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SUT ISLETMELERINDE Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)
VARLIGININ REAL TIME PCR YONTEMIYLE TESBIiTi VE HALK SAGLIGI
RiSKi YONUNDEN DEGERLENDIRILMESI

OZET

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ruminantlarda Ozellikle siit
sigirlarinda  goriilen Paratiiberkiiloz’a (Johne Hastalig1) neden olan patojen bir
mikroorganizmadir. Klinik ya da subklinik MAP pozitif siit sigirlar1 bu patojen etkeni
periyodik olarak diski, siit ve spermalar1 {izerinden atarlar. 20. yiizyillin basindan
itibaren insanlarda goriilen Crohn hastaligi nedeninin MAP olabilecegi konusunda
goriigler Dbildirilmistir. Son yillarda halk sagligit acisindan Onemi artan bu
mikroorganizma tizerinde ¢aligmalar artmis ve bu etkenin enfekte hayvanlardan direkt
kontamine olan siit ve siit {riinleri yoluyla insanlara bulagmasi iizerinde
yogunlasilmistir. MAP 1 6zellikle ¢ig siitiin pastdrizasyonu i¢in yapilan 1s1l islemlere
kars1 dayanikli oldugu saptanmistir. Degisik iilkelerde 1s1l islemden ge¢mis siitlerde
MAP insidansinin %1-3 oraninda oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada, Tiirkiye’de ilk
defa Edirne Kesan bdlgesinde yerlesik 15 kdyde 30 siit sigirciligt isletmesinde 2 yasin
doldurmus ineklerden direkt rektumdan toplam 270 digki 6rnegi, her isletmenin siit
toplama tankindan toplam 30 adet ve her kdyiin siit toplama tankindan 15 adet ¢ig siit
ornekleri toplanmistir. Molekiiler teknik olan real Time PCR yontemiyle DNA
izolasyonu yapilan érnekler MAP varligi bakimindan incelenmistir. Incelenen diski ve
stit drneklerinin hi¢ birinde MAP genomu tespit edilememistir. Sonug olarak; kullanilan
yontemin hassasiyetinin 10* KOB/gram diski ve 10* KOB/10 ml siit oldugu géz oniine
aliarak, incelenen isletmelerin MAP’dan ari oldugu ya da yontemin tespit diizeyinin
cok altinda MAP varlig1 olabilece8i sonucuna varilmistir. Tiirkiye’de ilk defa yapilan
MAP prevalansi ¢alismamizda halk sagligi acisindan 6nemli verilere ulasilmistir.
MAP’a rastlanmamasi sadece arastirma yapilan Kesan bolgesi icin gegerli olup, bu
caligmanin Tiirkiye’nin tim bdlgelerinde tekrarlanmasi ve iilkemiz i¢in bir MAP

haritasi ¢izilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gida Giivenligi, Mycobacterium  avium  ssp.

paratuberculosis, MAP, Johne Hastalig1, Crohn Hastalig1, Siit, Real-Time PCR.
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DETECTION of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) by REAL
TIME PCR in DAIRY HERDS and EVALUATION of RISK ASSESSMENT for
PUBLIC HEALTH

ABSTRACT

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the causative agent of
paratuberculosis (called Johne’s Disease), a chronic contagious enteritis of ruminants,
especially of dairy cattle. Dairy cattle infected clinically and subclinically with MAP
shed the pathogen periodically in their faeces, milk and semen. Since the beginning of
the last century, it was controversially discussed whether MAP is concerned in the
pathogenesis of humans Crohn’s disease. In spite of direct contact to MAP infected
animals, humans may be exposed to MAP by consumption of contaminated milk
products. From the public health point of view, an increasing number of studies have
been focused on milk and dairy products which are considered to be a major source of
exposure for humans. MAP can not be completely inactivated by commercial
pasteurization techniques. The incidence of culturable MAP in pasteurized milk
worldwide is estimated between about 1-3%. The objective of this study was to detect
MAP by Real Time PCR in dairy herds in the region of Kesan in Edirne. 270 fecal
samples directly from rectum of asymptomatic cows over then 2 yr old from 30 dairy
herds in 15 districs and in addition 30 bulk milk samples and 15 districs tank milk
samples were enclosed in the study. All fecal and milk samples were negative for MAP
genom by Real Time PCR assay. The results of this study showed that MAP could not
be detected in investigated dairy herds or it may be presence in very low number or
under detection limit (10> CFU/g faeces and 10> CFU/10 ml milk) in regarding on the
sensivity of Real Time PCR assay. To our knowledge, this work is the first small
prevalence study of MAP in dairy farms in a region of Turkey. In this study, the
absence of MAP in feaces and milk samples has an impact on public health in
particularly in the Kesan region, however this study supports a large study in different

districs of Turkey for screening dairy herds for prevalence and diagnosis of MAP.

Keywords: Food Safety, Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, MAP,

Johne Disease, Crohn Disease, Milk, Real-Time PCR.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyanin en yararli iceceklerinden biri olan siit insanlarin dogumlarindan
itibaren aldiklari ilk besindir. Siit insan yasaminin her evresinde saglikli bir yasam i¢in
viicudun ihtiyact olan besin 6gelerini en ideal miktarda iceren Oonemli bir besindir.
Cocukluk, gebelik, laktasyon ve yashilik donemlerinde kemik saglig1 agisindan énemi
bilinen siitiin; kanser, obezite ve hipertansiyon gibi kronik hastaliklara karsi olumlu

etkilerini gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Unal ve Besler 2006).

Gida iiretimi giderek artan stratejik bir oneme sahiptir. Kaliteli, saglikli ve yeter
miktarda gida tiiketimi iilkeler agisindan o6nemlidir. Ozellikle hayvansal iiriinler
icerisinde siit ve siit iirlinlerinin tiikketimi beslenmede ve saglikli nesillerin gelismesinde
onemli bir yere sahiptir. Istatistiklere gore diinyada toplam siit iiretimi 2010 yilinda
512.708.000 ton, inek siitii iiretimi ise 440.332.000 ton olarak gerceklesmistir.
Tiirkiye’de siit tiretimi 2010 yilinda bir onceki yila gore %8.5 oraninda artmis ve
13.605.600 ton olarak gergeklesmistir (Ataseven ve Giilag, 2011). Kisi basi siit
tiketiminde Avustralya yillik 107 kg ile birinci siradadir. AB’de yillik siit tiiketimi 89
kg, Amerika’da 83 kg’dir. Tirkiye’de kisi basma yillik siit tiiketimi ise 26 kg’dir
(BAKA, 2011).

Yeterli ve dengeli besin 6gesi ve enerji aliniminin saglanmasi agisindan siit ve
stit tirlinleri tiiketiminin arttiritlmasi saglik uzmanlar: tarafindan onerilmektedir. Siit essiz
bilesimi ve yapis1 nedeniyle mikroorganizmalarin liremesi i¢in de uygun bir ortamdir.
Mikroorganizmalar besin maddelerini sulu ortamlarda daha kolay temin ederek daha
hizli g¢ogalirlar. Patojen bakterilerin bir kismi ise siit icerisinde c¢ogalmazlar fakat
canliliklarin1 uzun zaman korurlar. Siitiin mikrobiyal patojenlerle karsilagsmasi sagimla
birlikte baslar. Hijyenik kosullarda yapilmayan sagim yoluyla pek ¢ok mikrobiyal
patojen siite bulagmaktadir. Bulagsma etmenleri arasinda sagim yapilan ortamin temizligi
kadar sagim yapan kisi ve kullanilan ekipmanin temizligi de 6nemlidir. Salmonella,
Brucella, Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli gibi

bakteriler ¢ig siitte bulunan patojenlere 6rnek verilebilir (Altin ve ark., 2002).



Siitte mikrobiyolojik bulagsma onlenemedigi takdirde toplam bakteri miktar
artmakta, bu da 1s1 ile yok edilemeyen toksinlerin olusumuna neden olmaktadir. Gerekli
tedbirler alinmadiginda, besin degeri agisindan ¢ok zengin ve yararlt olan siit, sagliga
zararli mikroorganizmalar tagiyarak pek ¢ok hastaliklara, hatta 6liimciil sonuglara yol
agmaktadir. Bu nedenle siitiin iiretiminden itibaren mikroorganizmalardan arindirilmig

bir sekilde tiiketiciye sunulmasi gerekmektedir (Kabak ve Arslan, 2012).

Mycobacterium  avium  ssp.  paratuberculosis (MAP)  ruminantlarda
Paratiiberkiiloz (Johne hastaligi)’un etkenidir. Sigirlar genellikle dogumdan sonraki altt
ay siiresince digki veya oral yolla MAP ile enfekte olur. Ancak, ishal, zayiflama ve
dehidratasyon gibi klinik semptomlar 2-3 yillik bir donemden sonra ortaya ¢ikar. Johne

hastalig1 ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (Fiillgrabe, 2009).

Gilinlimiizde insanlarda Johne hastaliiyla benzer semptomlar1 gosteren, nedeni
heniiz bilinmeyen ve immiin sistemin yetersizligine baglanan Crohn hastalig1 yaygin
olarak goriilmektedir. Her iki hastalikta bagirsak enfeksiyonlariyla karakterizedir. MAP
ve Crohn hastalifi arasinda nedensel bir iligkinin heniiz kanitlanmamis olmasina
ragmen, insanlarin MAP’a maruz kalma yollarinin arastirilmas: gerekmektedir. Crohn
hastalig1 agizdan rektuma kadar sindirim sisteminin herhangi bir boliimiinde olusan
kronik inflamatuar barsak hastalifidir ve tedavisi yoktur. Insanlarda goriilen Crohn
hastaliginin prevalansinin yliksek oldugu yerler genellikle yasam kalitesinin diisiik
oldugu bolgelerdir. Crohn hastaligina MAP’1n etkili oldugu diisiintilerek, bir¢ok tilkede
bu hastaligin prevalanst konusunda aragtirmalar yapilmistir (Whan ve ark, 2006).
Tirkiye’de ise bu konuda yapilan arastirma sayist ¢ok azdir. Buna karsin gelismis
iilkelerde Cig siitte ve diskida MAP varlig1 konusunda arastirmalar yapilarak, bolgelere
gore prevalanslar belirlenmeye ¢alisilmaktadir (Slana ve ark., 2008). MAP siit i¢inde
olabilecegi gibi memeye digki bulagsmasi yoluylada siite gecebilmektedir. Diskinin

kiigiik miktar1 bile MAP’1 yiiksek oranda siite bulastirabilir (Mihajlovic ve ark., 2011).

MAP tespiti giliniimiizde kiiltiirel ve molekiiler bazli yapilmaktadir. Kiiltiirel
bazli yontemler uzun zaman almaktadir (Songer ve Post., 2005). Molekiiler bazh
yontemlerden Real Time PCR c¢ok hizli bir siirede ayni giin igerisinde analizi

sonlandirmaktadir. Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk olarak ayni inege ait siit ve diski



orneklerinde Real Time PCR yontemiyle MAP analizleri yapilmistir. Bu arastirmada,
Edirne Kesan il¢esine baglh 30 farkli siit sigirciligi isletmesinden, 2 yasini doldurmus,
saglikli, ineklerden; rektal yolla diski ve ayn1 zamanda siit toplama tanklarindan siit
alinarak bu orneklerin MAP ile kontamine olup olmadigi Real Time PCR yodntemi

kullanilarak arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Mikobakteriler

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae adi1 verilen Actinobacteria'lardan bir ailedir.
Mikobakterilerden ilk olarak ciizzam hastaligina neden olan Mycobacterium leprae
kesfedildi. Daha sonra 1882 yilinda tliberkiiloz hastaliginin patojeni M.tuberculosis
bulundu. Bir ka¢ yil sonra sigir tiberkiilozu Mycobacterium bovis, kus ve kus
tiiberkiilozii Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis ile Johne hastaliginin kesfi
gerceklesti. Mikobakterilerin, memeliler ve kuslarin yanmi sira toprak ve su gibi

cevreninde etkisiyle yayildig: bildirilmistir (Blobel ve Schliesser, 1985; Ryan, 2004).

Mikobakteriler, dallanma yapmayan kisa filament ¢ubuklar halinde yapisi olan
gram pozitif, aecrobik ve hareketsiz mikroorganizmalardir. Mycobacterium marinum tirii
hari¢ makrofajlar i¢inde hareketli olduklar1 gézlenmistir. Karakteristik olarak asit ve
alkolde hizli hareket ederler (Holt ve ark. 1994). Tipik olarak hiicre duvarlarinin yag
icerigi yliksek olup 60-90 karbon atomlu yag asitleri (Mikolik asit) icermektedir.
Mikobakteriler tiiriine gore aerobik hizli ya da yavas biiyiime gosterirler (Blobel ve

Schliesser, 1985; Stahl ve Urbance, 1990; Holt ve ark. 1994).

2.2 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

MAP, M.avium'an bir alt tiirli olarak simiflandirilmaktadir. Etken, genetik olarak
memelilerde tliberkiiloz hastaliginin etkeni M. tuberculosis aynm1 zamanda insanlarda
lepra hastalifinin etkeni M.leprae’ya benzerlik gostermez. Ancak M. avium’a genetik
olarak oldukga biiylik benzerlik gdsterir. MAP genetik olarak IS900 adi verilen giris
sekansinin (IS900) bakterinin genomu igerisinde c¢ok sayida (12 ila 18 arasinda)
kopyasinin olmasidir. Bu yilizden yapilan ¢ogu ¢alismada, klinik drneklerde MAP tespiti
veya kiiltiirlerde bakterinin identifikasyonu icin kullanilan genetik problar, IS900’iin

tayinine dayanir (Yazicioglu, 2004).



MAP 1894 yilinda Alman Veteriner Hekim Dr. Johne tarafindan bulundu. 1910
yilinda bu konuda yapilan arastirmalar hiz kazandi (Songer ve Post, 2005). 1912 yilinda
Twort ve Ingram tarafindan izole edildi. Bulunan bu bakteri kompleksi ile MAP % 95
benzerlik gosterdigi bildirildi (Thorel ve ark. 1990). MAP’in fenotipik olarak

memelilerde gelisme hizinin yavas olmasi ayirt edici bir 6zelliktir (Collins, 1997).

MAP hiicrelerinin 1-2 giinliik rejenerasyon siiresi ve 3 haftalik kulugka dénemi
vardir (Lambrecht ve ark. 1988) Ancak, bu kulugka donemi genellikle 6 ay hatta bazi
suslarda 12 aya kadar uzar ve koloniler kat1 besiyerinde makroskopik olarak goriiniir
(Songer ve Post, 2005). MAP’1n molekiiler yapis1 ve kiiltiir 6zellikleri konusunda ¢ok
sayida arastirma yapilmistir (Pavlik ve ark, 1999; Stevenson ve ark, 2002). Bu
aragtirmalarda MAP’1n ii¢ farkli alt tipi oldugu belirtilmistir. Tip I ve Tip III koyunlarda
tespit edilmis ve kiiltlirlerinin ¢ok yavas bliylidiigii goriilmiistiir ve bu tipler daha sonra
nadir olsada sigir ve kecide de bulunmustur (Whittington ve ark. 2001; De Juan ve ark.
2005 ve 2006). Tip II suslarmin kiiltiirleri ise diger tiplere oranla daha hizli gelistigi
bildirilmigtir. Pek cok iilkede ilk olarak sigirlarda goriilen Tip II ye insanda da
rastlanmgtir (Pavlik ve ark. 1999; Stevenson ve ark. 2002). Insanlardaki Crohn
hastaliginda, sigirlarda oldukga yaygin olan ayn1 zamanda Johne hastaligina neden olan

Tip Il izole edilmistir (Pavlik ve ark. 1999).

Mikobakteri tiirleri arasinda ayrimsal tani i¢in kullanilan biyokimyasal testler
MAP’1 analizlerinde oOnerilmemektedir. Nedeni olarakta organizmanin asiri yavas
bliylime hiz1 nedeniyle oldukga zor olmasi ve uzun zaman almasidir. Ancak Thorel ve
ark., MAP- alt tipleri arasinda ayrim i¢in biyokimyasal testler ve sayisal taksonomik
yontemleri onermektedir. Bu ¢aligmalar sonunda MAP adinin kabuliine ulasilmistir

(Thorel ve ark., 1990).

2.2.1 Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

MAP, 0.5 x 1.5 mikron boyutlarinda ve kiimelenmis sekilde bulunur (Mihajlovic
ve ark., 2011). Diger comak seklindeki bakterilere nazaran daha kalinca ve kiimelesme
egilimindedir. Hareketsiz, sporsuz, kapsiilsliz ve gram pozitif olan bakteri, ancak 6zel
besi ortamlarinda iiretilebilir. Sigirdan baska geyik, lama, antilop, deve, koyun ve ke¢i

gibi daha birgok c¢ift tirnaklilardan da izole edilmistir. Bulasma, genelde oral yolla
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sindirim kanalindan, kirlenmis su ve besinle gerceklesir (Alibasoglu ve ark., 1973;

Ayele ve ark. 2001).

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsidir. iki ana gruba ayrilir ve
yaklagik 130 bilinen tiirii vardir: Bu gruplar 'yavas biiyliyen' ve 'hizli biiyiiyen' olmak
tizere ikiye ayrilir. MAP yavas biiyliyen sinifta yer almaktadir. Bu smiflandirma
baslangicta fenotipik Ozelliklere dayanmaktayken molekiiler yontemlerin gelismesiyle

giiniimiizde modern metotlara dayanmaktadir (Mignard ve Flandrois, 2008).
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Sekil 2.1: Yavas gelisen Mikobakteriler ve Mycobacterium avium kompleksi (Mignard
ve Flandrois, 2008).




Genetik  benzerliklere ragmen, Dbir¢ok fenotipik  Ozellikleri MAP“
Mycobacterium avium un diger Uyelerinden ayirt eder. MAP’mn farkli 6zelliklerinden

bazilar1 sunlardir:

e MAP ¢ok daha yavas biiylir. Yavas biiylime patojenitenin etkisiyle
iligkilidir.

e MAP hiicre sentezi i¢in gerekli mikobaktin j olarak bilinen demir gselatini
kendisi tretemediginden in vitro ekimlerde besi yerlerinde igermesi

gerekir.

e MAP, enfekte ettigi organizmada bagisiklik sistemi hiicrelerini
etkileyerek hastaliklara neden olur. Mycobacterium avium kompleksinin
cogu iiyeleri bagisiklik sistemi icin atak firsat¢i patojenler olarak kabul
edilir. Gen¢ hayvanlar bilinmeyen nedenlerden dolay1 yetiskinlerden

MAP enfeksiyonuna kars1 daha duyarhdir.

e MAP enfeksiyonu genelde barsaklarin belirli bolgelerini (daha ¢ok kolon

ve terminal 1leum bolgesi) hedef alir (Scanu ve ark., 2007)

MAP, hiicre i¢i mikroorganizma oldugu i¢in dis c¢evrede iireme
gerceklestiremez. Ancak, olduk¢a uzun bir siire dis ¢evrede canliligini koruyabilir.
Toprak ve su Orneklerinde bulunan MAP, enfekte bir hayvandan kaynaklanan fekal
kontaminasyon yoluyla bu ¢evrelerde biriktikten sonra cogalmaksizin sabit kaldig

tespit edilmistir (Biilte, 2006).

Bakterinin, tiirlere gore patojenitesi ve kiiltiirel 6zellikleri farkli olan tipi olsa da,
her sus, sigir, koyun ve kecileri enfekte edebilir ve hastalik olusturabilir. Koyunlardan
ve bazen sigirlardan izole edilen pigmentli bir sus, dokularda ve kiiltiirde sari-portakal
renginde bir pigmentasyon meydana getirir. Ayrica doku igerisinde hiicre duvarinin tam
olugsmadigi ya da hiicre duvari olusum bozukluklarinda spheroblast formlar da
olusturabilirler ve bu formdaki MAP hiicreleri dokulara yapilan aside direngli boyama
yontemleri ile mikroskobik preparatlarda tespit edilememesine neden olabilirler. Bu

spheroblast formundaki MAP hiicreleri sadece molekiiler bazli yontemler ile tespit



edilebilirler. Sekil 2.2°de MAP’mn Johne Bilgi Merkezi (JIC, 2011) tarafindan

Wisconsin Universitesi’nde yapilan elektron tarama mikrografisi verilmistir.

Sekil 2.2: MAP elektron tarama mikrografi (JIC, 2011).

Mikobakterilerin hiicre duvarini polisakkaritlerle birlikte kalin mumsu bir lipid
tabakas1 olusturmaktadir. MAP’1n hiicre duvari diger mikobakterilere bir¢ok bakimdan
benzerlik gostermektedir. Sekil 2.3 de tipik olarak Mikobakterilerin genel hiicre duvari

sematize edilmistir.

Sekil 2.3: MAP Hiicre duvar (JIC, 2011).



2.2.2 Dogada Bulunusu ve Yasama Siiresi

MAP olduke¢a genis konaklama yelpazesine sahiptir. Ruminantlar, memeli ve
kus tilirlerinde bulunmustur. Bu canlilara 6rnek olarak; gelincik, kuzgun, tilki, karga,
fare, tavsan, porsuk, tarla faresi, kir faresi, yaban domuzu, ay1 ve vahsi kediler de

verilebilir (Beard ve ark. 2001a; Kopecna ve ark. 2005;Palmer ve ark. 2005).

MAP, 1s1, soguk, giines 15181, kurutma ve dondurma gibi fiziksel faktorlere ve
genel dezenfektanlara direnglidir. Ancak formalin, fenolik ve kresilik dezenfektanlar
bakteri iizerinde etkilidir. D1 ¢evrede, bakteri uzun periyodlarla canliligini korur. Nehir
suyunda 163 giin, gol suyunda 270 giin, si8ir digkisinda ve toprakta 11 ay ve idrarda 7
giin canli kalabilir. Digki bakteriostatik, idrar bakterisidal etkiye sahiptir (Fiillgrabe,
2009). Tablo 2.1’de farkli kosullar ve ortamlarda MAP’in hayatta kalma stireleri

gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Farkli kosullar ve ortamlarda MAP’1n hayatta kalma siireleri

Matriks Ortam Hayatta Kalma Siiresi Kaynaklar

Sigir diskist Hava 246 giin Lovellve ark. 1944
Icme Suyu - 17 ay Larsenve ark. 1956
Domuz ve Sigir 5°C 252 giin Jorgensen, 1977
Giibresi
Sigir Giibresi 15°C 98 giin
Su pHS5,3 8-9 ay Collins ve ark. 2001
Toprak Kuru 8 hafta %30

Nemli 8 hafta %100
Mera Kuru ve golgeli 55 hafta Whittingtonve ark.

2004

Camur pH 12,5 72 saat Flynnve ark. 2005
Durgun Su - 36 hafta Whittingtonve ark. 2005
Sigir Giibresi 56 giin Grewalve ark. 2006




2.3. Paratiiberkiiloz (Johne Hastalig)

Paratiiberkiiloz; sigirlarda Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 'in neden
oldugu zayiflama ve kronik enteritis ile karekterize enfeksiydz bir hastaliktir. MAP
genellikle yasamin erken donemlerinde ortaya c¢ikar ve pek cok enfekte hayvanlarda
kronik tasiyict olur (CFSPH, 2005). Diger kullanilan isimleri ise Johne Hastalig1 ve
Enterit Paratiiberkiilozdur (Klee, 2006).

2.3.1 Klinik, Patoloji ve Epidemiyolojisi

Paratiiberkiiloz, sigirlarda, kiiciikbas hayvanlarda ve yabani ruminantlarda tespit
edilmistir (Machackova ve ark. 2004; Godfroid ve ark. 2005). MAP enfeksiyonlari
diinya capinda ozellikle sigir yetistiriciliginin ¢ok oldugu bdlgelerde, yogun olarak
ortaya cikmustir (Klee, 2006). MAP genellikle danalarda dogumdan sonraki ilk
haftalarda enfekte olmakta, ilerleyen yaslarda ise enfekte olma orani azalmaktadir.
Diskidan, siitten, gidalardan diskiyla kontamine olmus su ve memeden sigirlara enfekte
olmaktadir (Merkal, 1984). Oral alimdan sonra, MAP ince bagirsak mukozasinda ve
mezenferik lenf diiglimlerinde viicuda alinir. Uzun bir inkiibasyon periyodu sonucunda
patolojik degisimler g6zlenir ki bunlarin basinda bagirsak mukozasindaki mononiikleer
fagositlerde siirekli artis gézlenir. Bu artisa bagl olarak bagirsak mukozasi kalinlagir,
malabsorbsiyon ve kronik ishal olusur (Kohler ve ark. 2003). Kronik graniilomatdz
yang1 genellikle ilyumun, sekuma ge¢is bolgesinde yerlesir. Bu yangidan sekonder lenf
diigtimleri, karaciger, dalak ve bagirsak lenf diiglimleri etkilenir (Fillgrabe, 2009).
Hastaligin son asamasinda yiiksek ishal ve enteral protein kaybina bagli olarak 6dem
olugmaktadir (Doll, 2006). Hastalik belirtileri, 2-3 yillik uzun kulugka déneminden
sonra gosterir. Johne hastaligi tedavi edilemez olarak kabul edilir (Klee, 2006).
Paratiiberkiilozun duyarliligi sigirlarda genetik yatkinlik ile agiklanabilir. MAP digki,
siit ve sperma ile atilabilir (Larsen ve ark. 1981). Enfekte hayvanlarin diskilarinda
MAP, 10'? KOB/g, siirekli enfekte hayvanlarda ise 10° KOB/g’dan fazla bulunmaktadir
(Chiodini ve ark. 1984). Diski da MAP konsantrasyonu yiiksek ise siitte de yiiksektir
(Sweeney ve ark. 1992). Hatta enfekte hayvanlarin siitiinde belirgin olarak MAP disar1

atilmaktadir.
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Paratiiberkiiloz, AB devletlerinde gore gevis getiren hayvanlarda “Siirii veya
stirli diizeyinde zorunlu veya istege bagl olarak miicadele ve eradiksiyon dnlemleri ile
endemik hastaliklar1 izleme” listesinde yer almaktadir (Hayvan hastaliklarinin listesi
Grup 1; Konsey Karar1 90/424/EEC 26 Haziran 1990). Enfeksiyonlarin sadece kiigiik
bir kismu tespit ve rapor edilebileceginden, bildirilen hayvan hastaliklarinin nispeten az
sayida fakat dikkate alinmasi1 gerekmektedir. Paratiiberkiilozun yaygimlig1 hakkinda son
on yilda ¢ok sayida arastirma yapilmigtir (Tablo 2.2). Kuzey ve Bati Avustralya’da
paratiiberkiiloz tespiti ve buna kars1 alinacak tedbirler iicretsiz olarak yapilmaktadir
(Kennedy ve ark. 2002). Tablo 2.2°de Bazi iilkelerde ve bdlgelerdeki sigirlarda

Paratuberkiilozun MAP pozitif siiriilerde prevalansi gosterilmektedir.

Tablo 2.2: Baz iilkelerde ve bolgelerdeki sigirlarda paratuberkiiloz prevalansi

ULKE (SEHIR) PREVALANS (%) KAYNAKLAR
ABD (Wisconsin) 50.0 Collins ve ark. 1994
Avusturya 7.0 Gasteiner ve ark. 1999
Belgika 17,4 Boelaert ve ark. 2000
Danimarka 55.0 Nielsen ve Agger, 2000
Italya (Lazio) 42.0 Lillini ve ark. 2005
Isvigre 8.0 Stirk ve ark. 1997
Hollanda 53.0 Van Schaik ve ark. 2003
Almanya (Arnsberg) 10-30 Bottcher, 1997
Almanya (Thiiringen) >80 Elschner ve Horner, 2003
Almanya (Meckl-Vorp.) 84.7 Hacker ve ark. 2004
Almanya (Sachsen) 90.5 Donat, 2005
Almanya (Bayern) 19,0 Bottcher ve Gangl, 2004

Federal Almanya Risk Degerlendirme Enstitiisiine gore sigir siiriilerinde MAP
Pozitivitesi ahir sayis1 bakimindan %30, kegi siiriilerinde ise MAP Pozitivitesi %60’a

kadar bulunmaktadir (Hacker ve ark. 2004).
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Son yillarda, Paratiiberkiiloz ile miicadelede birgok yeni metotlar arastirildi. Bu
yontemler arasinda, enfeksiyonlu ve enfeksiyon bulasmamis hayvanlar1 ayirmak, biitiin
hayvanlart asilamak ve ilk ayda siirekli bir hijyen programi gelistirilmesi
bulunmaktadir. En son yontem siirekli bir hijyen programi, asagidaki sekilde

gosterildigi gibi en etkili olandir (Groenendaal ve ark. 2003).

Sekil 2.4: Paratiiberkiiloz gelisiminde tedavinin etkisi
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20 A_g_;l!ama
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Enfeksiyonlu hayvan sayisi

Yillar

Groenendaal ve ark. 2003

2.3.2 Ekonomik Ac¢idan Paratiiberkiiloz

Johne hastalig1 olarak adlandirilan Paratiiberkiiloz, sigir, ke¢i, koyun, manda,
geyik ve diger gevis getiren hayvanlart etkiler. Diinya ¢apinda yaygm olan
Paratiiberkiiloz, siit ve siit Uriinleri sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Hastaligin tespiti, asilama ve mikrobiyal genetikte son gelismeler, ayni
zamanda gida zinciri de dahil olmak iizere, insan sagligima etkileri Crohn hastalig1

Paratuberkiiloz arasindaki baglantiya isaret etmektedir (Behr, 2010).

Hayvan kaybina ek olarak siit ve dol veriminin azalmasi, asir1 kilo kaybi, daha
az slt iretimi nedeniyle ortaya ¢ikan kayiplar, diisiik dogurganlik ve diisiik kilo gibi
kayiplar bu hastaliga olan duyarliligi artirmistir (Kohler ve ark. 2003). Benedictus ve
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ark.(1987)’a gore sondan bir onceki ve emzirme ile karsilastirildiginda, onceki
laktasyona kiyasla yaklasik %35, hastaligin klinik asamasinda ise inekte %19,5 oraninda
stit verimi azalir. Subklinik hayvanlarda bu diisiis %6 ila %16 arasindadir (Benedictus
ve ark. 1987; Ott ve ark. 1999). Stabel (1998) yapmis oldugu arastirmada mali
kayiplarin siirtilerin iiretim sistemleriyle alakali oldugunu bildirmistir. Bu mali kayiplar

ABD'de 1,5 milyar dolar olarak tahmin edilmektedir.

2.3.3 Tiirkiye’de Paratiiberkiiloz

Cok sayida iilke smirina sahip olan iilkemizin cografi konumu, salgin hastalik
tehdidini stirekli kilmaktadir. Sigir vebasi ile miicadelede basari kazanilmis olsa da,
Tiirkiye’de koyun ve keci vebasi, kuduz, sap, bruselloz, tiiberkiiloz, paratiiberkiiloz,
mavidil, listerioz ve sarbon hastaliklar1 halen gozlenmektedir. AB Uye devletleri bu
hastaliklarla miicadele programlar1 baslatilmis ve bu programlarin bazilarinda basari
elde edilmektedir. Tiirkiye’nin AB’ye {liye olmasi halinde, hayvan ve hayvansal iiriin
hareketlerinde bu hastaliklarin engel teskil edecegi 6ngoriilmektedir (Duman, 2005. AB
Uyeligi Yolunda Tiirkiye’de Hayvan Saglhgi, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligr).

Paratiiberkiiloz Tiirkiye’de ilk kez 1928 yilinda Sezginer ve 1932 yilinda Akgay
ve Erbil tarafindan sigirlarda teshis edilmistir. Aymi hastalik 1968 yilinda Hakioglu
tarafindan Izmit bolgesinde koyunlarda bulunmustur. Kegi paratiiberkiilozu ise
iilkemizde ilk olarak Alibasoglu ve ark. tarafindan 1969 yilinda tespit edilmistir
(Alibasoglu ve ark., 1973) Daha sonra 1983 yilinda Yesildere ve arkadaglar1 tarafindan
Marmara Bolgesi’nde (Gebze’de) bildirilmis bu tarihten itibaren yapilan literatiir
taramalarinda 1998 yilina kadar herhangi bir kayda rastlanmamistir (Karadas ve ark.,
1998). Karadas ve ark. tarafindan 1998 yilinda Elazig’da bir kecide paratiiberkiiloz
olgusuna rastlanmistir (Karadas ve ark., 1998). Bu tarihten sonra 2007 yilinda Konya
siirlarindaki Bozdag'da paratiiberkiiloz hastaligi nedeniyle koruma altinda tutulan toplu
halde Olmeye baslayan yaban koyunlarinda olmustur. Tirkiye'de bulunmayan
paratiiberkiiloz asisinin yurt disindan getirilmesi i¢in ¢aligmalar baglatilarak as1 2009
yilindan itibaren uygulanmistir. 2009 ve 2010 yilinda 3 yas ve alt1 332 yaban koyunu ile

kuzusu asilanarak takibe alinmistir (Tekeci, 2011).
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2.3.4 Paratiiberkiiloz ve Crohn Hastahg

“Crohn hastalig1” 1932 yilinda, Ginsburg ve Oppenheimer tarafindan Crohn:
sindirim sisteminde goriilen bir hastalik olarak tarif edilmistir. Crohn Hastaligi,
dayanilmaz agri, sik ishal ndbetleri, malabsorbsiyon gibi belirtileri olan, kronik
seyreden bir hastalik olarak bildirilmistir (Nacy ve Buckley 2007). Tipik bir Crohn
hastalig1 i¢in semptomlar; karin agris1 (% 84), kilo kayb1 (% 80) ve kronik ishal (%
79) dir.

Son donemde sigirlardaki Johne hastaligl ile insanlardaki Crohn hastaliginin
ayni etkene bagli olacagi konusunda goriisler olmustur (Scanu ve ark., 2007). Gegen
yiizyilin bagindan beri siiren diislince ve tartigmalar giiniimiize kadar gelmistir. Thomas
Dalziel ilk defa sigir ve insanlarda kronik inflamatuvar barsak hastaliginin Johne
hastaligima benzer oldugunu belirtmistir (Dalziel, 1913). Crohn hastaliginin
etiyolojisinde MAP’in Crohn hastaligina neden oldugu goriisii sigirlardaki Johne
hastaliginin patomorfolojik benzer olmasindandir. Tablo 2.3’te Crohn hastaligi ve

paratiiberkiilozun karsilastirmali klinik bulgular1 verilmistir (Giiner, 2004).

Epidemiyolojik c¢alismalar, Crohn hastaliginin etiyolojisinin arastirilmasit ig¢in
biiyiikk 6nem tagimaktadir. Hastalig1 prevalansinin her gecen giin arttig1 bildirilmektedir.

Avrupa'da sik goriilen hastalik, neredeyse diinya ¢apinda gézlenmistir.

Yeni Zelanda, Kanada, Iskogya, Fransa, Hollanda ve Iskandinavya’nin farkl
bolgeleri yiiksek insidansli bolgeleri temsil ediyor. Asya’da prevalansinin diisiik oldugu
fakat artma egiliminde oldugu bildirilmistir. Diinya genelinde Crohn hastaliginin
insidanst  100.000 niifus ve hastalik olgusuna gore asagidaki tablodaki gibi
bildirilmektedir (Economou ve ark., 2009).

Tiirkiye’de Crohn hastalifi Avrupa’ya gore daha az, Ortadogu iilkelerine
yakindir. Erkeklerde kadinlara gore daha az goriilmektedir (Sentiirk, 2011).
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Tablo 2.3: Crohn hastalig1 ve paratiiberkiilozun karsilastirmali klinik bulgular

Klinik Bulgu

Crohn Hastahg

Johne Hastahg:

Hastaligin goriilme yas1
Etkilenen bolge

Aralikli lezyonlarin varligi Genellikle

Yang

Komplikasyon griiliir
Granulomlarin varligi Evet
Bagirsak dokusunda aside

dayanikli Nadir
bakterilerin varlig1

MAP’a kars1 immun cevap Zayif

Erken yaslar

Bagirsaklarin herhangi bir kismi

Siklikla; transmural, iilserlesme,
polip ve kanama yaygin

Tikanma, yirtilma ve fistiil gok

Erken yaslar
[leumun son kismu

Olabilir, fakat nadir

Genellikle ¢ok yiizeysel
iilserasyonlar, kanama ¢ok
nadir

Tikanma, yirtilma ve fistiil
nadir goriliir

Evet

Genellikle

Iyi

2.4 Gida Gruplarinda MAP ile ilgili Yapilan Calismalar

Gida gruplarinda MAP analizinde farkli metotlar kullanilarak var/yok tespiti ile

miktarina iligkin analizler yapilmaktadir. Tirkiye’de gidalarda MAP i¢in bu zamana

kadar sadece 1999 yilinda Elazig’da siit inekleri lizerinde yapilmistir (Cetinkaya ve ark.,

1999). Hayvansal ve bitkisel kokenli gidalarin, mikrobiyal patojenlerle kontaminasyonu

genelde diskr ve su ile olmaktadir. MAP fekal kontaminasyon yoluyla ¢evre ve su ile

bulagsmaktadir. MAP stres kosullarina karst yiiksek direnglidir (Larsen ve ark. 1956;

Collins ve ark. 2001). Su ve toprakta dagilimi Sekil.2.5 ‘te gosterilmistir.

Bitkisel

(Sebze)

 Kokenli Gida

™~

Gevie

\\ (Toprai, bitis) |

(S, et)

Hayvansal
Kakenli Gda

Sekil 2.5: MAP’1n dagilim ve iletimleri (Hammer, 2003)
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Tablo 2.4: Crohn Hastaliginin Diinya Genelindeki insidansi

Ulke insidans (Olgu/10%) Egilim
Belgika 4,1-4,5 Minimum yiikselen
Brezilya (Janeiro) 14,6 Yiikselen
Kanada
e Alberta 16,5 Yiikselen
e  Manitoba 15,4 Sabit
o Sili Diisiik Yiikselen
Hirvatistan (Rijeka) 6,5 Yiikselen
Danimarka 8,60 Yiikselen
Fransa 6,4-9 Degigken
Almanya 5,2 Kismen Yiikselen
Yunanistan
e NW Yunanistan 0,9 Yiikselen
e Girit 3
Macaristan 4,68 Yiikselen
Izlanda 5,5 Yiikselen
Irlanda 6 Yiikselen
Israil 4,2-5
Italya 2,3
Japonya 0,5-1,2 Yikselen
Liibnan 1,4
Hollanda 6,9
Yeni Zelanda 16,5
Norveg 5,8 Degisken
Polonya Diisiik
Portekiz 4,2
Porto Riko Yiikselen
Suudi Arabistan 1,66 Yiikselen
Slovakya Diisiik
Ispanya
e Aragon 3,9 Yiikselen
e Huelva 6,6 Sabit
e Vigo 5
Isvec 8,9 Degisken
Birlesik Krallik
e Ingiltere ve Galler 59-11,1 Degigken
e Iskogya 11,7
ABD (Minnesota) 7 Sabit
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2.4.1 Siit

Siit; iilkemiz tarim ekonomisi igerisinde biiyiik paya sahiptir. Diinyada toplam

siit {iretimi 2011 yilinda 730 milyon ton olarak belirlenmistir (Ozder, 2012). Diinya siit

tiretiminin %86’si1 inek siitii iiretimi olugturmaktadir (Ataseven ve Giilag, 2011).

Tiirkiye’de siit iretimi 2002- 2010 yillar1 arast siit iretimi Tablo 2.5’te gosterilmektedir.

Tiirkiye’de siit iiretiminin % 91,73’iinii inek siitii olusturmaktadir (TUIK, 2010; Ozder

2012).
. T O L &
= h.t' Avrupa: 216 Mil.
1 K. Amerika: 97 | B zg?‘yiz“ il
11\?; Rusya: 31 Mil.
- Ukrayna: 11 Mil.
ABD: 89 Mil.

Asya: 269 Mil.
37%
Hindistan: 122 Mil.
Cin: 46 Mil.
Pakistan: 32 Mil.
Tiirkiye: 14 Mil.

Bel : 7 Mil.
Kanada: 8 Mil. clarus: 7 VA

Orta Amerika: 17
Mil.

2% Afrika: 39 Mil. %
. e | \" ¥
Sudan: 8 Mil. * J
G. Amerika: 64 Mil. Misir: 6 Mil. S ’\" .

9% Kenya: 4 Mil. ‘ :
Brezilya: 30 Mil. - .
Arjantin: 12 Mil. ' Okyaﬂll?;j H2o

Kolombiya: 7 Mil. 0
olombna ' Yeni Zelanda: 19 Mil.
t i Avustralya: 9 Mil.
Diinyada Toplam Siit Uretimi:
730 Milyon Ton

Sekil 2.6: 2011 Diinya Toplam Siit Uretimi (Ozder, 2012)

2,01% 0,26%

M inek Siitii
B Koyun Sttd
b Keci Sutu

& Manda Siita

Sekil 2.7: Tiirkiye’de Toplam Siit Uretiminin Tiirlere G6re Dagilimi
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Tablo 2.5: 2002-2010 Siit Uretim Miktarindaki Degisim (Milyon Ton)

16,0
14,0
13,6

12,0 12,5
10,0 10,7

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010  2011*

Kisi basina siit tiikketiminde 2010 yilinda bir 6nceki yila gore genel olarak inis ve
cikislarin oldugu goriilmektedir. AB’de 9%2’lik bir diistisle 66,99 lt/kisi, Yeni
Zelanda’da %1°lik diistisle 78,2 It/kisi, olurken Meksika’da %?2’lik artisla 40,11 It/kisi,
Arjantin’de %1,4 lik artisla 48,56 It/kisi, Cin’de ise %9’luk artis ile 12,35 It/kisi, olarak
gerceklesmistir (Ataseven ve Giilag, 2011).Tiirkiye’de siit ve siit iiriinlerinde yillik
tiiketim Sekil 2.8’de gosterilmistir.

—

Peynir
6,3kg

Turkiye’de Siit ve Siit
Uriinlerinde

—

C Kisi Basi Yillhik Tuketim \:uﬁurt/
Ayran
19kg

Tereyagi
0,6 kg

Sekil 2.8: Tiirkiye’de siit ve siit iiriinlerinde yillik tiiketim (Ozder, 2012)
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Ulkemiz ve diinyamiz acisindan dnemli bir besin olan siitiin pastdrize edilmesi
ve mikrobiyal patojenlerden armndirilmasi gerekmektedir. insanlarm MAP’a maruz

kalmasi ¢ig siit kaynakli oldugu bildirilmektedir (USDA, 2010).

Sung ve Collins (1998) yapmis olduklar1 ¢alisma ile siitte MAP degerlerini
belirlemiglerdir. Bu c¢aligmaya gore sigir ve insandan izole edilen orneklerle yapilan
arastirma sonucunda, Listeria, Salmonella, ve Coxiella tiirleri i¢in tahmin edilen
degerler ¢ikarken, M. bovis igin tahmini degerler verilmistir. Bu degerler MAP’1n daha
yiiksek sicakliklarda 1sil islem uygulanacagi da acgiklamaktadir. Uygulanan
pastorizasyon igleminde (72-75 °C, 15-30 saniye) canli organizmalarin sayisini
azaltirken MAP’1n bir kisminin hayatta kaldigi bildirilmektedir (WHO, 2004). Yapilan
farkli arastirmalarda pastorize siitte sonuglar ¢eliskili ¢ikmistir. Hammer ve ark (2002)
de kurmus olduklari pilot pastrizasyon tesisi ile MAP varligi 10" hiicre/ml den yiiksek
olan siitlerde uygulanan pastorizasyon islemlerinde MAP varligini tespit etmiglerdir.
Pastorize siit lizerine yapilan bircok arastirma bu sonucu desteklemektedir (Hammer ve

Knappstein, 1998; ILSI, 2004; Paolicchi ve ark. 2005; Ayele ve ark. 2005).

Uluslararasi Arastirmalar:

Ingiltere’de yapilan arastirmada, 567 perakende pastdrize inek siitii drneginin
PCR testi sonucunda % 11.8 MAP-pozitif ¢ikmistir. Ayn1 6rneklerde kiiltiirel yontemle
yapilan ¢alismada % 1,8 MAP-pozitif oldugunu saptamistir (WHO,2004).

Isvigre’de 1384 siit tankindan alinan drneklerden PCR ydntemiyle yapilan test
sonucu 273 (% 19.7) MAP-pozitif ¢ikmistir (Corti ve Stephan, 2002; WHO,2004).
Ancak, Isvigre'nin farkli bolgelerinde %1.7 'den % 49.2’ye kadar degisen farkli
prevelans degerleri saptanmistir (Sekil 2.9). Bu durumun temel nedeni olarak subklinik
MAP bulagmis tiim hayvanlarda MAP atilimi degil, subklinik enfekte hayvanlarin
yiiksek olmasidir. Bu durum hayvanlarda etkenin subklinik olarak dagilmasina bagldir.
MAP prevalansinin yiiksek olmasi subklinik enfekte seyrine baghdir (Corti ve Stephan,
2002).
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Sekil 2.9: Isvicre’nin farkli bélgelerinde siit tanki drneklerinde MAP yayginlhigi.

(O yiiksek prevalans < orta prevalans CO diisiik prevalans)

Cek Cumbhuriyeti’'nde Yerel ve Ticari olarak satilan pastorize siitlerde MAP
taramas1 sonucunda 244 ticari pastorize siitte kiiltlir metoduyla yapilan arastirmada 4
pozitif sonuca ulasilmistir. Yerel olarak satilan koy siitlerinden alinan 200 siit ornegi
71.7 °C’de 15 saniye pastorize edilmistir. Bu siit 6rneklerinden 2’sinde MAP pozitif
cikmistir ( Ayele ve ark. 2004).

Danimarka’da Paratiiberkiiloz uzun bir siire icin siit sigirciligr isletmelerinde
yaygin olmustur ama siiriiniin diizey yayginlig1 tam olarak tespit edilmemistir. Cesitli
bolgelerde, Danimarka siit siircilifi isletmelerinde Paratiiberkiiloz prevalansini
degerlendirmek amaciyla ELISA teknigiyle MAP testi yapilmistir. Ulkenin alt1 farkl
bolgelerindeki alt1 siit toplama merkezinden 900 6rnek toplanmistir. Alinan 6rnekler test
edilmis ve %47 MAP pozitif sonucuna ulagilmistir (Nielsen ve ark., 2000, Corti ve
Stephan, 2002). Bu sonug toplam siit siiriileri i¢in istatistiksel olarak hesaplandiginda %
70 (duyarlilik% 97.1, 6zgiilliikk% 83.3) optimum pozitif sonucuna ulasildi. Son olarak
enfeksiyonun onceki arastirmalara gore daha yaygin oldugu kanaatine varilmistir

(Nielsen ve ark., 2000).
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Laboratuvarda sert peynir, yar1t yumusak peynir i¢in kiiltiir yontemiyle yapilan
calismada, MAP 28-45 giin gibi uzun bir siiresiyle hayatta kaldigi bildirilmistir (Sung
ve Collins, 2000; Spahr ve Schaffroth,2001). Bu nedenle, peynir MAP i¢in uygun
yasam ortami1 kabul edilmelidir ( Ikonomopoulos ve ark. 2005; Stephan ve ark. 2006).

Hruska ve ark. (2005) yedi iilkeden ¢ocuklar icin {iretilen, 51 siit tozundan
iiretilen bebek mamasi iriiniinii incelemistir. Molekiiler biyolojik a¢idan 1S900’a gore
25 (% 49.0) ve F57’ye gore 18 (% 35.3) MAP pozitif bulunmustur. Kiiltiirel incelemede

ise bir 0rnek pozitif oldugu bildirilmistir.

Akineden ve ark. (2006) Almanya’da 59 bebek mamasi Orneginde yapilan
kiiltiirel calismada 4 pozitif sonu¢ ¢ikmis ve bu sonu¢ molekiiler biyolojik yontemle de

dogrulanmustir.

Millar ve ark. (1996), Ingiltere’de Eyliil 1991 ile Mart 1993 arasindaki iki yillik
periyotta inceledikleri 312 pastorize siit ve siit iiriinleri 6rneginde PCR yontemiyle 18
MAP pozitif sonucuna ulagsmislardir. 18 PCR pozitif siit 6rneginin sivi besi yerlerinde
13 ile 40 haftalik inkiibasyon sonrasinda, 9 (%50)’undan, 36 PCR negatif 6rnegin
6(%16)’sindan, pozitif sonug aldiklarini ifade etmislerdir ( Millar ve ark. 1996).

[rlanda’da Mart ve Eyliil 1999 tarihleri arasinda, yedi farkli siit isletmesi
toplama tankindan toplam 310 siit 6rnegini buna ek olarak, sekiz mandira ve iki siit
isletme sektoriinden 9 pastorize kegi siitli, ayni donemde perakende satis
magazalarindan 77 pastorize inek siitiinde inceleme yapmislardir. BACTEC ® 12B ve
HEYM agar kiiltiirel tani ile ¢alisilmis ve sonug olarak toplam 396 numunenin tamami

negatif sonug¢ ¢ikmistir (O’Doherty ve ark. 1999).

Slana ve ark., (2008) siit ve siit iirlinlerinde kiiltiir yontemiyle MAP tespiti ile
ilgili arastirmalarinin sonuglarini hazirladiklart bir aragtirma yazisinda {ilkelere gore

MAP tespitlerini asagidaki tabloda belirtmislerdir.
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Tablo 2.6: Ulkelere gore inek siitiinde kiiltiirel yontemle MAP tespiti

Ulke incelenen Ornekler Referans
Say1 Pozitif %
Arjantin 25 2 8,3 Paolicchi ve ark. (2003)
Avustralya 26 9 35,0 Taylor ve ark. (1981)
Cek Cumbhuriyeti 244 4 1,6 Ayele ve ark. (2005)
100 2 2,0
Irlanda 389 1 0,3 O’Reilly ve ark. (2004)
357 0 0,0
Ingiltere 312 15 4,8 Millar ve ark. (1996)
60 4 6,7 Grant ve ark. (2002b)
144 10 6,9
816 27 33 Grant ve ark. (2005)
Amerika 77 9 11,6 Sweeney ve ark. (1992)
126 3 2,4 Streeter ve ark. (1995)
7 2 28,6 Naser ve ark. (2000)
8 0 0,0 Stabel (2001)
156 0 0,0 Stabel ve ark. (2002)
20 1 5,0 Pillai and Jayarao (2002)
211 9 4,0
1493 43 2,8 Jayarao ve ark. (2004)
29 6 20,6
702 20 2,8 Ellingson ve ark. (2005)

Tiirkiye’de Yapilan Cahismalar:

Cetinkaya ve ark. (1999) tarafindan Elaz1g ve [Icevresindeki siit ineklerinde
paratiiberkiilozun prevalansini tespit etmek amaciyla yapilan calismada toplam 78
kdyden 500 siit numunesi toplanmistir. Toplanan siit numunelerinde hastalik etkeninin
DNA’sin1 saptamak amaciyla MAP’a spesifik bir sekans olan IS900 ile kombine
edilmis bir Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmistir. Metodun sensitivitesi,
negatif oldugu bilinen siit 6rneklerine referans MAP kiiltiliriiniin bir seri sulandirilmasi
(1X109-10 bakteri/ml) ile saptanmistir. Bu orneklerden ekstrakte edilen DNA’larin

PCR’de amplifikasyonu ve agaroz jel elektroforez analizinde 1 ml siitte yaklasik 50
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bakteri tespit edilmistir. 500 siit 6rneginde PCR ydntemiyle yapilan incelemede 25 (%5)
numune MAP pozitif ¢ikmistir (Cetinkaya ve ark.1999).

Bu c¢alismada Avrupa Birligince patojen mikroorganizmalar tarafindan
arindirilmis bolge olarak ilan edilen Marmara Bolgesindeki mevcut siit isletmelerinde

MAP varliginin PCR yontemiyle arastirilmasi amaglanmastir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu arastirma Trakya bolgesi Kesan ilcesi sinirlart iginde yerlesik 15 koyde
mevcut 30 adet siit sigirciligi igletmesinde yiiriitiilmistiir. Arastirmada digki ve siit
ornekleri alinarak MAP taramasi yapilmustir. Isletmelerde mevcut 2 yas iizeri ineklerden
direkt rektal yolla toplam 270 adet digki1 numunesi alinmistir. Ayrica her igletmenin siit
toplama tankindan toplam 30 adet siit ve her kdyiin siit toplama tankindan toplam 15
adet siit Ornekleri toplanmistir (Tablo 3.1). Toplanan Orneklerde Real Time PCR

yontemiyle Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) varlig1 incelenmistir.

3.1 Istatistiksel Hesaplama

Tirkiye icin MAP prevalanst tespitine yonelik arastirmalar literatiirde
bulunmamaktadir. Bu arastirmada 6rnek alinacak minimum isletme ve hayvan sayilari
istatistiksel olarak Avrupa Birligi prevalans verileri baz alinarak incelendi. MAP pozitif
isletme ve MAP pozitif hayvan 6rnek sayilarini belirlemek i¢in uluslararasi bilimsel

caligmalarda kullanilan gecerli, giivenilir ve basit istatistiksel yontemler tercih edildi.
3.1.1 Isletmelerin Secimi

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) pozitif isletme prevalansi
tespiti icin Ornek alinacak minimum isletme sayis1 Johnson-Ifearulundu ve
arkadaslarimin (1998) istatistiksel yontemi kullanilarak bulundu. Ornek Alinacak

Minimum Isletme sayis1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Pn(1-Py) Z
N= —— (1-0&/2)2
o2
N; = Ornek alinacak minimum isletme sayisl
Pu = Tahmini MAP pozitif isletme prevalansi (Avrupa Birligi ortalamasi, %80)
o = 1.Tip Hata olasilig1 (%5)
e = Maksimum kabul edilebilir hata orani (%10)
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Z = Standart normal degiskeni (1.96)

Hesaplamaya gore “Ornek Alinacak Minimum Isletme Sayisi” (N;) toplam 30

adet olarak bulunmustur.

3.1.2 Hayvanlarin Secimi

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) pozitif hayvan prevalansi
tespiti icin Ornek alinacak minimum hayvan sayisi Johnson-Ifearulundu ve
arkadaslarn (1998) ile Naing ve arkadaslarmin (2006) kullandiklar istatistiksel

yontemler ile hesaplandi.

Z*P (1-P)
Nz =
Re
N, = Ornek alinacak minimum hayvan sayis1
P = Tahmini MAP pozitif hayvan prevalansi (Avrupa Birligi ortalamast, %5)
= Standart normal degiskeni (1.96)
d = Hassasiyet degeri

Hassasiyet degeri (d) Niang ve arkadaslarimin (2006) yaptiklar1 ¢alismada
verilen Tablo 2.’ye gdre 0.025 alindi. Hesaplamaya gére “Ornek Alinacak Minimum

Hayvan Sayisi” (N;) 270 olarak bulundu.

Minimum isletme sayisi (N;) 30 ve minimum hayvan sayist (N;) 270 olarak
hesaplandig1 i¢in, her bir isletme i¢in 6rnek alinacak minimum hayvan sayist 9 olarak

tespit edildi.
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3.2 Ornek Aln

Arastirma i¢in digk1 ve siit 6rnekleri Kesan ilgesi sinirlari iginde faaliyet gosteren
ve rastgele secilen igletmelerden ve isletmelerin yerlesik oldugu kdylerden alindi. Digki
ornekleri eldiven yardimiyla ineklerden direkt rektumdan alinarak steril numune
kutularina (Firatmed Steril Numune Kabi/Tiirkiye) konuldu. Kutular steril kapak ile
kapatildi. Ornekler soguk tasima kaplarinda hizli sekilde Istanbul Aydin Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarmma +4°C'de korunarak tasindi ve -20°C’ de saklamaya
alindi. Tablo 3.1 de isletmelerin bulundugu koy ve bu kdydeki isletmelerden alinan
disk1 ve siit drnekleriyle ayrica kdydeki siit toplama tankindan alinan siit 6rneklerinin

sayist bildirilmistir.

3.3 Metot

Toplanan digki ve siit Ornekleri Real-Time PCR yontemiyle MAP varligi
bakimindan incelendi. Digki orneklerinde var olan atik maddelerin DNA izolasyon
performansini etkilememesi i¢in Roche Star Buffer ve Roche Lizozim kullanilarak bir
on yikama (hazirlik) islemi yapildi. On islemi gecen ornekler Eurofins GeneScan
GENESpin DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edildi. Elde edilen DNA ornekleri
Transmit GmbH MAPSure Easy kiti prosediirii takip edilerek Real Time PCR

yontemiyle MAP varlig1 bakimindan incelendi.
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Tablo 3.1: Diski ve Siit Orneklerinin Alindig1 Isletmeler ve Ornek Sayilar

Ornek Ahnan Ornek Sayilari
No Koy Adi N,® N,® N;© N@
1 Bahgekdy 2 18 2 1
2 Camlica 2 18 2 1
3 Cobangesme 2 18 2 1
4 Izzetiye 2 18 2 1
5 Karahisar 2 18 2 1
6 Karasati 3 27 3 1
7 Karlikdy 2 18 2 1
8 Kiligkoy 1 9 1 1
9 Kiigiikdoganci 2 18 2 1
10 Lalacik 2 18 2 1
11 Orhaniye 2 18 2 1
12 Pasayigit 2 18 2 1
13 Pirnar 3 27 3 1
14 Silli 1 9 1 1
15 Tiirkmen 2 18 2 1
Toplam 30 270 270 15

3.3.1 Kit Malzemelerinin Hazirlanmasi

Calismaya baslamadan 6nce Roche Lizozim, C4 soliisyonu, C5 Buffer ve
Proteinaz K soliisyonlar: kit prosediirleri takip edilerek hazirlandi. Roche Lizozim elde

edebilmek i¢in; 1 ml TE (Tris-EDTA) Buffer ile 20 mg Lizozim enzimi falkon tiip

Ny : Ornek alinacak minimum isletme sayist
b "
N, : Digki 6rnek sayist
°N; : Isletmeden alinan siit 6rnek sayist
d Na : Koy siit toplama tankindan alinan siit 6rnek sayist
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igerisine konuldu. Vorteks karistiricida homojenize edildi. C4 soliisyonu elde etmek igin
C2 Buffer soliisyonu C3 Buffer sisesinin icerisine dokiildii. Vortekslenerek homojen
hale getirildi. Hazirlanan C4 soliisyonu 45°C’ de 5 dakika su banyosunda isitildi. C5
Buffer soliisyonu i¢in mevcut C5 Buffer sisesine 80 ml %96’lik etil alkol eklenip,
karisim vortekslenerek homojenize edildi. Proteinaz K enzimini elde edebilmek i¢in
Proteinaz K Buffer sisesinden 600 pl pipetlenerek Proteinaz K tozu bulunan siseye
aktarildi. Karigim vortekslenerek iyice homojen hale getirildi. Hazirlanan Proteinaz K

soliisyonu -20°C’ de saklamaya alindi.

3.3.2 On Hazirhik: Yikama Islemi

DNA izolasyonuna ge¢ilmeden once digki ve siit 6rneklerinde var olan yabanci
maddelerin DNA izolasyon performansina olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in 6n islem

olarak yikama uygulandi.

3.3.2.1 Diski Orneklerinde Yikama Islemi

1.5 gram disk1 6rnegi steril falkon tiipiine konuldu. Uzerine 5 ml Roche Star
Buffer soliisyonu eklendi. Vorteks karistiricida 30 saniye karistirildi. Karisim 10 dakika
oda sartlarinda dinlenmeye ve ¢cokmeye birakildi. Tiip i¢inde ayr1 faz haline gegen
berrak supernatant kisimdan 200 ul pipetlenerek Magnalyser tiipe konuldu. Uzerine 200
ul Roche Lizozim enzimi eklendi. Karigim 6nce 3000 rpm’ de 30 saniye ve sonra 2000

rpm’ de 15 saniye santrifiij edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 3.1).

3.3.2.2 Siit Orneklerinde Yikama Islemi

10 ml siit 6rnegi steril falkon tiipiine alinarak 2500 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra ¢okelti iizerinde duran berrak supernatant atildi.
Sediment iizerine 1 ml steril su eklendi. Vorteks karistiricida homejenize edilen 6rnek
2500 rpm’de 5 dakika daha santrifiij edildi. Sediment {izerine 200 pl Roche Lizozim

eklendi. Karisim Magnalyser tlipe alindi. Karigim 6nce 3000 rpm’ de 30 saniye ve sonra
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2000 rpm’ de 15 saniye santrifiij edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakild: (Sekil
3.2).

1,5 gram digki 6rnegi + 5 mL Roche Star Buffer

|

Vorteks karigtict (30 sn.)

|

Oda sartlarinda ¢okmeye
birakma (10 dk.)

|

200 pl supernatanttan alma + 200 pl Roche Lysozym

|

Santrifiij (3000 rpm, 30 sn.)

|

Santrifiij (2000 rpm, 15 sn.)

|

Inkiibasyon (37 °C, 1 saat)

Sekil 3.1: Diski Orneklerinde Yikama Islemi
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10 ml siit 6rnegi

|

Santrifiij (2500 rpm, 30 dk.)

|

Supernatant atim1 + 1 mL steril su ilavesi

|

Santriftij (2500 rpm, 5 dk) + 200 pl Roche Lizozim

|

Santrifiij (3000 rpm, 30 sn.)

|

Santrifiij (2000 rpm, 15 sn.)

|

Inkiibasyon (37 °C, 1 saat)

Sekil 3.2: Siit 6rnekleri i¢in On Hazirlik

3.3.3 Diska ve Siit 6rneklerinde DNA izolasyonu

Diski ve siit drneklerinde DNA izolasyonu Eurofins GENESpin DNA izolasyon
kiti (Lot:1101/006, Cat. N0:5224400605) prosediirii takip edilerek yapildi. CF Liziz
Buffer, steril bir eppendorf tiipe numune basia 500 pl pipetlendi. 65°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen CF Liziz Buffer 400 ul on zenginlestirme
soliisyonu bulunan eppendorf tiip iizerine eklendi. Vorteks karistiricida 15 saniye
karistirtldi. 10 pl Proteinaz K eklendi. Eppendorflar 65 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi.  Eppendorfta bulunan karisim 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda hiicre artiklar1 dibe ¢oktii. 600 pl supernatant, 2 ml’lik eppondorf tiip
icinde 600 pl C4 ve 600 pl etanol ile karigtirildi. Karisim 10 saniye vortekslendi.
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Eppendorf tiipiinde toplam 1800 pl soliisyon elde edildi. Bu soliisyondan 700 pl
GENESpin kolonundan gegirilerek filtreleme islemi yapildi. Filtre altinda bulunan
kolona gecen kisim uzaklastirildi. Filtrede kalan kisim tekrar bir kez daha kolondan
gecirilerek filtrelendi. Filtre tistii 11000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilerek, 400 ul
CQW filtreli kolona pipetlendi ve 11000 rpm’de 1 dakika daha sanrifiij yapildi. Kolona
gecen s1vi kistm dokiildi ve filtreli kisim tekrardan kolona gegirildi. Bu islemlerden
sonra saf DNA elde edebilmek i¢in yikama asamasina gecildi. 650 ul C5 Buffer filtreli
kolona pipetlendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika sanrifiij yapildi. Kolona gegen sivi kisim
dokiildi ve filtreli kisim tekrardan kolona gegirildi. Bu islem 2 kere daha tekrarlandi.
Daha sonra, 200 pul C5 Buffer filtreli kolona pipetlendi ve 11.000 rpm’de 2 dakika
sanriflij yapildi. Kolona gegen sivi kisim dokiildi ve filtreli kisim tekrardan kolona
gecirildi. Eliisyon Bufferdan numune basina 100 pl yeni steril bir eppendorfa pipetlendi
ve 70 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. GENESpin kolonu yerine yeni steril bir
eppendorf tiipii konuldu. Eliisyon Buffer CE, inkiibasyon sonunda fitreli tiipe pipetlendi
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 11000 rpm’de 1 dakika sanrifiij
yapildi. Eliisyon buffer DNA’nin filtreden ¢6ziinmesini sagladi. Ustteki filtreli tiip atild
ve santriflij sonunda eppendorfta kalan kisimla DNA elde edildi (Sekil 3.4).

3.3.4 Real-Time PCR Yontemiyle MAP Taramasi

Digki ve siit 6rneklerinden izole edilen DNA 6rneklerinde MAP varligi taramasi
icin MAPsureEasy” Kit (TransMIT GmbH, Giessen, Germany) prosediirii takip edilerek
Real Time PCR cihaz1 Agilent Strategene Mx3000P kullanilarak inceleme yapildi.

3.34.1 MAPSureEasy® Kit Prosediirii

MAPsureEasy” Kit igerisinde reaktifler kullamima hazir oldugu i¢in prosediir
takip edilerek Real Time PCR asamasina baslanildi. Hazirliklar ve ¢calisma esnasinda kit
sollisyonlarinin 1siktan etkilenmemesine, Master Mix ve hazirlanan plakalarin buz blok
icinde korunmasina dikkat edildi. Real Time PCR asamasi master mix hazirlanarak
baslatildi. Ornek basma 12,5 pl 2x qPCR Master Mix, 1 pl 25x MAP oligoniikleotid
mix, 1 pl Internal Amplifikasyon Kontrol Soliisyonu ve 5.5 pl steril su konuldu.
Plakada her kuyuya 20 pl Master Mix ve 5 ul DNA pipetlendi. Negatif kontrol
kuyusuna steril su ve pozitif kontrol kuyusuna kitte hazir bulunan MAP DNA’s1
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konuldu. Plaka kapag: dikkatlice kapatildi. Hazirlanan plaka Real-Time PCR cihazina
yerlestirildi. HEX floresans boya secildi. Isil dongii ayarlar1 yapildi. 95 °C’de 10 dakika
bir dongii; 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1 dakika olmak iizere toplam 45 defa ikinci
151l dongii uygulandi.

400 pl 6rnek + 500 pl CF Lizis Buffer

Vorteks karistici (15 sn.) + 10 pl Proteinaz K

Inkiibasyon 65 °C, 1saat

v

+ 600 pnl C4, + 600 pul Etanol

Vorteks karistict (15 sn.)

Santriftij (10.000 rpm, 10 dk)

Vorteks karistict (15 sn.)

Kolona Pipetleme

Santrifiij (10.000 rpm, 1 dk) + 400 pl CQW
Santrifiij (10.000 rpm, 1 dk) + 650 ul C5
Santrifiij (10.000 rpm, 1 dk) + 650 ul C5
Santrifiij (10.000 rpm, 1 dk) + 650 ul C5

Santrifiij (11.000 rpm, 1 dk)

+ 100 ul CE Elisyon Buffer

Inkibasyon (Oda sicakligy, 5 dk.)

DNA

Sekil 3.3: Diski ve Siit drnekleri i¢in DNA Izolasyonu
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Real-Time PCR MAP primeri igin; Schonenbriicher ve ark. (2008) ile
Abdulmawjood ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismalar baz alindi. “A New Triplex
Real-Time PCR Assay for Detection of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis in

Bovine Feces” makelesine gore primerler dizayn edilmis sekilde hazir alindi.

Tablo 3.2: Oligoniikleotid primerler, Flourogenik problar1 ve i¢ amplifikasyon dizileri

Primer® Sekans Gen tespiti
F57-F 5’-TAC GAG CAC GCA GGC ATTC-3° 244-263
F57-R 5’-CGG TCC AGT TCG CTG TCA T-3° 288-307

3.4 Sonuclarin Okunmasi ve Degerlendirme

Real Time PCR cihazinda 1s1l dongii siireci tamamlaninca yazilim kullanilarak
elde edilen sonuglar incelendi. Negatif ve pozitif kontrol kuyularinin sorunsuz calistigi
gorildii. Ct degerinin 40’1n altinda pik vermesi durumunda MAP pozitif, 40’1n lizerinde
pik vermesi durumunda ise MAP negatif olarak degerlendirildi. Ct degerleri Tablo 4.1,
Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de sunulmustur.

* Oligoniikleotid primerleri MWG Biotech (Ebersberg, Almanya) tarafindan dizayn edilmistir.
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4. BULGULAR

MAP genlerinin siitte ve digkida yapilan Real Time PCR yontemiyle yaptigimiz
arastirmalarimizin sonucunda bu genin varligina rastlanmamistir. Caligsmalarimizda
Edirne ili Kesan ilgesi sigircilik isletmelerinden 270 diski, 30 isletme tank siitii ve 15
koy silitii numunesi alinmistir. Real Time PCR ¢alismalrimizda tiim Ornekler igin
calisilmigtir. Tablo 4.1°de diski Orneklerini toplama yerleri ve analiz sonuglar
verilmektedir. Tablo 4.2°de igletme siit 6rnegi ve Tablo 4.3’de koy siit toplama tanki

siit orneklerinde MAP analiz sonuglari verilmektedir.
4.1 istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢aligmalarda ger¢ek prevalans degerleri hesaplanirken kullanilan istatistiksel
yontemlerin gegerlilik, glivenilirlik, kapsam ve basitlik gibi o6zellikleri dikkate
alinmaktadir. Tespit yontemlerinin hassasiyet ve secicilik 6zellikleri tahmini prevalans
degerlerinin gergek sekilde hesaplanmasinda O6nemli rol oynamaktadir. Belirsizlikler
gercek prevalansi degerini genis bir aralikta sunmaktadir. Bu arastirmamizda Tiirkiye
icin MAP prevalansin1 ortaya koyan bilimsel ¢aligmalara literatlirde rastlanmamasi
nedeniyle Ornek alinacak minimum isletme ve hayvan sayilarinin istatistiksel
hesaplamasinda Avrupa Birligi maksimum MAP prevalans verileri baz alinmigtir. MAP
pozitif isletme prevalanst %80 ve MAP pozitif hayvan prevalansi %5 olarak kabul
edilmistir.

Johnson-Ifearulundu ve arkadaslarinin (1998) ile Naing ve arkadaslarinin (2006)
istatistiksel yontemleri uygulanarak 6rnek alinacak minimum isletme sayis1 (N;) 30 ve
ornek alinacak minimum hayvan sayist (N;) 270 olarak bulunmustur. Analiz sonuglari
SPSS Istatistik Programi 17. Siiriimii kulamlarak incelenmistir. Diski ve tiim ¢ig siit
orneklerinde MAP varligt bakimindan yapilan incelemede MAP pozitif sonug
bulunmamistir. Bu bakimdan Kesan Bolgesinde MAP pozitif isletme ve MAP pozitif
hayvan prevalansini (p<0.05) MAP pozitif isletme ve MAP pozitif siit 6rnekleri i¢in

(Ortalama:0, Standart sapma: 0) ispatlayacak yeterli kanit ortaya konulamamustir.
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Tablo 4.1: Diski 6rneklerinde toplama yerlerine gére Real Time PCR yontemiyle MAP

tespiti
Sira Ornek Ver Reals”(l)“lilrlrllceuPCR Ct <dig;eri Ct :Zg;eri
No. No. (var/yok)

1 X1 A - - +
2 X2 A - - +
3 X3 B - - +
4 X4 B - - +
5 X5 C - - +
6 X6 C - - +
7 X7 D - - +
8 X8 D - - +
9 X9 E - - +
10 X10 E - - +
11 X11 F - - +
12 X12 F - - +
13 X13 F - - +
14 X14 G ] ] N
15 X15 G - - +
16 X16 H - - +
17 X17 | - - +
18 X18 | - - +
19 X19 J - - +
20 X20 J - - +
21 X21 K - - +
22 X22 K - - +
23 X23 L - - +
24 X24 L - - +
25 X25 M - - +
26 X26 M - - +
27 X217 M - - +
28 X28 N - - +
29 X29 0O - - +
30 X30 (0] - - +

Yer: A: Bahgekdy; B: Camlica, C: Cobangesme, D: Izzetiye, E: Karahisar, F: Karasat1 G: Karlikdy, H: Kilickdy,
J:Lalacik, K: Orhaniye, L: Pagyigit, M: Pirnar, N: Silli, O: Tiirkmen
X: Digki drnegi
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Tablo 4.2 isletme siit rneklerinde toplama yerlerine gore Real Time PCR ydntemiyle

MAP tespiti
Sira Ornek Ver Reals”(l)“lilrlrllceuPCR Ct <dig;eri Ct :Zg;eri
No. No. (var/yok)

1 Y1 A - - +
2 Y2 A - - +
3 Y3 B - - +
4 Y4 B - - +
5 Y5 C - - +
6 Y6 C - - +
7 Y7 D - - +
8 Y8 D - - +
9 Y9 E - - +
10 Y10 E - - +
11 Y11 F - - +
12 Y12 F - - +
13 Y13 F - - +
14 Y14 G - - +
15 Y15 G - - +
16 Y16 H - - +
17 Y17 | - - +
18 Y18 | - - +
19 Y19 J - - +
20 Y20 J - - +
21 Y21 K - - +
22 Y22 K - - +
23 Y23 L - - +
24 Y24 L - - +
25 Y25 M - - +
26 Y26 M - - +
27 Y27 M - - +
28 Y28 N - - +
29 Y29 0O - - +
30 Y30 0O - - +

Yer: A: Bahgekdy; B: Camlica, C: Cobangesme, D: Izzetiye, E: Karahisar, F: Karasat1 G: Karlikdy, H: Kilickdy,
J:Lalacik, K: Orhaniye, L: Pagyigit, M: Pirnar, N: Silli, O: Tirkmen
Y: Isletme siit 6rnegi
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Tablo 4.3: Koy siit toplama tanki siit 6rneklerinde toplama yerlerine gore Real Time

PCR yontemiyle MAP tespiti

Sira Ornek Ver Reals”(l)“ri:::uPCR Ct jff;eri Ct figoeri

No. No. (var/yok)
1 Z1 A - - +
2 Z2 B - - +
3 Z3 C - - +
4 74 D - - +
5 VA E - - +
6 76 F - - +
7 z7 G - - +
8 Z8 H - - +
9 79 I - - +
10 Z10 J - - +
11 Z11 K - - +
12 712 L - - +
13 713 M - - +
14 Z14 N - - +
15 Z15 o - - +

Yer: A: Bahgekdy; B: Camlica, C: Cobangesme, D: izzetiye, E: Karahisar, F: Karasat1 G: Karlikdy, H: Kiligkdy,
J:Lalacik, K: Orhaniye, L: Pagyigit, M: Pirnar, N: Silli, O: Tiirkmen
Z: Koy siit toplama tanki siit 6rnegi
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5. TARTISMA

Besin 0gesi igerigi acisindan siit ve siit Uriinleri ¢cocukluktan baslamak iizere
yasliliga kadar hayatin her doneminde vazgecilmez bir gidadir. Viicudun gelismesi,
giiclenmesi ve sagligin korunmasi i¢in gerekli besin maddelerini igeren siit degerli bir
besin maddesi oldugu gibi hastalik kaynagi da olabilir. Gerekli tedbirler alinmadiginda,
sagliga zararli mikroorganizmalar1 tasiyarak pek cok hastaliklara, hatta oliimcil

sonuclara yol agmaktadir. Hijyen kurallarina ¢iftlik ortamindan, sagima, tasinmasina ve

tiiketilmesine kadar uyulmasi gerekmektedir.

Dis ortamda canliligin1 koruyan MAP diski yoluyla ¢eyreye bulagmakta hastalik
kaynagi olmaktadir. Ruminantlarda goriilen MAP, Paratiiberkiiloz (Johne hastalig1)’un
etkeni olup, ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Fiillgrabe, 2009). Uzun siire dis
cevrede canliligini koruyabilen MAP’ 1n toprak ve suda enfekte hayvandan kaynaklanan
fekal kontaminasyon yoluyla biriktikten sonra cogalmaksizin sabit kaldigi tespit
edilmistir (Biilte, 2006). Son doénemde sigirlarda goriilen Johne hastaligr ile
insanlardaki Crohn hastaliginin ayni etkene bagli olacagi konusunda goriisler
olusmustur (Scanu ve ark., 2007;Dalziel, 1913; Giliner, 2004).Sindirim sistemi
rahatsizlig1 olan “Crohn hastali§1” dayanilmaz agri, sik ishal ndbetleri, malabsorbsiyon
gibi belirtileri ile kronik seyreden (Nacy ve Buckley 2007) bir hastaliktir. Ozellikle
gelismis tlkelerde yapilan arastirmalarda 1sil islem gormiis siitte MAP varligina

rastlanmistir.

Epidemiyolojik calismalar, Crohn hastaliginin etiyolojisinin arastirilmasi igin
biiyiik 6nem tasimaktadir. Hastali§1 prevalansinin her gecen giin arttig1 bildirilmektedir.
Avrupa'da sik goriilen hastalik, neredeyse diinya ¢apinda gozlenmistir (Economou ve
ark., 2009). Crohn hastaligina MAP’ 1 etkili oldugu diisiiniilerek, bircok iilkede bu
hastaligin prevalansi konusunda arastirmalar yapilmistir (Whan ve ark, 2006). Gelismis
tilkelerde ¢ig siitte ve digkida MAP varligr incelenerek, epidemiyolojisi belirlenmeye
calisilmaktadir (Slana ve ark., 2008;Mihajlovic ve ark., 2011). Tirkiye’de ise bu

konuda yapilan arastirma sayis1 ¢ok azdir.
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Bu mikrobiyal patojenin hayvanlarda tespitine yonelik Tiirkiye’de 1928 yilinda
Sezginer (1928), 1932 yilinda Akcay ve Erbil (1932), 1968 yilinda Hakioglu (1968),
1969 yilinda Alibasoglu ve ark. (1969), 1983 yilinda Yesildere ve ark. (1983), 1998
yilinda Karadas ve ark. (1998) tarafindan calismalar yapilmistir. Aragtirmamiz AB ve
T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan patojen mikroorganizmalar
bakimindan ari bolge olarak bildirilen ve Tiirkiye’de hayvanciligin diizenli sekilde
yapildigi, siit isletmelerinde hijyen kurallarinin en iyi sekilde uygulandigi Edirne
Kesan’da gergeklestirilmistir. Kesan il¢esine bagli 30 farkl siit sigirciligi isletmesinden,
2 yasini doldurmus, saglikli ineklerden; rektal yolla digki ve ayn1 zamanda siit toplama

tanklarindan siit alinarak bu 6rneklerin MAP ile kontamine olup olmadig1 incelenmistir.

Gida gruplarinda MAP analizinde farkli metotlar kullanilarak var/yok tespiti ile
miktarina iligkin analizler yapilmaktadir. Tirkiye’de gidalarda MAP i¢in bu zamana
kadar sadece 1999 yilinda Elaz1g’da 78 kdy ve 500 siit ineginden toplanan siit 6rnekleri
tizerinde yapilmistir (Cetinkaya ve ark., 1999) ve 25 MAP pozitif hayvan (%5) oldugu
sonucuna ulagilmistir. Avrupa’nin birgok iilkesinde yapilan MAP taramalarinda sonug
pozitif ¢ikarken, Irlanda’da 396 siit &rnegi iizerine yapilan arastirmalarda tiim

orneklerde MAP negatif ¢cikmistir.

Isvigre’de 1384 siit tankindan alman &rneklerden PCR yontemiyle yapilan test
sonucu 273 (% 19.7) MAP-pozitif ¢ikmistir (Corti ve Stephan, 2002; WHO,2004).
Ancak, Isvigre'nin farkli bolgelerinde %1.7 'den % 49.2°ye kadar degisen farkl

prevelans degerleri saptanmistir. Bu degerler iilke haritasi tizerinde gosterilmistir.

Aragtirmamizda Kesan bolgesine 0zgli olarak sonug¢larimiz MAP negatif
cikmistir. Bu ¢alismamiz Tiirkiye’de MAP epidemiyolojisi ve ozellikle ari bolge olarak
bildirilen Trakya bolgesi agisindan kapsami ve c¢agdas Real Time PCR yontemi
kullanilmas1 nedeniyle ilk olmustur. MAP’ in AB uyum siireci baglaminda Tiirk Gida
tebliginde izlenmesi ve kontrolii gereken mikrobiyal patojenler listesi igine dahil

edilmesi gerekmektedir.

MAP tespiti giintimiizde kiiltiirel ve molekiiler bazli yapilmaktadir (Songer ve

Post., 2005). Molekiiler bazl1 yontemler kiiltiir bazli1 yontemlere gére ¢ok daha hizli ve
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kesin sonu¢ vermektedir. Arastirmamizda Real Time PCR yontemi kullanilmistir. AB
iiye iilkelerinde MAP i¢in 6zel arastirmalar tiim iilke genelinde yapilmis ve cikan
sonuclara gore tedbirler alinmaktadir. Avrupa {ilkelerinde olan arastirmalarda MAP
taramasi tilkenin tamamin1 kapsamakta ve arastirma merkezleri tarafindan yeni analiz
yontemlerinin gelistirilmesi iizerine yogun sekilde calisilmaktadir. Tiirkiye’de halk
sagligr acisindan ¢ok Onemli olan bu taramada iilkenin tamaminda yapilmasi
gerekmektedir. Gerekli Onlemlerin alinmamasi biiylik mali kayiplarla birlikte geri

doniisii olmayan sorunlara yol agmaktadir.

Bu calismamiz molekiiler teknik Real Time PCR yontemi kullanilarak yapilan
ilk epidemiyolojik calisma olarak Tiirkiye’de bir ilk olmustur. MAP, pek ¢ok farkl
yontemle taranmaktadir. ELISA yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, ELISA’ da
antikor seviyesinin belli bir sinira ulasmis olmasi1 gerekmektedir. Molekiiler teknik olan
Real Time PCR’ da ise kullandigimiz yontem ve test kiti ile 10> KOB/gr diski ve 10°
KOB/10 ml siit hassasiyetine inilmistir. Kullanilan metotlar hassasiyet ve segicilik
acilarinda MAP pozitif hayvan ve isletmeler i¢in prevalansi degerlerinin genis bir

aralikta kabul gormesine yol agmaktadir.

Arastirmamiz drnek sayisi, isletme sayisi, ve siit drnekleri acisindan Istatistiksel
dayanaklariyla hesaplandigi icin Tiirkiye’de bu agidan 6zgiin tarafi bulunmaktadir.
Tiirkiye’de yapilan diger ¢aligmalarda dayanilan Istatistiksel hesaplamalar ve kaynaklar

bildirilmemistir.

Istatistiksel hesaplamalar yapilirken Tiirkiye’de MAP Prevalansina yonelik bir
calisma bulunmadigi i¢in AB prevalans degerlerini baz aldik. Bu degerler, isletme
diizeyinde %80 ve hayvan diizeyinde %5 dir. Cetinkaya ve arkadaglarinin (1998) Elaz1g
bolgesinde yaptiklar1 ve bulduklar1t %5 prevalans degerine karst bizim calismamizda
incelenen tiim digki ve siit 6rneklerinde MAP genomuna rastlanmamistir. AB prevalansi
degerleri baz alinarak hazirlanan deneysel modelden elde edilen sonuglarin MAP
negatif ¢ikmasiyla (p<0.05) ayni teknik fakat farkli yontemler kullanilarak yapilan iki
caligmanin sonuglar1 Tiirkiye’de MAP prevalansinin genis kapsamli olarak incelenmesi

gerekliligini ortaya somut sekilde koymustur.

40



Molekiiler teknik olan Real Time PCR yontemiyle DNA izolasyonu yapilan
ornekler MAP varlig1 bakimimdan incelenmistir. incelenen diski ve siit drneklerinin hig

birinde MAP genomu tespit edilememistir.

Elde edilen verilere dayanarak; kullanilan yontemin hassasiyeti 102 KOB/gram
disk1 ve 102 KOB/10 ml siit oldugu g6z oniine alinarak incelenen isletmelerin MAP’dan
ari oldugu ya da kullanilan yontemin tespit diizeyinin ¢ok altinda bir MAP varlig

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Tiirkiye’de ilk defa yapilan MAP prevalansi ¢alismamizda halk saglig1 agisindan
onemli verilere ulasilmistir. AB {ilkelerinde bu tehlikenin farkina varilarak biiyiik
arastirmalar yapilmistir. Tiirkiye’de ¢ok onemli olan bu konunun giindeme alinmasi
gerekmektedir. Paratliberkiiloz ve Crohn hastaliginin tedavisinin heniiz olmamasi halk
sagligr acgisindan ayrica bir risk konusudur. Arastirmamizda MAP’a rastlanmamasi
sadece arastirma yapilan Kesan bolgesi i¢in gegerli olup, bu ¢alismanin Tiirkiye nin tiim

bolgelerinde tekrarlanmasi ve lilkemiz i¢in bir MAP haritasi ¢izilmesi gerekmektedir.
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