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Oz: Mycobacterium avium kompleksi iiyelerinden olan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) cok cesitli
hayvan tirlerinde Johne hastaliginin (paratliberkdilozis) etiyolojik etkenidir. Paratiiberkiilozun klinik belirtilerini gdsteren ve
asemptomatik taslyic hayvanlar etkeni siit, diski ve spermleriyle yaymaktadirlar. Stt direkt olarak etkeni tasiyabildigi gibi
ozellikle diski kaynakh indirekt bulagsmalar da gergeklesebilmektedir. Sitiin yani sira peynir, yogurt, krema, tereyagi,
dondurma vb. siit Grlinleri de etkeni taglyabilmektedir. St sigirlarindaki Johne hastaligi ile insanlarda gériilen Crohn hastalig
insidenslerinde diinya genelinde artis gorilmektedir. Yiksek klinik ve patolojik benzerlikler bulunan bu hastaliklar arasindaki
olasi iliskide gidalarin rolliniin yorumlanmasinda ve glivenilir sonuglar alinmasinda MAP’In siit ve sit Uriinlerinde tespit
yéntemleri dnem arz etmektedir. Bu amagla siit ve sit Urinlerinde Ziehl-Neelsen boyama, floresan mikroskop, kati faz
sitometri ve biyoliiminesans gibi direkt tani ve kiiltiir ydntemleri ile MAP etkenleri arastirilabilmektedir. Bu yontemlerin yani
sira radyoimmiin testler (RIA), enzim bagl immin testler (ELISA), agar jel immiinodifiizyon testi (AGID) ve komplement
fiksasyon testi (CF test) gibi serolojik teknikler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), nikleik asit hibridizasyonu,
immunomagnetic separation PCR, Nested PCR, Real-Time PCR gibi molekiler teknikler veya bu tekniklerin kombinasyonlariyla
hizl tani yontemleri gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Crohn hastaligi, Johne hastaligi, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Detection Methods of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in Milk
and Milk Products

Abstract: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is a member of the Mycobacterium avium complex, and is
the etiologic agent of Johne's disease (paratuberculosis) in a wide variety of animal species. Animals with clinical signs of
paratuberculosis and asymptomatic carriers spread the agent by their milk, feces and sperm. While milk may carry the
microoganism, indirect contamination may also caused by feces. As well as milk, cheese, yoghurt, cream, butter, ice cream
and other dairy products can also carry the pathogen. The increase in the incidence of Crohn's disease in humans and Johne’s
disease in dairy cattle is observed worldwide. The detection methods of MAP in milk and dairy products are important to
obtain reliable results in interpreting the role of food and possible relationships between these diseases with their high clinical
and pathological similarities. For this purpose, MAP agents can be investigated by classical cultural and direct diagnosis
methods such as Ziehl-Neelsen staining, fluorescence microscopy, solid-phase cytometry and bioluminescence in milk and
dairy products. In addition to these methods, serological techniques such as radioimmunoassays-RIA, enzyme-linked
immunoassays-ELISA, agar gel immunodiffusion assay-AGID and complement fixation-CF test and molecular techniques such
as polymerase chain reaction-PCR, nucleic acid hybridization, immunomagnetic separation PCR, Nested PCR, Real-Time PCR
or the rapid methods which are the combination of these techniques have also been developed.

Keywords: Crohn's disease, Johne's disease, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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GiRIS

ycobacteria, Bergey's Manual of

Determinative Bacteriology’de aerobik, spor
olusturmayan, yavas gelisen, hareketsiz, ¢omak
sekilli, Gram pozitif ve aside direngli bakterileriiceren
grup olarak tanimlanmaktadir (1). Bu grupta yer alan
bakteriler kompleks lipitlerden olusan hiicre duvari
yapilarina sahiptir. Ekzo ve endo toksin tUretmezler
ancak mikobakteriyel proteinlere karsi gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonlarina neden olurlar.
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis
ve Mycobacterium leprae patojenik tiirler olmakla
birlikte Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
scrofulaceum, Mycobacterium avium-intracellulare,

Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium marinum,

Mpycobacterium  ulcerans ve  Mycobacterium
smegmatis’de firsatgl patojen olarak
tanimlanmaktadir (2).

Mpycobacterium avium  kompleksi (MAC)

Uyelerinden olan Mpycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (3), basta evcil ve yabani
ruminantlar olmak Uizere ¢ok gesitli hayvan tirlerinde
(6rn., kopek, domuz, at, tavuk, primatlar)
gastrointestinal sistemini etkileyen Johne hastaliginin

(paratuberkilozis) etiyolojik etkenidir (4,5).

1. Ciftlik Hayvanlarinda Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis

MAP etkenleri giftlik hayvanlarinda ilk kez 1895

yilinda  tanimlanmistir.  Almanya’da  Dresden

Veteriner Patoloji Enstitlisi’nde Prof. Dr. Johne ve Dr.
Frothingham tarafindan kronik bagirsak yangili bir
Etkenin

inekte identifikasyonu yapilmistir (3,6).

neden oldugu Johne hastaliginda, 6zellikle sit
sigirlarinda kondisyon kaybi, st veriminde azalma,
kaseksiye varabilen kilo kaybi ve ishal en tipik klinik
belirtilerdir (6). ishal belirtilerinin sigirlara nazaran
daha glic tespit edildigi koyun ve kegi gibi kiiglikbas
hayvanlarda da genis bir dagilim gérilmekte ve bu
hayvanlarda  enfeksiyon  ¢ogunlukla  &limle
sonuglanmaktadir (5,6). Hastalik; yiksek prevalansi
yaninda kaseksi, st veriminde azalma ve tedavi-
da onemli ekonomik

kontrol uygulamalaryla

kayiplara yol bakimindan 6nem
etmektedir (4).

Asemptomatik hayvanlarin 18 aylik déneme
kadar digki

bilinmektedir. Bu durum sird sagliginin korunmasi,

agcmasi arz

etkeni ve sltleriyle yaydiklari
hastaligin hayvanlarda teshisi, kontrol ve eradikasyon
problemlerine neden olmaktadir (7).
ciftliklerde halk

korunmasinda en 6nemli faktordir (8). Bu amagla

Hastaligin

kontroll, slrd ve saghginin

bircok Ulkede ulusal programlar gelistirilmistir.
Avustralya Ulusal Sigir Johne Hastalig Stratejik Plani
(NBJDSP), Kanada Johne Hastaligi Birligi (CIDI),
Danimarka Paratliberkiiloz Operasyon Programi
(OP),
Programi (IPP), ingiltere Sigir Saghg Sertifikasyon
Standartlari (CHECS) ve Amerika Birlesik Devletleri

Gonillld Sigir Johne Hastalig

Hollanda Yogunlastiriimis Paratlberkiiloz

Kontrol Programi

bunlara 6rnek olarak verilebilir (9).

2. Crohn Hastaligi ve Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

Crohn

sisteminin ozellikle terminal ileum ve kolon bélgeleri

hastaligi insanlarin  gastrointestinal
basta olmak {zere agizdan anlise kadar bdtiin
kisimlarinda kronik granilomatdz yangilara sebep
olmaktadir (6). Kronik ishal, istahsizlik ve kilo kaybi,
ates ve fibrotik inflamasyonlar genel klinik bulgular
bir hastaliktir.

evrelerinde kusma, istahsizlik ve apandisit bulgularini

olup tanisi zor Hastaligin  akut
andiran ishal, kronik olgularda spesifik karakterde
olmayan karin agrilar gérilmektedir (10).

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte
¢oklu genetik ve gevresel faktorlerin etkilesimlerinin
hastaliga neden oldugu disinilmektedir (10). Bu
kronik karakterdeki bir

enfeksiyona karsi gelisen bir reaksiyon, bagirsak

konudaki duslnceler;

mokozal bariyerinde meydana gelen hasarlarin bir
sonucu ve konakgl bagisiklik sistemi diizensizliginden

kaynaklandigi  lGzerine  yogunlasmaktadir (7).
Hastaligin etiyolojisinde farkli tirde
mikroorganizmalar (Tablo 1) olabilecegi cesitli

kaynaklarda bildirilmistir (10,11,12).
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Tablo 1. Crohn Hastaligi Etiyolojisinde Yer Alan
Muhtemel Mikroorganizmalar (10,11,12).

Table 1. Possible Microorganisms in the Etiology of
Crohn's Disease (10,11,12).

Mikroorganizma

Grubu Etkenler

Shigella spp, Salmonella spp,
Campylobacter jejuni,
Clostridium difficile,
Escherichia coli EHEC/EAEC,
Listeria monocytogenes,
Helicobacter pylori, Klebsiella
pneumonia,  Yersinia  spp,
Actinomycosis, Mycobacterium
tuberculosis, atipik
Mycobacteria, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis,
Tropheryma whipplei
Cytomegalovirus,
Simplex, Human
Immunodeficiency Virus,
Caliciviridae, Astro-, Adeno- ve
Rotavirus

Candida spp, Aspergillus spp
Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Strongyloides
stercoralis, Isoporidia belli,
Cryptospora  spp, Trichuris
trichiura

Bakteriyel

Herpes

Viral

Mikotik

Paraziter

MAP etkenlerinin insanlarda da benzer klinik
belirtiler gosteren bir hastaligin etiyolojisinde rol
oynayabilecegi iddiasi ilk kez 1913 yilinda ortaya
atilmistir (3). Bu iddianin temelinde insanlarda da
bagirsagin kronik iltihabina neden olan sistemik bir
hastalikla Johne hastaligi arasindaki ylksek klinik ve
patolojik bulgu benzerligi yatmaktadir (4,6). Crohn
hastaliginin patogenezinde MAP’In potansiyel bir
roli olduguyla ilgili kanitlar, genellikle hastalardan
etken izolasyonunun  yapilabilmesiyle  elde
edilmektedir (13). Ancak Crohn hastalarindan MAP
etkenlerinin izolasyonlarindaki giglikler, saghkli ve
ile ilgili
kadar bu

aciklanabilmesi amaciyla yapilan kapsamli genom

givenilir sonuglar alinmasi problemler

yaratmaktadir. Gunimize iliskilerin
¢alismalariyla da net sonuglar elde edilememistir
(13). MAP’In insanlarda Crohn hastaliginin bazi
vakalarindan sorumlu oldugu ile ilgili giderek artan
sayida bilimsel veriler olmasina ragmen bu konu

halen tartismalidir (14).

3. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in
Siit ve Uriinlerindeki Varligi

Paratliberkiilozun klinik belirtilerini gésteren ve
asemptomatik tasiyici hayvanlar etkeni sit, diski ve
spermleriyle yaymaktadirlar. Etkenler bu dokularda
uzun slire canliliklarini strdirebilmektedir (15,16).
Sut direkt olarak etkeni tasiyabildigi gibi 6zellikle digki
indirekt da
gerceklesebilmektedir (7,17). Pastorizasyon sicaklk-

kaynakh bulagmalar
zaman dizeneklerinde sitlerde MAP etkenlerinin
canliliklarini koruyabildigi (15,18,19), pastorize siit ve
(15), D-

degerinin diger patojenlerden yiiksek oldugu ortaya

sut drdnlerinden izolasyonun yapildig
konmustur (14).

Peynir, yogurt, krema, tereyagi, dondurma gibi
sut drdnlerinin - yani

sira iceriklerinde st ve

bilesenlerini ihtiva eden gidalar da o6nem arz
etmektedir. MAP etkenleriyle kontamine ¢ig sutte
pastorizasyon sonrasi canli kalabilen etkenler siit
drdnleri igin potansiyel risk olusturmaktadirlar (7).
Dolayisiyla MAP etkenleriyle kontamine sit ve siit
drdnleri tiketiminin insanlarda Crohn hastaliginin
rol

(15).

genelinde ozellikle siit sigirlarinda Johne hastaligi ile

etiyolojisinde oynayabilecegi  dusincesi

glclenmektedir Bunun vyani sira diinya
insanlarin Crohn hastaligi insidensindeki artiglarin
paralellik arz etmesi, bu hastaliklar arasindaki olasi
iliskinin yorumlanmasinda dolayli da olsa bilgiler

sunmaktadir (13).

4. Siit ve Siit Uriinlerinde Tespit Yontemleri

Sut ve sut drtinlerinde kiltiir ve direkt tani
yontemleriile MAP etkenleri arastirilabilmektedir. Bu
yontemlerin yani sira serolojik ve molekiler teknikler
veya bu tekniklerin kombinasyonlariyla hizli tani

yontemleri gelistirilmistir (14,15).

4.1. Kultlirel Metotlar

MAP etkenlerinin

izolasyonu “gold standart”” olarak kabul edilmektedir

Kultirel metotlarla canli
(15,20). Buna karsin ozellikle sut kaynakh diger
mikroorganizmalara oranla uzun siren inklbasyon
periyodu (18 ile 52 hafta arasi) (7,21), uygun selektif
besiyeri seciminin glgligl, spesifik besin 6gelerine
ihtiyag gostermesi, enfekte hayvanlarin sitlerinde

disiik sayida etken bulunmasi vb. faktorler bu
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metotlarin  kullanighhgini  olumsuz etkilemektedir
(7,12).

Kaltdr oncesinde uygulanan dekontaminasyon
islemleri de subklinik enfekte hayvanlarin sitlerinde
yer alan az sayidaki  mikroorganizmanin
inaktivasyonuna neden olabilmektedir (21). Ancak
sut ve st Urlnlerinden etkin bir kiltirel izolasyon
icin dekontaminasyon tercih
(7). Bu

besiyerlerine ekim yapilmadan 6&nce

uygulamalari

edilmektedir amagla  6rneklerden
rekabetgi
mikroflora etkenlerinin gelismesini engellemek igin
hekzadesilpiridiniyum  kloriir, sodyum hidroksit,
oksalik asit, benzalkonyum klorir gibi kimyasallardan
yararlanilmaktadir (20,22).

Genel olarak siitiin mikrobiyolojik analizlerinde
santriflj, zenginlestirme ve immunomanyetik
separasyon (IMS) vb. bir 6n islem sonrasi besiyerine
gecis yapilmasi tercih edilmektedir (20). Sutlerde
bulunan mikroorganizma sayisi diskiya oranla daha az
oldugundan etkenlerin izolasyonunu saglayabilmek
amaciyla sitlere tercih

santrifj  uygulamasi

edilmektedir. Santrifdj islemiyle sit tg fraksiyona (su,

pelet, krema) ayrilmaktadir. MAP etkenlerinin
ozellikle pelet ve krema kisimlarinda yer aldig
bilinmekte ve inokiilasyon igin bu kisimlar

kullanilmaktadir (22). Zenginlestirme islemi karisik

mikroflorada hedeflenen mikroorganizmanin
gelismesini saglamak ve olasi hicresel hasarlarin
giderilmesi amaciyla yapilmaktadir. Sigir albiimini,
dekstroz, katalaz ve oleik asit iceren Middlebrook
OADC Growth Supplement kullanimi buna &rnek
(20).

boncuklar

olarak gosterilebilir IMS ybntemi; para-

manyetik ozellikteki Uzerine spesifik

antikorlarin  kaplanmasi ve bu antikorlarin sit
orneklerinde bulunabilecek MAP antijenleri ile
baglanmasi yoluyla selektif ayirim yapilmasi esasina
dayanmaktadir (7).

En yaygin kullanilan kati besiyerleri, Herrold’s
egg yolk medium (HEYM), Lowenstein-Jensen
(L)) Middlebrook ~ 7H10/7H11
medium’dur. Bunlara alternatif olarak Middlebrook
7H9, BACTEC 12B, MGIT 960, ESP Il Culture System,
MB/BacT System gibi sivi besiyerleri de siklikla
kullanilabilmektedir (7,20,22). Tespit limitlerinin 1-10
kob/ml ile 1-10 kob/100ml

bildiriimektedir.

medium ve

arasinda degistigi
Sat ve sut drUnlerinden MAP

etkenlerininizolasyon oranini artirmak igin kati ve sivi

besiyerlerinin birlikte kullanimlari tercih edilmektedir

(7).

Bu orneklerde  bulunabilecek

rekabetci mikroflorayl baskilamak amaciyla uygun

besiyerleri,
antibiyotik karisimi icermekte ve ayrica Ureme

faktori olarak siderofor 6zellikli mycobactin J
suplementi ilave edilmektedir (20,22). MAP etkenleri
diger Mycobacteria Uyelerinden farkli olarak kendi
mikobaktinini sentezleyememektedir. Bakterinin in
vitro gelisimi i¢in ekzojen mikobaktine olan bu
gereksinimi diger bakterilerden ayirici kriter olarak
degerlendiriimektedir. Demirle selat olusturarak

bakterinin  ¢ogalmasinda respiratér  aktiviteyi

saglayan suplementlerin ortamda bulunmamasi
durumunda gelisim ancak demir saglayan hiicreler

vasitaslyla gerceklestirilebilmektedir (11,22).

4.2. Direkt Tani Yontemleri

Sut ve st drlinlerinden MAP etkenlerinin direkt
yaygin
kullanilmamakla birlikte dogrulayici
Bu
Ziehl-Neelsen

tani  yOontemleriyle  tespiti olarak

tani amagli
arasinda;

takiben

bilgiler sunmaktadir. yéntemler

orneklerin boyamayi

mikroskopta incelenmesi, floresan mikroskop
kullanimi, kati faz sitometri ve biyoliminesans

yontemleri yer almaktadir (15).

4.3. Serolojik Testler

MAP

seroprevalansinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Serolojik testler oOzellikle sirilerde

Bu amagla kullanilan baslica serolojik testler;
radyoimmiin testler (radioimmunoassay-RIA), enzim
bagl immiin testler (enzyme-linked immunosorbent
assay-ELISA), agar jel immunodifiizyon testi (agar gel
immunodiffusion-AGID) ve komplement fiksasyon

(complement fixation-CF) testleridir (14). Ancak

cevresel  kaynakli  MAP  disindaki  etkenler
seroprevalans degerlerinin dogru tespitinde sorun
yaratmaktadir. Sigirlarda enfeksiyonun ilk

donemlerinde, biyolojik sivilarda, genellikle MAP

etkenlerine karsi Uretilen antikorlar

bulunmamaktadir (23).

4.3.1. Radyoimmiin Testler

Radyoimmiin testler (RIA), Rosalyn Yalow ve
1959

aranan

tarafindan yilinda

bir

Solomon  Berson

gelistirilmistir.  Biyolojik sivilarda
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maddenin varhg reaksiyon ve tespit olarak iki
RIA, bir

hormon gibi (ya da baska bir molekile) bir antijene

asamada gerceklesmektedir. antikorun

geri donlsimli olarak baglanma vyetenegine

dayanmaktadir. Pozitif reaksiyonlar da, antijen-

antikor kompleksi olusarak bir radyoaktivite
kazanmaktadir. Radyoizotopik olarak isaretlenmis
molekiller kullanilarak oldukga kiiglk miktardaki
antijen, antikor ya da antijen-antikor kompleksinin
Olcimi mimkin hale gelmektedir (24). Meylan ve
ark (25), kolostrumda MAP etkenlerinin tespiti
amaciyla RIA metodunu kullanmiglardir. Radyoaktif
izotoplar kullaniimasi sebebiyle uygulamasinin zor ve
pahali olmasi daha az tercih edilen bir metot

olmasina neden olmaktadir (24).

4.3.2. Enzim Bagh immiin Testler

ELISA MAP
antijenlerin kullanimiyla sitlerde bulunabilecek MAP
tespit  edildigi bir
yontemdir (15,22). ELISA testinde bu amag igin

testi, antikorlarina  spesifik

etkenlerinin benimsenmis
kullanilan ilk antijen lipoarabinomannan olmustur
(15). ELISA testi, sutlerde MAP etkenlerinin tespiti
amaciyla ilk defa 1994 yilinda (26) kullanilmis olup
sonrasinda birgok arastirmaci (27,28,29) tarafindan
uygulama alani bulmustur.

ELISA metodu; 24

alinabilmesi, az

saat igerisinde sonug

nispeten maliyetli olmasi ve
kolayhgindan dolay
kullaniimaktadir (22). Ozellikle subklinik enfekte

hayvan sitlerinden

glinimiizde vyaygin olarak
insanlara olasi bulasmalarin
engellenmesi ve dolayisiyla halk sagliginin korunmasi
MAP  etkenlerinin ELISA
etkili  bir kabul
edilmektedir (30). Ancak bireysel olarak hayvanlarda

amaciyla tespitinde

metodunun yéntem oldugu
antikor tespit duyarhhklari daha disiik bulunmustur.
Nitekim ¢ig st tanklarinda antikor tespit duyarhhg
%97 (23)

sutlerinde bu oran %21-61 arasindadir (22). Diger

iken subklinik enfekte hayvanlarin

Mycobacteria tirleriyle kontamine hayvanlarin

sutlerinde bulunabilecek antikorlardan dolayi yanlhs
pozitif ve enfekte hayvanlarin sitlerinde her zaman
antikorlarin bulunmamasi nedeniyle yanlis negatif
alinabilmesi  metodun

sonuglar dezavantajlari

arasinda sayilabilmektedir (15).

4.3.3. Agar Jel immiinodifiizyon Testi

Agar jel imminodifiizyon (AGID) testi, antikor
ve antijenlerin yari kati jelde agilan delikler arasindaki
bir

yontemdir. Uygulanmasi kolay ve disik maliyetlidir.

bolgede kimelenmesi esasina dayanan
Fakat dusik hassasiyet orani subklinik enfekte
strllerde etkili bir tarama testi olarak kullaniimasina
engel olmaktadir. Bu ylzden siipheli hayvanlardan
elde edilen biyolojik materyallerde MAP varliginin
arastiriimasinda tanida

kullaniimaktadir (14,31).

genellikle  dogrulayici

4.3.4. Komplement Fiksasyon Testi

Komplement fiksasyon (CF) testi, surilerde

MAP seroprevalans tespit ¢alismalarinda
kullanilmistir. Ancak kullanilan ticari test kitlerinde
ozellikle hastaligin evresine bagh olarak degiskenlik
gosteren duyarlilik seviyeleri ve diger bakterilerle
¢apraz nedeniyle fazla

tercih edilmemektedir (14,23).

reaksiyonlar olusturmasi

4.4. Molekiiler Testler

Orneklerde niikleik asit tespitine dayali
molekiler yontemler, yiksek dogruluk orani ve 0.01
pg miktarindaki DNA’nin tespitine olanak vermesi
nedeniyle mikobakteriyolojik analizlerde glivenilir
olarak kullanilmaktadir (23). Molekiiler teshis igin
polimeraz zincir

reaksiyonu (polymerase chain

reaction-PCR) ve PCR’In modifikasyonu sonucu
gelistirilen birgok yontem (6zgil problarla nikleik asit
hibridizasyonu, immunomanyetik separasyon PCR,
Nested PCR, Real-Time PCR) kullanilabilmektedir
(14,15).

4.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, in vitro kosullarda hedef nikleik asit

zincirlerinin primerlerle cogaltilarak  etken
identifikasyonuna olanak saglayan bir yéntemdir. Saf
kiltarlerden elde edilen DNA materyallerinden
olduk¢a yiksek spesifitede sonuglar alinmaktadir.
Fakat klinik orneklerde yapilan analizlerde cesitli
inhibitor maddelerin  varligi ve ekstraksiyon
tekniklerinin yetersizligi vb. faktorler spesifitenin

azalmasina neden olmaktadir (32).
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Sut ve diger materyallerde MAP etkenlerinin
varhiginin arastiriimasinda hizli ve giivenilir sonuglar
verdigi bilinmektedir. Sitlerde MAP etkenlerinin
arastinlmasi amaciyla farklh sekans bdolgelerinin
incelendigi PCR protokolleri gelistirilmistir. Ozellikle
1S900 ve f57 spesifik DNA sekanslarinin bulunmasi
etken tespitinde bu alanda ilerlemelere neden

olmustur (15).

4.4.1.1. 1S900 DNA Sekansi

Tespit edildigi 1989 yilindan itibaren /S900 gen
sekansinin arastirilmasi MAP etkenleri igin en sik
tercih edilen metot olmaktadir (14,15). MAP
etkenlerini  Mycobacterium avium  tlrlerinden
ayirmada kullaniimaktadir. /1S900 gen sekansi 399
amino asidi kodlayan 1451 baz cifti uzunlugunda bir
bolge olup bu sekans bolgesinden elde edilen
primerler (Tablo 2) siit ve sit drinlerinde MAP

etkenlerinin teshisinde kullanilabilmektedir (14,23).

4.4.1.2. f57 DNA Sekansi

ilk kez

paratuberculosis susundan izole edilen bu sekans da

1993 vyilinda bir Mpycobacterium

MAP etkenlerini Mycobacterium avium tirlerinden
ayirmada kullanilmaktadir. G+C igerigi %58.9 olup
620 baz cifti uzunlugunda bir bolgedir. Diger MAC
Uyelerinde bulunmayan f57 DNA sekansindan elde
(Tablo 2)
yuratllmustir (14,23). Sat ve st drtnlerinde MAP

edilen primerlerle birgok ¢alisma
etkenlerinin tespitinde nispeten daha az duyarli
oldugu kabul edildiginden 1S900 sekans analizlerini
nitelikte kullanimi  daha

destekleyici yaygindir

(23,33).

4.4.1.3. Diger Sekanslar

MAP etkenlerinin varliginin arastinldigi PCR
temelli galismalarda /1S900 ve f57 sekanslarinin yani
sira farkh DNA segmentleri de kullaniimaktadir.
Bunlara; HspX, ISMav2 (15), ISMAPO2, LSP°8, Hsp65
(23), locus 251 ve locus 255 (33, 34) 6rnek verilebilir.

Tablo 2. Siit ve Siit Uriinlerinde MAP Arastiriimasinda Kullanilan Bazi 1S900 ve f57 Sekans Primerleri.
Table 2. Some /1S900 and f57 Sequence Primers Used in MAP Research in Milk and Milk Products.

Ornek Sekans Bolgesi Primer Dizilimi Arastirmacilar
st 15000 F(5-CGTCGTTAATAACCATGCAG-3) Giese ve Ahrens (35)
R(5-GGCCGTCGCTTAGGCTTCGA-3) Djonne ve ark (36)
] F(5-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3) L
Sut 15900 R(5-AATCAACTCCAGCAGCAGCGCGGCCTCG-3) i ve Jayarao (37)
] F(5-GATGGCCGAAGGAGATTG-3)
Sut 15900 R(5-CACAACCACCTCCGTAACC-3) Slana ve ark (21)
. F(5-ACCCGCTGCGAGAGCAATCGCTGC-3) . .
Sut 15900 R(5-ACGTCGGCGTGGTCGTCTGCTGGG-3) Gilardoni ve ark (38)
. F(5-AATGACGGTTACGGAGGTGGT-3) .
Peynir 1S900 R(5-GCAGTAATGGTC GGCCTTACC-3) Galiero ve ark (39)
Sat bazl , ,
F(5-GAAGGGTGTTCGG GGCCGTCGCTTAGG-3) .
n:’:::g; 15900 R(5-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGT GAC-3)  botsaris ve ark (40)
] F(5-GCCCATTTCATCGATACCC-3)
Sut 57 R(5-GTACCGAATGTTGTTGTCAC-3) Slana ve ark (21)
] F(5-GGTCGCGTCATTCAGAATC-3) .
Sut 157 R(5-TCTCAGACAGTGGCAGGTG-3) Botsaris ve ark (41)
Siit, sut tozu, F(5-CCG CGA TCC CAA AAG TTG-3)
peynir 57 R(5-CTC GTA GCT GCC GAT TCA TG-3) Donaghy ve ark (33)
SONUC olmasi ve ayrica Crohn hastaliginin etiyolojisinde de

Sigirlarin yani sira koyun ve kegi gibi ciftlik
hayvanlarinda siklikla goérilen MAP’In, 1sil islem
gormis/gérmemis sut ve Urlnlerinde tespit edilmesi,
diger patojenlere gore D degerlerinin oldukga yliksek

yer alabilecegi yoniindeki bazi bulgular halk saghgi ve
gida givenligi agisindan bu patojenin  Gnemini
arttirmaktadir.

Bu baglamda MAP’In bulasma kaynaklarindan
erken ve etkin tespiti olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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Birgok besin patojenine goére uzun

inkibasyon

periyodu, uygun selektif besiyeri segiminin glicliga,

spesifik besin 6gelerine ihtiya¢ gostermesi, enfekte

hayvanlarin sitlerinde disik sayida etken bulunmasi

v.b dezavantajlarindan dolayi besinlerdeki insidensi

ve yogunlugu hakkinda gercek degerlere ulasmak da

oldukea zordur.

MAP’In tespit edilmesinde kullanilan klasik

klltirel yontemlerin yani sira direkt tani yontemleri,

serolojik ve molekiler testlerin kullaniimasi ve

gelistirilmesi, strl saghgi, gida glvenilirligi ve halk

sagligl agisindan énem arz etmektedir.
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