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Oz: Bu calismada, Brucella ovis’e karsi humoral yanitin degerlendiriimesinde kullaniimak (izere, bu bakterinin farkl
antijenik fraksiyonlarindan hazirlanan antijenlerin karsilastiriimasiyla bir Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) prototipinin gelistiriimesi amaglandi. Bu amagcla, dort farkli antijen (Hot salin ekstrakt, Rough Lipopolisakkarit,
Faj lizat 1 ve Faj lizat 2), 84 koyun serum 6rnegi ile test edildi. Brucella ovis agisindan ELISA seropozitiflikleri, kullani-
lan antijenlere gore sirasiyla %14.3, %13.1, %10.7 ve %15.5 olarak saptandi. En ylksek pozitiflik orani Faj lizat 2 ile
elde edildi, ancak, Brucella ovis’e karsi olusan antikorlarin ELISA ile belirlenmesi igin kullanilan 4 farkli antijenin test
sonuglari arasindaki farklilik, istatistiki acidan énemsiz (x?=0.89; P>0.05) bulundu. Sonug olarak, gelecekteki calisma-
larda, Faj lizat 2 antijeni kullanilarak ELISA ile test edilen gok daha fazla serum 6rnegi igin elde edilen sonuglarin,
komplement fikzasyon testi ve agar jel immunodifiizyon testi gibi standart testler ve temin edilebilecek ticari kitlerin
sonuglari ile karsilastinimasina ihtiyag duyulacadi ve bdylece in house ELISA prototipinin ticarilesme potansiyelinin
daha saglikli olarak degerlendirilebilecedi kanisina varildi. Ayrica, az sayida serum 6rnegiyle elde edilen seropozitiflik
orani goz oninde bulunduruldugunda, Turkiye'nin farkh bolgelerini kapsayan daha fazla sayida serum ornegi ile genis
Olgekli bir serolojik ¢galismanin yapilmasi ile tlkemizdeki gergek hastalik durumunun ortaya gikarilabilecegi disunul-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Brucella ovis, ELISA, koyun

Development of an In House Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Prototype Using Different Anti-
gens for Serological Diagnosis of Brucella ovis

Abstract: In this study, it was aimed to develop an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) prototype to evalua-
te humoral immune response against Brucella ovis by using different antigenic fractions from bacteria comparatively.
For this purpose, four different antigens, namely Hot saline extract, Rough Lipopolysaccharide, Phage lysate 1, and
Phage lysate 2 were used to test 84 sheep serum samples in ELISA. Seropositivity rates were, 14.3%, 13.1%, 10.7%,
and 15.5%, respectively. Although the highest seropositivity rate was obtained by using the Phage lysate 2 antigen, it
did not reach the level of statistical significance (x°=0.89; P>0.05) difference between these antigens. It was concluded
that in future studies, there would be a need for comparing the results of more serum samples tested in ELISA using
Phage lysate 2 with the results of standard serological tests such as complement fixation test and agar gel immunodif-
fusion test or available commercial ELISA kit. Thus, the potential possibility of commercialization of a new in-house
ELISA prototype will be evaluated more realistically. Given the seropositivity rate of Brucella ovis infection obtained by
using a small number of serum samples, a large-scale serological study with greater serum samples from different
parts of Turkey will reveal the real disease situation in our country.
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Girig bulundugu sanilmaktadir. B. ovis, koclarda epididimi-

o ) . ) tis, koyunlarda ise plasentitis ve abort ile kendini gos-
Brucella ovis'in (B. ovis) neden oldugu hastalik, ilk teren, siride fertilitenin ciddi bir sekilde azalmasina
olarak 1953 yilinda Avustralya’da bildirilmistir. O gtn- neden olan genital bir hastalik etkenidir. Hastaligin
den glniimtze, hastaligin Kuzey Amerika, Yeni Ze- diinya genelinde bir yayilim gésterdigi diisiiniiimekte-
landa ve Giiney Avrupa dahil olmak lzere, dinya dir (Blasco, 1990). Hastaligin Ulkemizdeki varlid,
zerinde koyun vyetistiriciligi yapilan birgok Ulkede yapilan az sayidaki serolojik calisma ile ortaya kon-

mus ve ELISA ve Komplement fikzasyon testi (KFT)
ile %3.3 ile %65.1 arasinda degisen bir seropozitiflik
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Tel ve ark., 2016), B. ovis Turkiye’de 2018 yilina ka-
dar hig izole edilememistir. Erdenlig Glrbilek ve ark.
(2018), B. ovis'in ulkemizdeki ilk izolasyonunu Suri-
ye’'den ulkemize gelen bir kogta gerceklestirmiglerdir.

Dunyada ilk kez 1950’li yillarda tanimlanan B. ovis,
koyun yetistiriciliginin yapildigi bircok Ulkede koglarda
epididimitis ve koyunlarda ise plasentitis ve abortusa
neden olmaktadir (Corbel, 1985). Klinik olarak infekte
koglarin sadece %50’sinin epididimitis tablosu goster-
meleri ve ayni klinik tabloya neden olan bagka diger
infeksiy0z ajanlarin da olmasi sebebiyle klinik teshis,
yeterince duyarli bir teshis yolu sayilmamaktadir
(Blasco, 1990). infeksiyonun teghisinde yapilan bak-
teriyolojik incelemeler daha guvenli sonuglar vermesi-
ne ragmen izolasyon ve identifikasyonun gii¢ ve za-
man alici olmasi, etkenin dretilmesi icin inkubasyon
ortamina %5-10 CO, ilavesine ihtiya¢ duyulmasi,
etkenin semen ile her zaman c¢ikariimamasi gibi ne-
denlerle, epidemiyolojik calismalar genellikle serolojik
testlere dayandiriimistir (OIE, 2021). B. ovis, smooth
Brucella tirlerinden (B. abortus ve B. melitensis) fark-
Ii olarak hiicre duvarinda rough lipopolisakkarit (R-
LPS) yapisina sahiptir ve bu nedenle smooth Brucel-
la suglar ile aglutinasyon temelli testler ile capraz
reaksiyon gostermemektedir (Moreno ve ark., 1984).
Turitoglu (1992), Konya ilinde, koglarda bruselloz
prevalansinin serolojik metotlarla tespiti amaciyla
yurittigu galismada, 425 adet kan serumu 6rneginin,
44’Gnun (%10.4) B. ovis antikorlari yoninden pozitif,
381'inin (%89.6) negatif reaksiyon verdigini bildirmis-
tir. Ugan ve Aras (2007), yaptiklari ¢calismada Konya
ve Sivas Bolgelerindeki koglarda, B. ovis enfeksiyo-
nunun yayginhgini, Modifiye Mikro Pleyt Aglitinasyon
Teknigi (MPAT) kullanarak belilemek amaciyla, 35
ayri sUruden 264 adet kan serumunu inceledikleri
¢alismada, kan serumlarinin 149'unu (%56.4) negatif
ve 115'ini (%43.6) pozitif saptamislardir. Tel ve ark.
(2016), Sanlurfa, Diyarbakir ve Mardin illerinden
toplanan 183 kan serumunu, B. canis M (-) susundan
hazirlanan antijen ile test etmisler, i-ELISA ile B. ovis
yoninden seropozitiflik oranini %3.3 olarak bulmus-
lardir. Ayni serumlar ticari B. ovis ELISA kiti ile para-
lel galisiimis ve ayni sonuglar alinmistir.

Hastalgin tanisi, klinik tani, bakteri izolasyon ve
identifikasyonu ve serolojik testlere baglidir. Klinik
tani, epididimitis ve orsitis olusturan diger hastaliklar-
la (infeksiy6z hastalik etkenleri, B. melitensis, Actino-
bacillus seminis, Histophilus ovis, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Chlamydophila abortus ve non-
infeksiyoz travma orjinli spermatik granulom vb.) ka-
ristigi icin yeterince spesifik degildir. Diger taraftan
klinik muayenenin de yeterince duyarl olmadigi soy-
lenebilir. Clinkl infekte olan koglarin %50’si herhangi
bir klinik bulgu gdstermemektedir. Kiilttr, guvenli
olmasina ragmen gl¢ ve zaman alicidir. Ayrica, etke-
nin araliklarla digari atiliyor olmasi, kulttr duyarliligini
ciddi bir sekilde azaltmaktadir. Ayrica bakteriyolojik
testler, cok sayida hayvanin test edilmesi gereken
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durumlarda uygulanabilir degildir (OIE, 2021). Rutin
teshis icin en c¢ok basvurulan ydntemler, serolojik
testler gibi indirekt yontemlerdir. En yaygin kullanilan
serolojik testler KFT, Agar jel immunodifiizyon (AGID)
ve ELISA'dir (Myers ve ark., 1972; Worthington ve
ark., 1984; Cho ve ark.,1987). Hastaligin OIE tarafin-
dan kabul edilen resmi testi ise KFT'dir. Ancak bu
test, olduk¢a komplike ve 6zel ekipman ve deneyimli
personel gerektirmektedir. KFT’nin bir diger dezavan-
taji da R-LPS antijenlerinin olusturdugu anti komple-
menter aktivitedir (OIE, 2021). Dolayisiyla, hastaligin
teshisinde kolay ve hizli bir tani yonteminin gelistiril-
mesinin énemi ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin indirekt
ELISA ile teshisi amaci ile arastiricilar farkli antijenler
kullanarak testin duyarllik ve 6zgulligli konusunda
¢ok sayida calisma yapmiglardir (Estein ve ark.,
2002; Gall ve ark., 2003; Nielsen ve ark., 2007; Esco-
bar ve ark., 2010).

Brucella infeksiyonunun  serolojik  teshisinde
kullanilan antijenler, bakterinin ¢ok gesitli somatik ve
yuzey bilesenlerini igcermektedir. Non-smooth ve
dogal olarak rough bir organizma olan B. ovis’in
yuzey antijenleri ile Brucella canis, Brucella abortus
45/20, Brucella melitensis B115 gibi diger Rough
Brucella suslari ve Actinobacillus equuli, Bordetella
bronchiseptica, Pseudomonas spp. ve Staphylococ-
cus epidermidis gibi R-LPS tabakalarinin benzerlik
gOsterdigi diger bakteri tirlerinin mukoid suslarina
karsi gelisen antikorlar arasinda heterospesifik
reaksiyonlarin  oldugu bilinmektedir (Myers ve
ark.,1972; Corbel,1985; Nielsen ve ark., 2004). More-
no ve ark. (1984), B. ovis, B. canis, B. abortus 45/20
ve B. melitensis B115 rough suslarin R-LPS taba-
kalarini ¢ikarip immunokimyasal analizlerini yap-
miglar ve B. ovis'in R-LPS’lerinin immonodiffiizyon
testinde gdsterdigi kismi benzerlik ile B. melitensis, B.
abortus ve B. canis R-LPS’lerinden ayrildigini
gostermislerdir. B. ovis’in R-LPS’sine karsi olustu-
rulan immunserumun sadece homolog antijen ile
aglitinasyon verdigi, diger rough Brucella hiicreleri ile
aglutinasyon vermedigini saptamiglardir. Calismada
kullanilan dért rough susun LPS tabakalarinin
biyokimyasal analizinde en yuksek keodeoksioktonat
ve glukozamin oranlari B. ovis’ te bulunurken, en
yuksek yagd asitleri B. melitensis B115 te ve en
yuksek glukoz orani B. abortus 45/20 de bulun-
mustur. Protein, B. ovis ve B. canis in R-LPS taba-
kasinda hi¢ bulunmazken, diger ikisinde esit miktarda
olmak Uzere, smooth LPS tabakasinin (gte Dbiri
oraninda bulunmustur. Zoha ve Carmicheal, (1982),
B. canis M (-) susunun daha az mukoid ve disik
patojeniteye sahip oldugunu ve serolojik calismalar
icin uygun oldugunu belirtmiglerdir.

Nielsen ve ark. (2004), B. abortus RB 51 susundan
elde edilen rough lipopolisakkaritlerin B. ovis, B. ca-
nis ve B. abortus RB51 tirlerine karsi ELISA igin
kullanilabilecegini  belirtmigtir. Benzer olarak, B.
ovis’in B. canis ile ortak antijenik bilesenler icerdigi


file:///C:/Users/acer/Desktop/makale/Makale10-Ahmet%20Murat%20SAYTEKİN.doc#bookmark20#bookmark20
file:///C:/Users/acer/Desktop/makale/Makale10-Ahmet%20Murat%20SAYTEKİN.doc#bookmark20#bookmark20
file:///C:/Users/acer/Desktop/makale/Makale10-Ahmet%20Murat%20SAYTEKİN.doc#bookmark20#bookmark20

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(3): 168-174

icin B. ovis'ten hazirlanan antijenler ile yapilan
ELISA’nin B. canis infeksiyonunu da saptayabilecegi
belirtiimektedir (Lopez ve ark., 2005). Barrouin-Melo
ve ark. (2007), yaptiklari bir calismada 1sida eriyebilir
tum bakteri ekstraktini antijen olarak kullandiklari
ELISA’da, duyarlihdi %95 ve 6zgulligld %91 olarak
bulmuslardir.

Bu calismada da B. ovis'in farkh antijenik fraksiyonla-
rinin kullanildigi ELISA prototiplerinin referans pozitif
ve negatif serum panelleri kullanilarak ve birbirileri ile
kiyaslanarak indirekt tani agisindan degerlendiriime-
leri amaglandi.

Gereg ve Yontem

Bakteriyel sus ve faj: Antijen hazirlanmasi icin Har-
ran Universitesi Veteriner Fakdiltesi Mikrobiyoloji Ana
Bilim Dali, kultir ve faj koleksiyonlarinda mevcut olan
B. ovis 63/290 ATCC referans susu ile 1X10* Rutin
test dilisyonunda (RTD) Brucella R/C faji kullanildi.

Pozitif ve negatif serum érnekleri: OIE'nin Brusel-
loz icin Referans merkezi, Hayvan ve Bitki saghgi
Ajansi (APHA), Weybridge ingiltere’den temin edildi.
Ayrica Turkiye'de ilk kez tarafimizdan B. ovis izole
edilerek bildirimi yapilan kogtan alinan serum da vali-
dasyon calismalarinda gergek pozitif serum olarak
kullanildi.

Test serum érnekleri: Harran Universitesi Veteriner
Fakdultesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalr’'na teghis amag-
I getirilen 84 adet 2-5 yas araliginda, ivesi irki koyun-
lara ait kan serumlari kullanildi.

ELISA antijenlerinin hazirlanmasi

Hot salin ekstrakt (HSE) antijeninin hazirlanmasi:
B. ovis susu, serum dektroz agara ekilerek saflik
kontrolleri ve identifikasyonlari, referans suslara uy-
gunlugu, konvansiyonel yéntemlerle yapilarak dogru-
landi (Alton ve ark., 1988). Kultur 6zellikleri dogrulan-
mis suslarin sicak tuzlu suda ekstraksiyonlar (STE-
B. ovis) hazirlandi. Bu amagla suslara ait koloniler 50
ml steril PBS (pH 7.4) ile toplanarak elde edilen iki
ayri bakteri kiltart 60°C sicaklikta bulunan su banyo-
sunda 1 saat tutulmak sureti ile oldurdldu. Antijen
uretimi, Barrouin-Melo ve ark. (2007)nin bildirdigi
yonteme gbre yapildi ve oldurilen  kiltarler
3500xg’de 10 dakika sure ile 10°C’nin altinda santri-
fuj edildi, supernatant atildiktan sonra hicreler PBS
(pH 7.4) ile suspanse edilerek ayni sekilde iki kez
daha santriflij edilip yikandi. En son elde edilen pelet,
10 ml PBS ile sulandirildiktan sonra 120°C de 1.5
atmosfer basing altinda 20 dakika otoklavlandi. Daha
sonra hicreler 12000xg’de 20 dakika sire ile 4°C de
santrifilj edilerek slipernatant toplandi ve kigik mik-
tarlarda steril cryovial tiplere taksim edilerek -20°C
de, daha sonra ELISA solid faz antijeni olarak kulla-
nilmak Gzere saklandi.

Ahmet Murat SAYTEKIN

Rough Lipopolisakkarit (R-LPS) antijeninin hazir-
lanmasi: Bu amagla, Yi ve Hackett (2000) tarafindan
bildirilen Tri-Reagent yontemi, modifiye edilerek kulla-
nildi. Serum dekstroz agarda treyen B. ovis kolonileri
agar yuzeyinden steril distile su ile toplandiktan sonra
optik dansitesi ODsgonm=1.0 olarak ayarlandi. Topla-
nan kiltirler, su banyosunda 80°C'de 30 dakika bek-
letilerek Oldiruldi ve 6lu bakteri sispansiyonu, +4°
C’de, 3500 rpm’ de santriflij edilerek Ustteki besiyeri
uzaklastinldi, alttaki 6lU bakteri peleti toplanarak her
bir gram bakteri peleti icin 2 ml Tri-reagent eklendi.
Karisim oda sicakhdinda 10-15 dakika tam bir homo-
jenizasyon icin bekletilerek faz seperasyonu yarat-
mak icin her bir gram bakteri peleti miktarinda karigi-
ma 200 pl kloroform eklendi. Sispansiyon vorteks
kullanilarak hizlica karistirildi ve 10 dakika daha inku-
be edildi ve daha sonra 12000xg’de 10 dakika sure
ile santriflij edildi. BOylece su ve organik fazlar ayrildi.
Su fazi yeni bir 1.5 ml lik santrifij tiplne transfer
edildi. Organik fazin Ustiine 100 pl distile su eklene-
rek karisim tekrar 12000xg’de 10 dakika daha santri-
fuj edildi. Su fazi bir 6nceki su fazi ile kombine edile-
rek elde edilen bu Tri-reagent ile ekstrakte edilen
LPS ¢ozeltisi, -20°C de muhafaza edilen %95’lik eta-
nol iginde hazirlanan 0.375 M magnezyum klorid ile
karistinildi ve bu karigim 12000xg’de 15 dakika santri-
fuj edilerek olusan pelet, 200 pl distile su icinde sis-
panse edildi ve -20°C de daha sonra ELISA solid faz
antijeni olarak kullaniimak tGzere saklandi.

Faj lizat 1 (FL1) ve 2 (FL2) antijenlerinin hazirlan-
masi: B. ovis'in, %10 serum igeren triptik soy broth
besiyerinde, 24-48 saatlik log fazinda Gremis kulturd,
mililitresinde yaklasik 2x10® KOB/ml olacak sekilde
Mac Farland tip no 3’e gbére ayarlandi. Kulture,
1X10* RTD R/C faji, 1:50 (faj/bakteri) oraninda ilave
edildi. Faj ve kultur karigimi, 37°C de %5-10 CO,
iceren ortamda, 6-7 saat tam bir lizis ve kismi berrak-
lik elde edilene kadar inkiibe edildi (Saxena ve Raj,
2018). Bu slire sonunda kiultir santrifij edildi ve Ustte
kalan sivi faj lizat 1, alttaki pelet faj lizat 2 olarak isim-
lendirilerek saklandi.

ELISA: De Oliveira ve ark. (2011) tarafindan bildirilen
yontem, modifiye edilerek uygulandi. Bu amagla,
izole edilen antijenlerin her biri ayri ayri pozitif ve
negatif serumlar ve konjugat ile checkerboard analizi
yapildiktan sonra, en uygun antijen ve konjugat dilUs-
yon oranlari belirlendi. Belirlenen antijenlerin dilUs-
yonlari, karbonat-bikarbonat buffer (pH 9.6) ile yapila-
rak, 96 gozlu pleytin (NUNC, 269620, Denmark) her
kuyucuguna 100 pl olarak konuldu. Pleytler, %0.05
Tween ilaveli PBS (T-PBS) ile l¢ kez yikandi ve ar-
dindan pleytlerin bloklanmasi amaci ile %5 sittozu,
%0.05 Tween iceren PBS (BLOTTO) sollisyonu her
bir kuyucuga 350 pl konularak, pleytler oda isisinda
iki saat sure ile bloklandi. Daha sonra T-PBS iginde
1/100 olarak diltie edilen pozitif ve negatif kontrol ve
test serumlari, ilgili kuyucuklara 100 pl olarak konul-
du. Pleytler oda isisinda bir saat sire ile bekletildi.
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Yikama islemi yine U¢ kez uygulandiktan sonra
HRPO ile isaretli rekombinant A/G konjugati 1:10000
oraninda T-PBS (Pierce 32490) iginde diliie edilerek
her kuyucuga 100 pl olarak eklendi. Yikama iglemleri-
nin ardindan tzerine 100 pl kromojenik substrat (0.1
M sitrat tamponu (pH 5.5) icinde 2 pg ortho-
phenylenediamine ve %0.03 H,0,) ilave edildi. Pleyt-
ler oda isisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra
reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 100 pl 4N
H,SO, ilave edilerek pleytler otomatik ELISA okuyu-
cusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de absor-
bans degerleri okunarak kaydedildi. Negatif serum
OD’lerinini ortalamasina 3X standart deviasyon (SD)
degeri eklenerek ELISA esik degeri belirlendi.

Istatistiksel analiz: Antijen gruplari arasindaki pozi-
tiflik oranlari bakimindan farkhlidin énem kontrolleri
Pearson x2 analizi ile de@erlendirildi. Verilerin gbste-
rimi icin n (%) tanimlayici istatistikleri kullanildi. Veri-
lerin istatistiksel analizleri, IBM SPSS Statistics V.20
istatistik paket programi ile yapildi. Anlamhlik seviye-
si P<0.05 alinarak belirlendi.

Bulgular

84 serum oOrneginin farkli antijenler igin vermis oldugu
ELISA sonuglari, Tablo 1 ve Sekil 1 de gbsteriimekte-
dir.
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mesi igin kullanilan dort farkh antig'en arasindaki farkl-
lik, istatistiki agidan 6nemsiz (x"=0.89; P>0.05) bu-
lundu.

Tartisma ve Sonug

B. ovis infeksiyonu, maalesef bildirimi zorunlu bir
hastalik degildir. Ayrica bu hastaligin kontrolinde
zorunlu bir slrveyans da sart kosulmamistir. Bu
durum hastalikla mucadeleyi zorlagtirmakta ve etkili
kontrol dnlemlerinin alinmasini engellemektedir. Etkili
kontrol Onlemlerinin basinda ise hastaligin dogru
sekilde teshisinin yapilmasi gelmektedir. Ancak
hastaligin  serolojik teshisinde kullanilan testler
komplike olan ve ¢ok sayida d6rnedin islenmesinde
cok pratik olmayan KFT ve AGID testleridir. ELISA
ise bu ydntemlere gére daha duyarli ve 6zgll kabul
edilmekte ve ¢ok sayida &érnegin islenmesine izin
verebilecek pratiklikte bir yoéntemdir. B. ovis
infeksiyonlarinin her ne kadar halk sagligi agisindan
¢ok 6nem tasimadigi disunllse de, buyik ekonomik
kayiplara neden olmalari nedeniyle g6z ardi
edilmemesi  gerektiginden,  arastiricilar  kolay
uygulanmasi nedeniyle farkli antijenler kullanarak
ELISA’nin duyarlik ve 6zgulligini arttirmak igin ¢ok
sayida calisma yapmislardir (Estein ve ark., 2002;
Gall ve ark., 2003; Nielsen ve ark., 2007; Escobar ve
ark., 2010).

Tablo 1. In house ELISA’da kullanilan test antijenlerinin B. ovis antikorlarini belirleme oranlari

Antijen ELISA pozitif n (%) ELISA negatif n (%) Toplam P degeri
HSE 12 (14.3) 72 (85.7) 84 >0.05
R-LPS 11 (13.1) 73 (86.9) 84

Faj lizat 1 (FL1) 9(10.7) 75 (89.3) 84

Faj lizat 2 (FL2) 13 (15.5) 71 (84.5) 84

| I
8
2

HSE R-LPS Faj lizat 1 (FL1)
Sekil 1. B. ovis antikorlarini saptamada kullanilan
farkli antijenlerle elde edilen ELISA pozitiflik oranlari
(%).

Faj lizat 2 (FL2)

ELISA’da dort farkli antijen ile alinan pozitiflik oranlari
karsilastirildiginda, faj lizati pelet kismi (FL2) ile daha
ylksek oranda pozitiflik elde edildigi goruldd. Ancak
B. ovis’e karsi olugan antikorlarin iELISA ile belirlen-
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Simdiye kadar vyapilan ¢alismalarda B. ovis'in
zoonotik etkisinin aydinlatilamamasi ve bu zamana
kadar insan vakalarindan herhangi bir hastalik
bildiriminin yapilmamis olmasi, arastiricilar arasinda
bu etkenin zoonotik o6zelliginin olmadigi kanaatini
olusturmustur. Ancak son yillarda vyapilan bir
calismada etkenin hasta bir insandan izole edildigi ve
bu izolasyonun, yapilan bir calisma ile ilk kez
raporlandidi bildirilmistir (Zagelbaum ve ark., 2017).
Bu durum gecmisteki alglya bir soru igareti
getirmektedir. Bdylece, etkenin potansiyel zoonotik
bir ajan olmasi ihtimali, etken tanisinin da énemini bir
kat daha arttirmaktadir.

Nielsen ve ark. (2004), B. abortus RB 51 susundan
elde edilen rough lipopolisakkaritlerin B. ovis, B. ca-
nis ve B. abortus RB51 tirlerinin ELISA ile tanisi
amaciyla kullanilabileceg@ini belirtmislerdir. Benzer
olarak, B. ovis'in B. canis ile ortak antijenik yapilar
icermesi sebebiyle B. ovis'ten hazirlanan antijenler
ile yapilan ELISA’nin B. canis infeksiyonunu da sap-
tayabilecegi belirtiimektedir (Lopez ve ark., 2005).
Lopez ve ark. (2006), B. ovis’e karsi olugan antikorla-
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rin koyun sutlerinde iELISA teknidi ile arastiriimasin-
da, B. ovis ve B. canis antijenlerinin test antijeni ola-
rak kullanilabilirligini arastirmiglardir. Arastiricilar,
etkenlerin R-LPS yapilarini antijen olarak kullanarak
serum ve sUt 6rneklerini test etmisler, sonugta spesi-
fite ve sensitiviteyi %100 olarak hesaplamiglardir.
Barrouin-Melo ve ark. (2007), yaptiklar bir caligmada
Isida eriyebilir tim bakteri ekstraktini antijen olarak
kullandiklari ELISA igin duyarlihgi %95 ve 6zgulligu
%91 olarak bulmuslardir. Franga ve ark. (2014), B.
ovis infeksiyonlarini belirlemek igin rekombinant bir
proteini antijen olarak kullanmiglar ve bdylece gelis-
tirdikleri iELISA tekniginin, %100 sensitivite ve %90.2
spesifite oranina sahip oldugunu bildirmislerdir.

Chiarenza ve ark. (2017), bes ciftlikten toplanan 608
ko¢ serumunda yaptiklari galismada, B. ovis antikor-
lari agisindan serumlarda %11.2 seropozitiflik bul-
muslardir. Yine Chiarenza ve ark. (2018), 163 ciftlik-
ten 942 kog serum Orneginde ticari ELISA kiti ile %
10.3 oraninda B. ovis pozitifligi saptamislardir. Savic
ve ark. (2018), 2008-2009 yillari arasinda koyun ve
ko¢ serum 6rneginde yillara gore %0 ile %19.3 ara-
sinda degisen, ortalama %0.89, 2014 ile 2018 yillan
arasinda ise farkli bolgelerde %0 ile %26 arasinda
degisen, ortalama %6.15 olarak seroprevalans belir-
lemislerdir. Elderbrook ve ark. (2019), antijen olarak
HSE kullandiklari ELISA ile hayvan bazinda %0.53,
suru bazinda ise %22.5 seropozitif sonug elde etmis-
lerdir. Benzer olarak Elderbrook ve ark. (2020), 2.276
koyun serum 6rnegini iki farkli ELISA ile test etmisler
ve %0.88 ve %1.10 oraninda B. ovis antikorlari agi-
sindan seropozitiflik saptamiglardir. Praud ve ark.
(2012), 4599 kog¢ serumunda paralel olarak ticari bir
iELISA kiti ve KFT uygulayarak elde ettikleri sonugla-
ra goére ELISA tekniginin yliksek duyarlilik ve kabul
edilebilir 6zgullige sahip olmasindan dolayi kullanila-
bilecegini bildirmiglerdir.

Yapilan bu ¢alismada, kullanilan dort farkl antijen ile
iELISA tekniginin tanisal degeri belirlendi. Farkl anti-
jenler ile elde edilen sonuglar arasindaki fark, istatis-
tiki agidan 6nemsiz bulunmus olup elde edilen %10.7
ile %15.5 arasindaki seropozitiflik oranlari, arastirici-
larin bildirdigi verilerle uyumludur. Her ne kadar anti-
jenler arasi fark 6nemsiz bulunsa da en yuksek pozi-
tiflik elde edilen FL2 antijeninin ELISA igin kullanilabi-
lirligi, genis capli saha validasyonlarinin ardindan
belirlenecektir. Urliniin ticari kit haline dénistiiriilme-
si igin sonraki galismalarda, Urinin ¢ok daha fazla
serum 6rnegi ile, standart yontemler olan KFT, AGID
ve halihazirda mevcut ticari kitlerle karsilastirilmasi-
nin uygun olacagi distintimektedir.

B. ovis infeksiyonlarinin her ne kadar halk saghgi
acisindan ¢ok 6nem tasimadigi dislndlse de, ciftlik-
lerde neden oldugu atiklar ve ekonomik kayiplar ne-
deniyle lUlke hayvancihdi agisindan dnemlidir. Turki-
ye’de B. ovis infeksiyonlarinin ne siklikta gorildigi-
ne dair bir veri yoktur. Bugline kadar yapilmig sinirh
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ve lokal calismalar, hastaligin llkemizdeki gercek
durumunu ortaya c¢ikarmaktan oldukga uzaktir. Bu
calismada, ELISA igin antijen belirlenmesi 6ncelikli
amac¢ oldugu icin az sayida serum test edilebilmis
ancak azimsanmayacak bir seropozitiflik saptanmis-
tir. Bu nedenle, hastaligin gercek yayginliginin belir-
lenmesinin gerekliligi distnilmektedir. Bu amag igin
de her bodlgeden temin edilecek ¢cok sayida serumun
calisiimasi 6nem arz etmektedir. Calismada elde
edilen sonuclarla gelistirilecek ticari bir kit ile buyuk
6neme sahip epidemiyolojik veriler elde edilecek,
ayrica bulagsmanin azaltiimasiyla kayiplarin énlenme-
si, bliylik ekonomik fayda saglayacaktir.
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