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Ozet: Bu calismada Kayseri ilinde satisa sunulan sokak siitlerinde Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAPY)'in varligi konvansiyonel ve serolojik yontemlerle arastirilmasi amaglandi. Arastirmada Mayis 2010 — Ekim 2011
yillari arasinda Kayseri'nin ilgelerinden farkli saticilardan 200 ¢ig inek st 6rnegi toplandi. Her bir siit numunesi direkt
mikroskopi, kultir ve serolojik yontem olmak Uzere ic agsamada degerlendirdi. Direkt mikroskopide siit érneklerinden
hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen boyama metodu ile boyandi. Ayrica besiyerlerinden izole edilen supheli kolonile-
rin boyamasinda da ayni yontem kullanildi. Etken izolasyonu amaciyla sit numunelerinin bakteriyolojik ekimleri glise-
rinli ve gliserinsiz Léwenstein-Jensen ve Watson-Reid agara yapildi. identifikasyon igin katalaz, niasin, nitrat rediiksi-
yon, pirazinamidaz ve Ureaz testleri kullanildi. Sitteki antikorlarin arastiriimasinda Mycobacterium paratuberculosis
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kitinden yararlanildi. incelenen érneklerde ii¢ yénteminin kullaniimasi
sonucu sadece 1 numunede (% 0.5) MAP tespit edildi. Sonug olarak, Kayseri ilinde satisa sunulan sokak sitlerinde
paratuberkulozun yiksek oranda bulunmadigi belirlendi. Ancak bir érnekte etkenin tespiti infeksiyonun 6nemi goz
onunde bulunduruldugunda halk saghgi agisindan dnemli risk olusturabileceg@i kanaatini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: ELISA, identifikasyon, izolasyon, Mycobacterium paratuberculosis, sokak suti

The Investigation of Mycobacterium paratuberculosis by Serological and Cultural Methods in Raw Milks
Retailed in Kayseri

Summary: In this study, it was aimed to investigate the presence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) in raw milk sold in Kayseri province by conventional and serological methods.
Between May 2010 and October 2011, 200 raw cow milk samples were collected from various sellers of the Kayseri
provinces. Each milk sample was evaluated in three steps including direct microscopy, culture and serological method.
Preparations from milk samples were stained with Ziehl-Neelsen staining method in direct microscopy method. In addi-
tion, the same method was used for the staining of suspicious colonies isolated from the media. For the purpose of
isolation, the bacteriological inoculation of milk samples was carried out onto Watson-Reid agar and Lowenstein-
Jensen supplemented with and without glycerin. Catalase, niacin, nitrate reduction, pyrazinamidase and urease tests
were performed for the identification. Mycobacterium paratuberculosis Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
kit was used for the detection of antibodies in milk samples. MAP was detected in only one sample (0.5%) with the
using of three identification methods. As a result, it has been understood that paratuberculosis was not found at high
rate in raw milk sold in Kayseri province. However, it has been concluded that the presence of an agent in one sample
may pose a significant risk for public health when considering the importance of infection.
Key words: ELISA, identification, isolation, Mycobacterium paratuberculosis, raw milk

Girig Paratlberklloz veya Johne hastaligi tim dinyada
oldugu gibi Ulkemizde sidirlarda 6nemli ekonomik
kayiplara yol agan infeksiyon olma 6&zelligini hala
korumaktadir. Ruminantlarda baslica sindirim sistemi

Paratuberkilozis (Johne’'s Disease) Mycobacterium
avium supsp. paratuberculosis (MAP) tarafindan si-

gir, koyun ve kegi basta olmak lizere deve, manda,
antilop ve geyikler gibi birgok evcil ve vahsi hayvanda
g6zlenen infeksiyoz ve bulasici bir hastaliktir (7,17).
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etkilenmekte ve kontagiy6z, kronik ve &limcdl bir
seyir gorilmektedir. infekte hayvanlarin 6zellikle dis-
kilari ile gevreyi slrekli kontamine etmeleri dnemli bir
sorundur. Bu bakimdan infekte sigirlarin kisa sire
icerisinde tespit edilmesi 6nem arz etmektedir. infek-
siyonun zoonotik bir boyutu su an igin olmamasina
ragmen sidirlarda hastaligi meydana getiren Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) ile
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insanlarda Crohn hastali§i arasinda bir iligkinin bu-
lundugu bildirilmekte ve son yillarda guncel olarak bu
konu Uzerinde yodun calismalar yapilmaktadir
(18,22).

Turkiye’'de yil boyunca elde edilen sitin ytuzde %40’i
pazarlanmakta, pazarlanan kismin ise %60’1 islem
gorerek tiiketici ile bulusmaktadir. islem géren siitiin
%?20’si direk tuketilmekte geriye kalan kismida peynir,
tereyag gibi dayanikli Grtin olarak degerlendiriimekte-
dir. Sitin kalitesi, buyuk 6lgide, hayvanin temizligi
yani sira ahir ve goérevlilerin hijyeni ile yakindan ilgili-
dir. Zira ¢ig sutun dayanikhhgi, buytk élcide icerdigi
bakteri sayisina, bakterilerin ¢ogalma hizlarina ve
bakterilerin bliyime ve gogalmalari igin gegen sireye
bagli olarak farkhlik gdsterir. Stttiin sagildigi andaki
sicaklik yaklasik 35-37 °C’dir. Bu sicaklik dereceleri
bircok bakterinin Uremesi igin elveriglidir. Ayrica sut
uretim yerlerinden igletmeye gelinceye kadar da bir
sure gegcmektedir. Bu bakimdan bakteriyolojik yénden
iyi kalitede sutin elde edilmesi sut Uretim yerlerinde
baslica; sutlin bakterilerle kontaminasyonunun 6nlen-
mesi ve siitte normal olarak bulunan ve/veya sonra-
dan bulasan bakterilerin gelismelerinin sinirlandiril-
masi igin gerekli dnlemlerin alinmasina baghdir (28).
Paratlberkilozun sut sigirlarinda, sut Uretiminde ve
kalitesinde meydana getirdi§i ekonomik kayiplar
onemli bir yer tutmaktadir (21). Yiksek sut verimli
hayvanlarda infeksiyonun gorilme sikhgi digerlerine
oranla daha yiiksektir (26). Ozellikle yagamin ilk haf-
talarinda kolostrum veya kontamine sutlerin buzagilar
tarafindan tuketiimesi bulasmada en 6nemli kaynak
olarak gosterilmistir (26). Dogal olarak infekte sigirla-
rin periparturient déneminde sttlerde MAP’nin dusuk
miktarlarda bulundugu, buzagilamadan sonraki 1-2,
glnlerde kolostrumda en yiksek (50 CFU/mI), 5.
glnden sonra bu miktarin (1 CFU/ml) dustigu ortaya
konulmustur (25). Situn endojen yolla mi yoksa ek-
sojen yolla mi daha yogun bulastigina yonelik bilgiler
kiyaslandiginda 6zellikle infekte sigirlarin diskilari ile
gikarttiklari etkenlerin (10® CFU/gr) siitii kontamine
ettigi tespit edilmistir (25). MAP ile infekte bir slirtide
bazi hayvanlar infekte olmamasina ragmen c¢ogu
hayvan infekte ve subklinik olarak kabul edilmekte ve
bir slire sonra bunlar klinik belirtiler gosterebilmekte-
dir. Prepatent dénemdeki hayvanlarda hastalik belirti-
si gorilmez ve etkenlerin digki sagilimi s6z konusu
degildir. Klinik olarak hayvanlarda kilo kaybi ve ishal
baslica belirtiler olarak goriilmekte ve serolojik olarak
kanlarinda antikor tespit edilmektedir. Genellikle bu
dénemde yodun miktarda digki ile bakteri etrafa sacil-
maktadir (8). Bu hayvanlardan gliinde yaklasik olarak
5x10'2 etkenin cikartildigi tespit edilmistir (26). Yapi-
lan birgok galismada MAP’ler gida, siit, su ve etten
izole edilmiglerdir (23,26).

Paratlberkiilozda ilk tani klinik verilerle yapilmis olsa
bile kesin tani igin etkenin direkt tespiti ve kdltiirde
Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle tanida
"gold standart" kdiltiir ve klinik tani birlikteligidir. Kaltdr
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yonteminin spesifitesi ylksek olmasina ragmen sen-
sitivitesi dusuktir (29). Ancak MAP igin kultir analiz-
lerinde kisa slrede sonug elde edilememesi; testin
sonuglanmasinin 3 aya kadar uzamasi 6nemli bir
dezavantaj olarak gérilmektedir. Mikroskobik incele-
mede aside direncli basilin gérilebilmesi igin numu-
nede 5x10°- 5x10*ml basil bulunmasi gerekmektedir.
Kiltirde Greyen mikroorganizmalarin saptama siniri
5-100 CFU arasinda degisirken, klinik 6rneklerde
duyarllik gok daha disuktur (2).

Paratuberklloz ihbari mecburi bir hastalik olmadigi
icin ve gercek prevalansi ortaya koyacak bir teghis
metodu mevcut olmadigindan, hastalhigin prevalansi
ile ilgili tahminler gogunlukla kesimhanelerde topla-
nan materyallerin incelenmesi neticesinde elde edil-
migtir. Paratlberkulozlu sirulerde kontrol programla-
rinin gerceklestiriimesinde en dnemli konu suru igeri-
sinde 6zellikle subklinik hayvanlar basta olmak uzere
digki ile sacgilim yapan infektif hayvanlarin tespitidir.
Tarama testlerinden istenilen infeksiyonun tanimlan-
masinda sensitivite ve spesifitesinin ylksek olmasi,
kisa slrede sonug vermesi ve ekonomik olmasi bagli-
ca kriterlerdir. Serolojik testler bu kriterlerin ¢oguna
sahip olmasina ragmen sensitivite ve spesifiteleri
yéninden dezavantajlarinin bulundugu bircok arasti-
rici tarafindan bildirilmistir (8, 11, 29). Serolojik test-
lerden elde edilecek sonuglar Uzerine infeksiyonun
asamasi bizzat etkili olmaktadir. Genellikle subklinik
ve az miktarda digki ile etken ¢ikariminin sézkonusu
oldugu durumlarda serolojik testlerden negatif sonug
alinmaktadir. Bu asamadaki birgok sigirda humoral
antikor yaniti tanimlanabilecedi sinirlarin altindadir.
Hayvanda infeksiyon olmasina ragmen serolojik test-
lerden negatif sonuglar alinmaktadir (1,29).

Bu galismada MAP’'in insanlardaki Chrone hastaligi-
nin da etkeni olabilecedi g6z 6niinde bulunduruldu-
gunda Kayseri ilinde satigsa sunulan sokak sitlerinde
MAP'in gorilme sikhdi ve halk saghgi agisindan risk
olusturma potansiyeli konvansiyonel ve serolojik yén-
temlerle arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem
Siit numuneleri

Kayseri merkez ve cevre ilgelerinde, mahalle arala-
rinda satisa sunulan toplam 200 sokak suit numunesi
Mayis 2010 — Ekim 2011 yillar arasinda toplandi. Sut
numuneleri steril posetler igerisine 0,5 It olacak sekil-
de bizzat aseptik sartlarda alinarak soguk zincirde
laboratuara getirildi. Laboratuvarda yapilacak analiz
yontemlerine gére herbir sit numunesi 3 adet 50
ml’lik steril falkon igerisine direkt mikroskopi, kiltir ve
serolojik analizleri yapilmak Uzere taksim edildi. Nu-
munelerin direkt mikroskopi ve kiiltir analizleri ayni
glin gercgeklestirildi. Serolojik analizler igin sttler so-
gutmal santrifijde 4000 devirde 30 dakika santriflj
edildi. Falkon tuplerin Ust kisminda bulunan krema
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kismi uzaklastirildiktan sonra orta kismindaki plazma
kismi, alt kisimdaki hticresel kisma dokunulmadan bir
pipet yardimiyla steril 2 ml'lik ependorflara alindi.
Plazmalar serolojik analiz yapilincaya kadar -20°C'de
saklandi.

Standart sus

Arastirmada fenotipik analizlerde kullanilan pozitif
kontrol sus Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitisi Tuberkiloz Paratliberkiloz Ruam Teshis
Laboratuvari’ndan temin edildi.

Dekontaminasyon

St numuneleri direkt mikroskopi ve kiltiirel analize
tabi tutulmadan 6nce dekontaminasyon islemi uygu-
landi. Bu amacla Dundee ve ark. (7)'nin bildiridigi
yénteme gore 50 ml'lik steril burgulu kapakh tiplere
(Falkon tipu) alinan siit numuneleri 2500 devirde 15
dk santrifiij edildi. Daha sonra pellet kismina %0.75
hexadecylpyridinium  chloride  (HPC)  (Sigma
C9002)'den 10 ml ilave edilerek oda isisinda 5 saat
bekletildi. Stire sonunda numuneler tekrar 2500 de-
virde 15 dakika santriflij edildi. Kalan sediment 0,067
M fosfat tamponu (pH 6.8)ndan 1 ml ilave edilerek
notralizasyonu gergeklestirildi.

Lowenstein-Jensen (L-J) medium base

Dehidre besiyerinden (Merck 1.05400, Germany)
37.5 gr hassas terazide tartilarak 600 ml distile su
icinde ¢bziindlruldi. Gliserol icerecek tlpler i¢in ha-
zirlanacak besiyerine 12 ml gliserol (Merck 1.04094,
Germany) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol igeri-
sinde slspanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet,
France) katilarak besiyerinin pH’'si 4.8 £ 0.2 olarak
ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerini iceren duran bottle
siseleri otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi
ve 50 °C’a sogutuldu. Hazirlanan yumurta (sari ve
beyaz karisik) homojenizatindan gliserolli ve gliserol-
suz besiyerlerine 1000 ml ilave edildi. Ayrica konta-
minasyonlari énlemek amaciyla besiyerine 100,000 U
Penicillin G Potassium (Sigma P7794), 50 mg Amp-
hotericin B (Sigma A4888) ve 50 mg Chlorampheni-
col (Sigma C0378) katildi. Kultirin yapilacadi agzi
vida kapakli steril tiplere 7’ser ml olacak sekilde be-
siyeri taksim edildi. Tupler yatik olarak pasteur firinin-
da 85 °C’da 45 dakika tutularak koagllasyona tabi
tutuldu. Ayni islem 24 saat sonra bir kez daha tekrar-
landi (6).

Watson-Reid agar

Merkal ve Curran (17)'1n, bildirdigi yonteme goére ha-
zirlandi. Bu amagla karisim 1000 ml distile su iginde
¢o6zlndlruldl. Besiyerine 4 ml etil alkol igerisinde
stispanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet, France)
katilarak besiyerinin pH’'s1 5.5 + 0.2’e ayarlandi. Ha-
zirlanan besiyerini iceren duran bottle sisesi otoklav-
da 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 50 °C ye
sogutuldu. Kiiltirin yapilacagdi agzi vida kapakli steril
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tiplere 7'ser ml olacak sekilde besiyeri taksim edildi.
Besiyerleri gliserol ve gliserolsiiz olarak isaretlendik-
ten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda 4°C'da
saklandi.

Dubos broth base

Dehidre besiyerinden (Himedia M067, India) 1.3 g
hassas terazide tartilarak 180 ml distile su iginde
¢ozUndlruldu. Gliserol icerecek tlpler igin hazirlana-
cak besiyerine 10 ml gliserol (Merck 1.04094, Ger-
many) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol icerisinde
suispanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet, France)
katilarak besiyerinin pH’si 6.6 + 0.2'ye ayarland..
Hazirlanan besiyerlerini iceren duran bottle siseleri
otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi ve 50
°C’ye sogutuldu. Ayrica kontaminasyonlari 6nlemek
amaciyla besiyerine 100.000 U Penicillin G Potas-
sium (Sigma P7794), 50 mg Amphotericin B (Sigma
A4888) ve 50 mg Chloramphenicol (Sigma C0378)
taksim edildi. Aseptik olarak hazirlanan sigir serum
albumin V (Fluka 05488, UK)'den duran bottle sisele-
rine 20 ml ilave edildi. Kultirin yapilacadi adz vida
kapakli steril tiplere 10’ar ml olacak sekilde besiyeri
taksim edildi. Besiyerleri gliserol ve gliserolsuz olarak
isaretlendikten sonra kullaniincaya kadar buzdola-
binda 4 °C'da saklandi (6).

Mikroskopik muayene

Hem st numunelerinden direkt hazirlanan preparat-
larin hem de kdlturlerden izole edilen kolonilerin bo-
yanmasi amaciyla Ziehl Neelsen Boyama Seti (GBL
5017) kullanildi. Boyama prosediiri dretici firmanin
bildirdigi yonteme goére yapildi. Boyamasi yapilan
preparatlar mikroskopta immersiyon objektifi (100x)
ile incelendi.

Kati besiyeri kiiltiir yontemi

Dekontaminasyon islemi uygulanan sit 6érneklerinden
bir 6ze dolusu ekim materyali alinarak gliserinli ve
gliserinsiz hazirlanan Lowenstein-Jensen (L-J) Me-
dium Base (Merck, 1.05400, Germany) besiyeri ile
ayni sekilde gliserinli ve gliserinsiz hazirlanan Wat-
son-Reid agara ekimleri yapildi. Kultirler aerobik
kosullarda 37 °C'de inkubasyona birakilarak 2-8 hafta
Ureme yonunden incelendi (6). Besiyerlerinin kontroli
amaciyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitisl Tuberkiloz Paratiberkiloz Ruam Teshis
Laboratuvari’ndan temin edilen pozitif sus kullanildi.

Sivi besiyeri kiiltiir yontemi

Kati besi yerlerindeki izolatlar identifikasyon amaciyla
sivi besiyerine pasajlandi. Kiltirden bir 6ze yardi-
miyla alinan sipheli suslar gliserinli ve gliserinsiz
hazirlanan Dubos Broth Base (Himedia, M067, In-
dia)e ekimleri yapildi. Kultirler %5-10 CO, igeren
ortamlarda 37 °C'de inkubasyona birakilarak 2-6 haf-
ta slresince Ureme yoniinden takip edildi (6). Ayni
sekilde sivi besiyerlerinin kontrolii amaciyla pozitif
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kontrol susun da sivi besiyerine ekimleri gerceklesti-
rildi.

Identifikasyon testleri

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu amaciyla kata-
laz, niasin, nitrat, rediksyon, pirazinamidaz ve Ureaz
testleri yapildi (6).

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Sit numunelerinin plazmasinda mevcut antikorlarin
tespiti amaciyla Mycobacterium paratuberculosis

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 190-197, 2019

Mikroskobik muayene sonuglari

Orneklerin direkt mikroskobik muayenesi sonucu 1
(%0.5) preparatta asido-rezistans bakteriler
gorilda.

Izolasyon analiz sonuglan

Kultir yontemleri sonucu 1 (%0.5) numunenin gli-
serinli L-J Medium’unda 6. haftada sarimsi renkte
yaygin koloniler tespit edilirken ayni siit numunesinin
gliserinli Watson-Reid agarinda da 7. haftada beya-

Tablo 1. Arastirma materyalinin toplandigi bolgeler ve M. paratuberculosis izolasyon orani

Alindigi ligeler Numune Sayisi Pozitif Numune Sayisi ( %)
Kocasinan 20 0
Melikgazi 20 0

Talas 20 1(0.5)
Akkisla 15 0
Sariz 15 0
incesu 15 0
Yahyali 15 0
Pinarbasi 15 0
Hacilar 20 0
Felahiye 10 0
Develi 15 0
Ozvatan 20 0

Toplam 200 1(0.5)

antikor test kiti (ID Screen® Paratuberculosis Indir-
tect, IDVet, France)'nden kullanildi. Testin yapihigi kiti
Ureten firmanin bildirdigi prosediire goére gergeklesti-
rildi. Sonuglarin  degerlendiriimesinde  KCjunior™
software (BioTek® Instruments, Inc., United States)
programi kullanildi.

Bulgular

Analiz érneklerinin alindigi yerler ve izole edilen
sus sayilar

Sokak sitlerinin mikroskobik muayene, kulttr ve ELI-
SA’dan olusan konvansiyonel yontemler ile incelen-
meleri sonucunda, 11 ilgeden toplanan sutler MAP
yoéniinden negatif bulundu. Sadece bir ilgeden alinan
1 (% 0.5) sokak sutiinde her G¢ yontemden de pozitif
sonug elde edildi. Sut drneklerinin toplandidi yerler,
numune sayllari ve izolasyonun yapildidi ilge Tablo
1’de gdsterildi.

zimsi renkte koloniler gorildi. Bu numuneye ait gli-
serinsiz heriki besiyerinde ise Ureme goérilmedi.

Identifikasyon test sonuglari

Gliserinli L-J besiyeri ve Watson-Reid agardan izole
edilen 1 (%0.5) izolatin fenotipik 6zelliklerinin ortaya
konulmasi amaciyla direkt mikroskopi, katalaz, nia-
sin, nitrat, pirazinamidaz ve Ureaz testlerine ait so-
nuglar Tablo 2’de gosterildi.

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
sonugclari

Serolojik incelemeler ile 1 (% 0.5) érnek pozitif olarak
bulunurken 199 (% 99.5)'u negatif olarak tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Endemik hastaliklar, hayvancilik sektériinde Uretimin
her asamasinda buyilk kayiplara yol agmakta ve kay-
nak israfl olusturmaktadir. Paratlberkulozis (Johne's
disease) ruminantlarda baslica bagirsaklarda kronik

Tablo 2. izole edilen susun fenotipik zelliklerin saptanmasinda kullanilan testler ve sonuclari

Testler L-J Medium (Gliserinli)

Watson-Reid Agar (Gliserinli)

Mikroskopi +
Katalaz +
Niasin -
Nitrat -
Pirazinamidaz -
Ureaz -
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dejeneratif granulomatéz enteritis ile karakterize in-
feksiyonlar meydana getirmektedir. Bunun disinda
MAP’in klinik mastitis riskini artirdigi da diistinilmek-
tedir. Bu durum sut dretimini etkiledigi icin dogrudan
ekonomik kayiplara neden olmakta ve bagta hayvan-
sal urunlerin tiketimine bagh olarak insan saghgini
da tehdit etmektedir. infeksiyéz etkenin morfolojik
yapisina baglh olarak boélgesel epidemilerin yayginlik
gOsterdigi ve birgok isletmenin infeksiyondan etkilen-
digi bildiriimektedir (21).

Ulkemizde infeksiyonun varliginin ortaya konulmasin-
da galismalarin seroprevalans agirlikli oldugu kiiltirel
ve molekdiler calismalarin ise sinirli oldugu gérilmek-
tedir. Makav ve Gokge (16), Kars yoresinde subklinik
paratiberkilozun seroprevalansini %3.5 bulurken,
Oztiirk ve ark. (19) Burdur bélgesinde %6.2 olarak
bildirmislerdir. GimUsssoy ve ark. (11) Kayseri bolge-
sinde % 12.24 oraninda sero pozitiflik tespit etmisler-
dir. ikiz ve ark. (14) ile Ozpinar ve ark. (20), Trakya
boélgesinde sero pozitiflik tespit edememiglerdir. Yildi-
rim (30) Usak bdlgesinde % 4 ve Cetinkaya ve ark.
(4) Elazig yoresinde % 3.4 sero pozitiflik bildirmigler-
dir. Mevcut ¢aligsmalarda incelenen numune ve labo-
ratuvar yontemi farkhlklarina bagl degisik sonuglar
alinmistir. Ozpinar ve ark. (20) infeksiyonu tespit
edemezken Gimissoy ve ark. (11) %12.24’luk bir
oranla en ylksek seroprevalansi saptamiglardir. Ge-
nel olarak degerlendirildiginde Ulkemizde Avrupa
ulkeleri ile karsilastirldiginda paratiberkilozun se-
roprevalansinin dusik oldugu gorilmektedir. Cetinka-
ya ve ark. (4)'larinin Glkemizde en fazla numune ola-
rak 500 sigirda yaptigi ¢calisma g6z 6ninde bulundu-
ruldugunda seroprevalansin duguklugunin baglica
nedeni olarak disinulmektedir. Trakyada infeksiyon
saptanamamis olup Burdur disinda bati bélgelerinde
infeksiyon ile ilgili bir bilgiye rastlaniimamigtir.

Paratlberkiilozlu siriler insan saghgi agisindan bu-
yuKk risk olusturmaktadir. Cig sutlerin 1sil islem gérme-
mesi ve bu sutlerin 6zellikle gen¢ ve yash insanlar
tarafindan tiketilmesi st ile bulagsmanin en énemli
unsurudur. Paratiiberkiloza baglh mastitislerin deger-
lendiriimesine yonelik ¢ok az sayida arastirma bulun-
maktadir (11). Mevcut calismalar daha ¢ok infeksiyo-
nun st verimi Uzerindeki etkilerinin ortaya konuldugu
caligsmalardir (13). Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis’in sut numunelerinden ilk izolasyonu
diger patojenik mikroorganizmalara gére ¢ok uzun
zaman almaktadir. Bu sire yaklasik 20 haftadir. MAP
icin kullanilan ¢ok selektif bir besi yerinin bulunma-
masi ve var olan besiyerlerindeki kontaminasyon
olasiliklari ilk izolasyonu gliglestirmektedir (5). Swee-
ney ve ark. (27), %12 oraninda subklinik infekte sigir-
larin 50 ml sitleri icerisinde yaklasik 2-8 CFU mikta-
rinda etkenin bulundugunu ve bu infeksiy6z etkenle-
rin sut ile cevreyi bulastirabileceklerini ortaya koy-
muslardir. Arastiricilar laboratuvarda enfekte sitler-
den etkenlerin izole edilememesinin bir sebebinin de
sut icerisindeki bakteri yuku oldugunu belirtmislerdir.

Kadir Semih GUMUSSOY

Isil islem gdérmesi sonucu sitlerden etkenlerin izolas-
yonu ile ilgili farkli gahisma sonuglari bulunmaktadir.
Pastdrizasyon islemi uygulanan c¢ig sttlerde MAP’nin
canh kaldigi tespit edilmistir (1,3).

Ayele ve ark. (2), U¢ isletmeden topladiklari 200 pas-
torize sit ile perakende satiga sunulan 244 pastoérize
sutl ZN boyama, kiiltir ve PCR ile incelemislerdir.
Arastiricilar iki isletme tarafindan pastérize edilen iki
sutte kiltlr haricinde pozitiflik elde ederken ticari
olarak pastorizasyonu yapilan perakende satisa su-
nulan sutlerden dérdinde hem boyamada hem de
PCR’da pozitiflik elde etmiglerdir. Ancak bu dort si-
tin sadece ikisinde kultirde pozitiflik gérmuislerdir.
Pastorize edilen sitlerde de MAP’in bulunabilecegini
ve boyle siitlerin insan saghgi agisindan risk olustura-
bilecegini bildirmislerdir. Arastirmamizda da ZN boya-
ma, kultir ve serolojik yontem kullanilarak MAP’in
varliginin tespitine gidilmistir. Ayele ve ark. (2) anali-
ze alinacak sutlerin dekontaminasyon asamasi da
dahil izolasyonda hemen hemen ayni metodlari kul-
lanmislardir. Arastiricilar sitlerin analiz 6ncesi santri-
fij edilerek pelet kisminin analize alindidini krema
kisminin ise atilmasinin bir handikap olusturabilece-
gini vurgulamiglardir. Krema kisminda da bakteri
bulunabilecegini géz o6ninde bulundurdugumuzda
ayni gorusu paylasmaktayiz. Laboratuvar galismala-
rinda MAP ile infekte makrofajlarin siitiin yag tabaka-
sindaki yag damlaciklarinda bulunduklar tespit edil-
mistir (15). infeksiydz etkenlerinin siit igerisinde yayil-
masina yonelik aciklayici bilgiler su an icin yeterli
degildir. Muhtelemen hematojen ve lenfatik yolla siite
ulastiklar dusindlmektedir. Birgok arastirici sut sigir-
larinin MAP ile infekte olduklarini ve etkenlerin siite
bulastiklarini géstermiglerdir (9,10).

Paratlberkilozun serolojik olarak teshisinde kan se-
rumlari Gzerine yapilan ¢alismalarin yogunlugu dikkat
cekmektedir. Hendrick ve ark. (12), laktasyondaki
689 sigirdan kan, sut ve digki numunleri toplamiglar
ve paratlberkilozun sit Gretimi ve sit kalitesi Uzeri-
ne etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar digki 6rnek-
lerine kultur, kan ve sut numunelerine serolojik analiz
yapmiglardir. Yapilan ELISA testleri sonucu 130 (%
18,9) serum ve 77 (%11.2) siit numunesinin pozitif
oldugu bulunurken kdlturleri yapilan digki érneklerin-
den 72 (% 10,4)'sinden etken izole edilmigtir. Kultir
sonuglarini baz alarak stt ELISA testinin sensitivite
ve spesifitesini sirasiyla %21.2 ve %98.6 olarak belir-
lemigler ve sit ELISA testinin serum ELISA testine
oranla kiltlr testine alternatif olabilecegini vurgula-
mislardir. Ross ve ark. (24) MAP ile infekte olan inek-
lerin, klinik mastitise yakalanma olasiliginin yiiksek
oldugunu ve MAP yoéniinden siirii bazinda tim hay-
vanlarin kontroliiniin yapilmasinin géz ardi edilemez
faydali etkilerinin bulundugunu bildirmiglerdir.

Hendrick ve ark. (12), paratiberkilozun serolojik
teshisi amaciyla ELISA testini kullanmisglar ve test
materyali olarak slt ve serumdan elde edilen sonug-
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larin kiyaslamasini yapmiglardir. Arastiricilar st ELI-
SA sonuglari pozitif olan hayvanlarin daha yiksek
yuzdede diskilarn ile etkenleri disari c¢ikarttiklarini
ifade etmislerdir. Sut ve serum ELISA uygulamalari
sonucu testlerin sensitivite ve spesifitesini sirasiyla
en az bir sigira ait numunelerin analizi yapilmis ise %
91.9 ve %65.5 ile %88.9 ve %42.8 en az iki sigirin
numuneleri incelenmesi sonucu %86.9 ve %93.4 ile
%82.8 ve %79.5 olarak tespit etmiglerdir. Numune
secgiminde sutun seruma oranla tercih edilebilecegini
ve tek bir sigir yerine sur( igerisinde birden fazla hay-
vanin numunesinin incelenmesinin uygun olacagini
bildirmiglerdir.

infeksiyonun dogal déngiisii ile birlikte subklinik infek-
te hayvanlarn tanimlayacak duyarli ve spesifik bir
testin bulunmamasi kontrol programlarini yetersiz
kilmaktadir. Hali hazirda infeksiyonun teshisinde kul-
laniimakta olan testler hicresel ve humoral yanitin
ortaya konulmasina yonelik olup avantaj ve dezavan-
tajlari bulunmaktadir. Ginimizde infeksiyonun daha
kisa surede ve guvenilir bir sekilde teshis edilmesi ve
neticesinde gerekli dnlemlerin alinabilmesi amaciyla
su an icin bakteriyolojik, serolojik, alerjik ve molekiiler
testlerden yararlaniimaktadir. Su an igin tek bir test
yonteminin teghis icin yeterli olmadigi mutlaka iki test
uygulamasi sonucunda kararin verilmesi goérusu agir
basmaktadir.

Kronik agsamada olugan antikorlarin tanimlanmasinda
pratik olmasi ve kisa siurede sonug¢ vermeleri baki-
mindan serolojik testlerin blyik avantajlari bulun-
maktadir. Ancak bu testler infeksiyonun erken asa-
masinda veya subklinik formda olusabilecek antikor-
lari sinirli dizeyde tanimlamaktadir. Humoral immun
yanit etkenin vicuttan gikariimasindan sonra etkisini
gOstermektedir. Cevresel Mycobacterium tlirlerine
kargi ortaya c¢ikan kros reaksiyonlar serolojik testlerin
spesifitesini azaltmaktadir.

Bu calismada Kayseri ilinde mahalle aralarinda sati-
sa sunulan sutlerin ELISA ybntemi ile incelenmesi
sonucu 200 sut numunesinden sadece 1 (%0.5) nu-
munede pozitifik saptanmigtir. Ornekler rastgele ma-
halle arasinda satilan sitlerden ayni saticidan bir
kere alinarak yapilmigtir. Sit toplayicilar bircok aile
isletmesinden topladiklar sutleri bir tankta toplamak-
ta ve bunlari mahalle aralarinda satisa sunmaktadir.
Satiga sunulan sitlerin higbiri soguk zincirde depon-
lanmadigi ve gin boyunca perakende olarak satilin-
caya kadar sirekli gevresel 1siya maruz kaldiklan
gorulmuigtir.

Hendrick ve ark. (12), sit numunelerini ELISA ile
incelemisler ve 77 (%11.2) numunede pozitiflik sapta-
mislardir. Arastirmamizda kullanilan teshis yontemi
ve kit arastiriclarinki ile ayni olup sadece bir st nu-
munesinde pozitiflik tespit edilmigti. Bu durumun
numune sayisinin farkhliindan ve numunelerin bi-
reysel degil tank sitiinden analiz yapiimasindan kay-
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naklandigini disundurmektedir. Arastiriclar numune-
leri 9 surd toplam 689 sigirdan numuneleri toplamig-
lar ve orneklerin paratiberkiloz yéninden en az bir
klinik semptom gdsteren sigir suti olmasina dikkat
etmislerdir.

Cetinkaya ve ark. (4), Elaziy merkeze ve ilcelere bag-
I kdylerden 78 farkl lokalizasyondan 500 adet sut
numunesi toplamiglardir. Numuneleri saglikl gérinu-
se sahip 1.5-2 yasin Ustindeki ineklerden rastgele
almislardir. Arastiricilar etkenin tanimlanmasi ama-
ciyla baslica PCR yo6ntemini kullanirken pozitif sonug
aldiklari sit numunelerinin kiltirint yapmiglardir.
Pozitif sonug¢ alinan sit numunelerinin 17 (%
68)’sinden kdltirel yoklamalar sonucu etken izolasyo-
nu yapmislardir. Arastiricilar yaptiklari mini anket
galismasi sonucu paratiiberkiloz gorilen 20 (%5.5)
inegin tohumlanmasinda boga kullanildigini, 4 (%3.3)
inekte suni tohumlama ve 1 (%6.3) inekte ise hem
boga hem de suni tohumlama yapildigini bildirmigler-
dir. Ayrica ineklerin irk ve yas gruplarina gore infeksi-
yonun goérilme sikliginin degistigini ifade etmislerdir.
Arastirmamizda bizzat sokak sitleri saticilardan top-
landigi icin st numunelerinin alindigi sigir ve islet-
meye ait bilgiler bulunmamaktadir. Cetinkaya ve ark.
(4)'nin infeksiyon Uzerine birgok faktortin etkili olabile-
cegi ve bu faktorlere bagli olarak paratiiberkilozun
artis gosterebilecegini bildirmislerdir. Baglica faktorler
arasinda iklim, beslenme, irk, yas, dollenme tipi ve
barinak kosullari bulunmaktadir. Calismamizda elde
ettigimiz pozitiflik oraninin distkligunin bu faktérler-
le yakindan ilgili olabilecegini disinmekteyiz.

Sonug olarak, Kayseri bolgesinde yapilan st sigirci-
liginda paratuberkllozun yuksek bir oranda olmasa-
da bulundugu goriimustir. Bu galismada kullanilan
serolojik yontem sonucu elde edilen verilerin gold
standart olan kiltir yontemi ile ayni sonug vermesi
hala ELISA'in rutin uygulamalar igin duyarli, pratik ve
ucuz bir test ydntemi oldugunu gdstermistir. Teshiste
kullanilacak laboratuvar yontemlerinin infeksiyonun
seyrine gore hastaligin ortaya konulmasinda énemli
bir faktér olabilecedi kanaatine variimistir.

Ulkemiz agisindan degerlendirildiginde ekonomik,
politik veya isletmelerden kaynaklanan sebeplere
bagl olarak MAP'nin eradike edilememesi halinde,
ozellikle infeksiyonun kontrolini saglayacak asi uy-
gulamalari ile ilgili yogun galismalarin yapilmasi ve
tuketime sunulan gida Urtinlerinde mikrobiyal konta-
minasyonu engelleyebilecek stratejilerin gelistiriimesi
B plani olarak (zerinde durulmasi gereken &nemli
konulardir. Subklinikal infekte sigirlarin kisa silrede
belirlenmesi saglayabilecek rutin teshis yontemlerinin
gelistiriimesi de paratiberkilozun saglik problemi
olusturma 6zelligini ortadan kaldirabilecektir. Ayrica
bu sadece Ulkemizin sorunu olmak disinda diinyada
ruminant yetistiriciligi yapilan tim ulkelerin problemi
olarak disunilmelidir. Bu baglamda paratiiberkiilo-
zun 6nemi vurgulayacak organizasyonlar diizenlen-



Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 190-197, 2019

meli ve infeksiyonun eradikasyonuna yoénelik ulkeler
arasi igbirligi gerceklestiriimelidir.
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