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ONSOZ

Paratiiberkiiloz Klinik, ekonomik ve potansiyel zoonotik karakteri yoniiyle halk
saglig1 agisindan Onemi tam olarak anlasilamamus, siit sigirlarinin sik goriilen bir
hastaligidir. Kondiisyon, yavru, dol ve ciddi siit verimi kayiplarina yol agar.
Subklinik enfekte hayvanlar enfeksiyonu siiriideki genglere ve saglikli hayvanlara
bulagtirma egilimindedir. Subklinik enfekte sigirlarin baslica siit ve diskist ile
gevreye yayilan bu bakteri, insan sagligi i¢in de olasi bir tehdittir.

Bu ¢alismada, yogun siit sigirt bakim ve beslemesi yapilan Manisa yoresinde
subklinik paratiiberkiilozun seroprevalansini arastirildi. Yapilan arastirma bolge ve
iilke genelinde hastaliga karst etkili kontrol stratejilerinin gelistirilmesine katki
saglayacaktir.

Lisaniistii egitimin boyunca bilgi, birikim ve deneyimi ile bana yol gosteren
danisman hocam Dog¢. Dr. Turan Civelek’e tesekkiirlerimi sunarim. Arastirma
siirecinde sahsima onemli katkilar saglayan Dr. Durmus F. Baser ve Uzm. Vet.
Hekim Mehmet Ali Erfidan’a da ayrica miitesekkirim.

Destegini ve ilgisini esirgemeyen, basta biricik esim olmak {iizere, aileme
siikranlarimi1 sunarim.

Bu tezi, arastirma siirecinde yasamimiza dahil olan oglum Yunus Emre'ye
ithaf ediyorum.
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1. GIRIS

Paratiiberkiiloz (Johne’s Disease) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) tarafindan meydana getirilen enfeksiy6z bir hastaliktir. Ruminantlarda kronik
ishale neden olur. Insanlarda Crohn’s hastaligiin etiyolojisindeki rolii nedeniyle bu
hastaligin potansiyel zoonoz karekterde oldugu bildirilmistir (Pickup ve ark., 2004;
Nakase ve ark., 2006; Diequez ve ark., 2009; Osterstock ve ark., 2010).

Paratiiberkiiloz (pTB) enfekte sigirlarda uzun siire subklinik seyreder. Diski
numunelerde etken birgok sigirda iki yasindan once tespit edilemez (Andrews, 1992,
Diequez ve ark., 2009; Osterstock ve ark., 2010). Bu evrede, saglikli hayvanlara
stirideki enfekte sigirlar tarafindan etkenin bulasi devam eder (Baumgartner ve
Khol; 2006). Enfeksiyonun bu erken doneminde, ruminantlarda Kklinik semptom
gozlenmemektedir (Allaker ve Kapas, 2003; Baumgartner ve Khol, 2006). Hastaligin
ilerlemesi ile birlikte MAP bolgesel lenf yumrularina yayilir ve klinik semptomlar
ortaya ¢ikar. Tipik bulgular, kronik ishal ve kilo kaybidir (Andrews, 1992).

pTB siit sigir1 isletmelerinde ekonomik kayiplara neden olan en &nemli

hastaliklardan biridir (Hasanova ve Pavlik, 2006).



1.1. Etiyoloji

pTB ilk kez enfekte sigirlarin ince bagirsaginda, 1895 yilinda tespit edildi (Johne ve
Frotingham, 1895). Baslangicda, mikrobiyolojik yapisi ile tiiberkiiloz basiline
benzeyen bu bakteri, tiiberkiilozun atipik bir formu olarak tanimlandi. 1906 yilinda
ise MAP’in tiiberkiiloz etkeninden farkli oldugu belirlendi ve Pseudotiiberculosis
Enteritis olarak yeniden adlandirdi (Bang, 1906). Bu hastalik giiniimiizde

Paratiiberkiiloz olarak bilinmektedir.

MAP uygun ortamda yavas iireyen, asit/faz nitelikte bir bakteridir. Sigir
diskisinda bir yi1l kadar canliligin1 korur. Akarsu, gol ve denizlerde enfektif olarak
ortalama 160 giin kalabilmektedir. Sifirin altinda 14°C’de en az bir yil aktiftir
(Baumgartner ve Khol, 2006).

1.2. Konak Yaygimhg

MAP’1n konak dagilimi oldukga genistir. Baslica siit sigirlarinda goriilen bir etken
olarak bilinmektedir. Ancak, Muflon (Machackova ve ark., 2004), Manda
(Sivakumar ve ark., 2005) ve Deve’lerde de (Selbitz, 2002) bu hastalik rapor
edilmistir. Yam sira, ruminant olmayan bazi hayvan tiirlerinde de bu hastaliga
rastlanmistir (Alvarez ve ark., 2005; Florou ve ark., 2005; Judge ve ark., 2005).
Primat ve evcil domuzlarin, konak¢i1 olarak, etkeni tasidigi ve Klinik semptom
gostermedigi bilinmektedir (Klee, 2004). Son yillarda, insanlarda goriilen Crohn’s
hastaliginin etkeninin MAP oldugu tespit edilmistir (Pickup ve ark., 2004; Nakase ve
ark., 2006).



1.3. Prevalans

Buzagilarin dogum sonrasi anne ile beraber barindirilmasi ve ilk {i¢ ay anne siitii ile
beslenmesi enfeksiyonun gecisinde rol oynar (Cetinkaya ve ark., 1997). Vural ve
Atala (1988), sigirlarda pTB’nin seroprevalansini Orta Anadolu bolgesinde, mikro ve
tiip komplement fikzasyon (CFT) yontemiyle yaptiklari caligmada, sirasiyla %2.3 ve
%2.7 olarak saptamistir. Orta Anadolu boélgesinde, ELISA yontemiyle yapilan bir
diger calismada ise pTB’nin seroprevalans1 %4.6 olarak rapor edilmistir (Atala ve
Akcay, 2001).

MAP’in bolgesel ve iilkesel prevalansi degisiklik gostermektedir. Diinya
tizerinde birgok iilkede pTB varligi tespit edilmistir. Paratiiberkiiloz prevalansi
Almanya i¢in %84.7 olarak rapor edilirken, Avustralya’nin bir béliimiiniinde ise bu
hastaliga rastlanmadig: bildirilmektedir. Isve¢’te yapilan bir calismada ise pTB
prevalansinin asgari diizeyde oldugu belirtilmistir. Siit sigirlar1 {izerinde yiiriitiilen
aragtirmalar paratiiberkiiloz prevalansinin Danimarka i¢in %47, Kanada icin %43,
Amerika Birlesik Devletleri i¢in ise %50 oldugunu ortaya koymustur (Collins ve
ark., 1994; Jakobsen ve ark., 2000; Van leeuwen ve ark., 2001; Hacker ve ark.,
2004; Holmstrom ve Stenlund, 2005).

1.4. Patogenez

Tim diinyada yaygin olarak goriilmesine ragmen hastaligin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Paratiiberkiiloz hastaligi ile iliskili belirtilen patolojik degisimler bu
hastalik i¢in karakteristik olmakla birlikte diagnostik degildir (Blood ve ark., 2000).

MAP’in uygun laboratuvar kosullarinda dahi asir1 yavas iiremesi, inkiibasyon



periyodunun uzun olmast ve tam olarak smiflandirilmamas: hastalik seyrinin

gelisimini etkilemektedir (Blood ve ark., 2000; Osterstock ve ark., 2010).

1.5. Enfeksiyon ve Hastaligin Evreleri

Hastaligin yayilmasindaki en dnemli faktor, enfekte hayvanlarin diskilar: ile bulasik
yem ve sularin tiiketilmesidir. Hastaligin inkubasyon periyodu oldukg¢a uzundur.
MAP genellikle subklinik seyreder. Heniiz klinik semptom goéstermeyen enfekte
hayvanlar, aktif enfeksiyon ortaya ¢ikmadan yaklasik 15-18 ay once etkeni diskilari
ile sagmaya baslar (Smith ve Bradford., 2001).

Besleme hatalar1, gebelik donemi ve yiiksek siit verimi gibi stres olusturan
faktorler, uzun sireli kortikosteroid uygulamalar1 pTB’nin klinik formunun ortaya
¢ikmasinda tetikleyici unsurlardir (Andrews, 1992). Hastaligin gelisimi dort evre
altinda incelenmektedir. Sessiz enfeksiyon donemi; etken, jejenum ve ileum
mukozasinda fagositik hiicreler tarafindan alinir. Bu evrede alinan digki 6rneklerinde
hastalik tespiti zordur. Fakat sindirim kanalindan elde edilen doku kiiltiirlerinde,
MAP tespit edilebilir. Bu donem, iki yasindan itibaren, uzun bir siire devam edebilir
(Smith ve Bradford, 2001; Mecitoglu ve Demir, 2012). Subklinik hastalik dénemi;
MAP antijenine karsi sitotoksik T lenfositlerin immun yanit olusturdugu evredir.
Kilo kayb1 ve kronik ishal bu evrede gozlenmez (Stricklands ve ark., 2005). Bu
donemdeki enfekte hastalar diskilar1 ile enfeksiyonu c¢evreye yayar. Tim siirii
subklinik donemde enfekte olabilir. Bu evre, hasta hayvanin immun yanitina veya
viicuttaki MAP yogunluguna bagli olarak birkag yil siirebilir (Andrews, 1992). Klinik
form donemi; pTB’nin klinik semptomlar1 bu evrede goriiliir. Kilo kayb1 ve siddetli
ishal ile karakteristiktir. Kalp ve solunum frekanslar1 referans araliktadir. Beden 1s1s1
ise normaldir. Bu evrede gergeklestirilen diski kiiltiirti, serum ELISA ve AGID

testleri pozitif sonug verir (Andrews, 1992). Ilerlemis Klinik Form dénemi; hastalar



giigsiiz ve asirt zayiflamistir. Genellikle projektil ishal gozlenir. Cene alti 6demi
bir¢ok hastada goriilmektedir. Subklinik donemdeki enfekte sigirlar, kisa bir siirede
bu doneme gegis yapabilir. Siddetli ishal ile birlikte hipoproteinemi kaydedilir. Bu
hastalarda genel durum hizla kotiilesir. Siddetli dehidrasyon ve kaseksi sonucu 6lim

meydana gelir (Blood ve ark., 2000).

1.6. Bulas

Dogum sonrasi, anneden yavruya olan fekal ve oral bulas, hastaligin yayilmasindaki
en 6nemli faktordiir. Uzun bir inkiibasyon siiresi sonrasi (Klee, 2004) enfekte sigirlar
bakteriyi digkilari ile yaymaya baslar. Ortalama her gram digki ile bir milyon bakteri
cevreye yayilir (Whitlock ve ark., 2005). MAP ile enfekte bir sigirda etkenin
ortalama bir buguk yil sonra diski ile yayildigi bildirilmektedir (Bolton ve ark.,
2005). Bununla birlikte; yapilan ¢alismalar, geng buzagilarin da diskilari ile bu
bakteriyi yayabildigini ortaya koymustur (Bolton ve ark., 2005; Weber ve ark.,
2005).

MAP enfekte disi hayvanlarin siitiinde de bulunabilir. Yan sira, yeni dogum
yapmig sigirlarin  kolostrumunda da MAP etkenine rastlanmistir. Yeni dogan
buzagilar etkeni kontamine anne memesinden direk alabilir. Siit ve kolostrumun
pastorizasyonu bulag ihtimalini azaltmaktadir. Fakat MAP yayilimi tam olarak
onlenemez (Baumgartner ve Khol, 2006). Evcillestirilmemis ruminantlarda ise
MAP’1in rezervuar etkileri halen ¢alisilmaktadir (Philpott, 1993; Ayele ve ark., 2004;
Judge ve ark., 2005).



1.7. Nekropsi Bulgular:

Aktif enfekte sigirlarda gastrointestinal sistem ve bolgesel lenf nodiillerinde
lezyonlar sekillenir. ileum cidarindaki kalinlasma dikkat ¢ekicidir. Barsak
kivrimlarinda  sekillenen beyin  benzeri  goriiniim  Karakteristiktir.  Diffuz
graniilomat6z degisiklikler, enteritis ve non-nekrotik fibrozis enfekte sigilarda sik¢a
goriilmektedir. Ayrica, viicut bosluklarinda biriken ser6z effiizyon da pTB’de tipiktir
(Osterstock, 2010).

1.8. Ekonomik Onem

pTB ekonomik maliyeti yiiksek ve etkin bir tedavisi ise bulunmayan bir hastaliktir.
Bu hastaligin infertilite, mastitis ve diger subklinik problemleri tetiklemesiyle
birlikte ekonomik kayiplar daha da artar. Yapilan bir ¢alismada, ABD’de
enfeksiyonun yillik kaybinin 220-250 milyon dolar oldugu rapor edilmistir (Sharma
ve ark., 2008). Tiirkiye’de ise farkli ¢aligmalar yapilmakla birlikte; hastaligin iilke
genelindeki prevalansi tam olarak belirlenmemistir. Dolayisiyla bu hastaligin neden
oldugu etkiler iilkemiz agisindan net olarak bilinmemektedir (Mecitoglu ve Demir,
2012).

1.9. Tam

Klinik paratiiberkiiloz tanis1 genellikle semptom, anamnez ve nekropsi sonuglart ile

konur. Semptom goéstermeyen olgularda ise teshis amagh laboratuvar testlerden



faydalanilmaktadir.  Ozellikle geng¢ sigirlarda  kullanilabilecek —spesifite ve
sensitivitesi yiiksek bir test ise bulunmamaktadir (Baumgartner ve Khol, 2006).
Bununla birlikte, pTB tanisinda farkli metotlar kullanilabilir. Baslica; kiiltiir, PCR,
immunite testleri ve serolojik testlerden yararlanilarak MAP teshis edilebilir
(Muskends ve ark. 2003; Baumgartner ve Khol, 2006; Civelek ve ark., 2009,
Mecitoglu ve Demir, 2012).

1.9.1. Kiiltiir

1.9.1.1.Bakteriyolojik inceleme

Kiiltiir, paratiiberkiiloz teshisinde yaygin kullanilan ve altin standart kabul edilen bir
laboratuvar testtir. Klinik semptom gosteren veya gostermeyen hayvanlarin tanisi
icin 6nemli bir metottur. Testin spesifitesi ve sensitivitesi %100°dir. Bakteriyal
kiiltiir testi ile enfekte hayvanlar, klinik semptom gostermeden 1-3 yi1l 6ncesine kadar

tespit edilebilir (Muskends ve ark. 2003).

Bakteriyal kiiltirde MAP igin inkiibasyon siiresi ortalama 8-16 haftadir.
Bununla birlikte, yeni uygulanan ekim yontemleri ile bu siire ii¢ haftaya kadar
diistiriilmektedir (Blood ve ark., 2000; Muskends ve ark. 2003, Bocher ve Gangl,
2005).



1.9.1.2.Ziehl-Nielsen Boyama

Bu metodta disk: froti 6rnegi Ziehl-Nelsen (ZN) ile boyanir ve mikroskopik baki ile
etken teshis edilmeye caligilir. ZN, veteriner sahada dogrulama amagh kullanilan,
ucuz ve pratik bir yontemdir (Nielsen ve ark., 2001; Yildirim ve Civelek, 2013).
Mikroskopik incelemede, asit-faz mikroorganizmalarin epitel hiicrelerdeki tipik
kiimelenmesi arastirilir. Bununla birlikte bu yontem diger asit-faz mikroorganizmalar
ile MAP’in ayrimi noktasinda ise duyarli degildir. Dogru teshis i¢in birkac farkli
frotinin hazirlanip incelenmesi gerekir (Muskends ve ark., 2003). ZN mikroskopik
incelemenin sensivite ve spesifite oldukc¢a distiktir ve digki kiiltiiriine gore
giivenirligi azdir. Subklinik enfekte hayvanlarda kullanimi uygun goriilmemektedir

(Smith ve Bradford, 2001).

1.9.1.3. Genetik Prob

Genetik prob olan 1S900 MAP igin ayricit elementtir (Juste ve ark., 2005). Hazir
ticari kitler kullanilarak digki orneklerinde etken tespiti yapilir. Calisma prensibi
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’na benzer. Bununla birlikte, kullanilan bu testin
avantaj1 sensitivitesinin PCR’a gore yiiksek olusudur. Hizli sonug verir. Bu test ile
etkeni digki ile sagan enfekte hayvalarin tespiti ii¢ giin icerisinde gerceklestirilebilir.
Maliyetinin yiiksek olusu, 6zel ekipman gerektirmesi ve sensitivitesinin disikligi

ise bu yonteminin baslica dezavantajlaridir (Taddet ve ark., 2004).



1.9.1.4. Siit Kiiltiirii

MAP subklinik hastalarin siitlerinden de kiiltiir ile teshis edilebilir (Paolichii ve ark.,
2003). Siit bu etken i¢in 6nemli bir bulas kaynagidir (Blood ve ark., 2000).

1.9.1.5. Biyopsi

Sensitivite ve spesifitesi yiiksek bir metotdur. Spesifik bir tan1 yontemidir. Ileosekal
lenf nodiiliinden alinan biyopside etken, ekim yapilarak veya histopatolojik olarak
kolayca teshis edilir (Schleig ve ark., 2005). Ote yandan, diski ile yayilimin geg
baslamas1 ve MAP’in bolgesel lenf diigiimlerine ge¢ ulagsmasi nedeniyle sensitivitesi

distktir (Collins ve ark., 2005).

1.9.2. Serolojik Testler

Serolojik testlerle MAP varligi hizlica degerlendirilir ve teshis konabilir. Diski
kiiltiirtine gore maliyeti diisiiktiir (Stricklands ve ark., 2005).

Yapilan bir c¢alismada, subklinik enfekte sigirlarda komplemet fikzasyon
(CFT), Agar gel immunodiffiizyon (AGID) ve ELISA testleri karsilastirilmistir. Tani
amacl kullanilan bu testlerin spesifitelerinin %95-99 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Karsilastirmas1 yapilan bu testlerin sensitiviteleri ise, etkeni digki ile
sacanlarda %40-65, sagmayanlarda ise %14-47 olarak tespit edilmistir. Enfeksiyonun

strideki prevalansi arttikga testlerin duyarliligi da artmaktadir. Buna karsin,
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prevalans azaldik¢a hassasiyet de azalmaktadir. Bahsedilen ¢alisma sonucu,
kullanilan metotlar arasinda en giivenilir testin ELISA oldugunu ortaya koymustur
(Botcherr ve Gangl., 2004).

1.9.2.1. Enzyme-linked Immunosorbent assays (ELISA)

ELISA MAP’a karst olusan antikorlarin belirlenmesini saglar. Giinlimiizde bu
hastaligin tanisinda en yaygin kullanilan metottur (Kalis ve ark., 1999, Jubb ve ark.,
2004; Yildirim ve Civelek, 2013). Ornek analizleri hizli ve uygulamasi son derece
kolay bir testtir. Genellikle test amagli serum Ornekleri kullanilir. Bununla birlikte,

teshiste siit 6rnekleri de kullanilabilir (Collins ve ark., 2005).

ELISA testlerinin sensitivitesi yiiksek, spesifitesi ise diisiiktiir. Sensivite ve
spesifite degerleri ticari test Kitlerine gore degisebilmektedir. Digkr kiiltiirii pozitif
hayvanlarda sensivite %57 ve spesifite %98.7, klinik semptom gdsteren enfekte
hayvanlarda sensivite %87 ve hafif diizeyde etkeni sagan subklinik enfekte
hayvanlarda ise %15 olarak bildirilmistir (Jubb ve ark., 2004). MAP’le enfekte
hayvanlarda gelisen ge¢ humoral cevap bu testin baslica dezavantajidir. Ozellikle
geng ve yeni enfekte hayvanlarda antikor diizeylerindeki artigin yavas olusu, yanlis
negatif sonu¢ alinmasina neden olabilir (Klee, 2004). Bununla birlikte, ELISA siirii
paratiiberkiiloz kontrol programlarinda kullanilabilecek en uygun fiyatli ve en kolay

uygulanabilir yontemdir.

ELISA testi ile sahada yapilan ¢alismalarda, enfekte hayvanlarin %80’ini
klinik semptom gostermeden once tespit edilmistir. Etkeni heniiz digkilari ile ¢evreye
sagmayan hayvanlarin ise %65’inin dnceden tespit edildigi rapor edilmektedir (Jubb
ve ark., 2004).
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ELISA subklinik enfekte hayvanlarin tespitinde, diger testlere gore, en
giivenilir metoddur (Stricklands ve ark., 2005). Avustralya’da yapilan bir ¢calismada
ELISA testi CFT ile karsilastirilmis, CFT’nin subklinik enfekte hayvanlarin
%57’sini, ELISA’nin ise %60°1n1 tespit ettigi rapor edilmistir (Jubb ve ark., 2004).
ELISA, klinik semptom gosteren hastalarin %88’ini dogru olarak teshis ederken,
CFT ise %83 iinii teshis edebilmistir. ELISA’nin spesifitesi %99, CFT nin ise %96
olarak belirlenmistir (Andrews, 1992).

1.9.2.2. Komplament Fikzasyon Testi (CFT)

MAP etken teshisinde sik¢a kullanilan bir metotdur. Yapilan bir ¢aligmada, klinik
semptom gosteren enfekte hayvanlarda, CFT’nin sensivitesi %90 ve spesifitesi ise
%70 olarak tespit edilmistir. Subklinik enfekte hayvanlarda ise sensivite ve spesifite
degerlerinin diisiik oldugu belirlenmistir (Benedictus ve Kalis., 2003). CFT subklinik
enfeksiyonlu hastalarin tanisinda tek basina kullanilmamaktadir (Paolichii ve ark.,
2003). Testin spesifitesi, etkenin 6n tanisi i¢in yiiksek degerdedir. Pozitif sonuglar
digki kiiltiirti ile birlikte degerlendirilmelidir (Botcher ve Gangl., 2004).

1.9.2.3. Agar Gel Immunodifuzyon (AGID)

Klinik semptom gosteren enfekte hayvanlarda kullanilan bir yontemdir. Subklinik
enfekte hayvanlarda tercih edilmez. Hizli yapilabilen, maliyeti diisiik bir testtir. Test
sonuglar1 48 saat i¢inde elde edilebilir. Aktif hastaligin teshisinde sensivitesi %96 ve

spesifitesi ise %94 olarak tespit edilmistir (Botcherr ve Gangl., 2004).
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1.9.3. immunite Testleri

Hiicre iligkili immunite testleri olan deri ve intravendz Johne’s testlerinin, diisiik
spesifite ve sensitiviteleri nedeni ile, kullanilmasi tavsiye edilmemektedir (Blood ve
ark., 2000).

Paratiiberkiiloz tan1 enstrumanlarinda 6nemli gelismeler kaydedilmis olmakla
birlikte, 6zellikle geng sigirlarda ve enfeksiyonun erken devrelerinde konan taninin
dogrulugu halen tartismalidir. Paratiiberkiiloz tanisinda basariya ulasmada en 6nemli
anahtar, dogru teshis enstrumaninin se¢imi ve birden fazla metodun kombine

kullanimu ile siiriiniin gdzden gegirilmesidir (Baumgartner ve Khol, 2006).

1.10 Kontrol ve Korunma

pTB’nin, giiniimiiz kosullarinda, kesin tanist zordur ve etkili bir tedavisi ise
bulunmamaktadir. Hastaliktan korunma ve kontrolde, MAP pozitif oldugu tespit
edilen hayvanlar siiriiden elimine edilmelidir. MAP negatif siiriilerde ise olas1 bir
bulasin dnlenebilmesi igin gerekli tedbirler alinmalidir. MAP siipheli siiriilerde, farkl
zamanlarda, birkag farkli serolojik test ile etken varliginin arastirilmasi ve oOlasi

subklinik vakalarin erken teshisi onerilir (Baumgartner ve Khol, 2006).

Siiriilerde PTB varlig;; >1.5 yil yash hayvanlarda alti ay araliklarla
gerceklestirilecek ELISA, bakteriyel kiiltir ve diski PCR tarama yontemi gibi
metodlar kullanilarak arastirilmalidir. PTB siipheli veya pozitif ciftliklerde ek hijyen
tedbirleri alinarak, siirii i¢i ve dis1 yayilimin oniine gecilmelidir. Subklinik enfekte

hayvanlar sagliklilardan ayrilmali, verim kaybi/klinik semptom gosteren subklinik
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enfekte hayvanlar siiriiden elimine edilmelidir. Alinacak tedbirler baslica yeni
doganlara hastaligin bulagmasini engellemeyi amaglar. Dogum sirasinda uygulanan
hijyen prosediirii ve yeni dogan buzagilarin anneden ayrilmasi kontaminasyonu
kismen azaltmaktadir. Ayrica, antijen ve antikor negatif ve pozitif annelerden dogan
yavrularin ayr1 yerlerde barindirilmasi ile hastaliktan kismen de olsa korunulmus
olunur. Yeni dogan beslenmesinde antijen-antikor negatif annelerden alinan
kolostrumun kullanilmasi onerilir. Damizlik ama¢hi da negatif bireyler tercih
edilmelidir. Eradikasyon programi uygulanan c¢iftliklerde, ilk iki yil siiresince,
besleme sirasinda gen¢ ve yasli hayvanlar mutlak ayrilmalidir. Geng sigirlarda
kullanilan teknik ekipman ayr1 olmali ve dezenfeksiyon ve biyogiivenlik kurallarina
mutlak uyulmalidir. Hayvan hareketlerine sinir getirilmesi ve mevcut siiriilerin pTB
varligt yoniinden arastirilmasi ile MAP’ten ari bolgeler olusturulabilir ve
paratuberkiiloz yayilimi Onlenebilir (Baumgartner ve Khol, 2006; Yildirirm ve
Civelek, 2013). Avusturya klinik paratuberkiilozu ihbar1 zaruri hastaliklar listesine
dahil eden ve semptom gosteren hayvanlarin itlafin1 ve bu hastalikta uygulanacak
dezenfeksiyon siirecini kanuni gerg¢evede belirlemis ilk iilkedir (Van Leeuwen ve
ark., 2001).

pTB siit sigirlarinda ciddi verim kayiplarina neden olan en 6nemli enfeksiyoz
nedenlerden biridir. Ulkemizde de pTB ile ilgili calismalar yapilmakta ve
giincelligini korumaktadir (Civelek ve ark., 2009, Oztiirk ve ark., 2010, Yildirim ve
Civelek, 2013, Makav ve Gokge, 2013). Mevcut calismalar genellikle hastaligin
bolgesel yayginligini ortaya koymaya yonelik yliriitiilmiistiir (Cetinkaya ve ark.,
1999). Subklinik enfekte hayvanlarin yogunlugu klinik pTB’nin gézlenme orani ile
direk iligkilidir. Subklinik pTB’li hayvanlar hastaligi saglikli olanlara bulastirma
egiliminde olmalart nedeniyle oOnemlidir. Hastaligin zoonotik potansiyeli ve
pastorizasyona dayanikliligi g6z onilinde bulunduruldugunda, 6zellikle siit sigiri
yetistiriciliginin yogun yapildig1 bolgelerde subklinik enfeksiyon varliginin ortaya

konmas1 ayrica 6nem arz eder (Yildirim ve Civelek, 2013).
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pTB’nin insanlarda yangisal kalin barsak hastalig1 olan “Crohn’s disease” ile
iliskili oldugu rapor edilmektedir. Bu baglamda, subklinik enfekte sigirlarin baslica
siit ve digkisi ile dis ortama yayilan enfeksiyoz etkenler insan sagligi i¢in de olas1 bir
tehdittir. Siit ile yayilan Mycobacterium paratubeculosis etkenlerinin kismi de olsa
pastOrizasyon sonrasi dahi hayatta kalabilecegi bildirilmektedir. Enfekte siitlerden
yapilan peynirlerin olgunlagma prosesi sonrasi da etken tespit edilmistir. Bu anlamda
subklinik enfekte sigirlarin prevalansinin ortaya konmasi insan sagligi acisindan da
onem tasimaktadir. Zoonotik potansiyeli yoniiyle de bu enfeksiyon 6nem arz eder

(Anon, 2000; Pickup ve ark., 2004; Yildirim ve Civelek, 2013).

Sunulan ¢alismada, prevalansin tespitinde siirii MAP kontrol programlarinda
kullanilabilecek en ucuz ve en uygulanabilir test olan ELISA metodu kullanilmustir.
Bu arastirmada yogun olarak siit sigir1 bakim-beslemesi yapilan Manisa yoresinde
subklinik paratiiberkiilozun prevalansinin ortaya konmasi hedeflendi. Aragtirmamiz
ilgili bolge ve Tlke genelinde hastaliga kars1 etkili kontrol stratejilerinin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1.Hayvan Materyali ve Ornekler

Sunulan arastirmanin hayvan materyali Manisa yoresinde bulunan 40 farkl: siit sigir1
isletmesinden (Manisa Merkez; 10, Akhisar; 5, Kula; 5, Alasehir; 2, Turgutlu; 3 ve
Salihli; 15) randomize olarak segildi. Calisma materyalini; siklik faaliyetleri devam
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eden, onceki laktasyon donemlerinde periparturient hastalik (deplasman, ketosis,
retentio, hipokalsemi vd.) gegirmemis, klinik olarak saglikli, yaslart 3.71+1.00 yil,
canli agirliklar1 445.42+37.28 kg ve onceki donem siit verimleri 3576.60+373.82 kg
olan toplam 442 multiparoz Holstayn 1rki siit sigir1 olusturdu. Ornek dagilimi;
Salihli, n=150; Akhisar, n=50; Kula, n=50; Turgutlu, n=25; Alaschir, n=25 ve
Manisa Merkez, n=142"dir.

Materyali olusturan her bir sigirdan diiz biyokimya tiipiine kan ornekleri

alind1. Cikarilan serumlar analiz zamanina kadar -20 °C saklandh.

2.2. YONTEM

Hastaligin  teshisinde ve seroprevalansin belirlenmesinde ELISA  [ldexx
Paratuberculosis Screening Ab Test, Part Number P07130-5 (5 plate)] metodu
kullanild1. Uygulanan ELISA test protokolii asagidaki gibidir:

Serum Ornekleri ve biitiin test kiti reagentlar1 oda 1sisina getirildi. Pozitif,
negatif kontrol serumlar1 ve test edilecek serumlar, 1/20 oraninda numune
sulandirma sivist (yesil) ile sulandirildi. Ornekler karistirilarak 1 saat oda 1sisinda

inkiibasyonu gerceklestirildi.

Inkiibasyon sonrasi, 100 pl sulandirilan kontrol ve test serumlari calisma
mikropleytlerine aktarildi. Pozitif ve negatif kontrol serumlari i¢in ikiser ¢ukur
kullanildi. Mikropleytler 45 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra ii¢ kez yikama
soliisyonu ile yikandi. Horseradishperoksidaz (HRPO) konjugat, 1/100 oraninda

konjugat sulandirma sivist (mavi) ile sulandirildiktan sonra yikanan mikropleyt
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cukurlarina 100 pl aktarildi. Konjugat eklenen mikropleytler 30 dk oda isisinda
inkiibe edildikten sonra yikama iglemi tekraralandi. Tiim gukurlara 100 pl 3,3°- 5,5,
-Tetramethylbenzidine (TMB) substrat eklenerek karanlik ortamda, oda 1sisinda 10

dk inkiibe edildi. Siire sonunda tiim c¢ukurlara 100 pl stop soliisyonu eklendi.
Mikropleytler BIOTEK ELX800, USA marka ELISA okuyucu cihazda 450 nm dalga
boyunda degerlendirildi.

2.2.1. Hesaplama

Pozitif (PC) ve negatif (NC) kontrol serumlarina ait optik dansite (OP) degerlerinin
aritmetik ortalamasi (mean PC, mean NC) hesaplandi. Her bir serum 6rnegi i¢in S/P

degeri; S/P=(Ornek OD-mean NC)/(mean PC-mean NC) formiilii ile degerlendirildi.

2.2.2. Degerlendirme

Hesaplanan S/P oranlarr,

S/P <0.60; Negatif, S/P >0.70; Pozitif ve S/P=0.6-0.7; Siipheli olarak degerlendirildi.

2.2.3. istatistik Analiz

Yas, canli agirlik ve bir dnceki laktasyon siit verimi degerlerinin hesaplanmasinda

non-parameterik 1 Sample (K-S) testi (SPSS 16.0 for Windows) kullanildi.
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3. BULGULAR

Elde edilen veriler Manisa yoresinde test edilen biitiin siiriilerde pTB enfeksiyonunun
varligin1 géstermektedir. Bu baglamda sunulan ¢alismada, her bir ilgede 6rnekleme
yapilan sigirlar tek bir siirli olarak degerlendirildiginde, MAP’in siirii Sero-prevalansi

%100 olarak tespit edildi. Siirii igi seroprevalans ise %21.72 olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.1.).

Bu ¢alisma kapsaminda; Manisa Merkez ilgede toplam bes siit sigir1 isletmesinde,
randomize olarak 142 multiparoz siit sigirindan Ornek toplandi. 19 sigirda
seropozitivite  belirlendi. Manisa Merkez igin subklinik paratiiberkiiloz
seroprevelanst %13 olarak tespit edildi. Turgutlu ilgesinde toplam ii¢ isletmede,
randominize olarak 25 multiparoz siit sigirindan 6rnek alindi. Yedi sigir seropozitivif
bulundu. Turgutlu ilgesi i¢in subklinik paratiiberkiiloz seroprevelansi %28 olarak
tespit edildi. Alasehir ilgesinde toplam {i¢ isletmede 25 multiparoz siit sigirinda
ornekleme yapildi. Bes sigir seropozitif olarak degerlendirildi. Alasehir ilgesi i¢in
subklinik paratiiberkiiloz sero-prevelansi %20’dir. Kula ilgesinde toplam dort ahirdan
randomize olarak 50 multiparoz siit sigirindan 6rnek alindi. 19 sigirda seropozitivite
belirlendi. Kula ilgesi igin subklinik paratiiberkiiloz seroprevelansi %38 olarak tespit
edildi. Akhisar ilgesinde toplam dort ahirda, randomize olarak 50 multiparoz siit
sigirindan ornek alinmis ve 13 sigir seropozitif olarak degerlendirilmistir. Akhisar
ilgesi i¢in subklinik paratuberkiiloz seroprevelans: %26 olarak tespit edildi. Salihli
ilgesinde ise toplam 19 siit sigir1 isletmesinde, randomize olarak 150 multiparoz siit
sigirindan 6rnek alindi. 33 sigir seropozitif olarak belirlendi. Salihli ilgesi igin
subklinik paratiiberkiiloz %22 olarak tespit edildi. Genel bir degerlendirme
yapildiginda sunulan g¢alismada; Manisa yoresinde test edilen klinik olarak saglikli
442 siit sigirinda, subklinik pTB seroprevalanst %21.72 olarak belirlenmistir

(Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Manisa yoresi bolgelere gore MAP seroprevalansi

Manisa Yoresi Hayvan Sayisi MAP+ %
Manisa Merkez 142 19 13.38
Turgutlu 25 7 28
Akhisar 50 13 26
Alasehir 25 5 20
Salihli 150 33 22
Kula 50 19 38
Toplam 442 96 21.72
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4. TARTISMA

pTB ozellikle siit sigir1 isletmelerinde onemli ekonomik kayiplara neden olur
(Moghadam ve ark., 2010). Ulkemizde bu hastaligin varlig1 uzun siiredir bilinmekle
birlikte, pTB’nin yayginligi iizerine yiiriitiilmiis bilimsel arastirma sayis1 sinirlidir
(Firat, 1978; Vural ve Atala, 1988; Cetinkaya ve ark., 1999; Ikiz ve ark., 2005;
Civelek ve ark., 2009, Oztiirk ve ark., 2010, Makav ve Gokce, 2013; Yildirim ve
Civelek, 2013). Sunulan arastirmada yogun olarak siit sigir1 yetistiriciligi yapilan

Manisa yoresinde subklinik pTB’nin prevalansi arastirildi.

Sunulan ¢alismada MAP, serum 6rneklerinde, ELISA yontemi ile belirlendi.
Calisma icin optimal siit verimine ve canli agirliga sahip, klinik olarak saglikli

yaslar1 2-6 arasinda degisen 442 multiparoz Holstayn siit sigir1 segildi.

MAP giiglii bir hiicre i¢i patojendir. Makrofaj hiicreleri igerisinde uzun siire
canliligimmi kaybetmez. Kan antikor seviyesi, enfeksiyonun gelismesine ve verilen
cevaba bagli olarak artar. Bu durum genellikle iki yasin altindaki sigirlarda pTB’nin
teshisini zorlastirmaktadir. Bu nedenle teshis materyali olarak kan serumun
kullanildig1 prevalans ¢aligmalarinda, materyal olarak iki yasindan kiigiik hayvanlar
tercih edilmemektedir. Iki yasin altindaki siirlarda pTB seroprevalansinin diisiik
¢ikmast bu durumu desteklemektedir (Cetinkaya ve ark., 2000; Diequez ve ark.,
2009). Yanu sira, <2 yasl sigirlarda ELISA testinin sensitivite ve spesifitesinin diisiik
oldugu da bildirilmektedir (Nielsen ve Toft., 2009; Woodbine ve ark., 2009; Oztiirk
ve ark., 2010). Sunulan c¢alismada, hedef popiilasyon olarak >2 yaslh siit sigirlart
secildi.

Subklinik donemde pTB’li hayvanlar hastalig1 saglikli olanlara bulastirma

egilimindedir. Etken baslica digki ve siit ile yayilim gosterir (Moghadam ve ark.,
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2010). Bu nedenle pTB seroprevalansinin subklinik dénemde belirlenmesi, siirii
yonetimi ve saglig1 igin son derece dnem arz eder (Nielsen ve Toft., 2009; Oztiirk ve
ark., 2010, Yildirim ve Civelek, 2013). Yan1 sira, MAP etkeni yenidogan buzagilara
dogumdan hemen sonra veya neonatal donemde de bulasabilir. Bu donem,
buzagilarin enfeksiyona karsi en duyarli olduklar1 zaman dilimidir. Kontamine meme
basi, kolostrum veya siit etkenin buzagi tarafindan aliminda rol oynar (Cetinkaya ve
ark., 1997, Cetinkaya ve ark., 2000, Yildirim ve Civelek, 2013).

MAP ayni zamanda zoonotik potansiyeli oldugu varsayilan bir etkendir. insanlarda
Crohn’s hastaliginin etiyolojisinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Anon, 2000). Is1 ve
pastorizasyona direngli olan MAP, siit ve siit {irlinleri ile insanlara bulasabilir. Bu
hastaligin zoonoz siiphesi tagimasi siit sigirlarinin subklinik donemde tanisini, yani
erken taniy1 6nemli kilar (Cetinkaya ve ark., 1997; Cetinkaya ve ark., 2000; Yildirim
ve Civelek, 2013).

Orta Anadolu bolgesinde sigirlar tizerinde yiiriittiikkleri ¢alismada Vural ve
Atala (1988) pTB’nin seroprevalansini mikro ve tiip CFT testi ile degerlendirmisler
ve strastyla %2.3 ve %2.7 olarak belirlemislerdir. Ayn1 bolgede, Atala ve Akcay
(2001) ELISA yontemiyle gerceklestirdikleri taramada pTB’nin seroprevalansini
%4.6 olarak rapor etmistir.

Yildirn ve Civelek (2013) Usak bolgesinde diskida subklinik pTB’nin
prevalansini; ZN boyama ile %17, Outher PCR teknigi ile %9.5, Nested PCR teknigi
ile %20 olarak tespit etmistir. Siit 6rneklerinde ise prevalans; ZN boyama ile %15.5,
Outher PCR teknigi ile %5.5, Nested PCR teknigi ile %17.5 olarak belirlenmistir.

Elaz1g yoresinde Cetinkaya ve ark. (2000) tarafindan gerceklestirilen
calismada, siit orneklerinde, PCR yontemi ile pTB’nin seroprevalanst %5 olarak
tespit edilmistir. Bakteriyel kiiltiir yontemi ise prevalanst %3.4 olarak ortaya

koymustur.
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Kars yoresinde serum orneklerinde ELISA testi ile gerceklestirilen taramada

pTB seroprevalansi %3.5 olarak tespit edilmistir (Makav ve Gokge 2013).

Trakya bolgesinde, Outer Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile alinan diski

ornekleri taranmis ancak MAP etkenine rastlanilmamustir (Ikiz ve ark., 2005).

Iklim, beslenme ve barinak kosullart pTB’nin gériilme sikliginda etkili olan
faktorlerdir (Cetinkaya, 1996). Bu nedenle pTB prevalanst degisik bolgelerde
farklilik gosterebilir.

Tiirkiye’de pTB ile ilgili yiiriitiilen galismalarda ciftlik prevalansinin pek de
dikkate alinmadigi goériilmektedir. pTB’nin bir isletmede tek bir sigirda bile tespit
edilmesi bulas riskini olduk¢a artirmaktadir. Burdur ili ve c¢evresinde yapilan
calismada pTB’un ciftlik prevalanst %58 (Oztiirk ve ark., 2010) ve Kars ili ve
cevresinde ise %41.6 olarak tespit edilmistir (Makav ve Gokge, 2013). Bu veriler,
bir genelleme yapilirsa, degerlendirme yapilan bolgelerde neredeyse her iki
isletmeden birinde paratuberkiilozun goriildigiinii  gostermektedir.  Avrupa
tilkelerinde yiiriitiilen farkli ¢alismalarda ise pTB’nin ¢iftlik prevalansinin %0 ile
%75 arasinda degistigi rapor edilmektedir (Diequez ve ark., 2009, Nielsen ve Toft.,
2009, Woodbine ve ark., 2009, Pozzato ve ark., 2011). Ciftlikteki hayvan sayisi
arttikga, pTB prevalansiin arttigi bildirilmektedir (Nielsen, 2008; Oztiirk ve ark.,

2010, Pozzato ve ark., 2011).

Sunulan arastirmaya dahil edilen tiim isletmede subklinik pTB varligina
rastlandi. Manisa yoresi siit sigirlarinda subklinik pTB prevalansi %21.72 olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte; her bir ilge tek bir ¢iftlikmis gibi ele alinirsa, test
edilen biitiin siiriilerde enfeksiyon goriildiigii i¢in, bu ¢alisma verileri dahilinde ¢iftlik

seroprevalansi %100 olarak degerlendirilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Manisa yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiiloz seroprevalansinin %21.72
olarak belirlenmesi ve ornekleme yapilan tim ¢iftliklerde seropozitivite tespit
edilmis olmasi, yogun olarak siit sigir1 yetistiriciligi yapilan bu bélgemiz agisindan

son derece onemlidir.

Sunklinik enfekte hayvanlarin bir¢ogu yasamlar1 bounca pTB’ye iligkin bir
klinik bulgu ortaya koymaz. Bir siiriideki subklinik enfekte hayvanlarin ancak %5-
10’unda klinik tablo goriiliir (Baumgartner ve Khol, 2006). Bununla birlikte bu
hayvanlar, etkenin diger hayvanlara yayilmasinda ve hastaligin bulasinda rol oynar.
Subklinik hayvanlarin tespiti hastaligi saglikli olanlara bulastirma egilimlerinden
dolay1 Onemlidir. Ayrica, bu hastaligin zoonotik potansiyeli ve etkenin
pastorizasyona karsi dayanikliligi da g6z oniinde bulunduruldugunda (Chiodini ve
Hermon-Taylor, 1993; Grant ve ark., 1996) sigirlardaki subklinik pTB’nin halk

saglig1 agisindan da 6nem arz ettigi sdylenebilir.

Tiirkiye’de yliriitilmiis ve daha oOnce rapor edilmis arastirmalarla
karsilagtirildiginda, bu ¢aligmada belirlenmis olan yliksek seroprevalans degerleri,
Manisa yoresinin paratiiberkiiloz bulas potansiyeli agisindan yiiksek risk tasidigini
ortaya koydu. Yapilan bu ¢alisma, Manisa yoresinde bu hastalikla ilgili ekonomik
kayiplarin tahmin edilmesi ve yani sira paratiiberkiilozun Tiirkiye prevalansinin
belirlenmesi yoniiyle iilke hayvanciliina ve ekonomisine katki saglayacaktir.
Verilerimiz Paratiiberkiilozun hayvan sagligi ve ekonomisi agisindan bu yéremizde

g0z Onilinde tutulmasi gereken bir hastalik olduguna vurgu yapmaktadir.

Sunulan arastirma sonuglar1 ayrica, subklinik pTB’nin ilke siit sigirt

popiilasyonundaki varliginin ve iilke ekonomisine reel zararlarinin ortaya konmasina



23

yonelik ulusal diizeyde bir ¢aligma yiiriitilmesi gerekliligini de bir kez daha ortaya
koymustur. Yiiriitilecek bu tarz bir aragtirma, iilke genelinde bu hastaliga karsi etkili

kontrol stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Sonug¢ olarak; sunulan aragtirmada Manisa yoresi siit sigirlarina subklinik

paratiiberkiilozun seroprevalansi %21.72 olarak belirlendi.
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OZET

Manisa yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun

seroprevalansi

Bu calismanin amaci; Manisa yoresi siit sigirlarinda subklinik paratiiberkiilozun
seroprevalansini tespit etmektir. Arastirmada; Manisa Merkez dahil alt1 farkl il¢ede,
40 farkli ahirda 6rnekleme yapildi. Caligma materyalini klinik olarak saglikli 442
multiparoz Holstayn siit sigir1 olusturdu. Canli agirliklari, bir onceki laktasyon siit
verimleri ve yaslar1 kaydedildi. Toplanan serum orneklerinde seroprevalans ELISA
yontemi ile belirlendi. Hastalik seroprevalanst Manisa Merkezde %13, Turgutlu’da
%28, Alasehir’de %20, Kula’da %38, Akhisar’da %26 ve Salihli’de %22 olarak
tespit edildi. Ornek toplanan tiim ahirlarda enfeksiyon belirlenmistir. Sonug olarak;

Manisa yoresi siit sigirlarinda genel prevalans %21.72 olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Johne hastaligi, Tiiberkiiloz, ELISA, Ege bolgesi
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SUMMARY

Seroprevalence of Subclinical Paratuberculosis in Dairy Cattle

in Manisa Region of Turkey

The purpose of the study is to determine seroprevalence of subclinical
paratuberculosis in dairy cattle in Manisa region of Turkey. Within this research,
sampling was performed in a total of six districts including the central district of
Manisa and 40 different cowsheds. The study material consisted of 442 clinically
healthy multiparous Holstein dairy cattle. Live weights, the previous lactation milk
yield, and age of the animals were recorded. Seroprevalence was determined by
ELISA in the collected serum samples. The seroprevalence of the disease was found
to be 13% in the central district of Manisa, 28% in Turgutlu, 20% in Alasehir, 38%
in Kula, 26% in Akhisar, and 22% in Salihli. Infection was determined in all samples
collected from all cowsheds. The results of the study have revealed that
seroprevalence of subclinical paratuberculosis in dairy cattle in Manisa region of

Turkey is 21.72%.

Keywords: Aegean region, ELISA, Johne's disease, Tuberculosis.
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