAAGAAAT

7-F GACAACGAAACCTACCTCGTC

7-R GTGAGCTGGCGGCCTAAC

10-F GACGAGCAGCTGTCCGAG

10-R GAGAGCGTGGCCATCGAG

47-F CGTTGCGATTTCTGCGTAGC

47-R GGTGATGGTCGTGGTCATCC

3.2. Orneklerin islenmesi ve testler

3.2.1. Orneklerin islenmesi

Calismada alinacak Ornek sayisinin belirlenmesi i¢cin Sampsize web sitesinde
(http://sampsize.sourceforge.net/iface/index.html) %95 giiven araligi, %5 hata pay1 ve
tahmini prevalans %3 (Giimiissoy ve ark®®, Atala ve Akcay*) kabul edilerek belirlendi.
Yapilan hesaplamada insan ve hayvanlardan en az 208 ornek alinmasi gerektigi
hesaplandi. Isletmeler arasinda yogunlugun ve drnek dagiliminin daha iyi yapilabilmesi
icin alinmasi gereken ornek alinacak isletme sayis1 210°a tamamlandi. Bakterinin tespit
edilmesi ve seroprevalansin ortaya konulabilmesi i¢in Erzurum ilinde biiyiikbag

hayvanciligin yogun yapildigi merkez ve giiney ilcelerde belirlenen koylerdeki 210
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bliylikbas hayvan isletmesindeki en az 2 adet olmak iizere yas1 24 aydan biiyiik olan disi
hayvanlardan tam kan, kan serumu ve diski1 6rnegi alindi. Ayn1 zamanda 6rnek almak igin
ziyaret edilen isletme calisanlarindan isletme basina bir kisi olmak iizere toplam 210
kisiden tam kan 6rnegi alindi.

Inekler uygun sekilde zapturapt altina alindiktan sonra kuyruk dik bir sekilde
kaldirildi ve %70’1lik alkol ile kuyruk alt1 temizlendi. Sonrasinda vena coccygea’dan
antikoagulantsiz ve NaEDTA igeren antikoagulantli vakumlu kan tiiplerine en az 5 ml
kan 6rnegi alindi. Diski 6rnegi i¢in rektal palpasyon ile uyarim sonrasinda hayvanin
defekasyon yapmasi uyarildi ve steril 50 ml hacimli steril vida kapakl: tiiplere en az 10
gram digki 6rnegi alindi.

Ziyaret edilen isletme sahiplerinden kan almak icin saglik teknisyeni tarafindan
uygun kolda dirsek yukarisinda turnike uygulandiktan sonra %70’lik etil alkol ile
temizlendikten sonra dirsegin i¢ kisminda belirgin venalardan vendz kan NaEDTA iceren
antikoagulantli vakumlu kan tiipline en az 5 ml kan 6rnegi alindi. Alinan tiim 6rnekler
+4°C’de laboratuvara nakledildi. Ornek alinan kisilerde; diyare, Crohn hastalig, Tip-1
Diyabet ve Hagimato Troidi hastaliklarinin olup olmadigi hakkinda bilgiler alindi.
Antikoagulantsiz tiiplere alinan sigir kan 6rnekleri 3000 rpm devirde 3 dakika santrifiij
edilerek serumu ayrigtirildi. Santrifiij sonrasinda ayrilan ve hemoliz olmamis serum
ornekleri 2 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine alindi ve indirektt ELISA yapilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Insan ve ineklerden alinan tam kan &rneklerinden buffy coat tabakasimnin
aynstirilmasi i¢in ficoll paque plus kullanildi. Buffy coat tabakasinin ayristirilmasi igin
tam kan 6rneginden 2 ml alinip, 15 ml hacimli steril vida kapakl tiipe aktarildi ve lizerine
2 ml fosfat tamponlu salin (PBS) aktarilarak homojen hale getirildi. Farkl: bir 15 ml

hacimli steril vida kapakli tiip icerisine 3 ml ficoll paque plus aktarildi. Ficoll Paque plus
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tizerine 4 ml hacimli tam kan PBS karisimi iki farkli katman olusacak sekilde yavasca
aktarildi. Hazirlanan tiipler 400 g’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda plazma, buffy coat, ficoll paque plus ve eritrosit olmak iizere 4 katmanh
sekilde ayristirildr (Sekil 3.2). Plazma tabakasi ile ficoll paque plus katmanlar1 arasinda
kalan buffy coat tabakas1 2 ml hacimli mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve analiz edilinceye
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Almman si@ir diskt  Orneklerinin  bakteriyolojik kiiltiir ekimleri Oncesinde
kontaminasyonun azaltilmasi i¢in dekontaminasyon islemi uygulandi. Bu amagla, 50 ml
hacimli steril vida kapakli tiip igerisine 20 ml distile su aktarildi ve {lizerine 1 gr diski
eklendi. Olusturulan karisim oda sicakliginda 30 dk hafif¢e vorteks cihazi ile homojen
hale getirildi. Biiyiik partikiillerin ¢6kmesi i¢in 30 dk oda sicakliginda bekletildi. En
istteki 5 ml digka stispansiyonu 20 ml % 0.95 HPC igeren 50 ml'lik yeni bir tiipe aktarildi.
Esit dagilim saglamak i¢in tiip birkac kez ters ¢evrilerek ve oda sicakliginda 18 saat

boyunca bozulmadan bekletildi.*® Dekontaminasyon islemi tamamlandiktan sonra direkt

-

kiiltiirlere ekim yapildi.

| J

Sekil 3.2. Plazma tabakasi ile ficoll paque plus katmanlari arasinda kalan buffy coat
tabakasi

3.2.1 Serolojik Analiz
Si1gir kan serumlarinda Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’e spesifik

antikorlarin teshisi igin ticari hazir indirektt ELISA Kiti (Idexx Paratuberculosis Screening
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Ab Test) kullanildi. Serumda non-spesifik antikorlarin ayrimi ve yanlis seropozitif
sonuglarin 6nlenmesi amaciyla serum 6rnekleri 6ncelikle Mycobacterium phlei (Dilution
Buffer No.1) ile inkiibe edildi. Herbir serum 6rnegi, pozitif kontrol ve negatif kontroller
ile 10 pl alinarak antijen ile kapli olmayan 96 kuyucuklu U tabanli plate aktarildi. Her bir
kuyucuga 190 ul Dilution Buffer No.l eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda diliie edilmis olan pozitif kontrol, negatif kontrol ve serum
orneklerinden 100ul alinarak antijen kapli ELISA platine aktarildi. Oda sicakliginda
(2244°C) 45 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda her kuyucuk 300 ul yikama soliisyonu ile
3 kez yikandi. Yikama sonrasinda her kuyucuga dilution buffer No:1 ile 1/100 oraninda
sulandirilan konjugat 100 pl eklendi ve 22+4°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda her kuyucuk 300 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra her kuyucuga 100 pl Substrat soliisyonu eklendi. Karanlik bir
ortamda, oda sicakliginda 10 dakika boyunca (22+4°C) inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda her kuyucuga 100 pl eklendi ve hemen ELISA okuyucu cihaza plate
yerlestirilerek optik dansite dl¢iildii. Ol¢iim sonucunda test validasyon kriterlerine gore
pozitif kontrol optik dansitesinin 0.350’den yiiksek olmasi, pozitif kontroliin negatif
kontrole oran1 3 veya daha fazla olmasi durumunda testin sonuglar1 gegerli olarak kabul
edildi. Orneklerdeki pozitif, siipheli veya negatif sonug asagidaki kite ait formiile gére
degerlendirildi.

(Ornegin OD,s, — Negatif Kontrol 0D,s,)
Sonug = — , x100
Pozitif Kontrol 0D,5, — Negatif Kontrol 0D,

Formiiliine gore hesaplandiktan sonra, sonug %45’den diisiik veya esit ise negatif,

%45 ile %55 arasinda siipheli ve %55°den biiyiik ise pozitif olarak kabul edildi *°
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3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Real-time PCR ve MIRU-VNTR analizleri oncesinde buffy coat, kiiltiirdeki
izolatlardan DNA ekstraksiyonu ger¢eklestirildi. Bakterinin hiicre duvarindaki murein
yapisindan dolay1 ekstraksiyon kitinin yetersiz hiicre duvari yikimlanmasina neden
olabilecegi diisiiniildiigii icin 6n islem olarak oOrneklere fiziksel pargalama islemi
uygulandi. Bunun i¢in, 6rnekler seramik boncuklu tiiplere alindiktan sonra Magna Lyser
cihazinda 6400 rpm devirde 60 saniye olacak sekilde homojen hale getirildi. Homojenize
hale getirildikten sonra 6rnekler soguk blok iizerinde 3 dakika bekletildikten sonra 6000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast DNA ekstraksiyonu i¢in siipernatanttan
200 ul alinarak steril 2ml hacimli mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. DNA ekstraksiyonu
icin Qiagen Qiacube otomatik niikleik asit izolasyon cihazi kullanildi. Cihazin kullanim
talimatina goére kit igeriginde bulunan materyaller yerlestirildi. Cihazin Orneklere
uygulandigi islemler asagida aciklandi.

Ornek iizerine 20 pl proteinaz K, 100 pl Buffer VXL aktarild1 ve vortekslenerek
homojen hale getirildi. Tiipler 22+4°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplere 350 ul Buffer ACB eklendi ve vortekslendi. Ornekler kit igerisinde bulunan spin
kolon iizerine aktarild1 ve 8000 rmp devirde 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
spin kolon iizerine 600 pl Buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiij
edildi. Alt kisim atildiktan sonra spin kolon iizerine 600 pl Buffer AW2 eklendi ve 8000
rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Alt kisim uzaklastirildiktan sonra spin kolonda
kalan sivilarin da uzaklagtirilabilmesi i¢in 14.000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda spin kolon altina steril 1.5 ml hacimli steril mikrosantrifiij tiipi
yerlestirildi. Spin kolonun tam merkez kismima 50 pl Buffer AVE eklendi ve 1 dk
bekledikten sonra 14.000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi. Altta kalan DNA ekstrakti

real time PCR ve MIRU-VNTR analizleri yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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3.2.3. Real-time PCR

Elde edilen DNA ekstraktlarinda analiz gergeklestirilmeden once Qubit cihazinda
DNA yogunlugu 6lgiildii. DNA 6l¢iimiinde Qubit dsSDNA HS Assay Kit kullanildi.
Bunun i¢in dncelikle kit igerisindeki standartlari ile kalibre edildikten sonra 1 ul ile 199
ul dsDNA HS Buffer ile karistirildiktan sonra okuma yapildi. Hazirlanan karigim Qubit
cihazinda oOlgiileren DNA yogunlugunun analiz i¢in yeterliligi belirlendi.

DNA o6l¢iimleri sonrasinda Real Time PCR analizinde, Imirzalioglu ve
ark.>®bildirdikleri yontem referans olarak kullanildi. Real time PCR asamasinda
LightCycler Tagman Master kiti (Roche) kullanildi. PCR ¢alismalarinda primerler 10
pmol, problar 5 pmol olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon hacmi LightCycler Tagman
Master kiti protokoliine gore 0.2 ml hacimli steril mikrosantrifiij ttiiplerinde hazirlandi ve
tiipler real time cihazina yerlestirildi. Real-time PCR ¢alismasinda dongii parametreleri
95 °C’de 10 dakika ve 45 dongii 95 °C’de 20 saniye, 60 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1
saniye olacak sekilde ayarlandi. Real time PCR analizi sirasinda 35. cycle threshold (CT)
degerine kadar olan 1g1malar pozitif olarak kabul edildi.

3.2.4. Bakteriyolojik Kiiltiir ve izolasyon

Sigirlarin kan serumlarindan ELISA sonuglarinda, insan buffy coat PCR analizi
sonuglarinda pozitif tespit edilen diski ve buffy coat tabakasi orneklerinde bakteriyel
izolasyon yapildi. Buffy coat tabakasi érneklerinden dogrudan kiiltiirde ekim yapilda.

Buffy coat drnekleri ve dekontamine edilen digki siispansiyonlarindan 0.1 ml
miktarinda tortu alinarak, ii¢li mikobaktinli, biri mikobaktin igermeyen 4 adet TM
Herrold’s Egg Yolk Agar Slant (BBL) besiyerlerine ekim yapildi. Kapaklar gevsek
sekilde kapatild1 yaklasik 1 hafta boyunca 37 © C'de egik bir pozisyonda kalmasina izin
verildi. Serbest nem, egimlerden buharlastiginda tiipler dikey konuma getirildi. Tiipler en

az 8 ay inkiibe edilerek ve altinci haftadan itibaren haftalik olarak gozlemlendi .**Ureme
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tespit edilen ornekler real time PCR ile dogrulandiktan sonrta MIRU-VNTR analiz
islemleri yapilincaya kadar -70°C’de muhafaza edildi. Pozitif 6rneklerde yine ticari
niikleik asit izolasyon kiti ile DNA izolasyonu yapildi.

3.2.5. Klonal iliskinin MIRU-VNTR Yontemi ile Belirlenmesi

Bu ¢alismada 8 lokus MIRU-VNTR yo6ntemi kullanilarak ve hedeflenen MIRU
lokuslari igin Thibault ve ark. > belirtilen primerler kullanildi. Her bir susa 6zgii 8 MIRU
lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesi igin 8 PCR reaksiyonu gergeklestirildi.
Reaksiyonlar Qiagen Hotstart Master Miks kiti protokoliine gére 0.2 ml hacimli steril
mikrosantrifiij tiipiinde hazirland1 ve thermal cycler cihazina yerlestirildi. Reaksiyonlar;
toplam hacim 25 pl olacak sekilde; dH2O 8.5 ul, 2X PCR Master Mix 12.5 ul, 10 pmol
yogunlukta olan her bir primerden 0.5 ul, DNA 3 pl olacak sekilde hazirlandi. PCR
analizindeki 1s1l islemler; 95 °C 5 dakika ilk denaturasyon, 95 °C’de 30 saniye, 60 °C’de
30 saniye, 72 °C’de 1 dakika olacak sekilde 30 dongii yapildiktan sonra 72 °C’de 5 dakika
son uzama basamag gerceklestirildi.

Lokus biiyiikliiklerinin Qiaxcel cihazinda elektroforez islemi yapilmadan 6nce
kalibrasyon gergeklestirildi. QIAxcel DNA High Resolution Kit (+4) oda sicakligina
cikarildi ve 1 saat siiresince oda sicakligina diismesi i¢in beklendi. Mavi kapakli kartus
standinda kartusun yerlestirilecegi kuyucuga dnce QX Wash Buffer eklendi ve daha sonra
iistiine 2 ml mineral oil eklendi. Kartusun arkasinda yer alan yapigkan bant ¢ikartildi.
Buffer trayde yer alan WP and WI pozisyonlarini1 8 ml QX Wash Buffer ile dolduruldu.

Buffer trayde yer alan Buffer pozisyonunu 18 ml QX Separation Buffer ile
dolduruldu. WP and WI pozisyonlarinin {izerine 2 ml, Buffer pozisyonunun iizerine 4 ml
mineral eklendi. Buffer tray’i buffer tray holder a yerlestirildi. 12’li striplerin
yerlestirilecegi kisimlar 6ne gelecek sekilde yerlestirildi. QIAxcel DNA High resolution

kitin igerisinden ¢ikan QX 0.2 ml 12-Tube Striplerin, 12 kuyucuguna da 15 er ul
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Alignment marker eklendi. Her kuyucugun tizerine Alignment markerin ugmamasi igin
bir damla mineral oil eklendi. Hazirlanan Alignment markerl pozisyonuna yerlestirildi.
QIAxcel DNA High resolution kitin igerisinden cikan QX Colored 0.2 ml 12-Tube
Striplerin her kuyucuguna 15 er ul Intensity Calibration Marker eklendi. Uzerlerine bir
damla mineral oil eklenir ve marker 2 pozisyonuna yiiklendi. Kalibrasyon gergeklestirildi.

Kalibrasyon islemi tamamlandiktan sonra PCR {iriinlerinin elektroforez islemleri
gerceklestirildi. Hazirlanan QX Alignment marker 15bp/lkb 12 li strip marker 1
pozisyonuna, Size Marker 0.2 ml lik PCR tiiplinde EBA buffer ile 1:20 oraninda dilue
edilerek. “OM500-20 sec” protokolu kullanilarak analiz islemi baslatildi. Elektroforez
tamamlandiginda lokuslara ait bant biiyiikliikleri tespit edildi ve metoduna gore tekrar
sayilar1 tespit edildi.>*

Elde edilen tekrar sayilarina gore, Unweighted pair group method with
mathematical averaging (UPGMA) yontemi ve suslar arasindaki iliski bantlara dayali

“Dice” benzerlik katsayisina gére degerlendirilerek dendrogram olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerinin Ahnmasi

Arastirmada Erzurum ilinde entansif sigir yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi
ilgelerde belirlenen isletmelerden hem yetistiricilerden tam kan hem de her isletmedeki
yaslar1 24 aydan biiyiik olan 2 inekten tam kan, kan serumu ve gaita 6rnegi alindi. Ornek
alinan insan sayilarinin ilgelere gore dagilimlar1 Sekil 4.1°de gosterildi. Ornek almak igin
ziyaret edilen isletmelerin kiiclik aile tipi isletmeleri oldugu, genel hijyen ve
dezenfeksiyon kurallarmin olmadig1 ve geleneksel hayvan yetistirme seklinde isletme

yonetimi oldugu tespit edildi.

M Askale

Il Aziziye

H Cat

B Horasan
B karacoban
B Karayazi

Horgsan Deg"mener

I Pasinler
Tekman

B Yakutiye

Sekil 4.1. Ornek alian insan sayilarinim ilgelere gore dagilimlari. Ornek alinan insan
sayisinin iki kati kadar sigirdan 6rnek alindi.
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4.2. Kan Orneklerinin ELISA Bulgular

Calismada alinan sigir kan serumlar ticari indirektt ELISA Kiti olan ldexx
Paratuberculosis Screening Ab Test ile analiz edildi. Kit protokoliine gore yiiriitiilen
analiz sonuclarinda alinan 6rneklerin %5.7 (24/420)’inde seropozitiflik tespit edildi.
Numune alinan ilgelere gore seropozitif hayvan sayisit ve yiizde seropozitiflik Tablo
4.1°de gosterildi. Analiz sonucunda en yiiksek seropozitiflik oran1 %16.6 olmak iizere
Horasan ilgesinde tespit edildi. Bunun yaninda Cat ve Pasinler ilcelerinde ise

seropozitiflik tespit edilmedi.

Tablo 4.1. Indirekt ELISA ile Test Edilen Orneklerin Ilgelere Gére Dagilimlari ve
Pozitiflik Oranlari

Iige % Pozitiflik Pozitif Sayisi Numune Sayisi
Askale 8.3 5 60
Aziziye 10.7 3 28
Cat 0.0 0 60
Horasan 16.6 10 60
Karacoban 5.0 1 20
Karayaz 2.8 2 70
Pasinler 0.0 0 40
Tekman 6.2 1 16
Yakutiye 3.0 2 66
TOPLAM 5.7 24 420

4.3. Real time PCR Bulgulari

Calismada ornek alman isletmelerde hayvanlarla temast olan ve risk grubu
icerisinde tanimlanan 210 insandan alinan tam kan 6rneklerinden buffy coat tabakasi
ayristirilarak real time PCR analizi gerceklestirildi. Ayn1 zamanda seropozitif 24 sigirin

hem tam kan 6rneklerinden DNA ekstrakte edildi ve real time PCR analizi yapildi. Real
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time PCR analizi yapilmadan once test performans Ol¢iimleri gergeklestirildi. Pozitif
kontrol olarak bactotype MAP PCR Kiti pozitif kontrolii kullanild.

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis pozitif kontrol niikleik asiti
spektrofotometre (Nanodrop 1000) cihazi ile konsantrasyonu olgiilerek 100 ng olacak
sekilde seyreltildi. Daha sonra 10 katli diliisyonlarimi yapilarak PCR lar1 yapildi.
Amplicon 11S900 gen bolgesi igin; en diisiik tespit limiti 1.0x10* sulandirmada Ct =35.47,
en yiiksek tespit limiti 1.0x108 sulandirmada olarak 14.30 tespit edildi. Amplicon 111 f57
gen bolgesi icin; en diisiik tespit limiti 1.0x10! sulandirmada Ct =36.78 en yiiksek tespit
limiti 1.0x108 sulandirmada 17.32 olarak tespit edildi.

Amplicon IV gen bélgesi i¢in; en diisiik tespit limiti 1.0x10* sulandirmada Ct
=37.42 en yiiksek tespit limiti 1.0x108 sulandirmada 18.12 olarak tespit edildi. Real time
PCR calisilan 6rneklerin degerlendirilmesi en diisiik tespit limitinin altinda olan degerler
pozitif listiinde olan degerler negatif olarak degerlendirildi.

Tablo 4.2°de seri dilusyonlari yapilan niikleik asit miktarlari ile bu 6rneklere ait
Ct arasindaki iliskiler SPSS 11.5 paket programi kullanilarak pearson korelasyon
katsayisi ile test edildi. 100 ng olarak olgiilen genomik DNA'nin 1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000, 1/100000, 1/1000000 sulandirimlar1 hazirlanarak 57, amplikon IV ve IS 900
primerleri kullanilarak PCR’1 yapildi. Yapilan sulandirima caligmalarinda niikleik asit
konsantrasyonundaki azalmanin dogrusallik gosterdigi ve regresyon degeri R2 = %99 ve
testin verimliligi E=2 olarak hesaplandi bu da analizin tekrarlanabilir oldugu ve

sensivitesinin yiiksek oldugunu géstermektedir.
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Tablo 4.2. DNA konsatrasyonlarinin Seri Dilusyonlar1 Sonucunda Elde Edilen Ct
Degerleri

Sulandirma Amplicon 1S900 Amplicon 111 AmpliconlV
oranlari 57 (X70277) MAPO0865
1.0x 108 14.30 18.12 17.32
1.0x 107 18.05 20.27 20.01
1.0x 10° 20.97 22.04 21.80
1.0x10° 23.12 24.48 25.55
1.0x10* 26.89 28.30 28.48
1.0x103 29.88 30.85 31.37
1.0x10? 32.54 34.60 35.78
1.0x10* 35.47 36.78 37.42
1.0x10° - - -

DNA izolasyonlar1 yapilan Orneklerin real time PCR analizlerinde M.
avium subsp. paratuberculosis 57, amplikon IV ve IS 900 primerleri ve primerlere 6zgii
tagman probu kullanildi. Tiim primer ve problar ayn1 PCR tamponu ve aym sicaklik
kosularinda ylriitiilmistiir. Kosullar ayn1 olmasina ragmen sonuglar, 57, amplikon IV ve
IS 900 PCR’ler arasinda ayni etkinlik seviyeleri ve ara hassasiyet seviyeleri gosterdi.
Uygulanan kosullar altinda belirlenen 6zdes etkinlik sonuglari nedeniyle, her iig

amplikonu temsil eden yalnizca bir egri gosterilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Real time PCR metotlarinin tespit limitlerine gore Ct degerlerinin goriintiisii

Real time PCR analizlerinin optimizasyonlari sonrasinda 210 insan ve serolojik
olarak pozitifligi belirlenen 24 sigira ait orneklerin analizleri gerceklestirildi. Analiz
sonucunda insan Orneklerinin %3.3 (7/210) oraninda, sigirlarda ise seropozitif
hayvanlarin %25 (6/24)’inde, numune alinan tiim hayvanlar arasinda ise %!.4
(6/420)’linde real time PCR pozitifligi tespit edildi.

4.4. Bakteriyolojik Kiiltiirde izolasyon

Real time PCR analizi sonucunda M. avium subsp. paratuberculosis varlig: tespit
edilen toplam 13 olmak iizere 7 insan buffy coat ornekleri ile 6 sigir diski rneklerinden
ticli mikobaktinli, biri mikobaktin igermeyen 4 adet TM Herrold’s Egg Yolk Agar Slant
(BBL) besiyerlerine ekim yapildi. Besiyerleri 8 ay boyunca 37°C’de aerobik atmosferik
kosulda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonucunda smooth karakterli renksiz koloniler siipheli olarak kabul
edilerek hem modifiye Ziehl-Neelsen boyamada asidorezistans o6zellikli basillerin
goriilmesi ve real time PCR analizinde pozitifligin goriilmesi ilgili kiiltiirdeki koloniler

M. avium subsp. paratuberculosis pozitif koloni olarak degerlendirildi. Analiz sonucunda
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kiiltiirde ekimi yapilan 7 insan ve 6 sigir 6rnegi olmak iizere toplam 13 6rnekte kiiltiirde

ireme tespit edildi. (Sekil 4.3)

y S

» Ak of .

Sekil 4.3. Kiiltiir pozitif koloni ve modifiye Ziehl-Neelsen boyama sonucunda
mikroskobik goriiniim

4.5. MIRU-VNTR Yontemi Sonuclar:

Calismada, kiiltiirde izole edilen M. avium subspecies paratuberculosis izolatlar
MIRU-VNTR metodu ile genotiplendirildi. Elde edilen MIRU-VNTR bantlar
biiyiikliikleri ve tekrar sayilar1 (Tablo 4.3) Mac INMV veri tabanindaki ¢izelgeye gore

belirlendi (http://mac-inmv.tours.inra.fr) Erisim tarihi: 21.10.2022).
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Sekil 4.4. Qiaxcel cihazinda elektroforez goriintiisii

Tablo 4.3. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis suslarmin MIRU-VNTR 8
Lokusundaki Allel Sayilar

Numuneler MIRU MIRU VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR

292 X3 10 47 3 7 25 32
insan 1 3 1 2 3 2 2 3 8
insan 2 3 2 2 3 2 2 3 8
insan 3 3 2 2 3 2 2 3 8
insan 4 3 2 2 3 2 2 3 8
insan 5 3 2 2 3 2 2 3 8
insan 6 3 2 2 3 2 2 3 8
insan 7 3 2 2 3 2 2 3 8
Hayvanl 4 1 1 3 2 2 3 8
Hayvan?2 3 1 2 3 2 2 3 8
Hayvan3 4 1 2 3 2 2 3 8
Hayvan4 3 2 2 3 2 2 3 8
Hayvan5 3 2 1 3 2 2 3 8
Hayvan6 4 2 2 3 2 2 3 8

Olusan bant profilleri Past programi1 kullanilarak, Unweighted pair group method
with mathematical averaging (UPGMA) yontemi ve suslar arasindaki iliski bantlara
dayali “Dice” benzerlik katsayisina gore degerlendirildi ve dendrogram olusturuldu

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MIRU-VNTR Sonucunda 13 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
Susarinin Dendrogrami

MIRU-VNTR yontemi ile Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis i¢in
toplam 6 genotip tespit edildi ve ayirt edici giiclinlin oldukg¢a yiiksek oldugu belirlendi
(HGDI=0.9425). Kullanilan yontemin lokuslara gore ayirt etme giicii Tablo 4.5’de
gosterildi. Mac INMV veri tabami” (http://mac-inmv.tours.inra.fr) yapilan analizler
sonucunda; Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis MIRU-VNTR profiline %99
benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Sunulan ¢aligmada Hunter-Gaston Ayrimcilik Endeksi (HGDI) degerleri
hesaplanmistir. MIRU292, MIRUX3 ve VNTR 32 lokuslarinda iki alelik polimorfizm
gozlendi.

Arastirma sonucunda tespit edilen Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

izolatlarimin MIRU-VNTR analizi sonucunda elde edilen genotip profilleri Mac INMV
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veri daha onceden bildirilmis olan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

genotip profilleri ile karsilastirildiginda, Fransa ve Irlanda izolatlari ile benzer genotip

profilinde oldugu tespit edildi. >*

Tablo 4.4. MIRU-VNTR sonucunda 13 Mycobacterium Avium Subsp. Paratuberculosis

Orneginin Allel Durumlar1 ve HGDI Degerleri

Lokus Allel sayisr*** Tekrar sayisi HGDI*
MIRU 292 2 3(10), 4(3) 0.3846
MIRU X3 2 1(3), 2(10) 0.3846
VNTR 25 1 3(13) 0
VNTR 47 1 3(13) 0
VNTR 3 1 2(13) 0
VNTR 7 1 2(13) 0
VNTR 10 2 1(2), 2(11) 0.2821
VNTR 32 1 8(13) 0

*HGDI: Hunter-Gaston diversity index.
**Allellere ait Tekrar Sayilari:2,2,1,1,1,1,2,
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5. TARTISMA

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis diinyada olduk¢a yaygin olan,
basta sigirlar olmak {izere koyun, ke¢i, at, kopek gibi evcil hayvanlar ile geyik, tavsan,
porsuk, bizon, deve, tilki, primatlar ve domuz gibi yaban hayattta yasayan hayvanlarda
ve hatta insanlarda hastalik yapabilme 6zelligine sahip hiicre i¢i zorunlu bir patojendir.
Sunulan arastirma ile Erzurum ilinde entansif sigir yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi ilgelerde tesadiifi olarak belirlenen isletmelerde hem yetistiriciden tam kan, hem
de isletmedeki 2 adet inekten alinan kan serumu, tam kan ve gaita 6rneklerinde M. avium
subsp. paratuberculosis’in yayginligi ve genotipik varyasyonlari arastirilmistir.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis; John hastaligi ve Crohn
hastaliginin klinik ve histopatolojik bulgular1 birbirine benzemektedir. Bu nedenle MAP
etkeninin her iki hastaliga da sebep olabildigi fikri 1917°den beri tartisilmakta olup birgok
arastirmaya konu olmustur.®’

2020 yilinda Kuenstner ve ark.”® yaptiklar1 caligmada Crohn hastasi kisilerin
kanlar1 alinarak buffy-coat tabakasi ¢ikartilmis ve MAP kiiltiirii ile 44.4 % (4/9) oraninda
pozitiflik bildirmislerdir. 2004 yilinda Naser ve ark®® Crohn hastalarinda 46.4% (13/28),
Ulseratif kolitis 22.2 % (2/9) yangisal bagirsak problemi olmayan kisilerden 0% (0/15)
MAP etkeni izole etmislerdir.2006 yilinda Sechi ve ark®® bakteriyemi ddéneminde
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infeksiyonun Tip-1 Diyabet
hastaligin1 tetikleyip tetiklemedigi yoniindeki arastirmalarinda 63% (29/46) PCR
pozitifligi bildirmislerdir. Yaptigimiz tez ¢alismasinda ise hayvan yetistiriciligi yapan
risk grubunda yer alan PCR pozitif olarak teshis ettigimiz insanlarda 6/6 kiiltiir pozitifligi
tespit edildi. Bu durumun Kiiltiir pozitif tesbit edilen kisilerde etkenin bakteriyemi

doneminde olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Singh ve ark. '* Hindistan'da yaptiklar ¢calismada ise, Paratiiberkiilozun endemik
oldugu ve gastrointestinal problem gbzlenen kecilerle temas eden kisilerde %2,9 oraninda
MAP (Hint bizonu tipi) prevalansi bulundugunu belirtmistir.** Genel yayin tarama veri
tabanlarindan yapilan litaretiir taramalarinda Tiirkiye’de Paratiiberkiiloz pozitif bulunan
isletmelerdeki sigirlarda ve bu isletmelerle yakindan temasi olan insanlarda MAP’in
izolasyonu ve MIRU-VNTR analizine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Sunulan tez
calismasinda Singh ve ark.™ bulgularina paralel olarak hayvanlarla temasi bulunan risk
altindaki kisilerden es zamanli olarak alinan ve real time PCR yontemiyle kan
numunelerinde %3.3 oraninda pozitiflik tespit edildi.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, sistemik dolasima makrofajlar
aracilig1 ile dahil olduktan sonra viicutta bir takim hiicresel ve homoral tepkilere sebep
olur. Hiicre duvarindaki miirein yapisi nedeniyle savunma hiicreleri i¢erisinde etkisiz hale
getirilmekten kagarak, latent faza gecip aylarca hatta yillarca hastalik belirtisi
gostermeden konakg¢isinda yasam déngiisiinii siirdiirebilir. %

Paratiiberkiilozun epidemiyolojisine bakildiginda; hasta hayvanlarin subklinik
donemde hastalif1 ¢evreye uzun bir siire bulastirdigr goriilmektedir. Boylece hayvan
sahibinin haberi olmadan isletmeler kontamine olabilir ve ¢iftliklerde yeni doganlar
dogrudan veya dolayli olarak MAP enfeksiyonuna maruz kalabilirler.

Bu c¢alismada hayvanlardan alinan kan orneklerinde oncelikli olarak ELISA
testinin yapilmasinin amaci, klinik olarak belirti géstermeyen hayvanlari serolojik olarak
tespit ederek, serolojik olarak pozitif bulunan hayvanlardan alinan kan ve diski
orneklerinden molekiiler olarak etken varligini tespit etmektir.

Tiirkiye’de sigir kan serumlarinda direkt ELISA yontemi ile yapilan seroprevalans
calismalarinda; Kars bolgesinde Makav ve ark.3! %3.5, Kirklareli Yéresinde Karakas ve

ark.®? %1.4, Ardahan ilinde Karatay ve ark.’” %4.7, Sanlhurfa ilinde Celik ve ark.*®
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%4.51, Manisa Bolgesinde Berberoglu ve ark. > % 21.72, Afyon bolgesinde Borum ve
ark.®0 %31.80 , Tiirkiye genelinde Atala ve Ak¢ay® 9 bolgede yaptigi ¢alismada 1.
Bolgeden baglamak iizere sirasi ile %2.2, %3.6, %3.7, %3.6, %0, %1.2, %9.6, %4.5, %4.4
olarak pozitiflik tespit etmislerdir. Diinyada yapilan seroprevalans calismalarinda ise;
Kuzey Irlanda da Guta ve ark .%! (%4.6), Kolombiya Tuta eyaletinde Sharon ve ark.®?
%3.1, Giircistan’da Melpence ve ark.®® 9%9.58, Hindistan giineydogu Bangalore
bolgesinde Gupta ve ark.%* %15.14, Belgika da Boelaer ve ark.3* %9.5 ve Avusturya’da
Dreier ve ark.®® %10.1, oraninda MAP a kars1 olusan antikor pozitif yamiti tespit
etmislerdir.

Tiirkiye genelinde seroprevalans pozitiflik orani O ila %31.8 arasinda iken,
diinyada bu oran % 3.1 ile %15.14 arasindadir. Bizim ¢alismamiz da Erzurum bélgesinde
seroprevalans 5,7% oraninda tesbit edilmis olup ¢ikan sonug¢ diinyada ve Tirkiye
genelinde oldugu gibi ilimizde de etkenin sirkiille oldugu ve hastaliktan muzdarip
isletmelerin mevcut oldugu ortaya koyulmustur.

2004 yilinda Florida Universitesinde Buergelt ve ark.%® 4 yasinda erkek bir
hayvandan alinan kan ve digki numunelerinden kiiltiir, seroloji ve nested PCR analizleri
uygulamislardir. Yapilan digk: kiiltiirlerinde negatif sonuca ulagilmistir. Kan serumunda
yapilan ELISA testinde pozitif sonuca ulagilmistir. Ayrica kan numunelerinde yapilan
nPCR caligmalarinda ise sonug¢ yine pozitiflik gozlenmistir. Benzer bir ¢alisma 2010
yilinda Viyana’da Khold ve ark.®’ tarafindan ELISA ile teshisi konulan paratiiberkiiloz
stipheli bir bogadan itlaf oncesinde es zamanli olarak 9’ar kan, digki, semen ve itlaf
sonrast i¢ organ numunesi alimis kan numunelerinde yapilan ELISA ile MAP’a kars
spesifik antikor taramasinin hepsi pozitif, MAP IS900 DNA 7 kan numunesinde 7

pozitiflik, F57 amplikonunda ise higbir kan 6rnegi pozitiflik gostermemistir. Diski
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numunelerinde HEYM Kkiiltiiriinde ¢ok sayida lireme gozlemlenmistir. Tiim diskilarda
1S900 ve F57 DNA o6rnekleri tespit ediligi bildirilmistir.

2005 yilinda ABD de Juste ve ark. % 278 sigirda yapmus olduklar1 calismada hem
ELISA hem de PCR sonucu pozitif olan %3.6, ELISA pozitif PCR negatif olan %25.2,
ELISA negatif PCR pozitif sonug veren %20.1 ve ELISA negatif PCR negatif veren ise
%51.1 olarak bildirmislerdir. 2015 yilinda Pinedo ve ark.®® ineklerde siit, kan ve diski
orneklerinde serum ELISA, diski 6rnekleri ve Nested PCR sonuglar1 arasindaki iliskinin
arastirtlmasi1 amaciyla yaptiklart calismada 328 siit sigirindan %10 (33/328) oraninda
digki kiiltirii pozitifligi, %3,4 (11/328) kandan ELISA pozitifligi, %2.1 (7/328) ise
Nested PCR pozitifligi sonuglarin1 bulmuslardir. Bu ¢alisma da en yiiksek pozitifligin
ELISA testi ile 5,7% (24/420) elde edildigi belirlenmis olup seropozitif hayvanlardan
alinan diski kiiltiirii ve real time PCR sonuglari genel olarak mevcut caligmalardan diisiik
bulunmustur. Bu durumu tez ¢alismasinda etken izolasyonunu hedefledigimizden ELISA
pozitif olan hayvanlarin diskilarin1 ekime alinmis olmasina baglamaktayiz. Ayrica PCR
pozitif sonucunun diisiik tesbit edilmesinin nedeninin etkenin epitel dokusuna yerlesip
orada graniilomlar olusturdugu doneme denk geldigi diisiinmekteyiz. Testler arasindaki
karsilastirmanin yapilabilmesi i¢in Orneklerin tamaminda ELISA, kiiltiir ve PCR
denemelerinin yapilmasi gerekliligi gortildii.

Thibault ve ark® tarafindan yapilan ¢alismada insanlardan ve sigirlardan Fransa
kaynakli nadir bulunan MIRU-VNTR paterni (INMV9) ve bir 1S900 RFLP paternini
(RO1) Paratiiberkiiloz susu izole ettiklerini bildirmektedir. Benzer sekilde, Marcel ve
ark.®® yaptiklar1 ¢alismada MIRU292, MIRUX3 ve VNTR 32 lokuslarinda HGDI
degerlerini yiiksek bulmustur. 2015 yilinda Mobius ve ark® tarafindan sigir, insan ve
hayvan kokenli suslarda yapilan tiim genom analizinde (WGS) MAP ile sigir ve insan

suclarinin iliskili oldugunu ortaya koydular (Sekil 5.1).%° Bizim calismamizda
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis izolatlarinin benzer profilde bulundugu
izolatlarin insan ve sigir izolatlar1 ile benzer ¢ikmis olup arastirma sonuglari ile

uyumludur.®
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Sekil.5.1. MAP etkeninin kdkeni

Bu verilere gore bir genelleme yapilirsa, degerlendirilme yapilan isletmelerde
MAP varliginin devam ettigi gézlenmistir. Genel olarak, ulusal ve uluslararasi yayginlik
ile ilgili yapilan ¢ok sayidaki seroepidemiyolojik aragtirmada yayginliginin %0 ile %32,8
arasinda degistigi belirlenmis olup bu arastirmalarda bazi irk ve yas ayrimlart agisindan
da dogru yorumlanma gerektigi vurgusu hem bizim hem de yabanci kaynakli yayinlar
icin 6nem arz etmektedir. Siit sigirlarinda hastalifin prevalansin tespitinde siirii bazl
kullanilabilecek en ucuz ve en uygulanabilir test giiniimiizde ELISA’dir. Subklinik
pTB’li hayvanlar hastaligi saglikli olanlara bulastirma egiliminde olmalart nedeniyle bu

tespit 5nemlidir.>"-%3
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Insan sagligy, iilke ekonomisi ve siit sigirciligimin kalitesi agisindan dnem arz eder.
Paratiiberkiiloz ve neden oldugu verim kayiplari ve yami sira saglik agisindan bu
hastaligin sahip oldugu zoonotik potansiyeli bilinmesine ragmen kanaatimizce iilkemizde
bu hastalifin bu baglamda yayginligi {izerine yliriitiilmiis genel ve bdlgesel bilimsel

arastirma sayilar1 sinirli oldugu diisiincesindeyiz.

Sonug olarak yoremizde subklinik olarak MAP varliginin bulunmasi hastaliga
kars1 kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerektiginin gdstergesi olabilir. Bununla birlikte;
hastaligin yayginliginin diisiik olmasi paratiiberkiilozun bu yorede hayvancilik ac¢isindan

olas1 bir tehdit olusturdugu gercegini degistirmemektedir. >

43



6. SONUC VE ONERILER

Insan ve s11r 6rneklerinde M. avium subspecies paratuberculosis teshisi i¢in real
time PCR analizi gergeklestirildi. Real time PCR hizli, ucuz ve hassas bir testtir.
Bakterinin kiiltiirde izolasyonu i¢in uzun siire inkiibasyon ihtiyaci ve ozellikle diski
orneklerinin ekimlerine bagli kontaminasyon kiiltiirde izolasyonun rutinde kullanimini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle etkenin teshisine yonelik daha hizli sonug veren real time
PCR analizinin alternatif olarak kullanilabilecek olduk¢a hassas metot oldugu belirlendi.

Arastirmada seropozitif sigirlarin digki ve tam kan 6rneklerinden yapilan real time
PCR analizinde pozitiflik bulunurken bu 6rneklerden izolasyon gergeklestirildi. Kan
serumu incelenen 24 seropozitif sigirin hem diski hem de tam kan 6rnekerinin yalnizca
6’sinda etken pozitif tespit edildi ve kiiltiirde izole edilebildi. Buna karsin seronegatif
oldugu halde etken sa¢ilimi olan sigir varhigi durumu degerlendirilemedi. Sonraki
aragtirmalarda hastalik tespit edilen sigir isletmelerindeki seronegatif ve seropozitif
sigirlarda etken molekiiler metotlar ile takip edilerek hastaligin patogenezi hakkinda
aragtirmalarin yapilmasinin faydali olacag: diistintilmektedir.

Tam kan Ornegi alman 210 isletme sahibinin 7’sinde M. avium subspecies
paratuberculosis etkeni tespit edildi. Pozitiflik tespit edilen insanlardan birinin miizmin
ishal sikayetlerinin oldugu anamnezi numune alinmasi esnasinda dgrenildi. Bu bakterinin
patogenezine uyumlu olsa da diger ishale neden olan patojenler yoniinden inceleme
yapilmamasi nedeniyle sonraki arastirmalarda 6zellikle hayvancilikla ge¢imini saglayan
ailelerin bu tip rahatsizliklarinda M. avium subspecies paratuberculosis’in de analiz
edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Hizli tan1 yontemleri ELISA ve PCR testlerinin siirli taramasinda kullanilmasi, siit

ve diski ile enfeksiyonun sagilimina kaynak olan hasta veya siipheli hayvanlarin erken
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teshisi sonrasi itlaf edilmesi, hayvancilik isletmelerinde bulas zincirinin kirilmasina ve
iretilen hayvansal gidanin kontaminasyonuna engel olacagi diisiiniilmektedir.

Insan ve hayvan MIRU-VNTR profillerinin ayn1 olmas1 hayvanlardan insanlara
bulasin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmekte olup halk saglig1 agisindan yetistircilere
hastalik hakkinda egitimlerin verilmesinin faydali olabilecegi diisiiniildii.

Pozitiflik tespit edilen kisiler telefonla bilgilendirilerek bir saglik kurulusuna

yonlendirildi.

45



KAYNAKLAR

Cetinkaya B, Muz A, Ertas H, Ongér H, Sezen I, Giilcii HB. Siit ineklerinde
Paratiiberkiiloz prevalansinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanmasi.
Turk J Vet Anim Sci, 2000, 24: 371-379.

Abendano N, Sevilla IA, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M.
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis isolates from sheep and goats
show reduced persistence in bovine macrophages than cattle, bison, deer and wild
boar strains regardless of genotype. Veterinary Microbiology, 2013, 163: 325-334.
Nordlund K, Goodger W, Pelletier J, Collins M. Associations between subclinical
paratuberculosis and milk production, milk components, and somatic cell counts
in dairy herds. Journal of the American Veterinary Medical Association, 1996, 208:
1872-1876

Bao Y, Wu S, Yang T, Wang Z, Wang Y, Jiang X, Ma H. Analysis of long non-
coding RNA expression profile of bovine monocyte-macrophage infected by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. BMC genomics, 2022, 23, 1-17.
Karakas B, Civelek T. Kirklareli yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun
seroprevalansi. Kocatepe Veteriner Dergisi, 2017, 11: 160-164.

Grant IR. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in animal-derived foods
and the environment. Paratuberculosis: Organism, Disease, Control, 2010, 29-39.
Harris NB, Barletta RG. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in
veterinary medicine. Clinical Microbiology Reviews, 2001, 14, 489-512.

Johne H, Frothingham L. Ein eigenthuemlicher fall von tuberculose beim rind.
Dtsch. Z. Tiermed. Pathology, 1895, 21: 438-454.

Bannantine JP, Barletta RG, Stabel JR, Paustian ML, Kapur V. Application of the

genome sequence to address concerns that Mycobacterium avium subspecies

46



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

paratuberculosis might be a foodborne pathogen. Foodborne Pathogens &
Disease, 2004, 1, 3-15.

Collins DM, De Zoete M, Cavaignac SM. Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis strains from cattle and sheep can be distinguished by a PCR test
based on a novel DNA sequence difference. Journal of Clinical
Microbiology, 2002, 40, 4760-4762.

Fawzy A, Zschock M, Ewers C, Eisenberg T. Genotyping methods and molecular
epidemiology  of  Mycobacterium  avium  subsp.  paratuberculosis
(MAP). International Journal of Veterinary Science and Medicine, 2018, 6, 258-
264.

El-Zaatari FA, Osato MS, Graham DY. Etiology of Crohn's disease: the role of
Mycobacterium avium paratuberculosis. Trends in Molecular Medicine, 2001, 7,
247-252.

Chiodini RJ. Crohn's disease and the mycobacterioses: a review and comparison of
two disease entities. Clinical Microbiology Reviews, 1989, 2, 90-117.

Naser SA, Ghobrial G, Romero C, Valentine JF. Culture of Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis from the blood of patients with Crohn's disease. The
Lancet, 2004, 364, 1039-1044.

Singh AV, Chauhan DS, Singh SV, Kumar V, Singh A, Yadav A, Yadav VS.
Current status of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infection in
animals & humans in India: What needs to be done?. The Indian Journal of Medical
Research, 2016, 144, 661.

Manning, E. J., & Collins, M. T. History of paratuberculosis. In Paratuberculosis:
organism, disease, control.In: Marcel AB,DesmondM Paratuberculosis

Organism,Disease,Control.. Wallingford UK: CABI. 2010 1-9.

47



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Slana I, Kralik P, Kralova A, Pavlik I. On-farm spread of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis in raw milk studied by 1S900 and F57 competitive real time
guantitative PCR and culture examination. International Journal of Food
Microbiology, 2008, 128, 250-257.

Whittington RJ, Windsor PA. In utero infection of cattle with Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis: a critical review and meta-analysis. The Veterinary
Journal, 2009, 179, 60-69.

Benedictus A, Mitchell RM, Linde-Widmann M, Sweeney R, Fyock T, Schukken
YH, Whitlock RH. Transmission parameters of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis infections in a dairy herd going through a control
program. Preventive Veterinary Medicine, 2008, 83, 215-227.

Jubb TF, Sergeant ESG, Callinan APL, Galvin JW. Estimate of the sensitivity of an
ELISA used to detect Johne's disease in Victorian dairy cattle herds. Australian
Veterinary Journal, 2004, 82, 569-573.

Lu Z, Mitchell RM, Smith RL, Van Kessel JS, Chapagain PP, Schukken YH, Grohn
YT. The importance of culling in Johne's disease control. Journal of theoretical
biology, 2008, 254, 135-146.

Lambrecht RS, Collins MT. Mycobacterium paratuberculosis: factors which infl
uence mycobactin-dependence. Diagnosis and Microbiology of Infectious
Diseases, 1992, 15, 239-246

Grant IR, Williams AG, Rowe MT, Muir DD. Efficacy of various pasteurization
time-temperature conditions in combination with homogenization on inactivation
of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk. Applied and

Environmental Microbiology, 2005, 71, 2853-2861.

48



24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Barkema HW, Hesselink JW, McKenna SL, Benedictus G, Groenendaal H. Global
prevalence and economics of infection with Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis in ruminants. In Paratuberculosis: organism, disease, control,
2010, Wallingford UK: CABI.

Kundan P.DTE. https://www.downtoearth.org.in/news/health/amp/undetected-

window-56036 07 Aralik 2022.

Bannantine JP, Wu CW, Hsu C, Zhou S, Schwartz DC, Bayles DO, Paustian LM,
Alt DP, Sreevatsan S, Kapur V, Talaat AM. Genome sequencing of ovine isolates
of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis offers insights into host
association. BMC genomics, 2012, 13, 1-14.

Olsen I, Barletta RG, Thoen CO. Mycobacterium. In Pathogenesis of Bacterial
Infections in Animals: Fourth Edition (pp. 113-132). 2010, Wiley-Blackwell..
Clarke CJ. The pathology and pathogenesis of paratuberculosis in ruminants and
other species. Journal of comparative pathology, 1997, 116, 217-261.

Koets, A. P., & Grohn, Y. T. Within-and between-host mathematical modeling of
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) infections as a tool to
study the dynamics of host-pathogen interactions in bovine paratuberculosis.
Veterinary Research, 2015, 46(1), 1-4.

Atalan, Akcay E. Tiirkiye genelinde sigir paratiiberkiilozu prevalansinin ELISA ile
arastirilmasi. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 2001, 12, 39-48.

Makav M, Gokge E. Kars yoresi sigirlarinda subklinik paratuberkiilozun
seroprevalansi, 2013.

Karakas B, Civelek T. Kirklareli yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun

seroprevalansi. Kocatepe Veterinary Journal, 2018, 11, 160-164.

49


https://www.downtoearth.org.in/news/health/amp/undetected-window-56036
https://www.downtoearth.org.in/news/health/amp/undetected-window-56036

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Adaska JM, Anderson RJ. Seroprevalence of Johne’s-disease infection in dairy
cattle in California, USA. Preventive Veterinary Medicine, 2003, 60, 255-261.
Boelaert F, Walravens K, Biront P, Vermeersch JP, Berkvens D, Godfroid J.
Prevalence of paratuberculosis (Johne’s disease) in the Belgian cattle
population. Veterinary Microbiology, 2000, 77, 269-281.

Pence M, Baldwin C, Black Il CC. The seroprevalence of Johne's disease in
Georgia beef and dairy cull cattle. Journal of veterinary diagnostic investigation,
2003, 15, 475-477.

Fecteau ME. Paratuberculosis in cattle. Veterinary Clinics: Food Animal
Practice, 2018, 34, 209-222.

Dalzie TK. Chronic interstitial enteritis. The British Medical Journal, 1913, 1068-
1070.

Chacon O, Bermudez LE, Barletta RG. Johne’s disease, inflammatory bowel
disease, and Mycobacterium paratuberculosis. Annu Rev Microbiol. 2004;58:329-
63

Sartor, R. B. Does Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis cause
Crohn’s disease?, 2005Gut, 54, 896-898.

Chiodini RJ. Crohn's disease and the mycobacterioses: a review and comparison of
two disease entities. Clinical Microbiology Reviews, 1989, 2, 90-117.

Ozana, V., Hruska, K., & Sechi, L. A. (). Neglected Facts on Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis and Type 1 Diabetes. International Journal of
Molecular Sciences, 2022,23(7), 3657.

Bull, T. J., McMinn, E. J., Sidi-Boumedine, K., Skull, A., Durkin, D., Neild, P.,&
Hermon-Taylor, J. Detection and verification of Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis in fresh ileocolonic mucosal biopsy specimens from individuals

50



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

with and without Crohn's disease. Journal of clinical microbiology, 2003,41, 2915-
2923.

Sechi LA, Rosu V, Pacifico A, Fadda G, Ahmed N, Zanetti S. Humoral immune
responses of type 1 diabetes patients to Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis lend support to the infectious trigger hypothesis. Clinical and
Vaccine Immunology, 2008, 15, 320-326.

Cossu A, Rosu V, Paccagnini D, Cossu D, Pacifico A, Sechi LA. MAP3738c and
MptD are specific tags of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection
in type | diabetes mellitus. Clinical Immunology, 2011, 141, 49-57.

Ekundayo TC, Olasehinde TA, Falade AO, Adewoyin MA, Iwu CD, Igere BE.
ljabadeniyi OA. Systematic review and meta-analysis of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis as environmental trigger of multiple sclerosis. Multiple
Sclerosis and Related Disorders, 2022, 59, 103671.

Dow, C. T., & Alvarez, B. L. Mycobacterium paratuberculosis zoonosis is a One
Health emergency. EcoHealth, 2022,1-11.

Greenstein RJ, Collins MT. Emerging pathogens: is Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis zoonotic? The Lancet, 2004, 364, 396-397.
Greenstein RJ. Is Crohn's disease caused by a mycobacterium? Comparisons with
leprosy, tuberculosis, and Johne's disease. The Lancet infectious diseases, 2003, 3,
507-514.

Paratuberculosis (Johne’s Disease),
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.16_PAR

ATB.pdf, 01 Aralik 2022.

51


https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.16_PARATB.pdf
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.16_PARATB.pdf

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Bryant JM, Thibault VC, Smith DG, McLuckie J, Heron I, Sevilla IA, et al.
Phylogenomic exploration of the relationships between strains of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis. BMC Genomics 2016; Fawzy17:79.

Stabel JR. Johne's disease: a hidden threat. Journal of Dairy Science, 1998, 81, 283-
288.

Khol JL, Kralik P, Slana I, Beran V, Aurich C, Baumgartner W, Pavlik I.
Consecutive excretion of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in
semen of a breeding bull compared to the distribution in feces, tissue and blood by
IS900 and F57 quantitative real-time PCR and culture examinations. Journal of
Veterinary Medical Science, 2010, 1004280234-1004280234

Imirzalioglu C, Dahmen H, Hain T, Billion A, Kuenne C, Chakraborty T, Domann
E. Highly specific and quick detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis in feces and gut tissue of cattle and humans by multiple real-time
PCR assays. Journal of Clinical Microbiology, 2011, 49: 1843-1852.

Thibault VC, Grayon M, Boschiroli M L, Hubbans C, Overduin P, Stevenson K,
Gutierrez MC, Supply P, Biet F. New variable-number tandem-repeat markers for
typing Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis and M. avium strains:
comparison with IS 900 and IS 1245 restriction fragment length polymorphism
typing. Journal of Clinical Microbiology, 2007, 45, 2404-2410.

Giimiissoy KS, I¢a T, Abay S, Aydin F, Hizlisoy H. Serological and molecular
diagnosis of paratuberculosis in dairy cattle. Turkish Journal of Veterinary &
Animal Sciences, 2015, 39, 147-153.

Weiss, D. J., Evanson, O. A., Moritz, A., Deng, M. Q., & Abrahamsen, M. S. ().

Differential responses of bovine macrophages to Mycobacterium avium subsp.

52



57.

58.

5%

60.

61.

62.

63.

paratuberculosis and Mycobacterium avium subsp. avium. Infection and immunity,
2002,70(10), 5556-5561.

Overduin P, Schouls L, Roholl P, Van Der Zanden A, Mahmmod N, Herrewegh A,
Van Soolingen D. Use of multilocus variable-number tandem-repeat analysis for
typing Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Journal of Clinical
Microbiology, 2004, 42, 5022-5028.

KaratayM., Akyiiz E, Gokce G. Seroprevalence of Paratuberculosis in Cattle in
Ardahan Region. Kocatepe Veterinary Journal, 2020, 13, 327-331.

Celik A, Tel Y. Sanlurfa Bolgesinde Sigirlarda Paratiiberkiiloz Seroprevalansinin
Belirlenmesi. Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2022, 11, 100-105.
Berberoglu M, Civelek T. Seroprevalence of subclinical paratuberculosis in dairy
cattle in Manisa region of Turkey. Kocatepe Veterinary Journal, 2016, 9, 194-199.
Bodrum AE, Catik S, Mecitoglu Z, Demir G, Ulgen M, Sentiirk S. ELISA ve fekal
bakteriyoskopi ile sigirlarda Paratuberkiiloz prevalansinin belirlenmesi. Etlik
Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 2014, 25, 1-5.

Seroprevalence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) and
associated risk factors in  Northern Ireland dairy cattle herds,
https://assets.researchsquare.com/files/rs-1917758/v1/bee226e9-bcaf-4bf6-a0df-
€168513d5684.pdf?c=1662096597, 01 Aralik 2022.

Cruz Estupifian SE, Lancheros Buitrago DJ, Bulla Castafieda DM, Garcia Corredor
DJ, Pulido Medellin MO. Serological diagnosis and risk factors associated with
bovine paratuberculosis in the municipality of Tuta, Colombia. Iranian Journal of

Veterinary Science and Technology, 2022, 14, 38-46.

53


https://assets.researchsquare.com/files/rs-1917758/v1/bee226e9-bcaf-4bf6-a0df-c168513d5684.pdf?c=1662096597
https://assets.researchsquare.com/files/rs-1917758/v1/bee226e9-bcaf-4bf6-a0df-c168513d5684.pdf?c=1662096597

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Pence M, Baldwin C, Black Il CC. The seroprevalence of Johne's disease in
Georgia beef and dairy cull cattle. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation,
2003, 15, 475-477.

Gupta A, Rani SM, Agrawal P, Gupta PK. Sero-prevalence of paratuberculosis
(Johne's Disease) in cattle population of South-Western Bangalore Using ELISA
Kit. Open Journal of Veterinary Medicine, 2012, 2, 196-200

Dreier S, Khol JL, Stein B, Fuchs K, Giitler S, Baumgartner W. Serological,
bacteriological and molecularbiological survey of paratuberculosis (Johne's
disease) in Austrian cattle. Journal of Veterinary Medicine, 2006, Series B, 53, 477-
481.

Buergelt CD, Donovan GA, Williams JE. Identification of Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis by polymerase chain reaction in blood and semen of a
bull with clinical paratuberculosis. Int Journal of Applied Research Veterinary
Medicine, 2004, 2, 130-134.

Juste RA, Garrido JM, Geijo M, Elguezabal N, Aduriz G, Atxaerandio R, Sevilla I.
Comparison of blood polymerase chain reaction and enzyme-linked
immunosorbent assay for detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis infection in cattle and sheep. Journal of veterinary diagnostic
investigation, 2005, 17, 354-359.

Pinedo, P.J., Rae, D. O., Williams, J. E., Donovan, G. A., Melendez, P., & Buergelt,
C. D. (). Association among results of serum ELISA, faecal culture and nested PCR
on milk, blood and faeces for the detection of paratuberculosis in dairy cows.
Transboundary and Emerging Diseases, 2008, 55(2), 125-133.

Kuenstner, J. T., Potula, R., Bull, T. J,, Grant, I. R., Foddai, A., Naser, S. A,, ... &

Shafran, I. Presence of infection by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

54



in the blood of patients with Crohn’s disease and control subjects shown by multiple

laboratory culture and antibody methods. Microorganisms, 2020,8(12), 2054.

55



EKLER

EK-1. OZGECMIS

Ad1 Soyadi:
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:

Tel:

Faks:

E-mail:

Lise:

Lisans:
Yiiksek lisans:
Doktora:

Ingilizce:
Almanca: -

Rusca: -

5

(o}



EK-2. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

- ~, »
e —

(43 %\5‘;‘ SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSO
\ENTr ) Graduate School of Health Sciences

\\::7;,:0/,
ETiK BILDIRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU'
Ogrencinin Ad ve Soyadt Yasemin ERDOGAN
Ogrencinin Numarasi
Ana Bilim Dalt T1ibbi Mikrobiyoloji
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora )
Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazihmiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlan agagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumluluklar: kabul ve beyan ederiz.

Bﬂlnmler: ' Benzerlik Oram Muksimum Benzerlik Oranlan

I. Giris [ %15 %15

11 Genel Bilgiler | %4 i % 35

IIL Materyal ve Metod %17 % 35

IV. Bulgular %10 %15

V. Tartisma %2 %20 B

Not: Yedi kelimeye kadar benzeriikler ile Bagiik, Kaynakea, Igindekiler, Tesekkir, Dizin ve Ekler kisimlart
tarama dig: brrakiabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yamnda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarimin %35 'den biiyik olmamase gerekir.

Tez Yazan (Ogrenci) Tez Damigymani




EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIiK KURULU
KARAR

= ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip akilltesi Klink Aragtrmalar Etik Kurulu
=
= Z ACIK ADRESI: Atatlirk Universitesi Tp Pakilltesi Dekarnlig
£
i ’g = TELEFON +60 442234 65 11
i FAKS +50 442 236 09 68

E-POSTA ipeti rail.com
SORUMLU ARASTIRMACI ;
et b Prof.Dr.Hakan USLU

ARASTIRMACININ ACIK ADI

Erzurum ilinde Siit Sigirlarninda ve Risk Grubu insanlarda
Mycobacterium Avium Subspecies Paratuberculosis’in
Teshisi ve Miru-Vutr Yontemiyle Genotiplendirilmesi

Toplant:1 Sayisi: 08 Karar No: 07

Tarih: 01.20.2020

KARAR

BILGILERI

Yukarida bilgileri verilen bagvaru dosyasi ile ilgil: belgeler arastrmanin/calismanm gerekge, amag, yaklasim ve
vontemleri dikkate alinarek incelenmiy ve galiymann biitgesinin TAGEM tarafindan kargilanmas: kosulu ile
vapilmasnda bilirasel ve etik agidan sakinca olmadifna oy birlij ile karar verildi,

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsammda yer alan arastirmalar/calismalar icin Tiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin 2limmas: gerekmektedir. >
Arastumaciya ¢aligmalannda basarnilar dileriz. ya

58



EK-4. ERISKIN HASTALAR iCiN BILGILENDIRILMIiS GONULLU

OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Erzurum Ilinde Siit Sigirlarinda ve Risk Grubu Insanlarda
Mycobacterium Avium Subspecies paratuberculosis’in Teshisi Miru-Vntr Yoéntemiyle

Genotiplendirilmesi
Sorumlu Arastiricinin Adr: Yasemin ERDOGAN
Diger Arastiricilarin Adr:

“Erzurum Ilinde Siit Sigirlarinda ve Risk Grubu Insanlarda Mycobacterium
Avium  Subspecies  paratuberculosis’in  Teshisi Miru-Vntr  Yontemiyle
Genotiplendirilmesi” isimli bir galismada yer almak tizere davet edilmis bulunmaktasiniz.
Bu calismaya davet edilmenizin nedeni Mycobacterium avium paratiiberkiiloz hastaligi
tagima ag¢isindan riskli grupta olmaniz. Bu ¢alisma, arastirma amagcli olarak yapilmaktadir
ve katilim goniilliiliik esasia dayalidir. Calismaya katilma konusunda karar vermeden
once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi
sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden
bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu aragtirma, Tibb1 Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda,
Prof.Dr. Hakan USLU’nun sorumlulugu altindadir.

Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Bu calismada amag¢ Erzurum Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisiiniin ¢alisma
sahasinda yer alan Erzurum ilinde yetistirciligi yapilan siit sigirlarinda MAP varliginin
tespiti saglanmasi hastalikla miicadele ve koruma kontrol Onlemlerinde 6nemli bir
basamak teskil edecektir. Ayrica geleneksel usulde yetistirciligi yapilan hayvancilik
isletmelerinde bu sigirlarin bakima ile ilgilen hayvan bakicilar1 ve hayvansal tirlinlerini
tiiketen kisiler risk grubunda olmalari nedeniyle bu yolla herhangi bir bulas s6z konusu
olup olmadiginin arastirllmast da amacglanmaktadir.Boylece aliman &rneklerde
hayvanlarda hastaligin prevelansinin belirlenmesi ve insanlara bu yolla bulasin sz

konusu olup olmadig1 ve bulas s6z konusu olmas1 durumunda etkenin genetik kimliginin

59



ortaya konmasi ile insan ve hayvanlarda MAP m genetik yakinligini arastirtlmis
olacaktir.

Epidemiyolojik olarak Erzurum ilinde biiyiikbas hayvanciligin yogun yapildig
(%90),merkez-ova-giiney ilgelerdeki yasi >36 ay olan disi anaglardan (210.)bin %] i
orneklenecek. Orneklemde inek sayisindan ziyade daha fazla yetistirici siiriisii baz
almarak %1 e ulagilacak yani miimkiin mertebe isletmelerin(n=210/420) her birinden
orneklem yapilacaktir. Isletme sayis1 kadar risk grubunda yer alan hayvan bakicist
secilecektir. Boylece pozitif bulma ve bunun temsiliyet giicii artirilacaktir.yaklasik 210
kisiden kan numuneleri alinilmasi planlanmaktadir.

Bu calismaya katilmalh miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay1
birakmakta Ozglirsiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan ayrilirsaniz,
doktorunuz tarafindan sizin i¢in en uygun tedavi plani uygulanacaktir. Ayn1 sekilde
calismay1 yiirliten doktor ¢alismaya devam etmenizin sizin i¢in yararli olmayacagina
karar verebilir ve sizi ¢calisma dis1 birakabilir, bu durumda da sizin i¢in en uygun tedavi
secilecektir.

Bu calismaya katilirsam beni ne bekliyor?
. Steril antikuagulantli mor tiipler igerisinde 3-4 ml kan Orneginiz alanimida

uzman Saglik ¢alisan1 tarafindan alinacaktir.

. Aragtirmanin siiresi 1 yildir. Bir defaya mahsus olmak kaydi ile kan 6rneginiz
almacaktir.

. Kan 0Orneginizden PCR metodu ile paratiiberkiiloz var olup olmadigi
saptanilacaktir.,

Calhismanin riskleri ve rahatsizhiklar1 var mdir?
1. Steril olarak calisilacagindan herhangi bir risk tasimamaktadir.
2. Arastirmadan dolay1 goreceginiz olasi bir zararda gerekli her tiirlii tibbi girisim
tarafimizdan yapilacaktir; bu konudaki tiim harcalamalar da tarafimizdan
karsilanacaktir.
Calismada yer almamin yararlari nelerdir?
Mycobacterium  paratiiberkiiloz ~ hastaliginin  insan  hayvan iligkisi
arastirilacak,Hastaliktan korunma,kontrol ve tedavi yontemlerinin belirlenmesinde

Oonemli bir basamak teskil edecegi diisiiniilmektedir.
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Bu ¢alismaya katilmamin maliyeti nedir?

Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir
O0deme yapilmayacaktir.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Calisma doktorunuz kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatiksel analizleri
yiiriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi
halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir.
Calismanin sonunda, kendi sonuglarmizla ilgili bilgi istemeye hakkiniz vardir. Calisma
sonuclart calisma bitiminde tibbi literatliirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz
aciklanmayacaktir.

Daha fazla bilgi icin kime bagvurabilirim?
Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime geginiz.

ADI: Yasemin ERDOGAN
GOREVI: Doktora Ogrencisi
TELEFON:

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dalinda, Yasemin ERDOGAN tarafindan tibbi bir
aragtirma yapilacag belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi
ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimer” olarak

davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim.
Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi
bir neden gostermeden arastirmadan c¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda

birakmamak i¢in arastirmadan g¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin
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bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla

arastirmaci tarafindan arastirma disi1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini
biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da
parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
yukarida numarast ve acik adresi belirtilen Yasemin ERDOGAN’1 belirtilen adresten
arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, goniilliiliik igerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilimci
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Gorlisme tanigi
Ads, soyadz:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimer ile goriisen hekim
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Adi soyadi, unvani:
Adres:

Tel:

[mza:

Tarih:

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE BIRBIRLERININ
DEVAMI SEKLINDE OLACAKTIR. AYRI AYRI SAYFALARDA YER
ALMAYACAKTIR.
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