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TESEKKUR

Uzun soluklu doktora 6grenimim ve tez donemim siiresince beni yetistiren,
bana her konuda destek veren, yardim ve tavsiyelerini esirgemeyen, meslek
hayatindaki deneyimlerini benimle paylasan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Hiilya
TURUTOGLU na, doktora dgrenimim siiresince ilgi ve bilgileri ile bana yardime1
olan Mikrobiyoloji Anabilim Dali dgretim iiyeleri Sayin Prof. Dr. Dilek OZTURK,
Dog. Dr. Faruk PEHLIVANOGLU ve Dr. Ogr. Uyesi Ozlem SAHAN YAPICIER e,
tez donemim siiresince bilgi ve deneyimlerini paylasarak calismamda bana yol
gosteren Sayin Dr. Graeme Eamens, Dr. Karren Plain, Dr. Suelee Robbe-Austerman,
Judith Stabel, Narae Kim, Dr. Iker Agirregomoskorta Sevilla, Do¢. Dr. Mohamed
Salem, Prof. Dr. Adel Talaat ve Dr. Janet B. Payeur’a, tez ¢calismamda destegini hig
esirgemeyen, degerli bilgilerinden yararlandigim ve referans susun saglanmasinda
yardimci olan Sayin Dog. Dr. Zafer SAYIN’a, istatistiksel analizleri gerceklestiren
degerli hocalarim Saym Dog. Dr. Mustafa Agah TEKINDAL ve Saym Dr. Ogr. Uyesi
Cevat SIPAHI’ye, molekiiler biyoloji alanindaki bilgi ve deneyimlerini benimle
paylasarak tez ¢alismamin biitiin asamalarinda maddi ve manevi destegini hi¢ eksik
etmeyen ¢ok degerli arkadasim Uzman Biyolog Orhan YAVUZ’a, saha ¢aligsmalarinda
yardim eden ve her asamanin sonucunu benimle birlikte heyecanla bekleyerek destek
veren arkadasim Veteriner Hekim Ali Remzi BAYTAROGLU na ve Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda gorevli Biyolog Mehmet KAYA’ya tesekkiir ederim. Ayrica
yasamim boyunca her tiirlii maddi ve manevi destegi esirgemeyen, her zaman yanimda
olan, bu zorlu siireci benimle birlikte yasayan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis Enfeksiyonu Teshis Edilen
Koyunlarin Gama-interferon, Interloykin-10 ve Neopterin Diizeyleri

Paratiiberkiiloz, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) tarafindan
olusturulan, kronik, graniillomatéz enterit ile karakterize bir hastaliktir. Hastaligin
evrelerine gore tamida farkli testler kullanilmaktadir. Bu calisma ile koyunlarda
interferon gama (IFN-y) ELISA, antikor ELISA, Ziehl-Neelsen (ZN) boyama,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve kiiltiir yontemleri ile hastaligin arastirilmasi ve
pozitif ve negatif olarak belirlenen koyunlarda antikor, IFN-y, interloykin-10 (IL-10)
ve neopterin (NP) diizeylerinin karsilastirilmas1 amaglandi. Bu amagla, Burdur ilinde
15 koyun siiriisiinde 2 yas ve tizerindeki onar hayvandan olmak {izere toplam 150 kan
ve gaita 6rnegi alindi. Kan serumu ornekleri Map'e karsi gelisen antikorlar, plazma
ornekleri ise IFN-y yoniinden ELISA ile incelendi. Gaita 6rnekleri ise ZN boyama,
PZR ve kiiltiir i¢in kullanildi. Dekontaminasyon sonrasi gaita 6rneklerinin HEYM ve
modifiye Middlebrook 7H10 agar besiyerlerine ekimleri yapildi. Ayni gaitalardan
izole edilen DNA ornekleri Map’e spesifik iki primer ¢ifti (P90/P91 ve 150C/921)
kullanilarak Klasik ve nested PZR ile incelendi. Gaita ve Map izolatlarindan elde edilen
DNA ornekleri 1S1311 gen boélgesine yonelik uygulanan PZR isleminden sonra
restriksiyon endoniikleaz analizi (REA) ile tiplendirildi. Pozitif ve negatif olarak
belirlenen kirkar koyunun antikor, IFN-y, IL-10 ve NP diizeyleri ortalama optik
dansite (OD) degerlerine gore karsilastirildi. Caligmadaki 150 koyundan 73’{iniin
enfekte oldugu belirlendi. PZR-REA ile enfeksiyona neden olan Map’in koyun tipi
oldugu tespit edildi. Testlerin hepsinde pozitif sonug veren bir koyun tespit edilemedi
ve en yiiksek pozitiflik oranlar1 ZN boyama (%27,33) ve PZR (%26,66) ile saptandi.
Bunu sirastyla IFN-y ELISA (%22), antikor ELISA (%10,67) ve kiiltir (%3,33)
yontemleri izledi. Kiiltiir sonuglari ile karsilastirildiginda; ZN boyama, PZR, IFN-y ve
antikor ELISA testlerinin sensitivite ve spesifiteleri sirasiyla %80-%74, %60-74, %20-
%77, %20-%89 olarak hesaplandi. Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif olarak
degerlendirilen hayvanlarin yas gruplari arasinda istatistiksel olarak bir fark (p>0,05)
saptanmazken, diyare bulgusu ve viicut kondiisyon skorlar1 arasindaki fark (p<0,01)
anlaml1 bulundu. Pozitif hayvanlarin antikor, IFN-y, IL-10 ve NP diizeyleri negatif
hayvanlardan daha yiiksek bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak onemli fark
antikor, IFN-y ve IL-10 diizeylerinde belirlendi (p<0,01). Pozitif hayvanlar arasinda
IL-10 diizeylerinin (p>0,05) aksine, antikor, IFN-y ve NP diizeyleri farkli bulundu
(p<0,01). Sonug olarak; koyunlarda paratiiberkiilozun hastaligin evresine bagli olarak
2 yas kadar erken bir donemde IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya
kiiltiir yontemleri ile tespit edilebilecegi, ancak hastaligin klinik asamasinda ZN
boyama veya sensitivitesi ve spesifitesi daha yiiksek bulunan PZR gibi yontemlerin
kullanilabilecegi kanisina varildi. Diger taraftan pozitif ve negatif hayvanlarda IL-10
diizeylerinin ¢ok farkli bulunmasi ve enfeksiyonun her déneminde serumda 6lgiilebilir
olmasi1 nedeniyle IFN-y gibi tan1 amaciyla bu sitokinden de yararlanilabilecegi
diistinildii.

Anahtar Kelimeler: IFN-y, IL-10, Koyun, Neopterin, Paratiiberkiiloz, Teshis
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ABSTRACT

Gamma-interferon, Interleukin-10 and Neopterin Levels of Sheep Diagnosed
with Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis Infection

Paratuberculosis is a disease caused by Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis (Map) and characterized by chronic granulomatous enteritis.
Different tests are used in the diagnosis according to the stage of the disease. The
purpose of the present research was to investigate paratuberculosis infection in sheep
by interferon gamma (IFN-y) ELISA, antibody ELISA, Ziehl-Neelsen (ZN) staining,
polymerase chain reaction (PCR) and culture methods and to compare the antibody,
IFN-y, interleukin -10 (IL-10) and neopterin (NP) levels between animals determined
as positive and negative for paratuberculosis. Two years and older sheep were included
in the study. Ten sheep from each of 15 sheep farms were selected randomly in Burdur
province and total 150 blood and fecal samples were collected. Blood serum samples
were examined for antibodies against Map and plasma samples were analyzed by
ELISA for IFN-y. Stool samples were used for ZN staining, PCR and culture. After
decontamination, stool samples were planted on HEYM and modified Middlebrook
7H10 agar media. The DNA samples extracted from the fecal samples were analyzed
by classical and nested PCR using two Map specific primer pairs (P90/P91 and
150C/921). DNA samples obtained from stool samples and Map isolates were typed
by restriction endonuclease analysis (REA) after PCR procedure for 1S1311 gene
region. The levels of antibody, IFN-y, IL-10 and NP in 40 sheep determined as positive
and 40 sheep determined as negative were compared based on the mean optical density
(OD) values. Of the 150 sheep in the study, 73 were found to be infected. The type of
Map was determined to be sheep type by PCR-REA. None of 73 sheep were positive
for all of the tests and the highest rate of positivity was determined by ZN staining
(27,33%) and PCR (26,66%). This was followed by IFN-y ELISA (22%), antibody
ELISA (10.67%) and culture (3.33%). According to the culture results; the sensitivity
and specificity of the ZN staining, PCR, IFN-y and antibody ELISA tests were
calculated as 80-74%, 60-74%, 20-77%, 20-89% respectively. There was no
statistically significant difference (p>0,05) between the age groups of animals
determined as positive and negative for paratuberculosis, whereas the difference
between diarrhea and body condition scores was significant (p<0,01). Although
antibody, IFN-y, IL-10 and NP levels of positive animals were higher than negative
animals, statistically significant difference was determined in antibody, IFN-y, and IL-
10 levels (p<0,01). In positive animals, except IL-10 levels (p>0,05), the difference
was determined in antibody, IFN-y and NP levels (p<0,01) between animals groups
constituted according to test results. As a result; It was concluded that paratuberculosis
can be detected by IFN-y ELISA, antibody ELISA, ZN, PCR or culture methods in
sheep as early as 2 years old depending on the stage of the disease, but ZN staining or
PCR methods with higher sensitivity and specificity can be used in the clinical stage
of the disease. On the other hand, since IL-10 levels were found to be very different
between positive and negative animals and measurable in serum at every period of the
infection, it was thought that this cytokine could be used for diagnosis as IFN-y.

Key Words: Diagnosis, IFN-y, IL-10, Sheep, Neopterin, Paratuberculosis
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1. GIRIS

Paratiiberkiiloz, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map)
tarafindan olusturulan kronik, progresif, graniillomat6z enteritis ile karakterize ve
Diinya capinda ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (Arsenault ve ark.,
2014; Eamens ve ark., 2015; Manning ve Collins, 2010b; OIE, 2008; OIE, 2018; Ott
ve ark., 1999; Wadhwa ve ark., 2013; Yardimci, 2006). Map 'in sigir, koyun, kegi,
bizon, beyaz kuyruklu geyik, Kanada geyigi, alpaka, lama, deve, manda ve dag kecisi,
tavsan, tilki, maymun, porsuk, ¢akal, kus, kedi ve rakun gibi bir¢ok evcil veya yabani
hayvanda hastalik olusturabilecegi bildirilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Wadhwa ve ark., 2013; Yardimci, 2006).
Ruminantlarda enfeksiyonun erken, subklinik ve klinik olarak tanimlanan farkli
evrelerden olustugu (Clarke, 1997; Singh ve ark., 2013a; Wadhwa ve ark., 2013),
erken veya subklinik evrede klinik bulgu goriilmedigi (Clarke, 1997; Maroudam ve
ark., 2015; Wadhwa ve ark., 2013), ancak subklinik evrenin ge¢ donemi ile klinik
evrede siirekli ishal, halsizlik, kas erimesi ve siit liretiminde azalma gibi klinik
belirtilerin goézlenebilecegi belirtilmistir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015;
Maroudam ve ark., 2015; Whittington ve ark., 2017).

Enfeksiyonun erken doneminde hiicresel immun yanitin baskin oldugu
(Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze
ve ark., 2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011), enfeksiyon ilerledik¢e artan antikor
yaniti ile birlikte hiicresel yanitin azalarak humoral immun yanita donistiigii rapor
edilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Coussens ve ark., 2004; Maroudam ve ark.,
2015; Stabel, 2010). Enfekte hayvanlarda hastaligin erken veya subklinik evresinde
baskin olan sitokinin interferon-gama (IFN-y) oldugu belirtilmis (Coussens ve ark.,
2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015;
Stabel ve Robbe-Austerman, 2011) ve IFN-y ile uyarilan makrofajlar tarafindan
tiretilen neopterin (NP)’in viicut sivilarindaki IFN-y varligint gosterebilecegi ileri
stiriilmiistiir (Maroudam ve ark., 2015; Mikkelsen, 2011; Yegen, 2004). Hiicresel
immun yanitin baskilanmasina bagli olarak enfeksiyonunun klinik asamaya gectigi
(Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013), antikor iireten B

hiicrelerinin arttig1 ve bununla orantili bir sekilde serum antikor diizeylerinin de tespit



edilebilir sekilde yiikseldigi (Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013) bildirilmistir.
Immun yanitin degisimi ile birlikte interldykin-10 (IL-10) gibi sitokinlerin baskin
oldugu gozlenmis (Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve
Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Weiss ve ark., 2005) ve 1L-10'un IFN-y
iiretilmesini baskiladig ileri siiriilmiistiir (Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark.,
2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Stabel, 2010; Weiss ve
ark., 2005).

Paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan testler arasinda erken, subklinik ve klinik
olmak iizere tanimlanan evrelere gore farkliliklar bulunmaktadir. Klinik bulgu
gosteren hayvanlarda; gaita veya bagirsaklardaki patognomonik lezyonlardan
hazirlanan preparatlarda yogun asit-fast bakterilerin (AFB) goriilmesi, nekropsi ve
histopatolojik bulgular ile gaita ve doku 6rneklerinde kiiltiir veya polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile etkenin tespit edilmesi veya enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) gibi serolojik testler ile teshis konulabilecegi belirtilmistir (Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Subklinik enfekte hayvanlarin ise Map’e karsi
gelisen spesifik antikorlarin ortaya konulmasi, gaita ve doku orneklerinde Map’in
kiltir veya PZR ile tespiti veya hiicresel immun yanit diizeyinin Olgiilmesi ile
saptanabilecegi agiklanmustir (Begg ve Whittington, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018).
Ancak hastaligin gerek yavas seyirli olmast ve gerekse erken, subklinik ve klinik
evrelerinde gelisen immun yanitin farklilik géstermesi nedeniyle kullanilan testlerden
hi¢birinin %100 sensitivite veya Spesifiteye sahip olmadigi ve bu nedenle
enfeksiyonun her asamasinda hastalig1 tespit edebilen bir yontemin bulunmadig ileri

strilmiisttr (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018).

Tiirkiye’de koyunlarda paratiiberkiilozun varligi ilk kez 1968 yilinda
bildirilmis (Hakioglu, 1968) olmasina ragmen, bugiine kadar koyunlarda hastaligin
yayginligia yonelik az sayida arastirma mevcuttur (Buyuk ve ark., 2014; Celik ve
Turutoglu, 2017). Diger taraftan koyunlardan izole edilen Map izolatlarinin tireme ile
molekiiler 6zelliklerini ve ayrica IFN-y, IL-10 ve NP gibi sitokinlerin hastaliktaki
roliinii ortaya koyan bir arastirma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda; Burdur
ilinde tesadiifi 6rnekleme ile segilen 2 yas ve tizerindeki koyunlardan kan ve gaita
ornekleri alinarak Ziehl-Neelsen (ZN) boyama, IFN-y ELISA, antikor ELISA, PZR ve



bakteriyolojik kiiltiir yontemleri ile hastaligin arastirilmasi, izole edilen etkenin
Ozelliklerinin belirlenmesi ve paratiiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif olarak
saptanan koyunlarda antikor, IFN-y, IL-10 ve NP diizeylerinin karsilastirilmasi

amaglandu.



2. GENEL BILGILER

Paratiiberkiiloz (Johne hastaligi); sigir, koyun ve kegilerin Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map) tarafindan olusturulan, zayiflama, ishal gibi
Klinik belirtiler ile graniilomat6z enterokolitis, bolgesel lenfanjitis ve lenfadenitis ile
karakterize olan kronik seyirli, enfeksiy6z ve bulasici bir hastaligidir (Eamens ve ark.,
2015; Manning ve Collins, 2010b; OIE, 2008; OIE, 2018; Yardimci, 2006).

2.1. Tarihge

Robert Koch (1843-1910) tarafindan gelistirilen mikroskopi, boyama ve kiiltiir
yontemleri ile ilk defa 1884 yilinda tiiberkiilozun etkeni olan Mycobacterium
tuberculosis (Mtb)’in saf olarak izole edildigi ve elde edilen sonuglarin fotograflanarak
kalict olarak kaydedildigi bildirilmistir (Manning ve Collins, 2010b). Ayrica Koch’un
tiiberkiilin antijenlerini {ireterek mikobakterilerden ileri gelen hastaliklarin teshisinde
yeni teknikler gelistirdigi ifade edilmis ve bu tekniklerin diger bir mikobakteriyel
enfeksiyon olan paratiiberkiilozun tanimlanmasinda da kullanildig1 aciklanmistir

(Manning ve Collins, 2010Db).

Mikobakteriyoloji oncesi donemde; sigirlarda “asir1 zayiflama” hastaligina
dikkat ¢ekilmis ve bu hastaliga ait raporlarin ilk kez 1805 yilinda Le Frang van Berkey,
1807 yilinda Edward Skellet ve yaklasik yirmi yil sonra da (1829) W. A. Cartwright
tarafindan yayinlandigi aciklanmigtir (Manning ve Collins, 2010b). Hastalik
tanimlanirken insanlardaki tiiberkiilozu yansitan ifadeler kullanildig, ancak aralarinda
bir iliski olduguna dair bilgilere yer verilmedigi bildirilmistir (Manning ve Collins,
2010b). Hastaligin etkeni ile klinik 6zelliklerinin ilk kez 1895 yilinda Alman bilim
insanlar1 olan Dr. Heinrich Albert Johne ve Dr. Langdon Frothingham tarafindan
tanimlandig: bildirilmistir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b; Singh ve ark.,
2013a). Johne ve Frothingham’in kronik ishal sonucu o6len bir sigirin bagirsak
mukozasinda kalinlasma ve mezenterik lenf yumrularinda biiylime saptadiklari,
bagirsagin histolojik muayenesinde 16kosit ve epiteloid hiicre infiltrasyonlarinda artis
ile birlikte Mtb’e benzer aside direngli bakteriler gézledikleri agiklanmistir (Chiodini,
2005; Manning ve Collins, 2010b). Bagirsak dokusundan hazirlanan inokulumun



enjekte edildigi kobaylarda tiiberkiiloz etkeninin aksine hastalik olugsmadiginin
gozlenmesi ilizerine ayni arastirmacilar tarafindan hastalifa “pseudotiiberkiilozis
enteritis” adinin verildigi ve hastalifa kanathi hayvanlarda tiiberkiiloza neden olan
Mycobacterium avium’un yol agmig olabileceginin diislintildiigii ifade edilmistir
(Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Nitekim 1902 yilinda Dr. Herman
Markus tarafindan M. avium’un enteritise yol ag¢tigimmin belirtildigi bildirilmistir
(Manning ve Collins, 2010b). 1906 yilinda bu hastaliktan siipheli hayvanlarin avian
tiiberkiilin antijenine karst dermal yanit verdiginin Bernhard Bang tarafindan
tesadiifen saptandigi ve hastaligin teshisinde kullanilmaya baslandig1 aciklanmistir
(Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Ayni yil i¢inde hastaligin Bang
tarafindan “enteritis chronica bovis pseudotuberculosa” olarak tanimlandigi (Manning
ve Collins, 2010b) ve John Mc Fadyean tarafindan ise Dr. Johne’a izafeten “Johne
hastaligi” (Johne’s disease) teriminin ilk kez kullandig: belirtilmistir (Chiodini, 2005;
Manning ve Collins, 2010b; Singh ve ark., 2013a). Takip eden yillarda kiiltiir i¢in
biyolojik ortam saglanamadigindan hastalik etkeninin izole edilemedigi, ancak 1912
yilinda Frederick William Twort tarafindan tesadiifen yeni bir kiiltiir yonteminin
kesfedildigi bildirilmistir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Twort
tarafindan steril olmayan ortamda yapilan kiiltiir islemlerinde biiyiilk kontamine
kolonilerin (Mycobacterium phlei) etrafinda kii¢iik kolonilerin iirediginin gozlendigi,
besiyerine gerekli giday1 dahil edebilmek i¢in 1s1 ile inaktive edilmis M. phlei katilmas1
ile Johne hastaligina neden olan bakterinin izole edildigi ve arastirmaci tarafindan
hastaligin etkeninin “Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosae bovis,
Johne” olarak isimlendirildigi bildirilmistir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins,
2010b). Daha sonra hastaligin etkeni Mycobacterium paratuberculosis, hastaligin adi
ise paratiiberkiiloz veya “Johne hastaligi” (Johne’s disease) olarak kabul edilmistir
(Chiodini, 2005). Gegmiste hastaligin etkeni i¢in M. paratuberculosis ile es anlamli
olarak Mycobacterium johnei kullanilmig, 1990 yilina gelindiginde M.
paratuberculosis’in M. avium kompleksine ait oldugu ortaya konularak
Mycobacterium avium  subsp.  paratuberculosis (Map) olarak yeniden
isimlendirilmistir (Chiodini, 2005).



Johne hastaliginin 1908 yilinda Dr. Leonard Pearson tarafindan ilk kez
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde de rapor edilmesi ile hastaligin Almanya ile
sinirh kalmadigi anlagilmistir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). 1913
yilinda diizenlenen Amerikan Veteriner Hekimligi Dernegi toplantisinda doktora tez
konusu paratiiberkiiloz olan Dr. Meyer’in hastaligin kontrolii i¢in gerekli adimlar
atilmazsa ¢ok ciddi ekonomik kayiplara yol agacagini ifade ettigi agiklanmistir
(Manning ve Collins, 2010b). Hastaligin varligi 1920 yilindan itibaren Afrika ve Asya,
1930 yilindan itibaren de Giiney Amerika {ilkelerinde bildirilmeye baslanmig ve
1970’11 yillara gelindiginde hastaligin tiim diinya capinda yaygin ve ¢ok 6nemli bir
hastalik oldugu kabul edilmistir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b).

2.2. Etiyoloji

Mikobakteriler taksonomik olarak; Actinobacteria smifi, Corynebacteriales
takimi1 ve Mycobacteriaceae familyasinda bulunan Mycobacterium cinsi igerisinde yer
almaktadir (Anonim, 2018a). Mikobakteriler genel olarak Gram pozitif, ince, comak
seklinde, karakteristik olarak aside direncli, yavas iireyen bakterilerdir (OIE, 2008;
OIE, 2018; Saviola ve Bishai, 2006). Bu cinsin iiyeleri 0,2-0,7 X 1-10 pm
blyiikliigiinde, diiz veya hafif egimli ¢omak goriinlimiindedir. Mikobakteriler
kapsiilsiiz, hareketsiz ve sporsuz olup, aerobik kosullarda iirerler. Uremeleri olduk¢a
yavastir ve kolonileri optimal iireme 1sisinda (37°C) 2-60 giinde ya da daha geg siirede
goriiniir hale gelir (OIE, 2008; OIE, 2018; Saviola ve Bishai, 2006; Turenne ve
Alexander, 2010). Kolonileri genellikle pembe, turuncu veya sari renkte olup,
ylizeyleri piiriizlii ve mattir. Map gibi bazi tiirler in vitro kosullarda mikobaktin J’ye
ihtiyag duyarken, Mycobacterium leprae gibi bazi tiirler in vitro kosullarda iiretilemez
(Saviola ve Bishai, 2006).

Mikobakterilerin hiicre duvarinda bir¢ok katman ile birlikte toplam kuru
agirhigmin %20-40’1m1 olusturan lipid tabaka bulunmaktadir (Sekil 2.1). Hiicre
duvarinda bulunan bu lipid yapiy1 mikolik asit olarak bilinen uzun zincirli yag asidi
esterleri olusturmakta ve mikolik asitler hiicre duvarina arabinogalaktan araciligi ile
baglanmaktadir. Bakteriye balmumu 6zelligi kazandiran lipid yapi; bakterinin ¢evresel

kosullara, antiseptiklere, asit ve alkole direngli hale gelmesine yol agar (Saviola ve



Bishai, 2006). Ayni zamanda bakterinin boyayr almasini da engelledigi i¢in
mikobakterilerin boyanmasinda genellikle Ziehl-Neelsen (ZN), Konrich veya
auramin-O boyasmin kullanildigr boyama yontemlerinden yararlanilir (Arda, 2006;
Saviola ve Bishai, 2006).
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Sekil 2.1. Mikobakterilerde hiicre duvarinin yapisi (Anonim, 2019).

Mikobakterilerde tlir ayiriminin niasin lretimi, nitrat rediiksiyonu, katalaz
testi, lire ve pirazinamid hidrolizi, asit fosfataz testi, tween 80 hidrolizi, arilsiilfataz
testi gibi bazi biyokimyasal testler ile birlikte koloni morfolojisi ve pigment {iretimine
gore yapilabilecegi belirtilmistir (Ribon, 2012). Mikobakterilerin tireme hizlarina ve
olusturdugu pigmente goére Runyan tarafindan dort gruba ayrildigi bildirilmistir
(Harris ve Barletta, 2001; Sohal ve ark., 2007; Turenne ve Alexander, 2010). Bu
Klasifikasyona gore yavas tireyen tiirler (7 giinden fazla) Runyon I-II ve III, hizl
tireyen tiirler (7 giinden az) ise IV grubunda yer almigtir. Runyon I (fotokromojenler)
grubunda bulunan mikobakteri tiirlerinin (Mycobacterium marinum, Mycobacterium
asiaticum, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium simiae) 1sik varliginda sari-
turuncu pigment iirettigi, Runyon II (skotokromojenler) grubunda yer alanlarin (M.
scrofulaceum, M. gordonae) isiktan bagimsiz olarak sari1 koloniler olusturdugu,
Runyon 11l (non-kromojenler) grubunda yer alan M. avium subsp. avium (Maa), M.
avium subsp. hominissuis (Mah), Map, M. terrae ve M. ulcerans kolonilerinin

pigmentsiz, agik sar1 veya krem renginde oldugu ve 1s1ga maruz kaldiklarinda koloni



renginin degismedigi, Runyon IV (¢abuk iireyenler) grubunda yer alan mikobakteri
tirlerinin (Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium thermoresistibile) ise pigment
olusturmadigi ifade edilmistir (Brown-Elliott ve Wallace, 2002; Ribon, 2012; Rogall
ve ark., 1990).

Insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapan patojen mikobakteriler temel olarak;
M. tuberculosis kompleks ve M. avium kompleks (MAC) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. M. tuberculosis kompleks grubunda bulunan M. bovis subsp. bovis ve
M. bovis subsp. caprae ruminantlarda, M. tuberculosis, M. africanum (subtip I, 1I) ve
M. canetti insanlarda, M. microti ise hem kemirgen ve hem de insanlarda enfeksiyona
yol agmaktadir (Saviola ve Bishai, 2006; Yardimci, 2006). M. tuberculosis kompleks
tiyeleri DNA homolojisi bakimimdan %95-100 oraninda benzerlik gostermektedirler
(Ribon, 2012; Rogall ve ark., 1990; Turenne ve Alexander, 2010; Whittington, 2010).
MAC grubu M. intracellulare, M. avium, M. chimaera, M. arosiense, M. colombiense,
ve M. vulneris ten olugsmaktadir (Turenne ve Alexander, 2010). M. avium, Maa, Map,
M. avium subsp. silvaticum (Mas) ve Mah olmak {lizere dort alt tiire ayrilmaktadir
(Harris ve Barletta, 2001; Maobius ve ark., 2015; Turenne ve Alexander, 2010). Map ’in
Maa, Mas ve Mah tiirlerinden fenotipik olarak mikobaktin bagimliligina, genotipik
olarak ise yer degistirebilen bir insersiyon sekansi (IS) olan IS900’e gore ayrilabildigi
belirtilmistir (Harris ve Barletta, 2001). Map ile Maa ve Mas arasinda %99 oraninda
genetik benzerlik bulunmasina ragmen, Map’in in vitro ortamda mikobaktine ihtiyag
duymas1 ve daha yavas iiremesi gibi baz1 farkli fenotipik 6zelliklere sahip oldugu
aciklanmustir (Harris ve Barletta, 2001; Turenne ve Alexander, 2010; Whittington,
2010).

Gram-pozitif, asit-fast, kiigiik (0,5 x 1,5 um) ¢omak seklinde bir bakteri olan
Map’in ¢ok yavas tiredigi (Clarke, 1997) ve sivi kiiltiirdeki generasyon siiresinin 1,3-
4,4 giin arasinda degistigi bildirilmistir (Whittington, 2010). Demiri baglayan ve
tireme i¢in gerekli olan mikobaktin J’yi bir¢ok mikobakteri tiirii iiretmesine ragmen,
Map tarafindan iiretilmedigi agiklanmistir (Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2010).
Map’in hiicre duvari, lipid yap1 bakimindan zengindir ve bu sayede Map yiiksek

sicakliklara direng gosterebilmekte ve pastorize edilmis siitte canli kalabilmektedir.



Ayrica, bu yapr bakterinin diisiik pH’da veya tuz ve klorid gibi kimyasallarin
bulundugu ortamlarda canli kalabilmesine ve antibiyotiklere karsi direng gostermesine
katki saglamaktadir (Rowe ve Grant, 2006). Lipid agisindan zengin hiicre duvari,
mikobakteriye canli kalma avantaji saglasa da, hiicre duvarindan besin aliminin
kisitlanmas1 nedeniyle bakterinin yavas iiremesine sebep oldugu ileri siiriilmiistiir
(Domingue ve Woody, 1997). Yakin zamanda Map'in spor benzeri yap1 olusturan yeni
bir morfotipi tanimlanmis ve pastdrizasyon gibi elverissiz kosullarda Map’in hayatta
kalmasinda bu yapinin etkili oldugu diistiniilmiistiir (Lamont ve ark., 2012). Map’in
hiicre duvarinda lipoarabinomannan (LAM) ve arabinomannan (AM) bulundugu ve
viriilens ile iliskili LAM’mn olduk¢a immunojenik oldugu agiklanmistir (W00 ve
Czuprynski, 2008). Map’in endo ve ekzotoksini bulunmamasina ragmen, bakterinin
pargalanmasi ile agiga ¢ikan maddelerin toksik 6zellik gosterdigi belirtilmistir (Fratti
ve ark., 2001; Singh ve ark., 2013a; Woo ve Czuprynski, 2008). Map suslari tarafindan
humoral immun yanit1 uyaran (W00 ve Czuprynski, 2008), hastaligin patogenezisinde
onemli rol oynayan (Gumber ve Whittington, 2009; He ve De Buck, 2010; Hughes ve
ark., 2007) ve 1s1 stresi ile iliskili olarak bakterinin ¢evrede veya konak¢ida canli
kalabilmesini saglayan (Gumber ve Whittington, 2009) baz1 proteinlerin tiretildigi de
bildirilmistir.

Tek sirkiiler sekansa sahip Map’in genom biiyiikliigiiniin yaklasik 5 megabayt,
%G+C oranmin ise yaklasik %66-67 oldugu (Harris ve Barletta, 2001; Saviola ve
Bishai, 2006) ve %G+C oran1 yoniinden Nocardia sp., Rhodococcus sp.,
Corynebacterium sp. gibi aside direngli bakterilere benzerlik gosterdigi ifade
edilmistir (Saviola ve Bishai, 2006). Referans Map K-10 susu genomunun yaklasik
%1,5 veya %72,2 kilobaytinin IS’lari, multigen aileleri ve ekspresyonu degismeyen
temel genler de dahil olmak iizere tekrarlayan DNA yapisindan olustugu bildirilmis
(Li ve ark., 2005), bu genlerden bazilarinin (F57, hspX, ISMav2, ISMpal, ISMap02,
1S900, 1S1311) molekiiler arastirmalarda hedef bolge olarak kullanildigi rapor
edilmistir (Bolske ve Herthnek, 2010; Paustian ve ark., 2010). Karsilagtirilan Map
genomlarinin niikleotid dizilimlerinde farkliliklar belirlenmis ve bu farkliliklarin yer
degistirebilen genetik elementler ile iliskili oldugu ve yerlestikleri bolgelerde biiyiik

polimorfizmlere yol agtiklar1 rapor edilmistir (Paustian ve ark., 2010; Stevenson,



2015). Insersiyon, delesyon, inversiyon, translokasyon ve duplikasyon seklindeki
polimorfizmlerin izolatlarin genotip yapilarinda énemli degisikliklere neden oldugu
belirtilmistir (Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015). Map’in K-10 ve S397
suglarinin  1IS1311, 1S900, ISMav2, IS_MAPO02, IS_MAPO4 ve REP13E12'nin
homologlar1 da dahil toplam 58 kopyadan olusan 19 farkli IS igerdigi aciklanmistir
(Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015). IS’larinin genler arasina girerek
minimum diizeyde degisikliklere yol agabilecegi gibi diizenleyen veya kodlayan gen
bolgelerinin de i¢ine girebilecegi ve bdylece genin islevini bozabilecegi bildirilmistir
(Stevenson, 2015). Niikleotid dizilimlerinde spontan mutasyonlara bagh degisiklik
olabilecegi gibi mikroorganizmanin ultraviyole (UV) 15181 gibi cevresel faktorlere

maruz kalmasimin da mutasyonlara yol agabilecegi belirtilmistir (Stevenson, 2015).

IS900 restriksiyon parga uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) ve 1S1311 polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon enzim
analizi (PZR-REA) kullanilarak Map suslari tip 1, tip 2 ve tip 3 olarak siniflandirilmis
ve tip 1 (S, koyun susu) ve tip 3’{in (intermediate sus) koyunlari, tip 2 nin ise (C, sigir
susu) sigirlart enfekte ettigi agiklanmistir (Marsh ve ark., 1999; Mobius ve ark., 2015).
Bizonlardan izole edilen bir bagska Map susu (B tipi) tanimlanmis (Sohal ve ark., 2010;
Whittington ve ark., 2001) ve Hindistan'da izole edilen B tipinin ABD’de izole
edilenlerden farkli oldugu rapor edilmistir (Sevilla ve ark., 2005). Tekrarlayan
dizilerden S ve C suslarini ayirt etmek i¢in yararlanilmig olmasina ragmen (Bannantine
ve ark., 2012; Stevenson, 2015), IS elementlerinin S veya C tipine spesifik olduguna
dair hentiiz bir kanit bulunamadig1 (Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015) ve
1S900’iin kopya sayisinin C tipi suslar arasinda bile farklilik gosterdigi (Green ve ark.,
1989) rapor edilmistir. Genotipik farkliliklarin yani sira, sigir ve koyun tiplerinin
pigment 6zelligi, tireme hizi, demir kullanim1 ve sitokinleri indiikleyebilme gibi farkli
fenotipik 6zellikleri ile birbirinden ayrilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Janagama ve ark.,
2006; Janagama ve ark., 2010; Whittington ve ark., 2011). C tipi susun S tipi susa gore
daha hizli iiredigi ve inkiibasyondan sonra 6-12 haftada kolonilerin gdzlendigi, S
tipinin ise daha yavag lredigi, pigmentli kolonilerin ancak 16 haftadan sonra

goriildigi bildirilmistir (Juste ve ark., 1991).
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2.3. Epidemiyoloji

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in sigir, koyun, kegi, bizon,
beyaz kuyruklu geyik, Kanada geyigi, alpaka, lama, deve, manda ve dag kegisi gibi
evcil veya yabani ruminantlarda ve tavsan, tilki, maymun, porsuk, ¢akal, kus, kedi,
rakun gibi ruminant olmayan tiirlerde hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Arsenault

ve ark., 2014; OIE, 2008; OIE, 2018).

Genetik faktorlere bagli olarak hayvan irklart arasinda hastaliga kars1 direncin
farkli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Djonne, 2010; Hickey ve ark.; 2003; Kirkpatrick,
2010). Sigir wrklar1 arasinda Onemli fark bulundugu rapor edilmesine ragmen
(Kirkpatrick, 2010), genetik yatkinlik heniiz tam ortaya konulamamustir (Clarke, 1997;
Wadhwa ve ark., 2013). Hickey ve ark. (2003), 2348 Romney ve 1297 Merinos 1rki
koyunun nekropsi kayitlarini incelemis ve hastaligin goriilme oraninin Merinos
koyunlarinda (%4,78) Romney koyunlarindan (%3,49) daha yiiksek oldugunu
belirtmistir. Toll-benzeri reseptor (toll-like receptor, TLR), biiyiik doku uyusum
kompleksi (major histocompatibility complex, MHC), interloykin-10Ra (IL-10Ra),
interferon-gamaR2 (IFN-yR2), IL-12RB1, IL-12RB2, IL-23R gibi bazi genlerin
genetik direng/duyarlilik ile iliskili olabilecegi belirtilmis olmasina ragmen, Jersey ve
Holstein 1rki sigirlarda IFN-y, IL-12, IL-23 genlerinin ekspresyonunda énemli bir fark
saptanamamigtir (Mallikarjunappa, 2013). Singh ve ark. (2012) ise Jamunapari
kegilerinin MHC-II molekiillerindeki polimorfizmin paratiiberkiiloza kars1 direng ve

duyarlilikla iliskili olabilecegini belirtmistir.

Neonatal donemde veya 6 aydan kiigiik yasta olan buzagilarin paratiiberkiiloza
olduk¢a duyarli olduklart belirtilmistir (Windsor ve Whittington, 2010). Enfekte
hayvanin kolostrum ve siitiinii tiiketen veya Map igeren diski ile bulagik siit veya yemle
beslenen buzagilarin fekal-oral yolla enfekte olabilecegi bildirilmistir (OIE, 2008;
OIE, 2018; Sohal ve ark., 2008; Whittington ve ark., 2004; Whittington ve Windsor,
2009). Antikorlara baglanarak antikorlarin Fc reseptorleri vasitasiyla hiicreye girebilen
baz1 viruslarda oldugu gibi etkenin kolostrumda bulunan Map’e spesifik antikorlar
araciligiyla yavrular1 enfekte edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Arsenault ve ark., 2014).

Fetus, uterus, plasenta, erkek genital organlari, sperma ve hatta dondurulmus
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spermadan Map’in izole edilmis olmasinin vertikal bulagsmaya isaret kabul
edilebilecegi belirtilmistir (Ayele ve ark., 2004; Maroudam ve ark., 2015; Whittington
ve Windsor, 2009). Solunum yolu ile bulasma Corner ve ark. (2004) tarafindan rapor
edilmis ve kurumus diskidan etrafa yayilan toz pargaciklari veya su damlaciklari ile
hayvanlarin etkeni alabilecekleri ileri stiriilmiistiir (Corner ve ark., 2004; Eisenberg ve
ark., 2011). Sorge ve ark. (2013) ise etkeni s1g1r salyasinda tespit etmistir. Ancak gerek
direkt aerosol (Corner ve ark., 2004; Eisenberg ve ark., 2011) ve gerekse salya
araciligiyla bulagsmanin (Sorge ve ark., 2013) baska calismalarla da desteklenmesi
gerektigi agiklanmustir.

[lerleyen yasla birlikte sigirlarin paratiiberkiiloza kars1 direncli hale geldikleri
belirtilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Rankin, 1962). Yeni doganlarda minimal
enfektif dozun yetiskinlere oranla daha diisiik olabilecegi bildirilmistir (Djenne, 2010).
Gen¢ hayvanlarda diisiik rumen pH’sinin duyarliligi arttirabilecegi, ruminant
olgunlastikga rumen pH’sinin artmasi ile birlikte enfeksiyona karsi direng
gelisebilecegi belirtilmistir (Richards, 1989). Bununla birlikte, ergin hayvanlarin
yiiksek Map yiikiine sahip bir ¢cevreyle karsilastiklarinda enfekte olma olasiliklarinin
bulundugu da ileri siiriilmiistiir (Rankin, 1962). Digki ile atilim 6zellikle enfeksiyonun
subklinik (10* koloni olusturan birim (kob)/g diski) ve klinik (10%® kob/g disk1)
asamalarinda olmaktadir (White ve ark., 2010; Whitlock ve ark., 2005; Whittington ve
ark., 2000). Diski ile ¢evreye yayilan etken dis ortamda uzun siire canli kalmaktadir
(White ve ark., 2010). Nispeten kalin olan hiicre duvari olumsuz ¢evre kosullarina
karst korunma saglamakta ve etken toprak veya suda uzun siire tiremeden canli
kalabilmektedir (White ve ark., 2010). Ayrica Lamont ve ark. (2012), Map'in spor
benzeri yap1 olusturdugunu ve bdylece ¢evrede daha uzun siire canli kalabildigini ileri
stirmiistiir. Map'in giibre, toprak ve musluk suyunda sirasiyla 9, 11 ve 17 aya kadar
yasayabildigi (Gay ve Sherman, 1992), kontamine topraktan 12 aya kadar izole
edilebildigi (Rowe ve Grant, 2006) ve gdlgede 55 haftaya kadar canli kalabildigi,
ancak giines 15181 ve sicaga maruz kaldikca canli kalma siiresinin azaldigi (Whittington
ve ark., 2004) rapor edilmistir. Ayrica, kontamine topraklardaki ¢imlerden de izole
edilmis ve etkenin toprak yiizeyine tutunma egiliminde olabilecegi diisliniilmiistiir

(Salgado ve ark., 2011; Whittington ve ark., 2004). Bu nedenle toprak yiizeyi ve
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meralar duyarli hayvanlar i¢in rezervuar ve bulasma kaynagi olarak kabul edilmistir
(Grant, 2010). Diger taraftan toprak pH'sinin da hastalikla iliskili oldugu ve 6zellikle
asidik topraga sahip bolgelerde klinik paratiiberkiiloz prevalansinin daha yiiksek

oranda saptandigi bildirilmistir (Dhan ve ark., 2009; Richards, 1989).

Serbest yagsayan amiplerde etkenin varlig bildirilmis ve su kaynakli bulasmada
onemli rol oynayabilecekleri ileri striilmiistiir (Grant, 2010; White ve ark., 2010).
Map’in igme sularinda bulunabilecegi gibi (Manning ve Collins, 2010a) beton, plastik,
galvazinli veya paslanmaz ¢elik suluklarda biyofilm olusturabildigi (Cook ve ark.,
2010) de agiklanmistir. Kontamine diski ile temas eden ruminant disindaki hayvanlar
ile insektlerin hastaligin yayilmasinda vektor olarak gorev yapabilecekleri (White ve
ark., 2010) ve o6zellikle yabani tavsanlarin hastalik etkenini yakin ¢evredeki giftliklere
tasiyarak hastaligin yayilmasinda rol oynayabilecekleri belirtilmistir (Djenne, 2010).
Etken solucan ve bocek larvalarinda tespit edilmis (Whittington ve ark., 2001), bocek
ve sineklerin diskidan Map’i alarak yakin temas ile hayvanlara tasiyabilecekleri

aciklanmustir (Fischer ve ark., 2006).

Ruminant paratiiberkiilozu ile insanlarin Crohn hastaliginda goriilen klinik
bulgular ile ince bagirsaklardaki histopatolojik lezyonlarin biiyiik oranda benzerlik
gosterdigi bildirilmis (McNees ve ark., 2015; Naser ve ark., 2014) ve Crohn hastalig
olan insanlarin %50-100'tinden Map 'in izole edilebilecegi veya PZR ile DNA’siin
tespit edilebilecegi ileri stiriilmiistiir (Naser ve ark., 2014). Nitekim birgok arastirmaci
tarafindan Crohn hastalig1 olgularindan Map ’in izole edildigi (Chiodini ve ark., 2012;
Windsor, 2015) veya molekiiler olarak Map DNA’sinin (Chiodini ve ark., 2012; Green
ve ark., 1989; Kanazawa ve ark., 1999; Naser ve ark., 2014) tespit edildigi bildirilerek,
Map'in Crohn hastaliginin etiyolojik ajani olabilecegi varsayilmistir. Diger taraftan
klinik bulgu gosteren insanlar ile hayvanlardan izole edilen Map izolatlarinin tiim
genom sekanslar1 karsilastirilmis ve benzer bulunarak enfeksiyonun zoonoz
olabilecegi ileri siiriilmistir (Wynne ve ark., 2011). Ayrica enfekte hayvanlarin
diskilarinin yani sira siitleri ile de etkeni ¢ikardiklari tespit edilmis ve enfekte
hayvanlardan elde edilen siit ve bu siitler ile hazirlanan iirlinlerin insanlar igin
potansiyel bir bulagma kaynagi olabilecegi bildirilmistir (Chiodini ve ark., 2012; Naser
ve ark., 2014; OIE, 2008; OIE, 2018; Wynne ve ark., 2011).
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Hollanda'da 1805 ve Ingiltere’de ise 1829 yilinda sigirlarda asir1 zayiflik ile
birlikte kronik ishal vakalar1 rapor edilmis olmasina ragmen, paratiiberkiilozun ilk kez
1895 yilinda Johne ve Frothingham tarafindan tanimlandigi ve takip eden yillarda
Hollanda, Danimarka, Fransa, Norveg, ingiltere, ABD, Belgika ve Isvicre gibi birgok
tilkede tespit edildigi bildirilmistir (Barkema ve ark., 2010). Enfeksiyonun ruminant
popiilasyonuna sahip tiim kitalarda bildirildigi (Nielsen ve Toft, 2009) ve hig¢bir iilke
veya bolgenin hastaliktan ari olduguna dair veri bulunmadigi agiklanmistir (Manning
ve Collins, 2010a; Nielsen ve Toft, 2009). Norveg ve Isveg gibi iilkelerde sigirlarmn
enfeksiyondan ari oldugu ileri siiriilmesine ragmen, her iki tilkede de pozitif vakalarin
saptandig belirtilmistir (Barkema ve ark., 2010). Avrupa ve Kuzey Amerika'daki sigir
sirilerinin tahminen %50'sinden fazlasinin enfekte oldugu ve bu nedenle
paratiiberkiilozun endemik bir hastalik olarak kabul edilmesi gerektigi ileri
stiriilmiistiir (Nielsen ve Toft, 2009). Hastaligin endemik seyrettigi iilkelerden ¢ok
sayida siit ineginin ihrag edildigi dikkate alindiginda, oranlar farklilik gosterse bile her
iilkede enfeksiyonunun mevcut olmasimin olasilik dahilinde oldugu agiklanmigtir
(Barkema ve ark., 2010). 1990'larin basinda siit endiistrisinde 6nemli yere sahip
iilkelerde sigirlar i¢in siirii diizeyinde prevalans yaklasik %10 olarak hesaplanmistir
(Barkema ve ark., 2010). Daha sonraki yillarda Almanya (Bottcher ve Gangl, 2004),
Fransa (Nielsen ve Toft, 2009), Bel¢ika (Boelaert ve ark., 2000), Hollanda (Muskens
ve ark., 2000), Danimarka (Nielsen ve Toft, 2009), italya (Sechi ve ark., 2013), irlanda
(Good ve ark., 2009), ingiltere (Cetinkaya ve ark., 1998), Kanada (Tiwarii ve ark.,
2009) ve ABD (Wells ve Wagner, 2000) gibi iilkelerde prevalansin %17-74 arasinda
degistigi rapor edilmistir. Giiniimiizde hastalik i¢in dngoriilen seroprevalansin diinya
capinda %15 ile %78, Avrupa lilkelerinde ise %0 ile %75 arasinda degisebilecegi ileri
striilmistiir (Fernandez-Silva ve ark., 2014; Nielsen ve Toft, 2009). Nielsen ve Toft
(2009), Map enfeksiyonu i¢in mevcut prevalans ¢aligmalarinda genellikle kullanilan
testin sensitivite ve spesifitesi dikkate alinmadigindan elde edilen sonuglarin goriinen
prevalans degerlerini verdigini belirtmis ve Avrupa lilkelerinde yapilan prevalans
caligmalarin1 kapsamli bir sekilde degerlendirerek sigirlarda siirii diizeyinde goriinen
prevalansin %3 ile %68 arasinda degistigini hesaplamigtir. Kullanilan testin sensitivite

ve spesifitesi dikkate alinarak sigirlarda siirii diizeyinde gercek prevalansin
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arastirilldigi bazi galigmalarda oranlar ABD i¢in %91 (Lombard ve ark., 2013),

Danimarka igin ise %70 (Nielsen ve ark., 2000) olarak rapor edilmistir.

Kiiglik ruminantlarda paratiiberkiilozun varligi; Fas (Benazzi ve ark., 1996),
Hindistan (Bhat ve ark., 2018), Tirkiye (Buyuk ve ark., 2014; Celik ve Turutoglu,
2017; Hakioglu, 1968), Avustralya, Avusturya, Isvicre, Fransa, Yunanistan, Norveg,
Hirvatistan (Djonne, 2010; Nielsen ve Toft, 2009), ispanya (Sevilla ve ark., 2002),
Portekiz (Coelho ve ark., 2008b), Slovenya (Ocepek ve ark., 2002), Kanada (Arsenault
ve ark., 2003), ABD (Robbe-Austerman ve ark., 2006a,b), Yeni Zelanda (Verdugo
2013) ve Sili (Salgado ve ark., 2007) dahil olmak tizere bir¢ok iilkede bildirilmistir.
Koyunlarda paratiiberkiilozun Kuzey ve Gliney Amerika, Avustralya, Orta Dogu,
Asya, Afrika ve Avrupa iilkelerinde goriildiigii belirtilmistir (Barkema ve ark., 2010).
Koyunlar icin yiliksek sensitivite ve spesifiteye sahip tani testlerinin olmayist ve
koyunun degerine kiyasla hastalik teshisinin yiiksek maliyet gerektirmesi gibi
nedenlere bagl olarak koyunlarda paratiiberkiiloz prevalansi yeterince arastirilmamis
ve sigirlarda oldugu gibi diinya genelinde degerlendirilememistir (Barkema ve ark.,
2010). Bununla birlikte, koyunlarda prevalansin iilke veya cografik bolgeye gore
farklilik gostermekle birlikte %2 ile %32 arasinda degisebilecegi ifade edilmistir
(Begg ve Whittington, 2010; Nielsen ve Toft, 2009). Sirii prevalansi kiigiik
ruminantlar i¢in Slovenya’da %11,6 (Ocepek ve ark., 2002), Hindistan’nin Kesmir
Vadisi’nde %31,5 (Bhat ve ark., 2018) ve Avustralya'da %2,4-%4,4 arasinda (Begg ve
Whittington, 2010) belirlenmistir. Ancak Avusturalya’da koyun siiriisiiniin bulundugu
bolgeye gore prevalansin onemli Ol¢lide degistigi ve Ozellikle Yeni Giiney Galler
bolgesinde genel olarak %6-10 olmasina ragmen, bazi yerlerde %29-%39’a kadar
yiikseldigi agiklanmistir (Begg ve Whittington, 2010). Tahmini bireysel prevalans
koyunlarda Kanada’da %3 (Arsenault ve ark., 2003), Ispanya'da %8-10 (Sevilla ve
ark., 2002), koyun ve kegilerde Slovenya’da %3,5 (Ocepek ve ark., 2002), Latin
Amerika ve Karayip iilkelerinde ise %16 (Fernandez-Silva ve ark., 2014) olarak
belirlenmistir. Coelho ve ark. (2007, 2008b), Portekiz’de hastaligin tahmini bireysel
prevalansint ELISA ve PZR ile arastirdiklar1 ¢aligmalarinda oranlarin sirasiyla %6,4
ile %15,4 arasinda degistigini bildirmistir. Kullanilan testlerin sensitivite ve

spesifitelerini dikkate alan Nielsen ve Toft (2009), siirii diizeyinde prevalansin
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Isvigre’de %24, Ispanya'da %29 olacagim ileri siirmiistiir. Siirii diizeyinde gercek
prevalans oranlar1 Yeni Zelanda'da %75, (Verdugo, 2013), Italya’da %73,7 (Rita ve
ark., 2011), Portekiz’de %46,7 (Coelho ve ark., 2007), Kibris'ta %52 (Liapi ve ark.,
2011) ve Kanada’da %66,8 (Bauman ve ark., 2016b) olarak bildirilmistir. Koyunlarda
siirii i¢1 prevalans konusu ayrintili olarak incelenmemis olmakla beraber Giiney
Amerika’da %2,3 veya altinda (Giannitti ve ark., 2018), Kanada’da ise %48 (Bauman
ve ark., 2016b) olarak hesaplandig: bildirilmistir. Siirii i¢i prevalansin yiiksek oldugu
stiriilerde 6liim oraninin yillik %5-%15 arasinda olacagi (Reddacliff ve ark., 2006) ve
6liim oran1 %6,2 ile %7,8 arasinda olan ¢iftliklerde ise yaklasik %6,4-%8,5 oraninda
yillik ekonomik kayip gozlenecegi ifade edilmistir (Bush ve ark., 2006).

Kecilerde yapilan ¢aligmalarda; paratiiberkiilozun bireysel prevalans: Sili’de
%9,1 ile %14,6 arasinda (Kruze ve ark., 2006; Salgado ve ark., 2007), Suudi
Arabistan’da %1,11 (Al-Dubaib ve Mahmoud, 2008), Latin Amerika ve Karayip
tilkelerinde ise %3,7 (Fernandez-Silva ve ark., 2014) olarak bildirilmistir. Kegilerde
stirii prevalanst Hindistan’nin Kesmir Vadisi’nde %35,7 (Bhat ve ark., 2018) olarak
belirlenirken, ABD’nin Missouri eyaletinde bireysel, siirii-i¢i ve siiriiler-aras: goriinen
prevalans sirasiyla %1,9; %2 ve %36 olarak saptanmis, hastaligin ger¢ek prevalansi
ise sirasiyla %1,4; %3 ve %54,7 olarak hesaplanmustir (Pithua ve Kollias, 2012).

Tiirkiye’de ise paratiiberkiilozun ilk kez 1928 yilinda Sezginer tarafindan
sigirlarda teshis edildigi ve 1932 yilinda da Akgay ve Erbil tarafindan patolojisine
yonelik incelemeler yapildigi belirtilmistir (Alibagsoglu ve ark., 1969; Alibasoglu ve
ark., 1973). Koyunlarda hastalik ilk kez 1968 yilinda Hakioglu (1968), kegilerde ise
1973 yilinda Alibasoglu ve ark. (1973) tarafindan bildirilmistir. Daha sonraki yillarda
sigir, koyun ve kecilerde hastaligin teshisi iizerine bircok arastirma yapilmistir
(Alibasoglu ve ark., 1973, Atala ve Akc¢ay, 2001; Aydogan ve ark., 2013; Celik ve
Turutoglu, 2017; Cetinkaya ve ark., 2000; Vural ve Atala, 1988). Hastaligin prevalansi
tizerine ¢alismalar genellikle sigirlara yonelik olarak yapilmis (Atala ve Akgay, 2001;
Celik ve Turutoglu, 2017; Cetinkaya ve ark., 2000; Gumussoy ve ark., 2015; Ikiz ve
ark., 2005; Makav ve Gokce, 2013; Vural ve Atala, 1988; Yildirim ve Civelek, 2013)
ve Tirkiye genelinde sigirlarda bireysel prevalansin %2,3 ile %8 arasinda degistigi

aciklanmistir (Atala ve Akgay, 2001; Cetinkaya ve ark., 2000; Makav ve Gokce, 2013;
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Ozturk ve ark., 2010; Vural ve Atala, 1988). Atala ve Akgay (2001), Tiirkiye genelinde
sigirlarda paratiiberkiiloz prevalansim1 %4,6 olarak tespit etmis olmalarina ragmen,
Nielsen ve Toft (2009), 1990-2007 yillar1 arasinda Avrupa’da sigirlar iizerinde
yapilmig  ¢aligma  sonuglarin1  testlerin  sensitivitelerini  dikkate alarak
degerlendirdiklerinde Tiirkiye’de gercek prevalansin %20 olacagini ileri stirmiistiir.
Sigirlarda hastaligin bireysel ve siirii prevalansi sirastyla Burdur ilinde %6,2 ve %58,3
(Ozturk ve ark., 2010), Kars ilinde ise %3,5 ve %41,6 (Makav ve Gokce, 2013) olarak
aciklanmistir. Ayrica sigirlarda prevalans oranlart Amasya ve Samsun’da 2012, 2013
ve 2014 yillarinda sirasiyla %2,4; %21,5 ve %50 (Tutuncu ve ark., 2018), Afyon’da
%31,8 (Borum ve ark., 2014) ve Manisa’da %21,72 (Berberoglu ve Civelek, 2016)
olarak bildirilmistir. Serolojik c¢aligmalarin yani sira sigirlarda etkenin teshisine
yonelik ¢aligmalar da yapilmistir. Elazig ilinde 500 inek siit drneginin %3,4’linde
etken izole edilirken, %5’inde PZR ile pozitiflik saptanmis (Cetinkaya ve ark., 2000),
Usak ilinde ise PZR ile 200 gaita 6rneginin %20’si, siit 6rneklerinin ise %17,5’1 pozitif
olarak tespit edilmistir (Yildirim ve Civelek, 2013). Bununla birlikte Bati1 Anadolu ve
Trakya’da sigirlardan alinan gaita ve siit 6rneklerinde PZR ile etkene spesifik DNA’ya
rastlanmadigi rapor edilmistir (Ikiz ve ark., 2005; Ozpinar ve ark., 2015). Koyunlarda
ise hastaligin seroprevalansi konusunda sadece iki ¢calismaya rastlanmistir (Buyuk ve
ark., 2014, Celik ve Turutoglu, 2017). Kars ilinde bireysel, siirii-i¢i ve siiriiler-arasi
goriinen prevalans sirastyla %6,2; %10,2 ve %57,7 olarak saptanmis, hastaligin ger¢ek
prevalansi ise sirasiyla %8,3; %14,6 ve %90 olarak hesaplanmistir (Buyuk ve ark.,
2014). Burdur ilinde ise bireysel, siirii-i¢i ve sliriiler-aras1 goriinen ve gergek prevalans
oranlar sirastyla koyunlarda %48-%100, %48-%100, %100-%100, kecilerde ise %24-
%35,9; %25,7-%38,6; %93,3-%100 olarak rapor edilmistir (Celik ve Turutoglu,
2017).

2.4. Immunite ve Patogenez

Ruminantlarda Map’in en 6nemli giris yolu sindirim kanali olup, mukozal
yilizeylerden bakterinin viicuda girisi enfeksiyonun sekillenmesi igin ilk adimdir
(Stabel, 2010). Konakg¢1 tarafindan sindirim yoluyla alinan etken bagirsak ile iligkili
lenfoid dokuya (gut-associated lymphoid tissue, GALT) yerlesir ve burada makrofajlar

tarafindan fagosite edilir. Map i¢in ilk hedef 6zel bir epitel hiicresi olan M hiicreleridir
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ve bu hiicreler lenfatik sisteme giriste kap1 gorevi géormektedir (Sohal ve ark., 2008;
Stabel, 2010). Ayrica Map’in enterositler araciligiyla da intestinal mukozaya girdigi
ve dentritik hiicreler (DC) ile intestinal limenden lenf diigimlerine gog ettigi rapor
edilmistir (Stabel, 2010). Map basillerinin intestinal epitelyal katmani gegtikten sonra
subepitelyal ve intraepitelyal makrofajlar veya DC’ler tarafindan sindirildigi
aciklanmustir (Singh ve ark., 2013a; Stabel, 2010). Endositozda gorevli fagositik
hiicrelerin {izerinde Map’in molekiiler yapilarimi (pathogen associated molecular
patterns, PAMP) taniyan reseptorlerin (pattern-recognition receptors, PRR)
bulundugu ve Map’i baglamada goérevli bu PRR’ler arasinda komplement, mannoz, 3-
integrin, Fcy, transferrin ve baz1 TLR’ler ile siirfaktan proteinleri ve mannoz baglayan

lektinlerin yer aldig1 bildirilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Sohal ve ark., 2008).

2.4.1. Dogal Bagisikhk

Mikobakterilerin 6ldiiriilmesinde en 6nemli dogal diren¢ mekanizmasinin
makrofaj aktivasyonu oldugu bildirilmistir (Sohal ve ark., 2008). PRR’lerin
PAMP’lar1 baglayarak hiicrelerarasi sinyal yollarin1 aktive ettigi ve bdylece immun
sistem hiicrelerinin yangiy1 uyaran molekiilleri salgilamasina yol ag¢tig1 agiklanmistir
(Tizard, 2009). Makrofaj aktivasyonunun etken ile makrofaj ve DC'ler iizerinde
mevcut olan basta TLR'ler olmak {izere makrofaj ylizey reseptorlerinin birlesmesine
bagli oldugu ileri stiriilmistiir (Tizard, 2009). Lipopolisakkaritleri tantyan TLR’ler
tarafindan aktive olan monosit ve makrofaj gibi mononiiklear fagositler tarafindan
bakterinin sindirildigi, hiicre i¢inde ise otofaji uyarilarak antimikrobiyal peptidler,
reaktif oksijen/nitrojen ara iriinleri araciligi ile mikroorganizmanin oldiirildigi
aciklanmistir (Woo ve Czuprynski, 2008). Bununla birlikte hiicre i¢i bir bakteri olan
Map’in, makrofajlar icinde hayatta kalmak i¢in farkli mekanizmalar kullandigi
bildirilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark.,
2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Map’in konak¢1 immun sistemi tarafindan
taninmasint  engellemek i¢in makrofajlarda normal fagozom olgunlagsmasini
engelledigi ve apoptozisi Onleyerek makrofajlarin mikrobisidal etkisinden kurtuldugu
ve bdylece bu hiicrelerin i¢inde uzun siire yasayabildigi bildirilmistir (Arsenault ve
ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008;

Stabel, 2010). Makrofaj ve fagositik 16kositlerde dogal direncin esas mekanizmasini
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fagozomun bakterisidal fagolizozoma doniismesi olusturmaktadir (Esen, 2005).
Map’in fagozom membranimi etkileyerek fagozomun olgunlasmasini ve fagozom
lizozom flizyonunu direk olarak engelledigi aciklanmistir (Arsenault ve ark., 2014;
Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010).
Ayrica bakterinin makrofaj icinde canli kalabilmek i¢in fagozom asitlesmesini
engelledigi, MHC molekiiliiniin ekspresyonunu azalttigi ve sinyal iletim yollarini
etkiledigi de rapor edilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001,
Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Alzuherri ve ark. (1997), Map
ile enfekte koyun makrofajlarinin yiizeyinde MHC siif 11 molekiillerinin liretiminin
azaldigim1 ve bu sayede Map’in hiicre i¢inde yasayarak enfeksiyonun kalici hale
geldigini ileri siirmiis, daha sonra yapilan ¢aligmalar (Berger ve Griffin, 2006; Weiss
ve ark., 2004) bu goriisii desteklemistir.

2.4.2. Kazanilmis Bagisikhik

2.4.2.1. Erken Evre

Enfeksiyonun erken evresinde gelisen hiicresel immun yanitin ¢ok 6nemli
oldugu bildirilmistir (Begg ve ark., 2011; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a). Bu
evrede aktive olan makrofajlar tarafindan IL-1, tiimér nekrozis faktor-o (TNF-a) ve
IL-12 gibi sitokinlerin tiretildigi, bu sitokinlerin yani sira IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi diger
sitokinlerin diizeyinde de artig gézlendigi (Coussens ve ark., 2004; Sohal ve ark., 2008;
Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013; Weiss ve ark., 2004) rapor edilmistir.
Paratiiberkiilozun erken asamasinda CD4+T hiicrelerinin ¢ok 6nemli rol oynadigi
aciklanmustir (Baquero ve Plattner, 2016; Clarke, 1997; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark.,
2013). Map 'in makrofajlar tarafindan hiicre i¢ine alinip islendikten sonra MHC sinif-
IT antijenleri ile makrofaj yiizeyinden sunulmasi ile birlikte IL-1 diizeyinin arttig1 ve
tretilen IL-1 araciligtyla CD4+T hiicreleri aktive olarak hiicresel immun yanitin
bagladig1 belirtilmistir (Baquero ve Plattner, 2016; Clarke, 1997; Sohal ve ark., 2008;
Stabel, 2010). Aktive olan T hiicreleri de IL-2 iireterek gerek CD4+ yardimci (Th) ve
gerekse CD8+ sitotoksik T (Tc) hiicrelerinin klonal g¢ogalmasina yol acgtig
belirtilmistir (Baquero ve Plattner, 2016; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010).
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Aktive olan makrofajlar tarafindan CD4+T hiicrelerini enfeksiyon bolgesine
toplayan IL-12 ve bazi kemokinlerin salgilandigi, intraselliiler yerlesmis Map’e kars1
hiicresel immun yanit1 aktive etmede gorevli CD4+T hiicrelerinin Thl veya Th2
seklinde alt tiplerine doniistiigli, Th1 hiicrelerinin aktive olmasi ile IFN-y, IL-2 ve
TNF-o sentezinin gergeklestigi bildirilmistir (Clarke, 1997; Sohal ve ark., 2008;
Stabel, 2010). Gerek dogal veya gerekse deneysel enfekte hayvanlarda hastaligin erken
veya subklinik evresinde baskin olan IFN-y’nin Th1 araciliiyla gelisen immun yanitta
rol oynayan ana sitokin oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (Coussens ve
ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark.,
2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011). Sentezlenen IFN-y’nin makrofajlara I1L-12
salgilanmas1 ve yangisal degisikliklerin gelismesini tesvik etmek lizere etki ettigi
bildirilmistir (Clarke, 1997; Stabel, 2010). Diger taraftan B hiicrelerinin de CD4+T
hiicrelerine antijen sunarak daha fazla IFN-y sentezlenmesini sagladig: belirtilmistir
(Wadhwa ve ark., 2013). IFN-y’nin T hiicreleri ile makrofajlarin aktivasyonunun yani
sira DC matiirasyonunda, MHC sinif I ve II molekiillerinin iiretiminde ve makrofajlar
tarafindan azot ve reaktif oksijenin iiretilmesinde onemli bir rol oynadigi rapor
edilmistir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark.,
2008). Mikobakteriyel enfeksiyonlarda CD4+T hiicreleri IFN-y’nin birincil kaynagi
gibi goriilmesine ragmen, CD8+T ve gama-delta T (ydT) hiicrelerinin de IFN-y iirettigi
bildirilmis (Baquero ve Plattner, 2016; de Almeida ve ark., 2008; Sohal ve ark., 2008;
Wadhwa ve ark., 2013), ancak Map antijenlerine karsi yoT hiicreleri tarafindan
salgilanan IFN-y miktarinin CD4+T veya CDS8+T hiicreleri tarafindan {iretilen
miktarlardan daha diisiik diizeyde oldugu ileri siiriilmiistiir (Lybeck ve ark., 2013;
Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). Ozellikle 6 ayliktan kiigiik
ruminantlarda baskin olan y3T hiicrelerinin paratiiberkiilozun erken asamasinda
onemli rol oynadiklari ileri stirtilmiistiir (Baquero ve Plattner, 2016; de Almeida ve
ark., 2008; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Geng
ruminantlarin gastrointestinal kanalinda ydT hiicrelerinin daha fazla bulundugu ve bu
hiicrelerin  enterik etkenlerin invazyonuna karst mukozal bagisiklikta rol
oynayabilecekleri agiklanmistir (Begg ve Whittington, 2010). Deneysel bir ¢calismada
(Plattner ve ark., 2009), canli Map igeren inokiillum verilen buzagilarda 3T

hiicrelerinin hastaligin erken doneminde enfeksiyon bdlgesine gog¢ ettikleri
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gosterilmistir. Map'e maruz kalan kuzularin GALT’unda ydT hiicrelerinde artis
saptandig1 ve ¢ok sayida bakteri igeren lezyonlarin bulundugu koyunlarda ise CD4+T
hiicrelerinin sayis1 azalirken, yoT hiicrelerinin ayni sayida kaldig1 agiklanmistir (Begg
ve Whittington, 2010; Clarke, 1997). IFN-y ile uyarilan makrofajlar tarafindan
tiretilerek viicut sivilaria saliman bir sitokin olan NP ise hiicresel immunitenin bir
gostergesi olarak kabul edilmis ve NP konsantrasyonunun viicut sivilarindaki IFN-y
varligint gosterebilecegi ileri stirlilmiistiir (Maroudam ve ark., 2015; Yegen, 2004).
Bununla birlikte Map ile enfekte ve enfekte olmayan sigirlarda IFN-y ve NP diizeyleri
arasinda bir korelasyon saptanmadigi bildirilmis ve Map enfeksiyonunda NP’nin

rolliniin agiklanabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ olduguna isaret edilmistir

(Mikkelsen, 2011).

2.4.2.2. Subklinik Evre

Enfeksiyonun erken evresinde CD4+T hiicrelerinin en etkili T hiicresi oldugu
bildirilmis olmasina ragmen (Clarke, 1997; Stabel, 2010; Stabel ve Robbe-Austerman,
2011), Stabel ve ark. (2007) enfeksiyonun hem subklinik ve hem de Klinik
asamasindaki sigirlarda CD4+ ve CD8+T hiicrelerinde esit oranda bir artig
saptadiklarin1 rapor etmislerdir. Bununla birlikte, baslangigta diisiik seviyede olan
CDB8+T hiicrelerinin sigirlar enfekte edildikten 18 ay sonra daha aktif hale geldikleri
ve enfeksiyonun ge¢ doneminde daha etkin bir rol aldiklari agiklanmistir (Stabel,

2010).

Paratiiberkiilozun bilinen en 6nemli 6zelligi ince bagirsagin orta ve alt
segmentlerinde graniilomlarin olusmasidir (Clarke, 1997; Kriiger ve ark., 2015; Sing
ve ark., 2013; Stabel, 2010). ydT hiicrelerinin, IFN-y {iretimini arttirarak veya
makrofajlarin lezyon bolgesine toplanmasini saglayarak graniilomlarin olusumunda
rol oynadig1 ve bdylece enfeksiyonu sinirlandirdiklar: ileri siiriilmiistiir (Kriiger ve
ark., 2015; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Graniilomlarin
icinde Map iceren makrofaj ve dev hiicrelerin bulundugu ve graniilomlarin etrafinin
CD8+ ve CD4+T hiicreleri tarafindan g¢evrelendigi bildirilmistir (Lybeck ve ark.,
2013; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Bu asamada ydT hiicreleri ve

CD4+T hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-o’nin en 6nemli sitokin oldugu a¢iklanmistir
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(Koets ve ark., 2015; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). TNF-a’nin
makrofajlar1 toplayarak enfeksiyonun kontrol altina alinmasina yardimei oldugu,
ancak makrofajlar tarafindan iretilen IL-10"un CD4+T hiicrelerini baskilayarak IFN-
y tUretimini azalttigt ve IFN-y diizeyinin azalmasi nedeniyle yeni toplanan
makrofajlarda Map’in dldiiriilemedigi ve dolayisiyla da makrofajlarin kalic1 olarak
enfekte olma egiliminde oldugu agiklanmistir (Arsenault ve ark., 2014; Koets ve ark.,
2015; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Ayrica yine
bu agamada; sitotoksik T hiicre popiilasyonundan olan ydT hiicreleri CD4+T hiicre
proliferasyonunu baskilarken, CD8+T hiicre proliferasyonunun devam ettigi ve
humoral immun yanitin sinirl oldugu belirtilmistir (Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010).
vOT ve CD4+T hiicrelerinden salinan IFN-y diizeyi de yeterli olmadigindan
immunglobiilin IgG1’in 1gG2’ye doniisemedigi ve IgGl tip yanitin devam ettigi
aciklanmustir (Sohal ve ark., 2008).

Makrofajlar hiicre i¢inde az sayida bakteriyi tolere edebilirken, ¢ok sayida
Map’in makrofajlar i¢in sitotoksik olmasi ve apoptozise yol agmasi nedeniyle etkenin
makrofajlarda {liremesinin engellenmesi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Begg ve
Whittington, 2010). Berger ve Griffin (2006), sigir ve diger tiirlere oranla Map ile
enfekte koyun makrofajlarinda apoptozis goriilme oranin daha az ve %10’un altinda
kaldigin1 rapor etmistir. TNF-o’nin apoptozisi olduk¢a giiclii bir sekilde uyardigi
bildirilmis olmasma ragmen (Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008), Map ile
enfekte koyun makrofajlarinda TNF-a iiretimi ile apoptozis arasinda bir iliskinin
gozlenmedigi ve apoptozisin sekillenmesinde TNF-a disinda baska faktorlere de
ihtiya¢ duyulabilecegi ileri stirilmiistiir (Berger ve Griffin, 2006). Diger taraftan klinik
ve patolojik herhangi bir bulgu gostermeyen, ancak ileum mukozasinin son kismindan
PZR ile Map tespit edilen koyunlarda TNF-a diizeyi oldukga yiiksek saptanmistir
(Nalubamba ve ark., 2008; Smeed ve ark., 2007).

2.4.2.3. Klinik Evre

Hiicresel immun yanitin baskilanmasina bagli olarak enfeksiyonunun klinik
asamaya gectigi belirtilmistir (Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark.,
2013). Klinik bulgularin goriilmesiyle birlikte immun yanitin Th1’den Th2 araciligiyla
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gelisen immun yanita doniistiigti gézlenmistir (Coussens ve ark., 2004; Maroudam ve
ark., 2015; Stabel, 2010). Antikor iireten B hiicrelerinin arttig1 ve bununla orantili bir
sekilde serum antikor diizeylerinin de tespit edilebilir sekilde yiikseldigi bildirilmistir
(Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). Immun yamitin degisimi ile periferal
mononiiklear kan hiicrelerinde (PBMC), ileum ve ilgili lenf nodiillerinde 1L-10,
transforme biiyiime faktori-beta (TGF-B), IL-4 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin
baskin oldugu gozlenmis (Coussens Ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh
ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Weiss ve ark., 2005), IL-4 ve IL-10'un
CD4+Thl hiicreleri tarafindan IFN-y iiretilmesini baskiladiklar1 belirtilmistir
(Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a;
Magombedze ve ark., 2015; Stabel, 2010; Weiss ve ark., 2005). Mikobakteriyel
enfeksiyonlarda graniilom olusumuna katki saglayan IL-4’lin, koruyucu hiicresel
immun yanittan etkili olmayan humoral immun yanita gegis sirasinda diizeyinin arttig1
ve Ozellikle klinik evrede IgGl antikorlar1 ile orantili bir sekilde yiikseldigi
aciklanmustir (Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013).

Mikobakteriyel enfeksiyonlarda ve ozellikle Map enfeksiyonu sirasinda IL-
10’un IL-4’e gore daha 6nemli bir rol oynadig: bildirilerek, enfekte sigir ve koyunlarin
PBMC’lerinden hazirlanan Kkiiltiirler ile ileum ve ilgili lenf nodiillerinde IL-10
sentezinin arttigr gézlenmistir (Coussens ve ark., 2004; Khalifeh ve Stabel, 2004b;
Smeed ve ark., 2007). IL-10 iretimindeki artisin CD4+T hiicre aktivitesini, IFN-y,
TNF-0, IL-8, IL-12 gibi sitokinler ile MHC sinif IT molekiilleri iretiminin baskilandigi
tespit edilmis ve bu immunosupresif aktivitenin Map’in hayatta kalma olasiligini
arttirdig ileri stiriilmiistir (Khalifeh ve Stabel, 2004a; Khalifeh ve Stabel, 2004b;
Weiss ve ark., 2005; Weiss ve Souza, 2008). Subklinik enfekte hayvanlardan toplanan
ve Map ile uyarilan PBMC Kkiiltiirlerinde de IL-10 tiretiminde artis, buna karsilik IFN-
vy diizeyinde azalma g6zlenmistir (de Almeida ve ark., 2008). Diger taraftan IL-10’un
notralize edilmesini takiben Map ile enfekte ve disaridan saflastirilmis Johnin protein
derivati ile uyarilmigs PBMC kiiltiirlerinde IFN-y iiretiminde artis goézlendigi
belirtilmistir (Magombedze ve ark., 2015). Yapilan g¢alismalarda; IL-10"un IL-12
sentezini azaltarak da IFN-y tiretimini baskiladigi (Arsenault ve ark., 2014; de Almeida

ve ark., 2008; Weiss ve ark., 2005), makrofaj ile DC’ler tarafindan antijen sunulmasini
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engelledigi (Weiss ve ark., 2005), Map’in hayatta kalmasini sagladigi (Khalifeh ve
Stabel, 2004a; Khalifeh ve Stabel, 2004b; Weiss ve Souza, 2008) ve enfeksiyonun
ilerleyerek klinik asamaya ge¢mesine yol actigi (Magombedze ve ark., 2015)

sonuclarina varilmistir.

T hiicrelerinin bir alt popiilasyonu olan ve diizenleyici T hiicreleri (regulatory
T cells, Treg) olarak bilinen Treg hiicrelerinin konak¢ida mikobakterilere karsi
gelisecek immun yaniti baskiladiklari bildirilmistir (Cope ve ark., 2011; Koets ve ark.,
2015; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). Subklinik asamada Map antijenleri ile
uyarilan Treg hiicrelerinin immunosupresif sitokinler olan 1L-10 ve TGF-f iiretimini
saglayarak Map’e kars1 gelisecek hiicresel yanit1 baskiladiklar1 ve bdylece hastaligin
subklinik formdan klinik forma doniistiigi ifade edilmistir (de Almeida ve ark., 2008;
Stabel, 2010). Nitekim klinik olarak paratiiberkiilozlu hayvanlarin ileum, ileo-sekal ve
mezenterik lenf diigiimlerinde TGF- ve IL-10’un tiretiminde artis gézlenirken, IFN-
y Uretiminde azalma saptanmustir (Khalifeh ve Stabel, 2004b). Benzer degisiklikler
Map ile enfekte edilmis PBMC Kkiiltiirlerine ekzojen olarak TGF-f ve IL-10 ilave
edildikten sonra da gozlenmistir (Khalifeh ve Stabel, 2004a). IFN-y’nin ortadan
kaldirilmast ve TGF-B’nin aktivasyonu sonucunda Thl yanmitimin Th2 yanitina
dontistiigii saptanmis, ancak gelisen Th2 yamitimin hiicre i¢i mikobakteriyel

enfeksiyonlarda etkisiz oldugu belirtilmistir (Stabel, 2010).

B hiicrelerinin rolii tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen, antikor
iiretiminin yam sira Map enfeksiyonunun erken doneminde antijen sunan hiicreler
olarak gorev yaptiklart ve CD4+Th2 hiicrelerinin aktivasyonunda gorev aldiklari
aciklanmistir (Stabel, 2010). Klinik bulgularin goriilmesiyle birlikte antikor tireten B
hiicrelerinin arttig1 ve bununla orantili bir gsekilde serum antikor diizeylerinin de tespit
edilebilir sekilde yiikseldigi ortaya konulmustur (Clarke, 1997; Stabel, 2010).
Paratiiberkiilozun klinik belirtilerini gosteren ve dogal olarak enfekte olmusg ineklerin,
saglikli kontrol grubu ve subklinik olarak enfekte hayvanlar ile karsilastirildig bir
calisgmada (Waters ve ark., 1999) da klinik olarak enfekte hayvanlarin B hiicre
miktarinda anlamli bir artis saptandigi bildirilmistir. Begg ve Whittington (2010),

hasta hayvanlara gore hastalig1 atlatabilen koyunlarda B hiicre sayisinin sasirtici bir

24



sekilde daha yiiksek olduguna dikkat ¢ekerek, Th2 araciligiyla gelisen humoral immun

yanitinin Map enfeksiyonuna karsi korunmada 6nemli olabilecegini belirtmistir.

2.5. Klinik Belirtiler

Ruminantlarda paratiiberkiiloz farkli evrelerden olusmakta ve konakg¢inin
patolojik durumlara karsi gosterdigi immun yanita bagli olarak bu evreler erken,
subklinik ve klinik enfeksiyon evresi olarak siniflandirilmaktadir (Clarke, 1997; Singh
ve ark., 2013a; Wadhwa ve ark., 2013). Hastaligin erken evresi, 2 yastan kiiciik ya da
diisiik konsantrasyonda Map basilini sindirim yoluyla alan hayvanlarda goriilmektedir
(Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Rankin, 1962). Erken ve subklinik evrede
enfekte hayvan klinik bulgu gostermeyip saglikli goriinmektedir (Clarke, 1997,
Maroudam ve ark., 2015; Wadhwa ve ark., 2013). Map ile enfekte hayvanlarda
subklinik evrenin ge¢ donemi ile klinik dénemde siirekli ishal, halsizlik, kas erimesi
ve slit iiretiminde azalma gibi klinik belirtiler gozlenmekte ve hastalik en son asamada
6liime neden olmaktadir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015; Maroudam ve ark.,
2015; Whittington ve ark., 2017). Ayni1 zamanda subklinik ve klinik evrede Map, diski,
stit ve kolostrum ile etrafa sagilmaktadir (Clarke, 1997; Manning ve Collins, 2010a;
Whittington ve ark., 2017).

Cografik bolgede yaygin olan tipe veya diger hayvan tiirleri ile birlikte yasayip
yasamamasina bagli olarak koyunlarda enfeksiyona neden olan Map susu tipinin
degisebilecegi (Begg ve Whittington, 2010) ve hastalia yol agan Map tipinin
enfeksiyonun siddeti ile klinik olarak hasta hayvan sayisin1 etkileyebilecegi (Verna ve
ark., 2007) ileri siiriilmiistiir. Birgok ruminant tiirtinde klinik belirtilerin uzun bir
subklinik enfeksiyon doneminden sonra gelistigi bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015;
Stabel, 2010; Whittington ve ark., 2017). Koyun siiriilerinde hastaligin ilk belirtisi
olarak hayvanin siiriiniin gerisinde kaldig1 tespit edilmistir (Clarke, 1997; Eamens ve
ark., 2015). Koyunlarda klinik belirtilerin 2 yasindan itibaren ortaya ¢ikabilen kronik
kilo kayb1 ile siirli oldugu ve ¢ogu hayvanin 3-5 yasinda hastaliga yenik diistiigii
bildirilmistir (Whitlock ve Buergelt, 1996). Istahin ise hastaligin ileri asamasinda olan
hayvanlarda dahi normal oldugu rapor edilmistir (Whitlock ve Buergelt, 1996).

Enfekte sigirlarda baslangigta aralikli, fakat sonradan devamli bir hal alan ishalin
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goriildiigi ve genellikle yesil renkte olan gaitada kan ve mukusun bulunmadigi
bildirilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997,
OIE, 2008). Sigirlarin aksine, koyunlarda ¢ogunlukla gaita kivaminin normal oldugu,
ishal bulgusunun hastaligin son asamalar1 disinda gozlenmedigi rapor edilmistir
(Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997). Klinik olarak Map ile enfekte 50 koyun
tizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada (Carrigan ve Seaman, 1990), hayvanlarin yaklasik
%90’1nda zayiflama dikkati ¢ekerken, sadece %20'sinde ciddi bir diyarenin gozlendigi
bildirilmistir. Baz1 ¢aligmalarda (Nalubamba ve ark., 2008; Smeed ve ark., 2007) ise
koyunlar enfekte olmasina karsin hastaliga iliskin hicbir klinik belirti gézlenmemistir.
Deneysel enfekte edilen bazi koyunlarda da histolojik bir bulgu saptanmadigi gibi
etken izolasyonun da yapilamadigi belirtilmistir (Begg ve Whittington, 2010).
Hastaligin ileri asamasinda olan hayvanlarin kasektik oldugu ve bagirsakta meydana
gelen fonksiyon kaybi nedeniyle oOzellikle albiimin basta olmak iizere serum
proteinlerinin konsantrasyonlarinda diismeye bagli olarak bazen submandibular
O0demin gozlenebilecegi bildirilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Clarke, 1997).
Ayrica ileri vakalarda hipoalbiiminemi ile birlikte hipokalseminin de saptanabilecegi

belirtilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Clarke, 1997).

2.6. Patolojik Bulgular

Ruminantlarda paratiiberkiilozun primer makroskopik lezyonlarmin ileum,
sekum, kolon, lenf damarlari ile lenf diigiimlerinde gozlendigi belirtilmistir (Carrigan
ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Enfekte hayvanlarin ¢ogunda
ciddi lezyonlarin bulunmadigi, klinik belirtilerin siddeti ile bagirsakta ortaya ¢ikan
lezyonlar arasinda her zaman bir iligkinin olmadigi bildirilmistir (Eamens ve ark.,
2015). Enfeksiyonun ayirt edici 6zelliginin bagirsaktaki graniilomatéz lezyonlarin
oldugu, lezyonlarin lokal immun yanitin siddetine gore degisebilece§i ve lezyon
igerisinde bulunan hiicre tiplerinin enfeksiyonun evresine bagli olarak farklilik

gosterebilecegi belirtilmistir (Stabel, 2010).

Koyunlarda enfeksiyonun ileri donemlerinde 6zellikle ileum mukozasinin son
kisminda kalinlasma ile birlikte bagirsak duvarinda 6dem ve mukozada enine

cizgilerin gorildiigi bildirilmistir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens
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ve ark., 2015). Ayrica koyun, ke¢i ve geyiklerde bagirsak mukozasinda nekrotik
odaklarin tespit edilebilecegi de rapor edilmistir (Brown ve ark., 2007). Mezenteriyal
lenf diiglimlerinin genellikle biiylik ve 6demli olmasinin yaninda lenf damarlarinin
kordon seklinde kalinlasabilecegi aciklanmistir (Begg ve Whittington, 2010; OIE,
2008; OIE 2018). Koyunlarda nadiren de olsa karaciger paransimi boyunca yayilmig
mikrograniilomlara rastlanabilecegi bildirilmistir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke,
1997; Eamens ve ark., 2015). Baz1 ¢alismalarda (Aydogan ve ark., 2013; Brown ve
ark., 2007; Carrigan and Seaman, 1990), koyun ve kegilerin bagirsak ve mezenteriyel
lenf diiglimlerinde kazeifikasyon ve kalsifikasyon odaklarmin gozlendigi rapor
edilmistir. Bagirsaklarda makrofajlar ile birlikte fokal veya diffuz eozinofil, nétrofil
ve lenfosit infiltrasyonlar ile bagirsak mukozasi ve mezenteriyel lenf diigiimlerinin
korteksinde multiniikleer dev hiicrelerinin goriilebilecegi belirtilmistir (Carrigan ve
Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Subklinik evredeki koyunlarin
jejunal Peyer plaklari, ileo-sekal valf ve mezenterik lenf diigiimlerinde lezyonlara
rastlandigi, ince bagirsagin ozellikle ileal duvarinin lenf diigiimlerinden daha fazla
etkilendigi bildirilmis (Dennis ve ark., 2011; Marquetoux ve ark., 2018) ve bagirsak
mukozasinin mezenterik lenf diigiimlerinden daha fazla sayida etken bulundurdugu
aciklanmustir (Clarke, 1997; Dennis ve ark., 2011). Bu nedenle enfeksiyonun aktif
doneminde ve 6zellikle erken evrelerinde mezenterik lenf diigiimlerinden ziyade ileum
ve jejunumun histopatolojik muayenesi ile paratiiberkiilozun daha 1iyi tespit
edilebilecegi ileri stiriilmistiir (Begg ve ark., 2010; Marquetoux ve ark., 2018). Bazen
lamina propria’da makrofaj ve lenfositler ile birlikte az sayida Map’ten olusan bolgesel
yigmlar sekillenebilecegi bildirilmistir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997,
Eamens ve ark., 2015). Bu tip graniilomatdz yangisal reaksiyonlar ‘paucibasiller' veya
‘tiiberkiiloid' olarak tanimlanirken, intestinal mukoza ve submukozada ¢ok sayida Map
iceren makrofajlarin  bulunmasi1 ‘multibasiller’ veya ‘lepromatous’ olarak
adlandirilmigtir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Paucibasiller lezyonlara sahip
olanlara kiyasla multibasiller lezyonlara sahip koyunlarin gaita ile etkeni ¢ikarma
olasiliklarinin daha yiiksek oldugu belirtilmis (Begg ve Whittington, 2010) ve giinde
bir gram gaita ile ortalama 10® veya 10%° sayida bakteriyi disar1 ¢ikarabilecekleri ileri
stiriilmiistiir (Begg ve Whittington, 2010; Whittington ve ark., 2000).
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Koyunlarda paucibasiller veya multibasiller lezyon olusumunun baskin olan
immun yanit ile iliskili oldugu bildirilmistir (Clarke, 1997). Disku, siit veya doku gibi
orneklerde az sayida etken bulunduran paratiiberkiilozlu hayvanlarda Thl, ¢ok
miktarda bulunduranlarda ise Th2 tip yanitin daha agirlikta oldugu bildirilmistir (Begg
ve Whittington, 2010; Clarke, 1997; Gillan ve ark., 2010). Paucibasiller lezyonlar
olan hayvanlarin intestinal dokularinda yiiksek diizeyde IFN-y ile IL-2 gibi yardimci
(helper) T-1 hiicresi (Thl) yamti ile iliskili sitokinlerin {iretildigi (Begg ve
Whittington, 2010; Clarke, 1997; Smeed ve ark., 2007), lezyonlarin bulundugu alanda
ve Ozellikle ince bagirsaklarda CD4+ ile ydT hiicrelerinin sayisinin arttigi ve bu
durumun hiicresel immun yanitin aktif olmasi ile iligkili oldugu (Clarke, 1997,
Baquero ve Plattner, 2016; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve
ark., 2013) ileri stiriilmistiir. Kriiger ve ark. (2015), deneysel enfekte edilen oglaklarin
3 ay sonra GALT ve bagirsak mukozasinda yaygin graniilomatdz lezyonlar ile birlikte
¢ok sayida CD4+ ve ydT lenfositleri saptadiklari halde sadece tek bir Map tespit
ettiklerini bildirmis ve giiglii bir hiicresel yanitin enfeksiyonu kontrol altina
alabilecegine dikkat c¢ekmistir. Paucibasiller lezyona sahip koyunlarin kan ve
bagirsaklarinda lenfoproliferatif yanitlara rastlanabilecegi (Kurade ve Tripathi, 2008),
hiicresel immun yanitin mezenteryal lenf diiglimleri boyunca farkli olabilecegi, en
diisiik seviyedeki yanitin ise bagirsagin lamina propriasinda tespit edilebilecegi
bildirilmistir (Begg ve ark., 2005; Begg ve Whittington, 2010). Paucibasiller
lezyonlarin aksine multibasiller lezyonlarda daha fazla sayida makrofajin bulundugu
ve bu lezyonlara sahip koyunlarda lenfosit proliferasyonu belirgin sekilde azalmis iken
Th2 hiicreleri araciligiyla gelisen giiclii bir humoral yanitin sekillendigi agiklanmigtir
(Kurade ve Tripathi, 2008). Lezyonlarda bulunan CD4+T hiicre sayisinin azaldigi
(Begg ve Whittington, 2010), CD4+T hiicrelerinin azalmasi sonucu Thl araciligiyla
gelisen hiicresel immun yanit ve makrofaj aktivasyonunun engellendigi, Th2 yani
antikor yanitinin gekillenmesine bagli olarak makrofajlar tarafindan bakteri
opsonizasyonunun arttigi ve boylece Map’in makrofajlar iginde canli kalarak
cogaldiklart ileri siiriilmiistiir (Begg ve Whittington, 2010; Cope ve ark., 2011;
Magombedze ve ark., 2015). Multibasiller lezyonlarda IL-10, IL-6, IL-8, IL-18, TGF-
B1 ve TNF-a gibi sitokinlerin arttigi (Coussens ve ark., 2004; Smeed ve ark., 2007,
Wadhwa ve ark., 2013), IL-2 ve IFN-y’nin azaldigi (Clarke, 1997; Smeed ve ark.,
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2007) ve sigirlarin aksine koyunlarda IL-1a {iretiminin artmadigi (Smeed ve ark.,
2007) rapor edilmistir. Bununla birlikte Begg ve ark. (2011), deneysel olarak enfekte
edilen koyunlarin %50’sinde enfeksiyonun erken asamasinda IFN-y ve antijene
spesifik antikor yanitinin birlikte oldugunu, %39’unda immun yanitin gii¢lii IFN-y
yanitindan antikor yanitina doniistiigiinii, %16’sinda ise antikor yanitinin engelledigini
saptamislar ve koyunlarda her zaman Th1 yanitinin Th2 yanitina doniismedigini ileri

stirmiislerdir.

Verna ve ark. (2007), koyunlarda farkli Map suslari ile hastaligin patolojisi
arasindaki iliskiyi arastirarak, sigir ve koyun tiplerinin farkli patolojik sonuglara yol
actigimi ve koyun tipinin sigir tipine gore daha siddetli lezyonlarin olusmasina sebep
oldugunu belirtmistir. Sigir izolatlarinin genellikle mezenterik lenf diigiimlerinde
fokal fibroz lezyonlara yol agtigini, graniilom sayisinin daha fazla oldugunu ve
graniilomlarda nekroz ile birlikte ¢cok sayida Langhans dev hiicresinin bulundugunu,
koyun tipinin ise daha siddetli ve 6zellikle intestinal lenfoid dokuda lezyonlara sebep
oldugunu, ancak lezyonlarda nekroz yani sira dev hiicrelere de rastlanmadigim
belirtmislerdir (Verna ve ark., 2007). Verna ve ark. (2007) ile birlikte Stevenson
(2015), lezyonlarda dev hiicre goriilmesinin hayvan tiiriine degil Map tipine bagl
olduguna ve koyun suslarindan ileri gelen enfeksiyonlarin karakteristik bir 6zelligi

olmadigina dikkat cekmislerdir.

2.7. Tam Yontemleri

Paratiiberkiilozun teshisinde kullanilan tani yontemleri, genel olarak direk ve
indirek yontemler olmak tizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Nekropsi, histopatoloji,
bakteriyoskopi, kiiltiir ve PZR direk, humoral ve hiicresel immun yanit1 6l¢en testler
ise indirek tan1 yontemleri icerisinde yer almaktadir (Eamens ve ark., 2015). Ancak
kompleks bir patobiyolojiye sahip olan hastaligin gerek yavas seyirli olmasi ve gerekse
farkli evrelerinde gelisen immun yanitin farkli olmasi nedeniyle kullanilan testlerden
higbirinin %100 sensitivite veya spesifiteye sahip olmadigi ve bu nedenle
enfeksiyonun her asamasinda hastalig1 tespit edebilen bir yontemin bulunmadigi ileri
strilmistiir (OIE, 2008; OIE, 2018). Enfeksiyonun teshisinde kullanilan yontemlerin

hastaligin evresine gore sensitivite ve spesifiteleri tablo 2.1°de verildi (Whittington ve
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ark., 2017). Klinik bulgu goésteren hayvanlarda; bagirsaklardaki patognomonik
lezyonlardan hazirlanan preparatlarda yogun AFB’lerin goriilmesi, nekropsi ve
histopatolojik bulgular ile gaita ve doku 6rneklerinde kiiltiir veya PZR ile etkenin tespit
edilmesi veya serolojik testler ile teshis konulabilecegi belirtilmistir (Eamens ve ark.,
2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Subklinik enfekte hayvanlarin ise Map’e kars1 gelisen
spesifik antikorlarin saptanmasi, gaita ve doku 6rneklerinde Map’in kiiltiir veya PZR
ile tespiti veya hiicresel immun yanit diizeyinin 6l¢iilmesi ile saptanabilecegi rapor

edilmistir (Begg ve Whittington, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018).

Tablo 2.1. Paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan yontemlerin hastaligin evresine goére
sensitivite ve spesifiteleri (Whittington ve ark., 2017).

Testler Hastaligin evresi Sensitivite Spesifite
Serum ELISA Subklinik, Klinik Diisiik- Yiiksek? Orta- Yiiksek
Alerjik deri testi Erken, Subklinik Orta- Yiiksek Orta
Interferon gama testi  Erken, Subklinik Bilinmiyor Bilinmiyor
Gaitadan froti Subklinik, Klinik Diistik Diisiik-Orta
Gaita kaltira Erken, Subklinik, Klinik  Disiik-Yiiksek®  Yiiksek
Gaitadan PZR Erken, Subklinik, Klinik  Orta-Yiiksek Yiiksek
Dokularin kiltiirt Erken, Subklinik, Klinik  Yiksek Yiksek
Makroskobik bulgu  Klinik Diistik-Orta Diisiik-Orta
Histopatoloji Subklinik, Klinik Orta-Yiksek Yiiksek
Klinik bulgu Klinik Diistik-Orta Diisiik-Orta

Sensitivite igin kullanilan disiik, orta ve yliksek tanimlari sirasiyla %40, %40-70 ve >%70; spesifite
icin karsilik gelen degerler sirasiyla ise <%80, %80-95 ve >%95’1 ifade etmektedir. a: hastaligin klinik
evresinde yiiksek.

2.7.1. Direk Tam1 Yontemleri

2.7.1.1. Nekropsi ve Histopatoloji

Paratiiberkiilozda, bagirsagin ve ozellikle ileum mukozasinin son kisminin
kalinlasarak kivrimli bir hal almasimin patognomonik bir bulgu oldugu ve ayrica
mezenteriyal lenf diiglimlerinin genellikle biiyiilk ve 6demli olmasinin yaninda lenf
damarlarinda kordon seklinde bir kalinlasmanin goriilebilecegi belirtilmistir (Clarke,
1997; Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte paratiiberkiiloz
siipheli hayvanlarda klinik bulgularin siddeti ile bagirsakta gdzlenen lezyonlar
arasinda her zaman yakin bir iliski olmadig1 agiklanmigtir (Clarke, 1997; Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Histopatolojik lezyonlar ise bagirsak mukoza ve
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submukozasi ile lenfatikler ve mezenteriyel lenf diigiimlerinin korteksinde epiteloid
hiicreler olarak adlandirilan graniiler sitoplazmaya sahip biiylik makrofajlarin
kiimelesmesi ile karakterizedir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Map
enfeksiyonu ile uyumlu histopatolojik lezyonlarda, bir veya daha fazla dev hiicrenin
ve/veya epiteloid makrofajin bulunmasi ile birlikte bagirsagin lamina propria ve/veya
lenf diigiimiiniin korteksinde morfolojik olarak Map ile uyumlu en az bir AFB'nin
gozlenmesi durumunda hastaligin teshis edilebilecegi bildirilmistir (Eamens ve ark.,
2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte AFB’lerin her zaman tespit
edilemeyecegi ve bu nedenle lamina propria ve/veya lenf diiglimiiniin korteksinde
Langhans dev hiicreleri ve/veya epiteloid makrofajlarin gézlenmesinin enfeksiyonu
diistindiiren bir bulgu oldugu ileri stiriilmiistiir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE,
2018).

Martinson ve ark. (2008), bakteriyolojik kiiltiir ile pozitif saptanan sigirlarin 78
ileum 6rnegi ile 106 lenf diiglimiinden hazirlanan kesitlerin ZN boyama ile sirasiyla
7’sinde (%8,97) ve 6’sinda (%5,61) AFB’leri gozlediklerini, ayni dokularin
immunoperoksidaz boyamasinda ise sirasiyla 9’unda (%11,54) ve 5’inde (%4,67)
pozitiflik saptadiklarini agiklamislardir. Ayni arastirmacilar (Martinson ve ark., 2008),
ZN ve immunohistokimyasal boyama arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
bulunmadigina ve her iki testin de bakteriyel kiiltiire oranla sensitivitesinin (%6)
olduk¢a diisiik olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Koyunlarda yapilan bir c¢aligmada
(Sonawane ve Tripathi, 2018) ise kiiltiir ve PZR ile Map’in tespit edildigi ileum ve
mezenteriyal lenf yumrular1 ZN boyama ve indirekt immunoperoksidaz teknigi ile
incelenmis ve immunoperoksidaz tekniginin sensitivitesi (%95) ZN boyamadan (%80)

daha yiiksek tespit edilmistir.

2.7.1.2. Bakteriyoskopi

Klinik olgularda gaita veya doku Orneklerinden hazirlanan preparatlar ZN
boyama yontemi ile boyanarak AFB’ler yoniinden incelenmektedir (Eamens ve ark.,
2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bu yontemde AFB’ler kiigiik (0,5-1,5 um), kiimeler
halinde ve kirmizi renkte boyanirken diger mikroorganizmalar ve organik materyaller

kullanilan boyaya gore yesil veya mavi renkte boyanmaktadir (Eamens ve ark., 2015;
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OIE, 2008; OIE, 2018). Basit, hizl1 ve ucuz bir teshis metodu olmasina ragmen, ZN
boyama ile Map ’in diger mikobakteri tiirlerinden ayiriminin yapilamamasi, sensitivite
ve spesifitesinin de oldukca diisiikk olmasi nedeniyle yanlis negatif sonuglar
verebilecegi rapor edilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Ris ve ark., 1988;
Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009; Zimmer ve ark., 1999). Ris ve ark.
(1988), bakteriyolojik kiiltiir yontemi ile pozitif olarak belirlenen 177 sigira ait gaita
orneginin sadece 99 (%56)’unda ZN boyama ile AFB’leri tespit edebildiklerini ve bu
nedenle ZN boyamanin giivenilir bir yontem olmadigini belirtmistir. Zimmer ve ark.
(1999), klinik olarak enfekte sigirlardan alinan gaita orneklerinin %49,3"linde ve
subklinik olarak enfekte sigirlarin gaita 6rneklerinin ise sadece %19,3'linde AFB’lerin
goriildiigiinii ve yontemin sensitivitesinin %36,4 olarak tespit edildigini bildirmistir.
Klinik olarak paratiiberkiilloz siiphesi olan sigirlarda ZN boyama ve ELISA
yontemlerinin karsilastirildigi diger bir ¢alismada (Weber ve ark., 2009), ZN
boyamanin sensitivite ve spesifitesinin ELISA testine gore ¢ok daha diisiik oldugu ve
paratiiberkiilozun tanisinda ZN boyama yontemi yerine ELISA’nin tercih edilmesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Klinik bulgu gosteren ve paratiiberkiiloz oldugu
serolojik, histolojik ve mikrobiyolojik olarak dogrulanan 26 koyundan alinan gaita ve
doku oOrneklerinden hazirlanan ve ZN boyama yontemi ile boyanan preparatlar
incelenmis ve yontemin sensitivitesi gaitadan hazirlanan preparatlarda %61,5, doku
orneklerinde ise %76,9 olarak hesaplanmistir (Coelho ve ark., 2008a). Kegilerde
yapilan bir ¢alismada (Thoresen ve ark., 1994) ise 47 ileum ve mezenteriyal lenf
diiglimii 6rneginden 18'i immunohistokimyasal olarak pozitif bulunurken, ZN
boyamada 15, kiiltiirde ise 10 Ornegin pozitif oldugu bildirilmistir. ZN boyama
yonteminde tespit edilebilir bakteri limitinin 10° bakteri/g doku oldugu ve sadece zarar
gormemis  hiicrelerin  boyandigi, immunohistokimyasal yoOntemlerde ise
mikroorganizma sayisi az olsa dahi olii veya kismen pargalanmis hiicrelerdeki
antijenlerin de tespit edilebildigi ve bu nedenle ZN boyamadan daha giivenilir oldugu

sonucuna varilmistir (Thoresen ve ark., 1994).
2.7.1.3. Bakteriyolojik Kiiltiir

Bakteriyolojik kiiltiir, teknik olarak zor ve zaman alic1 bir islem olmasina

ragmen, spesifitesinin %100 oldugu ve hastaligin bireysel veya siirii diizeyinde
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tanisinda altin standart olarak kabul edildigi belirtilmistir (Begg ve Whittington, 2010;
OIE, 2008; OIE, 2018). Canli hayvanlarda paratiiberkiilozun tanis1 igin gaita
kiiltiirinlin yapilmas1 gerektigi ileri siirilmiis ve gaita kiiltiiri ile hastaligin ileri
asamalarinda bulunan hayvanlar tespit edilebilirken, erken asamadaki hayvanlardan
cok azinin belirlenebilecegi belirtilmistir (Whitlock ve ark., 2000). Gaita kiiltiiriiniin
klinik asamada sensitivitesinin %100 oldugu bildirilmis, ancak klinik bulgular
gozlenmeden 6 ay veya daha Oncesinde de Kkiiltiir ile enfekte hayvanlarin
saptanabilecegi de agiklanmigtir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Kiiltiir
yontemi ile bireysel olarak enfekte hayvanlar belirlenebilecegi gibi birden fazla
hayvandan alinan gaita veya g¢evreden toplanan orneklerin birlestirilmesi ile siirii
diizeyinde tarama yapilabilecegi ve bdylece maliyetin azaltilabilecegi ileri stirtilmiistiir
(Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2010). Koyunlarda bu yontem igin 50 hayvanlik
bir say1r belirlenmis ve silirii  diizeyinde yapilan serolojik incelemeyle
karsilastirildiginda sensitivitesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Eamens ve ark.,
2015; Whittington, 2010). Sigir ve kegilerde yapilan ¢alismalarda da benzer sekilde
olumlu sonuglar alinmis, koyunlarin aksine sigirlarda 5, kegilerde ise 25 hayvandan
alinan Ornegin siirli taramalar1 i¢in yeterli olabilecegi bildirilmistir (Eamens ve ark.,

2015; Whittington, 2010).

Gaita yerine enfekte dokulardan yapilan kiiltiiriin sigir, koyun ve kecilerde
histopatolojik incelemeden daha duyarli oldugu rapor edilmistir (Eamens ve ark.,
2015; Martinson ve ark., 2008; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve ark., 1999a).
Koyunlarda ise bagirsak dokularindan yapilan kiiltiiriin hastaligin teshisinde altin
standart oldugu ileri stirilmistir (Begg ve Whittington, 2010). Ancak kiiltiir
islemlerinde; secilen izolasyon yontemi, Orneklerin kontaminasyon orani, testin
maliyeti ve izolasyon siiresinden kaynaklanan bir¢ok sorunla karsilasilmaktadir
(Whittington, 2010). Kiiltiir yonteminin altin standart olarak kabul edilmesinden
dolay1 paratiiberkiilozun teshisinde kullanilan diger tanisal testlerin (PZR, serolojik
testler ve histopatoloji gibi) sensitivite ve spesifitesi konusunda hala belirsizliklerin
oldugu bildirilmistir (Whittington, 2010). Diger taraftan, paratiiberkiilozun erken
evresinde ELISA veya gaitadan yapilan PZR islemlerinde kiiltiir yontemine gore daha

fazla sayida hayvanin pozitif tespit edilmesinin, dogru olmayan bir kiiltiir
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protokoliiniin kullanilmasindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Whittington,
2010). Klinik olarak paratiiberkiiloz siiphesi olan 30 koyundan 21 (%70)’inin bagirsak
ve iligkili dokularinda histopatolojik lezyonlarin gozlendigi, 2 (%6,7)’sinin gaita ve 6
(%20)’smin bagirsak dokularindan yapilan kiiltiirde pozitif saptandigi, PZR ile 24
hayvanin gaita veya dokularinda Map’in tespit edildigi bildirilmistir (Coelho ve ark.,
2017). Aym sekilde paratiiberkiiloz siipheli 14 bizondan toplanan gaita ve bagirsak
doku Orneklerinden yapilan kiiltlir sonucu 5 gaita ve 12 doku 6rneginden izolasyon
yapilmis olmasina ragmen, PZR ile tiim hayvanlarda Map’in tespit edildigi rapor

edilmistir (Huntley ve ark., 2005).

Kiiltiir yonteminde; klinik o6rneklerde ¢ok sayida kontaminant bulunmasi
nedeniyle bunlar1 oldiirmek veya baskilamak igin orneklerin dekontaminasyon
islemine tabi tutulmasi, dekontaminasyon sonrasinda kalan kontaminant
mikroorganizmalart baskilamak i¢in antimikrobiyal maddeler igeren uygun
besiyerlerine ekim yapilmasi, kat1 besiyerinde Map kolonilerinin belirlenmesi veya
stvi ortamda Map’in tiredigine dair bir bulgunun gézlenmesi ve Map'in fenotipik
ve/veya genotipik olarak identifikasyonu olmak {iizere 4 Onemli asama oldugu
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whittington, 2010).
Map'i klinik 6rneklerden izole etmeye yonelik ilk denemelerde, tiiberkiiloz icin mevcut
dekontaminasyon ydntemlerinin kullanildig: belirtilmigtir (Whittington, 2010). ilk
calismalarda dekontaminasyon amaciyla sodyum hipokloritin yaygin olarak
kullanildig1, zamanla sodyum hidroksit (NaOH), siilfiirik asit, hidroklorik asit, fenol,
benzalkonyum kloriir (BAC) ve oksalik asit (OA) ile denemeler yapildig: bildirilmistir
(Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). 1980 yilinda Kuzey Avrupa'da NaOH ve
OA'ten olusan bir kombinasyonun dekontaminasyon protokolii olarak kabul edildigi
ve Lowenstein Jensen (LJ) besiyeri ile birlikte kullanildig: bildirilmistir (Whipple ve
ark., 1991; Whittington, 2010). ilk kez ABD'de kullanilan bir katyonik kuaterner
amonyum bilesigi olan hekzadesilpiridinyum kloriir (HPC) ise giiniimiizde BAC'nin
yerini almis ve Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya da dahil olmak iizere bircok
tilkede mevcut protokollerin temelini olusturmustur (Whipple ve ark., 1991;
Whittington, 2010). HPC ile dekontaminasyon metodunun Herrold’s egg yolk medium
(HEYM) gibi kat1 besiyeri veya siv1 kiiltiirler ile birlikte kullanildigi rapor edilmistir
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(Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Aside direngli bakterilerin saptandigi 20
sigira ait gaita ve doku ornekleri hem NaOH-OA ve hem de HPC ile dekontamine
edildikten sonra LJ besiyerine inokiile edilmis ve sensitivite dekontaminantlara bagl
olarak sirasiyla %70 ve %85 olarak tespit edilmistir (Collins ve ark., 1990b). En ¢ok
kullanilan iki kat1 besiyeri olan HEYM ve LJ’nin karsilastirildigi bir c¢alismada
(Nielsen ve ark., 2004) ise sadece NaOH-OA ile dekontaminasyon protokolii

kullanilmis ve HEYM besiyerinin daha duyarli oldugu ortaya konulmustur.

Uygulanan ¢esitli dekontaminasyon protokollerinde malasit yesili gibi
antimikrobiyal boyalar ve/veya bir veya daha fazla sayida antibiyotigin
dekontaminasyon soliisyonlarina dahil edildigi rapor edilmistir (Nielsen ve ark., 2004;
Payeur, 2005; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Ancak, vejetatif biiyiime
evresinde olmayan sporlu kontaminant mikroorganizmalarin inaktive edilememesi
nedeniyle sporlarin aktif hale gectikten sonra oldiiriilmesini saglamak amaciyla fekal
siispansiyonun antimikrobiyal soliisyonlarla da inkiibe edilmesi gerektigi rapor
edilmistir (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015; Gumber ve Whittington,
2007; Nielsen ve ark., 2004; Whittington, 2010). Gaita orneklerinde daha yaygin
olarak 6nce HPC ve sonra antimikrobiyal maddeleri igeren yari-kuvvetli brain-heart
infiizyon (BHI) brothun kullanildig1 iki asamali bir dekontaminasyon yontemin
uygulandig: bildirilmis (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Stabel, 1997,
Whittington, 2010) ve iki asamali inkiibasyon seklinde yapilan dekontaminasyon
isleminin kiltir duyarliligint arttirdigr ileri stirilmiistir (Eamens ve ark., 2000;
Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Stabel, 1997; Whittington, 2010). Bu yontemin st
orneklerinin dekontaminasyonu i¢in de kullanildigi belirtilmistir (Eamens ve ark.,
2015; Whittington, 2010). Bazi arastirmacilar (Dundee, 2001; Gao, 2005; Sweeney,
1992), tek adimli sedimentasyon protokoliinde %0,75 HPC ile muamelenin siit
orneklerinde kontaminasyonu en aza indirmek i¢in uygun oldugunu ve Map'e cift
adimli inkiibasyondan daha az zarar verdigini ileri siirmiiglerdir. Ayn1 yontemle
enfekte hayvanlarin bagirsak dokularindan kolaylikla Map’in izole edildigi (Eamens
ve ark., 2015; Whittington, 2010) ve doku 6rneklerinde kontaminasyon oraninin daha
diisiik olmas1 nedeniyle sadece bir dekontaminasyon asamasini igeren bir protokolle

dahi izolasyon sansinin yiiksek olabilecegi bildirilmistir (Whittington, 2009;
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Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a). Kan kiiltliriiniin rutin olarak
yapilmadigi bildirilmekle birlikte (Whittington, 2010), kegilerden alinan kan plazmasi
ornekleri %0,75 HPC ile dekontamine edildikten sonra HEYM besiyerine ekilmis ve
orneklerin %28.6’1indan etken izole edilebilmistir (Singh ve ark., 2010).

Bakteriyolojik kiiltiir i¢in kat1 ve s1vi1 besiyerlerinden yararlanilmasina ragmen,
kat1 besiyerlerinin, daha ucuz olmasi, daha az malzeme gerektirmesi ve kiiltiirde
Map’in tanimlanmasinin daha kolay olmasi nedeniyle sivi besiyerlerine gore daha
yaygin kullanilmaktadir (Whittington, 2010). Kat1 besiyerinde Map’in primer
kolonilerinin inokiilasyondan 5 hafta ile 6 ay sonra goézlenebildigi rapor edilmistir
(Eamens ve ark., 2015). Ciftlik hayvanlar1 i¢in kat1 kiiltiir ortamlarinda standart
inkiibasyon siiresinin 12-20 hafta oldugu belirtilmis (Eamens ve ark., 2015; Stabel,
1997; Whittington, 2010), ancak pigmentsiz koyun suslarinin sigir suslarina gére daha
zor liredigi ve gozle goriiniir bir iremenin 12 ay veya daha uzun siirede saptanabilecegi
bildirilmistir (Juste ve ark., 1991; Payeur, 2005). Bu nedenle kiiltiirlerin bu siirelere
riayet edilmeden negatif olarak degerlendirilmemesi gerektigi bildirilmistir (Eamens
ve ark., 2015; OIE, 2008; Stabel, 1997; Whittington, 2010; Whittington ve ark.,
1999a). S1v1 ortamda ise biiyiimenin daha hizli oldugu ve inkiibasyon i¢in genellikle
8-12 haftanin yeterli olabilecegi rapor edilmistir (Eamens ve ark., 2015; Whittington,
2010).

Mikobakteriler tizerinde galisan arastirmacilarin kiiltiir ortamlarini ve 6zellikle
Dubos gibi yumurta temelli besiyerlerini gelistirmeye yogunlastiklari rapor edilmistir
(Eamens ve ark., 2015; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Giiniimiizde bazi
Avrupa tilkelerinde kullanilan LJ ile diger bir¢ok iilkede kullanilan HEYM besiyerinin
Map izolasyonu i¢in en uygun besiyerleri oldugu ileri stirilmistir (Whittington,
2010). Middlebrook 7H10 veya 7H11 agar ile 7H9 broth’un da uygun ortamlar oldugu
ancak, Map'in iireyebilmesi i¢in yumurta sarisinin besiyerlerine eklenmesi gerektigi
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Whittington, 2010). Béylece yumurta
sarisinin, inokulumla kiiltiir ortamina taginan dezenfektanlarin nétrlestirilmesinde rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Eamens ve ark., 2015; Whipple ve ark., 1991;
Whittington, 2010). Yumurta sarisinin yan1 sira bakterinin metabolizmasi igin gerekli

olan yag asitleri ile diger gidalar1 sagladigi i¢in gliseroliin de besiyerlerinde bulunmasi
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gerektigi bildirilmistir (Payeur, 2005). Diger taraftan, Map izolasyonu i¢in mikobaktin
J’nin besiyerinde bulunmasi gereken temel bilesen oldugu ve mikobaktin
bagimliliginin Map'i diger mikobakterilerden ayirmak icin kullanilan en 6nemli 6zellik
oldugu belirtilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whipple ve ark.,
1991; Whittington, 2010). Mikobaktin bagimliliginin; materyal mikobaktinli ve
mikobaktinsiz iki besiyerine ekilerek veya Map’in mikobaktinsiz besiyerinde
subkiiltliri yapilarak tespit edilebilecegi bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE,
2008; OIE, 2018; Payeur, 2005; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010).

Besiyerlerinin  genellikle kontaminant mikroorganizmalarin {iremesini
engellemek i¢in antimikrobiyal maddeler ve kolonilerin taninmasina yardimci olmasi
icin de boyalar igerdigi belirtilmistir (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015;
Gumber ve Whittington, 2007; Nielsen ve ark., 2004; Whittington, 2010; Whittington
ve ark., 1999a). Mikobaktin J ile birlikte vankomisin, amfoterisin B ve nalidiksik asit
(VAN) iceren HEYM besiyerinin diger kontaminant mikroorganizmalar1 baskilayarak
Map’in liremesini destekledigi ortaya konulmustur (Payeur, 2005). Kontaminantlari
kontrol etmek ve kolonilerin goriiniirliigiinii arttirmak icin HEYM besiyerine malagit
yesilinin de ilave edildigi bildirilmistir (Payeur, 2005). Yapilan ¢alismalarda hem LJ
hem de HEYM besiyerine ilave edilen sodyum piruvatin da Map'in iiremesini
kolaylastirdigi saptanmistir (Eamens ve ark., 2000; Juste ve ark., 1991; Kim ve ark.,
1989). Piruvatin, LJ besiyerinde Map kolonilerinin daha biiyiimesini sagladigi ve ayni
zamanda besiyerinde bulunan antibiyotiklerin inhibitdr etkilerini de 6nledigi rapor
edilmistir (Eamens ve ark., 2000; Juste ve ark., 1991; Kim ve ark., 1989; Whittington,
2010).

Geleneksel kiiltiir yontemlerinin yan1 sira, yumurta saris1 ve mikobaktin J ilave
edilmis BACTEC™ 12B (Middlebrook 7H12) siv1 besiyerinin kullanildigi
radyometrik bir kiiltiir teknigi gelistirilmistir (OIE, 2008; Whittington, 2010). Bu siv1
kiiltiir sisteminde; karbon kaynag: olarak ilave edilen C!* ile isaretlenmis palmitik
asitten mikrobiyal solunum yoluyla iiretilen C** ile isaretli karbon dioksidin (}*CO2)
radyometrik olarak Ol¢limii yapilarak iireme degerlendirilmektedir (OIE, 2008;
Whittington, 2010). Sonuglarin daha kisa siirede alindigi bu sistem ile hem koyun hem

de sigir suslariin geleneksel kiiltiir yontemlerine gore daha iyi teshis edildigi ileri
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striilmistir (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2009;
Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a). Map’in izolasyonu i¢in radyoaktif
madde igermeyen MGIT ParaTB (Becton Dickinson), ESPII (Difco) ve MB/BacT
(Organon Teknika) gibi alternatif sivi kiiltlir sistemlerinin de oldugu, ancak bu
sistemlerin kullanilabilirliginin hala netlik kazanmadig1 rapor edilmistir (OIE, 2008;
OIE, 2018; Whittington, 2010).

Izole edildigi konakg1ya gore aralarinda genetik farkliliklarm olmasi nedeniyle
Map suslar1 tip C (sigir) ve tip S (koyun) olarak adlandirilmistir (Collins ve ark.,
1990a). Ayrica Ingiltere’de sari-turuncu pigmentli suslarin  (Clarke, 1997;
Whittington, 2010) ve ABD'de bizon susunun bulundugu (Sevilla ve ark., 2005)
bildirilmistir. Tim Map tiplerinin mevcut kiiltiir ortamlarinin hepsinde tiremedigi
bildirilmistir (Collins ve ark., 1990a; Whittington, 2010). Tip C suslarina kiyasla, S
veya diger suslarin HEYM'de tiremedigi veya zayif tiredigi (Collins ve ark., 1990a;
Juste ve ark., 1991; Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a), tip S suslarinin
ayrica LJ ve MGIT ParaTB besiyerlerinde de iliremedigi veya ¢ok zayif {iredigi
bildirilmistir (Gumber ve Whittington, 2007; Whittington, 2010). Tip S suslari, tip C
suslarina gore daha zor tirediginden (Whittington ve ark., 1999a) gaita, doku ve siit
orneginden izole edilebilmesi i¢in BACTEC 460 sistemi ile modifiye BACTEC 12B
besiyerinin kullanilmasi onerilmistir (Gumber ve Whittington, 2007; Whittington,
2010; Whittington ve ark., 1999a). HEYM besiyerinde sivi kiiltiirden daha smirli
cesitlilikte Map tipinin tiredigi (Grant ve ark., 2005; Sevilla ve ark., 2005; Whittington,
2010), modifiye 7H10 agar, 7H11 agar ve BACTEC 12B besiyerinin ise makul
inkiibasyon siireleri i¢inde tiim Map suslariin tiremesini sagladigi ileri siirtilmiistiir
(Collins ve ark., 1990b; Eamens ve ark., 2015; Grant ve ark., 2005; Whittington, 2010;
Whittington ve ark., 1999a).

Kat1 ya da siv1 kiiltiirde Map’in identifikasyonunun zor oldugu bildirilmistir
(Whittington, 2010). Kat1 besiyerinde baslangigta yuvarlak, piiriizsiiz ve beyaz olan
kolonilerin daha sonra hafifce yigilma egilimi gdsterip, koloni ylizeyinin burusmasiyla
donuk agik sar1 renge doniistigi bildirilmistir (Whittington, 2010). HEYM
besiyerinde sigir susu kolonilerinin ¢ok kiigiik, digbiikey, yumusak, baslangicta

renksiz ve yar1 saydam renkte oldugu, koloni biiylikliigliniin igne ucu ile 0,25-1 mm
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arasinda degistigi ve besiyeri ylizeyinde ¢ok sayida koloni oldugunda kii¢iik kalma
egilimi gosterdigi, koloni kenarlarinin yuvarlak ve diizenli, ylizeyinin ise piiriizsiiz ve
parlak oldugu, inkiibasyon siiresince kolonilerin daha biiyliyerek kabarik, beyazimsi
krem ya da bej renkli hale geldigi, eski kolonilerin 2 mm'ye kadar ulasabildigi ve
koloni morfolojisinin smooth’dan rough’a dogru degistigi bildirilmistir (Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010). Modifiye 7H10 besiyerinde
(6zellikle eski kiiltlirlerde) sigir suslarinin koloni ¢aplarinin yaklagik olarak 1 mm
oldugu, solgun renkli ve daha az digbiikey goriildiigii ve agarinin ylizeyinde HEYM
besiyerinden daha zor tespit edildigi bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008;
OIE, 2018; Whittington, 2010). Koyun susu kolonilerinin ise disbiikey, yumusak,
nemli, parlak, kirli beyazdan soluk beyaza degisen renkte oldugu ve besiyerinin
rengine ¢ok benzedigi, biiyilikliiklerinin igne ucu ile 0,5 mm arasinda degistigi,
besiyerinde az sayida koloni gelistiginde 1-1,5 mm'ye kadar ulasabildigi bildirilmistir

(Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010).

2.7.1.4. Molekiiler Teshis

Son yillarda paratiiberkiilozun tanisinda PZR’nun yeni bir altin standart test
olabilecegi konusu tartisilmakta ve bu testin siirli taramalarinda da kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Chaubey ve ark., 2016; Stevenson, 2010b). Farkli PZR metodlar ile
gaita, siit ve bagirsak dokusu gibi Orneklerde Map’in tespit edildigi bildirilmis
olmasina ragmen (Bolske ve Herthnek, 2010; Chaubey ve ark., 2016; Whittington ve
ark., 1999b), kompleks bir yapiya sahip olmalari nedeniyle klinik 6rneklerin DNA
ekstraksiyonu agsamasinda ve 6rnek DNA’sinda ¢esitli inhibitér maddelerin bulunmasi
nedeniyle PZR asamasinda sorunlarla karsilasilabilecegi (Bolske ve Herthnek, 2010;
Chaubey ve ark., 2016; Stevenson, 2010b) ve uygulanan DNA izolasyon yontemine
gore testin sensitivite ve spesifitesinin degiskenlik gosterebilecegi ileri stirilmistiir
(Bolske ve Herthnek, 2010; Chaubey ve ark., 2016). Nested ve real-time PZR (RT-
PZR) analizlerinin (sensitivite %93-100, spesifite %2100), konvansiyonel PZR
analizine (sensitivite %41-50, spesifite %95) gore sensitivite ve spesifitesinin daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir (Albuquerque ve ark., 2017; Fang ve ark., 2002; Gao
ve ark., 2009; Schonenbriicher ve ark., 2008). Ayrica nested PZR (sensitivite %100)
ile RT-PZR'nun (sensitivite %93-98) karsilastirildig1 ¢alismalarda (Fang ve ark., 2002;
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Schonenbriicher ve ark., 2008) ise her iki yontemin de benzer sensitiviteye sahip

oldugu saptanmuistir.

[k PZR iiriiniiniin ikinci PZR analizi i¢in kalip DNA olarak kullanildig1 nested
PZR analizi ile inhibitor madde oraninin azaltilabilecegi belirtilmistir (Bolske ve
Herthnek, 2010; Leite ve ark., 2013). Paratiiberkiiloz siiphesi olan 63 sigirdan alinan
gaita orneginin 401 kiiltiir ve konvansiyonel PZR, 58’1 ise nested PZR ile pozitif
olarak saptanmis ve nested PZR analizinin konvansiyonel PZR ve fekal kiiltlire gore
daha duyarli oldugu belirtilmigtir (Kumar ve ark., 2012). RT-PZR analizi ile kiiltiir ve
ELISA sonuglarinin karsilastirildigi bir calismada (Kawaji ve ark., 2011); Map ile oral
yolla enfekte edilen 38 koyundan 4 ay sonra alinan gaita 6rneginin RT-PZR ile 18’1
(%47,4), fekal kiiltiir ile sadece biri pozitif saptanmis, inokiilasyondan 8 ay sonra ise
gaita 6rneklerinin RT-PZR ile timiinde (%100), kiiltiir ile %34,2'sinde pozitiflik tespit
edilmistir. Bu koyunlardan deneysel enfeksiyondan 8 ay sonra alinan kan serum
orneklerinde de ELISA ile %18,9 oraninda bir pozitiflik tespit edilmis ve gaita
orneklerine uygulanan RT-PZR’nun gaita kiiltiirii ve ELISA’ya gore daha duyarl bir
yontem oldugu ve etkenin alimindan 4 ay gibi kisa bir siire sonra pozitif hayvanlarin
bu yontem ile tespit edilebilecegi agiklanmistir (Kawaji ve ark., 2011). Ayrica dongii
aracili izotermal amplifikasyon (loop-mediated isothermal amplification, LAMP)
yontemiyle de gaita Orneklerinde Map’in tespit edilebilecegi bildirilmistir
(Heidarnejhad ve Safi, 2015). LAMP ve ELISA sonuglariin %80 oraninda uyumlu
oldugu ve enfeksiyonun erken doneminde Map teshisi i¢in kullanilabilecegi ileri
strilmiistir (Heidarnejhad ve Safi, 2015). Diger taraftan kiiltiirden izole edilen
Map’in identifikasyonu i¢in de hizli ve spesifik bir test olan PZR’nun
kullanilabilecegine ve bu teknikte, kiiltiir temelli teshis testlerinin aksine, identifiye
edilen bakterinin dogrulanmasi i¢in ilave testlere gerek duyulmadigina dikkat
¢ekilmistir (Stevenson, 2010b). PZR’nun tistiin performansa sahip bir test olmasina
ragmen, modifiye BACTEC 12B gibi siv1 besiyerlerinde bulunan yumurta sarisinin
reaksiyonu inhibe edebilecegi i¢in PZR Oncesinde yumurta sarisinin giderilmesi

gerektigi belirtilmistir (Eamens ve ark., 2015).

Green ve ark. (1989) tarafindan Map’e spesifik tekrarlayan bir insersiyon

segmenti olarak 1S900'in kesfedilmesinden sonra, PZR ile Map’in tespit edilebilmesi
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i¢in bu bolgeyi hedefleyen bir dizi primer tasarlanmis (Green ve ark., 1989; Kawaji ve
ark., 2007; Millar ve ark., 1996; Vary ve ark., 1990) ve bu primerlerin spesifiteleri
farkli Mycobacterium sp. ve bakteri suslar1 kullanilarak aragtirtlmistir (Eamens ve ark.,
2015; Millar ve ark., 1996; Vary ve ark., 1990). Map disindaki izolatlarda 1S900
benzeri sekanslarin oldukg¢a nadir bulunmasina ragmen, IS900 gen bolgesine yonelik
rutin teshis uygulamalarinda testin spesifitesi ile ilgili bazi belirsizliklerin oldugu
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015). Bu duruma Map disindaki baz1 mikobakterilerde
niikleotid dizisi %94’e varan oranda benzerlik gosteren IS900 benzeri bir bolge
bulunmasinin yol agabilecegi agiklanmistir (Li ve ark., 2005; Ribon, 2012). 1S900
benzeri diziler M. srofulaceum, M. cookie, M. xenopi, M. terrae ve M. chelonei gibi
baz1 mikobakterilerde tespit edilmis ve bu benzerlige bagli olarak PZR’nda yanlis
pozitif sonuglar elde edilebilecegi rapor edilmistir (Eamens ve ark., 2015).
Konvansiyonel PZR iiriiniine Alwl, Hae I11 veya Mse | gibi bir enzim ile restriksiyon
endoniikleaz analizi (REA)’nin uygulanmasi ile testin spesifitesinin arttirildigi
belirtilmistir (Eamens ve ark., 2015; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016).
Ayrica IS900 bolgesine yonelik uygulanan konvansiyonel PZR analizinde spesifitenin
arttirilmasi igin baglanma isisinin 62-68°C’ye yiikseltilmesi (Eamens ve ark., 2015) ve
diger mikobakteriler ile kros reaksiyon vermeyen spesifik primerlerin kullanilmasi
onerilmistir (Eamens ve ark., 2015; Kawaji ve ark., 2007). Vary ve ark. (1990)
tarafindan bildirilen 229 bp’lik 150C ve 921 primer ¢ifti veya Moss ve ark. (1992)
tarafindan bildirilen (P90/P91, 400 bp) ve daha sonra Millar ve ark. (1996) tarafindan
modifiye edilen 413 bp’lik P90™ ve P91* primer ¢ifti konvansiyonel PZR analizlerinde
basariyla kullanilmistir. RT-PZR analizleri i¢in ise Kawaji ve ark. (2007) tarafindan
bildirilen 183 bp biiyiikliglindeki MP10-1 ve MP11-1 primer ¢iftinin kullanilmas1

Onerilmistir (Eamens ve ark., 2015).

Map'e spesifik ISMap02, 1ISMav2, F57, hspX ve lokus 255 gibi yeni DNA
fragmentleri belirlenerek bakterinin PZR ile hizli bir sekilde tanimlanmasi
saglanmistir (Bolske ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark., 2015). Tespit edilen bu yeni
diziler i¢in standart (konvansiyonel veya nested PZR), kantitatif (RT-PZR) PZR
(Eamens ve ark., 2015; Kawaji ve ark., 2007) ve bu dizilerin farkli

kombinasyonlarindan olusan multipleks RT-PZR (Eamens ve ark., 2015; Irenge ve
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ark., 2009; Schonenbriicher ve ark., 2008) protokolleri gelistirilmistir. (")rnegin 1S900,
F57 ve ISMap02 (Eamens ve ark., 2015; Irenge ve ark., 2009) veya F57 ve ISMav2
(Eamens ve ark., 2015; Schonenbriicher ve ark., 2008)’nin birlikte kullanildig
multipleks RT-PZR analizleri rapor edilmistir. Ancak IS900 ile karsilastirildiginda
Map’in genomunda hedef DNA'nin daha az sayida kopyasinin bulunmasi nedeniyle,
yeni sekanslara dayanan PZR analizlerinde sensitivitenin diistiigii saptanmistir (Bolske
ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark., 2015). Map’in genomunda 1S900’iin 15-20
kopyasi (ortalama 17 kopya) bulunurken, F57 ve lokus 255’in tek, ISMav2’nin 3 ve
ISMap02°’nin ise 6 kopyasinin oldugu aciklanmistir (Bdlske ve Herthnek, 2010;
Eamens ve ark., 2015). 1S900 ile pozitif saptanan 6rneklerin kopya sayisina bagli
olarak F57 ile negatif sonug verdigi ve bu nedenle PZR’nunda IS900 gen bdlgesinin
tercih edilmesi gerektigi bildirilmistir (Bolske ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark.,
2015). Correa-Valencia ve ark. (2017), seropozitiflik saptanan bir siiriide bulunan 2
yasindan bliyiik 27 sigirdan alinan serum orneklerinin 8’ini ELISA, gaita 6rneklerinin
ise 7’sini nested PZR ile pozitif olarak saptarken, gaita kiiltlirii ve ticari bir kitin
kullanildig1 F57 RT-PZR ile pozitif hayvan tespit edemediklerini belirtmistir. Farkli
primerlerin sensitivitesinin karsilastirildig: bir galismada (EI-Malek ve ark., 2015) ise
konvansiyonel PZR analizi i¢in IS900 dizisine yonelik ti¢ primer gifti (150C/921,
TJ1/TJ2, S204/S749), F57 ve lokus 251°e yonelik birer primer ¢ifti ile nested PZR
analizi i¢in ise ISMap02 bolgesine yonelik iki primer ¢ifti kullanilmis ve nested PZR
ve 150C/921 primer ¢ifti ile uygulanan konvansiyonel PZR analizinin sensitivitesinin
%100 oldugu belirlenmistir. Diger taraftan TJ1/TJ2 primer ¢ifti ile hicbir Map
izolatinin tespit edilemedigi, izolatlarin S204/S749 primer c¢ifti ile %33 {intin, F57
primeri ile %55’inin, lokus 251 primeri ile ise %66’simin saptadig: bildirilmistir (El-
Malek ve ark., 2015). Youssef ve ark. (2014), 150 sigir gaita 6rneginden %31,33'"i
1S900, %29,33'"ii ise F57 gen bolgesine yonelik konvansiyonel PZR, %42,66'sinin ise
IS900 bolgesine yonelik RT-PZR ile pozitif saptandigini, ayn1 hayvanlara ait siit
orneklerinin ise IS900 ve F57 gen bolgesine yonelik konvansiyonel PZR ve IS900 gen
bolgesine yonelik RT-PZR ile sirasiyla %4,67; %3,33 ve %5,33 oraninda Map teshisi
yaptiklarini agiklamistir. Ayni ¢alismada (Youssef ve ark., 2014), 1S900 ve F57 gen
bolgesine yonelik kullanilan primer ¢iftleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark

olmadigina, gaitada Map DNA'siin konvansiyonel PZR’na gore RT-PZR ile daha
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ylksek oranda tespit edildigine ve PZR analizleri i¢in en uygun 6rnegin siitiin aksine

gaita olduguna dikkat cekmislerdir.

Map suslari, 223. baz ciftinde tespit edilen sitozin/timin polimorfizmine bagl
olarak C (si181r), S (koyun) ve B (bizon) tipi olarak ayirt edilmistir (Eamens ve ark.,
2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington ve ark., 2001). Bu bélgede C suslarinda sitozin
ve timin, S suslarinda sadece sitozin ve B suslarinda ise sadece timin niikleotidlerinin
bulundugu rapor edilmistir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington
ve ark., 2001). Map izolatlarinin molekiiler olarak tiplendirmesinin, PZR ve
sonrasinda uygulanan REA ile IS1311 genindeki dizi polimorfizmlerinin belirlenerek
hizl1 bir sekilde yapilabilecegi bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark.,
1999; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Bu amagla; kiiltiirden izole edilen
Map suslarinin tipinin belirlenmesi i¢in, Marsh ve ark. (1999) tarafindan bildirilen
IS1311 gen bolgesine yonelik olan M56/M119 primer ¢ifti (608 bp) kullanilarak
konvansiyonel PZR analizinin yapilmasi ve sonrasinda Hinfl ile Msel enzimleri
kullanilarak PZR-REA uygulanmasi Onerilmektedir (Eamens ve ark., 2015;
Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). REA sonucunda, Map’in C suslari jelde
67, 218, 285 ve 323 bp'de dort bant ile karakterize edilirken, S suslarinin 285 ve 323
bp'lik iki bant ve B suglarinin 67, 218 ve 323 bp'de gézlenen ii¢ bant ile belirlendigi
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington ve ark., 2001,
Yue ve ark., 2016). Bu yontem ile M. avium subsp. avium da belirlenmis ve REA
analizi sonucunda 134, 189 ve 285 bp de ii¢ bant gézlenmistir (Yue ve ark., 2016).
IS1311 gen bolgesine yonelik M56 ve M94 primer ¢ifti ile HInfl enzimi kullanilarak
uygulanan PZR-REA analizi sonucunda da Map’in C ve S tiplerinin ayirt edilebilecegi
bildirilmigtir (Marsh ve ark., 1999). Ayrica, IS1311 gen bolgesine yonelik M56 ve
M94 primer c¢ifti ile 1S1245 gen bolgesine yonelik M114 ve M115 primer ciftleri
kullanilarak uygulanan multipleks PZR analizinin sonucunda elde edilen PZR
tiriinlerine Hinfl enzimi ile uygulanan REA analizi ile de tiplendirme yapilabilecegi
ileri strilmiistir (Marsh ve ark., 1999). Diger taraftan Map suslarinin
tiplendirilmesine; DNA dizi analizi (GryA ve GryB gen bdlgesi igin), dijital mikro
akigkan ¢ip (digital microfluidic chip, DMC) PZR (Rani ve ark., 2017), RFLP,

degisken sayili tandem tekrarlari (variable number of tandem repeats, VNTR) veya
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pulsed-field jel elektroforez (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) (Eamens ve ark.,
2015) ve RT-PZR'na dayanan yiiksek ¢Oziiniirlikli eritme (high-resolution melt,
HRM) analizi (Castellanos ve ark., 2010) gibi yontemlerin de kullanilabilecegi

aciklanmistir.

2.7.2. indirek Tam Yontemleri

Enfeksiyonun seyri boyunca farkli evrelerde degisik hiicresel ve humoral
yanitin gozlendigi ve hiicresel yanit ile antikor yanit1 arasinda ters bir iligkili oldugu
ileri strtilmistiir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Hastalik ilerledik¢e ve
lezyonlar belirginlestikce mevcut antijen varligi ile orantili olarak antikor diizeyinin
arttig1 ve testlerde daha yiiksek titre elde edildigi bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015;
Nielsen, 2010). Ancak enfeksiyonun ileri asamalarinda hayvanlar anerjik hale
gelebilecegi i¢in humoral veya hiicresel yanitin tespit edilemeyebilecegi rapor
edilmistir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Paratiiberkiilozun teshisinde
humoral immun yanit1 belirleyen komplement fikzasyon testi (KFT), ELISA, agar jel
immunodifiizyon (AGID) testleri ile hiicresel immun yanit1 dlgen gecikmis tip asirt
duyarlilik deri testi ve IFN-y testleri yaygin olarak kullanilmaktadir (OIE, 2008; OIE,
2018). Ancak enfeksiyona kars1 gelisen immun yanit heniiz tam olarak anlagilamadigi
icin kullanilan tan1 yoOntemlerinin sonuglar1 ile yorumlanmasinda hala sorun

yasanmaktadir (Nielsen, 2010).

2.7.2.1. Hiicresel Immun Yamt1 Olgen Testler

Map enfeksiyonunda antikor yanitindan 6nce hiicresel immun yanitin gelistigi
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018). Bu
nedenle enfeksiyonun baglangicinda olan hayvanlarin serolojik testler ile genellikle
saptanamayacagi, ancak hiicresel immun yanit1 6lgen testler ile tespit edilebilecegi ileri
striilmistiir (OIE, 2008; OIE, 2018). Gecikmis tip asir1 duyarlilik deri testi ile periferal
kan mononiiklear hiicrelerinin spesifik antijenlerle uyarilmasindan sonra salgilanan
IFN-y diizeyini 6l¢en IFN-y testinin bu amagla yaygin olarak kullanildig: bildirilmistir
(Kalis ve ark., 2003; Nielsen, 2010; Stevenson, 2010).
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2.7.2.1.1. Gecikmis Tip Asir1 Duyarhhk Deri Testi

Gecikmis tip asir1 duyarlilik deri testinden gegmiste daha sik yararlanilmasina
ragmen, gilinimiizde in vitro IFN-y testinin gelistirilmesi nedeniyle kullaniminin
azaldig1 agiklanmistir (Nielsen, 2010). Asir1 duyarlilig1 belirleyen deri testinde avian
ve Johnin PPD (piirifiye protein derivati) benzer sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu
i¢cin ikisinden birinin kullanilabilecegi bildirilmistir (OIE, 2008). Deri kalinliginin
PPD inokiilasyonundan &nce ve inokiilasyondan 72 saat sonra dl¢iilmesi gerektigi ve
uygulama boélgesindeki deri kalinliginin 2 mm’nin {izerinde olmasi durumunda
gecikmis tip asir1 duyarliliga bagl olarak hayvanin enfeksiyon yoniinden pozitif kabul
edilebilecegi belirtilmistir (OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte gerek avian ve
gerekse Johnin PPD spesifitesinin diisiik olmasi nedeniyle M. avium ile M.
tuberculosis arasinda gapraz reaksiyonlarin gozlenebilecegi rapor edilmistir (Barry ve
ark., 2011; Jungersen ve ark., 2002). Diger taraftan kullanilan antijen gruplari arasinda
az da olsa farkliliklar mevcut oldugundan deri testinin yorumlanmasinda karisikliklar
yasanabilecegi bildirilmistir (Kalis ve ark., 2003; OIE, 2008; OIE, 2018). Sigirlarda
Johnin PPD’nin kullanildigi bir ¢alismada (Kalis ve ark., 2003), deri testinin spesifitesi
pozitif reaksiyonlar =2 mm, >3 mm ve >4mm olarak degerlendirildiginde sirasiyla
%88,8; %91,3 ve %93,5 olarak tespit edilmistir.

2.7.2.1.2. Gama Interferon (IFN-y) Testi

Son yillarda sigirlarda tiiberkiiloz ve paratiiberkiilozun teshisinde IFN-y
diizeyini Olgerek hiicresel immun yaniti belirleyen in-vitro testler kullanilmaya
baslanmistir (Nielsen, 2010). Map enfeksiyonunda en erken tespit edilebilen immun
yanitlardan birisinin IFN-y tiretimi oldugu bildirilmistir (Nielsen, 2010). Bu nedenle
subklinik enfekte hayvanlarin belirlenmesi i¢in IFN-y testinin en iyi segenek oldugu
ileri stiriilmiistiir (Jungersen ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010b;
Vazquez ve ark., 2013). IFN-y testinin temel prensibi, spesifik antijen (avian PPD,
bovine PPD veya Johnin PPD) ile 18-36 saatlik bir uyarilmayi takiben duyarl
lenfositler tarafindan tiretilen IFN-y diizeyinin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir (OIE,
2008; OIE, 2018). Toplanan heparinize kan 6rneklerinin en ge¢ 16 saat iginde islenme

zorunlulugun olmasi ve non-spesifik bazi reaksiyonlarin testi etkilemesi nedeniyle
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teshiste kullanimimnin sinirlt oldugu belirtilmistir (Jungersen ve ark., 2002). Ayrica
yanlis pozitif sonug¢larin saptanmasi nedeniyle 12 aydan kiiciik buzagilarda testin
giivenilir olmadigi da ileri siiriilmiistiir (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve ark.,
1999).

Sensitivitesi oldukca yiiksek olan IFN-y testinin spesifitesini arttirmak i¢in
lenfositlerin uyarilmasi isleminde bovine PPD, avian PPD ve fosfat tamponlu su (PBS)
birlikte kullanilmakta ve iretilen IFN-y diizeyleri karsilastirilarak sonuglar
degerlendirilmektedir (Jungersen ve ark., 2002; Kalis ve ark., 2003; Vazquez ve ark.,
2013). Tiberkiilozun aksine paratiiberkiilozun teshisinde IFN-y testi i¢in standart bir
yorumlama kriteri heniiz bulunmamaktadir (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve
ark., 1999). Kullanilan farkli yorumlama kriterlerine bagli olarak spesifitesinin sigirlar
icin %26-99 arasinda degistigi rapor edilmistir (Jungersen ve ark., 2002; McDonald
ve ark., 1999). IFN-y testi i¢in paratiiberkiilozdan ari oldugu belgelenmis sigir
isletmelerinden alinan kan ornekleri nil (steril PBS), avian ve bovine antijeni ile
uyarilmis ve uygulanan testte elde edilen optikal dansite (OD) degerleri ii¢ farkli kriter
kullanilarak degerlendirilmistir (Kalis ve ark., 2003). Birinci kriterde avian PPD
antijeninin (A) OD degerinin, nil (PBS, kontrol) ve bovine PPD antijeninin (B) OD
degerinden 0,1 OD birimi veya daha biiylik olmasi; ikinci kriterde hem birinci Kriteri
saglamasi ve hem de B ile A arasindaki oranin <0,70 olmast; {igiincii kriterde ise testin
gecerliligi i¢in negatif kontrol 6rneginin (NK) en yiikksek OD’si, pozitif kontrol
orneginin (PK) en diisiik OD’si ile nil (kontrol) antijeninden elde edilen en yiiksek OD
karsilagtirilmis  ve kullanilan formiilde sonucun [(A-NK)/(PK-NK)]x100-[(B-
NK)/(PK-NK)]x100=>%30 olmasi durumunda hayvanlarin pozitif olarak
degerlendirildigi rapor edilmis ve bu kriterlere gore spesifite sirasiyla %66,1; %67 ve
%93,6 olarak aciklanmigtir (Kalis ve ark., 2003). Enfekte ve enfekte olmayan sigir
stiriilerinden alinan kan 6rnekleri avian (a), bovine (b) Johnin (j) antijenleri ve nil
(PBS) ile uyarilmis ve uygulanan IFN-y testinden elde edilen OD degerlerinden yola
cikilarak farkli kritelere gore testin spesifitesi hesaplanmistir (Jungersen ve ark.,
2002). Sadece PPDa-PBS>0,05 baz alindiginda; enfekte olmayan siiriilerde toplam
116 hayvandan 53’iniin (spesifite, %54), enfekte siiriilerde ise 249 hayvandan

193’iiniin; PPDa-PBS>0,453 kabul edilmesi durumunda enfekte olmayan siiriilerde 6
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hayvanin (spesifite, %95), enfekte siiriilerde ise 84 hayvanin; PPDa-PBS>0,05 ve
PPDa>PPDb oldugunda ise enfekte olmayan siiriilerde toplam 42 (spesifite, %64),
enfekte siiriilerde ise 171 hayvanin pozitif olarak saptandigi belirtilmistir. Testin PPDj-
PBS>0,254, PPDa-PBS>0,453 ve PPDb/PPDj veya /PPDb/PPDa<0,71 oldugu
durumda en yliksek spesifiteye (%97-99) sahip oldugu belirlenmis olmasina ragmen,
PPDa-PBS>0,05 kriterinin diger kriterlere gore daha fazla sayida subklinik olarak
enfekte hayvanin tespit edilebildigi agiklanmustir (Jungersen ve ark., 2002). Sigirlarda
yapilan diger bir ¢aligmada (Vazquez ve ark., 2013), PPDa’nin PPDb’den daha biiyiik
ve PPDa-PBS>0,05 olmasi1 durumunda hayvanlar paratiiberkiiloz yoniinden pozitif
olarak degerlendirilmistir. Ayni calismada IFN-y testi ile pozitif olarak belirlenen
hayvanlarin ¢ogunlugunun gaitasinda Map tespit edilmedigi (%63,9) gibi ciddi bir
doku hasarmin da olmadig1 (%86,1) saptandigindan, bu yontem ve kriterin geng
hayvanlarda enfeksiyonun teshisinde veya enfeksiyonun erken donemlerinde

kullanilabilecegine dikkat ¢ekilmistir (Vazquez ve ark., 2013).

Koyunlarda testin sensitivitesi bakteriyolojik kiiltiir ile karsilastirildiginda
%66,7 olarak saptanmis, enfekte olmayan siiriilerde de spesifitesi %98,3 olarak
hesaplanmistir (Robbe-Austerman ve ark., 2006a). Deneysel olarak enfekte edilen
koyunlarda alinan kan 6rnekleri Johnin PPD ile uyarildiktan sonra uygulanan IFN-y
testinde elde edilen OD degerleri PPDj-PBS>0,05; PPDj-PBS>0,04; PPDj-
PBS>0,03 ve PPDj/PBS>1,5 seklinde olmak iizere dort farkli kriter kullanilarak
degerlendirilmis ve ¢alismadaki koyunlarin hepsi kullanilan dort kritere gore pozitif
olarak saptanmistir (Gwozdz ve ark., 2000). Aynmi ¢alismada IFN-y testi ile AGID,
KFT ve ELISA testleri karsilastiriimis, AGID (%86), KFT (%64) ve ELISA (%36-50)
testlerine oranla IFN-y testinin enfekte hayvanlari daha yiiksek oranda (%100) ve daha
erken donemde tespit ettigi rapor edilmistir (Gwozdz ve ark., 2000). Yine deneysel
enfekte edilmis koyunlarda yapilan diger bir ¢alismada (Reddacliff ve Whittington,
2003); IFN-y testinin PPDa-PBS>0,05 olarak degerlendirilmesi durumunda
sensitivitesinin %83, spesifitesinin ise %56 olarak hesaplandigi ve dogal olarak

enfekte olan hayvanlarda ise spesifitenin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
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2.7.2.2. Humoral immun Yamt:1 Olgen Testler

Enfeksiyonun teshisinde Map’e karst gelisen spesifik antikorlar1 saptayan
AGID, ELISA ve KFT gibi serolojik testler kullanilmaktadir (OIE, 2008; OIE, 2018).
Paratiiberkiilozun ileri evrelerine gelinceye kadar antikor yanitinin olusmamasi
nedeniyle enfeksiyonun erken donemlerinde serum Orneklerinde antikor tespitine
dayanan testlerin hastaligin teshisi i¢in uygun olmayacagi belirtilmistir (Nielsen, 2010;
OIE, 2008; OIE, 2018).

2.7.2.2.1. Agar Jel immunodifiizyon (AGID) Testi

Serum Ornekleri ile yapilan AGID testinin spesifitesi yiiksek, hayvan
tiirlerinden nispeten bagimsiz, basit ve ucuz bir yontem oldugu belirtilmistir (Eamens
ve ark., 2015). AGID testinin enfeksiyonun baslangic asamalarinda diisiik
sensitiviteye sahip oldugu, ancak klinik olarak paratiiberkiiloz oldugu diisiiniilen sigir,
koyun ve kecilerde hastaligi dogrulamak amaciyla kullanilabilecegi aciklanmistir
(Nielsen, 2010; Sergeant ve ark., 2003). Yeni Zelanda ve Avustralya'da koyun ve
kegilerde yapilan serolojik arastirmalarda (Gwozdz ve ark., 2000; Hope ve ark., 2000;
Sergeant ve ark., 2003), AGID testinin sensitivite (%38-56) ve spesifitesi (%2100)
ELISA testlerinden (sensitivite %35-54, spesifite %95-99) az da olsa yiiksek
saptanmistir. Ancak Gumber ve ark. (2006), koyun ve kegi serumlarinda ticari bir
ELISA Kkiti ile AGID testini karsilastirdiklarinda ELISA’nin AGID testinden daha
duyarli oldugunu belirtmis ve paratiiberkiilozdan ari koyun ve keg¢i siiriilerinde ise
ELISA testinin spesifitesinin %100 olacagini ileri siirmiistiir. Histolojik incelemeler
ile kiyaslandiginda ise AGID testinin spesifite ve sensitivitesi %95 giiven araliginda

strastyla %99-100 ve %38-56 olarak saptanmistir (Hope ve ark., 2000).
2.7.2.2.2. Komplement Fikzasyon Testi (KFT)

Komplement fikzasyon testi, sigirlar icin uzun yillar standart bir test olarak
kabul edilmistir (OIE, 2008). KFT’nin klinik olarak paratiiberkiiloz siipheli
hayvanlarda iyi sonu¢ vermesine ragmen, hem sensitivite hem de spesifitesinin diisiik

oldugu bildirilmistir (Chaubey ve ark., 2016; Sohal ve ark., 2007). Bu nedenle genel
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kontrol amaciyla kullanilamayacagi, ancak sigir ithal eden iilkeler tarafindan talep
edildigi takdirde uluslararasi kabul goren KFT prosediirlerinin uygulanabilecegi

bildirilmistir (OIE, 2008; OIE, 2018).

2.7.2.2.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Hem serum hem de siit drneklerinde Map’e karsi gelisen spesifik antikor
yanitini tespit ederek enfeksiyonu dolayli yoldan teshis eden ELISA testleri yaygin
olarak kullanilmaktadir (OIE, 2008; OIE, 2018). Ozellikle siirii taramalarinda gegerli
kabul edilen, diisiik maliyetli, uygulamasi kolay ve hizli olan testlerdir (OIE, 2008;
OIE, 2018; Weber ve ark., 2009). Bununla birlikte testin spesifite sorunlarinin yani
sira enfeksiyonun farkli asamalarinda hiicresel ve humoral bazda farkli immun
yanitlarin sekillenmesi ve Ozellikle enfeksiyonun subklinik asamasinda diisiik
sensitiviteye sahip olmasi nedeniyle kullaniminda sinirlamalar oldugu bildirilmistir
(Ayele ve ark., 2001; Collins, 1996; Maroudam ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Nielsen
(2010), enfekte sigirlarda tespit edilebilir diizeyde gaita ile Map atilimi1 baslamadan
once antikor iiretiminin olabilecegini, ancak Map atiliminin ¢ok az oldugu hayvanlarda

yani enfeksiyonun erken evrelerinde antikorlarin tespit edilemeyebilecegi belirtmistir.

Giliniimilizde paratiiberkiilozun tanisinda kullanilan ve ticari olarak temin
edilebilen ¢esitli ELISA kitleri bulunmaktadir (Harris ve Barletta, 2001; Maroudam
ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Gelistirilen bu ELISA kitlerinde Map’in farkli
antijenleri kullanilmis ve gapraz reaksiyonlar1 dnlemek amaciyla 6rneklerin M. phlei
ile 6n absorpsiyonu yapilarak testin spesifitesi arttirilmistir (Harris ve Barletta, 2001,
Maroudam ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Map’e spesifik bir antijen olan
LAM’1n kullanildig: testlerde ise 6n absorpsiyonun gerekli olmadig bildirilmistir
(Harris ve Barletta, 2001; Maroudam ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018).
Paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan ticari ELISA kitlerinin spesifiteleri genellikle
%95'in lizerinde olarak belirtilmis olmasina ragmen, sensitivite ve spesifiteler arasinda
biiyiik farklar oldugu ileri siiriilmiistiir (Harris ve Barletta, 2001; Maroudam ve ark.,
2015; Nielsen ve Toft, 2008).

49



Kiiltiir yonteminde oldugu gibi testin sensitivitesinin enfeksiyonun agamasina,
Map’in gaita ile atilim diizeyine ve hayvanlarin yasina bagl olarak degisebilecegi
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen ve Toft, 2008; OIE, 2008; OIE, 2018).
Nitekim Map ile enfekte hayvanlarin saptanmasi igin kullanilan antikor ELISA’nin
sensitivitesinin diistik (yaklasik %5-30) oldugu, ancak yasin ilerlemesiyle birlikte
testin sensitivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Nielsen ve Toft, 2006). ELISA testinin,
KFT veya AGID’a gore sensitivite ve spesifitesinin daha yiiksek oldugu agiklanmis
(Ayele ve ark., 2001; Chaubey ve ark., 2016; Nielsen, 2010; Sohal ve ark., 2007)
olmasina ragmen, testin sensitivitesinin klinik olgularda KFT ile benzer, subklinik
enfekte hayvanlarda ise KFT den daha yiiksek oldugunu ileri siiriilmiistiir (Ayele ve
ark., 2001; Chaubey ve ark., 2016). Whitlock ve ark. (2000), gaita kiltiiri ile
paratiiberkiiloz oldugu tespit edilen sigirlarin ancak %30-40’min ELISA ile pozitif
saptandigini bildirmistir. ELISA sensitivitesinin 2, 3 ve 4 yasindaki sigirlarda sirasiyla
%1,2; %8,9 ve %11,6 olarak hesaplandigi bir ¢alismada (Jubb ve ark., 2004), daha
ileri yastaki hayvanlarda bu oranin %20-30 arasinda oldugu rapor edilmis ve tiim yas
gruplar1 i¢in hesaplandiginda testin ortalama sensitivitesi yaklasik %215 olarak

belirlenmistir.

Siit 6rneklerinde ELISA ile enfeksiyona spesifik antikorlarin saptanabilecegi
bildirilmistir (Hendrick ve ark., 2005; OIE, 2008). Hendrick ve ark. (2005), 689
sigirdan alinan siit ve kan serumu Orneklerinin sirasiyla 77 (%211,2) ve 130
(%18,9)’unda pozitiflik saptadiklar1 halde siit ELISA ve fekal kiiltiir (%10,4) arasinda
ayni sonuglari elde ettiklerini bildirmis ve siit ELISA testinin hastaligin teshisi i¢in
uygun bir yontem oldugunu ileri siirmiistiir. Benzer bir calisma (Salgado ve ark., 2007)
kegiler iizerinde yapilmig, serum ve siit ornekleri kullanilarak uygulanan ELISA
testlerinin sirasiyla sensitivitesi %74,3 ve %60; spesifiteleri ise %98,6 ve %99,3 olarak

hesaplanmustir.

Histolojik inceleme sonucu paratiiberkiiloz olarak saptanan koyunlarin
spesifitesi %98,2-%99,5 arasinda olan ticari bir ELISA Kiti ile ancak %35-54"iniin
pozitif tespit edildigi bildirilmistir (Hope ve ark., 2000). Sergeant ve ark. (2003),
koyunlarda kendileri tarafindan gelistirilen ELISA testini histolojik inceleme sonuglar1

ile karsilagtirmis ve testin spesifitesini %99, sensitivitesini ise %21 olarak
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hesapladiklarin1 bildirmistir. Enfekte (9 siirti, 2015 hayvan) ve enfekte olmayan (5
stiri, 450 hayvan) koyun siiriilerinde AGID, ELISA ve deri testinin sensitivite ve
spesifitesinin karsilastirildigi bir ¢alismada (Robbe-Austerman ve ark., 2006b); AGID
ve ELISA testlerinin spesifik olmasina ragmen sensitivitelerinin diisiik saptandigina
ve testlerin sensitivite ile spesifitelerinin sirasiyla %8,3; %8-16,3; %73,3 ve %99,5;
%99,3-97,5; %98.7 olarak tespit edildigine dikkat ¢ekilmistir. Koyun susu ile oral
yolla enfekte edilen 12-16 haftalik merinos kuzularin bagirsak ve lenfoid dokularindan
Map’in izole edildigi ve deri ile IFN-y testleri sonucunda da pozitiflik saptandigi halde
enfekte edilen bu kuzulardan sadece birinin inokiilasyondan 14 hafta sonra ELISA
testinde pozitif sonug¢ verdigi belirlenmistir (Reddacliff ve Whittington, 2003).

2.8. Koruma ve Kontrol

Genis konakc¢i dagilimimin yani sira, uygun olmayan sayisiz kosullarda dahi
hayatta kalmak igin ¢esitli stratejiler gelistirmis olan etkenin nasil canli kalabildigi
heniiz tam olarak anlasilamamis ve bu nedenle bugiine kadar paratiiberkiiloz i¢in
uygun bir koruma ve kontrol stratejisi belirlenememistir (Arsenault ve ark., 2014,
Manning ve Collins, 2010a; Maroudam ve ark., 2015; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve
ark., 2008). Hastaligin bugiin i¢in bilinen etkili bir tedavi yontemi ve asis1 olmadigi
gibi (Ayele ve ark., 2001; OIE, 2008; OIE, 2018; Yardimci, 2006), inkiibasyon
stiresinin uzun olmasi, ¢cogunlukla subklinik seyretmesi, enfekte hayvanlarda spesifik
klinik belirtilerin goriilmemesi ve 6zellikle subklinik enfekte hayvanlarin teshisinde
mevcut testlerin yetersiz kalmasi gibi nedenlere bagli olarak kontrol altina alinmasinin
veya eradike edilmesinin oldukga zor oldugu agiklanmistir (Bastida ve Juste, 2011;
Sohal ve ark., 2015). Ayrica koruma ve kontrol programlarinin hayvanlarin bireysel
saglik problemi olarak degil siirii sorunu olarak yonetilmesi gerektigi ve bu amagla
Map'in bulagsmasim1 azaltmak icin siliri yonetiminde yapilacak degisiklikleri
belirlemek, enfeksiyon kaynaklarini ortadan kaldirmak igin hayvanlari test etmek ve
enfekte olan hayvanlar siiriiden ¢ikartmak ve enfeksiyona karsi direnci artirmak i¢in
hayvanlar1 agilamak seklinde klasik ii¢ ana yaklagimi1 ayni anda kullanmak gerektigi

ileri siiriilmiistiir (Bastida ve Juste, 2011; Sohal ve ark., 2015).
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Etkili olmamakla birlikte adjuvantli inaktif asilar bazi {ilkelerde kontrol
tedbirlerinin bir pargasi olarak 6zellikle kiigiik ruminantlarda hijyenik tedbirler ile
birlikte uygulanmaktadir (Ayele ve ark., 2001; Bastida ve Juste, 2011; Harris ve
Barletta, 2001). Siirii yonetiminin degistirilemeyecegi durumlarda asi uygulamasi
Onerilmis olmasina ragmen, asilama yoluyla bir siiriiden hastaligin elimine edilmesinin
s6z konusu olmayacagi belirtilmistir (Bastida ve Juste, 2011). Asilamanin klinik
belirtiler (Bastida ve Juste, 2011; Kormendy, 1994) ile etkenin gaita ile ¢ikarilmasini
Bastida ve Juste, 2011; Erganis ve ark., 2013; Kormendy, 1994) azaltabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Nitekim kontrol programina asilamanin da dahil edildigi sigir stiriilerinde
ekonomik kayiplarin azaldigi (Thoen ve Moore, 1989), gaita ile ¢ikarilan etken sayisi
ile prevalansta bir azalma gozlendigi (Kormendy, 1994) ve asilanmis enfekte sigirlarda
7-15 ay sonra enfeksiyonun siddetinde azalma goriildiigli (Subharat ve ark., 2012)
bildirmistir. Diger taraftan Dennis ve ark. (2011) enfekte koyunlarda asilama sonrasi
tyilesme tespit ettiklerini rapor etmislerdir. Asinin klinik iyilesmeye yol agmasi ve
gaita ile etken ¢ikarilmasini azaltmasina ragmen, farkli yonetim kosullar1 altinda dogal
enfekte hayvanlarda asilarin birgogunun aymi sekilde etki gostermedigi de
aciklanmistir (Sohal ve ark., 2015). Ayrica kullanilan asilarin, asilanmis hayvandan
enfekte olani ayirt edebilen bir as1 (DIVA, Differentiating infected from vaccinated
animals) olmamasimin ana dezavantaj oldugu agiklanmistir (Whittington ve ark.,
2017). Diger taraftan asili hayvanlar genellikle tiiberkiiline duyarli hale geleceginden
paratiiberkiiloz ve tiiberkiiloz enfeksiyonlarinin teshisinde yanlis yorumlamalara yol
acabilecegi ileri stiriilmistiir (Bastida ve Juste, 2011). Bu nedenle asinin sadece gaita
kiiltiirii ile pozitif olarak belirlenen ve tiiberkiilozdan ari olan siiriilerde kullanilmasi

onerilmistir (Bastida ve Juste, 2011).

Gelismis iilkeler hastaligin kontroliinde bazi programlar1 uygulamasina
ragmen, gelismekte olan veya geri kalmis iilkelerde paratiiberkiilozun hala oncelikli
bir hastalik olarak dikkate alinmadigi belirtilmis (Sohal ve ark., 2015) ve bu nedenle
hastaligin kontrolii veya ortadan kaldirilmasi i¢in sadece ulusal degil uluslararasi bir
programin uygulanmasi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Sohal ve ark., 2015). Hastaligin
kontrolii i¢in; hayvanlarin enfekte olmayan siiriilerden alinmasi ve siiriiye dahil

edilmeden Once karantinada tutulmasi, klinik bulgu gosterenler ile laboratuvar
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sonuglarina gore enfekte oldugu tespit edilen hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasi,
stiriillerin 6 ay araliklarla gaita kiiltiri ve PZR veya serolojik/alerjik testler ile
taranmas1 ve pozitif olanlarin siirliden c¢ikarilmasi, enfekte siiriilerde dogan
hayvanlarin ayrilarak kontamine giibre, kolostrum ve siitle temas etmesinin
engellenmesi, siit ve kolostrumun havuzlanarak kullanilmamasi1 ve hayvanlara
verilmeden Once siitlin kaynama noktasina kadar 1sitilmasi, yeni dogan hayvanlarin
enfekte annelerinden ayrilmasi, enfekte boga spermasmin kullanilmamasi, geng
hayvanlarin yetiskinlerden ayri yetistirilmesi ve miimkiinse en az bir yil geng
hayvanlarin otlatilmamasi, c¢iftlik arazilerinin icinde ve c¢evresinde giibre
biriktirilmemesi ve gilibrelerin hayvanlarin otlatildi§i mera iizerine yayilmamasi,
cevresel kontaminasyonu azaltmak i¢in yemlik ve suluklarin yiiksek platformlara
yerlestirilmesi, padok ve otlaklara yabani hayvanlarin girisinin engellenmesi gibi bazi

tedbirlerin alinmasi gerektigi belirtilmistir (Lu ve ark., 2008; Sohal ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Calisma Plani

Bu c¢alismada, ornek alinacak koyun sayisi epidemiyolojik kriterlere gore
hesaplandi (Thrusfield, 2005). Buna gore iilkemizde paratiiberkiilozun prevalansina
yonelik yapilmis ¢alismalar (Atala ve Akgay, 2001; Buyuk ve ark., 2014; Cetinkaya
ve ark., 2000; Makav ve Gokce, 2013; Ozturk ve ark., 2010; Vural ve Atala, 1988)
temel alinarak tahmini prevalans %210 olarak kabul edildi. %10 tahmini prevalans,
%95 giliven araligt ve %5 hata paymna goére minimum O&rnek sayist 138
hesaplandigindan calismada koyun sayis1 150 olarak planlandi. Ornek alinacak 15
isletme Burdur il Tarim ve Orman Miidiirliigii ile Burdur Damizlik Koyun Kegi
Yetistiricileri Birligi kayitlar1 dikkate alinarak tesadiifi 6rnekleme ile belirlendi ve bu
15 isletmenin her birinde 2 yas ve lizerinde onar hayvandan kan ve gaita 6rnekleri
alindi. Orneklerin alindig1 siiriilerdeki toplam hayvan sayis1 (siirii biiyiikliigii), rnek
alinan hayvanlarin 1rki, yasi ile zayiflik ve ishal gibi hastaliga iligkin klinik belirtileri
gosterip gostermedikleri kaydedildi. Bu aragtirma Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu Baskanligmin (MAKU-
HAYDEK/2017-258) onay1 ile gergeklestirildi.

3.1.2. Kan ve Gaita Ornekleri

Kan ve gaita 6rnekleri 15 siiriiden 2 yas ve iizerindeki onar hayvan olmak {izere
150 koyundan alindi. Ornekler Nisan 2017 ve Haziran 2017 tarihleri arasinda ve
paratiiberkiiloza kars1 as1 uygulanmayan isletmelerden alind1. Orneklerin alindig1 kdy,
stirli ve Ornek sayilarina ait bilgiler tablo 3.1°de verildi. Kan ve gaita drnekleri 54
Merinos, 20 Ivesi, 16 Sakiz ve 60 karisik (Merinos-Sakiz, Merinos-Ivesi, Merinos-
Pirit melezi) 1rk koyundan alindi. Orneklerin alindigi hayvanlarin yaslari ile
stiriilerdeki toplam hayvan sayisi (siirii biiylikliigii) tablo 3.2.’de verildi.

Her bir koyundan pihtilagma aktivatorii (10 ml, BD Vacutainer, Plymouth, UK)

ve lityum heparin igeren (10 ml, Vacutest, Arzergrande, Italy) vakumlu tiiplere ayr1
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olarak yaklagik onar ml kan ornekleri alindi. Ayni koyunlarin rektumundan lateks
eldiven kullanilarak yaklasik 20 gram gaita 6rnegi alindi ve steril gaita kaplarina
konuldu (Stabel, 1997). Alinan &rnekler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi. Lityum
heparinli tiiplere aliman kan Ornekleri test edilinceye kadar oda 1sisinda tutuldu.
Pihtilasma aktivatorii igeren tiiplere alinan kan 6rnekleri ise 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij (Niive, Tlrkiye) edildi ve serumlar1 ayrildiktan sonra serum ornekleri test
edilinceye kadar -20° ve -80°C’de olmak tizere iki farkli derin dondurucuda saklandi.

Gaita ornekleri ise slirme preparatlar hazirlandiktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Koyun kan ve gaita 6rneklerinin alindig1 koyler ile siirii ve 6rnek sayilari.

Ornek Sayisi
Koy Siirii Sayisi Kan Gaita
Bayindir 3 30 30
Diiger 3 30 30
Asag1 Mislimler 3 30 30
Beskavak 5 50 50
Kayaalt1 1 10 10
TOPLAM 15 150 150

Tablo 3.2. Kan orneklerinin alindigi koyunlarin yaslart ile siirii biyiikliiklerinin
dagilimi.

Yas (Yil) Hayvan Sayisina Gore Siirii Sayisi
Hayvan 2 3 4 =5 10-19 20-49 50-99 >100
Koyun 16 44 43 47 0 1 4 10

3.1.3. Referans M. avium subsp. paratuberculosis Susu

Arastirmada pozitif kontrol olarak kullanilan M. avium subsp. paratuberculosis
316 F referans susu Dog. Dr. Zafer SAYIN (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya)’dan temin edildi.
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3.1.4. Rose Bengal Pleyt Test Antijeni

Toplanan 150 kan serumu 6rneginin sitokin artigina yol acabilecek bir hastalik
olan brusellozis yéniinden taranmasinda Rose Bengal Pleyt Test (Seromed, Istanbul)

antijeni kullanildi.

3.1.5. Ziehl-Neelsen Boyamada Kullanilan Soliisyonlar

Asit-fast bakterileri belirleyebilmek i¢in ZN boyama yontemi kullanildi. ZN

boyama metodu i¢in gerekli olan boya soliisyonlar1 agagida belirtildigi gibi hazirland1

(Arda, 2006; Eamens ve ark., 2015; Sayin, 2010).

Fenollii Karbol Fuksin

Bazik fuksin (Merck, Germany) 39

Etanol (%95; Merko kimya, Istanbul) 100 ml

Bazik fuksin tartildi ve iizerine azar azar alkol eklenerek bir havan icerisinde

iyice ezildi. Stok soliisyonu, koyu renkli kapakli bir siseye aktarillarak 4-5 saat

calkalandi.
Fenol (Merck, Germany) 590
Distile su 100 ml

Kristal haldeki fenol tartilarak iizerine distile su eklendi. Hazirlanan soliisyon,
fenoliin tamamen erimesi i¢in 45-50°C’ye 1sitilarak karigtirildi. 10 ml stok karbol
fuksin soliisyonu iizerine 90 ml fenollii distile su ilave edildi. Hazirlanan boya
soliisyonu 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziilerek koyu renkli ve

kapakl1 bir sise i¢inde saklandi.

Asit-Alkol (%3 v/v)
HCI (%37,5; Tekkim, Bursa) 3mi
Etanol (%95) 97 mi

97 ml etanol tizerine 3 ml HCI ilave edilerek 100 ml asit alkol hazirland.
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Metilen Mauvisi

Metilen mavisi (Merck, Germany) 0,3¢

Distile su 100 ml

Metilen mavisi tartilarak bir havan igerisinde distile su ile iyice ezildi. Koyu
renkli ve kapakli bir siseye alinan boya soliisyonu 4-5 saat ¢alkalandi ve 24 saat

bekletildikten sonra filtre kdgidindan siiziildii.
3.1.6. Gaita Dekontaminasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

Gaita O0rnekleri ekim yapilmadan 6nce dekontaminasyon iglemine tabi tutuldu.
Dekontaminasyonda kullanilan soliisyonlar ve hazirlanislar1 asagida verildi (Eamens

ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Payeur, 2005; Whittington, 2010).
3.1.6.1. Heksadesilpiridinyum Kloriir/ Brain Heart Infiizyon Soliisyonu

Gaita  dekontaminasyonunun  ilk  asamasinda  spor  formundaki
mikroorganizmalarin ~ vejetatif ~ forma  ge¢mesini saglamak  amaciyla

hekzadesilpiridinyum kloriir/ brain heart inflizyon (HPC/BHI) soliisyonu kullanilda.

Hekzadesilpiridinyum kloriir (HPC) (Sigma, USA) 9¢g
Brain Heart Infiizyon (BHI) Broth (Difco, USA) 18,59
Distile su 1000 ml
Yukaridaki maddeler distile su icerisinde iyice eritildikten sonra 120°C’de 20
dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Taze olarak hazirlanan bu soliisyon

kullanilincaya kadar oda 1sisinda tutuldu.

3.1.6.2. Vankomisin, Amfoterisin B, Nalidiksik Asit/ Brain Heart Infiizyon

Soliisyonu

Dekontaminasyonun ikinci asamasinda kontaminant vejetatif
mikroorganizmalar1 6ldiirmek amaciyla vankomisin, amfoterisin B, nalidiksik asit/

brain heart inflizyon (VAN/BHI) soliisyonu asagidaki sekilde hazirlanarak kullanildi.
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Y Brain Heart Infiizyon (BHI) Buyyon

Brain Heart Infiizyon Broth 7,49

Distile su 200 ml

BHI buyyon tartilarak distile su igerisinde eritildi ve pH’s1t 6,8-7,0’ye
ayarlandi. BHI buyyon, 120°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Amfoterisin B Stok Soliisyonu (10 mg/ml)

Amfoterisin B (%45)+Sodyum Deoksikolat (%35) (Sigma, USA) 50 mg
Steril distile su 5ml
Tartilan antibiyotik steril distile su icerisinde iyice ¢ozlindiiriilerek -20°C’de

ve karanlik ortamda saklandi.

VAN/BHI Soliisyonu

Hazirlanan BHI buyyon soguduktan sonra besiyerinin i¢ine aseptik kosullarda
20 mg vankomisin (Sigma, USA), 20 mg nalidiksik asit (Sigma, USA) ve 10 mg/ml
olarak hazirlanan stok soliisyonundan 1 ml amfoterisin B soliisyonu ilave edildi.
Boylece 2 BHI buyyonda 100 pg/ml vankomisin, 50 pg/ml amfoterisin B ve 100
pug/ml nalidiksik asit igeren VAN/BHI soliisyonu hazirlanmis oldu. Soliisyon iyice
karigtirildiktan sonra 50 ml’lik hacimlerdeki steril falkon tiiplerine aktarildi ve -

20°C’de karanlik ortamda saklanda.
3.1.7. Besiyerleri
3.1.7.1. Herrold’s Egg Yolk Agar

Diski 6rneklerinden Map’i izole edebilmek i¢in Herrold’s egg yolk agar
(HEYM, BD BBL™, USA) kullanild1 (Eamens ve ark., 2015; OIE 2008; OIE, 2018).
Bu besiyeri 2 mg/l mikobaktin J ile birlikte 50 mg/lI vankomisin, 50 mg/lI amfoterisin
B ve 50 mg/1 nalidiksik asit karsimi (VAN) ihtiva eden kullanima hazir ticari bir tiriin
olarak temin edildi (Sekil 3.1A).
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Sekil 3.1. Map’in izolasyonu i¢in kullanilan besiyerleri. A. Herrold’s egg yolk agar,
B. Middlebrook 7H10 agar.

3.1.7.2. Modifiye Middlebrook 7H10 Agar

Koyun ve sig1r tipi Map suslarini izole edebilmek i¢cin Middlebrook 7H10 agar
(Difco, USA) (Sekil 3.1B) modifiye edilerek kullanildi (Eamens ve ark., 2015; OIE
2008). Modifiye Middlebrook 7H10 agarin hazirlanmasi asagida verilen formiile gore

yapildi.
Middlebrook 7H10 agar 199
Casitone (Difco, USA) 19
Gliserol (Aklar kimya, Ankara) 5ml
Distile su 900 ml

Yukaridaki maddeler distile su i¢inde eritildikten sonra, pH 6,6’ya ayarlandi ve

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

3.1.7.3. Mikobaktin J

Ticari tirtin olarak temin edilen 2 mg mikobaktin J (IDvet, France) igeren siseye
1 ml etanol (%95 v/v) eklendi ve iyice ¢dzliniip amber rengini alana kadar karistirildi.
Daha sonra 39 ml distile su eklenerek calisma soliisyonu hazirlandi ve otoklavda
120°C’de 15 dakika steril edildikten sonra karanlik ortamda saklandi (Eamens ve ark.,
2015).
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3.1.7.4. Yumurta Saris1 Emiilsiyonu

Yumurta saris1 emiilsiyonu (Oxoid, England) kullanima hazir ticari iiriin olarak

temin edildi.

3.1.7.5. Middlebrook OADC Zenginlestirme Soliisyonu

Iceriginde 8,5 g sodyum klorit, 50 g bovine albiimin, 20 g dekstroz, 0,03 g
katalaz, 0,6 ml oleik asit bulunan Middlebrook OADC zenginlestirme soliisyonu (BD
BBL™, USA) kullanima hazir ticari iiriin olarak temin edildi. Besiyeri 58°C’ye
sogutulduktan sonra aseptik kosullarda 25 ml mikobaktin J soliisyonu (50 pg/mL), 100
ml OADC zenginlestirme soliisyonu ve 250 ml yumurta saris1 ilave edildi. lyice
kanistirildiktan sonra yaklasik 10 ml besiyeri steril vida kapakli cam tiiplere dagitildi
ve besiyerinin yatik vaziyette donmasi saglandi (Sekil 3.1B). 37°C’de 1 hafta inkiibe
edilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra besiyerleri 4°C’de sakland1 (Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005)

3.1.8. Gama interferon ELISA Kiti

Map’e kars1 gelisen hiicresel immun yaniti; IFN-y diizeylerindeki artisa gore
belirleyerek hastalig1 teshis etmek amaciyla ticari bir kit (BOVIGAM, Prionics AG,
Schlieren-Zurich, Switzerland) kullanildi. Testte kullanilan malzemeler asagida verildi

(Sekil 3.2).

Mikropleyt: Monoklonal anti-IFN-y antikorlart ile kapli 96 gozli
mikropleytler kit ile birlikte temin edildi.

Sigir IFN-y Pozitif Kontrolii (1x2 ml): Liyofilize olarak temin edilen ve

igeriginde %0,01 w/v thiomerosal bulunan pozitif kontrol kullanilmadan 6nce 2 ml

steril distile su ile sulandirildi.

60



Sekil 3.2. Map’e kars1 olusan IFN-y yanitini belirlemek i¢in kullanilan kit.

Sigir IFN-y Negatif Kontrolii (1x2 ml): Liyofilize olarak temin edilen ve
igeriginde %0,01 w/v thimerosal bulunan negatif kontrol kullanilmadan 6nce 2 ml

steril distile su ile sulandirildi.

Plazma Sulandiricisti (1x175 ml): Plazmalari sulandirmak amaciyla
kullanilan ve %0,01 w/v thiomerosal iceren tampon soliisyonu kullanima hazir olarak

kit ile birlikte temin edildi.

Yikama Soliisyonu (1x500 ml): i¢eriginde %0,01 w/v thiomerosal bulunan ve
20 kat konsantre olarak temin edilen yikama soliisyonu; test sirasinda 1 kisim 20 kat

konsantre yikama sollisyonuna 19 kisim steril distile su katilarak sulandirildi.

Konjugat (1x2 ml): Horseradish peroksidaz enzimi ile isaretli anti-bovine
IFN-y’dan olusan konjugat, 100 kat konsantre ve %0,01 w/v thimerosal i¢eren sekilde
kit ile birlikte temin edildi. Liyofilize konjugat 6nce 2 ml steril distile su ile sulandirildi
ve 0,24 ml sulandirilan konjugata 24 ml sulandirict karistirilarak 2 mikropleyt igin

caligsma soliisyonu kullanim sirasinda hazirlandi ve 5 dakika igerisinde kullanildi.

Konjugat Sulandiricisi (1x175 ml): Konjugat sulandirmasinda kullanilan ve
igeriginde %0,01 w/v thimerosal iceren tampon soliisyonu kit i¢cinde kullanima hazir

olarak temin edildi.
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Enzim Substrat Tamponu (1x175 ml): Igerisinde H202 bulunan bu tampon

kit ile birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Kromojen Soliisyonu (1x2 ml): Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde 3,3°,5,5°-
tetramethylbenzidine (TMB) igeren soliisyon, 100 kat konsantre olarak kit ile birlikte

temin edildi.

Enzim Substrat Soliisyonu: Enzim substrat soliisyonu; 2 mikropleyt i¢in 0,24
ml 100 kat konsantre kromojen soliisyonu ile 24 ml enzim substrat tamponu

karistirilarak taze olarak hazirlandi ve 10 dakika igerisinde kullanildi.

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Soliisyonu (1x175 ml): Siilfirik asit (0,5

M, H2S04) igeren soliisyon, kit ile birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS): Kan kiiltiiriinde negatif uyarici antijen
(Nil kontrol antijeni) olarak ve ayni zamanda bovine ve avian tuberculin PPD

antijenlerinin sulandirilmasinda kullanildi ve asagidaki sekilde hazirlandi.

K2HPO4 119
KH2PO4 0,32¢g
NaCl 859
Distile su 1000 ml

Yukaridaki maddeler distile su igerisinde iyice eritildikten sonra pH 7,2-7,4’¢

ayarlandi1 ve 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Bovine Tuberculin PPD, 3000: IFN-y uyaric1 antijen olarak kullanilan bovine
PPD (Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland), test prosediiriinde belirtildigi gibi
160 pl antijene 840 pl steril PBS katilarak ve son konsatrasyonu 300 [U/ml olacak
sekilde steril kosullarda sulandirildi.

Avian Tuberculin PPD, 2500: IFN-y uyarici antijen olarak kullanilan avian
PPD (Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland), test prosediiriinde belirtildigi gibi
160 pl antijene 840 pl steril PBS katilarak ve son konsatrasyonu 250 IU/ml olacak
sekilde steril kosullarda sulandirildi.
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3.1.9. Mycobacterium paratuberculosis Antikor ELISA Kiti

Map’e kars1 gelisen antikorlar1 arastirmak amaciyla ticari bir ELISA Kiti
(IDEXX, France) kullanild1 ve kitin i¢eriginde bulunan malzemeler asagida verildi
(Sekil 3.3).

Mikropleyt: Map’in protoplasmik ekstrakti (Map antijeni) ile kapli 96 gozlii
mikropleytler Kit ile birlikte temin edildi.

Sekil 3.3. Map’e karsi gelisen antikorlari aragtirmada kullanilan ELISA Kiti.

Pozitif Kontrol Serumu (1 x 0.5 ml): Pozitif kontrol serumu, kit ile birlikte

kullanima hazir olarak temin edildi.

Negatif Kontrol Serumu(1 x 0.5 ml): Negatif kontrol serumu, kit ile birlikte

kullanima hazir olarak temin edildi.
Konsantre Konjugat (1 x 0.75 ml): Konsantre konjugat kit ile birlikte temin
edildi. 1:100 oraninda sulandirma tamponu N.1 ile sulandirilarak c¢alisma soliisyonu

taze olarak hazirlandi.

Sulandirma Tamponu N.1 (1 x 120 ml): Sulandirma tamponu Kit ile birlikte

kullanima hazir olarak temin edildi.

Sulandirma Tamponu N.12 (1 x 100 ml): M. phlei ekstrakti ihtiva eden

sulandirma tamponu kit ile birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.
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TMB Substrat N.9 (1 x 60 ml): TMB substrat N.9, kit ile birlikte kullanima

hazir olarak temin edildi.

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Soliisyonu N.3 (1 x 60 ml): Stop soliisyonu

N.3, kit ile birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Yikama Soliisyonu (1 x 100 ml): Yikama soliisyonu 20 kat konsantre olarak
kit ile birlikte temin edildi. 1 kisim 20 kat konsantre yikama soliisyonu 19 kisim steril

distile su ile sulandirilarak taze olarak hazirlandi.

3.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler

3.1.10.1. Diski Ekstraksiyon Kiti

Direkt gaitadan DNA izolasyonu yapmak amaciyla ticari bir diski ekstraksiyon
kiti (ZR Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit, Zymo Research Corp.,
USA) kullanild1 (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Direkt gaitadan DNA izolasyonu yapmak amaciyla kullanilan diski
ekstraksiyon Kiti.
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3.1.10.2. Kiiltiirden DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-Hidroklorid (Tris-HCL, 1M): Tris-hidroklorid’ten (Fisher Scientific,
UK) 121,14 g tartilarak 800 ml distile su ile ¢ozdiiriildii. Islem sonunda distile su ile
son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. HCL ile pH: 8’e ayarlandiktan sonra 120°C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit, 0.5 M): EDTA’ten 186,1 g (Sigma,
USA) tartildi ve 800 ml distile suda NaOH ile pH: 8’e ayarlanarak ¢ozdiirtildii.
Coziinme isleminin sonunda son hacim distile su ile 1000 mlI’ye tamamland1 ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.

Tris-EDTA (TE, pH 8.0): Tris-EDTA soliisyonu hazirlamak i¢in 1M Tris
(pH: 8)’den 5ml, 0,5 M EDTA (pH: 8)’dan 1 ml alinarak distile su ile 500 ml’ye
tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Lizozim: Lizozim (Sigma, USA), TE tamponu i¢inde 20 mg/ml

konsantrasyonunda hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

Sodium Dodesil Siilfat (SDS, %10 w/v): SDS, 10 g (Fisher Scientific, UK)
olarak tartildi ve 68°C’de distile su ile karstirilarak ¢ozdiiriildii. Islem sonunda distile

su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH’s1 7,2 ye ayarlandi.

Proteinaz K: Proteinaz K (Thermo Scientific USA, 1,2 ml), 20 mg/ml
konsantrasyonunda kullanildu.

Sodyum Kloriir (NaCl, 5 M): NaCl’den 292.,2 g miktarinda tartilarak 1000
ml distile su icerisinde ¢Ozdiiriildii ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale

getirildi.

N-Asetil-N, N, N-Trimetii Amonyom Bromiir (CTAB), %10 (w/v):
CTAB’tan (Sigma, USA) 10 g tartilarak 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.
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Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (25:24:1) Soliisyonu: Soliisyon; 25 ml
fenol, 24 ml kloroform ve 1 ml izoamil alkol (Sigma, USA) ile hazirlandi ve koyu bir

cam sise i¢erisinde buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Sodyum Asetat (CH3COONa, 3 M, pH: 5.2): Distile su iginde (1000 ml)
246,1 g CH3COONa (Sigma, USA) ¢ozdiiriildii ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril hale getirildi.

Soguk Etil Alkol %70 (v/v): Soguk etil alkol, 70 ml etil alkoliin 30 ml distile

su ile 100 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve -20°C’de saklanda.

3.1.10.3. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Malzemeler

Tag DNA Polimeraz: Calismada; 2 X 1,25 ml 10 X KCI'lii, 2 X 1,25 ml 10 X
(NHa4)2SO4’1i Taq Buffer, 2 X 1,25 ml 25 Mm MgCl:2 igeren Tag DNA polimeraz seti
(Thermo Scientific USA, 5 U/ul) kullanildi.

Deoksiniikleotit Trifosfat (AINTP Miks): Adenin, guanin, sitozin ve timin
bazlarinin her birinin son konsantrasyonunun 10 mM oldugu deoksiniikleotit trifosfat

(dANTP) karisimi (Thermo Scientific USA, 1 ml) kullanildi.

Primerler: Calismada; Map’in 1S900 gen bolgesini ¢ogaltmaya yonelik 400
bp’lik P90 ve P91 primer ¢ifti (Glimiigsoy Ve ark., 2015; Paolicchi ve ark., 2012) ile
229 bp’lik 150C ve 921 primer ¢ifti (EI-Malek ve ark., 2015; Whittington ve ark.,
1999Db) kullanild1 (Tablo 3.3).

Marker: Mid range DNA ladder (Jena Bioscience, Germany) ve 100 bp DNA

Ladder (Jena Bioscience, Germany) kullanildi.

Pozitif Kontrol: PZR analizlerinde pozitif kontrol olarak referans M. avium

subsp. paratuberculosis 316 F susundan izole edilen DNA kullanildi.
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Tablo 3.3. Map’in 1S900 gen boélgesini gogaltmak i¢in PZR analizinde kullanilan
primer dizileri.

Hedef PZR
Bolge Primer Primer Dizilimi Uriinii

P90 (Forward)  5’GAAGGGTGTTCGGGGCCGTC 400 bp

1S900 PO1 (Reverse)  5’GAGGTCGATCGCCCACGTGAC

150C (Forward) 5’CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG

921 (Reverse) 5’ AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG 229 PP

3.1.10.4. Agaroz Jel Elektroforez icin Kullamlan Malzemeler

Tris-Acetate-EDTA (TAE) Elektroforez Tamponu: Elektroforez
asamasinda, yiiritme tamponu olarak 1 X TAE soliisyonu kullanildi. Bunun i¢in 50 X
TAE stok tampon soliisyonundan (Fermentas, Lithuanian) 20 ml alinarak steril distile
su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve hazirlanan 1 X TAE soliisyonundan agaroz jelin

hazirlanmasinda ve elektroforez agsamasinda yiiriitme tamponu olarak yararlanildi.

Agaroz Jel (%1.5) (w/v): Elektroforez igin %1,5’luk agaroz jelin
hazirlanmasinda, 1,5 g agaroz (Onbio, USA) tartilarak 1 X TAE tamponu ile 100 ml’ye
tamamlandi. Mikrodalga firininda seffaf hale gelinceye kadar ¢ozdiiriildii ve jelin

igerisine 0,5 pg/ml etidyum bromid (10 mg/ml) (Metis, Tiirkiye ) eklendi.

Yiikleme Tamponu: Cogaltilan DNA’lar agaroz jele yiiklenmeden 6nce 6X

loading dye soliisyonu (Vivantis, Malaysia) ile boyandi.

3.1.11. PZR-Restriksiyon Endoniikleaz Analizi icin Kullanilan Malzemeler

PZR-restriksiyon  endoniikleaz analizi (PZR-REA)’inde PZR igin

bildirilenlerden farkli olarak agagida verilen malzemeler kullanildi.
Primerler: 1S900 gen bolgesi tespit edilerek Map oldugu dogrulanan DNA

ornekleri i¢cin IS1311 gen bolgesini ¢ogaltmaya yonelik ve tablo 3.4 de verilen 608
bp’lik M56 ve M119 primer ¢ifti kullanildi (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark.,
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1999; Rani ve ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark.,
2016).

Jel Ekstraksiyon Kiti: Direkt gaitadan izole edilen pozitif DNA &6rneklerinin
IS1311 gen bolgesi amplifiye edildikten sonra PZR firiinlerini saflagtirmak amaciyla
ticari bir jel ekstraksiyon kiti (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific, USA)
kullanilda.

Tablo 3.4. PZR-REA’de kullanilan primer dizileri.

Hedef PZR
Bolge Primer Primer Dizilimi Uriinii

1S1311 M56 (Forward) 5’GCGTGAGGCTCTGTGGTGAA 608 b
M119 (Reverse) 5’ATGACGACCGCTTGGGAGAC P

Restriksiyon Enzimleri: REA i¢in Hinfl (Thermo scientific, USA, 10 U/ul)
ve Msel (Thermo scientific, USA, 10 U/ul) restriksiyon enzimleri kullanildi.

Agaroz Jel (%2) (w/v): Elektroforez igin %?2’lik boyasiz agaroz jelin
hazirlanmasinda, 2 g agaroz (Onbio, USA) tartilarak 1 X TAE tamponu ile 100 ml’ye

tamamlandi. Mikrodalga firininda seffaf hale gelinceye kadar ¢ozdiiriildii.

Agaroz Jel icin Boya Soliisyonu: Agaroz jelin goriintiilenmesi i¢in 1 X TAE
igerisine 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid (10 mg/ml) eklenerek boya

soliisyonu hazirlandi.

3.1.12. Koyun Spesifik interléykin-10 ELISA Kiti

Koyunlarda 15.625-1000 pg/ml araligindaki IL-10 diizeyini kantitatif olarak
belirleyebilen sandvi¢ ELISA teknigine dayali ticari bir kit (Sheep Interleukin-10
ELISA Kit, Mybiosource, USA) kullanildi ve kit igeriginde bulunan malzemeler
asagida verildi (Sekil 3.5).

Mikropleyt: Biotinle konjiige edilmis anti-1L-10 antikorlar1 ile kapli 96 gozlii
1 adet ELISA mikropleyti kit ile birlikte temin edildi.
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MBS
Sheep Interleukin-10 ELISA Kit
Catalog # MBS763713
Lot # SH0009C050; Exp: Nov3, 2017
Storage: 2-8°C/-20°C

(Please see the components for more detals)
Lot Researh Use Only

Sekil 3.5. Koyunlarda IL-10 diizeyini belirlemede kullanilan ELISA Kiti.

Liyofilize Standart (2 adet): Kit ile birlikte liyofilize olarak temin edilen
standartlar diliie edilmeden &nce santrifiij edildi ve sulandirilarak kullanildi. Once
1000 pg standard igeren tiipe 1 ml sulandirma tamponu ilave edilerek standart soliisyon
(1000 pg/ml) hazirlandi. Tiip oda sicakliginda 10 dakika tutuldu ve iyice karistirildi.
Daha sonra 6 adet ependorf tiipiiniin iizerine sirastyla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml ve 15,625 pg/ml yazildi. Her bir tiipe 0,3 ml sulandirma
tamponunu eklendi. Daha sonra birinci tiipe 0,3 ml standart soliisyondan (1.000 pg/ml)
ilave edildi ve iyice karistirilarak birinci tiipten ikinci tiipe 0,3 ml aktarilarak

standartlar seyreltildi (Sekil 3.6).

0.3ml
/7 N\ 03m  03ml 03m 03ml 03ml
s =2

vV ¥ 905050

1000pg 500 250 125 62.5 31.25 156
pg/ml

Sekil 3.6. IL-10 igin ELISA testinde kullanilan standartlarin sulandirmasi.

Standart Sulandirma Tamponu (20 ml): Sulandirma tamponu kit ile birlikte

kullanima hazir olarak temin edildi.

Antikor Sulandirma Tamponu (10 ml): Antikor sulandirma tamponu, kit ile

birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.
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Konsantre Biotin Tespit Antikoru (120 ul): Konsantre biotin tespit antikoru
kit ile birlikte temin edildi. Biotin tespit antikorunun ¢alisma soliisyonu, testten 1 saat
once hazirlandi. Once galigma soliisyonunun toplam hacmi “0,1 ml / kuyu x kuyu
say1s1” formiiliine gore hesaplandi ve sonra 1:100’liik diliisyon hazirlamak i¢in 9900
pl antikor seyreltme tamponuna 100 pl biotin tespit antikoru eklenerek iyice

karistirildi.

HRP-Streptavidin Konjugati (SABC) (120 pl): Kit i¢ceriginde bulunan HRP-
Streptavidin konjugatinin (SABC) calisma soliisyonu testten 30 dakika once
hazirlandi. Calisma soliisyonunun toplam hacmi “0,1 ml / kuyu x kuyu sayis1” formiilii
ile hesapland1 ve 9900 ul SABC sulandirma tamponuna 100 pul SABC ilave edilerek
1:100’lik diliisyonu hazirlandu.

SABC Sulandirma Tamponu (10 ml): SABC sulandirma tamponu, kit ile

birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

TMB Substrati (10 ml): TMB substrati, kit ile birlikte kullanima hazir olarak

temin edildi.

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Soliisyonu (10 ml): Enzim durdurma

soliisyonu, kit ile birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Yikama Soliisyonu (30 ml): Kitte bulunan ve 25 kat konsantre olan yikama

sollisyonunun 30 ml’si 750 ml steril distile su ile sulandirilarak kullanildi.

3.1.13. Koyun Spesifik Neopterin ELISA Kiti

Koyunlarda 3,12 nmol/I-100 nmol/l araligindaki NP diizeyini kantitatif olarak
belirleyebilen sandvi¢ ELISA test teknigine dayali ticari bir kit (Sheep Neopterin
ELISA Kit, Mybiosource, USA) kullanildi ve kit igeriginde bulunan malzemeler
asagida verildi (Sekil 3.7).
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WBioSouce
Sheep Neopterin (NEOP) ELISA Kit
Catalog # MBS9333750
Lot#0572017; Exp: Noy, 2017
Storage: 2-8°
Far Resorh e Qi

Sekil 3.7. Koyunlarda neopterin diizeyini belirlemede kullanilan sandvi¢ ELISA kiti

Mikropleyt: Neopterin antikorlari ile kapli 96 gozlii 1 adet ELISA mikropleyti
kit ile birlikte temin edildi.

Standartlar (6 x 0.5 ml): Kit ile birlikte kullanima hazir ve sirasiyla 100; 50;
25: 12,5; 6,25 ve 3,12 nmol/l olmak tizere 6 adet standart temin edildi.

Ornek Sulandiricr (6 ml): Orneklerin sulandirilmasinda kullanildi ve kit ile

birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Konjugat (10 ml): Horseradish peroksidaz (HRP) ile isaretli konjugat kit ile

birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.
Yikama Soliisyonu (25 ml): Yikama soliisyonu, 20 kat konsantre olarak kit
ile birlikte temin edildi. 1 kisim 20 kat konsantre yikama soliisyonu 19 kisim steril

distile su ile sulandirilarak taze olarak hazirlandi.

Enzim Durdurma Soliisyonu (6 ml): Enzim durdurma soliisyonu, kit ile

birlikte kullanima hazir olarak temin edildi.

Kromojen A ve B Soliisyonlar1 (6 ml): Kromojen A ve B soliisyonlari

kullanima hazir ve Kit ile birlikte temin edildi.

71



3.2. Yontem

3.2.1. Klinik Bulgularin Degerlendirilmesi

Orneklerin alindig1 koyunlarda hastaliga iliskin zayiflik ve ishal gibi klinik

belirtiler kaydedildi. Koyunlardaki kilo kayb1 viicut kondiisyon skoru (VKS)’na gore
degerlendirildi (Russel, 1984). VKS, tablo 3.5’de verilen kriterlere gére ve bel

bolgesinde yer alan omurun etrafi ile iizerindeki kas ve yag dokusunun deri iizerinden

palpasyonu yapilarak belirlendi (Russel, 1984; White ve Holst, 2006).

Tablo 3.5. Koyunlarda VKS’nun degerlendirilmesi (Russel, 1984; White ve Holst,

2006).

VKS Olgiitler

1 Processus spinosus ve processus transversus belirgin ve keskin olup,
parmak uclar1 kolaylikla processus transversus’un altina gecer. Kas dokusu
yagsiz ve incedir.

2 Processus spinosus belirgin ve piliriizsiizdiir. Processus transversus yuvarlak
olup, bastirildiginda parmak uglar1 kolaylikla processus transversus’un
altina gecer. Kas dokusu orta derinliktedir ve az miktarda yag ile kaplidir.

3 Processus spinosus’larda kiigiik bir yiikseklik tespit edilir. Ayrica processus
SpiNOSUS Ve Processus transversus piiriizsiiz ve yuvarlaktir. Processus
transversus’lart parmak uclar1 ile hissetmek icin giiglii bastirilmalidir.
Kaslanma tamdir ve orta derecede yag ile kaplhdir.

4 Yag ile kapli kas dokusunda processus spinosus sadece bastirildiginda bir
cizgi olarak hissedilmektedir. Processus transversus hissedilmez. Kaslanma
tamdir ve kalin bir yag tabakasi ile kaplidir.

5 Processus spinosus ve processus transversus hissedilmez. Kas ve yag

dokusu ¢ok kalindir.

VKS: viicut kondiisyon skoru

3.2.2. Rose Bengal Pleyt Testi

Toplanan serum 6rnekleri ve Rose Bengal pleyt test antijeni oda 1sisinda 15

dakika bekletildi. Antijen ve serumdan birer damla (50 pl) pleyte damlatilarak kiirdan

yardimiyla karigtirildi. Daha sonra pleyt dairesel hareketlerle karistirilarak 4 dakika

boyunca agliitinasyon olup olmadigi kontrol edildi. Kiimelesme goriilmesi durumunda

serum Ornekleri pozitif, degisiklik olmamasi halinde ise negatif olarak degerlendirildi

(Erganis ve Istanbulluoglu, 2002).
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3.2.3. Bakteriyoskopi

Her bir koyundan alinan yaklagik 20 gram gaita 6rnegi homojenize edildikten
sonra 2 adet slirme preparat hazirlandi ve ZN boyama yontemi ile boyandi. Bu amagla
hazirlanan siirme preparatlar oda 1sisinda birakilarak kurutulduktan sonra alevden 3
defa gegirilerek tespit edildi. Lamin {izerine, tiim lami kaplayacak sekilde karbol
fuksin soliisyonu dokiildii ve preparatlar alttan 4-5 dakika aralikli olarak hafifce
1sit1ldi. Preparatin yanmamasina veya kabarciklarin ¢ikmamasina dikkat edildi. Siire
sonunda boya dokiildii ve preparatlar asit alkolde dekolore edildikten sonra ¢esme
suyu ile yikandi. Daha sonra preparatlar, metilen mavisi ile zemin mavi renk alincaya
kadar boyandi ve tekrar ¢esme suyu ile yikanarak kurutuldu. Boyali preparatlar 100 x
objektifte immersiyon yagi ile AFB’ler yoniinden incelendi (Arda, 2006). Ayrica ayni
gaita Orneklerinin kiiltiir 6ncesinde uygulanan dekontaminasyon islemi sonrasi elde
edilen sedimentlerinden ve besiyerlerinin yiizeyindeki iiremelerden de 2’ser adet
siirme preparat hazirlandi ve hazirlanan preparatlar ayni yontem ile boyanarak AFB’ler
yoniinden mikroskopta incelendi. Gerek direk gaitadan ve gerekse dekontaminasyon
sonrast elde edilen sedimentten hazirlanan preparatlarin degerlendirilmesi tablo 3.6’da

verilen kriterlere gore yapildi (Anonim, 2018Db).

Tablo 3.6. ZN boyama yontemiyle boyanan preparatlarin degerlendirmesi (Anonim,
2018Db).

Mikroskop Sahasi AFB Sayisi Skorlama
Her sahada 9’dan fazla 4 +
Her sahada 1-9 3+
Her 10 sahada 1-9 2+
Her 100 sahada 1-9 1+
Her 300 sahada 1-2 Siipheli
Her 300 sahada 0 Negatif

AFB: asit-fast bakteriler
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3.2.4. izolasyon Islemleri
3.2.4.1. Gaita Orneklerinin Dekontaminasyonu

Kiiltiire edilecek gaita Ornekleri -80°C’den ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve
homojenize edildi. Gaitalarin dekontaminasyonu, ABD'de gelistirilen ¢ift
inkiibasyon/santrifiij yontemine gore yapildi (Whittington, 2010). Bu metoda gore; her
bir gaita 6rneginden 2-5 gr tartilarak 35 ml steril distile su i¢eren steril 50 ml’lik falkon
tiiplerine aktarildi. Tiipler 30 dakika oda sicakliginda elle ¢alkalandi ve daha sonra
biiylik partikiillerin dibe ¢okmesi i¢in 30 dakika beklendi. Siire sonunda steril tek
kullanimlik pipet ile en iistteki 5 ml digki siispansiyonu alinarak %0,9’luk HPC igceren
25 ml miktarinda %> BHI buyyon bulunan 50 ml’lik tiiplere transfer edildi. Ornekler
37°C’de ve acrobik kosullarda 16-24 saat inkiibe edildikten sonra oda 1sisinda 900
g’de 30 dakika santrifiij (Beckman Coulter Life Sciences, USA) edildi ve iistteki
siipernatant atildi. Tiiplerin dibinde kalan pelet 1 ml VAN/BHI soliisyonu ile tekrar
sulandirildi ve tiipler 15 saniye ¢alkalandiktan sonra 37°C’de ve aerobik kosullarda 72
saat inkiibe edildi (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whittington,
2010).

3.2.4.2. Besiyerlerine Inokiilasyon ve Inkiibasyon

Dekontaminasyon siiresinin sonunda gaita siispansiyonu bulunan tiipler 15
saniye vortekslendi (IKA, USA). Sedimentin bir kism1 bakteriyoskopi igin preparat
hazirlamada kullanilirken, 0,1 ml’si modifiye Middlebrook 7H10 agara, 0,25 ml’si ise
HEYM besiyerine inokiile edildi. Besiyerleri yiizeylerinin kurumasi i¢in 37°C’de bir
hafta yatik vaziyette tutuldu ve siire sonunda kapaklari sikica kapatilarak 37°C’de 36
hafta siire ile inkiibasyona birakildi (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005;
Whittington, 2010). Tiiplerin kapaklari haftada 2 kez agilarak oksijenlenmesi saglandi.
Besiyerlerinin yilizeyindeki tiremeler kaydedildi ve liremelerden hazirlanan preparatlar
ZN boyama yontemiyle boyanarak AFB’ler yoniinden incelendi. Kontaminasyon
saptanan besiyerleri ise uzaklastirildi (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005;
Whittington, 2010). Tiim bu islemler Class Il biyogiivenlik kabini (Niive, Tiirkiye)
altinda gergeklestirildi.
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3.2.5. IFN-y ELISA

Sandvi¢ ELISA prensibine dayanan test, iiretici firma tarafindan bildirilen

protokole gore uygulandi

3.2.5.1. Tam Kan Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Her bir koyunun juguler venasindan lityum heparin igeren (10 ml, Vacutest,
Arzergrande, Italy) vakumlu tiiplere yaklasik onar ml kan alind1 ve tiipler nazikge ters
cevrilerek kan ile heparinin karigsmasi saglandi. Oda 1sisinda (22+3°C) laboratuvara
ulastirilan kan 6rneklerinin ilk 7 saat icinde 24 kuyucuklu doku kiiltiirii kaplarinda tam
kan kiiltiirleri yapildi. Kan 6rnekleri isleme alinmadan hemen 6nce yaklasik 10 kez
tiipler nazikge ters cevrilerek karistirildi. Her bir hayvanin kani steril ve tek
kullanimlik bir pipet yardimiyla 24 kuyucuklu doku kiiltiirii kabinin ii¢ kuyucuguna
ayr1 ayri 1,5 ml olarak aseptik kosullarda dagitildi. (Tablo 3.7). Her bir hayvan i¢in 1,5
ml kan 6rnegi konulan 3 kuyucuga sirasiyla 100 pul PBS (nil kontrol antijeni), 100 pl
avian PPD ve 100 pl bovine PPD steril pipet uglari ile aseptik kosullarda eklendi (Sekil
3.8). Kan 6rnekleri ve antijenler konulduktan sonra 24 kuyucuklu doku kiiltiirii kabinin
kapag1 kapatilarak diiz bir zeminde 10 defa saat yoniinde ve sonra saat yOniiniin
tersinde cevrilerek antijenler ile kan 6rneklerinin iyice karismasi saglandi. Bu islem
sirasinda kanin dokiilmemesine veya kontamine olmamasina dikkat edildi. Karistirma

isleminden sonra doku kiiltiirii kaplart 37°C ve nemli ortamda 16-24 saat inkiibe edildi.

3.2.5.2. Plazma Orneklerinin Toplanmasi

Inkiibasyondan sonra, degisken hacimli bir pipet ve steril tek kullanimlik pipet
uclar1 kullanilarak yaklasik 500 ul plazma 6rnegi dikkatlice toplandi ve 96 kuyucuklu
steril bos bir mikropleyte aktarildi. 1 numarali hayvan i¢in mikropleytin Al
kuyucuguna nil antijeni, A2 kuyucuguna avian PPD, A3 kuyucuguna ise bovine PPD
ile aktive edilmis plazma 6rnegi konuldu. Diger ornekler de benzer sekilde steril
mikropleyte aktarildi. Bu pleytin C4, C5, C6, G4, G5 ve G6 kuyucuklarina daha sonra
yapilacak aktarma islemini kolaylagtirmak i¢in plazma Ornekleri konulmayarak bos

birakildi (Tablo 3.8). Toplanan plazma 6rnekleri 12 kanalli bir pipet yardimiyla anti
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IFN-y antikorlar1 ile kapli ELISA pleytine sirayla aktarildi.
aktarilmamis olan anti IFN-y antikorlar1 ile kapli ELISA pleytinin C4, C5, C6, G4, G5

Plazma Ornegi

ve G6 kuyucuklarina testin uygulama agamasinda pozitif ve negatif kontroller konuldu

(Sekil 3.9).

Tablo 3.7. Kan ornekleri ile antijenlerin 24 kuyucuklu doku kiiltiirii pleytine

dagitilmasz.
No Nil AvPPD BoPPD Nil AvPPD BoPPD No
1 Nil(1) AvPPD (1) BoPPD (1) | Nil(2) AvVPPD (2) BoPPD(2) 2
3 Nil(3) AvVPPD (3) BoPPD (3) | Nil(4) AvVPPD (4) BoPPD (4) 4
5 Nil(5) AvPPD (5) BoPPD (5) | Nil(6) AvPPD (6) BoPPD(6) 6
7 Nil(7) AvPPD (7) BoPPD (7) | Nil(8) AvPPD(8) BoPPD(8) 8
Nil: nil kontrol antijeni (PBS); AvPPD: avian PPD; BoPPD: bovine PPD.
[ } ’JO 7 Q( ./, f
N < R
Sekil 3.8. Kan ve antijenlerin eklendigi 24 kuyucuklu doku kiiltiirii pleyti.
Tablo 3.8. Toplanan plazma 6rneklerinin steril ve bos bir mikropleyte aktarimi.
SIRA| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN 1A 1B 2N 2A 2B 3N 3A 3B 4N 4A 4B
B 5N 5A 5B 6N O6A 6B 7N 7A 7B 8N B8A 8B
C ON 9A 9B X X X 10N 10A 10B 11N 11A 11B
D 12N 12A 12B 13N 13A 13B 14N 14A 14B 15N 15A 15B
E 16N 16A 16B 17N 17A 17B 18N 18A 18B 19N 19A 19B
F 20N 20A 20B 21N 21A 21B 22N 22A 22B 23N 23A 23B
G |24N 24A 24B X X X 25N 25A 25B 26N 26A 26B
H 2IN 27A 27B 28N 28A 28B 29N 29A 29B 30N 30A 30B

N: nil kontrol antijeni (PBS), A: avian PPD, B: bovine PPD, X: bos birakilan kuyucuk.
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3.2.5.3. Testin Uygulanmasi

Teste bagslamadan 6nce konsantre konjugat disindaki tiim reaktifler oda 1sisina
(2243°C) getirildi ve test kitin iireticisi tarafindan bildirilen protokole gore uygulandi.
Anti IFN-y antikorlart ile kapli ELISA pleytinin tiim kuyucuklarna 50 pl plazma
sulandiricist konuldu ve sonra bu kuyucuklara 50 pl test ve kontrol 6rnekleri sekil

3.9°da gosterildigi gibi eklendi.

4 5 6 7 8 9 10 M1 12

A i X Yo o Yo Y o o Y Y o)
1900009 DIDOD
1990000000000
1090000000000,
990000000000
{99000000OCCDD
OO ODOODOOCE
HEEEEDENE X))

Sekil 3.9. Steril mikropleytten anti IFN-y antikorlar1 ile kaplt ELISA mikropleytine
orneklerin aktarilmasi. N: nil kontrol antijeni (PBS); A: avian PPD; B: bovine PPD,
PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol.

Her pleyte ornekler ¢ift olarak konuldu. Buna gore, A sirasindaki plazma
ornegi ELISA mikropleytinin A ve B sirasina transfer edildi. Ayn1 sekilde, B siras1 C
ve D’ye, C siras1 E ve F’ye D siras1 G ve H’ye transfer edildi. Her pleyte en son kontrol
ornekleri eklendi. Pleytlere aktarma sirasinda kontroller de dahil tiim 6rnekler 5 kez
pipetlenerek karistirildi. Daha sonra her pleytin kapagi kapatildi ve her 5 dakikada bir
kanistirilarak oda 1sisinda 60+5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda pleytler 6 defa
yikand1 ve filtre kdgidinda kurutuldu. Bu asamada 100 kat konsantre konjugat test
protokoliinde belirtildigi oranda sulandirildi ve pleytin tiim kuyularina 100 pl taze
hazirlanan konjugat konuldu. Her pleyt kapak ile kapatildi ve oda 1sisinda aralikli

olarak karistirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda pleytler 6 kez
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yikandi ve filtre kagidinda kurutulduktan sonra enzim substrat soliisyonu uygun
hacimlerde 100 kat konsantre kromojen soliisyonu ile hazirland1 ve pleytin tiim
kuyularina 100 pl eklendi. Pleyt kapak ile kapatildi ve oda 1sisinda 30 dakika karanlik
ortamda aralikl1 olarak karistirilarak inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50 pl
durdurma soliisyonu eklendi ve hafifce sallanarak karistirildi. Reaksiyon
durdurulduktan sonra 5 dakika i¢inde her kuyucugun optikal dansite (OD) degeri 450
nm’lik bir filtre kullanilarak ELISA okuyucuda (Microplate Reader RT-2100C, Rayto
and Analitical Sciences Co Ltd, PRC) okundu.

3.2.5.4. Testin Gecgerlilik Kontrolii

Nil, avian PPD ve bovine PPD ile aktive edilmis pozitif ve negatif kontrollerin
ortalama OD degerleri hesaplandi. Negatif kontrollerinin ortalama OD degerinin
0,130°dan kiiciik olmasi (OD<0,130) ve pozitif kontrollerinin ortalama OD degerinin
0,700°den biiyiik olmasi (OD>0,700) durumunda test gegerli kabul edildi.

3.2.5.5. Ornek Sonuclarinin Hesaplanmasi ve Degerlendirilmesi

Nil, avian ve bovine PPD ile aktive edilme islemi 2 kez tekrarlanan her 6rnegin
ortalama OD degeri hesaplandi ve her 6rnek i¢in ortalama OD degerleri karsilastirildi.
M. bovis enfeksiyonunu tanimlamaya yonelik olan testin degerlendirmesi protokole
uygun yapildi. Buna gore her bir 6rnek i¢in bovine PPD ile elde edilen ortalama OD
degerinden nil antijeni ile elde edilen ortalama OD degeri ve avian PPD ile elde edilen
ortalama OD degeri ¢ikarildi. OD bovine PPD-OD nil antijen> 0,1 ve OD bovine
PPD-OD avian PPD > 0,1 oldugunda hayvan M. bovis enfeksiyonu yoniinden pozitif,
OD bovine PPD- nil antijen<0,1 ya da OD bovine PPD-avian PPD<0,1 oldugunda ise
negatif kabul edildi.

Test sonug¢larinin Map enfeksiyonu yoniinden degerlendirilmesi ise Alvarez ve
ark. (2008) ile Vazquez ve ark. (2013) tarafindan bildirilen kriterlere gore yapildi. Bu
kriterlere gore; avian PPD ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama OD degerinden nil
antijeni ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama OD degeri ¢ikarildiginda farkin

0,05’e esit veya biiyiik olmasi ve avian PPD ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama
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OD degerinin bovine PPD ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama OD degerinden

bliyiik olmasi durumunda hayvan paratiiberkiiloz yoniinden pozitif kabul edildi.

3.2.6. Mycobacterium paratuberculosis Antikor ELISA

3.2.6.1. Testin Uygulanmasi

Test, kitin tiretici firmasi tarafindan bildirilen protokole gore uygulandi. Kan
serumu Ornekleri ile pozitif ve negatif kontroller, kros reaksiyon veren antikorlar
gidermek amaciyla M. phlei igeren tampon ile bos bir mikropleytte 1:20 oraninda
sulandirild1 ve 15 dakika ile 2 saat arasinda 18-26°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda
serum Ornekleri ile birlikte pozitif ve negatif kontrollerin 100 pl’si Map antijeni ile
kapli mikropleytlerin uygun kuyucuklarina aktarildi. Her pleytte pozitif ve negatif
kontroller kullanild1 ve A1 kuyusuna negatif, B1 ve C1 kuyularina ise pozitif kontrol
konuldu. Pleytlerin tistii kapak ile kapatilarak 45+5 dakika 18-26°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra pleytlerin her bir kuyusu 300 pl yikama soliisyonu ile 3-5 kez
yikandi. Son yikamadan sonra pleytin st ylizii asagiya gelecek sekilde absorban bir
kagidin tlizerine vurularak yikama soliisyonu uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 1:100
oraninda sulandirilan konjugat (anti-ruminant antikoru+enzim) konuldu ve pleytlerin
kapaklar1 kapatilarak 30+3 dakika 18-26°C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda
pleytler aymi sekilde 3 kez yikandi. Her bir kuyuya 100 pl enzim substrati ilave
edilerek, kapagi kapatildi ve 10+3 dakika 18-26°C’de karanlik ortamda inkiibe edildi.
Siire sonunda her kuyucuga enzim durdurma soliisyonu konuldu ve hafifce
calkalayarak karistirildi. Reaksiyon durdurulduktan sonra her kuyucugun OD degeri
450 nm’lik bir filtre kullanilarak ELISA okuyucuda (Microplate Reader RT-2100C,
Rayto and Analitical Sciences Co Ltd, PRC) okundu.

3.2.6.2. Testin Gecerlilik Kontrolii

Pozitif kontroliin ortalama OD degeri hesaplandi. Kit protokoliine gore; pozitif
kontrollerin ortalama (PKx) OD degerinin 0,350’ye esit veya daha biiyiikk olmasi
(ODrkx=0,350) ve pozitif kontrollerin ortalama OD degerinin negatif kontrole (NK)
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oraninin 3,00’e esit veya biiyiik olmas1 (PKx/NK>3,00) durumunda test gegerli kabul
edildi.

3.2.6.3. Ornek Sonuclarinin Hesaplanmasi ve Degerlendirilmesi

Her bir kan serumu 6rnegi i¢in pozitiflik %’si (%P) asagidaki formiile gore
hesaplandi.

Ornek %P = ODsmek —ODnk / ODpkx— ODnk X 100

Koyun kan serumu 6rneklerinin sonuglar1 %45 pozitiflik kritik degerine esit
veya altinda ise negatif, %45 ve %55 pozitiflik kritik degerleri arasinda ise siipheli,
%55 pozitiflik kritik degerine esit veya daha yiiksek ise pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.7.PZR

3.2.7.1. Gaitadan DNA izolasyonu

Gaitadan DNA’nin izolasyonu digki ekstraksiyon kitinin protokoliine uygun
olarak yapildi. Gaita 6rnekleri -80°C’den ¢ikarilip ¢ozdiiriildiikten sonra tamamen
homojen hale getirildi ve igerisinde boncuklar bulunan “ZR BashingBead™” lizis
tiiptine 150 mg olarak konuldu. Bu tiipe 750 pl lizis soliisyonu eklendikten sonra 30
dakika vortekslenerek (IKA, USA) iyice Karistirildi. Islemin sonunda 10.000 x g’de 1
dakika santrifiij edilen (Hermle, Germany) lizis tiliplinlin iist yiizeyinde bulunan
siipernatanttan 400 ul “Zymo-Spin™ IV Spin” filtresine transfer edildi ve 8.000 x g’'de
1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine siiziilen filtrat izerine 1200 pl genomik lizis
soliisyonu eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi. Bu karisimdan 800 pl, “Zymo-
Spin™ 11C Column” filtresine transfer edildi ve 10.000 x g 'de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipiine siiziilen filtrat atildiktan sonra bir 6nceki toplama tiipiinde kalan son
800 pl karisim da “Zymo-Spin™ IIC Column” filtresine transfer edilerek santrifiij
edildi. Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen “Zymo-Spin™ 11C Column” filtresine 200
ul “DNA Pre-Wash Buffer” ilave edildi ve 10.000 x g 'de 1 dakika santrifiij edildi. Daha
sonra 500 pul “g-DNA Wash Buffer” eklenerek tekrar 10.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Islemin sonunda steril bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilen “Zymo-Spin™ I11C

Column” filtresinin merkezine 50 pl “DNA Elution Buffer” ilave edildikten sonra 2
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dakika beklendi ve 10.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Son olarak izole edilen bu
DNA steril bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilen “Zymo-Spin™ IV-HRC Spin”
filtresine transfer edilerek 8.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Boylece saf DNA elde
edildi ve izole edilen DNA’lar -20°C’de saklandi.

3.2.7.2. Kiiltiirden DNA izolasyonu

HEYM ve modifiye 7H10 Middlebrook agarda iiretilen Map 316 F izolat1 ile
disk1 orneklerinden izole edilen ve aside direncli bakteri olarak degerlendirilen
kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak 500 pl TE tamponu i¢inde homojenize edildi ve
sonra 80°C’de 1 saat tutularak inaktive edildi. Inaktive edilen bakteri siispansiyonu
tizerine 50 pl lizozim (20 mg/ml, TE tamponu i¢inde) ilave edildi ve 37°C’de bir gece
inkiibe edildi. Siire sonunda 70 pl %10 SDS (w/v) ve 12 ul Proteinaz K (20 mg/ml)
eklenerek 1sitic1 blokta (Biosan, UK) 65°C’de 30 dakika ve her 10 dakikada bir
karistirtlmak suretiyle tutuldu. Siire sonunda tizerine 100 ul SM NaCl eklenerek
karistirildi ve onceden 1sitilmis %10 (w/v) N-asetil-N, N, N-trimetil amonyum bromiir
(CTAB)’den 80 pl eklenerek 65°C’de 10 dakika bekletildi ve iizerine 750 pl fenol:
kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 10 saniye karistirildi. Oda 1sisinda
12.000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz mikropipet ile yeni bir tiipe
aktarildi. 500 pl isopropanol (Merck, 37160895) eklenerek bir gece -20°C’de
bekletildikten sonra 3M sodyum asetat (pH: 5,2) ilave edildi ve oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edilerek DNA’nin presipite olmasi saglandi. Oda 1sisinda 12.000 g’de 15
dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. DNA peleti 1 ml %70’lik soguk etanol ile
yikandiktan sonra oda 1sisinda 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve tistteki
stipernatant atildi. Kalan DNA peleti kuruyana kadar 37°C’de bekletildi. Alkol
tamamen ucurulduktan sonra DNA peleti 20 ul TE tamponu ile ¢dzdiiriildii. Izole

edilen DNA’lar PZR analizinde kullanilincaya kadar -20°C’de sakland1 (Sayn, 2010).
3.2.7.3. izole Edilen DNA’larin Absorbans Tayini

Elde edilen DNA’larin saflik ve miktarlarinin belirlenmesi amaciyla 260 nm
ve 280 nm dalga boylarindaki OD degerleri nanodrop spektrofotometre (Biotek, USA)
cihazi ile 6l¢iildii. OD260 nm / OD280 nm orani 1,7-1,9 arasinda olan DNA 6rnekleri
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PZR analizinde kullanildi. DNA oOrneklerinin konsantrasyonlar1 ng/ul olarak
kaydedildi.

3.2.7.4. DNA’nin Amplifikasyonu

Gaita ve kiiltiirden izole edilen DNA’lar ile birlikte Map’e spesifik IS900 gen
bolgesine yonelik olan 400 bp’lik P90 ve P91 (Glimiissoy ve ark., 2015; Paolicchi ve
ark., 2012) ile 229 bp’lik 150C ve 921 (Whittington ve ark., 1999b) primer ¢iftleri
kullanilarak PZR yapildi. Bu amagla, izole edilen her bir DNA 6rnegi i¢in; 5 ul KCI’li
Taq buffer, 3 ul MgClz (25 mM), 1 pl ANTP mix (10 mM), her bir primerden 1 pl (1
uM), 0,3 ul (1,5 U) Taq DNA polimeraz, 33,7 ul DNAaz ve RNAaz ari ultra saf su ve
5 ul hedef DNA’dan olusan 50 ul’lik PZR karisimlar1 hazirlandi. Pozitif kontrol olarak
referans Map 316 F susundan izole edilen DNA, negatif kontrol olarak ise DNA
icermeyen PZR karigimi kullanildi.

Hedef DNA ile birlikte 150C ve 921 primer ¢ifti; 95°C’de 10 dakikalik 6n
denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika olmak
tizere toplam 35 dongii ve son zincir uzamasi i¢in 72°C’de 10 dakika seklinde PZR-1s1
dongii cihazinda (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler, USA) ¢ogaltildi. P90 ve
P91 primer ¢ifti i¢in ise hedef DNA, iki farkli protokol uygulanarak ¢ogaltildi. Birinci
protokole gore; 95°C’de 10 dakikalik 6n denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dakika,
55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika olmak iizere toplam 35 dongii ve son zincir
uzamasi igin 72°C’de 10 dakika tutularak gogaltild. ikinci protokolde ise 95°C de 10
dakikalik 6n denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dakika, 65°C 1 dakika, 72°C 2 dakika
olmak tizere toplam 40 dongii ve son zincir uzamasi i¢in 72°C’de 10 dakika tutularak

cogaltildi.

3.2.7.5. Elektroforez ve Goriintiileme

Hazirlanan %1,5’luk agaroz jelin igerisine 10 mg/ml konsantrasyonundaki
etidyum bromid’ten 0,5 pg/ml olacak sekilde eklendi ve iyice karigmasi saglandiktan
sonra yatay DNA elektroforez cihazi (Scie-Plas, HU10, UK) kalibina dokiildii ve jel
taragi yerlestirildi. Yaklasik 30 dakika oda 1s1sinda jelin donmasi beklendi. Daha sonra
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jel igerisinden tarak ¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Tanka jelin yiizeyini
ortecek seviyede 1 X TAE tamponu ilave edildi. PZR {iriinlerinin 7 pl’si, 2 pl yiikleme
boyasi (Vivantis, Malaysia) ile karistirilarak jeldeki bosluklara konuldu. Elektroforez
cihaz1 gii¢ kaynagina (Teko, KL.23, Italy) baglanarak sabit akimda 90 volt’ta 45 dakika
yiriitiildi. Bantlar UV 15181 altinda (UV-transilluminator, CLP, USA) go6zlenerek jel
goriintiileme sisteminde fotograflandi (Edas 290, Eastman Kodak Company,

Rochester, NY, USA).

3.2.7.6. Nested PZR

Bazi DNA o6rnekleri PZR’nda 150C ve 921 primer ¢ifti ile pozitif saptanirken,
P90 ve P91 primer c¢ifti ile negatif olarak belirlendi. Bu nedenle P90 ve P91 primer
cifti ile uygulanan PZR islemlerinden sonra elde edilen tiim PZR {irlinleri 150C ve 921
primer ¢ifti ile ve ayn1 PZR karigim1 ve siireler kullanilarak nested PZR analizine tabi
tutuldu (Kanazawa ve ark., 1999). Hazirlanan %1,5’luk agaroz jelin igerisine etidyum
bromid 0,5 pg/ml olacak sekilde eklendi ve jel donduktan sonra 7 ul PZR firiint 2 pl
yiikleme boyasi ile karigtirilarak jele yiiklendi. Elektroforez sonrasi bantlar UV 15181

altinda gozlendi.

3.2.7.7. DNA Dizi Analizi

Gaitadan izole edilen 3 DNA 6rneginin IS900 gen bdlgesine yonelik P90/P91
ve 150C/921 primer ciftleri ile amplifiye olmus PZR {iriinlerinden secilen 4’{iniin ¢ift
yonlii DNA dizi analizi hizmet alimi (BMLabosis, Ankara) ile gerceklestirildi. Bu
amacla sadece 150C/921 (229 bp) primer cifti ile pozitif bulunan bir 6rnegin PZR
iriind, her iki primer cifti ile pozitif olarak degerlendirilen bir 6rnegin nested PZR’daki
1. ve 2. PZR fiirlinleri ve P90/P91 primer ¢ifti ile 400 bp yerine 500 bp’de bant tespit
edilen bir 6rnegin PZR iiriinii se¢ildi. Veriler FinchTV 1.4 ve ApE program programi
yardimiyla incelendi. Dizi analizi verileri National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, Md., ABD) BLAST sistemi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak degerlendirildi.
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3.2.8. PZR-REA
3.2.8.1. 1S1311 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

IS900 gen bolgesi tespit edilerek Map’e ait olduklar1 dogrulanan DNA
orneklerinin tiplendirilmesi PZR-REA ile yapildi. Bunun i¢in 6nce DNA 6rnekleri ile
birlikte 1S1311 gen bdlgesine yonelik M56 ve M119 primer ¢ifti kullanilarak PZR
uyguland1 (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve ark., 2017; Sevilla ve
ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). PZR’da her bir DNA 6rnegi
icin 5 pul KCI'li Taq buffer, 3 pl MgCl2 (25 mM), 1 pl ANTP mix (10 mM), her bir
primerden 1 pl (1 uM), 0,3 pl (1,5 U) Taq DNA polimeraz, 33,7 ul DNAaz ve RNAaz
ari ultra saf su ve 5 pul hedef DNA’dan olusan 50 pl’lik bir karisim hazirlandi. DNA
ornekleri; 94°C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyondan sonra 94°C’de 30 saniye, 62°C’de
1 dakika, 72°C’de 1 dakika olmak {izere toplam 37 dongii ve son zincir uzamasi i¢in
72°C’de 10 dakika seklinde PZR-1s1 dongii cihazinda (Applied Biosystems Veriti
Thermal Cycler, USA) ¢ogaltild1 (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve
ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Pozitif
kontrol olarak referans Map 316 F susundan izole edilen DNA, negatif kontrol olarak
ise DNA icermeyen PZR karisimi kullanildi. Hazirlanan %1,5’luk agaroz jelin
igerisine 0,5 ug/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi ve jel donduktan sonra 7 pul
PZR iirlinti 2 pl yiikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez sonrasi

bantlar UV 15181 altinda gozlendi.
3.2.8.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

REA uygulanmadan 6nce, IS1311 gen bolgesi amplifiye olan ve giiclii pozitif
bant veren gaitaya ait pozitif DNA Orneklerinin PZR iirlinleri belirlendi. Bu PZR
tirtinleri ticari bir jel ekstraksiyon kiti (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific,
USA) ile saflagtirildi. IS1311 gen bolgesi yoniinden pozitif olarak saptanan gerek
kiiltiirden ve gerekse direk gaitadan elde edilen DNA 6rneklerinin PZR iiriinleri bu
gen bolgesindeki dizi polimorfizmlerini belirlemek amaciyla Hinfl (10 U/ul) ve Msel
(10 U/ul) enzimleri ile kesildi (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve
ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Bu
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amagla her bir enzim i¢in; 10 pl PZR iiriinii, 18 pl DNAaz ve RNAaz ari ultra saf su,
2 ul 10X buffer R, 2 ul enzim igeren reaksiyon karisimi hazirlandi. Msel enzimi
bulunan 6rneklerin {izerine 1 damla siv1 parafin damlatildiktan sonra 1sitic1 blokta
(Biosan, UK) 65°C’de 16 saat inkiibe edildi. Hinfl enzimi ile muamele edilen 6rnekler
ise su banyosunda (IKA, USA) 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

3.2.8.3. Elektroforez ve Goriintiileme

Restriksiyon enzimleri ile kesilen reaksiyon fiiriinleri 2 pl ylikleme boyasi
(Vivantis, Malaysia) ile karigtirilarak %2’lik hazirlanan agaroz jeldeki kuyulara
yuklendi. Elektroforez cihazi gii¢ kaynagina baglanarak sabit akimda 6nce 40 mAh’de
15 dakika, sonra 80 mAh’de 180 dakika yiiriitiildii. Siire sonunda jel, 1 X TAE
icerisine 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid (10 mg/ml) eklenerek hazirlanan
boya soliisyonu igerisine konuldu ve galkalayicida (Biosan, USA) 65 rpm’de 30 dakika
karistirilarak boyandi. Siire sonunda boya soliisyonunun uzaklastirilmasi icin jel distile
su igerisinde 30 dakika karistirildi ve sonra distile su degistirilerek islem tekrarlandi.

Jeldeki bantlar UV 15181 altinda gdzlenerek goriintiileme sisteminde fotograflandi.

3.2.8. Sitokin Diizeyleri Olg¢iilecek Plazma ve Serum Orneklerinin Secimi

Sitokin diizeylerinin 6lgtimiinde; IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama,
PZR ve kiiltlir sonuglarina gore paratiiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif olarak
kabul edilen kirkar koyundan olmak iizere toplam 80 koyunun plazma veya serum

orneginden yararlanildi.

3.2.9. IFN-y Diizeylerinin Belirlenmesi

Hastalik teshisinde kullanilan IFN-y ELISA sonuglarindan yararlanilarak
koyunlarin IFN-y diizeyleri belirlendi. Bu amagla 80 plazma orneginin IFN-y
diizeyleri; avian PPD, bovine PPD ve steril PBS (Nil) ile uyarilmay1 takiben uygulanan
IFN-y ELISA testinde kaydedilmis OD degerlerinden yola ¢ikilarak degerlendirildi.
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3.2.10. IL-10 Diizeylerinin Belirlenmesi
3.2.10.1. Testin Uygulanmasi

Test, kitin {iretici firmasi tarafindan bildirilen protokole gore uygulandi. Test
prosediiriine gore; segilen kan serumu 6rneklerinde IL-10 diizeyini kantitatif olarak
belirleyebilmek i¢in test edilecek 6rneklerdeki hedef protein konsantrasyonunu kitin
optimum tespit araligmma (15.625-1000 pg/ml) disiiriilmesi gerektigi i¢in test
prosediiriinde belirtilen sulandirma faktorleri incelendi ve El-deeb ve ark. (2013)
tarafindan bildirildigi sekilde rnekler sulandirilmadan kullanildi. i1k olarak, anti-1L-
10 antikorlar1 ile onceden kaplanmis olan pleytte standart, test ve kontrol (bos)
orneklerinin konulacagi kuyucuklarin yeri belirlendi ve teste baslamadan 6nce pleyt 2
kez yikandi. Hazirlanan standart soliisyonlart ve seg¢ilen koyun kan serumu
orneklerinden 0,1 ml daha o6nce belirlenen kuyucuklara eklendi. Kontrol (bos)
kuyucuguna ise 0,1 ml sulandirma tamponu ilave edildi. Testte her bir standart c¢ift
olarak calisildi. Ornekler ilave edildikten sonra pleyt bir kapak ile kapatild1 ve 37°C'de
90 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda pleyt icerigi dokiildii ve pleyt birka¢ kez emici
filtre kdgidina vurulduktan sonra test 6rnekleri, standart ve kontrol kuyucuklarina 0,1
ml biotin tespit antikorunun calisma soliisyonu ilave edildi. Pleyt bir kapak ile
kapatilarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Daha sonra pleyt yikama tamponu ile 3
kez yikandi. Her bir kuyuya 0,1 ml SABC ¢aligma soliisyonu ilave edildi ve pleyt
kapatilarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda pleyt, her seferinde yikama
tamponunun 1-2 dakika siireyle kuyucuklarda kalmasi saglanarak 5 kez yikandi. Her
kuyucuga 90 ul TMB substrati eklendi ve pleyt kapatilarak 37°C'de 30 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda her bir kuyucuya 50 pl enzim durdurma
soliisyonu eklenerek iyice karistirildi ve her kuyucugun OD degeri 450 nm’lik bir filtre
kullanilarak ELISA okuyucuda (Biotek, USA) okundu.

3.2.10.2. Testin Gegerlilik Kontrolii ve Ornek Sonuclarinin Hesaplanmasi

Test protokoliindeki 6rnek egride belirtildigi gibi (Sekil 3.10) standart
¢ozeltinin (X) ilgili konsantrasyonuna (pg/ml) kars1 her bir standart ¢ozeltisinin relatif

OD 450 degeri (Y) belirlenerek standart egri ¢izildi.
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Sekil 3.10. IL-10 diizeyinin hesaplanmasinda kullanilacak drnek standart egri.

Relatif OD 450 degeri; (Relatif/bagil OD 450) = (Her kuyunun OD 450
degeri)-(Kontrol OD 450 degeri) formiiliine gore hesaplandi. Formiile gore ¢izilen
standart egrinin dogrusal (lineer) olmasi sonucunda test gecerli kabul edildi ve

orneklerin IL-10 konsantrasyonu standart egri lizerinden hesaplandi.

3.2.11. NP Diizeylerinin Belirlenmesi

3.2.11.1. Testin Uygulanmasi

Test, kitin tliretici firmasi tarafindan bildirilen protokole gore uygulandi. Teste
baslamadan once tiim reaktifler ve ornekler oda 1sisia (22+£3°C) getirildi. Kit ile
birlikte kullanima hazir olarak temin edilen standartlar kullanilmadan 6nce 1-2 saniye
diisiik hizda santrifiij edildi. Daha sonra NP antikorlar1 ile kapli ELISA pleytinde
standartlar ile test edilecek 80 kan serumu 6rneginin yerleri belirlendi ve standartlar
cift olarak ¢alisildi. Serum 6rnekleri ile birlikte standartlarin 50 pl’si NP antikorlari ile
kapli mikropleytin uygun kuyucuklarina aktarildi. Bos /negatif kontrol kuyucuguna ise
50 pl numune sulandirict konuldu. Tiim kuyulara 100ul konjugat ilave edildi ve pleyt
kapatilarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda pleyt ters cevrilerek
inkiibasyon karisimi uzaklastirildi ve yaklagik 350 pl yikama soliisyonu ile tiim
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kuyucuklar dolduruldu. Yikama soliisyonu kuyucuklarda 1 dakika bekletildikten sonra
filtre kdgidina vurularak uzaklastirildi ve bu islem 4 defa tekrarlandi. Ardisik olarak,
her kuyuya 50ul kromojen soliisyonu A ile 50ul kromojen soliisyonu B eklendi ve
karanlik ortamda 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50ul
durdurma soliisyonu ilave edildi. Reaksiyon durdurulduktan sonra 5 dakika i¢inde her

kuyucugun OD degeri 450 nm’de ELISA okuyucuda (Biotek, USA) okundu.
3.2.11.2. Testin Gegerlilik Kontrolii ve Ornek Sonuclarinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve 6rneklerin OD degerleri dl¢iildiikten sonra NP diizeylerinin
hesaplanmasi i¢in Microsoft Office® Excel programi kullanilarak ¢ift olarak ¢alisilan
standartlarin ortalama OD degerleri alind1 ve kit protokoliinde belirtilen formiile gore
standart egri ¢izildi (Tablo 3.9). Formiile gore ¢izilen standart egrinin dogrusal (lineer)
olmas1 durumunda test gecerli kabul edildi ve 6rneklerin NP diizeyleri ¢izilen standart

egriye gore hesaplandi.

Tablo 3.9. NP diizeyinin hesaplanmasi igin standart egrinin ¢izilmesinde kullanilan
formiil.

Standartlar 0 Si Sn Sin Siv Sv Svi

OD (450 nm) Vexk Vi V2 V3 2 Vs Vs
Hesaplama 0 Vi-Vek V2-Vek Vs-Vek Va-Vek Vs5-Vek Ve-VeiK

S: standart, Veik: bos/negatif kontrol standardinin OD degeri, V: ilgili standardin OD degeri.
3.2.12. Istatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket
programi kullanildi. Degiskenler i¢in ortalama+standart sapma (SD), yiizde ve frekans
degerleri kullanildi. Ayrica parametrik testlerin 6n sartlarindan varyanslarin
homojenligi “Levene Testi” ile kontrol edildi. Normallik varsayimina ise “Shapiro-
Wilk Testi” ile bakildi. Tki grup arasindaki farkliliklar degerlendirilmek istendiginde
parametrik test On sartlarini sagladig1 durumda “Student’s t Test”; saglamadiginda ise
“Mann Whitney-U Testi” kullanildi. Ug ve daha fazla grup karsilastirmasi igin “Tek
Yonlii Varyans Analizi” ve ¢oklu karsilastirma testlerinden “Tukey HSD Testi” ile 6n
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sartlar saglanmadiginda ise “Kruskal Wallis” ve ¢oklu karsilastirma testlerinden
“Bonferroni-Dunn Testi” kullanildi. Siirekli iki degisken arasindaki iliski “Pearson
Korelasyon Katsayisi” ile parametrik test on sartlarimi saglamadigi durumda ise
“Spearman Korelasyon Katsayisi” ile degerlendirildi. Kategorik veri analizi yapilirken
“Mc Nemar Bowker’s Test’, “Fisher’s Exact Test”, “Ki-Kare Testi”, sensitivite ve
spesifite hesaplamalari ile pozitif ve negatif beklenen degerler hesaplandi. Beklenen
gbzelerin %20’den kii¢iik oldugu durumlarda bu goézelerin analize dahil edilmesi i¢in
“Monte Carlo Simulasyon Yontemi” ile degerler belirlendi. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi p<0,05 ve p<0,01 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Kan ve gaita 6rneklerinin alindig1 2 ile 8 yas arasindaki koyunlarin VKS’larinin
1 ile 5 arasinda degistigi belirlendi. Ornekleme yapilan 15 isletmeden sadece iiciinde
(11, 12 ve 14 numaral isletmeler) ishal ve zayiflik gibi paratiiberkiiloz ile iligkili
olabilecek bazi klinik bulgularin mevcut oldugu, geri kalan 12 isletmede ise herhangi
bir hastalik veya verim diislikligii gozlenmedigi siirii sahiplerinden 6grenildi.
Ornekleme sirasinda 150 koyunun 49 (%32,66) unda ishal tespit edildi. ishal bulgusu
en fazla 2-3 yas grubunda (%40) ve bu gruptaki VKS 1 olarak degerlendirilen
koyunlarda (%63,63) goriildii. Yas gruplari ile VKS ve ishal bulgusu arasindaki fark
(p<0,01) istatistiksel olarak anlamli bulundu. Koyunlarin VKS’lar1 ile yas ve ishal
gdriilme durumlari tablo 4.1°de verildi. Ozellikle 11 numarali isletmede drnek alinan
10 koyundan 8’inde siirekli ve fiskirir tarzda yesilimsi ishal gbézlendi (Sekil 4.1A).

Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif olarak degerlendirilen ve VKS 1 olarak belirlenen {i¢

koyuna ait fotograflar sekil 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Kan ve gaita 6rneklerinin alindigi koyunlarin VKS’lart ile yas ve ishal
durumlari.

Yas Grubu
2-3 yas 4 yas 5-8 yas
VKS n Ishal n Ishal n Ishal
1 11 7 14 3 19 3
2 11 5 8 2 10 4
3 26 10 13 8 15 4
4 8 2 3 0 3 1
5 4 0 5 0 0 0
Toplam 60 24 43 13 47 12

VKS: viicut kondiisyon skoru, n: koyun sayisi

4.2. Rose Bengal Pleyt Testi

Rose Bengal pleyt test ile incelenen 150 kan serumu Ornegi brusellozis

yoniinden negatif bulundu.
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Sekil 4.1. Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif olarak degerlendirilen ve VKS 1 olarak
belirlenen koyunlar. A. 110 numarali koyun, 4 yasinda ve ishal mevcut ( ZN boyama,
PZR ve antikor ELISA pozitif), B. 79 numarali koyun, 7 yasinda ve ishal mevcut (ZN
boyama ve PZR pozitif), C. 119 numarali koyun, 6 yasinda ve gaita kivami normal
(antikor ELISA pozitif).

4.3. Bakteriyoskopi

Direk gaita ile dekontaminasyon sonrasi elde edilen gaita sedimentlerinden
hazirlanan preparatlarin incelenmesinde 2, 9 ve 13 numarali isletmeler haricindeki
diger isletmelerde AFB’ler tespit edildi. Gaita Orneklerinden direkt hazirlanan
preparatlarin 33’iinde, sedimentlerinden hazirlanan preparatlarin ise 41’inde AFB’ler
gorildii (Sekil 4.2). Sedimentlerden hazirlanan preparatlarda hem AFB goriilmesinde
ve hem de preparattaki AFB sayisinda artig saptanmasina ragmen, her iki sekilde de
hazirlanan preparatlarin genellikle her 100 sahasinda 1-9 AFB goriildii (Tablo 4.2).
Bakteriyoskopi sonuclar1 karsilastirildiginda; yontemler arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,01). Altin standart test olarak kabul edilen kiiltiir
sonuglar1 géz oniinde bulundurularak direk gaita ve gaita sedimentinden yapilan ZN
boyama yoOntemlerinin sensitivite ve spesifiteleri sirasiyla %60-%79 ve %80-%74

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.2. Gaita oOrneklerinde ZN boyama yontemi ile AFB’lerin mikroskobik
goriintiisti (1000X).

Tablo 4.2. Gaita ve gaita sedimentinden hazirlanan preparatlarin ZN boyama
sonugclari.

Gaita Gaita Sedimenti
Skor Skor
Isletme No 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+
1 9 1 0 0 9 1 0 0
2 10 0 0 0 10 0 0 0
3 9 1 0 0 8 2 0 0
4 9 1 0 0 9 1 0 0
5 5 5 0 0 5 5 0 0
6 6 3 1 0 6 3 1 0
7 9 1 0 0 8 2 0 0
8 8 1 1 0 8 1 1 0
9 10 0 0 0 10 0 0 0
10 6 3 0 1 4 5 0 1
11 3 7 0 0 2 8 0 0
12 7 3 0 0 7 3 0 0
13 10 0 0 0 10 0 0 0
14 10 0 0 0 8 1 1 0
15 6 3 1 0 5 3 1 1
Toplam 117 29 3 1 109 35 4 2
4.4. Kiiltiir

Dekontaminasyon isleminden sonra gaita slispansiyonlar1 inokiile edilen ve 36
hafta siireyle inkiibasyona birakilan HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10
besiyerlerinin yiizeyindeki tiremeler haftalik olarak kaydedildi. Her iki besiyerinde de
inokiilasyondan 12 giin sonra kontaminasyon tespit edilmeye baslandi. Inkiibasyon

isleminin sonlandirildigi 36. haftada HEYM’de 52, modifiye Middlebrook 7H10
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besiyerinde ise 70 Ornekte kontaminasyon belirlendi. Kontaminasyon oldugu
diisiiniilen kolonilerden boyamalar yapildi ve modifiye Middlebrook 7H10 agarda
4’iiniin, HEYM besiyerinde ise 5’inin mantar kolonisi, diger kolonilerin ise sporlu ve
Bacillus sp. kolonisi oldugu belirlendi (Sekil 4.3). Besiyerlerinde kontamine koloni
sayis1 az ve kiigiik oldugunda inkiibasyon islemine devam edildi. Ancak kuruma
nedeniyle 1 HEYM ile yogun kontaminasyonun gozlendigi 12 HEYM ve 36 modifiye
Middlebrook 7H10 besiyerinde inkiibasyon islemi sonlandirildu.

Referans Map 316 F susuna ait ilk koloniler ekim yapilan HEYM ve modifiye
Middlebrook 7H10 besiyerlerinde 5 hafta sonra tespit edildi (Sekil 4.4). Gaita
orneklerinden yapilan ekimlerde ise HEYM’de tiim inkiibasyon siiresince Map
kolonisine benzer bir iireme gorilmezken, modifiye Middlebrook 7H10 agar
ylizeyinde Map siipheli ilk koloniler inkiibasyonun baslangicindan 20 hafta sonra
gbzlenmeye baslandi. Siipheli kolonilerin digbiikey, smooth, nemli, parlak, soluk
beyaz renkte oldugu ve besiyerinin rengine ¢cok benzedigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.5).
Besiyerlerinde gdzlenen tiim siipheli koloniler ZN boyama yontemi ile boyanarak
incelendi. 36 haftanin sonunda sadece 5 gaita Orneginin (46, 61, 102, 103, 108
numarali 6rnekler) modifiye Middlebrook 7H10 agar yiizeyinde gelisen siipheli

kolonilerinden hazirlanan preparatlar AFB’ler yoniinden pozitif bulundu.

Sekil 4.3. HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10 besiyerlerinin yiizeyinde gézlenen
mantar (1) ve Bacillus sp. (2) kolonileri.
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Sekil 4.4. Map 316 F referans susunun HEYM (1) ve modifiye Middlebrook 7H10
agar (2) ylizeyinde gelisen kolonileri.

Sekil 4.5. Modifiye Middlebrook 7H10 agar yiizeyinde Map siipheli koloniler. 61
numarali 6rnegin 20. hafta (1), 23. hafta (2) ve 36.haftadaki (3) goriiniimti.

4.5. IFN-y ELISA

Avian PPD, bovine PPD ve nil antijeni ile uyarilan 150 kan plazmas1 IFN-y
ELISA ile incelendi ve test sonucunda elde edilen OD degerleri kaydedilerek kit
protokoliine gore degerlendirildi (Sekil 4.6). IFN-y ELISA kit protokoliine gore tim
hayvanlar tiiberkiiloz yoniinden negatif olarak degerlendirildi. Kit protokoliiniin yani
sira avian PPD antijeni ile uyarilmis IFN-y OD’sinden nil antijeni ile uyarilmig IFN-y
OD’si ¢ikarildiginda farkin 0,05°e esit veya biiyiik olmasi1 ve avian PPD antijeni ile
uyarilmis IFN-y OD’sinin bovine PPD antijeni ile uyarilmig IFN-y OD’sinden biiytik

olmas1 durumunda hayvan paratiiberkiiloz yoniinden pozitif kabul edildi. Bu kriterlere
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gore; IFN-y ELISA ile 150 koyundan 33 (%22)’ii paratiiberkiiloz yoniinden pozitif
olarak degerlendirildi. isletmelerden ise ikisi (10 ve 12 numarali) hari¢ digerlerinde 1

ile 5 arasinda koyun pozitif bulundu (Tablo 4.3).

Sekil 4.6. Koyun plazma oOrneklerinin IFN-y ELISA sonucu (E4, E5, E6 pozitif
kontrol, F4, F5, F6 negatif kontrol, diger kuyucuklar ise érnekler i¢in kullanildi).

Tablo 4.3. Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen koyun isletmelerinin IFN-y ELISA ve
antikor ELISA sonuglari.

IFN-y ELISA Antikor ELISA
Isletme No Pozitif (n)  Negatif (n) Pozitif (n) Siipheli (n) Negatif (n)
1 4 6 0 0 10
2 3 7 0 0 10
3 1 9 0 0 10
4 2 8 0 0 10
5 2 8 0 0 10
6 3 7 1 0 9
7 5 5 1 1 8
8 4 6 1 0 9
9 1 9 0 0 10
10 0 10 1 0 9
11 2 8 5 0 5
12 0 10 1 0 9
13 2 8 1 0 9
14 3 7 3 0 7
15 1 9 2 0 8

Toplamn (%) 33(22)  117(78) 16 (10,66)  1(0,66) 133 (88,66)

n: koyun sayist
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Yasglari 2 ile 8 (ortalama 4+1,34) arasinda olan150 koyundan IFN-y ELISA ile
pozitif olarak belirlenen hayvanlarin ortalama yasi1 3,81+1,37, negatif hayvanlarin
ortalama yasi ise 4,04+1,33 olarak belirlendi. IFN-y ELISA ile en yiiksek oranda
(%25) pozitiflik 2-3 yas araligindaki koyunlarda saptanirken, pozitiflik 4 yash
hayvanlarda %23,25; 5-8 yas araligindaki hayvanlarda ise %17,02 olarak tespit edildi
(Tablo 4.4). IFN-y ELISA ile paratiiberkiiloz pozitif ve negatif olarak belirlenen
hayvanlarin test sonuglar ile yas gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.4. Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen koyunlarin yas gruplarina gére IFN-y
ELISA sonuglari.

IFN-y ELISA
Pozitif Negatif
Yas Grubu n % n %
2-3 yas (n=60) 15 25 45 75
4 yas (n=43) 10 23,25 33 76,75
5-8 yas (n=47) 8 17,02 39 82,98
Toplam 33 22 117 78

n: koyun sayist

4.6. Antikor ELISA

ELISA ile incelenen kan serumlarindan elde edilen sonuglar kit protokoliine
gore degerlendirilerek hesaplamalar1 yapildi (Sekil 4.7). Bu sonuglara gore; 150
koyunun Map e kars1 gelisen antikorlar yoniinden 16’s1 (%10,66) pozitif, 1’1 (%0,66)
siipheli olarak belirlendi. Ornek alman 15 koyun isletmesinin ise 9 (%60) unda en az
bir hayvan paratiiberkiiloz yoniinden pozitif saptanirken, 1, 2, 3, 4, 5 ve 9 numarali

isletmelerde antikor pozitif hayvan tespit edilemedi (Tablo 4.3).
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Sekil 4.7. Koyun kan serumu 6rneklerinin ELISA sonuglar1 (A1 negatif kontrol, B1
ve C1 pozitif kontrol, diger kuyucuklar ise drnekler i¢in kullanildi).

Yaglar1 2 ile 8 (ortalama 4+1,34) arasinda degisen 150 koyundan antikor
ELISA ile pozitif saptananlarin ortalama yas1 4.25+1,39 (3-8 yas), negatiflerin
ortalama yast 3,97+1,34 (2-8 yas), siipheli bulunan bir hayvanin yasi ise 4 olarak
belirlendi. Antikor ELISA ile en yiiksek oranda (%12,6) pozitiflik 5-8 yas araliginda
saptanirken, pozitiflik 2-3 yag araliginda %10, 4 yasli koyunlarda ise %9,3 olarak
tespit edildi (Tablo 4.5). Antikor ELISA ile pozitif ve negatif olarak belirlenen
hayvanlarin test sonuglari ile yas gruplari arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.5. Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen koyunlarin yas gruplarina gore antikor
ELISA sonugclari.

Antikor ELISA

Pozitif Siipheli Negatif
Yas Grubu n % n % n %
2-3 yas (n=60) 6 10 0 0 54 90
4 yas (n=43) 4 9,3 1 2,32 38 88,37
5-8 yas (n=47) 6 12,76 0 0 41 87,23
Toplam 16 10,66 1 0,66 133 88,66

n: koyun sayist
4.7. Gaita Orneklerinin PZR Analizi

Direk gaita 6rneklerinden izole edilen 150 DNA 6rneginin P90/P91 (400 bp)
primer ¢ifti kullanilarak uygulanan iki farkli PZR protokoliiniin her ikisinde de sadece
4 (%2,66)1 1S900 gen bolgesi yoniinden pozitif saptandi (Sekil 4.8). Birinci PZR
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protokoliinde ayrica 500 bp’de non-spesifik DNA bantlari tespit edildi. 150C/921 (229
bp) primer ¢ifti ile ise 40 (%26.66)’inda IS900 gen bolgesi tespit edildi (Sekil 4.9).
IS900 gen bolgesinin tespitinde primer giftleri arasindaki fark istatistiksel yonden
o6nemli bulundu (p<0,01).

Primerler arasinda farkli sonuglar elde edilmesi nedeniyle P90/P91 primer ¢ifti
ile caligilan tiim PZR firiinlerine 150C/921 primer ¢ifti ile nested PZR uygulandi.
Nested PZR analizinde ise 150 gaita 6rneginden elde edilen DNA’larin 40 (%26.66)’1
Map’e spesifik olan IS900 gen bolgesi yoniinden pozitif saptand1 (Sekil 4.10). Nested
PZR ile 150C/921 (229 bp) primer ¢iftinin kullanildig: klasik PZR ile benzer pozitif
sonuglar elde edildi (Sekil 4.11). Bu sonuglara gore; 2, 4, 9 ve 13 numarali isletmelerde
Map’e spesifik IS900 gen bolgesine sahip pozitif hayvan tespit edilemez iken, 1 ve 8
numarali isletmelerde sadece birer hayvan, diger isletmelerde ise 2 ile 7 arasinda
hayvan pozitif olarak belirlendi. PZR analizlerine gore pozitiflik saptanan isletmeler

ve hayvan sayilar tablo 4.6’da verildi.
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Sekil 4.8. P90/P91 (400 bp) primer ¢ifti kullanilarak uygulanan PZR sonuglari. M:
marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map 316 F susu), A: 3 ve 6 pozitif
(69 ve 110 numaral1 6rnek), 1, 2 ,4, 5 negatif ornekler (67, 68, 70, 71 numarali 6rnek),
B: 1-4 pozitif 6rnekler (69, 110,144, 146 numarali 6rnek).
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Sekil 4.9. 150C/921 (229 bp) primer ¢ifti kullanilarak uygulanan PZR analizi
sonuglari. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map 316 F susu), A: 4
ve 6 pozitif (44 ve 46 numarali 6rnek), 1-3, 5 negatif ornekler (41, 42, 43 ve 45
numarali 6rnek), B: 1-4 pozitif (53, 138, 146 ve 147 numarali 6rnek).
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Sekil 4.10. Nested PZR sonuglari. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol
(Map 316 F susu), A: P90/P91 (400 bp) primer ¢ifti kullanilarak uygulanan 1. PZR (1:
102, 2: 108, 3: 110, 4: 142, 5: 144 numarali 6rnek), B: 150C/921 (229 bp) primer ¢ifti
kullanilarak uygulanan 2. PZR (1: 102, 2: 108, 3: 110, 4: 142, 5: 144 numaral1 6rnek).
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Sekil 4.11. Map spesifik 1S900 gen bolgesine yonelik 150C/921 ve P90/91 primer
ciftleri ile uygulanan PZR ve nested PZR sonuglari.

Tablo 4.6. Gaita 6rneklerinde PZR ile paratiiberkiiloz yoniinden pozitiflik saptanan
isletmeler ile koyun sayilari.

PZR (P90/P91) PZR (150C/921) / Nested PZR

isletme No Pozitif (n)  Negatif (n) Pozitif (n) Negatif (n)
1 0 10 1 9

2 0 10 0 10

3 0 10 2 8

4 0 10 0 10

5 0 10 6 4

6 0 10 5 5

7 1 9 2 8

8 0 10 1 9

9 0 10 0 10

10 0 10 7 3

12 0 10 3 7

13 0 10 0 10

14 0 10 2 8

Toplamn (%) 4 (2,66) 146 (97,33) 40 (26,66) 110 (73,33)

n: koyun sayist

100



Yaglar1 2 ile 8 (ortalama 4+1,34) arasinda degisen 150 koyuna ait gaita
orneginin PZR analizlerine paratiiberkiiloz pozitif saptanan hayvanlarin ortalama yasi
4,02+1,18 (2-7 yas), negatif hayvanlarin ortalama yas1 ise 4+1,40 (2-8 yas) olarak
tespit edildi. PZR ile en yiiksek oranda (%29,78) pozitiflik 5-8 yas araligindaki
koyunlarda saptandi. Pozitiflik 4 yasli koyunlarda %25,58; 2-3 yas araligindaki
koyunlarda ise %25 olarak tespit edildi (Tablo 4.7). PZR ile paratiiberkiiloz pozitif ve
negatif olarak belirlenen hayvanlarin test sonuglari ile yas gruplari arasinda istatiksel

olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.7. Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen koyunlarin yas gruplarina gore PZR
sonuglart.

PZR
Pozitif Negatif
Yas Grubu n % n %
2-3 yas (n=60) 15 25 45 75
4 yas (n=43) 11 25,58 32 74,42
5-8 yas (n=47) 14 29,78 33 70,22
Toplam 40 26,66 110 73,34

n: koyun sayist

4.8. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizinde; sadece 150C/921 (229 bp) primer ¢ifti ile (138 numarali
ornek) pozitif (Tablo 4.8) ve her iki primer ¢ifti ile (146 numarali 6rnek) pozitif (Tablo
4.9) olarak degerlendirilen 6rneklerin Map oldugu dogrulandi. P90/P91 primer ¢ifti ile
500 bp’de bant olusturan 6rnek (21 numarali) ise Pseudomonas sp. olarak belirlendi
(Tablo 4.10).
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Tablo 4.8. PZR analizinde pozitif olarak belirlenen 2 6rnegin DNA dizi analizi.

DNA  Primer Cifti (bp)

DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3")

146

P90/P91 (400 bp)

AAGGGTGTTTGGGCCGTCGGCCTTAGGCTT
CGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCTT
TCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG
GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC
TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT
CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT
CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA
CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG
CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT
ACTGCATGGTTATTAACGACGACGCGCAGC
GATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACG
AGGCCGCGCTGCTGGAGTTGATTGCGGCGG
TGACGACGTTGGCCGATGGAGGCGAGGTCA
CTGG

138

150C/921 (229 bp)

CCGCTAATTGACTGATGCGATTGGATCGCT
GTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGTCTGC
TGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTACGGA
GGTGGTTGTGGCACAACCTGTCTGGGCGGG
CGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATTACTG
CATGGTTATTAACGACGACGCGCAGCGATT
GCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACGAGGC
CGCGCTGCTGGAGTTGATT
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Tablo 4.9. Nested PZR ile pozitif olarak belirlenen 6rnegin 1. ve 2. PZR {irlinlerinin
DNA dizi analizi.

DNA  Primer Cifti (bpp)  DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3")
AAGGGTGTTTGGGCCGTCGGCCTTAGGCTT
CGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCTT
TCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG
GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC
TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT
CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT

(1. PZR) CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA

P90/P91 (400 bp) CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG

CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT

ACTGCATGGTTATTAACGACGACGCGCAGC

GATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACG

AGGCCGCGCTGCTGGAGTTGATTGCGGCGG

TGACGACGTTGGCCGATGGAGGCGAGGTCA

CTGG

AAGGGTGTTTGGGGCCGTCGGCCTTAGGCT

TCGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCT

TTCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG

GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC

TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT

CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT

CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA

CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG

CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT

ACTGCATGGTTATTAACGGACGACGGCGCG

ATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAAC

146

(2. PZR)

146 150c/921 (229 bp)
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Tablo 4.10. P90/P91 primer ¢ifti ile 500 bp’de non-spesifik bant gézlenen bir 6rnegin

DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3")

DNA dizi analizi.
DNA Primer Cifti
21 P90/P91

TTCGGGGCCGTCTCAACGTGCTGGTCAATA
CCCTGGGCAAGAACCCGCGTGACCTGTTC
GATGAGTTCGAAGGCAAGAAGATGATCGA
CCTGGGGTCCGGTGACGTTAAATATCACC
AGGGCTTCTCGTCCAACGTCATGACCTCCG
GCGGCGAAGTCCATCTGGCCCTGTCGTTCA
ACCCTTCTCACCTGGAAATCGTTTCTCCGG
TGGTCGAAGGTTCCGTGCGCGCCCGTCAG
GATCGTCGCAAGGATGCAGCCGGTGACAA
GGTCGTTCCGATCAGCATTCACGGCGACG
CCGCCTTCGCTGGTCAGGGCGTGGTCATG
GAGACATTCCAGATGTCCCAGACCCGTGC
TTACAAGACTGGCGGCACTGTACATATCG
TGATCAACAATCAGGTCGGCTTTACCACC
AACCGCCAGGATGACGCCCGCTCCACCGA
ATATTGCACCGACATCGCCAAGATGATTC
AGGCACCGATCTTCCATGTGAATGGTGAT
GATCCGGAAGCCGTGCTATTCGTGACCCA
ACTGGCCGTTGACTATCGTATGCAGTTCAA
GCGTCACGTG

4.9. Map Kolonilerinin PZR ile Dogrulanmasi

Modifiye Middlebrook agar yiizeyinde gelisen 5 farkli gaita Ornegine ait

stipheli kolonilerden elde edilen DNA 6rneklerinin P90/P91 primer ¢ifti ile uygulanan

PZR analizinde 400 bp’de Map’e spesifik pozitif bant saptanamadi. 150C/921 primer

cifti ile uygulanan PZR ve nested PZR analizlerinde ise Map’e spesifik pozitif bantlar

belirlenerek 5 izolatin Map oldugu dogrulandi (Sekli 4.12).
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Sekil 4.12. izole edilen 5 Map izolatinin 150C/921 (229 bp) primer ifti kullanilarak
uygulanan PZR analizi sonuglari. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol
(Map 316 F susu), 1: 46, 2: 61, 3: 102, 4: 103, 5: 108 numaral1 6rnek.

4.10. PZR-REA

Gaita ve kiiltiirden izole edildikten sonra IS900 gen bolgesi tespit edilerek Map
oldugu dogrulanan DNA O6rneklerinin tiplendirilmesi PZR-REA ile yapildi. IS1311
gen bolgesine yonelik M56 ve M 119 primer ¢ifti kullanilarak uygulanan PZR analizi
sonucunda; kiiltiir ve gaitadan izole edilen DNA 6rneklerinde 608 bp’de pozitif bant
saptand1 (Sekil 4.13). Kiiltiirden izole edilen 5 DNA 6rneginin PZR iiriinii ile gaitadan
elde edilen ancak kiiltiir yontemi ile Map yoniinden negatif bulunan ve 608 bp’de
giiclii pozitif bant veren 7 DNA 6rneginin PZR iriinleri Hinfl ve Msel enzimleri ile
kesildi. Analiz sonucunda 12 6rnegin hepsinde 285 bp ve 323 bp’de olmak iizere

koyun tipine (S) spesifik iki bant goriintiilendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. 1IS1311 gen bolgesine yonelik uygulanan PZR analizinde 608 bp’de bant
saptanan DNA o6rnekleri. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map
316 F susu), A: gaitadan izole edilen DNA oOrnekleri (1: 44, 2: 138, 3:110, 4: 112
numarali 6rnek), B: kiiltiirden izole edilen DNA 6rnekleri (1:46, 2:61, 3: 102, 4: 103
numarali 6rnek).
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Sekil 4.14. I1S1311 gen bolgesi pozitif bulunan PZR iiriinlerinin REA sonuglari. M:
marker, 1-5 kiiltiirden izole edilen DNA’larin PZR ftirtinleri (46, 61, 102, 103 108
numarali 6rnek), 6-12 gaitadan izole edilen DNA’larin PZR iirtinleri (53, 69, 96, 138,
142, 144, 146 numaral1 6rnek).

4.11.Tam Yontemlerinin Karsilastirmasi

Tam testleri i¢inde koyunlarda en yiiksek oranda pozitiflik ZN boyama
(%27,33) ve PZR (%26,66) ile saptandi. Bunu sirasiyla IFN-y ELISA (%22), antikor
ELISA (%10,67) ve kiltir (%3,33) yontemleri izledi. Siirii bazinda
degerlendirildiginde; en yiiksek pozitiflik oran1 IFN-y ELISA (%86,67) testi ile elde
edildi ve bu oran PZR ile ZN boyamada %73,33, antikor ELISA’da %60, kiiltiirde ise
%20 olarak saptandi (Tablo 4.11). Kiiltiir yontemi ile elde edilen 5 Map izolatinin 4’1
antikor ELISA ile pozitiflik saptanan siiriilerden (7 ve 11 numarali), 1°i ise negatif
olarak belirlenen siiriiden (5 numarali) izole edildi. Map izolasyonu yapilan 46, 61,

102, 103 ve 108 numaral1 5 koyunun diger testlerindeki analiz sonuglari tablo 4.12°de
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verildi. Altin standart test olarak kabul edilen kiltir sonuglar1t goz Oniinde
bulundurularak paratiiberkiilozun teshisinde kullanilan ZN boyama, PZR, IFN-y ve
antikor ELISA testlerinin sensitivite ve spesifiteleri sirasiyla %80-%74; %60-74; %20-
% 77; %20-%89 olarak hesaplandi.

Tablo 4.11. Tami testlerine gore paratiiberkiiloz pozitif saptanan siirii ve koyun
sayilari.

Siirii Sayis1 (n: 15) Ornek Sayis1 (n: 150)
Pozitif Negatif Pozitif Siipheli Negatif
Tam Testleri n % n % n % n % n %
IFN-y ELISA 13 86,67 2 13,33 33 22 0 0 117 78
Antikor ELISA 9 60 6 40 16 10,67 1 0,67 133 88,66
PZR 11 7333 4 2667 40 2667 O O 110 73,33
ZN boyama 11 7333 4 2667 41 2733 0 0 109 72,67
Kiltiir 3 20 12 80 5 333 0 0 145 96,67

n: koyun sayisi

Tablo 4.12. Kiiltiir yontemi ile Map izole edilen 5 koyunun diger test sonuglari.

Koyun No ZN Boyama  Antikor ELISA  IEN-y ELISA PZR
46 + - - +
61 - - + -
102 + - - +
103 + + - -
108 + - - +

Tan1 amaciyla kullanilan 5 yontemin (IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN
boyama, PZR ve kiiltiir) hepsinde pozitif sonug¢ veren koyun tespit edilmedi.

Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari tablo 4.13’te verildi.
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Tablo 4.13. Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No HayvanNo Yas VKS  ishal IFN-y ELISA Antikor ELISA ZNBoyama PZR  Kiiltiir

1 4 3 - - - - - -

2 3 4 - - - - - -

3 3 3 - + - - - -

4 3 3 - + - - - -

5 5 2 - - - - -

1 6 3 3 - - - - - -
7 3 2 - + - - - -

8 3 3 - - - - - -

9 3 3 - - - - - -

10 2 3 + + - + + -

11 4 3 - - - - - -

12 4 3 + - - - - -

13 3 3 + + - - - -

14 4 3 + - - - - -

5 15 3 2 + - - - - -
16 3 3 + - - - - -

17 3 2 - - - - - -

18 3 3 + + - - - -

19 3 3 + + - - - -

20 3 3 - - - - - -

108



Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No Hayvan No  Yas VKS dshal  IFN-y ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kiiltiir

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

A WODNWWWDNWEDNOWDNDMNEEAREEDEP,PWOWEDN
N WNDNWNWWWROTLOLOTLOTW S OO 01 &~

1

1

1

1

1

1

+ + + + + + + + + o+
1
1
1
1
1
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Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No Hayvan No

Yas

VKS

ishal

IFN-y ELISA  Antikor ELISA ZN Boyama PZR

Kiiltiir

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

o OOl Ol O1O1TO1O1TOTIW W O1OL B DO owdN

WNWPEWDNWWWWPRPOWOWOPEDNEPERPLWWWW
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Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No Hayvan No  Yas VKS  1Tshal IFN-y ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kiiltiir

61 - + - - - +
62
63
64
65
66
67
68
69
70

+ +
+ + +
]
]
]
]

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

ArNP~AbMoooooooooOObhwpbhbpowp~r~rr~r~AdDd
WRPR RPNRPEPDMNWWONRPRRWORRRERWNODNPR
+
1
1
1
1
1
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Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No Hayvan No  Yas VKS  ishal IFN-y ELISA Antikor ELISA ZNBoyama PZR Kiiltiir

81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

10

WNWWWWWWWWMNNDNMNOOWOODNMNMNDNDED
P Wk, WONDPEPNEPEDNMNNODNWWWDNDNWWDND
1
1
1
1
1
1
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Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

isletme No Hayvan No

Yas

VKS

ishal

IFN-y ELISA  Antikor ELISA ZN Boyama

PZR

Kiiltiir

11

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

w

+ +

+ +

12

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

O o o1 o1 o1 BB DB OOODWOOWWRWUDND

P P WRRPNRPRORRRPRPRPRPRPORRERERER

113



Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

isletme No Hayvan No

Yas

VKS

ishal

IFN-y ELISA Antikor ELISA ZN Boyama

PZR

13

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

14

131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

N W NDNDNWPEPBPBSWOGIOT O1 O1 OO OO & O 0K

G w hrr P owdNDNOOFRP DRPFRPOWOFRP WMNMNMNWEFERPFPPRPRPRPPE
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Tablo 4.13. (Devam) Paratiiberkiiloz yoniinden incelenen 150 koyunun test sonuglari.

Isletme No Hayvan No

Yas

VKS

ishal

IFN-y ELISA Antikor ELISA ZN Boyama

PZR

Kiiltiir

15

141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

(o3}

<~ o~ Mo ON

P RPNONNRPRERNEREN

115



Koyunlarin 23 (%31,51)’i PZR, ZN boyama; 5 (%6,85)’1 IFN-y ELISA, ZN
boyama, PZR; 3 (%4,11)’i antikor ELISA, ZN boyama, PZR; 3 (%4,11)’i ZN
boyama, PZR, kiiltiir ve 2 (%2,74)’si ise IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama,
PZR yontemleri ile pozitif olarak belirlendi. Sadece gaitasinda ZN boyama ile AFB’ler
gozlenen ve diger testlerde negatif bulunan bir koyun hari¢, tani testleri ile
paratiiberkiiloz yoniinden pozitif kabul edilen 73 koyundan 27 (%36,98)’sinde IFN-y,
11 (%15,06)’inde ise antikor yaniti saptanirken, 6 (%8.21) koyunda hem antikor ve
hem de IFN-y yanit1 belirlendi. Diger taraftan 73 koyundan 42 (%57,53)’si PZR ve
kiltiir yontemlerinden biri veya her ikisi ile pozitif saptandi. Bu koyunlarin sadece 4
(%9,52)’tinde antikor, 7 (%16,66)’sinde ise IFN-y yaniti saptanirken, 2 (%4,76)
koyunda IFN-y ve antikor yaniti birlikte tespit edildi (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Tan testlerine gore paratiiberkiiloz pozitif saptanan koyun sayilari.

Testler n %

IFN-y ELISA 20 27,39
Antikor ELISA 6 8,22
PZR 3 4,11
IFN-y ELISA, antikor ELISA (slipheli) 1 1,37
IFN-y ELISA, antikor ELISA 1 1,37
IFN-y ELISA, PZR 1 1,37
IFN-y ELISA, kiiltiir 1 1,37
Antikor ELISA, ZN boyama 1 1,37
ZN boyama, PZR 23 31,51
IFN-y ELISA, ZN boyama, PZR 5 6,85
Antikor ELISA, ZN boyama, PZR 3 411
ZN boyama, PZR, kiiltiir 3 4,11
IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama 2 2,74
Antikor ELISA, ZN boyama, kiiltiir 1 1,37
IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR 2 2,74
Toplam 73 100

n: koyun sayist

Antikor ELISA testi ile 6zellikle 2-3 yas ile 5 yas ve tizerindeki gruplarda
pozitif saptanan 16 koyundan 12 (%75)’sinin VKS 1 olarak belirlendi ve 6
(%37,5)’sinda ishal gozlendi (Tablo 4.15). IFN-y ELISA ile cogunlukla 2-3 yas
grubunda (n: 15, %45,45) yer alan ve VKS’lar1 3 olarak belirlenen (n: 19, %57,57) 33
koyun pozitif saptandi ve bu koyunlarin 16 (%48,48)’sinda ishal gozlendi. ZN boyama
metodu ile pozitif olarak belirlenen 41 koyundan 16 (%39,02)’s1 2-3 yas grubunda yer
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aldi. En yiiksek pozitiflik VKS 1 olan hayvanlarda (n: 17, %41,46) saptandi ve bu
koyunlarin 15 (%36,58)’inde ishal tespit edildi. PZR ile 2-3 yas arasindaki koyunlarda
(% 37,5) daha fazla pozitiflik belirlendi. Test ile pozitif belirlenen koyunlarin 13
(%32,5)’tinde ishal gozlenirken, 16 (%40)’ sinin VKS 1 olarak tespit edildi. Map’in
izole edildigi 5 koyundan 3 (%60)’liniin 2-3 yas grubunda, 2 ( 40)’sinin ise 4 yasinda
oldugu belirlendi. Koyunlarin 3 (%60)’iinde ishal gozlenirken, 4 (%80)’tiniin VKS 1
olarak belirlendi. Paratiiberkiiloz yoniinden tan1 testleri ile pozitif ve negatif olarak
degerlendirilen hayvanlar arasinda yas gruplar1 yoniinden istatistiksel bir fark (p>0,05)
saptanmazken, diyare bulgusu ve VKS’lar1 bakimindan fark (p<0,01) anlamli bulundu
(Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Tani testlerine gore paratiiberkiiloz pozitif saptanan koyunlarin yas, ishal
durumu ve VKS sonuglari

Test pozitif Yas . VKS

23 4 » Ishal ¢ 5 3, g
IFN-y ELISA (n=33) 15 10 8 16 5 7 19 1 1
Antikor ELISA (n=16) 6 4 6 6 12 0 3 1 0
ZN boyama (n=41) 16 13 12 15 17 10 10 3 1
PZR (n=40) 15 11 14 13 16 10 8 5 1
Kiiltiir (n=>5) 3 2 0 3 4 0 0 1 0

4.12. Sitokin Diizeyleri

Koyunlarin sitokin diizeylerinin degerlendirilmesinde; IFN-y ELISA, antikor
ELISA, ZN boyama, PZR ve kiiltiir sonuglarina gore paratiiberkiiloz yoniinden pozitif
(n:40) ve negatif  (n:40) olarak belirlenen koyunlarm plazma veya serum

orneklerinden elde edilen OD degerlerinden yararlanildi.

4.12.1. IFN-y Diizeyi

Pozitif hayvanlarda avian PPD antijeni, bovine PPD antijeni ve nil antijeni ile
uyarilan kuyucuklarindan elde edilen IFN-y ortalama OD degerlerinin negatif
hayvanlarin ortalama OD degerlerinden daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.15).

Pozitif ve negatif hayvanlarin avian PPD ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama
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OD’leri arasindaki fark istatiksel bakimdan anlamli bulunurken (p<0,01), nil antijeni
ve bovine PPD antijeni ile uyarilan IFN-y diizeyleri arasinda onemli bir fark
saptanmadi (p>0,05). Pozitif orneklerin avian PPD antijeni ile uyarilan IFN-y
diizeylerinin ortalama OD degerleri (0,5410,34) ile bovine PPD antijeni ile uyarilan
IFN-y diizeylerinin ortalama OD degerleri (0,4440,27) arasinda Onemli bir fark
saptanirken (p<0,01), negatif 6rneklerin avian PPD (0,35+0,18) ve bovine PPD
(0,36+0,16) antijeni ile uyarilan IFN-y diizeylerinin ortalama OD degerleri arasindaki
fark anlamli bulunmadi (p>0,05).

0,54+0,34

o
)}

0,44:0,27 0,45+0,28

0,41+0,22

o
"

,36+0,16 0,36+0,16

o
~

0,2

0,1

Ortalama optik dansite (OD)
o
w

Avian PPD OD Bovine PPD OD Nil OD

B Pozitif Negatif

Sekil 4.15. Paratiiberkiiloz pozitif ve negatif olarak belirlenen hayvanlarin IFN-y
ortalama OD degerleri.

4.12.2. IL-10 Diizeyi

ELISA ile incelenen kan serumlarinin sonuglari kit protokoliine gore
degerlendirildi (Sekil 4.16). Standartlarin OD degerlerinden yararlanilarak cizilen
standart egriye gore 40 pozitif ve 40 negatif koyunun kan serumu 6rneginin 1L-10
diizeyleri hesapland1 (Sekil 4.17). Paratiiberkiiloz pozitif koyunlarin IL-10
diizeylerinin ortalama OD degerleri negatiflerin ortalama OD degerlerinden yiiksek ve

aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0,01).
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Sekil 4.16. Koyun kan serumu orneklerinin ELISA ile IL-10 sonuglar1 (1. ve 2.
stitundaki kuyucuklar standartlar, diger kuyucuklar ise 6rnekler i¢in kullanildi).

IL-10 KALIBRASYON GRAFIiGi

3,5
y =0,0031x + 0,2437
3 R? = 0,9963
2,5
2 ¢ IL-10
1,5
1 L) Dogrusal (IL-10)
0,5
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 4.17. Koyun kan serumu Orneklerinin IL-10 diizeylerinin hesaplanmasinda
kullanilan standart egri.

4.12.3. NP Diizeyi

ELISA ile incelenen kan serumlarinin sonuglari kit protokoliine gore
degerlendirildi (Sekil 4.18). Standartlarin OD degerlerinden yararlanilarak cizilen
egriye gore 40 pozitif ve 40 negatif koyunun kan serumu 6rneginin NP diizeyleri
hesapland (Sekil 4.19). Pozitif ve negatif hayvanlarin NP diizeylerinin ortalama OD

degerleri arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark tespit edilemedi (p>0,05).
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Sekil 4.18. Koyun kan serumu 6rneklerinin ELISA ile NP sonuglari (1. ve 2. siitundaki
kuyular standartlar, diger kuyular ise drnekler i¢in kullanildi).

NEOPTERIN KALIBRASYON

3 GRAFIGI
2 y =0,0193x + 0,0187
R?=0,9795
1 ® & Neopterin
0 Dogrusal
0 20 40 60 80 100 120 (Neopterin)

Sekil 4.19. NP diizeyinin hesaplanmasinda kullanilan standart egri.
4.12.4. Antikor ve Sitokin Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif olarak tanimlanan koyunlarin
antikor ve sitokin diizeylerinin degerlendirilmesinde ELISA testlerinden elde edilen
ortalama OD degerlerinden yararlanildi. IFN-y i¢in avian PPD antijeni ile uyarilmis

kuyucuklardan elde edilen OD degerleri kullanild1 (Sekil 4.20).
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25 2,29+0,87
’ 2,11+0,93

1,5

1 0,68+0,7

0,54+0,34 0,51+0,21
0,35+0,18

0,5 0,19+0,03

0

NP IFN-y IL-10 Antikor
(avian PPD)

W Pozitif ® Negatif

Sekil 4.20. Paratiiberkiiloz pozitif ve negatif koyunlarin antikor, IFN-y, IL-10 ve NP
ortalama OD degerleri.

Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin antikor, IFN-
v, IL-10 ve NP diizeylerinin ortalama OD degerlerinin paratiiberkiiloz negatif
hayvanlardan daha yiiksek oldugu saptandi. Ancak antikor yanit1 saptanan
hayvanlarda ortalama NP diizeyinin negatif hayvanlara gore daha diisiik oldugu
belirlendi (Sekil 4.21). Pozitif ve negatif hayvanlar arasinda antikor, IFN-y ve 1L-10
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak dnemli bir fark olmasina ragmen (p<0,01), NP

diizeyleri arasinda 6nemli bir fark saptanmadi (p>0,05).

Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif olarak belirlenen 40 hayvan arasindan sadece
IFN-y ELISA testi ile pozitif (10 koyun), sadece antikor ELISA ile pozitif (11 koyun),
hem IFN-y ELISA hem de antikor ELISA ile pozitif (6 koyun) saptanan hayvanlar ile
IFN-y ve antikor ELISA testlerinin her ikisi ile de negatif olmasina ragmen, ZN
boyama, PZR veya kiiltiir yontemlerinden herhangi biri ile pozitif (13 koyun) saptanan
hayvanlarin ortalama antikor ve sitokin OD degerleri karsilastirildi (Tablo 4.16). Buna
gore; NP diizeyinin sadece IFN-y ELISA ile ZN boyama, PZR ve kiiltiir ile pozitif
saptanan koyunlarda en yiiksek diizeylerde seyrettigi, antikor yanitinin tespit edildigi
hayvanlarda ise en diisiik diizeylerde oldugu belirlendi. Antikor ELISA testi ile pozitif
saptanan koyunlarin ortalama NP diizeylerinde saptanan bu diisiis istatistiksel olarak

anlamli1 (p<0,01) bulundu. IL-10 diizeyi de NP’de gozlendigi gibi sadece IFN-y ELISA
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testi ile pozitif koyunlarda en yiiksek diizeyde seyretmesine ragmen, diger tani testleri
ile pozitif bulunan hayvanlardaki diizeyinde bir diisiis saptandi, ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Antikor ELISA testi ile pozitif
saptanan koyunlarin sadece IFN-y ELISA, ZN boyama, PZR ve kiiltiir yontemleri ile
pozitif saptanan koyunlara gore antikor diizeyi belirgin bir sekilde yiiksek bulundu
(p<0,01). IFN-y ELISA ile pozitif saptanan hayvanlarda IFN-y diizeyinin de en yliksek
diizeylerde seyrettigi tespit edildi. IFN-y ELISA testi ile negatif bulunmasina ragmen,
antikor ELISA testi ile pozitif saptanan hayvanlarda IFN-y diizeyinde bir diisiis
saptandi, ancak bu disiis istatistiksel olarak dnemli bulunmadi (p>0,05). Diger taraftan
ZN boyama, PZR ve kiiltiir yontemi ile pozitif, ancak IFN-y ve antikor ELISA testleri
ile negatif olarak belirlenen koyunlarin IFN-y diizeyleri IFN-y ELISA ile pozitif
saptananlardan ve hatta negatif kabul edilen 40 koyunun ortalama IFN-y diizeylerinden
cok daha disiik bulundu (Sekil 4.22). IFN-y ELISA testi ile pozitif saptanan
koyunlarin IFN-y diizeyleri ile sadece ZN boyama, PZR ve kiiltiir ile pozitif bulunan
hayvanlarin ortalama IFN-y diizeyleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak onemli
bulundu (p<0,01).

2,5

15

0,5

IFN-y ELISA (+) Antikor ELISA (+) IFN-y ve antikor ELISA (+) ZN boyama, PZR, kiiltiir (+) Negatif

NP IFN-y IL-10 Antikor

Sekil 4.21. Paratiiberkiiloz pozitif ve negatif hayvanlarin teshis testlerine gore antikor
ve sitokin diizeyleri.

122



Tablo 4.16. Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif saptanan 40 koyunun test sonuglarina
gore ortalama antikor ve sitokin OD degerleri.

NP (avi';']\';; oy L0 Antikor
Testler opisp (VD) opisD  ODaSD
IFN-y ELISA (n=10) 2.6500.83 0724029  0.594029 0.2420.10
Antikor ELISA (n=11) 1.8940.77  0.56£020  0.544021 1.27+0.72

IFN-y ve antikor ELISA (n=6) 1,70£0,85 0,76£0,47  0,51+0,18 1,41+0,67
ZN, PZR veya kiiltiir (n=13)  2,63+0,77  02840,16  0,43%0,16 0,20+0,04

SD: standard sapma.

2,5

15

0,5 ——
IFN-y ELISA (+) Antikor ELISA (+) IFN-y ve antikor ELISA (+) ZN boyama, PZR, kiiltiir (+)
NP  e=m@m=|EN-y (avian PPD) e=@==|[-10 ==@==Antikor

Sekil 4.22. Paratiiberkiiloz pozitif hayvanlarin teshis testlerine gore antikor ve sitokin
diizeyleri.
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5. TARTISMA

Paratiiberkiiloz (Johne hastalig1), evcil ve yabani ruminantlar disinda tavsan,
tilki, maymun, porsuk, ¢akal, kus, kedi, rakun gibi hayvanlarda da goriilebilen yavas
seyirli ve hatta 6liimle sonug¢lanabilen bir hastaliktir (Arsenault ve ark., 2014; Eamens
ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Wadhwa ve ark., 2013; Yardimci1, 2006). Karkas
degerinde ve siit liretiminde azalmaya yol agarak hayvancilikta biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan hastaligin sadece ABD'nde yilda 250 milyon dolar zarara neden
oldugu bildirilmistir (Ott ve ark., 1999). Ayrica enfekte hayvanlarin diski ve/veya
stitleri ile kontamine olmus siit ve siit iirlinlerinin insanlar i¢in potansiyel bir bulagsma

kaynagi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ayele ve ark. 2001; Cetinkaya ve ark. 2000).

Paratiiberkiilozun teshisinde; klinik bulgularin yani sira nekropsi, histopatoloji,
bakteriyoskopi, kiiltiir, PZR, humoral ve hiicresel immun yanit1 6l¢en testler gibi farkli
tan1 yontemlerinin kullanildigi, ancak hastaligin yavas seyirli olmasi, enfeksiyonun
farkli evrelerden (erken, subklinik ve klinik donem) olusmasi ve bu evrelerde gelisen
immun yanitin farkli olmasi nedeniyle kullanilan testlerden higbirinin %100 sensitivite
ve spesifiteye sahip olmadigi ve bu nedenle her asamasinda enfeksiyonu tespit
edebilen bir yontemin bulunmadigi bildirilmistir (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE,
2018). Bu calismada da paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan testlerin (IFN-y ELISA,
antikor ELISA, ZN boyama, PZR ve kiiltiir) hepsinde birden pozitif sonug veren bir
koyun tespit edilemedi.

Koyunlarda klinik belirtilerin 2 yasindan itibaren gortldigi, belirtilerin
genellikle kronik kilo kaybi ile sinirli oldugu ve ¢ogu hayvanin 3-5 yaglarinda hastaliga
yenik diistiigli bildirilmistir (Clarke, 1997; Whitlock ve Buergelt, 1996). Sigirlarda
gozlenen yesilimsi ishal bulgusunun aksine koyunlarda ishalin daha az belirgin oldugu
veya hig¢ goriilmedigi belirtilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Carrigan ve Seaman,
1990; Eamens ve ark., 2015). Map ile enfekte 50 koyunun %90’inda klinik olarak
zayiflama dikkati cekerken, ciddi bir ishal bulgusunun bu koyunlarin sadece %20'sinde
gozlendigi bildirilmistir (Carrigan ve Seaman, 1990). Bu c¢alismada, 6rneklenen
koyunlar arasinda paratiiberkiiloz yoniinden en yiiksek pozitiflik oran1 2-3 yas

grubunda (%41,09) tespit edildi. Enfeksiyonun klinik déneminde ZN boyama, antikor
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ELISA, PZR veya kiiltiir yontemi ile teshis yapilabilecegi belirtilmistir (Eamens ve
ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve ark., 2017). Bu galismada da s6z
konusu testler ile paratiiberkiiloz yoniinden pozitif saptanan 52 koyundan 34’iiniin
(%65,38) VKS 1-2 olarak belirlendi. Ayni koyunlarin 18 (%34,61)’inde ishal goriildii.
Asirt derecede stirekli ve figkirir tarzda yesilimsi bir ishal bulgusu bu koyunlarin
sadece 8 (%15,38)’inde dikkati ¢ekti. IFN-y ELISA’nin hastaligin heniiz klinik
bulgularinin gézlenmedigi erken doneminde kullanilabilecegi bildirilmistir (Jungersen
ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010b, VVazquez ve ark., 2013). Bu
calismada da sadece IFN-y ELISA ile pozitif olarak belirlenen 20 koyunun 12
(%60)’sinde hastaliga iliskin klinik bulgu saptanmadi. Istatistiksel olarak hastaligin
yas gruplarina gore goriilme oraninda bir fark olmamasina ragmen, diyare ve zayifligin
hastalik i¢in 6nemli bir klinik bulgu oldugu belirlendi. Hastaligin klinigine yonelik bu
bulgular koyunlarda paratiiberkiiloza iligkin belirtilerin 2 yasindan itibaren
goriilebilecegini ve evresine baglh olarak 2 yas kadar erken bir donemde de IFN-y
ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya kiiltiir gibi yontemler ile hastaligin

tespit edilebilecegi sonucuna varildu.

Paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan ZN boyama yonteminin basit, hizli ve
ucuz bir teshis metodu olmasina ragmen, tespit edilebilir bakteri limitinin 10° bakteri/g
doku oldugu ve bu ydntemle sadece zarar gérmemis hiicrelerin boyandigi rapor
edilmistir (Thoresen ve ark., 1994). Ayrica bu yontem ile Map’in diger mikobakteri
tiirlerinden ayiriminin yapilamamasi ve sensitivite ile spesifitesinin de oldukca diisiik
olmasi nedeniyle yanlis negatif sonug alinabilecegi bildirilmistir (Eamens ve ark.,
2015; OIE, 2008; Ris ve ark., 1988; Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009;
Zimmer ve ark., 1999). Bu calismada rastgele 6rnekleme ile segilen koyunlardan
aliman gaita Orneklerinden direkt hazirlanan preparatlarin ZN boyama ile 33
(%22)’iinde, sedimentlerinden hazirlanan preparatlarin ise 41 (%27,33)’inde AFB’ler
gozlendi. Ayni gaita Orneklerinin kiiltiriinden (%3,33) elde edilen orandan daha
yikksek pozitiflik saptandigi icin bu durumun diger mikobakterilerden
kaynaklanabilecegi diisiiniildii (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008). Ancak bir 6rnek
haricinde ZN boyama ile AFB go6zlenen 40 koyunun PZR, kiiltiir veya antikor ELISA

testlerinden herhangi biri ile Map yoniinden pozitif oldugu belirlendi. Bu nedenle ZN
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boyamanin, sensitivite ile spesifitesinin diisiik oldugunu bildiren arastirmacilarin (Ris
ve ark., 1988; Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009; Zimmer ve ark., 1999)
aksine, siirli taramalar1 i¢in kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ayrica direk gaitaya
oranla sedimentten hazirlanan preparatlarin incelenmesi ile daha fazla sayida 6rnek
pozitif tespit edildi (p<0,01) ve preparatlarda AFB sayisinin arttig1 goriildii. Bu sonug,
gaita Orneklerine uygulanan santrifiij ve dekontaminasyon isleminin testin
sensitivitesini arttirabilecegini ve daha dogru sonu¢ alinabilecegini bildiren
aragtirmacilart (Saym, 2010; Singh ve ark., 2010; Singh ve ark.,, 2013b)
desteklemektedir. Coelho ve ark. (2008a), klinik bulgu goésteren ve paratiiberkiiloz
oldugu serolojik, histolojik ve mikrobiyolojik olarak dogrulanan 26 koyundan alinan
gaita ve doku 6rneklerini ZN boyama yontemi ile incelemis ve yontemin sensitivitesini
gaita ve dokulardan hazirlanan preparatlarda sirasiyla %61,5 ve %76,9 olarak
hesaplamistir. Sunulan bu ¢alismada da altin standart test olarak kabul edilen kiiltiir
sonuglart géz o6niinde bulundurularak direk gaitadan ve sedimentten hazirlanan ZN
boyama yontemlerinin sensitivite ve spesifite oranlari sirastyla %60-%79 ve %80-%74
olarak hesaplandi ve bu oranlar Coelho ve ark. (2008a) tarafindan bildirilen oranlara

benzer bulundu.

Koyunlarda bagirsak dokularindan yapilan kiiltiirlin paratiiberkiiloz tanisinda
altin standart olarak kabul edilmesine ragmen, canli hayvanlarda doku yerine fekal
kiiltiiriin kullanilabilecegi ve kiiltiir yonteminin %100 spesifiteye sahip yani yanlis
pozitif sonuglar vermeyen tek test oldugu ileri stiriilmistiir (Nielsen ve Toft, 2008;
OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010). Bu ¢alismada rastgele dérnekleme metodu
ile secilen 150 koyundan alinan gaita 6rneklerinden 5’inde AFB izolasyonu yapildi ve
izolatlarin hepsi PZR ile Map olarak dogrulandi. Bu sonug, kiiltiir metodunun yanlis
pozitif sonu¢ vermedigini ve spesifitesinin %100 oldugunu rapor eden arastirmacilari
(Ayele ve ark., 2001; Nielsen ve Toft, 2008; Sirak, 2010; Whittington, 2010)
desteklemektedir. Uygulanan kiiltiir protokolleri arasindaki farkliliklarin testin
sensitivitesini etkileyebilecegi bildirilmistir (Harris ve Barletta, 2001; Whittington,
2010). Eamens ve ark. (2000), sigir gaitalarindan radyometrik bir sivi kiiltiir yontemi
(BACTEC) ile %89 oraninda izolasyon sagladiklari halde klasik kati kiiltiir

yonteminde bu oran1 %68 bulduklarini ve sensitivitesi radyometrik yontemden daha
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diisiik olan kiiltiir yontemi ile etkenin ancak 12-16 haftada tlireyebilecegini veya bazen
hi¢ lireme olmayacagini rapor etmistir. Koyun ve kecilerde ise ince barsaklarin son
boliimii ile ileosekal valf ve lenf diigiimlerinden yapilan kati kiiltiiriin spesifitesi %100,
sensitivitesi ise %9 olarak belirlenmistir (Sirak, 2010). Bu ¢aligmada da kat1 kiiltiir
yontemi kullanildi ve tiim tanmi testleri dikkate alinarak 73 koyun paratiiberkiiloz
yoniinden pozitif bulunmasina ragmen, bu hayvanlardan sadece 5’inde Map izole
edilebildi. Izolasyon oranin az olmasina diger aragtirmacilarin (Eamens ve ark., 2000;
McDonald ve ark., 1999; Sirak, 2010; Whittington, 2009; Whittington ve ark., 1999a)
da belirttigi gibi kat1 kiiltiir yonteminin diisiik sensitiviteye sahip olmasinin neden

olabilecegi diisiiniildii.

Gaita 6rnekleri i¢in dnce HPC ve sonra antimikrobiyal maddeleri iceren yari-
kuvvetli BHI buyyon ile iki asamali inkiibasyon olarak uygulanan dekontaminasyon
yonteminin yaygimn kullanildigi bildirilmis (Whittington, 2010) ve bu yoOntemin
kiiltiirtin duyarliligin arttirdign ileri siirtilmiistiir (Eamens ve ark., 2000; McDonald ve
ark., 1999; OIE, 2008). Bu c¢alismada HPC ve antimikrobiyal maddeleri i¢eren yari-
kuvvetli BHI buyyon ile ¢ift inkiibasyon metodu kullanildi ve gaita 6rneklerinin
sadece 5’inden Map izole edildi. Baz1 arastirmacilar (Dundee ve ark., 2001; Gao ve
ark., 2005; Sweeney ve ark., 1992), iki asamali protokol yerine, genellikle siit ile doku
ornekleri i¢in Onerilen ve sadece %0,75 HPC’nin kullanildigr tek asamali
inkiibasyonun Map'e daha az zarar verecegini ifade etmistir. Antimikrobiyal maddeler
kullanilmadan ve sadece HPC ile doku 6rneklerinin uzun siire inkiibe edilmesinin
Ozellikle Map’in S tipinin iiremesi lizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig: ileri
strilmiistir (Reddacliff ve ark., 2003). Ayrica koyunlardan alinan bagirsak dokusu ve
iligkili lenf diigiimii HPC ile dekontamine edildikten sonra modifiye BACTEC 12B
besiyerine ekilmesinin yeterli olduguna ve bu sekilde yapilan kiiltiirde kontaminasyon
oraninin %0,2’den daha az bulunduguna dikkat cekilmistir (Whittington, 2009).
Sunulan bu calismada, gaita Orneklerinden ZN boyama ve PZR’a gore az sayida
pozitiflik belirlenmesinde kiiltiir i¢in kullanilan ¢ift asamali inkiibasyon yonteminin
rolii olabilir. Zira birgok arastirmaci (Cousins ve ark. 1995; Dundee ve ark., 2001; Gao
ve ark., 2005; Sweeney ve ark., 1992; Whittington, 2009; Whittington, 2010;
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Whittington ve ark., 1999a) ¢ift asamali inkiibasyonun Map canliligin1 etkileyerek

izolasyon oranini azaltabilecegine dikkat cekmistir.

Uygulanan ydntemin sensitivitesinin yani sira izolasyonu etkileyen en 6nemli
problemlerden birisinin kontaminasyon oldugu belirtilmistir (Eamens ve ark., 2015;
Whittington, 2010). Gaita ve bagirsak doku orneklerinde Map’in diger bakteri ve
mantarlara gére daha az miktarda bulundugu ve izolasyon sansinin istenmeyen
mikroorganizmalarin etkin bir sekilde inaktive edilmesine bagli olacag: bildirilmistir
(Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008). Kim ve ark. (1989), HEYM besiyerine sigir gaita
orneklerinden sadece sedimantasyon ve sedimantasyon ile takibinde uygulanan
santrifiij sonrasi yapilan ekimlerde sirasiyla %26 ve %60 oraninda kontaminasyon
goriildiigiinii rapor edilmistir. HPC ve antimikrobiyal maddelerin kullanildig: ¢ift
asamal1 inkiibasyon metodunda ise bu oran %30 (Secott ve ark., 1999), sadece HPC
ile bir gece inkiibasyona birakildiginda da %44 (Cousins ve ark., 1995) olarak
bildirilmistir. Whittington (2009) ise iki asamal1 inkiibasyonda kontaminasyon oranini
%7 olarak rapor etmistir. Bununla birlikte bazi kontamine besiyerlerinde Map’in de
izole edilmesi veya yogun kontaminasyon gdzlenen besiyerlerinde inkiibasyonun
sonlandirilmasi nedeniyle fekal kiiltiirlerdeki kontaminasyon oranlarinda bir karigiklik
olduguna dikkat cekilmistir (Whittington, 2009). Orneklerin dekontaminasyonunda
¢ift inkiibasyon metodunun kullanildigi bu g¢alismada; HEYM’de 52 (%34,66),
modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde ise 70 (%46,66) ornekte kontaminasyon
belirlendi. Bu besiyerlerinden yogun kontaminasyon gézlenen 12 (%8) HEYM ve 36
(%24) modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde inkiibasyon islemi sonlandirildi.
Tespit edilen kontaminasyon oranlar1 diger arastiricilar tarafindan bildirilen (Cousins
ve ark., 1995; Kim ve ark., 1989; Secott ve ark., 1999) oranlara benzer bulundu. Ayrica
bu caligmada yiiksek enterik bakteri yiikii nedeniyle gaita 6rneklerinde HPC ve
antimikrobiyal maddelerden olusan iki asamali bir dekontaminasyon uygulanmasina
ragmen, yogun Bacillus sp. kontaminasyonu ile karsilasildi. Besiyerlerine ilave edilen
malagit yesili, sikloheksimid, amfoterisin B, vankomisin, nalidiksik asit,
kloramfenikol, penisilin G, polimiksin B, trimetroprim, azlosilin ve ampisilin gibi
antimikrobiyallerin Map tiremesini engelleyip engellemedigi konusu heniiz tam olarak
bilinmemektedir (Gumber ve Whittington, 2007; Stabel, 1997; Whittington, 2009;
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Whittington ve ark., 1999a). Whittington (2009) tarafindan BACTEC besiyerine
ampisilin ilave edilmesinin koyun gaita Orneklerinden Map izolasyonunu
engellemedigi gibi kontaminasyon oranini da %7’ye kadar azalttig1 bildirilmistir. Bu
calismada da yiiksek oranda kontaminasyon saptanmasi nedeniyle gaita kiiltiiriinde
kontaminasyon oranim1 azaltacak daha i1yi bir metoda veya dekontaminasyon
metodunun ampisilin gibi antimikrobiyal bir madde ilavesi ile modifiye edilmesine
ihtiyagc  oldugu sdylenebilir. Ancak mevcut protokollerin, besiyerlerinin
sensitivitesinde azalmaya veya kontaminasyon oraninda artiga yol agmayacagi
kesinlestirilmeden, degistirilip degistirilemeyecegi konusunun hala belirsiz oldugu da
agiklanmistir (Whittington, 2010). Ornegin besiyerine ilave edilen vankomisinin
Map’in S tipinin tiremesini engelledigi, ancak C tipi lizerinde inhibitor etkisinin daha
az oldugu belirtilmistir (Gumber ve Whittington, 2007). Ayrica dekontaminasyon
isleminin ikinci asamasinda kullanilan antibiyotik karigimi i¢inde vankomisinin
bulunmasi nedeniyle bu asamadaki inkiibasyon siiresinin daha kisa tutulabilecegi,

ancak bu durumda kontaminasyon riskinin artabilecegi de bildirilmistir (Whittington,
2009).

Kiiltlir duyarliliginin sadece dekontaminasyon asamasina degil ayn1 zamanda
kullanilan besiyeri ile izole edilecek Map’in tipine gore degisebilecegi bildirilmistir
(Whittington, 2010). S tipi Map suslarmin HEYM, LJ veya MGIT ParaTB
besiyerlerinde zor tiredikleri veya hi¢ tiremedikleri, modifiye Middlebrook 7H10 agar,
7H11 agar ve BACTEC 12B besiyerlerinde ise makul inkiibasyon siiresi i¢inde
tiredikleri rapor edilmistir (Collins ve ark., 1990b; Eamens ve ark., 2015; Whittington,
2009; Whittington, 2010). Bu calismada da koyun gaita orneklerinden izole edilen
smooth koloni yapisina sahip 5 Map izolatinin IS1311 PZR-REA ile S tipi olduklari
belirlendi ve hepsi sadece modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde iiredi. C tipi
suglara gore S tipindeki suslarin {iretilmesinin zor olmasi nedeniyle BACTEC 460 ile
modifiye BACTEC 12B gibi s1v1 besiyerlerinin kullanilmas1 dnerilmistir (Eamens ve
ark., 2015; Whittington, 2009; Whittington ve ark., 1999a; Whittington ve ark., 2011).
Koyun gaita d6rneklerinden Map izolasyonu i¢in modifiye Middlebrook 7H10 agar ile
BACTEC 12B sivi besiyeri kullanilmis ve BACTEC 12B besiyerinde pozitif saptanan
orneklerden sadece %37’sinin modifiye Middlebrook 7H10 agarda tiredigi rapor
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edilmistir (Whittington, 2009). Jakobsen ve ark. (2000), koyun suslari igin kesinlesmis
bir kiiltiir protokoliiniin olmadigina ve kiiltiir duyarliliginin ancak %10 olabilecegine
dikkat ¢ekmis olmasina ragmen, bu ¢alismada HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10
agar olmak tizere sadece kat1 besiyeri kullanilmasinin izolasyon sayisinin az olmasinda

etkisi olabilir.

Hastaligin klinik asamasinda olan hayvanlarin giinde bir gram gaita ile
ortalama 108 veya 10 sayida bakteriyi disari ¢ikarabilecegi (Whittington ve ark.,
2000) ve bu hayvanlardan etkeninin genellikle izole edilebilecegi (OIE, 2008;
Whitlock ve ark., 2000; Whitlock ve ark., 2005) bildirilmistir. Bununla birlikte ciddi
klinik bulgular gézlenen koyunlarda izolasyon oraninin %8 oldugu da rapor edilmistir
(Menzies, 2001). Enfeksiyonun erken evresinde gaita ile atilim olmadig1 igin izolasyon
yapilamayacagi (Menzies, 2001), klinik bulgu gostermeyen subklinik enfekte
hayvanlarin ise gaitalar1 ile az sayida (10* kob/g disk1) da olsa etkeni ¢ikarabilecekleri
(OIE, 2008; Wadhwa ve ark., 2013; White ve ark., 2010), ancak gaita ile atilimin
aralikli olmasi nedeniyle bu hayvanlarda gaitadan izolasyon sansinin azalabilecegi
ileri siiriilmiistiir (Clarke, 1997; Correa-Valencia ve ark., 2017; Kawaji ve ark., 2011;
McDonald ve ark., 1999; OIE, 2008; Stevenson, 2010b; Whitlock ve ark., 2000;
Whittington, 2010). Rastgele drnekleme ile segilen 580 kegi ve 397 koyundan alinan
gaita Orneklerinin RT-PZR ve BD BACTEC™ MGIT™ 960 kiiltir sistemi
kullanilarak Map yoniinden incelendigi bir ¢alismada (Bauman ve ark., 2016a),
inkiibasyon siiresi ile iliskili olarak gaita kiiltiiriniin sensitivitesinin ke¢i ve
koyunlarda sirasiyla %23,1-%42,7 ile %5,8-%19 arasinda degistigi rapor edilmistir.
Bu c¢alismada Map’in izole edildigi koyunlardan 4’tinde zayiflik ve ishal gibi klinik
bulgular saptanmasina ragmen, 1’inde higbir bulgu goézlenmedi ve bu koyunun
enfeksiyonun subklinik doneminde olabilecegi varsayildi. Ayrica bir isletmede
ornekleme yapilan 10 koyundan 8’inde zayiflik ve figkirir tarzda yesilimsi ishal gibi
ciddi klinik bulgular gézlenmesine ragmen, sadece 3 hayvanin gaitasindan Map izole
edilebildi. Bu bulgular koyunlarda gaita kiiltiirii ile her zaman etkenin izole
edilemeyecegini bildiren arastirma sonuglarin1 (Bauman ve ark., 2016a; Jakobsen ve
ark., 2000; Menzies, 2001; Whittington ve ark., 2011) desteklemektedir.
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Map enfeksiyonunda en erken tespit edilebilir immun yanitlardan birisinin
IFN-y {iretimi oldugu ve bu nedenle subklinik enfekte hayvanlarin belirlenmesi i¢in
IFN-y ELISA testinin en iyi segenek oldugu ileri siiriilmiistiir (Alverez ve ark., 2008;
Jungersen ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010; Vazquez ve ark.,
2013). Ancak paratiiberkiilozun teshisinde IFN-y ELISA i¢in heniiz standart bir
yorumlama kriteri bulunmamaktadir (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve ark.,
1999). Test icin PPDa-PBS>0,05 kriteri kullanildiginda ¢ok sayida subklinik enfekte
hayvanin tespit edilebildigi agiklanmistir (Jungersen ve ark., 2002, Reddacliff ve
Whittington, 2003). Diger taraftan PPDa’nin PPDb’den daha biiyilk ve PPDa-
PBS>0,05 olmasi durumunda hayvanlarin paratiiberkiiloz yoniinden daha dogru bir
sekilde pozitif olarak degerlendirilebilecegi ileri siiriilmiistiir (Alverez ve ark., 2008;
Vazquez ve ark., 2013). Bu kriterin kullanildig1 bir ¢alismada (Vazquez ve ark., 2013),
IFN-y ELISA ile pozitif olarak belirlenen hayvanlarin ¢ogunlugunun gaitasinda Map
tespit edilmedigi (%63,9) gibi ciddi bir doku hasar1 da (%86,1) saptanmamis ve bu
nedenle bu yontem ile yorumlama kriterinin gen¢ veya enfeksiyonun erken
donemindeki hayvanlarin belirlenmesi i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir (Vazquez
ve ark., 2013). Bu c¢alismada da Alverez ve ark. (2008) ve Vazquez ve ark. (2013)
tarafindan bildirilen kriter kullanildi ve 150 koyundan 33 (%22)’l pozitif saptandi.
Kullanilan teshis testleri arasinda ZN boyama (%27,33) ve PZR (%26,66)’dan sonra
en yiiksek pozitiflik orani bu test ile belirlendi. Siirii bazinda degerlendirildiginde ise
en yiiksek pozitiflik oran1 IFN-y ELISA (%86,67) ile elde edildi. Caligmada diger
testler de dikkate alinarak paratiiberkiiloz yoniinden pozitif kabul edilen 73 koyundan
20 (%27,39)’si sadece IFN-y ELISA ile pozitif bulundu. Bu koyunlarda higbir klinik
bulgunun gézlenmemesi ve gaitalarinda Map’in de tespit edilmemesi nedeniyle bu
hayvanlarin diger arastirmacilarin (Alverez ve ark., 2008; Jungersen ve ark., 2002;
Reddacliff ve Whittington, 2003; Vazquez ve ark., 2013) da bildirdigi gibi

enfeksiyonun erken veya subklinik doneminde olabilecekleri diistiniildii.

Kullanilan farkli yorumlama kriterlerine bagl olarak sigir (Alverez ve ark.,
2008; Jungersen ve ark., 2002; Kalis ve ark., 2003; McDonald ve ark., 1999) ve
koyunlarda (Gwozdz ve ark., 2000; Reddacliff ve Whittington, 2003; Robbe-
Austerman ve ark., 2006a) IFN-y ELISA’nin sensitivite ve spesifitesi farkl
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bulunmustur. Deneysel olarak enfekte edilen koyunlarda testin sensitivitesi
bakteriyolojik kiiltiir ile karsilastirildiginda %66,7 olarak saptanmis, enfekte olmayan
stirilerde de spesifitesi %98,3 olarak hesaplanmistir (Robbe-Austerman ve ark.,
2006a). Reddacliff ve Whittington (2003) ise testin sensitivitesini %83, spesifitesini
ise %56 olarak hesapladiklarini bildirmistir. Bu ¢alismada altin standart test olarak
kabul edilen kiiltiir sonuglar1 g6z 6niinde bulundurularak IFN-y ELISA’nin sensitivite
ve spesifite oranlar sirastyla %20-%77 olarak hesaplandi. Deneysel enfekte edilen
hayvanlardan elde edilen test sonuglari (Gwozdz ve ark., 2000; Reddacliff ve
Whittington, 2003; Robbe-Austerman ve ark., 2006a) dikkate alindiginda testin
sensitivitesinin diisiik bulunmasinda bircok nedenin olabilecegi ve bunlar arasinda; I)
diger tani testleri ile klinik olarak enfekte olan hayvanlarin belirlenebilmesine ragmen,
IFN-y ELISA ile erken veya subklinik donemdeki hayvanlarin tespit edilebilir olmasi,
II) klinik donemdeki hayvanlarda hiicresel immun yanitin diisiik olmasindan dolay1
IFN-y ELISA ile bu hayvanlarin negatif olarak saptanabilmesi, III) hastaligin ileri
donemlerinde gelisen anerji nedeniyle IFN-y ELISA ile pozitif hayvanlarin
belirlenememesi, 1V) kiiltiir metodu ile klinik asamadaki hayvanlar tespit
edilebilirken, erken veya subklinik donemdeki hayvanlar1 saptayabilen altin standart
bir testin olmamasi gibi nedenlerin sayilabilecegi diisiiniildii. Diger taraftan Stewart
ve ark. (2004) tarafindan koyunlarda yiiriitiilen deneysel bir ¢aligmada, S tipi suslarin
C tipi suslara nazaran daha az patojen oldugu ve bunun sonucunda da IFN-y yanitinin
daha diisiik diizeyde ve daha kisa siireli oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada da kiiltiir
yontemi ile izole edilen tim Map izolatlarinin S tipi olmasi nedeniyle enfeksiyonun
latent donemindeki koyunlarda IFN-y diizeyinin kisa siireli veya diisiik diizeyde

olabilecegi ve bu durumun da testin sensitivitesini etkileyebilecegi kanisina varildi.

Hastaligin erken evresindeki hayvanlarin Map-spesifik antikorlarin 6l¢timiine
dayanan ELISA ve kiiltiir ile siklikla negatif olarak teshis edildigi rapor edilmistir
(Magombedze ve ark., 2017). Subklinik donemde antikor diizeyinin genellikle diisiik
oldugu, ancak bu donemin ge¢ asamalarinda hayvanlarin diski ile etkeni aralikli olarak
c¢ikarabilecekleri bildirilmistir (Nielsen, 2010; Stevenson, 2010; Wadhwa ve ark.,
2013; Whittington ve ark., 2017). Bu evredeki hayvanlarin yaklasik %10’ unda IFN-y

ve antikor yanitinin saptanabilecegi (Jungersen ve ark., 2012) ve 6zellikle IgG1 sinifi
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antikorlarin subklinik enfeksiyonun oOzellikle orta ve ileri asamalarinda tespit
edilebilecegi (Nielsen, 2010; Stevenson, 2010; Wadhwa ve ark., 2013; Whittington ve
ark., 2017) rapor edilmistir. Nielsen (2010), enfekte sigirlarda tespit edilebilir diizeyde
gaita ile Map atilim1 baslamadan 6nce antikor iiretiminin olabilecegini, ancak Map
atiliminin ¢ok az oldugu hayvanlarda yani enfeksiyonun erken evrelerinde antikorlarin
tespit edilemeyebilecegini belirtmistir. Diger taraftan Ozellikle koyunlarda klinik
asamasinda dahi serolojik testler ile negatif sonuclar alinabilecegi rapor edilmistir
(Hope ve ark., 2000; Nielsen, 2010; Stewart ve ark., 2004). Bu ¢alismada 150 koyunun
Map ‘e kars1 gelisen antikorlar yoniinden 16’s1 (%10,66) pozitif, 1’1 (%0,66) siipheli
olarak belirlendi. Tan1 testleri ile paratiiberkiiloz yoniinden pozitif kabul edilen 73
koyundan 27 (%36,98)’sinde IFN-y, 11 (%15,06)’inde ise antikor yanit1 saptanirken,
6 (%8.21) koyunda hem antikor ve hem de IFN-y yanit1 belirlendi. Ayn1 zamanda
pozitif bu 73 koyundan 42 (%57,53)’si PZR ve kiiltiir yontemlerinden biri veya her
ikisi ile pozitif saptandi. Bu koyunlarin sadece 4 (%9,52)’tinde antikor, 7
(%16,66)’sinde ise IFN-y yanit1 saptanirken, 2 (%4,76) koyunda IFN-y ve antikor
yanit1 birlikte tespit edildi. Bu sonuglara gore; sadece IFN-y yanitinin saptandigi
koyunlarin enfeksiyonun erken veya subklinik donemin erken asamasinda, hem
antikor hem de IFN-y yanitinin saptandig1 koyunlarin subklinik dénemin orta veya geg
doneminde, sadece antikor yanitinin saptandig1 hayvanlarin ise subklinik donemin geg
asamasinda veya klinik donemde olabilecegi sonucuna varildi. Antikor yanitinin
saptanmadigi, ancak PZR veya kiiltiir yontemi ile pozitif bulunan koyunlarin ise Map
atilimimin ¢ok az oldugu enfeksiyonun erken evrelerinde veya klinik agamanin

ilerlemesi ile gelisen anerjik doneminde olabilecekleri diisiiniildii.

Antikor ELISA testinin sensitivitesinin enfeksiyonun agsamasina, Map’in gaita
ile atilim diizeyine ve hayvanlarin yasina bagli olarak degisebilecegi bildirilmistir
(Eamens ve ark., 2015; Nielsen ve Toft, 2008; OIE, 2008). Enfekte hayvanlarin
saptanmasinda antikor ELISA testinin sensitivitesinin diisiik (yaklasik %5-30) oldugu
(Nielsen ve Toft, 2006) ve gaita kiiltliri ile paratiiberkiiloz oldugu tespit edilen
sigirlarin ancak %30-40’min ELISA ile pozitif olarak saptandigi (Whitlock ve ark.,
2000) bildirmistir. Bir baska ¢alismada (Jubb ve ark., 2004) ise tiim yas gruplar igin

testin ortalama sensitivitesinin yaklasik %15 olacagi belirlenmistir. Bu ¢alismada da
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kullanilan antikor ELISA’nin kiiltiir yontemi ile karsilastirildiginda sensitivitesi diger
arastirma sonuglarina benzer (Jubb ve ark., 2004; Nielsen ve Toft, 2006; Whitlock ve
ark., 2000) ve %20 olarak bulundu.

Paratiiberkiiloz tanisinda kullanilan PZR ve kiiltiir yontemleri karsilastirilmig
ve PZR ile daha fazla sayida 6rnegin pozitif saptandigi agiklanmistir (Coelho ve ark.,
2017; Kumar ve ark., 2012). Benzer sekilde bu ¢alismada da PZR ile 40 6rnek pozitif
belirlenirken, sadece 5 drnekte izolasyon yapilabildi. Kiiltiir ile karsilastirildiginda
PZR analizinin sensitivite ve spesifite oranlari sirasiyla %60-%74 olarak hesaplandi.
Sunulan ¢alismada ticari bir diski ekstraksiyon kiti (ZR Quick-DNA™ Fecal/Soil
Microbe Miniprep Kit, Zymo Research Corp., USA) kullanildi. Bu kitin diger ticari
kitlere gore PZR sensitivitesini %94 oraninda arttirabildigi (Leite ve ark., 2013) ve
gaitada az miktarda bakteri olan (1-10 kob) enfekte hayvanlarin dahi tespit edilmesini
saglayabildigi (Mita ve ark., 2016) agiklanmistir. Diger taraftan gaitadaki canli veya
olii bakteri sayisi az olsa dahi PZR ile saptanabilecegi bildirilmistir (Plain ve ark.,
2014; Whittington ve ark., 2017). Gaita ile ¢ikarilan bakteri sayisinin az veya ¢ok
olmasi yaninda canli veya 6lii olmasinin testi etkilememesi ve digki ekstraksiyon
Kitinin sensitivitesinin yiiksek olmasi gibi nedenlere baglh olarak ¢alismada kiiltiire

oranla PZR ile daha fazla sayida pozitiflik saptandigi kanisina varildi.

El-Malek ve ark. (2015) Map’in teshisine yonelik farkli gen bolgeleri ile farkl
primer ¢iftleri kullanarak karsilastirma yaptiklari ¢alismalarinda; IS900 gen bolgesi ve
150C/921 primer ciftinin kullanildigi PZR analizlerinde daha iyi sonug¢ aldiklarini,
nested PZR ile 150C/921 primer ¢ifti ile uygulanan konvansiyonel PZR analizinin
%100 sensitiviteye sahip oldugunu agiklamistir. Diger taraftan Whittington ve ark.
(1999b) 150C/921 primer ¢iftinin yanlis pozitif sonug vermedigini rapor etmistir. Bu
calismada direk gaitadan izole edilen DNA o6rneklerinde IS900 gen bolgesine yonelik
150C/921 ve P90/P91 olmak iizere iki farkli primer ¢ifti kullanildi. 150C/921 primer
ciftinin kullanildig1 konvansiyonel PZR ile birlikte daha fazla sayida gaita ornegi
pozitif saptandi. Diger taraftan gaita kiiltiiriinden elde edilen 5 Map izolatinin tiimii
150C/921 primer cifti ile pozitif saptanirken, P90/P91 primer cifti ile hicbir izolatta
Map DNA’s1 tespit edilemedi. Bu nedenle diger arastiricilarin (EI-Malek ve ark., 2015;
Whittington ve ark., 1999b) da belirttigi gibi 150C/921 primer ¢iftinin kullanildig1
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PZR ile enfekte hayvanlarin daha dogru olarak saptanabilecegi sonucuna varildi. Diger
taraftan nested PZR analizlerinde ilk PZR iiriiniiniin ikinci PZR i¢in kalip DNA olarak
kullanilmas1 nedeniyle inhibitér madde oraninda azalma olacagi ve bu nedenle
konvansiyonel PZR’undan daha dogru sonug aliabilecegi bildirilmistir (Bolske ve
Herthnek, 2010; Leite ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2012). Bu ¢alismada da primerler
arasinda farkli sonuglar elde edilmesi nedeniyle P90/P91 primer c¢ifti ile ¢calisilan tiim
PZR iirlinlerine 150C/921 primer c¢ifti ile nested PZR uygulandi. Nested PZR’da
150C/921 primer c¢iftinin kullanildig1 konvansiyonel PZR ile ayni sonug elde edildi.
Bu bulgu, kullanilan primer ¢iftinin sensitivitesi (EI-Malek ve ark. 2015; Whittington
ve ark., 1999b) ile birlikte inhibitér madde oranindaki azalmanin (Bolske ve Herthnek,
2010; Leite ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2012) PZR uygulamalarina etkisi olacagini

bildiren ¢alismalar1 desteklemektedir.

Koyun ve sigir tipi Map suslarinin IS900 gen bolgesinin niikleotid dizisinde
biiyiik farkliliklar tespit edilmistir (Castellanos ve ark., 2009; Semret ve ark., 2006;
Sohal ve ark., 2009). Genom ¢alismalarinda da koyun ve sigir tipi Map suslarinda
saptanan inversiyon, insersiyon/delesyon ve duplikasyonlar nedeniyle farkliliklar
oldugu dikkat c¢ekmistir (Bannantine ve ark., 2012; Castellanos ve ark., 2009;
Stevenson, 2015). Niikleotid diizeyinde ise tek niikleotid polimorfizminin saptandigi
koyun S397 ve sigir K-10 suslarinin birbirine taban tabana zit oldugu rapor edilmistir
(Bannantine ve ark., 2012). Diger taraftan Whittington ve ark. (1999b), PZR
uygulamalarinda IS900'in uzun fragmentlerine nazaran kisa fragmentlerinin amplifiye
edilmesinin daha dogru olacagimi ifade etmistir. Bu tez calismasinda da P90/P91
primer ¢ifti ile direk gaitadan sadece 4 DNA 6rneginin pozitif ve kiiltiirden izole edilen
S tipi Map izolatlarinin bu primer ¢ifti ile negatif olarak degerlendirilmesinde;
amplifiye olacak fragmentin daha uzun olmasindan veya hedef gen bdlgesinin
niikleotid dizilimindeki farkliliktan kaynaklanabilecegi distiniildii. Map disindaki
izolatlarda nadir de olsa 1S900 benzeri sekanslarin bulunabilecegi ve bu nedenle rutin
teshis uygulamalarinda testin spesifitesi ile ilgili hala baz1 belirsizliklerin oldugu
bildirilmistir (Eamens ve ark., 2015). Nitekim baz1 ¢alismalarda (Green ve ark., 1989;
Lauf ve ark., 1999;) Pseudomonas tiirlerinin IS900 gen bélgesi ile zayif bir homoloji

gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada P90/P91 primer ¢ifti ile 400 bp yerine 500
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bp’de bant tespit edilen bir 6rnegin DNA dizi analizinde Pseudomonas sp. oldugu
belirlendi. Bu bulgu, Map disinda bazi mikroorganizmalarda da IS900 benzeri
sekanslarin bulunabilecegi bildiren arastirmacilar1 (Eamens ve ark., 2015; Green ve
ark., 1989; Lauf ve ark., 1999) desteklemektedir. Diger taraftan bu arastirmada kiiltir
ile Map izolasyonu yapilmis olan 5 gaita Orneginden elde edilen DNA’larin
kullanildig1 PZR analizinde sadece 3 o6rnekte Map DNA’s1 tespit edildi. Test edilen
DNA’larin gaita kokenli olmasi nedeniyle hedef ve hedef olmayan DNA
konsantrasyonlar1 ile ornek DNA’sinda bulunan c¢esitli inhibitor maddelerin bu
duruma yol agmis olabilecegi diistintildii (Correa-Valencia ve ark., 2017; Kawaji ve
ark., 2011; Kim ve ark., 2016; Leite ve ark., 2013; Mita ve ark., 2016; Sevilla ve ark.,
2014; Youssef ve ark., 2014).

Paratiiberkiiloz teshisinde kullanilan test sonuglari arasinda uyumsuzluk
oldugu ve herhangi bir test ile hastalik yOniinden negatif bulunan bir hayvanin
gercekten enfekte olmadiginin sdylenemeyecegi ve bu nedenle birden fazla testin
kullanilmasi gerektigi belirtilmistir (Dreier ve ark., 2006; Glanemann ve ark., 2004,
Muskens ve ark., 2003). Ayrica enfeksiyonun her asamasinda hastaligi tespit edebilen
bir yontemin bulunmadigi da ileri siiriilmiistiir (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018).
Bu c¢alismada pozitif kabul edilen 73 koyuna ait test sonuglar1 farklilik gosterdi.
Koyunlarin 23 (%31,51)’t4 PZR, ZN boyama; 5 (%6,85)’1 IFN-y ELISA, ZN boyama,
PZR; 3 (%4,11)’1 antikor ELISA, ZN boyama, PZR; 3 (%4,11)’ii ZN boyama, PZR,
kiiltiir ve 2 (%2,74)’si ise IFN-y ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR yontemleri
ile pozitif olarak belirlendi. Enfeksiyonda antikorlarin gaita ile bakteri atilimi
baglamadan once saptanabilecegi belirtilmistir (Nielsen ve Toft, 2008). Nitekim bu
calisgmada da antikor yanitinin saptandigi 10 koyun PZR veya kiiltiir ile negatif
bulundu. Bu hayvanlarda gaita ile etken atiliminin heniiz baglamamis veya gaita ile
atthm aralikli olacagindan Ornekleme sirasinda gaitada bakterinin bulunmamis
olabilecegi diistiniildii. Diger taraftan 6 koyunda hem antikor yanit1 saptandi ve hem
de gaita orneklerinde Map DNA’s1 belirlendi. Enfeksiyonun gelisim evreleri goz
ontinde bulunduruldugunda (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve
ark., 2017), saptanabilir bir antikor diizeyi ile gaita ile Map’in atiliminin birlikte olmasi

olas1 bir durum olarak degerlendirildi.
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Calismalarda enfeksiyonun erken doneminde hiicresel (Thl) yanitin baskin
oldugu (Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a;
Magombedze ve ark., 2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011), enfeksiyon
ilerledik¢e artan antikor yaniti ile birlikte hiicresel yanitin azalarak humoral yanita
dontistiigii (Th1-Th2) rapor edilmistir (Begg ve Whittington, 2010; Coussens ve ark.,
2004; Maroudam ve ark., 2015; Stabel, 2010). Ancak bu ¢alismada antikor yanitinin
saptandig1 5 koyunda ayni1 zamanda IFN-y yanit1 da tespit edildi. Begg ve ark. (2011)
deneysel enfekte edilen koyunlarda; IFN-y yanitt gibi antikor yanitinin da
enfeksiyonun erken dénemlerinde arttigini ve deneyde yer alan koyunlarin ¢ogunda
IFN-y ile antikor yanitinin gegici bir siire birlikte saptandigini rapor etmistir. Bu
calismada da benzer bir sonug elde edilmesi nedeniyle koyunlarda her iki yanitin es
zamanl olarak tespit edilebilecegi kanisina varildi. Diger taraftan IFN-y yanati, kiiltiir
(n: 1) ya da PZR (n: 8) ile enfekte oldugu belirlenen hayvanlarda da saptandi. [FN-y
ELISA ile daha fazla sayida subklinik enfekte hayvanin belirlenebilecegini raporlayan
aragtirmacilar (Alverez ve ark., 2008; Vazquez ve ark., 2013) ile ayn1 yorumlama
kriterinin kullanildig1 bu ¢alismadan elde edilen bulgulara dayanilarak gaita ile aralikli
da olsa Map atiliminin olacagi subklinik enfekte hayvanlarin IFN-y ELISA ile de

saptanabilecegi sOylenebilir.

Koyunlarda paratiiberkiilozun paucibasiller, multibasiller ve asemptomatik
olmak iizere ii¢ farkli patolojik formu oldugu ve bu formlarin baskin olan immun yanit
ile iligkili oldugu bildirilmistir (Clarke, 1997; Smeed ve ark., 2007). Paucibasiller
form Thl (IFN-y) tip immun yanit, multibasiller form ise Th2 (antikor) tip immun
yanit ile karakterize edilmektedir (Clarke 1997; Gillan ve ark., 2010; Smeed ve ark.,
2007). Asemptomatik hayvanlarda klinik semptom veya patolojik bir bulgu olmadig:
halde hayvanlarin Map ile enfekte oldugu ve bu hayvanlarin kiiltiir, PZR veya antikor
ELISA testi ile tespit edilebilecegi bildirilmistir (Smeed ve ark., 2007). Bu immun
yanit farkliliklarin1 daha iyi anlayabilmek i¢in bu ¢aligmada paratiiberkiiloz yoniinden
pozitif saptanan 40 koyun ile tani testlerinin tiimiinde negatif bulunan 40 koyun seg¢ildi.
Bu koyunlarda hiicresel immuniteyi degerlendirebilmek i¢in IFN-y ve bu sitokine
alternatif olabilecegi diisiiniilerek NP diizeyleri, humoral immun yanit i¢in ise 1L-10

ile antikor diizeyleri arastirildi. Birgok arastirmaci (Barry ve ark., 2011; Bosward ve
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ark., 2010; Delgado ve ark., 2012; Sreward ve ark., 2007) paratiiberkiilozlu
hayvanlarin IFN-y yanitlarin1 IFN-y ELISA ile 6l¢miistiir. Plazma 6rneklerinde non-
spesifik olarak IFN-y bulunabilecegi ve bu nedenle testte antijen yerine steril PBS ile
uyarilan hiicrelerden firetilen IFN-y diizeylerinin non-spesifik oldugu belirtilmistir
(Delgado ve ark., 2012). Barry ve ark. (2011) paratiiberkiilozlu sigirlarin avian PPD
ve Johnin PPD antijenleri ile uyarilan hiicrelerinden iiretilen IFN-y yanitlarin1 benzer
seviyede Olctiiklerini ve bu nedenle IFN-y ELISA testinde avian PPD’nin
kullanilabilecegini belirtmistir. Bu sonuglar géz 6niinde bulundurularak bu ¢aligmada
hasta ve hasta olmayan koyunlarin avian PPD antijeni ile uyarilan hiicrelerinden
iiretilen IFN-y ortalama OD degerleri kullanilarak karsilastirildi. Insanlarda bruselloz
(Akbulut ve ark., 2005; Cesur ve ark., 2011) ve tiiberkiiloz (Cesur ve ark., 2011,
Yegen, 2004) gibi kronik hastaliklarda NP diizeyinin artti§i ve bu hastaliklarin
tanisinda veya takibinde NP’ den yararlanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada
da sitokin profillerini etkileyebileceginden Orneklenen 150 koyun, bruselloz ve
tiiberkiiloz yoniinden incelendi ve koyunlar her iki hastalik yoniinden de negatif
bulundu. Antikor, IFN-y ve IL-10 diizeyleri agisindan pozitif ve negatif hayvanlar
arasinda istatistiksel olarak 6dnemli bir fark saptandi (p<0,01). Nitekim Begg ve ark.
(2005), deneysel enfekte edilen koyunlarda IFN-y diizeyinin kontrol grubuna goére
(p<0,01) ¢ok daha yiiksek oldugunu, antikor seviyesinde 3 ay kadar erken bir donemde
artis saptadiklarini, ancak kontrol grubundaki koyunlarda antikor seviyesinin ¢alisma
boyunca minimum diizeyde kaldigini bildirmistir. Diger bir deneysel ¢alismada (Silva
ve ark., 2011) da koyunlarin periferik kaninda antijene spesifik 1L-10 diizeyinin
kontrol grubundan ¢ok yiiksek bulundugu ve 4 aydan itibaren kademeli olarak arttig1
bildirilmistir. Insanlardaki bruselloz ve tiiberkiiloz ¢alismalarinin (Akbulut ve ark.,
2005; Cesur ve ark., 2011; Yegen, 2004) aksine, bu ¢alismada paratiiberkiiloz pozitif
ve negatif olarak tanimlanan koyunlarin serum NP diizeyleri arasinda istatistiksel bir
fark (p>0,05) saptanmadi. Bu bulgu, koyunlarda NP’in paratiiberkiilozdaki rolii
lizerine herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamasina ragmen, Map ile enfekte ve enfekte
olmayan sigirlarin NP diizeylerinin benzer bulundugunu bildiren bir arastirma
(Mikkelsen, 2011) sonucunu desteklemektedir. Paratiiberkiiloz yoniinden pozitif
olarak belirlenen 40 koyunun antikor ve sitokin diizeyleri tani testlerine gére gruplara

ayrilarak degerlendirildiginde; sadece IFN-y ELISA ile pozitif saptanan koyunlarin
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enfeksiyonun paucibasiller formunda, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya kiiltiir
yontemi ile pozitif olarak belirlenen hayvanlarin ise multibasiller formda olabilecegi
diisiiniildii. IFN-y diizeyi, IFN-y ELISA ile pozitif saptanan hayvanlarda en yiiksek
diizeylerde seyretmesine ragmen, ZN boyama, PZR veya kiiltiir yontemi ile pozitif
belirlenen hayvanlarda en diisiik diizeyde olgiildii (p<0,01). Elde edilen bu sonug,
digki, siit, doku gibi Orneklerde az miktarda veya hi¢ basil bulundurmayan
paratiiberkiilozlu hayvanlarda Thl (IFN-y) yamitinin baskin oldugunu bildiren
aragtirmalar (Clarke, 1997; Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve
Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Smeed ve ark., 2007; Smeed ve ark., 2010;
Stabel ve Robbe-Austerman, 2011) ile uyumlu bulundu. Ayni zamanda bu bulgu,
giiclii bir IFN-y yanitinin konakg1 tarafindan patojenin etkin bir sekilde kontroliiniin
saglanmas1 veya ortadan kaldirilmasinda etkili olabilecegi goriisiinii (Kriiger ve ark.,
2015; Mikkelsen ve ark., 2009; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008) de

desteklemektedir.

Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda yapilan bazi ¢alismalarda (Begg
ve ark., 2011; Robinson ve ark., 2008; Waters ve ark., 2003), IFN-y gibi antikor
yanitinin da erken donemde gelisebildigi saptanmistir. Benzer sekilde sunulan
calismada da dogal olarak enfekte oldugu belirlenen 6 koyunda hem antikor hem de
IFN-y yanit1 birlikte saptandi. Ayrica IFN-y ELISA ile pozitif saptanan koyunlar ile
sadece antikor ELISA testi ile pozitif saptanan koyunlar karsilastirildiginda IFN-y
diizeyinde bir diisiis saptanmuis olsa da istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Deneysel
olarak enfekte edilen koyunlarda yiiriitiilen bir ¢alismada (Begg ve ark., 2011), IFN-y
ve antikor yaniti birlikte tespit edilmis ve tespit edilen bu antikor yanitinin erken
donemde iiretilen IL-10 yanit1 ile iliskili olabilecegini ileri siiriilmiistiir. Bu tez
calismasinda da IFN-y ile birlikte IL-10 yanit1 da tespit edildi. IL-10 diizeyinde pozitif
koyunlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis olmasina ragmen,
sadece IFN-y ELISA ile pozitif bulunan koyunlarda en yiiksek diizeyde oldugu
belirlendi ve bu sonuglarin Begg ve ark. (2011)’nin 6ngoriisiinii destekleyebilecegi

kanisina varildi.

Hastaligin ilerlemesiyle birlikte IFN-y iiretiminin engellendigi ve IL-10 gibi

Immunosupresif sitokinlerin baskin hale geldigi bildirilmistir (Buza ve ark., 2004;
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Smeed ve ark., 2007). Bu durumun Map’in hayatta kalmasini destekledigi ve
konak¢ida enfeksiyonun ilerleyerek klinik asamaya ge¢mesini sagladigi rapor
edilmistir (Magombedze ve ark., 2015). IL-10 iiretiminin sigir makrofajlarinda
antimikrobiyal yanit1 baskilayan en nemli mekanizma oldugu (Weiss ve Souza, 2008)
ve IL-10’un bu immunosupresif aktivitesinin Map’in hayatta kalma olasiligini
arttirdig1 ortaya konulmustur (de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a;
Khalifeh ve Stabel, 2004b, Weiss ve ark., 2005). Buzagilarda etkenin diski ile
cikarilmadigt zamanlarda IFN-y yanitinin yiiksek, IL-10 yanitinin ise diisiik
saptandigi, digki ile bakteri atilimi bagladiginda bu durumla orantili olarak IL-10
sentezi ile Th2 sayisinda artis oldugu belirlenmistir (Magombedze ve ark., 2015).
Ancak bu calismada, dogal enfekte koyunlar tan testlerine gore gruplara ayrilarak
incelendiginde enfeksiyonun her doneminde IL-10 yanitinin 6lgiilebildigi goriildii. Bu
bulgu, Map ile enfekte koyunlarda IL-10 yanitinin IFN-y yaniti kadar erken bir
donemde dahil olmak {izere enfeksiyonun her asamasinda tespit edilebilir diizeyde
olabilecegini gosterdi. Sonawane ve Tripathi (2016) tarafindan IL-10 iiretiminin hem
multibasiller hem de paucibasiller formdaki koyunlarda kontrol grubuna gére ¢ok
daha yiiksek oldugunu bildirilmis olmasina ragmen, Silva ve ark. (2011) deneysel
enfekte koyunlarda IL-10 sentezini incelemis ve IL-10 diizeyinin lezyonsuz veya az
basil bulunduran hayvanlarda ¢ok basil bulunduranlara oranla daha yiiksek oldugunu
rapor etmistir. Bu ¢alismada da paratiiberkiiloz olarak tanimlanan koyunlarda IL-10
tiretimi saptand1 ve hastaligi erken donemde tespit edebilen bir test olan IFN-y ELISA
ile pozitif bulunan koyunlarda IL-10 en yiiksek diizeyde tespit edildi. Bu bulgular Silva
ve ark. (2011) ile Sonawane ve Tripathi (2016)’nin sonuglarini destekledigi gibi, ayni
zamanda hastaligin koyunlarda sigirlardan farkli olarak erken evrede hem Thl (IFN-
v) hem de Th2 (IL-10) yanitinin saptanabilecegini gosterdi (Begg ve ark., 2011; Silva
ve ark., 2011). Diger taraftan, paratiiberkiiloz pozitif ve negatif hayvanlar arasinda IL-
10 diizeyi bakimmdan 6nemli bir fark saptanmis olmasi, bu sitokinin IFN-y gibi

enfekte hayvanlarin belirlenmesinde kullanilabilecegini diigiindiirdii.

Hastaligin ileri asamalarinda IL-10’un Th2 yanitina yol agtigi, IL-10 ve Th2
yanittnin Th1 yanitim1 baskiladigi, Th2 yanitinin makrofajlar tarafindan bakteri

opsonizasyonunu arttirdifi ve bdylece Map’in makrofajlar icinde canli kalarak
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cogaldig ileri stirtilmiistiir (Cope ve ark., 2011; Magombedze ve ark., 2015). Bu
donemde hayvanlarin intestinal mukozasinda Map yiikii arttig1 i¢in gaita kiiltiirii veya
PZR ile pozitif sonu¢ alinabilecegi ve gelisen antikorlarin ELISA ile tespit
edilebilecegi rapor edilmistir (Clarke, 1997; Correa-Valencia ve ark., 2017,
Heidarnejhad ve Safi, 2015; Nielsen, 2010; Salgado ve ark., 2007; Stevenson, 2010;
Whittington ve ark., 2017). Ancak Begg ve ark. (2011), deneysel olarak enfekte
ettikleri koyunlarin %39’unda immun yanitin giicli bir IFN-y yanitindan antikor
yanitina dontistiigiinii, %16’sinda ise antijene spesifik antikor yanitinin engelledigini
saptayarak enfekte koyunlarda her zaman Thl yanitinin Th2 yanitina doniismesinin
goriilmeyecegine dikkat ¢ekmistir. Gossner ve ark. (2017) da paucibasiller veya
multibasiller formdaki koyunlarda Thl yanitinin Th2 yanitina doéniismedigini rapor
etmistir. Ayrica immun yanitin Th1’den Th2’ye doniismesinde IL-10’un tek basina
yeterli olmadigi, immun yanitin degisiminde IL-10"un yan1 sira TGF- ve IL-4 gibi
sitokinlerin 6nemli rol oynadiklar1 agiklanmistir (Coussens ve ark., 2004; Gillan ve
ark., 2010; Magombedze ve ark., 2015). Sonawane ve Tripathi (2016), kontrol grubu
ile karsilagtirdiklarinda paucibasiller koyunlarda IL-10 diizeyinde yiiksek bir arts,
multibasiller koyunlarda ise IL-10 ve TGF-f diizeylerinde 6nemli bir artis ile birlikte
IFN-y diizeyinde yiiksek oranda diisme saptadiklarini rapor etmistir. Bu calismada,
IFN-y ve antikor ELISA ile negatif, ancak ZN boyama, PZR ve kiiltiir yontemi ile
pozitif bulunan koyunlarin antikor diizeyi (0,20+0,04), negatif hayvanlar (0,19+0,03)
ile benzer bulundu. Ayrica IL-10 ile antikor diizeyleri arasinda da anlamli bir iliski
saptanmadi. Bu durum, koyunlarda her zaman Th2 yanitinin gelismemesinden veya

antikor olusumunda IL-10’un tek basina yeterli olmamasindan kaynaklanmais olabilir.

Koyunlarda hiicresel immun yanitin diger bir belirteci olan NP’in
paratiiberkiilozdaki rolii {izerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Enfekte ve
enfekte olmayan sigirlarda ise NP diizeyleri bakimindan bir fark saptanmadigi
aciklanmistir (Mikkelsen, 2011). Bu g¢alismada pozitif ve negatif hayvanlarin NP
diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi. Ancak sadece IFN-y ELISA ile
pozitif saptanan koyunlarda en yiiksek olmak iizere negatif oldugu belirlenen 40 koyun
ile ZN boyama, PZR veya kiiltiir ile pozitif belirlenen hayvanlarda da yiiksek diizeyde
oldugu belirlendi. Antikor ELISA ile pozitif saptanan koyunlarda enfekte diger
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koyunlara gore NP diizeyi ¢ok diisiik 6lciildii ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu. NP ile IFN-y ve IL-10 ile antikor diizeyi arasinda anlamli bir iliski
saptanmamasina ragmen, paratiiberkiiloz oldugu belirlenen koyunlarda NP ve antikor
diizeyi arasinda ters bir iliski saptandi. Bu nedenle enfeksiyonda NP’nin roliiniin
anlasilabilmesi i¢in deneysel enfekte edilen hayvanlarda veya hiicre kiiltiiri
caligmalarinda Map’e kars1 olusan spesifik NP yanitinin 6l¢iilmesi gerektigi sonucuna

varildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak; bu ¢alismadan elde edilen bulgulara gore;

1. Burdur ilinde farkli testler kullanildiginda farkli sonuglar alinmis olsa da
koyunlarda paratiiberkiiloz oraninin yiiksek (%48,66) oldugu,

2. Hastaligin teshisinde kullanilan testler arasinda hastalik evrelerine gore
farklilik saptanabilecegi,

3. Hastaligin sinirlandirilmasinda 6nemli rol oynayan IFN-y yanitinin
azalmasina bagli olarak gaita ile etkenin ¢ikarilabilecegi ve enfeksiyonun bulasici
asamaya gelebilecegi,

4. Enfeksiyonun erken veya subklinik donemindeki hayvanlarin
belirlenmesinde IFN-y yaniti kadar erken bir donemde saptanan IL-10’un, IFN-y
ELISA ile birlikte siirii taramalarinda kullanilabilecegi ve bdylece enfekte hayvanlarin
gaitalari ile etkeni sagmadan stirtiden ¢ikarilarak siirii sagliginin korunabilecegi,

5. Hastahigin farkli evrelerinde iiretildikleri bildirilmesine ragmen, bu
calismada IFN-y, IL-10 ve antikor yamtinin birlikte saptanmasi nedeniyle
paratiiberkiilozun koyunlarda sigirlardan farkli seyredebilecegi,

6. Hastaligin klinik asamasinda olan koyunlarin belirlenmesinde; sensitiviteleri
¢ok diisiik bulunan antikor ELISA ve kiiltiir yerine basit bir saha testi olan ZN boyama
veya sensitivitesi ve spesifitesi diger tani testlerinden daha yiiksek olan PZR gibi
yontemlerin kullanilabilecegi,

7. Paratiiberkiiloz icin iilke capinda epidemiyolojik ¢alismalar yapilarak
kontrol programlarina zemin hazirlanmasina ihtiya¢ oldugu,

8. Hastaligin koyun ve sigirlarda farkli seyir izlemesinin nedenlerini, koyun ve
sigir suslar1 arasindaki farkliliklar1 ve bu farkliliklarin hastaligin patogenezindeki
rollerini, tiim Map suslarinin viriilent olup olmadiklarini, ruminant tiirleri arasindaki
duyarlilik farkliliklarini, hangi konake1 faktorlerinin enfeksiyonun gelisimini kontrol
ettigini ve immunopatogenezde NP’nin roliinii ortaya koyacak yeni c¢aligmalarin

yapilmasi gerektigi sdylenebilir.
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