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ÖZET 

 

Paratüberküloz, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in sebep olduğu, 

kronik gastroenteritis, ishal, zayıflama ve süt veriminde azalma ile seyreden ve bazen ölümle 

sonuçlanabilen bakteriyel bir enfeksiyondur. Hastalık sığırlarda uzun süre klinik belirti 

göstermeden subklinik olarak seyredebilir. Subklinik enfekte hayvanlar dışkı, süt ve 

kolostrumlarıyla etkeni saçarak hastalığın sağlam hayvanlara bulaşmasına neden olurlar. 

Paratüberküloz tüm dünyada görülen ve süt sığırı işletmelerinde önemli ekonomik kayıplara 

yol açan zoonotik karakterde bir hastalıktır. 

Bu araştırmanın amacı, laboratuvar yapımı Enzyme-Linked Immonosorbent Assay 

(ELISA) kiti ile Elazığ ilinde 2 yaşın üzerindeki sütçü sığırlarda paratüberkülozun 

yaygınlığını  araştırmaktır. Bu amaçla görünürde sağlıklı 150 sütçü sığırdan kan serumu 

örnekleri toplandı. Mycobactin J ve ANV (amphotericin, nalidixic acid ve vancomycin) içeren 

Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerinde üretilen Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

suşundan (DSMZ 44133) antijen hazırlandı. Optimizasyon çalışmaları sonunda;  antijenin 

0.125 µg/kuyucuk şeklinde hazırlanan dilüsyonunun, serumun 1/60 ve konjugatın 1/20000 

dilüsyonunun ELISA testinde kullanılabileceği belirlendi. ELISA testinde her serum çift 

olarak test edildi. Serum örneklerinin optik dansitelerinin aritmatik ortalamaları alınarak 

herbir serumun S/P oranı hesaplandı. İncelenen toplam 150 serumun 15’i (%10) pozitif, 4’ü 

(%2.66) düşük pozitif,  3’ü (%2) şüpheli ve 128’i (% 85. 33) negatif olarak saptandı. Bir ticari 

ELISA kiti ile karşılaştırma sonucunda, hazırlanan kitin sensitivitesi % 95 ve spesifitesi % 96 

olarak hesaplandı. Hayvanların yaşına göre pozitiflik oranları arasındaki farklılık istatistiksel 

olarak önemli (p˂0.05) bulunmasına karşın, hayvan ırkına göre pozitiflik oranları arasındaki 

farklılık önemli bulunmadı (p>0.05).   

Bu çalışmanın sonuçları, Elazığ ilinde paratüberkülozun önemli bir sorun olduğunu ve 

koruma ve kontrol programlarının titizlikle uygulanması gerektiğini göstermektedir.   

 

Anahtar Kelimeler: Paratüberküloz, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Sığır, 

ELISA, Teşhis  
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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 µg/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 

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

 

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

Diagnosis 
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1.GİRİŞ 

 

Paratüberküloz (Johne’s hastalığı), genellikle evcil ruminantlarda görülen, 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) isimli bir bakterinin neden olduğu, 

kronik gastroenteritis, ishal ve zayıflama ile karakterize enfeksiyöz bir hastalıktır (Liu vd., 

2017; Fawzy vd., 2018). Özellikle genç sığırlar en duyarlı hayvanlardır. Enfekte hayvanlar 

ağırlıklı olarak dışkılarıyla etkeni saçarlar (Gilardoni vd., 2012). Hayvanlar genellikle 

kontamine yem, su ve kolostrumun tüketilmesiyle enfekte olurlar (Sweeney vd., 2006). 

Paratüberküloz etkeninin aynı zamanda insanlarda görülen Crohn’s hastalığının 

etiyolojisinde olası rolünün olduğu bildirilmiştir. Bu nedenle paratüberküloz halk sağlığı 

açısından da önem arzetmektedir. Kontamine süt insanlar için bulaşma kaynağıdır. 

Pastörizasyon işlemi genellikle bakteriyi yok etmez (Over vd., 2011; Civelek, 2017).   

Klinik bulgular çoğunlukla 3-6 yaş arası sığırlarda görülür. Enfekte genç sığırlarda 

klinik bulgular görülmez. Subklinik enfekte yetişkin hayvanlar etkeni taşımalarına rağmen 

hastalığın belirtilerini göstermezler. Nekropside gastrointestinal sistem ve bölgesel lenf 

yumrularında lezyonlar görülebilir. İnce bağırsağın özellikle ileum kısmı kalınlaşmış ve 

kıvrılmış (beyin benzeri) görünümdedir  (Arda vd., 1997; Baumgartner ve Khol, 2006).   

 Paratüberkülozun hastalığı klinik bulgular, nekropsi ve laboratuvar muayeneleriyle 

teşhis edilebilir. Klinik ve nekropsi bulgularıyla teşhisin yapılamadığı durumlarda 

laboratuvar testleri yapılmak zorundadır. Hastalığın teşhisi; bağırsak mukozası ve gaitadan 

hazırlanan preparatların Ziehl-Neelsen yöntemiyle boyanarak mikroskobik olarak 

incelenmesi, fekal kültür, DNA problarının kullanımı ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PZR) ile etkenin tespiti yanında, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

Komplement Fikzasyon (CF), İnterferon Gama ve Jel Presipitasyon Testleri kullanılarak 

gerçekleştirilir. Geçmişte kullanılan Johnin Testi bugün için sadece araştırma 

çalışmalarında uygulanmaktadır (Baumgartner ve Khol, 2006; Gilardoni vd., 2012; OIE, 

2013).    

 Fekal kültür paratüberkülozun teşhisinde altın standart olarak kabul edilir. Ancak 

bu yöntem zordur ve uzun süre alır ve hastalığın erken  dönemlerinde bazen etken tespit 
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edilemeyebilir (Ayele vd., 2001; OIE, 2013). Etkene karşı oluşan antikorları ortaya 

koymak için en yaygın kullanılan serolojik testlerden biri ELISA testidir (Nielsen ve Toft, 

2008). ELISA hem kan serumu hem de süt örnekleri için kullanılabilir (Khol vd., 2005). 

Hayvan sürülerinde hastalığı tespit etmek için çeşitli ticari ELISA kitleri üretilmektedir 

(OIE, 2013). ELISA testinin kolay olması, tekrarlanabilmesi, sonuçların objektif 

yorumlanabilmesı birçok örneğin işlenebilmesi ve diğer testlere göre ucuz olması gibi 

avantajları vardır (Gilardoni vd., 2012). 

 Paratüberküloz hastalığının tedavisi olmadığı için koruma ve kontrol çok önemlidir. 

Etkeni taşıyan hayvanlar mümkün olan en kısa zamanda sürüden çıkartılmalıdır. Kontrol 

programı kapsamında 1.5 yaşından büyük tüm hayvanlar 6 ayda bir ELISA ve bakteriyel 

kültür veya  PZR ile test edilmelidir  (Baumgartner ve Khol, 2006).  
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1.1 Paratüberküloz Hastalığı 

1.1.1. Tarihçe ve Etiyoloji 

Paratüberküloz hastalığı ilk kez 1895 yılında Almanya’nın Oldenburg bölgesinde 

tespit edilmiştir (Johne ve Frothingham, 1895). Hastalık ilk tespit edildiği zaman etken 

tüberküloz basilinden ayırt edilemediği için tüberkülozun atipik formu olarak 

tanımlanmıştır. Bundan yaklaşık on yıl sonra Bang 1906 yılında bu hastalığın tüberküloz 

olmadığını tespit etmiş ve hastalığa pseudotüberküloz enteritis adını vermiştir (Bang, 

1906). Daha sonraları hastalık paratüberküloz veya Johne hastalığı olarak isimlendirilmiştir 

(Baumgartner ve Khol, 2006). Türkiye’de paratüberküloz ilk kez 1928 yılında sığırlarda 

(Sezginer, 1928), 1968 yılında koyunlarda (Hakioğlu, 1968) ve 1973 yılında keçilerde 

saptanmıştır (Alibaşoğlu vd., 1973). 

Paratüberkozun etkeni asit-faz nitelikte, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, aerobik, 

kapsülsüz ve çomak şeklinde bir bakteri olan Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis (MAP)’dir (Radostits vd., 2007). Mycobacterium cinsi içerisinde 100’den 

fazla tür vardır ancak bunların birkaç tanesi insan (M. leprae, M. tuberculosis ve M. 

ulcerans türleri) ve hayvanlar (M. bovis, M. avium subsp. paratuberculosis ve M. avium 

subsp. avium türleri) için patojeniktir. Son yıllarda yapılan sınıflandırmaya göre 

Mycobacterium avium kompleksi içerisinde, M. avium subsp. avium, M. avium subsp. 

paratuberculosis (MAP)  ve M. avium subsp. silvaticum alt türleri yer almaktadır. MAP, 

besiyerlerinde çok yavaş gelişerek 8-24 haftada gözle görünür koloni oluşturur. Bu özelliği 

ile hızlı gelişen diğer türlerden ayırt edilebilir (Chacon vd., 2004).  MAP’ın lipidce zengin 

hücre duvarı vardır (Manning 2001). MAP’ın identifikasyonu için besiyerlerinde 

mikobaktine ihtiyaç duyulur (Selbitz, 2002; OIE, 2013). MAP sığır dışkısında ve toprakta 

bir  yıldan daha fazla, nehir sularında yaklaşık 160 gün ve havuz sularında  9 ay, -14 0C’de 

en az bir yıl canlı kalabilir (Baumgartner ve Khol, 2006). Pastörizasyon işlemi etkeni tam 

olarak yok etmek için yeterli değildir (Over vd., 2011). 

 

1.1.2. Epidemiyoloji 

Paratüberküloz birçok birçok ülkede  görülen bir hastalıktır. Daha çok sığır, koyun 

ve keçilerin bir hastalığı olarak kabul edilmesine rağmen tüm ruminantlar duyarlıdır. Geyik 

ve muflon (Machackova vd., 2004), manda (Sivakumar vd., 2005) ve devegillerde de 
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hastalık görülür (Selbitz, 2002). Yaban domuzu (Alvarez vd., 2005), fare, rat ve tilki 

(Florou vd., 2005), tavşan (Judge vd., 2005), ayı, farklı böcekler ve solucanlar (Kopecna 

vd., 2005) gibi ruminant olmayan diğer türlerde de hastalığın görüldüğü bildirilmiştir. 

Enfeksiyonun yayılmasının en önemli yolu fekal-oral bulaşmadır. Enfekte sığırlar dışkı, süt 

ve kolostrum ile çok sayıda etkeni yayarlar. Hastalığın inkubasyon periyodu 1-10 yıl 

arasında değişir (Fecteau ve Whitlock, 2010). Enfekte hayvanların kolostrumu/sütü, 

kontamine olmuş yem ve sular hastalığın bulaşma kaynaklarıdır (Sweeney vd., 2006). 

Klinik belirti göstermeyen enfekte hayvanlar dışkılarıyla etkeni uzun süre yayabilir. Etken 

aynı zamanda asemptomatik ineklerin sütleri ve kolostrumunda bulunabilir (Smith ve 

Bradford, 2001; Whitlock vd., 2005).  Buzağıların doğumdan sonra anne ile aynı yerde 

kalması ve anne sütü ile beslenmesi enfeksiyonun geçişine yol açar (Çetinkaya vd., 1997). 

Sığırların etkeni 1.5 yaşından önce yaymadığı düşünülmesine karşın, yapılan çalışmalar 

enfekte genç buzağıların da bakteriyi yaydığı ve bu yolla aynı çevredeki diğer  buzağıları 

enfekte ettiği bildirilmiştir (Bolton vd., 2005; Weber vd., 2005). Yeni doğmuş buzağılar 

genellikle enfekte hayvanların dışkıları ile atılan etkeni ağız yoluyla alarak enfekte olurlar. 

Hijyen koşullarının kötü ve ahırların kalabalık olması hastalığın yayılmasında etkili 

faktörlerdir (Quinn vd., 2005).  

Son yıllarda paratüberküloz ile insanlarda görülen Crohn hastalığı arasında bir 

ilişkinin olduğu ileri sürülmektedir (Quinn vd., 2005; Niesen ve Toft, 2008). MAP’ın 

insanlara bulaşarak paratüberküloza benzer klinik belirtiler gösteren bir hastalığın 

etiyolojisinde rol oynayabileceği fikri ilk defa 1913 yılında iddia edilmiştir (Hermon-

Taylor ve El-Zaatari, 2004). Bu iddia aslında insanlarda bağırsağın kronik iltihabına yol 

açan Crohn hastalığı ile paratüberkülozun, klinik ve patolojik bulgularının benzemesi ve 

Crohn hastası olan insanlardan MAP’ın izole edilmesinden kaynaklanmaktadır (Harris and 

Barletta, 2001; Davis vd., 2012). MAP’ın Crohn hastalığı vakalarının tümünden olmasa da 

bazılarından sorumlu olduğu hususunda bilimsel veriler olmasına rağmen bu durum 

muallaktadır ve tartışmalara yol açmaktadır (Patel and Shah, 2011). Crohn hastalığının 

etiyolojisi tamamen bilinmemekle birlikte genetik ve çevresel faktörlerin etkileşimlerinin 

hastalığa sebep olduğu tahmin edilmektedir ( Ailsa and Siew, 2015). Konakçı bağışıklık 

sisteminin yeterli çalışmaması da hastalıkta etkin rol oynar (Grant vd., 2001). Hastalığın 

etiyolojisinde MAP’ın dışında değişik türde mikroorganizmaların da yer aldığı 

bildirilmiştir (Ailsa and Siew, 2015). 
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1.1.3. Patogenez 

 

Mikroorganizma sindirim yolu ile alındıktan sonra bağırsak ile ilişkili lenfoid 

dokuya (gut-associated lymphoid tissue, GALT) yerleşir ve burada makrofajlar tarafından 

fagosite edilir (Lamont, 2012). Deneysel olarak enfekte edilen buzağı, keçi ve farelerde 

etkenin enterositler aracılığıyla alındığı da bildirilmiştir (Bermudez vd., 2010). Etkenin 

bağırsak mukozasına bağlanmasında membran proteinleri ile fibronektine bağımlı bir 

mekanizma önemli bir rol oynar. Bakterinin üzerinde bulunan fibronektin bağlayan 

proteinler, bakteriye fibronektinin bağlanmasını kolaylaştır. Fibronektin intestinal epitelyal 

hücrelerde bulunan β1 integrinler ile bakteri arasında köprü vazifesi görür (Secott vd., 

2002; Secott vd., 2004). Etkenin ilk hedefi bağırsaktaki M hücreleridir (Lamont, 2012). 

Klinik bulgular görülen sığırların buzağılarının yaklaşık % 25’i intrauterin olarak enfekte 

olur (Whitlock, 1996). Etken esas olarak ileuma yerleşir. Makrofajlar M hücrelerinden 

salınan bakteriyi fagosite eder ve lokal lenfatiklere göç ederek enfeksiyonun bölgesel lenf 

yumrularına yayılmasına yol açar (Klee, 2004). Hastalık ilerledikçe ince bağırsak 

mukozasından submukozaya geçen bakteriler mukozanın kalınlaşmasına neden olur. 

Bağırsaklarda gıda ve su emiliminin bozulması sonucu kronik ishal görülür (Arda vd., 

1997; Quinn vd., 2005)   

 

1.1.4. Klinik Belirtiler 

Paratüberkülozun inkubasyon süresi oldukça uzun olduğundan (yıllarca) klinik 

belirtilerin görülmesi zaman almaktadır. Enfekte sığırlarda belirtiler genellikle 2 yaşından 

önce görülmez. Klinik olarak hastalıklı sığırlarda en önemli belirtiler; şiddetli ishal, 

kaşeksi, tüylerde kabarıklık, derinin kuru bir hal alması ve süt veriminin düşmesidir. 

Subklinik olarak enfekte sığırlarda klinik belirtiler görülmez. Keçi ve koyunlarda, ishal 

genellikle görülmez. Bu hayvanlarda prognoz kötüdür ve hastalık ölümle sonuçlanır   

(Arda vd., 1997: Baumgartner ve Khol 2005). İştahta bir azalma olmamasına rağmen 

ilerleyen bir kilo kaybı gözlenir. Diğer hayvan türlerinde, ishal belirtisi olmadan  aşırı bir 

zayıflık şekillenebilir ( Arda, 1997; Quinn vd., 2005; Yardımcı, 2006). Birçok hayvan, 

enfekte oldukları halde, hayatları boyunca klinik belirtiler göstermeyebilir. Bakım ve 

beslenme sorunları, stres, gebelik, yüksek süt verimi, uzun süreli kortikosteroid alımı gibi 

sebepler  hastalığın klinik forma dönüşmesine neden olur (Andrews, 1992).  
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Hastalık klinik bulguların şiddetine göre; sessiz enfeksiyon dönemi, subklinik 

hastalık dönemi, klinik form dönemi ve ilerlemiş klinik form dönemi olmak üzere dört 

evrede incelenebilir. 

Evre 1 (Sessiz enfeksiyon dönemi): Mikroorganizmanın bağırsaktaki fagositik 

hücreler tarafından alınması, bağırsak mukozası içerisine ve daha sonra bitişikteki lenf 

yumrularına taşınmasıyla hastalık başlar. Hastalık başlar başlamaz etken jejunal ve ilial 

mukoza içerisinde çoğalır ve bölgesel lenf nodüllerine yayılır. Bu dönem genellikle 2 yıl 

sürer bazen 10 yıla kadar devam eder (Fecteau ve Whitlock, 2010). Hayvanlar bu dönemde 

dışkılarıyla etkeni saçabilir. Bazen mikroorganizma kültür ve PCR ile tespit edilebilir. 

Bakterinin spesifik proteinlerine özgü hem hücresel hem de humoral bağışık yanıt 

şekillenir (Waters vd., 2003). 

Evre II (Subklinik hastalık dönemi): Bu dönemde hayvanların bağırsaklarındaki 

etken miktarı artmıştır. Bu hayvanlarda ishal ve zayıflama görülmez. MAP antijenine karşı 

sitotoksik T lenfositleri tarafından immun yanıt oluşturulur. T lenfositleri tarafından gama 

interferon üretimi artar ve ayn zamanda antikor üretiminde de artış görülür (Basey ve 

Collins, 1997). Çoğu hayvanlar dışkılarıyla etkeni çevreye yayarak çiftlikteki diğer 

hayvanları enfekte ederler. Bazı hayvanların dışkı örneklerinde etken tespit edilebilir.  Bu 

dönem hastanın immun cevap oluşturmasına veya vücuttaki MAP yoğunluğuna göre birkaç 

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

Evre III (Klinik form dönemi): Bu dönemde zayıflama ve ishal belirgindir. Aralıklı 

ishal birkaç hafta sürer. Solunum ve kalp frekansları ve vücut ısısı normaldir. İştahsızlık, 

kaşeksi ve süt veriminde düşüş görülür. Hemen hemen tüm hayvanların fekal kültür testleri 

pozitif sonuç verir. Ticari ELISA ve agar jel immunodiffüzyon testleri ile antikorlar 

saptanabilir. Bağırsak mukozasındaki etken konsantrasyonu çok yüksektir ve bağırsak 

mukozası kalınlaşmıştır (Fecteau ve Whitlock, 2010).  

Evre IV (İlerlemiş klinik form dönemi): Hayvanlar zayıf ve iştahsızdır. Genellikle 

kronik aşırı ishal ortaya çıkar. Çene altı ödemi bu evrede görülen karakteristik bulgudur.  

Subklinik dönemden bu döneme geçiş, birkaç hafta içinde hızlıca olabilir. Hayvanların 

sağlık durumu hızlı bir şekilde bozulur. Hayvanlar kesilmediği taktirde, kaşeksi ve 

dehidrasyona bağlı olarak ölümler görülür (Blood vd., 2000; Fecteau ve Whitlock, 2010). 
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1.1.5. Nekropsi Bulguları 

Hasta sığırlarda lezyonlar yaygın granülamatöz değişiklikler ve nonnekrotik 

fibrozis ile karakterizedir. Gastrointestinal sistem ve bölgesel lenf yumrularında lezyonlar 

ortaya çıkar. Bağırsağın özellikle ileum mukozasının kalınlaşması ve beyin benzeri 

kıvrımlı bir hal alması hastalık için tipik bulgudur (Baumgartner ve Khol, 2010). 

Mezenterik lenf yumruları genellikle genişlemiş ve ödemlidir. Kazeöz ve kalsifiye 

lezyonlar keçilerde sıklıkla fakat koyunlarda nadiren görülür. Bağırsak dışında lezyonlar 

nadir olmakla birlikte, ileri vakalarda vücut boşluklarında seröz eksudat, vücut yağlarında 

atrofi,  aortta atherosiklerozis, miyoatrofi, renal enfarktüs, karaciğerde tahribat ve anemi 

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

 

1.1.6. Teşhis  

Klinik paratüberküloz vakalarının teşhisi genellikle; semptomlar, anamnez ve 

necropsi bulgularıyla yapılır. Semptom görülmeyen vakalarda  ise tanı amaçlı laboratuvar 

testlerden  yararlanılmaktadır. Özellikle genç ve subklinik enfekte hayvanlarda sensitivite 

ve spesifitesi yüksek bir test yoktur (Baumgartner ve Khol, 2006). Teşhiste bakteriyel 

kültür ile etkenin identifikasyonu altın standart test yöntemidir. Ancak hastalığın erken 

evrelerinde etken çıkarılmadığından kültür yöntemi enfekte hayvanları tespit etmez 

(Gilardoni vd., 2012). Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Komplement fikzasyon(CF), 

Agar jel immunodifüzyon(AGID), Enzyme-Linked Immunosorbet Assay (ELISA) ve 

hücresel (intradermal deri testi ve interferon gama testi) immun yanıtı belirleyen testler, 

anatomohistopatolojik incelemeler ve in sutu hibridizasyon yöntemleri diğer alternatif 

teşhis yöntemleri arasında yer almaktadır. Bakteriyoskopi, bakteriyolojik kültür ve bakteri 

DNA’sının tespiti gibi direkt teşhis yöntemleriyle etken identifikasyonu yapılabilir. 

Humoral ve hücresel bağışıklık yanıtını ortaya koyan testler indirekt teşhiste kullanılır 

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

 

1.1.6.1. Bakteriyoskopi  

Mikobakterilerin etrafında balmumu tabakası olduğundan normal boyama 

yöntemleriyle boyanmazlar. Etkenin identifikasyonu için kullanılan bakteriyoskopik metot 
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Ziehl-Neelsen boyamadır. Bu boyama, fuksin ile boyama işleminden sonra asit-alkol ile 

dekolarizasyona karşı mikobakterilerin dirençli olması ve boyayı bırakmaması esasına 

dayanır. Ziehl-Neelsen boyama  basit, hızlı ve ucuz bir yöntemdir. Ancak bu yöntemin 

dışkı, kolostrum ve süt örneklerinde düşük sensitivite ve spesifiteye sahip olması ve diğer 

mikobakteri türleri arasında ayrımının yapılamaması gibi dezavantajları vardır. Dışkı ve  

veya intestinal mukozadan hazırlanan ve Ziehl-Neelsen yöntemiyle boyanan preparatlarda 

küçük (0.5-1.5 µm) ve küçük topluluklar halinde asit-fast basillerin görülmesi ile tanı 

konabilir (Gilardoni vd 2012; OIE 2013). Tanı için birkaç farklı preparatın incelenmesi 

gerekir (Muskends vd., 2003). Ziehl-Neelsen boyamada, mikobakteriler kırmızı, zemin ise 

mavi renkte görülür (Arda vd., 1997).  Özellikle lezyonlu ileosekal valf veya intestinal lenf 

yumrularından hazırlanan preparatlarda, lezyonda mevcut olan makrofajlar içerisinde 10-

20 parlak renkli basil kümelerinin görülmesi paratüberküloz teşhisi için oldukça önemlidir 

(Paolichi ve Roman, 2007). 

 

1.1.6.2. Kültür  

Bakteriyolojik kültür ile etkenin identifikasyonu referans teşhis yöntemi (altın 

standart) olarak kabul edilir. Dışkı, kolostrum süt veya bağırsak mukozası kalıntısı örnek 

olarak kullanılabilir. Fekal kültür 3-5 örnek havuzlanarak yapıldığında çok fazla sensitivite 

kaybı olmaz (Kalis vd., 2000; Gilardoni vd., 2012). Kültür, teknik olarak zor ve zaman 

alıcı bir işlem olmasına karşın, yanlış pozitif sonuç vermeyen (% 100 spesifite) tek 

yöntemdir. Fekal kültürün canlı hayvanlarda hastalığın teşhisi için yaygın olarak kullanılan 

bir test olduğu, hastalığın ilerlemiş evrelerinde hasta hayvanların çoğunu tespit edebildiği 

ve erken evrelerde ise sadece birkaç hayvanı saptayabildiği bildirilmiştir (Nielsen ve Toft, 

2008).  Sütlerin bakteriyolojik kültürü yapılarak hastalık tanısı konabilir (Paolichi vd,. 

2003). Genellikle sütün bakteriyolojik kültürü santrifüj, zenginleştirme ve 

immunomanyetik separasyon (IMS) vb. bir ön işlem uygulandıktan sonra yapılmaktadır 

(Donaghy vd., 2008). Sütün içerisinde var olan mikroorganizma sayısı dışkıya nazaran 

daha az olduğundan etkenlerin ayrışmasını sağlayabilmek için öncelikli olarak santrifüj 

işleminin yapılması gerekir Süt santrifüj işleminden sonra üç kısma (su, pelet, krema) 

ayrılır. Özellikle MAP etkenlerinin pelet ve krema bölümlerinde bulunduğu ve 

inokülasyon için bu kısımlardan örneklerin alınması gerektiği bildirilmiştir (Bradner, 

2013).  
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Besiyeri ortamları ve örnek işleme protokollerine göre değişen birkaç kültür 

yöntemi vardır. MAP’ın kültürü daima mikobaktin J eklenen özel besiyerleri kullanılarak 

yapılır. Katı ortamlarda etkenin kültürü için Herrold’un mikobaktinli yumurta sarılı 

besiyeri, Löwenstein Jensen veya Middlebrook 7H10, 7H11 gibi besiyerlerinden 

faydalanılmaktadır. Katı ortamlara ilave olarak Middlebrook  7H9, 7H12 ve BACTEC 12B 

gibi  sıvı ortamlar da kullanılabilir (Donaghy vd., 2008; Gilardoni vd., 2012). Dışkı ve 

bağırsak dokusundaki diğer bakteri ve mantarlar MAP’ın üremesini engeller. Bu nedenle 

etkenin başarılı bir şekilde izole edilebilmesi diğer mikroorganizmaların etkili bir şekilde 

inaktivasyonuna bağlıdır. Dekontaminasyon için 2 temel yöntem vardır. Bunlardan birisi 

üreme için Löwenstein Jensen ve dekontaminasyon için okzalik asit ve NaOH’in 

kullanıldığı yöntem, diğeri ise üreme için Herrold’un mikobaktinli yumurta sarılı besiyeri, 

ve dekontaminasyon için hexadecylpyrimidinium chloride’nin kullanıldığı yöntemdir. Sığır 

albümini, oleik asit ve katalaz eklenmiş sıvı besiyerlerinde (Middlebrook 7H9, 7H12) 

zenginleştirmeden sonra katı besiyerleri kullanıldığında MAP’ın üremesi hızlanmaktadır. 

Koyun suşları Herrold’un mikobaktinli yumurta sarılı besiyerine göre, Middlebrook    

7H10 besiyeri ortamında daha iyi ürer.  Koyun ve sığır suşlarının gelişmesi için sıvı 

ortamların katı ortamlardan daha duyarlı olduğu bildirilmiştir (OIE, 2013).  

Sıvı ortamlarda bakteri üremesini tespit etmek için otomatik sistemler 

geliştirilmiştir. Radiometrik BACTEC 460 sisteminde işaretleyici olarak kullanılan karbon 

(C14), bakteri solunumuna bağlı olarak karbondioksit (CO2) konsantrasyonundaki 

değişiklikleri tespit eder. Diğer otomatik sistemler fluorometrik, barometrik ve 

kalorimetrik yöntemlerdir (Stich vd., 2004).  

Katı ortamlarda koloniler inkubasyondan sonra 5 hafta-6 ay arasında görülebilir. 

Koloniler başlangıçta çok küçük (0.25-1 mm çapında) olup, yuvarlak,  yüzeyleri düzgün ve 

parlak görünümdedir. İnkubasyon süresi uzadıkça koloni büyüklüğü 2 mm çapa ulaşabilir 

MAP’ın identifikasyonu için şüpheli kolonilerden mikobaktinli ve mikobaktinsiz aynı besi 

ortamına ekim yapılmalıdır. Ayrıca izolatların identifikasyonunu konfirme etmek için  

PZR testi kullanılabilir (OIE, 2013).  

 

1.1.6.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

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

uzunluğuna sahip IS900 insersiyon sekansı saptanarak etken identifiye edilebilir (Collins 
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vd., 1989; Li vd., 2005). f57 insersiyon elementinin tespitine yönelik yapılan PZR ile de 

etken identifikasyonu mümkündür (Slana vd., 2008; OIE 2013). 

  PZR, hem klinik örneklerde etkeni saptamak, hem de kültür sonrası elde edilen 

izolatları identifiye etmek için kullanılır. Saf kültürden identifikasyon için kullanıldığında 

spesifik olmasına karşın klinik örneklerle çalışıldığında inhibitör faktörler problemlere yol 

açmaktadır. PZR testinde kontaminasyon nedeniyle yanlış pozitif sonuç ve inhibitör 

faktörler nedeniyle de yanlış negatif sonuçlar alınabilir (Çetinkaya vd., 2000). PZR, süt, 

dışkı, kan ve doku örneklerinde bulunan MAP’ı direkt tespit etmek için kullanılır. PZR 

testinin avantajı, spesifitesinin yüksek olması (yaklaşık % 90) ve 24 saatten daha kısa 

sürede sonuç alınabilmesidir. Dezavantajı ise sensitivitesinin düşük olması (yaklaşık % 53) 

ve canlı ve ölü bakterilerin ayırt edilememesidir (Kalis vd., 1999).  IS900’e benzer 

elementlerin diğer bakterilerde de bulunduğunu bildirmesine karşın, çoğaltılan segmentin 

metilasyon-restriksiyon veya sekanslamayla ayırt edilebileceği bildirilmiştir (Mundo, 

2005).  IS900, IS901, IS1245 ve dnaJ genleri amplifiye edilerek uygulanan multipleks PZR 

testi ile MAP’ın diğer mikobakteri türlerinden ayırt edildiği rapor edilmiştir (Moravkova, 

2008).  IS1311 sekansının restriksiyon enzim analizi ile M. avium subsp. avium ve MAP’ın 

ayırt edilebileceği ve koyun, sığır ve bison suşlarının tiplendirilebileceği bildirilmiştir 

(Sevilla vd., 2005). Son yıllarda kan, süt, dışkı, doku ve çevre örneklerinde etkeni tespit 

etmek için gerçek-zamanlı PZR teknikleri geliştirilmiştir (OIE, 2013). MAP’ın moleküler 

tiplendirilmesinde random amplified polymorphic DNA (RAPD), variable number tandem 

repeats (VNTRs), IS900-restriction fragment-length polymorphism (RFLP) ve single 

nucleotide polymorphism (SNPs) yöntemleri uygulanmaktır (Sonawane vd., 2016). 

 

1.1.6.4. Serolojik Testler 

Paratüberkülozun indirekt teşhisinde çeşitli serolojik testlerden yararlanılmaktadır. 

Serolojik testler maliyet olarak kültür yöntemlerine göre daha ucuz ve daha hızlı hızlıdır. 

(Stricklands vd., 2005). Hastalığın ileri evrelerinde sığırlarda yüksek 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 hızlı, pahalı olmayan, yapılması kolay ve fazla ekipman gerektirmeyen testlerdir. 

Bunun aksine CF’nin yapılması zordur ve sadece referans laboratuvarlarda uygulanabilir. 
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ELISA, CF ve AGID testlerinden daha duyarlı bir testtir. İleri klinik evre ve fekal 

yayılımın fazla olduğu dönemde ELISA’nın sensitivitesi yüksektir (Nilsen, 2008; 

Gilardoni vd., 2012).  

ELISA testinde antijen antikor birleşmesi, bir enzimin substratıyla etkileşime 

geçerek renkli bir görüntü ortaya çıkarmasıyla belirlenir. Kompleks bir teknik olmayan 

ELISA’da katı faz, yıkama işlemleri, enzim ve substrat seçimi ve reaksiyonun durdurulma 

zamanı önemli değişkenlerdir. Katı faz olarak genellikle mikrotitrasyon pleyti halinde 

bulunan plastikler kullanılmaktadır. Polistren mikrotitrasyon kuyucuklarından başka, 

plastik boncuklar ve nitrosellüloz membran da solid madde olarak seçilebilir (Abbas vd., 

1997; Hendry and Herman, 1980).  ELISA için kullanılan enzimler;  peroksidaz, alkalen 

fosfataz, beta-galaktozidaz gibi substratları renkli ürünlere dönüştürme kabiliyetindeki 

enzimlerdir. Spektrofotometrede substrata göre değişen dalga boyları kullanılarak,  oluşan 

renkli ürünlerin ölçümü (Optik Dansite: OD) yapılır. Beta-galaktozidaz enzimi 

kullanılmışsa florimetrede ölçüm yapılır. Substratlar genel olarak alkalen fosfataz için 

nitrofenil fosfat, peroksidaz için ise ortofenilendiamin (OPD), 2,2’-azinodi-

etilbenzotiazolinsülfonik asit (ABTS) ve tetrametil benzidin (TMB) dir (Koneman vd., 

1992; Coligan vd., 1994; Babacan, 1996; Crowther, 2009). Hastalıkların teşhisinde 

kullanılan direkt, indirekt, sandviç ve kompetatif ELISA gibi birçok yöntem vardır (Şekil 

1.1). İndirekt ELISA ile serum örneklerinde antikorlar aranır. Bunun için ELISA pleytleri 

antijenle kaplanır. Bu işlem için plaklar  37 0C'de 2 saat veya +4 0C'de bir gece  muhafaza 

edilir (Jitsukawa vd., 1989). Daha sonra ELISA pleytinin kuyucuklarına antikor aranacak 

serum eklenir. Yıkama işlemlerinden sonra enzim ile işaretli ikinci bir antikor konjugatı 

(Primer antikora karşı farklı bir canlı türünden elde edilen) eklenir. Daha sonra substrat 

ilave edilerek örnekte antikor olup olmadığı belirlenir (Crowther, 2009).  
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Şekil 1.1 . Farklı çeşitlerde ELISA  sistemleri (URL-1, 2019) 

ELISA, paratüberkülozun serolojik teşhisinde en fazla kullanılan bir testtir. MAP’ın 

protoplazmik ekstraktından hazırlanan çözünür antijen ve hücre duvarından ekstrakte 

edilen glikolipit ekstraktlar ELISA testinde  antijen  olarak kullanılır (Nielsen ve Toft, 

2008; Gilardoni vd., 2012).  Hem kan serumu, hem de süt örnekleri ELISA ile incelenebilir 

(Khol vd., 2005).  ELISA’nın sürü taramaları ve partüberküloz kontrol programları için en 

ucuz ve en uygun metot olduğu bildirilmiştir (Baumgartner ve Kohl, 2006). Paratüberküloz 

teşhisi için son yıllarda ticari ELISA kitleri geliştirilmiştir. Kullanılan kite göre sensitivite 

ve spesifite oranları değişir  (OIE, 2013). Hayvanın yaşı ve dışkı ile saçılan etken 

miktarının artması ELISA’nın sensitivitesini etkiler. Ticari ELISA kitlerinin 

sensitivitesinin fekal saçılımın düşük olduğu hayvanlar için % 9-32 arasında ve fekal 

saçılımın normal olduğu hayvanlar için % 47-63 arasında olduğu bildirilmiştir (Whitlock 

vd., 2000). Bazı ticari kitler süt örnekleri için geliştirilmiştir. Sığır ve keçi sütleri 

kullanılarak yapılan ELISA testi ile serum ELISA testinin spesifitesinin benzer olduğu 

rapor edilmiştir (Hendrick vd., 2005; OIE, 2013).  

Komplement fikzasyon (CF) testi, hayvanlarda paratüberküloz seroprevalansını 

tespit etmek amacıyla geçmişte yaygın olarak kullanılmıştır. Klinik olarak şüpheli 

hayvanlar üzerinde iyi sonuçlar alınır. Fakat yeterli spesifiteye sahip değildir. Bununla 

birlikte günümüzde sığır ithalatı yapan çeşitli ülkeler CF testinin yapılmasını talep 

etmektedir (OIE, 2013). CF testinde diğer bakterilerle kros reaksiyonların elde edildiği 

bildirilmiştir (Patel and Shah, 2011).  
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Agar jel immünodifüzyon (AGID) testi, antikor ve antijenlerin tam katı olmayan  

jelde açılmış deliklerin arasındaki kısımda kümelenmesi temeline dayanan bir yöntemdir.  

AGID klinik olarak şüpheli sığır, koyun ve keçilerde hastalığın konfirmasyonu için faydalı 

bir testtir. Maliyeti düşük olup uygulanması kolaydır. Test sonuçları 24-48 içerisinde alınır 

(OIE, 2013). İleri klinik evrede sensitivitesinin yüksek olduğu (% 90-95) fakat subklinik 

evrede sensitivitesinin düşük olduğu %18.9-30 bildirilmiştir (Ayele vd., 2001). 

 

1.1.6.5.  Hücresel Temelli Immunite Testleri 

MAP’ın vücuda girişinden sonra özellikle T hücreleri tarafından immun yanıt 

oluşturulur. Bu yanıtı ortaya koyan teşhis testleri; in vivo olarak yapılan intradermal test ve 

in vitro olarak yapılan interferon gama testidir. Diğer mikobakteriler ile kros reaksiyonlara 

bağlı olarak her iki testin de ayırım gücü düşüktür (Gilardoni vd., 2012).  Hayvan MAP ile 

temas ettikten sonra oluşan gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonu intradermel test ile 

ortaya konabilir. Test hayvanın boyun derisi içine 0.1 ml PPD-A (M. avium’un saf protein 

derivatı) veya PPD-J (Johnin) enjekte edilerek yapılır. İnokulasyon yapıldıktan 72 saat 

sonra deri kalınlığı ölçülür ve 2 mm’den daha fazla deri kalınlığı artışı pozitif olarak 

değerlendirilir (OIE, 2013). Yapılan bir çalışmada deri testinin spesifitesi; eşik değer  ≥ 2 

mm alındığında % 88.8, eşik değer  ≥ 3mm alındığında % 91.3 ve  eşik değer ≥ 4 mm 

alındığında % 93.5 olarak tespit edilmiştir (Kalis vd., 2003). Deri testinin avantajı, 

yapılmasının kolay olmasıdır. Hücresel immunite, etkenin saçılması ve humoral immun 

yanıttan önce geliştiği için, serolojik testler ve bakteriyel kültürden daha önce deri testi ile 

subklinik evredeki enfekte hayvanları tespit etmek mümkündür.  Deri testinin dezavantajı, 

kros reaksiyonlar nedeniyle sensitivite ve spesifitesinin düşük olmasıdır (Gilardoni vd., 

2012).  

İnterferon gama testi, spesifik antijen ile 18-36 saat inkukasyon süresi içerisinde 

duyarlı hale getirilen T lenfositleri tarafından üretilen gama interferon miktarının 

belirlenmesi esasına dayanır. Bu testle paratüberkülozunun teşhisi için ticari kitler 

geliştirilmiştir. Hastalığın erken evrelerinde önemli miktarda interferon gama 

salgılandığından subklinik evredeki hasta hayvanları tespit etmek için kullanılabilir. Kros 

reaksiyonların görülmesi, maliyetinin yüksek ve sensitivitesinin düşük olması 

dezavantajdır (Stabel, 1996). Sığırlarda interferon gama testinin spesifitesinin % 67-94 
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arasında, sensitivitesinin ise % 13-85 arasında olduğu bildirilmiştir (Kalis vd., 2003; 

Nielsen ve Toft, 2008).  

  

1.1.7. Koruma ve Kontrol 

Hastalığın teşhis ve tedavisi zor olduğundan, koruma ve kontrol oldukça önemlidir. 

Sürü veya çiftlik bazlı subklinik enfekte hayvanlar, 6 ayda bir uygulanan dışkı kültürü ve 

PZR gibi moleküler teknikler ile etkenin tespiti yapılıp veya serolojik/alerjik testler ile 

belirlenerek sürüden ayıklanmalıdır. Pozitif çiftliklerde ilave hijyenik önlemler alınmalı ve 

hastalığın sürü içerisinde yayılması önlenmelidir. Hijyenik önlemlerin amacı yeni 

doğanları, buzağıları ve satın alınarak çitliğe yeni getirilen hayvanları enfeksiyona karşı 

korumaktır. Enfekte hayvanlardan doğan yavrular anne sütü ile beslenmeden hemen 

annelerinden ayrılmalıdır. Bu hayvanlar antijen ve antikor negatif hayvanlardan elde edilen 

kolostrum ile beslenmelidir. Kontamine gübreler kullanılmamalıdır. Suların, yemlerin, 

yemlik ve sulukların dışkı ile bulaşması engellenmelidir. Kontrol tedbirlerinin bir parçası 

olarak aşılama birkaç ülkede uygulanmaktadır. Aşı yapılarak sığırlarda klinik vaka sayısı 

azaltılabilir. Bir sürüye aşılama yapılarak hastalık elimine edilemez. Aşılı hayvanlar 

genellikle tüberküline duyarlı olacağından deri testinin yanlış yorumlanmasına neden 

olabilir  (Arda, 1997; Ayele vd., 2001; Haris and Barletta, 2001; Quinn vd., 2005; 

Baumgartner ve Khol, 2006; Yardımcı, 2006; OIE 2013).  

 

1.1.8. Paratüberkülozun Dünyadaki Durumu 

Sığır paratüberkülozunun birçok ülkede görüldüğü bildirilmiştir. Kanada’da 

mezbahada kesilen 984 sütçü sığırın mesenterial lenf nodülleri ile ileumları toplanarak 

histolojik ve bakteriyolojik olarak incelenmiş ve hastalığın prevalansı % 16.1 olarak 

saptanmıştır (McKenna vd., 2004). İspanya’da yürütülen bir çalışmada 200 inek tank süt 

örneğinin PZR ile analizi sonucunda, örneklerin yaklaşık % 10’unda MAP tespit edilmiştir 

(Sevilla vd., 2002). Çek Cumhuriyeti’nde 131 inekten alınan süt, dışkı ve çeşitli doku 

örnekleri MAP yönünden incelenmiş ve hayvanların % 37.4’ünden etken izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir (Hasanova vd., 2009). İran’da, 110 koyun, 95 deve, 144 sığır kanı ile 

83 boğa sperması nested PZR ile analiz edilmiş ve 16 koyun (% 14.54), 7 deve (% 7.36) 11 

sığır (% 7.63) kanı ile 7 boğa spermasında (% 9.64) MAP DNA’sı saptanmıştır 

(Khamesipour vd., 2014). Hindistan’da yapılan bir çalışmada ise 350 inek serumunun 
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53’ünde (% 15.14) ve 300 inek sütünün ise 55’inde (% 18.33) indirekt ELISA ile pozitiflik 

saptanmıştır (Gupta vd., 2012). Avustralya’da paratüberkülozun prevalansını tespit etmek 

amacıyla yapılan bir çalışmada, 1123 sığır kan serumunun 26’sında (%2.31) ticari ELISA 

kiti  ile pozitiflik tespit edilmiştir (Gurung vd., 2018). Çin’de, sütçü ineklere ait 3157 kan 

serumu örneğinin 152’sinin (%4.8) ticari ELISA kiti ile pozitif bulunduğu bildirilmiştir 

(Liu vd., 2017). Mısır’da, kronik ishalli sığırlardan alınan 138 dışkı örneğinin 15’i kültür 

ve PZR ile pozitif bulunmuş, 2 yaşın üzerindeki normal ve ishalli hayvanlardan toplanan 

700 serum örneğinin 97’sinin (13.8) ticari ELISA kiti ile pozit sonuç verdiği saptanmıştır 

(Selim vd., 2019). Avrupa ülkelerinde sığırlar arasında prevalansın, bazı ülkelerde en az % 

3-5 olmak üzere genellikle yaklaşık % 20, sürü prevalansının ise % 50’inin üzerinde 

olduğunu bildirilmiştir (Nielsen ve Toft, 2008). İngiltere’de yapılan bir çalışmada, 114 

sığır çiftliğinden toplanan 15736 kan serumunu ELISA ile incelendiğinde % 7.1 oranında 

seroprevalans saptanmıştır (Woodbine vd., 2009). İspanya’da 61069 sığırdan alınan kan 

serumları ticari bir ELISA kiti ile incelenmiş ve sütçü, etçi ve karışık ırk sürülerde sırasıyla 

sürü prevalansı % 10.69, % 0 ve % 2.71; bireysel prevalans ise % 4.03, % 2.07 ve % 3.84 

olarak tespit edilmiştir (Diéguez vd., 2007). Hollanda’da 378 çiftlikten en az 3 yaşında 

olan 15822 inekten alınan kan serumu örnekleri ticari bir ELISA kiti ile incelenmiş, 

sürülerin 207’sinde (% 55) en az bir veya daha fazla hayvan serolojik olarak pozitif 

bulunmuştur (Muskens vd., 2000). İrlanda’da, 639 sürüdeki bir yaş üstü 20322 

inek/boğadan alınan kan serumları ELISA ile incelenmiş, sürü prevalansı % 21.4 olarak 

belirlenmiştir (Good vd., 2009). Avusturya’da mezbahalarda kesilen 756 sığırdan toplanan 

kan örnekleri ELISA ile incelenmiş ve  % 19 oranında seropozitiflik  tespit edilmiştir 

(Dreier vd., 2006). 

 
1.1.9. Paratüberkülozun Türkiye’deki Durumu 

Paratüberkülozun, Türkiye’de ilk kez 1928 yılında sığırlarda (Sezginer, 1928), 1968 

yılında koyunlarda (Hakioğlu, 1968) ve 1973 yılında keçilerde (Alibaşoğlu vd., 1973) 

tespit edildiği bildirilmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda serojik ve moleküler testler 

kullanılarak hastalığın yaygınlığı araştırılmıştır. ELISA testi ile Türkiye genelinde 

sığırlarda paratüberkülozun prevalansı  % 4.6 olarak bildirilmiştir (Atala ve Akçay, 2001).  

Yıldırım ve Civelek (2013), Uşak ilinde 200 süt sığırından alınan dışkı örneklerinin % 

20’sinde, süt örneklerinin ise % 17.5’inde PZR ile pozitiflik tespit etmişlerdir. Makav ve 
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Gökçe (2013), Kars ilinde sığırlarda bireysel prevalansı % 3.5 ve sürü prevalansını  % 41.6 

olarak tespit etmişlerdir. Çelik (2015), Burdur ilinde, 150 sığırdan topladıkları kan 

serumlarını ticari ELISA kiti ile incelemişler ve % 8 oranında seropozitiflik saptamıştır. 

Gümüşsoy vd. (2015) Kayseri ilinde yaptıkları bir çalışmada, kronik ishalli 2 yaşın 

üzerindeki 147 sütçü sığırdan kan ve süt örnekleri toplamışlar ticari ELISA kiti ile 

sığırlarda % 12 oranında seropozitiflik tespit etmişlerdir. Aynı araştırıcılar süt örneklerinin 

% 13.61’inde MAP DNA’sı saptamışlardır. Elazığ ilinde, 1997-1998 yılları arasında 

sığırlardan toplanan  500 süt örneğinin kültür ile % 3.4’ünden etken üretilmiş, PZR ile ise 

örneklerin % 5’inde etkene spesifik DNA saptandığı bildirilmiştir (Çetinkaya vd., 2000). 

Kırklareli yöresi süt sığırlarında ticari ELISA kiti ile subklinik paratüberkülozun 

seroprevalansı %  1.5 pozitif ve % 1.5 şüpheli olarak tespit edilmiştir (Karakaş ve Civelek, 

2018). Manisa yöresi süt sığırlarında ticari ELISA kiti ile subklinik paratüberküloz 

seroprevalansının % 21.72 olduğu ortaya konmuştur (Berberoğlu ve Civelek, 2016). Afyon 

ve civarındaki çiftliklerde 4-8 yaş arasındaki 305 sütçü sığırdan alınan serum örneklerinin  

% 31.8’i ticari ELISA kiti ile pozitif bulunmuştur (Borum vd., 2014).  Tütüncü vd. (2018), 

orta karadeniz bölgesinde kronik ishalli 2 yaşın üzerindeki 859 sütçü sığırın 86’sının (%10) 

ticari ELISA kiti ile pozitif olduğunu bildirmişlerdir. Özpınar vd. (2015), Trakya 

bölgesinde rastgele belirledikleri 30 işletmedeki 2 yaş ve üstü süt sığırlarından aldıkları 

270 dışkı örneği ile bu işletmelerin ve bulundukları köylerin süt toplama tanklarından 

aldıkları 45 çiğ süt örneğini real-time PZR ve nested-PZR ile incelemişler,  örneklerin 

hiçbirinde MAP DNA’sı tespit etmemişlerdir.  

 

 

1.1.10. Araştırmanın Amacı 

 Ülkemizde şimdiye kadar yapılan serolojik çalışmaların tümünde ticari ELISA 

kitleri kullanılmıştır. Tarım ve Orman Bakanlığa bağlı laboratuvarlarda rutin teşhiste, 

ELISA kitleri kullanılarak hastalığın ithal hayvanlarda olup olmadığı test edilmektedir. Bu 

kitlerin tümü yurt dışından sağlanmakta,  Türkiye bu kitler için önemli miktarda dolar veya 

avro ödemektedir.    

Bu araştırmanın amacı, laboratuvarımızda paratüberküloz hastalığının teşhisi için 

ELISA kiti hazırlamak ve bu kit ile Elazığ ilinde 2 yaşın üzerindeki sütçü sığırlarda 

hastalığının yaygınlığını araştırmaktır. Ayrıca ticari ELISA kiti ile karşılaştırarak 

hazırlanan kitin sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1. Materyal 

2.1.1.  M. avium subsp. paratuberculosis suşu 

 ELISA pleytinin kaplanmasında kullanılan antijenin hazırlanması için gerekli olan 

bakteri suşu  (DSMZ 44133) ticari olarak temin edildi (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. Kullanılan liyofilize M. avium subsp. paratuberculosis suşu (DSMZ 44133)   

 

2.1.2. Besiyeri 

 Bakterinin üretilmesi  için Mycobactin J ve ANV (amphotericin, nalidixic acid ve   

vancomycin) içeren  ticari BD BBLTM Herrold’s Egg Yolk Agar besiyeri kullanıldı. 
 

2.1.3. Hayvan Kan Serumu Örnekleri 

 Elazığ’da Eylül 2018-Aralık 2018 tarihleri arasında bir mezbahada kesilen 

görünürde sağlıklı 2 yaş ve üzerindeki 150 sütçü sığırdan kan örnekleri alındı ve serumları 

çıkartıldı (Tablo 2.1). Serum örnekleri test edilinceye kadar   -20 0C’de saklandı. 
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Tablo 2.1. Toplanan kan serumlarının hayvanlarının yaşı ve ırkına göre dağılımı. 

Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 

Hayvan 

yaşı 

Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 

Hayvan 

yaşı 

Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 

Hayvan 

yaşı 

1 Montofon 2 31 Simental 2 61 Simental 2 

2 Montofon 2 32 Simental 2 62 Holştayn 6 

3 Montofon 4 33 Karışık 2 63 Simental 2 

4 Simental 2 34 Holştayn 4 64 Montofon 2 

5 Simental 3 35 Simental 5 65 Holştayn 4 

6 Holştayn 5 36 Simental 3 66 Karışık 5 

7 Montofon 2 37 Simental 2 67 Holştayn 2 

8 Simental 3 38 Simental 2 68 Holştayn 5 

9 Montofon 3 39 Karışık  2 68 Holştayn 4 

10 Montofon 2 40 Simental 3 70 Holştayn 3 

11 Montofon 2 41 Karışık 3 71 Simental 2 

12 Montofon 5 42 Karışık  2 72 Simental 3 

13 Montofon 2 43 Holştayn 4 73 Simenatal 3 

14 Montofon 4 44 Simental 2 74 Montofon 3 

15 Montofon 2 45 Simental 4 75 Karışık 5 

16 Karışık  6 46 Montofon 4 76 Simental 3 

17 Simental 4 47 Karışık 2 77 Simental 4 

18 Simental 2 48 Montofon 3 78 Simental 3 

19 Karışık 2 49 Karışık  3 79 Montofon 3 

20 Montofon 2 50 Montofon 4 80 Montofon 2 

21 Montofon 2 51 Montofon 2 81 Montofon 2 

22 Karışık  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 Hoştayn 5 

26 Simental 4 56 Karışık 3 86 Montofon 2 

27 Montofon 3 57 Simental 4 87 Simental 3 

28 Montofon 2 58 Simental 2 88 Montofon 3 

29 Karışık  3 59 Simental 6 89 Montofon 2 

30 Montofon 4 60 Simental 2 90 Montofon 2 
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Tablo 2.1’in devamı 

Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 
Hayvan 

yaşı 
Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 
Hayvan 

yaşı 
Örnek 

No 

Hayvan 

ırkı 
Hayvan 

yaşı 
91 Montofon 5 121 Karışık 2    

92 Montofon 3 122 Holştayn 4    

93 Montofon 4 123 Simental 3    

94 Montofon 3 124 Simental 4    

95 Karışık 6 125 Montofon 3    

96 Simental 4 126 Karışık 3    

97 Simental 2 127 Montofon 3    

98 Karışık 2 128 Karışık 2    

99 Montofon 3 129 Montofon 4    

100 Montofon 3 130 Montofon 3    

101 Karışık 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 Karışık 3    

106 Montofon 3 136 Simental 3    

107 Montofon 2 137 Simental 4    

108 Karışık  3 138 Simental 3    

109 Montofon 4 139 Montofon 3    

110 Simental 2 140 Montofon 3    

111 Simental 2 141 Montofon 3    

112 Karışık  2 142 Simental 2    

113 Holştayn 4 143 Simental 2    

114 Simental 3 144 Holştayn 2    

115 Simental 3 145 Montofon 4    

116 Simental 2 146 Simental 5    

117 Simental 2 147 Montofon 2    

118 Karışık 4 148 Montofon 3    

119 Simental 3 149 Montofon 3    

120 Karışık  4 150 Holştayn 2    
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2.1.4. Kontrol Serumlar 

  Pozitif  ve negatif kontrol serumlar Elazığ Veteriner Kontrol Enstitüsü’nden temin 

edildi (Şekil 2.2). 

 

Şekil 2.2. Kullanılan kontrol serumlar 

 

2.1.5.  Kullanılan kimyasallar ve solüsyonlar 

 

2.1.5.1. Phosphate Buffered Saline (PBS)  

 

  PBS tableti (Bioshop) kutusu içerisinde yer alan her bir tablet 100 ml saf su 

içerisinde çözdürülüp kullanma solüsyonu hazırlandı (Şekil 2.3). Diğer solüsyonların ve 

yıkama solüsyonunun hazırlanmasında kullanıldı. 

 

 

Şekil 2.3. PBS tablet  

2.1.5.2. %’3 lük Bovine Serum Albümin (BSA) 

 PBS içerisinde % 3’lük BSA (Sigma) solüsyonu hazırlandı (Şekil 2.4). Hazırlanan 

bu solüsyon bloklama işleminde kullanıldı.  
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Şekil 2.4. BSA  

2.1.5.3. Karbonat-Bikarbonat Çözeltisi 

Carbonate-bicarbonate buffer (Sigma) tablet kutusu içerisinde yer alan bir tablet 

100 ml distile su içerisinde çözdürülerek kullanma solüsyonu hazırlandı (Şekil 2.5). 

Antijen kaplama işlemi yapılırken antijenin sulandırılmasında kullanıldı.  

 

Şekil 2.5. Karbonat-bikarbonat  

2.1.5.4. Phosphate Buffered Saline Tween (PBST)  

 % 0.05 oranında Tween 20 içeren PBS solüsyonu hazırlandı (Şekil 2.6). Bu 

solüsyon yıkama işlemlerinde kullanıldı.  

 

Şekil 2.6. Hazırlanmış PBST çözeltisi  
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2.1.5.5. %3’lük Yağsız Süt Tozu 

 3 gram yağsız süt tozu (sigma) 100 ml PBS içinde çözdürüldü ve bloklama 

işleminde kullanıldı. 

 

2.1.5.6. Konjugat 

 

Peroksidaz ile işaretli rabbit anti-bovine IgG konjugatı (Whole Molecule, Sigma) 

kullanıldı. PBS ile 1/20.000 oranında sulandırıldı.  

 

2.1.5.7. 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) Substratı  

Enzim substratı olarak TMB (Merck) kullanıldı (Şekil 2.7). 

 

Şekil 2.7. TMB Substratı 

2.1.5.8. Sülfirik Asit (H2SO4)   

 

 % 95-98’lik H2SO4’den (ISOLAB)  enzim aktivitesini durdurmak için 0.5 M H2SO4 

solüsyonu hazırlandı. 

 

2.2. Metot 

2.2.1. Antijenin Hazırlanması  

Antijen, Singh vd. (2007a) tarafından bildirilen yönteme göre hazırlandı. Kısaca M. 

avium subsp. paratuberculosis suşundan mycobactin J ve ANV suplementli Herrold’s Egg 

Yolk Agar besiyerinde ekim yapıldı (Şekil 2.8). Besiyeri 37 0C’de aerobik koşullarda 2-3 
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ay inkubasyona bırakıldı. Üreme olan besiyerinden preparat hazırlandı ve Ziehl-Neelsen 

boyama yapılarak mikroskopta incelendi. 

 

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

Besiyerindeki kolonilerden steril FTS (Fizyolojik Tuzlu Su) ile süspansiyon 

hazırlandı ve benmaride 72 0C’de 2 saat tutularak inaktivasyon işlemi gerçekleştirildi. 

Daha sonra 10.000 g’de 20 dakika santrifüj işlemi uygulanarak pelet elde edildi. Pelet 0.01 

M PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.2) ile 3 kez yıkandı. Pelet 1 ml’de 0.2 g ıslak 

hücre ağırlığı olacak şekilde steril FTS içerisinde süspanse edildi. Daha sonra 100 W ve 30 

saniye süreli 20 siklus ve her siklus arasında 30 saniye bekleme süresi uygulanarak 

ultrasonik homojenizatörde (Bandelin) sonikasyon işlemi gerçekleştirildi (Şekil 2.9). 

Sonikasyon ürünü 10.000 rpm’de 30 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 1 ml miktarında 

ependorf tüplere taksim edildi ve kullanılıncaya kadar -20 0C’de saklandı.  

 

Şekil 2.9. Antijen elde etme işlemi 
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Süpernatantın 1 ml’sindeki protein miktarı NanoDrop (MaestroGen, Las Vegas, 

NV, USA) cihazı ile ölçüldü (Dunn 1992). Protein miktarı yaklaşık 0.2 mg/ml olarak 

saptandı (Şekil 2. 10). Antijen olarak kullanabilmek için protein konsantrasyonunun 50 µl 

hacimde 1-10 µg/ml olması gerektiği gözönüne alınarak antijenin sulandırılabileceği 

belirlendi. 

 

Şekil 2.10. Protein miktarının Nanodrop cihazında saptanması  

 

2.2.2 Antijen ve Serum Sulandırmalarının Optimize Edilmesi 

Antijen checker-board yöntemiyle titre edildi (Singh vd., 2007b; Crowther, 2009).  

Antijen ELISA pleytinin (greiner bio-one, f-bottom) 1. sütünundan itibaren 2 katlı olarak 

sulandırıldı. Bunun için antijen karbonat-bikarbonat çözeltisi (pH:9,6) içerisinde 1/20 

oranında sulandırıldı. Pleytin tüm kuyucuklarına 100 µl karbonat-bikarbonat çözeltisi 

kondu. Pleytinin ilk sütundaki kuyucuklara (A-H) 100’er µl sulandırılan antijenden 

eklendi. Çok kanallı mikropipet ile ilk sütundan 100 µl antijen alınıp 11. sütuna kadar katlı 

olarak (1/20, 1/40……..1/20480) sulandırıldı. 12.sütun boş bırakıldı. Pleytler antijenin 

kaplanması için +4 0C’de bir gece bekletildi. Daha sonra PBST ile 4 kez yıkandı. Antijen 

yapışmayan yüzeylerin bloklanması için %’3 lük BSA ve %’3 lük yağsız süt tozu olmak 

üzere 2 farklı farklı madde denendi. Bloklama solüsyonundan pleytin tüm gözlerine 

200’’er µl eklendi ve 37 0C’de 1 saat inkube edildi. Daha sonra PBST ile 4 kez yıkama 

işlemi yapıldı. Pleytin tüm kuyucuklarına 100’er µl % 1 BSA içeren PBST eklendi. Pozitif 

serumun % 1 BSA içeren PBST içerisinde 1/20 dilusyonu hazırlandı ve pleytin A 
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sırasınındaki tüm kuyucuklarına (1-12) 100’er µl kondu. Serum A sırasından G sırasına 

kadar 2 katlı (1/20, 1/40…..1280) olarak sulandırıldı. H sırası boş bırakıldı. Pleytler 37 

0C’de 2 saat inkube edildi.  PBST ile 4 kez yıkama işleminden sonra 1:20000 oranında 

dilüe edilen peroksidaz ile işaretli rabbit anti-bovine IgG konjugatından (Whole Molecule, 

Sigma) tüm kuyucuklara 100’er µl eklendi. Pleytler 37 0C’de 1 saat inkube edildikten 

sonra 4 kez PBST ile yıkandı.  Daha sonra TMB substratından tüm kuyucuklara 200 µl 

eklendi ve oda ısısında karanlık bir ortamda 20 dakika inkube edildi. Bu süre sonunda 

reaksiyonu durdurmak için 0.5 M H2SO4’den tüm kuyucuklara 100’er µl ilave edildi ve 

ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans okundu (Şekil 2.11). Antijen 1/20 oranında 

sulandırıldığında ELISA pleytinin ilk kuyucuklarında 1 µg antijen bulunmaktadır.  Her 

sulandırma basamağında elde edilen O.D değerleri değerlendirildiğinde, en uygun antijen 

konsantrasyonu 0.125 µg/kuyucuk olarak belirlendi. BSA içermeyen bloklama çözeltisi ile 

daha düşük background değerleri elde edildiği için bolklama çözeltisi olarak %’ 3’lük süt 

tozunun kullanılmasına karar verildi. 

 

Şekil 2.11. Antijen titrasyonu 

2.2.3. Pozitif ve Negatif Kontrol Serumların Nokta Titrasyon Değerlerinin 
Belirlenmesi 

 ELISA pleytinin ilk iki sırası (A1-A12, B1-B12) pozitif serum titrasyonu için, üç ve 

dördüncü sırası (C1-C12, D1-D12)  negatif serum titrasyonu için kullanıldı. Bu sıralardaki 

kuyucuklar antijen (Her kuyucuk için 0.125 µg) ile kaplandı ve % 3 ‘lük süt tozu ile 

bloklama işemi ve ardından yıkama işlemleri yapıldı. Pozitif ve negatif kontrol serumların 

%1 BSA içeren 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 dilüsyonları hazırlandı. Pozitif serum için A12, B12 ve negatif serum için 

C12, D12 kuyucukları boş bırakıldı.  Bu dilüsyonlardan 100’er  µl olacak şekilde yukarıda 

belirtilen kuyucuklara aktarıldı. 37 0C’de 2 saat inkubasyondan sonra yıkama işlemi 

gerçekleştirildi. Daha sonra 1/20000 oranında dilue edilen konjugattan kuyucuklara 100 µl 

eklendi. Pleytler 37 0C’de 1 saat inkube edildikten sonra 4 kez PBST ile yıkandı.  Daha 

sonra TMB substratından kuyucuklara 200 µl eklendi oda ısısında karanlık bir ortamda 20 

dakika inkube edildi. Bu süre sonunda reaksiyonu durdurmak için 0.5 M H2SO4’den tüm 

kuyucuklara 100’er µl ilave edildi ve ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans okundu 

(Tablo 2.2). Pozitif ve negatif serumların titrasyonu sonucunda 1/60 oranında 

sulandırmanın uygun olduğu belirlendi (Şekil 2.12).   

 

Şekil 2.12. Antijen sabit tutularak pozitif ve negatif kontrol serumların titrasyonu    (A ve B sırası 

pozitif serumlar, C ve D sırası negatif serumlar) 

Tablo 2.2. Serum titrasyonu sonucu ölçülen optik dansiteler 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Sulandırma 

oranları 

1/20 1/30 1/40 1/60 1/80 1/120 1/160 1/240 1/320 1/480 1/640  

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. Konjugatın titrasyonu 

   ELISA pleytinin E, F, G ve F sıralarındaki kuyucuklar 0.125 µg antijen ile 

kaplandı. Daha sonra kuyucuklara 200 µl % 3’lük yağsız süt tozu ilave edilerek bloklama 

işlemi yapıldıktan sonra yıkama işlemleri gerçekleştirildi. E ve F sırasındaki kuyucuklara 

1/60 oranında sulandırılan pozitif serum, G ve H sırasındaki kuyucuklara 1/60 oranında 

sulandırılan negatif serumdan 100’er µl eklendi. 12. sütundaki kuyucuklar boş bırakıldı.  

Pleytler 37 0C’de 2 saat inkubasyona bırakıldı ve daha önce belirtilen şekilde yıkama 

işlemleri uygulandı. Konjugat ependorf tüplerde 1/5000, 10000……….1/10240000 olacak 

şekilde 2 katlı olarak sulandırıldı. Kuyucuklara küçük sulandırmadan büyüğe doğru 100’er 

µl konjugat eklendi. Pleytler 37 0C’de 1 saat inkube edildikten sonra 4 kez PBST ile 

yıkandı. TMB substratından kuyucuklara 200 µl eklendi ve oda ısısında karanlık bir 

ortamda 20 dakika inkube edildi. Bu süre sonunda reaksiyonu durdurmak için 0.5 M 

H2SO4’den tüm kuyucuklara 100’er µl ilave edildi ve ELISA okuyucuda 450 nm’de 

absorbans okundu. En uygun konjugat dilusyonunun 1/20000 olduğu belirlendi (Şekil 2.13, 

Tablo 2.3). 

 

 

Şekil 2.13. Konjugat titrasyonu sonucu mikropleytteki renk değişimi 
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Tablo 2.3. Konjugat titrasyonu sonucu ölçülen optik dansiteler 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Sulan- 

dırma 

Oranı 
(×103) 

 

1/5 

 

1/10 

 

1/20 

 

1/40 

 

1/80 

 

1/160 

 

1/320 

 

1/640 

1/ 

1280 

1/ 

2560 

1/ 

5120 

1/ 

10240 

E 1,612 1.571 1.471 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 Örneklerinin ELISA ile İncelenmesi 

ELISA testi Singh vd. (2008) tarafından bildirilen yöntemde bazı modifikasyonlar 

yapılarak uygulandı. Bir ELISA pleytine yetecek antijen miktarını hazırlamak için 62.5 µl 

antijen 10 ml karbonat-bikarbonat buffer (pH 9.6) içerisinde sulandırıldı. ELISA pleytinin 

tüm kuyucuklarına 100 µl sulandırılmış antijen (Her kuyucuğa 0.125 µg antijen) kondu ve 

+4 0C’de bir gece bekletildi. Daha sonra pleytler PBST (PBS+ % 0.005 Tween-20) ile 4 

kez yıkandı. Kuyucukların kaplanmamış alanlarını bloklamak için her kuyucuğa PBS 

içerisinde hazırlanmış % 3’lük süt tozundan 200 µl kondu ve 37 0C’de 1 saat bekletildi. 

İnkubasyondan sonra pleytler PBST ile 4 kez yıkandı. Kros reaksiyon veren antikorları 

gidermek amacıyla Mycobacterium phlei içeren sulandırma sıvısı ile başka bir pleytte 

serumlar 1/60 oranında sulandırıldı. ELISA pleytinin A1 ve B1 kuyucuklarına pozitif 

serum, C1 ve D1 kuyucuklarına negatif serum ve her bir serum örneği için iki kuyucuk 

olmak üzere diğer kuyucuklara hayvan kan serumu sulandırma örneklerinden 100’er µl 

eklendi. Pleytler 37 0C’de 2 saat bekletildi ve PBST ile 4 kez yıkandı. Peroksidaz ile 

işaretli rabbit anti-bovine IgG konjugatı (Whole Molecule, Sigma) PBS ile 1/20.000 

oranında sulandırıldı ve tüm kuyucuklara 200 µl konularak 37 0C’de 2 saat bekletildi. 

Tekrar pleytler PBST ile 4 kez yıkandı. Daha sonra tüm kuyucuklara 100 µl miktarında 

TMB substratı eklendi ve 20 dakika karanlık bir alanda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak 

için kuyucuklara 100 µl 0.5 M H2SO4 kondu ve absorbans değerleri ELISA okuyucuda 

(Biotek)  450 nm’de okundu. Pozitif ve negatif kontrollerin optik dansite (OD) değerleri 

kullanılarak aşağıdaki formüle göre OD değerleri S/P (Sample to Positive)  oranına 
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dönüştürüldü.  S/P oranı 0.00-0.09 olan örnekler negatif,  0.10-0.24 olan örnekler şüpheli, 

0.25-0.39 olanlar düşük pozitif, 0.40-0.99 olanlar pozitif ve 1.0-10.00 olanlar güçlü pozitif 

olarak değerlendirildi (Collins, 2002; Singh vd., 2008). 

S/P oranı= Örnek OD –negatif kontrol OD/pozitif kontrol OD- negatif kontrol OD 

 

2.2.6. Laboratuvar Yapımı ELISA ve Ticari ELISA Kitinin Karşılaştırılması 

Elazığ Veteriner Kontrol Enstitüsünde ticari ELISA kiti (IDEXX) sonuçlarına göre 

50 negatif ve 20 pozitif bulunan serum ayrıca hazırladığımız kit ile incelendi. Ticari 

ELISA kitine göre hazırlanan kitin sensitivite ve spesifitesi hesaplandı. 

 

2.2.7. İstatistiksel Analiz 

Hayvan yaşı ve ırkına göre pozitiflik oranları arasındaki ilişki IBM SPSS Statistics 

22 programında Ki Kare testi ile hesaplandı.  
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3. BULGULAR 

3.1. Kültür ve Bakteriyoskopi Sonuçları 

M. avium subsp. paratuberculosis suşundan Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerine 

yapılan ekimden yaklaşık 2 ay sonra gözle görülebilir koloniler şekillendi (Şekil 3.1). 

Besiyerinden hazırlanan preparatların Ziehl-Neelsen yöntemiyle (Şekil 3.2) boyanarak 

incelenmesi sonucunda kırmızı renkte küçük basiller görüldü (Şekil 3.3).     

 

Şekil 3.1. Herrold’s Egg Yolk Agar besiyerinde görülen üreme   (A üreme öncesi, B üreme sonrası) 
 

 

Şekil 3.2. Ziehl-Neelsen boyama işlemi 
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Şekil 3.3. Ziehl-Neelsen boyama sonucu elde edilen mikroskop görüntüsü 

 

3.2. ELISA Sonuçları 

Test edilen serum örneklerinin optik dansitelerinin aritmatik ortalamaları alınarak 

herbir serumun S/P oranı hesaplandı. Bu hesaplamaya göre incelenen 150 serumun 15’i 

(%10) pozitif, 4’ü (%2.66) düşük pozitif, 3’ü (%2) şüpheli ve 128’i (% 85. 33) negatif 

bulundu (Şekil 3.4, Tablo 3.1, Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4).    

 

Şekil 3.4. Kan serumu örneklerinin ELISA sonuçları (A1-B1 kuyucukları pozitif kontrol,  C1-D1 

kuyucukları negatif kontrol ve diğer kuyucuklar örnekler için kullanıldı) 
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Tablo 3.1. Şekil 3.4’de belirtilen örneklerin optik dansite sonuçları 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1,503 0,112 1,014 0,090 0,166 1,298 0,095 0,186 0,110 0,160 0,174 0,564 

B 1,511 0,114 1,1030 0,094 0,164 1,304 0,075 0,180 0,112 0,172 0,180 0,584 

C 0,101 0,118 0,124 0,088 0,185 0,180 0,186 1,366 0,166 0,156 1,002 0,090 

D 0,102 0,116 0,120 0,086 0,195 0,160 0,176 1,386 0,176 0,166 0,996 0,086 

E 0,244 0,122 0,120 0,126 1,187 0,106 0,161 0,112 1,402 0,171 0,102 0,094 

F 0,213 0,126 0,110 0,120 1,206 0,090 0,165 0,118 1,426 0,177 0,094 0,096 

G 0,465 0,128 0,108 0,181 0,090 0,163 0,176 0,183 0,118 0,163 0,161 0,390 

H 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. Serumların optik dansiteleri ve hesaplanan S/P değerleri 

Örnek no O.D (1) O.D (2) O.D’lerin 

Aritmetik 

Ortalaması 

Hesaplanan 

S/P oranı 

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 devamı 

Örnek no O.D (1) O.D (2) O.D’lerin 

Aritmetik 

Ortalaması 

Hesaplanan 

S/P oranı 

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 devamı 

Örnek no O.D (1) O.D (2) O.D’lerin 

Aritmetik 

Ortalaması 

Hesaplanan 

S/P oranı 

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 devamı 

Örnek no O.D (1) O.D (2) O.D’lerin 

Aritmetik 

Ortalaması 

Hesaplanan 

S/P oranı 

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 devamı 

Örnek no O.D (1) O.D (2) O.D’lerin 

Aritmetik 

Ortalaması 

Hesaplanan 

S/P oranı 

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. Serumların S/P oranına göre dağılımı 

S/P dağılımı Örnek Sayısı 

Negatif (0,00-0,09) 128 (%85.33) 

Şüpheli (0,10-0,24) 3 (%2) 

Düşük pozitif  (0,25-0,39) 4 (%2.66) 

Pozitif (0.40-0.99) 15 (%10) 

  

3.3. Laboratuvar Yapımı ve Ticari ELISA(IDEXX) ELISA ile İşlenen Serum 

Örneklerinin Sonuçları 

 Ticari kit ile pozitif bulunan 20 serumun 19’u laboratuvar yapımı ELISA kiti ile 

pozitif, ticari kit ile negatif bulunan 50 serumun 48’i laboratuvar yapımı ELISA kiti ile 

negatif bulundu. Laboratuvar yapımı ELISA kitinin sensitivitesi % 95 ve spesifitesi % 96 

olarak hesaplandı (Tablo 3.4). 

Tablo 3.4. Laboratuvar yapımı ve ticari ELISA kitinin karşılaştırılması 

 Laboratuvar Yapımı Kit Ticari Kit 

Pozitif sayısı 19 20 

Negatif sayısı 48 50 

 

 Hayvanların yaşına göre pozitiflik oranları arasındaki farklılık istatistiksel olarak 

önemli (p˂0.05) bulunmuştur. Fakat hayvan ırkına göre pozitiflik oranları arasındaki 

farklılık önemli bulunmamıştır (p>0.05).   
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4. TARTIŞMA 

 

Sığır paratüberkülozu tüm dünyada görülen, ishal, kaşeksi ve bazen ölümlere yol 

açabilen bir hastalıktır. Hastalığın teşhisi çoğunlukla kültür, PZR ve serolojik testler 

kullanılarak yapılır. Teşhiste kullanılan testlerin sensitivite ve spesifiteleri hastalığın 

evresine göre değişebilir (Gilardoni vd., 2012). Her testin avantajı ve dezavantajları vardır. 

Fekal kültür altın standart test olarak kabul edilmektedir. Kültür yönteminin yanlış pozitif 

sonuç vermeyen (% 100 spesifite) tek test olduğu bildirilmiştir (Nielsen ve Toft, 2008). 

Fakat kültür, özel besiyerleri gerektiren, iş gücü fazla olan, uzun zaman alan ve pahalı bir 

yöntemdir. Ayrıca hastalığın başlangıç dönemlerinde kültür ile bazen teşhisin 

yapılamayabileceği bildirilmiştir (Ayele vd., 2001; OIE, 2013). Fekal kültür hastalığın 

ilerlemiş evrelerinde hasta hayvanların çoğunu tespit edebilmektedir (Nielsen ve Toft, 

2008). PZR’nin saf kültürden etken izolasyonu için kullanıldığı zaman spesifik olduğu, 

ancak klinik örnekler ile çalışıldığında inhibitör maddelerin problemlere yol açtığı, 

kontaminasyona bağlı olarak yanlış pozitif sonuç ve inhibitör maddeler nedeniyle de yanlış 

negatif sonuçların alınabileceği bildirilmiştir (Çetinkaya vd., 2000). PZR testinin 

spesifitesinin yüksek olduğu (yaklaşık % 90) ve kısa sürede sonuç verdiği, fakat 

sensitivitesinin düşük olduğu (yaklaşık % 53) ve canlı ve ölü bakterileri ayırt edemediği 

rapor edilmiştir (Kalis vd., 1999).   

Serolojik teşhis, etkene spesifik antikorların ELISA, AGID ve CF gibi testler ile 

tespit edilmesi esasına dayanmaktadır. Paratüberküloz hastalığının serolojik teşhisinde en 

yaygın kullanılan test ELISA’dır. (Nielsen ve Toft, 2008; Gilardoni vd., 2012). 

Günümüzde çeşitli firmalar tarafından ticari ELISA kitleri üretilmektedir (OIE, 2013). 

Birçok ülkede yapılan epidemiyolojik çalışmalarda ELISA testi kullanılarak 

paratüberkülozun yaygınlığı araştırılmıştır. Avrupa ülkelerinde sığırlarda prevalansın, bazı 

ülkelerde en az % 3-5 olmak üzere genellikle yaklaşık % 20, sürü prevalansının ise % 

50’nin üzerinde olduğunu rapor edilmiştir (Nielsen ve Toft, 2008). Hindistan’da ELISA ile 

deri testi karşılaştırılmış ve klinik olarak sağlıklı 191 hayvanın 57’si (%29.8) deri testi ile 

ve 72’si (%37.7) ELISA ile pozitif bulunmuştur (Bhutediya vd., 2017). ELISA ile yapılan 

çalışmalarda seroprevalansın, Avustralya’da % 2.31 (Gurung vd., 2018), Çin’de % 4.8 (Liu 

vd., 2017), İngiltere’de % 7.1 (Woodbine vd., 2009), İspanya’da % 4.03 (Diéguez vd., 
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2007), İrlanda’da % 21.4 (Good vd., 2009). Avusturya’da % 19 (Dreier vd., 2006) olduğu 

bildirilmiştir.ELISA testi ile yapılan bir çalışmada, Türkiye genelinde sığırlarda 

paratüberkülozun prevalansı  % 4.6 olarak açıklanmıştır (Atala ve Akçay, 2001). Kars 

ilinde sığırlarda bireysel prevalansın % 3.5 ve sürü prevalansının % 41.6 oduğu 

bildirilmiştir (Makav ve Gökçe, 2013). Ticari ELISA kitleri ile yapılan diğer çalışmalarda 

seroprevalansın, Burdur’da % 8 (Çelik, 2015), Afyon ve civarında  % 31.8 (Borum vd., 

2014), Kırklareli yöresinde % 1.5 (Karakaş ve Civelek, 2018) ve Manisa’da % 21.72 

(Berberoğlu ve Civelek, 2016) olduğu rapor edilmiştir. Kayseri ilinde yapılan bir 

çalışmada ticari ELISA kiti ile kronik ishalli 2 yaşın üstündeki 147 sütçü sığırdan alınan 

kan serumu örneklerinin % 12’si pozitif bulunmuştur (Gümüşsoy vd., 2015). Orta 

karadeniz bölgesinde yapılan bir çalışmada ise ticari ELISA kiti ile  kronik ishalli 2 yaşın 

üzerindeki 859 sütçü sığırın % 10’u pozitif olarak tespit edilmiştir (Tütüncü vd., 2018). 

Yapılan bu çalışmada, laboratuvar yapımı ELISA kiti ile görünürde sağlıklı 150 hayvandan 

alınan kan serumu örneklerinin 15’i (%10) pozitif, 4’ü (%2.66) düşük pozitif,  3’ü (%2) 

şüpheli ve 128’i (% 85. 33) negatif olarak tespit edilmiştir. Tespit edilen pozitiflik oranı 

yukarıda belirtilen çalışmaların bazılarından yüksek (Atala ve Akçay, 2001; Diéguez vd., 

2007; Woodbine vd., 2009; Liu vd., 2017; Gurung vd., 2018; Karakaş ve Civelek, 2018), 

bazılarından düşük (Dreier vd., 2006; Good vd., 2009; Borum vd., 2014; Berberoğlu ve 

Civelek, 2016; Bhutediya vd., 2017) ve bazılarına yakın (Gümüşsoy vd., 2015; Çelik, 

2015; Tütüncü vd., 2018) bulunmuştur. Seroprevalans oranlarındaki farklılıklar coğrafik 

durum, iklim, besleme ve yetiştirme koşulları, aşılama durumu ve çiftliklerdeki hayvan 

sayılarının farklı olmasından kaynaklanabilir. Bununla birlikte prevalans sonuçlarının 

örnekleme yöntemine, üzerinde çalışılan popülasyona ve kullanılan teşhis metoduna göre 

değişebileceği bildirilmiştir (Nielsen ve Toft 2009). Sürü büyüklüğü arttışına bağlı olarak  

seropozitiflik oranının da arttığı rapor edilmiştir (Woodbine vd., 2009; Dieguez vd., 2009; 

Öztürk vd., 2010). Woodbine vd. (2009), 100 veya daha fazla sığırın bulunduğu sürülerde 

prevalansın daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Ozturk vd. (2010) tarafından yapılan bir 

çalışmada hastalığın seroprevalansı, 20 başın altında sığır bulunan sürülerde % 20, 21-40 

sığır bulunan sürülerde % 50, 41-60 sığır bulunan sürülerde % 7.4, 61-80 sığır bulunan 

sürülerde % 66.7 ve 81 veya üstü sayıda sığır bulunan sürülerde ise % 100 olarak 

saptanmıştır. Hastalığın prevalansı yetiştirme tipine göre de değişebilmektedir. Dieguez vd. 

(2007) İspanya’da yaptıkları bir çalışmada, sürü prevalansının sütçü sürülerde % 10.69, 

etçi sürülerde % 0, karışık sürülerde ise % 2.71 olduğunu bildirmişlerdir. Good vd. (2009) 
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tarafından İrlanda’da yapılan bir çalışmada, sütçü sığır sürülerinde prevalans % 31.5 ve 

etçi sürülerde % 17.9 olarak tespit edilmiştir. 

Whitlock vd. (2000),  ticari ELISA kitlerinin sensitivitesinin fekal saçılımın düşük 

olduğu hayvanlar için % 9-32 arasında ve fekal saçılımın normal olduğu hayvanlar için % 

47-63 arasında olduğunu bildirmişlerdir. Antikorları tespit etmede ELISA’nın duyarlılılğı 

hastalığın sessiz evresinde % 7, subklinik evrede % 15  ve klinik evrede % 95-98 

arasındadır (Ayele vd., 2001; Nielsen ve Toft, 2008; Gilardoni vd., 2012).  Shin vd. (2008) 

tarafından yapılan bir çalışmada,  ELISA’nın sensitivitesi % 74 ve spesifitesi % 99 olarak 

bulunmuştur. Rouhollah vd.  (2016). ELISA’nın sensitivitesini % 86 ve spesifitesini % 99 

olarak tespit etmişlerdir. Etkene spesifik antikorlar gelişmediği için ELISA’nın 2 yaşından 

küçük enfekte hayvanları saptayamadığı bildirilmiştir (Coelho vd, 2007). Dışkı ile etken 

saçılmadan önce vücutta oluşan antikorların ELISA ile tespit edildiği ve bu nedenle 

hastalığın erken teşhisinde ELISA’nın faydalı olduğu bildirilmiştir (Nielsen 2008). Bizim 

çalışmamızda hazırlanan ELISA kiti, ticari ELISA kitiyle karşılaştırıldığında sensitivite % 

95 ve spesifite % 96 olarak belirlenmiştir. Çalışmamızda hayvanların ırkına göre pozitiflik 

oranları arasındaki farklılık istatistiksel olarak önemli bulunmamasına (p>0.05) karşın, 

yaşa göre pozitiflik oranları arasındaki farklılık önemli bulunmuştur (p˂0.05). Yaşlı 

hayvanlarda pozitiflik oranının fazla olması üretilen antikor miktarının yaşa bağlı olarak 

artmasından kaynaklanabilir. Sığırların yaşı arttıkça ELISA ile hasta hayvanları tespit etme 

olasılığı da artmaktadır (Nielsen ve Toft, 2006). Makav ve Gökçe (2013), Kars ilinde 

paratüberkülozun prevalans oranını simental veya melezlerinde %3.20, montafon veya 

melezlerinde %3.68, yerli ırk veya melezlerinde %3.70 olarak tespit etmişlerdir.  Aynı 

araştırıcılar yaşa bağlı olarak prevalansın arttığını, yaşları ≥2-˂5, ≥5-˂7 ve ≥7 olarak 

gruplandırılan sığırlarda paratüberkülozun seroprevalansını sırasıyla %1.7, %3.8 ve %5.1 

olarak tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Çelik (2015) tarafından Burdur ilinde yapılan bir 

çalışmada, hayvanların yaşı arttıkça hastalığa daha fazla rastlandığı, en fazla pozitiflik 

oranının 5 yaş üstü hayvanlarda tespit edildiği ortaya konmuştur. Aynı araştırıcı sığırlarda 

hastalığın ırka göre dağılımını holştayn, simental ve karışık ırklarda sırasıyla % 8.3, % 0 ve 

% 0 olarak tespit etmiştir. Bizim çalışmamızda elde edilen bulgular yukarıda belirtilen 

çalışmaların (Makav ve Gökçe 2013; Çelik 2015) sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir. 

ELISA testi standardizasyon çalışmalarında nonspesifik reaksiyonları ortadan 

kaldırmak için antijen, serum ve konjugatın titrelerinin belirlenmesi gerekir (Crowther, 

2009). Singh vd. (2007b),  keçi yavrularında paratüberkülozun seroprevalansını ELISA ile 
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tespit etmek amacıyla yaptıkları çalışmada, keçi orijinli MAP (S5) bison tip suşunu 

kullanarak antijen hazırlamışlar ve optimum antijen konsantrasyonunu her kuyucuk için 

0.1 µg,  ticari MAP sığır antijenini kullandıklarında ise her kuyucuk için 4 µg olarak tespit 

etmişlerdir. Singh vd. (2008) bufalo ve sığırlarda ELISA ile paratüberkülozun  

seroprevalansını araştırmak amacıyla yaptıkları çalışmada, antijenin miktarını her kuyucuk 

için 0.1 µg, serumun optimum konsantrasyonunu 1/50 ve konjugatın optimum 

konsantrasyonunu ise 1/8000 olarak tespit etmişlerdir. ELISA’da antijen olarak 

kullanabilmek için protein konsantrasyonunun 50 µl hacimde 1-10 µg/ml olması gerektiği 

bildirilmiştir (Crowther, 2009). Bizim çalışmamızda MAP’ın DSMZ 44133 suşu ile antijen 

hazırlama işleminden sonra protein miktarı yaklaşık 0.2 mg/ml olarak tespit edilmiştir. 

Tespit edilen protein miktarı Crowther (2009) tarafından bildirilen optimum orandan fazla 

olduğu için antijen dilue edilmiştir. Standardizasyon denemeleri sonucunda antijenin  

0.125 µg/kuyucuk şeklinde hazırlanan dilüsyonunun, serumun 1/60 ve konjugatın 1/20000 

dilüsyonunun ELISA testinde kullanılabileceği belirlenmiştir. Tespit edilen optimum 

antijen konsantrasyonu Singh vd. (2008) tarafından bildirilen orana yakın bulunmuştur.  
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

Sonuç olarak, Elazığ ilinde herhangi bir klinik belirti göstermeyen sığırlarda 

paratüberkülozun önemli bir sorun olduğu ortaya konmuştur. Bu çalışmanın sonuçları 

ülkemizde hastalığa karşı etkili kontrol stratejilerinin oluşturulmasına katkı sağlayacaktır.  

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde; 

❖ Ülkemizde paratüberkülozun yaygınlığını belirlemek için daha geniş 

kapsamlı epidemiyolojik çalışmalar yapılmalıdır. 

 

❖ Seropozitif bulunan sürüler kültür ve PZR ile doğrulanmalıdır. 

 

❖ Paratüberküloz hastalığı farklı evrelerde seyretmekte ve her evrede teşhis 

metotlarının sensitivite ve spesifitesi değişebilmektedir.  Bu nedenle daha 

doğru sonuçlar elde edebilmek için teşhiste birden fazla metot birlikte 

kullanılmalıdır. 

 

❖ Hastalığın kontrol altına alınması için hayvan sahipleri ve veteriner 

hekimler bilgilendirilmelidir 

 

❖ Ekonomik kayıpları önlemek için kontrol ve eradikasyon programları 

titizlikle uygulanmalıdır.  

 

❖ Dışa bağımlılığı azaltmak veya ortadan kaldırmak için yerli ELISA kitleri 

üretilmelidir. 
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