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TESEKKUR

Arastrmadan elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesini yapan Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyometri Anabilm Dal1 baskani Saym Yrd. Dog. Dr. Aytag
AKCAY’a, projenin molekiiler analizlerinin bir bolimiiniin yapilmast asamasinda
laboratuarlarin1 kullandigimiz ve gdstermis olduklar1 misafirperverliklerinden dolayr Afyon
Kocatepe Univeristesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 baskan1 Saym Prof.
Dr. Yahya KUYCUOGLU ve Ogretim Uyesi Saym Dog. Dr. Esra SEKER’e ve maddi ve
manevi desteklerinden dolay1r “Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne” tesekkiirlerimizi

sunariz



KAYSERIi YORESINDE SUT SIGIRLARINDA PARATUBERKULOZUN
SEROLOJIK VE MOLEKULER TANISI

Bu caligmada, siit sigirciligi yapilan isletmelere ait siiriilerde paratiiberkiilozun varligi
serolojik ve molekiiler yontemlerle arastirildi.

Arastirmada Agustos 2007-Temmuz 2008 yillar1 arasinda kronik ishalli iki ve lizeri yaslardaki
147 bas inegin kan, siit ve gaitalar1 toplandi. Her bir inegin memesinden alman siit
numunelerine California Mastitis Testi (CMT) uygulandi. Kan serumlarinin serolojik
incelenmesinde indirekt paratiiberkiiloz ELISA testinden yararlanildi. Sit ve disk:
numunelerinden Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)’in molekiiler tanisinda
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanildi. Siit ve diski numunelerinden etkenin saf bir
sekilde izole edilebilmesi ve ¢ogaltilmasi amaciyla immunomanyetik separasyon (IMS)
yonteminden faydalanildi.

California mastitis test ile incelenen 147 siit numunesinin 18 (% 12.24)’i negatif, 44 (%
29.93)’1 siipheli, 36 (% 24.48)’s1 CMT (+), 28 (% 19.04)’i CMT (++) ve 21 (% 14.28)’i CMT
(+++) bulundu. Serolojik amag¢li uygulanan ELISA sonucu 18 (%12.24) serumda pozitiflik
saptandi. Siit ve digki orneklerinin PZR ile analizi sonucu sirasiyla 20 (%13.60) ve 42 (%
28.57) numunede MAP DNA’s1 tespit edildi. Ayni numunelerin IMS-PZR yontemi ile
incelemeleri sonucu pozitiflige rastlanmadi.

Bu arastrmada Kayseri yoresinde siit sigirlarinda paratiiberkiilozun yiliksek bir oranda
bulundugu  goriilmiistiir.  Paratiiberkiilozda  mastitis semptomlarmmin  her zaman
goriilmeyebilecegi ve subklinik bir seyir gosterdigi saptanmistir. Teshiste kullanilacak
laboratuvar yontemlerinin enfeksiyonun seyrine gore hastaligin varligimin ortaya

konulmasida 6nemli bir faktor olabilecegi kanaatine varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, PZR, Immunomagnetik separasyon, Paratiiberkiiloz, Sigir



SEROLOGICAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF PARATUBERCULOSIS IN
DAIRY CATTLE IN KAYSERI REGION

In this study, the presence of paratuberculosis was investigated by using serological and
molecular methods in herds of dairy cattle nurturing companies.

Blood, milk and stool samples of two and older aged 145 cows with chronic diarrhea were
collected for the study between August 2007 and July 2008. California Mastitis Test (CMT)
was performed onto the milk samples taken from each of cow's udder. Indirect
paratuberculosis ELISA test were used for serological investigation of blood serum.
Polymerase chain reaction (PCR) was utilized for molecular identification of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) from milk and stool samples. Immunomagnetic
separation (IMS) method was used for the pure isolation of the agent from milk and fecal
samples.

Eighteen (12.24 %), 44 (29.93 %), 36 (24.48 %), 28 (19.04 %) and 21 (14.28 %) of 147 milk
samples were found to be negative, suspicious, CMT (+), CMT (++) and CMT (+++), by
using of California mastitis test respectively.

According to ELISA results, 18 (12.24 %) of serum samples were positive. In PCR analysis
of milk and stool samples, MAP DNA was detected from 20 (13.60 %) and 42 (28.57 %) of
samples. In IMS-PCR assays of the same samples, the positivity was not detected.

In this study, paratuberculosis in dairy cattle has been found at high rates in the Kayseri
region. It was detected that mastitis symptoms in paratuberculosis were subclinically and were
not always observed. The using of diagnostic laboratory method may be the important factor

for the revealing of the diseases was concluded.

Key words: ELISA, PCR, Immunomagnetic separation, Paratuberculosis, Cattle
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1. GIRIS

Sigir yetistiriciligi eskiden beri Kayseri ili ekonomisinin ©6nde gelen ekonomik
faaliyetlerinden biri olmustur. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2011 yili verilerine gore
bolgede 24.046 yerli, 129.362 melez ve 96.543 kiiltir wk1 sigir varhgr bildirilmistir.
Bolgede son yillarda siit ve damizlik sigir1 yetistiriciliginde goriilen artiglara paralel olarak
hayvanlardaki enfeksiy6z hastaliklarin sayisinda da artislar kaydedilmektedir. Biiyiik
yatirimlar sonucu kurulan isletmelerde verimli bir yetistiriciligin yapilabilmesi i¢in en
onemli faktorlerden birisi de enfeksiydz hastaliklardan ari hayvanlarin yetistirilmesidir. Bu
enfeksiyonlardan biri olan paratiiberkiiloz sonucu basta siit iretiminde ve kalitesinde olmak
tizere Onemli ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Siirii icerisinde enfeksiyona
yakalanan asir1 kasektik ve govdelerinde patolojik lezyon gosteren hayvanlarin imha
edilmesi bu hayvanlardan elde edilecek gelirin diigmesine yol agmaktadir. Enfeksiyona
bagli olarak sekillenen damizlik siiriilerde gebelik siiresinde diizensizliklerin bas gdstermesi
isletme karlhilig1 diismesine sebep olmaktadir.

Paratiiberkiiloz veya Johne’s hastalig1 tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde sigirlarda 6nemli
ekonomik kayiplara yol agan infeksiyon olma 6zelligini hala korumaktadir. Ik defa 1905
yilinda Alman veteriner bakteriyolog Heinrich A. Johne tarafindan izole edilmistir.

Enfeksiyon ruminantlarda, tavsan, tilki ve kanatlilarda dogal seyir gosterirken at, kopek ve



primatlarda deneysel olarak meydana getirilebilmektedir. Ruminantlarda baglica sindirim
sistemi etkilenmekte ve kontagiydz, kronik ve oliimciil bir seyir goriilmektedir. Infekte
hayvanlarin 6zellikle diskilari ile gevreyi siirekli kontamine etmeleri dnemli bir sorundur.
Bu bakimdan enfekte sigirlarin kisa siire igerisinde tespit edilmesi 6nem arz etmektedir.
Enfeksiyonun zoonotik bir boyutu su an i¢in olmamasmma ragmen sigirlarda hastaligi
meydana getiren Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) ile insanlarda
Crohn’s hastalig1 arasinda bir iligkinin bulundugu bildirilmekte ve son yillarda giincel
olarak bu konu lizerinde yogun caligmalar yapilmaktadir. Hayvanlarda tedavi amaciyla
uygulanabilecek antibiyotiklere karsi etkenin direnglilik gdstermesinden dolayr tedavi
yapilmamaktadir. Bu bakimdan enfeksiyonun siirii icerisinde kisa siirede teshis edilmesi,
kontrol ve eradikasyon agisindan onemli bir yer tutmaktadir.

Bu arastirmada, Kayseri yoresinde siit sigircilifi yapilan isletmelere ait siiriilerde
paratiiberkiilozun varliginin saptanmasi amaglanmistir. Yil boyunca isletmelerdeki basta
kronik ishalli iki ve tizeri yaslardaki 147 bas inegin kan, siit ve gaitalar1 toplanmistir. Kan
serumlar1 serolojik yonden incelenirken siit ve gaitalar1t molekiiler analize tabi tutulmustur.
Serolojik yoklamalarla 6zellikle subklinik paratiiberkiiloz olgular1 ortaya konulurken
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile etkenin siit ve gaitadan direkt tespit edilebilme
diizeyi  arastirilmistrr.  Calisma  kapsaminda ~ Mycobacterium  avium  subsp.
paratuberculosis’in siit ve diskidaki varligini saptamak amaciyla immunomanyetik
separasyon yontemi c¢alisilmis sonrasi PZR islemi gergeklestirilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglarin 15181 altinda; rutin teshis i¢in yapilacak molekiiler analizler i¢in marazi
madde se¢imine katkida bulunmasi, paratiiberkiilozun Kayseri bolgesine yonelik 6zellikleri
ve bolge hayvan yetistiriciligi iizerine olan etkileri, teshiste uygulanacak serolojik ve
molekiiler yontemlerden elde edilen sonuglarm karsilastiriimas: yapilmistir. Ulkemizde
paratiiberkiilozla ilgili olarak bolgesel diizeyde yapilan caligmalar yeterli diizeyde degildir.
Yapilan literatiir taramalarinda Kayseri yoresinde konu ile ilgili herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bu c¢alisma Kayseri ve yoresinde sigirlarda paratiiberkiiloza yonelik ilk
calisma olmas1 agisindan 6nem tasirken ayrica bdlgede daha sonra yapilacak olan ¢aligmalar

icin kaynak niteligindedir.



1. GENEL BILGILER

Paratiiberkiilozis (Johne's disease) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) tarafindan sigir, koyun ve kegiler basta olmak tlizere deve, manda, antilop ve geyikler
gibi bir¢ok evcil ve vahsi hayvanda meydana getirilen enfeksiydz ve bulasici bir hastaliktir (1,
2). Hayvanlarda barsak cidarmin kalinlasmasi, kronik daire ve zayiflama ile karakterize olan
bir enfeksiyondur. Enfeksiyona ozellikle sigir yetistirilen iilkelerde her zaman rastlamak
miimkiindiir. Ulkemizde de devlete ve 6zel tesebbiise ait isletmelerde paratiiberkiilozun
varhigi saptanmustir (3, 4, 5, 6). Siit sigirlarinda siit iretiminde ve kalitesinde meydana
getirdigi ekonomik kayiplar 6nemli bir yer tutmaktadir (7, 8). Ayrica MAP’n insanlarda da
Chorn’s hastaliginin da etiyolojisinde yer alabilecegine yonelik goriisler bulunmaktadir (9,
10). Enfeksiyona yol agan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis asido rezistans bir
bakteri olup daha onceki yillarda Mycobacterium paratuberculosis ve M. johnei olarak da
isimlendirilmistir. Etken M. avium-Mycobacterium intracellulare (MAI) kompleksinin bir
tiyesidir. Etiyolojik ajan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 0,5 X 1-2 pm
boyutlarinda kisa kalin yapida comak ve Gram pozitif bir bakteridir. Intraselliiler 6zellige
sahiptir. Ziehl Neelsen boyama ydntemiyle homojen ya da graniillii bir boyama o6zelligi

gosterir. Kiiltiirlerde genellikle tek tek ¢omaklar seklinde goriiliirse de barsak lezyonlarindan



hazirlanan preparatlarda kiimeler halinde goriiliir. Uretilmesi i¢in hem sivi hem de kati
besiyerlerinde ‘’mikobaktin’> maddesine gereksinim gdsterir. Souton gibi siv1 besiyerlerinde
baslangigta zayif ve iistte ince bir pelikiil olusturarak tirerken sonralar1 bu pelikiil kalinlasir
burusuk bir sekil alir ve ¢alkalama ile dibe ¢okebilir. Kat1 besiyerlerinde kiigiik ve kabarik bir
yapida baglayan {ireme daha sonra (5-6 hafta) daha fazla biiyliyerek gozle kolay segilir hale
gelmektedir. Yapilan pasajlar tireme siiresini 2-3 haftaya kadar indirebilir. Kolonilerin rengi
baglangicta sari-beyaz ve iizerleri ¢izgilidir. Biyokimyasal aktivitesi zayif olan M. avium
subsp. paratuberculosis ekzotoksine de sahip degildir. Avian tiiberkiiline pozitif reaksiyon
verir. M. avium subsp. paratuberculosis’in bazi suslar1 tercihen spesifik konakgilar1 infekte
etme oOzelligine sahiptir. Restriction fragment length polymorphisms (RFLP) yontemi
kullanilarak baglica tip I ve S susunun koyunlarda, tip II ve C susunun da sigirlarda
bulundugu tespit edilmistir. C susunun sigir, keci, devegiller ve hem ruminant hem de
ruminant olmayan vahsi hayvanlar olmak iizere genis bir konak¢i kitlesinde bulundugu
saptanmustir. S suslar1 baslica koyun ve diger kiiciik ruminantlar1 infekte ederken ayrica
kirmizi geyiklerde de bulunabilecegi bildirilmistir. S ve C suglarmin koyun ve sigirlar
arasinda kros tiirler olabilecegi ancak bunun ¢ok nadir oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Norvecte
keci spesifik bir susun ve bizonda da 6zgiin bir susun varlig1 saptanmistir. Paratiiberkiilozis
evcil ve vahsi olmak lizere genis bir hayvan kitlesinde goriilmektedir. Sigir, koyun, keci,
lama, alpaka, deve, Amerikan geyigi, Kanada geyigi, biiyiilk boynuzlu kog, bufalo, geyik ve
ren geyigi gibi ruminantlarda tespit edilmistir. M. avium subsp. paratuberculosis tavsan, kedi,
tilki, gelincik, sansar, porsuk, ayi, rakun, armadillo, opossum, fare ve Norve¢ rati gibi
ruminant olmayan hayvanlardan da izole edilmistir. Ayrica degisik karga tiirlerinde de etkenin
varlig1 saptanmistir. Vahsi tavsanlarda, primatlarda ve domuzlarda hastaligin varligi kayit
edilmistir. Deneysel olarak at ve kopeklerde de enfeksiyon olusturulabilmektedir.
Paratiiberkiilozis tiim diinyada goriilmektedir. Isve¢ ve Avustralya’nm bazi bdlgelerinin
hastaliktan ari oldugu kayit edilmistir (1).

Ruminantlarda enfeksiyonun bulagsmasi baslica fekal-oral yolla olmaktadir. Enfekte
hayvanlarin gaitalar1 ile ¢ikardiklar: bityiik miktardaki organizmalar su, yem, siit, mera, Vs ile
bulagmasi sonucu sindirim yolu araciligiyla viicuda girer (11). Klinik belirtilerin
baslamasimdan 6nce ¢cok uzun bir inkubasyon siiresi sonunda hayvanlar gaitalariyla 15-18 ay
etkeni bulastirirlar (12). Asemptomatik hayvanlar belirli araliklarla etkenleri ¢ikarmaya
devam ederler. M. avium subsp. paratuberculosis kolostrum, siit, meme, erkek ve disi genital

organlardan izole edilmistir. Enfeksiyonun naklinde fomitler rol oynayabildigi gibi



insektlerde mekanik vektor olarak etkili olmaktadir. Gengler erginlerden daha duyarli olup
geng yasta alman etkenlere ragmen inkubasyon periyodunun uzunluguna bagl olarak
semptomlar 2-3 sene sonra goriiliir. Bu nedenle de sigirlarda 2-6 yaglar arasinda hastaliga
rastlanilmaktadir. Yiiksek siit verimli hayvanlarda enfeksiyonun goriilme siklig1 digerlerine
oranla daha yiiksektir (1, 13). Alkali topraklarda yetistirilen hayvanlar arasinda klinik olgulara
daha az goriilmektedir. Ayrica sicak ve nemli iklim sartlarinin etkin oldugu tropik ve
subtropik bolgelerde daha sik goriildigii bildirilmektedir (13). Ancak Strickland ve ark. (14),
yaklasik 3400 bas laktasyon ve kurudaki inekte dort mevsim siiresince kiiltiirel ve serolojik
olarak yaptiklar1 incelemede mevsimlerin infeksiyon tizerinde bir roliiniin olmadigini
bildirmislerdir. Gengler genellikle kirli memeleri emmeleri veya kontamine ahirlarda
barindirilmalar1 esnada enfeksiyona yakalanmaktadir. Asemptomatik inekler {izerinde yapilan
bir ¢alismada % 3-19’unun siitlerinde ve % 9-36’sinin kolostrumunda M. avium subsp.
paratuberculosis’in bulundugu tespit edilmistir. Semptomatik hayvanlarin % 35’inde ise siitte
bakterinin varligma rastlanmistir. ilaveten horizontal olarak ayni ahirlarda barindirilan
buzagilar arasinda da bulagsmalarin goriildiigii bildirilmistir. Sperma ve embriyolarin
bulagmada ki rolleri hakkinda tam bir bilgi bulunmamaktadir. Ayn1 sekilde ruminant olmayan
hayvanlarda da M. avium subsp. paratuberculosis’in yayilimi hakkinda yeterli bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu hayvanlarda da ayni sekilde fekal-oral bulasma 6nemli bir yer tuttugu
disiiniilmektedir. Tavsanlarda diski, testis, uterus, plasenta, fetiis ve siitlerinden etken
izolasyonu yapilmistir. Hem horizontal hem de vertikal bulagsmanm vahsi tavsan
popiilasyonunda bulundugu goriilmektedir. Bu hayvanlardan karnivorlara ve omnivorlara
hastaligin nakledilmesi s6z konusudur. Genetik analizler ve deneysel ¢aligmalar ruminant ve
olmayan hayvanlar arasinda hastaligin nakledilebilecegini ortaya koymustur. Vahsi
yasamdaki canlilar ¢iftlikler arasinda M. avium subsp. paratuberculosis’in yayiliminda etkili
bir faktor olarak goriilmektedir. Paratiiberkiiloz etkeni g¢evresel kosullara karsi oldukca
direnglidir ve meralarda yillarca canliligmi devam ettirebilmektedir. Camurlu suda 9 ay,
gaitada 8-11 ay, sigir idrarinda 1 haftadan fazla, musluk suyunda 17-19 ay, -14 °C’de 12 ay, 4
°C’de 5 ay ve 38 °C’de 8 ay canliligm siirdiirebilmektedir. Formalin (% 5) ve HgCl1 (% 0.02)
10 dakika, kreolin (% 5) 2 saat, % 5 NaOH 24 saat, fenol (1/40), alkol (% 95), kalsiyum
hipoklorid (1/50), metilen mavisi (1/500) 15 dakika i¢inde etkenin iiremesini durdurabilir (1).
Inkubasyon periyodu 4 ay ile 15 yil arasinda degismektedir. Sigirlarda klinik bulgular1 dort
asamada degerlendirmek miimkiindiir. Birinci asama sakin enfeksiyon donemi olarak

degerlendirilmekte olup buzagi, diive ve iki yasina kadar olan diiverlerde goriilmektedir. Bu



donemde herhangi bir klinik belirtiye rastlanmazken hayvanlarin karkas agirliklarinda ve
kondiisyonlarinda bir degisiklik bulunmamaktadir. Ancak hayvanlar bu donmede digkilartyla
etkenleri disar1 ¢ikarmaktadir. Klinikal ve patolojik yontemlerle enfeksiyonu tanimlamak
mimkiin degildir. Diskidan yapilacak kiiltiir veya dokulardaki etkenlerin varligini ortaya
koyabilecek yontemlerle teshis yapilabilmektedir. ikinci asama subklinikal hastalik
donemidir. Yetiskin hayvanlarda tipik klinikal belirtiler tespit edilememekle birlikte drnegin
mastitis, infertilite gibi degisikliklere rastlanabilmektedir. Hayvanlarmm diskilarindan
yapilacak kiltiirlerde % 15-25 oraninda etken saptanabilirken etkilenen ¢ogu hayvanin ise
disk1 kiiltiirlerinden negatif sonu¢ alinmaktadir. Teshiste bircok serolojik testinde negatif
sonu¢ verdigi gbéz Onilinde bulundurulmalidir. Bu donemde teshis yapilamadigi takdirde
liclincli asamaya ge¢is sozkonusudur. Klinikal hastalik olarak tanimlanan {i¢iincii asamada
buzagilar genellikle dogumdan hemen sonra enfeksiyona yakalanirken 2 yastan 6nce nadiren
klinikal semptom goriilebilmektedir. Enfeksiyonun en yaygin goriildiigii yas grubu 2-6 yaslar
arasindadir. Hastaligin yayilim orani yavas oldugundan dolay1 vakalarin sporadik olarak
sekillendigi gorilir. Hayvanlarda istah normal olmasma karsin kademeli bir zayiflama vardir.
Ilerleyen haftalarda zayiflama ve ishal gelisir. Siit veriminde azalma sekillenirken viicut 1s1s1,
kalp atis hiz1 ve respirasyon normal smirlar i¢erisindedir. Cok sulu olan gaitada kan izleri,
epitelial artiklar ve mukus bulunur. Dordiincii asama ileri klinikal hastalik donemidir. Baslica
semptom ishal ve zayiflamadir. Enfeksiyonun baslangicinda halsizlik, yorgunluk, tiiylerin
karmakarisik bir hal almasi ve intermandibular bolgede 6demler goze carpmaktadir. Deri
normal goriiniimiinii kaybetmis kuru bir hal almistir. Bu asama haftalar veya aylarca
stirebilmekte siddetli dehidrasyon, aswr1 zayiflama ve asm1 kaseksi sonucu Olim
sekillenmektedir (1). Bazi1 hayvanlarda kendiliginden iyilesmeler de goriilebilir. Infeksiyona
yakalanan hayvanlar her zaman paratiiberkiilozise ait tipik semptomlar gostermeyebilir (2,
13).

Paratiiberkiilozda inkubasyon periyodunun c¢ok uzun olmasi ve enfekte hayvanlarin
digkilariyla M. paratuberculosis etkenlerini siirekli ¢ikartmalarma bagli olarak g¢evresel
kontaminasyonla kars1 karsiya kalinmaktadir. Johne’s hastaligimin kontroliinde o6zellikle
klinik olarak semptom gdstermeyen tasiyict hayvanlarin ortaya konulmasida mutlaka sahada
ve laboratuarda yapilacak testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla hastaligin teshisinde
kullanilacak testlerle ilgili olarak son yillarda bir¢ok aragtirmalar yapilmaktadir. Ancak su ana
kadar bircok faktore (siire, sensitivitesi ve spesifitesi, ekonomik olusu, vb) bagli olarak

teshiste kullanilabilecek tek bir test yonteminin bulunmadigi goriilmustiir. Hastaligin



patogenezi de goz Oniinde bulunduruldugunda teshiste en az iki test yonteminden alinacak
sonuglara gore karar verilmesinin uygun olacagini diisiiniilmektedir. Klinikal olarak semptom
gosteren hayvanlar ile enfekte siiriiler igerisinde saglikli goriinliste olan hayvanlarda
paratiiberkiilozun tanimlanmasinda digkinin bakteriyolojik yonden muayene edilmesi faydali
bir teshis yontemidir. Giinlimiizde canli hayvanlardan paratiiberkiilozun teshisi icin en
giivenilir metod gaitadan yapilacak kiiltliir yontemidir. Diski kiiltiiriiniin sensitivitesi ve
spesifitesi 50 veya daha fazla hayvanin bulundugu ve infeksiyon oraninin % 20 ve {lizerinde
goriildiigii siiriilerde % 100’lere ulagsmaktadir. Digki kiiltiirlerinin 6nemli avantajlarindan
birisi klinikal belirti goriilmeyen 1-3 yash hayvanlardaki enfeksiyonun varhigmi tespit
edebilmesidir. Ancak kiiltiir yontemi i¢in uygulanan prosediirlerin zahmetli olmasi, digki ile
c¢ikarilan mikroorganizma sayisinin yetersizliginde teshisin yapilamamasi ve etkenin izole
edilmesi i¢in en az 8-16 hafta kadar bir siireye ihtiya¢ duyulmasi gibi olumsuzluklarda
bulunmaktadir (1, 2). Enfeksiyonun teshisinde rektum mukozasindan alinan kazintidan, siit ve
gaitadan hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen metodu ile boyama yapilabilir. Tipik asido
rezistans bakterilerin yapilan mikroskopik muayene ile goriilmesi bu yontemin digki kiiltiiriine
alternatif bir yontem olabilecegini diisiindiirmiistiir. Boyama yonteminin oldukg¢a pratik
olmas1 ve bir saat igerisinde sonu¢ vermesi agisindan avantajlar1 bulunmaktadir. Ancak,
miroskopik muayenelerin sensitivite ve spesifitesine siiphe ile bakilmaktadir Diskida
bulunacak Johne’s basilleri ile diger asido rezistans bakterilerin ayirimini yapmak oldukca
giictiir. Diger bir dezavantaj enfeksiyonun asamasima bagli olarak diski ile ¢ikartilan bakteri
sayis1 da muayene sonuglarini etkileyebilmektedir. Bu baglamda diski preparatlarinin M.
paratuberculosis yoniinden mikroskopik muayenesinden elde edilecek sonuglarin giivenilir
olmadig1 kaydedilmistir (1, 2).

Serolojik testler bakteriyolojik yontemlere oranla daha ekonomik olmalar1 ve kisa siirede
sonu¢ vermeleri agisindan teshiste Onemli bir yer tutmaktadir. Ancak bu testlerin de
sensitivite ve spesifite yoniinden dezavantajlarinin bulundugu bir¢ok arastiric1 tarafindan
bildirilmistir (15, 16, 17 ). Sigr paratiiberkiilozunda subklinik enfeksiyonlarin teshisinde
komplement fikzasyon testi (CFT), agar jel immunodiffiizyon ve iki farkli ticari Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi olmak iizere dort serolojik test kullanilmaktadir.
Testlerin spesifiteleri % 95-99 arasinda degigsmekte olup yiiksek bir degere sahiptir. En ideal
sartlarda digkilariyla etken c¢ikarmayan ve c¢ikaran sigirlarin serumlarinin  ELISA ile
incelenmesi sonucu sirasityla % 14-47 ve % 40-65 arasinda diisiik bir sensitivitenin elde

edildigi bildirilmistir. Testlerin sensitivitesi bizzat siirlideki enfeksiyonun prevalansindaki



artisa paralel olarak artmakta bunun tam tersi olarak prevalans azaldiginda ise azalmaktadir.
Bundan dolay1 test sensitivitenin diisiik tespit edildigi durumlarda mutlaka ikinci bir test ile
sonuclarin  desteklenmesi  gerekmektedir.  Komplement  fikzasyon  testi  sigwr
paratiiberkiilozunun teshisinde son zamanlara kadar en yaygin kullanilan testler arasinda yer
almistir. Bazi {llkeler hayvan ithalatindan oOnce serumlarin CFT’inden negatif sonug
almmasmi zorunlu tutmusglardir. Ancak CFT’inde goriilen hatali negatiflik ve hatali
pozitiflikten dolayr bu iilkeler ayrica intradermal Johnin testi veya digkinin bakteriyolojik
analizlerinden herhangi birisinden de negatif sonug¢ alinmasint mecburi kilmiglardir. Klinikal
hastaliklarin teshisinde CFT inin sensitivitesinin yaklasik % 90 ve spesifitesinin % 70 oldugu
bildirilmistir. Subklinik olgularin tanimlanmasi1 amaciyla kullanildiginda dogruluk oraninin
diistiigi saptanmustir. Agar jel immunodiffuzyon testi klinikal paratiiberkiiloz olgularinin
saptanmasinda % 96’lik bir sensitivite ve % 94°liil bir spesifiteye sahiptir. Bu test dzellikle
klinikal paratiiberkiilozun teshisinde en uygun yontem olarak degerlendirilmektedir.
Subklinikal enfeksiyonun tanimlanmasi bakimindan diski kiiltiirii ile karsilastirildiginda 1/3
oraninda duyarlilia sahip oldugu bildirilmektedir. Testin avantajlar1 arasinda 48 saatlik gibi
kisa bir siirede sonucun alinmasi, ucuz olmasi ve dogru sonug¢ elde edilmesi gibi baslica
kriterler bulunmaktadir. Tiiberkiilozlu hayvanlarda pozitif sonu¢ vermesinden dolay1 test
tiiberkiilozdan ari siiriilerde kullanilmalidir. Fluoresans antikor testi (FAT) paratiiberkiilozun
teshisinde kullanilabilmektedir. Ancak M. avium ve M. paratuberculosis antijenlerinin
birbirinden ayirimini yapamamaktadir. Komplement fikzasyon testinin M. paratuberculosis
ve Corynebacterium renale antijenlerini tespit edemedigi durumlarda FAT’nden basarili
sonuglar alinmaktadir. Her iki testin bir arada kullanilmasi erken ve subklinik enfeksiyonlarin
tanimlanmasinda fayda saglamasina ragmen elde edilecek sonuglarin giivenirliliginde
sipheler bulunmaktadir. Serum 6rneklerinin degerlendirilmesinde en siklikla enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) testi kullanilmaktadir. Farkli bircok ELISA test yontemi
birgok arastirici (16, 18, 19, 20, 21, 22) tarafindan ¢alisilmistir. Normal ELISA testinin
sensitivitesi yiiksek olmasina ragmen spesifitesinin diisiik oldugu, modifiye ELISA testlerinin
ise tam tersi sonug¢ (sensitivitesi % 57, spesifitesi % 98.9) verdikleri bildirilmistir (23).
Serolojik teshisle ilgili olarak ¢ikartilabilecek genel sonug; hayvandaki enfeksiyonun asamasi
uygulanacak test yonteminden elde edilecek sonuglar iizerine bizzat etki etmektedir.
Genellikle subklinik ve az miktarda diski ile etken ¢ikariminin s6zkonusu oldugu durumlarda
serolojik testlerden negatif sonu¢ alinmaktadir. Bircok bu asamadaki sigirda humoral antikor

yanit1 tanimlanabilecegi sinirlarmn altindadir. Hayvanda enfeksiyon olmasma ragmen serolojik



testlerden negatif sonuclar alinmaktadir. Etkene karst olusan antikorlarin tanimlanmasi
amaciyla hayvanlardan alinan siit 6rneklerinin Hendrick ve ark. (20), siit 6rneklerini de
ELISA testine tabi tutmuslar ve kiiltiir yontemi ile karsilagtirildiginda elde edilen sonuglar
acisindan siit ile yapilan ELISA testini uygun ve daha ucuz oldugunu saptamislardir. Ancak
diger arastiricilar paratiiberkiiloz etkenine karsi olusan antikorlarin tespitinde kullanilan siit ve
serum ELISA sonuglar1 arasinda korelasyon bulunmadigini bildirmislerdir (24). Adaska ve
Anderson (18), ABD’de 1950 serum 6rnegini ELISA ile incelemeleri sonucu 89 (% 4.6) sigir1
pozitif bulmuslardir. Hirst ve ark. (25), 10280 sigir lizerinde yaptiklar1 ¢alismada 424 (%
4.12) iki yas tizerindeki sigirda pozitiflik tespit etmislerdir. Diger bir serolojik yontem olarak
flow cytometer metod (FCM)’u Eda ve ark. (26), tarafindan kullanilmigtir. Arastiricilar testin
sensitivite ve spesifitesinin % 95’in iizerinde oldugunu ve FCM’unu digk1 kiiltiirii ve ticari bir
ELISA ile kiyasladiklarinda daha erken asamada enfeksiyonun teshisinin konulmasi agisindan
avantajli oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda 6zellikle canli hayvanlarda infeksiyonun kisa siirede teshisi amaciyla rutin olarak
molekiiler analiz yontemlerinden yararlanilmaktadir (27). Molekiiler yontemlerin avantajlari
yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Kiiltiirel yontemler 12 haftay1 asan bir slirede sonug
vermesine ragmen molekiiler yontemlerden ii¢ giin igerisinde sonug elde edilmesi en 6nemli
avantajlar1 olarak goriilmektedir. Molekiiler tekniklerin rutin kullanim alanlar1 analiz
iicretlerinden dolay1r smirli kalmaktadir. Ayrica, sensitivitelerinin diigiikligii, yOntemin
uygulandig1 laboratuarlarin alt yap1 durumu, 6zellikle testi gergeklestiren personelin beceri ve
tecrilbbe noksanligi diger sorunlar olarak ortaya g¢ikmaktadir. Laboratuvarlarda incelenen
orneklerdeki gen lriinlerinin kontaminasyonu sonucu hatali pozitif sonuglarin elde edilmesi
sik goriilen olgular arasinda yer almaktadir. Sahada klinikal orneklerden paratiiberkiilozun
teshis edilmesi ve epidemiyolojik ¢alismalar amaciyla klinikal izolatlardan sus spesifik
tiplendirilmesi amaciyla kisa siirede sonu¢ veren ve giivenilir molekiiler metodlar icin
calismalar devam etmektedir. Bu amagla MAP izolatlariin tiplendirilmesinde Djonne ve ark.
(28), 1S900 restriction fragment length polymorphism (RFLP); Motiwala ve ark. (29),
multiplex PCR typing; Rajeev ve ark. (30), real-time PCR, O’Reilly ve ark. (31),
immunomagnetic separation-PCR (IMS-PCR); Romano ve ark. (32), variable number tandem
repeat (VNTR)-Mycobacteria interspersed repetitive units (MIRU) typing; Stabel ve
Bannantine (33), Nested PCR; Stevenson ve ark. (34), pulsed-field gel electrophoresis

(PFGE)’den yararlanmiglar ve kullandiklar1 yontemin etkinligini savunmuslardir. Arastiricilar
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analizlerde etkenin saptanmasi amaciyla en fazla digki numunelerinden (21, 27, 33, 35)
yararlanilirken siit numunelerinin de (36, 37) analizlerde kullanilmiglardir.

Gliniimiizde enfeksiyonun daha kisa siirede ve giivenilir bir sekilde teshis edilmesi ve
neticesinde gerekli Onlemlerin alinabilmesi amaciyla su an igin bakteriyolojik, serolojik,
alerjik ve molekiiler testlerden yararlanilmaktadir. Su an igin tek bir test yonteminin teshis
icin yeterli olmadig1r mutlaka iki test uygulamasi sonucunda kararin verilmesi goriisii agir

basmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

3.1. Numuneler: Kayseri merkez ve ilgelerinde siit sigirciligr yapilan isletmelerden ishal,
durgunluk, mastitis, siitte azalma ve renk degisikligi, vb semptomlar tespit edilen 2 ve iizeri
yaslardaki 147 adet inegin kan, siit ve gaitalar1 toplandi. Hayvanlarin yaslar1 anamnez bulgusu

olarak kay1t edildi.

3.1.1. Kan Ornekleri: Serolojik analizlerde kullanilacak kanlar ineklerin Venae jugularis’den
antikoaugulansiz vakumlu kan alma tiiplerine alindi. Laboratuara soguk zincirde getirilen kan
numuneleri 2500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Cikartilan serumlar kullanilincaya kadar -20
°C’de saklanda.

3.1.2. Siit Ornekleri: Her bir inegin memesinden alman siit numunelerine California Mastitis
Testi (CMT) uygulandi. Testten elde edilen CMT skoru kaydedildi. Daha sonra meme baslar1

% 70’lik alkol ile dezenfekte edilerek ve sagilabilir meme loplarinin her birinden aseptik
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sartlarda siit numuneleri steril bir tiipe alindi. Siit numuneleri laboratuara soguk zincirde

tagindi. Molekiiler analizlerde kullanilacak siitler kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland1.

3.1.3. Diski Ornekleri: Hayvanlarm diskilar1 rektumdan alinarak steril gaita toplama
kaplarina konuldu. Soguk zincirde laboratuara getirilen digkilar molekiiler analizlerde

kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandu.

3.2. California Mastitis Test (CMT) aywraci: Sigrrlarin mastitisli meme loblarinin
belirlenmesinde kullanilan CMT ayiraci 1 It olacak sekilde laboratuar ortammda asagidaki
formiilasyona gore hazirlandi (38).

Anyonik deterjan 100 ml

Distile su 900 ml

Brom creasol purple eryigi (1/300) 50 ml

pH: 6,8 olacak sekilde ayarlandu.

3.3. Primerler: Siit ve diski numunelerinden Mycobacterium avium  subsp.

paratuberculosis’in amplifikasyonunda 1S900 P90 ve P91 primerleri kullanildi (Tablo 1). (39)

Primer adi Sekans dizisi (57-37) Molekiiler agirhik
P90 GAAGGGTGTTCGGGGCCGTC 400 bp
Pa1 GAGGTCGATCGCCCACGTGAC

3.4. Peptid: Calismada IMS’de kullanilacak bocuklar1 kaplamak amaci ile biyotinli MptD
(GKNHHHQHHRPQ) peptidi kullanildi. (Kinexus Bioinformatics Corporation, Kanada)

3.5. Streptavidin Kaph Boncuklar: IMS isleminde streptavidin kapli boncuklar (Dynal
MyOne Streptavidine Beads, Invitrogen) kullanildi. Bu boncuklar daha sonra MptD peptidi
kapland:.

3.6. Pozitif Kontrol: Calismada Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nun optimizasyonu
amaci ile pozitif kontrol olarak Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitisii Tiiberkiiloz -
Paratiiberkiiloz ve Ruam Teshis Laboratuvarindan temin edilen Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (RSKK 647) susu kullanildi.
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3.7. CMT Testi: Testin yapilis1 ve degerlendirilmesi Middleton ve ark. (38)’nin bildirdigi
yonteme gore yapildi. Inegin her meme lobu icin ayr1 yuvarlak bigimde bdlimleri bulunan
CMT kabina ayr1 ayri siit 6rnekleri alindi. Ilk siit atildiktan sonra her meme lobundan ilgili
boliime yaklasik 2 ml kadar siit sagildi. Tiim gozlerde kabin en diski halkasina gelecek
sekilde esit miktarda siit bulunmasi saglandi. Daha sonra her bir boliime i¢indeki siit miktar1
ile esit olacak sekilde CMT ayiracindan ilave edildi. Kap yatay diizlem iginde yavasga dairevi
hareketler ile ¢evrilerek siit ve ayracin iyice karigmasi saglandi. Testin sonucu ve siitlerin
mastitis durumlar1 jeloz bir tabakanin olusumu ve akiskanligma gore negatif, stipheli, +, ++

ve +++ olarak degerlendirildi.

3.8. Serolojik Analiz: Paratiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi serumlarda antikor varligmin
tespiti amaciyla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi uygulandi. Bu amagla
Mycobacterium paratuberculosis Antikor Test Kiti (Institut Pourquier, France) kullanildi.

Testin yapilisi kiti tireten firmanin bildirdigi yonteme gore yapildi.

3.8.1. ELISA’nin Yapihsi: Kitler ¢calismadan en az 1-2 saat Once disar1 ¢ikarilarak oda
derecesinde bekletildi. Mikropleytin A1-A2 kuyucuguna 100’er ul diliie edilmemis negatif
kontrol serum konuldu. A3-A4’¢ kuyucuguna ise 100’er pl diliie edilmemis pozitif kontrol
serum ilave edildi. Her goze 1/500 oraninda diliie edilmis sigir serumlardan 100’er pl ilave
edilerek oda 1s1sinda 30 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda mikropleytin i¢indeki siv1 bir
kiivete bosaltildi ve kuyucuklar ii¢ kere distile su ile yikandi. Her kuyucuga 100’er pl diliie
edilmemis konjugat ilave edilip mikromikser’de karisimi saglandi ve mikropleytler 30 dk
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama asamasi yukarida belirtildigi gibi tekrarlandi.
Mikropleytin her ¢ukurcuguna diliie edilmemis substrat solusyonundan 100’er pl ilave edilip
mikromikser’de karigimi saglandiktan sonra 15 dk inkiibasyona tabii tutuldu. Siire sonunda
mikropleytin her kuyucuguna 100’er pl stop solusyonu ilave edildi. Test sonuglar1 650 nm’de
ELISA reader (BioTek ELx808, United States) okundu.

3.9. Molekiiler Analizler: Sigirlarda MAP etkenlerin taranmast siit ve digki 6rneklerinde
PZR ile gerceklestirildi. Disk1 ve siitten direk ve IMS sonrast PZR olmak iizere iki farkl
yontem kullanildi. Bu ¢alismada kullanilan metodlarin isleyis siras1 ve agiklamalari sekil 1°de

verilmistir.
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3.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis’in siit ve diski numunelerinden izole edilebilmesi amaci ile PZR iig

basamakta gergeklestirildi.

3.9.1.1. Siit ve diskidan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in ekstraksiyonu:
Siitten ve diskidan bakterilerin ekstraksiyonu amaciyla Fermentas ve ENZA ekstraksiyon

kitleri kullanildi. Ekstraksiyon iglemleri kitin dnerdigi protokole gore gergeklestirildi.

3.9.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nun Yapihsi: Toplam 50 pl’lik hacimlerde
hazirlanacak olan PZR miksi igerisine 10 X PCR buffer (100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 500 mM
KCI, 15 mM MgCl; % 1 Triton X-100), 250 uM dNTP mix, 2 U Taq DNA polimeraz enzimi,
20 pmol P90 ve P91 primerleri ilave edildi. Hazirlanan karisimin {izerine son olarak 5 pl
hedef DNA ilave edildikten sonra PZR amplifikasyonu i¢in 94 °C’de 1 dk 6n denatiirasyon,
94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 55 °C’de 1 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dk ekstensiyon
basamaklar 30 siklus halinde gerceklestirildi.

3.9.1.3. Jel Elektroforez: Amplifiye olan iriinler % 1,5’lik agaroz jelde 90 voltta 1 saat

elektroforez islemine tabi tutuldu.

3.9.2. Immunomanyetik Separasyon (IMS): Siitten ve diskidan Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis’in saf bir sekilde izole edilebilmesi ve PZR yapilabilmesi amaci ile

IMS kullanildi. Immunomanyetik separasyon islemi 4 basamakta gergeklestirildi (39, 40).

3.9.2.1. immunomanyetik boncuklarin hazirlanmasi ve MptD petid ile kaplanmasi:
Ticari olarak temin edilen IMS boncuklar1 (M-280 Dynabeads, UK) prezervatif maddenin
ortadan kaldirilmasi amaci ile PBS/BSA (% 0.1 Bovine serum albumin ilave edilmis PBS pH
7.4) ile yikandi. Bu amagla ependorfa alinan 500 ml boncuk immunomanyetik separatore
(MPC-M; Dynal) konularak 1-2 dk dondiiriildii. Miknatisa yapisan boncuklara dikkat edilerek
ependorf icerisindeki siv1 aspire edildi. Uzerine PBS (pH 7.4) konularak hafifce vortekslendi.
Bu islem 2 kez tekrarlanarak boncuklarin yikanma igslemi (PBS/BSA) ger¢eklestirildi. Kitin
(Dynal MyOne Streptavidine Beads) kullanim kilavuzuna uygun olarak boncuklarin
baglayabilecegi peptid miktar1 (1 mg boncuk i¢in yaklasik 400 pmol peptid ) hesapland1 ve
peptid boncuga ilave edilerek 30 dakika oda 1sisinda IMS aletinde hafifce dondiiriildii. Daha
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sonra alete miknatis takilarak boncuklarin ependorfun duvarmma yapigmasi saglandi.
Boncuklarin disinda kalan sivi atilarak boncuklar 2-3 kez PBS ile yikandi. Hazirlanan

boncuklar IMS isleminde kullanilmak iizere sulandirild1 ve -20 °C’de sakland.

3.9.2.2. Siit ve diski 6rneklerinin hazirlanmasi: 1-2 g diski 6rnekleri 1:5 oraninda % 0.05
oraninda tween 20 ile sulandirilmis PBS ile karigtirildi. 300 X g’de 3 dakika santrifiij
isleminin ardindan 1 ml siipernatant temiz bir ependorfa alinarak tizerine 10 pl peptid kaph
boncuk ilave edildi (41). Siit 6rnekleri ise 1 ml olacak sekilde ependorfa alind1. Uzerine 10 pl

peptid kapli boncuk ilave edildi.

3.9.2.3. Siit ve diski 6rneklerinin IMS islemine tabi tutulmasi: Siit ve digski 6rnekleri 4
°C’de bir gece IMS aletinde hafifge karistirildi. Bu siirenin sonunda IMS aletinin miknatisi
takilarak 10 dakika g¢aligtirildi (42). Bdylece boncuklarin ependorfun duvarina yapigmasi
saglandi. Aspirat ¢ekilerek boncuklar 2-3 kez PBS/BSA karigimi ile yikandi. Bu 6rneklerden
10 pl temiz bir lam alinarak kurutuldu. Akridin oranj (acridine orange) boyamasi i¢in érnekler

sakland:.

3.9.2.4. Boncuklardan bakterinin ayrilmasi ve DNA’larin ekstraksiyonun yapilmasi:
Orneklerin iizerine % 0.1 SDS ilave edilerek kaynatildi. Bdylece boncuga bagli biyotin
molekiillerinin ayrilmas: saglandi. 10000 rpm’de 5 dk santrifiij ardindan elde edilen

stipernatant PCR isleminde kullanildi.

3.10. istatistiksel Analiz: Arastirmada kullanilacak olan ELISA ve PZR ydntemlerinden elde
edilecek sonuglar arasindaki uyumluluk Cohen’s Kappa testi ile degerlendirildi. Numunelerin
alindig1 hayvanlarin yaslar1 ile paratiiberkiiloz enfeksiyonun goriilme oranlar1 arasinda

istatistiki olarak bir iligkinin olup olmadigi Pearson Chi-Square testi kullanilarak incelendi
(43).
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3. BULGULAR
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California mastitis test ile incelenen 147 sut numunesinin 18 (% 12.24)'i negatif, 44 (%
29.93)'U supheli, 36 (% 24.48)'si CMT (+), 28 (% 19.04)i CMT (++) ve 21 (% 14.28)i CMT

(+++) bulundu (Tablo 1). Negatif, sipheli ve (+) skor elde edilen hayvanlarda mastitis

semptomlari gézlemlenmedi.

Tablo 1. Siitlerin CMT ile incelenmesi sonucu elde edilen sonuclar

CMT Skoru Sonug (%)
Negatif 18 (% 12.24)
Stipheli 44 (% 29.93)

+ 36 (% 24.48)
++ 28 (% 19.04)
+++ 21 (% 12.24)

Paratiiberkiiloz siipheli iki ve lizeri yastaki 147 hayvanm yaslar1 anamnez bulgusu olarak

alindi. Bu hayvanlardan 52’sinin 2-4 yas, 68’inin 5-7 yas, 22’sinin 8-10 yas, 5’inin 11 ve

lizeri yas grubunda yer aldiklar1 kayit edildi (Tablo 2).



Siit numunelerine uygulanan CMT sonucu

Tablo 2. Paratiibekiiloz siipheli sigirlarin yas dagihmlan

Yas Gruplan Numune alinan hayvan sayisi
2-4 54
o7 68
8-10 22
11 ve tizeri 3
Toplam 147

[

negatif ©’
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skor elde edilen 18 sigirm kan

serumlarmin ELISA ile incelenmesi neticesinde 2 (% 11.11) serumun siipheli ve 16 (% 88.89)

serumun negatif oldugu tespit edildi. Ayni sigirlara ait siit ve diski numunelerinin PCR

sonuglart ise siitlerde pozitiflik saptanmazken 5 (% 27.78) diskida pozitiflik belirlendi. Siit ve

disk1 numunelerinin IMS-PCR analizlerinden pozitiflik elde edilemedi (Tablo 3).

Tablo 3. California mastitis test sonucu negatif skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclan

Numuneler
Slilga rlalte Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru oD Sonug PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
1 9425 - 0.131 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
2 7598 - 0.710 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
3 8003 - 0.099 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
4 6578 - 0.046 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
5 3604 - 0.630 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF NEGATIF
6 3500 - 0.105 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
7 4399 - 0.063 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
8 3355 - 0.492 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF NEGATIF
9 9638 - 0.089 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
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Tablo 3. California mastitis test sonucu negatif skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclar: (devam)

Numuneler
Slill(‘)a e Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

SKorL oD Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
10 6476 - 0.063 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
11 1446 - 0.061 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
12 8848 - 0.772 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
13 5798 - 0.075 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
14 7865 - 0.090 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
15 4476 - 0.099 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
16 5863 - 0.512 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
17 7075 - 0.084 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
18 8589 - 0.064 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

California mastitis test ile <> stipheli ©* skor elde edilen 44 sigirin kan serumlarma uygulanan

ELISA sonucu 3 (% 6.82) serumdan siipheli ve 41 (% 93.18) serumdan negatif sonug elde
edildi. Bu sigirlarmmdan 6 (% 13.64)’sinin digkisinda PCR ile pozitiflik saptandi. IMS-PCR

analizi sonucu ise pozitiflik elde edilemedi (Tablo 4).

Tablo 4. California mastitis test sonucu siipheli skor elde edilen numunelerin serolojik
ve molekiiler test sonuclari

Numuneler
Slilroa ek CSl\i/iIt'I' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru oD Sonug PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
1 0049 + 0.122 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
2 8931 + 0.149 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
3 3874 + 0.203 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
4 3078 + 0.112 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
5 7002 + 0.085 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
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Tablo 4. California mastitis test sonucu siipheli skor elde edilen numunelerin serolojik
ve molekiiler test sonuclari (devami)

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
6 5925 + 0.044 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
7 4852 + 0.728 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
8 7727 + 0.087 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
9 5400 + 0.133 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 3893 + 0.122 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
11 8021 + 0.476 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
12 1219 + 0.099 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
13 4457 + 0.064 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
14 4364 + 0.071 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
15 1507 + 0.081 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
16 6045 + 0.092 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
17 7776 + 0.173 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
18 1590 + 0.076 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
19 8511 + 0.157 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
20 0910 + 0.108 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
21 6481 + 0.199 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
22 3003 + 0.639 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
23 8370 + 0.080 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
24 9529 + 0.189 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
25 6495 + 0.165 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
26 3497 + 0.059 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
27 5667 + 0.076 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
28 5063 + 0.776 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
29 0439 + 0.160 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF




21

Tablo 4. California mastitis test sonucu siipheli skor elde edilen numunelerin serolojik
ve molekiiler test sonuclari (devami)

Numuneler

Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T
Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
30 2939 + 0.134 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
31 1936 + 0.120 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
32 7200 + 0.173 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
33 5906 + 0.088 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
34 6451 + 0.044 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
35 7651 + 0.069 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
36 3666 + 0.742 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF NEGATIF
37 2010 + 0.069 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
38 0760 + 0.086 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
39 3087 + 0.076 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
40 3154 + 0.104 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
41 5298 + 0.050 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
42 5605 + 0.650 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
43 2244 + 0.250 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
44 3242 + 0.106 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

Siit numunelerine uygulanan CMT sonucu *” + ** skor elde edilen 36 sigirin kan serumlarinin

ELISA’ya tabi tutulmasi neticesinde 2 (% 5.56) serumun pozitif, 3 (% 8.33) serumun siipheli

ve 31 (% 86.11) serumun negatif oldugu belirlendi. Siit ve digki numunelerinin PCR ile

incelenmesi sonucu 3 (% 8.33) siit numunesinde ve 6 (% 16.67) diski numunesinde pozitiflik

tespit edildi. Siit ve digki numunelerinin IMS-PCR analizlerinden pozitiflik elde edilemedi
(Tablo 5).
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Tablo 5. California mastitis test sonucu ¢ + > skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclar

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
1 6655 + 0.168 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
2 3573 + 0.119 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
3 1819 + 0.243 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
4 3721 + 0.164 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
5 4646 + 0.212 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
6 8627 + 0.801 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF NEGATIF
7 9092 + 0.210 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
8 4136 + 0.278 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
9 2581 + 0.260 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 0538 + 0.254 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
11 5725 + 0.173 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
12 7977 + 0.166 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
13 9950 + 0.096 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
14 1691 + 0.800 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
15 6157 + 0.259 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
16 6350 + 0.128 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
17 1328 + 0.142 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
18 8745 + 0.365 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
19 7302 + ouT POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
20 6820 + 0.098 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
21 9144 + 0.282 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
22 7928 + 0.116 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
23 6099 + 0.350 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
24 7296 + 0.240 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
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Tablo 5. California mastitis test sonucu ¢> + > skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclar: (devam)

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
25 4085 + 0.784 SUPHELI | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
26 8451 + 0.364 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
27 4922 + 0.214 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
28 5304 + 0.126 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
29 8177 + 0.390 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
30 3131 + 1.637 POZITIF POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
31 7660 + 0.266 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
32 3533 + 0.275 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
33 3931 + 0.357 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
34 3374 + 0.696 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
35 2109 + 0.248 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
36 3311 + 0.189 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

Sut numunelerinin CMT ile incelenmeleri sonucu ¢° ++ ©

skor saptanan 28 sigirin kan

serumlarmin ELISA tabi tutulmasi sonucu 6 (% 21.43) pozitif, 6 (% 21.43) siipheli ve 16 (%

57.14) negatif serum sonucu alindi. Ayni sigirlara ait siit ve diski numunelerinin yapilan PCR

analizlerinde 6 (% 21.43) siit ve 13 (% 46.43) disk1 numunesinin pozitif oldugu goriildi. IMS-

PCR analizlerinde siit ve digk1 numunelerinde pozitiflik tespit edilemedi (Tablo 6).
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Tablo 6. California mastitis test sonucu > ++ ¢’ skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclar

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
1 0402 ++ 0.744 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
2 9329 ++ 0.211 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
3 6215 ++ 3.851 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
4 9827 ++ 0.214 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
5 9733 ++ ouT POZITIF POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
6 4277 ++ 0.503 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
7 4431 ++ 0.157 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
8 3508 ++ 0.094 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
9 4288 ++ 2.144 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
10 3925 ++ 0.164 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
11 5425 ++ 0.720 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
12 1159 ++ 0.100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
13 1089 ++ 2.209 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
14 5141 ++ 0.765 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
15 3766 ++ 0.363 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
16 7174 ++ 0.323 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
17 2846 ++ ouT POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
18 8807 ++ 0.444 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
19 2432 ++ 0.071 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
20 1756 ++ 0.370 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
21 5540 ++ 0.718 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
22 3223 ++ 0.288 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
23 6171 ++ ouT POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
24 6100 ++ 0.737 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
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Tablo 6. California mastitis test sonucu > ++ ¢’ skor elde edilen numunelerin serolojik ve
molekiiler test sonuclar: (devam)

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T
Skoru oD Sonug PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
25 4217 ++ 0.156 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
26 6941 ++ 0.226 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
27 7458 ++ 0.750 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
28 1052 ++ 0.325 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF

California mastitis test skoru > +++ * olarak belirlenen 21 sigirin kan serumlarina uygulanan

ELISA sonucu 10 (% 47.62) serumun pozitif, 2 (% 9.52) serumun siipheli ve 9 (% 42.86)

serumun negatif oldugu goriildii. Bu sigirlarin siitlerinin direkt PCR ile incelenmesi sonucu 11

(% 52.38)’inin pozitif ve 10 (% 47.62) unun negatif oldugu saptandi. Analize alman 21 digki

numunesinin 12 (% 57.14)’si pozitif ve 9 (% 42.86)’u negatif tespit edildi. Siit ve diski

numunelerinin IMS-PCR analizlerinden pozitiflik elde edilemedi (Tablo 7).

Tablo 7. California mastitis test sonucu ¢’ +++ ¢’ skor elde edilen numunelerin serolojik
ve molekiiler test sonugclari

Numuneler
Slilroa rlalte Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru oD Sonug PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
1 4760 +++ 0.120 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
2 9732 +++ ouT POZITIF POZITIF NEGATIF | POZITIF NEGATIF
3 7098 +++ 0.271 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
4 7504 +++ ouT POZITIF POZITIF NEGATIF | POZITIF NEGATIF
5 5976 +++ ouT POZITIF POZITIF NEGATIF | POZITIF NEGATIF
6 3473 +++ 0.102 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
7 6462 +++ 0.100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF NEGATIF
8 7367 +++ ouT POZITIF POZITIF NEGATIF | POZITIF NEGATIF
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Tablo 7. California mastitis test sonucu ¢’ +++ ¢ skor elde edilen numunelerin serolojik
ve molekiiler test sonuclari (devami)

Numuneler
Slill(‘)a ek Csl\i/ilt'l' ELISASerum Direkt T Direkt T

Skoru . Sonuc PCR IMS-PCR PCR IMS-PCR
9 2781 +++ 2.570 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
10 6403 +++ ouT POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
11 1262 +++ 0.729 SUPHELI | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
12 1655 +++ 0.170 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
13 2391 +++ ouT POZITIF POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
14 1499 +++ 0.092 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
15 7997 +++ ouT POZITIF POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
16 8296 4+ 0.095 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
17 6254 +++ 2.719 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
18 2680 4+ 0.112 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
19 Kiipesiz +++ 0.839 SUPHELI | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
20 9626 - 3.770 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
21 4500 - 0.107 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

Serolojik amag¢li uygulanan ELISA sonucu 18 (%12.24) serumun pozitif, 16 (% 10.88)

serumun siipheli ve 113 (% 76.87) serumunda negatif oldugu belirlendi. Siit ve digki
orneklerinin PZR ile analizi sonucu sirasiyla 20 (% 13.60) ve 42 (% 28.57) numunede MAP

DNA’s1 tespit edildi (Tablo 2). Aynt numunelerin IMS-PZR yontemi yapilan incelemelerinde

pozitiflige rastlanmadi (Tablo 8).




Tablo 8. Numunelerin

analiz sonuc¢lan
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serolojik ve molekiiler testlerle incelenmesi sonucu elde edilen

Serolojik Molekiiler
Numuneler ELISA Direkt PCR IMS-PCR
Pozitif Siipheli Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Serum 18 16 113 - -
Siit - - - 127 147
Diski - - - 105 147

Molekiiler analizler sonucu 147 digki numunesinden 42 (% 28.57)’sinin MAP pozitif oldugu

goriildi. Bu 42 hayvana ait ELISA sonuclarmin siit ve diski PCR sonuglar1 ile

karsilastirildiginda ELISA’da negatif sonug¢ elde edilen 8 sigirmn, siit numunesinde MAP

saptanamazken digki numunelerinin hepsinden (% 100) pozitif sonu¢ alindi. Siipheli sonug

saptanan 16 seruma ait hayvanlarin siit ve digkilardan sirasiyla direkt PCR’da 2 (% 12.50) ve

16 (% 100) numunede pozitiflik gdézlemlendi. Serolojik incelemede pozitif bulunan 18

serumun timiiniin siit ve digki numunelerinin direkt PCR sonuglarinin pozitif oldugu

belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Numunelerin ELISA ve Direkt PCR testleri ile incelenmesi sonucu elde edilen

sonuclar
Numuneler
Sira No Kulak No
ELISA Siit Diski
1 3003 NEGATIF NEGATIF POZITIF
2 3355 NEGATIF NEGATIF POZITIF
3 3374 NEGATIF NEGATIF POZITIF
4 3604 NEGATIF NEGATIF POZITIF
5 4277 NEGATIF NEGATIF POZITIF
6 5605 NEGATIF NEGATIF POZITIF
7 5863 NEGATIF NEGATIF POZITIF
8 8021 NEGATIF NEGATIF POZITIF
9 0402 SUPHELI NEGATIF POZITIF
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Tablo 9. Numunelerin ELISA ve Direkt PCR testleri ile incelenmesi sonucu elde edilen

sonuclar (devami)

Numuneler
Sira No Kulak No
ELISA Siit Diska
10 1262 SUPHELI NEGATIF POZITIF
11 1691 SUPHELI NEGATIF POZITIF
12 3666 SUPHELI NEGATIF POZITIF
13 4085 SUPHELI POZITIF POZITIF
14 4852 SUPHELI NEGATIF POZITIF
15 5063 SUPHELI NEGATIF POZITIF
16 5141 SUPHELI NEGATIF POZITIF
17 5425 SUPHELI NEGATIF POZITIF
18 5540 SUPHELI NEGATIF POZITIF
19 6100 SUPHELI NEGATIF POZITIF
20 7458 SUPHELI NEGATIF POZITIF
21 7598 SUPHELI NEGATIF POZITIF
22 8627 SUPHELI NEGATIF POZITIF
23 8848 SUPHELI NEGATIF POZITIF
24 Kiipesiz SUPHELI POZITIF POZITIF
25 1089 POZITIF POZITIF POZITIF
26 2391 POZITIF POZITIF POZITIF
27 2781 POZITIF POZITIF POZITIF
28 2846 POZITIF POZITIF POZITIF
29 3131 POZITIF POZITIF POZITIF
30 4288 POZITIF POZITIF POZITIF
31 5976 POZITIF POZITIF POZITIF
32 6171 POZITIF POZITIF POZITIF
33 6215 POZITIF POZITIF POZITIF
34 6254 POZITIF POZITIF POZITIF




29

Tablo 9. Numunelerin ELISA ve Direkt PCR testleri ile incelenmesi sonucu elde edilen
sonuclar (devami)

Numuneler
Sira No Kulak No
ELISA Siit Diski
35 6403 POZITIF POZITIF POZITIF
36 7302 POZITIF POZITIF POZITIF
37 7367 POZITIF POZITIF POZITIF
38 7504 POZITIF POZITIF POZITIF
39 7997 POZITIF POZITIF POZITIF
40 9626 POZITIF POZITIF POZITIF
41 9732 POZITIF POZITIF POZITIF
42 9733 POZITIF POZITIF POZITIF

Paratiiberkiiloz enfeksiyonu iizerine hayvan yaslarmin etkisinin ortaya konulmasi amaciyla

disk1 PCR test sonucu pozitif 42 hayvanin yas gruplar1 incelendi. Buna gore 2-4 yas arasi1 54
sigirdan 13 (% 24.07)’i pozitif iken 41 (% 75.93)’1 negatif bulundu. Yas grubu olarak 5-7
aras1 olan 68 sigirin 22 (% 24.07)’si pozitif ve 46 (% 67.65)’s1 negatif tespit edildi. Kronik

ishal semptomu bulunan 8-10 yas aras1 7 (% 31.82) sigir pozitif ve 15 (% 68.18) sigir ise

negatif saptandi. Ileri yaslardan 11 ve iizerindenki 3 sigirm incelemesinde ise pozitiflige

rastlanmadi. Yas gruplari ile enfeksiyon arasindaki iliski Tablo 10’da gosterildi.

Tablo 10. MAP pozitif olan sigirlarin yas grubu dagilimlari

Yas Gruplari Pozitif Sigir Negatif Sigir Toplam Sigir
Y1) Sayisi (%) Sayisi (%) Sayisi
2-4 13 (24.07) 41 (75.93) 54
5-7 22 (32.35) 46 (67.65) 68

8-10 7(31.82) 15 (68.18) 22
11 ve lizeri 0(0) 3 (100) 3
Toplam 42 105 147
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Siit ve digki orneklerinin PZR ile analizi sonucu sirasiyla 20 (%13.60) ve 42 (% 28.57)
numunede MAP DNA’s1 tespit edildi (Resim 1). Ayni numunelerin IMS-PZR yontemi

yapilan incelemelerinde pozitiflige rastlanmadi.

1000 bp
500 bp

100 bp

Resim 1: Jel Elektoroforez sonucu elde edilen bantlarin gériintiisii (% 1,5 ‘lik Agaroz Jel) M: Marker (100 bp
DNA ladder), 1. Negatif kontrol (Steril distile su), 2: Pozitif kontrol [Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (RSKK 647)], 3-5, 7, 8: Pozitif 6rnek, 6: Negatif érnek

Arastirmada siit ve digki PZR testleri ile ELISA ve diski PZR testlerinden elde edilen sonuglar
arasinda bir uyumlulugun bulunup bulunmadig1 degerlendirildi. Buna gore siit ve digk1 PZR
testlerinden elde edilen sonuglar arasinda orta diizeyde uyum saptand1 (K : 0,565, p<0,001)
(Tablo 11). Serum ELISA sonuglar1 ile digk1 PZR sonuglar1 arasinda ise iyi diizeyde uyumun
bulundugu goriildi (K: 0,783, p<0,001) (Tablo 12).

Tablo 11. Siit PZR ve diski PZR sonug¢larinin istatistiksel degerlendirilmesi

DISKI PZR
- + Total
Count 105 22 127
- % Sut PZR | 82,7% 17,3%
SUT % Diski1 PZR | 100,0% | 52,4%
PZR Count 0 20 20

+ % Stit PZR 0% 100,0 %
% Disk1 PZR 0% 47,6 %

Total Count 105 42 147
Cohen’s kappa coefficient (K ): 0,565 (p<0,001)
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Tablo 12. Serum ELISA ve diski PZR sonug¢larinin istatistiksel degerlendirilmesi

DISKI PCR
- + Total
Count 105 8 113
% Serum 0 0
- ELISA 92,9% 7,1%
SERUM % Diski1 PZR | 100,0% | 30,8%
ELISA Count 0 18 18
% Serum 0 0
+ ELISA 0% 100,0%
% Diski PZR 0% 69,2%
Total Count 105 26 131

Cohen’s kappa coefficient (K ): 0,783 (p<0,001)

Numunelerin alindig1 hayvanlarin yaslar1 ile paratiiberkiiloz enfeksiyonun goriilme oranlar1

tizerine yasin etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05) (Tablo 13).

Tablo 13. Yas gruplarinin enfeksiyon iizerine etkisinin istatistiksel degerlendirilmesi

Diski PCR Total
- +
Count 41 13 54
24 % 75,9% | 24,1%
Yas |57 Count 46 22 68
% 67,6% | 32,4%
8- Count 18 7 25
iizeri % 72,0% | 28,0%
Count 105 42 147
Total % within 71.4% | 28.6%
Yas

Pearson Chi-Square : 1,016

P>0,05
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5. TARTISMA VE SONUC

Paratiiberkiilozis (Johne's disease) ruminantlarda bagirsaklarda kronik granulomat6z yangisal
degisikliklerle karakterize bir enfeksiyon olup diinyanin bir¢ok bolgesinde hala etkisini
gostermektedir. Enfeksiyon genel olarak ruminantlarda goriilmesine ragmen en sik 2-6 yas
arasindaki sigirlarda karakteristik semptomlarla seyretmektedir. Baslica semptom ishal ve
zayiflama olup bunun disinda meme ve genital sistemin etkilenmesine bagli olarak ekonomik
kayiplar ortaya ¢ikmaktadir. Paratiiberkiilozda saptanan klinik bulgular diger bir¢ok
hastaliktaki bulgularla benzerlik gdstermektedir. Siirii bazinda beslenmeye gerekli dnem
verilmesine ragmen hayvanlarda kondiisyon kaybmin sekillendigi veya verimliligin diistiigii
gozlenebilmektedir. Hayvanlarda mastitis sekillenmekte olup siit veriminde azalma ve
bilesiminde degisiklikler meydana gelmektedir (1, 44).

Paratiiberkiiloza bagli meydana gelen mastitislerin degerlendirilmesine yonelik ¢ok az sayida
arastrma bulunmaktadir. Mevcut calismalar daha ¢ok enfeksiyonun siit verimi iizerindeki
etkisinin ortaya konuldugu calismalardir (45, 46, 47). McNab ve ark. (48), paratiiberkiilozlu
hayvanlarda somatik hiicre sayisinda artigin varhigmn bildirirken DeLisle ve ark. (49), tam
aksini hiicre sayisinda azalmanm meydana geldigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada 2 yas
tizerinde kronik ishal gdzlenen 147 sigmrin siit ornekleri California Mastitis Test (CMT)

kullanilarak mastitis yoniinden incelenmistir. Numunelerin 18 (% 12.24)’i negatif, 44 (%
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29.93)’1 siipheli, 36 (% 24.48)’s1 CMT (+), 28 (% 19.04)’1 CMT (++) ve 21 (% 14.28)’i CMT
(+++) bulunmustur. CMT uygulamasi sonrasi negatif skor elde edilen 18 sigirm 4 (%
22.22)’uniin siitinden ve 5 (% 27.78)’inin diskisindan PCR yontemiyle paratiiberkiiloz
yoniinden pozitiflik saptanmistir. Bu sonuglara gére hayvanlarda paratiiberkiiloz bulunmasina
ragmen mastitisin yoniinden negatif olduklar1 goriilmiistiir. Paratiiberkiiloz oldugu saptanan “’
+ <, 7 4+ <7 ve <7 +++°7 skor elde edilen sirasiyla 6 (% 16.67), 13 (% 46.43) ve 12 (% 57.54)
olmak iizere toplam 31 (% 73.81) sigirda mastitis tespit edilmistir. Bu hayvanlarda mastitisin
primer etkeni MAP olabilecegi gibi olgularmin sekonder etkenlerce de meydana
getirilebilecegi  diisiiniilmektedir.  Ozellikle paratiiberkiilozda  subklinik  mastitisin
patofizyolojisi ile ilgili bilgilerin su an yeterli olmamasi bu konu ile yeni arastirmalara
ithtiyacin bulundugunu géstermektedir (44).

Enfeksiyonun dogal dongiisii ile birlikte subklinik enfekte hayvanlari tanimlayacak duyarl ve
spesifik bir testin bulunmamasi kontrol programlarini yetersiz kilmaktadiwr. Halihazirda
enfeksiyonun teshisinde kullanilmakta olan testler hiicresel ve humoral yanitin ortaya
konulmasma yonelik olup avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Paratiiberkiilozun ge¢ asamasinda olusan antikorlarin tanimlanmasi amaciyla uygulamalarmin
pratik olmas1 ve kisa siirede sonu¢ vermeleri bakimindan serolojik testlerin biiyiik avantajlari
bulunmaktadir. Ancak bu testler enfeksiyonun erken asamasinda veya subklinik formda
olusabilecek antikorlar1 sinirli diizeyde tanimlamaktadir. Humoral immun yanit etkenin
viicuttan ¢ikarilmaya baslamasindan sonra etkisini gostermektedir. Cevresel Mycobacterium
tiirlerine kars1 ortaya ¢ikan kros reaksiyonlar serolojik testlerin spesifitesini azaltmaktadir.
Enfeksiyona kars1 gelisen humoral antikorlar ELISA ile tespit edilebilmektedir. immun cevap
enfeksiyonun oldukca gec evrelerinde goriilmesine karsin, yine de klinik belirtiler goriilmeye
baslamadan 6nce ortaya c¢ikmaktadir. Diskilarinda ¢cok az etken bulunduran hayvanlarda
ELISA ile % 15 oraninda pozitiflik saptanirken klinik belirti gostermeye baglayan
hayvanlarda bu orann % 87 civarinda oldugu bildirilmistir. Bu verilere gore diski
orneklerinin kiiltiiri ve ELISA ile yapilan taramalarda erken donemde etkeni yakalama
sansinin disiik oldugunu gostermektedir. Bunun sebebi kiiltiiriin sensitivitesinin diisiik olmas1
ve ELISA'nin ise erken pozitiflikleri belirleyememesidir. Donat ve ark. (50),
paratiiberkiilozun teshisinde ELISA testlerinin etkinliginin diigiik oldugunu bildirmislerdir.
Paratiiberkiilozun Avrupadaki seroprevalansi iizerine birgok arastirma mevcuttur. Serolojik
olarak ELISA ile yapilan seroprevalans ¢aligmalarinda en diisikk Slovenya’da % 0.4, en
yiiksek Almanya’da % 24.1 olarak kayit edilmistir (51). Diinyanin degisik bolgelerinde de

konu ile ilgili arastrrmalar mevcuttur. ABD’de Adaska ve Anderson (18), 1950 serum
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orneginden 89 (% 4.6)’unda ve Hirst ve ark. (25), iki yas iizerindeki 10280 sigirdan 424 (%
4.12)tinde pozitiflik tespit etmislerdir. Szteyn ve Wiszniewska-Laszczych (52), Polonya’da
iki yas tizerindeki 3961 sigirdan % 3.48’lik bir seroprevalans saptamiglardir. Kolombiyada
Fernandez-Silva ve ark. (17), % 10.1 oraninda pozitiflik belirlemislerdir. Ulkemizde Makav
ve Gokee (4), Kars yoresinde subklinik paratiiberkiilozun prevalansmi % 3.5 bulurken Oztiirk
ve ark. (6) Burdur bolgesinde % 6.2 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada Kayseri bolgesinde
paratiiberkiiloz siipheli hayvanlardan alinan 147 adet kan 6rneginin ELISA ile incelenmesi
sonucu % 12.24 oranmnda pozitiflik ve % 10.88’lik ise siipheli durum saptanmistir.
Arastrmamizda elde edilen serum pozitiflik oraninin birgok arastiricinin elde ettiklerinden
yliksek oldugu gorilmiistiir. Bu degerin yiiksek olmasinin nedenleri arasinda bizzat
paratiiberkiiloz yoniinden siipheli ve iki yas {izerindeki hayvanlardan numune alinmasi
bulunmaktadir. Oztiirk ve ark. (6) iki yas iizerinde 465 sigirda prevalansit % 6.2 bulunurken
degisik yas grubuna gore seroprevalansin % 3.6 ile % 19.73 oraninda degiskenlik gosterdigini
ve Ozellikle prevalansin 3 yasli olanlarda en yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Fernandez-Silva
ve ark. (17), % 14.9 olarak en yiiksek seroprevalansi 8.1-10.9 yas grubunda saptarken 3-5 yas
grubunda % 6.8 ve 5.1-8 yas grubunda ise % 13.2 bulmuslardir. Bhide ve ark. (53), toplam
262 paratiiberkiiloz lizerinde yaptiklar1 calismada 3-5 yas arasinda 29 sigirda enfeksiyonu
saptayamazken 6-10 yas arasinda 217 sigirdan 25 (% 11.52)’inde pozitiflik belirlemisleridr.
Arastiricilar 6zellikle 11 ve tlizerindeki 16 sigirdan 5 (% 31.25)’inde en yiiksek orani tespit
etmiglerdir. Calismamizda digki PCR test sonucu pozitif 42 hayvanin yas dagilimlarinin
incelenmesi sonucu 2-4, 5-7 ve 8-10 yas gruplarinda sirasiyla 13 (% 24.07), 22 (% 24.07) ve 7
(% 31.82) pozitiflik tespit edilmistir. Ileri yaslardan 11 ve iizerindenki 3 sigirm incelemesinde
ise pozitiflige rastlanmamistir. Calismamizda da paratiiberkiilozun 5-7 yaslarinda daha yogun
bir sekilde goriildiigii belirlenmistir. Mevcut calismalarda paratiiberkiilozun sigirlarda
genellikle iki ve iizeri yaslarda goriildiigii bildirilmektedir. Ancak bir¢ok calismada
pozitifligin saptandigi yas gruplar1 arasindada farklhilik bulundugu kayit edilmistir. Bu
farkliliklarin MAP etkenlerinin cografik dagilimi, sigirlarin yetistirilme sartlari, hayvanlarin
verimsel 0zellikleri, vb nedenlerden kaynaklanigini diistiniilmektedir.

Molekiiler yontemler kisa siirede sonug vermesi, spesifite ve sensitivitesinin yiliksek olmasi
gibi nedenlerden otiirii kiiltlir yOntemine gore izolasyonu giic mikroorganizmalarin
saptanmasinda kolaylik saglamaktadir. IS900 bdlgesi MAP lar i¢in selektif bir gen bolgesi
olmasindan 6tiirli birgok arastirmaci bu bolge sekansindan dizayn ettikleri ¢esitli primerleri

kullanarak etkenleri PZR ile identifiye etmiglerdir (54, 55, 56, 57, 58, 59). Bu durumda digk1
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orneklerinin PZR ile incelenmesi sensivite ve spesifitesinin yiiksek olmasindan dolay1 erken
donem tanilarda oldukc¢a faydali oldugu bildirilmistir (60).

Fransa da 1041 sigir diskisinda yapilan kiiltiirel incelemede 72, molekiiler incelemede 77 adet
pozitiflik saptanmustir (55). Irlanda da yine diskilardan yapilan incelemede kiiltiir yontemi ile
% 7.9 pozitiflik saptanirken, PZR ile % 36 oraninda pozitiflik tespit edilmistir (56). Hindistan
da digkidan yapilan kiiltiirel incelemede pozitiflik oran1 % 52.5 bulunmustur. Ayni 6rneklerin
PZR incelemesinde ise pozitiflik degerlerinin % 90 civarinda oldugu saptanmistir (58). Bu
calismada giivenilir sonuglar vermesi nedeni ile IS900 bolgesinden dizayn edilen primerler ile
stitte ve diskida MAP etkenlerine ait DNA’lar arastirilmigtir. Analize alinan toplam 147 adet
stit ve digk1 numunesinin sirastyla % 13.60 ve % 28.57’sinde PZR ile MAP DNA’s1 tespit
edilmistir. Yildrim ve Civelek (5), Usak bolgesinde siit sigirlarinda  subklinik
paratiiberkiilozun prevalansini siit ve digki numunelerinde Outer ve Nested PZR teknigi
incelemislerdir. Arastiricilar siit numunelerinde sirasiyla % 5.5 ve % 17.5 diski
numunelerinde ise sirasiyla % 9.5 ve % 20 bulmuslardir.

Diskidan direkt PCR sonucu 42 (% 28.57) sigirda pozitiflik tespit edilmistir. Bu hayvanlarin
direkt PCR ve ELISA sonuglar1 karsilastirildiginda serolojik olarak pozitiflik elde edilen 18
hayvanin siit ve digskilarinda MAP’1n bulundugu goriilmiistiir. Stipheli sonug alman 16 seruma
ait hayvanlarin siit ve digkilardan sirasiyla direkt PCR’da 2 (% 12.50) ve 16 (% 100)
numunede pozitiflik saptanmistir. ELISA’da antikor tespit edilemeyen 8 hayvanin diski
numunelerinin hepsinde MAP belirlenirken bu hayvanlarin siitlerinde etkene rastlanmamistir.
Kan, siit, ve digsk1 6rnegi incelenen 42 hayvana ait veriler degerlendirildiginde, serolojik
olarak pozitif olan hayvanlarm tiimiinde siit ve digkilarinda da etken belirlenmistir. Buna gore
kan, siit ve digkida ayni anda etkene ve antikorlara rastlanma olasilifi % 42.86 olarak
saptanmistir. Diskilarindan pozitif sonu¢ alinan hayvanlarin sekizinde antikor yanitinin
olmadigr ve 16’sinda ise siipheli oldugu gorilmiistir. Bu asamada etkenler diski ile
cikarilmaya devam etmekte oldugu ve kullanilan teshis yontemi ile tanimlabildikleri
goriilmiistiir. Diskidaki pozitiflige ragmen serumlarindan negatif ve siipheli sonuglar
alinmasinin nedenleri arasinda enfeksiyonun erken asamasina bagh olarak humoral yanitin
yeterince aktif olmadig: diistiniilmektedir.

Diskidan kiiltiirel yontemle etkenin izolasyonu veya molekiiler yontemler arasinda yer alan
real-time PCR uygulamalar1 énemli bir yer tutmaktadr. Kiiltliir yontemleri teshiste altin
standart olarak kabul edilmekle birlikte sonuglarin uzun bir slirede alinmasi agisindan

dezavantaj olarak goriilmektedir. Molekiiler tekniklerden real-time PCR’mn pahali bir yontem



36

olmas1 ve MAP enfeksiyonlarinda prepatent periyotta uygulanabilirliginin olmamasi da bu
teknigin dezavantaji olarak degerlendirilmektedir.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in siit numunelerinden ilk izolasyonu diger
patojen mikroorganizmalara gore ¢ok uzun zaman almaktadir. Bu siire yaklasik 20 haftadir.
MAP i¢in kullanilan ¢ok selektif bir besi yerinin bulunmamasi ve var olan besiyerlerindeki
rekontaminasyon olasiliklar1 ilk izolasyonunu giiglestirmektedir (57). Aseptik Johne hastalig
olan sigirlarda 50 ml siitte yaklasik 2-8 CFU titrede etkene rastlanmaktadir. Bu miktarin son
derece az olmasi etkenin siitte izolasyon sansini da diisiirmektedir. Immuno manyetik
separasyon yontemi MAP'larm ilk izolasyonlarinda karsilasilan bu giigliikleri ortadan
kaldirabilecek alternatif bir yontem olarak gelistirilmistir. Bdylece siitiin igerisindeki
heterojen bakteriler elimine edilebilmekte ve MAP'lar saflastirilabilmektedir. IMS yontemi
bakteri yiizey antijenleri ile boncuklarm etrafinin kaplandig1 spesifik antikorlarin birlesmesi
esasma dayali bir teshis metodudur. Siipheli 6rnekler (su, siit, vb), spesifik antikor kaplh
paramanyetik boncuklar ile siispanse edilmektedir. Inkiibasyon periyodunun ardindan
orneklerin igerisindeki bakteriler kendilerine spesifik antikorlar ile birlesmektedir. Orneklerin
icerisinde bulundugu ependorf manyetik bir alana maruz birakildiginda antijen-antikor-
boncuk kompleksi ependorfun duvarma yapismaktadir (57). Ornegin sivi kismi dokiilerek
yikama islemi yapilmakta ve boOylece Ornek igerisindeki stipheli mikroorganizmalar
saflastirilmaktadir. IMS isleminde kullanilan boncuklarin poliklonal tavsan anti-M.
paratuberculosis antikorlar1 ile kaplanmasi1 gerekmektedir (41, 61). Bu ¢alismada ticari olarak
iiretimi yapilan poliklonal MAP antikorlar1 {iretici firmanin kapanmasi nedeni ile temin
edilememistir. Bu nedenle boncuklarin kaplanmasinda faj temelli bir yontem kullanilmistir.
Faj sergileme teknigi teshis amaci ile kullanilabilecek giiclii bir molekiiler yontemdir.
Bakteriyofaja ait viral yapisal proteinler ya da peptidler rekombinant tekniklerle ¢ogaltilarak
paramanyetik boncuklarm etrafina kaplandiklarinda MAP’larin  teshisi amaci ile
kullanilabilmektedir  (42). fMptD fajindan elde edilen MptD peptidi (62)
(GKNHHHQHHRPQ) sentezletilerek MAP’larm  IMS-PZR  yontemi ile tanisinda
kullanilmistir. Fajin MptD pargas1 bakteri ylizeyindeki Mpt ile ligasyon yapmaktadir. MptD,
MAP’larin ylizeyinde bulunan transporttan sorumlu bir proteindir (63). Bu ¢alismada IMS
yonteminde kullanilan paramanyetik boncuklar MptD peptidi ile kaplandi ve siit ve disk1
ornekleri incelendi. Bununla birlikte konvansiyonel PZR’da pozitiflik saptanan orneklerde
IMS-PZR ile pozitiflik saptanamadi. Caligmada kullanilan peptidin ticari bir firma tarafindan
Kanada da sentezlenmesinin ardindan, labaratuvara ulasma asamasina kadar gecen transport

stiresi ve kosullar1 peptidin etkinligini diistirmiis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Molekiiler c¢aligmalarla MAP’lar diski ve siitte aym1 anda saptanabilmektedir.  Cek
cumhuriyetinde diskida pozitiflik saptanan hayvanlarda siitte de % 10 - % 19.7 oraninda
pozitiflik tespit edilmistir. Bu bulgular infekte siit¢cii sigirlarda subklinik olarak ¢ig siitte de
etkenin bulunabilecegini gostermistir (54). Diinyanin ¢esitli tilkelerinde inek siitlerinde % 2.8
ile 35 arasinda degisen oranlarda pozitiflik bildirilmistir (64). Bu ¢alismada 20 siit 6rneginin
PCR ile incelenmesi sonucu % 13.60’inda siitte etken DNA’sma rastlanmistir. Bu bulgu
infeksiyonun ozellikle ge¢ donemlerinde hayvanlarda digki ile sagilimi yanisira siitiin de MAP
etkenlerinin sa¢ilmasinda 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermistir.

Sonug¢ olarak, Kayseri yoresinde siit sigirlarinda paratiiberkiilozun yiiksek bir oranda
bulundugu goriilmiistiir. Teshiste kullanilacak laboratuvar yontemlerinin hastaligin varligiin

ortaya konulmasida 6nemli bir faktor olabilecegi kanaatine varilmistir.



38

6. KAYNAKLAR

Radostits OM, Gay CC, Hinchcliff KW, Constable PD. Paratuberculosis (Johne’s Disease). In:
Radostits OM, Gay CC, Hinchcliff KW, Constable PD (eds.): Veterinary Medicine. A
Textbook of the Diseases of Cattle, Sheep, Goats, Pigs and Horses. 10th ed. Saunders
Elsevier, Philadelphia. 2007; 1017-44.

Quinn PJ, Markey BK, Carter ME, Donnelly WJ, Leonard FC. Veterinery Microbiology and
Microbial Disease. Blackwell Publishing Company MPG Boks Ltd, Bodmin, Cornwall, 2002;
167-9.

Cetinkaya B, Muz A, Ertas HB, Ongoér H, Sezen 1Y, Giilcii HB. Siit ineklerinde
paratiiberkiilozun prevalansinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanmasi. Tr J Vet
Anim Sci 2000; 24: 371-9.

Makav V, Gokce E. Kars yoresi sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun seroprevalansi.
Kafkas Univ Vet Fak Derg 2013; 19 (5): 913-6.

Yildirnm D, Civelek T. Prevalence of subclinical paratuberculosis in dairy cattle in Usak
region. Katkas Univ Vet Fak Derg 2013; 19 (1): 121-6.

Ozturk D, Pehlivanoglu F, Tok AA, Gunlu S, Guldali Y, Turutoglu H. Seroprevalence of
paratuberculosis in the Burdur province (Turkey), in dairy cattle using the enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Israel J Vet Med 2010; 65: 53-7.



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

39

Hendrick SH, Kelton DF, Leslie KE, Lissemore KD, Archambault M, Duffield TF. Effect of
paratuberculosis on culling, milk production, and milk quality in dairy herds. J Am Vet Med
Assoc 2005; 227(8): 1302-8.

Losinger WC. Economic impact of reduced milk production associated with Johne's disease
on dairy operations in the USA. J Dairy Res 2005; 72(4): 425-32.

Shanahan F, O'Mahony J. The mycobacteria story in Crohn's disease. Am J Gastroenterol
2005; 100(7): 1537-8.

Wilks C. MAP, Crohn's and Johne's disease. Aust Vet J 2005; 83(10): 582.

Berghaus RD, Farver TB, Anderson RJ, Jaravata CC, Gardner IA. Environmental sampling for
detection of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis on large California dairies. J Dairy
Sci 2006; 89(3): 963-70.

OIE. Paratuberculosis Johne’s Disease. 2007; 1-6.

Aytug CN, Gorgil S, Tuncer SD, Alagam E, Gok¢en H, Yilmaz K. Sigir Hastaliklar.
TUMVET Hayvancilik ve Veteriner Hizmetleri San. Tic. Ltd. Sti., Bursa, 1991; 292-97.
Strickland SJ, Scott HM, Libal MC, Roussel AJ Jr, Jordan ER. Effects of seasonal climatic
conditions on the diagnosis of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in dairy
cattle. J Dairy Sci 2005; 88(7): 2432-40.

Nagata R, Kawaji S, Mori Y. Use of enoyl coenzyme a hydratase of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis for the serological diagnosis of Johne's disease. Vet Immunol
Immunopathol 2013; 155: 253-8.

Jubb TF, Sergeant ES, Callinan AP, Galvin J. Estimate of the sensitivity of an ELISA used to
detect Johne's disease in Victorian dairy cattle herds. Aust Vet J 2004; 82(9): 569-73.
Fernadndez-Silva JA, Abdulmawjood A, Akineden O, Biilte M. Serological and molecular
detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in cattle of dairy herds in
Colombia. Trop Anim Health Prod 2011; 43 (8): 1501-7.

Adaska JM, Anderson RJ. Seroprevalence of Johne's-disease infection in dairy cattle in
California, USA. Prev Vet Med 2003; 60(3): 255-61.

Collins MT, Wells SJ, Petrini KR, Collins JE, Schultz RD, Whitlock RH. Evaluation of five
antibody detection tests for diagnosis of bovine paratuberculosis. Clin Diagn Lab Immunol
2005; 12(6): 685-92.

Hendrick SH, Duffield TE, Kelton DE, Leslie KE, Lissemore KD, Archambault M. Evaluation
of enzyme-linked immunosorbent assays performed on milk and serum samples for detection
of paratuberculosis in lactating dairy cows. J Am Vet Med Assoc 2005; 226(3): 424-8.
McKenna SL, Keefe GP, Barkema HW, Sockett DC. Evaluation of three ELISAs for
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis using tissue and fecal culture as comparison
standards. Vet Microbiol 2005; 110(1-2): 105-11.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16266021&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16223457&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15984977&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16255278&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16507690&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15956306&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15478730&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12900163&query_hl=17&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15939741&query_hl=9&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15702694&query_hl=2&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16125880&query_hl=11&itool=pubmed_docsum

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

40

Muskens J, Elbers AR, van Weering HJ, Noordhuizen JP. Herd management practices
associated with paratuberculosis seroprevalence in Dutch dairy herds. J Vet Med B Infect Dis
Vet Public Health 2003; 50(8): 372-7.

Eda S, Bannantine JP, Waters WR, Mori Y, Whitlock RH, Scott MC, Speer CA. A highly
sensitive and subspecies-specific surface antigen enzyme- linked immunosorbent assay for
diagnosis of Johne's disease. Clin Vaccine Immunol 2006; 13: 837-844.

Klausen J, Huda A, Ekeroth L, Ahrens P. Evaluation of serum and milk ELISAs for
paratuberculosis in Danish dairy cattle. Prev Vet Med 2003; 58(3-4): 171-8.

Hirst HL, Garry FB, Morley PS, Salman MD, Dinsmore RP, Wagner BA, McSweeney KD,
Goodell GM. Seroprevalence of Mycobacterium avium subsp paratuberculosis infection
among dairy cows in Colorado and herd-level risk factors for seropositivity. J Am Vet Med
Assoc 2004; 225(1): 97-101.

Eda S, Elliott B, Scott MC, Waters WR, Bannantine JP, Whitlock RH, Speer CA. New method
of serological testing for Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Johne's disease) by
flow cytometry. Foodborne Pathog Dis 2005; 2(3): 250-62.

Ellingson JL, Koziczkowski JJ, Anderson JL. Comparison of PCR prescreening to two
cultivation procedures with PCR confirmation for detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis in U.S. Department of Agriculture fecal check test samples. J Food Prot
2004; 67(10): 2310-4.

Djonne B, Pavlik I, Svastova P, Bartos M, Holstad G. 1S900 restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis isolates
from goats and cattle in Norway. Acta Vet Scand 2005; 46(1-2): 13-8.

Motiwala AS, Strother M, Amonsin A, Byrum B, Naser SA, Stabel JR, Shulaw WP,
Bannantine JP, Kapur V, Sreevatsan S. Molecular epidemiology of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis: evidence for limited strain diversity, strain sharing, and identification
of unique targets for diagnosis. J Clin Microbiol 2003; 41(5): 2015-26.

Rajeev S, Zhang Y, Sreevatsan S, Motiwala AS, Byrum B. Evaluation of multiple genomic
targets for identification and confirmation of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
isolates using real-time PCR. Vet Microbiol 2005; 105(3-4): 215-21.

O'Reilly CE, O'Connor L, Anderson W, Harvey P, Grant IR, Donaghy J, Rowe M, O'Mahony
P. Surveillance of bulk raw and commercially pasteurized cows' milk from approved lIrish
liquid-milk pasteurization plants to determine the incidence of Mycobacterium
paratuberculosis. Appl Environ Microbiol 2004; 70(9): 5138-44.

Romano MI, Amadio A, Bigi F, Klepp L, Etchechoury I, Llana MN, Morsella C, Paolicchi F,
Pavlik I, Bartos M, Leao SC, Cataldi A. Further analysis of VNTR and MIRU in the genome
of Mycobacterium avium complex, and application to molecular epidemiology of isolates
from South America. Vet Microbiol 2005; 110(3-4): 221-37.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=14633206&query_hl=8&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16156706&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15508650&query_hl=10&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16108208&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12734243&query_hl=11&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12734243&query_hl=11&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15708818&query_hl=19&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15345392&query_hl=23&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15345392&query_hl=23&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16171956&query_hl=9&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16171956&query_hl=9&itool=pubmed_docsum

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

41

Stabel JR, Bannantine JP. Development of a nested PCR method targeting a unique multicopy
element, ISMap02, for detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in fecal
samples. J Clin Microbiol 2005; 43(9): 4744-50.

Stevenson K, Hughes VM, de Juan L, Inglis NF, Wright F, Sharp JM. Molecular
characterization of pigmented and nonpigmented isolates of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. J Clin Microbiol 2002; 40(5): 1798-804.

Christopher-Hennings J, Dammen MA, Weeks SR, Epperson WB, Singh SN, Steinlicht GL,
Fang Y, Skaare JL, Larsen JL, Payeur JB, Nelson EA. Comparison of two DNA extractions
and nested PCR, real-time PCR, a new commercial PCR assay, and bacterial culture for
detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in bovine feces. J Vet Diagn
Invest 2003; 15(2): 87-93.

Paolicchii FA, Zumarraga MJ, Gioffre A, Zamorano P, Morsella C, Verna A, Cataldi A, Alito
A, Romano M. Application of different methods for the diagnosis of paratuberculosis in a
dairy cattle herd in Argentina. J Vet Med B Infect Dis Vet Public Health. 2003; 50(1): 20-6.
Tasara T, Stephan R. Development of an F57 sequence-based real-time PCR assay for
detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk. Appl Environ Microbiol
2005; 71(10): 5957-68.

Middleton JR, Hardin D, Steevens B, Randle R, Tyler JW. Use of somatic cell counts and
California mastitis test results from individual quarter milk samples to detect subclinical
intramammary infection in dairy cattle from a herd with a high bulk tank somatic cell count. J
Am Vet Med Assoc 2004;224(3): 419-23.

Khare S, Ficht TA, Santos RL, Romano J, Ficht AR, Zhang S, Grant IR, Libal M, Hunter D,
Adams LG. Rapid and sensitive detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in
bovine milk and feces by a combination of immunomagnetic bead separation-conventional
PCR and real-time PCR. J Clin Microbiol 2004; 42(3): 1075-81.

Grant IR, Ball HJ, Rowe MT. lIsolation of Mycobacterium paratuberculosis from milk by

immunomagnetic separation. Appl Environ Microbiol 1998; 64(9): 3153-8.

Mason, O, Marsh IB, Whittington RJ. Comparison of immunomagnetic bead separation-
polymerase chain reaction and faecal culture for the detection of Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis in sheep faeces. Aust Vet J 2001; 79(7): 497-500.

Stratmann J, Strommenger B, Stevenson K, Gerlach GF. Development of a peptide-mediated
capture PCR for detection of Mycobacterium avium subsp paratuberculosis in milk. J Clin
Microbiol 2002; 40(11): 4244-50.

Koepsell TD, Weiss NS. Epidemiologic Methods: Studying the Occurrence of Iliness (1st ed).
Oxford University Press, USA, 2003: 219-21.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16145136&query_hl=10&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11980962&query_hl=5&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12661717&query_hl=17&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12661717&query_hl=17&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12710496&query_hl=7&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12710496&query_hl=7&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16204510&query_hl=1&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15004056&query_hl=29&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15004056&query_hl=29&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9726853&query_hl=9&itool=pubmed_docsum

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

42

McKenna SL, Keefe GP, Tiwari A, VanLeeuwen J, Barkema HW. Johne's disease in Canada
part Il: disease impacts, risk factors, and control programs for dairy producers. Can Vet J
2006; 47(11): 1089-99.

Aly SS, Anderson RJ, Whitlock RH, Fyock TL, McAdams SC, Byrem TM, Jiang J, Adaska
JM, Gardner 1A. Cost-effectiveness of diagnostic strategies to identify Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis super-shedder cows in a large dairy herd using antibody enzyme-
linked immunosorbent assays, quantitative real-time polymerase chain reaction, and bacterial
culture. J Vet Diagn Invest 2012; 24(5): 821-32.

Diéguez FJ, Arnaiz I, Sanjuan ML, Vilar MJ, Yus E. Management practices associated with
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infection and the effects of the infection
on dairy herds. Vet Rec 2008; 162(19): 614-7.

Raizman EA, Wells SJ, Godden SM, Fetrow J, Oakes JM. The associations between culling
due to clinical Johne's disease or the detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis fecal shedding and the diagnosis of clinical or subclinical diseases in two
dairy herds in Minnesota, USA. Prev Vet Med 2007; 80(2-3): 166-78.

McNab WB, Meek AH, Martin SW, Duncan JR. Associations between dairy production
indices and lipoarabinomannan enzyme-immunoassay results for paratuberculosis. Can J Vet
Res 1991;55: 356-61.

DeLisle GW, Milestone BA. The economic impact of Johne’s disease in New Zealand. In:
Milner A, Wood P, eds. Johne’s disease. East Melbourne: CSIRO 1989:41-5.

Donat K, Schlotter K, Erhardt G, Brandt HR. Prevalence and control measures within the herd
influence the performance of ELISA tests. Vet Rec 2014;174(5): 119.

Nielsen SS, Toft N. A review of prevalences of paratuberculosis in farmed animals in Europe.
Prev Vet Med 2009; 88 (1):1-14.

Szteyn J, Wiszniewska-Laszczych A. Seroprevalence of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis infection in dairy herds in Zutawy, Poland. Berl Munch Tierarztl
Wochenschr 2012; 125 (9-10): 397-400.

Bhide M, Chakurkar E, Tkacikova L, Barbuddhe S, Novak M, Mikula I. 1S900-PCR-based
detection and characterization of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis from buffy
coat of cattle and sheep. Vet Microbiol 2006; 112(1): 33-41.

Ayele WY, Svastova P, Roubal P, Bartos M, Pavlik I. Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis cultured from locally and commercially pasteurized cow's milk in the Czech
Republic. Appl Environ Microbiol 2005; 71(3): 1210-14.

Chevallier B, Versmisse Y, Blanchard B. Development of a PCR test to detect Mycobacterium
avium subsp paratuberculosis in bovine faeces. Proceedings of the Seventh International

Colloguium on Paratuberculosis, p 247-50, 2003, Madison, Wisconsin.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

43

Douarre PE, Cashman W, Buckley J, Coffey A, O'Mahony JM. Isolation and detection of
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (MAP) from cattle in Ireland using both
traditional culture and molecular based methods. Gut Pathog 2010; 2(1): 11.

Grant IR, Ball HJ, Rowe MT. Isolation of Mycobacterium paratuberculosis from milk by
immunomagnetic separation. Appl Environ Microbiol. 1998; 64(9): 3153-8.

Soumya MP, Pillai RM, Antony PX, Mukhopadhyay HK, Rao VN. Comparison of faecal
culture and 1S900 PCR assay for the detection of Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis in bovine faecal samples. Vet Res Commun 2009; 33(7): 781-91.
Whittington RJ, Marsh 1, Turner MJ, McAllister S, Choy E, Eamens GJ, Marshall DJ,
Ottaway S. Rapid detection of Mycobacterium paratuberculosis in clinical samples from
ruminants and in spiked environmental samples by modified BACTEC 12B radiometric
culture and direct confirmation by 1S900 PCR. J Clin Microbiol 1998; 36(3): 701-7.

Gasteiner J, Awad-Masalmeh M, Baumgartner W. Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis infection in cattle in Austria, diagnosis with culture, PCR and ELISA. Vet
Microbiol 2000; 77(3-4): 339-49.

Khare S, Ficht TA, Santos RL, Romano J, Ficht AR, Zhang S, Grant IR, Libal M, Hunter D,
Adams LG. Rapid and sensitive detection of Mycobacterium avium subsp paratuberculosis in
bovine milk and Feces by a combination of immunomagnetic bead separation-conventional
PCR and real-time PCR. J Clin Microbiol 2004; 42(3): 1075-81.

Stratmann J, Strommenger B, Goethe R, Dohmann K, Gerlach GF, Stevenson K, Li LL,
Zhang Q, Kapur V, Bull TJ. A 38-kilobase pathogenicity island specific for Mycobacterium
avium subsp paratuberculosis encodes cell surface proteins expressed in the host. Infect
Immun 2004; 72(3): 1265-74.

Stratmann J, Dohmann K, Heinzmann J, Gerlach GF. Peptide aMptD-mediated capture PCR
for detection of Mycobacterium avium subsp paratuberculosis in bulk milk samples. Appl
Environ Microbiol 2006; 72(8): 5150-8.

Slana I, Paolicchi F, Janstova B, Navratilova P, Pavlik |. Detection methods for
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis in milk and milk products: a review. Vet Med
2008; 53(6): 283-306.



