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OZET

Paratiiberkiiloz, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in sebep oldugu,
kronik gastroenteritis, ishal, zayiflama ve siit veriminde azalma ile seyreden ve bazen 6liimle
sonuglanabilen bakteriyel bir enfeksiyondur. Hastalik sigirlarda uzun siire klinik belirti
gostermeden subklinik olarak seyredebilir. Subklinik enfekte hayvanlar digki, siit ve
kolostrumlariyla etkeni sacarak hastaligin saglam hayvanlara bulagmasina neden olurlar.
Paratiiberkiiloz tiim diinyada goriilen ve siit sigir1 isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara
yol acan zoonotik karakterde bir hastaliktir.

Bu arastirmanin amaci, laboratuvar yapimi Enzyme-Linked Immonosorbent Assay
(ELISA) kiti ile Elazig ilinde 2 yasin flzerindeki siitcii sigirlarda paratiiberkiilozun
yayginligini aragtirmaktir. Bu amagla goriiniirde saglikli 150 siit¢li sigirdan kan serumu
ornekleri toplandi. Mycobactin J ve ANV (amphotericin, nalidixic acid ve vancomycin) igeren
Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerinde iiretilen Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
susundan (DSMZ 44133) antijen hazirlandi. Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda; antijenin
0.125 pg/kuyucuk seklinde hazirlanan diliisyonunun, serumun 1/60 ve konjugatin 1/20000
dilisyonunun ELISA testinde kullanilabilecegi belirlendi. ELISA testinde her serum c¢ift
olarak test edildi. Serum Orneklerinin optik dansitelerinin aritmatik ortalamalar1 alinarak
herbir serumun S/P orani hesaplandi. Incelenen toplam 150 serumun 15°i (%10) pozitif, 4’ii
(%2.66) diisiik pozitif, 3’1 (%2) siipheli ve 128’1 (% 85. 33) negatif olarak saptandi. Bir ticari
ELISA kiti ile karsilagtirma sonucunda, hazirlanan kitin sensitivitesi % 95 ve spesifitesi % 96
olarak hesaplandi. Hayvanlarin yasina gore pozitiflik oranlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli (p<0.05) bulunmasina karsin, hayvan irkina gore pozitiflik oranlar arasindaki
farklilik 6nemli bulunmadi (p>0.05).

Bu ¢alismanin sonuglari, Elazig ilinde paratiiberkiilozun 6nemli bir sorun oldugunu ve

koruma ve kontrol programlarinin titizlikle uygulanmasi gerektigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Paratiiberkiiloz, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Sigir,

ELISA, Teshis

Vi



SUMMARY

Evaluation of a homemade ELISA kit for serological diagnosis of cattle paratuberculosis

Paratuberculosis is a bacterial infection caused by Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. It is characterized by chronic gastroenteritis, diarrhea, weight loss, reduced
milk production and occasionally death. A long subclinical stage can be occurred in infected
cattle. Subclinically infected animals transmit the infection to healthy animals by shedding
the agent in their faeces, milk and colostrum. Paratuberculosis is a zoonotic disease which is
seen all over the world and causes significant economic losses in dairy cattle farms.

The aim of this study is to investigate the prevalence of paratuberculosis in dairy
cattle over 2 years of age in the Elazig province by using a homemade Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) kit. For this purpose, blood serum samples were collected
from 150 dairy cattle without showing any clinical signs. Antigen was prepared from
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis strain (DSMZ 44133) grown on Herrold’s Egg
Yolk Agar medium with Mycobactin J and ANV (amphotericin, nalidixic acid and
vancomycin). After optimization, the dilution of 0.125 pg/well of the antigen, 1/60 of the
serum and 1/20000 of the conjugate were determined to be used in the ELISA. Each of serum
samples was tested in dublicate. The arithmetic averege optical density (OD) value of each
serum sample was transformed to sample-to-positive (S/P) ratio. Of the total 150 serum
samples, 15 (10%) were positive, 4 (2.66%) were low positive, 3 (2%) were suspicious and
128 (85. 33%) were negative. In comparison with a commercial ELISA kit, the sensitivity and
specificity of optimized ELISA kit were 95% and 96%, respectively. Although the difference
between the positivity rates according to the age of the animals was statistically significant
(p<0.05), the difference between the positivity rates according to animal breed was not
significant (p> 0.05).

The results of this study indicate that paratuberculosis is an important problem in

Elaz1g province and that protection and control programs should be applied carefully.

Keywords: Paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Cattle, ELISA,

Diagnosis
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR LIiSTESI

SEMBOLLER

>: Biiylik

<: Kiigiik

>: Biiyiik esit

% : Yiizde

C: Santigrat derece
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M: Molar

nm: Nanometre

CO2: Karbondioksit
NaOH: Sodyum Hidroksit

H2SO0a: Siilfirik Asit

KISALTMALAR

ABTS: 2,2’-azinodi-etilbenzotiazolinsiilfonik asit
AGID: Agar jel immiinodifiizyon

BSA: Bovine serum albumin

CF: Komplement fikzasyon



ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
FTS: Fizyolojik Tuzlu Su

GALT: Gut-associated lymphoid tissue

IMS: immunomanyetik separasyon
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RAPD: Random amplified polymorphic DNA
RFLP: Fragment-length polymorphism

SNPs: Single nucleotide polymorphism

S/P: Sample/positive

TMB: Tetrametil-benzidin

VNTRSs: Variable number tandem repeats

ZN: Ziehl-Neelsen
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1.GIRIS

Paratiiberkiiloz (Johne’s hastaligl), genellikle evcil ruminantlarda goriilen,
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) isimli bir bakterinin neden oldugu,
kronik gastroenteritis, ishal ve zayiflama ile karakterize enfeksiydz bir hastaliktir (Liu vd.,
2017; Fawzy vd., 2018). Ozellikle geng sigirlar en duyarli hayvanlardir. Enfekte hayvanlar
agirhikli olarak diskilariyla etkeni sagarlar (Gilardoni vd., 2012). Hayvanlar genellikle
kontamine yem, su ve kolostrumun tiiketilmesiyle enfekte olurlar (Sweeney vd., 2000).
Paratiiberkiiloz etkeninin ayni zamanda insanlarda goriilen Crohn’s hastaliginin
etiyolojisinde olasi roliiniin oldugu bildirilmistir. Bu nedenle paratiiberkiiloz halk sagligi
acisindan da O6nem arzetmektedir. Kontamine siit insanlar i¢in bulasma kaynagidir.

Pastorizasyon islemi genellikle bakteriyi yok etmez (Over vd., 2011; Civelek, 2017).

Klinik bulgular ¢ogunlukla 3-6 yas aras1 sigirlarda goriiliir. Enfekte geng sigirlarda
klinik bulgular goriilmez. Subklinik enfekte yetiskin hayvanlar etkeni tagimalarina ragmen
hastaligin belirtilerini gostermezler. Nekropside gastrointestinal sistem ve bolgesel lenf
yumrularinda lezyonlar goriilebilir. ince bagirsagin dzellikle ileum kismu kalinlasmis ve

kivrilmis (beyin benzeri) goriinimdedir (Arda vd., 1997; Baumgartner ve Khol, 2006).

Paratiiberkiilozun hastalig1 klinik bulgular, nekropsi ve laboratuvar muayeneleriyle
teshis edilebilir. Klinik ve nekropsi bulgulariyla teshisin yapilamadigi durumlarda
laboratuvar testleri yapilmak zorundadir. Hastaligin teshisi; bagirsak mukozasi ve gaitadan
hazirlanan preparatlarin  Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanarak mikroskobik olarak
incelenmesi, fekal kiiltiir, DNA problarinin kullanimi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile etkenin tespiti yaninda, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Komplement Fikzasyon (CF), Interferon Gama ve Jel Presipitasyon Testleri kullanilarak
gerceklestirilir. Gegmiste kullanilan Johnin Testi bugilin i¢in sadece arastirma
calismalarinda uygulanmaktadir (Baumgartner ve Khol, 2006; Gilardoni vd., 2012; OIE,
2013).

Fekal kiiltiir paratiiberkiilozun teshisinde altin standart olarak kabul edilir. Ancak

bu yontem zordur ve uzun siire alir ve hastaligin erken donemlerinde bazen etken tespit



edilemeyebilir (Ayele vd., 2001; OIE, 2013). Etkene karsi olusan antikorlari ortaya
koymak i¢in en yaygin kullanilan serolojik testlerden biri ELISA testidir (Nielsen ve Toft,
2008). ELISA hem kan serumu hem de siit 6rnekleri i¢in kullanilabilir (Khol vd., 2005).
Hayvan siiriilerinde hastalig1 tespit etmek i¢in ¢esitli ticari ELISA kitleri iiretilmektedir
(OIE, 2013). ELISA testinin kolay olmasi, tekrarlanabilmesi, sonuclarin objektif
yorumlanabilmes1 bir¢ok Ornegin islenebilmesi ve diger testlere gore ucuz olmasi gibi

avantajlar vardir (Gilardoni vd., 2012).

Paratiiberkiiloz hastaliginin tedavisi olmadig1 i¢in koruma ve kontrol ¢ok 6nemlidir.
Etkeni tagiyan hayvanlar miimkiin olan en kisa zamanda siiriiden cikartilmalidir. Kontrol
programi kapsaminda 1.5 yasindan biiyiik tiim hayvanlar 6 ayda bir ELISA ve bakteriyel
kiiltiir veya PZR ile test edilmelidir (Baumgartner ve Khol, 2006).



1.1 Paratiiberkiiloz Hastahg:
1.1.1. Tarihce ve Etiyoloji

Paratiiberkiiloz hastalig1 ilk kez 1895 yilinda Almanya’nin Oldenburg bolgesinde
tespit edilmistir (Johne ve Frothingham, 1895). Hastalik ilk tespit edildigi zaman etken
tiiberkiiloz basilinden ayirt edilemedigi icin tliberkiilozun atipik formu olarak
tanimlanmistir. Bundan yaklagik on yil sonra Bang 1906 yilinda bu hastaligin tiiberkiiloz
olmadigimi tespit etmis ve hastaliga pseudotiiberkiiloz enteritis adin1 vermistir (Bang,
1906). Daha sonralar1 hastalik paratiiberkiiloz veya Johne hastaligi olarak isimlendirilmistir
(Baumgartner ve Khol, 2006). Tiirkiye’de paratiiberkiiloz ilk kez 1928 yilinda sigirlarda
(Sezginer, 1928), 1968 yilinda koyunlarda (Hakioglu, 1968) ve 1973 yilinda keg¢ilerde
saptanmistir (Alibasoglu vd., 1973).

Paratiiberkozun etkeni asit-faz nitelikte, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, aerobik,
kapsiilsiz ve ¢omak seklinde bir bakteri olan Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP)’dir (Radostits vd., 2007). Mycobacterium cinsi igerisinde 100’den
fazla tlir vardir ancak bunlarin birka¢ tanesi insan (M. leprae, M. tuberculosis ve M.
ulcerans tirleri) ve hayvanlar (M. bovis, M. avium subsp. paratuberculosis ve M. avium
subsp. avium tiirleri) igin patojeniktir. Son yillarda yapilan smiflandirmaya gore
Mycobacterium avium kompleksi icerisinde, M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis (MAP) ve M. avium subsp. silvaticum alt tlirleri yer almaktadir. MAP,
besiyerlerinde ¢ok yavas geliserek 8-24 haftada gozle goriiniir koloni olusturur. Bu 6zelligi
ile hizl1 gelisen diger tiirlerden ayirt edilebilir (Chacon vd., 2004). MAP’1n lipidce zengin
hiicre duvart vardir (Manning 2001). MAP’in identifikasyonu icin besiyerlerinde
mikobaktine ihtiya¢ duyulur (Selbitz, 2002; OIE, 2013). MAP sigir diskisinda ve toprakta
bir yildan daha fazla, nehir sularinda yaklasik 160 giin ve havuz sularda 9 ay, -14 °C’de
en az bir yil canli kalabilir (Baumgartner ve Khol, 2006). Pastorizasyon islemi etkeni tam

olarak yok etmek i¢in yeterli degildir (Over vd., 2011).

1.1.2. Epidemiyoloji

Paratiiberkiiloz bir¢ok bir¢ok iilkede goriilen bir hastaliktir. Daha ¢ok sigir, koyun
ve kecilerin bir hastalig1 olarak kabul edilmesine ragmen tiim ruminantlar duyarhdir. Geyik

ve muflon (Machackova vd., 2004), manda (Sivakumar vd., 2005) ve devegillerde de
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hastalik goriliir (Selbitz, 2002). Yaban domuzu (Alvarez vd., 2005), fare, rat ve tilki
(Florou vd., 2005), tavsan (Judge vd., 2005), ay1, farkli bocekler ve solucanlar (Kopecna
vd., 2005) gibi ruminant olmayan diger tiirlerde de hastaligin goriildiigii bildirilmistir.
Enfeksiyonun yayilmasinin en 6nemli yolu fekal-oral bulagsmadir. Enfekte sigirlar diski, stit
ve kolostrum ile ¢ok sayida etkeni yayarlar. Hastaligin inkubasyon periyodu 1-10 yil
arasinda degisir (Fecteau ve Whitlock, 2010). Enfekte hayvanlarin kolostrumu/siitii,
kontamine olmus yem ve sular hastaligin bulasma kaynaklaridir (Sweeney vd., 2006).
Klinik belirti gdstermeyen enfekte hayvanlar diskilariyla etkeni uzun siire yayabilir. Etken
aynt zamanda asemptomatik ineklerin siitleri ve kolostrumunda bulunabilir (Smith ve
Bradford, 2001; Whitlock vd., 2005). Buzagilarin dogumdan sonra anne ile ayni yerde
kalmasi ve anne siitii ile beslenmesi enfeksiyonun gecisine yol agar (Cetinkaya vd., 1997).
Sigirlarin etkeni 1.5 yasindan once yaymadigi diisliniilmesine karsin, yapilan ¢aligmalar
enfekte geng buzagilarin da bakteriyi yaydigi ve bu yolla ayni ¢evredeki diger buzagilari
enfekte ettigi bildirilmistir (Bolton vd., 2005; Weber vd., 2005). Yeni dogmus buzagilar
genellikle enfekte hayvanlarin digkilari ile atilan etkeni agiz yoluyla alarak enfekte olurlar.
Hijyen kosullarinin koétii ve ahirlarin kalabalik olmasi hastalifin yayilmasinda etkili
faktorlerdir (Quinn vd., 2005).

Son yillarda paratiiberkiiloz ile insanlarda goriilen Crohn hastalig1 arasinda bir
iliskinin oldugu ileri siiriilmektedir (Quinn vd., 2005; Niesen ve Toft, 2008). MAP’in
insanlara bulasarak paratiiberkiiloza benzer klinik belirtiler gdsteren bir hastaligin
etiyolojisinde rol oynayabilecegi fikri ilk defa 1913 yilinda iddia edilmistir (Hermon-
Taylor ve El-Zaatari, 2004). Bu iddia aslinda insanlarda bagirsagin kronik iltithabina yol
acan Crohn hastalig1 ile paratiiberkiilozun, klinik ve patolojik bulgularinin benzemesi ve
Crohn hastasi olan insanlardan MAP’1n izole edilmesinden kaynaklanmaktadir (Harris and
Barletta, 2001; Davis vd., 2012). MAP’1n Crohn hastalig1 vakalarinin tiimiinden olmasa da
bazilarindan sorumlu oldugu hususunda bilimsel veriler olmasmna ragmen bu durum
muallaktadir ve tartigmalara yol agmaktadir (Patel and Shah, 2011). Crohn hastaliginin
etiyolojisi tamamen bilinmemekle birlikte genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimlerinin
hastaliga sebep oldugu tahmin edilmektedir ( Ailsa and Siew, 2015). Konak¢1 bagisiklik
sisteminin yeterli calismamas1 da hastalikta etkin rol oynar (Grant vd., 2001). Hastaligin
etiyolojisinde MAP’mn disinda degisik tiirde mikroorganizmalarin da yer aldigi

bildirilmistir (Ailsa and Siew, 2015).



1.1.3. Patogenez

Mikroorganizma sindirim yolu ile alindiktan sonra bagirsak ile iligkili lenfoid
dokuya (gut-associated lymphoid tissue, GALT) yerlesir ve burada makrofajlar tarafindan
fagosite edilir (Lamont, 2012). Deneysel olarak enfekte edilen buzagi, keci ve farelerde
etkenin enterositler aracilifiyla alindig1 da bildirilmistir (Bermudez vd., 2010). Etkenin
bagirsak mukozasina baglanmasinda membran proteinleri ile fibronektine bagimli bir
mekanizma Onemli bir rol oynar. Bakterinin {izerinde bulunan fibronektin baglayan
proteinler, bakteriye fibronektinin baglanmasini kolaylastir. Fibronektin intestinal epitelyal
hiicrelerde bulunan B1 integrinler ile bakteri arasinda koprii vazifesi goriir (Secott vd.,
2002; Secott vd., 2004). Etkenin ilk hedefi bagirsaktaki M hiicreleridir (Lamont, 2012).
Klinik bulgular goriilen sigirlarin buzagilariin yaklasik % 25°1 intrauterin olarak enfekte
olur (Whitlock, 1996). Etken esas olarak ileuma yerlesir. Makrofajlar M hiicrelerinden
salinan bakteriyi fagosite eder ve lokal lenfatiklere go¢ ederek enfeksiyonun bolgesel lenf
yumrularima yayimasmma yol acar (Klee, 2004). Hastalik ilerledik¢e ince bagirsak
mukozasindan submukozaya gecen bakteriler mukozanin kalinlagsmasina neden olur.
Bagirsaklarda gida ve su emiliminin bozulmasi sonucu kronik ishal goriiliir (Arda vd.,

1997; Quinn vd., 2005)

1.1.4. Klinik Belirtiler

Paratiiberkiilozun inkubasyon siiresi olduk¢a uzun oldugundan (yillarca) klinik
belirtilerin goriilmesi zaman almaktadir. Enfekte sigirlarda belirtiler genellikle 2 yasindan
once goriilmez. Klinik olarak hastaliklt sigirlarda en onemli belirtiler; siddetli ishal,
kaseksi, tiiylerde kabariklik, derinin kuru bir hal almasi ve siit veriminin diismesidir.
Subklinik olarak enfekte sigirlarda klinik belirtiler goriilmez. Ke¢i ve koyunlarda, ishal
genellikle goriilmez. Bu hayvanlarda prognoz kotiidiir ve hastalik 6liimle sonuglanir
(Arda vd., 1997: Baumgartner ve Khol 2005). Istahta bir azalma olmamasina ragmen
ilerleyen bir kilo kayb1 gozlenir. Diger hayvan tiirlerinde, ishal belirtisi olmadan asir1 bir
zayiflik sekillenebilir ( Arda, 1997; Quinn vd., 2005; Yardimci, 2006). Bircok hayvan,
enfekte olduklar1 halde, hayatlar1 boyunca klinik belirtiler gostermeyebilir. Bakim ve
beslenme sorunlari, stres, gebelik, yiiksek siit verimi, uzun siireli kortikosteroid alim1 gibi

sebepler hastaligin klinik forma donlismesine neden olur (Andrews, 1992).



Hastalik klinik bulgularin siddetine gore; sessiz enfeksiyon donemi, subklinik
hastalik donemi, klinik form donemi ve ilerlemis klinik form donemi olmak tizere dort

evrede incelenebilir.

Evre 1 (Sessiz enfeksiyon donemi): Mikroorganizmanin bagirsaktaki fagositik
hiicreler tarafindan alinmasi, bagirsak mukozasi icerisine ve daha sonra bitisikteki lenf
yumrularina taginmasiyla hastalik baslar. Hastalik baslar baslamaz etken jejunal ve ilial
mukoza igerisinde ¢ogalir ve bolgesel lenf nodiillerine yayilir. Bu donem genellikle 2 yil
stirer bazen 10 yila kadar devam eder (Fecteau ve Whitlock, 2010). Hayvanlar bu donemde
digkilariyla etkeni sacabilir. Bazen mikroorganizma kiiltiir ve PCR ile tespit edilebilir.
Bakterinin spesifik proteinlerine 6zgii hem hiicresel hem de humoral bagisik yanit

sekillenir (Waters vd., 2003).

Evre II (Subklinik hastalik donemi): Bu donemde hayvanlarin bagirsaklarindaki
etken miktar1 artmistir. Bu hayvanlarda ishal ve zayiflama goriilmez. MAP antijenine kars1
sitotoksik T lenfositleri tarafindan immun yanit olusturulur. T lenfositleri tarafindan gama
interferon {iiretimi artar ve ayn zamanda antikor iiretiminde de artig goriiliir (Basey ve
Collins, 1997). Cogu hayvanlar diskilariyla etkeni cevreye yayarak ciftlikteki diger
hayvanlar1 enfekte ederler. Baz1 hayvanlarin diski 6rneklerinde etken tespit edilebilir. Bu
donem hastanin immun cevap olusturmasina veya viicuttaki MAP yogunluguna gore birkag

yil devam edebilir (Andrews, 1992; Fecteau ve Whitlock, 2010).

Evre III (Klinik form donemi): Bu dénemde zayiflama ve ishal belirgindir. Aralikli
ishal birkac hafta siirer. Solunum ve kalp frekanslar1 ve viicut 1sis1 normaldir. Istahsizlik,
kaseksi ve siit veriminde diisiis goriiliir. Hemen hemen tiim hayvanlarin fekal kiiltiir testleri
pozitif sonug¢ verir. Ticari ELISA ve agar jel immunodiffiizyon testleri ile antikorlar
saptanabilir. Bagirsak mukozasindaki etken konsantrasyonu g¢ok yiiksektir ve bagirsak

mukozasi kalinlasmistir (Fecteau ve Whitlock, 2010).

Evre IV (Ilerlemis klinik form dénemi): Hayvanlar zayif ve istahsizdir. Genellikle
kronik asir1 ishal ortaya cikar. Cene alti 6demi bu evrede goriilen karakteristik bulgudur.
Subklinik donemden bu doneme gegis, birka¢ hafta icinde hizlica olabilir. Hayvanlarin
saglik durumu hizli bir sekilde bozulur. Hayvanlar kesilmedigi taktirde, kaseksi ve
dehidrasyona bagli olarak dliimler goriiliir (Blood vd., 2000; Fecteau ve Whitlock, 2010).



1.1.5. Nekropsi Bulgular:

Hasta sigirlarda lezyonlar yaygin graniilamatéz degisiklikler ve nonnekrotik
fibrozis ile karakterizedir. Gastrointestinal sistem ve bolgesel lenf yumrularinda lezyonlar
ortaya cikar. Bagirsagin ozellikle ileum mukozasinin kalinlasmasi ve beyin benzeri
kivrimli bir hal almasi hastalik i¢in tipik bulgudur (Baumgartner ve Khol, 2010).
Mezenterik lenf yumrular1 genellikle genislemis ve odemlidir. Kazedz ve kalsifiye
lezyonlar kecilerde siklikla fakat koyunlarda nadiren goriiliir. Bagirsak disinda lezyonlar
nadir olmakla birlikte, ileri vakalarda viicut bosluklarinda ser6z eksudat, viicut yaglarinda
atrofi, aortta atherosiklerozis, miyoatrofi, renal enfarktiis, karacigerde tahribat ve anemi

sekillenebilir (Quinn vd 2005; Gilardoni vd., 2012; OIE, 2013).

1.1.6. Teshis

Klinik paratiiberkiiloz vakalarinin teshisi genellikle; semptomlar, anamnez ve
necropsi bulgulariyla yapilir. Semptom goriilmeyen vakalarda ise tan1 amacl laboratuvar
testlerden yararlanilmaktadir. Ozellikle gen¢ ve subklinik enfekte hayvanlarda sensitivite
ve spesifitesi yiiksek bir test yoktur (Baumgartner ve Khol, 2006). Teshiste bakteriyel
kiiltiir ile etkenin identifikasyonu altin standart test yontemidir. Ancak hastaligin erken
evrelerinde etken c¢ikarilmadigindan kiiltiir yontemi enfekte hayvanlari tespit etmez
(Gilardoni vd., 2012). Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Komplement fikzasyon(CF),
Agar jel immunodifiizyon(AGID), Enzyme-Linked Immunosorbet Assay (ELISA) ve
hiicresel (intradermal deri testi ve interferon gama testi) immun yaniti belirleyen testler,
anatomohistopatolojik incelemeler ve in sutu hibridizasyon yontemleri diger alternatif
teshis yontemleri arasinda yer almaktadir. Bakteriyoskopi, bakteriyolojik kiiltiir ve bakteri
DNA’sinin tespiti gibi direkt teshis yontemleriyle etken identifikasyonu yapilabilir.
Humoral ve hiicresel bagisiklik yanitini ortaya koyan testler indirekt teshiste kullanilir

(Gilardoni vd., 2012; OIE, 2013; Selim ve Gaede, 2015).

1.1.6.1. Bakteriyoskopi

Mikobakterilerin etrafinda balmumu tabakasi oldugundan normal boyama

yontemleriyle boyanmazlar. Etkenin identifikasyonu i¢in kullanilan bakteriyoskopik metot



Ziehl-Neelsen boyamadir. Bu boyama, fuksin ile boyama isleminden sonra asit-alkol ile
dekolarizasyona karsi mikobakterilerin direngli olmasit ve boyayr birakmamasi esasina
dayanir. Ziehl-Neelsen boyama basit, hizli ve ucuz bir yontemdir. Ancak bu yontemin
diski, kolostrum ve siit 6rneklerinde diisiik sensitivite ve spesifiteye sahip olmasi ve diger
mikobakteri tiirleri arasinda ayriminin yapilamamasi gibi dezavantajlar1 vardir. Digkl ve
veya intestinal mukozadan hazirlanan ve Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanan preparatlarda
kiiciik (0.5-1.5 um) ve kiigiik topluluklar halinde asit-fast basillerin goriilmesi ile tam
konabilir (Gilardoni vd 2012; OIE 2013). Tani i¢in birka¢ farkli preparatin incelenmesi
gerekir (Muskends vd., 2003). Ziehl-Neelsen boyamada, mikobakteriler kirmizi, zemin ise
mavi renkte goriiliir (Arda vd., 1997). Ozellikle lezyonlu ileosekal valf veya intestinal lenf
yumrularindan hazirlanan preparatlarda, lezyonda mevcut olan makrofajlar icerisinde 10-
20 parlak renkli basil kiimelerinin goriilmesi paratiiberkiiloz teshisi i¢in olduk¢a 6nemlidir

(Paolichi ve Roman, 2007).

1.1.6.2. Kiiltiir

Bakteriyolojik kiiltlir ile etkenin identifikasyonu referans teshis yontemi (altin
standart) olarak kabul edilir. Digki, kolostrum siit veya bagirsak mukozas1 kalintis1 6rnek
olarak kullanilabilir. Fekal kiiltiir 3-5 6rnek havuzlanarak yapildiginda ¢ok fazla sensitivite
kayb1 olmaz (Kalis vd., 2000; Gilardoni vd., 2012). Kiiltiir, teknik olarak zor ve zaman
alici bir islem olmasma karsin, yanlis pozitif sonu¢ vermeyen (% 100 spesifite) tek
yontemdir. Fekal kiiltiiriin canli hayvanlarda hastaligin teshisi i¢in yaygin olarak kullanilan
bir test oldugu, hastaligin ilerlemis evrelerinde hasta hayvanlarin ¢ogunu tespit edebildigi
ve erken evrelerde ise sadece birka¢ hayvani saptayabildigi bildirilmistir (Nielsen ve Toft,
2008). Siitlerin bakteriyolojik kiiltiirii yapilarak hastalik tanis1 konabilir (Paolichi vd,.
2003). Genellikle siitiin  bakteriyolojik  kiiltiirii  santrifiij, zenginlestirme ve
immunomanyetik separasyon (IMS) vb. bir 6n islem uygulandiktan sonra yapilmaktadir
(Donaghy vd., 2008). Siitiin igerisinde var olan mikroorganizma sayist diskiya nazaran
daha az oldugundan etkenlerin ayrigmasini saglayabilmek i¢in Oncelikli olarak santrifiij
isleminin yapilmasi gerekir Siit santrifiij isleminden sonra ii¢ kisma (su, pelet, krema)
ayrilir. Ozellikle MAP etkenlerinin pelet ve krema boliimlerinde bulundugu ve
inokiilasyon i¢in bu kisimlardan Orneklerin alinmasi gerektigi bildirilmistir (Bradner,

2013).



Besiyeri ortamlar1 ve Ornek isleme protokollerine gore degisen birkag kiiltiir
yontemi vardir. MAP’1n kiiltiirii daima mikobaktin J eklenen 6zel besiyerleri kullanilarak
yapilir. Kati1 ortamlarda etkenin kiiltiirii i¢in Herrold’un mikobaktinli yumurta sarili
besiyeri, Lowenstein Jensen veya Middlebrook 7H10, 7H11 gibi besiyerlerinden
faydalanilmaktadir. Kat1 ortamlara ilave olarak Middlebrook 7H9, 7H12 ve BACTEC 12B
gibi sivi ortamlar da kullanilabilir (Donaghy vd., 2008; Gilardoni vd., 2012). Disk1 ve
bagirsak dokusundaki diger bakteri ve mantarlar MAP’1n iiremesini engeller. Bu nedenle
etkenin basarili bir sekilde izole edilebilmesi diger mikroorganizmalarin etkili bir sekilde
inaktivasyonuna baglidir. Dekontaminasyon i¢in 2 temel yontem vardir. Bunlardan birisi
tireme igin Lowenstein Jensen ve dekontaminasyon icin okzalik asit ve NaOH’in
kullanildig1 yontem, digeri ise lireme i¢in Herrold’un mikobaktinli yumurta sarili besiyeri,
ve dekontaminasyon i¢in hexadecylpyrimidinium chloride’nin kullanildig1 yontemdir. Sigir
albiimini, oleik asit ve katalaz eklenmis sivi besiyerlerinde (Middlebrook 7H9, 7H12)
zenginlestirmeden sonra kati besiyerleri kullanildiginda MAP’1n iiremesi hizlanmaktadir.
Koyun suslar1 Herrold’un mikobaktinli yumurta sarili besiyerine gore, Middlebrook
7H10 besiyeri ortaminda daha iyi iirer. Koyun ve sigir suslarinin gelismesi icin sivi
ortamlarin kati ortamlardan daha duyarli oldugu bildirilmistir (OIE, 2013).

Stvi  ortamlarda bakteri {iremesini tespit etmek icin otomatik sistemler
gelistirilmistir. Radiometrik BACTEC 460 sisteminde isaretleyici olarak kullanilan karbon
(C'%), bakteri solunumuna bagli olarak karbondioksit (CO,) konsantrasyonundaki
degisiklikleri tespit eder. Diger otomatik sistemler fluorometrik, barometrik ve
kalorimetrik yontemlerdir (Stich vd., 2004).

Kat1 ortamlarda koloniler inkubasyondan sonra 5 hafta-6 ay arasinda goriilebilir.
Koloniler baslangicta ¢ok kiiciik (0.25-1 mm ¢apinda) olup, yuvarlak, yiizeyleri diizgiin ve
parlak goriiniimdedir. Inkubasyon siiresi uzadikga koloni biiyiikliigii 2 mm ¢apa ulasabilir
MAP’1n identifikasyonu i¢in slipheli kolonilerden mikobaktinli ve mikobaktinsiz ayni besi
ortamima ekim yapilmalidir. Ayrica izolatlarin identifikasyonunu konfirme etmek igin

PZR testi kullanilabilir (OIE, 2013).

1.1.6.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR testinde bakterinin genomunda 15-20 kopya halinde bulunan ve 1451 baz cifti

uzunluguna sahip IS900 insersiyon sekansi saptanarak etken identifiye edilebilir (Collins



vd., 1989; Li vd., 2005). {57 insersiyon elementinin tespitine yonelik yapilan PZR ile de
etken identifikasyonu miimkiindiir (Slana vd., 2008; OIE 2013).

PZR, hem klinik orneklerde etkeni saptamak, hem de kiiltiir sonras: elde edilen
izolatlar1 identifiye etmek i¢in kullanilir. Saf kiiltiirden identifikasyon i¢in kullanildiginda
spesifik olmasina karsin klinik 6rneklerle calisildiginda inhibitér faktorler problemlere yol
acmaktadir. PZR testinde kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitif sonu¢ ve inhibitor
faktorler nedeniyle de yanlis negatif sonuglar alinabilir (Cetinkaya vd., 2000). PZR, siit,
diski, kan ve doku Orneklerinde bulunan MAP’1 direkt tespit etmek i¢in kullanilir. PZR
testinin avantaji, spesifitesinin yiiksek olmasi (yaklasik % 90) ve 24 saatten daha kisa
siirede sonu¢ alinabilmesidir. Dezavantaji ise sensitivitesinin diisiik olmasi (yaklasik % 53)
ve canli ve Oli bakterilerin ayirt edilememesidir (Kalis vd., 1999). 1S900’e¢ benzer
elementlerin diger bakterilerde de bulundugunu bildirmesine karsin, ¢ogaltilan segmentin
metilasyon-restriksiyon veya sekanslamayla ayirt edilebilecegi bildirilmistir (Mundo,
2005). IS900, 1IS901, 1S1245 ve dnal genleri amplifiye edilerek uygulanan multipleks PZR
testi ile MAP’1n diger mikobakteri tiirlerinden ayirt edildigi rapor edilmistir (Moravkova,
2008). IS7311 sekansinin restriksiyon enzim analizi ile M. avium subsp. avium ve MAP’1n
ayirt edilebilecegi ve koyun, sigir ve bison suslarinin tiplendirilebilecegi bildirilmistir
(Sevilla vd., 2005). Son yillarda kan, siit, digki, doku ve c¢evre orneklerinde etkeni tespit
etmek icin gercek-zamanl PZR teknikleri gelistirilmistir (OIE, 2013). MAP’1n molekiiler
tiplendirilmesinde random amplified polymorphic DNA (RAPD), variable number tandem
repeats (VNTRs), IS900-restriction fragment-length polymorphism (RFLP) ve single
nucleotide polymorphism (SNPs) yontemleri uygulanmaktir (Sonawane vd., 2016).

1.1.6.4. Serolojik Testler

Paratiiberkiilozun indirekt teshisinde cesitli serolojik testlerden yararlanilmaktadir.
Serolojik testler maliyet olarak kiiltiir yontemlerine gore daha ucuz ve daha hizli hizlidir.
(Stricklands vd., 2005). Hastaligin ileri evrelerinde sigirlarda yiiksek oranda antikor
bulunur. Bu antikorlar enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), komplement
fikzasyon(CF) ve agar jel immunodifuzyon (AGID) testleri ile tespit edilebilir. ELISA ve
AGID hizli, pahali olmayan, yapilmasi kolay ve fazla ekipman gerektirmeyen testlerdir.

Bunun aksine CF’nin yapilmasi zordur ve sadece referans laboratuvarlarda uygulanabilir.
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ELISA, CF ve AGID testlerinden daha duyarli bir testtir. Ileri klinik evre ve fekal
yayilimin fazla oldugu donemde ELISA’nin sensitivitesi yiiksektir (Nilsen, 2008;
Gilardoni vd., 2012).

ELISA testinde antijen antikor birlesmesi, bir enzimin substratiyla etkilesime
gecerek renkli bir goriintli ortaya ¢ikarmasiyla belirlenir. Kompleks bir teknik olmayan
ELISA’da kat1 faz, yikama islemleri, enzim ve substrat se¢imi ve reaksiyonun durdurulma
zamant onemli degiskenlerdir. Kati1 faz olarak genellikle mikrotitrasyon pleyti halinde
bulunan plastikler kullanilmaktadir. Polistren mikrotitrasyon kuyucuklarindan bagka,
plastik boncuklar ve nitroselliilloz membran da solid madde olarak secilebilir (Abbas vd.,
1997; Hendry and Herman, 1980). ELISA i¢in kullanilan enzimler; peroksidaz, alkalen
fosfataz, beta-galaktozidaz gibi substratlari renkli iirlinlere doniistiirme kabiliyetindeki
enzimlerdir. Spektrofotometrede substrata gore degisen dalga boylari kullanilarak, olusan
renkli {riinlerin Ol¢limii (Optik Dansite: OD) yapilir. Beta-galaktozidaz enzimi
kullanilmissa florimetrede Ol¢im yapilir. Substratlar genel olarak alkalen fosfataz igin
nitrofenil fosfat, peroksidaz i¢in ise ortofenilendiamin (OPD), 2,2’-azinodi-
etilbenzotiazolinsiilfonik asit (ABTS) ve tetrametil benzidin (TMB) dir (Koneman vd.,
1992; Coligan vd., 1994; Babacan, 1996; Crowther, 2009). Hastaliklarin teshisinde
kullanilan direkt, indirekt, sandvi¢ ve kompetatif ELISA gibi bir¢ok yontem vardir (Sekil
1.1). Indirekt ELISA ile serum drneklerinde antikorlar aranir. Bunun i¢in ELISA pleytleri
antijenle kaplanir. Bu islem igin plaklar 37 °C'de 2 saat veya +4 °C'de bir gece muhafaza
edilir (Jitsukawa vd., 1989). Daha sonra ELISA pleytinin kuyucuklarina antikor aranacak
serum eklenir. Yikama islemlerinden sonra enzim ile isaretli ikinci bir antikor konjugati
(Primer antikora kars1 farkli bir canh tiirlinden elde edilen) eklenir. Daha sonra substrat

ilave edilerek drnekte antikor olup olmadig belirlenir (Crowther, 2009).
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Sekil 1.1 . Farkli ¢esitlerde ELISA sistemleri (URL-1, 2019)

ELISA, paratiiberkiilozun serolojik teshisinde en fazla kullanilan bir testtir. MAP’1n
protoplazmik ekstraktindan hazirlanan ¢oziiniir antijen ve hiicre duvarindan ekstrakte
edilen glikolipit ekstraktlar ELISA testinde antijen olarak kullanilir (Nielsen ve Toft,
2008; Gilardoni vd., 2012). Hem kan serumu, hem de siit 6rnekleri ELISA ile incelenebilir
(Khol vd., 2005). ELISA’nin siirli taramalar1 ve partiiberkiiloz kontrol programlari i¢in en
ucuz ve en uygun metot oldugu bildirilmistir (Baumgartner ve Kohl, 2006). Paratiiberkiiloz
teshisi icin son yillarda ticari ELISA kitleri gelistirilmistir. Kullanilan kite gore sensitivite
ve spesifite oranlar1 degisir (OIE, 2013). Hayvanin yasi ve diski ile sacilan etken
miktarinin  artmasit  ELISA’nin  sensitivitesini  etkiler. Ticari ELISA kitlerinin
sensitivitesinin fekal sacilimin diisiikk oldugu hayvanlar i¢in % 9-32 arasinda ve fekal
sacilimin normal oldugu hayvanlar i¢in % 47-63 arasinda oldugu bildirilmistir (Whitlock
vd., 2000). Baz1 ticari kitler siit ornekleri icin gelistirilmistir. Sigir ve kegi siitleri
kullanilarak yapilan ELISA testi ile serum ELISA testinin spesifitesinin benzer oldugu
rapor edilmistir (Hendrick vd., 2005; OIE, 2013).

Komplement fikzasyon (CF) testi, hayvanlarda paratiiberkiiloz seroprevalansini
tespit etmek amaciyla gecmiste yaygin olarak kullanilmistir. Klinik olarak stipheli
hayvanlar {lizerinde 1yi sonuglar alinir. Fakat yeterli spesifiteye sahip degildir. Bununla
birlikte giinlimiizde sigir ithalatt yapan cesitli iilkeler CF testinin yapilmasini talep
etmektedir (OIE, 2013). CF testinde diger bakterilerle kros reaksiyonlarin elde edildigi
bildirilmistir (Patel and Shah, 2011).
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Agar jel immiinodifiizyon (AGID) testi, antikor ve antijenlerin tam kati olmayan
jelde acilmig deliklerin arasindaki kisimda kiimelenmesi temeline dayanan bir yontemdir.
AGID klinik olarak stipheli sigir, koyun ve kegilerde hastaligin konfirmasyonu i¢in faydali
bir testtir. Maliyeti diisiik olup uygulanmas1 kolaydir. Test sonuglar1 24-48 icerisinde alinir
(OIE, 2013). ileri klinik evrede sensitivitesinin yiiksek oldugu (% 90-95) fakat subklinik
evrede sensitivitesinin diisiik oldugu %18.9-30 bildirilmistir (Ayele vd., 2001).

1.1.6.5. Hiicresel Temelli Immunite Testleri

MAP’in viicuda girisinden sonra Ozellikle T hiicreleri tarafindan immun yanit
olusturulur. Bu yanit1 ortaya koyan teshis testleri; in vivo olarak yapilan intradermal test ve
in vitro olarak yapilan interferon gama testidir. Diger mikobakteriler ile kros reaksiyonlara
bagli olarak her iki testin de ayirim giicii diistiktiir (Gilardoni vd., 2012). Hayvan MAP ile
temas ettikten sonra olusan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu intradermel test ile
ortaya konabilir. Test hayvanin boyun derisi i¢ine 0.1 ml PPD-A (M. avium’un saf protein
derivat) veya PPD-J (Johnin) enjekte edilerek yapilir. Inokulasyon yapildiktan 72 saat
sonra deri kalinlhig: olgiiliir ve 2 mm’den daha fazla deri kalinlig1 artis1 pozitif olarak
degerlendirilir (OIE, 2013). Yapilan bir ¢calismada deri testinin spesifitesi; esik deger > 2
mm alindiginda % 88.8, esik deger > 3mm alindiginda % 91.3 ve esik deger > 4 mm
alindiginda % 93.5 olarak tespit edilmistir (Kalis vd., 2003). Deri testinin avantaji,
yapilmasinin kolay olmasidir. Hiicresel immunite, etkenin sagilmas: ve humoral immun
yanittan Once gelistigi i¢in, serolojik testler ve bakteriyel kiiltiirden daha 6nce deri testi ile
subklinik evredeki enfekte hayvanlari tespit etmek miimkiindiir. Deri testinin dezavantaj,
kros reaksiyonlar nedeniyle sensitivite ve spesifitesinin diisiik olmasidir (Gilardoni vd.,

2012).

Interferon gama testi, spesifik antijen ile 18-36 saat inkukasyon siiresi icerisinde
duyarli hale getirilen T Ienfositleri tarafindan iiretilen gama interferon miktarinin
belirlenmesi esasina dayanir. Bu testle paratiiberkiilozunun teshisi i¢in ticari kitler
gelistirilmigtir.  Hastalifin  erken evrelerinde O©nemli miktarda interferon gama
salgilandigindan subklinik evredeki hasta hayvanlar tespit etmek icin kullanilabilir. Kros
reaksiyonlarin  goriilmesi, maliyetinin yliksek ve sensitivitesinin diisiik olmasi

dezavantajdir (Stabel, 1996). Sigirlarda interferon gama testinin spesifitesinin % 67-94
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arasinda, sensitivitesinin ise % 13-85 arasinda oldugu bildirilmistir (Kalis vd., 2003;

Nielsen ve Toft, 2008).

1.1.7. Koruma ve Kontrol

Hastaligin teshis ve tedavisi zor oldugundan, koruma ve kontrol olduk¢a dnemlidir.
Siirti veya ciftlik bazli subklinik enfekte hayvanlar, 6 ayda bir uygulanan digk: kiiltiirii ve
PZR gibi molekiiler teknikler ile etkenin tespiti yapilip veya serolojik/alerjik testler ile
belirlenerek siirtiden ayiklanmalidir. Pozitif ¢iftliklerde ilave hijyenik 6dnlemler alinmali ve
hastaligin siirli igerisinde yayilmasi Onlenmelidir. Hijyenik Onlemlerin amaci yeni
doganlari, buzagilar1 ve satin alinarak citlige yeni getirilen hayvanlar1 enfeksiyona karsi
korumaktir. Enfekte hayvanlardan dogan yavrular anne siitii ile beslenmeden hemen
annelerinden ayrilmalidir. Bu hayvanlar antijen ve antikor negatif hayvanlardan elde edilen
kolostrum ile beslenmelidir. Kontamine giibreler kullanilmamalidir. Sularmn, yemlerin,
yemlik ve suluklarin digki ile bulasmasi engellenmelidir. Kontrol tedbirlerinin bir parcasi
olarak asilama birkag lilkede uygulanmaktadir. As1 yapilarak sigirlarda klinik vaka sayisi
azaltilabilir. Bir siiriiye asilama yapilarak hastalik elimine edilemez. Asili hayvanlar
genellikle tiiberkiiline duyarli olacagindan deri testinin yanlis yorumlanmasina neden
olabilir (Arda, 1997; Ayele vd., 2001; Haris and Barletta, 2001; Quinn vd., 2005;
Baumgartner ve Khol, 2006; Yardimci, 2006; OIE 2013).

1.1.8. Paratiiberkiilozun Diinyadaki Durumu

Sigir paratiiberkiilozunun bircok Tlilkede goriildiigli bildirilmistir. Kanada’da
mezbahada kesilen 984 siitcli sigirin mesenterial lenf nodiilleri ile ileumlar: toplanarak
histolojik ve bakteriyolojik olarak incelenmis ve hastaligin prevalanst % 16.1 olarak
saptanmistir (McKenna vd., 2004). Ispanya’da yiiriitiilen bir ¢alismada 200 inek tank siit
orneginin PZR ile analizi sonucunda, drneklerin yaklasik % 10’unda MAP tespit edilmistir
(Sevilla vd., 2002). Cek Cumhuriyeti’nde 131 inekten alinan siit, diski ve c¢esitli doku
ornekleri MAP yoniinden incelenmis ve hayvanlarin % 37.4’linden etken izolasyonu
gerceklestirilmistir (Hasanova vd., 2009). iran’da, 110 koyun, 95 deve, 144 sigir kam ile
83 boga spermasi nested PZR ile analiz edilmis ve 16 koyun (% 14.54), 7 deve (% 7.36) 11
sigir (% 7.63) kam ile 7 boga spermasinda (% 9.64) MAP DNA’s1 saptanmistir

(Khamesipour vd., 2014). Hindistan’da yapilan bir ¢aligmada ise 350 inek serumunun
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53’tinde (% 15.14) ve 300 inek siitliniin ise 55’inde (% 18.33) indirekt ELISA ile pozitiflik
saptanmistir (Gupta vd., 2012). Avustralya’da paratiiberkiilozun prevalansini tespit etmek
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 1123 sigir kan serumunun 26’sinda (%2.31) ticari ELISA
kiti ile pozitiflik tespit edilmistir (Gurung vd., 2018). Cin’de, siit¢ii ineklere ait 3157 kan
serumu Orneginin 152’°sinin (%4.8) ticari ELISA kiti ile pozitif bulundugu bildirilmistir
(Liu vd., 2017). Misir’da, kronik ishalli sigirlardan alinan 138 digki 6rneginin 15’1 kiiltiir
ve PZR ile pozitif bulunmus, 2 yasin iizerindeki normal ve ishalli hayvanlardan toplanan
700 serum Orneginin 97’sinin (13.8) ticari ELISA kiti ile pozit sonug¢ verdigi saptanmistir
(Selim vd., 2019). Avrupa iilkelerinde sigirlar arasinda prevalansin, bazi iilkelerde en az %
3-5 olmak iizere genellikle yaklasik % 20, siirii prevalansinin ise % 50’inin ilizerinde
oldugunu bildirilmistir (Nielsen ve Toft, 2008). Ingiltere’de yapilan bir calismada, 114
sigir ¢iftliginden toplanan 15736 kan serumunu ELISA ile incelendiginde % 7.1 oraninda
seroprevalans saptanmistir (Woodbine vd., 2009). ispanya’da 61069 sigirdan alinan kan
serumlari ticari bir ELISA Kkiti ile incelenmis ve siit¢ii, et¢i ve karisik 1rk siiriilerde sirasiyla
stirii prevalansi % 10.69, % 0 ve % 2.71; bireysel prevalans ise % 4.03, % 2.07 ve % 3.84
olarak tespit edilmistir (Diéguez vd., 2007). Hollanda’da 378 ciftlikten en az 3 yasinda
olan 15822 inekten alinan kan serumu Ornekleri ticari bir ELISA kiti ile incelenmis,
stiriilerin 207’sinde (% 55) en az bir veya daha fazla hayvan serolojik olarak pozitif
bulunmustur (Muskens vd., 2000). irlanda’da, 639 siiriideki bir yas iisti 20322
inek/bogadan alinan kan serumlar1 ELISA ile incelenmis, siirli prevalans: % 21.4 olarak
belirlenmistir (Good vd., 2009). Avusturya’da mezbahalarda kesilen 756 sigirdan toplanan
kan Ornekleri ELISA ile incelenmis ve % 19 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir

(Dreier vd., 20006).

1.1.9. Paratiiberkiilozun Tiirkiye’deki Durumu

Paratiiberkiilozun, Tiirkiye’de ilk kez 1928 yilinda sigirlarda (Sezginer, 1928), 1968
yilinda koyunlarda (Hakioglu, 1968) ve 1973 yilinda kecilerde (Alibasoglu vd., 1973)
tespit edildigi bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda serojik ve molekiiler testler
kullanilarak hastaligin yaygmhigr arastirllmistir. ELISA testi ile Tiirkiye genelinde
sigirlarda paratiiberkiilozun prevalans1 % 4.6 olarak bildirilmistir (Atala ve Akcay, 2001).
Yildirim ve Civelek (2013), Usak ilinde 200 siit sigirindan alinan digki 6rneklerinin %

20’sinde, siit 6rneklerinin ise % 17.5’inde PZR ile pozitiflik tespit etmislerdir. Makav ve
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Gokee (2013), Kars ilinde sigirlarda bireysel prevalansi % 3.5 ve siirii prevalansint % 41.6
olarak tespit etmislerdir. Celik (2015), Burdur ilinde, 150 sigirdan topladiklar1 kan
serumlarini ticari ELISA kiti ile incelemisler ve % 8 oraninda seropozitiflik saptamistir.
Gilimiigsoy vd. (2015) Kayseri ilinde yaptiklar1 bir ¢alismada, kronik ishalli 2 yasin
tizerindeki 147 siitci si@irdan kan ve siit ornekleri toplamiglar ticari ELISA kiti ile
sigirlarda % 12 oraninda seropozitiflik tespit etmislerdir. Ayn1 arastiricilar siit 6rneklerinin
% 13.61’inde MAP DNA’s1t saptamislardir. Elazig ilinde, 1997-1998 yillar1 arasinda
sigirlardan toplanan 500 siit 6rneginin kiiltiir ile % 3.4’ilinden etken iiretilmis, PZR ile ise
orneklerin % 5’inde etkene spesifik DNA saptandigr bildirilmistir (Cetinkaya vd., 2000).
Kirklareli yoresi siit sigirlarinda ticari ELISA kiti ile subklinik paratiiberkiilozun
seroprevalansi % 1.5 pozitif ve % 1.5 siipheli olarak tespit edilmistir (Karakas ve Civelek,
2018). Manisa yoresi siit sigirlarinda ticari ELISA kiti ile subklinik paratiiberkiiloz
seroprevalansinin % 21.72 oldugu ortaya konmustur (Berberoglu ve Civelek, 2016). Afyon
ve civarindaki ¢iftliklerde 4-8 yas arasindaki 305 siit¢ii sigirdan alinan serum 6rneklerinin
% 31.81 ticari ELISA Kkiti ile pozitif bulunmustur (Borum vd., 2014). Tiitiincii vd. (2018),
orta karadeniz bolgesinde kronik ishalli 2 yasin tizerindeki 859 siitcii sigirin 86’sinin (%10)
ticari ELISA kiti ile pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ozpinar vd. (2015), Trakya
bolgesinde rastgele belirledikleri 30 isletmedeki 2 yas ve istii siit si@irlarindan aldiklari
270 diski ornegi ile bu isletmelerin ve bulunduklari kdylerin siit toplama tanklarindan
aldiklar1 45 ¢ig siit 6rnegini real-time PZR ve nested-PZR ile incelemisler, 6rneklerin

hicbirinde MAP DNA’s1 tespit etmemislerdir.

1.1.10. Arastirmanin Amaci

Ulkemizde simdiye kadar yapilan serolojik ¢alismalarin tiimiinde ticari ELISA
kitleri kullanilmistir. Tarim ve Orman Bakanliga bagli laboratuvarlarda rutin teshiste,
ELISA kitleri kullanilarak hastaligin ithal hayvanlarda olup olmadig: test edilmektedir. Bu
kitlerin tlimii yurt disindan saglanmakta, Tiirkiye bu kitler i¢in 6nemli miktarda dolar veya
avro 6demektedir.

Bu arastirmanin amaci, laboratuvarimizda paratiiberkiiloz hastaliginin teshisi icin
ELISA kiti hazirlamak ve bu kit ile Elazig ilinde 2 yasin iizerindeki siitcti sigirlarda
hastaliginin yayginligin1 arastirmaktir. Ayrica ticari ELISA kiti ile karsilastirarak

hazirlanan kitin sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
2.1.1. M. avium subsp. paratuberculosis susu

ELISA pleytinin kaplanmasinda kullanilan antijenin hazirlanmasi i¢in gerekli olan

bakteri susu (DSMZ 44133) ticari olarak temin edildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Kullanilan liyofilize M. avium subsp. paratuberculosis susu (DSMZ 44133)

2.1.2. Besiyeri

Bakterinin iiretilmesi icin Mycobactin J ve ANV (amphotericin, nalidixic acid ve

vancomycin) iceren ticari BD BBL™ Herrold’s Egg Yolk Agar besiyeri kullanildi.

2.1.3. Hayvan Kan Serumu Ornekleri

Elazig’da Eylil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasinda bir mezbahada kesilen
goriinitirde saglikli 2 yas ve tizerindeki 150 siit¢ii sigirdan kan 6rnekleri alind1 ve serumlari

cikartildi (Tablo 2.1). Serum &rnekleri test edilinceye kadar -20 °C’de saklandh.
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Tablo 2.1. Toplanan kan serumlarinin hayvanlarinin yasi ve wrkina gore dagilimu.

Ornek | Hayvan Hayvan | Ornek | Hayvan | Hayvan | Ornek | Hayvan | Hayvan
No rki yasi No irka yasi No irka yasi
1 Montofon 2 31 Simental 2 61 Simental 2
2 Montofon 2 32 Simental 2 62 Holstayn 6
3 Montofon 4 33 Karigik 2 63 Simental 2
4 Simental 2 34 Holstayn 4 64 Montofon 2
5 Simental 3 35 Simental 5 65 Holstayn 4
6 Holstayn 5 36 Simental 3 66 Karisik 5
7 Montofon 2 37 Simental 2 67 Holstayn 2
8 Simental 3 38 Simental 2 68 Holstayn 5
9 Montofon 3 39 Karigik 2 68 Holstayn 4
10 Montofon 2 40 Simental 3 70 Holstayn 3
11 Montofon 2 41 Karigik 3 71 Simental 2
12 Montofon 5 42 Karisik 2 72 Simental 3
13 Montofon 2 43 Holstayn 4 73 Simenatal 3
14 Montofon 4 44 Simental 2 74 Montofon 3
15 Montofon 2 45 Simental 4 75 Karisik 5
16 Karigik 6 46 Montofon 4 76 Simental 3
17 Simental 4 47 Karigik 2 77 Simental 4
18 Simental 48 Montofon 3 78 Simental 3
19 Karigik 2 49 Karigik 3 79 Montofon 3
20 Montofon 2 50 Montofon 4 80 Montofon 2
21 Montofon 2 51 Montofon 2 81 Montofon 2
22 Karisik 3 52 Simental 6 82 Montofon 4
23 Simental 2 53 Simental 5 83 Simental 2
24 Simental 2 54 Simental 6 84 Simental 3
25 Montofon 2 55 Montofon 2 85 Hostayn 5
26 Simental 4 56 Karigik 3 86 Montofon 2
27 Montofon 3 57 Simental 4 87 Simental 3
28 Montofon 2 58 Simental 2 88 Montofon 3
29 Karisik 3 59 Simental 6 89 Montofon 2
30 Montofon 4 60 Simental 2 90 Montofon 2

18




Tablo 2.1°in devamu

Ornek | Hayvan | Hayvan | Ornek | Hayvan | Hayvan | Ornek | Hayvan | Hayvan
No irka yasi No irka yasi No ki yasi
91 Montofon 5 121 Karigik 2
92 Montofon 3 122 Holstayn 4
93 Montofon 4 123 Simental 3
94 Montofon 3 124 Simental 4
95 Karigik 6 125 Montofon 3
96 Simental 4 126 Karigik 3
97 Simental 2 127 Montofon 3
98 Karigik 2 128 Karisik 2
929 Montofon 3 129 Montofon 4
100 Montofon 3 130 Montofon 3
101 Karigik 3 131 Simental 3
102 Simental 2 132 Simental 2
103 Simental 2 133 Simental 6
104 Montofon 5 134 Montofon 5
105 Simental 4 135 Karisik 3
106 Montofon 3 136 Simental 3
107 Montofon 2 137 Simental 4
108 Karigik 3 138 Simental 3
109 Montofon 4 139 Montofon 3
110 Simental 2 140 Montofon 3
111 Simental 2 141 Montofon 3
112 Karigik 2 142 Simental 2
113 Holstayn 4 143 Simental 2
114 Simental 3 144 Holstayn 2
115 Simental 3 145 Montofon 4
116 Simental 2 146 Simental 5
117 Simental 2 147 Montofon 2
118 Karigik 4 148 Montofon 3
119 Simental 3 149 Montofon 3
120 Karigik 4 150 Holstayn 2

19




2.1.4. Kontrol Serumlar

Pozitif ve negatif kontrol serumlar Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin

edildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Kullanilan kontrol serumlar

2.1.5. Kullanmilan kimyasallar ve soliisyonlar

2.1.5.1. Phosphate Buffered Saline (PBS)

PBS tableti (Bioshop) kutusu igerisinde yer alan her bir tablet 100 ml saf su
icerisinde ¢ozdiiriiliip kullanma soliisyonu hazirlandi (Sekil 2.3). Diger soliisyonlarin ve

yikama sollisyonunun hazirlanmasinda kullanildu.

Sekil 2.3. PBS tablet

2.1.5.2. %°’3 liik Bovine Serum Albiimin (BSA)

PBS icerisinde % 3’liilk BSA (Sigma) soliisyonu hazirland1 (Sekil 2.4). Hazirlanan

bu soliisyon bloklama isleminde kullanildi.
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Sekil 2.4. BSA

2.1.5.3. Karbonat-Bikarbonat Cozeltisi

Carbonate-bicarbonate buffer (Sigma) tablet kutusu icerisinde yer alan bir tablet
100 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek kullanma soliisyonu hazirland1 (Sekil 2.5).

Antijen kaplama iglemi yapilirken antijenin sulandirilmasinda kullanildi.

~—

—~—

Sekil 2.5. Karbonat-bikarbonat

2.1.5.4. Phosphate Buffered Saline Tween (PBST)

% 0.05 oraninda Tween 20 iceren PBS soliisyonu hazirland1 (Sekil 2.6). Bu

soliisyon yikama islemlerinde kullanildi.

Sekil 2.6. Hazirlanmis PBST ¢ozeltisi
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2.1.5.5. %3’liik Yagsiz Siit Tozu

3 gram yagsiz siit tozu (sigma) 100 ml PBS i¢inde cozdiiriildii ve bloklama

isleminde kullanildi.

2.1.5.6. Konjugat

Peroksidaz ile isaretli rabbit anti-bovine IgG konjugati (Whole Molecule, Sigma)
kullanildi. PBS ile 1/20.000 oraninda sulandirildi.

2.1.5.7. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) Substrati

Enzim substrati olarak TMB (Merck) kullanildi (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. TMB Substrati

2.1.5.8. Siilfirik Asit (H2SO4)

% 95-98°1ik H2SO4’den (ISOLAB) enzim aktivitesini durdurmak icin 0.5 M H2SO4

sollisyonu hazirlandi.

2.2. Metot
2.2.1. Antijenin Hazirlanmasi

Antijen, Singh vd. (2007a) tarafindan bildirilen yonteme gore hazirlandi. Kisaca M.
avium subsp. paratuberculosis susundan mycobactin J ve ANV suplementli Herrold’s Egg

Yolk Agar besiyerinde ekim yapildi (Sekil 2.8). Besiyeri 37 °C’de aerobik kosullarda 2-3
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ay inkubasyona birakildi. Ureme olan besiyerinden preparat hazirlandi ve Ziehl-Neelsen

boyama yapilarak mikroskopta incelendi.

Sekil 2.8. Bakterinin Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerine ekimi

Besiyerindeki kolonilerden steril FT'S (Fizyolojik Tuzlu Su) ile siispansiyon
hazirland1 ve benmaride 72 °C’de 2 saat tutularak inaktivasyon islemi gerceklestirildi.
Daha sonra 10.000 g’de 20 dakika santrifiij islemi uygulanarak pelet elde edildi. Pelet 0.01
M PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.2) ile 3 kez yikandi. Pelet 1 ml’de 0.2 g 1slak
hiicre agirlig1 olacak sekilde steril FTS icerisinde siispanse edildi. Daha sonra 100 W ve 30
saniye siireli 20 siklus ve her siklus arasinda 30 saniye bekleme siiresi uygulanarak
ultrasonik homojenizatdrde (Bandelin) sonikasyon islemi gerceklestirildi (Sekil 2.9).
Sonikasyon tiriinii 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant 1 ml miktarinda
ependorf tiiplere taksim edildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandu.

Sekil 2.9. Antijen elde etme islemi
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Stipernatantin 1 ml’sindeki protein miktart NanoDrop (MaestroGen, Las Vegas,
NV, USA) cihaz ile 6lgiildii (Dunn 1992). Protein miktar1 yaklasik 0.2 mg/ml olarak
saptand1 (Sekil 2. 10). Antijen olarak kullanabilmek icin protein konsantrasyonunun 50 pl
hacimde 1-10 pg/ml olmasi gerektigi gozoniine alinarak antijenin sulandirilabilecegi

belirlendi.
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Sekil 2.10. Protein miktarinin Nanodrop cihazinda saptanmast

2.2.2 Antijen ve Serum Sulandirmalarinin Optimize Edilmesi

Antijen checker-board yontemiyle titre edildi (Singh vd., 2007b; Crowther, 2009).
Antijen ELISA pleytinin (greiner bio-one, f-bottom) 1. siitlinundan itibaren 2 katli olarak
sulandirildi. Bunun icin antijen karbonat-bikarbonat cozeltisi (pH:9,6) icerisinde 1/20
oraninda sulandirildi. Pleytin tiim kuyucuklarina 100 pl karbonat-bikarbonat cozeltisi
kondu. Pleytinin ilk siitundaki kuyucuklara (A-H) 100’er pl sulandirilan antijenden
eklendi. Cok kanalli mikropipet ile ilk siitundan 100 pl antijen aliip 11. siituna kadar kath
olarak (1/20, 1/40........ 1/20480) sulandirildi. 12.slitun bos birakildi. Pleytler antijenin
kaplanmast i¢in +4 °C’de bir gece bekletildi. Daha sonra PBST ile 4 kez yikandi. Antijen
yapismayan yiizeylerin bloklanmasi i¢in %’3 liikk BSA ve %’3 likk yagsiz siit tozu olmak
tizere 2 farkli farkli madde denendi. Bloklama soliisyonundan pleytin tim godzlerine
200’er ul eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkube edildi. Daha sonra PBST ile 4 kez yikama
islemi yapildi. Pleytin tiim kuyucuklarina 100’er ul % 1 BSA iceren PBST eklendi. Pozitif
serumun % 1 BSA igeren PBST icerisinde 1/20 dilusyonu hazirlandi ve pleytin A
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sirasinindaki tim kuyucuklarma (1-12) 100’er pul kondu. Serum A sirasindan G sirasina
kadar 2 katli (1/20, 1/40.....1280) olarak sulandirildi. H siras1 bos birakildi. Pleytler 37
%C’de 2 saat inkube edildi. PBST ile 4 kez yikama isleminden sonra 1:20000 oraninda
diliie edilen peroksidaz ile igaretli rabbit anti-bovine IgG konjugatindan (Whole Molecule,
Sigma) tiim kuyucuklara 100’er ul eklendi. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkube edildikten
sonra 4 kez PBST ile yikandi. Daha sonra TMB substratindan tiim kuyucuklara 200 pl
eklendi ve oda 1sisinda karanlik bir ortamda 20 dakika inkube edildi. Bu siire sonunda
reaksiyonu durdurmak i¢in 0.5 M H2SO4’den tiim kuyucuklara 100’er ul ilave edildi ve
ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans okundu (Sekil 2.11). Antijen 1/20 oraninda
sulandirildiginda ELISA pleytinin ilk kuyucuklarinda 1 pg antijen bulunmaktadir. Her
sulandirma basamaginda elde edilen O.D degerleri degerlendirildiginde, en uygun antijen
konsantrasyonu 0.125 pg/kuyucuk olarak belirlendi. BSA icermeyen bloklama cozeltisi ile
daha disiik background degerleri elde edildigi i¢in bolklama ¢ozeltisi olarak %’ 3’1k siit

tozunun kullanilmasina karar verildi.

Sekil 2.11. Antijen titrasyonu

2.2.3. Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlarin Nokta Titrasyon Degerlerinin

Belirlenmesi

ELISA pleytinin ilk iki siras1 (A1-A12, B1-B12) pozitif serum titrasyonu i¢in, {i¢ ve
dordiincii siras1 (C1-C12, D1-D12) negatif serum titrasyonu i¢in kullanildi. Bu siralardaki
kuyucuklar antijen (Her kuyucuk icin 0.125 pg) ile kapland1 ve % 3 ‘liik siit tozu ile
bloklama isemi ve ardindan yikama islemleri yapildi. Pozitif ve negatif kontrol serumlarin

%1 BSA igeren PBST ile 1/20, 1/30, 1/40, 1/60, 1/80, 1/120, 1/160, 1/240, 1/320, 1/480
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1/640 olarak diliisyonlar1 hazirlandi. Pozitif serum i¢in A12, B12 ve negatif serum igin
C12, D12 kuyucuklari bos birakildi. Bu diliisyonlardan 100’er pl olacak sekilde yukarida
belirtilen kuyucuklara aktarildi. 37 °C’de 2 saat inkubasyondan sonra yikama islemi
gerceklestirildi. Daha sonra 1/20000 oraninda dilue edilen konjugattan kuyucuklara 100 pl
eklendi. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkube edildikten sonra 4 kez PBST ile yikandi. Daha
sonra TMB substratindan kuyucuklara 200 ul eklendi oda 1sisinda karanlik bir ortamda 20
dakika inkube edildi. Bu siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in 0.5 M H2SO4’den tiim
kuyucuklara 100’er pl ilave edildi ve ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans okundu
(Tablo 2.2). Pozitif ve negatif serumlarin titrasyonu sonucunda 1/60 oraninda

sulandirmanin uygun oldugu belirlendi (Sekil 2.12).

Sekil 2.12. Antijen sabit tutularak pozitif ve negatif kontrol serumlarin titrasyonu (A ve B sirasi

pozitif serumlar, C ve D siras1 negatif serumlar)

Tablo 2.2. Serum titrasyonu sonucu 6l¢iilen optik dansiteler

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sulandirma | 1/20 1/30 1/40 1/60 1/80 1/120 | 1/160 | 1/240 | 1/320 | 1/480 | 1/640
oranlar
A 1,613 | 1.596 | 1,511 | 1,497 | 1,111 | 0,960 | 0,858 | 0,776 | 0,662 | 0,410 | 0,342
B 1,601 | 1,573 | 1,505 | 1,469 | 1,103 | 0,958 | 0,851 | 0,769 | 0,703 | 0,537 | 0,388
C 0,390 | 0,207 | 0,240 | 0,097 | 0,052 | 0,045 | 0,050 | 0,048 | 0,038 | 0,043 | 0,043
D 0,446 | 0,296 | 0,196 | 0,094 | 0,045 | 0,044 | 0,047 | 0,048 | 0,039 | 0,041 | 0,043
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2.2.4. Konjugatin titrasyonu

ELISA pleytinin E, F, G ve F siralarindaki kuyucuklar 0.125 pg antijen ile
kaplandi. Daha sonra kuyucuklara 200 ul % 3’liik yagsiz siit tozu ilave edilerek bloklama
islemi yapildiktan sonra yikama islemleri gergeklestirildi. E ve F sirasindaki kuyucuklara
1/60 oraninda sulandirilan pozitif serum, G ve H sirasindaki kuyucuklara 1/60 oraninda
sulandirilan negatif serumdan 100’er pl eklendi. 12. siitundaki kuyucuklar bos birakildi.
Pleytler 37 °C’de 2 saat inkubasyona birakildi ve daha once belirtilen sekilde yikama
islemleri uygulandi. Konjugat ependorf tiiplerde 1/5000, 10000.......... 1/10240000 olacak
sekilde 2 katli olarak sulandirildi. Kuyucuklara kii¢lik sulandirmadan biiyiige dogru 100’er
ul konjugat eklendi. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkube edildikten sonra 4 kez PBST ile
yikandi. TMB substratindan kuyucuklara 200 pl eklendi ve oda 1sisinda karanlik bir
ortamda 20 dakika inkube edildi. Bu siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in 0.5 M
H>SO4’den tiim kuyucuklara 100°er ul ilave edildi ve ELISA okuyucuda 450 nm’de
absorbans okundu. En uygun konjugat dilusyonunun 1/20000 oldugu belirlendi (Sekil 2.13,
Tablo 2.3).

Sekil 2.13. Konjugat titrasyonu sonucu mikropleytteki renk degisimi
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Tablo 2.3. Konjugat titrasyonu sonucu ol¢iilen optik dansiteler

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sulan- 1/ 1/ 1/ 1/
dirma 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1280 2560 5120 10240
Oram
(x10%)
E 1,612 1.571 1471 1.198 0,862 0,521 0,341 0,256 0,112 0,065 0,057 0,050
F 1,601 1,548 1.463 1,121 0,725 0,501 0,301 0,242 0,123 0,068 0,058 0,049

G 0,390 0,207 0,067 0,053 0,052 0,045 0,050 0,048 0,038 0,043 0,043 0,041

H 0,446 0,296 0,059 0,052 0,045 0,044 0,047 0,048 0,039 0,041 0,043 0,040

2.2.5. Hayvan Kan Serumu Orneklerinin ELISA ile incelenmesi

ELISA testi Singh vd. (2008) tarafindan bildirilen yontemde bazi modifikasyonlar
yapilarak uygulandi. Bir ELISA pleytine yetecek antijen miktarini hazirlamak i¢in 62.5 ul
antijen 10 ml karbonat-bikarbonat buffer (pH 9.6) icerisinde sulandirildi. ELISA pleytinin
tiim kuyucuklarina 100 pl sulandirilmis antijen (Her kuyucuga 0.125 pg antijen) kondu ve
+4 °C’de bir gece bekletildi. Daha sonra pleytler PBST (PBS+ % 0.005 Tween-20) ile 4
kez yikandi. Kuyucuklarin kaplanmamis alanlarini bloklamak icin her kuyucuga PBS
icerisinde hazirlanmis % 3’liik siit tozundan 200 pl kondu ve 37 °C’de 1 saat bekletildi.
Inkubasyondan sonra pleytler PBST ile 4 kez yikandi. Kros reaksiyon veren antikorlar:
gidermek amaciyla Mycobacterium phlei iceren sulandirma sivist ile baska bir pleytte
serumlar 1/60 oraninda sulandirildi. ELISA pleytinin Al ve Bl kuyucuklarina pozitif
serum, C1 ve D1 kuyucuklaria negatif serum ve her bir serum 6rnegi i¢in iki kuyucuk
olmak {iizere diger kuyucuklara hayvan kan serumu sulandirma orneklerinden 100’er ul
eklendi. Pleytler 37 °C’de 2 saat bekletildi ve PBST ile 4 kez yikandi. Peroksidaz ile
isaretli rabbit anti-bovine IgG konjugatt (Whole Molecule, Sigma) PBS ile 1/20.000
oraninda sulandirildi ve tiim kuyucuklara 200 pl konularak 37 °C’de 2 saat bekletildi.
Tekrar pleytler PBST ile 4 kez yikandi. Daha sonra tiim kuyucuklara 100 ul miktarinda
TMB substrati eklendi ve 20 dakika karanlik bir alanda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak
icin kuyucuklara 100 pl 0.5 M H2SOs kondu ve absorbans degerleri ELISA okuyucuda
(Biotek) 450 nm’de okundu. Pozitif ve negatif kontrollerin optik dansite (OD) degerleri

kullanilarak asagidaki formiile gére OD degerleri S/P (Sample to Positive) oranina
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dondstiiriildii. S/P orani 0.00-0.09 olan ornekler negatif, 0.10-0.24 olan 6rnekler siipheli,
0.25-0.39 olanlar diisiik pozitif, 0.40-0.99 olanlar pozitif ve 1.0-10.00 olanlar gii¢lii pozitif
olarak degerlendirildi (Collins, 2002; Singh vd., 2008).

S/P orani= Ornek OD —negatif kontrol OD/pozitif kontrol OD- negatif kontrol OD

2.2.6. Laboratuvar Yapimi ELISA ve Ticari ELISA Kitinin Karsilastirilmasi

Elaz1g Veteriner Kontrol Enstitiisiinde ticari ELISA kiti (IDEXX) sonuglarina gore
50 negatif ve 20 pozitif bulunan serum ayrica hazirladigimiz kit ile incelendi. Ticari

ELISA kitine gore hazirlanan kitin sensitivite ve spesifitesi hesaplandi.

2.2.7. istatistiksel Analiz

Hayvan yas1 ve irkina gore pozitiflik oranlart arasindaki iligki IBM SPSS Statistics
22 programinda Ki Kare testi ile hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1. Kiiltiir ve Bakteriyoskopi Sonuclari

M. avium subsp. paratuberculosis susundan Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerine
yapilan ekimden yaklasik 2 ay sonra gozle goriilebilir koloniler sekillendi (Sekil 3.1).
Besiyerinden hazirlanan preparatlarin Ziehl-Neelsen yontemiyle (Sekil 3.2) boyanarak

incelenmesi sonucunda kirmizi renkte kiiciik basiller goriildii (Sekil 3.3).

Sekil 3.2. Ziehl-Neelsen boyama islemi
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Sekil 3.3. Ziehl-Neelsen boyama sonucu elde edilen mikroskop goriintiisii

3.2. ELISA Sonuclan

Test edilen serum orneklerinin optik dansitelerinin aritmatik ortalamalar1 alinarak
herbir serumun S/P orani hesaplandi. Bu hesaplamaya gore incelenen 150 serumun 15°i
(%10) pozitif, 4’i (%2.66) disiik pozitif, 3’li (%2) siipheli ve 128’1 (% 85. 33) negatif
bulundu (Sekil 3.4, Tablo 3.1, Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4).
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Sekil 3.4. Kan serumu oOrneklerinin ELISA sonuglart (A1-B1 kuyucuklar1 pozitif kontrol, CI1-DI

kuyucuklar1 negatif kontrol ve diger kuyucuklar 6rnekler i¢in kullanildi)
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Tablo 3.1. Sekil 3.4’°de belirtilen 6rneklerin optik dansite sonuglari

10

11

12

1,503

0,112

1,014

0,090

0,166

1,298

0,095

0,186

0,110

0,160

0,174

0,564

1,511

0,114

1,1030

0,094

0,164

1,304

0,075

0,180

0,112

0,172

0,180

0,584

0,101

0,118

0,124

0,088

0,185

0,180

0,186

1,366

0,166

0,156

1,002

0,090

0,102

0,116

0,120

0,086

0,195

0,160

0,176

1,386

0,176

0,166

0,996

0,086

0,244

0,122

0,120

0,126

1,187

0,106

0,161

0,112

1,402

0,171

0,102

0,094

0,213

0,126

0,110

0,120

1,206

0,090

0,165

0,118

1,426

0,177

0,094

0,096

0,465

0,128

0,108

0,181

0,090

0,163

0,176

0,183

0,118

0,163

0,161

0,390

T Q| = = O Ql = >

0,441

0,114

0,104

0,187

0,080

0,173

0,170

0,189

0,126

0,169

0,171

0,486
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Tablo 3.2. Serumlarin optik dansiteleri ve hesaplanan S/P degerleri

Ornek no oD@ 0.D (2) 0O.D’lerin Hesaplanan
Aritmetik S/P oram
Ortalamasi
1 0,112 0,114 0,113 0
2 0,355 0,341 0,348 0,02
3 0,564 0,584 0,574 0,2
4 0,118 0,116 0,117 0
5 0,122 0,126 0,124 0
6 0,128 0,114 0,121 0
7 0,124 0,120 0,122 0
8 0,120 0,11 0,115 0
9 0,108 0,104 0,106 0
10 1,187 1,206 1,197 0,7
11 0,094 0,090 0,092 0
12 0,088 0,086 0,085 0
13 0,126 0,0120 0,126 0
14 0,181 0,187 0,184 0
15 0,166 0,164 0,165 0
16 0,185 0,195 0,190 0
17 0,090 0,080 0,085 0
18 0,180 0,160 0,170 0
19 0,106 0,090 0,098 0
20 1,298 1,304 1,300 0,8
21 0,163 0,193 0,168 0
22 0,095 0,075 0,085 0
23 0,186 0,176 0,181 0
24 0,161 0,165 0,163 0
25 0,176 0,170 0,173 0
26 0,186 0,180 0,183 0
27 0,112 0,118 0,115 0
28 0,183 0,189 0,186 0
29 0,110 0,112 0,110 0
30 1,014 1,103 1,058 0,62
31 0,166 0,176 0,171 0
32 1,402 1,426 1,414 0,92
33 0,390 0,486 0,438 0,1
34 1,366 1,386 1,376 0,88
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Tablo 3.2°nin devamm

Ornek no oD@ 0.D(2) 0O.D’lerin Hesaplanan
Aritmetik S/P oram
Ortalamasi
35 0,118 0,126 0,122 0
36 0,160 0,172 0,166 0
37 0,156 0,166 0,161 0
38 0,171 0,177 0,174 0
39 0,163 0,169 0,166 0
40 0,174 0,180 0,177 0
41 0,102 0,094 0,098 0
42 0,131 0,171 0,166 0
43 0,090 0,086 0,088 0
44 0,094 0,096 0,095 0
45 0,074 0,082 0,078 0
46 0,112 0,115 0,113 0
47 0,142 0,149 0,1455 0
48 0,824 0,856 0,840 0,43
49 0,121 0,131 0,126 0
50 0,132 0,149 0,1405 0
51 0,668 0,810 0,689 0,31
52 0,128 0,147 0,137 0
53 0,110 0,115 0,1125 0
54 0,116 0,131 0,1235 0
55 0,108 0,115 0,1155 0
56 0,132 0,125 0,128 0
57 0,338 0,351 0,1755 0
58 0,112 0,144 0,128 0
59 0,104 0,120 0,112 0
60 0,122 0,136 0,129 0
61 0,138 0,141 0,1395 0
62 1,002 0,996 0,999 0,56
63 0,134 0,142 0,138 0
64 0,110 0,131 0,1205 0
65 0,138 0,143 0,1405 0
66 0,126 0,131 0,1285 0
67 0,116 0,132 0,124 0
68 1,264 1,289 1,276 0,80
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Tablo 3.2°nin devamm

Ornek no oD@ 0.D(2) 0O.D’lerin Hesaplanan
Aritmetik S/P oram
Ortalamasi
69 0,474 0,481 0,477 0,13
70 0,152 0,131 0,1415 0
71 0,106 0,111 0,1085 0
72 0,080 0,092 0,086 0
73 0,814 0,851 0,832 0,43
74 0,170 0,181 0,1755 0
75 0,614 0,621 0,6175 0,25
76 0,120 0,135 0,1275 0
77 0,828 0,881 0,8545 0,45
78 0,128 0,136 0,132 0
79 0,816 0,851 0,8335 0,43
80 0,145 0,152 0,1485 0
81 0,142 0,151 0,1465 0
82 0,152 0,154 0,153 0
69 0,474 0,481 0,477 0,13
70 0,152 0,131 0,1415 0
71 0,106 0,111 0,1085 0
72 0,080 0,092 0,086 0
73 0,814 0,851 0,832 0,43
74 0,170 0,181 0,1755 0
75 0,614 0,621 0,6175 0,25
76 0,120 0,135 0,1275 0
77 0,828 0,881 0,8545 0,45
78 0,128 0,136 0,132 0
79 0,816 0,851 0,8335 0,43
80 0,145 0,152 0,1485 0
81 0,142 0,151 0,1465 0
82 0,152 0,154 0,153 0
83 0,185 0,174 0,1795 0
84 0,752 0,798 0,775 0,37
85 0,110 0,118 0,114 0
86 0,118 0,128 0,123 0
87 0,130 0,148 0,139 0
88 0,122 0,138 0,130 0
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Tablo 3.2°nin devamm

Ornek no oD@ 0.D(2) 0O.D’lerin Hesaplanan
Aritmetik S/P oram
Ortalamasi
89 0,112 0,130 0,121 0
90 0,120 0,135 0,1275 0
91 0,158 0,175 0,1665 0
92 0,112 0,121 0,1165 0
93 0,113 0,125 0,119 0
94 0,920 0,987 0,9535 0,53
95 0,126 0,115 0,1205 0
96 0,380 0,408 0,394 0,05
97 0,110 0,121 0,1155 0
98 0,112 0,123 0,1175 0
99 1,268 1,259 1,2635 0.8
100 0,130 0,142 0,136 0
101 0,118 0,120 0,119 0
102 0,120 0,126 0,123 0
103 0,136 0,128 0,131 0
104 0,137 0,142 0,1395 0
105 1,068 0,989 1,028 0,59
106 0,118 0,123 0,1205 0
107 0,120 0,128 0,124 0
108 0,112 0,123 0,1175 0
109 0,129 0,131 0,130 0
110 0,134 0,142 0,138 0
111 0,149 0,156 0,152 0
112 0,151 0,132 0,1415 0
113 0,141 0,154 0,1475 0
114 0,152 0,149 0,1505 0
115 0,163 0,159 0,161 0
116 0,110 0,118 0,114 0
117 0,190 0,201 0,1955 0
118 0,121 0,132 0,1265 0
119 0,110 0,113 0,1115 0
120 0,121 0,131 0,126 0
121 0,954 1,001 0,977 0,55
122 0,131 0,133 0,132 0
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Tablo 3.2°nin devamm

Ornek no oD@ 0.D (2) O.D’lerin Hesaplanan
Aritmetik S/P oram
Ortalamasi
123 0,141 0,155 0,148 0
124 0,126 0,128 0,127 0
125 0,754 0,803 0,778 0,38
126 0,115 0,121 0,118 0
127 0,118 0,123 0,1205 0
128 0,126 0,129 0,1275 0
129 0,134 0,152 0,143 0
130 0,116 0,127 0,1215 0
131 0,128 0,132 0,130 0
132 0,184 0,194 0,189 0
133 0,168 0,176 0,172 0
134 0,105 0,114 0,1095 0
135 0,107 0,114 0,110 0
136 0,108 0,120 0,114 0
137 0,121 0,129 0,125 0
138 0,131 0,143 0,137 0
139 0,135 0,142 0,1385 0
140 0,142 0,152 0,147 0
141 0,128 0,132 0,130 0
142 0,184 0,194 0,189 0
143 0,168 0,176 0,172 0
144 0,105 0,114 0,1095 0
145 0,107 0,114 0,110 0
146 0,108 0,120 0,114 0
147 0,121 0,129 0,125 0
148 0,131 0,143 0,137 0
149 0,135 0,142 0,1385 0
150 0,142 0,152 0,147 0
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Tablo 3.3. Serumlarin S/P oranina gore dagilimi

S/P dagilimm Ornek Sayisi
Negatit (0,00-0,09) 128 (%85.33)
Siipheli (0,10-0,24) 3 (%2)
Disiik pozitif (0,25-0,39) 4 (%2.66)
Pozitif (0.40-0.99) 15 (%10)

3.3. Laboratuvar Yapmm ve Ticari ELISAOIDEXX) ELISA ile Islenen Serum

Orneklerinin Sonugclar:

Ticari kit ile pozitif bulunan 20 serumun 19’u laboratuvar yapimi1 ELISA kiti ile
pozitif, ticari kit ile negatif bulunan 50 serumun 48’i laboratuvar yapimi1 ELISA Kkiti ile
negatif bulundu. Laboratuvar yapim1 ELISA kitinin sensitivitesi % 95 ve spesifitesi % 96

olarak hesapland1 (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Laboratuvar yapimi ve ticari ELISA kitinin kargilagtirilmasi

Laboratuvar Yapim Kit Ticari Kit
Pozitif sayisi 19 20
Negatif sayisi 48 50

Hayvanlarin yasina gore pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) bulunmustur. Fakat hayvan irkina gore pozitiflik oranlari arasindaki

farklilik 6nemli bulunmamaistir (p>0.05).
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4. TARTISMA

Sigir paratiiberkiilozu tiim diinyada goriilen, ishal, kaseksi ve bazen 6liimlere yol
acabilen bir hastaliktir. Hastaligin teshisi cogunlukla kiiltiir, PZR ve serolojik testler
kullanilarak yapilir. Teshiste kullanilan testlerin sensitivite ve spesifiteleri hastaligin
evresine gore degisebilir (Gilardoni vd., 2012). Her testin avantaji ve dezavantajlar1 vardir.
Fekal kiiltiir altin standart test olarak kabul edilmektedir. Kiiltiir yonteminin yanlis pozitif
sonu¢ vermeyen (% 100 spesifite) tek test oldugu bildirilmistir (Nielsen ve Toft, 2008).
Fakat kiiltiir, 6zel besiyerleri gerektiren, is giicii fazla olan, uzun zaman alan ve pahali bir
yontemdir. Ayrica hastalifin baslangic donemlerinde kiiltiir ile bazen teshisin
yapilamayabilecegi bildirilmistir (Ayele vd., 2001; OIE, 2013). Fekal kiiltiir hastaligin
ilerlemis evrelerinde hasta hayvanlarin ¢ogunu tespit edebilmektedir (Nielsen ve Toft,
2008). PZR’nin saf kiiltiirden etken izolasyonu i¢in kullanildigi zaman spesifik oldugu,
ancak klinik ornekler ile calisildiginda inhibitér maddelerin problemlere yol actigi,
kontaminasyona bagli olarak yanlis pozitif sonu¢ ve inhibitér maddeler nedeniyle de yanlig
negatif sonuclarin alinabilecegi bildirilmistir (Cetinkaya vd., 2000). PZR testinin
spesifitesinin yiiksek oldugu (yaklasik % 90) ve kisa siirede sonu¢ verdigi, fakat
sensitivitesinin diigiik oldugu (yaklasik % 53) ve canli ve olii bakterileri ayirt edemedigi
rapor edilmistir (Kalis vd., 1999).

Serolojik teshis, etkene spesifik antikorlarin ELISA, AGID ve CF gibi testler ile
tespit edilmesi esasina dayanmaktadir. Paratiiberkiiloz hastaliginin serolojik teshisinde en
yaygin kullanilan test ELISA’dir. (Nielsen ve Toft, 2008; Gilardoni vd., 2012).
Giliniimiizde c¢esitli firmalar tarafindan ticari ELISA kitleri iiretilmektedir (OIE, 2013).
Bircok iilkede yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda ELISA testi kullanilarak
paratiiberkiilozun yayginligi arastirilmistir. Avrupa iilkelerinde sigirlarda prevalansin, bazi
iilkelerde en az % 3-5 olmak iizere genellikle yaklasik % 20, siiri prevalansinin ise %
50’nin tizerinde oldugunu rapor edilmistir (Nielsen ve Toft, 2008). Hindistan’da ELISA ile
deri testi karsilagtirilmis ve klinik olarak saglikli 191 hayvanin 57’si (%29.8) deri testi ile
ve 72’°s1 (%37.7) ELISA ile pozitif bulunmustur (Bhutediya vd., 2017). ELISA ile yapilan
caligmalarda seroprevalansin, Avustralya’da % 2.31 (Gurung vd., 2018), Cin’de % 4.8 (Liu
vd., 2017), Ingiltere’de % 7.1 (Woodbine vd., 2009), ispanya’da % 4.03 (Diéguez vd.,
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2007), irlanda’da % 21.4 (Good vd., 2009). Avusturya’da % 19 (Dreier vd., 2006) oldugu
bildirilmigtir. ELISA testi ile yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye genelinde sigirlarda
paratiiberkiilozun prevalans1 % 4.6 olarak agiklanmistir (Atala ve Akcay, 2001). Kars
ilinde sigirlarda bireysel prevalansin % 3.5 ve siirii prevalansinin % 41.6 odugu
bildirilmistir (Makav ve Gokge, 2013). Ticari ELISA kitleri ile yapilan diger ¢alismalarda
seroprevalansin, Burdur’da % 8 (Celik, 2015), Afyon ve civarinda % 31.8 (Borum vd.,
2014), Kirklareli yoresinde % 1.5 (Karakas ve Civelek, 2018) ve Manisa’da % 21.72
(Berberoglu ve Civelek, 2016) oldugu rapor edilmistir. Kayseri ilinde yapilan bir
caligmada ticari ELISA kiti ile kronik ishalli 2 yasin iistiindeki 147 siit¢ii sigirdan alinan
kan serumu Orneklerinin % 12’si pozitif bulunmustur (Giimiissoy vd., 2015). Orta
karadeniz bolgesinde yapilan bir ¢aligmada ise ticari ELISA kiti ile kronik ishalli 2 yagin
tizerindeki 859 siit¢ii sigirn % 10’u pozitif olarak tespit edilmistir (Tiitiincii vd., 2018).
Yapilan bu ¢aligmada, laboratuvar yapimi ELISA kiti ile goriiniirde saglikli 150 hayvandan
alman kan serumu 6rneklerinin 15’1 (%10) pozitif, 4’1 (%2.66) disiik pozitif, 3’1 (%2)
stipheli ve 1281 (% 85. 33) negatif olarak tespit edilmistir. Tespit edilen pozitiflik orani
yukarida belirtilen ¢alismalarin bazilarindan yiiksek (Atala ve Akgay, 2001; Diéguez vd.,
2007; Woodbine vd., 2009; Liu vd., 2017; Gurung vd., 2018; Karakas ve Civelek, 2018),
bazilarindan diisiik (Dreier vd., 2006; Good vd., 2009; Borum vd., 2014; Berberoglu ve
Civelek, 2016; Bhutediya vd., 2017) ve bazilarina yakin (Giimiissoy vd., 2015; Celik,
2015; Titiincti vd., 2018) bulunmugstur. Seroprevalans oranlarindaki farkliliklar cografik
durum, iklim, besleme ve yetistirme kosullari, agilama durumu ve ¢iftliklerdeki hayvan
sayllarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte prevalans sonuglarinin
ornekleme yontemine, lizerinde calisilan popiilasyona ve kullanilan teshis metoduna gore
degisebilecegi bildirilmistir (Nielsen ve Toft 2009). Siirii bliylikliigli arttisina bagl olarak
seropozitiflik oraninin da arttig1 rapor edilmistir (Woodbine vd., 2009; Dieguez vd., 2009;
Oztiirk vd., 2010). Woodbine vd. (2009), 100 veya daha fazla sigirm bulundugu siiriilerde
prevalansin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ozturk vd. (2010) tarafindan yapilan bir
calismada hastaligin seroprevalansi, 20 basin altinda sigir bulunan siiriilerde % 20, 21-40
sigir bulunan siiriilerde % 50, 41-60 sigir bulunan siiriilerde % 7.4, 61-80 sigir bulunan
siiriilerde % 66.7 ve 81 veya {istii sayida sigir bulunan siiriilerde ise % 100 olarak
saptanmistir. Hastaligin prevalansi yetistirme tipine gore de degisebilmektedir. Dieguez vd.
(2007) Ispanya’da yaptiklar1 bir ¢alismada, siirii prevalansmin siitgii siiriilerde % 10.69,
etci siirlilerde % 0, karisik siirtilerde ise % 2.71 oldugunu bildirmislerdir. Good vd. (2009)
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tarafindan Irlanda’da yapilan bir ¢alismada, siitcii sigir siiriilerinde prevalans % 31.5 ve
etci stirtilerde % 17.9 olarak tespit edilmistir.

Whitlock vd. (2000), ticari ELISA kitlerinin sensitivitesinin fekal sagilimin diisiik
oldugu hayvanlar i¢in % 9-32 arasinda ve fekal sacilimin normal oldugu hayvanlar i¢in %
47-63 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Antikorlar1 tespit etmede ELISA’nin duyarlililg:
hastaligin sessiz evresinde % 7, subklinik evrede % 15 ve klinik evrede % 95-98
arasindadir (Ayele vd., 2001; Nielsen ve Toft, 2008; Gilardoni vd., 2012). Shin vd. (2008)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, ELISA’nin sensitivitesi % 74 ve spesifitesi % 99 olarak
bulunmustur. Rouhollah vd. (2016). ELISA’nin sensitivitesini % 86 ve spesifitesini % 99
olarak tespit etmislerdir. Etkene spesifik antikorlar gelismedigi i¢cin ELISA’nin 2 yasindan
kiiglik enfekte hayvanlar1 saptayamadigr bildirilmistir (Coelho vd, 2007). Diski ile etken
sacilmadan Once viicutta olusan antikorlarin ELISA ile tespit edildigi ve bu nedenle
hastaligin erken teshisinde ELISA’nin faydali oldugu bildirilmistir (Nielsen 2008). Bizim
calismamizda hazirlanan ELISA Kkiti, ticari ELISA kitiyle karsilagtirildiginda sensitivite %
95 ve spesifite % 96 olarak belirlenmistir. Calismamizda hayvanlarin irkina gore pozitiflik
oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli bulunmamasina (p>0.05) karsin,
yasa gore pozitiflik oranlari arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05). Yash
hayvanlarda pozitiflik oraninin fazla olmasi iiretilen antikor miktarinin yasa bagl olarak
artmasindan kaynaklanabilir. Sigirlarin yast arttikga ELISA ile hasta hayvanlari tespit etme
olasilig1 da artmaktadir (Nielsen ve Toft, 2006). Makav ve Gokce (2013), Kars ilinde
paratiiberkiilozun prevalans oranini simental veya melezlerinde %3.20, montafon veya
melezlerinde %3.68, yerli irk veya melezlerinde %3.70 olarak tespit etmislerdir. Aym
arastiricilar yasa bagl olarak prevalansin arttigini, yaslart >2-<5, >5-<7 ve >7 olarak
gruplandirilan sigirlarda paratiiberkiilozun seroprevalansini sirastyla %1.7, %3.8 ve %5.1
olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Celik (2015) tarafindan Burdur ilinde yapilan bir
calismada, hayvanlarin yas1 arttikga hastaliga daha fazla rastlandigi, en fazla pozitiflik
oraninin 5 yas iistli hayvanlarda tespit edildigi ortaya konmustur. Ayn1 arastirict sigirlarda
hastaligin irka gore dagilimini holstayn, simental ve karisik irklarda sirastyla % 8.3, % 0 ve
% 0 olarak tespit etmistir. Bizim ¢alismamizda elde edilen bulgular yukarida belirtilen
caligmalarin (Makav ve Gokge 2013; Celik 2015) sonuclariyla benzerlik gostermektedir.

ELISA testi standardizasyon calismalarinda nonspesifik reaksiyonlar1 ortadan
kaldirmak i¢in antijen, serum ve konjugatin titrelerinin belirlenmesi gerekir (Crowther,

2009). Singh vd. (2007b), keci yavrularinda paratiiberkiilozun seroprevalansint ELISA ile
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tespit etmek amaciyla yaptiklari ¢alismada, keci orijinli MAP (S5) bison tip susunu
kullanarak antijen hazirlamislar ve optimum antijen konsantrasyonunu her kuyucuk i¢in
0.1 pg, ticari MAP sigir antijenini kullandiklarinda ise her kuyucuk i¢in 4 pg olarak tespit
etmiglerdir. Singh vd. (2008) bufalo ve sigirlarda ELISA ile paratiiberkiilozun
seroprevalansini aragtirmak amaciyla yaptiklar ¢aligmada, antijenin miktarimi her kuyucuk
icin 0.1 pg, serumun optimum konsantrasyonunu 1/50 ve konjugatin optimum
konsantrasyonunu ise 1/8000 olarak tespit etmislerdir. ELISA’da antijen olarak
kullanabilmek i¢in protein konsantrasyonunun 50 pl hacimde 1-10 pg/ml olmasi gerektigi
bildirilmigtir (Crowther, 2009). Bizim ¢alismamizda MAP’1n DSMZ 44133 susu ile antijen
hazirlama isleminden sonra protein miktar1 yaklagik 0.2 mg/ml olarak tespit edilmistir.
Tespit edilen protein miktar1 Crowther (2009) tarafindan bildirilen optimum orandan fazla
oldugu icin antijen dilue edilmistir. Standardizasyon denemeleri sonucunda antijenin
0.125 pg/kuyucuk seklinde hazirlanan diliisyonunun, serumun 1/60 ve konjugatin 1/20000
dilisyonunun ELISA testinde kullanilabilecegi belirlenmistir. Tespit edilen optimum

antijen konsantrasyonu Singh vd. (2008) tarafindan bildirilen orana yakin bulunmustur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Sonu¢ olarak, Elazig ilinde herhangi bir klinik belirti gostermeyen sigirlarda

paratiiberkiilozun 6nemli bir sorun oldugu ortaya konmustur. Bu g¢alismanin sonuglari

tilkemizde hastaliga kars1 etkili kontrol stratejilerinin olusturulmasina katki saglayacaktir.

Bu calismadan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde;

R/
L X4

Ulkemizde paratiiberkiilozun yaygmligin1 belirlemek igin daha genis

kapsamli epidemiyolojik ¢calismalar yapilmalidir.

Seropozitif bulunan stirtiler kiiltiir ve PZR ile dogrulanmalidir.

Paratiiberkiiloz hastalig1 farkli evrelerde seyretmekte ve her evrede teshis
metotlarinin sensitivite ve spesifitesi degisebilmektedir. Bu nedenle daha
dogru sonuglar elde edebilmek i¢in teshiste birden fazla metot birlikte

kullanilmalidir.

Hastaligin kontrol altina alinmasi i¢in hayvan sahipleri ve veteriner

hekimler bilgilendirilmelidir

Ekonomik kayiplar1 onlemek igin kontrol ve eradikasyon programlari

titizlikle uygulanmalidir.

Disa bagimlili§1 azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in yerli ELISA kitleri

tretilmelidir.
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