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�zet: Bu �alÝßma, ElazÝÛ ve �evresindeki s�t ineklerinde parat�berk�lozun prevalansÝnÝ tespit etmek amacÝyla yapÝldÝ. Basit rasgele
�rnekleme metodu ile toplam 500 inekten toplanan s�t numunelerinde hastalÝk etkeninin DNAÕsÝnÝ saptamak amacÝyla Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosisÕe spesifik bir sekans olan IS900 ile kombine edilmiß bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanÝldÝ.
Metodun sensitivitesi, negatif olduÛu bilinen s�t �rneklerine referens M. avium subsp. paratuberculosis k�lt�r�n�n bir seri
sulandÝrmalarÝnÝn (1x109-10 bakteri/ml) karÝßtÝrÝlmasÝ ile saptandÝ. Bu �rneklerden ekstrakte edilen DNAÕlarÝn PZRÕde amplifikasyonu
ve agaroz jel elektroforezde analizinde 1 ml s�tte yaklaßÝk 50 bakteri tespit edilebildi. Toplam 500 s�t numunesinin incelenmesinde
ise, 25 (%5) numune PZRÕde pozitif olarak bulundu. PZR pozitif s�t numunelerinden hazÝrlanan pelet s�spansiyonlarÝndan
mycobactin (4ml/litre) ilaveli Middlebrook 7H11+OADC vasÝtasÝna yapÝlan ekim neticesinde 25 �rneÛin 17Õsinde (%68) �reme tespit
edildi. HastalÝÛÝn prevalansÝnÝn, k�lt�r bulgularÝ dikkate alÝnarak hesaplandÝÛÝnda %3.4 (17/500) olduÛu, ancak bu oran ile PZRÕde
elde edilen %5 arasÝndaki farkÝn istatistiksel olarak �nemli olmadÝÛÝ belirlendi (p>0.05).

Sonu� olarak bu �alÝßma, PZR tekniÛinin subklinik parat�berk�lozun canlÝ hayvanlarda teßhisinde k�lt�re alternatif olarak
kullanÝlabileceÛini ortaya koymußtur. AyrÝca bu �alÝßmada M. avium subsp. paratuberculosisÕin s�tle �nemli oranda atÝldÝÛÝnÝn
belirlenmesi, etkenin insanlardaki Crohn hastalÝÛÝ ile ilißkisi olduÛu ve yapÝlan birka� �alÝßmada past�rizasyona dayanÝklÝ olduÛu ileri
s�r�ld�Û�nden, parat�berk�lozun halk saÛlÝÛÝ y�n�nden de dikkate alÝnmasÝ gerektiÛini ortaya �ÝkarmaktadÝr.

Anahtar S�zc�kler: SÝÛÝr, S�t, Prevalans, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, K�lt�r, Parat�berk�loz.

Determination of Prevalence of Paratuberculosis in Dairy Cattle by
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Abstract: The aim of this study was to determine the prevalence of paratuberculosis in dairy cattle in ElazÝÛ and the surrounding
villages. A polymerase chain reaction (PCR) based on IS900, an insertion sequence specific to Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, was used to detect mycobacterial DNA in milk samples of 500 dairy cows. The detection limit of the PCR was
assessed by spiking a known negative milk sample with a dilution series (1x109 to 10 bacteria/ml) of reference M. avium subsp.
paratuberculosis culture). In the agarose gel examination of the PCR amplified products, approximately 50 bacteria/ml were
detected. In the examination of 500 milk samples, 25 (5.0%) were found to be positive by PCR. Pellet suspensions from PCR
positive milk samples were inoculated onto Middlebrook 7H11+OADC medium containing mycobactin (4 ml/litre), and 17 out of 25
(68%) PCR positive samples were determined to be positive by culture. When the prevalence of the disease was estimated with
culture results taken into consideration, it was determined to be 3.4% (17/500), but the difference between this and 5% of the
PCR was not statistically significant (p>0.05).

In conclusion, it was shown that PCR may successfully be used as an alternative to culture in the diagnosis of subclinical
paratuberculosis in live animals. In addition, the finding that M. avium subsp. paratuberculosis was being shed in the milk of animals
in a significant proportion, suggests that paratuberculosis should also be considered seriously in terms of public health, because of
the link between M. avium subsp. paratuberculosis and Crohn disease in man, and because the agent may survive pasteurisation.
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Giriß

Parat�berk�loz (Johne hastalÝÛÝ), ruminantlarÝn
kronik ishal ve kilo kaybÝ ile seyreden bulaßÝcÝ bir hastalÝÛÝ
olup etkeni Mycobacterium paratuberculosisÕtir. Ancak
son yÝllarda yapÝlan fenotipik ve genotipik �alÝßmalar
neticesinde bu etkenin Mycobacterium aviumÕa �ok yakÝn
olduÛu ortaya konduÛundan ayrÝ bir t�r olarak deÛil M.

aviumÕun bir alt t�r� olarak kabul edilmesi ve
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis olarak
yeniden adlandÝrÝlmasÝ gerektiÛi ileri s�r�lm�ßt�r (1-4).

Parat�berk�loz ile ilgili en �nemli problemlerden
birisi, subklinik infeksiyonu teßhis edecek g�venilir ve hÝzlÝ
bir metodun mevcut olmayÝßÝdÝr. K�lt�r, halihazÝrda
mevcut en g�venilir metottur. Ancak, uzun s�re
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gerektirmesi, selektif vasat gereksinimi, kontaminasyon
problemi, zorluÛu ve pahalÝ olmasÝ gibi dezavantajlara
sahiptir. Bunun yanÝ sÝra hastalÝÛÝn teßhisinde diÛer testler
(immunolojik testler) de yoÛun olarak kullanÝlmaktadÝr.
Ancak, genel olarak ele alÝndÝklarÝnda ucuz ve �abuk
olmalarÝna raÛmen subklinik ya da asemptomatik
taßÝyÝcÝlarÝ saptamada yetersiz olduklarÝndan ve ayrÝca
hastalÝÛÝn anerji basamaÛÝnda yanlÝß sonu�lar
verdiklerinden parat�berk�lozun teßhisinde pek kullanÝßlÝ
deÛildirler.

Son yÝllarda molek�ler biyolojide yapÝlan ilerlemeler
daha �abuk ve g�venilir teßhis metotlarÝnÝn gelißtirilmesi
y�n�nde umut verici olmußtur. Bu konuda kullanÝlan
�eßitli DNA problarÝ (16S rRNAÕdan t�retilen) teßhis
amacÝyla kullanÝlmÝß, fakat M. avium subsp.
paratuberculosisÕi genetik olarak %90ÕÝn �zerinde
yakÝnlÝÛÝ bulunan M. aviumÕdan ayÝrt etmede yetersiz
kalmÝßlardÝr (5, 6). Ancak son yÝllarda gelißtirilen
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve etkenin
genomunda bulunan ve sadece M. avium subsp.
paratuberculosisÕe spesifik olduÛu bildirilen insertion
sekans 900 (IS 900)Õ�n saptanmasÝ hastalÝÛÝn teßhisinde
yeni bir sayfa a�mÝßtÝr (7, 8). Bu metot, saf k�lt�rden
elde edilen genetik materyale tatbik edildiÛinde �ok
spesifik olmasÝna raÛmen klinik materyaller ile
�alÝßÝldÝÛÝnda �eßitli inhibit�r fakt�rler ve ekstraksiyon
metotlarÝnÝn yetersiz olmasÝ nedeniyle problemler
olußturmaktadÝr (9-11).

Parat�berk�loz hastalÝÛÝnÝn son yÝllarda b�y�k ilgi
g�rmesinin en �nemli nedenlerinden birisi hastalÝk etkeni
olan M. avium subsp. paratuberculosisÕin insanlarda
parat�berk�loza benzer bir tablo sergileyen Crohn
hastalÝÛÝnÝn etiyolojisinde �nemli rol� olduÛuna dair kayda
deÛer delillerin ortaya atÝlmasÝ olmußtur (12-15). Crohn
hastalÝÛÝ, sindirim sistemini �zellikle ince baÛÝrsaklarÝ
etkileyen kronik bir hastalÝk olup histopatolojik tablosu
ruminantlardaki parat�berk�loza b�y�k benzerlik
g�stermektedir.

Etkenin gaitanÝn yanÝ sÝra s�tle de atÝldÝÛÝ ve infekte
s�t� t�keten yavrularÝn infeksiyona kolayca yakalandÝklarÝ
bilinmektedir (16, 17). M. avium subsp.
paratuberculosisÕin zoonoz olabileceÛine dair �nemli
ipu�larÝnÝn ortaya konmasÝ ve son yÝllarda yapÝlan
�alÝßmalarda etkenin past�rizasyon normunu aßtÝÛÝnÝn
bildirilmesi, hastalÝÛÝ insan saÛlÝÛÝ a�ÝsÝndan da �nemli bir
konuma getirmißtir (18, 19).

Parat�berk�loz hastalÝÛÝ d�nyanÝn her tarafÝnda
�zellikle ÝlÝman iklime sahip olan Üngiltere, Danimarka,
Fransa, Almanya ve Hollanda gibi Avrupa �lkeleri ile
Amerika, Avustralya ve KanadaÕda g�r�lmektedir.

Parat�berk�loz ihbarÝ mecburi bir hastalÝk olmadÝÛÝ i�in
ve ger�ek prevalansÝ ortaya koyacak bir teßhis metodu
mevcut olmadÝÛÝndan, hastalÝÛÝn prevalansÝ ile ilgili
tahminler �oÛunlukla kesimhanelerde toplanan
materyallerin incelenmesi neticesinde elde edilmißtir.
AmerikaÕnÝn deÛißik eyaletlerinde yapÝlan �alÝßmalar,
sÝÛÝrlarda hastalÝÛÝn prevalansÝnÝn %1.6 ile %18 arasÝnda
deÛißtiÛini ortaya koymußtur (20, 21). HastalÝÛÝn
prevalansÝnÝn G�ney AvustralyaÕda %0.43, DanimarkaÕda
%2.3 ve ÜngiltereÕde ise %3.5 olduÛu bildirilmißtir (22-
24). ÜngiltereÕde yapÝlan ulusal bir anket �alÝßmasÝnda ise
1985-1994 yÝllarÝ arasÝnda s�t sÝÛÝrÝ �ift�ilerinin %4.9Õu,
1993Õde %1.5Õi ve 1994Õde ise %1.3Õ� s�r�lerinde
parat�berk�lozun varlÝÛÝnÝ bildirmißlerdir (25).

�lkemizdeki ruminant populasyonunda
parat�berk�lozun varlÝÛÝ bilinmektedir, ancak bu hastalÝk
ile ilgili son yÝllarda kayda deÛer bir �alÝßma mevcut
deÛildir. Parat�berk�lozun seroprevalansÝnÝ saptamak
amacÝyla Orta AnadoluÕda yapÝlan bir �alÝßmada, sÝÛÝr
serumlarÝnÝn CFT ile incelenmesi neticisinde %2.7
oranÝnda pozitiflik elde edilmißtir (26). CFT halen
uluslararasÝ hayvan ithallerinde kabul g�ren bir metot
olmakla birlikte bir�ok etkenle kros reaksiyon
vermektedir ve aynÝ zamanda subklinik infeksiyonu tespit
etmede yetersiz olduÛu i�in spesifitesi de d�ß�kt�r. Bu
�alÝßmanÝn dÝßÝnda hastalÝk ke�ilerde de birka� patolojik
�alÝßma neticesinde ortaya konmußtur (27, 28).

Bu �alÝßmada, �zellikle erißkin sÝÛÝrlarda d�nya
ekonomisine verdiÛi zararlar sebebiyle ilk sÝralarda yer
tutan parat�berk�lozun ElazÝÛ y�resindeki s�t ineÛi
populasyonundaki prevalansÝnÝn PZR ile saptanmasÝ
ama�landÝ. AyrÝca PZRÕde pozitif sonu� veren
numunelerin k�lt�r� yapÝlarak PZR tekniÛinin bu
hastalÝÛÝn teßhisinde en g�venilir kabul edilen fakat
hastalÝk etkeninin in vitro olarak �retilebilmesi i�in uzun
zaman (3-4 ay) gerektiren k�lt�r metoduna bir alternatif
olup olamayacaÛÝnÝn saptanmasÝ da hedeflendi.

Materyal ve Metot

Numunelerin ToplanmasÝ: Temmuz 1997-Ocak
1998 tarihleri arasÝnda ElazÝÛ merkeze baÛlÝ toplam 34
k�yden 200 adet, il�elerden Karako�anÕa baÛlÝ 10 k�yden
79, PaluÕya baÛlÝ 8 k�yden 51, KovancÝlarÕa baÛlÝ 7
k�yden 65, SivriceÕye baÛlÝ 6 k�yden 39, BaskilÕe baÛlÝ 8
k�yden 40 ve Keban il�esine baÛlÝ 5 k�yden 26 adet
olmak �zere toplam 78 farklÝ birimden 500 adet s�t
numunesi toplandÝ. Bu numuneler rasgele olarak
tamamen saÛlÝklÝ g�r�ßte 1.5-2 yaßÝn �st�ndeki
ineklerden toplandÝ. Numunelerin toplanmasÝ esnasÝnda
kros-kontaminasyon riskini asgariye indirmek i�in eldiven
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giyilmesi ve meme u�larÝnÝn alkolle temizlenmesi gibi
hijyenik tedbirlere riayet edildi. Numuneler steril t�plere
alÝndÝktan sonra derhal laboratuara taßÝnarak ißleninceye
kadar -20ûCÕde muhafaza edildi. S�t numunelerine
ilaveten, �rnek populasyonunu olußturan hayvanlar ile
ilgili birtakÝm veriler toplamak amacÝyla bir mini-anket
formu hazÝrlandÝ. Bu anket formuna s�t �rneklerinin
alÝndÝÛÝ hayvanlarÝn yaßÝ, ÝrkÝ, doÛum sayÝsÝ, beslenme
ßekli, birimdeki toplam sÝÛÝr sayÝsÝ, birimdeki sÝÛÝrlarda
parat�berk�lozun tipik belirtileri olan kronik ishal ya da
kilo kaybÝnÝn g�r�l�p g�r�lmediÛi, d�llenme tarzÝ (tabii ya
da suni tohumlama) ve gerekli durumlarda bazÝ
a�ÝklamalarÝ i�eren bilgiler kaydedildi.

DNA Üzolasyonu: S�t numunelerinden 10 ml
miktarÝnda alÝnarak 20.000 rpmÕde bir saat s�reyle
santrif�j edildi. Elde edilen peletler 1 ml distile suda
s�spanse edilerek 500 µlÕlik vol�mler halinde iki ayrÝ steril
eppendorfa aktarÝldÝ. Bunlardan birisi DNA izolasyonu i�in
aßaÛÝdaki   ißlemlere  maruz  bÝrakÝlÝrken  diÛeri  yeniden
-20ûCÕye konarak PZRÕde pozitif sonu� vermesi
durumunda k�lt�r i�in saklandÝ.

DNA izolasyonu i�in ayrÝlan s�spansiyon, 13.000
rpmÕde 10 dak. santrif�j edildikten sonra elde edilen pelet
300 µl distile su ile yeniden s�spanse edilerek 56ûCÕde 30-
45 dak. inaktivasyonu m�teakip 2 saat s�reyle kaynatma
ißlemine tabi tutuldu. Kaynatma ißleminden sonra
s�spansiyona aynÝ vol�mde (300 µl) Tris-HCl ile sat�re
edilmiß fenol (Sigma) ilave edildi, s�spansiyon elle 4-5
dak. s�reyle iyice �alkalandÝ ve y�ksek devirde (13.000
rpm) 10 dak. s�reyle santrif�j edildi. Santrif�j ißleminden
sonra eppendorfun �st kÝsmÝndaki sol�syon fenol
karÝßÝmÝndan ibaret olan ve g�zle g�r�lebilen bir �izgiyle
ayrÝlmÝß olan alt kÝsma dokunmadan bir mikropipet
vasÝtasÝyla baßka bir eppendorfa aktarÝldÝ. Daha sonra
DNAÕnÝn presipitasyonu ißlemine ge�ildi.

S�spansiyona 0.1 vol�m 3 M sodyum asetat ve 2.5
vol�m saf ethanol ilave edildi. S�spansiyon iyice
karÝßtÝrÝldÝktan sonra -20ûCÕde bir saat bekletildi. Daha
sonra s�spansiyon 13.000 rpmÕde 10 dak. santrif�j edildi
ve s�pernatant uzaklaßtÝrÝldÝ. S�pernatant uzaklaßtÝrÝl-
dÝktan sonra pelet, �nce 300 µl miktarÝndaki %90ÕlÝk ve
daha sonra da %70Õlik ethanol ile muamele edildi. Bu
basamaklar arasÝnda s�spansiyon 13.000 rpmÕde 5 dak.
s�reyle santrif�j edildi ve son olarak elde edilen pelet bir
saat s�reyle kurumaya bÝrakÝldÝ. Pelet kurulduktan sonra
50 µlÕlik distile su ya da Tris-EDTA ile yeniden s�spanse
edildi ve PZR i�in bu s�spansiyondan 5 µl kullanÝldÝ.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Toplam 50 µlÕlik
vol�mde hazÝrlanan PZR karÝßÝmÝna; 5 µl 10xPCR buffer
(100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 500 mM KCI, 15 mM MgCl

2

%1 Triton X-100), deoksin�kleotitlerin herbirinden 250
µM, 2 U Taq DNA polymerase enzimi (Promega), M.
avium subsp. paratuberculosisÕe spesifik 1451 bpÕlik bir
sekans olan IS 900Õden elde edilen Primer 90
(5ÕTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3Õ) ve Primer 91 (5Õ-
GAGGTCGATCGCCCACGTGA-3Õ) (29)Õden 20 pmol
oranlarÝnda ilave edildi. Bu karÝßÝm steril distile su ile 45
µlÕye tamamlandÝ ve 5 µl hedef DNA adÝ verilen ve
s�tlerden izole edilmiß DNA sol�syonlarÝndan ilave edildi
ve son olarak da t�pler arasÝ kontaminasyonu ve y�ksek
ÝsÝdan dolayÝ buharlaßmayÝ �nlemek maksadÝyla karÝßÝmÝn
�zeri 100 µlÕlik mineral yaÛ ile kaplandÝ.

Bu karÝßÝmlar 0.5 mlÕlik eppendorflarda hazÝrlandÝ ve
touchdown thermocycler (Hybaid, Üngiltere) adÝ verilen ve
PZR reaksiyonlarÝnÝn ger�ekleßtiÛi makinaya yerleßtirildi.
PZR amplifikasyonu i�in 94ûCÕde 1 dak. denat�rasyon,
55ûCÕde 1 dak. hibridizasyon ve 72ûCÕde 2 dak. sentez
basamaklarÝ 30 siklus halinde ger�ekleßtirildi.

Elektroforez: Amplifiye edilen DNA, agaroz jel
elektroforez ißlemine tabi tutuldu. %1.5 oranÝnda agaroz
jel hazÝrlandÝktan sonra 7 µl numune, 3 µl loading
sol�syonu (blue-orange dye, Sigma) ile karÝßtÝrÝlarak
jeldeki kuyucuklara yerleßtirildi. Elektroforez tampon
sol�syonu olarak Tris-Borik asit-EDTA (TBE) buffer
kullanÝldÝ ve bir mini jel elektroforez tankÝnda (Hybaid,
Üngiltere) 60 voltta bir saat s�reyle elektroforez ißlemi
ger�ekleßtirildi. Elektroforezi m�teakip agaroz jel,
ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dak. s�reyle boyandÝ
ve ultraviyolede incelenerek sonu�lar g�zlemlendi.
BantlarÝn molek�ler aÛÝrlÝÛÝnÝ saptamak i�in DNA ladder
(Promega) adÝ verilen 100 bpÕlik bir marker kullanÝldÝ.
400 bp uzunluÛundaki bantlar pozitif olarak
deÛerlendirildi.

Metodun Sensitivitesi: �alÝßmada kullanÝlan PZR
tekniÛinin sensitivitesini tespit etmek amacÝyla saÛlÝklÝ bir
inekten alÝnan bir miktar s�t 10 mlÕlik vol�mlerde
santrif�j t�plerine daÛÝtÝldÝ. Bu t�plere 1x 109Õdan
yaklaßÝk 10 bakteriye deÛißen dil�syonlarda hazÝrlanan
referans M. avium subsp. paratuberculosis (Etlik
Veteriner ve HayvancÝlÝk AraßtÝrma Enstit�s�Õnden temin
edilmißtir) sulandÝrmalarÝ (200 µlÕlik vol�mler halinde)
ilave edildi. Bir t�p ise bakteri katÝlmaksÝzÝn kontrol
olarak kullanÝldÝ. Dil�syonlardaki mikroorganizma sayÝsÝ
spektrofotometrede 550 nmÕdeki optik dansiteleri
�l��lerek bu �l��mlerin McFarland standart t�pleri ile
karßÝlaßtÝrÝlmasÝ neticesinde belirlendi. Metodun
sensitivitesinin tayininde PZRÕde �l� mikroorganizmalarÝn
DNAÕlarÝnÝn da �oÛaltÝldÝÛÝ bilindiÛi i�in, sulandÝrmalardaki
bakteri sayÝsÝnÝ belirlemede en uygun metot olarak canlÝ
ve �l� mikroorganizmalarÝ birlikte deÛerlendiren
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Spektrofotometre ve McFarland standart t�pleri
kombinasyonu kullanÝldÝ. Daha sonra bakteri katÝlmÝß
s�tlerden yukarÝdaki metoda g�re DNA izole edilerek
PZRÕye tabi tutuldu.

Kontaminasyon: Metodun herhangi bir aßamasÝnda
meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit
etmek amacÝyla gerek DNA ekstraksiyonu basamaklarÝnda
ve gerekse PZRÕde negatif ve pozitif kontroller kullanÝldÝ.
Negatif kontrollerde DNA amplifikasyonunun hi�bir
zaman ßekillenmemesi tekniÛin kontaminasyondan ari
olduÛunu ortaya koymaktadÝr.

S�t Numunelerinin K�lt�r�: PZRÕde pozitif sonu�
veren s�t numunelerinden etken izole etmek amacÝyla,
selektif vasatlara ekim ißlemine ge�ilmeden �nce, M.
avium subsp. paratuberculosisÕin in vitro �retilmesi zaman
gerektirdiÛinden ve kontaminasyon ihtimali �ok y�ksek
olduÛundan numunelerin dekontaminasyonu yapÝldÝ. Bu
ama�la daha �nce -20ûCÕde muhafaza edilen pelet
s�spansiyonlarÝ ��zd�r�ld�kten sonra 5 mlÕye (santrif�j
edilmemiß ve -20ûCÕde muhafaza edilen orijinal s�tlerle)
tamamlandÝ. Daha sonra s�spansiyona 45 ml %0.75Õlik
cetylpyridinium chloride (CPC, Sigma) ilave edilerek oda
sÝcaklÝÛÝnda 18-24 saat bekletildi. 10 ml miktarÝnda
s�pernatant alÝnarak 5000 rpmÕde 15 dak. s�reyle
santrif�j edildikten sonra elde edilen pelet 10 ml steril
fizyolojik tuzlu su ile yÝkandÝ ve tekrar aynÝ devirde
santrif�j edildi. Daha sonra s�pernatant uzaklaßtÝrÝlarak
elde edilen pelet birka� damla (1 ml) steril fizyolojik tuzlu
suda yeniden s�spanse edildi ve bu s�spansiyondan birka�
damla alÝnarak 20 mlÕlik vidalÝ ßißelerde hazÝrlanan ve
mycobactin i�eren (4 ml/litre) Middlebrook 7H11 +
OADC vasatÝna (Difco) ekimleri yapÝldÝ. Numuneler
vasatlara ekildikten sonra ßißeler aÛÝzlarÝ hafif kapalÝ bir
ßekilde 48 saat s�reyle horizontal olarak 37ûCÕde ink�be
edildi. Daha sonra ßißelerin aÛÝzlarÝ iyice kapatÝlarak
vertikal pozisyona getirildi ve bu ßekilde ink�basyona
devam edildi. Belirli periyotlarla kontrol edilen k�lt�rler
ekimi m�teakip 12-16 hafta sonra deÛerlendirildi ve bu
s�re sonunda �reme tespit edilmeyen numuneler negatif
olarak kabul edildi. �reme tespit edilen k�lt�rlerden DNA
izolasyonu yapÝlarak PZR ißlemine tabi tutuldu ve b�ylece
�remelerin M. avium subsp. paratuberculosis y�n�nden
kontrol� ger�ekleßtirildi. AyrÝca k�lt�rlerden hazÝrlanan
slaytlar ZN metodu ile boyanarak aside diren�li
mikobakterilerin mevcudiyeti mikroskopta incelendi.

Üstatistiksel Analiz: �alÝßma populasyonundaki
numune sayÝsÝ %95 g�venilirlik sÝnÝrlarÝ i�erisinde %50Õlik
tahmini prevalans ve %5 hata payÝ esas alÝnarak
hesaplandÝ. Bu ißlem Epi-Info version 6 adÝ verilen bir
programda yapÝldÝ (30). �alÝßmada s�t numunesi toplanan

hayvanlarla ilgili mini anket formuna kaydedilen veriler
dBASE¨ (Borland International Inc., USA) programÝna
y�klendi ve Epi-Info version 6 programÝnda analiz edildi.
Oranlar arasÝndaki farklÝlÝklar chi squared (x2) testi ile
deÛerlendirildi ve 0.05Õden d�ß�k bir ihtimal istatistiksel
olarak �nemli kabul edildi.

Bulgular

Metodun Sensitivitesi: SaÛlÝklÝ bir inekten alÝnan 10
mlÕlik vol�mler halindeki s�t �rneklerine 1x109Õdan
baßlayÝp yaklaßÝk 10 bakteriye kadar deÛißen
dil�syonlarda hazÝrlanmÝß bakteri sulandÝrmalarÝnÝn
katÝlmasÝyla ger�ekleßtirilen DNA ekstraksiyonu ve PZRÕde
amplifikasyon neticesinde, �alÝßmada kullanÝlan metodun
1 ml s�tte yaklaßÝk 50 kadar bakteriyi tespit edebildiÛi
saptandÝ (Þekil 1).

PZR BulgularÝ: �alÝßmada ElazÝÛ ve il�elerindeki 2 yaß
ve �st� toplam 500 inekten toplanan s�tlerden ekstrakte
edilen DNAÕlarÝn PZRÕde amplifiye edilmesi ve agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmasÝ neticesinde 25 (%5) �rnekte
400 bp uzunluÛunda pozitif bantlar elde edildi (Þekil 2).
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Þekil 1. �alÝßmada kullanÝlan metodun sensitivitesini saptamak
amacÝyla deÛißik dil�syonlarda M. avium subsp.
paratuberculosisÕin negatif s�t numunelerine katÝlmasÝ
sonucu ekstrakte edilen ve PZRÕde amplifiye edilen
DNAÕlarÝn ethidium bromide ile boyalÝ agaroz jel
elektroforezde g�r�n�m�. M, DNA ladder (Molek�ler
marker, 100bp); N, Negatif kontrol; P, Pozitif kontrol; 1-7,
Etken katÝlmÝß s�tlerden elde edilen PZR �r�nleri (1 ml
s�tte 50 bakteriden 5x107 bakteriye kadar).
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Parat�berk�lozun il�elere g�re daÛÝlÝmÝ incelendiÛinde,
hastalÝÛÝn KebanÕdan toplanan �rneklerde hi� saptanmadÝÛÝ,
buna karßÝlÝk merkez ve Karako�an il�esine baÛlÝ k�ylerde
%6 civarÝnda bir prevalansa sahip olduÛu g�r�ld� (Tablo
1). Ancak il�eler arasÝnda hastalÝÛÝn prevalansÝ bakÝmÝndan
elde edilen oranlar arasÝndaki farklÝlÝk istatistiksel olarak
�nemli bulunmadÝ (p>0.05).

HastalÝÛÝn Ýrklara g�re daÛÝlÝmÝ incelendiÛinde, en
y�ksek prevalansÝn %6.3 ile melez Ýrklarda elde edildiÛi
ve en d�ß�k prevalansÝn ise %3.5 ile k�lt�r ÝrklarÝnda
g�r�ld�Û� saptandÝ (Tablo 2). Ancak Ýrklar arasÝndaki

farklÝlÝk da istatistiksel olarak �nemli bulunmadÝ
(p>0.05).

HastalÝÛÝn yaßa g�re daÛÝlÝmÝ g�z �n�ne alÝndÝÛÝnda en
fazla %5.6 ile 5-7 yaß grubundaki ineklerde g�r�ld�Û� ve
bunu %5.2 ile 2-4 yaß grubu ineklerin takip ettiÛi
saptandÝ (Tablo 3). Yaß bakÝmÝndan elde edilen prevalans
deÛerleri arasÝndaki farklÝlÝk da istatistiksel olarak �nemli
bulunmadÝ (p>0.05).

Parat�berk�lozun bulaßmasÝnda infekte boÛanÝn
spermasÝnÝn �nemli rol oynayabileceÛi bilinmektedir. Bu
sebepten dolayÝ �alÝßmada, ineklerin d�llenme ßekli ile ilgili
veriler de toplandÝ. D�llenme tipi g�z �n�ne alÝndÝÛÝnda,
hastalÝk %5.5 ile daha �ok tabii olarak d�llenen ineklerde
g�r�l�rken, suni tohumlama yapÝlan ineklerde ise
%3.3Õl�k bir prevalans elde edildi (Tablo 4). Ancak
hastalÝk ile d�llenme ßekli arasÝnda da �nemli bir ilißki
saptanmadÝ (p>0.05).

Mini ankette s�t numunelerinin toplandÝÛÝ ahÝrlardaki
toplam hayvan sayÝlarÝ da kaydedildi ve bu ahÝrlardaki
toplam 2298 adet sÝÛÝrÝn hi� birisinde kronik ishal ya da
kilo kaybÝnÝn mevcudiyeti bildirilmedi. DolayÝsÝyla �alÝßma
populasyonunu teßkil eden hayvanlar ve bu hayvanlarÝn
bulunduÛu ahÝrlardaki diÛer hayvanlar �alÝßma esnasÝnda
klinik olarak parat�berk�loz ß�phesi taßÝmÝyorlardÝ.

K�lt�r BulgularÝ: PZRÕde pozitif sonu� veren 25 s�t
�rneÛine ilaveten PZR negatif olan numunelerden rasgele
se�ilmiß 25 adet �rnekten Middlebrook 7H11 + OADC
selektif vasatÝna yapÝlan ekim neticesinde pozitif
�rneklerin 17Õsinde (%68) �reme g�r�l�rken negatif
�rneklerde herhangi bir �reme g�zlenmedi.
Parat�berk�lozun prevalansÝ k�lt�r bulgularÝ dikkate
alÝnarak hesaplandÝÛÝnda %3.4 (17/500)Õl�k bir oran elde
edildi. K�lt�r pozitif numunelerden hazÝrlanan
preparatlarÝn ZN ile boyanmasÝ neticesinde mikroskopta
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Þekil 2. Ünek s�tlerinden elde edilen DNAÕlarÝn PZRÕde analizi
sonucu olußan 400 bpÕlik bantlarÝ g�steren ethidium
bromide ile boyanmÝß %1.5Õluk bir agaroz jel. M, DNA
ladder (100bp); N, Negatif kontrol; P, Pozitif kontrol; 1-7,
Pozitif s�t �rnekleri.

Ül�e K�y sayÝsÝ PZR pozitif (%) Toplam Numune

SayÝsÝ

Merkez 34 12 (%6) 200

Karako�an 10 5 (%6.3) 79

Palu 8 2 (%3.9) 51

KovancÝlar 7 3 (%4.6) 65

Sivrice 6 1 (%2.6) 39

Baskil 8 2 (%5) 40

Keban 5 0 26

Toplam 78 25 (%5) 500

p=0.84

Tablo 1. PZR bulgularÝnÝn il�elere g�re
daÛÝlÝmÝ.
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k�meler halinde aside diren�li mikobakteriler g�r�ld�.
�reme tespit edilen k�lt�rlerden alÝnan kolonilerden DNA
ekstrakte edilerek PZRÕde incelenmesi neticesinde
hepsinin de M. avium subsp. paratuberculosisÕe ait olduÛu
saptandÝ. K�lt�r ve PZR bulgularÝna g�re hesaplanan
prevalans oranlarÝ (k�lt�rde %3.4 ve PZRÕde %5)
arasÝndaki farklÝlÝk istatistiksel olarak �nemli bulunmadÝ
(p>0.05).

TartÝßma ve Sonu�

Parat�berk�loz, ruminantlarda �zellikle sÝÛÝrcÝlÝk
end�strisinde yapmÝß olduÛu �nemli ekonomik kayÝplar
nedeniyle d�nya �apÝnda b�y�k bir �nem taßÝmakla

birlikte �lkemizde bu konuda kayda deÛer bir �alÝßma
mevcut deÛildir. DolayÝsÝyla bu hastalÝÛÝn gerek b�lgemiz,
gerekse �lkemizdeki potansiyeli ve �lkemiz hayvancÝlÝÛÝ
i�in olußturduÛu riskin ne boyutlarda olduÛu
bilinmemektedir. Bu �alÝßma, ElazÝÛ ve il�elerindeki s�t
ineÛi populasyonunda parat�berk�loz hastalÝÛÝnÝn
prevalansÝnÝ, il�eler arasÝ daÛÝlÝmÝnÝ ve yaß, Ýrk ve d�llenme
tipi ile hastalÝk arasÝndaki ilißkiyi ortaya koymak amacÝyla
ger�ekleßtirildi.

Bu �alÝßmada b�lgemizde parat�berk�lozun s�t
ineklerinde %5Õlik bir prevalans ile seyrettiÛi saptandÝ. Bu
oran tamamen saÛlÝklÝ g�r�n�ßte olan 2 yaß ve �zeri
ineklerin s�tlerinden DNA izole edilmesi ve PZRÕde
amplifikasyonu neticesinde elde edildi. Etkenin dÝß ortama
atÝldÝÛÝ baßlÝca yol sindirim sistemi (gaita ile) olmakla
beraber, s�tle atÝlÝmÝnÝn da �nemli �l��de ger�ekleßtiÛi ve
klinik olarak hastalanmÝß hayvanlarÝn %35Õinin etkeni bu
yolla attÝklarÝ bildirilmißtir (16). Ancak paratuberk�lozun
�oÛunlukla subklinik olarak seyretmesi ve subklinik olarak
infekte hayvanlarÝn sadece %11.6ÕsÝnÝn etkeni s�tle
atmasÝ %5Õlik prevalansÝn �nemini daha da artÝrmaktadÝr
(17). DolayÝsÝyla gaita gibi etkenin daha fazla atÝldÝÛÝ
materyallerle �alÝßÝldÝÛÝ zaman bu oranÝn daha y�ksek
olacaÛÝ kuvvetle muhtemeldir.

�alÝßmada materyal olarak s�t kullanÝlmasÝnÝn baßlÝca
nedeni, hastalÝÛÝn insan saÛlÝÛÝ a�ÝsÝndan �nemini ortaya
koymaktÝ. AyrÝca gaita ile yapÝlan PZR denemelerinin
�eßitli nedenlerle inhibe olmasÝ dolayÝsÝyla s�tte PZRÕnin
latent M. avium subsp. paratuberculosis infeksiyonlarÝnÝ
teßhis etmede uygun bir test olduÛu �nerilmißtir (31).

Bu �alÝßma, g�r�n�ßte tamamen saÛlÝklÝ ineklerden
toplanan s�tlerde parat�berk�lozun PZR ile direkt
teßhisine y�nelik olarak d�nyada yapÝlan ilk epidemiyolojik
�alÝßma olup subklinik parat�berk�lozun canlÝ hayvanda
PZR ile teßhisinin m�mk�n olduÛunu ortaya koymußtur.
ÜngiltereÕde buna benzer bir �alÝßma s�permarketlerde
t�ketime sunulan past�rize karton s�tlerde
ger�ekleßtirilmiß ve numunelerin �nemli bir oranÝnda
(%7) M. avium subsp. paratuberculosis saptanmÝßtÝr
(31). Ancak b�yle bir �alÝßmada kartonlardaki s�tlerin
elde edildiÛi hayvanlarÝn infeksiyon durumlarÝnÝ ortaya
koymak s�z konusu olmadÝÛÝ i�in, ve s�t inekten saÛÝlÝp
marketlerde t�ketime hazÝr hale getirilinceye kadar pek
�ok aßamadan ge�tiÛi i�in bu karton s�tlerde M. avium
subsp. paratuberculosisÕin saptanmasÝ s�t�n alÝndÝÛÝ
hayvanÝn infekte olduÛunu kanÝtlamaz. ��nk� s�t�n bu
aßamalardan ge�erken �evresel bir kontaminasyona
maruz kalmasÝ ve dolayÝsÝyla infekte bir hayvandan
alÝnmamÝß dahi olsa pozitif sonu� vermesi muhtemeldir.
Ancak bizim �alÝßmamÝzda s�t, direkt olarak hayvandan
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Tablo 2.    PZR bulgularÝnÝn Ýrklara g�re daÛÝlÝmÝ.

Irk PZR pozitif (%) Toplam Hayvan
SayÝsÝ

Yerli Ýrklar 9 (%5.3) 169
K�lt�r ÝrklarÝ 6 (%3.5) 172
Melez Ýrklar 10 (%6.3) 159
Toplam 25 500

p=0.49

Tablo 3.    PZR bulgularÝnÝn yaßa g�re daÛÝlÝmÝ.

Yaß (yÝl) PZR pozitif (%) Toplam Hayvan
SayÝsÝ

2-4 7 (%5.2) 134
5-7 13 (%5.6) 233
8-10 5 (%4.5) 111
>10 0 22
Toplam 25 500

p=0.98

Tablo 4.    PZR bulgularÝ ile d�llenme tipi arasÝndaki ilißki.

D�llenme tipi PZR pozitif (%) Toplam Hayvan
SayÝsÝ

Tabii tohumlama 20 (%5.5) 363
Suni Tohumlama 4 (%3.3) 121
Tabii+Suni Toh. 1 (%6.3) 16
Toplam 25 500

p=0.6
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saÛÝlarak alÝndÝÛÝndan ve gerek s�t toplanÝrken, gerekse
PZR ißlemleri esnasÝnda kontaminasyonun �n�ne ge�mek
i�in gerekli tedbirlerin alÝnmasÝ, pozitif sonu�larÝn infekte
hayvandan kaynaklandÝÛÝnÝ ortaya koymaktadÝr.

PZRÕnin en �nemli dezavantajlarÝndan bir tanesi gaita
gibi klinik materyaller ile �alÝßÝldÝÛÝnda, testin bazÝ
bilinmeyen fakt�rlerden dolayÝ inhibe edilmesi ve yetersiz
DNA ekstraksiyon metotlarÝnÝn kullanÝlmasÝ nedeniyle
sensitivitesinin d�ß�k olmasÝdÝr. Bu �alÝßmada s�t
numunelerinden DNA izole etmek i�in kullanÝlan metodun
sensitivitesinin 50 bakteri/ml olduÛu tespit edildi. Bu
deÛerin, ÜngiltereÕde karton s�tlerde yapÝlan �alÝßmada
elde edilenden (200-300 bakteri/ml s�t) daha y�ksek
olmasÝ �alÝßmada kullandÝÛÝmÝz metodun daha duyarlÝ
olduÛunu g�stermektedir (31).

Bu �alÝßmada ayrÝca PZR pozitif numunelerin ve PZR
negatif olan rasgele se�ilmiß 25 s�t �rneÛinin pelet
s�spansiyonlarÝndan selektif vasatlara yapÝlan ekim
neticesinde PZR pozitif �rneklerin %68Õinde �reme tespit
edilirken, PZR negatif �rneklerin hi� birisinde �reme
g�r�lmedi. ÜngiltereÕde yapÝlan �alÝßmada ise PZR pozitif
numunelerin %50Õsinde �reme g�r�ld�Û� ve incelenen
36 PZR negatif �rneÛin ise %16ÕsÝnda �reme tespit
edildiÛi bildirildi (31). �alÝßmamÝzda maddi imkansÝzlÝklar
nedeniyle b�t�n �rneklerden ekim yapmak m�mk�n
olmadÝ, ancak PZR pozitif �rneklerde, Millar ve ark. (31)
tarafÝndan yapÝlan �alÝßmadakinden daha y�ksek oranda
�reme tespit edildi. K�lt�rde incelenen sekiz PZR pozitif
�rnekte �reme g�r�lmemesi, PZRÕnin k�lt�r metodundan
daha duyarlÝ olmasÝ ile a�Ýklanabilir. AyrÝca PZR �l�
mikroorganizmalarÝn rezid�el DNAÕlarÝnÝ da �oÛaltma
yeteneÛinde olduÛu i�in bu �rnekler �l�
mikroorganizmalarÝ i�erdiÛi i�in k�lt�rde negatif sonu�
vermiß olabilirler.

Paratuberk�loz hastalÝÛÝ sÝÛÝrlarda, d�ß�k s�t verimi,
kÝsÝrlÝk, aßÝrÝ kilo kaybÝ ve mastitis gibi ekonomik olarak
b�y�k �nem arz eden hasarlara sebebiyet vermektedir
(32). �alÝßmada elde edilen %5Õlik prevalans, hastalÝÛÝn,
yaptÝÛÝ bozukluklarÝn ekonomik olarak �nemli boyutlarda
olmasÝ ve insan saÛlÝÛÝnÝ da tehdit edebileceÛine dair
�nemli ipu�larÝnÝn bulunmasÝ nedeniyle, �lkemiz
hayvancÝlÝÛÝnÝn ÝslahÝnda tedbir alÝnmasÝ gereken
hastalÝklardan birisi olarak dikkate alÝnmasÝ gerektiÛini
ortaya �ÝkarmÝßtÝr.

Üklim, beslenme ve barÝnak koßullarÝ,
parat�berk�lozun g�r�lme sÝklÝÛÝnda etkili olan
determinantlardan bazÝlarÝdÝr (33). ElazÝÛ ve il�elerinde
hastalÝÛÝn sÝklÝÛÝ ile ilgili olarak elde edilen deÛerler
arasÝnda �nemli bir farklÝlÝÛÝn bulunmamasÝ bu
b�lgelerdeki sÝÛÝr populasyonlarÝnÝn yukarÝda belirtilen

determinantlar y�n�nden benzer �zelliklere sahip
olmalarÝndan kaynaklanabilir. Ancak parat�berk�lozun
prevalansÝ farklÝ iklim ve bakÝm koßullarÝna sahip olan
�lkemizin deÛißik b�lgelerinde farklÝlÝk g�sterebilir.
Nitekim, bu �alÝßmada hastalÝÛÝn prevalansÝ (%5) daha
�nce Orta AnadoluÕda ger�ekleßtirilen �alÝßmada bildiren
deÛerden (%2.7) daha y�ksektir (26). Bu durum, iki
b�lge arasÝndaki iklim, barÝnak ve beslenme koßullarÝnÝn
farklÝ olmasÝndan kaynaklanabilir. Ancak bu farklÝlÝÛÝn
baßlÝca nedeni Vural ve Atala (26) tarafÝndan yapÝlan
�alÝßmada CFT tekniÛi kullanÝlarak serumlarda antikor
bakÝldÝÛÝ i�in, ancak klinik olarak hasta hayvanlarÝn
tespitinin m�mk�n olmasÝndan kaynaklanma ihtimali
y�ksektir. Halbuki hastalÝk daha �nce de belirtildiÛi gibi
daha �ok subklinik olarak seyretmekte ve CFT subklinik
olarak infekte olan hayvanlarÝ saptamada yetersiz
kalmaktadÝr. DolayÝsÝyla o �alÝßmada daha d�ß�k bir
prevalans elde edilmesi normaldir. ÜngiltereÕde de yapÝlan
benzer iki �alÝßmada, klinik parat�berk�lozun %1.0
oranÝnda g�r�ld�Û�, ancak herhangi bir makroskopik
lezyon tespit edilemeyen kesimhane materyallerinde
yapÝlan �alÝßmada ise %3.5 oranÝnda parat�berk�loz
etkeninin saptandÝÛÝ bildirilmißtir (24, 34). Bu iki
�alÝßmanÝn da aynÝ b�lgede yapÝlmÝß olmasÝ klinik ve
subklinik parat�berk�loz ilißkisini ortaya koymada ayrÝca
dikkate deÛerdir. Subklinik olarak infekte olan
hayvanlarÝn �nemli bir b�l�m�n�n yaßamlarÝ boyunca
hastalÝk belirtisi g�stermediÛi bilinmekte ve bir s�r�deki
infekte hayvanlarÝn sadece %5-10Õunun klinik belirti
g�sterdiÛi ileri s�r�lmektedir (35).

�alÝßmada parat�berk�lozun daha �ok tabii olarak
tohumlanan ineklerde g�r�lmesi, hastalÝÛÝn bulaßmasÝnda
�nemli rol oynayan kaynaklardan birisinin de infekte boÛa
spermasÝ olduÛu fikrini desteklemektedir (36).

Irk, parat�berk�lozda �nemli bir determinant olup
yapÝlan �alÝßmalarda Ada ÝrklarÝnÝn, �zellikle Jersey
ÝrkÝndaki sÝÛÝrlarÝn diÛer Ýrklara nazaran hastalÝÛa �ok
daha duyarlÝ olduklarÝ bildirilmißtir (37-40). Ancak bu
duyarlÝlÝÛÝn sebebi bilinmemekte olup genetik fakt�r�
�zerinde durulmaktadÝr. Bu �alÝßma populasyonundaki
sÝÛÝrlarÝn sadece %1 (5/500)Õi Jersey ÝrkÝnda olup
hi�birisinde pozitif sonu�  elde edilemedi. Jersey ÝrkÝnÝn
b�lgemizde yaygÝn olmamasÝ ve �alÝßma populasyonunun
�ok az bir oranÝnÝ olußturmasÝ, bu Ýrkta pozitif sonu� elde
edilememesinin nedeni olabilir.

Sonu� olarak bu �alÝßma, parat�berk�lozun
�lkemizdeki ruminant populasyonundaki potansiyelinin ve
risk fakt�rlerinin belirlenmesi ve dolayÝsÝyla �lke
ekonomisine yaptÝÛÝ zararlarÝn kantitatif olarak ortaya
konmasÝna y�nelik olarak ulusal d�zeyde bir
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epidemiyolojik �alÝßmanÝn gerekliliÛini ortaya �ÝkarmÝßtÝr.
B�yle bir �alÝßma, hastalÝÛa karßÝ etkili kontrol
stratejilerinin gelißtirilmesine de ÝßÝk tutacaktÝr. Etkili
kontrol stratejileri gelißtirmenin ilk ßartÝ infeksiyonun
erken teßhisi olup bu �alÝßmada kullanÝlan metodoloji bu
y�nde olumlu sinyaller vermißtir. �alÝßmada kullanÝlan
PZR tekniÛinin referans test olarak kabul edilen, fakat
�nemli dezavantajlarÝ bulunan k�lt�r metodundan daha
duyarlÝ olduÛu ortaya konduÛundan, subklinik
infeksiyonun erken teßhisinde k�lt�re alternatif olarak
kullanÝlabileceÛi sonucuna varÝldÝ. AyrÝca bu �alÝßmada M.
avium subsp. paratuberculosisÕin s�tle �nemli oranda
atÝldÝÛÝnÝn belirlenmesi, etkenin insanlardaki Crohn
hastalÝÛÝ ile ilißkisi olduÛu ve yapÝlan birka� �alÝßmada

past�rizasyona dayanÝklÝ olduÛu (18, 19) ileri
s�r�ld�Û�nden, parat�berk�lozun halk saÛlÝÛÝ y�n�nden
de dikkate alÝnmasÝ gerektiÛini ortaya �ÝkarmaktadÝr.
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