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Özet: Bu çalışmada Afyon ve civarındaki çiftliklerden 4-8 yaş arasındaki 305 Holstein Fresian sütçü sığırlar kullanıl-
mıştır. Bu sığırların iki tanesinde kronik diare şikayeti mevcuttu ve yapılan tedaviye cevap vermemiştir. Sürüdeki diğer 
sığırlarda klinik inceleme yapılmış, hematolojik parametrelere bakılmış, teşhis amaçlı dışkı ve kan serumu örnekleri 
alınmıştır. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) serum örneklerinde ELISA yöntemi kullanılarak tespit 
edildi. Süt sığırlannda paratuberküloz’un prevalansı, dışkı örneklerinde; Ziehl-Neelsen boyama ile %4.59, ELISA testi 
ile ise %31.80 oranında pozitif tespit edilmiştir.
Anahtar kelimeler: ELISA, Paratüberküloz, 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.

Giriş

Paratüberküloz ya da Johne’s Hastalığı Mycobac-
terium avium subsp. Paratuberculosis (MAP) sebep 
olduğu kronik, granülomatöz enteritis ile seyreden 
oldukça bulaşıcı bir enfeksiyondur. Hastalık kronik 
diare, zayıflama, ileri kaşeksi, süt verimi ve döl veri-
minde düşme ve ölümlere sebep olan teşhis, tedavi, 
koruma ve kontrol programlarındaki giderler nede-
niyle önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır. 
Özellikle sütçü sığırlar başta olmak üzere birçok ev-
cil ve yabani ruminantlar ile geyik, tavşan gibi diğer 
hayvanları da etkilemektedir [1,7,13,15,23].

Klinik olarak hasta ve asemptomatik hayvan-
lar hastalığın primer kaynağıdır [13]. Hastalık fe-
kal-oral yol ile bulaşır. İnfekte hayvanlardan süt ve 
kolostrum, dışkı ile kirlenmiş sular ve yemler, pla-
senta, semen ve intrauterin yol ile vertikal bulaşma 

görülebilir. Hayvanların kalabalık olması ve hijyen 
koşullarının yetersiz olması hastalığın yayılmasın-
da etkilidir. MAP’ın çevre koşullarına dirençli ol-
ması da hastalığın yayılmasında oldukça önemlidir 
[13,14,28,31]. Hastalığın inkubasyon süresi olduk-
ça uzundur. Hayvan erken dönemde etkeni alsa da 
dışkı ile saçılımı ve klinik bulguların ortaya çıkma-
sı 2-4 yaşında görülür. Hayvan uzun bir subklinik 
dönem geçirir ve yavaş yayılır. Bu dönem etkenin 
etrafa saçılması açısından önemlidir. Hastalık üç 
dönem şeklinde görülür. Birinci dönem asempto-
matik dönemdir. Bu dönemde dışkıda patojen gö-
rülmez, Takip eden 2. Dönemde dışkıda patojen 
bulunur, ancak hastalık asemptomatiktir. Üçüncü 
dönemde ise hem dışkıda etken görülür hem de 
semptomlar görülmeye başlar [2,9,13,18]. MAP in-
sanlardaki Crohn’s hastalığının olası sebeplerinden 
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bir olması nedeniyle zoonotik önem taşımaktadır [6, 
9,11,17,29].

Klinik dönemde semptomlar, anamnez ve 
nekropsi bulguları ile teşhis koyulabilir. Hastalığın 
özellikle subklinik dönemde teşhisi etken saçılımı 
nedeniyle oldukça önemlidir. Etkenin teşhis edil-
mesinde birçok test yöntemi mevcuttur. Ancak bu 
testlerin spesifikliği ve sensitivitesi, hayvanın yaşı 
ve hastalık dönemlerindeki farklılıklardan dolayı 
farklılıklar gösterir. Bu durum etkenin teşhisinde 
önemli problemlere sebep olmaktadır. Hastalığın 
teşhisinde “gold standart” olarak bildirilen yöntem 
dışkıdan kültür yapılıp mikroorganizmanın üre-
tilmesidir. Ancak hastalığın erken dönemlerinde 
dışkıyla saçılım olmaması ya da saçılımın aralıklı 
olması gibi nedenlerden dolayı diğer testler ile des-
teklenmelidir. MAP’ın teşhisinde Ziehl Neelsen 
Boyama, fekal kültür, Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(PZR), ELISA, barsaklardaki anatomohistopatolo-
jik incelemeler, komplement fikzasyon (CF), Agar 
Jel Immunodifüzyon (AGID), Flow Sitometri, 
İntradermal Deri testi, In situ Hibridizasyon testleri 
kullanılabilir [9,11,13,16,18,27].

Bu çalışma sığırlarda subklinik paratüberküloz 
infeksiyonlarının ELISA ve fekal bakteriyoskopi ile 
prevalansını belirlemek ve iki testin duyarlılığını 
karşılaştırmak amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Bu çalışmada Afyon ve çevresindeki Holstein 
Friesian farklı sütçü sığır çiftliklerinden 4-8 yaş 
arasında 305 hayvan kullanıldı. Bu hayvanların 
bulunduğu çiftliklerden birinde önceki aylarda iki 
tanesinin kronik diyare ve tedaviye cevap vermeme 
sonucu kesime gönderilmiş olduğu bilgisi alındı.

Hayvanlara klinik muayene yapıldı. Kan ve 
dışkı örnekleri alındı. Plastik eldiven ile rektumdan 
taze dışkı örnekleri alınarak plastik kaplara konuldu. 
Her inekten bir dışkı örneği alındı. +4°C’de hemen 
laboratuvara ulaştırıldı. Taze dışkıdan steril distile 
su kullanılarak direkt smear hazırlandı. Havada ku-
rutuldu ve Ziehl-Neelsen boyama yöntemi ile boya-
narak 100’lük objektifte incelendi [8,21,24].

Sonuçlar aside dirençli bakteri skor (AFB sco-
rin) kriterine göre değerlendirildi. En az 100 mik-
roskop sahası tarandı ve skorlandı (Tablo 1) [10].

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

Değerlendirme Sonuç

Mikroskop sahasında asidorezistans bakteri yok Negatif

Sahada 1-9 adet asidorezistans bakteri Şüpheli

Sahada 10-99 adet asidorezistans bakteri Pozitif

305 hayvandan ELISA testi için antikoagulan-
sız 10 ml.’lik tüplere (Hema&Tube®, Turkey) ör-
nekler alındı. Kan örnekleri 3000 rpm’de 20 dakika 
santrifüj edildi, serumları hemen ayrılarak test edi-
lene kadar -20 °C’de saklandı. Hemolizli serumlar 
test dışı bırakıldı [2,11,24]. ELISA testi ELISA kiti 
(Para-TB-Ab, Svanovir®, Svanova Biotech AB Inc., 
Sweden) üretici protokolüne uygun olarak yapıldı. 
Sonuçlar, bireysel örnek yorumlanması; Sample/
Positive (S/P), Percent Positive (PP) değerine göre 
değerlendirildi. PP≤31, negatif, PP 32-52 şüpheli, 
test tekrarı, PP≥53 pozitif olarak değerlendirildi. 
Ayrıca pozitif ve negatif kontrol serumları da çalı-
şıldı. Tüm serumlar çift çalışıldı. Optik dansimetre 
450 nm.’lik mikroplate photometresiyle ölçüldü.

Bulgular
Yaşları 4-7 arasında değişen 305 süt sığırından alı-
nan dışkı örneklerinde, Acid Fast Scorin kriterleri-
ne göre 14 hayvan pozitif, 118 hayvan şüpheli, 173 
hayvan ise negatif bulunmuştur. Serum örneklerin-
de yapılan paratüberküloz incelemesinde ise ELISA 
ile 97 örnek pozitif, 119 örnek şüpheli, 89 örnek ise 
negatif bulunmuştur. ELISA ve dışkıdan bakteriyos-
kopi sonuçları arasında farklılıklar ortaya çıkmıştır. 
Sonuçlar Tablo 2’de gösterilmektedir.

Tablo 2. Çalışmamızda elde edilen ELISA ve Dışkı 
Bakteriyoskopi Sonuçları
ELISA
 sonuç

Dışkı bakteriyoskopi
 sonuç

Numune
 sayısı

Pozitif Pozitif 14

Pozitif Şüpheli 43

Pozitif Negatif 40

Şüpheli Şüpheli 78

Şüpheli Negatif 41

Negatif Negatif 89

Toplam 305
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Dışkı bakısı sonuçlarına göre prevalans %4.59, 
ELISA sonuçlarına göre ise %31.80 olarak saptan-
mıştır.

Tartışma ve Sonuç

Paratüberküloz uzun bir inkubasyon süresine ve 
subklinik döneme sahiptir. Bu dönemde hayvanlar 
klinik olarak herhangi bir semptom göstermemesine 
rağmen etkeni dışkı, süt ve kolostrumları ile sürekli 
çevreye yaymaktadır. Önemli ekonomik kayıplara 
neden olmaktadır. Hastalığın yayılmasını engel-
lemek özellikle bu dönemde oldukça önemlidir 
[2,15,20,30].

Dışkıdan direkt bakteriyoskopi hızlı, kolay ve 
ekonomik olmasına rağmen hastalığın evrelerinde 
dışkıyla MAP saçımının farklılık göstermesi ya da 
aralıklı olmaması teşhiste yanılmalara sebep olacak-
tır. Dışkıdan kültür yapılması “gold standart” kabul 
edilse de saçımın aralıklı olması, inkubasyon süre-
sinin uzun olması, spesifik besiyeri ihtiyacı ve kon-
taminasyon riski gibi dezavantajları vardır [13,18].

ELISA testi genellikle uluslararası alanda 
güvenilir bir test kabul edilmektedir. Biz de ça-
lışmamızda ELISA ve dışkı bakısını birlikte kul-
landık. Genellikle paratüberkülozis seropreva-
lans çalışmalarında ELISA testi uygulanmaktadır. 
Paratüberküloz konusunda Türkiye’de birtakım 
sınırlı çalışmalar yapılmıştır. Uşak ilinde Yıldırım 
ve Civelek [30] tarafından yapılan süt ve dışkı ör-
neklerinde yapılan bir çalışmada Ziehl-Neelsen 
(ZN) boyama, Outer PZR, Nested PZR ve bakteri-
yolojik kültür yöntemleri uygulanmış ve prevalans 
dışkı örneklerinde sırasıyla %17, %9.5, %20 ve %4, 
süt örneklerinde ise sırasıyla %15.5, %5.5, %17.5 
ve %2.5 olarak tespit edilmiştir. Makav ve Gökçe 
[15] tarafından yapılan bir çalışmada Kars yöresin-
de prevalans ELISA ile %3.5 olarak belirlenmiştir. 
Burdur’da yapılan bir çalışmada ELISA testi ile 
prevalans %6.2 bulunmuştur [20]. Yurt dışında da 
bu konuda birçok çalışma yapılmıştır. Avustralya’da 
yapılan bir çalışmada sığırlarda ELISA ile en yük-
sek prevalans 6 yaşlı sığırlarda % 2.84 olarak bu-
lunmuştur [12]. Arjantin’de sütçü sığırlarda yapılan 
bir çalışmada ise ELISA ile pozitiflik % 41.6 olarak 
saptanmıştır [21]. Singh ve arkadaşları tarafından 
bufalo ve sığırlarda yapılan bir çalışmada ELISA ça-
lışmasında seropozitiflik sırasıyla %28.6 ve %29.8 

olarak bulunmuştur [26]. Rajukumar ve arkadaşları 
tarafından yapılan bir çalışmada dışkı incelemesi ile 
pozitif saptanan 22 hayvanın 18’i ELISA ile pozitif, 
pozitif saptanmayan 32 hayvanın ise 3 tanesi pozitif 
saptanmıştır [22].

Bizim çalışmamızda dışkı da Ziehl Neelsen bo-
yama ile 14 (%4.59) pozitiflik saptanırken, ELISA ile 
97 (%31.8) pozitiflik saptanmıştır. Araştırmalardan 
da anlaşılabileceği gibi elde edilen sonuçlar bizim 
çalışmamız ve elde ettiğimiz oranla paralellik gös-
termektedir. ELISA ile saptadığımız oranın dışkı-
dan daha yüksek olması ve dışkıda negatif ya da 
şüpheli olayların ELISA ile pozitif çıkması, dışkı 
ile MAP’ın saçılımının dönemler halinde olması 
ve numune alındığında bu saçılımın olmamasından 
kaynaklanabilmektedir [3,4,12,13,18,19].

ELISA, kültür ve süt ya da dışkıdan direkt bak-
teriyoskopi yöntemlerine göre daha ekonomik ve 
hızlı olmasının yanında çok sayıda numunenin ça-
lışılmasını sağlamaktadır. PZR hızlı sonuç vermesi 
ve ekonomik olmasına rağmen ELISA yöntemine 
göre daha zor uygulanmaktadır [13,18,21].

Yapılan bir çalışmada paratüberkülozisin teşhi-
si için ELISA’nın , deri testi, dışkı kültürü ile PZR 
yöntemlerine yakın güvenilir ve duyarlılıkta oldu-
ğunu bildirmiştir [25]. Son yıllarda ticari ELISA 
kitlerinin sensitivitesi %74 ve spesifitesi %99’ a 
kadar yükselmiştir [15,19,20]. ELISA testi ayrıca 2 
yaş üzerindeki hayvanlar için daha spesifik ve du-
yarlıdır [15,20]. Çalışmamızda kullandığımız hay-
vanlar 4-8 yaş arasında olması nedeniyle prevalan-
sımız yüksek çıkmıştır.

Paratüberkülozun tanısında birçok yöntem 
bulunmaktadır. Dışkıdan bakteriyel kültür, fekal 
örneklerden PCR uygulaması, serum ya da süte 
ELISA uygulaması, biyopsi örneklerinin değerlen-
dirilmesi ve nekropsi tanıda önemli testlerdendir. 
Çalışmalarda bu testlerin sensitivite ve spesifitele-
ri sırasıyla %60-%99, %30-%99, %30-%99, %90-
%100 ve %100-%100 olarak bildirilmiştir [5,13,18]. 
Sonuç olarak Paratüberküloz subklinik infeksiyon 
döneminin uzun süreli olması ve bu dönemde bu-
laşma olması nedeniyle teşhisinin zamanında ve er-
ken yapılması oldukça önemlidir. Subklinik infekte 
hayvanlar diğer hayvanlar ve yavrular için ciddi bir 
enfeksiyon kaynağıdır. Aynı zamanda zoonoz olma 
durumu söz konusu olduğu için insan sağlığı için 
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de teşhis önemlidir. Bu nedenle tek bir teşhis yönte-
mi ile değil birkaç teşhis yöntemi ile sonuçlar des-
teklenmelidir. Bizim çalışmamızda ELISA sonuç-
larına göre hastalığın prevalansı yüksek çıkmıştır. 
Türkiye’de paratüberkülozis ve teşhisi ekonomik 
olarak oldukça önemlidir ve bu konuda erken, gü-
venilir ve hızlı teşhis yapılabilecek yöntemler uy-
gulanarak hastalıkla mücadele, korunma ve kontrol 
çalışmaları yapılmasına ihtiyaç vardır.
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