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ELISA ve fekal bakteriyoskopi ile sigirlarda Paratuberkiiloz prevalansinin
belirlenmesi
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Ozet: Bu calismada Afyon ve civarindaki ciftliklerden 4-8 yas arasindaki 305 Holstein Fresian siit¢ii sigirlar kullanil-
mistir. Bu sigirlarin iki tanesinde kronik diare sikayeti mevcuttu ve yapilan tedaviye cevap vermemistir. Siiriideki diger
sigirlarda klinik inceleme yapilmis, hematolojik parametrelere bakilmis, teshis amagl diski ve kan serumu ornekleri
alinmustir. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) serum drneklerinde ELISA yontemi kullanilarak tespit
edildi. Siit sigirlannda paratuberkiiloz’un prevalansi, diski 6rneklerinde; Ziehl-Neelsen boyama ile %4.59, ELISA testi
ile ise %31.80 oraninda pozitif tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: ELISA, Paratiiberkiiloz, Ziehl Neelsen Boyama.

Detection of bovine Partuberculosis with ELISA and fecal examination

Summary: In this study, 305 between 4-8 years on a farm in Holstein Fresian dairy cows in Afyon were used. In two of
these animals with chronic diarrhea were present and cows did not respond to treatment. Clinical studies, hematological
parameters were determined, and blood serum and fecal samples were taken in other cattle in the herd. Mycobacterium
avium subsp. Paratuberculosis (MAP) in serum samples was determined using ELISA. The prevalence of paratuber-
culosis in dairy cows, Ziehl-Neelsen staining with 4.59% in fecal samples, 31.80% positive by the ELISA test were
determined.

Key words: ELISA, Paratuberculosis, Ziehl Neelsen Staining.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Paratiiberkiiloz ya da Johne’s Hastaligi Mycobac-
terium avium subsp. Paratuberculosis (MAP) sebep
oldugu kronik, graniilomat6z enteritis ile seyreden
oldukca bulasici bir enfeksiyondur. Hastalik kronik
diare, zayiflama, ileri kaseksi, siit verimi ve ddl veri-
minde diigme ve Sliimlere sebep olan teshis, tedavi,
koruma ve kontrol programlarindaki giderler nede-
niyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ozellikle siitcii sigirlar basta olmak iizere birgok ev-
cil ve yabani ruminantlar ile geyik, tavsan gibi diger
hayvanlari da etkilemektedir [1,7,13,15,23].

Klinik olarak hasta ve asemptomatik hayvan-
lar hastaligin primer kaynagidir [13]. Hastalik fe-
kal-oral yol ile bulasir. Infekte hayvanlardan siit ve
kolostrum, diski ile kirlenmis sular ve yemler, pla-
senta, semen ve intrauterin yol ile vertikal bulagma

goriilebilir. Hayvanlarin kalabalik olmas1 ve hijyen
kosullariin yetersiz olmasi hastaligin yayilmasin-
da etkilidir. MAP’1in ¢evre kosullarina direngli ol-
masi da hastaligin yayilmasinda oldukc¢a nemlidir
[13,14,28,31]. Hastaligin inkubasyon siiresi olduk-
¢a uzundur. Hayvan erken donemde etkeni alsa da
diski ile sagilimi ve klinik bulgularin ortaya ¢ikma-
st 2-4 yasinda goriiliir. Hayvan uzun bir subklinik
donem gegirir ve yavas yayilir. Bu donem etkenin
etrafa sacilmasi acisindan Onemlidir. Hastalik ii¢
donem seklinde goriillir. Birinci donem asempto-
matik donemdir. Bu dénemde diskida patojen go-
rilmez, Takip eden 2. Donemde diskida patojen
bulunur, ancak hastalik asemptomatiktir. Ugiincii
donemde ise hem diskida etken goriiliir hem de
semptomlar goriilmeye baslar [2,9,13,18]. MAP in-
sanlardaki Crohn’s hastaliginin olas1 sebeplerinden
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bir olmasi nedeniyle zoonotik 6nem tagimaktadir [6,
9,11,17,29].

Klinik donemde semptomlar, anamnez ve
nekropsi bulgular ile teshis koyulabilir. Hastaligin
ozellikle subklinik donemde teshisi etken sagilimi
nedeniyle olduk¢a Onemlidir. Etkenin teshis edil-
mesinde bir¢ok test yontemi mevcuttur. Ancak bu
testlerin spesifikligi ve sensitivitesi, hayvanin yasi
ve hastalik donemlerindeki farkliliklardan dolay1
farkliliklar gosterir. Bu durum etkenin teshisinde
o6nemli problemlere sebep olmaktadir. Hastaligin
teshisinde “gold standart” olarak bildirilen yontem
diskidan kiiltiir yapilip mikroorganizmanin {ire-
tilmesidir. Ancak hastaligin erken donemlerinde
diskiyla sagilim olmamasi ya da sagilimin aralikli
olmasi gibi nedenlerden dolay1 diger testler ile des-
teklenmelidir. MAP’1n teshisinde Ziehl Neelsen
Boyama, fekal kiiltiir, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), ELISA, barsaklardaki anatomohistopatolo-
jik incelemeler, komplement fikzasyon (CF), Agar
Jel Immunodifiizyon (AGID), Flow Sitometri,
Intradermal Deri testi, In situ Hibridizasyon testleri
kullanilabilir [9,11,13,16,18,27].

Bu caligma sigirlarda subklinik paratiiberkiiloz
infeksiyonlarinin ELISA ve fekal bakteriyoskopi ile
prevalansini belirlemek ve iki testin duyarliligim
karsilastirmak amaglanmaistir.

Materyal ve Metot

Bu calismada Afyon ve g¢evresindeki Holstein
Friesian farkli siit¢ii sigir ¢iftliklerinden 4-8 yas
arasinda 305 hayvan kullanildi. Bu hayvanlarin
bulundugu ciftliklerden birinde 6nceki aylarda iki
tanesinin kronik diyare ve tedaviye cevap vermeme
sonucu kesime gonderilmis oldugu bilgisi alinda.

Hayvanlara klinik muayene yapildi. Kan ve
digki 6rnekleri alindi. Plastik eldiven ile rektumdan
taze diski 6rnekleri alinarak plastik kaplara konuldu.
Her inekten bir disk1 6rnegi alindi. +4°C’de hemen
laboratuvara ulastirildi. Taze diskidan steril distile
su kullanilarak direkt smear hazirlandi. Havada ku-
rutuldu ve Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boya-
narak 100’liik objektifte incelendi [8,21,24].

Sonuglar aside direngli bakteri skor (AFB sco-
rin) kriterine gore degerlendirildi. En az 100 mik-
roskop sahasi tarandi ve skorlandi (Tablo 1) [10].

Tablo 1. Acid Fast Bacili Skorlama Kriteri (AFB Scorin)

Degerlendirme Sonug

Mikroskop sahasinda asidorezistans bakteri yok Negatif
Sahada 1-9 adet asidorezistans bakteri Siipheli

Sahada 10-99 adet asidorezistans bakteri Pozitif

305 hayvandan ELISA testi i¢in antikoagulan-
siz 10 ml.’lik tiiplere (Hema&Tube®, Turkey) or-
nekler alindi. Kan 6rnekleri 3000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi, serumlar1 hemen ayrilarak test edi-
lene kadar -20 °C’de saklandi. Hemolizli serumlar
test dis1 birakildi [2,11,24]. ELISA testi ELISA kiti
(Para-TB-Ab, Svanovir®, Svanova Biotech AB Inc.,
Sweden) iiretici protokoliine uygun olarak yapildi.
Sonuglar, bireysel 6rnek yorumlanmasi; Sample/
Positive (S/P), Percent Positive (PP) degerine gore
degerlendirildi. PP<31, negatif, PP 32-52 siipheli,
test tekrari, PP>53 pozitif olarak degerlendirildi.
Ayrica pozitif ve negatif kontrol serumlart da ¢ali-
sildi. Tiim serumlar ¢ift calisildi. Optik dansimetre
450 nm.’lik mikroplate photometresiyle 6l¢iildii.

Bulgular

Yagslar1 4-7 arasinda degisen 305 siit sigirindan ali-
nan diski 6rneklerinde, Acid Fast Scorin kriterleri-
ne gore 14 hayvan pozitif, 118 hayvan siipheli, 173
hayvan ise negatif bulunmustur. Serum 6rneklerin-
de yapilan paratiiberkiiloz incelemesinde ise ELISA
ile 97 6rnek pozitif, 119 6rnek siipheli, 89 6rnek ise
negatif bulunmustur. ELISA ve diskidan bakteriyos-
kopi sonuglart arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmaistir.
Sonuglar Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Calismamizda elde edilen ELISA ve Diski
Bakteriyoskopi Sonuglari

ELISA Diski bakteriyoskopi Numune
sonug sonug sayisi
Pozitif Pozitif 14
Pozitif Siipheli 43
Pozitif Negatif 40
Stipheli Stipheli 78
Stipheli Negatif 41
Negatif Negatif 89
Toplam 305
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Diski bakist sonuglarina gore prevalans %4.59,
ELISA sonuclarma gore ise %31.80 olarak saptan-
mistir.

Tartisma ve Sonug¢

Paratiiberkiiloz uzun bir inkubasyon siiresine ve
subklinik déoneme sahiptir. Bu donemde hayvanlar
klinik olarak herhangi bir semptom gostermemesine
ragmen etkeni digki, siit ve kolostrumlari ile siirekli
cevreye yaymaktadir. Onemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Hastali§in yayilmasini engel-
lemek Ozellikle bu donemde oldukca Onemlidir
[2,15,20,30].

Digkidan direkt bakteriyoskopi hizli, kolay ve
ekonomik olmasina ragmen hastaligin evrelerinde
diskiyla MAP saciminin farklilik géstermesi ya da
aralikli olmamasi teshiste yanilmalara sebep olacak-
tir. Digkidan kiiltiir yapilmasi “gold standart” kabul
edilse de sagimin aralikli olmasi, inkubasyon siire-
sinin uzun olmasi, spesifik besiyeri ihtiyaci ve kon-
taminasyon riski gibi dezavantajlar vardir [13,18].

ELISA testi genellikle uluslararasi alanda
giivenilir bir test kabul edilmektedir. Biz de ¢a-
lismamizda ELISA ve diski bakisini birlikte kul-
landik. Genellikle paratiiberkiilozis seropreva-
lans calismalarinda ELISA testi uygulanmaktadir.
Paratiiberkiiloz konusunda Tirkiye’de birtakim
sinirli ¢alismalar yapilmistir. Usak ilinde Yildirim
ve Civelek [30] tarafindan yapilan siit ve diski or-
neklerinde yapilan bir calismada Ziehl-Neelsen
(ZN) boyama, Outer PZR, Nested PZR ve bakteri-
yolojik kiiltiir yontemleri uygulanmis ve prevalans
disk1 6rneklerinde sirastyla %17, %9.5, %20 ve %4,
siit orneklerinde ise sirasiyla %15.5, %5.5, %17.5
ve %2.5 olarak tespit edilmigtir. Makav ve Gokge
[15] tarafindan yapilan bir calismada Kars yoresin-
de prevalans ELISA ile %3.5 olarak belirlenmistir.
Burdur’da yapilan bir ¢aligmada ELISA testi ile
prevalans %6.2 bulunmustur [20]. Yurt disinda da
bu konuda birgok ¢aligma yapilmistir. Avustralya’da
yapilan bir calismada sigirlarda ELISA ile en yiik-
sek prevalans 6 yash sigirlarda % 2.84 olarak bu-
lunmustur [12]. Arjantin’de siit¢li sigirlarda yapilan
bir ¢alismada ise ELISA ile pozitiflik % 41.6 olarak
saptanmistir [21]. Singh ve arkadaslar1 tarafindan
bufalo ve sigirlarda yapilan bir ¢aligmada ELISA ¢a-
lismasinda seropozitiflik sirasiyla %28.6 ve %29.8

olarak bulunmustur [26]. Rajukumar ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir ¢alismada diski incelemesi ile
pozitif saptanan 22 hayvanin 18’1 ELISA ile pozitif,
pozitif saptanmayan 32 hayvanin ise 3 tanesi pozitif
saptanmustir [22].

Bizim ¢alismamizda disk1 da Ziehl Neelsen bo-
yamaile 14 (%4.59) pozitiflik saptanirken, ELISAile
97 (%31.8) pozitiflik saptanmistir. Arastirmalardan
da anlasilabilecegi gibi elde edilen sonuglar bizim
calismamiz ve elde ettigimiz oranla paralellik gos-
termektedir. ELISA ile saptadigimiz oranin digki-
dan daha yiiksek olmasi ve digkida negatif ya da
siipheli olaylarin ELISA ile pozitif ¢ikmasi, diski
ile MAP’mn sagilimmin doénemler halinde olmasi
ve numune alindiginda bu sagilimin olmamasindan
kaynaklanabilmektedir [3,4,12,13,18,19].

ELISA, kiiltiir ve siit ya da diskidan direkt bak-
teriyoskopi yontemlerine gore daha ekonomik ve
hizl1 olmasinin yaninda ¢ok sayida numunenin ¢a-
lisilmasini saglamaktadir. PZR hizli sonug vermesi
ve ekonomik olmasma ragmen ELISA ydntemine
gore daha zor uygulanmaktadir [13,18,21].

Yapilan bir ¢caligmada paratiiberkiilozisin teshi-
si icin ELISA’nin , deri testi, disk: kiiltiirii ile PZR
yontemlerine yakin giivenilir ve duyarlilikta oldu-
gunu bildirmistir [25]. Son yillarda ticari ELISA
kitlerinin sensitivitesi %74 ve spesifitesi %99’ a
kadar yiikselmistir [15,19,20]. ELISA testi ayrica 2
yas lizerindeki hayvanlar i¢in daha spesifik ve du-
yarlidir [15,20]. Calismamizda kullandigimiz hay-
vanlar 4-8 yas arasinda olmasi nedeniyle prevalan-
stmiz yuksek ¢ikmuistir.

Paratiiberkiilozun tanisinda bir¢cok yontem
bulunmaktadir. Digkidan bakteriyel kiiltir, fekal
orneklerden PCR uygulamasi, serum ya da siite
ELISA uygulamasi, biyopsi 6rneklerinin degerlen-
dirilmesi ve nekropsi tanida 6nemli testlerdendir.
Calismalarda bu testlerin sensitivite ve spesifitele-
11 strastyla %60-%99, %30-%99, %30-%99, %90-
%100 ve %100-%100 olarak bildirilmistir [5,13,18].
Sonug olarak Paratiiberkiiloz subklinik infeksiyon
doneminin uzun siireli olmasi ve bu dénemde bu-
lasma olmasi nedeniyle teshisinin zamaninda ve er-
ken yapilmasi olduk¢a dnemlidir. Subklinik infekte
hayvanlar diger hayvanlar ve yavrular i¢in ciddi bir
enfeksiyon kaynagidir. Ayn1 zamanda zoonoz olma
durumu s6z konusu oldugu i¢in insan sagligi i¢in
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de teshis onemlidir. Bu nedenle tek bir teshis yonte-
mi ile degil birkag¢ teshis yontemi ile sonuclar des-
teklenmelidir. Bizim ¢alismamizda ELISA sonuc-
larina gore hastaligin prevalansi yiiksek ¢ikmistir.
Tiirkiye’de paratiiberkiilozis ve teshisi ekonomik
olarak olduk¢a d6nemlidir ve bu konuda erken, gii-
venilir ve hizli teshis yapilabilecek yontemler uy-
gulanarak hastalikla miicadele, korunma ve kontrol
calismalar1 yapilmasina ihtiyag vardir.
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