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iC ANADOLU BOLGESINDE SIGIRLARDAKI
PARATUBERKULOZISIN MIKRO-KOMPLEMENT
FIKZASYON VE TUP KOMPLEMENT FiKZASYON
TESTI iLE SEROLOJIK OLARAK TETKIKI

Biilent VURAL (*) Nuray ATALA (**)

GiRIS
Paratuberculosis, myco bakterium paratuberculosisin barsak
mukozas: ve barsak lenf yumrularinda g¢ogalarak kronik bulasici

enteritise sebep olan zayiflama ile karakterize bir yetistirme has-
taligidar.

Hastalik ilk olarak Johne ve Frothingam tarafindan (1895) kro-
nik ishal gosteren bir sidirda goriilmiistiir. Arastiricilar 6len hay-
vanlarin barsaklarinda A.R bakteri kiimelerini gorerek enfeksiyo-
nun tiiberkiilozla ilgili oldugunu zannetmislerdir (13). Bu hastalik
konusunda diger arastiricilar tarafindan yapilan calismalar sonu-
cunda hastalifin spesifik bir etken tarafindan meydana getirildigi
ortaya konmus; etken izolasyonu (1911) Twort ve Ingram tarafin-
dan yapilmistir (25).

Paratuberkiiloz, basta sigir olmak iizere koyun, kegci, geyik, la-
ma, antilop ve deve gibi ¢ift tirnaklilarda goriilen bir hastaliktir (2,
7. 9).

Bu hastalik, Diinyanin her tarafinda oldukga yaygin bulunmak-
ta ve ozellikle siitgiiliikk yoniinden yetistirilen sigirlarda daha ¢ok
goriilmektedir. Infeksiyon yavas yayilir ve kronik bir 6zellik tasir.
Meydana getirmis oldugu ekonomik kayiplar biiyiik boyutlardadir
(8, 9, 11, 19).

Ulkemizde bu hastaligin bulundugunu bildiren ilk yayin Sez-
giner tarafindan (1928) yapilmistir (23).

(*) Hayvan Hast. Arast. Enst. Uzman Vet. Hek.
(**) » » » »  Asist,
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Akgay ve Erbil Karacabey harasinda sigirlarda mikroskobik ve
histopatolojik olarak hastalig1 tesbit etmisler (1). Erdsl Istanbul
mezbahasinda kesilen sigirlarda hastalik leyzyonlarina rasladigini
bildirmistir. Demirer ve Yiicel, Tiirkiye’de Myco. Paratiiberculosisi
ilk defa izole edip iiretmislerdir (4). Yapilan diger arastirmalarla
da bu hastaligin Yurdumuzda olduk¢a yaygin oldugu ortaya konul-
mustur (5, 7, 27). Paratiiberkiilosis’e siit sigirciligi yapilan yerlerde
daha sik rastlanmaktadir. Infeksiyon bir mer"a hastalig1 olarak be-
lirlenmesine ragmen ahir enfeksiyonlar1 da 6nemli bir yer tutar.
Hastaligin klinik devresinde bakteriler gaita ile bol miktarda ¢ika-
rilir, Etkenin dayanma miiddeti de uzun oldugundan o bolge de-
vamli bir enfeksiyon odag: olarak kalir. Siiriiye tek bir hasta hay-
vanin girmesi enfeksiyonun yayilmas: icin yeterlidir. Bulasma cok
kere bulasik su ve besinle sindirim kanali yoluyla meydana gelir
2, 17).

Baz1 aragtiricilar, rutubetli ve asit karakterdeki topraklarin
hastaligin cikisinda etkili oldugunu, alkali karakterdeki toprakta
yetistirilen hayvanlarda ise infeksiyona az rastlandigini bildirmis-
lerdir (2, 11).

Hayvanlarda konjenital bulasma da s6z konusudur. Yapilan
diger bir ¢alismada meme ve meme lenf bezlerinde mikroorganiz-
manin tesbit edildigi ve bu nedenle infeksiyonlu hayvan siitleri ile’
buzag1 beslenmesinin sakincali oldugu belirtilmistir (6).

Paratiiberkiilozun inkiibasyon siiresinin uzun olmasi nedeni ile
klinik belirtiler gec ortaya c¢ikarlar. Hole, paratiiberkiilozda klinik
belirtilerin en erken 9 ayda meydana gelebilecegini, cogu olaylarin
ise 2-5 yas arasinda oldugunu belirtmistir (11).

Hastaligin ilk septomlarindan biri submandibular 6demdir.
Hayvanda ilerleyen kronik bir zayiflama vardir. Aralikli veya de-
vamli bir diyare klinik tabloyu tamamlar. Paratiiberkiilozda kan
tablosu tizerinde yapilan calismalar da hemoglobin, kalsiyum ve
magnezyum seviyesinde diisiis goriilmiistiir (2, 10),

Hastaligin teshisi amaciyla yapilan ¢alismalarda inkiibasyon
siiresinin uzun olmasi ve hayvanlarda infeksiyona ragmen klinik
septomlarin goriilmemesi yiiziinden gliglikkler meydana gel-
digi, hastaligin kontrol ve eradikasyonunda da zorluklarin ortaya
caiktigy, cesitli teshis yontemleri ile yapilan paralel calismalar, kul-
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lamlan teshis yontemlerinin hastaligin belirli donemlerinde 6nem
tasidigini, bu testler arasinda serolojik yontemlerin daha duyarh
oldugu bildirilmistir (11, 19, 22).

Stuart, tabi enfeksiyonlarda klinik septomlar meydana gelme-
den hastalifin ilk donemlerinde gaitadan yapilan mikroskobik mua-
yenelerde etkenin tesbit edilebilecegini klinik septomlarin basladig:
devrede C. fikzasyon titresinin yiikseldigini, allerjik testlerin ise
hastaligin ilk devresinde ve patolojik. lezyonlarn gekillendigi dev-
rede calistigini,

Hastaligin son safhasinda allerjik testlerin genellikle menfiye
doéndiigiinii ve A.A.R. diger mikobakterilerle azda olsa baz1 saglam
hayvanlarda spesifik olmayan reaksivonlarin meydana gelebilece-
gini bildirmistir (24).

-Ringdal, C. fikzasyon ve diger teshis metodlar: ile paralel ola-
rak yaptigi calismada C. fikzasyon testinin hastaligin teshisinde.
duyarl oldugunu yinede periyodik siirii muayenelerinde diger yon-
temlerin reaktorleri ortaya koymada yardimci teshis araci olarak
kullamlmasinin faydali olacagim belirtmistir (21).

Zimmerman; paratiiberkiilozlu 5 siiriideki 292 hayvandan temin
ettigi 528 serum numunesini belirli araliklarla muayene etmis, baz
hayvanlarin iki yilda dort kez tekrarlaman serum yoklamalarinda
komplementi fikze edici antikorlara rastlanis orani ile hayvanlarm
yaslar1 arasinda kesin bir iliski bulundugu kamisina varmustir. 4 ya-
sindan sonra pozitif olaylarin oranimin yiikseldigini 6-8 yaslarda
% 60'a ¢iktigini bu yastan sonra % 30’a indigini tesbit etmistir (28).

Withers, sigirlarda latent seyreden infeksiyonun insidansi ile
ilgili caliymasinda:- mezbahada kesilen 2.354 saglam hayvandan
% 11’'inin paratiiberkiiloz bakterisini tasidigini, boyle hayvanlarin
hastaligin yayilmasinda énemli rol oynadigini belirtmistir (26).

Hastaligin meydana getirdigi ekonomik kaybin énlenmesi ama-
c ile yapilan epidimiyolojik c¢alismalarda infeksiyon teshis:edilen
hayvanlarin bulundugu ortamdan uzaklastirilmasi ve pozitif vak'a-
arin c¢rktigr siiriilerinde uzun bir siire gozlem altinda tutulmas: 6ne-
rilmistir (8, 11, 19).

Para tiiberkiilozun teghisinde kullanilan C. fikzasyon metodu-
nun islerligi konusunda yapilan calismalarda diger A.A.R. bakteri-
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erin meydana getirilebilecegi non spesifik reaksiyonlarin, homolog
antijenlerin daha spesifiye edilmesi ile bu yaniltici reaksiyonlarin
asgariye indigi belirtilmistir (3, 12, 16, 19).

Paratiiberkiilosis bugiin dahi biitiin diinyada hayvanciligin ge-
lismesinde - ve saghiginda bir problemdir. Biiyiik ekonomik kayipla-
ra nede nolan bu hastalikta portorlerin teshisi eradikasyonda bii-
yiik 6nem tasimaktadir.

Biz bu calismamizda I¢ Anadolu bolgesindeki sigirlarda para-
tiiberkiilosisin insidansim1 M.c. fikzasyon ve tiip komplement fik-
zasyon testleri ile mukayeseli olarak arastirmayi amacladik.

MATERYAL ve METOT

Ic Anadolu bélgesinde bulunan Devlet Kurumlarindan Ensti-
timiiz serolojik teshis laboratuvarina gonderilen ve halk elindeki
hayvanlardan temin edilen 2919 adet sigir kan serumu materyali-
mizi olusturmustur. Bu serumlar paratiiberkiiloz yoniinden tiip
komplement fikzasyon (II) ve mikro komplement fikzasyon (3) testi
ile mukayeseli olarak islenmistir.

Calismamizda, N.H. Hole ve Chandlerin metod ve teknigi kul-
lanilmistir (3, 11).

Kemponentler (reaktifler) :

— Antijen : Veybridge (Central Veterinary Lab.)’dan temin edilip,
laboratuvarimizda pasajlarla idame ettirilen Mycobacterium
Johne'in 3 and 5 path susu kullanilarak antijen Hole yontemi ile
hazirlanarak miisbet ve menfi serumlarla titresi yapilmistir.

— Komplement : Bir gece a¢ birakilan saglam ve erkek kobaylar-
dan temin edilen kan serumu titresi tayin edilerek (2 M.H.D.)
reaksiyonda komplement olarak kullanilmistir.

— Hemolitik serum Haemolysin : Enstitiimiiz serolojik teshis la-
boratuvarindan temin edilmistir.

— Hemolitik sistem : % 3 yikanmis koyun eritrositleri suspansi-
yonu ile titresi belli hemolitik serum esit dlciide katilarak indi-
kator sistem hazirlanmastir.

— Solusyonlar : Serum sulandirilmasinda 0,5 % Fenollii tuzlu su,
diger sulandirmalarda serum fizyolojik kullamilmuistir (18).
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— Tiip komplement fikzasyon testinde komponentlerin voliimii 0,4
cc. ve test tiipii 2 cc. hacminda, M.C.F. testinde her komponent
25 mikrolitre olup test mikro plate’lerde yapilmistir,

— Serumlar : Temin edilen kan serumlarindaki kalinti eritrositleri
uzaklastirmak icin santrifiij edilip her serum numunesi numara-
lanmistir. Serumlar fenollii tuzlu su ile 1/5 oraninda sulandir
larak 56°C’de 30 dakika benmaride inaktive edilmistir. Inaktive
edilen serum ornekleri; hazirlanip titreleri tesbit edilen kompo-
nentlerle, her iki metodla paralel olarak islenmistir.

— Her iki metodda fikzasyon ve hemolysis safhalari :
A — Tiip Komplement Fikzasyon :

Serum ve sonra antijen test tiiplerine konarak oda isisinda bir
saat birakilir. 1500-2000 devirde 5 dakika santrifiij edilir. Ustteki
sulu kisim atilir. Tiipler bir gece0, +4 derecede buzdolabinda
tutulur, Ertesi giin 0,8 F.T.S. ve komplement ilave edilir ve oda
derecesinde bir saat birakilir.

— Hemolizis safhasi:

Bu siirenin sonunda hemolitik sistem ilave edilip 37°C’lik ben-
maride yarim saat birakilir. Sonra biitiin tiipler 1500-2000 de-
virde 3-4 dakika santrifiij edilerek Hemoliz, kontrol tiipleri ile
kontrol edilerek degerlendirilir.

B — Mikro Komplement Fikzasyon :
— Fikzasyon safhasi :
Microplate, serum, antijen ve komplement konarak bir saat oda

1sisinda birakilir.

— Hemoliz safhas:

Siirenin bitiminde hemolitik sisrem ilave edilerek 45 dakika
etiivde tutulur. Bu miiddetin sonunda platler etiivden ¢ikarilip
serin bir yere konarak birakilir, 5 dakika sonra reaksiyon sonu-
cu okunur.

— Kontroller : Paratiiberkiilosis bakimindan muayenesi yapilan
serumlarla birlikte her test de porzitif, negatif serum, antijen,
komplement ve kan konularak reaksiyon degerlendirilir.
Reaksiyon degerlendirilmesi :
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% 75 - 100'liik fikzasyon miisbet
% 50 hemoliz siipheli
% 100 hemoliz menfi olarak degerlendirilir.

BULGULAR

Bu calismamizda temin edilen 2919 adet sigir kan serumu pa-
ratiiberkiiloz yoniinden tiip komplement fikzasyon ve m.c. fikzasyon
metodu ile mukayeseli olarak muayene edilmis, her iki metodla ah-
nan sonuclar asagida belirtilmistir.

Tiip Komplement fikzasyon sonugclar :

Serum adedi ;2919

Serum dilisyonu ¢ 15

Miisbet reaksiyon adedi : 79 (Reaktdr)
Stipheli reaksiyon : 35

Negatif reaksiyon 1 2805

Mikro komplement sonuclari :

Serum adedi ;2919

Serum dilisyonu : 15

Miisbet reaksiyon adedi : 67 (Reaktor)
Siipheli reaksiyon g 22

Negatif reaksiyon : 2830

TARTISMA ve SONUC

Paratiiberkiilozun, teshisi amacina yonelik calismalarinda,
Hole, C. fikzasyon tekniginin tiiberkiiloz bulunmayan, c¢iftliklerde
spesifik olarak kullanilabilecegini ve teshis icin duyarli bir test ol-
dugunu bildirmistir. Modifiye ettigi komplement fikzasyon teknigi-
nin kullanilmasiyla non-spesifik reaksiyonlarm en az seviyeye diis-
tiiglinii ve hastalifin eradikasyonunda emin bir metod olacagini bil-
dirmistir (10, 11, 12).

Biz de ¢alismamizda, paratiiberkiilosis ydniinden muayene et-
tigimiz siir kan serumlarim tiiberkiilozdan Salim Devlet Ciftlikle-
rinden temin ederek nonspesifik reaksiyonlarin bu yonden elimine
edilmesini amagladik ve aldigimiz sonuglardan hastalifin miicade-
lesinde pozitif olaylari ortaya koyacak bir yontem oldugunu tesbit
ettik.
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Chandler, paratiiberkiilozun teshisinde, m.c. fikzasyon teknigi
ile Hole teknigini mukayeseli olarak kullanmigtir. Bu calismasim
paratiiberkiilozlu ve paratiiberkiilozdan salim hayvanlar iizerinde
yaparak Ptb."dan tbc.’den salim hayvanlarda m.c. fikzasyon meto-
dunun % 97 menfi oldugu halde Hole metodunda bu oranin % 82
oldugunu tesbit etmis ve m.c.f. testinin daha spesifik calistigini be-
lirtmistir (3).

Yilmaz, m.c. fikzasyon metodu ile yaptigi calismada 3476 sigir
kan serumunu muayene ederek 161 reaktor tesbit etmis ve m.c. fik-
zasyon metodunun ¢ok pratik oldugunu kisa zamanda ¢ok serumun
muayene edilme imkan: verdigini ve duyarli bir test oldugunu be-
lirtmistir (27).

Yine Doguer, 4376 serum numunesini paratiiberkiiloz bakimin-
dan mikro C. fikzasyon testi ile muayeneye tabi tutmus, ayrica bu
serumlardan 317’sini tiip c.f. testi ile mukayese ederek 299 serumun
mikro ve tiip c.f. testleri ile ayni neticeyi verdigini 18 serumdan ise
degisik sonuc¢ alindigini bildirmistir (5).

Her iki testle mukayeseli olarak yaptigimiz calismada menfi
reaksiyonlarin oranlarini, Hole metodunda % 96.06 ve m.c.f. meto-
dunda ise % 96.9 olarak bulduk. Almis oldugumuz sonuglar yukar-
daki arastirmalardan alinan sonuglarla uyum saglamaktadir.

Emre, paratiiberkiilozun teshisi 1¢cin mukayeseli olarak yaptig
arastirmada, 1711 sigir kan serumunu Hole metodu ile muayene
ederek 44 miisbet, 67 siipheli reaksiyon bulmus, 39 kan serumunu
Hole, m.c. fikzasyon (Chandler) ve Wadswart-Maltener metodlar: ile
karsilastirmali, olarak muayene ederck Hole testinin diger testler-
den daha duyarli calistigini sonuglarin degerlendirilmesinde enfek-
te olmayan hayvanlarin % 95'inin c.f. testine menfi reaksiyon ver-
digini belirtmistir (7).

Bizim arastirmamizda aldigimiz sonuglara gore her iki meto-
dun aynmi duyarlikta oldugu tesbit edilmistir. Mec. Queen, paratii-
berkiilozlu hayvanlarin kan serumlarinda cgesitli preservatif mad-

delerin (HgCl,, Fenollii tuzlu su gibi) reaksiyonlarin stabilitesi iize-
rine olan etkisi ile calismasinda % 0.5'lik fenollii tuzlu su ilave
edilen serumlarin komplementi fikze eden 6zelliklerinin kuvvetlen-
digini tesbit etmistir (18).
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Rice, paratiiberkiilozun teshisinde kullanilmakta olan c. fik-
zasyon teknigini modifiye ederek bu modifikasyonda sadece sigir
serumlarimin sulandirilip inaktive edilmeden muayeneye tabi tutul-
masindan ibaret oldugunu ve C. fikzasyonun bu modifiye sekli ile
tabi enfekte sigirlarda klinik semptomlarin baslamasindan 2-3 ay
once hayvanlarin serumlarinda yiiksek titrede miisbet reaksiyonlar
elde ettiklerini bildirmistir (20).

Biz de bu calismamizda ve laboratuvarimizda rutin serolojik
muayenelevinde serum dilisyonlarini 0,5 % fenollii tuzlu su ile ya-
parak kullanmakta ve iyi netice almaktayiz. Klinik, allerjik ve se-
rolojik olarak tesbit ettigimiz sigirlardan temin edilen ve pozitif
kontrol olarak kullanilan serum 6rnekleri ve arastirmamizdan sag-
lanan pozitif serumlarin belirli araliklarla yaptigimiz kontrollerin-
de komplementi fikze edici ozelliklerini muhafaza ettigini gondiik.
Antikomplementer reaksiyon gOstereceginden dolayi, Rice tarafin-
dan onerilen metodun uygulanamiyacag: kanaatindeyiz.

Arastirmamizda, temin edilen 2919 sigwr kan serumunun para-
tiiberkiiloz yoniinden mukayeseli olarak yapilan muayenesinde, her
iki test sonucunda tiip komplement fikzasyon metodunda % 2.7,
m.c. fikzasyonda ise % 2.2 reaktor tesbit edilmis olup, m.c. fikzas-
von testinde pozitif reaksiyon gosteren 67 serum, tiip komplement
fikzasyon testinde ayni neticeyi vermis, 12 serumdan ise degisik so-
nug alinmistir. Buna gore her iki test arasinda uyarltk oran1 % 84,8
olarak bulunmustur.

Bu ¢alismamizda, mikro komplement fikzasyon metodunun ge-
nis olciide yapilacak taramalarda, pratik ve kisa zamanda cok mik-
tarda serumun muayene edilme imkani verdigi kanaatine varilmais-
tar.

ONERILER:

Biitiin ‘diinyada yaygin olan ve intensiv hayvan yetistiriciligin-
de biiyitkk ekonomik kayiplara neden olan paratiiberkiilozun, tani-
minda ve epidemiyolojik insidansinin belirlenmesinde serolojik tes-
hisin 6nemli bir yeri vardir.

Hastaligin teshsinde kullanilan metodlarin degeri hastaligin
bulundugu devreye gore degismekte ve diger A.A.R. bakterilerinin
yol actig1 non-spesifik reaksiyonlarda teshisi giiclestirmektedir.
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Bu nedenle, paratiiberkiilozla miicadelede serolojik teghisin ya-
ninda diger teshis yontemlerinin de kullanilmasi ile miicadeleden
daha kesin sonug¢ alinacagi kanisindayiz.

OZET

Ic Anadolu bolgesinde bulunan Devlet Kurumlarindan ve Halk
elindeki hayvanlardan temin edilen 2919 adet siir kan serumu, tiip
komplement fikzasyon ve mikro komplement fikzasyon testiyle pa-
ratiiberkiilosis bakimindan mukayeseli olarak muayeneye tabi tu-
tulmus, her iki test sonucunda tiip komplement fikzasyonda % 2,7
m.c. fikzasyonda ise % 2.,2 reaktor tesbit edilmis olup m.c. fikzas-
yon testinde pozitif reaksiyon gosteren 67 serum tiip komplement
fikzasyon da aymi neticeyi vermis. 12 serumdan ise degisik sonuc
alinmistir. Buna gore her iki test arasinda uyarlik orami % 84,8
olarak bulunmustur.

SUMMARY

A comparative analysis of Johne's disease in the cattle of cent-
ra, anatolia with micro c. fixation and tube c.fixation tests.

According to our laboratory research, 2919 blood sera from the
animals of state and private farms were tested by the micro comp-
lement fixation and tube complement fixation methods.

A) The result of

M. Complement fixation

Amount of samples : 2919
The serum dilution : 1/5
Pozitive : 67
Suspicious s 22

B) The result of

Tube C. fixation

Amount of samples : 2919
The serum dilution : 1/5
Pozitive : 79
Suspicious : 35
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