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TE Tris-EDTA 

TGF-β  Transforme büyüme faktörü-beta (transforming growth factor-beta) 

Th Yardımcı (helper) T hücresi 

TLR  Toll benzeri reseptörler (toll-like receptors)  

TMB Tetrametilbenzidin 

TNF  Tümör nekrozis faktörü (tumor necrosis factor)  

Treg  Düzenleyici T hücreleri (regulatory T cells)  

U Ünite 

UV Ultraviyole 

v/v Hacimce yüzde 

VAN Vankomisin, amfoterisin B ve nalidiksik asit 

VAN/BHI Vankomisin, amfoterisin B, nalidiksik asit/brain heart infüzyon 

VKS Vücut kondüsyon skoru  

VNTR  Değişken sayılı tandem tekrarları (variable number of tandem repeats) 

w/v Hacimde ağırlıkça yüzde 

ZN Ziehl-Neelsen  

α Alfa  

β Beta  

γ Gama 

γδ T Gama-delta T hücreleri 

μl Mikrolitre 

μm  Mikrometre  
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ÖZET 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis Enfeksiyonu Teşhis Edilen 

Koyunların Gama-interferon, İnterlöykin-10 ve Neopterin Düzeyleri 

Paratüberküloz, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) tarafından 

oluşturulan, kronik, granülomatöz enterit ile karakterize bir hastalıktır. Hastalığın 

evrelerine göre tanıda farklı testler kullanılmaktadır. Bu çalışma ile koyunlarda 

interferon gama (IFN-γ) ELISA, antikor ELISA, Ziehl-Neelsen (ZN) boyama, 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve kültür yöntemleri ile hastalığın araştırılması ve 

pozitif ve negatif olarak belirlenen koyunlarda antikor, IFN-γ, interlöykin-10 (IL-10) 

ve neopterin (NP) düzeylerinin karşılaştırılması amaçlandı. Bu amaçla, Burdur ilinde 

15 koyun sürüsünde 2 yaş ve üzerindeki onar hayvandan olmak üzere toplam 150 kan 

ve gaita örneği alındı. Kan serumu örnekleri Map'e karşı gelişen antikorlar, plazma 

örnekleri ise IFN-γ yönünden ELISA ile incelendi. Gaita örnekleri ise ZN boyama, 

PZR ve kültür için kullanıldı. Dekontaminasyon sonrası gaita örneklerinin HEYM ve 

modifiye Middlebrook 7H10 agar besiyerlerine ekimleri yapıldı. Aynı gaitalardan 

izole edilen DNA örnekleri Map’e spesifik iki primer çifti (P90/P91 ve 150C/921) 

kullanılarak klasik ve nested PZR ile incelendi. Gaita ve Map izolatlarından elde edilen 

DNA örnekleri IS1311 gen bölgesine yönelik uygulanan PZR işleminden sonra 

restriksiyon endonükleaz analizi (REA) ile tiplendirildi. Pozitif ve negatif olarak 

belirlenen kırkar koyunun antikor, IFN-γ, IL-10 ve NP düzeyleri ortalama optik 

dansite (OD) değerlerine göre karşılaştırıldı. Çalışmadaki 150 koyundan 73’ünün 

enfekte olduğu belirlendi. PZR-REA ile enfeksiyona neden olan Map’in koyun tipi 

olduğu tespit edildi. Testlerin hepsinde pozitif sonuç veren bir koyun tespit edilemedi 

ve en yüksek pozitiflik oranları ZN boyama (%27,33) ve PZR (%26,66) ile saptandı. 

Bunu sırasıyla IFN-γ ELISA (%22), antikor ELISA (%10,67) ve kültür (%3,33) 

yöntemleri izledi. Kültür sonuçları ile karşılaştırıldığında; ZN boyama, PZR, IFN-γ ve 

antikor ELISA testlerinin sensitivite ve spesifiteleri sırasıyla %80-%74, %60-74, %20-

%77, %20-%89 olarak hesaplandı. Paratüberküloz yönünden pozitif ve negatif olarak 

değerlendirilen hayvanların yaş grupları arasında istatistiksel olarak bir fark (p>0,05) 

saptanmazken, diyare bulgusu ve vücut kondüsyon skorları arasındaki fark (p<0,01) 

anlamlı bulundu. Pozitif hayvanların antikor, IFN-γ, IL-10 ve NP düzeyleri negatif 

hayvanlardan daha yüksek bulunmasına rağmen, istatistiksel olarak önemli fark 

antikor, IFN-γ ve IL-10 düzeylerinde belirlendi (p<0,01). Pozitif hayvanlar arasında 

IL-10 düzeylerinin (p>0,05) aksine, antikor, IFN-γ ve NP düzeyleri farklı bulundu 

(p<0,01). Sonuç olarak; koyunlarda paratüberkülozun hastalığın evresine bağlı olarak 

2 yaş kadar erken bir dönemde IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya 

kültür yöntemleri ile tespit edilebileceği, ancak hastalığın klinik aşamasında ZN 

boyama veya sensitivitesi ve spesifitesi daha yüksek bulunan PZR gibi yöntemlerin 

kullanılabileceği kanısına varıldı. Diğer taraftan pozitif ve negatif hayvanlarda IL-10 

düzeylerinin çok farklı bulunması ve enfeksiyonun her döneminde serumda ölçülebilir 

olması nedeniyle IFN-γ gibi tanı amacıyla bu sitokinden de yararlanılabileceği 

düşünüldü. 

Anahtar Kelimeler: IFN-γ, IL-10, Koyun, Neopterin, Paratüberküloz, Teşhis 
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ABSTRACT 

Gamma-interferon, Interleukin-10 and Neopterin Levels of Sheep Diagnosed 

with Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis Infection 

Paratuberculosis is a disease caused by Mycobacterium avium subspecies 

paratuberculosis (Map) and characterized by chronic granulomatous enteritis. 

Different tests are used in the diagnosis according to the stage of the disease. The 

purpose of the present research was to investigate paratuberculosis infection in sheep 

by interferon gamma (IFN-γ) ELISA, antibody ELISA, Ziehl-Neelsen (ZN) staining, 

polymerase chain reaction (PCR) and culture methods and to compare the antibody, 

IFN-γ, interleukin -10 (IL-10) and neopterin (NP) levels between animals determined 

as positive and negative for paratuberculosis. Two years and older sheep were included 

in the study. Ten sheep from each of 15 sheep farms were selected randomly in Burdur 

province and total 150 blood and fecal samples were collected. Blood serum samples 

were examined for antibodies against Map and plasma samples were analyzed by 

ELISA for IFN-γ. Stool samples were used for ZN staining, PCR and culture. After 

decontamination, stool samples were planted on HEYM and modified Middlebrook 

7H10 agar media. The DNA samples extracted from the fecal samples were analyzed 

by classical and nested PCR using two Map specific primer pairs (P90/P91 and 

150C/921). DNA samples obtained from stool samples and Map isolates were typed 

by restriction endonuclease analysis (REA) after PCR procedure for IS1311 gene 

region. The levels of antibody, IFN-γ, IL-10 and NP in 40 sheep determined as positive 

and 40 sheep determined as negative were compared based on the mean optical density 

(OD) values. Of the 150 sheep in the study, 73 were found to be infected. The type of 

Map was determined to be sheep type by PCR-REA. None of 73 sheep were positive 

for all of the tests and the highest rate of positivity was determined by ZN staining 

(27,33%) and PCR (26,66%). This was followed by IFN-γ ELISA (22%), antibody 

ELISA (10.67%) and culture (3.33%). According to the culture results; the sensitivity 

and specificity of the ZN staining, PCR, IFN-γ and antibody ELISA tests were 

calculated as 80-74%, 60-74%, 20-77%, 20-89% respectively. There was no 

statistically significant difference (p>0,05) between the age groups of animals 

determined as positive and negative for paratuberculosis, whereas the difference 

between diarrhea and body condition scores was significant (p<0,01). Although 

antibody, IFN-γ, IL-10 and NP levels of positive animals were higher than negative 

animals, statistically significant difference was determined in antibody, IFN-γ, and IL-

10 levels (p<0,01). In positive animals, except IL-10 levels (p>0,05), the difference 

was determined in antibody, IFN-γ and NP levels (p<0,01) between animals groups 

constituted according to test results. As a result; It was concluded that paratuberculosis 

can be detected by IFN-γ ELISA, antibody ELISA, ZN, PCR or culture methods in 

sheep as early as 2 years old depending on the stage of the disease, but ZN staining or 

PCR methods with higher sensitivity and specificity can be used in the clinical stage 

of the disease. On the other hand, since IL-10 levels were found to be very different 

between positive and negative animals and measurable in serum at every period of the 

infection, it was thought that this cytokine could be used for diagnosis as IFN-γ. 

Key Words: Diagnosis, IFN-γ, IL-10, Sheep, Neopterin, Paratuberculosis 
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1. GİRİŞ 

Paratüberküloz, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) 

tarafından oluşturulan kronik, progresif, granülomatöz enteritis ile karakterize ve 

Dünya çapında ciddi ekonomik kayıplara neden olan bir hastalıktır (Arsenault ve ark., 

2014; Eamens ve ark., 2015; Manning ve Collins, 2010b; OIE, 2008; OIE, 2018; Ott 

ve ark., 1999; Wadhwa ve ark., 2013; Yardımcı, 2006). Map’in sığır, koyun, keçi, 

bizon, beyaz kuyruklu geyik, Kanada geyiği, alpaka, lama, deve, manda ve dağ keçisi, 

tavşan, tilki, maymun, porsuk, çakal, kuş, kedi ve rakun gibi birçok evcil veya yabani 

hayvanda hastalık oluşturabileceği bildirilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Wadhwa ve ark., 2013; Yardımcı, 2006). 

Ruminantlarda enfeksiyonun erken, subklinik ve klinik olarak tanımlanan farklı 

evrelerden oluştuğu (Clarke, 1997; Singh ve ark., 2013a; Wadhwa ve ark., 2013), 

erken veya subklinik evrede klinik bulgu görülmediği (Clarke, 1997; Maroudam ve 

ark., 2015; Wadhwa ve ark., 2013), ancak subklinik evrenin geç dönemi ile klinik 

evrede sürekli ishal, halsizlik, kas erimesi ve süt üretiminde azalma gibi klinik 

belirtilerin gözlenebileceği belirtilmiştir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015; 

Maroudam ve ark., 2015; Whittington ve ark., 2017).  

Enfeksiyonun erken döneminde hücresel immun yanıtın baskın olduğu 

(Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze 

ve ark., 2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011), enfeksiyon ilerledikçe artan antikor 

yanıtı ile birlikte hücresel yanıtın azalarak humoral immun yanıta dönüştüğü rapor 

edilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Coussens ve ark., 2004; Maroudam ve ark., 

2015; Stabel, 2010). Enfekte hayvanlarda hastalığın erken veya subklinik evresinde 

baskın olan sitokinin interferon-gama (IFN-γ) olduğu belirtilmiş (Coussens ve ark., 

2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; 

Stabel ve Robbe-Austerman, 2011) ve IFN-γ ile uyarılan makrofajlar tarafından 

üretilen neopterin (NP)’in vücut sıvılarındaki IFN-γ varlığını gösterebileceği ileri 

sürülmüştür (Maroudam ve ark., 2015; Mikkelsen, 2011; Yeğen, 2004). Hücresel 

immun yanıtın baskılanmasına bağlı olarak enfeksiyonunun klinik aşamaya geçtiği 

(Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013), antikor üreten B 

hücrelerinin arttığı ve bununla orantılı bir şekilde serum antikor düzeylerinin de tespit 
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edilebilir şekilde yükseldiği (Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013) bildirilmiştir. 

İmmun yanıtın değişimi ile birlikte interlöykin-10 (IL-10) gibi sitokinlerin baskın 

olduğu gözlenmiş (Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve 

Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Weiss ve ark., 2005) ve IL-10'un IFN-γ 

üretilmesini baskıladığı ileri sürülmüştür (Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 

2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Stabel, 2010; Weiss ve 

ark., 2005).  

Paratüberküloz teşhisinde kullanılan testler arasında erken, subklinik ve klinik 

olmak üzere tanımlanan evrelere göre farklılıklar bulunmaktadır. Klinik bulgu 

gösteren hayvanlarda; gaita veya bağırsaklardaki patognomonik lezyonlardan 

hazırlanan preparatlarda yoğun asit-fast bakterilerin (AFB) görülmesi, nekropsi ve 

histopatolojik bulgular ile gaita ve doku örneklerinde kültür veya polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) ile etkenin tespit edilmesi veya enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) gibi serolojik testler ile teşhis konulabileceği belirtilmiştir (Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Subklinik enfekte hayvanların ise Map’e karşı 

gelişen spesifik antikorların ortaya konulması, gaita ve doku örneklerinde Map’in 

kültür veya PZR ile tespiti veya hücresel immun yanıt düzeyinin ölçülmesi ile 

saptanabileceği açıklanmıştır (Begg ve Whittington, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018). 

Ancak hastalığın gerek yavaş seyirli olması ve gerekse erken, subklinik ve klinik 

evrelerinde gelişen immun yanıtın farklılık göstermesi nedeniyle kullanılan testlerden 

hiçbirinin %100 sensitivite veya spesifiteye sahip olmadığı ve bu nedenle 

enfeksiyonun her aşamasında hastalığı tespit edebilen bir yöntemin bulunmadığı ileri 

sürülmüştür (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018). 

Türkiye’de koyunlarda paratüberkülozun varlığı ilk kez 1968 yılında 

bildirilmiş (Hakioğlu, 1968) olmasına rağmen, bugüne kadar koyunlarda hastalığın 

yaygınlığına yönelik az sayıda araştırma mevcuttur (Buyuk ve ark., 2014; Celik ve 

Turutoglu, 2017). Diğer taraftan koyunlardan izole edilen Map izolatlarının üreme ile 

moleküler özelliklerini ve ayrıca IFN-γ, IL-10 ve NP gibi sitokinlerin hastalıktaki 

rolünü ortaya koyan bir araştırma bulunmamaktadır. Bu tez çalışmasında; Burdur 

ilinde tesadüfî örnekleme ile seçilen 2 yaş ve üzerindeki koyunlardan kan ve gaita 

örnekleri alınarak Ziehl-Neelsen (ZN) boyama, IFN-γ ELISA, antikor ELISA, PZR ve 
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bakteriyolojik kültür yöntemleri ile hastalığın araştırılması, izole edilen etkenin 

özelliklerinin belirlenmesi ve paratüberküloz yönünden pozitif ve negatif olarak 

saptanan koyunlarda antikor, IFN-γ, IL-10 ve NP düzeylerinin karşılaştırılması 

amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Paratüberküloz (Johne hastalığı); sığır, koyun ve keçilerin Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis (Map) tarafından oluşturulan, zayıflama, ishal gibi 

klinik belirtiler ile granülomatöz enterokolitis, bölgesel lenfanjitis ve lenfadenitis ile 

karakterize olan kronik seyirli, enfeksiyöz ve bulaşıcı bir hastalığıdır (Eamens ve ark., 

2015; Manning ve Collins, 2010b; OIE, 2008; OIE, 2018; Yardımcı, 2006).  

2.1. Tarihçe  

Robert Koch (1843-1910) tarafından geliştirilen mikroskopi, boyama ve kültür 

yöntemleri ile ilk defa 1884 yılında tüberkülozun etkeni olan Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb)’in saf olarak izole edildiği ve elde edilen sonuçların fotoğraflanarak 

kalıcı olarak kaydedildiği bildirilmiştir (Manning ve Collins, 2010b). Ayrıca Koch’un 

tüberkülin antijenlerini üreterek mikobakterilerden ileri gelen hastalıkların teşhisinde 

yeni teknikler geliştirdiği ifade edilmiş ve bu tekniklerin diğer bir mikobakteriyel 

enfeksiyon olan paratüberkülozun tanımlanmasında da kullanıldığı açıklanmıştır 

(Manning ve Collins, 2010b). 

Mikobakteriyoloji öncesi dönemde; sığırlarda “aşırı zayıflama” hastalığına 

dikkat çekilmiş ve bu hastalığa ait raporların ilk kez 1805 yılında Le Frang van Berkey, 

1807 yılında Edward Skellet ve yaklaşık yirmi yıl sonra da (1829) W. A. Cartwright 

tarafından yayınlandığı açıklanmıştır (Manning ve Collins, 2010b). Hastalık 

tanımlanırken insanlardaki tüberkülozu yansıtan ifadeler kullanıldığı, ancak aralarında 

bir ilişki olduğuna dair bilgilere yer verilmediği bildirilmiştir (Manning ve Collins, 

2010b). Hastalığın etkeni ile klinik özelliklerinin ilk kez 1895 yılında Alman bilim 

insanları olan Dr. Heinrich Albert Johne ve Dr. Langdon Frothingham tarafından 

tanımlandığı bildirilmiştir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b; Singh ve ark., 

2013a). Johne ve Frothingham’ın kronik ishal sonucu ölen bir sığırın bağırsak 

mukozasında kalınlaşma ve mezenterik lenf yumrularında büyüme saptadıkları, 

bağırsağın histolojik muayenesinde lökosit ve epiteloid hücre infiltrasyonlarında artış 

ile birlikte Mtb’e benzer aside dirençli bakteriler gözledikleri açıklanmıştır (Chiodini, 

2005; Manning ve Collins, 2010b). Bağırsak dokusundan hazırlanan inokulumun 
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enjekte edildiği kobaylarda tüberküloz etkeninin aksine hastalık oluşmadığının 

gözlenmesi üzerine aynı araştırmacılar tarafından hastalığa “pseudotüberkülozis 

enteritis” adının verildiği ve hastalığa kanatlı hayvanlarda tüberküloza neden olan 

Mycobacterium avium’un yol açmış olabileceğinin düşünüldüğü ifade edilmiştir 

(Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Nitekim 1902 yılında Dr. Herman 

Markus tarafından M. avium’un enteritise yol açtığının belirtildiği bildirilmiştir 

(Manning ve Collins, 2010b). 1906 yılında bu hastalıktan şüpheli hayvanların avian 

tüberkülin antijenine karşı dermal yanıt verdiğinin Bernhard Bang tarafından 

tesadüfen saptandığı ve hastalığın teşhisinde kullanılmaya başlandığı açıklanmıştır 

(Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Aynı yıl içinde hastalığın Bang 

tarafından “enteritis chronica bovis pseudotuberculosa” olarak tanımlandığı (Manning 

ve Collins, 2010b) ve John Mc Fadyean tarafından ise Dr. Johne’a izafeten “Johne 

hastalığı” (Johne’s disease) teriminin ilk kez kullandığı belirtilmiştir (Chiodini, 2005; 

Manning ve Collins, 2010b; Singh ve ark., 2013a). Takip eden yıllarda kültür için 

biyolojik ortam sağlanamadığından hastalık etkeninin izole edilemediği, ancak 1912 

yılında Frederick William Twort tarafından tesadüfen yeni bir kültür yönteminin 

keşfedildiği bildirilmiştir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). Twort 

tarafından steril olmayan ortamda yapılan kültür işlemlerinde büyük kontamine 

kolonilerin (Mycobacterium phlei) etrafında küçük kolonilerin ürediğinin gözlendiği, 

besiyerine gerekli gıdayı dâhil edebilmek için ısı ile inaktive edilmiş M. phlei katılması 

ile Johne hastalığına neden olan bakterinin izole edildiği ve araştırmacı tarafından 

hastalığın etkeninin “Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosae bovis, 

Johne” olarak isimlendirildiği bildirilmiştir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 

2010b). Daha sonra hastalığın etkeni Mycobacterium paratuberculosis, hastalığın adı 

ise paratüberküloz veya “Johne hastalığı” (Johne’s disease) olarak kabul edilmiştir 

(Chiodini, 2005). Geçmişte hastalığın etkeni için M. paratuberculosis ile eş anlamlı 

olarak Mycobacterium johnei kullanılmış, 1990 yılına gelindiğinde M. 

paratuberculosis’in M. avium kompleksine ait olduğu ortaya konularak 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) olarak yeniden 

isimlendirilmiştir (Chiodini, 2005).  
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Johne hastalığının 1908 yılında Dr. Leonard Pearson tarafından ilk kez 

Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nde de rapor edilmesi ile hastalığın Almanya ile 

sınırlı kalmadığı anlaşılmıştır (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b). 1913 

yılında düzenlenen Amerikan Veteriner Hekimliği Derneği toplantısında doktora tez 

konusu paratüberküloz olan Dr. Meyer’in hastalığın kontrolü için gerekli adımlar 

atılmazsa çok ciddi ekonomik kayıplara yol açacağını ifade ettiği açıklanmıştır 

(Manning ve Collins, 2010b). Hastalığın varlığı 1920 yılından itibaren Afrika ve Asya, 

1930 yılından itibaren de Güney Amerika ülkelerinde bildirilmeye başlanmış ve 

1970’li yıllara gelindiğinde hastalığın tüm dünya çapında yaygın ve çok önemli bir 

hastalık olduğu kabul edilmiştir (Chiodini, 2005; Manning ve Collins, 2010b).  

2.2. Etiyoloji  

Mikobakteriler taksonomik olarak; Actinobacteria sınıfı, Corynebacteriales 

takımı ve Mycobacteriaceae familyasında bulunan Mycobacterium cinsi içerisinde yer 

almaktadır (Anonim, 2018a). Mikobakteriler genel olarak Gram pozitif, ince, çomak 

şeklinde, karakteristik olarak aside dirençli, yavaş üreyen bakterilerdir (OIE, 2008; 

OIE, 2018; Saviola ve Bishai, 2006). Bu cinsin üyeleri 0,2-0,7 x 1-10 μm 

büyüklüğünde, düz veya hafif eğimli çomak görünümündedir. Mikobakteriler 

kapsülsüz, hareketsiz ve sporsuz olup, aerobik koşullarda ürerler. Üremeleri oldukça 

yavaştır ve kolonileri optimal üreme ısısında (37°C) 2-60 günde ya da daha geç sürede 

görünür hale gelir (OIE, 2008; OIE, 2018; Saviola ve Bishai, 2006; Turenne ve 

Alexander, 2010). Kolonileri genellikle pembe, turuncu veya sarı renkte olup, 

yüzeyleri pürüzlü ve mattır. Map gibi bazı türler in vitro koşullarda mikobaktin J’ye 

ihtiyaç duyarken, Mycobacterium leprae gibi bazı türler in vitro koşullarda üretilemez 

(Saviola ve Bishai, 2006). 

Mikobakterilerin hücre duvarında birçok katman ile birlikte toplam kuru 

ağırlığının %20-40’ını oluşturan lipid tabaka bulunmaktadır (Şekil 2.1). Hücre 

duvarında bulunan bu lipid yapıyı mikolik asit olarak bilinen uzun zincirli yağ asidi 

esterleri oluşturmakta ve mikolik asitler hücre duvarına arabinogalaktan aracılığı ile 

bağlanmaktadır. Bakteriye balmumu özelliği kazandıran lipid yapı; bakterinin çevresel 

koşullara, antiseptiklere, asit ve alkole dirençli hale gelmesine yol açar (Saviola ve 
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Bishai, 2006). Aynı zamanda bakterinin boyayı almasını da engellediği için 

mikobakterilerin boyanmasında genellikle Ziehl-Neelsen (ZN), Konrich veya 

auramin-O boyasının kullanıldığı boyama yöntemlerinden yararlanılır (Arda, 2006; 

Saviola ve Bishai, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Mikobakterilerde hücre duvarının yapısı (Anonim, 2019).  

Mikobakterilerde tür ayırımının niasin üretimi, nitrat redüksiyonu, katalaz 

testi, üre ve pirazinamid hidrolizi, asit fosfataz testi, tween 80 hidrolizi, arilsülfataz 

testi gibi bazı biyokimyasal testler ile birlikte koloni morfolojisi ve pigment üretimine 

göre yapılabileceği belirtilmiştir (Ribón, 2012). Mikobakterilerin üreme hızlarına ve 

oluşturduğu pigmente göre Runyan tarafından dört gruba ayrıldığı bildirilmiştir 

(Harris ve Barletta, 2001; Sohal ve ark., 2007; Turenne ve Alexander, 2010). Bu 

klasifikasyona göre yavaş üreyen türler (7 günden fazla) Runyon I-II ve III, hızlı 

üreyen türler (7 günden az) ise IV grubunda yer almıştır. Runyon I (fotokromojenler) 

grubunda bulunan mikobakteri türlerinin (Mycobacterium marinum, Mycobacterium 

asiaticum, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium simiae) ışık varlığında sarı-

turuncu pigment ürettiği, Runyon II (skotokromojenler) grubunda yer alanların (M. 

scrofulaceum, M. gordonae) ışıktan bağımsız olarak sarı koloniler oluşturduğu, 

Runyon III (non-kromojenler) grubunda yer alan M. avium subsp. avium (Maa), M. 

avium subsp. hominissuis (Mah), Map, M. terrae ve M. ulcerans kolonilerinin 

pigmentsiz, açık sarı veya krem renginde olduğu ve ışığa maruz kaldıklarında koloni 
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renginin değişmediği, Runyon IV (çabuk üreyenler) grubunda yer alan mikobakteri 

türlerinin (Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium 

abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium thermoresistibile) ise pigment 

oluşturmadığı ifade edilmiştir (Brown-Elliott ve Wallace, 2002; Ribón, 2012; Rogall 

ve ark., 1990). 

İnsanlarda ve hayvanlarda hastalık yapan patojen mikobakteriler temel olarak; 

M. tuberculosis kompleks ve M. avium kompleks (MAC) olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. M. tuberculosis kompleks grubunda bulunan M. bovis subsp. bovis ve 

M. bovis subsp. caprae ruminantlarda, M. tuberculosis, M. africanum (subtip I, II) ve 

M. canetti insanlarda, M. microti ise hem kemirgen ve hem de insanlarda enfeksiyona 

yol açmaktadır (Saviola ve Bishai, 2006; Yardımcı, 2006). M. tuberculosis kompleks 

üyeleri DNA homolojisi bakımından %95-100 oranında benzerlik göstermektedirler 

(Ribón, 2012; Rogall ve ark., 1990; Turenne ve Alexander, 2010; Whittington, 2010). 

MAC grubu M. intracellulare, M. avium, M. chimaera, M. arosiense, M. colombiense, 

ve M. vulneris’ten oluşmaktadır (Turenne ve Alexander, 2010). M. avium, Maa, Map, 

M. avium subsp. silvaticum (Mas) ve Mah olmak üzere dört alt türe ayrılmaktadır 

(Harris ve Barletta, 2001; Möbius ve ark., 2015; Turenne ve Alexander, 2010). Map’in 

Maa, Mas ve Mah türlerinden fenotipik olarak mikobaktin bağımlılığına, genotipik 

olarak ise yer değiştirebilen bir insersiyon sekansı (IS) olan IS900’e göre ayrılabildiği 

belirtilmiştir (Harris ve Barletta, 2001). Map ile Maa ve Mas arasında %99 oranında 

genetik benzerlik bulunmasına rağmen, Map’in in vitro ortamda mikobaktine ihtiyaç 

duyması ve daha yavaş üremesi gibi bazı farklı fenotipik özelliklere sahip olduğu 

açıklanmıştır (Harris ve Barletta, 2001; Turenne ve Alexander, 2010; Whittington, 

2010). 

Gram-pozitif, asit-fast, küçük (0,5 x 1,5 μm) çomak şeklinde bir bakteri olan 

Map’in çok yavaş ürediği (Clarke, 1997) ve sıvı kültürdeki generasyon süresinin 1,3-

4,4 gün arasında değiştiği bildirilmiştir (Whittington, 2010). Demiri bağlayan ve 

üreme için gerekli olan mikobaktin J’yi birçok mikobakteri türü üretmesine rağmen, 

Map tarafından üretilmediği açıklanmıştır (Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2010). 

Map’in hücre duvarı, lipid yapı bakımından zengindir ve bu sayede Map yüksek 

sıcaklıklara direnç gösterebilmekte ve pastörize edilmiş sütte canlı kalabilmektedir. 
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Ayrıca, bu yapı bakterinin düşük pH’da veya tuz ve klorid gibi kimyasalların 

bulunduğu ortamlarda canlı kalabilmesine ve antibiyotiklere karşı direnç göstermesine 

katkı sağlamaktadır (Rowe ve Grant, 2006). Lipid açısından zengin hücre duvarı, 

mikobakteriye canlı kalma avantajı sağlasa da, hücre duvarından besin alımının 

kısıtlanması nedeniyle bakterinin yavaş üremesine sebep olduğu ileri sürülmüştür 

(Domingue ve Woody, 1997). Yakın zamanda Map'in spor benzeri yapı oluşturan yeni 

bir morfotipi tanımlanmış ve pastörizasyon gibi elverişsiz koşullarda Map’in hayatta 

kalmasında bu yapının etkili olduğu düşünülmüştür (Lamont ve ark., 2012). Map’in 

hücre duvarında lipoarabinomannan (LAM) ve arabinomannan (AM) bulunduğu ve 

virülens ile ilişkili LAM’ın oldukça immunojenik olduğu açıklanmıştır (Woo ve 

Czuprynski, 2008). Map’in endo ve ekzotoksini bulunmamasına rağmen, bakterinin 

parçalanması ile açığa çıkan maddelerin toksik özellik gösterdiği belirtilmiştir (Fratti 

ve ark., 2001; Singh ve ark., 2013a; Woo ve Czuprynski, 2008). Map suşları tarafından 

humoral immun yanıtı uyaran (Woo ve Czuprynski, 2008), hastalığın patogenezisinde 

önemli rol oynayan (Gumber ve Whittington, 2009; He ve De Buck, 2010; Hughes ve 

ark., 2007) ve ısı stresi ile ilişkili olarak bakterinin çevrede veya konakçıda canlı 

kalabilmesini sağlayan (Gumber ve Whittington, 2009) bazı proteinlerin üretildiği de 

bildirilmiştir. 

Tek sirküler sekansa sahip Map’in genom büyüklüğünün yaklaşık 5 megabayt, 

%G+C oranının ise yaklaşık %66-67 olduğu (Harris ve Barletta, 2001; Saviola ve 

Bishai, 2006) ve %G+C oranı yönünden Nocardia sp., Rhodococcus sp., 

Corynebacterium sp. gibi aside dirençli bakterilere benzerlik gösterdiği ifade 

edilmiştir (Saviola ve Bishai, 2006). Referans Map K-10 suşu genomunun yaklaşık 

%1,5 veya %72,2 kilobaytının IS’ları, multigen aileleri ve ekspresyonu değişmeyen 

temel genler de dâhil olmak üzere tekrarlayan DNA yapısından oluştuğu bildirilmiş 

(Li ve ark., 2005), bu genlerden bazılarının (F57, hspX, ISMav2, ISMpa1, ISMap02, 

IS900, IS1311) moleküler araştırmalarda hedef bölge olarak kullanıldığı rapor 

edilmiştir (Bölske ve Herthnek, 2010; Paustian ve ark., 2010). Karşılaştırılan Map 

genomlarının nükleotid dizilimlerinde farklılıklar belirlenmiş ve bu farklılıkların yer 

değiştirebilen genetik elementler ile ilişkili olduğu ve yerleştikleri bölgelerde büyük 

polimorfizmlere yol açtıkları rapor edilmiştir (Paustian ve ark., 2010; Stevenson, 



10 
 

2015). İnsersiyon, delesyon, inversiyon, translokasyon ve duplikasyon şeklindeki 

polimorfizmlerin izolatların genotip yapılarında önemli değişikliklere neden olduğu 

belirtilmiştir (Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015). Map’in K-10 ve S397 

suşlarının IS1311, IS900, ISMav2, IS_MAP02, IS_MAP04 ve REP13E12'nin 

homologları da dâhil toplam 58 kopyadan oluşan 19 farklı IS içerdiği açıklanmıştır 

(Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015). IS’larının genler arasına girerek 

minimum düzeyde değişikliklere yol açabileceği gibi düzenleyen veya kodlayan gen 

bölgelerinin de içine girebileceği ve böylece genin işlevini bozabileceği bildirilmiştir 

(Stevenson, 2015). Nükleotid dizilimlerinde spontan mutasyonlara bağlı değişiklik 

olabileceği gibi mikroorganizmanın ultraviyole (UV) ışığı gibi çevresel faktörlere 

maruz kalmasının da mutasyonlara yol açabileceği belirtilmiştir (Stevenson, 2015).  

IS900 restriksiyon parça uzunluğu polimorfizmi (restriction fragment length 

polymorphism, RFLP) ve IS1311 polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon enzim 

analizi (PZR-REA) kullanılarak Map suşları tip 1, tip 2 ve tip 3 olarak sınıflandırılmış 

ve tip 1 (S, koyun suşu) ve tip 3’ün (intermediate suş) koyunları, tip 2’nin ise (C, sığır 

suşu) sığırları enfekte ettiği açıklanmıştır (Marsh ve ark., 1999; Möbius ve ark., 2015). 

Bizonlardan izole edilen bir başka Map suşu (B tipi) tanımlanmış (Sohal ve ark., 2010; 

Whittington ve ark., 2001) ve Hindistan'da izole edilen B tipinin ABD’de izole 

edilenlerden farklı olduğu rapor edilmiştir (Sevilla ve ark., 2005). Tekrarlayan 

dizilerden S ve C suşlarını ayırt etmek için yararlanılmış olmasına rağmen (Bannantine 

ve ark., 2012; Stevenson, 2015), IS elementlerinin S veya C tipine spesifik olduğuna 

dair henüz bir kanıt bulunamadığı (Bannantine ve ark., 2012; Stevenson, 2015) ve 

IS900’ün kopya sayısının C tipi suşlar arasında bile farklılık gösterdiği (Green ve ark., 

1989) rapor edilmiştir. Genotipik farklılıkların yanı sıra, sığır ve koyun tiplerinin 

pigment özelliği, üreme hızı, demir kullanımı ve sitokinleri indükleyebilme gibi farklı 

fenotipik özellikleri ile birbirinden ayrılabileceği ileri sürülmüştür (Janagama ve ark., 

2006; Janagama ve ark., 2010; Whittington ve ark., 2011). C tipi suşun S tipi suşa göre 

daha hızlı ürediği ve inkübasyondan sonra 6-12 haftada kolonilerin gözlendiği, S 

tipinin ise daha yavaş ürediği, pigmentli kolonilerin ancak 16 haftadan sonra 

görüldüğü bildirilmiştir (Juste ve ark., 1991).  
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2.3. Epidemiyoloji 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in sığır, koyun, keçi, bizon, 

beyaz kuyruklu geyik, Kanada geyiği, alpaka, lama, deve, manda ve dağ keçisi gibi 

evcil veya yabani ruminantlarda ve tavşan, tilki, maymun, porsuk, çakal, kuş, kedi, 

rakun gibi ruminant olmayan türlerde hastalığa neden olduğu bildirilmiştir (Arsenault 

ve ark., 2014; OIE, 2008; OIE, 2018).  

Genetik faktörlere bağlı olarak hayvan ırkları arasında hastalığa karşı direncin 

farklı olabileceği ileri sürülmüştür (Djønne, 2010; Hickey ve ark.; 2003; Kirkpatrick, 

2010). Sığır ırkları arasında önemli fark bulunduğu rapor edilmesine rağmen 

(Kirkpatrick, 2010), genetik yatkınlık henüz tam ortaya konulamamıştır (Clarke, 1997; 

Wadhwa ve ark., 2013). Hickey ve ark. (2003), 2348 Romney ve 1297 Merinos ırkı 

koyunun nekropsi kayıtlarını incelemiş ve hastalığın görülme oranının Merinos 

koyunlarında (%4,78) Romney koyunlarından (%3,49) daha yüksek olduğunu 

belirtmiştir. Toll-benzeri reseptör (toll-like receptor, TLR), büyük doku uyuşum 

kompleksi (major histocompatibility complex, MHC), interlöykin-10Rα (IL-10Rα), 

interferon-gamaR2 (IFN-γR2), IL-12Rβ1, IL-12Rβ2, IL-23R gibi bazı genlerin 

genetik direnç/duyarlılık ile ilişkili olabileceği belirtilmiş olmasına rağmen, Jersey ve 

Holstein ırkı sığırlarda IFN-γ, IL-12, IL-23 genlerinin ekspresyonunda önemli bir fark 

saptanamamıştır (Mallikarjunappa, 2013). Singh ve ark. (2012) ise Jamunapari 

keçilerinin MHC-II moleküllerindeki polimorfizmin paratüberküloza karşı direnç ve 

duyarlılıkla ilişkili olabileceğini belirtmiştir.  

Neonatal dönemde veya 6 aydan küçük yaşta olan buzağıların paratüberküloza 

oldukça duyarlı oldukları belirtilmiştir (Windsor ve Whittington, 2010). Enfekte 

hayvanın kolostrum ve sütünü tüketen veya Map içeren dışkı ile bulaşık süt veya yemle 

beslenen buzağıların fekal-oral yolla enfekte olabileceği bildirilmiştir (OIE, 2008; 

OIE, 2018; Sohal ve ark., 2008; Whittington ve ark., 2004; Whittington ve Windsor, 

2009). Antikorlara bağlanarak antikorların Fc reseptörleri vasıtasıyla hücreye girebilen 

bazı viruslarda olduğu gibi etkenin kolostrumda bulunan Map’e spesifik antikorlar 

aracılığıyla yavruları enfekte edebileceği ileri sürülmüştür (Arsenault ve ark., 2014). 

Fetus, uterus, plasenta, erkek genital organları, sperma ve hatta dondurulmuş 
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spermadan Map’in izole edilmiş olmasının vertikal bulaşmaya işaret kabul 

edilebileceği belirtilmiştir (Ayele ve ark., 2004; Maroudam ve ark., 2015; Whittington 

ve Windsor, 2009). Solunum yolu ile bulaşma Corner ve ark. (2004) tarafından rapor 

edilmiş ve kurumuş dışkıdan etrafa yayılan toz parçacıkları veya su damlacıkları ile 

hayvanların etkeni alabilecekleri ileri sürülmüştür (Corner ve ark., 2004; Eisenberg ve 

ark., 2011). Sorge ve ark. (2013) ise etkeni sığır salyasında tespit etmiştir. Ancak gerek 

direkt aerosol (Corner ve ark., 2004; Eisenberg ve ark., 2011) ve gerekse salya 

aracılığıyla bulaşmanın (Sorge ve ark., 2013) başka çalışmalarla da desteklenmesi 

gerektiği açıklanmıştır. 

İlerleyen yaşla birlikte sığırların paratüberküloza karşı dirençli hale geldikleri 

belirtilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Rankin, 1962). Yeni doğanlarda minimal 

enfektif dozun yetişkinlere oranla daha düşük olabileceği bildirilmiştir (Djønne, 2010). 

Genç hayvanlarda düşük rumen pH’sının duyarlılığı arttırabileceği, ruminant 

olgunlaştıkça rumen pH’sının artması ile birlikte enfeksiyona karşı direnç 

gelişebileceği belirtilmiştir (Richards, 1989). Bununla birlikte, ergin hayvanların 

yüksek Map yüküne sahip bir çevreyle karşılaştıklarında enfekte olma olasılıklarının 

bulunduğu da ileri sürülmüştür (Rankin, 1962). Dışkı ile atılım özellikle enfeksiyonun 

subklinik (104 koloni oluşturan birim (kob)/g dışkı) ve klinik (106-8 kob/g dışkı) 

aşamalarında olmaktadır (White ve ark., 2010; Whitlock ve ark., 2005; Whittington ve 

ark., 2000). Dışkı ile çevreye yayılan etken dış ortamda uzun süre canlı kalmaktadır 

(White ve ark., 2010). Nispeten kalın olan hücre duvarı olumsuz çevre koşullarına 

karşı korunma sağlamakta ve etken toprak veya suda uzun süre üremeden canlı 

kalabilmektedir (White ve ark., 2010). Ayrıca Lamont ve ark. (2012), Map'in spor 

benzeri yapı oluşturduğunu ve böylece çevrede daha uzun süre canlı kalabildiğini ileri 

sürmüştür. Map'in gübre, toprak ve musluk suyunda sırasıyla 9, 11 ve 17 aya kadar 

yaşayabildiği (Gay ve Sherman, 1992), kontamine topraktan 12 aya kadar izole 

edilebildiği (Rowe ve Grant, 2006) ve gölgede 55 haftaya kadar canlı kalabildiği, 

ancak güneş ışığı ve sıcağa maruz kaldıkça canlı kalma süresinin azaldığı (Whittington 

ve ark., 2004) rapor edilmiştir. Ayrıca, kontamine topraklardaki çimlerden de izole 

edilmiş ve etkenin toprak yüzeyine tutunma eğiliminde olabileceği düşünülmüştür 

(Salgado ve ark., 2011; Whittington ve ark., 2004). Bu nedenle toprak yüzeyi ve 
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meralar duyarlı hayvanlar için rezervuar ve bulaşma kaynağı olarak kabul edilmiştir 

(Grant, 2010). Diğer taraftan toprak pH'sının da hastalıkla ilişkili olduğu ve özellikle 

asidik toprağa sahip bölgelerde klinik paratüberküloz prevalansının daha yüksek 

oranda saptandığı bildirilmiştir (Dhan ve ark., 2009; Richards, 1989). 

Serbest yaşayan amiplerde etkenin varlığı bildirilmiş ve su kaynaklı bulaşmada 

önemli rol oynayabilecekleri ileri sürülmüştür (Grant, 2010; White ve ark., 2010). 

Map’in içme sularında bulunabileceği gibi (Manning ve Collins, 2010a) beton, plastik, 

galvazinli veya paslanmaz çelik suluklarda biyofilm oluşturabildiği (Cook ve ark., 

2010) de açıklanmıştır. Kontamine dışkı ile temas eden ruminant dışındaki hayvanlar 

ile insektlerin hastalığın yayılmasında vektör olarak görev yapabilecekleri (White ve 

ark., 2010) ve özellikle yabani tavşanların hastalık etkenini yakın çevredeki çiftliklere 

taşıyarak hastalığın yayılmasında rol oynayabilecekleri belirtilmiştir (Djønne, 2010). 

Etken solucan ve böcek larvalarında tespit edilmiş (Whittington ve ark., 2001), böcek 

ve sineklerin dışkıdan Map’i alarak yakın temas ile hayvanlara taşıyabilecekleri 

açıklanmıştır (Fischer ve ark., 2006).  

Ruminant paratüberkülozu ile insanların Crohn hastalığında görülen klinik 

bulgular ile ince bağırsaklardaki histopatolojik lezyonların büyük oranda benzerlik 

gösterdiği bildirilmiş (McNees ve ark., 2015; Naser ve ark., 2014) ve Crohn hastalığı 

olan insanların %50-100'ünden Map’in izole edilebileceği veya PZR ile DNA’sının 

tespit edilebileceği ileri sürülmüştür (Naser ve ark., 2014). Nitekim birçok araştırmacı 

tarafından Crohn hastalığı olgularından Map’in izole edildiği (Chiodini ve ark., 2012; 

Windsor, 2015) veya moleküler olarak Map DNA’sının (Chiodini ve ark., 2012; Green 

ve ark., 1989; Kanazawa ve ark., 1999; Naser ve ark., 2014) tespit edildiği bildirilerek, 

Map'in Crohn hastalığının etiyolojik ajanı olabileceği varsayılmıştır. Diğer taraftan 

klinik bulgu gösteren insanlar ile hayvanlardan izole edilen Map izolatlarının tüm 

genom sekansları karşılaştırılmış ve benzer bulunarak enfeksiyonun zoonoz 

olabileceği ileri sürülmüştür (Wynne ve ark., 2011). Ayrıca enfekte hayvanların 

dışkılarının yanı sıra sütleri ile de etkeni çıkardıkları tespit edilmiş ve enfekte 

hayvanlardan elde edilen süt ve bu sütler ile hazırlanan ürünlerin insanlar için 

potansiyel bir bulaşma kaynağı olabileceği bildirilmiştir (Chiodini ve ark., 2012; Naser 

ve ark., 2014; OIE, 2008; OIE, 2018; Wynne ve ark., 2011). 
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Hollanda'da 1805 ve İngiltere’de ise 1829 yılında sığırlarda aşırı zayıflık ile 

birlikte kronik ishal vakaları rapor edilmiş olmasına rağmen, paratüberkülozun ilk kez 

1895 yılında Johne ve Frothingham tarafından tanımlandığı ve takip eden yıllarda 

Hollanda, Danimarka, Fransa, Norveç, İngiltere, ABD, Belçika ve İsviçre gibi birçok 

ülkede tespit edildiği bildirilmiştir (Barkema ve ark., 2010). Enfeksiyonun ruminant 

popülasyonuna sahip tüm kıtalarda bildirildiği (Nielsen ve Toft, 2009) ve hiçbir ülke 

veya bölgenin hastalıktan ari olduğuna dair veri bulunmadığı açıklanmıştır (Manning 

ve Collins, 2010a; Nielsen ve Toft, 2009). Norveç ve İsveç gibi ülkelerde sığırların 

enfeksiyondan ari olduğu ileri sürülmesine rağmen, her iki ülkede de pozitif vakaların 

saptandığı belirtilmiştir (Barkema ve ark., 2010). Avrupa ve Kuzey Amerika'daki sığır 

sürülerinin tahminen %50'sinden fazlasının enfekte olduğu ve bu nedenle 

paratüberkülozun endemik bir hastalık olarak kabul edilmesi gerektiği ileri 

sürülmüştür (Nielsen ve Toft, 2009). Hastalığın endemik seyrettiği ülkelerden çok 

sayıda süt ineğinin ihraç edildiği dikkate alındığında, oranlar farklılık gösterse bile her 

ülkede enfeksiyonunun mevcut olmasının olasılık dahilinde olduğu açıklanmıştır 

(Barkema ve ark., 2010). 1990'ların başında süt endüstrisinde önemli yere sahip 

ülkelerde sığırlar için sürü düzeyinde prevalans yaklaşık %10 olarak hesaplanmıştır 

(Barkema ve ark., 2010). Daha sonraki yıllarda Almanya (Böttcher ve Gangl, 2004), 

Fransa (Nielsen ve Toft, 2009), Belçika (Boelaert ve ark., 2000), Hollanda (Muskens 

ve ark., 2000), Danimarka (Nielsen ve Toft, 2009), İtalya (Sechi ve ark., 2013), İrlanda 

(Good ve ark., 2009), İngiltere (Cetinkaya ve ark., 1998), Kanada (Tiwarii ve ark., 

2009) ve ABD (Wells ve Wagner, 2000) gibi ülkelerde prevalansın %17-74 arasında 

değiştiği rapor edilmiştir. Günümüzde hastalık için öngörülen seroprevalansın dünya 

çapında %15 ile %78, Avrupa ülkelerinde ise %0 ile %75 arasında değişebileceği ileri 

sürülmüştür (Fernández-Silva ve ark., 2014; Nielsen ve Toft, 2009). Nielsen ve Toft 

(2009), Map enfeksiyonu için mevcut prevalans çalışmalarında genellikle kullanılan 

testin sensitivite ve spesifitesi dikkate alınmadığından elde edilen sonuçların görünen 

prevalans değerlerini verdiğini belirtmiş ve Avrupa ülkelerinde yapılan prevalans 

çalışmalarını kapsamlı bir şekilde değerlendirerek sığırlarda sürü düzeyinde görünen 

prevalansın %3 ile %68 arasında değiştiğini hesaplamıştır. Kullanılan testin sensitivite 

ve spesifitesi dikkate alınarak sığırlarda sürü düzeyinde gerçek prevalansın 
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araştırıldığı bazı çalışmalarda oranlar ABD için %91 (Lombard ve ark., 2013), 

Danimarka için ise %70 (Nielsen ve ark., 2000) olarak rapor edilmiştir. 

Küçük ruminantlarda paratüberkülozun varlığı; Fas (Benazzi ve ark., 1996), 

Hindistan (Bhat ve ark., 2018), Türkiye (Buyuk ve ark., 2014; Celik ve Turutoglu, 

2017; Hakioglu, 1968), Avustralya, Avusturya, İsviçre, Fransa, Yunanistan, Norveç, 

Hırvatistan (Djønne, 2010; Nielsen ve Toft, 2009), İspanya (Sevilla ve ark., 2002), 

Portekiz (Coelho ve ark., 2008b), Slovenya (Ocepek ve ark., 2002), Kanada (Arsenault 

ve ark., 2003), ABD (Robbe-Austerman ve ark., 2006a,b), Yeni Zelanda (Verdugo 

2013) ve Şili (Salgado ve ark., 2007) dâhil olmak üzere birçok ülkede bildirilmiştir. 

Koyunlarda paratüberkülozun Kuzey ve Güney Amerika, Avustralya, Orta Doğu, 

Asya, Afrika ve Avrupa ülkelerinde görüldüğü belirtilmiştir (Barkema ve ark., 2010). 

Koyunlar için yüksek sensitivite ve spesifiteye sahip tanı testlerinin olmayışı ve 

koyunun değerine kıyasla hastalık teşhisinin yüksek maliyet gerektirmesi gibi 

nedenlere bağlı olarak koyunlarda paratüberküloz prevalansı yeterince araştırılmamış 

ve sığırlarda olduğu gibi dünya genelinde değerlendirilememiştir (Barkema ve ark., 

2010). Bununla birlikte, koyunlarda prevalansın ülke veya coğrafik bölgeye göre 

farklılık göstermekle birlikte %2 ile %32 arasında değişebileceği ifade edilmiştir 

(Begg ve Whittington, 2010; Nielsen ve Toft, 2009). Sürü prevalansı küçük 

ruminantlar için Slovenya’da %11,6 (Ocepek ve ark., 2002), Hindistan’nın Keşmir 

Vadisi’nde %31,5 (Bhat ve ark., 2018) ve Avustralya'da %2,4-%4,4 arasında (Begg ve 

Whittington, 2010) belirlenmiştir. Ancak Avusturalya’da koyun sürüsünün bulunduğu 

bölgeye göre prevalansın önemli ölçüde değiştiği ve özellikle Yeni Güney Galler 

bölgesinde genel olarak %6-10 olmasına rağmen, bazı yerlerde %29-%39’a kadar 

yükseldiği açıklanmıştır (Begg ve Whittington, 2010). Tahmini bireysel prevalans 

koyunlarda Kanada’da %3 (Arsenault ve ark., 2003), İspanya'da %8-10 (Sevilla ve 

ark., 2002), koyun ve keçilerde Slovenya’da %3,5 (Ocepek ve ark., 2002), Latin 

Amerika ve Karayip ülkelerinde ise %16 (Fernández-Silva ve ark., 2014) olarak 

belirlenmiştir. Coelho ve ark. (2007, 2008b), Portekiz’de hastalığın tahmini bireysel 

prevalansını ELISA ve PZR ile araştırdıkları çalışmalarında oranların sırasıyla %6,4 

ile %15,4 arasında değiştiğini bildirmiştir. Kullanılan testlerin sensitivite ve 

spesifitelerini dikkate alan Nielsen ve Toft (2009), sürü düzeyinde prevalansın 
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İsviçre’de %24, İspanya'da %29 olacağını ileri sürmüştür. Sürü düzeyinde gerçek 

prevalans oranları Yeni Zelanda'da %75, (Verdugo, 2013), İtalya’da %73,7 (Rita ve 

ark., 2011), Portekiz’de %46,7 (Coelho ve ark., 2007), Kıbrıs'ta %52 (Liapi ve ark., 

2011) ve Kanada’da %66,8 (Bauman ve ark., 2016b) olarak bildirilmiştir. Koyunlarda 

sürü içi prevalans konusu ayrıntılı olarak incelenmemiş olmakla beraber Güney 

Amerika’da %2,3 veya altında (Giannitti ve ark., 2018), Kanada’da ise %48 (Bauman 

ve ark., 2016b) olarak hesaplandığı bildirilmiştir. Sürü içi prevalansın yüksek olduğu 

sürülerde ölüm oranının yıllık %5-%15 arasında olacağı (Reddacliff ve ark., 2006) ve 

ölüm oranı %6,2 ile %7,8 arasında olan çiftliklerde ise yaklaşık %6,4-%8,5 oranında 

yıllık ekonomik kayıp gözleneceği ifade edilmiştir (Bush ve ark., 2006).  

Keçilerde yapılan çalışmalarda; paratüberkülozun bireysel prevalansı Şili’de 

%9,1 ile %14,6 arasında (Kruze ve ark., 2006; Salgado ve ark., 2007), Suudi 

Arabistan’da %1,11 (Al-Dubaib ve Mahmoud, 2008), Latin Amerika ve Karayip 

ülkelerinde ise %3,7 (Fernández-Silva ve ark., 2014) olarak bildirilmiştir. Keçilerde 

sürü prevalansı Hindistan’nın Keşmir Vadisi’nde %35,7 (Bhat ve ark., 2018) olarak 

belirlenirken, ABD’nin Missouri eyaletinde bireysel, sürü-içi ve sürüler-arası görünen 

prevalans sırasıyla %1,9; %2 ve %36 olarak saptanmış, hastalığın gerçek prevalansı 

ise sırasıyla %1,4; %3 ve %54,7 olarak hesaplanmıştır (Pithua ve Kollias, 2012). 

Türkiye’de ise paratüberkülozun ilk kez 1928 yılında Sezginer tarafından 

sığırlarda teşhis edildiği ve 1932 yılında da Akçay ve Erbil tarafından patolojisine 

yönelik incelemeler yapıldığı belirtilmiştir (Alibaşoğlu ve ark., 1969; Alibaşoğlu ve 

ark., 1973). Koyunlarda hastalık ilk kez 1968 yılında Hakioğlu (1968), keçilerde ise 

1973 yılında Alibaşoğlu ve ark. (1973) tarafından bildirilmiştir. Daha sonraki yıllarda 

sığır, koyun ve keçilerde hastalığın teşhisi üzerine birçok araştırma yapılmıştır 

(Alibaşoğlu ve ark., 1973, Atala ve Akçay, 2001; Aydogan ve ark., 2013; Celik ve 

Turutoglu, 2017; Cetinkaya ve ark., 2000; Vural ve Atala, 1988). Hastalığın prevalansı 

üzerine çalışmalar genellikle sığırlara yönelik olarak yapılmış (Atala ve Akçay, 2001; 

Celik ve Turutoglu, 2017; Cetinkaya ve ark., 2000; Gumussoy ve ark., 2015; Ikiz ve 

ark., 2005; Makav ve Gokce, 2013; Vural ve Atala, 1988; Yıldırım ve Civelek, 2013) 

ve Türkiye genelinde sığırlarda bireysel prevalansın %2,3 ile %8 arasında değiştiği 

açıklanmıştır (Atala ve Akçay, 2001; Cetinkaya ve ark., 2000; Makav ve Gokce, 2013; 
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Ozturk ve ark., 2010; Vural ve Atala, 1988). Atala ve Akçay (2001), Türkiye genelinde 

sığırlarda paratüberküloz prevalansını %4,6 olarak tespit etmiş olmalarına rağmen, 

Nielsen ve Toft (2009), 1990-2007 yılları arasında Avrupa’da sığırlar üzerinde 

yapılmış çalışma sonuçlarını testlerin sensitivitelerini dikkate alarak 

değerlendirdiklerinde Türkiye’de gerçek prevalansın %20 olacağını ileri sürmüştür. 

Sığırlarda hastalığın bireysel ve sürü prevalansı sırasıyla Burdur ilinde %6,2 ve %58,3 

(Ozturk ve ark., 2010), Kars ilinde ise %3,5 ve %41,6 (Makav ve Gokce, 2013) olarak 

açıklanmıştır. Ayrıca sığırlarda prevalans oranları Amasya ve Samsun’da 2012, 2013 

ve 2014 yıllarında sırasıyla %2,4; %21,5 ve %50 (Tutuncu ve ark., 2018), Afyon’da 

%31,8 (Borum ve ark., 2014) ve Manisa’da %21,72 (Berberoglu ve Civelek, 2016) 

olarak bildirilmiştir. Serolojik çalışmaların yanı sıra sığırlarda etkenin teşhisine 

yönelik çalışmalar da yapılmıştır. Elazığ ilinde 500 inek süt örneğinin %3,4’ünde 

etken izole edilirken, %5’inde PZR ile pozitiflik saptanmış (Cetinkaya ve ark., 2000), 

Uşak ilinde ise PZR ile 200 gaita örneğinin %20’si, süt örneklerinin ise %17,5’i pozitif 

olarak tespit edilmiştir (Yıldırım ve Civelek, 2013). Bununla birlikte Batı Anadolu ve 

Trakya’da sığırlardan alınan gaita ve süt örneklerinde PZR ile etkene spesifik DNA’ya 

rastlanmadığı rapor edilmiştir (Ikiz ve ark., 2005; Ozpınar ve ark., 2015). Koyunlarda 

ise hastalığın seroprevalansı konusunda sadece iki çalışmaya rastlanmıştır (Buyuk ve 

ark., 2014; Celik ve Turutoglu, 2017). Kars ilinde bireysel, sürü-içi ve sürüler-arası 

görünen prevalans sırasıyla %6,2; %10,2 ve %57,7 olarak saptanmış, hastalığın gerçek 

prevalansı ise sırasıyla %8,3; %14,6 ve %90 olarak hesaplanmıştır (Buyuk ve ark., 

2014). Burdur ilinde ise bireysel, sürü-içi ve sürüler-arası görünen ve gerçek prevalans 

oranları sırasıyla koyunlarda %48-%100, %48-%100, %100-%100, keçilerde ise %24-

%35,9; %25,7-%38,6; %93,3-%100 olarak rapor edilmiştir (Celik ve Turutoglu, 

2017). 

2.4. İmmunite ve Patogenez 

Ruminantlarda Map’in en önemli giriş yolu sindirim kanalı olup, mukozal 

yüzeylerden bakterinin vücuda girişi enfeksiyonun şekillenmesi için ilk adımdır 

(Stabel, 2010). Konakçı tarafından sindirim yoluyla alınan etken bağırsak ile ilişkili 

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

tarafından fagosite edilir. Map için ilk hedef özel bir epitel hücresi olan M hücreleridir 
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ve bu hücreler lenfatik sisteme girişte kapı görevi görmektedir (Sohal ve ark., 2008; 

Stabel, 2010). Ayrıca Map’in enterositler aracılığıyla da intestinal mukozaya girdiği 

ve dentritik hücreler (DC) ile intestinal lümenden lenf düğümlerine göç ettiği rapor 

edilmiştir (Stabel, 2010). Map basillerinin intestinal epitelyal katmanı geçtikten sonra 

subepitelyal ve intraepitelyal makrofajlar veya DC’ler tarafından sindirildiği 

açıklanmıştır (Singh ve ark., 2013a; Stabel, 2010). Endositozda görevli fagositik 

hücrelerin üzerinde Map’in moleküler yapılarını (pathogen associated molecular 

patterns, PAMP) tanıyan reseptörlerin (pattern-recognition receptors, PRR) 

bulunduğu ve Map’i bağlamada görevli bu PRR’ler arasında komplement, mannoz, β-

integrin, Fcγ, transferrin ve bazı TLR’ler ile sürfaktan proteinleri ve mannoz bağlayan 

lektinlerin yer aldığı bildirilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Sohal ve ark., 2008).  

2.4.1. Doğal Bağışıklık 

Mikobakterilerin öldürülmesinde en önemli doğal direnç mekanizmasının 

makrofaj aktivasyonu olduğu bildirilmiştir (Sohal ve ark., 2008). PRR’lerin 

PAMP’ları bağlayarak hücrelerarası sinyal yollarını aktive ettiği ve böylece immun 

sistem hücrelerinin yangıyı uyaran molekülleri salgılamasına yol açtığı açıklanmıştır 

(Tizard, 2009). Makrofaj aktivasyonunun etken ile makrofaj ve DC'ler üzerinde 

mevcut olan başta TLR'ler olmak üzere makrofaj yüzey reseptörlerinin birleşmesine 

bağlı olduğu ileri sürülmüştür (Tizard, 2009). Lipopolisakkaritleri tanıyan TLR’ler 

tarafından aktive olan monosit ve makrofaj gibi mononüklear fagositler tarafından 

bakterinin sindirildiği, hücre içinde ise otofaji uyarılarak antimikrobiyal peptidler, 

reaktif oksijen/nitrojen ara ürünleri aracılığı ile mikroorganizmanın öldürüldüğü 

açıklanmıştır (Woo ve Czuprynski, 2008). Bununla birlikte hücre içi bir bakteri olan 

Map’in, makrofajlar içinde hayatta kalmak için farklı mekanizmalar kullandığı 

bildirilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark., 

2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Map’in konakçı immun sistemi tarafından 

tanınmasını engellemek için makrofajlarda normal fagozom olgunlaşmasını 

engellediği ve apoptozisi önleyerek makrofajların mikrobisidal etkisinden kurtulduğu 

ve böylece bu hücrelerin içinde uzun süre yaşayabildiği bildirilmiştir (Arsenault ve 

ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; 

Stabel, 2010). Makrofaj ve fagositik lökositlerde doğal direncin esas mekanizmasını 
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fagozomun bakterisidal fagolizozoma dönüşmesi oluşturmaktadır (Esen, 2005). 

Map’in fagozom membranını etkileyerek fagozomun olgunlaşmasını ve fagozom 

lizozom füzyonunu direk olarak engellediği açıklanmıştır (Arsenault ve ark., 2014; 

Clarke, 1997; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). 

Ayrıca bakterinin makrofaj içinde canlı kalabilmek için fagozom asitleşmesini 

engellediği, MHC molekülünün ekspresyonunu azalttığı ve sinyal iletim yollarını 

etkilediği de rapor edilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Pieters, 2001; 

Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Alzuherri ve ark. (1997), Map 

ile enfekte koyun makrofajlarının yüzeyinde MHC sınıf II moleküllerinin üretiminin 

azaldığını ve bu sayede Map’in hücre içinde yaşayarak enfeksiyonun kalıcı hale 

geldiğini ileri sürmüş, daha sonra yapılan çalışmalar (Berger ve Griffin, 2006; Weiss 

ve ark., 2004) bu görüşü desteklemiştir.  

2.4.2. Kazanılmış Bağışıklık 

2.4.2.1. Erken Evre 

Enfeksiyonun erken evresinde gelişen hücresel immun yanıtın çok önemli 

olduğu bildirilmiştir (Begg ve ark., 2011; Pieters, 2001; Singh ve ark., 2013a). Bu 

evrede aktive olan makrofajlar tarafından IL-1, tümör nekrozis faktör-α (TNF-α) ve 

IL-12 gibi sitokinlerin üretildiği, bu sitokinlerin yanı sıra IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi diğer 

sitokinlerin düzeyinde de artış gözlendiği (Coussens ve ark., 2004; Sohal ve ark., 2008; 

Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013; Weiss ve ark., 2004) rapor edilmiştir. 

Paratüberkülozun erken aşamasında CD4+T hücrelerinin çok önemli rol oynadığı 

açıklanmıştır (Baquero ve Plattner, 2016; Clarke, 1997; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 

2013). Map’in makrofajlar tarafından hücre içine alınıp işlendikten sonra MHC sınıf-

II antijenleri ile makrofaj yüzeyinden sunulması ile birlikte IL-1 düzeyinin arttığı ve 

üretilen IL-1 aracılığıyla CD4+T hücreleri aktive olarak hücresel immun yanıtın 

başladığı belirtilmiştir (Baquero ve Plattner, 2016; Clarke, 1997; Sohal ve ark., 2008; 

Stabel, 2010). Aktive olan T hücreleri de IL-2 üreterek gerek CD4+ yardımcı (Th) ve 

gerekse CD8+ sitotoksik T (Tc) hücrelerinin klonal çoğalmasına yol açtığı 

belirtilmiştir (Baquero ve Plattner, 2016; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010).  
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Aktive olan makrofajlar tarafından CD4+T hücrelerini enfeksiyon bölgesine 

toplayan IL-12 ve bazı kemokinlerin salgılandığı, intrasellüler yerleşmiş Map’e karşı 

hücresel immun yanıtı aktive etmede görevli CD4+T hücrelerinin Th1 veya Th2 

şeklinde alt tiplerine dönüştüğü, Th1 hücrelerinin aktive olması ile IFN-γ, IL-2 ve 

TNF-α sentezinin gerçekleştiği bildirilmiştir (Clarke, 1997; Sohal ve ark., 2008; 

Stabel, 2010). Gerek doğal veya gerekse deneysel enfekte hayvanlarda hastalığın erken 

veya subklinik evresinde baskın olan IFN-γ’nın Th1 aracılığıyla gelişen immun yanıtta 

rol oynayan ana sitokin olduğu yapılan çalışmalarda ortaya konulmuştur (Coussens ve 

ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 

2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011). Sentezlenen IFN-γ’nın makrofajlara IL-12 

salgılanması ve yangısal değişikliklerin gelişmesini teşvik etmek üzere etki ettiği 

bildirilmiştir (Clarke, 1997; Stabel, 2010). Diğer taraftan B hücrelerinin de CD4+T 

hücrelerine antijen sunarak daha fazla IFN-γ sentezlenmesini sağladığı belirtilmiştir 

(Wadhwa ve ark., 2013). IFN-γ’nın T hücreleri ile makrofajların aktivasyonunun yanı 

sıra DC matürasyonunda, MHC sınıf I ve II moleküllerinin üretiminde ve makrofajlar 

tarafından azot ve reaktif oksijenin üretilmesinde önemli bir rol oynadığı rapor 

edilmiştir (Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 

2008). Mikobakteriyel enfeksiyonlarda CD4+T hücreleri IFN-γ’nın birincil kaynağı 

gibi görülmesine rağmen, CD8+T ve gama-delta T (γδT) hücrelerinin de IFN-γ ürettiği 

bildirilmiş (Baquero ve Plattner, 2016; de Almeida ve ark., 2008; Sohal ve ark., 2008; 

Wadhwa ve ark., 2013), ancak Map antijenlerine karşı γδT hücreleri tarafından 

salgılanan IFN-γ miktarının CD4+T veya CD8+T hücreleri tarafından üretilen 

miktarlardan daha düşük düzeyde olduğu ileri sürülmüştür (Lybeck ve ark., 2013; 

Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). Özellikle 6 aylıktan küçük 

ruminantlarda baskın olan γδT hücrelerinin paratüberkülozun erken aşamasında 

önemli rol oynadıkları ileri sürülmüştür (Baquero ve Plattner, 2016; de Almeida ve 

ark., 2008; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Genç 

ruminantların gastrointestinal kanalında γδT hücrelerinin daha fazla bulunduğu ve bu 

hücrelerin enterik etkenlerin invazyonuna karşı mukozal bağışıklıkta rol 

oynayabilecekleri açıklanmıştır (Begg ve Whittington, 2010). Deneysel bir çalışmada 

(Plattner ve ark., 2009), canlı Map içeren inokülum verilen buzağılarda γδT 

hücrelerinin hastalığın erken döneminde enfeksiyon bölgesine göç ettikleri 
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gösterilmiştir. Map'e maruz kalan kuzuların GALT’unda γδT hücrelerinde artış 

saptandığı ve çok sayıda bakteri içeren lezyonların bulunduğu koyunlarda ise CD4+T 

hücrelerinin sayısı azalırken, γδT hücrelerinin aynı sayıda kaldığı açıklanmıştır (Begg 

ve Whittington, 2010; Clarke, 1997). IFN-γ ile uyarılan makrofajlar tarafından 

üretilerek vücut sıvılarına salınan bir sitokin olan NP ise hücresel immunitenin bir 

göstergesi olarak kabul edilmiş ve NP konsantrasyonunun vücut sıvılarındaki IFN-γ 

varlığını gösterebileceği ileri sürülmüştür (Maroudam ve ark., 2015; Yeğen, 2004). 

Bununla birlikte Map ile enfekte ve enfekte olmayan sığırlarda IFN-γ ve NP düzeyleri 

arasında bir korelasyon saptanmadığı bildirilmiş ve Map enfeksiyonunda NP’nin 

rolünün açıklanabilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğuna işaret edilmiştir 

(Mikkelsen, 2011).  

2.4.2.2. Subklinik Evre 

Enfeksiyonun erken evresinde CD4+T hücrelerinin en etkili T hücresi olduğu 

bildirilmiş olmasına rağmen (Clarke, 1997; Stabel, 2010; Stabel ve Robbe-Austerman, 

2011), Stabel ve ark. (2007) enfeksiyonun hem subklinik ve hem de klinik 

aşamasındaki sığırlarda CD4+ ve CD8+T hücrelerinde eşit oranda bir artış 

saptadıklarını rapor etmişlerdir. Bununla birlikte, başlangıçta düşük seviyede olan 

CD8+T hücrelerinin sığırlar enfekte edildikten 18 ay sonra daha aktif hale geldikleri 

ve enfeksiyonun geç döneminde daha etkin bir rol aldıkları açıklanmıştır (Stabel, 

2010).  

Paratüberkülozun bilinen en önemli özelliği ince bağırsağın orta ve alt 

segmentlerinde granülomların oluşmasıdır (Clarke, 1997; Krüger ve ark., 2015; Sing 

ve ark., 2013; Stabel, 2010). γδT hücrelerinin, IFN-γ üretimini arttırarak veya 

makrofajların lezyon bölgesine toplanmasını sağlayarak granülomların oluşumunda 

rol oynadığı ve böylece enfeksiyonu sınırlandırdıkları ileri sürülmüştür (Krüger ve 

ark., 2015; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). Granülomların 

içinde Map içeren makrofaj ve dev hücrelerin bulunduğu ve granülomların etrafının 

CD8+ ve CD4+T hücreleri tarafından çevrelendiği bildirilmiştir (Lybeck ve ark., 

2013; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Bu aşamada γδT hücreleri ve 

CD4+T hücreleri tarafından üretilen TNF-α’nın en önemli sitokin olduğu açıklanmıştır 
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(Koets ve ark., 2015; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). TNF-α’nın 

makrofajları toplayarak enfeksiyonun kontrol altına alınmasına yardımcı olduğu, 

ancak makrofajlar tarafından üretilen IL-10’un CD4+T hücrelerini baskılayarak IFN-

γ üretimini azalttığı ve IFN-γ düzeyinin azalması nedeniyle yeni toplanan 

makrofajlarda Map’in öldürülemediği ve dolayısıyla da makrofajların kalıcı olarak 

enfekte olma eğiliminde olduğu açıklanmıştır (Arsenault ve ark., 2014; Koets ve ark., 

2015; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve ark., 2013). Ayrıca yine 

bu aşamada; sitotoksik T hücre popülasyonundan olan γδT hücreleri CD4+T hücre 

proliferasyonunu baskılarken, CD8+T hücre proliferasyonunun devam ettiği ve 

humoral immun yanıtın sınırlı olduğu belirtilmiştir (Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010). 

γδT ve CD4+T hücrelerinden salınan IFN-γ düzeyi de yeterli olmadığından 

immunglobülin IgG1’in IgG2’ye dönüşemediği ve IgG1 tip yanıtın devam ettiği 

açıklanmıştır (Sohal ve ark., 2008). 

Makrofajlar hücre içinde az sayıda bakteriyi tolere edebilirken, çok sayıda 

Map’in makrofajlar için sitotoksik olması ve apoptozise yol açması nedeniyle etkenin 

makrofajlarda üremesinin engellenmesi gerektiği ileri sürülmüştür (Begg ve 

Whittington, 2010). Berger ve Griffin (2006), sığır ve diğer türlere oranla Map ile 

enfekte koyun makrofajlarında apoptozis görülme oranın daha az ve %10’un altında 

kaldığını rapor etmiştir. TNF-α’nın apoptozisi oldukça güçlü bir şekilde uyardığı 

bildirilmiş olmasına rağmen (Singh ve ark., 2013a; Sohal ve ark., 2008), Map ile 

enfekte koyun makrofajlarında TNF-α üretimi ile apoptozis arasında bir ilişkinin 

gözlenmediği ve apoptozisin şekillenmesinde TNF-α dışında başka faktörlere de 

ihtiyaç duyulabileceği ileri sürülmüştür (Berger ve Griffin, 2006). Diğer taraftan klinik 

ve patolojik herhangi bir bulgu göstermeyen, ancak ileum mukozasının son kısmından 

PZR ile Map tespit edilen koyunlarda TNF-α düzeyi oldukça yüksek saptanmıştır 

(Nalubamba ve ark., 2008; Smeed ve ark., 2007). 

2.4.2.3. Klinik Evre 

Hücresel immun yanıtın baskılanmasına bağlı olarak enfeksiyonunun klinik 

aşamaya geçtiği belirtilmiştir (Sohal ve ark., 2008; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 

2013). Klinik bulguların görülmesiyle birlikte immun yanıtın Th1’den Th2 aracılığıyla 
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gelişen immun yanıta dönüştüğü gözlenmiştir (Coussens ve ark., 2004; Maroudam ve 

ark., 2015; Stabel, 2010). Antikor üreten B hücrelerinin arttığı ve bununla orantılı bir 

şekilde serum antikor düzeylerinin de tespit edilebilir şekilde yükseldiği bildirilmiştir 

(Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). İmmun yanıtın değişimi ile periferal 

mononüklear kan hücrelerinde (PBMC), ileum ve ilgili lenf nodüllerinde IL-10, 

transforme büyüme faktörü-beta (TGF-β), IL-4 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin 

baskın olduğu gözlenmiş (Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh 

ve Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Weiss ve ark., 2005), IL-4 ve IL-10'un 

CD4+Th1 hücreleri tarafından IFN-γ üretilmesini baskıladıkları belirtilmiştir 

(Coussens ve ark., 2004; de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a; 

Magombedze ve ark., 2015; Stabel, 2010; Weiss ve ark., 2005). Mikobakteriyel 

enfeksiyonlarda granülom oluşumuna katkı sağlayan IL-4’ün, koruyucu hücresel 

immun yanıttan etkili olmayan humoral immun yanıta geçiş sırasında düzeyinin arttığı 

ve özellikle klinik evrede IgG1 antikorları ile orantılı bir şekilde yükseldiği 

açıklanmıştır (Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). 

Mikobakteriyel enfeksiyonlarda ve özellikle Map enfeksiyonu sırasında IL-

10’un IL-4’e göre daha önemli bir rol oynadığı bildirilerek, enfekte sığır ve koyunların 

PBMC’lerinden hazırlanan kültürler ile ileum ve ilgili lenf nodüllerinde IL-10 

sentezinin arttığı gözlenmiştir (Coussens ve ark., 2004; Khalifeh ve Stabel, 2004b; 

Smeed ve ark., 2007). IL-10 üretimindeki artışın CD4+T hücre aktivitesini, IFN-γ, 

TNF-α, IL-8, IL-12 gibi sitokinler ile MHC sınıf II molekülleri üretiminin baskılandığı 

tespit edilmiş ve bu immunosupresif aktivitenin Map’in hayatta kalma olasılığını 

arttırdığı ileri sürülmüştür (Khalifeh ve Stabel, 2004a; Khalifeh ve Stabel, 2004b; 

Weiss ve ark., 2005; Weiss ve Souza, 2008). Subklinik enfekte hayvanlardan toplanan 

ve Map ile uyarılan PBMC kültürlerinde de IL-10 üretiminde artış, buna karşılık IFN-

γ düzeyinde azalma gözlenmiştir (de Almeida ve ark., 2008). Diğer taraftan IL-10’un 

nötralize edilmesini takiben Map ile enfekte ve dışarıdan saflaştırılmış Johnin protein 

derivatı ile uyarılmış PBMC kültürlerinde IFN-γ üretiminde artış gözlendiği 

belirtilmiştir (Magombedze ve ark., 2015). Yapılan çalışmalarda; IL-10’un IL-12 

sentezini azaltarak da IFN-γ üretimini baskıladığı (Arsenault ve ark., 2014; de Almeida 

ve ark., 2008; Weiss ve ark., 2005), makrofaj ile DC’ler tarafından antijen sunulmasını 
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engellediği (Weiss ve ark., 2005), Map’in hayatta kalmasını sağladığı (Khalifeh ve 

Stabel, 2004a; Khalifeh ve Stabel, 2004b; Weiss ve Souza, 2008) ve enfeksiyonun 

ilerleyerek klinik aşamaya geçmesine yol açtığı (Magombedze ve ark., 2015) 

sonuçlarına varılmıştır.  

T hücrelerinin bir alt popülasyonu olan ve düzenleyici T hücreleri (regulatory 

T cells, Treg) olarak bilinen Treg hücrelerinin konakçıda mikobakterilere karşı 

gelişecek immun yanıtı baskıladıkları bildirilmiştir (Cope ve ark., 2011; Koets ve ark., 

2015; Stabel, 2010; Wadhwa ve ark., 2013). Subklinik aşamada Map antijenleri ile 

uyarılan Treg hücrelerinin immunosupresif sitokinler olan IL-10 ve TGF-β üretimini 

sağlayarak Map’e karşı gelişecek hücresel yanıtı baskıladıkları ve böylece hastalığın 

subklinik formdan klinik forma dönüştüğü ifade edilmiştir (de Almeida ve ark., 2008; 

Stabel, 2010). Nitekim klinik olarak paratüberkülozlu hayvanların ileum, ileo-sekal ve 

mezenterik lenf düğümlerinde TGF-β ve IL-10’un üretiminde artış gözlenirken, IFN-

γ üretiminde azalma saptanmıştır (Khalifeh ve Stabel, 2004b). Benzer değişiklikler 

Map ile enfekte edilmiş PBMC kültürlerine ekzojen olarak TGF-β ve IL-10 ilave 

edildikten sonra da gözlenmiştir (Khalifeh ve Stabel, 2004a). IFN-γ’nın ortadan 

kaldırılması ve TGF-β’nın aktivasyonu sonucunda Th1 yanıtının Th2 yanıtına 

dönüştüğü saptanmış, ancak gelişen Th2 yanıtının hücre içi mikobakteriyel 

enfeksiyonlarda etkisiz olduğu belirtilmiştir (Stabel, 2010).  

B hücrelerinin rolü tam olarak anlaşılamamış olmasına rağmen, antikor 

üretiminin yanı sıra Map enfeksiyonunun erken döneminde antijen sunan hücreler 

olarak görev yaptıkları ve CD4+Th2 hücrelerinin aktivasyonunda görev aldıkları 

açıklanmıştır (Stabel, 2010). Klinik bulguların görülmesiyle birlikte antikor üreten B 

hücrelerinin arttığı ve bununla orantılı bir şekilde serum antikor düzeylerinin de tespit 

edilebilir şekilde yükseldiği ortaya konulmuştur (Clarke, 1997; Stabel, 2010). 

Paratüberkülozun klinik belirtilerini gösteren ve doğal olarak enfekte olmuş ineklerin, 

sağlıklı kontrol grubu ve subklinik olarak enfekte hayvanlar ile karşılaştırıldığı bir 

çalışmada (Waters ve ark., 1999) da klinik olarak enfekte hayvanların B hücre 

miktarında anlamlı bir artış saptandığı bildirilmiştir. Begg ve Whittington (2010), 

hasta hayvanlara göre hastalığı atlatabilen koyunlarda B hücre sayısının şaşırtıcı bir 
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şekilde daha yüksek olduğuna dikkat çekerek, Th2 aracılığıyla gelişen humoral immun 

yanıtının Map enfeksiyonuna karşı korunmada önemli olabileceğini belirtmiştir. 

2.5. Klinik Belirtiler  

Ruminantlarda paratüberküloz farklı evrelerden oluşmakta ve konakçının 

patolojik durumlara karşı gösterdiği immun yanıta bağlı olarak bu evreler erken, 

subklinik ve klinik enfeksiyon evresi olarak sınıflandırılmaktadır (Clarke, 1997; Singh 

ve ark., 2013a; Wadhwa ve ark., 2013). Hastalığın erken evresi, 2 yaştan küçük ya da 

düşük konsantrasyonda Map basilini sindirim yoluyla alan hayvanlarda görülmektedir 

(Arsenault ve ark., 2014; Clarke, 1997; Rankin, 1962). Erken ve subklinik evrede 

enfekte hayvan klinik bulgu göstermeyip sağlıklı görünmektedir (Clarke, 1997; 

Maroudam ve ark., 2015; Wadhwa ve ark., 2013). Map ile enfekte hayvanlarda 

subklinik evrenin geç dönemi ile klinik dönemde sürekli ishal, halsizlik, kas erimesi 

ve süt üretiminde azalma gibi klinik belirtiler gözlenmekte ve hastalık en son aşamada 

ölüme neden olmaktadır (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015; Maroudam ve ark., 

2015; Whittington ve ark., 2017). Aynı zamanda subklinik ve klinik evrede Map, dışkı, 

süt ve kolostrum ile etrafa saçılmaktadır (Clarke, 1997; Manning ve Collins, 2010a; 

Whittington ve ark., 2017).  

Coğrafik bölgede yaygın olan tipe veya diğer hayvan türleri ile birlikte yaşayıp 

yaşamamasına bağlı olarak koyunlarda enfeksiyona neden olan Map suşu tipinin 

değişebileceği (Begg ve Whittington, 2010) ve hastalığa yol açan Map tipinin 

enfeksiyonun şiddeti ile klinik olarak hasta hayvan sayısını etkileyebileceği (Verna ve 

ark., 2007) ileri sürülmüştür. Birçok ruminant türünde klinik belirtilerin uzun bir 

subklinik enfeksiyon döneminden sonra geliştiği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; 

Stabel, 2010; Whittington ve ark., 2017). Koyun sürülerinde hastalığın ilk belirtisi 

olarak hayvanın sürünün gerisinde kaldığı tespit edilmiştir (Clarke, 1997; Eamens ve 

ark., 2015). Koyunlarda klinik belirtilerin 2 yaşından itibaren ortaya çıkabilen kronik 

kilo kaybı ile sınırlı olduğu ve çoğu hayvanın 3-5 yaşında hastalığa yenik düştüğü 

bildirilmiştir (Whitlock ve Buergelt, 1996). İştahın ise hastalığın ileri aşamasında olan 

hayvanlarda dahi normal olduğu rapor edilmiştir (Whitlock ve Buergelt, 1996). 

Enfekte sığırlarda başlangıçta aralıklı, fakat sonradan devamlı bir hal alan ishalin 
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görüldüğü ve genellikle yeşil renkte olan gaitada kan ve mukusun bulunmadığı 

bildirilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; 

OIE, 2008). Sığırların aksine, koyunlarda çoğunlukla gaita kıvamının normal olduğu, 

ishal bulgusunun hastalığın son aşamaları dışında gözlenmediği rapor edilmiştir 

(Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997). Klinik olarak Map ile enfekte 50 koyun 

üzerinde yürütülen bir çalışmada (Carrigan ve Seaman, 1990), hayvanların yaklaşık 

%90’ında zayıflama dikkati çekerken, sadece %20'sinde ciddi bir diyarenin gözlendiği 

bildirilmiştir. Bazı çalışmalarda (Nalubamba ve ark., 2008; Smeed ve ark., 2007) ise 

koyunlar enfekte olmasına karşın hastalığa ilişkin hiçbir klinik belirti gözlenmemiştir. 

Deneysel enfekte edilen bazı koyunlarda da histolojik bir bulgu saptanmadığı gibi 

etken izolasyonun da yapılamadığı belirtilmiştir (Begg ve Whittington, 2010). 

Hastalığın ileri aşamasında olan hayvanların kaşektik olduğu ve bağırsakta meydana 

gelen fonksiyon kaybı nedeniyle özellikle albümin başta olmak üzere serum 

proteinlerinin konsantrasyonlarında düşmeye bağlı olarak bazen submandibular 

ödemin gözlenebileceği bildirilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Clarke, 1997). 

Ayrıca ileri vakalarda hipoalbüminemi ile birlikte hipokalseminin de saptanabileceği 

belirtilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Clarke, 1997).  

2.6. Patolojik Bulgular 

Ruminantlarda paratüberkülozun primer makroskopik lezyonlarının ileum, 

sekum, kolon, lenf damarları ile lenf düğümlerinde gözlendiği belirtilmiştir (Carrigan 

ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Enfekte hayvanların çoğunda 

ciddi lezyonların bulunmadığı, klinik belirtilerin şiddeti ile bağırsakta ortaya çıkan 

lezyonlar arasında her zaman bir ilişkinin olmadığı bildirilmiştir (Eamens ve ark., 

2015). Enfeksiyonun ayırt edici özelliğinin bağırsaktaki granülomatöz lezyonların 

olduğu, lezyonların lokal immun yanıtın şiddetine göre değişebileceği ve lezyon 

içerisinde bulunan hücre tiplerinin enfeksiyonun evresine bağlı olarak farklılık 

gösterebileceği belirtilmiştir (Stabel, 2010).  

Koyunlarda enfeksiyonun ileri dönemlerinde özellikle ileum mukozasının son 

kısmında kalınlaşma ile birlikte bağırsak duvarında ödem ve mukozada enine 

çizgilerin görüldüğü bildirilmiştir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens 
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ve ark., 2015). Ayrıca koyun, keçi ve geyiklerde bağırsak mukozasında nekrotik 

odakların tespit edilebileceği de rapor edilmiştir (Brown ve ark., 2007). Mezenteriyal 

lenf düğümlerinin genellikle büyük ve ödemli olmasının yanında lenf damarlarının 

kordon şeklinde kalınlaşabileceği açıklanmıştır (Begg ve Whittington, 2010; OIE, 

2008; OIE 2018). Koyunlarda nadiren de olsa karaciğer paranşimi boyunca yayılmış 

mikrogranülomlara rastlanabileceği bildirilmiştir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 

1997; Eamens ve ark., 2015). Bazı çalışmalarda (Aydogan ve ark., 2013; Brown ve 

ark., 2007; Carrigan and Seaman, 1990), koyun ve keçilerin bağırsak ve mezenteriyel 

lenf düğümlerinde kazeifikasyon ve kalsifikasyon odaklarının gözlendiği rapor 

edilmiştir. Bağırsaklarda makrofajlar ile birlikte fokal veya diffuz eozinofil, nötrofil 

ve lenfosit infiltrasyonları ile bağırsak mukozası ve mezenteriyel lenf düğümlerinin 

korteksinde multinükleer dev hücrelerinin görülebileceği belirtilmiştir (Carrigan ve 

Seaman, 1990; Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Subklinik evredeki koyunların 

jejunal Peyer plakları, ileo-sekal valf ve mezenterik lenf düğümlerinde lezyonlara 

rastlandığı, ince bağırsağın özellikle ileal duvarının lenf düğümlerinden daha fazla 

etkilendiği bildirilmiş (Dennis ve ark., 2011; Marquetoux ve ark., 2018) ve bağırsak 

mukozasının mezenterik lenf düğümlerinden daha fazla sayıda etken bulundurduğu 

açıklanmıştır (Clarke, 1997; Dennis ve ark., 2011). Bu nedenle enfeksiyonun aktif 

döneminde ve özellikle erken evrelerinde mezenterik lenf düğümlerinden ziyade ileum 

ve jejunumun histopatolojik muayenesi ile paratüberkülozun daha iyi tespit 

edilebileceği ileri sürülmüştür (Begg ve ark., 2010; Marquetoux ve ark., 2018). Bazen 

lamina propria’da makrofaj ve lenfositler ile birlikte az sayıda Map’ten oluşan bölgesel 

yığınlar şekillenebileceği bildirilmiştir (Carrigan ve Seaman, 1990; Clarke, 1997; 

Eamens ve ark., 2015). Bu tip granülomatöz yangısal reaksiyonlar ‘paucibasiller' veya 

‘tüberküloid' olarak tanımlanırken, intestinal mukoza ve submukozada çok sayıda Map 

içeren makrofajların bulunması ‘multibasiller' veya ‘lepromatous’ olarak 

adlandırılmıştır (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Paucibasiller lezyonlara sahip 

olanlara kıyasla multibasiller lezyonlara sahip koyunların gaita ile etkeni çıkarma 

olasılıklarının daha yüksek olduğu belirtilmiş (Begg ve Whittington, 2010) ve günde 

bir gram gaita ile ortalama 108 veya 1010 sayıda bakteriyi dışarı çıkarabilecekleri ileri 

sürülmüştür (Begg ve Whittington, 2010; Whittington ve ark., 2000). 
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Koyunlarda paucibasiller veya multibasiller lezyon oluşumunun baskın olan 

immun yanıt ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Clarke, 1997). Dışkı, süt veya doku gibi 

örneklerde az sayıda etken bulunduran paratüberkülozlu hayvanlarda Th1, çok 

miktarda bulunduranlarda ise Th2 tip yanıtın daha ağırlıkta olduğu bildirilmiştir (Begg 

ve Whittington, 2010; Clarke, 1997; Gillan ve ark., 2010). Paucibasiller lezyonları 

olan hayvanların intestinal dokularında yüksek düzeyde IFN-γ ile IL-2 gibi yardımcı 

(helper) T-1 hücresi (Th1) yanıtı ile ilişkili sitokinlerin üretildiği (Begg ve 

Whittington, 2010; Clarke, 1997; Smeed ve ark., 2007), lezyonların bulunduğu alanda 

ve özellikle ince bağırsaklarda CD4+ ile γδT hücrelerinin sayısının arttığı ve bu 

durumun hücresel immun yanıtın aktif olması ile ilişkili olduğu (Clarke, 1997; 

Baquero ve Plattner, 2016; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008; Wadhwa ve 

ark., 2013) ileri sürülmüştür. Krüger ve ark. (2015), deneysel enfekte edilen oğlakların 

3 ay sonra GALT ve bağırsak mukozasında yaygın granülomatöz lezyonlar ile birlikte 

çok sayıda CD4+ ve γδT lenfositleri saptadıkları halde sadece tek bir Map tespit 

ettiklerini bildirmiş ve güçlü bir hücresel yanıtın enfeksiyonu kontrol altına 

alabileceğine dikkat çekmiştir. Paucibasiller lezyona sahip koyunların kan ve 

bağırsaklarında lenfoproliferatif yanıtlara rastlanabileceği (Kurade ve Tripathi, 2008), 

hücresel immun yanıtın mezenteryal lenf düğümleri boyunca farklı olabileceği, en 

düşük seviyedeki yanıtın ise bağırsağın lamina propriasında tespit edilebileceği 

bildirilmiştir (Begg ve ark., 2005; Begg ve Whittington, 2010). Paucibasiller 

lezyonların aksine multibasiller lezyonlarda daha fazla sayıda makrofajın bulunduğu 

ve bu lezyonlara sahip koyunlarda lenfosit proliferasyonu belirgin şekilde azalmış iken 

Th2 hücreleri aracılığıyla gelişen güçlü bir humoral yanıtın şekillendiği açıklanmıştır 

(Kurade ve Tripathi, 2008). Lezyonlarda bulunan CD4+T hücre sayısının azaldığı 

(Begg ve Whittington, 2010), CD4+T hücrelerinin azalması sonucu Th1 aracılığıyla 

gelişen hücresel immun yanıt ve makrofaj aktivasyonunun engellendiği, Th2 yani 

antikor yanıtının şekillenmesine bağlı olarak makrofajlar tarafından bakteri 

opsonizasyonunun arttığı ve böylece Map’in makrofajlar içinde canlı kalarak 

çoğaldıkları ileri sürülmüştür (Begg ve Whittington, 2010; Cope ve ark., 2011; 

Magombedze ve ark., 2015). Multibasiller lezyonlarda IL-10, IL-6, IL-8, IL-18, TGF-

β1 ve TNF-α gibi sitokinlerin arttığı (Coussens ve ark., 2004; Smeed ve ark., 2007; 

Wadhwa ve ark., 2013), IL-2 ve IFN-γ’nın azaldığı (Clarke, 1997; Smeed ve ark., 
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2007) ve sığırların aksine koyunlarda IL-1α üretiminin artmadığı (Smeed ve ark., 

2007) rapor edilmiştir. Bununla birlikte Begg ve ark. (2011), deneysel olarak enfekte 

edilen koyunların %50’sinde enfeksiyonun erken aşamasında IFN-γ ve antijene 

spesifik antikor yanıtının birlikte olduğunu, %39’unda immun yanıtın güçlü IFN-γ 

yanıtından antikor yanıtına dönüştüğünü, %16’sında ise antikor yanıtının engellediğini 

saptamışlar ve koyunlarda her zaman Th1 yanıtının Th2 yanıtına dönüşmediğini ileri 

sürmüşlerdir. 

Verna ve ark. (2007), koyunlarda farklı Map suşları ile hastalığın patolojisi 

arasındaki ilişkiyi araştırarak, sığır ve koyun tiplerinin farklı patolojik sonuçlara yol 

açtığını ve koyun tipinin sığır tipine göre daha şiddetli lezyonların oluşmasına sebep 

olduğunu belirtmiştir. Sığır izolatlarının genellikle mezenterik lenf düğümlerinde 

fokal fibröz lezyonlara yol açtığını, granülom sayısının daha fazla olduğunu ve 

granülomlarda nekroz ile birlikte çok sayıda Langhans dev hücresinin bulunduğunu, 

koyun tipinin ise daha şiddetli ve özellikle intestinal lenfoid dokuda lezyonlara sebep 

olduğunu, ancak lezyonlarda nekroz yanı sıra dev hücrelere de rastlanmadığını 

belirtmişlerdir (Verna ve ark., 2007). Verna ve ark. (2007) ile birlikte Stevenson 

(2015), lezyonlarda dev hücre görülmesinin hayvan türüne değil Map tipine bağlı 

olduğuna ve koyun suşlarından ileri gelen enfeksiyonların karakteristik bir özelliği 

olmadığına dikkat çekmişlerdir. 

2.7. Tanı Yöntemleri 

Paratüberkülozun teşhisinde kullanılan tanı yöntemleri, genel olarak direk ve 

indirek yöntemler olmak üzere iki kategoriye ayrılmaktadır. Nekropsi, histopatoloji, 

bakteriyoskopi, kültür ve PZR direk, humoral ve hücresel immun yanıtı ölçen testler 

ise indirek tanı yöntemleri içerisinde yer almaktadır (Eamens ve ark., 2015). Ancak 

kompleks bir patobiyolojiye sahip olan hastalığın gerek yavaş seyirli olması ve gerekse 

farklı evrelerinde gelişen immun yanıtın farklı olması nedeniyle kullanılan testlerden 

hiçbirinin %100 sensitivite veya spesifiteye sahip olmadığı ve bu nedenle 

enfeksiyonun her aşamasında hastalığı tespit edebilen bir yöntemin bulunmadığı ileri 

sürülmüştür (OIE, 2008; OIE, 2018). Enfeksiyonun teşhisinde kullanılan yöntemlerin 

hastalığın evresine göre sensitivite ve spesifiteleri tablo 2.1’de verildi (Whittington ve 
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ark., 2017). Klinik bulgu gösteren hayvanlarda; bağırsaklardaki patognomonik 

lezyonlardan hazırlanan preparatlarda yoğun AFB’lerin görülmesi, nekropsi ve 

histopatolojik bulgular ile gaita ve doku örneklerinde kültür veya PZR ile etkenin tespit 

edilmesi veya serolojik testler ile teşhis konulabileceği belirtilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Subklinik enfekte hayvanların ise Map’e karşı gelişen 

spesifik antikorların saptanması, gaita ve doku örneklerinde Map’in kültür veya PZR 

ile tespiti veya hücresel immun yanıt düzeyinin ölçülmesi ile saptanabileceği rapor 

edilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018).  

Tablo 2.1. Paratüberküloz teşhisinde kullanılan yöntemlerin hastalığın evresine göre 

sensitivite ve spesifiteleri (Whittington ve ark., 2017). 

Testler Hastalığın evresi  Sensitivite  Spesifite  

Serum ELISA Subklinik, Klinik Düşük- Yükseka Orta- Yüksek 

Alerjik deri testi Erken, Subklinik Orta- Yüksek Orta 

Interferon gama testi Erken, Subklinik Bilinmiyor  Bilinmiyor 

Gaitadan froti Subklinik, Klinik Düşük Düşük-Orta 

Gaita kültürü Erken, Subklinik, Klinik Düşük-Yükseka Yüksek 

Gaitadan PZR Erken, Subklinik, Klinik Orta-Yüksek Yüksek 

Dokuların kültürü Erken, Subklinik, Klinik Yüksek Yüksek 

Makroskobik bulgu Klinik Düşük-Orta Düşük-Orta 

Histopatoloji Subklinik, Klinik Orta-Yüksek Yüksek 

Klinik bulgu Klinik Düşük-Orta Düşük-Orta 
Sensitivite için kullanılan düşük, orta ve yüksek tanımları sırasıyla %40, %40-70 ve >%70; spesifite 

için karşılık gelen değerler sırasıyla ise <%80, %80-95 ve >%95’i ifade etmektedir. a: hastalığın klinik 

evresinde yüksek. 

2.7.1. Direk Tanı Yöntemleri 

2.7.1.1. Nekropsi ve Histopatoloji 

Paratüberkülozda, bağırsağın ve özellikle ileum mukozasının son kısmının 

kalınlaşarak kıvrımlı bir hal almasının patognomonik bir bulgu olduğu ve ayrıca 

mezenteriyal lenf düğümlerinin genellikle büyük ve ödemli olmasının yanında lenf 

damarlarında kordon şeklinde bir kalınlaşmanın görülebileceği belirtilmiştir (Clarke, 

1997; Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte paratüberküloz 

şüpheli hayvanlarda klinik bulguların şiddeti ile bağırsakta gözlenen lezyonlar 

arasında her zaman yakın bir ilişki olmadığı açıklanmıştır (Clarke, 1997; Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Histopatolojik lezyonlar ise bağırsak mukoza ve 
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submukozası ile lenfatikler ve mezenteriyel lenf düğümlerinin korteksinde epiteloid 

hücreler olarak adlandırılan granüler sitoplazmaya sahip büyük makrofajların 

kümeleşmesi ile karakterizedir (Clarke, 1997; Eamens ve ark., 2015). Map 

enfeksiyonu ile uyumlu histopatolojik lezyonlarda, bir veya daha fazla dev hücrenin 

ve/veya epiteloid makrofajın bulunması ile birlikte bağırsağın lamina propria ve/veya 

lenf düğümünün korteksinde morfolojik olarak Map ile uyumlu en az bir AFB'nin 

gözlenmesi durumunda hastalığın teşhis edilebileceği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte AFB’lerin her zaman tespit 

edilemeyeceği ve bu nedenle lamina propria ve/veya lenf düğümünün korteksinde 

Langhans dev hücreleri ve/veya epiteloid makrofajların gözlenmesinin enfeksiyonu 

düşündüren bir bulgu olduğu ileri sürülmüştür (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 

2018). 

Martinson ve ark. (2008), bakteriyolojik kültür ile pozitif saptanan sığırların 78 

ileum örneği ile 106 lenf düğümünden hazırlanan kesitlerin ZN boyama ile sırasıyla 

7’sinde (%8,97) ve 6’sında (%5,61) AFB’leri gözlediklerini, aynı dokuların 

immunoperoksidaz boyamasında ise sırasıyla 9’unda (%11,54) ve 5’inde (%4,67) 

pozitiflik saptadıklarını açıklamışlardır. Aynı araştırmacılar (Martinson ve ark., 2008), 

ZN ve immunohistokimyasal boyama arasında istatistiksel açıdan önemli bir fark 

bulunmadığına ve her iki testin de bakteriyel kültüre oranla sensitivitesinin (%6) 

oldukça düşük olduğuna dikkat çekmişlerdir. Koyunlarda yapılan bir çalışmada 

(Sonawane ve Tripathi, 2018) ise kültür ve PZR ile Map’in tespit edildiği ileum ve 

mezenteriyal lenf yumruları ZN boyama ve indirekt immunoperoksidaz tekniği ile 

incelenmiş ve immunoperoksidaz tekniğinin sensitivitesi (%95) ZN boyamadan (%80) 

daha yüksek tespit edilmiştir.  

2.7.1.2. Bakteriyoskopi 

Klinik olgularda gaita veya doku örneklerinden hazırlanan preparatlar ZN 

boyama yöntemi ile boyanarak AFB’ler yönünden incelenmektedir (Eamens ve ark., 

2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Bu yöntemde AFB’ler küçük (0,5-1,5 μm), kümeler 

halinde ve kırmızı renkte boyanırken diğer mikroorganizmalar ve organik materyaller 

kullanılan boyaya göre yeşil veya mavi renkte boyanmaktadır (Eamens ve ark., 2015; 
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OIE, 2008; OIE, 2018). Basit, hızlı ve ucuz bir teşhis metodu olmasına rağmen, ZN 

boyama ile Map’in diğer mikobakteri türlerinden ayırımının yapılamaması, sensitivite 

ve spesifitesinin de oldukça düşük olması nedeniyle yanlış negatif sonuçlar 

verebileceği rapor edilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Ris ve ark., 1988; 

Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009; Zimmer ve ark., 1999). Ris ve ark. 

(1988), bakteriyolojik kültür yöntemi ile pozitif olarak belirlenen 177 sığıra ait gaita 

örneğinin sadece 99 (%56)’unda ZN boyama ile AFB’leri tespit edebildiklerini ve bu 

nedenle ZN boyamanın güvenilir bir yöntem olmadığını belirtmiştir. Zimmer ve ark. 

(1999), klinik olarak enfekte sığırlardan alınan gaita örneklerinin %49,3'ünde ve 

subklinik olarak enfekte sığırların gaita örneklerinin ise sadece %19,3'ünde AFB’lerin 

görüldüğünü ve yöntemin sensitivitesinin %36,4 olarak tespit edildiğini bildirmiştir. 

Klinik olarak paratüberküloz şüphesi olan sığırlarda ZN boyama ve ELISA 

yöntemlerinin karşılaştırıldığı diğer bir çalışmada (Weber ve ark., 2009), ZN 

boyamanın sensitivite ve spesifitesinin ELISA testine göre çok daha düşük olduğu ve 

paratüberkülozun tanısında ZN boyama yöntemi yerine ELISA’nın tercih edilmesi 

gerektiği sonucuna varılmıştır. Klinik bulgu gösteren ve paratüberküloz olduğu 

serolojik, histolojik ve mikrobiyolojik olarak doğrulanan 26 koyundan alınan gaita ve 

doku örneklerinden hazırlanan ve ZN boyama yöntemi ile boyanan preparatlar 

incelenmiş ve yöntemin sensitivitesi gaitadan hazırlanan preparatlarda %61,5, doku 

örneklerinde ise %76,9 olarak hesaplanmıştır (Coelho ve ark., 2008a). Keçilerde 

yapılan bir çalışmada (Thoresen ve ark., 1994) ise 47 ileum ve mezenteriyal lenf 

düğümü örneğinden 18'i immunohistokimyasal olarak pozitif bulunurken, ZN 

boyamada 15, kültürde ise 10 örneğin pozitif olduğu bildirilmiştir. ZN boyama 

yönteminde tespit edilebilir bakteri limitinin 106 bakteri/g doku olduğu ve sadece zarar 

görmemiş hücrelerin boyandığı, immunohistokimyasal yöntemlerde ise 

mikroorganizma sayısı az olsa dahi ölü veya kısmen parçalanmış hücrelerdeki 

antijenlerin de tespit edilebildiği ve bu nedenle ZN boyamadan daha güvenilir olduğu 

sonucuna varılmıştır (Thoresen ve ark., 1994). 

2.7.1.3. Bakteriyolojik Kültür 

Bakteriyolojik kültür, teknik olarak zor ve zaman alıcı bir işlem olmasına 

rağmen, spesifitesinin %100 olduğu ve hastalığın bireysel veya sürü düzeyinde 
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tanısında altın standart olarak kabul edildiği belirtilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; 

OIE, 2008; OIE, 2018). Canlı hayvanlarda paratüberkülozun tanısı için gaita 

kültürünün yapılması gerektiği ileri sürülmüş ve gaita kültürü ile hastalığın ileri 

aşamalarında bulunan hayvanlar tespit edilebilirken, erken aşamadaki hayvanlardan 

çok azının belirlenebileceği belirtilmiştir (Whitlock ve ark., 2000). Gaita kültürünün 

klinik aşamada sensitivitesinin %100 olduğu bildirilmiş, ancak klinik bulgular 

gözlenmeden 6 ay veya daha öncesinde de kültür ile enfekte hayvanların 

saptanabileceği de açıklanmıştır (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Kültür 

yöntemi ile bireysel olarak enfekte hayvanlar belirlenebileceği gibi birden fazla 

hayvandan alınan gaita veya çevreden toplanan örneklerin birleştirilmesi ile sürü 

düzeyinde tarama yapılabileceği ve böylece maliyetin azaltılabileceği ileri sürülmüştür 

(Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2010). Koyunlarda bu yöntem için 50 hayvanlık 

bir sayı belirlenmiş ve sürü düzeyinde yapılan serolojik incelemeyle 

karşılaştırıldığında sensitivitesinin daha yüksek olduğu saptanmıştır (Eamens ve ark., 

2015; Whittington, 2010). Sığır ve keçilerde yapılan çalışmalarda da benzer şekilde 

olumlu sonuçlar alınmış, koyunların aksine sığırlarda 5, keçilerde ise 25 hayvandan 

alınan örneğin sürü taramaları için yeterli olabileceği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; Whittington, 2010).  

Gaita yerine enfekte dokulardan yapılan kültürün sığır, koyun ve keçilerde 

histopatolojik incelemeden daha duyarlı olduğu rapor edilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; Martinson ve ark., 2008; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve ark., 1999a). 

Koyunlarda ise bağırsak dokularından yapılan kültürün hastalığın teşhisinde altın 

standart olduğu ileri sürülmüştür (Begg ve Whittington, 2010). Ancak kültür 

işlemlerinde; seçilen izolasyon yöntemi, örneklerin kontaminasyon oranı, testin 

maliyeti ve izolasyon süresinden kaynaklanan birçok sorunla karşılaşılmaktadır 

(Whittington, 2010). Kültür yönteminin altın standart olarak kabul edilmesinden 

dolayı paratüberkülozun teşhisinde kullanılan diğer tanısal testlerin (PZR, serolojik 

testler ve histopatoloji gibi) sensitivite ve spesifitesi konusunda hala belirsizliklerin 

olduğu bildirilmiştir (Whittington, 2010). Diğer taraftan, paratüberkülozun erken 

evresinde ELISA veya gaitadan yapılan PZR işlemlerinde kültür yöntemine göre daha 

fazla sayıda hayvanın pozitif tespit edilmesinin, doğru olmayan bir kültür 
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protokolünün kullanılmasından kaynaklanabileceği öne sürülmüştür (Whittington, 

2010). Klinik olarak paratüberküloz şüphesi olan 30 koyundan 21 (%70)’inin bağırsak 

ve ilişkili dokularında histopatolojik lezyonların gözlendiği, 2 (%6,7)’sinin gaita ve 6 

(%20)’sının bağırsak dokularından yapılan kültürde pozitif saptandığı, PZR ile 24 

hayvanın gaita veya dokularında Map’in tespit edildiği bildirilmiştir (Coelho ve ark., 

2017). Aynı şekilde paratüberküloz şüpheli 14 bizondan toplanan gaita ve bağırsak 

doku örneklerinden yapılan kültür sonucu 5 gaita ve 12 doku örneğinden izolasyon 

yapılmış olmasına rağmen, PZR ile tüm hayvanlarda Map’in tespit edildiği rapor 

edilmiştir (Huntley ve ark., 2005). 

Kültür yönteminde; klinik örneklerde çok sayıda kontaminant bulunması 

nedeniyle bunları öldürmek veya baskılamak için örneklerin dekontaminasyon 

işlemine tabi tutulması, dekontaminasyon sonrasında kalan kontaminant 

mikroorganizmaları baskılamak için antimikrobiyal maddeler içeren uygun 

besiyerlerine ekim yapılması, katı besiyerinde Map kolonilerinin belirlenmesi veya 

sıvı ortamda Map’in ürediğine dair bir bulgunun gözlenmesi ve Map'in fenotipik 

ve/veya genotipik olarak identifikasyonu olmak üzere 4 önemli aşama olduğu 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whittington, 2010). 

Map'i klinik örneklerden izole etmeye yönelik ilk denemelerde, tüberküloz için mevcut 

dekontaminasyon yöntemlerinin kullanıldığı belirtilmiştir (Whittington, 2010). İlk 

çalışmalarda dekontaminasyon amacıyla sodyum hipokloritin yaygın olarak 

kullanıldığı, zamanla sodyum hidroksit (NaOH), sülfürik asit, hidroklorik asit, fenol, 

benzalkonyum klorür (BAC) ve oksalik asit (OA) ile denemeler yapıldığı bildirilmiştir 

(Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). 1980 yılında Kuzey Avrupa'da NaOH ve 

OA'ten oluşan bir kombinasyonun dekontaminasyon protokolü olarak kabul edildiği 

ve Lowenstein Jensen (LJ) besiyeri ile birlikte kullanıldığı bildirilmiştir (Whipple ve 

ark., 1991; Whittington, 2010). İlk kez ABD'de kullanılan bir katyonik kuaterner 

amonyum bileşiği olan hekzadesilpiridinyum klorür (HPC) ise günümüzde BAC'nin 

yerini almış ve Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya da dâhil olmak üzere birçok 

ülkede mevcut protokollerin temelini oluşturmuştur (Whipple ve ark., 1991; 

Whittington, 2010). HPC ile dekontaminasyon metodunun Herrold’s egg yolk medium 

(HEYM) gibi katı besiyeri veya sıvı kültürler ile birlikte kullanıldığı rapor edilmiştir 
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(Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Aside dirençli bakterilerin saptandığı 20 

sığıra ait gaita ve doku örnekleri hem NaOH-OA ve hem de HPC ile dekontamine 

edildikten sonra LJ besiyerine inoküle edilmiş ve sensitivite dekontaminantlara bağlı 

olarak sırasıyla %70 ve %85 olarak tespit edilmiştir (Collins ve ark., 1990b). En çok 

kullanılan iki katı besiyeri olan HEYM ve LJ’nin karşılaştırıldığı bir çalışmada 

(Nielsen ve ark., 2004) ise sadece NaOH-OA ile dekontaminasyon protokolü 

kullanılmış ve HEYM besiyerinin daha duyarlı olduğu ortaya konulmuştur.  

Uygulanan çeşitli dekontaminasyon protokollerinde malaşit yeşili gibi 

antimikrobiyal boyalar ve/veya bir veya daha fazla sayıda antibiyotiğin 

dekontaminasyon solüsyonlarına dahil edildiği rapor edilmiştir (Nielsen ve ark., 2004; 

Payeur, 2005; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Ancak, vejetatif büyüme 

evresinde olmayan sporlu kontaminant mikroorganizmaların inaktive edilememesi 

nedeniyle sporların aktif hale geçtikten sonra öldürülmesini sağlamak amacıyla fekal 

süspansiyonun antimikrobiyal solüsyonlarla da inkübe edilmesi gerektiği rapor 

edilmiştir (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015; Gumber ve Whittington, 

2007; Nielsen ve ark., 2004; Whittington, 2010). Gaita örneklerinde daha yaygın 

olarak önce HPC ve sonra antimikrobiyal maddeleri içeren yarı-kuvvetli brain-heart 

infüzyon (BHI) brothun kullanıldığı iki aşamalı bir dekontaminasyon yöntemin 

uygulandığı bildirilmiş (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Stabel, 1997; 

Whittington, 2010) ve iki aşamalı inkübasyon şeklinde yapılan dekontaminasyon 

işleminin kültür duyarlılığını arttırdığı ileri sürülmüştür (Eamens ve ark., 2000; 

Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Stabel, 1997; Whittington, 2010). Bu yöntemin süt 

örneklerinin dekontaminasyonu için de kullanıldığı belirtilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; Whittington, 2010). Bazı araştırmacılar (Dundee, 2001; Gao, 2005; Sweeney, 

1992), tek adımlı sedimentasyon protokolünde %0,75 HPC ile muamelenin süt 

örneklerinde kontaminasyonu en aza indirmek için uygun olduğunu ve Map'e çift 

adımlı inkübasyondan daha az zarar verdiğini ileri sürmüşlerdir. Aynı yöntemle 

enfekte hayvanların bağırsak dokularından kolaylıkla Map’in izole edildiği (Eamens 

ve ark., 2015; Whittington, 2010) ve doku örneklerinde kontaminasyon oranının daha 

düşük olması nedeniyle sadece bir dekontaminasyon aşamasını içeren bir protokolle 

dahi izolasyon şansının yüksek olabileceği bildirilmiştir (Whittington, 2009; 
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Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a). Kan kültürünün rutin olarak 

yapılmadığı bildirilmekle birlikte (Whittington, 2010), keçilerden alınan kan plazması 

örnekleri %0,75 HPC ile dekontamine edildikten sonra HEYM besiyerine ekilmiş ve 

örneklerin %28.6’ından etken izole edilebilmiştir (Singh ve ark., 2010). 

Bakteriyolojik kültür için katı ve sıvı besiyerlerinden yararlanılmasına rağmen, 

katı besiyerlerinin, daha ucuz olması, daha az malzeme gerektirmesi ve kültürde 

Map’in tanımlanmasının daha kolay olması nedeniyle sıvı besiyerlerine göre daha 

yaygın kullanılmaktadır (Whittington, 2010). Katı besiyerinde Map’in primer 

kolonilerinin inokülasyondan 5 hafta ile 6 ay sonra gözlenebildiği rapor edilmiştir 

(Eamens ve ark., 2015). Çiftlik hayvanları için katı kültür ortamlarında standart 

inkübasyon süresinin 12-20 hafta olduğu belirtilmiş (Eamens ve ark., 2015; Stabel, 

1997; Whittington, 2010), ancak pigmentsiz koyun suşlarının sığır suşlarına göre daha 

zor ürediği ve gözle görünür bir üremenin 12 ay veya daha uzun sürede saptanabileceği 

bildirilmiştir (Juste ve ark., 1991; Payeur, 2005). Bu nedenle kültürlerin bu sürelere 

riayet edilmeden negatif olarak değerlendirilmemesi gerektiği bildirilmiştir (Eamens 

ve ark., 2015; OIE, 2008; Stabel, 1997; Whittington, 2010; Whittington ve ark., 

1999a). Sıvı ortamda ise büyümenin daha hızlı olduğu ve inkübasyon için genellikle 

8-12 haftanın yeterli olabileceği rapor edilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Whittington, 

2010). 

Mikobakteriler üzerinde çalışan araştırmacıların kültür ortamlarını ve özellikle 

Dubos gibi yumurta temelli besiyerlerini geliştirmeye yoğunlaştıkları rapor edilmiştir 

(Eamens ve ark., 2015; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010). Günümüzde bazı 

Avrupa ülkelerinde kullanılan LJ ile diğer birçok ülkede kullanılan HEYM besiyerinin 

Map izolasyonu için en uygun besiyerleri olduğu ileri sürülmüştür (Whittington, 

2010). Middlebrook 7H10 veya 7H11 agar ile 7H9 broth’un da uygun ortamlar olduğu 

ancak, Map'in üreyebilmesi için yumurta sarısının besiyerlerine eklenmesi gerektiği 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Whittington, 2010). Böylece yumurta 

sarısının, inokulumla kültür ortamına taşınan dezenfektanların nötrleştirilmesinde rol 

oynayabileceği ileri sürülmüştür (Eamens ve ark., 2015; Whipple ve ark., 1991; 

Whittington, 2010). Yumurta sarısının yanı sıra bakterinin metabolizması için gerekli 

olan yağ asitleri ile diğer gıdaları sağladığı için gliserolün de besiyerlerinde bulunması 



37 
 

gerektiği bildirilmiştir (Payeur, 2005). Diğer taraftan, Map izolasyonu için mikobaktin 

J’nin besiyerinde bulunması gereken temel bileşen olduğu ve mikobaktin 

bağımlılığının Map'i diğer mikobakterilerden ayırmak için kullanılan en önemli özellik 

olduğu belirtilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whipple ve ark., 

1991; Whittington, 2010). Mikobaktin bağımlılığının; materyal mikobaktinli ve 

mikobaktinsiz iki besiyerine ekilerek veya Map’in mikobaktinsiz besiyerinde 

subkültürü yapılarak tespit edilebileceği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 

2008; OIE, 2018; Payeur, 2005; Whipple ve ark., 1991; Whittington, 2010).  

Besiyerlerinin genellikle kontaminant mikroorganizmaların üremesini 

engellemek için antimikrobiyal maddeler ve kolonilerin tanınmasına yardımcı olması 

için de boyalar içerdiği belirtilmiştir (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015; 

Gumber ve Whittington, 2007; Nielsen ve ark., 2004; Whittington, 2010; Whittington 

ve ark., 1999a). Mikobaktin J ile birlikte vankomisin, amfoterisin B ve nalidiksik asit 

(VAN) içeren HEYM besiyerinin diğer kontaminant mikroorganizmaları baskılayarak 

Map’in üremesini desteklediği ortaya konulmuştur (Payeur, 2005). Kontaminantları 

kontrol etmek ve kolonilerin görünürlüğünü arttırmak için HEYM besiyerine malaşit 

yeşilinin de ilave edildiği bildirilmiştir (Payeur, 2005). Yapılan çalışmalarda hem LJ 

hem de HEYM besiyerine ilave edilen sodyum piruvatın da Map'in üremesini 

kolaylaştırdığı saptanmıştır (Eamens ve ark., 2000; Juste ve ark., 1991; Kim ve ark., 

1989). Piruvatın, LJ besiyerinde Map kolonilerinin daha büyümesini sağladığı ve aynı 

zamanda besiyerinde bulunan antibiyotiklerin inhibitör etkilerini de önlediği rapor 

edilmiştir (Eamens ve ark., 2000; Juste ve ark., 1991; Kim ve ark., 1989; Whittington, 

2010).  

Geleneksel kültür yöntemlerinin yanı sıra, yumurta sarısı ve mikobaktin J ilave 

edilmiş BACTEC™ 12B (Middlebrook 7H12) sıvı besiyerinin kullanıldığı 

radyometrik bir kültür tekniği geliştirilmiştir (OIE, 2008; Whittington, 2010). Bu sıvı 

kültür sisteminde; karbon kaynağı olarak ilave edilen C14 ile işaretlenmiş palmitik 

asitten mikrobiyal solunum yoluyla üretilen C14 ile işaretli karbon dioksidin (14CO2) 

radyometrik olarak ölçümü yapılarak üreme değerlendirilmektedir (OIE, 2008; 

Whittington, 2010). Sonuçların daha kısa sürede alındığı bu sistem ile hem koyun hem 

de sığır suşlarının geleneksel kültür yöntemlerine göre daha iyi teşhis edildiği ileri 
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sürülmüştür (Eamens ve ark., 2000; Eamens ve ark., 2015; Whittington, 2009; 

Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a). Map’in izolasyonu için radyoaktif 

madde içermeyen MGIT ParaTB (Becton Dickinson), ESPII (Difco) ve MB/BacT 

(Organon Teknika) gibi alternatif sıvı kültür sistemlerinin de olduğu, ancak bu 

sistemlerin kullanılabilirliğinin hala netlik kazanmadığı rapor edilmiştir (OIE, 2008; 

OIE, 2018; Whittington, 2010).  

İzole edildiği konakçıya göre aralarında genetik farklılıkların olması nedeniyle 

Map suşları tip C (sığır) ve tip S (koyun) olarak adlandırılmıştır (Collins ve ark., 

1990a). Ayrıca İngiltere’de sarı-turuncu pigmentli suşların (Clarke, 1997; 

Whittington, 2010) ve ABD'de bizon suşunun bulunduğu (Sevilla ve ark., 2005) 

bildirilmiştir. Tüm Map tiplerinin mevcut kültür ortamlarının hepsinde üremediği 

bildirilmiştir (Collins ve ark., 1990a; Whittington, 2010). Tip C suşlarına kıyasla, S 

veya diğer suşların HEYM'de üremediği veya zayıf ürediği (Collins ve ark., 1990a; 

Juste ve ark., 1991; Whittington, 2010; Whittington ve ark., 1999a), tip S suşlarının 

ayrıca LJ ve MGIT ParaTB besiyerlerinde de üremediği veya çok zayıf ürediği 

bildirilmiştir (Gumber ve Whittington, 2007; Whittington, 2010). Tip S suşları, tip C 

suşlarına göre daha zor ürediğinden (Whittington ve ark., 1999a) gaita, doku ve süt 

örneğinden izole edilebilmesi için BACTEC 460 sistemi ile modifiye BACTEC 12B 

besiyerinin kullanılması önerilmiştir (Gumber ve Whittington, 2007; Whittington, 

2010; Whittington ve ark., 1999a). HEYM besiyerinde sıvı kültürden daha sınırlı 

çeşitlilikte Map tipinin ürediği (Grant ve ark., 2005; Sevilla ve ark., 2005; Whittington, 

2010), modifiye 7H10 agar, 7H11 agar ve BACTEC 12B besiyerinin ise makul 

inkübasyon süreleri içinde tüm Map suşlarının üremesini sağladığı ileri sürülmüştür 

(Collins ve ark., 1990b; Eamens ve ark., 2015; Grant ve ark., 2005; Whittington, 2010; 

Whittington ve ark., 1999a).  

Katı ya da sıvı kültürde Map’in identifikasyonunun zor olduğu bildirilmiştir 

(Whittington, 2010). Katı besiyerinde başlangıçta yuvarlak, pürüzsüz ve beyaz olan 

kolonilerin daha sonra hafifçe yığılma eğilimi gösterip, koloni yüzeyinin buruşmasıyla 

donuk açık sarı renge dönüştüğü bildirilmiştir (Whittington, 2010). HEYM 

besiyerinde sığır suşu kolonilerinin çok küçük, dışbükey, yumuşak, başlangıçta 

renksiz ve yarı saydam renkte olduğu, koloni büyüklüğünün iğne ucu ile 0,25-1 mm 
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arasında değiştiği ve besiyeri yüzeyinde çok sayıda koloni olduğunda küçük kalma 

eğilimi gösterdiği, koloni kenarlarının yuvarlak ve düzenli, yüzeyinin ise pürüzsüz ve 

parlak olduğu, inkübasyon süresince kolonilerin daha büyüyerek kabarık, beyazımsı 

krem ya da bej renkli hale geldiği, eski kolonilerin 2 mm'ye kadar ulaşabildiği ve 

koloni morfolojisinin smooth’dan rough’a doğru değiştiği bildirilmiştir (Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010). Modifiye 7H10 besiyerinde 

(özellikle eski kültürlerde) sığır suşlarının koloni çaplarının yaklaşık olarak 1 mm 

olduğu, solgun renkli ve daha az dışbükey görüldüğü ve agarının yüzeyinde HEYM 

besiyerinden daha zor tespit edildiği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; 

OIE, 2018; Whittington, 2010). Koyun suşu kolonilerinin ise dışbükey, yumuşak, 

nemli, parlak, kirli beyazdan soluk beyaza değişen renkte olduğu ve besiyerinin 

rengine çok benzediği, büyüklüklerinin iğne ucu ile 0,5 mm arasında değiştiği, 

besiyerinde az sayıda koloni geliştiğinde 1-1,5 mm'ye kadar ulaşabildiği bildirilmiştir 

(Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010).  

2.7.1.4. Moleküler Teşhis 

Son yıllarda paratüberkülozun tanısında PZR’nun yeni bir altın standart test 

olabileceği konusu tartışılmakta ve bu testin sürü taramalarında da kullanılabileceği 

belirtilmektedir (Chaubey ve ark., 2016; Stevenson, 2010b). Farklı PZR metodları ile 

gaita, süt ve bağırsak dokusu gibi örneklerde Map’in tespit edildiği bildirilmiş 

olmasına rağmen (Bölske ve Herthnek, 2010; Chaubey ve ark., 2016; Whittington ve 

ark., 1999b), kompleks bir yapıya sahip olmaları nedeniyle klinik örneklerin DNA 

ekstraksiyonu aşamasında ve örnek DNA’sında çeşitli inhibitör maddelerin bulunması 

nedeniyle PZR aşamasında sorunlarla karşılaşılabileceği (Bölske ve Herthnek, 2010; 

Chaubey ve ark., 2016; Stevenson, 2010b) ve uygulanan DNA izolasyon yöntemine 

göre testin sensitivite ve spesifitesinin değişkenlik gösterebileceği ileri sürülmüştür 

(Bölske ve Herthnek, 2010; Chaubey ve ark., 2016). Nested ve real-time PZR (RT-

PZR) analizlerinin (sensitivite %93-100, spesifite %100), konvansiyonel PZR 

analizine (sensitivite %41-50, spesifite %95) göre sensitivite ve spesifitesinin daha 

yüksek olduğu rapor edilmiştir (Albuquerque ve ark., 2017; Fang ve ark., 2002; Gao 

ve ark., 2009; Schönenbrücher ve ark., 2008). Ayrıca nested PZR (sensitivite %100) 

ile RT-PZR'nun (sensitivite %93-98) karşılaştırıldığı çalışmalarda (Fang ve ark., 2002; 
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Schönenbrücher ve ark., 2008) ise her iki yöntemin de benzer sensitiviteye sahip 

olduğu saptanmıştır.  

İlk PZR ürününün ikinci PZR analizi için kalıp  DNA olarak kullanıldığı nested 

PZR analizi ile inhibitör madde oranının azaltılabileceği belirtilmiştir (Bölske ve 

Herthnek, 2010; Leite ve ark., 2013). Paratüberküloz şüphesi olan 63 sığırdan alınan 

gaita örneğinin 40’ı kültür ve konvansiyonel PZR, 58’i ise nested PZR ile pozitif 

olarak saptanmış ve nested PZR analizinin konvansiyonel PZR ve fekal kültüre göre 

daha duyarlı olduğu belirtilmiştir (Kumar ve ark., 2012). RT-PZR analizi ile kültür ve 

ELISA sonuçlarının karşılaştırıldığı bir çalışmada (Kawaji ve ark., 2011); Map ile oral 

yolla enfekte edilen 38 koyundan 4 ay sonra alınan gaita örneğinin RT-PZR ile 18’i 

(%47,4), fekal kültür ile sadece biri pozitif saptanmış, inokülasyondan 8 ay sonra ise 

gaita örneklerinin RT-PZR ile tümünde (%100), kültür ile %34,2'sinde pozitiflik tespit 

edilmiştir. Bu koyunlardan deneysel enfeksiyondan 8 ay sonra alınan kan serum 

örneklerinde de ELISA ile %18,9 oranında bir pozitiflik tespit edilmiş ve gaita 

örneklerine uygulanan RT-PZR’nun gaita kültürü ve ELISA’ya göre daha duyarlı bir 

yöntem olduğu ve etkenin alımından 4 ay gibi kısa bir süre sonra pozitif hayvanların 

bu yöntem ile tespit edilebileceği açıklanmıştır (Kawaji ve ark., 2011). Ayrıca döngü 

aracılı izotermal amplifikasyon (loop-mediated isothermal amplification, LAMP) 

yöntemiyle de gaita örneklerinde Map’in tespit edilebileceği bildirilmiştir 

(Heidarnejhad ve Safi, 2015). LAMP ve ELISA sonuçlarının %80 oranında uyumlu 

olduğu ve enfeksiyonun erken döneminde Map teşhisi için kullanılabileceği ileri 

sürülmüştür (Heidarnejhad ve Safi, 2015). Diğer taraftan kültürden izole edilen 

Map’in identifikasyonu için de hızlı ve spesifik bir test olan PZR’nun 

kullanılabileceğine ve bu teknikte, kültür temelli teşhis testlerinin aksine, identifiye 

edilen bakterinin doğrulanması için ilave testlere gerek duyulmadığına dikkat 

çekilmiştir (Stevenson, 2010b). PZR’nun üstün performansa sahip bir test olmasına 

rağmen, modifiye BACTEC 12B gibi sıvı besiyerlerinde bulunan yumurta sarısının 

reaksiyonu inhibe edebileceği için PZR öncesinde yumurta sarısının giderilmesi 

gerektiği belirtilmiştir (Eamens ve ark., 2015).  

Green ve ark. (1989) tarafından Map’e spesifik tekrarlayan bir insersiyon 

segmenti olarak IS900'ün keşfedilmesinden sonra, PZR ile Map’in tespit edilebilmesi 
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için bu bölgeyi hedefleyen bir dizi primer tasarlanmış (Green ve ark., 1989; Kawaji ve 

ark., 2007; Millar ve ark., 1996; Vary ve ark., 1990) ve bu primerlerin spesifiteleri 

farklı Mycobacterium sp. ve bakteri suşları kullanılarak araştırılmıştır (Eamens ve ark., 

2015; Millar ve ark., 1996; Vary ve ark., 1990). Map dışındaki izolatlarda IS900 

benzeri sekansların oldukça nadir bulunmasına rağmen, IS900 gen bölgesine yönelik 

rutin teşhis uygulamalarında testin spesifitesi ile ilgili bazı belirsizliklerin olduğu 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015). Bu duruma Map dışındaki bazı mikobakterilerde 

nükleotid dizisi %94’e varan oranda benzerlik gösteren IS900 benzeri bir bölge 

bulunmasının yol açabileceği açıklanmıştır (Li ve ark., 2005; Ribón, 2012). IS900 

benzeri diziler M. srofulaceum, M. cookie, M. xenopi, M. terrae ve M. chelonei gibi 

bazı mikobakterilerde tespit edilmiş ve bu benzerliğe bağlı olarak PZR’nda yanlış 

pozitif sonuçlar elde edilebileceği rapor edilmiştir (Eamens ve ark., 2015). 

Konvansiyonel PZR ürününe AlwI, Hae III veya Mse I gibi bir enzim ile restriksiyon 

endonükleaz analizi (REA)’nin uygulanması ile testin spesifitesinin arttırıldığı 

belirtilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). 

Ayrıca IS900 bölgesine yönelik uygulanan konvansiyonel PZR analizinde spesifitenin 

arttırılması için bağlanma ısısının 62-68°C’ye yükseltilmesi (Eamens ve ark., 2015) ve 

diğer mikobakteriler ile kros reaksiyon vermeyen spesifik primerlerin kullanılması 

önerilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Kawaji ve ark., 2007). Vary ve ark. (1990) 

tarafından bildirilen 229 bp’lik 150C ve 921 primer çifti veya Moss ve ark. (1992) 

tarafından bildirilen (P90/P91, 400 bp) ve daha sonra Millar ve ark. (1996) tarafından 

modifiye edilen 413 bp’lik P90+ ve P91+ primer çifti konvansiyonel PZR analizlerinde 

başarıyla kullanılmıştır. RT-PZR analizleri için ise Kawaji ve ark. (2007) tarafından 

bildirilen 183 bp büyüklüğündeki MP10-1 ve MP11-1 primer çiftinin kullanılması 

önerilmiştir (Eamens ve ark., 2015). 

Map'e spesifik ISMap02, ISMav2, F57, hspX ve lokus 255 gibi yeni DNA 

fragmentleri belirlenerek bakterinin PZR ile hızlı bir şekilde tanımlanması 

sağlanmıştır (Bölske ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark., 2015). Tespit edilen bu yeni 

diziler için standart (konvansiyonel veya nested PZR), kantitatif (RT-PZR) PZR 

(Eamens ve ark., 2015; Kawaji ve ark., 2007) ve bu dizilerin farklı 

kombinasyonlarından oluşan multipleks RT-PZR (Eamens ve ark., 2015; Irenge ve 
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ark., 2009; Schönenbrücher ve ark., 2008) protokolleri geliştirilmiştir. Örneğin IS900, 

F57 ve ISMap02 (Eamens ve ark., 2015; Irenge ve ark., 2009) veya F57 ve ISMav2 

(Eamens ve ark., 2015; Schönenbrücher ve ark., 2008)’nin birlikte kullanıldığı 

multipleks RT-PZR analizleri rapor edilmiştir. Ancak IS900 ile karşılaştırıldığında 

Map’in genomunda hedef DNA'nın daha az sayıda kopyasının bulunması nedeniyle, 

yeni sekanslara dayanan PZR analizlerinde sensitivitenin düştüğü saptanmıştır (Bölske 

ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark., 2015). Map’in genomunda IS900’ün 15-20 

kopyası (ortalama 17 kopya) bulunurken, F57 ve lokus 255’in tek, ISMav2’nin 3 ve 

ISMap02’nin ise 6 kopyasının olduğu açıklanmıştır (Bölske ve Herthnek, 2010; 

Eamens ve ark., 2015). IS900 ile pozitif saptanan örneklerin kopya sayısına bağlı 

olarak F57 ile negatif sonuç verdiği ve bu nedenle PZR’nunda IS900 gen bölgesinin 

tercih edilmesi gerektiği bildirilmiştir (Bölske ve Herthnek, 2010; Eamens ve ark., 

2015). Correa-Valencia ve ark. (2017), seropozitiflik saptanan bir sürüde bulunan 2 

yaşından büyük 27 sığırdan alınan serum örneklerinin 8’ini ELISA, gaita örneklerinin 

ise 7’sini nested PZR ile pozitif olarak saptarken, gaita kültürü ve ticari bir kitin 

kullanıldığı F57 RT-PZR ile pozitif hayvan tespit edemediklerini belirtmiştir. Farklı 

primerlerin sensitivitesinin karşılaştırıldığı bir çalışmada (El-Malek ve ark., 2015) ise 

konvansiyonel PZR analizi için IS900 dizisine yönelik üç primer çifti (150C/921, 

TJ1/TJ2, S204/S749), F57 ve lokus 251’e yönelik birer primer çifti ile nested PZR 

analizi için ise ISMap02 bölgesine yönelik iki primer çifti kullanılmış ve nested PZR 

ve 150C/921 primer çifti ile uygulanan konvansiyonel PZR analizinin sensitivitesinin 

%100 olduğu belirlenmiştir. Diğer taraftan TJ1/TJ2 primer çifti ile hiçbir Map 

izolatının tespit edilemediği, izolatların S204/S749 primer çifti ile %33’ünün, F57 

primeri ile %55’inin, lokus 251 primeri ile ise %66’sının saptadığı bildirilmiştir (El-

Malek ve ark., 2015). Youssef ve ark. (2014), 150 sığır gaita örneğinden %31,33'ü 

IS900, %29,33'ü ise F57 gen bölgesine yönelik konvansiyonel PZR, %42,66'sının ise 

IS900 bölgesine yönelik RT-PZR ile pozitif saptandığını, aynı hayvanlara ait süt 

örneklerinin ise IS900 ve F57 gen bölgesine yönelik konvansiyonel PZR ve IS900 gen 

bölgesine yönelik RT-PZR ile sırasıyla %4,67; %3,33 ve %5,33 oranında Map teşhisi 

yaptıklarını açıklamıştır. Aynı çalışmada (Youssef ve ark., 2014), IS900 ve F57 gen 

bölgesine yönelik kullanılan primer çiftleri arasında istatistiksel olarak önemli bir fark 

olmadığına, gaitada Map DNA'sının konvansiyonel PZR’na göre RT-PZR ile daha 
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yüksek oranda tespit edildiğine ve PZR analizleri için en uygun örneğin sütün aksine 

gaita olduğuna dikkat çekmişlerdir. 

Map suşları, 223. baz çiftinde tespit edilen sitozin/timin polimorfizmine bağlı 

olarak C (sığır), S (koyun) ve B (bizon) tipi olarak ayırt edilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington ve ark., 2001). Bu bölgede C suşlarında sitozin 

ve timin, S suşlarında sadece sitozin ve B suşlarında ise sadece timin nükleotidlerinin 

bulunduğu rapor edilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington 

ve ark., 2001). Map izolatlarının moleküler olarak tiplendirmesinin, PZR ve 

sonrasında uygulanan REA ile IS1311 genindeki dizi polimorfizmlerinin belirlenerek 

hızlı bir şekilde yapılabileceği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 

1999; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Bu amaçla; kültürden izole edilen 

Map suşlarının tipinin belirlenmesi için, Marsh ve ark. (1999) tarafından bildirilen 

IS1311 gen bölgesine yönelik olan M56/M119 primer çifti (608 bp) kullanılarak 

konvansiyonel PZR analizinin yapılması ve sonrasında HinfI ile MseI enzimleri 

kullanılarak PZR-REA uygulanması önerilmektedir (Eamens ve ark., 2015; 

Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). REA sonucunda, Map’in C suşları jelde 

67, 218, 285 ve 323 bp'de dört bant ile karakterize edilirken, S suşlarının 285 ve 323 

bp'lik iki bant ve B suşlarının 67, 218 ve 323 bp'de gözlenen üç bant ile belirlendiği 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Whittington ve ark., 2001; 

Yue ve ark., 2016). Bu yöntem ile M. avium subsp. avium da belirlenmiş ve REA 

analizi sonucunda 134, 189 ve 285 bp de üç bant gözlenmiştir (Yue ve ark., 2016). 

IS1311 gen bölgesine yönelik M56 ve M94 primer çifti ile HinfI enzimi kullanılarak 

uygulanan PZR-REA analizi sonucunda da Map’in C ve S tiplerinin ayırt edilebileceği 

bildirilmiştir (Marsh ve ark., 1999). Ayrıca, IS1311 gen bölgesine yönelik M56 ve 

M94 primer çifti ile IS1245 gen bölgesine yönelik M114 ve M115 primer çiftleri 

kullanılarak uygulanan multipleks PZR analizinin sonucunda elde edilen PZR 

ürünlerine HinfI enzimi ile uygulanan REA analizi ile de tiplendirme yapılabileceği 

ileri sürülmüştür (Marsh ve ark., 1999). Diğer taraftan Map suşlarının 

tiplendirilmesine; DNA dizi analizi (GryA ve GryB gen bölgesi için), dijital mikro 

akışkan çip (digital microfluidic chip, DMC) PZR (Rani ve ark., 2017), RFLP, 

değişken sayılı tandem tekrarları (variable number of tandem repeats, VNTR) veya 
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pulsed-field jel elektroforez (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) (Eamens ve ark., 

2015) ve RT-PZR'na dayanan yüksek çözünürlüklü eritme (high-resolution melt, 

HRM) analizi (Castellanos ve ark., 2010) gibi yöntemlerin de kullanılabileceği 

açıklanmıştır. 

2.7.2. İndirek Tanı Yöntemleri 

Enfeksiyonun seyri boyunca farklı evrelerde değişik hücresel ve humoral 

yanıtın gözlendiği ve hücresel yanıt ile antikor yanıtı arasında ters bir ilişkili olduğu 

ileri sürülmüştür (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Hastalık ilerledikçe ve 

lezyonlar belirginleştikçe mevcut antijen varlığı ile orantılı olarak antikor düzeyinin 

arttığı ve testlerde daha yüksek titre elde edildiği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; 

Nielsen, 2010). Ancak enfeksiyonun ileri aşamalarında hayvanlar anerjik hale 

gelebileceği için humoral veya hücresel yanıtın tespit edilemeyebileceği rapor 

edilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Paratüberkülozun teşhisinde 

humoral immun yanıtı belirleyen komplement fikzasyon testi (KFT), ELISA, agar jel 

immunodifüzyon (AGID) testleri ile hücresel immun yanıtı ölçen gecikmiş tip aşırı 

duyarlılık deri testi ve IFN-γ testleri yaygın olarak kullanılmaktadır (OIE, 2008; OIE, 

2018). Ancak enfeksiyona karşı gelişen immun yanıt henüz tam olarak anlaşılamadığı 

için kullanılan tanı yöntemlerinin sonuçları ile yorumlanmasında hala sorun 

yaşanmaktadır (Nielsen, 2010). 

2.7.2.1. Hücresel İmmun Yanıtı Ölçen Testler 

Map enfeksiyonunda antikor yanıtından önce hücresel immun yanıtın geliştiği 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018). Bu 

nedenle enfeksiyonun başlangıcında olan hayvanların serolojik testler ile genellikle 

saptanamayacağı, ancak hücresel immun yanıtı ölçen testler ile tespit edilebileceği ileri 

sürülmüştür (OIE, 2008; OIE, 2018). Gecikmiş tip aşırı duyarlılık deri testi ile periferal 

kan mononüklear hücrelerinin spesifik antijenlerle uyarılmasından sonra salgılanan 

IFN-γ düzeyini ölçen IFN-γ testinin bu amaçla yaygın olarak kullanıldığı bildirilmiştir 

(Kalis ve ark., 2003; Nielsen, 2010; Stevenson, 2010). 
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2.7.2.1.1. Gecikmiş Tip Aşırı Duyarlılık Deri Testi 

Gecikmiş tip aşırı duyarlılık deri testinden geçmişte daha sık yararlanılmasına 

rağmen, günümüzde in vitro IFN-γ testinin geliştirilmesi nedeniyle kullanımının 

azaldığı açıklanmıştır (Nielsen, 2010). Aşırı duyarlılığı belirleyen deri testinde avian 

ve Johnin PPD (pürifiye protein derivatı) benzer sensitivite ve spesifiteye sahip olduğu 

için ikisinden birinin kullanılabileceği bildirilmiştir (OIE, 2008). Deri kalınlığının 

PPD inokülasyonundan önce ve inokülasyondan 72 saat sonra ölçülmesi gerektiği ve 

uygulama bölgesindeki deri kalınlığının 2 mm’nin üzerinde olması durumunda 

gecikmiş tip aşırı duyarlılığa bağlı olarak hayvanın enfeksiyon yönünden pozitif kabul 

edilebileceği belirtilmiştir (OIE, 2008; OIE, 2018). Bununla birlikte gerek avian ve 

gerekse Johnin PPD spesifitesinin düşük olması nedeniyle M. avium ile M. 

tuberculosis arasında çapraz reaksiyonların gözlenebileceği rapor edilmiştir (Barry ve 

ark., 2011; Jungersen ve ark., 2002). Diğer taraftan kullanılan antijen grupları arasında 

az da olsa farklılıklar mevcut olduğundan deri testinin yorumlanmasında karışıklıklar 

yaşanabileceği bildirilmiştir (Kalis ve ark., 2003; OIE, 2008; OIE, 2018). Sığırlarda 

Johnin PPD’nin kullanıldığı bir çalışmada (Kalis ve ark., 2003), deri testinin spesifitesi 

pozitif reaksiyonlar ≥2 mm, ≥3 mm ve ≥4mm olarak değerlendirildiğinde sırasıyla 

%88,8; %91,3 ve %93,5 olarak tespit edilmiştir. 

2.7.2.1.2. Gama İnterferon (IFN-γ) Testi 

Son yıllarda sığırlarda tüberküloz ve paratüberkülozun teşhisinde IFN-γ 

düzeyini ölçerek hücresel immun yanıtı belirleyen in-vitro testler kullanılmaya 

başlanmıştır (Nielsen, 2010). Map enfeksiyonunda en erken tespit edilebilen immun 

yanıtlardan birisinin IFN-γ üretimi olduğu bildirilmiştir (Nielsen, 2010). Bu nedenle 

subklinik enfekte hayvanların belirlenmesi için IFN-γ testinin en iyi seçenek olduğu 

ileri sürülmüştür (Jungersen ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010b; 

Vazquez ve ark., 2013). IFN-γ testinin temel prensibi, spesifik antijen (avian PPD, 

bovine PPD veya Johnin PPD) ile 18-36 saatlik bir uyarılmayı takiben duyarlı 

lenfositler tarafından üretilen IFN-γ düzeyinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır (OIE, 

2008; OIE, 2018). Toplanan heparinize kan örneklerinin en geç 16 saat içinde işlenme 

zorunluluğun olması ve non-spesifik bazı reaksiyonların testi etkilemesi nedeniyle 
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teşhiste kullanımının sınırlı olduğu belirtilmiştir (Jungersen ve ark., 2002). Ayrıca 

yanlış pozitif sonuçların saptanması nedeniyle 12 aydan küçük buzağılarda testin 

güvenilir olmadığı da ileri sürülmüştür (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve ark., 

1999). 

Sensitivitesi oldukça yüksek olan IFN-γ testinin spesifitesini arttırmak için 

lenfositlerin uyarılması işleminde bovine PPD, avian PPD ve fosfat tamponlu su (PBS) 

birlikte kullanılmakta ve üretilen IFN-γ düzeyleri karşılaştırılarak sonuçlar 

değerlendirilmektedir (Jungersen ve ark., 2002; Kalis ve ark., 2003; Vazquez ve ark., 

2013). Tüberkülozun aksine paratüberkülozun teşhisinde IFN-γ testi için standart bir 

yorumlama kriteri henüz bulunmamaktadır (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve 

ark., 1999). Kullanılan farklı yorumlama kriterlerine bağlı olarak spesifitesinin sığırlar 

için %26-99 arasında değiştiği rapor edilmiştir (Jungersen ve ark., 2002; McDonald 

ve ark., 1999). IFN-γ testi için paratüberkülozdan ari olduğu belgelenmiş sığır 

işletmelerinden alınan kan örnekleri nil (steril PBS), avian ve bovine antijeni ile 

uyarılmış ve uygulanan testte elde edilen optikal dansite (OD) değerleri üç farklı kriter 

kullanılarak değerlendirilmiştir (Kalis ve ark., 2003). Birinci kriterde avian PPD 

antijeninin (A) OD değerinin, nil (PBS, kontrol) ve bovine PPD antijeninin (B) OD 

değerinden 0,1 OD birimi veya daha büyük olması; ikinci kriterde hem birinci kriteri 

sağlaması ve hem de B ile A arasındaki oranın ≤0,70 olması; üçüncü kriterde ise testin 

geçerliliği için negatif kontrol örneğinin (NK) en yüksek OD’si, pozitif kontrol 

örneğinin (PK) en düşük OD’si ile nil (kontrol) antijeninden elde edilen en yüksek OD 

karşılaştırılmış ve kullanılan formülde sonucun [(A-NK)/(PK-NK)]x100-[(B-

NK)/(PK-NK)]x100=>%30 olması durumunda hayvanların pozitif olarak 

değerlendirildiği rapor edilmiş ve bu kriterlere göre spesifite sırasıyla %66,1; %67 ve 

%93,6 olarak açıklanmıştır (Kalis ve ark., 2003). Enfekte ve enfekte olmayan sığır 

sürülerinden alınan kan örnekleri avian (a), bovine (b) Johnin (j) antijenleri ve nil 

(PBS) ile uyarılmış ve uygulanan IFN-γ testinden elde edilen OD değerlerinden yola 

çıkılarak farklı kritelere göre testin spesifitesi hesaplanmıştır (Jungersen ve ark., 

2002). Sadece PPDa-PBS>0,05 baz alındığında; enfekte olmayan sürülerde toplam 

116 hayvandan 53’ünün (spesifite, %54), enfekte sürülerde ise 249 hayvandan 

193’ünün; PPDa-PBS>0,453 kabul edilmesi durumunda enfekte olmayan sürülerde 6 
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hayvanın (spesifite, %95), enfekte sürülerde ise 84 hayvanın; PPDa-PBS>0,05 ve 

PPDa>PPDb olduğunda ise enfekte olmayan sürülerde toplam 42 (spesifite, %64), 

enfekte sürülerde ise 171 hayvanın pozitif olarak saptandığı belirtilmiştir. Testin PPDj-

PBS>0,254, PPDa-PBS>0,453 ve PPDb/PPDj veya /PPDb/PPDa<0,71 olduğu 

durumda en yüksek spesifiteye (%97-99) sahip olduğu belirlenmiş olmasına rağmen, 

PPDa-PBS>0,05 kriterinin diğer kriterlere göre daha fazla sayıda subklinik olarak 

enfekte hayvanın tespit edilebildiği açıklanmıştır (Jungersen ve ark., 2002). Sığırlarda 

yapılan diğer bir çalışmada (Vazquez ve ark., 2013), PPDa’nın PPDb’den daha büyük 

ve PPDa-PBS≥0,05 olması durumunda hayvanlar paratüberküloz yönünden pozitif 

olarak değerlendirilmiştir. Aynı çalışmada IFN-γ testi ile pozitif olarak belirlenen 

hayvanların çoğunluğunun gaitasında Map tespit edilmediği (%63,9) gibi ciddi bir 

doku hasarının da olmadığı (%86,1) saptandığından, bu yöntem ve kriterin genç 

hayvanlarda enfeksiyonun teşhisinde veya enfeksiyonun erken dönemlerinde 

kullanılabileceğine dikkat çekilmiştir (Vazquez ve ark., 2013). 

Koyunlarda testin sensitivitesi bakteriyolojik kültür ile karşılaştırıldığında 

%66,7 olarak saptanmış, enfekte olmayan sürülerde de spesifitesi %98,3 olarak 

hesaplanmıştır (Robbe-Austerman ve ark., 2006a). Deneysel olarak enfekte edilen 

koyunlarda alınan kan örnekleri Johnin PPD ile uyarıldıktan sonra uygulanan IFN-γ 

testinde elde edilen OD değerleri PPDj-PBS≥0,05; PPDj-PBS≥0,04; PPDj-

PBS≥0,03 ve PPDj/PBS≥1,5 şeklinde olmak üzere dört farklı kriter kullanılarak 

değerlendirilmiş ve çalışmadaki koyunların hepsi kullanılan dört kritere göre pozitif 

olarak saptanmıştır (Gwozdz ve ark., 2000). Aynı çalışmada IFN-γ testi ile AGID, 

KFT ve ELISA testleri karşılaştırılmış, AGID (%86), KFT (%64) ve ELISA (%36-50) 

testlerine oranla IFN-γ testinin enfekte hayvanları daha yüksek oranda (%100) ve daha 

erken dönemde tespit ettiği rapor edilmiştir (Gwozdz ve ark., 2000). Yine deneysel 

enfekte edilmiş koyunlarda yapılan diğer bir çalışmada (Reddacliff ve Whittington, 

2003); IFN-γ testinin PPDa-PBS>0,05 olarak değerlendirilmesi durumunda 

sensitivitesinin %83, spesifitesinin ise %56 olarak hesaplandığı ve doğal olarak 

enfekte olan hayvanlarda ise spesifitenin daha yüksek olduğu bildirilmiştir.  
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2.7.2.2. Humoral İmmun Yanıtı Ölçen Testler 

Enfeksiyonun teşhisinde Map’e karşı gelişen spesifik antikorları saptayan 

AGID, ELISA ve KFT gibi serolojik testler kullanılmaktadır (OIE, 2008; OIE, 2018). 

Paratüberkülozun ileri evrelerine gelinceye kadar antikor yanıtının oluşmaması 

nedeniyle enfeksiyonun erken dönemlerinde serum örneklerinde antikor tespitine 

dayanan testlerin hastalığın teşhisi için uygun olmayacağı belirtilmiştir (Nielsen, 2010; 

OIE, 2008; OIE, 2018). 

2.7.2.2.1. Agar Jel İmmunodifüzyon (AGID) Testi 

Serum örnekleri ile yapılan AGID testinin spesifitesi yüksek, hayvan 

türlerinden nispeten bağımsız, basit ve ucuz bir yöntem olduğu belirtilmiştir (Eamens 

ve ark., 2015). AGID testinin enfeksiyonun başlangıç aşamalarında düşük 

sensitiviteye sahip olduğu, ancak klinik olarak paratüberküloz olduğu düşünülen sığır, 

koyun ve keçilerde hastalığı doğrulamak amacıyla kullanılabileceği açıklanmıştır 

(Nielsen, 2010; Sergeant ve ark., 2003). Yeni Zelanda ve Avustralya'da koyun ve 

keçilerde yapılan serolojik araştırmalarda (Gwozdz ve ark., 2000; Hope ve ark., 2000; 

Sergeant ve ark., 2003), AGID testinin sensitivite (%38-56) ve spesifitesi (%100) 

ELISA testlerinden (sensitivite %35-54, spesifite %95-99) az da olsa yüksek 

saptanmıştır. Ancak Gumber ve ark. (2006), koyun ve keçi serumlarında ticari bir 

ELISA kiti ile AGID testini karşılaştırdıklarında ELISA’nın AGID testinden daha 

duyarlı olduğunu belirtmiş ve paratüberkülozdan ari koyun ve keçi sürülerinde ise 

ELISA testinin spesifitesinin %100 olacağını ileri sürmüştür. Histolojik incelemeler 

ile kıyaslandığında ise AGID testinin spesifite ve sensitivitesi %95 güven aralığında 

sırasıyla %99-100 ve %38-56 olarak saptanmıştır (Hope ve ark., 2000).  

2.7.2.2.2. Komplement Fikzasyon Testi (KFT) 

Komplement fikzasyon testi, sığırlar için uzun yıllar standart bir test olarak 

kabul edilmiştir (OIE, 2008). KFT’nin klinik olarak paratüberküloz şüpheli 

hayvanlarda iyi sonuç vermesine rağmen, hem sensitivite hem de spesifitesinin düşük 

olduğu bildirilmiştir (Chaubey ve ark., 2016; Sohal ve ark., 2007). Bu nedenle genel 
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kontrol amacıyla kullanılamayacağı, ancak sığır ithal eden ülkeler tarafından talep 

edildiği takdirde uluslararası kabul gören KFT prosedürlerinin uygulanabileceği 

bildirilmiştir (OIE, 2008; OIE, 2018).  

2.7.2.2.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Hem serum hem de süt örneklerinde Map’e karşı gelişen spesifik antikor 

yanıtını tespit ederek enfeksiyonu dolaylı yoldan teşhis eden ELISA testleri yaygın 

olarak kullanılmaktadır (OIE, 2008; OIE, 2018). Özellikle sürü taramalarında geçerli 

kabul edilen, düşük maliyetli, uygulaması kolay ve hızlı olan testlerdir (OIE, 2008; 

OIE, 2018; Weber ve ark., 2009). Bununla birlikte testin spesifite sorunlarının yanı 

sıra enfeksiyonun farklı aşamalarında hücresel ve humoral bazda farklı immun 

yanıtların şekillenmesi ve özellikle enfeksiyonun subklinik aşamasında düşük 

sensitiviteye sahip olması nedeniyle kullanımında sınırlamalar olduğu bildirilmiştir 

(Ayele ve ark., 2001; Collins, 1996; Maroudam ve ark., 2015; Nielsen, 2010). Nielsen 

(2010), enfekte sığırlarda tespit edilebilir düzeyde gaita ile Map atılımı başlamadan 

önce antikor üretiminin olabileceğini, ancak Map atılımının çok az olduğu hayvanlarda 

yani enfeksiyonun erken evrelerinde antikorların tespit edilemeyebileceği belirtmiştir. 

Günümüzde paratüberkülozun tanısında kullanılan ve ticari olarak temin 

edilebilen çeşitli ELISA kitleri bulunmaktadır (Harris ve Barletta, 2001; Maroudam 

ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Geliştirilen bu ELISA kitlerinde Map’in farklı 

antijenleri kullanılmış ve çapraz reaksiyonları önlemek amacıyla örneklerin M. phlei 

ile ön absorpsiyonu yapılarak testin spesifitesi arttırılmıştır (Harris ve Barletta, 2001; 

Maroudam ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). Map’e spesifik bir antijen olan 

LAM’ın kullanıldığı testlerde ise ön absorpsiyonun gerekli olmadığı bildirilmiştir 

(Harris ve Barletta, 2001; Maroudam ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018). 

Paratüberküloz teşhisinde kullanılan ticari ELISA kitlerinin spesifiteleri genellikle 

%95'in üzerinde olarak belirtilmiş olmasına rağmen, sensitivite ve spesifiteler arasında 

büyük farklar olduğu ileri sürülmüştür (Harris ve Barletta, 2001; Maroudam ve ark., 

2015; Nielsen ve Toft, 2008). 
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Kültür yönteminde olduğu gibi testin sensitivitesinin enfeksiyonun aşamasına, 

Map’in gaita ile atılım düzeyine ve hayvanların yaşına bağlı olarak değişebileceği 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015; Nielsen ve Toft, 2008; OIE, 2008; OIE, 2018). 

Nitekim Map ile enfekte hayvanların saptanması için kullanılan antikor ELISA’nın 

sensitivitesinin düşük (yaklaşık %5-30) olduğu, ancak yaşın ilerlemesiyle birlikte 

testin sensitivitesinin arttığı rapor edilmiştir (Nielsen ve Toft, 2006). ELISA testinin, 

KFT veya AGID’a göre sensitivite ve spesifitesinin daha yüksek olduğu açıklanmış 

(Ayele ve ark., 2001; Chaubey ve ark., 2016; Nielsen, 2010; Sohal ve ark., 2007) 

olmasına rağmen, testin sensitivitesinin klinik olgularda KFT ile benzer, subklinik 

enfekte hayvanlarda ise KFT’den daha yüksek olduğunu ileri sürülmüştür (Ayele ve 

ark., 2001; Chaubey ve ark., 2016). Whitlock ve ark. (2000), gaita kültürü ile 

paratüberküloz olduğu tespit edilen sığırların ancak %30-40’ının ELISA ile pozitif 

saptandığını bildirmiştir. ELISA sensitivitesinin 2, 3 ve 4 yaşındaki sığırlarda sırasıyla 

%1,2; %8,9 ve %11,6 olarak hesaplandığı bir çalışmada (Jubb ve ark., 2004), daha 

ileri yaştaki hayvanlarda bu oranın %20-30 arasında olduğu rapor edilmiş ve tüm yaş 

grupları için hesaplandığında testin ortalama sensitivitesi yaklaşık %15 olarak 

belirlenmiştir.  

Süt örneklerinde ELISA ile enfeksiyona spesifik antikorların saptanabileceği 

bildirilmiştir (Hendrick ve ark., 2005; OIE, 2008). Hendrick ve ark. (2005), 689 

sığırdan alınan süt ve kan serumu örneklerinin sırasıyla 77 (%11,2) ve 130 

(%18,9)’unda pozitiflik saptadıkları halde süt ELISA ve fekal kültür (%10,4) arasında 

aynı sonuçları elde ettiklerini bildirmiş ve süt ELISA testinin hastalığın teşhisi için 

uygun bir yöntem olduğunu ileri sürmüştür. Benzer bir çalışma (Salgado ve ark., 2007) 

keçiler üzerinde yapılmış, serum ve süt örnekleri kullanılarak uygulanan ELISA 

testlerinin sırasıyla sensitivitesi %74,3 ve %60; spesifiteleri ise %98,6 ve %99,3 olarak 

hesaplanmıştır. 

Histolojik inceleme sonucu paratüberküloz olarak saptanan koyunların 

spesifitesi %98,2-%99,5 arasında olan ticari bir ELISA kiti ile ancak %35-54'ünün 

pozitif tespit edildiği bildirilmiştir (Hope ve ark., 2000). Sergeant ve ark. (2003), 

koyunlarda kendileri tarafından geliştirilen ELISA testini histolojik inceleme sonuçları 

ile karşılaştırmış ve testin spesifitesini %99, sensitivitesini ise %21 olarak 
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hesapladıklarını bildirmiştir. Enfekte (9 sürü, 2015 hayvan) ve enfekte olmayan (5 

sürü, 450 hayvan) koyun sürülerinde AGID, ELISA ve deri testinin sensitivite ve 

spesifitesinin karşılaştırıldığı bir çalışmada (Robbe-Austerman ve ark., 2006b); AGID 

ve ELISA testlerinin spesifik olmasına rağmen sensitivitelerinin düşük saptandığına 

ve testlerin sensitivite ile spesifitelerinin sırasıyla %8,3; %8-16,3; %73,3 ve %99,5; 

%99,3-97,5; %98.7 olarak tespit edildiğine dikkat çekilmiştir. Koyun suşu ile oral 

yolla enfekte edilen 12-16 haftalık merinos kuzuların bağırsak ve lenfoid dokularından 

Map’in izole edildiği ve deri ile IFN-γ testleri sonucunda da pozitiflik saptandığı halde 

enfekte edilen bu kuzulardan sadece birinin inokülasyondan 14 hafta sonra ELISA 

testinde pozitif sonuç verdiği belirlenmiştir (Reddacliff ve Whittington, 2003). 

2.8. Koruma ve Kontrol 

Geniş konakçı dağılımının yanı sıra, uygun olmayan sayısız koşullarda dahi 

hayatta kalmak için çeşitli stratejiler geliştirmiş olan etkenin nasıl canlı kalabildiği 

henüz tam olarak anlaşılamamış ve bu nedenle bugüne kadar paratüberküloz için 

uygun bir koruma ve kontrol stratejisi belirlenememiştir (Arsenault ve ark., 2014; 

Manning ve Collins, 2010a; Maroudam ve ark., 2015; Singh ve ark., 2013a; Sohal ve 

ark., 2008). Hastalığın bugün için bilinen etkili bir tedavi yöntemi ve aşısı olmadığı 

gibi (Ayele ve ark., 2001; OIE, 2008; OIE, 2018; Yardımcı, 2006), inkübasyon 

süresinin uzun olması, çoğunlukla subklinik seyretmesi, enfekte hayvanlarda spesifik 

klinik belirtilerin görülmemesi ve özellikle subklinik enfekte hayvanların teşhisinde 

mevcut testlerin yetersiz kalması gibi nedenlere bağlı olarak kontrol altına alınmasının 

veya eradike edilmesinin oldukça zor olduğu açıklanmıştır (Bastida ve Juste, 2011; 

Sohal ve ark., 2015). Ayrıca koruma ve kontrol programlarının hayvanların bireysel 

sağlık problemi olarak değil sürü sorunu olarak yönetilmesi gerektiği ve bu amaçla 

Map'in bulaşmasını azaltmak için sürü yönetiminde yapılacak değişiklikleri 

belirlemek, enfeksiyon kaynaklarını ortadan kaldırmak için hayvanları test etmek ve 

enfekte olan hayvanları sürüden çıkartmak ve enfeksiyona karşı direnci artırmak için 

hayvanları aşılamak şeklinde klasik üç ana yaklaşımı aynı anda kullanmak gerektiği 

ileri sürülmüştür (Bastida ve Juste, 2011; Sohal ve ark., 2015).  
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Etkili olmamakla birlikte adjuvantlı inaktif aşılar bazı ülkelerde kontrol 

tedbirlerinin bir parçası olarak özellikle küçük ruminantlarda hijyenik tedbirler ile 

birlikte uygulanmaktadır (Ayele ve ark., 2001; Bastida ve Juste, 2011; Harris ve 

Barletta, 2001). Sürü yönetiminin değiştirilemeyeceği durumlarda aşı uygulaması 

önerilmiş olmasına rağmen, aşılama yoluyla bir sürüden hastalığın elimine edilmesinin 

söz konusu olmayacağı belirtilmiştir (Bastida ve Juste, 2011). Aşılamanın klinik 

belirtiler (Bastida ve Juste, 2011; Kormendy, 1994) ile etkenin gaita ile çıkarılmasını 

Bastida ve Juste, 2011; Erganiş ve ark., 2013; Kormendy, 1994) azaltabileceği ileri 

sürülmüştür. Nitekim kontrol programına aşılamanın da dâhil edildiği sığır sürülerinde 

ekonomik kayıpların azaldığı (Thoen ve Moore, 1989), gaita ile çıkarılan etken sayısı 

ile prevalansta bir azalma gözlendiği (Kormendy, 1994) ve aşılanmış enfekte sığırlarda 

7-15 ay sonra enfeksiyonun şiddetinde azalma görüldüğü (Subharat ve ark., 2012) 

bildirmiştir. Diğer taraftan Dennis ve ark. (2011) enfekte koyunlarda aşılama sonrası 

iyileşme tespit ettiklerini rapor etmişlerdir. Aşının klinik iyileşmeye yol açması ve 

gaita ile etken çıkarılmasını azaltmasına rağmen, farklı yönetim koşulları altında doğal 

enfekte hayvanlarda aşıların birçoğunun aynı şekilde etki göstermediği de 

açıklanmıştır (Sohal ve ark., 2015). Ayrıca kullanılan aşıların, aşılanmış hayvandan 

enfekte olanı ayırt edebilen bir aşı (DIVA, Differentiating infected from vaccinated 

animals) olmamasının  ana dezavantaj olduğu açıklanmıştır (Whittington ve ark., 

2017). Diğer taraftan aşılı hayvanlar genellikle tüberküline duyarlı hale geleceğinden 

paratüberküloz ve tüberküloz enfeksiyonlarının teşhisinde yanlış yorumlamalara yol 

açabileceği ileri sürülmüştür (Bastida ve Juste, 2011). Bu nedenle aşının sadece gaita 

kültürü ile pozitif olarak belirlenen ve tüberkülozdan ari olan sürülerde kullanılması 

önerilmiştir (Bastida ve Juste, 2011).  

Gelişmiş ülkeler hastalığın kontrolünde bazı programları uygulamasına 

rağmen, gelişmekte olan veya geri kalmış ülkelerde paratüberkülozun hala öncelikli 

bir hastalık olarak dikkate alınmadığı belirtilmiş (Sohal ve ark., 2015) ve bu nedenle 

hastalığın kontrolü veya ortadan kaldırılması için sadece ulusal değil uluslararası bir 

programın uygulanması gerektiği ileri sürülmüştür (Sohal ve ark., 2015). Hastalığın 

kontrolü için; hayvanların enfekte olmayan sürülerden alınması ve sürüye dâhil 

edilmeden önce karantinada tutulması, klinik bulgu gösterenler ile laboratuvar 



53 
 

sonuçlarına göre enfekte olduğu tespit edilen hayvanların sürüden çıkarılması, 

sürülerin 6 ay aralıklarla gaita kültürü ve PZR veya serolojik/alerjik testler ile 

taranması ve pozitif olanların sürüden çıkarılması, enfekte sürülerde doğan 

hayvanların ayrılarak kontamine gübre, kolostrum ve sütle temas etmesinin 

engellenmesi, süt ve kolostrumun havuzlanarak kullanılmaması ve hayvanlara 

verilmeden önce sütün kaynama noktasına kadar ısıtılması, yeni doğan hayvanların 

enfekte annelerinden ayrılması, enfekte boğa spermasının kullanılmaması, genç 

hayvanların yetişkinlerden ayrı yetiştirilmesi ve mümkünse en az bir yıl genç 

hayvanların otlatılmaması, çiftlik arazilerinin içinde ve çevresinde gübre 

biriktirilmemesi ve gübrelerin hayvanların otlatıldığı mera üzerine yayılmaması, 

çevresel kontaminasyonu azaltmak için yemlik ve sulukların yüksek platformlara 

yerleştirilmesi, padok ve otlaklara yabani hayvanların girişinin engellenmesi gibi bazı 

tedbirlerin alınması gerektiği belirtilmiştir (Lu ve ark., 2008; Sohal ve ark., 2015).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Çalışma Planı 

Bu çalışmada, örnek alınacak koyun sayısı epidemiyolojik kriterlere göre 

hesaplandı (Thrusfield, 2005). Buna göre ülkemizde paratüberkülozun prevalansına 

yönelik yapılmış çalışmalar (Atala ve Akçay, 2001; Buyuk ve ark., 2014; Cetinkaya 

ve ark., 2000; Makav ve Gokce, 2013; Ozturk ve ark., 2010; Vural ve Atala, 1988) 

temel alınarak tahmini prevalans %10 olarak kabul edildi. %10 tahmini prevalans, 

%95 güven aralığı ve %5 hata payına göre minimum örnek sayısı 138 

hesaplandığından çalışmada koyun sayısı 150 olarak planlandı. Örnek alınacak 15 

işletme Burdur İl Tarım ve Orman Müdürlüğü ile Burdur Damızlık Koyun Keçi 

Yetiştiricileri Birliği kayıtları dikkate alınarak tesadüfî örnekleme ile belirlendi ve bu 

15 işletmenin her birinde 2 yaş ve üzerinde onar hayvandan kan ve gaita örnekleri 

alındı. Örneklerin alındığı sürülerdeki toplam hayvan sayısı (sürü büyüklüğü), örnek 

alınan hayvanların ırkı, yaşı ile zayıflık ve ishal gibi hastalığa ilişkin klinik belirtileri 

gösterip göstermedikleri kaydedildi. Bu araştırma Burdur Mehmet Akif Ersoy 

Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu Başkanlığının (MAKÜ-

HAYDEK/2017-258) onayı ile gerçekleştirildi.  

3.1.2. Kan ve Gaita Örnekleri 

Kan ve gaita örnekleri 15 sürüden 2 yaş ve üzerindeki onar hayvan olmak üzere 

150 koyundan alındı. Örnekler Nisan 2017 ve Haziran 2017 tarihleri arasında ve 

paratüberküloza karşı aşı uygulanmayan işletmelerden alındı. Örneklerin alındığı köy, 

sürü ve örnek sayılarına ait bilgiler tablo 3.1’de verildi. Kan ve gaita örnekleri 54 

Merinos, 20 İvesi, 16 Sakız ve 60 karışık (Merinos-Sakız, Merinos-İvesi, Merinos-

Pırıt melezi) ırk koyundan alındı. Örneklerin alındığı hayvanların yaşları ile 

sürülerdeki toplam hayvan sayısı (sürü büyüklüğü) tablo 3.2.’de verildi.  

Her bir koyundan pıhtılaşma aktivatörü (10 ml, BD Vacutainer, Plymouth, UK) 

ve lityum heparin içeren (10 ml, Vacutest, Arzergrande, Italy) vakumlu tüplere ayrı 
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olarak yaklaşık onar ml kan örnekleri alındı. Aynı koyunların rektumundan lateks 

eldiven kullanılarak yaklaşık 20 gram gaita örneği alındı ve steril gaita kaplarına 

konuldu (Stabel, 1997). Alınan örnekler Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi, 

Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’na getirildi. Lityum 

heparinli tüplere alınan kan örnekleri test edilinceye kadar oda ısısında tutuldu. 

Pıhtılaşma aktivatörü içeren tüplere alınan kan örnekleri ise 3000 rpm’de 5 dakika 

santrifüj (Nüve, Türkiye) edildi ve serumları ayrıldıktan sonra serum örnekleri test 

edilinceye kadar -20o ve -80°C’de olmak üzere iki farklı derin dondurucuda saklandı. 

Gaita örnekleri ise sürme preparatlar hazırlandıktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.  

Tablo 3.1. Koyun kan ve gaita örneklerinin alındığı köyler ile sürü ve örnek sayıları. 

 

Köy 

 

Sürü Sayısı 

Örnek Sayısı 

Kan Gaita 

Bayındır 3 30 30 

Düğer 3 30 30 

Aşağı Müslimler 3 30 30 

Beşkavak 5 50 50 

Kayaaltı 1 10 10 

TOPLAM 15 150 150 

 

Tablo 3.2. Kan örneklerinin alındığı koyunların yaşları ile sürü büyüklüklerinin 

dağılımı. 

 

Hayvan 

Yaş (Yıl) Hayvan Sayısına Göre Sürü Sayısı 

2 3 4 ≥5 10-19 20-49 50-99 ≥100 

Koyun 16 44 43 47 0 1 4 10 

3.1.3. Referans M. avium subsp. paratuberculosis Suşu 

Araştırmada pozitif kontrol olarak kullanılan M. avium subsp. paratuberculosis 

316 F referans suşu Doç. Dr. Zafer SAYIN (Selçuk Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Konya)’dan temin edildi. 
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3.1.4. Rose Bengal Pleyt Test Antijeni 

Toplanan 150 kan serumu örneğinin sitokin artışına yol açabilecek bir hastalık 

olan brusellozis yönünden taranmasında Rose Bengal Pleyt Test (Seromed, İstanbul) 

antijeni kullanıldı. 

3.1.5. Ziehl-Neelsen Boyamada Kullanılan Solüsyonlar 

Asit-fast bakterileri belirleyebilmek için ZN boyama yöntemi kullanıldı. ZN 

boyama metodu için gerekli olan boya solüsyonları aşağıda belirtildiği gibi hazırlandı 

(Arda, 2006; Eamens ve ark., 2015; Sayın, 2010). 

 

Fenollü Karbol Fuksin 

Bazik fuksin (Merck, Germany) 3 g 

Etanol (%95; Merko kimya, İstanbul) 100 ml 

Bazik fuksin tartıldı ve üzerine azar azar alkol eklenerek bir havan içerisinde 

iyice ezildi. Stok solüsyonu, koyu renkli kapaklı bir şişeye aktarılarak 4-5 saat 

çalkalandı. 

Fenol (Merck, Germany) 5 g 

Distile su 100 ml 

Kristal haldeki fenol tartılarak üzerine distile su eklendi. Hazırlanan solüsyon, 

fenolün tamamen erimesi için 45-50ºC’ye ısıtılarak karıştırıldı. 10 ml stok karbol 

fuksin solüsyonu üzerine 90 ml fenollü distile su ilave edildi. Hazırlanan boya 

solüsyonu 24 saat bekletildikten sonra filtre kâğıdından süzülerek koyu renkli ve 

kapaklı bir şişe içinde saklandı.  

 

Asit-Alkol (%3 v/v) 

HCl (%37,5; Tekkim, Bursa)  3 ml 

Etanol (%95) 97 ml 

97 ml etanol üzerine 3 ml HCI ilave edilerek 100 ml asit alkol hazırlandı. 
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Metilen Mavisi 

Metilen mavisi (Merck, Germany) 0,3 g 

Distile su 100 ml 

Metilen mavisi tartılarak bir havan içerisinde distile su ile iyice ezildi. Koyu 

renkli ve kapaklı bir şişeye alınan boya solüsyonu 4-5 saat çalkalandı ve 24 saat 

bekletildikten sonra filtre kâğıdından süzüldü. 

3.1.6. Gaita Dekontaminasyonunda Kullanılan Solüsyonlar 

Gaita örnekleri ekim yapılmadan önce dekontaminasyon işlemine tabi tutuldu. 

Dekontaminasyonda kullanılan solüsyonlar ve hazırlanışları aşağıda verildi (Eamens 

ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Payeur, 2005; Whittington, 2010). 

3.1.6.1. Heksadesilpiridinyum Klorür/ Brain Heart İnfüzyon Solüsyonu 

Gaita dekontaminasyonunun ilk aşamasında spor formundaki 

mikroorganizmaların vejetatif forma geçmesini sağlamak amacıyla 

hekzadesilpiridinyum klorür/ brain heart infüzyon (HPC/BHI) solüsyonu kullanıldı. 

 

 

Yukarıdaki maddeler distile su içerisinde iyice eritildikten sonra 120°C’de 20 

dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Taze olarak hazırlanan bu solüsyon 

kullanılıncaya kadar oda ısısında tutuldu.  

3.1.6.2. Vankomisin, Amfoterisin B, Nalidiksik Asit/ Brain Heart İnfüzyon 

Solüsyonu 

Dekontaminasyonun ikinci aşamasında kontaminant vejetatif 

mikroorganizmaları öldürmek amacıyla vankomisin, amfoterisin B, nalidiksik asit/ 

brain heart infüzyon (VAN/BHI) solüsyonu aşağıdaki şekilde hazırlanarak kullanıldı. 

 

Hekzadesilpiridinyum klorür (HPC) (Sigma, USA) 9 g 

Brain Heart Infüzyon (BHI) Broth (Difco, USA) 18,5 g 

Distile su 1000 ml 



58 
 

½ Brain Heart İnfüzyon (BHI) Buyyon 

Brain Heart Infüzyon Broth  7,4 g 

Distile su 200 ml 

BHI buyyon tartılarak distile su içerisinde eritildi ve pH’sı 6,8-7,0’ye 

ayarlandı. BHI buyyon, 120°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 

 

Amfoterisin B Stok Solüsyonu (10 mg/ml) 

Amfoterisin B (%45)+Sodyum Deoksikolat (%35) (Sigma, USA) 50 mg 

Steril distile su 5 ml 

Tartılan antibiyotik steril distile su içerisinde iyice çözündürülerek -20°C’de 

ve karanlık ortamda saklandı. 

 

VAN/BHI Solüsyonu 

Hazırlanan BHI buyyon soğuduktan sonra besiyerinin içine aseptik koşullarda 

20 mg vankomisin (Sigma, USA), 20 mg nalidiksik asit (Sigma, USA) ve 10 mg/ml 

olarak hazırlanan stok solüsyonundan 1 ml amfoterisin B solüsyonu ilave edildi. 

Böylece ½ BHI buyyonda 100 μg/ml vankomisin, 50 μg/ml amfoterisin B ve 100 

μg/ml nalidiksik asit içeren VAN/BHI solüsyonu hazırlanmış oldu. Solüsyon iyice 

karıştırıldıktan sonra 50 ml’lik hacimlerdeki steril falkon tüplerine aktarıldı ve -

20°C’de karanlık ortamda saklandı.  

3.1.7. Besiyerleri 

3.1.7.1. Herrold’s Egg Yolk Agar 

Dışkı örneklerinden Map’i izole edebilmek için Herrold’s egg yolk agar 

(HEYM, BD BBLTM, USA) kullanıldı (Eamens ve ark., 2015; OIE 2008; OIE, 2018). 

Bu besiyeri 2 mg/l mikobaktin J ile birlikte 50 mg/l vankomisin, 50 mg/l amfoterisin 

B ve 50 mg/l nalidiksik asit karşımı (VAN) ihtiva eden kullanıma hazır ticari bir ürün 

olarak temin edildi (Şekil 3.1A). 
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Şekil 3.1. Map’in izolasyonu için kullanılan besiyerleri. A. Herrold’s egg yolk agar, 

B. Middlebrook 7H10 agar. 

3.1.7.2. Modifiye Middlebrook 7H10 Agar 

Koyun ve sığır tipi Map suşlarını izole edebilmek için Middlebrook 7H10 agar 

(Difco, USA) (Şekil 3.1B) modifiye edilerek kullanıldı (Eamens ve ark., 2015; OIE 

2008). Modifiye Middlebrook 7H10 agarın hazırlanması aşağıda verilen formüle göre 

yapıldı. 

 

Middlebrook 7H10 agar 19 g 

Casitone (Difco, USA) 1 g 

Gliserol (Aklar kimya, Ankara) 5 ml 

Distile su 900 ml 

Yukarıdaki maddeler distile su içinde eritildikten sonra, pH 6,6’ya ayarlandı ve 

121°C’de 15 dakika otoklavlandı.  

3.1.7.3. Mikobaktin J 

Ticari ürün olarak temin edilen 2 mg mikobaktin J (IDvet, France) içeren şişeye 

1 ml etanol (%95 v/v) eklendi ve iyice çözünüp amber rengini alana kadar karıştırıldı. 

Daha sonra 39 ml distile su eklenerek çalışma solüsyonu hazırlandı ve otoklavda 

120°C’de 15 dakika steril edildikten sonra karanlık ortamda saklandı (Eamens ve ark., 

2015).  

 A

 

 B 
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3.1.7.4. Yumurta Sarısı Emülsiyonu 

Yumurta sarısı emülsiyonu (Oxoid, England) kullanıma hazır ticari ürün olarak 

temin edildi. 

3.1.7.5. Middlebrook OADC Zenginleştirme Solüsyonu 

İçeriğinde 8,5 g sodyum klorit, 50 g bovine albümin, 20 g dekstroz, 0,03 g 

katalaz, 0,6 ml oleik asit bulunan Middlebrook OADC zenginleştirme solüsyonu (BD 

BBLTM, USA) kullanıma hazır ticari ürün olarak temin edildi. Besiyeri 58℃’ye 

soğutulduktan sonra aseptik koşullarda 25 ml mikobaktin J solüsyonu (50 μg/mL), 100 

ml OADC zenginleştirme solüsyonu ve 250 ml yumurta sarısı ilave edildi. İyice 

karıştırıldıktan sonra yaklaşık 10 ml besiyeri steril vida kapaklı cam tüplere dağıtıldı 

ve besiyerinin yatık vaziyette donması sağlandı (Şekil 3.1B). 37℃’de 1 hafta inkübe 

edilerek sterilite kontrolü yapıldıktan sonra besiyerleri 4℃’de saklandı (Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005)  

3.1.8. Gama İnterferon ELISA Kiti 

Map’e karşı gelişen hücresel immun yanıtı; IFN-γ düzeylerindeki artışa göre 

belirleyerek hastalığı teşhis etmek amacıyla ticari bir kit (BOVIGAM, Prionics AG, 

Schlieren-Zurich, Switzerland) kullanıldı. Testte kullanılan malzemeler aşağıda verildi 

(Şekil 3.2). 

 

Mikropleyt: Monoklonal anti-IFN-γ antikorları ile kaplı 96 gözlü 

mikropleytler kit ile birlikte temin edildi. 

 

Sığır IFN-γ Pozitif Kontrolü (1x2 ml): Liyofilize olarak temin edilen ve 

içeriğinde %0,01 w/v thiomerosal bulunan pozitif kontrol kullanılmadan önce 2 ml 

steril distile su ile sulandırıldı. 
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Şekil 3.2. Map’e karşı oluşan IFN-γ yanıtını belirlemek için kullanılan kit. 

 

Sığır IFN-γ Negatif Kontrolü (1x2 ml): Liyofilize olarak temin edilen ve 

içeriğinde %0,01 w/v thimerosal bulunan negatif kontrol kullanılmadan önce 2 ml 

steril distile su ile sulandırıldı. 

 

Plazma Sulandırıcısı (1x175 ml): Plazmaları sulandırmak amacıyla 

kullanılan ve %0,01 w/v thiomerosal içeren tampon solüsyonu kullanıma hazır olarak 

kit ile birlikte temin edildi. 

 

Yıkama Solüsyonu (1x500 ml): İçeriğinde %0,01 w/v thiomerosal bulunan ve 

20 kat konsantre olarak temin edilen yıkama solüsyonu; test sırasında 1 kısım 20 kat 

konsantre yıkama solüsyonuna 19 kısım steril distile su katılarak sulandırıldı. 

 

Konjugat (1x2 ml): Horseradish peroksidaz enzimi ile işaretli anti-bovine 

IFN-γ’dan oluşan konjugat, 100 kat konsantre ve %0,01 w/v thimerosal içeren şekilde 

kit ile birlikte temin edildi. Liyofilize konjugat önce 2 ml steril distile su ile sulandırıldı 

ve 0,24 ml sulandırılan konjugata 24 ml sulandırıcı karıştırılarak 2 mikropleyt için 

çalışma solüsyonu kullanım sırasında hazırlandı ve 5 dakika içerisinde kullanıldı. 

 

Konjugat Sulandırıcısı (1x175 ml): Konjugat sulandırmasında kullanılan ve 

içeriğinde %0,01 w/v thimerosal içeren tampon solüsyonu kit içinde kullanıma hazır 

olarak temin edildi. 
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Enzim Substrat Tamponu (1x175 ml): İçerisinde H2O2 bulunan bu tampon 

kit ile birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Kromojen Solüsyonu (1x2 ml): Dimetil sülfoksit (DMSO) içinde 3,3’,5,5’-

tetramethylbenzidine (TMB) içeren solüsyon, 100 kat konsantre olarak kit ile birlikte 

temin edildi. 

 

Enzim Substrat Solüsyonu: Enzim substrat solüsyonu; 2 mikropleyt için 0,24 

ml 100 kat konsantre kromojen solüsyonu ile 24 ml enzim substrat tamponu 

karıştırılarak taze olarak hazırlandı ve 10 dakika içerisinde kullanıldı. 

 

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Solüsyonu (1x175 ml): Sülfirik asit (0,5 

M, H2SO4) içeren solüsyon, kit ile birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS): Kan kültüründe negatif uyarıcı antijen 

(Nil kontrol antijeni) olarak ve aynı zamanda bovine ve avian tuberculin PPD 

antijenlerinin sulandırılmasında kullanıldı ve aşağıdaki şekilde hazırlandı. 

K2HPO4 1,1 g 

KH2PO4 0,32 g 

NaCI 8,5 g 

Distile su 1000 ml 

Yukarıdaki maddeler distile su içerisinde iyice eritildikten sonra pH 7,2-7,4’e 

ayarlandı ve 121℃’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 

 

Bovine Tuberculin PPD, 3000: IFN-γ uyarıcı antijen olarak kullanılan bovine 

PPD (Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland), test prosedüründe belirtildiği gibi 

160 µl antijene 840 µl steril PBS katılarak ve son konsatrasyonu 300 IU/ml olacak 

şekilde steril koşullarda sulandırıldı. 

 

Avian Tuberculin PPD, 2500: IFN-γ uyarıcı antijen olarak kullanılan avian 

PPD (Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland), test prosedüründe belirtildiği gibi 

160 µl antijene 840 µl steril PBS katılarak ve son konsatrasyonu 250 IU/ml olacak 

şekilde steril koşullarda sulandırıldı. 
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3.1.9. Mycobacterium paratuberculosis Antikor ELISA Kiti 

Map’e karşı gelişen antikorları araştırmak amacıyla ticari bir ELISA kiti 

(IDEXX, France) kullanıldı ve kitin içeriğinde bulunan malzemeler aşağıda verildi 

(Şekil 3.3). 

 

Mikropleyt: Map’in protoplasmik ekstraktı (Map antijeni) ile kaplı 96 gözlü 

mikropleytler kit ile birlikte temin edildi. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Map’e karşı gelişen antikorları araştırmada kullanılan ELISA kiti. 

Pozitif Kontrol Serumu (1 x 0.5 ml): Pozitif kontrol serumu, kit ile birlikte 

kullanıma hazır olarak temin edildi. 

Negatif Kontrol Serumu(1 x 0.5 ml): Negatif kontrol serumu, kit ile birlikte 

kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Konsantre Konjugat (1 x 0.75 ml): Konsantre konjugat kit ile birlikte temin 

edildi. 1:100 oranında sulandırma tamponu N.1 ile sulandırılarak çalışma solüsyonu 

taze olarak hazırlandı. 

 

Sulandırma Tamponu N.1 (1 x 120 ml): Sulandırma tamponu kit ile birlikte 

kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Sulandırma Tamponu N.12 (1 x 100 ml): M. phlei ekstraktı ihtiva eden 

sulandırma tamponu kit ile birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 
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TMB Substrat N.9 (1 x 60 ml): TMB substrat N.9, kit ile birlikte kullanıma 

hazır olarak temin edildi. 

 

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Solüsyonu N.3 (1 x 60 ml): Stop solüsyonu 

N.3, kit ile birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Yıkama Solüsyonu (1 x 100 ml): Yıkama solüsyonu 20 kat konsantre olarak 

kit ile birlikte temin edildi. 1 kısım 20 kat konsantre yıkama solüsyonu 19 kısım steril 

distile su ile sulandırılarak taze olarak hazırlandı. 

3.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanılan Malzemeler 

3.1.10.1. Dışkı Ekstraksiyon Kiti 

Direkt gaitadan DNA izolasyonu yapmak amacıyla ticari bir dışkı ekstraksiyon 

kiti (ZR Quick-DNATM Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit, Zymo Research Corp., 

USA) kullanıldı (Şekil 3.4). 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Direkt gaitadan DNA izolasyonu yapmak amacıyla kullanılan dışkı 

ekstraksiyon kiti. 
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3.1.10.2. Kültürden DNA İzolasyonunda Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Tris-Hidroklorid (Tris-HCL, 1M): Tris-hidroklorid’ten (Fisher Scientific, 

UK) 121,14 g tartılarak 800 ml distile su ile çözdürüldü. İşlem sonunda distile su ile 

son hacim 1000 ml’ye tamamlandı. HCL ile pH: 8’e ayarlandıktan sonra 120°C’de 15 

dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 

 

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit, 0.5 M): EDTA’ten 186,1 g (Sigma, 

USA) tartıldı ve 800 ml distile suda NaOH ile pH: 8’e ayarlanarak çözdürüldü. 

Çözünme işleminin sonunda son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı ve 

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. 

 

Tris-EDTA (TE, pH 8.0): Tris-EDTA solüsyonu hazırlamak için 1M Tris 

(pH: 8)’den 5ml, 0,5 M EDTA (pH: 8)’dan 1 ml alınarak distile su ile 500 ml’ye 

tamamlandı. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 

 

Lizozim: Lizozim (Sigma, USA), TE tamponu içinde 20 mg/ml 

konsantrasyonunda hazırlandı ve -20°C’de saklandı. 

 

Sodium Dodesil Sülfat (SDS, %10 w/v): SDS, 10 g (Fisher Scientific, UK) 

olarak tartıldı ve 68°C’de distile su ile karştırılarak çözdürüldü. İşlem sonunda distile 

su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandıktan sonra pH’sı 7,2’ye ayarlandı. 

 

Proteinaz K: Proteinaz K (Thermo Scientific USA, 1,2 ml), 20 mg/ml 

konsantrasyonunda kullanıldı.  

 

Sodyum Klorür (NaCl, 5 M): NaCl’den 292,2 g miktarında tartılarak 1000 

ml distile su içerisinde çözdürüldü ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale 

getirildi. 

 

N-Asetil-N, N, N-Trimetil Amonyom Bromür (CTAB), %10 (w/v): 

CTAB’tan (Sigma, USA) 10 g tartılarak 1000 ml distile su içerisinde çözdürüldü.  
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Fenol-Kloroform-İzoamil Alkol (25:24:1) Solüsyonu: Solüsyon; 25 ml 

fenol, 24 ml kloroform ve 1 ml izoamil alkol (Sigma, USA) ile hazırlandı ve koyu bir 

cam şişe içerisinde buzdolabında +4ºC’de saklandı. 

 

Sodyum Asetat (CH3COONa, 3 M, pH: 5.2): Distile su içinde (1000 ml) 

246,1 g CH3COONa (Sigma, USA) çözdürüldü ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak 

steril hale getirildi. 

 

Soğuk Etil Alkol %70 (v/v): Soğuk etil alkol, 70 ml etil alkolün 30 ml distile 

su ile 100 ml’ye tamamlanması ile hazırlandı ve -20°C’de saklandı. 

3.1.10.3. DNA Amplifikasyonu için Kullanılan Malzemeler 

Taq DNA Polimeraz: Çalışmada; 2 X 1,25 ml 10 X KCl’lü, 2 X 1,25 ml 10 X 

(NH4)2SO4’lü Taq Buffer, 2 X 1,25 ml 25 Mm MgCl2 içeren Taq DNA polimeraz seti 

(Thermo Scientific USA, 5 U/μl) kullanıldı. 

 

Deoksinükleotit Trifosfat (dNTP Miks): Adenin, guanin, sitozin ve timin 

bazlarının her birinin son konsantrasyonunun 10 mM olduğu deoksinükleotit trifosfat 

(dNTP) karışımı (Thermo Scientific USA, 1 ml) kullanıldı. 

 

Primerler: Çalışmada; Map’in IS900 gen bölgesini çoğaltmaya yönelik 400 

bp’lik P90 ve P91 primer çifti (Gümüşsoy ve ark., 2015; Paolicchi ve ark., 2012) ile 

229 bp’lik 150C ve 921 primer çifti (El-Malek ve ark., 2015; Whittington ve ark., 

1999b) kullanıldı (Tablo 3.3). 

 

Marker: Mid range DNA ladder (Jena Bioscience, Germany) ve 100 bp DNA 

Ladder (Jena Bioscience, Germany) kullanıldı. 

 

Pozitif Kontrol: PZR analizlerinde pozitif kontrol olarak referans M. avium 

subsp. paratuberculosis 316 F suşundan izole edilen DNA kullanıldı. 
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Tablo 3.3. Map’in IS900 gen bölgesini çoğaltmak için PZR analizinde kullanılan 

primer dizileri. 

Hedef 

Bölge 

 

Primer  

 

Primer Dizilimi 

PZR 

Ürünü 

IS900 

P90 (Forward) 

P91 (Reverse) 

5’GAAGGGTGTTCGGGGCCGTC 
400 bp 

5’GAGGTCGATCGCCCACGTGAC 

150C (Forward) 

921 (Reverse) 

5’CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG 
229 bp 

5’AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG 

 

3.1.10.4. Agaroz Jel Elektroforez için Kullanılan Malzemeler 

Tris-Acetate-EDTA (TAE) Elektroforez Tamponu: Elektroforez 

aşamasında, yürütme tamponu olarak 1 X TAE solüsyonu kullanıldı. Bunun için 50 X 

TAE stok tampon solüsyonundan (Fermentas, Lithuanian) 20 ml alınarak steril distile 

su ile 1000 ml’ye tamamlandı ve hazırlanan 1 X TAE solüsyonundan agaroz jelin 

hazırlanmasında ve elektroforez aşamasında yürütme tamponu olarak yararlanıldı. 

 

Agaroz Jel (%1.5) (w/v): Elektroforez için %1,5’luk agaroz jelin 

hazırlanmasında, 1,5 g agaroz (Onbio, USA) tartılarak 1 X TAE tamponu ile 100 ml’ye 

tamamlandı. Mikrodalga fırınında şeffaf hale gelinceye kadar çözdürüldü ve jelin 

içerisine 0,5 μg/ml etidyum bromid (10 mg/ml) (Metis, Türkiye ) eklendi. 

 

Yükleme Tamponu: Çoğaltılan DNA’lar agaroz jele yüklenmeden önce 6X 

loading dye solüsyonu (Vivantis, Malaysia) ile boyandı. 

3.1.11. PZR-Restriksiyon Endonükleaz Analizi için Kullanılan Malzemeler 

PZR-restriksiyon endonükleaz analizi (PZR-REA)’inde PZR için 

bildirilenlerden farklı olarak aşağıda verilen malzemeler kullanıldı. 

 

Primerler: IS900 gen bölgesi tespit edilerek Map olduğu doğrulanan DNA 

örnekleri için IS1311 gen bölgesini çoğaltmaya yönelik ve tablo 3.4 de verilen 608 

bp’lik M56 ve M119 primer çifti kullanıldı (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 
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1999; Rani ve ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 

2016). 

 

Jel Ekstraksiyon Kiti: Direkt gaitadan izole edilen pozitif DNA örneklerinin 

IS1311 gen bölgesi amplifiye edildikten sonra PZR ürünlerini saflaştırmak amacıyla 

ticari bir jel ekstraksiyon kiti (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific, USA) 

kullanıldı. 

Tablo 3.4. PZR-REA’de kullanılan primer dizileri. 

 

Restriksiyon Enzimleri: REA için HinfI (Thermo scientific, USA, 10 U/µl) 

ve MseI (Thermo scientific, USA, 10 U/µl) restriksiyon enzimleri kullanıldı. 

Agaroz Jel (%2) (w/v): Elektroforez için %2’lik boyasız agaroz jelin 

hazırlanmasında, 2 g agaroz (Onbio, USA) tartılarak 1 X TAE tamponu ile 100 ml’ye 

tamamlandı. Mikrodalga fırınında şeffaf hale gelinceye kadar çözdürüldü. 

 

Agaroz Jel için Boya Solüsyonu: Agaroz jelin görüntülenmesi için 1 X TAE 

içerisine 0,5 μg/ml olacak şekilde etidyum bromid (10 mg/ml) eklenerek boya 

solüsyonu hazırlandı. 

3.1.12. Koyun Spesifik İnterlöykin-10 ELISA Kiti 

Koyunlarda 15.625-1000 pg/ml aralığındaki IL-10 düzeyini kantitatif olarak 

belirleyebilen sandviç ELISA tekniğine dayalı ticari bir kit (Sheep Interleukin-10 

ELISA Kit, Mybiosource, USA) kullanıldı ve kit içeriğinde bulunan malzemeler 

aşağıda verildi (Şekil 3.5). 

 

Mikropleyt: Biotinle konjüge edilmiş anti-IL-10 antikorları ile kaplı 96 gözlü 

1 adet ELISA mikropleyti kit ile birlikte temin edildi. 

Hedef 

Bölge 

 

Primer  

 

Primer Dizilimi 

PZR 

Ürünü 

IS1311 
M56 (Forward) 5’GCGTGAGGCTCTGTGGTGAA 

608 bp 
M119 (Reverse)  5’ATGACGACCGCTTGGGAGAC 
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Şekil 3.5. Koyunlarda IL-10 düzeyini belirlemede kullanılan ELISA kiti. 

Liyofilize Standart (2 adet): Kit ile birlikte liyofilize olarak temin edilen 

standartlar dilüe edilmeden önce santrifüj edildi ve sulandırılarak kullanıldı. Önce 

1000 pg standard içeren tüpe 1 ml sulandırma tamponu ilave edilerek standart solüsyon 

(1000 pg/ml) hazırlandı. Tüp oda sıcaklığında 10 dakika tutuldu ve iyice karıştırıldı. 

Daha sonra 6 adet ependorf tüpünün üzerine sırasıyla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 

62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml ve 15,625 pg/ml yazıldı. Her bir tüpe 0,3 ml sulandırma 

tamponunu eklendi. Daha sonra birinci tüpe 0,3 ml standart solüsyondan (1.000 pg/ml) 

ilave edildi ve iyice karıştırılarak birinci tüpten ikinci tüpe 0,3 ml aktarılarak 

standartlar seyreltildi (Şekil 3.6). 

 

 

 

 

 

Şekil 3.6. IL-10 için ELISA testinde kullanılan standartların sulandırması. 

Standart Sulandırma Tamponu (20 ml): Sulandırma tamponu kit ile birlikte 

kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Antikor Sulandırma Tamponu (10 ml): Antikor sulandırma tamponu, kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 
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Konsantre Biotin Tespit Antikoru (120 µl): Konsantre biotin tespit antikoru 

kit ile birlikte temin edildi. Biotin tespit antikorunun çalışma solüsyonu, testten 1 saat 

önce hazırlandı. Önce çalışma solüsyonunun toplam hacmi “0,1 ml / kuyu × kuyu 

sayısı” formülüne göre hesaplandı ve sonra 1:100’lük dilüsyon hazırlamak için 9900 

µl antikor seyreltme tamponuna 100 µl biotin tespit antikoru eklenerek iyice 

karıştırıldı. 

 

HRP-Streptavidin Konjugatı (SABC) (120 µl): Kit içeriğinde bulunan HRP-

Streptavidin konjugatının (SABC) çalışma solüsyonu testten 30 dakika önce 

hazırlandı. Çalışma solüsyonunun toplam hacmi “0,1 ml / kuyu × kuyu sayısı” formülü 

ile hesaplandı ve 9900 µl SABC sulandırma tamponuna 100 µl SABC ilave edilerek 

1:100’lük dilüsyonu hazırlandı.  

 

SABC Sulandırma Tamponu (10 ml): SABC sulandırma tamponu, kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

TMB Substratı (10 ml): TMB substratı, kit ile birlikte kullanıma hazır olarak 

temin edildi. 

Enzim Reaksiyonunu Durdurma Solüsyonu (10 ml): Enzim durdurma 

solüsyonu, kit ile birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Yıkama Solüsyonu (30 ml): Kitte bulunan ve 25 kat konsantre olan yıkama 

solüsyonunun 30 ml’si 750 ml steril distile su ile sulandırılarak kullanıldı. 

3.1.13. Koyun Spesifik Neopterin ELISA Kiti 

Koyunlarda 3,12 nmol/l-100 nmol/l aralığındaki NP düzeyini kantitatif olarak 

belirleyebilen sandviç ELISA test tekniğine dayalı ticari bir kit (Sheep Neopterin 

ELISA Kit, Mybiosource, USA) kullanıldı ve kit içeriğinde bulunan malzemeler 

aşağıda verildi (Şekil 3.7). 
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Şekil 3.7. Koyunlarda neopterin düzeyini belirlemede kullanılan sandviç ELISA kiti 

Mikropleyt: Neopterin antikorları ile kaplı 96 gözlü 1 adet ELISA mikropleyti 

kit ile birlikte temin edildi. 

Standartlar (6 x 0.5 ml): Kit ile birlikte kullanıma hazır ve sırasıyla 100; 50; 

25; 12,5; 6,25 ve 3,12 nmol/l olmak üzere 6 adet standart temin edildi. 

 

Örnek Sulandırıcı (6 ml): Örneklerin sulandırılmasında kullanıldı ve kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Konjugat (10 ml): Horseradish peroksidaz (HRP) ile işaretli konjugat kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Yıkama Solüsyonu (25 ml): Yıkama solüsyonu, 20 kat konsantre olarak kit 

ile birlikte temin edildi. 1 kısım 20 kat konsantre yıkama solüsyonu 19 kısım steril 

distile su ile sulandırılarak taze olarak hazırlandı. 

 

Enzim Durdurma Solüsyonu (6 ml): Enzim durdurma solüsyonu, kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edildi. 

 

Kromojen A ve B Solüsyonları (6 ml): Kromojen A ve B solüsyonları 

kullanıma hazır ve kit ile birlikte temin edildi. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Klinik Bulguların Değerlendirilmesi 

Örneklerin alındığı koyunlarda hastalığa ilişkin zayıflık ve ishal gibi klinik 

belirtiler kaydedildi. Koyunlardaki kilo kaybı vücut kondüsyon skoru (VKS)’na göre 

değerlendirildi (Russel, 1984). VKS, tablo 3.5’de verilen kriterlere göre ve bel 

bölgesinde yer alan omurun etrafı ile üzerindeki kas ve yağ dokusunun deri üzerinden 

palpasyonu yapılarak belirlendi (Russel, 1984; White ve Holst, 2006). 

Tablo 3.5. Koyunlarda VKS’nun değerlendirilmesi (Russel, 1984; White ve Holst, 

2006). 

VKS Ölçütler 

1 Processus spinosus ve processus transversus belirgin ve keskin olup, 

parmak uçları kolaylıkla processus transversus’un altına geçer. Kas dokusu 

yağsız ve incedir.  

2 Processus spinosus belirgin ve pürüzsüzdür. Processus transversus yuvarlak 

olup, bastırıldığında parmak uçları kolaylıkla processus transversus’un 

altına geçer. Kas dokusu orta derinliktedir ve az miktarda yağ ile kaplıdır. 

3 Processus spinosus’larda küçük bir yükseklik tespit edilir. Ayrıca processus 

spinosus ve processus transversus pürüzsüz ve yuvarlaktır. Processus 

transversus’ları parmak uçları ile hissetmek için güçlü bastırılmalıdır. 

Kaslanma tamdır ve orta derecede yağ ile kaplıdır. 

4 Yağ ile kaplı kas dokusunda processus spinosus sadece bastırıldığında bir 

çizgi olarak hissedilmektedir. Processus transversus hissedilmez. Kaslanma 

tamdır ve kalın bir yağ tabakası ile kaplıdır. 

5 Processus spinosus ve processus transversus hissedilmez. Kas ve yağ 

dokusu çok kalındır. 
VKS: vücut kondüsyon skoru 

3.2.2. Rose Bengal Pleyt Testi 

Toplanan serum örnekleri ve Rose Bengal pleyt test antijeni oda ısısında 15 

dakika bekletildi. Antijen ve serumdan birer damla (50 μl) pleyte damlatılarak kürdan 

yardımıyla karıştırıldı. Daha sonra pleyt dairesel hareketlerle karıştırılarak 4 dakika 

boyunca aglütinasyon olup olmadığı kontrol edildi. Kümeleşme görülmesi durumunda 

serum örnekleri pozitif, değişiklik olmaması halinde ise negatif olarak değerlendirildi 

(Erganiş ve İstanbulluoğlu, 2002). 
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3.2.3. Bakteriyoskopi 

Her bir koyundan alınan yaklaşık 20 gram gaita örneği homojenize edildikten 

sonra 2 adet sürme preparat hazırlandı ve ZN boyama yöntemi ile boyandı. Bu amaçla 

hazırlanan sürme preparatlar oda ısısında bırakılarak kurutulduktan sonra alevden 3 

defa geçirilerek tespit edildi. Lamın üzerine, tüm lamı kaplayacak şekilde karbol 

fuksin solüsyonu döküldü ve preparatlar alttan 4-5 dakika aralıklı olarak hafifçe 

ısıtıldı. Preparatın yanmamasına veya kabarcıkların çıkmamasına dikkat edildi. Süre 

sonunda boya döküldü ve preparatlar asit alkolde dekolore edildikten sonra çeşme 

suyu ile yıkandı. Daha sonra preparatlar, metilen mavisi ile zemin mavi renk alıncaya 

kadar boyandı ve tekrar çeşme suyu ile yıkanarak kurutuldu. Boyalı preparatlar 100 x 

objektifte immersiyon yağı ile AFB’ler yönünden incelendi (Arda, 2006). Ayrıca aynı 

gaita örneklerinin kültür öncesinde uygulanan dekontaminasyon işlemi sonrası elde 

edilen sedimentlerinden ve besiyerlerinin yüzeyindeki üremelerden de 2’şer adet 

sürme preparat hazırlandı ve hazırlanan preparatlar aynı yöntem ile boyanarak AFB’ler 

yönünden mikroskopta incelendi. Gerek direk gaitadan ve gerekse dekontaminasyon 

sonrası elde edilen sedimentten hazırlanan preparatların değerlendirilmesi tablo 3.6’da 

verilen kriterlere göre yapıldı (Anonim, 2018b). 

Tablo 3.6. ZN boyama yöntemiyle boyanan preparatların değerlendirmesi (Anonim, 

2018b). 

Mikroskop Sahası AFB Sayısı Skorlama 

Her sahada 9’dan fazla 4 + 

Her sahada 1-9 3 + 

Her 10 sahada 1-9 2 + 

Her 100 sahada 1-9 1 + 

Her 300 sahada 1-2 Şüpheli 

Her 300 sahada 0 Negatif 
AFB: asit-fast bakteriler 
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3.2.4. İzolasyon İşlemleri 

3.2.4.1. Gaita Örneklerinin Dekontaminasyonu 

Kültüre edilecek gaita örnekleri -80°C’den çıkarılarak çözdürüldü ve 

homojenize edildi. Gaitaların dekontaminasyonu, ABD'de geliştirilen çift 

inkübasyon/santrifüj yöntemine göre yapıldı (Whittington, 2010). Bu metoda göre; her 

bir gaita örneğinden 2-5 gr tartılarak 35 ml steril distile su içeren steril 50 ml’lik falkon 

tüplerine aktarıldı. Tüpler 30 dakika oda sıcaklığında elle çalkalandı ve daha sonra 

büyük partiküllerin dibe çökmesi için 30 dakika beklendi. Süre sonunda steril tek 

kullanımlık pipet ile en üstteki 5 ml dışkı süspansiyonu alınarak %0,9’luk HPC içeren 

25 ml miktarında ½ BHI buyyon bulunan 50 ml’lik tüplere transfer edildi. Örnekler 

37°C’de ve aerobik koşullarda 16-24 saat inkübe edildikten sonra oda ısısında 900 

g’de 30 dakika santrifüj (Beckman Coulter Life Sciences, USA) edildi ve üstteki 

süpernatant atıldı. Tüplerin dibinde kalan pelet 1 ml VAN/BHI solüsyonu ile tekrar 

sulandırıldı ve tüpler 15 saniye çalkalandıktan sonra 37°C’de ve aerobik koşullarda 72 

saat inkübe edildi (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; Whittington, 

2010).  

3.2.4.2. Besiyerlerine İnokülasyon ve İnkübasyon 

Dekontaminasyon süresinin sonunda gaita süspansiyonu bulunan tüpler 15 

saniye vortekslendi (IKA, USA). Sedimentin bir kısmı bakteriyoskopi için preparat 

hazırlamada kullanılırken, 0,1 ml’si modifiye Middlebrook 7H10 agara, 0,25 ml’si ise 

HEYM besiyerine inoküle edildi. Besiyerleri yüzeylerinin kuruması için 37℃’de bir 

hafta yatık vaziyette tutuldu ve süre sonunda kapakları sıkıca kapatılarak 37°C’de 36 

hafta süre ile inkübasyona bırakıldı (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; 

Whittington, 2010). Tüplerin kapakları haftada 2 kez açılarak oksijenlenmesi sağlandı. 

Besiyerlerinin yüzeyindeki üremeler kaydedildi ve üremelerden hazırlanan preparatlar 

ZN boyama yöntemiyle boyanarak AFB’ler yönünden incelendi. Kontaminasyon 

saptanan besiyerleri ise uzaklaştırıldı (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008; Payeur, 2005; 

Whittington, 2010). Tüm bu işlemler Class II biyogüvenlik kabini (Nüve, Türkiye) 

altında gerçekleştirildi. 
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3.2.5. IFN-γ ELISA 

Sandviç ELISA prensibine dayanan test, üretici firma tarafından bildirilen 

protokole göre uygulandı  

 

3.2.5.1. Tam Kan Kültürünün Hazırlanması 

Her bir koyunun juguler venasından lityum heparin içeren (10 ml, Vacutest, 

Arzergrande, Italy) vakumlu tüplere yaklaşık onar ml kan alındı ve tüpler nazikçe ters 

çevrilerek kan ile heparinin karışması sağlandı. Oda ısısında (22±3°C) laboratuvara 

ulaştırılan kan örneklerinin ilk 7 saat içinde 24 kuyucuklu doku kültürü kaplarında tam 

kan kültürleri yapıldı. Kan örnekleri işleme alınmadan hemen önce yaklaşık 10 kez 

tüpler nazikçe ters çevrilerek karıştırıldı. Her bir hayvanın kanı steril ve tek 

kullanımlık bir pipet yardımıyla 24 kuyucuklu doku kültürü kabının üç kuyucuğuna 

ayrı ayrı 1,5 ml olarak aseptik koşullarda dağıtıldı. (Tablo 3.7). Her bir hayvan için 1,5 

ml kan örneği konulan 3 kuyucuğa sırasıyla 100 µl PBS (nil kontrol antijeni), 100 µl 

avian PPD ve 100 µl bovine PPD steril pipet uçları ile aseptik koşullarda eklendi (Şekil 

3.8). Kan örnekleri ve antijenler konulduktan sonra 24 kuyucuklu doku kültürü kabının 

kapağı kapatılarak düz bir zeminde 10 defa saat yönünde ve sonra saat yönünün 

tersinde çevrilerek antijenler ile kan örneklerinin iyice karışması sağlandı. Bu işlem 

sırasında kanın dökülmemesine veya kontamine olmamasına dikkat edildi. Karıştırma 

işleminden sonra doku kültürü kapları 37℃ ve nemli ortamda 16-24 saat inkübe edildi. 

3.2.5.2. Plazma Örneklerinin Toplanması 

İnkübasyondan sonra, değişken hacimli bir pipet ve steril tek kullanımlık pipet 

uçları kullanılarak yaklaşık 500 µl plazma örneği dikkatlice toplandı ve 96 kuyucuklu 

steril boş bir mikropleyte aktarıldı. 1 numaralı hayvan için mikropleytin A1 

kuyucuğuna nil antijeni, A2 kuyucuğuna avian PPD, A3 kuyucuğuna ise bovine PPD 

ile aktive edilmiş plazma örneği konuldu. Diğer örnekler de benzer şekilde steril 

mikropleyte aktarıldı. Bu pleytin C4, C5, C6, G4, G5 ve G6 kuyucuklarına daha sonra 

yapılacak aktarma işlemini kolaylaştırmak için plazma örnekleri konulmayarak boş 

bırakıldı (Tablo 3.8). Toplanan plazma örnekleri 12 kanallı bir pipet yardımıyla anti 
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IFN-γ antikorları ile kaplı ELISA pleytine sırayla aktarıldı. Plazma örneği 

aktarılmamış olan anti IFN-γ antikorları ile kaplı ELISA pleytinin C4, C5, C6, G4, G5 

ve G6 kuyucuklarına testin uygulama aşamasında pozitif ve negatif kontroller konuldu 

(Şekil 3.9). 

Tablo 3.7. Kan örnekleri ile antijenlerin 24 kuyucuklu doku kültürü pleytine 

dağıtılması. 

No Nil  AvPPD BoPPD Nil AvPPD BoPPD No 

1 Nil (1) AvPPD (1) BoPPD (1) Nil (2) AvPPD (2) BoPPD (2) 2 

3 Nil (3) AvPPD (3) BoPPD (3) Nil (4) AvPPD (4) BoPPD (4) 4 

5 Nil (5) AvPPD (5) BoPPD (5) Nil (6) AvPPD (6) BoPPD (6) 6 

7 Nil (7) AvPPD (7) BoPPD (7) Nil (8) AvPPD (8) BoPPD (8) 8 
Nil: nil kontrol antijeni (PBS); AvPPD: avian PPD; BoPPD: bovine PPD. 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8. Kan ve antijenlerin eklendiği 24 kuyucuklu doku kültürü pleyti.  

Tablo 3.8. Toplanan plazma örneklerinin steril ve boş bir mikropleyte aktarımı. 

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

A 1N 1A 1B 2N 2A 2B 3N 3A 3B 4N 4A 4B 

B 5N 5A 5B 6N 6A 6B 7N 7A 7B 8N 8A 8B 

C 9N 9A 9B X X X 10N 10A 10B 11N 11A 11B 

D 12N 12A 12B 13N 13A 13B 14N 14A 14B 15N 15A 15B 

E 16N 16A 16B 17N 17A 17B 18N 18A 18B 19N 19A 19B 

F 20N 20A 20B 21N 21A 21B 22N 22A 22B 23N 23A 23B 

G 24N 24A 24B X X X 25N 25A 25B 26N 26A 26B 

H 27N 27A 27B 28N 28A 28B 29N 29A 29B 30N 30A 30B 

N: nil kontrol antijeni (PBS), A: avian PPD, B: bovine PPD, X: boş bırakılan kuyucuk. 
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3.2.5.3. Testin Uygulanması 

Teste başlamadan önce konsantre konjugat dışındaki tüm reaktifler oda ısısına 

(22±3°C) getirildi ve test kitin üreticisi tarafından bildirilen protokole göre uygulandı. 

Anti IFN-γ antikorları ile kaplı ELISA pleytinin tüm kuyucuklarına 50 µl plazma 

sulandırıcısı konuldu ve sonra bu kuyucuklara 50 µl test ve kontrol örnekleri şekil 

3.9’da gösterildiği gibi eklendi. 

 

Şekil 3.9. Steril mikropleytten anti IFN-γ antikorları ile kaplı ELISA mikropleytine 

örneklerin aktarılması. N: nil kontrol antijeni (PBS); A: avian PPD; B: bovine PPD, 

PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol. 

 

Her pleyte örnekler çift olarak konuldu. Buna göre, A sırasındaki plazma 

örneği ELISA mikropleytinin A ve B sırasına transfer edildi. Aynı şekilde, B sırası C 

ve D’ye, C sırası E ve F’ye D sırası G ve H’ye transfer edildi. Her pleyte en son kontrol 

örnekleri eklendi. Pleytlere aktarma sırasında kontroller de dâhil tüm örnekler 5 kez 

pipetlenerek karıştırıldı. Daha sonra her pleytin kapağı kapatıldı ve her 5 dakikada bir 

karıştırılarak oda ısısında 60±5 dakika inkübe edildi. Süre sonunda pleytler 6 defa 

yıkandı ve filtre kâğıdında kurutuldu. Bu aşamada 100 kat konsantre konjugat test 

protokolünde belirtildiği oranda sulandırıldı ve pleytin tüm kuyularına 100 µl taze 

hazırlanan konjugat konuldu. Her pleyt kapak ile kapatıldı ve oda ısısında aralıklı 

olarak karıştırılarak inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda pleytler 6 kez 
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yıkandı ve filtre kağıdında kurutulduktan sonra enzim substrat solüsyonu uygun 

hacimlerde 100 kat konsantre kromojen solüsyonu ile hazırlandı ve pleytin tüm 

kuyularına 100 µl eklendi. Pleyt kapak ile kapatıldı ve oda ısısında 30 dakika karanlık 

ortamda aralıklı olarak karıştırılarak inkübe edildi. Süre sonunda tüm kuyulara 50 µl 

durdurma solüsyonu eklendi ve hafifçe sallanarak karıştırıldı. Reaksiyon 

durdurulduktan sonra 5 dakika içinde her kuyucuğun optikal dansite (OD) değeri 450 

nm’lik bir filtre kullanılarak ELISA okuyucuda (Microplate Reader RT-2100C, Rayto 

and Analitical Sciences Co Ltd, PRC) okundu. 

3.2.5.4. Testin Geçerlilik Kontrolü 

Nil, avian PPD ve bovine PPD ile aktive edilmiş pozitif ve negatif kontrollerin 

ortalama OD değerleri hesaplandı. Negatif kontrollerinin ortalama OD değerinin 

0,130’dan küçük olması (OD<0,130) ve pozitif kontrollerinin ortalama OD değerinin 

0,700’den büyük olması (OD>0,700) durumunda test geçerli kabul edildi. 

3.2.5.5. Örnek Sonuçlarının Hesaplanması ve Değerlendirilmesi 

Nil, avian ve bovine PPD ile aktive edilme işlemi 2 kez tekrarlanan her örneğin 

ortalama OD değeri hesaplandı ve her örnek için ortalama OD değerleri karşılaştırıldı. 

M. bovis enfeksiyonunu tanımlamaya yönelik olan testin değerlendirmesi protokole 

uygun yapıldı. Buna göre her bir örnek için bovine PPD ile elde edilen ortalama OD 

değerinden nil antijeni ile elde edilen ortalama OD değeri ve avian PPD ile elde edilen 

ortalama OD değeri çıkarıldı. OD bovine PPD-OD nil antijen≥ 0,1 ve OD bovine 

PPD-OD avian PPD ≥ 0,1 olduğunda hayvan M. bovis enfeksiyonu yönünden pozitif, 

OD bovine PPD- nil antijen<0,1 ya da OD bovine PPD-avian PPD<0,1 olduğunda ise 

negatif kabul edildi. 

Test sonuçlarının Map enfeksiyonu yönünden değerlendirilmesi ise Alvarez ve 

ark. (2008) ile Vazquez ve ark. (2013) tarafından bildirilen kriterlere göre yapıldı. Bu 

kriterlere göre; avian PPD ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama OD değerinden nil 

antijeni ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama OD değeri çıkarıldığında farkın 

0,05’e eşit veya büyük olması ve avian PPD ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama 
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OD değerinin bovine PPD ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama OD değerinden 

büyük olması durumunda hayvan paratüberküloz yönünden pozitif kabul edildi. 

3.2.6. Mycobacterium paratuberculosis Antikor ELISA 

3.2.6.1. Testin Uygulanması 

Test, kitin üretici firması tarafından bildirilen protokole göre uygulandı. Kan 

serumu örnekleri ile pozitif ve negatif kontroller, kros reaksiyon veren antikorları 

gidermek amacıyla M. phlei içeren tampon ile boş bir mikropleytte 1:20 oranında 

sulandırıldı ve 15 dakika ile 2 saat arasında 18-26°C’de inkübe edildi. Süre sonunda 

serum örnekleri ile birlikte pozitif ve negatif kontrollerin 100 µl’si Map antijeni ile 

kaplı mikropleytlerin uygun kuyucuklarına aktarıldı. Her pleytte pozitif ve negatif 

kontroller kullanıldı ve A1 kuyusuna negatif, B1 ve C1 kuyularına ise pozitif kontrol 

konuldu. Pleytlerin üstü kapak ile kapatılarak 45±5 dakika 18-26°C’de inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra pleytlerin her bir kuyusu 300 µl yıkama solüsyonu ile 3-5 kez 

yıkandı. Son yıkamadan sonra pleytin üst yüzü aşağıya gelecek şekilde absorban bir 

kâğıdın üzerine vurularak yıkama solüsyonu uzaklaştırıldı. Her bir kuyucuğa 1:100 

oranında sulandırılan konjugat (anti-ruminant antikoru+enzim) konuldu ve pleytlerin 

kapakları kapatılarak 30±3 dakika 18-26°C’de inkübe edildi. İnkübasyonun sonunda 

pleytler aynı şekilde 3 kez yıkandı. Her bir kuyuya 100 µl enzim substratı ilave 

edilerek, kapağı kapatıldı ve 10±3 dakika 18-26°C’de karanlık ortamda inkübe edildi. 

Süre sonunda her kuyucuğa enzim durdurma solüsyonu konuldu ve hafifçe 

çalkalayarak karıştırıldı. Reaksiyon durdurulduktan sonra her kuyucuğun OD değeri 

450 nm’lik bir filtre kullanılarak ELISA okuyucuda (Microplate Reader RT-2100C, 

Rayto and Analitical Sciences Co Ltd, PRC) okundu. 

3.2.6.2. Testin Geçerlilik Kontrolü 

Pozitif kontrolün ortalama OD değeri hesaplandı. Kit protokolüne göre; pozitif 

kontrollerin ortalama (PKx) OD değerinin 0,350’ye eşit veya daha büyük olması 

(ODPKx≥0,350) ve pozitif kontrollerin ortalama OD değerinin negatif kontrole (NK) 
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oranının 3,00’e eşit veya büyük olması (PKx/NK≥3,00) durumunda test geçerli kabul 

edildi. 

3.2.6.3. Örnek Sonuçlarının Hesaplanması ve Değerlendirilmesi 

Her bir kan serumu örneği için pozitiflik %’si (%P) aşağıdaki formüle göre 

hesaplandı.  

Örnek %P = ODörnek −ODNK / ODPKx− ODNK X 100 

Koyun kan serumu örneklerinin sonuçları %45 pozitiflik kritik değerine eşit 

veya altında ise negatif, %45 ve %55 pozitiflik kritik değerleri arasında ise şüpheli, 

%55 pozitiflik kritik değerine eşit veya daha yüksek ise pozitif olarak değerlendirildi.  

3.2.7. PZR 

3.2.7.1. Gaitadan DNA İzolasyonu 

Gaitadan DNA’nın izolasyonu dışkı ekstraksiyon kitinin protokolüne uygun 

olarak yapıldı. Gaita örnekleri -80°C’den çıkarılıp çözdürüldükten sonra tamamen 

homojen hale getirildi ve içerisinde boncuklar bulunan “ZR BashingBeadTM” lizis 

tüpüne 150 mg olarak konuldu. Bu tüpe 750 µl lizis solüsyonu eklendikten sonra 30 

dakika vortekslenerek (IKA, USA) iyice karıştırıldı. İşlemin sonunda 10.000 x g’de 1 

dakika santrifüj edilen (Hermle, Germany) lizis tüpünün üst yüzeyinde bulunan 

süpernatanttan 400 µl “Zymo-SpinTM IV Spin” filtresine transfer edildi ve 8.000 x g’de 

1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpüne süzülen filtrat üzerine 1200 µl genomik lizis 

solüsyonu eklendi ve pipetlenerek iyice karıştırıldı. Bu karışımdan 800 µl, “Zymo-

SpinTM IIC Column” filtresine transfer edildi ve 10.000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

Toplama tüpüne süzülen filtrat atıldıktan sonra bir önceki toplama tüpünde kalan son 

800 µl karışım da “Zymo-SpinTM IIC Column” filtresine transfer edilerek santrifüj 

edildi. Yeni bir toplama tüpüne yerleştirilen “Zymo-SpinTM IIC Column” filtresine 200 

µl “DNA Pre-Wash Buffer” ilave edildi ve 10.000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Daha 

sonra 500 µl “g-DNA Wash Buffer” eklenerek tekrar 10.000 x g’de 1 dakika santrifüj 

edildi. İşlemin sonunda steril bir mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilen “Zymo-SpinTM IIC 

Column” filtresinin merkezine 50 µl “DNA Elution Buffer” ilave edildikten sonra 2 
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dakika beklendi ve 10.000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Son olarak izole edilen bu 

DNA steril bir mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilen “Zymo-SpinTM IV-HRC Spin” 

filtresine transfer edilerek 8.000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Böylece saf DNA elde 

edildi ve izole edilen DNA’lar -20°C’de saklandı. 

3.2.7.2. Kültürden DNA İzolasyonu 

HEYM ve modifiye 7H10 Middlebrook agarda üretilen Map 316 F izolatı ile 

dışkı örneklerinden izole edilen ve aside dirençli bakteri olarak değerlendirilen 

kolonilerden bir öze dolusu alınarak 500 μl TE tamponu içinde homojenize edildi ve 

sonra 80°C’de 1 saat tutularak inaktive edildi. İnaktive edilen bakteri süspansiyonu 

üzerine 50 μl lizozim (20 mg/ml, TE tamponu içinde) ilave edildi ve 37°C’de bir gece 

inkübe edildi. Süre sonunda 70 μl %10 SDS (w/v) ve 12 μl Proteinaz K (20 mg/ml) 

eklenerek ısıtıcı blokta (Biosan, UK) 65°C’de 30 dakika ve her 10 dakikada bir 

karıştırılmak suretiyle tutuldu. Süre sonunda üzerine 100 μl 5M NaCl eklenerek 

karıştırıldı ve önceden ısıtılmış %10 (w/v) N-asetil-N, N, N-trimetil amonyum bromür 

(CTAB)’den 80 μl eklenerek 65°C’de 10 dakika bekletildi ve üzerine 750 μl fenol: 

kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 10 saniye karıştırıldı. Oda ısısında 

12.000 g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra üst faz mikropipet ile yeni bir tüpe 

aktarıldı. 500 μl isopropanol (Merck, 37160895) eklenerek bir gece -20°C’de 

bekletildikten sonra 3M sodyum asetat (pH: 5,2) ilave edildi ve oda ısısında 10 dakika 

inkübe edilerek DNA’nın presipite olması sağlandı. Oda ısısında 12.000 g’de 15 

dakika santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. DNA peleti 1 ml %70’lik soğuk etanol ile 

yıkandıktan sonra oda ısısında 12.000 g’de 10 dakika santrifüj edildi ve üstteki 

süpernatant atıldı. Kalan DNA peleti kuruyana kadar 37°C’de bekletildi. Alkol 

tamamen uçurulduktan sonra DNA peleti 20 μl TE tamponu ile çözdürüldü. İzole 

edilen DNA’lar PZR analizinde kullanılıncaya kadar -20°C’de saklandı (Sayın, 2010). 

3.2.7.3. İzole Edilen DNA’ların Absorbans Tayini 

Elde edilen DNA’ların saflık ve miktarlarının belirlenmesi amacıyla 260 nm 

ve 280 nm dalga boylarındaki OD değerleri nanodrop spektrofotometre (Biotek, USA) 

cihazı ile ölçüldü. OD260 nm / OD280 nm oranı 1,7-1,9 arasında olan DNA örnekleri 



82 
 

PZR analizinde kullanıldı. DNA örneklerinin konsantrasyonları ng/µl olarak 

kaydedildi. 

3.2.7.4. DNA’nın Amplifikasyonu 

Gaita ve kültürden izole edilen DNA’lar ile birlikte Map’e spesifik IS900 gen 

bölgesine yönelik olan 400 bp’lik P90 ve P91 (Gümüşsoy ve ark., 2015; Paolicchi ve 

ark., 2012) ile 229 bp’lik 150C ve 921 (Whittington ve ark., 1999b) primer çiftleri 

kullanılarak PZR yapıldı. Bu amaçla, izole edilen her bir DNA örneği için; 5 µl KCl’lü 

Taq buffer, 3 μl MgCl2 (25 mM), 1 μl dNTP mix (10 mM), her bir primerden 1 μl (1 

μM), 0,3 μl (1,5 U) Taq DNA polimeraz, 33,7 μl DNAaz ve RNAaz ari ultra saf su ve 

5 μl hedef DNA’dan oluşan 50 µl’lik PZR karışımları hazırlandı. Pozitif kontrol olarak 

referans Map 316 F suşundan izole edilen DNA, negatif kontrol olarak ise DNA 

içermeyen PZR karışımı kullanıldı. 

Hedef DNA ile birlikte 150C ve 921 primer çifti; 95°C’de 10 dakikalık ön 

denatürasyondan sonra 95°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika olmak 

üzere toplam 35 döngü ve son zincir uzaması için 72°C’de 10 dakika şeklinde PZR-ısı 

döngü cihazında (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler, USA) çoğaltıldı. P90 ve 

P91 primer çifti için ise hedef DNA, iki farklı protokol uygulanarak çoğaltıldı. Birinci 

protokole göre; 95°C’de 10 dakikalık ön denatürasyondan sonra 95°C’de 1 dakika, 

55ºC’de 1 dakika, 72ºC’de 1 dakika olmak üzere toplam 35 döngü ve son zincir 

uzaması için 72ºC’de 10 dakika tutularak çoğaltıldı. İkinci protokolde ise 95°C’de 10 

dakikalık ön denatürasyondan sonra 95ºC’de 1 dakika, 65ºC 1 dakika, 72ºC 2 dakika 

olmak üzere toplam 40 döngü ve son zincir uzaması için 72ºC’de 10 dakika tutularak 

çoğaltıldı.  

3.2.7.5. Elektroforez ve Görüntüleme 

Hazırlanan %1,5’luk agaroz jelin içerisine 10 mg/ml konsantrasyonundaki 

etidyum bromid’ten 0,5 μg/ml olacak şekilde eklendi ve iyice karışması sağlandıktan 

sonra yatay DNA elektroforez cihazı (Scie-Plas, HU10, UK) kalıbına döküldü ve jel 

tarağı yerleştirildi. Yaklaşık 30 dakika oda ısısında jelin donması beklendi. Daha sonra 
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jel içerisinden tarak çıkartılarak elektroforez tankına yerleştirildi. Tanka jelin yüzeyini 

örtecek seviyede 1 X TAE tamponu ilave edildi. PZR ürünlerinin 7 μl’si, 2 μl yükleme 

boyası (Vivantis, Malaysia) ile karıştırılarak jeldeki boşluklara konuldu. Elektroforez 

cihazı güç kaynağına (Teko, KL23, Italy) bağlanarak sabit akımda 90 volt’ta 45 dakika 

yürütüldü. Bantlar UV ışığı altında (UV-transilluminator, CLP, USA) gözlenerek jel 

görüntüleme sisteminde fotoğraflandı (Edas 290, Eastman Kodak Company, 

Rochester, NY, USA). 

3.2.7.6. Nested PZR 

Bazı DNA örnekleri PZR’nda 150C ve 921 primer çifti ile pozitif saptanırken, 

P90 ve P91 primer çifti ile negatif olarak belirlendi. Bu nedenle P90 ve P91 primer 

çifti ile uygulanan PZR işlemlerinden sonra elde edilen tüm PZR ürünleri 150C ve 921 

primer çifti ile ve aynı PZR karışımı ve süreler kullanılarak nested PZR analizine tabi 

tutuldu (Kanazawa ve ark., 1999). Hazırlanan %1,5’luk agaroz jelin içerisine etidyum 

bromid 0,5 μg/ml olacak şekilde eklendi ve jel donduktan sonra 7 μl PZR ürünü 2 μl 

yükleme boyası ile karıştırılarak jele yüklendi. Elektroforez sonrası bantlar UV ışığı 

altında gözlendi. 

3.2.7.7. DNA Dizi Analizi 

Gaitadan izole edilen 3 DNA örneğinin IS900 gen bölgesine yönelik P90/P91 

ve 150C/921 primer çiftleri ile amplifiye olmuş PZR ürünlerinden seçilen 4’ünün çift 

yönlü DNA dizi analizi hizmet alımı (BMLabosis, Ankara) ile gerçekleştirildi. Bu 

amaçla sadece 150C/921 (229 bp) primer çifti ile pozitif bulunan bir örneğin PZR 

ürünü, her iki primer çifti ile pozitif olarak değerlendirilen bir örneğin nested PZR’daki 

1. ve 2. PZR ürünleri ve P90/P91 primer çifti ile 400 bp yerine 500 bp’de bant tespit 

edilen bir örneğin PZR ürünü seçildi. Veriler FinchTV 1.4 ve ApE program programı 

yardımıyla incelendi. Dizi analizi verileri National Center for Biotechnology 

Information (NCBI, Bethesda, Md., ABD) BLAST sistemi 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanılarak değerlendirildi. 
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3.2.8. PZR-REA 

3.2.8.1. IS1311 Gen Bölgesinin Amplifikasyonu  

IS900 gen bölgesi tespit edilerek Map’e ait oldukları doğrulanan DNA 

örneklerinin tiplendirilmesi PZR-REA ile yapıldı. Bunun için önce DNA örnekleri ile 

birlikte IS1311 gen bölgesine yönelik M56 ve M119 primer çifti kullanılarak PZR 

uygulandı (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve ark., 2017; Sevilla ve 

ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). PZR’da her bir DNA örneği 

için 5 µl KCl’lü Taq buffer, 3 μl MgCl2 (25 mM), 1 μl dNTP mix (10 mM), her bir 

primerden 1 μl (1 μM), 0,3 μl (1,5 U) Taq DNA polimeraz, 33,7 μl DNAaz ve RNAaz 

ari ultra saf su ve 5 μl hedef DNA’dan oluşan 50 µl’lik bir karışım hazırlandı. DNA 

örnekleri; 94°C’de 5 dakikalık ön denatürasyondan sonra 94°C’de 30 saniye, 62°C’de 

1 dakika, 72°C’de 1 dakika olmak üzere toplam 37 döngü ve son zincir uzaması için 

72°C’de 10 dakika şeklinde PZR-ısı döngü cihazında (Applied Biosystems Veriti 

Thermal Cycler, USA) çoğaltıldı (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve 

ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Pozitif 

kontrol olarak referans Map 316 F suşundan izole edilen DNA, negatif kontrol olarak 

ise DNA içermeyen PZR karışımı kullanıldı. Hazırlanan %1,5’luk agaroz jelin 

içerisine 0,5 μg/ml olacak şekilde etidyum bromid eklendi ve jel donduktan sonra 7 μl 

PZR ürünü 2 μl yükleme boyası ile karıştırılarak jele yüklendi. Elektroforez sonrası 

bantlar UV ışığı altında gözlendi.  

3.2.8.2. PZR Ürünlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi 

REA uygulanmadan önce, IS1311 gen bölgesi amplifiye olan ve güçlü pozitif 

bant veren gaitaya ait pozitif DNA örneklerinin PZR ürünleri belirlendi. Bu PZR 

ürünleri ticari bir jel ekstraksiyon kiti (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific, 

USA) ile saflaştırıldı. IS1311 gen bölgesi yönünden pozitif olarak saptanan gerek 

kültürden ve gerekse direk gaitadan elde edilen DNA örneklerinin PZR ürünleri bu 

gen bölgesindeki dizi polimorfizmlerini belirlemek amacıyla HinfI (10 U/µl) ve MseI 

(10 U/µl) enzimleri ile kesildi (Eamens ve ark., 2015; Marsh ve ark., 1999; Rani ve 

ark., 2017; Sevilla ve ark., 2005; Whittington ve ark., 2001; Yue ve ark., 2016). Bu 
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amaçla her bir enzim için; 10 μl PZR ürünü, 18 μl DNAaz ve RNAaz ari ultra saf su, 

2 μl 10X buffer R, 2 μl enzim içeren reaksiyon karışımı hazırlandı. MseI enzimi 

bulunan örneklerin üzerine 1 damla sıvı parafin damlatıldıktan sonra ısıtıcı blokta 

(Biosan, UK) 65°C’de 16 saat inkübe edildi. HinfI enzimi ile muamele edilen örnekler 

ise su banyosunda (IKA, USA) 37°C’de 16 saat inkübe edildi.  

3.2.8.3. Elektroforez ve Görüntüleme  

Restriksiyon enzimleri ile kesilen reaksiyon ürünleri 2 μl yükleme boyası 

(Vivantis, Malaysia) ile karıştırılarak %2’lik hazırlanan agaroz jeldeki kuyulara 

yüklendi. Elektroforez cihazı güç kaynağına bağlanarak sabit akımda önce 40 mAh’de 

15 dakika, sonra 80 mAh’de 180 dakika yürütüldü. Süre sonunda jel, 1 X TAE 

içerisine 0,5 μg/ml olacak şekilde etidyum bromid (10 mg/ml) eklenerek hazırlanan 

boya solüsyonu içerisine konuldu ve çalkalayıcıda (Biosan, USA) 65 rpm’de 30 dakika 

karıştırılarak boyandı. Süre sonunda boya solüsyonunun uzaklaştırılması için jel distile 

su içerisinde 30 dakika karıştırıldı ve sonra distile su değiştirilerek işlem tekrarlandı. 

Jeldeki bantlar UV ışığı altında gözlenerek görüntüleme sisteminde fotoğraflandı. 

3.2.8. Sitokin Düzeyleri Ölçülecek Plazma ve Serum Örneklerinin Seçimi  

Sitokin düzeylerinin ölçümünde; IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, 

PZR ve kültür sonuçlarına göre paratüberküloz yönünden pozitif ve negatif olarak 

kabul edilen kırkar koyundan olmak üzere toplam 80 koyunun plazma veya serum 

örneğinden yararlanıldı. 

3.2.9. IFN-γ Düzeylerinin Belirlenmesi 

Hastalık teşhisinde kullanılan IFN-γ ELISA sonuçlarından yararlanılarak 

koyunların IFN-γ düzeyleri belirlendi. Bu amaçla 80 plazma örneğinin IFN-γ 

düzeyleri; avian PPD, bovine PPD ve steril PBS (Nil) ile uyarılmayı takiben uygulanan 

IFN-γ ELISA testinde kaydedilmiş OD değerlerinden yola çıkılarak değerlendirildi. 
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3.2.10. IL-10 Düzeylerinin Belirlenmesi 

3.2.10.1. Testin Uygulanması 

Test, kitin üretici firması tarafından bildirilen protokole göre uygulandı. Test 

prosedürüne göre; seçilen kan serumu örneklerinde IL-10 düzeyini kantitatif olarak 

belirleyebilmek için test edilecek örneklerdeki hedef protein konsantrasyonunu kitin 

optimum tespit aralığına (15.625-1000 pg/ml) düşürülmesi gerektiği için test 

prosedüründe belirtilen sulandırma faktörleri incelendi ve El-deeb ve ark. (2013) 

tarafından bildirildiği şekilde örnekler sulandırılmadan kullanıldı. İlk olarak, anti-IL-

10 antikorları ile önceden kaplanmış olan pleytte standart, test ve kontrol (boş) 

örneklerinin konulacağı kuyucukların yeri belirlendi ve teste başlamadan önce pleyt 2 

kez yıkandı. Hazırlanan standart solüsyonları ve seçilen koyun kan serumu 

örneklerinden 0,1 ml daha önce belirlenen kuyucuklara eklendi. Kontrol (boş) 

kuyucuğuna ise 0,1 ml sulandırma tamponu ilave edildi. Testte her bir standart çift 

olarak çalışıldı. Örnekler ilave edildikten sonra pleyt bir kapak ile kapatıldı ve 37°C'de 

90 dakika inkübe edildi. Süre sonunda pleyt içeriği döküldü ve pleyt birkaç kez emici 

filtre kâğıdına vurulduktan sonra test örnekleri, standart ve kontrol kuyucuklarına 0,1 

ml biotin tespit antikorunun çalışma solüsyonu ilave edildi. Pleyt bir kapak ile 

kapatılarak 37°C'de 60 dakika inkübe edildi. Daha sonra pleyt yıkama tamponu ile 3 

kez yıkandı. Her bir kuyuya 0,1 ml SABC çalışma solüsyonu ilave edildi ve pleyt 

kapatılarak 37°C'de 30 dakika inkübe edildi. Süre sonunda pleyt, her seferinde yıkama 

tamponunun 1-2 dakika süreyle kuyucuklarda kalması sağlanarak 5 kez yıkandı. Her 

kuyucuğa 90 µl TMB substratı eklendi ve pleyt kapatılarak 37°C'de 30 dakika karanlık 

ortamda inkübe edildi. Bu sürenin sonunda her bir kuyucuya 50 μl enzim durdurma 

solüsyonu eklenerek iyice karıştırıldı ve her kuyucuğun OD değeri 450 nm’lik bir filtre 

kullanılarak ELISA okuyucuda (Biotek, USA) okundu. 

3.2.10.2. Testin Geçerlilik Kontrolü ve Örnek Sonuçlarının Hesaplanması 

Test protokolündeki örnek eğride belirtildiği gibi (Şekil 3.10) standart 

çözeltinin (X) ilgili konsantrasyonuna (pg/ml) karşı her bir standart çözeltisinin relatif 

OD 450 değeri (Y) belirlenerek standart eğri çizildi.  
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Şekil 3.10. IL-10 düzeyinin hesaplanmasında kullanılacak örnek standart eğri. 

Relatif OD 450 değeri; (Relatif/bağıl OD 450) = (Her kuyunun OD 450 

değeri)-(Kontrol OD 450 değeri) formülüne göre hesaplandı. Formüle göre çizilen 

standart eğrinin doğrusal (lineer) olması sonucunda test geçerli kabul edildi ve 

örneklerin IL-10 konsantrasyonu standart eğri üzerinden hesaplandı. 

3.2.11. NP Düzeylerinin Belirlenmesi 

3.2.11.1. Testin Uygulanması 

Test, kitin üretici firması tarafından bildirilen protokole göre uygulandı. Teste 

başlamadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda ısısına (22±3°C) getirildi. Kit ile 

birlikte kullanıma hazır olarak temin edilen standartlar kullanılmadan önce 1-2 saniye 

düşük hızda santrifüj edildi. Daha sonra NP antikorları ile kaplı ELISA pleytinde 

standartlar ile test edilecek 80 kan serumu örneğinin yerleri belirlendi ve standartlar 

çift olarak çalışıldı. Serum örnekleri ile birlikte standartların 50 μl’si NP antikorları ile 

kaplı mikropleytin uygun kuyucuklarına aktarıldı. Boş /negatif kontrol kuyucuğuna ise 

50 μl numune sulandırıcı konuldu. Tüm kuyulara 100μl konjugat ilave edildi ve pleyt 

kapatılarak 37°C'de 60 dakika inkübe edildi. Süre sonunda pleyt ters çevrilerek 

inkübasyon karışımı uzaklaştırıldı ve yaklaşık 350 µl yıkama solüsyonu ile tüm 
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kuyucuklar dolduruldu. Yıkama solüsyonu kuyucuklarda 1 dakika bekletildikten sonra 

filtre kâğıdına vurularak uzaklaştırıldı ve bu işlem 4 defa tekrarlandı. Ardışık olarak, 

her kuyuya 50μl kromojen solüsyonu A ile 50μl kromojen solüsyonu B eklendi ve 

karanlık ortamda 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. Süre sonunda tüm kuyucuklara 50μl 

durdurma solüsyonu ilave edildi. Reaksiyon durdurulduktan sonra 5 dakika içinde her 

kuyucuğun OD değeri 450 nm’de ELISA okuyucuda (Biotek, USA) okundu. 

3.2.11.2. Testin Geçerlilik Kontrolü ve Örnek Sonuçlarının Hesaplanması 

Standartların ve örneklerin OD değerleri ölçüldükten sonra NP düzeylerinin 

hesaplanması için Microsoft Office® Excel programı kullanılarak çift olarak çalışılan 

standartların ortalama OD değerleri alındı ve kit protokolünde belirtilen formüle göre 

standart eğri çizildi (Tablo 3.9). Formüle göre çizilen standart eğrinin doğrusal (lineer) 

olması durumunda test geçerli kabul edildi ve örneklerin NP düzeyleri çizilen standart 

eğriye göre hesaplandı. 

Tablo 3.9. NP düzeyinin hesaplanması için standart eğrinin çizilmesinde kullanılan 

formül. 

Standartlar 0 SI SII SIII SIV SV SVI 

OD (450 nm) VB/K VI V2 V3 V4 V5 V6 

Hesaplama 0 VI-VB/K V2-VB/K V3-VB/K V4-VB/K V5-VB/K V6-VB/K 

S: standart, VB/K: boş/negatif kontrol standardının OD değeri, V: ilgili standardın OD değeri. 

3.2.12. İstatistiksel Analizler 

Verilerin değerlendirilmesinde SPPS 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM 

SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket 

programı kullanıldı. Değişkenler için ortalama±standart sapma (SD), yüzde ve frekans 

değerleri kullanıldı. Ayrıca parametrik testlerin ön şartlarından varyansların 

homojenliği “Levene Testi” ile kontrol edildi. Normallik varsayımına ise “Shapiro-

Wilk Testi” ile bakıldı. İki grup arasındaki farklılıklar değerlendirilmek istendiğinde 

parametrik test ön şartlarını sağladığı durumda “Student’s t Test”; sağlamadığında ise 

“Mann Whitney-U Testi” kullanıldı. Üç ve daha fazla grup karşılaştırması için “Tek 

Yönlü Varyans Analizi” ve çoklu karşılaştırma testlerinden “Tukey HSD Testi” ile ön 
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şartlar sağlanmadığında ise “Kruskal Wallis” ve çoklu karşılaştırma testlerinden 

“Bonferroni-Dunn Testi” kullanıldı. Sürekli iki değişken arasındaki ilişki “Pearson 

Korelasyon Katsayısı” ile parametrik test ön şartlarını sağlamadığı durumda ise 

“Spearman Korelasyon Katsayısı” ile değerlendirildi. Kategorik veri analizi yapılırken 

“Mc Nemar Bowker’s Test”, “Fisher’s Exact Test”, “Ki-Kare Testi”, sensitivite ve 

spesifite hesaplamaları ile pozitif ve negatif beklenen değerler hesaplandı. Beklenen 

gözelerin %20’den küçük olduğu durumlarda bu gözelerin analize dâhil edilmesi için 

“Monte Carlo Simulasyon Yöntemi” ile değerler belirlendi. İstatistiksel anlamlılık 

düzeyi p<0,05 ve p<0,01 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

4.1. Klinik Bulgular 

Kan ve gaita örneklerinin alındığı 2 ile 8 yaş arasındaki koyunların VKS’larının 

1 ile 5 arasında değiştiği belirlendi. Örnekleme yapılan 15 işletmeden sadece üçünde 

(11, 12 ve 14 numaralı işletmeler) ishal ve zayıflık gibi paratüberküloz ile ilişkili 

olabilecek bazı klinik bulguların mevcut olduğu, geri kalan 12 işletmede ise herhangi 

bir hastalık veya verim düşüklüğü gözlenmediği sürü sahiplerinden öğrenildi. 

Örnekleme sırasında 150 koyunun 49 (%32,66)’unda ishal tespit edildi. İshal bulgusu 

en fazla 2-3 yaş grubunda (%40) ve bu gruptaki VKS 1 olarak değerlendirilen 

koyunlarda (%63,63) görüldü. Yaş grupları ile VKS ve ishal bulgusu arasındaki fark 

(p<0,01) istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Koyunların VKS’ları ile yaş ve ishal 

görülme durumları tablo 4.1’de verildi. Özellikle 11 numaralı işletmede örnek alınan 

10 koyundan 8’inde sürekli ve fışkırır tarzda yeşilimsi ishal gözlendi (Şekil 4.1A). 

Paratüberküloz yönünden pozitif olarak değerlendirilen ve VKS 1 olarak belirlenen üç 

koyuna ait fotoğraflar şekil 4.1’de verildi.  

Tablo 4.1. Kan ve gaita örneklerinin alındığı koyunların VKS’ları ile yaş ve ishal 

durumları. 

 

 

VKS 

Yaş Grubu 

2-3 yaş 4 yaş 5-8 yaş 

n İshal n İshal n İshal 

1 11 7  14 3 19 3 

2 11 5 8 2 10 4 

3 26 10 13 8 15 4 

4 8 2 3 0 3 1 

5 4 0 5 0 0 0 

Toplam 60 24 43 13 47 12 
VKS: vücut kondüsyon skoru, n: koyun sayısı 

4.2. Rose Bengal Pleyt Testi 

Rose Bengal pleyt test ile incelenen 150 kan serumu örneği brusellozis 

yönünden negatif bulundu. 
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Şekil 4.1. Paratüberküloz yönünden pozitif olarak değerlendirilen ve VKS 1 olarak 

belirlenen koyunlar. A. 110 numaralı koyun, 4 yaşında ve ishal mevcut ( ZN boyama, 

PZR ve antikor ELISA pozitif), B. 79 numaralı koyun, 7 yaşında ve ishal mevcut (ZN 

boyama ve PZR pozitif), C. 119 numaralı koyun, 6 yaşında ve gaita kıvamı normal 

(antikor ELISA pozitif). 

4.3. Bakteriyoskopi 

Direk gaita ile dekontaminasyon sonrası elde edilen gaita sedimentlerinden 

hazırlanan preparatların incelenmesinde 2, 9 ve 13 numaralı işletmeler haricindeki 

diğer işletmelerde AFB’ler tespit edildi. Gaita örneklerinden direkt hazırlanan 

preparatların 33’ünde, sedimentlerinden hazırlanan preparatların ise 41’inde AFB’ler 

görüldü (Şekil 4.2). Sedimentlerden hazırlanan preparatlarda hem AFB görülmesinde 

ve hem de preparattaki AFB sayısında artış saptanmasına rağmen, her iki şekilde de 

hazırlanan preparatların genellikle her 100 sahasında 1-9 AFB görüldü (Tablo 4.2). 

Bakteriyoskopi sonuçları karşılaştırıldığında; yöntemler arasındaki fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,01). Altın standart test olarak kabul edilen kültür 

sonuçları göz önünde bulundurularak direk gaita ve gaita sedimentinden yapılan ZN 

boyama yöntemlerinin sensitivite ve spesifiteleri sırasıyla %60-%79 ve %80-%74 

olarak hesaplandı.  
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Şekil 4.2. Gaita örneklerinde ZN boyama yöntemi ile AFB’lerin mikroskobik 

görüntüsü (1000X). 

Tablo 4.2. Gaita ve gaita sedimentinden hazırlanan preparatların ZN boyama 

sonuçları. 

 Gaita Gaita Sedimenti 

 Skor Skor 

İşletme No 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+ 

1 9 1 0 0 9 1 0 0 

2 10 0 0 0 10 0 0 0 

3 9 1 0 0 8 2 0 0 

4 9 1 0 0 9 1 0 0 

5 5 5 0 0 5 5 0 0 

6 6 3 1 0 6 3 1 0 

7 9 1 0 0 8 2 0 0 

8 8 1 1 0 8 1 1 0 

9 10 0 0 0 10 0 0 0 

10 6 3 0 1 4 5 0 1 

11 3 7 0 0 2 8 0 0 

12 7 3 0 0 7 3 0 0 

13 10 0 0 0 10 0 0 0 

14 10 0 0 0 8 1 1 0 

15 6 3 1 0 5 3 1 1 

Toplam 117 29 3 1 109 35 4 2 

 

4.4. Kültür 

Dekontaminasyon işleminden sonra gaita süspansiyonları inoküle edilen ve 36 

hafta süreyle inkübasyona bırakılan HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10 

besiyerlerinin yüzeyindeki üremeler haftalık olarak kaydedildi. Her iki besiyerinde de 

inokülasyondan 12 gün sonra kontaminasyon tespit edilmeye başlandı. İnkübasyon 

işleminin sonlandırıldığı 36. haftada HEYM’de 52, modifiye Middlebrook 7H10 



93 
 

besiyerinde ise 70 örnekte kontaminasyon belirlendi. Kontaminasyon olduğu 

düşünülen kolonilerden boyamalar yapıldı ve modifiye Middlebrook 7H10 agarda 

4’ünün, HEYM besiyerinde ise 5’inin mantar kolonisi, diğer kolonilerin ise sporlu ve 

Bacillus sp. kolonisi olduğu belirlendi (Şekil 4.3). Besiyerlerinde kontamine koloni 

sayısı az ve küçük olduğunda inkübasyon işlemine devam edildi. Ancak kuruma 

nedeniyle 1 HEYM ile yoğun kontaminasyonun gözlendiği 12 HEYM ve 36 modifiye 

Middlebrook 7H10 besiyerinde inkübasyon işlemi sonlandırıldı. 

Referans Map 316 F suşuna ait ilk koloniler ekim yapılan HEYM ve modifiye 

Middlebrook 7H10 besiyerlerinde 5 hafta sonra tespit edildi (Şekil 4.4). Gaita 

örneklerinden yapılan ekimlerde ise HEYM’de tüm inkübasyon süresince Map 

kolonisine benzer bir üreme görülmezken, modifiye Middlebrook 7H10 agar 

yüzeyinde Map şüpheli ilk koloniler inkübasyonun başlangıcından 20 hafta sonra 

gözlenmeye başlandı. Şüpheli kolonilerin dışbükey, smooth, nemli, parlak, soluk 

beyaz renkte olduğu ve besiyerinin rengine çok benzediği dikkati çekti (Şekil 4.5). 

Besiyerlerinde gözlenen tüm şüpheli koloniler ZN boyama yöntemi ile boyanarak 

incelendi. 36 haftanın sonunda sadece 5 gaita örneğinin (46, 61, 102, 103, 108 

numaralı örnekler) modifiye Middlebrook 7H10 agar yüzeyinde gelişen şüpheli 

kolonilerinden hazırlanan preparatlar AFB’ler yönünden pozitif bulundu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.3. HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10 besiyerlerinin yüzeyinde gözlenen 

mantar (1) ve Bacillus sp. (2) kolonileri. 
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Şekil 4.4. Map 316 F referans suşunun HEYM (1) ve modifiye Middlebrook 7H10 

agar (2) yüzeyinde gelişen kolonileri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5. Modifiye Middlebrook 7H10 agar yüzeyinde Map şüpheli koloniler. 61 

numaralı örneğin 20. hafta (1), 23. hafta (2) ve 36.haftadaki (3) görünümü. 

4.5. IFN-γ ELISA 

Avian PPD, bovine PPD ve nil antijeni ile uyarılan 150 kan plazması IFN-γ 

ELISA ile incelendi ve test sonucunda elde edilen OD değerleri kaydedilerek kit 

protokolüne göre değerlendirildi (Şekil 4.6). IFN-γ ELISA kit protokolüne göre tüm 

hayvanlar tüberküloz yönünden negatif olarak değerlendirildi. Kit protokolünün yanı 

sıra avian PPD antijeni ile uyarılmış IFN-γ OD’sinden nil antijeni ile uyarılmış IFN-γ 

OD’si çıkarıldığında farkın 0,05’e eşit veya büyük olması ve avian PPD antijeni ile 

uyarılmış IFN-γ OD’sinin bovine PPD antijeni ile uyarılmış IFN-γ OD’sinden büyük 

olması durumunda hayvan paratüberküloz yönünden pozitif kabul edildi. Bu kriterlere 

1 2 

1 2 3 
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göre; IFN-γ ELISA ile 150 koyundan 33 (%22)’ü paratüberküloz yönünden pozitif 

olarak değerlendirildi. İşletmelerden ise ikisi (10 ve 12 numaralı) hariç diğerlerinde 1 

ile 5 arasında koyun pozitif bulundu (Tablo 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Şekil 4.6. Koyun plazma örneklerinin IFN-γ ELISA sonucu (E4, E5, E6 pozitif 

kontrol, F4, F5, F6 negatif kontrol, diğer kuyucuklar ise örnekler için kullanıldı). 

Tablo 4.3. Paratüberküloz yönünden incelenen koyun işletmelerinin IFN-γ ELISA ve 

antikor ELISA sonuçları. 

 

İşletme No 

IFN-γ ELISA Antikor ELISA 

Pozitif (n) Negatif (n) Pozitif (n) Şüpheli (n) Negatif (n) 

1 4 6 0 0 10 

2 3 7 0 0 10 

3 1 9 0 0 10 

4 2 8 0 0 10 

5 2 8 0 0 10 

6 3 7 1 0 9 

7 5 5 1 1 8 

8 4 6 1 0 9 

9 1 9 0 0 10 

10 0 10 1 0 9 

11 2 8 5 0 5 

12 0 10 1 0 9 

13 2 8 1 0 9 

14 3 7 3 0 7 

15 1 9 2 0 8 

Toplam n (%) 33 (22) 117 (78) 16 (10,66) 1 (0,66) 133 (88,66) 
n: koyun sayısı 
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Yaşları 2 ile 8 (ortalama 4±1,34) arasında olan150 koyundan IFN-γ ELISA ile 

pozitif olarak belirlenen hayvanların ortalama yaşı 3,81±1,37, negatif hayvanların 

ortalama yaşı ise 4,04±1,33 olarak belirlendi. IFN-γ ELISA ile en yüksek oranda 

(%25) pozitiflik 2-3 yaş aralığındaki koyunlarda saptanırken, pozitiflik 4 yaşlı 

hayvanlarda %23,25; 5-8 yaş aralığındaki hayvanlarda ise %17,02 olarak tespit edildi 

(Tablo 4.4). IFN-γ ELISA ile paratüberküloz pozitif ve negatif olarak belirlenen 

hayvanların test sonuçları ile yaş grupları arasında istatiksel açıdan anlamlı bir fark 

bulunmadı (p>0,05). 

Tablo 4.4. Paratüberküloz yönünden incelenen koyunların yaş gruplarına göre IFN-γ 

ELISA sonuçları. 

Yaş Grubu 

IFN-γ ELISA 

Pozitif Negatif 

n % n % 

2-3 yaş (n=60) 15 25 45 75 

4 yaş (n=43) 10 23,25 33 76,75 

5-8 yaş (n=47) 8 17,02 39 82,98 

Toplam  33 22 117 78 
n: koyun sayısı 

4.6. Antikor ELISA 

ELISA ile incelenen kan serumlarından elde edilen sonuçlar kit protokolüne 

göre değerlendirilerek hesaplamaları yapıldı (Şekil 4.7). Bu sonuçlara göre; 150 

koyunun Map’e karşı gelişen antikorlar yönünden 16’sı (%10,66) pozitif, 1’i (%0,66) 

şüpheli olarak belirlendi. Örnek alınan 15 koyun işletmesinin ise 9 (%60)’unda en az 

bir hayvan paratüberküloz yönünden pozitif saptanırken, 1, 2, 3, 4, 5 ve 9 numaralı 

işletmelerde antikor pozitif hayvan tespit edilemedi (Tablo 4.3). 
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Şekil 4.7. Koyun kan serumu örneklerinin ELISA sonuçları (A1 negatif kontrol, B1 

ve C1 pozitif kontrol, diğer kuyucuklar ise örnekler için kullanıldı). 

Yaşları 2 ile 8 (ortalama 4±1,34) arasında değişen 150 koyundan antikor 

ELISA ile pozitif saptananların ortalama yaşı 4.25±1,39 (3-8 yaş), negatiflerin 

ortalama yaşı 3,97±1,34 (2-8 yaş), şüpheli bulunan bir hayvanın yaşı ise 4 olarak 

belirlendi. Antikor ELISA ile en yüksek oranda (%12,6) pozitiflik 5-8 yaş aralığında 

saptanırken, pozitiflik 2-3 yaş aralığında %10, 4 yaşlı koyunlarda ise %9,3 olarak 

tespit edildi (Tablo 4.5). Antikor ELISA ile pozitif ve negatif olarak belirlenen 

hayvanların test sonuçları ile yaş grupları arasında istatiksel açıdan anlamlı bir fark 

bulunmadı (p>0,05). 

Tablo 4.5. Paratüberküloz yönünden incelenen koyunların yaş gruplarına göre antikor 

ELISA sonuçları. 

 

 

Yaş Grubu 

Antikor ELISA 

Pozitif Şüpheli Negatif 

n % n % n % 

2-3 yaş (n=60) 6 10 0 0 54 90 

4 yaş (n=43) 4 9,3 1 2,32 38 88,37 

5-8 yaş (n=47) 6 12,76 0 0 41 87,23 

Toplam 16 10,66 1 0,66 133 88,66 
n: koyun sayısı 

4.7. Gaita Örneklerinin PZR Analizi 

Direk gaita örneklerinden izole edilen 150 DNA örneğinin P90/P91 (400 bp) 

primer çifti kullanılarak uygulanan iki farklı PZR protokolünün her ikisinde de sadece 

4 (%2,66)’ü IS900 gen bölgesi yönünden pozitif saptandı (Şekil 4.8). Birinci PZR 
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protokolünde ayrıca 500 bp’de non-spesifik DNA bantları tespit edildi. 150C/921 (229 

bp) primer çifti ile ise 40 (%26.66)’ında IS900 gen bölgesi tespit edildi (Şekil 4.9). 

IS900 gen bölgesinin tespitinde primer çiftleri arasındaki fark istatistiksel yönden 

önemli bulundu (p<0,01).  

Primerler arasında farklı sonuçlar elde edilmesi nedeniyle P90/P91 primer çifti 

ile çalışılan tüm PZR ürünlerine 150C/921 primer çifti ile nested PZR uygulandı. 

Nested PZR analizinde ise 150 gaita örneğinden elde edilen DNA’ların 40 (%26.66)’ı 

Map’e spesifik olan IS900 gen bölgesi yönünden pozitif saptandı (Şekil 4.10). Nested 

PZR ile 150C/921 (229 bp) primer çiftinin kullanıldığı klasik PZR ile benzer pozitif 

sonuçlar elde edildi (Şekil 4.11). Bu sonuçlara göre; 2, 4, 9 ve 13 numaralı işletmelerde 

Map’e spesifik IS900 gen bölgesine sahip pozitif hayvan tespit edilemez iken, 1 ve 8 

numaralı işletmelerde sadece birer hayvan, diğer işletmelerde ise 2 ile 7 arasında 

hayvan pozitif olarak belirlendi. PZR analizlerine göre pozitiflik saptanan işletmeler 

ve hayvan sayıları tablo 4.6’da verildi.  

Şekil 4.8. P90/P91 (400 bp) primer çifti kullanılarak uygulanan PZR sonuçları. M: 

marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map 316 F suşu), A: 3 ve 6 pozitif 

(69 ve 110 numaralı örnek), 1, 2 ,4, 5 negatif  örnekler (67, 68, 70, 71 numaralı örnek), 

B: 1-4 pozitif örnekler (69, 110,144, 146 numaralı örnek). 
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Şekil 4.9. 150C/921 (229 bp) primer çifti kullanılarak uygulanan PZR analizi 

sonuçları. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map 316 F suşu), A: 4 

ve 6 pozitif (44 ve 46 numaralı örnek), 1-3, 5 negatif örnekler (41, 42, 43 ve 45 

numaralı örnek), B: 1-4 pozitif (53, 138, 146 ve 147 numaralı örnek). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.10. Nested PZR sonuçları. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol 

(Map 316 F suşu), A: P90/P91 (400 bp) primer çifti kullanılarak uygulanan 1. PZR (1: 

102, 2: 108, 3: 110, 4: 142, 5: 144 numaralı örnek), B: 150C/921 (229 bp) primer çifti 

kullanılarak uygulanan 2. PZR (1: 102, 2: 108, 3: 110, 4: 142, 5: 144 numaralı örnek). 
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Şekil 4.11. Map spesifik IS900 gen bölgesine yönelik 150C/921 ve P90/91 primer 

çiftleri ile uygulanan PZR ve nested PZR sonuçları.  

Tablo 4.6. Gaita örneklerinde PZR ile paratüberküloz yönünden pozitiflik saptanan 

işletmeler ile koyun sayıları. 

 

 

İşletme No 

PZR (P90/P91) PZR (150C/921) / Nested PZR 

Pozitif (n) Negatif (n) Pozitif (n) Negatif (n) 

1 0 10 1 9 

2 0 10 0 10 

3 0 10 2 8 

4 0 10 0 10 

5 0 10 6 4 

6 0 10 5 5 

7 1 9 2 8 

8 0 10 1 9 

9 0 10 0 10 

10 0 10 7 3 

11 1 9 6 4 

12 0 10 3 7 

13 0 10 0 10 

14 0 10 2 8 

15 2 8 5 5 

Toplam n (%) 4 (2,66) 146 (97,33) 40 (26,66) 110 (73,33) 
n: koyun sayısı 
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Yaşları 2 ile 8 (ortalama 4±1,34) arasında değişen 150 koyuna ait gaita 

örneğinin PZR analizlerine paratüberküloz pozitif saptanan hayvanların ortalama yaşı 

4,02±1,18 (2-7 yaş), negatif hayvanların ortalama yaşı ise 4±1,40 (2-8 yaş) olarak 

tespit edildi. PZR ile en yüksek oranda (%29,78) pozitiflik 5-8 yaş aralığındaki 

koyunlarda saptandı. Pozitiflik 4 yaşlı koyunlarda %25,58; 2-3 yaş aralığındaki 

koyunlarda ise %25 olarak tespit edildi (Tablo 4.7). PZR ile paratüberküloz pozitif ve 

negatif olarak belirlenen hayvanların test sonuçları ile yaş grupları arasında istatiksel 

olarak önemli bir fark bulunmadı (p>0,05).  

Tablo 4.7. Paratüberküloz yönünden incelenen koyunların yaş gruplarına göre PZR 

sonuçları. 

Yaş Grubu 

PZR 

Pozitif Negatif 

n % n % 

2-3 yaş (n=60) 15 25 45 75 

4 yaş (n=43) 11 25,58 32 74,42 

5-8 yaş (n=47) 14 29,78 33 70,22 

Toplam 40 26,66 110 73,34 
n: koyun sayısı 

4.8. DNA Dizi Analizi 

DNA dizi analizinde; sadece 150C/921 (229 bp) primer çifti ile (138 numaralı 

örnek) pozitif (Tablo 4.8) ve her iki primer çifti ile (146 numaralı örnek) pozitif (Tablo 

4.9) olarak değerlendirilen örneklerin Map olduğu doğrulandı. P90/P91 primer çifti ile 

500 bp’de bant oluşturan örnek (21 numaralı) ise Pseudomonas sp. olarak belirlendi 

(Tablo 4.10).  
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Tablo 4.8. PZR analizinde pozitif olarak belirlenen 2 örneğin DNA dizi analizi. 

DNA Primer Çifti (bp) DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3') 

146 P90/P91 (400 bp) 

AAGGGTGTTTGGGCCGTCGGCCTTAGGCTT

CGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCTT

TCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG

GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC

TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT

CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT

CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA

CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG

CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT

ACTGCATGGTTATTAACGACGACGCGCAGC

GATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACG

AGGCCGCGCTGCTGGAGTTGATTGCGGCGG

TGACGACGTTGGCCGATGGAGGCGAGGTCA

CTGG 

138 150C/921 (229 bp) 

CCGCTAATTGACTGATGCGATTGGATCGCT

GTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGTCTGC

TGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTACGGA

GGTGGTTGTGGCACAACCTGTCTGGGCGGG

CGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATTACTG

CATGGTTATTAACGACGACGCGCAGCGATT

GCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACGAGGC

CGCGCTGCTGGAGTTGATT 
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Tablo 4.9. Nested PZR ile pozitif olarak belirlenen örneğin 1. ve 2. PZR ürünlerinin 

DNA dizi analizi. 

DNA Primer Çifti (bp) DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3') 

146 
(1. PZR) 

P90/P91 (400 bp) 

AAGGGTGTTTGGGCCGTCGGCCTTAGGCTT

CGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCTT

TCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG

GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC

TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT

CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT

CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA

CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG

CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT

ACTGCATGGTTATTAACGACGACGCGCAGC

GATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAACGACG

AGGCCGCGCTGCTGGAGTTGATTGCGGCGG

TGACGACGTTGGCCGATGGAGGCGAGGTCA

CTGG 

146 
(2. PZR) 

150C/921 (229 bp) 

AAGGGTGTTTGGGGCCGTCGGCCTTAGGCT

TCGAATTGCCCAGGGACGTCGGGTATGGCT

TTCATGTGGTTGCTGTGTTGGATGGCCGAAG

GAGATTGGCCGCCCGGCGTCCCGCGACGAC

TCGACCGCTAATTGAGAGATGCGATTGGAT

CGCTGTGTAAGGACACGTCGGCGTGGTCGT

CTGCTGGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA

CGGAGGTGGTTGTGGCACAATCTGTCTGGG

CGGGCGTGGACGCCGGTAAGGCCGACCATT

ACTGCATGGTTATTAACGGACGACGGCGCG

ATTGCTCTCGCAGCGGGTGGCCAAC 
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Tablo 4.10. P90/P91 primer çifti ile 500 bp’de non-spesifik bant gözlenen bir örneğin 

DNA dizi analizi. 

DNA Primer Çifti  DNA Dizi Analizi Sonucu (5'-3') 

21 P90/P91  

TTCGGGGCCGTCTCAACGTGCTGGTCAATA

CCCTGGGCAAGAACCCGCGTGACCTGTTC

GATGAGTTCGAAGGCAAGAAGATGATCGA

CCTGGGGTCCGGTGACGTTAAATATCACC

AGGGCTTCTCGTCCAACGTCATGACCTCCG

GCGGCGAAGTCCATCTGGCCCTGTCGTTCA

ACCCTTCTCACCTGGAAATCGTTTCTCCGG

TGGTCGAAGGTTCCGTGCGCGCCCGTCAG

GATCGTCGCAAGGATGCAGCCGGTGACAA

GGTCGTTCCGATCAGCATTCACGGCGACG

CCGCCTTCGCTGGTCAGGGCGTGGTCATG

GAGACATTCCAGATGTCCCAGACCCGTGC

TTACAAGACTGGCGGCACTGTACATATCG

TGATCAACAATCAGGTCGGCTTTACCACC

AACCGCCAGGATGACGCCCGCTCCACCGA

ATATTGCACCGACATCGCCAAGATGATTC

AGGCACCGATCTTCCATGTGAATGGTGAT

GATCCGGAAGCCGTGCTATTCGTGACCCA

ACTGGCCGTTGACTATCGTATGCAGTTCAA

GCGTCACGTG 

4.9. Map Kolonilerinin PZR ile Doğrulanması 

Modifiye Middlebrook agar yüzeyinde gelişen 5 farklı gaita örneğine ait 

şüpheli kolonilerden elde edilen DNA örneklerinin P90/P91 primer çifti ile uygulanan 

PZR analizinde 400 bp’de Map’e spesifik pozitif bant saptanamadı. 150C/921 primer 

çifti ile uygulanan PZR ve nested PZR analizlerinde ise Map’e spesifik pozitif bantlar 

belirlenerek 5 izolatın Map olduğu doğrulandı (Şekli 4.12). 
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Şekil 4.12. İzole edilen 5 Map izolatının 150C/921 (229 bp) primer çifti kullanılarak 

uygulanan PZR analizi sonuçları. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol 

(Map 316 F suşu), 1: 46, 2: 61, 3: 102, 4: 103, 5: 108 numaralı örnek. 

4.10. PZR-REA 

Gaita ve kültürden izole edildikten sonra IS900 gen bölgesi tespit edilerek Map 

olduğu doğrulanan DNA örneklerinin tiplendirilmesi PZR-REA ile yapıldı. IS1311 

gen bölgesine yönelik M56 ve M119 primer çifti kullanılarak uygulanan PZR analizi 

sonucunda; kültür ve gaitadan izole edilen DNA örneklerinde 608 bp’de pozitif bant 

saptandı (Şekil 4.13). Kültürden izole edilen 5 DNA örneğinin PZR ürünü ile gaitadan 

elde edilen ancak kültür yöntemi ile Map yönünden negatif bulunan ve 608 bp’de 

güçlü pozitif bant veren 7 DNA örneğinin PZR ürünleri HinfI ve MseI enzimleri ile 

kesildi. Analiz sonucunda 12 örneğin hepsinde 285 bp ve 323 bp’de olmak üzere 

koyun tipine (S) spesifik iki bant görüntülendi (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.13. IS1311 gen bölgesine yönelik uygulanan PZR analizinde 608 bp’de bant 

saptanan DNA örnekleri. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (Map 

316 F suşu), A: gaitadan izole edilen DNA örnekleri (1: 44, 2: 138,  3:110, 4: 112 

numaralı örnek), B: kültürden izole edilen DNA örnekleri (1:46, 2:61, 3: 102, 4: 103 

numaralı örnek). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. IS1311 gen bölgesi pozitif bulunan PZR ürünlerinin REA sonuçları. M: 

marker, 1-5 kültürden izole edilen DNA’ların PZR ürünleri (46, 61, 102, 103 108 

numaralı örnek), 6-12 gaitadan izole edilen DNA’ların PZR ürünleri (53, 69, 96, 138, 

142, 144, 146 numaralı örnek). 

4.11.Tanı Yöntemlerinin Karşılaştırması 

Tanı testleri içinde koyunlarda en yüksek oranda pozitiflik ZN boyama 

(%27,33) ve PZR (%26,66) ile saptandı. Bunu sırasıyla IFN-γ ELISA (%22), antikor 

ELISA (%10,67) ve kültür (%3,33) yöntemleri izledi. Sürü bazında 

değerlendirildiğinde; en yüksek pozitiflik oranı IFN-γ ELISA (%86,67) testi ile elde 

edildi ve bu oran PZR ile ZN boyamada %73,33, antikor ELISA’da %60, kültürde ise 

%20 olarak saptandı (Tablo 4.11). Kültür yöntemi ile elde edilen 5 Map izolatının 4’ü 

antikor ELISA ile pozitiflik saptanan sürülerden (7 ve 11 numaralı), 1’i ise negatif 

olarak belirlenen sürüden (5 numaralı) izole edildi. Map izolasyonu yapılan 46, 61, 

102, 103 ve 108 numaralı 5 koyunun diğer testlerindeki analiz sonuçları tablo 4.12’de 
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verildi. Altın standart test olarak kabul edilen kültür sonuçları göz önünde 

bulundurularak paratüberkülozun teşhisinde kullanılan ZN boyama, PZR, IFN-γ ve 

antikor ELISA testlerinin sensitivite ve spesifiteleri sırasıyla %80-%74; %60-74; %20-

% 77; %20-%89 olarak hesaplandı. 

 Tablo 4.11. Tanı testlerine göre paratüberküloz pozitif saptanan sürü ve koyun 

sayıları. 

n: koyun sayısı 

Tablo 4.12. Kültür yöntemi ile Map izole edilen 5 koyunun diğer test sonuçları. 

Koyun No ZN Boyama Antikor ELISA IFN-γ ELISA PZR 

46 + - - + 

61 - - + - 

102 + - - + 

103 + + - - 

108 + - - + 

 

Tanı amacıyla kullanılan 5 yöntemin (IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN 

boyama, PZR ve kültür) hepsinde pozitif sonuç veren koyun tespit edilmedi. 

Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları tablo 4.13’te verildi.  

 

 

 

 

Tanı Testleri 

Sürü Sayısı (n: 15) Örnek Sayısı (n: 150) 

Pozitif Negatif Pozitif Şüpheli Negatif 

n % n % n % n % n % 

IFN-γ ELISA 13 86,67 2 13,33 33 22 0 0 117 78 

Antikor ELISA 9 60 6 40 16 10,67 1 0,67 133 88,66 

PZR 11 73,33 4 26,67 40 26,67 0 0 110 73,33 

ZN boyama 11 73,33 4 26,67 41 27,33 0 0 109 72,67 

Kültür 3 20 12 80 5 3,33 0 0 145 96,67 
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Tablo 4.13. Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

1 

1 4 3 - - - - - - 

2 3 4 - - - - - - 

3 3 3 - + - - - - 

4 3 3 - + - - - - 

5 5 2 -  - - - - 

6 3 3 - - - - - - 

7 3 2 - + - - - - 

8 3 3 - - - - - - 

9 3 3 - - - - - - 

10 2 3 + + - + + - 

2 

11 4 3 - - - - - - 

12 4 3 + - - - - - 

13 3 3 + + - - - - 

14 4 3 + - - - - - 

15 3 2 + - - - - - 

16 3 3 + - - - - - 

17 3 2 - - - - - - 

18 3 3 + + - - - - 

19 3 3 + + - - - - 

20 3 3 - - - - - - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

  
İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

3 

21 2 4 + - - - - - 

22 4 5 - - - + + - 

23 3 5 - - - - - - 

24 4 5 - - - - - - 

25 4 4 - - - - - - 

26 4 3 - + - + + - 

27 4 5 - - - - - - 

28 4 5 - - - - - - 

29 2 5 - - - - - - 

30 3 5 - - - - - - 

4 

31 2 4 + - - - - - 

32 4 3 + - - + - - 

33 3 3 + - - - - - 

34 2 3 + + - - - - 

35 3 2 + - - - - - 

36 3 3 + - - - - - 

37 3 2 + - - - - - 

38 2 2 + - - - - - 

39 3 3 + - - - - - 

40 4 2 + + - - - - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

5 

41 2 3 - + - - - - 

42 3 3 - + - - - - 

43 4 3 + - - - - - 

44 5 3 - - - + + - 

45 4 4 - - - - - - 

46 4 4 - - - + + + 

47 5 2 - - - + + - 

48 5 4 - - - - + - 

49 3 3 - - - + + - 

50 3 4 - - - + + - 

6 

51 5 3 + - - - - - 

52 5 3 - - - - - - 

53 5 3 - + + + + - 

54 5 3 + + - - + - 

55 5 2 + - - + + - 

56 4 3 + - - + + - 

57 5 4 - - - - - - 

58 5 3 + - - - - - 

59 6 2 + + - + + - 

60 6 3 - - - - - - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

7 

61 4 1 - + - - - + 

62 4 2 - + - - - - 

63 4 2 - + - - - - 

64 4 3 + + Şüpheli - - - 

65 4 1 + - - - - - 

66 4 1 - - - + + - 

67 3 1 - - + - - - 

68 4 3 + - - - - - 

69 3 1 + + - + + - 

70 4 1 - - - - - - 

8 

71 6 2 + - - - - - 

72 6 3 - - - - - - 

73 6 3 - + - - - - 

74 5 4 + + - - - - 

75 6 1 - - - - - - 

76 5 1 - - - - - - 

77 4 2 + + - - - - 

78 4 1 + - - - - - 

79 7 1 - - - + + - 

80 4 3 + + + + - - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

9 

81 4 2 - - - - - - 

82 4 3 - - - - - - 

83 2 3 - - - - - - 

84 2 2 + + - - - - 

85 6 3 - - - - - - 

86 6 3 + - - - - - 

87 3 3 - - - - - - 

88 6 2 - - - - - - 

89 2 3 - - - - - - 

90 2 2 - - - - - - 

10 

91 3 2 - - - + + - 

92 3 1 + - - + + - 

93 3 2 - - - + + - 

94 3 1 - - - - - - 

95 3 4 - - - - + - 

96 3 2 - - - + + - 

97 3 3 - - + + - - 

98 3 1 - - - + + - 

99 2 3 - - - - - - 

100 3 1 - - - - + - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

11 

101 3 1 + - + + + - 

102 2 1 + - - + + + 

103 3 1 + - + + - + 

104 4 1 - - - - - - 

105 3 1 + - - - - - 

106 3 3 - + + + - - 

107 5 1 + + + + + - 

108 3 1 + - - + + + 

109 5 1 - - - + + - 

110 4 1 + - + + + - 

12 

111 4 1 - - - - - - 

112 4 1 - - - + + - 

113 4 3 - - - - - - 

114 4 1 - - - - - - 

115 4 2 - - - + + - 

116 5 1 - - - - - - 

117 5 1 + - - - - - 

118 5 3 - - - + + - 

119 6 1 - - + - - - 

120 5 1 - - - - - - 



114 
 

Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

  

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

13 

121 7 1 - - - - - - 

122 8 1 - - + - - - 

123 8 1 - - - - - - 

124 4 1 - - - - - - 

125 6 1 - - - - - - 

126 6 3 - + - - - - 

127 5 2 - - - - - - 

128 5 3 - - - - - - 

129 5 1 - - - - - - 

130 8 3 - + - - - - 

14 

131 5 1 - - + - - - 

132 3 4 - - + - - - 

133 4 1 + + + - - - 

134 4 5 - - - - - - 

135 4 2 - - - + + - 

136 3 3 - + - - - - 

137 2 4 - - - - - - 

138 2 4 - - - + + - 

139 3 3 - - - - - - 

140 2 5 - + - - - - 
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Tablo 4.13. (Devam) Paratüberküloz yönünden incelenen 150 koyunun test sonuçları. 

 

İşletme No Hayvan No Yaş VKS İshal IFN-γ ELISA Antikor ELISA ZN Boyama PZR Kültür 

15 

141 6 2 + - - - - - 

142 4 1 - + - + + - 

143 5 2 - - - - - - 

144 6 1 + - - + + - 

145 4 1 - - + - - - 

146 5 1 - - + + + - 

147 6 2 - - - + + - 

148 4 2 - - - + + - 

149 5 1 - - - - - - 

150 7 1 - - - - - - 
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Koyunların 23 (%31,51)’ü PZR, ZN boyama; 5 (%6,85)’i IFN-γ ELISA, ZN 

boyama, PZR; 3 (%4,11)’ü antikor ELISA, ZN boyama, PZR; 3 (%4,11)’ü ZN 

boyama, PZR, kültür ve 2 (%2,74)’si ise IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, 

PZR yöntemleri ile pozitif olarak belirlendi. Sadece gaitasında ZN boyama ile AFB’ler 

gözlenen ve diğer testlerde negatif bulunan bir koyun hariç, tanı testleri ile 

paratüberküloz yönünden pozitif kabul edilen 73 koyundan 27 (%36,98)’sinde IFN-γ, 

11 (%15,06)’inde ise antikor yanıtı saptanırken, 6 (%8.21) koyunda hem antikor ve 

hem de IFN-γ yanıtı belirlendi. Diğer taraftan 73 koyundan 42 (%57,53)’si PZR ve 

kültür yöntemlerinden biri veya her ikisi ile pozitif saptandı. Bu koyunların sadece 4 

(%9,52)’ünde antikor, 7 (%16,66)’sinde ise IFN-γ yanıtı saptanırken, 2 (%4,76) 

koyunda IFN-γ ve antikor yanıtı birlikte tespit edildi (Tablo 4.14).  

Tablo 4.14. Tanı testlerine göre paratüberküloz pozitif saptanan koyun sayıları. 

Testler n % 

IFN-γ ELISA 20 27,39 

Antikor ELISA 6 8,22 

PZR 3 4,11 

IFN-γ ELISA, antikor ELISA (şüpheli) 1 1,37 

IFN-γ ELISA, antikor ELISA 1 1,37 

IFN-γ ELISA, PZR 1 1,37 

IFN-γ ELISA, kültür 1 1,37 

Antikor ELISA, ZN boyama 1 1,37 

ZN boyama, PZR 23 31,51 

IFN-γ ELISA, ZN boyama, PZR  5 6,85 

Antikor ELISA, ZN boyama, PZR  3 4,11 

ZN boyama, PZR, kültür 3 4,11 

IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama 2 2,74 

Antikor ELISA, ZN boyama, kültür  1 1,37 

IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR 2 2,74 

Toplam 73 100 
n: koyun sayısı 

Antikor ELISA testi ile özellikle 2-3 yaş ile 5 yaş ve üzerindeki gruplarda 

pozitif saptanan 16 koyundan 12 (%75)’sinin VKS 1 olarak belirlendi ve 6 

(%37,5)’sında ishal gözlendi (Tablo 4.15). IFN-γ ELISA ile çoğunlukla 2-3 yaş 

grubunda (n: 15, %45,45) yer alan ve VKS’ları 3 olarak belirlenen (n: 19, %57,57) 33 

koyun pozitif saptandı ve bu koyunların 16 (%48,48)’sında ishal gözlendi. ZN boyama 

metodu ile pozitif olarak belirlenen 41 koyundan 16 (%39,02)’sı 2-3 yaş grubunda yer 
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aldı. En yüksek pozitiflik VKS 1 olan hayvanlarda (n: 17, %41,46) saptandı ve bu 

koyunların 15 (%36,58)’inde ishal tespit edildi. PZR ile 2-3 yaş arasındaki koyunlarda 

(% 37,5) daha fazla pozitiflik belirlendi. Test ile pozitif belirlenen koyunların 13 

(%32,5)’ünde ishal gözlenirken, 16 (%40)’ sının VKS 1 olarak tespit edildi. Map’in 

izole edildiği 5 koyundan 3 (%60)’ünün 2-3 yaş grubunda, 2 ( 40)’sinin ise 4 yaşında 

olduğu belirlendi. Koyunların 3 (%60)’ünde ishal gözlenirken, 4 (%80)’ünün VKS 1 

olarak belirlendi. Paratüberküloz yönünden tanı testleri ile pozitif ve negatif olarak 

değerlendirilen hayvanlar arasında yaş grupları yönünden istatistiksel bir fark (p>0,05) 

saptanmazken, diyare bulgusu ve VKS’ları bakımından fark (p<0,01) anlamlı bulundu 

(Tablo 4.15). 

Tablo 4.15. Tanı testlerine göre paratüberküloz pozitif saptanan koyunların yaş, ishal 

durumu ve VKS sonuçları 

Test pozitif 
Yaş  VKS 

2-3 4 ≥5 İshal 1 2 3 4 5 

IFN-γ ELISA (n=33) 15 10 8 16 5 7 19 1 1 

Antikor ELISA (n=16) 6 4 6 6 12 0 3 1 0 

ZN boyama (n=41) 16 13 12 15 17 10 10 3 1 

PZR (n=40) 15 11 14 13 16 10 8 5 1 

Kültür (n=5) 3 2 0 3 4 0 0 1 0 
 

4.12. Sitokin Düzeyleri 

Koyunların sitokin düzeylerinin değerlendirilmesinde; IFN-γ ELISA, antikor 

ELISA, ZN boyama, PZR ve kültür sonuçlarına göre paratüberküloz yönünden pozitif 

(n:40) ve negatif  (n:40) olarak belirlenen koyunların plazma veya serum 

örneklerinden elde edilen OD değerlerinden yararlanıldı. 

4.12.1. IFN-γ Düzeyi 

Pozitif hayvanlarda avian PPD antijeni, bovine PPD antijeni ve nil antijeni ile 

uyarılan kuyucuklarından elde edilen IFN-γ ortalama OD değerlerinin negatif 

hayvanların ortalama OD değerlerinden daha yüksek olduğu belirlendi (Şekil 4.15). 

Pozitif ve negatif hayvanların avian PPD ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama 
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OD’leri arasındaki fark istatiksel bakımdan anlamlı bulunurken (p<0,01), nil antijeni 

ve bovine PPD antijeni ile uyarılan IFN-γ düzeyleri arasında önemli bir fark 

saptanmadı (p>0,05). Pozitif örneklerin avian PPD antijeni ile uyarılan IFN-γ 

düzeylerinin ortalama OD değerleri (0,54±0,34) ile bovine PPD antijeni ile uyarılan 

IFN-γ düzeylerinin ortalama OD değerleri (0,44±0,27) arasında önemli bir fark 

saptanırken (p<0,01), negatif örneklerin avian PPD (0,35±0,18) ve bovine PPD 

(0,36±0,16) antijeni ile uyarılan IFN-γ düzeylerinin ortalama OD değerleri arasındaki 

fark anlamlı bulunmadı (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.15. Paratüberküloz pozitif ve negatif olarak belirlenen hayvanların IFN-γ 

ortalama OD değerleri. 

4.12.2. IL-10 Düzeyi 

ELISA ile incelenen kan serumlarının sonuçları kit protokolüne göre 

değerlendirildi (Şekil 4.16). Standartların OD değerlerinden yararlanılarak çizilen 

standart eğriye göre 40 pozitif ve 40 negatif koyunun kan serumu örneğinin IL-10 

düzeyleri hesaplandı (Şekil 4.17). Paratüberküloz pozitif koyunların IL-10 

düzeylerinin ortalama OD değerleri negatiflerin ortalama OD değerlerinden yüksek ve 

aralarındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptandı (p<0,01). 
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Şekil 4.16. Koyun kan serumu örneklerinin ELISA ile IL-10 sonuçları (1. ve 2. 

sütundaki kuyucuklar standartlar, diğer kuyucuklar ise örnekler için kullanıldı). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17. Koyun kan serumu örneklerinin IL-10 düzeylerinin hesaplanmasında 

kullanılan standart eğri. 

4.12.3. NP Düzeyi 

ELISA ile incelenen kan serumlarının sonuçları kit protokolüne göre 

değerlendirildi (Şekil 4.18). Standartların OD değerlerinden yararlanılarak çizilen 

eğriye göre 40 pozitif ve 40 negatif koyunun kan serumu örneğinin NP düzeyleri 

hesaplandı (Şekil 4.19). Pozitif ve negatif hayvanların NP düzeylerinin ortalama OD 

değerleri arasında istatistiki açıdan önemli bir fark tespit edilemedi (p>0,05). 
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Şekil 4.18. Koyun kan serumu örneklerinin ELISA ile NP sonuçları (1. ve 2. sütundaki 

kuyular standartlar, diğer kuyular ise örnekler için kullanıldı). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.19. NP düzeyinin hesaplanmasında kullanılan standart eğri. 

4.12.4. Antikor ve Sitokin Düzeylerinin Karşılaştırılması 

Paratüberküloz yönünden pozitif ve negatif olarak tanımlanan koyunların 

antikor ve sitokin düzeylerinin değerlendirilmesinde ELISA testlerinden elde edilen 

ortalama OD değerlerinden yararlanıldı. IFN-γ için avian PPD antijeni ile uyarılmış 

kuyucuklardan elde edilen OD değerleri kullanıldı (Şekil 4.20).  
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Şekil 4.20. Paratüberküloz pozitif ve negatif koyunların antikor, IFN-γ, IL-10 ve NP 

ortalama OD değerleri. 

Paratüberküloz yönünden pozitif olarak tespit edilen hayvanların antikor, IFN-

γ, IL-10 ve NP düzeylerinin ortalama OD değerlerinin paratüberküloz negatif 

hayvanlardan daha yüksek olduğu saptandı. Ancak antikor yanıtı saptanan 

hayvanlarda ortalama NP düzeyinin negatif hayvanlara göre daha düşük olduğu 

belirlendi (Şekil 4.21). Pozitif ve negatif hayvanlar arasında antikor, IFN-γ ve IL-10 

düzeyleri açısından istatistiksel olarak önemli bir fark olmasına rağmen (p<0,01), NP 

düzeyleri arasında önemli bir fark saptanmadı (p>0,05).  

Paratüberküloz yönünden pozitif olarak belirlenen 40 hayvan arasından sadece 

IFN-γ ELISA testi ile pozitif (10 koyun), sadece antikor ELISA ile pozitif (11 koyun), 

hem IFN-γ ELISA hem de antikor ELISA ile pozitif (6 koyun) saptanan hayvanlar ile 

IFN-γ ve antikor ELISA testlerinin her ikisi ile de negatif olmasına rağmen, ZN 

boyama, PZR veya kültür yöntemlerinden herhangi biri ile pozitif (13 koyun) saptanan 

hayvanların ortalama antikor ve sitokin OD değerleri karşılaştırıldı (Tablo 4.16). Buna 

göre; NP düzeyinin sadece IFN-γ ELISA ile ZN boyama, PZR ve kültür ile pozitif 

saptanan koyunlarda en yüksek düzeylerde seyrettiği, antikor yanıtının tespit edildiği 

hayvanlarda ise en düşük düzeylerde olduğu belirlendi. Antikor ELISA testi ile pozitif 

saptanan koyunların ortalama NP düzeylerinde saptanan bu düşüş istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0,01) bulundu. IL-10 düzeyi de NP’de gözlendiği gibi sadece IFN-γ ELISA 
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testi ile pozitif koyunlarda en yüksek düzeyde seyretmesine rağmen, diğer tanı testleri 

ile pozitif bulunan hayvanlardaki düzeyinde bir düşüş saptandı, ancak bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0,05). Antikor ELISA testi ile pozitif 

saptanan koyunların sadece IFN-γ ELISA, ZN boyama, PZR ve kültür yöntemleri ile 

pozitif saptanan koyunlara göre antikor düzeyi belirgin bir şekilde yüksek bulundu 

(p<0,01). IFN-γ ELISA ile pozitif saptanan hayvanlarda IFN-γ düzeyinin de en yüksek 

düzeylerde seyrettiği tespit edildi. IFN-γ ELISA testi ile negatif bulunmasına rağmen, 

antikor ELISA testi ile pozitif saptanan hayvanlarda IFN-γ düzeyinde bir düşüş 

saptandı, ancak bu düşüş istatistiksel olarak önemli bulunmadı (p>0,05). Diğer taraftan 

ZN boyama, PZR ve kültür yöntemi ile pozitif, ancak IFN-γ ve antikor ELISA testleri 

ile negatif olarak belirlenen koyunların IFN-γ düzeyleri IFN-γ ELISA ile pozitif 

saptananlardan ve hatta negatif kabul edilen 40 koyunun ortalama IFN-γ düzeylerinden 

çok daha düşük bulundu (Şekil 4.22). IFN-γ ELISA testi ile pozitif saptanan 

koyunların IFN-γ düzeyleri ile sadece ZN boyama, PZR ve kültür ile pozitif bulunan 

hayvanların ortalama IFN-γ düzeyleri arasındaki bu fark istatistiksel olarak önemli 

bulundu (p<0,01).  

 

Şekil 4.21. Paratüberküloz pozitif ve negatif hayvanların teşhis testlerine göre antikor 

ve sitokin düzeyleri. 
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Tablo 4.16. Paratüberküloz yönünden pozitif saptanan 40 koyunun test sonuçlarına 

göre ortalama antikor ve sitokin OD değerleri. 

 

Testler 

NP 

OD±SD 

IFN-γ 

(avian PPD) 

OD±SD 

IL-10 

OD±SD 

Antikor 

OD±SD 

IFN-γ ELISA (n=10) 2,65±0,83 0,72±0,29 0,59±0,29 0,24±0,10 

Antikor ELISA (n=11) 1,89±0,77 0,56±0,29 0,54±0,21 1,27±0,72 

IFN-γ ve antikor ELISA (n=6) 1,70±0,85 0,76±0,47 0,51±0,18 1,41±0,67 

ZN, PZR veya kültür (n=13) 2,63±0,77 0,28±0,16 0,43±0,16 0,20±0,04 
SD: standard sapma. 

Şekil 4.22. Paratüberküloz pozitif hayvanların teşhis testlerine göre antikor ve sitokin 

düzeyleri. 
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5. TARTIŞMA 

Paratüberküloz (Johne hastalığı), evcil ve yabani ruminantlar dışında tavşan, 

tilki, maymun, porsuk, çakal, kuş, kedi, rakun gibi hayvanlarda da görülebilen yavaş 

seyirli ve hatta ölümle sonuçlanabilen bir hastalıktır (Arsenault ve ark., 2014; Eamens 

ve ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Wadhwa ve ark., 2013; Yardımcı, 2006). Karkas 

değerinde ve süt üretiminde azalmaya yol açarak hayvancılıkta büyük ekonomik 

kayıplara neden olan hastalığın sadece ABD'nde yılda 250 milyon dolar zarara neden 

olduğu bildirilmiştir (Ott ve ark., 1999). Ayrıca enfekte hayvanların dışkı ve/veya 

sütleri ile kontamine olmuş süt ve süt ürünlerinin insanlar için potansiyel bir bulaşma 

kaynağı olabileceği ileri sürülmüştür (Ayele ve ark. 2001; Cetinkaya ve ark. 2000). 

Paratüberkülozun teşhisinde; klinik bulguların yanı sıra nekropsi, histopatoloji, 

bakteriyoskopi, kültür, PZR, humoral ve hücresel immun yanıtı ölçen testler gibi farklı 

tanı yöntemlerinin kullanıldığı, ancak hastalığın yavaş seyirli olması, enfeksiyonun 

farklı evrelerden (erken, subklinik ve klinik dönem) oluşması ve bu evrelerde gelişen 

immun yanıtın farklı olması nedeniyle kullanılan testlerden hiçbirinin %100 sensitivite 

ve spesifiteye sahip olmadığı ve bu nedenle her aşamasında enfeksiyonu tespit 

edebilen bir yöntemin bulunmadığı bildirilmiştir (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 

2018). Bu çalışmada da paratüberküloz teşhisinde kullanılan testlerin (IFN-γ ELISA, 

antikor ELISA, ZN boyama, PZR ve kültür) hepsinde birden pozitif sonuç veren bir 

koyun tespit edilemedi.  

Koyunlarda klinik belirtilerin 2 yaşından itibaren görüldüğü, belirtilerin 

genellikle kronik kilo kaybı ile sınırlı olduğu ve çoğu hayvanın 3-5 yaşlarında hastalığa 

yenik düştüğü bildirilmiştir (Clarke, 1997; Whitlock ve Buergelt, 1996). Sığırlarda 

gözlenen yeşilimsi ishal bulgusunun aksine koyunlarda ishalin daha az belirgin olduğu 

veya hiç görülmediği belirtilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Carrigan ve Seaman, 

1990; Eamens ve ark., 2015). Map ile enfekte 50 koyunun %90’ında klinik olarak 

zayıflama dikkati çekerken, ciddi bir ishal bulgusunun bu koyunların sadece %20'sinde 

gözlendiği bildirilmiştir (Carrigan ve Seaman, 1990). Bu çalışmada, örneklenen 

koyunlar arasında paratüberküloz yönünden en yüksek pozitiflik oranı 2-3 yaş 

grubunda (%41,09) tespit edildi. Enfeksiyonun klinik döneminde ZN boyama, antikor 
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ELISA, PZR veya kültür yöntemi ile teşhis yapılabileceği belirtilmiştir (Eamens ve 

ark., 2015; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve ark., 2017). Bu çalışmada da söz 

konusu testler ile paratüberküloz yönünden pozitif saptanan 52 koyundan 34’ünün 

(%65,38) VKS 1-2 olarak belirlendi. Aynı koyunların 18 (%34,61)’inde ishal görüldü. 

Aşırı derecede sürekli ve fışkırır tarzda yeşilimsi bir ishal bulgusu bu koyunların 

sadece 8 (%15,38)’inde dikkati çekti. IFN-γ ELISA’nın hastalığın henüz klinik 

bulgularının gözlenmediği erken döneminde kullanılabileceği bildirilmiştir (Jungersen 

ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010b, Vazquez ve ark., 2013). Bu 

çalışmada da sadece IFN-γ ELISA ile pozitif olarak belirlenen 20 koyunun 12 

(%60)’sinde hastalığa ilişkin klinik bulgu saptanmadı. İstatistiksel olarak hastalığın 

yaş gruplarına göre görülme oranında bir fark olmamasına rağmen, diyare ve zayıflığın 

hastalık için önemli bir klinik bulgu olduğu belirlendi. Hastalığın kliniğine yönelik bu 

bulgular koyunlarda paratüberküloza ilişkin belirtilerin 2 yaşından itibaren 

görülebileceğini ve evresine bağlı olarak 2 yaş kadar erken bir dönemde de IFN-γ 

ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya kültür gibi yöntemler ile hastalığın 

tespit edilebileceği sonucuna varıldı.  

Paratüberküloz teşhisinde kullanılan ZN boyama yönteminin basit, hızlı ve 

ucuz bir teşhis metodu olmasına rağmen, tespit edilebilir bakteri limitinin 106 bakteri/g 

doku olduğu ve bu yöntemle sadece zarar görmemiş hücrelerin boyandığı rapor 

edilmiştir (Thoresen ve ark., 1994). Ayrıca bu yöntem ile Map’in diğer mikobakteri 

türlerinden ayırımının yapılamaması ve sensitivite ile spesifitesinin de oldukça düşük 

olması nedeniyle yanlış negatif sonuç alınabileceği bildirilmiştir (Eamens ve ark., 

2015; OIE, 2008; Ris ve ark., 1988; Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009; 

Zimmer ve ark., 1999). Bu çalışmada rastgele örnekleme ile seçilen koyunlardan 

alınan gaita örneklerinden direkt hazırlanan preparatların ZN boyama ile 33 

(%22)’ünde, sedimentlerinden hazırlanan preparatların ise 41 (%27,33)’inde AFB’ler 

gözlendi. Aynı gaita örneklerinin kültüründen (%3,33) elde edilen orandan daha 

yüksek pozitiflik saptandığı için bu durumun diğer mikobakterilerden 

kaynaklanabileceği düşünüldü (Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008). Ancak bir örnek 

haricinde ZN boyama ile AFB gözlenen 40 koyunun PZR, kültür veya antikor ELISA 

testlerinden herhangi biri ile Map yönünden pozitif olduğu belirlendi. Bu nedenle ZN 
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boyamanın, sensitivite ile spesifitesinin düşük olduğunu bildiren araştırmacıların (Ris 

ve ark., 1988; Thoresen ve ark., 1994; Weber ve ark., 2009; Zimmer ve ark., 1999) 

aksine, sürü taramaları için kullanılabileceği sonucuna varıldı. Ayrıca direk gaitaya 

oranla sedimentten hazırlanan preparatların incelenmesi ile daha fazla sayıda örnek 

pozitif tespit edildi (p<0,01) ve preparatlarda AFB sayısının arttığı görüldü. Bu sonuç, 

gaita örneklerine uygulanan santrifüj ve dekontaminasyon işleminin testin 

sensitivitesini arttırabileceğini ve daha doğru sonuç alınabileceğini bildiren 

araştırmacıları (Sayın, 2010; Singh ve ark., 2010; Singh ve ark., 2013b) 

desteklemektedir. Coelho ve ark. (2008a), klinik bulgu gösteren ve paratüberküloz 

olduğu serolojik, histolojik ve mikrobiyolojik olarak doğrulanan 26 koyundan alınan 

gaita ve doku örneklerini ZN boyama yöntemi ile incelemiş ve yöntemin sensitivitesini 

gaita ve dokulardan hazırlanan preparatlarda sırasıyla %61,5 ve %76,9 olarak 

hesaplamıştır. Sunulan bu çalışmada da altın standart test olarak kabul edilen kültür 

sonuçları göz önünde bulundurularak direk gaitadan ve sedimentten hazırlanan ZN 

boyama yöntemlerinin sensitivite ve spesifite oranları sırasıyla %60-%79 ve %80-%74 

olarak hesaplandı ve bu oranlar Coelho ve ark. (2008a) tarafından bildirilen oranlara 

benzer bulundu. 

Koyunlarda bağırsak dokularından yapılan kültürün paratüberküloz tanısında 

altın standart olarak kabul edilmesine rağmen, canlı hayvanlarda doku yerine fekal 

kültürün kullanılabileceği ve kültür yönteminin %100 spesifiteye sahip yani yanlış 

pozitif sonuçlar vermeyen tek test olduğu ileri sürülmüştür (Nielsen ve Toft, 2008; 

OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington, 2010). Bu çalışmada rastgele örnekleme metodu 

ile seçilen 150 koyundan alınan gaita örneklerinden 5’inde AFB izolasyonu yapıldı ve 

izolatların hepsi PZR ile Map olarak doğrulandı. Bu sonuç, kültür metodunun yanlış 

pozitif sonuç vermediğini ve spesifitesinin %100 olduğunu rapor eden araştırmacıları 

(Ayele ve ark., 2001; Nielsen ve Toft, 2008; Sirak, 2010; Whittington, 2010) 

desteklemektedir. Uygulanan kültür protokolleri arasındaki farklılıkların testin 

sensitivitesini etkileyebileceği bildirilmiştir (Harris ve Barletta, 2001; Whittington, 

2010). Eamens ve ark. (2000), sığır gaitalarından radyometrik bir sıvı kültür yöntemi 

(BACTEC) ile %89 oranında izolasyon sağladıkları halde klasik katı kültür 

yönteminde bu oranı %68 bulduklarını ve sensitivitesi radyometrik yöntemden daha 
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düşük olan kültür yöntemi ile etkenin ancak 12-16 haftada üreyebileceğini veya bazen 

hiç üreme olmayacağını rapor etmiştir. Koyun ve keçilerde ise ince barsakların son 

bölümü ile ileosekal valf ve lenf düğümlerinden yapılan katı kültürün spesifitesi %100, 

sensitivitesi ise %9 olarak belirlenmiştir (Sirak, 2010). Bu çalışmada da katı kültür 

yöntemi kullanıldı ve tüm tanı testleri dikkate alınarak 73 koyun paratüberküloz 

yönünden pozitif bulunmasına rağmen, bu hayvanlardan sadece 5’inde Map izole 

edilebildi. İzolasyon oranın az olmasına diğer araştırmacıların (Eamens ve ark., 2000; 

McDonald ve ark., 1999; Sirak, 2010; Whittington, 2009; Whittington ve ark., 1999a) 

da belirttiği gibi katı kültür yönteminin düşük sensitiviteye sahip olmasının neden 

olabileceği düşünüldü. 

Gaita örnekleri için önce HPC ve sonra antimikrobiyal maddeleri içeren yarı-

kuvvetli BHI buyyon ile iki aşamalı inkübasyon olarak uygulanan dekontaminasyon 

yönteminin yaygın kullanıldığı bildirilmiş (Whittington, 2010) ve bu yöntemin 

kültürün duyarlılığını arttırdığı ileri sürülmüştür (Eamens ve ark., 2000; McDonald ve 

ark., 1999; OIE, 2008). Bu çalışmada HPC ve antimikrobiyal maddeleri içeren yarı-

kuvvetli BHI buyyon ile çift inkübasyon metodu kullanıldı ve gaita örneklerinin 

sadece 5’inden Map izole edildi. Bazı araştırmacılar (Dundee ve ark., 2001; Gao ve 

ark., 2005; Sweeney ve ark., 1992), iki aşamalı protokol yerine, genellikle süt ile doku 

örnekleri için önerilen ve sadece %0,75 HPC’nin kullanıldığı tek aşamalı 

inkübasyonun Map'e daha az zarar vereceğini ifade etmiştir. Antimikrobiyal maddeler 

kullanılmadan ve sadece HPC ile doku örneklerinin uzun süre inkübe edilmesinin 

özellikle Map’in S tipinin üremesi üzerinde olumsuz bir etkisinin olmadığı ileri 

sürülmüştür (Reddacliff ve ark., 2003). Ayrıca koyunlardan alınan bağırsak dokusu ve 

ilişkili lenf düğümü HPC ile dekontamine edildikten sonra modifiye BACTEC 12B 

besiyerine ekilmesinin yeterli olduğuna ve bu şekilde yapılan kültürde kontaminasyon 

oranının %0,2’den daha az bulunduğuna dikkat çekilmiştir (Whittington, 2009). 

Sunulan bu çalışmada, gaita örneklerinden ZN boyama ve PZR’a göre az sayıda 

pozitiflik belirlenmesinde kültür için kullanılan çift aşamalı inkübasyon yönteminin 

rolü olabilir. Zira birçok araştırmacı (Cousins ve ark. 1995; Dundee ve ark., 2001; Gao 

ve ark., 2005; Sweeney ve ark., 1992; Whittington, 2009; Whittington, 2010; 
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Whittington ve ark., 1999a) çift aşamalı inkübasyonun Map canlılığını etkileyerek 

izolasyon oranını azaltabileceğine dikkat çekmiştir. 

Uygulanan yöntemin sensitivitesinin yanı sıra izolasyonu etkileyen en önemli 

problemlerden birisinin kontaminasyon olduğu belirtilmiştir (Eamens ve ark., 2015; 

Whittington, 2010). Gaita ve bağırsak doku örneklerinde Map’in diğer bakteri ve 

mantarlara göre daha az miktarda bulunduğu ve izolasyon şansının istenmeyen 

mikroorganizmaların etkin bir şekilde inaktive edilmesine bağlı olacağı bildirilmiştir 

(Eamens ve ark., 2015; OIE, 2008). Kim ve ark. (1989), HEYM besiyerine sığır gaita 

örneklerinden sadece sedimantasyon ve sedimantasyon ile takibinde uygulanan 

santrifüj sonrası yapılan ekimlerde sırasıyla %26 ve %60 oranında kontaminasyon 

görüldüğünü rapor edilmiştir. HPC ve antimikrobiyal maddelerin kullanıldığı çift 

aşamalı inkübasyon metodunda ise bu oran %30 (Secott ve ark., 1999), sadece HPC 

ile bir gece inkübasyona bırakıldığında da %44 (Cousins ve ark., 1995) olarak 

bildirilmiştir. Whittington (2009) ise iki aşamalı inkübasyonda kontaminasyon oranını 

%7 olarak rapor etmiştir. Bununla birlikte bazı kontamine besiyerlerinde Map’in de 

izole edilmesi veya yoğun kontaminasyon gözlenen besiyerlerinde inkübasyonun 

sonlandırılması nedeniyle fekal kültürlerdeki kontaminasyon oranlarında bir karışıklık 

olduğuna dikkat çekilmiştir (Whittington, 2009). Örneklerin dekontaminasyonunda 

çift inkübasyon metodunun kullanıldığı bu çalışmada; HEYM’de 52 (%34,66), 

modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde ise 70 (%46,66) örnekte kontaminasyon 

belirlendi. Bu besiyerlerinden yoğun kontaminasyon gözlenen 12 (%8) HEYM ve 36 

(%24) modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde inkübasyon işlemi sonlandırıldı. 

Tespit edilen kontaminasyon oranları diğer araştırıcılar tarafından bildirilen (Cousins 

ve ark., 1995; Kim ve ark., 1989; Secott ve ark., 1999) oranlara benzer bulundu. Ayrıca 

bu çalışmada yüksek enterik bakteri yükü nedeniyle gaita örneklerinde HPC ve 

antimikrobiyal maddelerden oluşan iki aşamalı bir dekontaminasyon uygulanmasına 

rağmen, yoğun Bacillus sp. kontaminasyonu ile karşılaşıldı. Besiyerlerine ilave edilen 

malaşit yeşili, sikloheksimid, amfoterisin B, vankomisin, nalidiksik asit, 

kloramfenikol, penisilin G, polimiksin B, trimetroprim, azlosilin ve ampisilin gibi 

antimikrobiyallerin Map üremesini engelleyip engellemediği konusu henüz tam olarak 

bilinmemektedir (Gumber ve Whittington, 2007; Stabel, 1997; Whittington, 2009; 
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Whittington ve ark., 1999a). Whittington (2009) tarafından BACTEC besiyerine 

ampisilin ilave edilmesinin koyun gaita örneklerinden Map izolasyonunu 

engellemediği gibi kontaminasyon oranını da %7’ye kadar azalttığı bildirilmiştir. Bu 

çalışmada da yüksek oranda kontaminasyon saptanması nedeniyle gaita kültüründe 

kontaminasyon oranını azaltacak daha iyi bir metoda veya dekontaminasyon 

metodunun ampisilin gibi antimikrobiyal bir madde ilavesi ile modifiye edilmesine 

ihtiyaç olduğu söylenebilir. Ancak mevcut protokollerin, besiyerlerinin 

sensitivitesinde azalmaya veya kontaminasyon oranında artışa yol açmayacağı 

kesinleştirilmeden, değiştirilip değiştirilemeyeceği konusunun hala belirsiz olduğu da 

açıklanmıştır (Whittington, 2010). Örneğin besiyerine ilave edilen vankomisinin 

Map’in S tipinin üremesini engellediği, ancak C tipi üzerinde inhibitör etkisinin daha 

az olduğu belirtilmiştir (Gumber ve Whittington, 2007). Ayrıca dekontaminasyon 

işleminin ikinci aşamasında kullanılan antibiyotik karışımı içinde vankomisinin 

bulunması nedeniyle bu aşamadaki inkübasyon süresinin daha kısa tutulabileceği, 

ancak bu durumda kontaminasyon riskinin artabileceği de bildirilmiştir (Whittington, 

2009).  

Kültür duyarlılığının sadece dekontaminasyon aşamasına değil aynı zamanda 

kullanılan besiyeri ile izole edilecek Map’in tipine göre değişebileceği bildirilmiştir 

(Whittington, 2010). S tipi Map suşlarının HEYM, LJ veya MGIT ParaTB 

besiyerlerinde zor üredikleri veya hiç üremedikleri, modifiye Middlebrook 7H10 agar, 

7H11 agar ve BACTEC 12B besiyerlerinde ise makul inkübasyon süresi içinde 

üredikleri rapor edilmiştir (Collins ve ark., 1990b; Eamens ve ark., 2015; Whittington, 

2009; Whittington, 2010). Bu çalışmada da koyun gaita örneklerinden izole edilen 

smooth koloni yapısına sahip 5 Map izolatının IS1311 PZR-REA ile S tipi oldukları 

belirlendi ve hepsi sadece modifiye Middlebrook 7H10 besiyerinde üredi. C tipi 

suşlara göre S tipindeki suşların üretilmesinin zor olması nedeniyle BACTEC 460 ile 

modifiye BACTEC 12B gibi sıvı besiyerlerinin kullanılması önerilmiştir (Eamens ve 

ark., 2015; Whittington, 2009; Whittington ve ark., 1999a; Whittington ve ark., 2011). 

Koyun gaita örneklerinden Map izolasyonu için modifiye Middlebrook 7H10 agar ile 

BACTEC 12B sıvı besiyeri kullanılmış ve BACTEC 12B besiyerinde pozitif saptanan 

örneklerden sadece %37’sinin modifiye Middlebrook 7H10 agarda ürediği rapor 
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edilmiştir (Whittington, 2009). Jakobsen ve ark. (2000), koyun suşları için kesinleşmiş 

bir kültür protokolünün olmadığına ve kültür duyarlılığının ancak %10 olabileceğine 

dikkat çekmiş olmasına rağmen, bu çalışmada HEYM ve modifiye Middlebrook 7H10 

agar olmak üzere sadece katı besiyeri kullanılmasının izolasyon sayısının az olmasında 

etkisi olabilir.  

Hastalığın klinik aşamasında olan hayvanların günde bir gram gaita ile 

ortalama 108 veya 1010 sayıda bakteriyi dışarı çıkarabileceği (Whittington ve ark., 

2000) ve bu hayvanlardan etkeninin genellikle izole edilebileceği (OIE, 2008; 

Whitlock ve ark., 2000; Whitlock ve ark., 2005) bildirilmiştir. Bununla birlikte ciddi 

klinik bulgular gözlenen koyunlarda izolasyon oranının %8 olduğu da rapor edilmiştir 

(Menzies, 2001). Enfeksiyonun erken evresinde gaita ile atılım olmadığı için izolasyon 

yapılamayacağı (Menzies, 2001), klinik bulgu göstermeyen subklinik enfekte 

hayvanların ise gaitaları ile az sayıda (104 kob/g dışkı) da olsa etkeni çıkarabilecekleri 

(OIE, 2008; Wadhwa ve ark., 2013; White ve ark., 2010), ancak gaita ile atılımın 

aralıklı olması nedeniyle bu hayvanlarda gaitadan izolasyon şansının azalabileceği 

ileri sürülmüştür (Clarke, 1997; Correa-Valencia ve ark., 2017; Kawaji ve ark., 2011; 

McDonald ve ark., 1999; OIE, 2008; Stevenson, 2010b; Whitlock ve ark.,  2000; 

Whittington, 2010). Rastgele örnekleme ile seçilen 580 keçi ve 397 koyundan alınan 

gaita örneklerinin RT-PZR ve BD BACTEC™ MGIT™ 960 kültür sistemi 

kullanılarak Map yönünden incelendiği bir çalışmada (Bauman ve ark., 2016a), 

inkübasyon süresi ile ilişkili olarak gaita kültürünün sensitivitesinin keçi ve 

koyunlarda sırasıyla %23,1-%42,7 ile %5,8-%19 arasında değiştiği rapor edilmiştir. 

Bu çalışmada Map’in izole edildiği koyunlardan 4’ünde zayıflık ve ishal gibi klinik 

bulgular saptanmasına rağmen, 1’inde hiçbir bulgu gözlenmedi ve bu koyunun 

enfeksiyonun subklinik döneminde olabileceği varsayıldı. Ayrıca bir işletmede 

örnekleme yapılan 10 koyundan 8’inde zayıflık ve fışkırır tarzda yeşilimsi ishal gibi 

ciddi klinik bulgular gözlenmesine rağmen, sadece 3 hayvanın gaitasından Map izole 

edilebildi. Bu bulgular koyunlarda gaita kültürü ile her zaman etkenin izole 

edilemeyeceğini bildiren araştırma sonuçlarını (Bauman ve ark., 2016a; Jakobsen ve 

ark., 2000; Menzies, 2001; Whittington ve ark., 2011) desteklemektedir. 
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Map enfeksiyonunda en erken tespit edilebilir immun yanıtlardan birisinin 

IFN-γ üretimi olduğu ve bu nedenle subklinik enfekte hayvanların belirlenmesi için 

IFN-γ ELISA testinin en iyi seçenek olduğu ileri sürülmüştür (Alverez ve ark., 2008; 

Jungersen ve ark., 2002; Jungersen ve ark., 2012; Stevenson, 2010; Vazquez ve ark., 

2013). Ancak paratüberkülozun teşhisinde IFN-γ ELISA için henüz standart bir 

yorumlama kriteri bulunmamaktadır (Jungersen ve ark., 2002; McDonald ve ark., 

1999). Test için PPDa-PBS>0,05 kriteri kullanıldığında çok sayıda subklinik enfekte 

hayvanın tespit edilebildiği açıklanmıştır (Jungersen ve ark., 2002, Reddacliff ve 

Whittington, 2003). Diğer taraftan PPDa’nın PPDb’den daha büyük ve PPDa-

PBS≥0,05 olması durumunda hayvanların paratüberküloz yönünden daha doğru bir 

şekilde pozitif olarak değerlendirilebileceği ileri sürülmüştür (Alverez ve ark., 2008; 

Vazquez ve ark., 2013). Bu kriterin kullanıldığı bir çalışmada (Vazquez ve ark., 2013), 

IFN-γ ELISA ile pozitif olarak belirlenen hayvanların çoğunluğunun gaitasında Map 

tespit edilmediği (%63,9) gibi ciddi bir doku hasarı da (%86,1) saptanmamış ve bu 

nedenle bu yöntem ile yorumlama kriterinin genç veya enfeksiyonun erken 

dönemindeki hayvanların belirlenmesi için kullanılabileceği ifade edilmiştir (Vazquez 

ve ark., 2013). Bu çalışmada da Alverez ve ark. (2008) ve Vazquez ve ark. (2013) 

tarafından bildirilen kriter kullanıldı ve 150 koyundan 33 (%22)’ü pozitif saptandı. 

Kullanılan teşhis testleri arasında ZN boyama (%27,33) ve PZR (%26,66)’dan sonra 

en yüksek pozitiflik oranı bu test ile belirlendi. Sürü bazında değerlendirildiğinde ise 

en yüksek pozitiflik oranı IFN-γ ELISA (%86,67) ile elde edildi. Çalışmada diğer 

testler de dikkate alınarak paratüberküloz yönünden pozitif kabul edilen 73 koyundan 

20 (%27,39)’si sadece IFN-γ ELISA ile pozitif bulundu. Bu koyunlarda hiçbir klinik 

bulgunun gözlenmemesi ve gaitalarında Map’in de tespit edilmemesi nedeniyle bu 

hayvanların diğer araştırmacıların (Alverez ve ark., 2008; Jungersen ve ark., 2002; 

Reddacliff ve Whittington, 2003; Vazquez ve ark., 2013) da bildirdiği gibi 

enfeksiyonun erken veya subklinik döneminde olabilecekleri düşünüldü. 

Kullanılan farklı yorumlama kriterlerine bağlı olarak sığır (Alverez ve ark., 

2008; Jungersen ve ark., 2002; Kalis ve ark., 2003; McDonald ve ark., 1999) ve 

koyunlarda (Gwozdz ve ark., 2000; Reddacliff ve Whittington, 2003; Robbe-

Austerman ve ark., 2006a) IFN-γ ELISA’nın sensitivite ve spesifitesi farklı 
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bulunmuştur. Deneysel olarak enfekte edilen koyunlarda testin sensitivitesi 

bakteriyolojik kültür ile karşılaştırıldığında %66,7 olarak saptanmış, enfekte olmayan 

sürülerde de spesifitesi %98,3 olarak hesaplanmıştır (Robbe-Austerman ve ark., 

2006a). Reddacliff ve Whittington (2003) ise testin sensitivitesini %83, spesifitesini 

ise %56 olarak hesapladıklarını bildirmiştir. Bu çalışmada altın standart test olarak 

kabul edilen kültür sonuçları göz önünde bulundurularak IFN-γ ELISA’nın sensitivite 

ve spesifite oranları sırasıyla %20-%77 olarak hesaplandı. Deneysel enfekte edilen 

hayvanlardan elde edilen test sonuçları (Gwozdz ve ark., 2000; Reddacliff ve 

Whittington, 2003; Robbe-Austerman ve ark., 2006a) dikkate alındığında testin 

sensitivitesinin düşük bulunmasında birçok nedenin olabileceği ve bunlar arasında; I) 

diğer tanı testleri ile klinik olarak enfekte olan hayvanların belirlenebilmesine rağmen, 

IFN-γ ELISA ile erken veya subklinik dönemdeki hayvanların tespit edilebilir olması, 

II) klinik dönemdeki hayvanlarda hücresel immun yanıtın düşük olmasından dolayı 

IFN-γ ELISA ile bu hayvanların negatif olarak saptanabilmesi, III) hastalığın ileri 

dönemlerinde gelişen anerji nedeniyle IFN-γ ELISA ile pozitif hayvanların 

belirlenememesi, IV) kültür metodu ile klinik aşamadaki hayvanlar tespit 

edilebilirken, erken veya subklinik dönemdeki hayvanları saptayabilen altın standart 

bir testin olmaması gibi nedenlerin sayılabileceği düşünüldü. Diğer taraftan Stewart 

ve ark. (2004) tarafından koyunlarda yürütülen deneysel bir çalışmada, S tipi suşların 

C tipi suşlara nazaran daha az patojen olduğu ve bunun sonucunda da IFN-γ yanıtının 

daha düşük düzeyde ve daha kısa süreli olduğu rapor edilmiştir. Bu çalışmada da kültür 

yöntemi ile izole edilen tüm Map izolatlarının S tipi olması nedeniyle enfeksiyonun 

latent dönemindeki koyunlarda IFN-γ düzeyinin kısa süreli veya düşük düzeyde 

olabileceği ve bu durumun da testin sensitivitesini etkileyebileceği kanısına varıldı. 

Hastalığın erken evresindeki hayvanların Map-spesifik antikorların ölçümüne 

dayanan ELISA ve kültür ile sıklıkla negatif olarak teşhis edildiği rapor edilmiştir 

(Magombedze ve ark., 2017). Subklinik dönemde antikor düzeyinin genellikle düşük 

olduğu, ancak bu dönemin geç aşamalarında hayvanların dışkı ile etkeni aralıklı olarak 

çıkarabilecekleri bildirilmiştir (Nielsen, 2010; Stevenson, 2010; Wadhwa ve ark., 

2013; Whittington ve ark., 2017). Bu evredeki hayvanların yaklaşık %10’unda IFN-γ 

ve antikor yanıtının saptanabileceği (Jungersen ve ark., 2012) ve özellikle IgG1 sınıfı 
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antikorların subklinik enfeksiyonun özellikle orta ve ileri aşamalarında tespit 

edilebileceği (Nielsen, 2010; Stevenson, 2010; Wadhwa ve ark., 2013; Whittington ve 

ark., 2017) rapor edilmiştir. Nielsen (2010), enfekte sığırlarda tespit edilebilir düzeyde 

gaita ile Map atılımı başlamadan önce antikor üretiminin olabileceğini, ancak Map 

atılımının çok az olduğu hayvanlarda yani enfeksiyonun erken evrelerinde antikorların 

tespit edilemeyebileceğini belirtmiştir. Diğer taraftan özellikle koyunlarda klinik 

aşamasında dahi serolojik testler ile negatif sonuçlar alınabileceği rapor edilmiştir 

(Hope ve ark., 2000; Nielsen, 2010; Stewart ve ark., 2004). Bu çalışmada 150 koyunun 

Map’e karşı gelişen antikorlar yönünden 16’sı (%10,66) pozitif, 1’i (%0,66) şüpheli 

olarak belirlendi. Tanı testleri ile paratüberküloz yönünden pozitif kabul edilen 73 

koyundan 27 (%36,98)’sinde IFN-γ, 11 (%15,06)’inde ise antikor yanıtı saptanırken, 

6 (%8.21) koyunda hem antikor ve hem de IFN-γ yanıtı belirlendi. Aynı zamanda 

pozitif bu 73 koyundan 42 (%57,53)’si PZR ve kültür yöntemlerinden biri veya her 

ikisi ile pozitif saptandı. Bu koyunların sadece 4 (%9,52)’ünde antikor, 7 

(%16,66)’sinde ise IFN-γ yanıtı saptanırken, 2 (%4,76) koyunda IFN-γ ve antikor 

yanıtı birlikte tespit edildi. Bu sonuçlara göre; sadece IFN-γ yanıtının saptandığı 

koyunların enfeksiyonun erken veya subklinik dönemin erken aşamasında, hem 

antikor hem de IFN-γ yanıtının saptandığı koyunların subklinik dönemin orta veya geç 

döneminde, sadece antikor yanıtının saptandığı hayvanların ise subklinik dönemin geç 

aşamasında veya klinik dönemde olabileceği sonucuna varıldı. Antikor yanıtının 

saptanmadığı, ancak PZR veya kültür yöntemi ile pozitif bulunan koyunların ise Map 

atılımının çok az olduğu enfeksiyonun erken evrelerinde veya klinik aşamanın 

ilerlemesi ile gelişen anerjik döneminde olabilecekleri düşünüldü. 

Antikor ELISA testinin sensitivitesinin enfeksiyonun aşamasına, Map’in gaita 

ile atılım düzeyine ve hayvanların yaşına bağlı olarak değişebileceği bildirilmiştir 

(Eamens ve ark., 2015; Nielsen ve Toft, 2008; OIE, 2008). Enfekte hayvanların 

saptanmasında antikor ELISA testinin sensitivitesinin düşük (yaklaşık %5-30) olduğu 

(Nielsen ve Toft, 2006) ve gaita kültürü ile paratüberküloz olduğu tespit edilen 

sığırların ancak %30-40’ının ELISA ile pozitif olarak saptandığı (Whitlock ve ark., 

2000) bildirmiştir. Bir başka çalışmada (Jubb ve ark., 2004) ise tüm yaş grupları için 

testin ortalama sensitivitesinin yaklaşık %15 olacağı belirlenmiştir. Bu çalışmada da 
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kullanılan antikor ELISA’nın kültür yöntemi ile karşılaştırıldığında sensitivitesi diğer 

araştırma sonuçlarına benzer (Jubb ve ark., 2004; Nielsen ve Toft, 2006; Whitlock ve 

ark., 2000) ve %20 olarak bulundu. 

Paratüberküloz tanısında kullanılan PZR ve kültür yöntemleri karşılaştırılmış 

ve PZR ile daha fazla sayıda örneğin pozitif saptandığı açıklanmıştır (Coelho ve ark., 

2017; Kumar ve ark., 2012). Benzer şekilde bu çalışmada da PZR ile 40 örnek pozitif 

belirlenirken, sadece 5 örnekte izolasyon yapılabildi. Kültür ile karşılaştırıldığında 

PZR analizinin sensitivite ve spesifite oranları sırasıyla %60-%74 olarak hesaplandı. 

Sunulan çalışmada ticari bir dışkı ekstraksiyon kiti (ZR Quick-DNATM Fecal/Soil 

Microbe Miniprep Kit, Zymo Research Corp., USA) kullanıldı. Bu kitin diğer ticari 

kitlere göre PZR sensitivitesini %94 oranında arttırabildiği (Leite ve ark., 2013) ve 

gaitada az miktarda bakteri olan (1-10 kob) enfekte hayvanların dahi tespit edilmesini 

sağlayabildiği (Mita ve ark., 2016) açıklanmıştır. Diğer taraftan gaitadaki canlı veya 

ölü bakteri sayısı az olsa dahi PZR ile saptanabileceği bildirilmiştir (Plain ve ark., 

2014; Whittington ve ark., 2017). Gaita ile çıkarılan bakteri sayısının az veya çok 

olması yanında canlı veya ölü olmasının testi etkilememesi ve dışkı ekstraksiyon 

kitinin sensitivitesinin yüksek olması gibi nedenlere bağlı olarak çalışmada kültüre 

oranla PZR ile daha fazla sayıda pozitiflik saptandığı kanısına varıldı.  

El-Malek ve ark. (2015) Map’in teşhisine yönelik farklı gen bölgeleri ile farklı 

primer çiftleri kullanarak karşılaştırma yaptıkları çalışmalarında; IS900 gen bölgesi ve 

150C/921 primer çiftinin kullanıldığı PZR analizlerinde daha iyi sonuç aldıklarını, 

nested PZR ile 150C/921 primer çifti ile uygulanan konvansiyonel PZR analizinin 

%100 sensitiviteye sahip olduğunu açıklamıştır. Diğer taraftan Whittington ve ark. 

(1999b) 150C/921 primer çiftinin yanlış pozitif sonuç vermediğini rapor etmiştir. Bu 

çalışmada direk gaitadan izole edilen DNA örneklerinde IS900 gen bölgesine yönelik 

150C/921 ve P90/P91 olmak üzere iki farklı primer çifti kullanıldı. 150C/921 primer 

çiftinin kullanıldığı konvansiyonel PZR ile birlikte daha fazla sayıda gaita örneği 

pozitif saptandı. Diğer taraftan gaita kültüründen elde edilen 5 Map izolatının tümü 

150C/921 primer çifti ile pozitif saptanırken, P90/P91 primer çifti ile hiçbir izolatta 

Map DNA’sı tespit edilemedi. Bu nedenle diğer araştırıcıların (El-Malek ve ark., 2015; 

Whittington ve ark., 1999b) da belirttiği gibi 150C/921 primer çiftinin kullanıldığı 
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PZR ile enfekte hayvanların daha doğru olarak saptanabileceği sonucuna varıldı. Diğer 

taraftan nested PZR analizlerinde ilk PZR ürününün ikinci PZR için kalıp  DNA olarak 

kullanılması nedeniyle inhibitör madde oranında azalma olacağı ve bu nedenle 

konvansiyonel PZR’undan daha doğru sonuç alınabileceği bildirilmiştir (Bölske ve 

Herthnek, 2010; Leite ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2012). Bu çalışmada da primerler 

arasında farklı sonuçlar elde edilmesi nedeniyle P90/P91 primer çifti ile çalışılan tüm 

PZR ürünlerine 150C/921 primer çifti ile nested PZR uygulandı. Nested PZR’da 

150C/921 primer çiftinin kullanıldığı konvansiyonel PZR ile aynı sonuç elde edildi. 

Bu bulgu, kullanılan primer çiftinin sensitivitesi (El-Malek ve ark. 2015; Whittington 

ve ark., 1999b) ile birlikte inhibitör madde oranındaki azalmanın (Bölske ve Herthnek, 

2010; Leite ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2012) PZR uygulamalarına etkisi olacağını 

bildiren çalışmaları desteklemektedir.  

Koyun ve sığır tipi Map suşlarının IS900 gen bölgesinin nükleotid dizisinde 

büyük farklılıklar tespit edilmiştir (Castellanos ve ark., 2009; Semret ve ark., 2006; 

Sohal ve ark., 2009). Genom çalışmalarında da koyun ve sığır tipi Map suşlarında 

saptanan inversiyon, insersiyon/delesyon ve duplikasyonlar nedeniyle farklılıklar 

olduğu dikkat çekmiştir (Bannantine ve ark., 2012; Castellanos ve ark., 2009; 

Stevenson, 2015). Nükleotid düzeyinde ise tek nükleotid polimorfizminin saptandığı 

koyun S397 ve sığır K-10 suşlarının birbirine taban tabana zıt olduğu rapor edilmiştir 

(Bannantine ve ark., 2012). Diğer taraftan Whittington ve ark. (1999b), PZR 

uygulamalarında IS900'ün uzun fragmentlerine nazaran kısa fragmentlerinin amplifiye 

edilmesinin daha doğru olacağını ifade etmiştir. Bu tez çalışmasında da P90/P91 

primer çifti ile direk gaitadan sadece 4 DNA örneğinin pozitif ve kültürden izole edilen 

S tipi Map izolatlarının bu primer çifti ile negatif olarak değerlendirilmesinde; 

amplifiye olacak fragmentin daha uzun olmasından veya hedef gen bölgesinin 

nükleotid dizilimindeki farklılıktan kaynaklanabileceği düşünüldü. Map dışındaki 

izolatlarda nadir de olsa IS900 benzeri sekansların bulunabileceği ve bu nedenle rutin 

teşhis uygulamalarında testin spesifitesi ile ilgili hala bazı belirsizliklerin olduğu 

bildirilmiştir (Eamens ve ark., 2015). Nitekim bazı çalışmalarda (Green ve ark., 1989; 

Lauf ve ark., 1999;) Pseudomonas türlerinin IS900 gen bölgesi ile zayıf bir homoloji 

gösterdiği rapor edilmiştir. Bu çalışmada P90/P91 primer çifti ile 400 bp yerine 500 
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bp’de bant tespit edilen bir örneğin DNA dizi analizinde Pseudomonas sp. olduğu 

belirlendi. Bu bulgu, Map dışında bazı mikroorganizmalarda da IS900 benzeri 

sekansların bulunabileceği bildiren araştırmacıları (Eamens ve ark., 2015; Green ve 

ark., 1989; Lauf ve ark., 1999) desteklemektedir. Diğer taraftan bu araştırmada kültür 

ile Map izolasyonu yapılmış olan 5 gaita örneğinden elde edilen DNA’ların 

kullanıldığı PZR analizinde sadece 3 örnekte Map DNA’sı tespit edildi. Test edilen 

DNA’ların gaita kökenli olması nedeniyle hedef ve hedef olmayan DNA 

konsantrasyonları ile örnek DNA’sında bulunan çeşitli inhibitör maddelerin bu 

duruma yol açmış olabileceği düşünüldü (Correa-Valencia ve ark., 2017; Kawaji ve 

ark., 2011; Kim ve ark., 2016; Leite ve ark., 2013; Mita ve ark., 2016; Sevilla ve ark., 

2014; Youssef ve ark., 2014).  

Paratüberküloz teşhisinde kullanılan test sonuçları arasında uyumsuzluk 

olduğu ve herhangi bir test ile hastalık yönünden negatif bulunan bir hayvanın 

gerçekten enfekte olmadığının söylenemeyeceği ve bu nedenle birden fazla testin 

kullanılması gerektiği belirtilmiştir (Dreier ve ark., 2006; Glanemann ve ark., 2004; 

Muskens ve ark., 2003). Ayrıca enfeksiyonun her aşamasında hastalığı tespit edebilen 

bir yöntemin bulunmadığı da ileri sürülmüştür (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018). 

Bu çalışmada pozitif kabul edilen 73 koyuna ait test sonuçları farklılık gösterdi. 

Koyunların 23 (%31,51)’ü PZR, ZN boyama; 5 (%6,85)’i IFN-γ ELISA, ZN boyama, 

PZR; 3 (%4,11)’ü antikor ELISA, ZN boyama, PZR; 3 (%4,11)’ü ZN boyama, PZR, 

kültür ve 2 (%2,74)’si ise IFN-γ ELISA, antikor ELISA, ZN boyama, PZR yöntemleri 

ile pozitif olarak belirlendi. Enfeksiyonda antikorların gaita ile bakteri atılımı 

başlamadan önce saptanabileceği belirtilmiştir (Nielsen ve Toft, 2008). Nitekim bu 

çalışmada da antikor yanıtının saptandığı 10 koyun PZR veya kültür ile negatif 

bulundu. Bu hayvanlarda gaita ile etken atılımının henüz başlamamış veya gaita ile 

atılım aralıklı olacağından örnekleme sırasında gaitada bakterinin bulunmamış 

olabileceği düşünüldü. Diğer taraftan 6 koyunda hem antikor yanıtı saptandı ve hem 

de gaita örneklerinde Map DNA’sı belirlendi. Enfeksiyonun gelişim evreleri göz 

önünde bulundurulduğunda (Nielsen, 2010; OIE, 2008; OIE, 2018; Whittington ve 

ark., 2017), saptanabilir bir antikor düzeyi ile gaita ile Map’in atılımının birlikte olması 

olası bir durum olarak değerlendirildi. 
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Çalışmalarda enfeksiyonun erken döneminde hücresel (Th1) yanıtın baskın 

olduğu (Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve Stabel, 2004a; 

Magombedze ve ark., 2015; Stabel ve Robbe-Austerman, 2011), enfeksiyon 

ilerledikçe artan antikor yanıtı ile birlikte hücresel yanıtın azalarak humoral yanıta 

dönüştüğü (Th1-Th2) rapor edilmiştir (Begg ve Whittington, 2010; Coussens ve ark., 

2004; Maroudam ve ark., 2015; Stabel, 2010). Ancak bu çalışmada antikor yanıtının 

saptandığı 5 koyunda aynı zamanda IFN-γ yanıtı da tespit edildi. Begg ve ark. (2011) 

deneysel enfekte edilen koyunlarda; IFN-γ yanıtı gibi antikor yanıtının da 

enfeksiyonun erken dönemlerinde arttığını ve deneyde yer alan koyunların çoğunda 

IFN-γ ile antikor yanıtının geçici bir süre birlikte saptandığını rapor etmiştir. Bu 

çalışmada da benzer bir sonuç elde edilmesi nedeniyle koyunlarda her iki yanıtın eş 

zamanlı olarak tespit edilebileceği kanısına varıldı. Diğer taraftan IFN-γ yanıtı, kültür 

(n: 1) ya da PZR (n: 8) ile enfekte olduğu belirlenen hayvanlarda da saptandı. IFN-γ 

ELISA ile daha fazla sayıda subklinik enfekte hayvanın belirlenebileceğini raporlayan 

araştırmacılar (Alverez ve ark., 2008; Vazquez ve ark., 2013) ile aynı yorumlama 

kriterinin kullanıldığı bu çalışmadan elde edilen bulgulara dayanılarak gaita ile aralıklı 

da olsa Map atılımının olacağı subklinik enfekte hayvanların IFN-γ ELISA ile de 

saptanabileceği söylenebilir. 

Koyunlarda paratüberkülozun paucibasiller, multibasiller ve asemptomatik 

olmak üzere üç farklı patolojik formu olduğu ve bu formların baskın olan immun yanıt 

ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Clarke, 1997; Smeed ve ark., 2007). Paucibasiller 

form Th1 (IFN-γ) tip immun yanıt, multibasiller form ise Th2 (antikor) tip immun 

yanıt ile karakterize edilmektedir (Clarke 1997; Gillan ve ark., 2010; Smeed ve ark., 

2007). Asemptomatik hayvanlarda klinik semptom veya patolojik bir bulgu olmadığı 

halde hayvanların Map ile enfekte olduğu ve bu hayvanların kültür, PZR veya antikor 

ELISA testi ile tespit edilebileceği bildirilmiştir (Smeed ve ark., 2007). Bu immun 

yanıt farklılıklarını daha iyi anlayabilmek için bu çalışmada paratüberküloz yönünden 

pozitif saptanan 40 koyun ile tanı testlerinin tümünde negatif bulunan 40 koyun seçildi. 

Bu koyunlarda hücresel immuniteyi değerlendirebilmek için IFN-γ ve bu sitokine 

alternatif olabileceği düşünülerek NP düzeyleri, humoral immun yanıt için ise IL-10 

ile antikor düzeyleri araştırıldı. Birçok araştırmacı (Barry ve ark., 2011; Bosward ve 
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ark., 2010; Delgado ve ark., 2012; Sreward ve ark., 2007) paratüberkülozlu 

hayvanların IFN-γ yanıtlarını IFN-γ ELISA ile ölçmüştür. Plazma örneklerinde non-

spesifik olarak IFN-γ bulunabileceği ve bu nedenle testte antijen yerine steril PBS ile 

uyarılan hücrelerden üretilen IFN-γ düzeylerinin non-spesifik olduğu belirtilmiştir 

(Delgado ve ark., 2012). Barry ve ark. (2011) paratüberkülozlu sığırların avian PPD 

ve Johnin PPD antijenleri ile uyarılan hücrelerinden üretilen IFN-γ yanıtlarını benzer 

seviyede ölçtüklerini ve bu nedenle IFN-γ ELISA testinde avian PPD’nin 

kullanılabileceğini belirtmiştir. Bu sonuçlar göz önünde bulundurularak bu çalışmada 

hasta ve hasta olmayan koyunların avian PPD antijeni ile uyarılan hücrelerinden 

üretilen IFN-γ ortalama OD değerleri kullanılarak karşılaştırıldı. İnsanlarda bruselloz 

(Akbulut ve ark., 2005; Cesur ve ark., 2011) ve tüberküloz (Cesur ve ark., 2011; 

Yeğen, 2004) gibi kronik hastalıklarda NP düzeyinin arttığı ve bu hastalıkların 

tanısında veya takibinde NP’den yararlanılabileceği ileri sürülmüştür. Bu çalışmada 

da sitokin profillerini etkileyebileceğinden örneklenen 150 koyun, bruselloz ve 

tüberküloz yönünden incelendi ve koyunlar her iki hastalık yönünden de negatif 

bulundu. Antikor, IFN-γ ve IL-10 düzeyleri açısından pozitif ve negatif hayvanlar 

arasında istatistiksel olarak önemli bir fark saptandı (p<0,01). Nitekim Begg ve ark. 

(2005), deneysel enfekte edilen koyunlarda IFN-γ düzeyinin kontrol grubuna göre 

(p<0,01) çok daha yüksek olduğunu, antikor seviyesinde 3 ay kadar erken bir dönemde 

artış saptadıklarını, ancak kontrol grubundaki koyunlarda antikor seviyesinin çalışma 

boyunca minimum düzeyde kaldığını bildirmiştir. Diğer bir deneysel çalışmada (Silva 

ve ark., 2011) da koyunların periferik kanında antijene spesifik IL-10 düzeyinin 

kontrol grubundan çok yüksek bulunduğu ve 4 aydan itibaren kademeli olarak arttığı 

bildirilmiştir. İnsanlardaki bruselloz ve tüberküloz çalışmalarının (Akbulut ve ark., 

2005; Cesur ve ark., 2011; Yeğen, 2004) aksine, bu çalışmada paratüberküloz pozitif 

ve negatif olarak tanımlanan koyunların serum NP düzeyleri arasında istatistiksel bir 

fark (p>0,05) saptanmadı. Bu bulgu, koyunlarda NP’in paratüberkülozdaki rolü 

üzerine herhangi bir çalışmaya rastlanmamasına rağmen, Map ile enfekte ve enfekte 

olmayan sığırların NP düzeylerinin benzer bulunduğunu bildiren bir araştırma 

(Mikkelsen, 2011) sonucunu desteklemektedir. Paratüberküloz yönünden pozitif 

olarak belirlenen 40 koyunun antikor ve sitokin düzeyleri tanı testlerine göre gruplara 

ayrılarak değerlendirildiğinde; sadece IFN-γ ELISA ile pozitif saptanan koyunların 
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enfeksiyonun paucibasiller formunda, antikor ELISA, ZN boyama, PZR veya kültür 

yöntemi ile pozitif olarak belirlenen hayvanların ise multibasiller formda olabileceği 

düşünüldü. IFN-γ düzeyi, IFN-γ ELISA ile pozitif saptanan hayvanlarda en yüksek 

düzeylerde seyretmesine rağmen, ZN boyama, PZR veya kültür yöntemi ile pozitif 

belirlenen hayvanlarda en düşük düzeyde ölçüldü (p<0,01). Elde edilen bu sonuç, 

dışkı, süt, doku gibi örneklerde az miktarda veya hiç basil bulundurmayan 

paratüberkülozlu hayvanlarda Th1 (IFN-γ) yanıtının baskın olduğunu bildiren 

araştırmalar (Clarke, 1997; Coussens ve ark., 2004; Gillan ve ark., 2010; Khalifeh ve 

Stabel, 2004a; Magombedze ve ark., 2015; Smeed ve ark., 2007; Smeed ve ark., 2010; 

Stabel ve Robbe-Austerman, 2011) ile uyumlu bulundu. Aynı zamanda bu bulgu, 

güçlü bir IFN-γ yanıtının konakçı tarafından patojenin etkin bir şekilde kontrolünün 

sağlanması veya ortadan kaldırılmasında etkili olabileceği görüşünü  (Krüger ve ark., 

2015; Mikkelsen ve ark., 2009; Plattner ve ark., 2009; Sohal ve ark., 2008) de 

desteklemektedir. 

Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda yapılan bazı çalışmalarda (Begg 

ve ark., 2011; Robinson ve ark., 2008; Waters ve ark., 2003), IFN-γ gibi antikor 

yanıtının da erken dönemde gelişebildiği saptanmıştır. Benzer şekilde sunulan 

çalışmada da doğal olarak enfekte olduğu belirlenen 6 koyunda hem antikor hem de 

IFN-γ yanıtı birlikte saptandı. Ayrıca IFN-γ ELISA ile pozitif saptanan koyunlar ile 

sadece antikor ELISA testi ile pozitif saptanan koyunlar karşılaştırıldığında IFN-γ 

düzeyinde bir düşüş saptanmış olsa da istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Deneysel 

olarak enfekte edilen koyunlarda yürütülen bir çalışmada (Begg ve ark., 2011), IFN-γ 

ve antikor yanıtı birlikte tespit edilmiş ve tespit edilen bu antikor yanıtının erken 

dönemde üretilen IL-10 yanıtı ile ilişkili olabileceğini ileri sürülmüştür. Bu tez 

çalışmasında da IFN-γ ile birlikte IL-10 yanıtı da tespit edildi. IL-10 düzeyinde pozitif 

koyunlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamış olmasına rağmen, 

sadece IFN-γ ELISA ile pozitif bulunan koyunlarda en yüksek düzeyde olduğu 

belirlendi ve bu sonuçların Begg ve ark. (2011)’nın öngörüsünü destekleyebileceği 

kanısına varıldı. 

Hastalığın ilerlemesiyle birlikte IFN-γ üretiminin engellendiği ve IL-10 gibi 

immunosupresif sitokinlerin baskın hale geldiği bildirilmiştir (Buza ve ark., 2004; 
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Smeed ve ark., 2007). Bu durumun Map’in hayatta kalmasını desteklediği ve 

konakçıda enfeksiyonun ilerleyerek klinik aşamaya geçmesini sağladığı rapor 

edilmiştir (Magombedze ve ark., 2015). IL-10 üretiminin sığır makrofajlarında 

antimikrobiyal yanıtı baskılayan en önemli mekanizma olduğu (Weiss ve Souza, 2008) 

ve IL-10’un bu immunosupresif aktivitesinin Map’in hayatta kalma olasılığını 

arttırdığı ortaya konulmuştur (de Almeida ve ark., 2008; Khalifeh ve Stabel, 2004a; 

Khalifeh ve Stabel, 2004b, Weiss ve ark., 2005). Buzağılarda etkenin dışkı ile 

çıkarılmadığı zamanlarda IFN-γ yanıtının yüksek, IL-10 yanıtının ise düşük 

saptandığı, dışkı ile bakteri atılımı başladığında bu durumla orantılı olarak IL-10 

sentezi ile Th2 sayısında artış olduğu belirlenmiştir (Magombedze ve ark., 2015). 

Ancak bu çalışmada, doğal enfekte koyunlar tanı testlerine göre gruplara ayrılarak 

incelendiğinde enfeksiyonun her döneminde IL-10 yanıtının ölçülebildiği görüldü. Bu 

bulgu, Map ile enfekte koyunlarda IL-10 yanıtının IFN-γ yanıtı kadar erken bir 

dönemde dâhil olmak üzere enfeksiyonun her aşamasında tespit edilebilir düzeyde 

olabileceğini gösterdi. Sonawane ve Tripathi (2016) tarafından IL-10 üretiminin hem 

multibasiller hem de paucibasiller formdaki koyunlarda kontrol grubuna göre çok 

daha yüksek olduğunu bildirilmiş olmasına rağmen, Silva ve ark. (2011) deneysel 

enfekte koyunlarda IL-10 sentezini incelemiş ve IL-10 düzeyinin lezyonsuz veya az 

basil bulunduran hayvanlarda çok basil bulunduranlara oranla daha yüksek olduğunu 

rapor etmiştir. Bu çalışmada da paratüberküloz olarak tanımlanan koyunlarda IL-10 

üretimi saptandı ve hastalığı erken dönemde tespit edebilen bir test olan IFN-γ ELISA 

ile pozitif bulunan koyunlarda IL-10 en yüksek düzeyde tespit edildi. Bu bulgular Silva 

ve ark. (2011) ile Sonawane ve Tripathi (2016)’nin sonuçlarını desteklediği gibi, aynı 

zamanda hastalığın koyunlarda sığırlardan farklı olarak erken evrede hem Th1 (IFN-

γ) hem de Th2 (IL-10) yanıtının saptanabileceğini gösterdi (Begg ve ark., 2011; Silva 

ve ark., 2011). Diğer taraftan, paratüberküloz pozitif ve negatif hayvanlar arasında IL-

10 düzeyi bakımından önemli bir fark saptanmış olması, bu sitokinin IFN-γ gibi 

enfekte hayvanların belirlenmesinde kullanılabileceğini düşündürdü. 

Hastalığın ileri aşamalarında IL-10’un Th2 yanıtına yol açtığı, IL-10 ve Th2 

yanıtının Th1 yanıtını baskıladığı, Th2 yanıtının makrofajlar tarafından bakteri 

opsonizasyonunu arttırdığı ve böylece Map’in makrofajlar içinde canlı kalarak 
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çoğaldığı ileri sürülmüştür (Cope ve ark., 2011; Magombedze ve ark., 2015). Bu 

dönemde hayvanların intestinal mukozasında Map yükü arttığı için gaita kültürü veya 

PZR ile pozitif sonuç alınabileceği ve gelişen antikorların ELISA ile tespit 

edilebileceği rapor edilmiştir (Clarke, 1997; Correa-Valencia ve ark., 2017; 

Heidarnejhad ve Safi, 2015; Nielsen, 2010; Salgado ve ark., 2007; Stevenson, 2010; 

Whittington ve ark., 2017). Ancak Begg ve ark. (2011), deneysel olarak enfekte 

ettikleri koyunların %39’unda immun yanıtın güçlü bir IFN-γ yanıtından antikor 

yanıtına dönüştüğünü, %16’sında ise antijene spesifik antikor yanıtının engellediğini 

saptayarak enfekte koyunlarda her zaman Th1 yanıtının Th2 yanıtına dönüşmesinin 

görülmeyeceğine dikkat çekmiştir. Gossner ve ark. (2017) da paucibasiller veya 

multibasiller formdaki koyunlarda Thl yanıtının Th2 yanıtına dönüşmediğini rapor 

etmiştir. Ayrıca immun yanıtın Th1’den Th2’ye dönüşmesinde IL-10’un tek başına 

yeterli olmadığı, immun yanıtın değişiminde IL-10’un yanı sıra TGF-β ve IL-4 gibi 

sitokinlerin önemli rol oynadıkları açıklanmıştır (Coussens ve ark., 2004; Gillan ve 

ark., 2010; Magombedze ve ark., 2015). Sonawane ve Tripathi (2016), kontrol grubu 

ile karşılaştırdıklarında paucibasiller koyunlarda IL-10 düzeyinde yüksek bir artış, 

multibasiller koyunlarda ise IL-10 ve TGF-β düzeylerinde önemli bir artış ile birlikte 

IFN-γ düzeyinde yüksek oranda düşme saptadıklarını rapor etmiştir. Bu çalışmada, 

IFN-γ ve antikor ELISA ile negatif, ancak ZN boyama, PZR ve kültür yöntemi ile 

pozitif bulunan koyunların antikor düzeyi (0,20±0,04), negatif hayvanlar (0,19±0,03) 

ile benzer bulundu. Ayrıca IL-10 ile antikor düzeyleri arasında da anlamlı bir ilişki 

saptanmadı. Bu durum, koyunlarda her zaman Th2 yanıtının gelişmemesinden veya 

antikor oluşumunda IL-10’un tek başına yeterli olmamasından kaynaklanmış olabilir.  

Koyunlarda hücresel immun yanıtın diğer bir belirteci olan NP’in 

paratüberkülozdaki rolü üzerine herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Enfekte ve 

enfekte olmayan sığırlarda ise NP düzeyleri bakımından bir fark saptanmadığı 

açıklanmıştır (Mikkelsen, 2011). Bu çalışmada pozitif ve negatif hayvanların NP 

düzeyleri arasında istatistiksel bir fark saptanmadı. Ancak sadece IFN-γ ELISA ile 

pozitif saptanan koyunlarda en yüksek olmak üzere negatif olduğu belirlenen 40 koyun 

ile ZN boyama, PZR veya kültür ile pozitif belirlenen hayvanlarda da yüksek düzeyde 

olduğu belirlendi. Antikor ELISA ile pozitif saptanan koyunlarda enfekte diğer 



142 
 

koyunlara göre NP düzeyi çok düşük ölçüldü ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu. NP ile IFN-γ ve IL-10 ile antikor düzeyi arasında anlamlı bir ilişki 

saptanmamasına rağmen, paratüberküloz olduğu belirlenen koyunlarda NP ve antikor 

düzeyi arasında ters bir ilişki saptandı. Bu nedenle enfeksiyonda NP’nin rolünün 

anlaşılabilmesi için deneysel enfekte edilen hayvanlarda veya hücre kültürü 

çalışmalarında Map’e karşı oluşan spesifik NP yanıtının ölçülmesi gerektiği sonucuna 

varıldı.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Sonuç olarak; bu çalışmadan elde edilen bulgulara göre;  

1. Burdur ilinde farklı testler kullanıldığında farklı sonuçlar alınmış olsa da 

koyunlarda paratüberküloz oranının yüksek (%48,66) olduğu, 

2. Hastalığın teşhisinde kullanılan testler arasında hastalık evrelerine göre 

farklılık saptanabileceği, 

3. Hastalığın sınırlandırılmasında önemli rol oynayan IFN-γ yanıtının 

azalmasına bağlı olarak gaita ile etkenin çıkarılabileceği ve enfeksiyonun bulaşıcı 

aşamaya gelebileceği, 

4. Enfeksiyonun erken veya subklinik dönemindeki hayvanların 

belirlenmesinde IFN-γ yanıtı kadar erken bir dönemde saptanan IL-10’un, IFN-γ 

ELISA ile birlikte sürü taramalarında kullanılabileceği ve böylece enfekte hayvanların 

gaitaları ile etkeni saçmadan sürüden çıkarılarak sürü sağlığının korunabileceği, 

5. Hastalığın farklı evrelerinde üretildikleri bildirilmesine rağmen, bu 

çalışmada IFN-γ, IL-10 ve antikor yanıtının birlikte saptanması nedeniyle 

paratüberkülozun koyunlarda sığırlardan farklı seyredebileceği, 

6. Hastalığın klinik aşamasında olan koyunların belirlenmesinde; sensitiviteleri 

çok düşük bulunan antikor ELISA ve kültür yerine basit bir saha testi olan ZN boyama 

veya sensitivitesi ve spesifitesi diğer tanı testlerinden daha yüksek olan PZR gibi 

yöntemlerin kullanılabileceği, 

7. Paratüberküloz için ülke çapında epidemiyolojik çalışmalar yapılarak 

kontrol programlarına zemin hazırlanmasına ihtiyaç olduğu,  

8. Hastalığın koyun ve sığırlarda farklı seyir izlemesinin nedenlerini, koyun ve 

sığır suşları arasındaki farklılıkları ve bu farklılıkların hastalığın patogenezindeki 

rollerini, tüm Map suşlarının virülent olup olmadıklarını, ruminant türleri arasındaki 

duyarlılık farklılıklarını, hangi konakçı faktörlerinin enfeksiyonun gelişimini kontrol 

ettiğini ve immunopatogenezde NP’nin rolünü ortaya koyacak yeni çalışmaların 

yapılması gerektiği söylenebilir. 
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