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1. GIRIS

Paratiiberkiilloz (pTB), Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in
(MAP) neden oldugu, ruminantlarin ishalle seyreden kronik, yangisal ve 6liimciil bir
hastaligidir. Enfeksiyon uzun siiren “subklinik” evre ile Kkarakterizedir. Enfekte
sigirlarin birgogunda diskida etken iki yasindan once tespit edilemez. Enfeksiyonun
bu erken doneminde sigirlarda, muhtemel bazi barsak hasarlart meydana gelse de,
paratiiberkiilozla iligkili klinik bulguya rastlanmaz (Subklinik pTB) (Allaker ve
Kapas, 2003; Baumgartner ve Khol, 2006). Bu donemdeki sigirlar siiriideki diger
hayvanlar1 enfekte edebilme kabiliyetindedir (Baumgartner ve Khol, 2006). Klinik
vakalarin ¢oguna 2-6 yas arasi sigirlarda rastlanir. Enfekte sigirlarin yaklagik %1°lik
kismi Oliir. Ortalama %350’si ise subklinik olarak yasamina devam eder. Bu

hayvanlarda verim kayiplar1 disinda bir bulguya rastlanmaz (Aiello, 1998).

Paratiiberkiilozis (Johne’s hastalig1) baslica evcil sigir, koyun ve kegilerin bir
hastalig1 olarak diisiiniilmekle birlikte, vahsi ve egzotik ruminant tiirlerini de
kapsayan genis bir ¢ergcevede enfeksiyona neden olabilmektedir (Baumgartner ve
Khol, 2006). pTB, ozellikle siit¢ii sigir igletmelerinde ekonomik kayiplarin en 6nemli
nedenlerinden biridir (Hasanova ve Pavlik, 2006). MAP, insanlarda Crohn’s
hastaligimin muhtemel etkeni olup, zoonotik potansiyeli nedeniyle ayrica 6nem arz
eder (Anon, 2000).

1.1. Etiyoloji

Hastalik ilk kez, enfekte hayvanlarin bagirsaginda 1895 yilinda Johne ve

Frotingham (Johne ve Frotingham, 1895) tarafindan tespit edildi ve asit-faz bir basil



olarak tanimlandi. Tiiberkiiloz basilinden farkli durmayan bu bakteri baslangicta
yanlis olarak tiiberkiilozun atipik bir formu olarak adlandirildi. 1906 yilina
gelindiginde Bang (Bang, 1906) olgunun tiiberkiiloz olmadigini tespit etti. Hastalik
Bang (1906) tarafindan Pscudotiiberkiilozis Enteritis olarak adlandirilmistir. Zaman
icerisinde hastalik Paratiiberkiiloz veya Johne’s hastaligi olarak isimlendirildi.
Paratiiberkiiloz yavas gelisen, asit-faz bir bakteridir. Etken sigir diskisinda bir yildan
daha uzun siire canli kalabilir. Yer {istli sularinda ise canliligim1i 160 giin kadar
siirdiirebilir. Sifirin altinda 14°C’de en az bir yil aktif kalir (Baumgartner ve Khol,
2006).

1.2. Konak Yaygihg

MAP’mm oldukga genis bir konak dagilimi vardir. Baglica ruminantlarin bir hastalig
olarak disiiniilmekle birlikte, muflon (Machackova ve ark., 2004), manda
(Sivakumar ve ark., 2005) ve devegilleri de (Selbitz, 2002) kapsayan bir ¢ercevede
hastaliga neden olur. Bunun yani sira ruminant olmayan tiirlerde de (kuslar, yaban
domuzu, fare, rat, tilki, ayr ve tavsan) hastalik rapor edilmistir (Alvarez ve ark.,
2005; Florou ve ark., 2005; Judge ve ark., 2005). Primat ve evcil domuzlarin da
etkeni tagidigi bilinmektedir. Etken bu tiirlerde klinik bulguya yol agmaz (Klee,
2004). MAP’in insanlarda gozlenen Crohn’s hastaliginin  etkeni oldugu
bildirilmektedir (Nakase ve ark., 2006; Pickup ve ark., 2004).

1.3. Prevalans

pTB vakalarina diinya lizerinde her kitada rastlanmaktadir. Bununla birlikte, MAP’1n
bolgesel ve iilkesel dagilimi farklilik gosterir. pTB prevalansit Almanya’da %84.7
olarak bildirilirken, Avustralya’nin bazi bdlgeleri hastaliktan ari olarak rapor
edilmistir. Isve¢’te pTB prevalansi oldukca diisiiktiir. Siitcii siiriiler {izerinde yapilan

calismalar pTB prevalansinin Danimarka’da %47, Kanada’da %43, Amerika Birlesik



Devletlerin’de ise %50 oldugunu ortaya koymustur (Collins ve ark., 1994; Jakobsen
ve ark., 2000; Van leeuwen ve ark., 2001; Hacker ve ark., 2004; Holmstrom ve
Stenlund, 2005).

1.4. Patogenez

Sigirlarin biiyiik bir kismu yavruyken enfekte olur. Klinik paratiiberkiilozlu
sigirlarin buzagilarinin yaklagik %25 intrauterin olarak enfekte dogar. Buzagilar
enfeksiyona karst daha duyarl olmakla birlikte, diive ve yetiskin sigirlar da etkenle
enfekte olabilir. MAP’mn primer yerlesim bolgesi ileumdur (Whitlock, 1996).

1.5. Bulas

Postnatal fekal-oral bulas hastaligin ortaya ¢ikisinda 6nemli rol oynar. Yaklagik 10
yilt bulan uzun bir inkiibasyon siiresi sonunda (Klee, 2004) enfekte hayvanlar biiyiik
miktarlarda bakteriyi digkilar1 ile yaymaya baslar. Bu donemdeki hayvanlar klinik
semptom gostermez. Ortalama bir gram digki ile bir milyon koloni MAP disari atilir
(Whitlock ve ark., 2005). Digki ile bakteri yayiminin 1.5 y1l yastan 6nce baglamadigi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, son donem c¢alismalar gen¢ buzagilarin da
digkilar1 ile bakteriyi yaydigin1 ve enfeksiyonu ayni ortamdaki diger buzagilara
bulastirdigini ortaya koymustur (Bolton ve ark., 2005; Weber ve ark., 2005). Yeni
dogan buzagilar genellikle etkeni dogum sonrasi oral yolla alir. Bu yolla etken
gecisinde ana faktér dogumhanelerin ve anne memesinin fekal kontaminasyonudur.
MAP ayni1 zamanda asemptomatik sigirlarin siitiinde ve kolostrumda da bulunabilir.
Bu yolla da bulas olduk¢a miimkiindiir. Siit ve kolostrumun pastdrizasyonu bulas

ihtimalini azaltir ancak tam anlamiyla ortadan kaldirmaz (Baumgartner ve Khol,



2006). MAP’in bulasinda semen ve embriyo transferi ile kontaminasyon ve vahsi
ruminantlarin rezervuar etkileri net olarak ortaya konmamustir (Philpott, 1993; Ayele
ve ark., 2004; Judge ve ark., 2005).

1.6. Klinik Tablo

Paratiiberkiiloz yavas yayilim gosteren bir hastaliktir. Bir siirlinlin pTB ile enfekte
olarak tanimlanmasi igin yillar gegmesi gerekebilir. Iyi yonetilen siiriilerde
enfeksiyon oranlar1 daha diisiiktiir. Klinik vakalarin ¢ogu 3-6 yas arasi sigirlarda
ortaya ¢ikar. Geng enfekte sigirlar ise klinik bulgu gostermez (Subklinik pTB/sessiz
enfeksiyon). Bu donemde hastaligin ortaya konmasi olduk¢a zordur. Subklinik
enfekte eriskin hayvanlarda da pTB’ye iliskin gozlenebilir klinik bir bulgu yoktur.
Bu dénem hayvanlarda pTB, MAP’e kars1 olusan spesifik antikorlarin tespiti ve fekal
kiiltiirde bakterinin varliginin ortaya konmasi ile teshis edilebilir (Baumgartner ve
Khol, 2006).

Enfekte sigirlarda hastaliga iliskin ilk klinik bulgu genellikle buzagilama sonrasi
ortaya ¢ikar (Klee, 2004). Kronik veya aralikli, zaman zaman normal kivam ve
yapida gozlenen diyare hastalik i¢in ilk bulgudur. Yani sira; kil yapisinda kabalagma,
deride kuruma ve istah normal olmasina ragmen kronik kilo kaybr ilk
semptomlardandir. Bu dénem sigirlarin hemen hemen tiimiinde fekal kiiltiir pozitif
sonug verir, spesifik antikor tespiti ile hastalik teshis edilebilir (Baumgartner ve
Khol, 2006). ilerleyen donemde enfekte sigir oldukg¢a zayiflar. Mandibula diizeyinde
aralikli olarak olusan 6damatdz sislikler gozlenir. Siit verimi diiser. Hastaliginin
terminal doneminde projektil diyare ve kaseksi tipiktir. Hastaligin bilinen bir tedavisi

yoktur (Baumgartner ve Khol, 2006).



1.7. Nekropsi Bulgular

Sigirlarda nekropsi bulgulari, barsaklarda diffuz graniilomat6z degisiklikler, enteritis
ve nonnekrotik fibrozisdir. Hayvan olduk¢a zayiflamis, yag depolar1 atrofiye
olmustur. Intermandibular 6dem ve viicut bosluklarinda serdz effiizyon tipiktir.
Lezyonlar genellikle gastrointestinal sistem ve bolgesel lenf nodilleri ile sinirh
kalmistir. Barsak mukozasi ve Ozellikle ileum mukozasinda kalinlasma goriiliir.

Barsak kivrimlarinda beyin benzeri goriiniim tipiktir.

1.8. Ekonomik Onemi

pTB siit sigirlarinda gozlenen en masrafli ve yaygin hastaliklardan biridir. pTB aym
zamanda besi sigir1 endiistiirisini de etkiler. Klinik pTB’nin nihai sonucu oliim
olmakla birlikte, hastalik yol actig1 verim kayiplari, artan tedavi masraflar1 ve iligkili
oldugu infertilite, mastitis ve diger subklinik hastaliklar nedeniyle 6nemli ekonomik
kayiplara yol agar. Hayvan yetistiricilerinin hastaligin varligini kabul etmemeleri ve
stipheli olgular1 gizlemeleri nedeniyle hastaligin neden oldugu genel ve ekonomik
etkiler net olarak ortaya konabilmis degildir. Bu nedenle hastaligin gercek
prevalansinin ortaya konmasi miimkiin olmamistir. pTB’nin Amerika Birlesik
Devletlerinde neden oldugu ekonomik kaybin yillik 1.5 milyar dolar oldugu rapor
edilmistir (Whitlock ve ark., 2005).



1.9. Tam

Klinik pTB olgular1 genellikle semptomlar, anamnez ve nekropsi sonuglari ile
taninir. Asemptomatik olgularda ise tan1 amagli laboratuar testlerden faydanilmalidir.
Bununla birlikte 6zellikle gen¢ hayvanlarda kullanilabilecek spesifite ve sensitivitesi
yiiksek bir test bulunmamaktadir. MAP’1n teshisinde; Ziehl-Neelsen boyama, fekal
kiiltiir, Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) metodu ve antikor diizeylerini tespit eden
ELISA gibi birgok farkli test metodu kullanilmaktadir. Teshis amagli komplement
fikzasyon, interferon gamma test, jel presipitasyon ve johnin test’de kullanilabilir
(Baumgartner ve Khol, 2006).

Klinik pTB olgularinda diskida MAP’1n mikroskopik tespiti amaciyla Ziehl-Neelsen
boyama yapilabilir. Bu metod Veteriner pratikte dogrulama amagli kullanilan en
ucuz ve kolay yontemdir (Nielsen ve ark., 2001). Subklinik enfekte olgularda ise bu

metodun sensitivitesi oldukea diistiktiir.

Digki ve doku (barsak, karaciger lenf diigiimii) 6rneklerinde ise bakteriyal kiiltiir
MAP’in teshisinde en yaygin olarak kullanilan testdir. Altin standart olarak
degerlendirilir. MAP i¢in kullanilan bakteriyal kiiltiiriin inkiibasyon siiresi 8-16 hafta
arasinda degisir (Kalis ve ark., 1999). Likid besi yerlerinin kullanimi ile bu siire 23
giine kadar indirilmistir (Bottcher ve Gangl, 2005). Diski1 ve doku orneklerinin
spesifitesi oldukca yiiksek olmakla birlikte, fekal yayilimin ge¢ baglamas1 ve MAP’1n
bolgesel lenf yumrularina ge¢ ulagsmasi nedeniyle sensitivitesi oldukca diisiiktiir.
Teshis maliyetlerini azaltmak ve daha yiiksek spesifite ve sensitivite i¢in ayni yastaki
en az bes farkli sigirdan alinan gaita 6rneklerinden hazirlanan havuz 6rnek bakteriyal
kiiltiir amaciyla kullanilabilir. Bu metodla elde edilen sonuglarin spesifitesi %86 ve

sensivitesi ise %96 olarak bildirilmistir (Collins ve ark., 2005).



PZR, bakteriyel kiiltiir sonuglarint dogrulamak ve yani sira bakterinin spesifik 1S900
sekansini belirlemek amaciyla doku, siit ve kan drneklerinde kullanilabilir. PZR nin
avantaji, %90 diizeyinde olan yiiksek spesifitesi ve 24 saatten kisa bir zamanda sonug
elde edilebilmesidir. Bununla birlikte simple (basit) PZR metodu %53 gibi diisiik bir
sensitiviteye sahiptir. Bu metotta canli ve cansiz MAP hiicreleri arasinda ayrim
yapma imkani1 yoktur (Kalis ve ark., 1999). Giiniimiizde kullanima hazir bir¢ok farkl
PZR Kkiti ticari olarak mevcuttur. PZR, pTB’nin teshisinde kullanilan ve modifiye
edilerek gelistirilebilen bir metottur (Orn., Nested PZR) (Civelek ve ark., 2009).

ELISA giliniimiizde diinya iizerinde MAP’a kars1 olusan spesifik antikorlarin
tespiti ile pTB’nin teshisinde kullanilan en yaygin yontemdir (Kalis ve ark., 1999).
Genellikle kan (serum) orneklerinde kullanilmakla birlikte, siitte de teshis amach
kullanilabilir (Khol ve ark., 2005). ELISA ile 6rnek analizleri hizli ve kolay bir
sekilde yapilabilir. Ticari test kitlerine gore degismekle birlikte, ELISA’nin
spesifitesi ve sensitivitesi sirastyla %84.7-99.8 ve %27.8-44.5 arasinda degisir
(Collins ve ark., 2005; Khol ve ark., 2005). MAP’la enfekte olan hayvanlarda
sekillenen ge¢ humoral cevap bu test metodunun baslica dezavantajidir. Ozellikle
geng ve yeni enfekte hayvanlarda antikor diizeylerindeki artisin yavas olmasi yanlis
negatif sonuglara neden olabilir (Klee, 2004). Bununla birlikte ELISA, siiri MAP
kontrol programlarinda kullanilabilecek en ucuz ve en uygulanabilir testlerden
biridir. Ote yandan, bireysel anlamda hayvanlarda teshis amach kullanilacaksa elde

edilen sonug dikkatli yorumlanmalidir.

pTB’nin teshisinde kullanilan tan1 araglarinda biiyiik bir ilerleme saglanmis olmakla
birlikte, 6zellikle gen¢ hayvanlarda ve enfeksiyonun erken donemlerinde teshis ve
taninin dogrulugu tartismalidir. pTB’nin teshisinde basariya ulagsmada en Onemli
anahtar, dogru tani aracinin se¢imi ve/veya birden fazla metodun birlikte kullanimi

ile hayvanlarin ve siiriiniin gézden ge¢irilmesidir (Baumgartner ve Khol, 2006).



1.10 Kontrol ve Korunma

pTB tanisi zor olan ve tedavi edilemeyen bir hastaliktir. Bu nedenle hastaligin
kontroliinde, MAP pozitif siirli sayisinin azaltilmasi ve MAP negatif siiriilere bulasin
onlenmesi son derece 6nemlidir. MAP pozitif hayvanlar siiriiden elimine edilmeli ve
stipheli stirii farkli zaman dilimlerinde birkag farkli testin kombinasyonu ile olasi
subklinik vakalarin teshisi yoniiyle kontrol altinda tutulmalidir. Bu proje
gergevesinde; >1.5 yil yash hayvanlar alti aylik donemlerde ELISA, bakteriyel kiiltiir
ve diskida PZR metodu ile olasi enfeksiyonlar yoniinden kontrol edilmelidir. Pozitif
ciftliklerde alinacak olan ek hijyenik tedbirler ile hastaligin diger siiriilere yayilmasi
Onlenebilir. Alinan hijyenik Onlemler baslica siiriide bulunan buzagilara, yeni
doganlara ve satin alma yoluyla ¢iftlige getirilen yeni bireylere hastaligin bulasini
engellemeyi amaclar. Dogumhanede ve dogum aninda uygulanan hijyen prosediirii
ve yeni doganin anneden ayrilmasi, antijen ve antikor negatif ve pozitif annelerden
dogan yavrularin farkli yerlerde barindirilmasi ile hastaliktan kismen de olsa
korunmus olunur. Yeni dogan buzagilarin beslenmesinde antijen ve antikor negatif
annelerden alinan kolostrum kullanilmalidir. Damizlik amagli negatif bireylerin
kullanilmasi onerilir. Eradikasyon programi uygulanan giftlikte ilk iki y1l boyunca
besleme sirasinda geng ve yasli hayvanlar ayrilmalidir. MAP’in bulagmasin1 6nlemek
amactyla su kaynaklarina yakin tarlalarda hayvan giibresi kullanilmamasi onerilir.
Yavru ve gen¢ hayvanlar i¢in kullanilan teknik ve diger is ekipmant ayri olmali,
genel temizlik haricinde dezenfeksiyon kurallarina mutlak uyulmalidir. Avrupa
kitasinda ¢iftlik hayvani ticaretinde pTB’nin durumuna iligkin yasal bir sinirlama
bulunmamaktadir. Ciftlik hayvanlarinin hareketlerine sinirlama getirilmesi ve
mevcut siirlilerin ciddi test prosesleri ile pTB varligi yoniinden arastirilmasi,
MAP’ten ari bolgelerin olugmasi ve pTB’nin yayilmasinin énlenmesi yoniinden son
derece Onemlidir. >1.5 yash ve test sonucu negatif siiriiler tespit edilmelidir
(Baumgartner ve Khol, 2006). Avusturya yasal g¢ercevede klinik pTB’yi ihbari
mecburi hastaliklar listesine alan ve klinik semptom gosteren hayvanlar itlaf eden ve
uygulanacak dezenfeksiyon prosesini kanuni olarak belirlemis ilk tlkedir (Van

leeuwen ve ark., 2001).



pTB siitgii s1girlarda ciddi verim kayiplarina neden olan en 6nemli enfeksiyoz
nedenlerden biridir. Ulkemizde de pTB ile ilgili caliymalar yapilmakta ve
giincelligini korumaktadir (Civelek ve ark., 2009; Oztiirk ve ark., 2010). Mevcut
calismalar genellikle hastaligin bolgesel yayginlhigini ortaya koymaya yonelik olarak
yiritilmistir (Cetinkaya ve ark., 1999). Bununla birlikte, subklinik enfekte
hayvanlarin yogunlugu klinik pTB’nin gézlenme orani ile direk iligkilidir. Subklinik
pTB’li hayvanlar hastalig1 saglikli olanlara bulastirma egiliminde olmalar1 nedeniyle
onemlidir. Hastaligin zoonotik potansiyeli ve pastorizasyona dayanikliligi goz
onlinde bulunduruldugunda, ozellikle siit¢ii sigir yetistiriciliginin yogun yapildigi
bolgelerde subklinik enfeksiyon varliginin ortaya konmasi ayrica énem arz eder.
Sunulan aragtirma ile Usak yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun
prevalansinin ortaya konulmasi amaclandi. Usak ydresi siit sigirlarinda subklinik
pTB’nin prevalansini ortaya koyan bilimsel bir rapora rastlanmamistir (Web of

Science).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hayvan Materyali ve Ornekler

Sunulan aragtirmanin hayvan materyali, Usak il merkezi ve merkez koylerinde
(Camyaz1 (n=44), Beylerhan (n=14), Kasbelen (n=36), Asagikaracahisar (n=4),
Képriibagi (n=12), Giineli (n=21), Saridere (n=2), Ikisaray (n=12), Bozkus (n=8),
Karahasan (n=32), Karaaga¢ (n=3), Cevre (n=9), Selvioglu (n=3)) siit sigir1
yetistiriciligi yapilan 31 isletmeden rastgele érnekleme yontemi ile secildi. Caligsma
materyalini; siklik faaliyetleri devam eden, paratiiberkiiloz yoniinden asilanmamus,
optimum viicut kondiisyon skoruna (BCS; 2.75-3.50) (Edmonson ve ark., 1989) ve
siit verimine sahip, 3-7 yash ve saglikli toplam 200 adet multiparoz Holstayn siitcii
sigir olusturdu. Calisma 6rnegi olarak her hayvandan digki ve siit numuneleri uygun
sekilde steril tasima kaplar1 igerisine toplandi. Ornekler soguk zincirde analiz igin

laboratuvara gonderildi.

2.1.2. M. avium subs. paratuberculosis referans susu

Arastirmada, bir adet referans sus pozitif kontrol olarak, M. avium subs.
paratuberculosis 316 F Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirrna enstitiisiinden, Ankara

temin edildi.
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2.1.3. Bakteriyoskopi

2.1.3.1. Fenollii karbol Fuksin (Ziehl-Neelsen)

Bazik fuksin 3gr
Etanol (%95) 100 ml
Fenol Sor
Distile su 100 ml

Bazik fuksin bir havan igerisinde, iizerine azar azar alkol ilave edilerek ezildi
(Soliisyon 1). Kristal haldeki fenol 45-50 °C’ye 1sitilarak eritildi tizerine distile su
eklenerek homojen bir karisim elde edildi (Soliisyon 2). 10 ml soliisyon 1.90 ml
soliisyon 2 ile karistirllarak calisma soliisyonu hazirlandi. Boya soliisyonu
hazirlandiktan sonra koyu renkli kapakli siselere aktarildi. 24 saat bekletildikten ve
filtre edildikten sonra kullanildi.

2.1.3.2. Asit-alkol (%3 wi/v)

HCI (%37,5) 3ml
Etanol (%95) 97 mi



12

2.1.3.3. Metilen Mavisi

Metilen mavisi 0.3gr
Distile su 100 ml

Metilen mavisi havanda ezildikten sonra distile su eklenerek eritildi. Boya soliisyonu

stiziildiikten sonra koyu renkli siselere aktarildi.

2.1.3.4. Kiiltiir

2.1.3.4.1. Dekontaminant-Notralizer

Kiiltire edilecek diski ve siit, homojenize edildikten sonra, kontaminasyonlari
inaktive etmek icin dekontaminant ve notralizer soliisyonlart ile muamele edildi

(Petroff, 1915; Erganis, 1994; Palamino ve Portales, 1998; Ambrosio ve ark., 2008).

2.1.3.4.1.a. Dekontaminat

NaOH (Sodyum Hidroksit) 20 gr
Steril distile su 917.5 ml

Bromkreasol purple soliisyonu 4.5 ml
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2.1.3.4.1.b. Bromcreasol purple soliisyonu

Bromcreasol purple 1.2 gr
Etanol (%95) 50 ml
Distile su 50 ml

2.1.3.4.1.c. Notralizer

HCI (%37,5) 82.5 ml
Steril distile su 1000 ml

2.1.3.4.2. Besiyeri

Klinik 6rneklerden M. avium subsp. paratuberculosis’i tiretmek igin BBL™

Herrold’s Egg Yolk Agar Slant with M J and ANV (Cat No: 8015750, USA)besiyeri

ticari uirin olarak temin edilerek kullanildi.

2.1.4. Molekiiler Biyoloji

2.1.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testi
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2.1.4.1.a. Kiiltiir ve Digki DNA ekstraksiyonu malzemeleri

Kiiltiir ve diski numunelerinden DNA ekstraksiyonu i¢in Qiagen QIAamp®
DNA stool mini kit (50) (Cat. No. 51504: Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi.

2.1.4.1.b. Siit numunelerinde DNA ekstraksiyonunda kullanilan malzemeler

2.1.4.1.b.1. Tris-EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (TE) pH 8.0

10 Mm Tris 0.12 gr
1 Mm EDTA 0.37 gr
SDS 100 gr
Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

2.1.4.1.b.2.Sodyum asetat (Na-Asetat)

Na-Asetat 0.25gr

Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

2.1.4.1.b.3. Soguk Ethanol %90 (w/v)
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Etanol 90 ml
Distile su 100 ml’ye tamamlandi, -20 °C’de sakland.

2.1.4.1.b.4. Soguk Ethanol %70 (w/v)

Etanol 70 ml
Distile su 100 ml’ye tamamlandi, -20 °C’de saklandi.

2.1.4.1.c. DNA amplifikasyonu’nda kullanilan malzemeler

2.1.4.1.c.1. Thermal cycler

Eppendorf Master Gradient Thermalcycler (Eppendorf, Germany) kullanildi.

2.1.4.1.c.2. Primerler

2.2.4.1.c.2.1. M. avium subs. paratuberculosis IS 900 spesifik PZR primerleri
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Primer olarak M. avium subs. paratuberculosis’in PZR ¢aligmalar1 igin ¢ok sik
olarak kullanilan hedef bolge MAP icin spesifik IS900 gen bolgesi (M.
paratuberculosis IS900A sequence on the EMBL GenBank DNAsequence database,
accession number X16293) kullanildi. PZR g¢alimalar1 Nested PZR seklinde
uygulandi ve Gen bdlgesine yonelik secilen oligoniikleotid primerleri;

MAPOF1: 5'-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3', Outer
MAPORL1: 5-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3’, Outer
MAPNF1: 5-CAGGGACGTCGGGTATGGCTTTCA-3’, nested
MAPNRL1: 5-CGTCACCGCCGCAATCAACTCCAG-3/, nested

Ryan ve ark 2002 bildirdigi sekilde Thermoscientific (Almanya)
sentezlettirildi. Primerler 100uM’lik oraninda sulandirildi. PZR ¢alismalarinda son

konsantrasyon 1 uM olacak sekilde kullanildi.

2.1.4.1.d Taq polimeraz

Tag DNA polimeraz (Fermantas 5 U/ul, EP0402) kullanildi.

2.1.4.1.e. Deoxynucleotide set

dNTP set(Fermentas 4x100 pl/mol, RO185), istenilen molaritede distile su ile

sulandirilarak kullanildi.


https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
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2.1.4.1.1. Film

Sony T 300 Cybershot dijital fotograf makinesi ve filtre (Sar1 renkli, USA) ile

kombine edilerek kullanildi.

2.1.4.1.9. Marker

Fermentas 100 bp (3000 bp) SM321 1/2/3 plus 0.5 ul DNA Ladder olarak kullanildi.

2.1.4.1.h. PZR Pozitif

M. avium subsps. paratuberculosis 316 F, suslarindan hazirlanan DNA

ekstraksiyonlar1 kullanildi.

2.1.4.1.1.Agaroz jel elektroforezi i¢cin gerekli cozeltiler

2.1.4.1.i.1.Tris asetat (TBE) tamponu (10X)

Tris base 60.5¢g
Borik asit 30.85¢
Na,EDTA.2H,0 3.72¢g
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H,0 (Distile su) 1 L’ye tamamlanda.

Kullanincaya kadar oda sicakliginda saklandi.

2.1.4.1.i.2Agoroz gel (% 1.5) (w/v)

Agaroz 3 g (whv)
TBE 200 ml

2.1.4.1.i.3.Etidyum bromiir stok soliisyon (10 mg/ml)

Etidyum Bromiir 20 mg
Distile Su 1.98 ml

Karanlikta muhafaza edildi ve stok soliisyon agaroz jele 0.5 pg/ml oraninda katild:

2.1.4.1.i. 4. Yiikleme tamponu

6X Loading dye solution (MBI Fermentas, R0411)
Orneklerin jele yiiklenmesi i¢in 22 gdze sahip (20x0.1x8) taraklarda: 1.4 pl (6x)

yiikleme tamponu ile 7 pl PZR iirtinii kullanilmastir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Bakteriyoskopi

3.2.1.1. Ziehl-Neelsen Boyama

a) Hazirlanan preparatlar 10 dakika Etil alkol ile tespit edildi.

b) Lam iizerine 10 ml karbol fuksin soliisyonu konularak alttan 4-5 dakika 1s1tild1.

¢) Boya dokiilerek asit-alkolde 30 sn renksizlestirildi.

d) Su ile yikandu.

e) Preparat {izerine metilen mavisi dokiilerek 10-15 sn boyandi.

f) Preparat yikanarak kurutuldu, mikroskopta (LEITZ, Laborlux 12 Biokiiler 151k
mikroskobu) immersiyon objektifte incelendi. Mikobakteriumlar pembe, diger

mikroorganizmalar ve zemin mavi renkte gozlendi (Arda 1997).

3.2.1.2. Kiiltiir

3.2.1.2.1. Kiiltiir icin Klinik Orneklerin Dekontaminasyonu ve Kiiltiire edilmesi

Ziehl-Nelseen ve Nested PZR’da pozitif bulunan digk1 ve siit numunelerinden
ekim yapilmadan once diger kontaminant mikroorganizmalar1 inaktive etmek igin,

10-20 gr numune cam homojenizator iginde ezildi. Esit miktarda dekontaminant ile
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5-10 saniye karstirilarak oda 1sisinda 10 dakika tutuldu. Uzerine esit miktarda
notralizer ilave edilerek 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Sedimentin bir kismi1
direkt mikroskobi i¢in preparat hazirlamada kullanilirken, bir kismi da BBL™
Herrold’s Egg Yolk Agar Slant with M J and ANV (USA, Cat No: 8015750)
besiyerine ekilerek 37 °C’de 6—8 hafta inkiibasyona birakildi. Tiiplerin kapaklar
haftada 2-3 kez acilarak oksijenlenmesi saglandi (Petroff, 1915; Erganis, 1994;
Palamino ve Portales, 1998; Ambrosio ve ark., 2008). Tim bu islemler Class II

Biyogiivenlik Kabini altinda gergeklestirildi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.2.2.1. DNA izolasyonu

3.2.2.1.1.Diskr’dan DNA izolasyonu

M. avium subsps. paratuberculosis 316 F referans kiiltiirii ile sigirlardan alinan
diskr 6rnekleri (soguk zincirde laboratuvara ulastirilaran) (200 mg digki numunesi) 2
ml steril ependorf tiiplerine alinarak iizerine 1.4 ml kitle beraber gelen ASL bufer
sollisyonu eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra 1 dakika vortekslendi ve 95°C’de 5
dakika siire ile termal blokta (VWR 460-3208, USA) inkiibe edildi. Siire sonunda
numuneler 15 saniye vortekslenerek 14.000xg de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijlenen numunelerin siipernatantlarindan 1.2 ml alinarak 2 ml eppendorf
tiplerine konuldu. Kitle gelen InhibitEX tabletlerinden herbirine birer adet ilave
edilerek oda 1sisinda 1-2 dakika tabletler eriyinceye kadar vortekslendi. Numuneler

tekrar 14000Xg’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatantlarindan 200 pl alinarak
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icerisinde 15ug proteinaz K igeren 1.5 ml eppendorf tiiplerine ilave edilerek
tizerlerine 200 ul AL bufer’inden ilave edilerek 70°C’de 10 dakika inkiibe edilerek
tizerlerine tekrar 200 pl %96’lik etil alkolden ilave edildi. Numuneler QiAamp spin
kolona igerisine aktarilarak kapaklar1 kapatilip 14000Xg’de bir dakika santrifiij
edilerek filtratlar1 atildi. QiAamp spin kolon tekrar 2 ml eppendorf tiiplerine
yerlestirildi ve tizerlerine 500 pl bufer AW1 ilave edilerek tekrar bir dakika
14.000xg’de santrifiij edildi ve filtratlar atildi. Daha sonra QiAamp spin kolon
yeniden 2 ml santrifiij tiiplerine yerlestirildi ve bu defa lizerine 500 ul AW2 ilave
edildi ve 14000Xg’de li¢ dakika santrifiij edildi ve filtratlar tekrar atildi. Son olarak
QiAamp spin kolon tekrar 1.5 ml santrifiij tiiplerine yerlestirildi ve tizerine 200 pl
AE bufer ilave edilerek oda 1sinda bir dakika inkiibe edildi ve 14000Xg’de bir dakika
santrifiij edilerek QiAamp spin kolon atildi. Boylece 1.5 ml eppendorf tiipiinde
DNA’lar ekstrakte edilmis oldu ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2.1.2. Siitten DNA izolasyonu

Sigirlardan almman 10 ml’lik siit numiineleri 20.000 rpm’de 1 saat santrifiij
edilerek siipernatant atildi. Tiiplerin dibindeki peletler 1 ml distile su ile siispanse
edilerek 1 dakika vortekslenerek 500 pl’lik voliimler halinde ependorf tiipiine
aktarildi. Santrifiij ile 13.000Xg’de 10 dk. santriflij edilerek siipernatant atildi.
Tiipdeki peletlere 300 pul Tris-EDTA ilave edilerek vortekslendi. Tiipler 95°C’de 15
dk termal blokta inaktive edildi ve oda 1sisinda sogutuldu. Tiiplere 300 pl Tris-HCI
ile satiire edilmis Fenol ilave edilerek 4-5 dk elle alt-iist edildi ve 13.000Xg’de 10
dk. santriiftij edilerek iist sivi bagka bir ependorf tiipe aktarildi. Aktarim yapilan
ependorf tiipdeki DNA i¢in presipitasyon islemine gegildi. 0.1 voliim 3 M Na-Asetat
ve 2.5 voliim saf etanol ilave edildi. Siispansiyon iyice karigtirildiktan sonra -
20°C’de bir saat bekletildi. Siispansiyon 13.000 g’de 10 dk. santrifiij edilerek
slipernatant atildi. Siispansiyona 300 pl %90’lik ve %70’lik etanol ilave edildi. Bu

basamaklar arasinda siispansiyonlar 13.000 g’de 5 dk santrifiij edildi ve her
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defasinda siipernatant atildi. Peletlere 50 pl distile su ile 60°C’ de bir saat DNA
denatiire edilerek PZR’da kullanildi.

3.2.2.2. Ekstraksiyonu Yapilan DNA’larin Absorbans Tayini

Ekstraksiyonu yapilan DNA 6rneklerinin saflik ve miktar tayinleri 260 nm ve 280
nm dalga boylarinda optik dansiteli (OD) spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131)
kullanilarak yapildi. Distile su blank olarak kullanildi. 50 pl DNA 6rnegi distile su
ile 100 ul’ye tamamlandi. 260 nm (OD260) ve 280 nm (OD280) dalga boylarinda

Ol¢iimleri yapildi. DNA 6rneklerinin konsantrasyonlart ng/ml cinsinden elde edildi.

OD260 ve OD280 degerlerine gore hesaplanan DNA miktarlart birbiri ile
oranlanarak (OD260/0D280), 1.8-2.0 arasinda bulunanlar PZR’de kullanildi. DNA

miktar diisiik ¢cikan 6rneklerde ekstraksiyon tekrarlandi.

3.2.2.3. PZR ile DNA amplifikasyonu

Nested PZR ile DNA amplifikasyonu iki agamali olarak uygulandi. Outer PZR i¢in
M. avium subsp. paratuberculosis tiirlerinde bulunan IS900 gen bolgesi tizerinde 413
bp fragmenti kodlayan MAPOF1: 5'-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-
3" ve MAPOR1: 5-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3' primerleri
ile M. avium subsps. paratuberculosis 316 F referans, diski ve siit numunelerinden
elde edilen DNA ekstraksiyonlarina uygulandi. PZR iriinleri agaroz jelde
goriintiilendikden sonra pozitif ve negatif numunelerden 1 pl alinarak gen bdlgesinde

326 bp’lik fragmenti kodlayan MAPNF1: 5'-


https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
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CAGGGACGTCGGGTATGGCTTTCA-3' ve MAPNRL: 5'-
CGTCACCGCCGCAATCAACTCCAG-3' primerleri ile Nested PZR uygulandi.

Outer PZR icin Amplifikasyon, 50 pl PZR tamponunda gerceklestirildi. PZR
tamponu; 5 ul PCR buffer (KCI'li), 3 pl MgClz (25 mM), 1 ul ANTP set (10 mM), 1
ul (I uM) her bir primer (MAPOF1, MAPOF1), 0.25 ul (1.25 U) Taq DNA
polimeraz, 33,75 ul steril ultra saf su ve 5 ul hedef DNA icerdi. Hedef DNA, PZR-
termal cycler cihazinda 95 °C’de 15 dakika 6n denatiirasyon, 30 siklus 94 °C’de bir
dak., 58 °C bir dak., 72 °C ii¢ dak. ve 72 °C iki dak. son zincir uzamasi ile ¢ogaltildi
(Ryan ve ark 2002). 5 ul DNA, 1 ul loading dye soliisyonu ile boyandi. 5 pg/ml
etidyum bromid iceren % 1.5 agaroz jele yiiklenerek elektroforez iglemine tabi
tutuldu. Pozitif ve Negatif numunelerden Nested PCR amplifikasyonu igin 1 ul alindi
ve reaksiyon 25 pl PZR tamponunda gergeklestirildi. PZR tamponu; 2.5 ul PCR
buffer (KCI'li), 1.5 pl MgCl, (25 mM), 0.5 pul ANTP set (10 mM), 0.5 pl (1 uM) her
bir primere (MAPNF1, MAPNR1), 0.25 ul (1.25 U) Taq DNA polimeraz, 18,55 pl
steril ultra saf su ilave edildi. Hedef PZR iirtinii, PZR-termal cycler cihazinda 95
°C’de 15 dakika 6n denatiirasyon, 30 siklus 94 °C’de bir dak., 55 °C bir dak., 72 °C
ti¢ dak. ve 72 °C iki dak. son zincir uzamasi ile ¢ogaltildi (Ryan ve ark 2002). Marker
olarak 1000 bp DNA ladder, pozitif kontrol olarak M. avium subsps.

paratuberculosis 316 F referans susunun DNA ekstraksiyonu kullanilda.


https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=1991193&MfgID=29099629&MfgLocID=1&SearchDays=&SearchNum=&SearchPO=&SearchRef=
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyoskopi Sonuclari

Ziehl Neelsen boyama ile bakteriyoskopi sonucu, 200 adet sigirdan alinan diski ve

siit numunelerinde mikobakterium siipheli pembe renkte, kiigiik basiller goriildii
(Resim 1.)

Resim 1. Digki 6rneklerinde Ziehl - Neelsen boyama. Mikobakteriumlar (oklar).
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Resim 2.M. avium subsps. paratuberculosis pozitif kontrol, digki ve siit numunelerinden elde edilen
DNA eksraksiyonlari ile yapilan nested PZR. Outer 413 bp ve Nested 326 bp spesifik PZR iiriiniiniin
agaroz jel elektroforez goriintiisii.

M
Fermentas 100 bp

M RIKRIFRIS 1 2 M RIKRIFRIS 1 2

3000 bp—» OUTER PZR NESTED PZR

1000 bp—»

500 bp—»|

413 bp P T -<+— 326 bp

100 bp—

M: 100 bp DNA gen Ladder (SM321, Fermentas), R1K: M. avium subsps. paratuberculosis 316F
kiiltirde ekstrakte edilen DNA, R1F: M. avium subsps. paratuberculosis 316F digskiya katilarak
ekstrakte edilen DNA, R1S: M. avium subsps. paratuberculosis 316F siite katilarak ektrakte edilen
DNA, 1: Diskidan izole edilen DNA ekstrasiyonu, 2: Siitten ekstrakte edilen DNA ile Nested PZR

uriinleri.
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Resim 3. Nested PZR’1n IS900°de amplifiye ettikleri bolgelerin Primer search 1.1 ile gosterimi.

IS 900-1451 bp

(1)tccttacctttcttgaagggtgttcggggecegtegettaggceticgaattgcccagggacgtegggtatggetttea
tgtggttgctgtgttggatggccgaaggagattggecgecegeggtecegegacgactegacegctaattgagag
atgcgattggatcgctgtgtaaggacacgtcggegtggtegtetgetgggttgatctggacaatgacggttacgga
ggtggttgtggcacaacctgtctgggcgggegtggacgecggtaaggecgaccattactgcatggttattaacgac
gacgcgeagcegattgetetegeagegggtggecaacgacgaggecgegetgetggagttgattgeggeggtgac
gacgttggccgatggaggegaggteacgtgggegatcgacctcaacgecggeggegeegegttgetgategecttg
ctcatcgetgeecgggeageggctgctttatattcccgggegeacggtecatcacgecgegggtagttaccgeggegaag
OCAAGACCYACYC. ...vvvvrcreererereersreessesesessesssesesesesssesssssssasesssasesans cccaagecgtectegecct
ggccecgeegecgcecteaacgtectgtgggecatgetgegegaccacgctgtctaccaccecgcaaccactaccgegge

ggcttgacaacgtcattgagaat(1451).
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Cizelge 1. Digki ve Siit numunelerinin M. avium subsp. paratuberculosis yoniinden gesitli metod’larla
incelenmesi.

Diski Siit
Ziehl- Nested PCR Kiiltiir ~ Ziehl-Neelsen Nested PCR Kiiltiir
No Neelsen Boyama
Boyama
Quter Nested Quter Nested

1 - - - - B B B -
2 - - - - - - - -
3 + - + - + - + -
4 - - - - - - - -
5 - - - - - - - -
6 + - + - + - + -
7 + - + - + - + -
8 - - - - - - - -
9 + - + - + - + -
10 - - - - - - - -
1 - - - - - - - -
12 + - + - + - + -
13 - - - - - - - -
14 - - - -
15 + - + - + - + -
16 - - - - - - - -
17 - - - - - - - -
18 + - + - + - + -
19 - - - - - - - -
20 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -
22 -

23 + + + + + + + +
24 - - - - - - - -
25 - - - - - - - -
26 - - - - - - - -
27 - - - - - - - -
28 + - + - + - + -
29 - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
31 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
33 - - - - - - - -
34 - - - - - - - -
35 - - - - - - - -
36 - - - - - - - -
37 - - - - - - - -
38 - - - - - - - -
39 + - + - + - + -
40 - - - - - - - -
41 - - - - - - - -
42 - - - - - - - -
43 - - - - - - - -
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Cizelge 1. (Devami)

Diski Siit

Ziehl- Nested PCR Kiiltir ~ Ziehl-Neelsen Nested PCR Kiiltiir
No Neelsen Boyama
Boyama

Quter Nested Quter Nested

45 - - - - - - - -
46 - - + - - - + -
47 - - - - - - - -
48 - - - - - - - -
49 - - - - - - - -
50 + - + - + - + -
51 - - - - - - - -
52 - - - - - - - -
53 - - - - - - - -
54 + + + - + + + -
55 - - - - - - - -
56 - - - - - - - -
57 - - - - - - - -
58 - - - - - - - -
59 - - - - - - - -
60 - - - - - - - -
61 - - - - - - - -
62 - - - - - - - -
63 - - - - - - - -
64 - - - - - - - -
65 + + + + + - + -
66 - - - - - - - -
67 - - - - - - - -
68 + - + - + - + -
69 + + + - + + + -
70 - - - - - - - -
71 - - - - - - - -
72 - - - - - - - -
73 - - - - - - - -
74 - - - - - - - -
75 - - - - - - - -
76 - - - - - - - -
77 - - - - - - - -
78 - - - - - - - -
79 - - - - - - - -
80 - - - - - - - -
81 - - - - - - - -
82 ? - + - ? - - -
83 - - - - - - - -
84 - - - - - - - -
85 - - - - - - - -
86 - - - - - - - -
87 - - - - - - - -
88 - - - - - - - -




29

Cizelge 1. (Devami)

Diski Siit

Ziehl- Nested PCR Kiiltir  Ziehl-Neelsen Nested PCR Kiiltiir
No Neelsen Boyama
Boyama

Outer Nested Outer Nested

90 - - - - - - - -
91 + + + - + + + -
92 + - + - + - + -
93 - - - - - - - -
94 - - - - - - - -
95 - - - - - - - -
96 + - + - + - + -
97 - - - - - - - -
98 - - - - - - - -
99 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
101 + + + - + - + R
102 - - - - - - - -
103 + + + - + + + -
104 - - - - - - - -
105 - - - - - - - -
106 - - - - - - - -
107 - - - - - - - -
108 - - - - - - - -
109 - - - - - - - -
110 - - - - - - - -
111 ? - + - ? - - -
112 - - - - - - - -
113 - - - - - - - -
114 - - - - - - - -
115 - - - - - - - -
116 - - - - - - - -
117 - - - - - - - -
118 ? - + - ? - - -
119 - - - - - - - -
120 - - - - - - - -
121 - - - - - - - -
122 - - - - - - - -
123 - - - - - - - -
124 - - - - - - - -
125 - - - - - - - -
126 + + + - ? - - -
127 - - - - - - - -
128 + + + - ? + + -
129 - - - - - - - -
130 - - - - - - - -
131 - - - - - - - -
132 - - - - - - - -
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Cizelge 1. (Devami)

Diski Siit

Ziehl- Nested PCR Kiiltiir ~ Ziehl-Neelsen Nested PCR Kiiltiir
No Neelsen Boyama
Boyama

Quter Nested Outer Nested

133 - - - - - - - -
134 - - - - - - - -
135 - - - - - - - -
136 + + + - + - + -
137 - - - - - - - -
138 - - - - - - - -
139 - - - - - - - -
140 - - - - - - - -
141 - - - - - - - -
142 + + + - + - + -
143 - - - - - - - -
146 - - - - - - - -
147 - - - - - - - -
148 + - + - - - + -
149 - - - - - - - -
150 - - - - - - - -
151 + + + + + + + +
152 - - - - - - - -
153 + - + - + - + -
154 - - + - - - + -
155 - - - - - - - -
156 - - - - - - - -
157

158 + + + - + - + -
159 + + + + + - + -
160 - - - - - - - -
161 - - - - - - - -
162 + + + - + + + -
163 - - - - - - - -
164 - - - - - - - -
165 - - - - - - - -
166 + + + + + + + +
167 - - - - - - - -
168 - - - - - - - -
169 + + + + + + + +
170 - - - - - - - -
171 - - - - - - - -
172 - - - - - - - -
173 - - - - - - - -
174 + + + + + + + +
175 - - - - - - - -
176 - - - - - - - -
177 - - - - - - - -

178 + + + + + - + -
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Cizelge 1. (Devami)

Diski Siit
Ziehl- Nested PCR Kiiltiir Ziehl- Nested PCR Kiiltiir
No Neelsen Neelsen
Boyama Boyama
Outer Nested Outer Nested

179 - - - - - - - -
180 - - - - - - - -
181 - - - - - - - -
182 - - - - - - - -
183 - - - - - - - -
184 - - - - - - - -
185 - - - - - - - -
186 - - - - - - - -
187 - - - - - - - -
188 - - - - - - - -
189 - - + - - - - -
190

191 - - - - - - - -
192 - - - - - - - -
193 - - - - - - - -
194 - - - - - - - -
195 - - - - - - - -
196 - - - - - - - -
197 - - - - - - - -
198 - - - - - - - -
199 - - - - - - - -

200 - - - - - - - -
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Cizelge 2. Diski ve siit numunelerinde M. avium subsp. paratuberculosis yoniinden ¢esitli metot’larla
elde edilen sonuglar ve yiizdeleri.

Diski Siit
Ziehl- Nested PCR Kiiltiir Ziehl- Nested PCR Kiiltiir

Sonug¢ Neelsen Neelsen

Boyama Boyama

Outer Nested Outer Nested

+/ n (200) 34/200 19/200 40/200 8/200 31/200 11/200 35/200 5/200
-/n (200) 166/200 181/200 160/200 192/200 169/200 189/200 165/200 195/200
?/n(200) 2/200 - - - 5/200 - - -
%+ %17 %9.5 %20 %4 %15.5 %b5.5 %17.5 %2.5
%- %82 %90.5 %80 %96 %82 %94.5 %22.5 %97.5
%7? %1 - - - %2.5 - -

+: pozitif, ?:Siipheli, -: Negatif
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Resim 4. Digki ve siit numunelerinde izole edilen M. avium subsps. paratuberculosis’in BBL™

Herrold’s Egg Yolk Agar Slant with M J and ANV ’da goriintiisii.
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Resim 5. Qiagen QIAamp® DNA stool mini kit (50) (cat. No. 51504: Qiagen, Hilden, Germany).

QlAamp’ DNA Stool
Mini Kit (50)

Cat. No. 51504
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O-PZR N-PZR O-PZR N-PZR

K K
Sekil 1.Siit orneklerinde {i¢ farkli metotla tespit edilen  Sekil 2.Diski 6rneklerinde ti¢ farkli metotla tespit
pozitifvaka sayis1 (O-PZR; outer PZR, N-PZR; nested edilen pozitif vaka sayis1 (O-PZR; outer PZR, N-PZR;
PZR, K; kiiltiir) (n=200). nested PZR, K; kiiltiir) (n=200).



36

5. TARTISMA

MAP, Johne’s hastaliginin etiyolojik ajamidir. pTB oOzelikle siit sigir
isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olur (Coelho ve ark., 2007; Nielsen
ve Toft, 2009; Moghadam ve ark., 2010). pTB’li hayvanlar etkeni baslica diski ve siit
ile dis ¢evreye yayarlar (Moghadam ve ark., 2010). Subklinik pTB’li hayvanlar
hastalig1 saglikli bireylere bulastirma egilimlerinden dolayr ayrica Onemlidir.
Tiirkiye’de pTB’nin varligi uzun yillardir bilinmesine ragmen, hastalik ve hastaligin
prevalansi {izerine yiiriitiilmiis bilimsel ¢alisma sayisi olduk¢a azdir (Firat ve ark.,
1978; Vural ve Atala, 1988; Cetinkaya ve ark., 1999; Ikiz ve ark., 2005; Civelek ve
ark., 2009). Usak yoresi siit sigirlarinda hastaligin  prevalansit iizerine
gerceklestirilmis bilinen bir bilimsel rapor ise mevcut degildir (Web of Science).
Sunulan caligmada yogun olarak siit sigir1 yetistiriciligi yapilan Usak yoresinde

subklinik pTB’nin prevalansinin ortaya konulmasi amaglandi.

Sunulan ¢alismada Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, diski ve siit
orneklerinde, direk bakteriyoskopi (Ziehl-Neelsen boyama) teknigi ve Ziehl-
Nelseen’de pozitif bulunan numunelerde ise kiiltir ve PZR (Outer ve Nested)
teknikleri ile belirlendi. Calisma i¢in optimal siit verimi ve BCS’ye sahip, klinik

olarak saglikli ve 3-7 yash Holstayn siit sigirlar1 (n=200) segildi.

Usak ydoresi siit sigirlarinda subklinik pTB’nin prevalansi, digki 6rneklerinde;
Ziehl-Neelsen boyama ile %17, Outer PZR teknigi ile %9.5, Nested PZR teknigi ile
%20, Bakteriyolojik Kiiltiir sonuglarina gore %4, siit drneklerinde ise; Ziehl-Neelsen
boyama ile %15.5, Outer PZR teknigi ile %5.5, Nested PZR teknigi ile %17.5 ve
Bakteriyolojik Kiiltiir sonuglarina gore %2.5 olarak tespit edildi.
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Konvensiyonel IS900 PZR primerleri kullanilarak real-time PZR ile MAP’1n
teshisi yapilabilir. Bu maksatla, zaman igerisinde, en uygun ve giivenilir metodu
belirlemek amaciyla farkli stratejiler gelistirilmistir (Khare ve ark., 2004; Ayele ve
ark., 2005; Tasara ve Stephan, 2005; Herthnek ve Bolske, 2006). Nested PZR
metodunun ilk kez 1993 yilinda, MAP’in teshisinde fekal kiiltir ve PZR’nin
karsilagtirildigt bir calismada, kullanildigi goriillmektedir (Collins ve ark.,1993).
Nested-PZR teknigi bu yildan sonra ve 6zellikle Crohn’s hastaliginda MAP’in teshisi
amaciyla ve pTB ile ilgili diger birgok bilimsel arastirmada metot olarak yer almistir.
(Lisby ve ark.,1994; Ryanve ark., 2002; Gao ve ark., 2002; Fang ve ark., 2002; Bull
ve ark., 2003; Autschbach ve ark., 2005; Pinedo ve ark., 2008; Meadus ve ark 2008;
Civelek ve ark., 2009). Disk1 6rneklerinde MAP’in teshisinde kullanilan PZR testleri
son yillarda 6nemli dl¢iide gelisim gostermis ve sensitiviteleri yiikselmistir. Yeni
yontemler, Kii¢iikk miktarlarda ki fekal MAP’in teshisine dahi imkan tanimaktadir.
Sensitivitedeki artisin ana nedeni ise DNA ekstraksiyon ve purifikasyon

prosediirlerinin gelistirilmis olmasidir (Moghadam ve ark., 2010).

Nested PZR metodu, konvensiyonel/basit PZR metoduna gore, enfekte
hayvanlarin tespitinde daha duyarlidir (Gao ve ark., 2009; Moghadam ve ark., 2010).
Her iki metodun da etken tespit oranlarinin digki 6rneklerinde, siit drneklerine gore,
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Diski Nested PZR %49.3; basit PZR %45.3,
Siit Nested PZR %32; basit PZR %27.3) (Moghadam ve ark., 2010). Bu sonuglar
sunulan ¢aligma verileri ile paralellik arz etmektedir (Diski Nested PZR %20; outer
PZR 9%9.5, Siit Nested PZR %]17.5; basit PZR %5.5). MAP’in gevreye baslica
yayilimi digki yoluyla olur. Siit yoluyla etken yayiliminin son derece 6nemli oldugu
ve klinik enfekte hayvanlarin yaklasik 1/3’{intin MAP’1 siit yoluyla attiklar1 rapor
edilmistir (Taylor ve ark., 1981). Sunulan c¢alismada, pTB’nin prevalansinin siit
orneklerinde nispi olarak diisiik olmasi, etkenin ana atilim yolu olan gaitaya gore siit
ile yayilimin daha az olmasi ile iliskili olabilir (Cetinkaya ve ark., 1999). Siit
orneklerinde etken teshisi ve zoonotik potansiyeli olan bu hastaligin insan tarafindan

tilketilen baglica hayvansal {irlin olan siitte belirlenmesi, pTB’nin halk saghg:
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acisindan O6neminin vurgulanmasi yoniiyle de dnem arz etmektedir (Cetinkaya ve

ark., 1999).

Son on yil igerisinde PZR bazli MAP teshis metotlarinda 6nemli gelismeler
yaganmustir. Modifiye PZR metotlar1 sensitivite yoOniiyle, hali hazirda bilimsel
calismalarda altin standart olarak kabul edilen bakteriyel kiiltiire yaklasmistir. Nested
PZR’nin digki ve siit 6rneklerinde MAP’1n teshisinde kullanilabilecek basit, hizli ve
yiiksek sensitiv alternatif bir metod oldugu rapor edilmistir (Moghadam ve ark.,
2010). Bununla birlikte sunulan ¢alismada, diski ve siit bakteriyel kiiltiir sonuglari
subklinik pTB’nin prevalansini sirasiyla, %4 ve %2.5 olarak ortaya koydu. Elde
edilen bu sonuclar, Nested ve Outer PZR metotlar1 ile ortaya konan prevalans
oranlarina gore farklilik gostermektedir (Cizelge 2). Bu sonug, PZR’nin kiiltiir
metodundan daha duyarli olmasi (Cetinkaya ve ark., 1999; Gao ve ark., 2009) veya
PZR’nin 6lii mikroorganizmalarin rezidiiel DNA’larin1 da cogaltma yetenegi ve
caligma Orneklerindeki o6lii mikroorganizma igerigi ve bu nedenle kiiltiirde
muhtemelen negatif sonug elde edilmesi ile agiklanabilir (Cetinkaya ve ark., 1999).
Yapilan bir ¢alismada, PZR pozitif numunelerin %50’sinde kiiltiirde iireme oldugu,
36 PZR negatif ornekte ise %16 oraninda etken iiredigi rapor edilmistir (Millar ve
ark., 1996). Gao ve ark 2009, Nested PZR pozitif fakat kiiltir negatif olgularda,
sigirlar tarafindan yayilan MAP miktarimin kiiltiirle belirlenebilecek miktarin altinda
olabilecegini rapor etmistir (Gao ve ark., 2009). Siit 6rneklerinde ve diskida MAP’in
teshisinde Nested PZR metodu, kiiltiirle karsilastirildiginda, uygun ve alternatif bir
metot olarak tanimlanmaktadir (Gao ve ark., 2009). Bakteriyel kiiltlir protokolii
sirasinda diger mikroorganizmalar1 inaktive etmek amaciyla uygulanan dekontaminat
siireci ve yiiksek inkiibasyon 1s1s1 (37 °C) ve uzun inkiibasyon siiresi de daha fazla
sayida etkenin (MAP) 6lmesine neden olur. Bu durum kiiltiirde daha diisiik prevalans
degerleri elde edilmesinin ana sebeplerdendir (Gao ve ark., 2009). Ayni zamanda,
sunulan ¢alismada digki ve siit 6rneklerinde, Ziehl-Neelsen boyama ile elde edilen
prevalans degerleri, PZR verileri (Diski; ZN %17, Nested PZR %20 ve siit; ZN
%15.5, Nested PZR %17.5) ile uyumludur. Bu sonug, ¢ok diisiik bir ihtimal de olsa,

capraz reaksiyonlar nedeniyle elde edilen muhtemel yanlis pozitifligin de, PZR ve
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kiiltiir prevalans degerleri arasindaki farkin nedenlerinden biri olabilecegini

gostermektedir.

Avrupa llkelerinde sigirlarda pTB’nin  prevalanst  %3-20 arasinda
degismektedir (Nielsen ve Toft, 2009). Tiirkiye’de de sigirlarda paratiiberkiilozun
yayginligi arastirilmis ve Elazig yoresi siit sigirlarinda enfeksiyonun prevalansi PZR
teknigi ile %5 ve bakteriyolojik kiiltiir (altin standart) ile ise %3.4 olarak tespit
edilmistir (Cetinkaya ve ark., 1999). Orta Anadolu bolgesinde komplement fikzasyon
teknigi ile ylriitiilen bir ¢alismada prevalans %2.7 ve %4.3 olarak rapor edilmistir
(Vural ve Atala, 1988). Bununla birlikte, pTB genellikle subklinik seyreden bir
hastaliktir. Komplement fikzasyon teknigi (Burnham ve ark., 1978) klinik hasta
hayvanlarin tespitinde daha faydalidir. Subklinik enfekte vakalar1 belirlemede ise
yetersiz kalmaktadir (Cetinkaya ve ark., 1999). Dolayisiyla ilgili ¢alismada, sunulan
arastirma verilerine gore daha diisiik prevalans degerlerinin elde edilmis olmasi
normaldir. Ingiltere’de gerceklestirilen calismalarda klinik pTB orami %1 olarak
tespit edilmis, herhangi bir klinik bulgu géstermeyen ve kesimhanelerden elde edilen
numunelerden elde edilen veriler ise pTB’nin yayginligint %3.5 olarak ortaya

koymustur (Cetinkaya ve ark., 1994; Cetinkaya ve ark., 1996).

Subklinik enfekte hayvanlarin bircogu yasamlar1 boyunca pTB’ye iligkili bir
klinik belirti gdstermez. Bir siiriideki subklinik pTB enfekte hayvanlarin ancak %5-
10’unda klinik tablo goriiliir (Wilson ve ark., 1993).

Burdur yoresi siit sigirlarinda pTB’nin seroprevalansini belirlemek {izere
yiiriitiilen bir baska calismada ise %6.2 oraninda yayginlik rapor edilmistir (Oztiirk
ve ark., 2010). ELISA pTB’nin tanisinda en yaygin kullanilan ucuz, kolay
uygulanabilir, yiiksek spesifiteye sahip bir testtir. Bununla birlikte, MAP yaymayan
hayvanlarda testin sensitivitesi %15 civarindadir. Klinik semptom gdsteren hayvanlar

icin ELISA sensitivitesi %87 olarak rapor edilmistir (Hietala, 1992; Bassey ve
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Collins, 1997; Coussens, 2004). Testin sensitivitesi ve spesifitesi iki yasindan geng
sigirlarda diisiiktiir (Oztiirk ve ark., 2010). Bu nedenlerle ELISA subklinik enfekte

hayvanlarin ortaya konmasinda yetersiz kalabilir.

Sunulan ¢alismada, Usak yoresi siit sigirlarinda subklinik pTB prevalansi; digki
orneklerinde en yiliksek %20 (Nested PZR) ve en disiik %4 (kiiltir) ve siit
orneklerinde en yiiksek %17.5 (Nested PZR) ve en diisiik %2.5 (kiiltiir) olarak tespit
edildi.

Iklim, beslenme ve barmak kosullar1 pTB’nin gériilme sikliginda etkili olan
onemli faktorlerdir (Cetinkaya, 1996). Bu nedenle pTB prevalansi Tiirkiye nin
degisik bolgelerinde farklilik gosterebilir.

Sunulan ¢alisma Holstayn 1rki siit sigirlarinda yiiriitiilmiis olup, bilinen bir irk

predispozisyonu rapor edilmemistir (Web of Science).
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan ¢alisma sonuglari, subklinik pTB’nin iilke siit sigir1 populasyonundaki
varliginin ve iilke ekonomisine zararlarinin ortaya konmasina yonelik ulusal diizeyde
bir ¢alisma gerekliligine vurgu yapmaktadir. Calisma ile, Nested PZR tekniginin,
altin standart olarak kabul edilen ancak onemli dezavantajlar1 olan bakteriyal kiiltiir
metodundan daha duyarli oldugu ortaya kondu. Nested PZR teknigi, subklinik pTB
enfeksiyonunun teshisinde kiiltiire alternatif olarak kullanilabilir. Bununla birlikte,
sitcli sigirlarda subklinik pTB’nin varliginin ortaya konmasinda birka¢ farkli
metodun kombinasyonu ile daha degerli veriler elde edilecektir. Sunulan ¢alismada
elde edilen siitle yiiksek MAP yayilim orani, hastaligin zoonotik potansiyeli ve
etkenin pastorizasyona dayanikliligi (Chiodini ve Hermon-Taylor, 1993; Grant ve
ark., 1996) goz oniinde bulunduruldugunda, halk sagligi agisindan da subklinik
pTB’ye vurgu yapmaktadir. Subklinik enfekte hayvanlarin tespiti hastaligi saglikli
olanlara bulagtirma egiliminlerinden dolay:1 da ayrica énemlidir. Sonug olarak, Usak
bolgesi siit sigirlarinda diski ve siit 6rneklerinde, PZR teknikleri ile elde edilen
prevalans degerlerinin (%20 ve %17.5) Tirkiye’nin diger bolgeleri ile

karsilastirildiginda yiiksek oldugu belirlendi.
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OZET

Paratiiberkiiloz (pTB), Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in
(MAP) neden oldugu, ruminantlarin kronik, yangisal ve 6liimciil bir hastaligidir.
Enfeksiyon uzun siiren “subklinik” evre ile karakterizedir. Bu donemdeki sigirlar
stiriideki diger hayvanlar1 enfekte edebilme kabiliyetindedir. pTB, 6zellikle siit sigir1
isletmelerinde ekonomik kayiplarin en Onemli nedenlerinden biridir. MAP,
insanlarda Crohn’s hastaliginin muhtemel etkeni olup, zoonotik potansiyeli nedeniyle
ayrica Onem arz eder. Subklinik pTB’li hayvanlar hastaligi saglikli bireylere
bulastirma egilimlerinden dolayr da 6nemlidir. Tiirkiye’de pTB’nin varligi uzun
yillardir bilinmesine ragmen, hastalik ve hastaligin prevalansi iizerine yiiriitiilmiis
bilimsel calisma sayis1 oldukca azdir. Usak yoresi siit sigirlarinda hastaligin
prevalansi iizerine gergeklestirilmis bilinen bir bilimsel rapor ise mevcut degildir.
Sunulan ¢aligmada siit s1gir1 yetistiriciligi yapilan Usak yoresinde subklinik pTB’nin
prevalansiin ortaya konulmasi amaglandi. MAP, diski ve siit 6rneklerinde, direk
bakteriyoskopi teknigi ve Ziehl-Nelseen boyama ile pozitif bulunan numunelerde ise
killtir ve PZR (Outer ve Nested) teknikleri ile belirlendi. Calismada hayvan
materyali olarak, optimal siit verimine ve BCS’ye sahip, klinik olarak saglikli ve 3-7
yasli 200 Holstayn siit sigir1 kullanildi. Usak yoresi siit sigirlarinda subklinik
pTB’nin prevalansi digki orneklerinde; Ziehl-Neelsen boyama ile %17, Outer PZR
teknigi ile %9.5, Nested PZR teknigi ile %20, Bakteriyolojik Kiiltiir sonuglarina gore
%4, siit orneklerinde ise; Ziehl-Neelsen boyama ile %15.5, Outer PZR teknigi ile
%5.5, Nested PZR teknigi ile %17.5 ve Bakteriyolojik Kiiltlir sonuglaria gore %2.5
olarak tespit edildi. Sonu¢ olarak; Usak bolgesi siit sigirlarinda diski ve siit
orneklerinde, PZR teknikleri ile elde edilen prevalans degerlerinin Tiirkiye nin diger

bolgeleri ile karsilagtirildiginda yiiksek oldugu ortaya kondu.
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SUMMARY

Paratuberculosis (pTB) caused by Mycobacterium avium subs. paratuberculosis
(MAP) a chronic, inflammatory and fatal disease of ruminants. The infection is
characterized by chronic "subclinic" phase. Cattle in this phase is capable of
infecting other animals in the herd. pTB particularly in dairy milk industry one of the
causes associated with financial losses. MAP possible cause of Crohn’s disease in
human, is also important due to zoonotic potentials. Animals with subclinic pTB are
a major concern because they tend to contaminate healhty invuduals in Turkey.
Although the presence of pTB is has beeen known, the scientific studies on the
disease and the prevalance appears to be scarce. There is no scientific report on
prevalance of the disease in dairy cattle in Usak region. In this study, it was aimed to
determine the prevalence of subclinic pTB in dairy cattle farming in Usak region. In
feaces and milk samples using direct bacterioscopy tecnique and Ziehl-Neelsen
staining and in positive samples by culturing and PCR (outer and nested). MAP was
determined in the study a total of 200 holstein dairy catlle aged between 3-7 years
clinically healty with optimum milk yield and BCS were used. In Usak region in
dairy cattle the prevalance of pTB was determined to be 17% by Ziehl-Neelsen 9.5%
by other PCR and 20% Nested PCR in feaces; 4% according to bacterologic culture
results; 15.5% by Ziehl-Neelsen, 5.5% by outher PCR and 17.5% by Nested PCR in
milk samples and 2.5% according to Bacteriologic culture resuts. In conclusion; the
prevalance values analized by PCR techniques in feaces and milk samples in dairy
cattle in Usak region was determined to be higher compared to those in other regions

of Turkey.
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