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SUMMARY

The aim of this study was to develop_two indirect ELISAs (i-ELISA) using heat-extracted antigens prepared
with the B. canis M- and B. abortus RB51 strains for the serologic diagnosis of B. canis infection in dogs.
Reference sera consisted of 16 agar gel immunodiffusion (AGID)-positive sera from animals with clinical signs
and positive bacterial isolation and 24 AGID-negative sera from healthy animals with no history or evidence
of canine brucellosis were used to assess diagnostic sensitivity and specificity of the tests. Using validation
panel, the cut-off values of ODsso 0.243 and 0.354 were selected to give 100 % diagnostic specificity and
sensitivity for B. abortus RB51 i-ELISA and B. canis M- i-ELISA, respectively. Based on these cut-off values, 113
serum samples taken from dog shelters in Sanliurfa and Bursa metropolitan municipalities tested by rapid
slide agglutination test (RSAT) and both i-ELISAs. Of the 47 dog sera tested from Sanlwurfa, 6 (12.8%) were
positive by RSAT, 3 (6.4%) were positive by B. abortus RB51-i-ELISA and two of the samples (4.2%) were
found positive by B. canis M- i-ELISA. Of the 66 serum samples from Bursa, 11 (16.6%) were found positive by
RSAT, 5 (7.6%) and 4 (6.1%) of which were confirmed by B. abortus RB51 i-ELISA and B. canis M- i-ELISA,
respectively. In conclusion, both B. abortus RB51 i-ELISA and B. canis M- i-ELISA yielded the same diagnostic
specificity and sensitivity with minor differences and it was thought that they could be used successfully as a
confirmatory test together with RSAT as a screening test.
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OZET

Brucella canis infeksiyonunun Serolojik Tamisinda iki Farkhi Brucella Susundan
Hazirlanan Antijenlerin indirekt ELISA’da Kullanilabilirliginin Arastirilmasi

Bu calismada, B. canis infeksiyonunun serolojik teshisi i¢in B. canis M- ve B.abortus RB51 suslarindan
hazirlanan antijenlerin kullanildig: indirekt ELISA (i-ELISA) gelistirilmesi amac¢lanmistir. B. canis infeksiyonu
etken izolasyonu ve agar jel immunodiffuzyon (AGID) testi ile dogrulanmis 16 adet pozitif serum ve B. canis
infeksiyonu yoniinden hig¢bir klinik belirti gdstermeyen AGID negatif 24 adet serum testin duyarhiligl ve
ozgilliigini saptamak i¢in referans serumlar olarak kullanilmistir. Validasyon paneli kullanilarak, tanisal
duyarlilik ve 6zgilliigii %100 verecek esik degeri B. abortus RB51 i-ELISA i¢in OD4so 0.243 ve B. canis M- i-
ELISA i¢in OD4so 0.354 olarak belirlenmistir. Saptanan esik deger géz oniine alinarak, Sanlurfa ve Bursa
Biiyiiksehir Belediyesi Kopek Barmaklarindan temin edilen 113 adet képek serumu ¢abuk lam agliitinasyon
testi (CLAT) ve gelistirilen iki i-ELISA prototipi ile test edilmistir. Sanlurfa ilinden temin edilen 47 kopek
serumundan 6’s1 (%12.8) CLAT ile, 3'G (%6.4) B. abortus RB51 i-ELISA ile ve ikisi (%4.2) de B. canis M- i-
ELISA ile pozitif bulunmustur. Bursa ilinden temin edilen 66 adet képek serumundan 11'i (%16.6) CLAT ile,
5'i (%7.6) B. abortus RB51 i-ELISA ile ve 4’li (%6.1) de B. canis M- i-ELISA ile pozitif bulunmustur. Sonucta B.
abortus RB51 i-ELISA ve B. canis M- i-ELISA'min kii¢iik farklhiliklar ile benzer duyarhilik ve o6zgiillik
gosterdikleri ve bu testlerin kopeklerde B. canis infeksiyonunda dogrulayici test olarak CLAT ile birlikte
basarili bir sekilde kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Brucella canis M -, Brucella abortus RB51, i-ELISA, seroloji, kipek

GIRiS

kopeklerin reprodiiktif hayatlarin1 sona erdirebildiginden
degerli irklarda 6zel bir 6neme sahiptir (Carmichael ve ark

B. canis infeksiyonu karnivorlarin abort ve infertilite ile 1966, Wanke 2004, Hollett 2006). Hastaligin tedavisinde

karakterize bulasici bir hastaligidir. Hastalik disi ve erkek

antibiyotik kullanimi tatminkar sonuglar
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olusturamadigindan odnerilmemektedir. Aynm1 sekilde
bugiine kadar yapilan calismalarda B. canis’e kars1 etkili
bir as1 gelistirilememistir. Yapilan bir arastirmada B.
canis’in serum ve kanda 59, safra ve idrarda 17 giin canl
kalabilecegi bildirilmistir (Yardimci ve ark 1998). Bu
durumda hastaligin bulasmasini 6nleyen gerekli hijyenik
tedbirlerin alinmasi ve belli araliklarla yapilan serolojik
yoklamalarda pozitif bulunanlarin eliminasyonu, hastaligin
kontrol ve eradikasyonunda temel ilkeleri olusturmaktadir
(Carmichael ve Kenney 1970, Pickerill 1970, Carmichael
1990). Dolayis1 ile hastaligin serolojik teshisi hastaligin
kontroliindeki ilk 6nemli basamagi teskil etmektedir.
Kopek brusellozunun rutin serolojik tanisinda genellikle 2
merkaptoetanol katilan ya da katilmayan tiip agliitinasyon
testi (2-ME-TAT, TAT), cabuk lam agliitinasyon testi
(CLAT, 2-ME-LAT), agar jel immunodiffuzyon (AGID) testi,
komplement  fiksasyon testi (KFT) ve  ELISA
kullanilmaktadir (Badakhsh ve ark 1982, Currier ve ark
1982, Carmichael ve Joubert 1987, Alton ve ark 1988,
Carmichael 1990, Mateu-de-antonio ve ark 1994). Ancak;
otoagliitinasyon  olusturacagi icin hemoliz olmus
serumlarin kullanilamamasi, kronik evrelerdeki ve heniiz
bakteriyeminin gelismedigi erken evrelerde antikor
titrelerini saptamadaki yetersizlikleri, olusturdugu prozon
fenomeni ve testte seri diliisyon yapmanin yarattig
zorluklar gibi baz1 dezavantajlar, TAT'1n klinik amagh genis
capta kullanimimi smirlandirmistir. Ayrica AGID ve KFT
testlerinin gerek standardizasyonlar1 ve gerekse testlerin
uygulanmasinin komplike olmasi bu testlerin yaygin
olarak kullanilmasini dnlemektedir. CLAT ¢ok pratik ve
giivenilir bir tarama testidir ancak bu testle saptanan ¢ok
sayidaki yanlis pozitiflerin konfirme edici bir testle
dogrulanmasi gerekmektedir (Badakhsh ve ark 1982,
Currier ve ark 1982, Carmichael ve Joubert 1987, Lucero
ve ark 2002, Lopez ve ark 2005, Oliveira ve ark 2011). Bu
baglamda i-ELISA halen hastalifin serolojik teshisinde
kullanilan en 6zgiil ve duyarll test kabul edilmektedir
(Wanke 2004, Hollett 2006).

Bu calismada, karnivorlarda abort ve infertilitenin 6nemli
bir etkeni olan B. canis infeksiyonunun serolojik
teshisinde, konfirme edici olarak kabul edilen farkl bir
ELISA yonteminin gelistirilmesi ve bu yontemde farkl iki
susun kullanilarak test sonuglarinin 6zgiilliikk ve duyarlhlik
acisindan karsilastirilmasi amaglanmigstir.

MATERYAL ve METOT
Bakteriyel suslar

Calismada i-ELISA igin gerekli antijen {retiminde
kullanilan B. canis M- susu Dr. Carmicheal’dan (Cornell
Universitesi, Baker Enstitiisii, Ithaca, ABD) ve B. abortus
RB51 susu Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Brucella
Ulusal Referens Laboratuvarr’'ndan temin edilmistir.

Besiyerleri

Bakteriyel suslarin tiretilmesinde ve biyotip kontrollerinde
Triptik soy agara (Oxoid) % 5-10 oraninda inaktif fotal
buzagi serumu (Biochrom) katilarak hazirlanan serum
dekstroz agar (SDA), thionin besiyeri, bazik fuksin besiyeri
ve safranin besiyerleri kullanilmistir (Alton ve ark 1988).

Brucella fajlar

Testlerde laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulunan
Thilisi, R/C ve R fajlar1 kullanilmistir.

Serum ornekleri

Calismada Sanhurfa ili Bilyiiksehir Belediyesi kopek
barinagindan Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD’a daha onceki yillarda teshis amaciyla
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gonderilen ve -20°C’de saklanan 47 ve Bursa Ili
Biiyliksehir Belediyesi kopek barinagindan Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD’a daha
onceki yillarda teshis amaciyla gonderilen ve -202C’de
saklanan 66 olmak iizere toplam 113 kopek serumu test
edildi.

Pozitif ve negatif serumlar

iki farklh antijen ile hazirlanan indirekt ELISA
prototiplerinin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin belirlenmesi
amaciyla hastaligin klinik belirtilerini gosteren ve etken
izolasyonunun yapildig1 kdpeklere ait AGID pozitif olan 16
adet pozitif serum ile hastaliga 6zgii hicbir klinik belirti
gostermeyen AGID ve CLAT testleri ile negatif bulunan
saglikli kopeklerden elde edilen 24 adet serum referans
ornekler olarak kullanildi. Referens oérnekler Centro de
Investigaciéon Veterinaria de Tandil (CIVETAN), CONICET,
Arjantin, Prof. S. Estein’den temin edildi.

Metot

Liyofilize suglar 0.5 ml PBS (pH 7.2) ile sulandirildi, 3 adet
SDA’a ekildi ve 372C’de 3 giin siire ile aerobik olarak
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi iireyen koloniler saflik
yoniinden kontrol edildikten sonra klasik yontemlere gore
identifikasyonlar1 yapildi ve referans suslarin kiiltiirel
ozelliklerine uygunlugu yoniinden dogrulandi (Alton ve
ark 1988).

Kiilttirel 6zellikleri dogrulanmis suslarin her birinden bir
6ze dolusu alinarak yatik SDA tiiplerine ekim yapild1 ve
kiiltirler 37°C'de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra lireyen
koloniler 50 ml steril PBS (0.15M) ile topland1 ve elde
edilen bakteri solusyonlari (B. canis M- ve B. abortus RB51)
60°C’'de su banyosunda 1 saat tutularak ile 1s1 ile inaktive
edildi.

Antijenin hazirlanmasi

Antijen iretimi Barrouin-Melo ve ark.(2007) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapildi ve daha sonra ELISA solid
faz antijeni olarak kullanilmak tizere -20 2C’de sakland1.

indirekt ELISA teknigi

indirekt ELISA  farkh  arastiriclarin  bildirdikleri
yontemlerin bir kombinasyonu olarak yapildi1 (Mateu-de-
antonio ve ark 1994, Barrouin-Melo ve ark 2007, Nielsen
ve ark 2007). Yeni bir ELISA prototipi gelistirilecegi icin
kullanilacak  antijenlerin  ve konjugatin  testte
kullanilacaklari optimum diltisyonlari, kontrol
serumlarinin  farkli diliisyonlar1 kullanilarak ¢apraz
titrasyon ile belirlendi. Bunun i¢in karsilikl titrasyonlari
yapilarak ve pozitif ve negatif serum arasinda en biiyiik
farki olusturan dilusyon optimum titre olarak secildi.
Hazirlanan ELISA solid faz antijeni,0.05 M sodyum
karbonat (pH 9.6) antijen kaplama tampon solusyonu
icinde, konsantrasyonu antijen ve konjugat dilusyonlarinin
optimizasyonunda belirlenen oranda olacak sekilde
sulandirildi ve 96 gozli diiz tabanh polistiren pleytlerin
(NUNC 692620) tiim kuyucuklarina 200 pl olarak taksim
edildi. Antijenle kaplanan pleytler 4 °C de 18-24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra pleytler % 0.05 Tween 20 iceren
PBS (PBS/T) ile 5 kez yikandi. Daha sonra PBS/T ic¢inde
1/100 oraninda diliisyonlar1 yapilmis pozitif ve negatif
serumlar 100 pl olacak sekilde serum numunesinden
dublike olmak ilizere pleyte konuldu. Calismada yapilan
tlim testlerde sonuglarin glvenilirligi ve
tekrarlanilabilirligi agisindan standart olarak ayni pozitif
ve negatif B. canis serumlar1 kullanildi. Hazirlanan pleytler
tistii kapali olarak oda 1sisinda 1 saat siire ile inkiibe
edildikten sonra 5 kez PBS/T yikandi ve sonra horse
radish peroxidase (HRPO) ile isaretlenmis protein A/G
konjugati (ImmunoPure, Pierce LAB) firiiniin ¢alismada
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belirlenen dilusyonu PBS/T icinde sulandirilarak tiim
kuyucuklara 100 pl olarak ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyonu takiben pleytler tekrar 5 kez PBS/T ile
yikanarak ve iizerine 100 pl kromojenik substrat (0.05 M
sitrat tamponu pH 4.5 i¢cinde 4.0 mM H202 ve 1.0 mM 2,2’-
azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6 stlfonik asit)
diammonyum tuzu) ilave edildi. Pleytlere oda 1sisinda 10-
15 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu yavaslatmak
icin 100 pl 1 mM sodyum azid ilave edilerek otomatik
ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 450 nm’de
absorbans degerleri okundu.

istatistiksel analiz

Gercek pozitif ve gercek negatif serumlar kullanilarak elde
edilen sonuclar SPSS 17.0 paket programinda Receiver
Operator Characteristics (ROC) ile analiz edildi
(Schoonjans ve ark 1995). Tanisal 6zgiilliik ve duyarhiligin
%100 olarak verecek esik degerleri ROC analizi ile
belirlendi.

Tablo 2. Bursa kopek barinagindan toplanan képek kan
serumlarinin serolojik test sonuglari

Table 2. Serological test results of dog sera collected from
dog shelter of Bursa.

BULGULAR

Calismada gelistirilen iki ayr1 ELISA prototipinin esik
degerinin belirlenmesinde gercek pozitif ve gercek negatif
validasyon paneli kullanilarak, B. abortus RB51 i-ELISA
icin OD4so 0.243 ve B. canis M- i-ELISA i¢in OD4so 0.354,
tanisal duyarlilik ve 6zgiilligiin her ikisinin %100 oldugu
esik degerler olarak belirlendi. Elde edilen sonuclara gore
B. abortus RB51 i-ELISA icin optik yogunluk degeri 0.243
ve B. canis M- i-ELISA i¢in optik yogunluk degeri 0.354’lin
iizerinde olan tiim test serumlar1 B. canis infeksiyonu icin
pozitif kabul edildii Bu amagla Sanlurfa ve Bursa
Biiyiiksehir Belediyelerine bagli képek barinaklarindan
aliman serumlar gelistirilen iki ELISA prototipi ve CLAT
antijeni ile test edildiler. Sanlurfa ilinden temin edilen 25’i
disi ve 22’si erkek olmak {izere toplam 47 képekten alinan
kan serumunun %12.8’i CLAT ile, % 6.4’ B. abortus RB51
i-ELISA ile ve %4.2’si B. canis M-i-ELISA ile pozitif bulundu
(Tablo 1).

Bursa ilinden temin edilen 37’si disi ve 29’u erkek olmak
uizere toplam 66 kopekten alinan kan serumunun % 16.6’s1
CLAT ile, % 7.6’s1 B. abortus RB51 i-ELISA ile ve % 6.1'i B.
canis M- i-ELISA ile pozitif bulundu (Tablo 2).

Tablo 1. Sanliurfa kopek barinagindan toplanan képek kan
serumlarinin serolojik test sonuglari

Table 1. Serological test results of dog sera collected from
dog shelter of Sanhurfa.

Serum Cinsiyet i-ELISA i-ELISA
Sayis1  (Disi:25) CLAT B abortus B. canis
n:47 (Erkek:22) RB51 M-
1 Disi + + +
1 Erkek + + +
1 Disi + + -
2 Disi + - -
1 Erkek + - -
21 Disi - - -
20 Erkek - - -
6 3 2

(%12.8)  (%64)  (%4.2)

Serum Cinsiyet i-ELISA ELISA
Sayisi (Disi:37) CLAT B. abortus  B. canis
n:66 (Erkek:29) RB51 M-

4 Disi + + +

1 Disi + + -

5 Erkek + - -

1 Disi + - -
31 Disi - - -
24 Erkek - - -

11 5 4
(%16.6) (%7.6) (%6.1)
TARTISMA ve SONUC

B. canis kopeklerde infertilite, abort ve {ireme
bozukluklarina neden olmaktadir. B. canis infeksiyonu bir
kopek ciftligine girdiginde hizla yayilir. Abort yapan disiler
etkeni vajinal akintilari ile 1010 CFU/ml diizeyinde, benzer
olarak erkekler de etkeni sperma ile aylarca sacarlar
(Carmichael ve Kenney 1970, Wanke 2004). Klinik olarak
normal goriinen kopeklerde veneral bulasmanin en
azindan iki y1l daha devam edebildigi g6z Oniine
alindiginda hastaligin kontroliinde bulasmay1 o6nleyici
tedbirlerin alinmasinin  6nemi ortaya c¢ikmaktadir.
Bulasmay1 6nlemek icin de oncelikle hasta hayvanlarin
dogru bir sekilde ve vakit kaybetmeden teshis edilmesi en
temel adimdir.

Smooth suslar ile meydana gelen klasik bruselloz ihbari
mecburi bir hastalik olmasina karsilik B. canis tarafindan
olusturulan kopek brusellozu zoonotik karakterine
ragmen bildirimi zorunlu bir hastalik degildir. Bu nedenle
hastaligin  kopeklerdeki insidansi smirlh  bir takim
serosurveylerden elde edilen bulgular 15181nda
degerlendirilmektedir. Bunun en 6nemli nedenlerinden
biri ticari olarak standardize bir test antijeninin mevcut
olmamasi olabilir. Calismamizda bu eksikliklerden yola
cikilarak B. canis infeksiyonlarinin teshisinde duyarliligi ve
ozgilliigli yiiksek olan, kopeklerde ve zoonoz olmasi
nedeni ile insanlarda hastaligin durumunu daha saglikli
degerlendirmeye olanak veren bir ELISA gelistirilerek
rutin serolojik tanida CLAT tarama testinden sonra
dogrulayici test olarak kullanilmasi hedeflenmistir.

Calismada pozitif CLAT sonuglarimin ELISA’da alinan
pozitif sonuglara gore daha fazla olmasi diger ¢alismalar ile
paralellik gostermektedir (Lucero ve ark 2002, Lopez ve
ark 2009, Escobar ve ark 2010, Ugan ve ark 2010). Bu
durum ya hastaligin ¢ok erken devresinde olabilecegi
seklinde ya da daha biiyiik bir olasilikla yanhs pozitiflik
olarak degerlendirilebilir. Zira, CLAT'mn B. canis
infeksiyonunun erken devrelerinde olusan spesifik
immunoglobulin M (Ig M)leri en erken 1-2 hafta da
saptamaktadir. CLAT’1n yaygin ve pratik bir test olmasina
karsin en biiyiik dezavantajinin diisiik 6zgiilliigii sebebi ile
saptadigi c¢ok sayida yanhs pozitif olgular oldugu
bildirilmektedir (Currier 1982, Alton ve ark 1988, Ucan ve
ark 2010). B. canis hiicre duvar1 LPS antijenlerinin, rough
Brucella tir ve suslarinin ve Actinobacilus equuli,
Bordetella  bronchiseptica, ~ Pseudomonas  spp. ve
Staphylococcus  epidermidis  gibi  etkenlerin  R-LPS
tabakalarinin benzerlik gosterdigi ve bunun da capraz
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reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Zoha ve
Carmichael 1981, Moreno ve ark 1984, Carmichael 1990).

iki farkh antijen ile hazirlanan i-ELISA prototiplerinin
duyarlilk ve ozgiillikleri birbirine olduk¢a yakin
bulunmustur. Ancak B. abortus RB51 i-ELISA ile B. canis M-
i-ELISA’ya gore daha fazla pozitiflik saptanmasi, bu testin
daha duyarli ancak daha az 6zgiil bir test olabilecegini
distindiirmektedir. Bu kaniy1 test etmek icin gercek
infekte ve gercek infekte olmayan populasyonlardan
alimacak ¢ok sayida serumdan olusan validasyon panelleri
ile yapilacak c¢alismalara ihtiya¢ duyulabilir. Cesitli
arastiricilar B. canis M- susundan hazirlanmis antijenle i-
ELISA gelistirmis ve arastirmamizda elde edilen sonuglara
benzer bir sekilde, duyarlilik ve dzgiilligi ytiksek bir test
olarak hastaligin serolojik tanisinda dogrulayicit olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir (Mateu-de-antonio ve
ark 1993, Lucero ver ark 2002, Wanke ve ark 2002, Lopez
ve ark 2009). B. canis M- susu B. canis’in daha az mukoid
olan bir M- varyant susudur. Bu varyant sus daha az
mukoid o6zellige sahip olmasinin yani sira daha az
hidrofobik ve net negatif yiike sahiptir. Bu 6zellikleri, bu
susu serolojik testler i¢in ideal bir aday yapmakta, gerek
CLAT ve gerekse ELISA da yalanci pozitiflik oranini 6nemli
bir oranda diistirmektedir (Zoha ve Carmichael 1981, Zoha
ve Carmichael 1982, Carmichael ve Joubert 1987,
Carmichael 1990). Bu nedenle testin spesifikligini artirmak
icin calismamizda bu sustan hazirlanan bir ELISA prototipi
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bazi arastiricilar hiicre duvar
yapisinin B. canis’e benzerligi dolayisi ile B. abortus RB51
susundan hazirlanmis ELISA modelleri ile calismislar ve
olumlu sonugclar aldiklarini belirtmislerdir (Nielsen ve ark
2004, Escobar ve ark 2010). B. abortus RB51 susundan
hazirlanan R-LPS’'in antijen olarak kullanildigi ELISA
modelinde képek serumlarinda, %95.3 duyarhlik ve %100
ozgullik saptandigr belirtilmistir. Bu yiiksek o6zgulligi
arastiricilar saf olarak sadece R-LPS kullandiklarina
baglamiglardir (Nielsen ve ark 2004). Bu ¢alismada her iki
susun sicak tuzlu su ekstraktlar1 kullanildi. Bu antijen
hazirlama metodu basit, pahali ve komplike ekipmanlara
ihtiyac gostermeyen ve orta olgekli ¢ogu laboratuarda
hazirlanacak bir yéntemdir. Bu antijen ¢ogunlukla R-LPS
icermekle beraber bir takim yiizey protein antijenlerini de
icermektedir. Bu tarz hazirlanmis ekstraktlarin sadece
RLPS temelli testlere gére daha duyarli ve hemen hemen
ayni ozgililliikte oldugu belirtilmektedir (Mateu-de-antonio
ve ark 1994, Lucero ve ark 2002, Barrouin-Melo ve ark
2007). Yapilan bu ¢alismada enzimle isaretlenmis spesifik
kopek immunoglobulini yerine Fc bolgesine baglanan
enzimle isaretli A/G proteini kullanilmistir. Bu sekilde
testin tiim tiirlerde kullanilabilmesi bir avantaj olmaktadir.
Bunun yani sira bu konjugat kullaniminin IgG ve IgA’lar1 da
saptayarak kopeklerin klinik durumlarinin daha saglikh
degerlendirilmesine olanak saglayacagi bildirilmektedir
(Lucero ve ark 2002).

ELISA prototiplerinin her ikisi ile de alinan sonuglar
yaklasik % 4-8 arasinda bir pozitiflik ortaya koymaktadir.
Bu sonuglar Tirkiye’de benzer c¢alisma sonuglar1 ile
uyumluluk géstermektedir (istanbulluoglu ve Diker 1983,
Diker ve ark 1984, Diker ve ark 1987, Oncel ve ark 2005,
Ucan ve ark 2010). Benzer ¢alismalarin artmasi tilkemizde
hastaligin daha saghklh degerlendirilmesine olanak
vereceKktir.

Bu c¢alismada, B. canis infeksiyonlarinin teshisinde
duyarhilig ve 6zgiilliigl yliksek olan, kopeklerde hastaligin
durumunu daha saglikli degerlendirmeye olanak veren B.
abortus RB51 ve B. canis M- suslarinin sicak tuzlu su
ekstraktindan hazirlanan antijenlerle iki ELISA prototipi
gelistirilmigtir.  Ozgiilligii ve duyarliliginin yiiksek
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olmasinin yani sira, ¢alismamizda kullanilan antijenin
hazirlanmasinin ve uygulanmasinin uygun, basit ve diisiik
maliyet gerektirmesi gelistirilen prototiplerin avantajlari
arasindadir. Testte konjugat olarak hayvan tiiriine 6zgi
enzim isaretli immunoglobulin yerine tlim
immunoglobulinlerin Fc pargasina baglanan enzim isaretli
rekombinant proten A/G kullanildigindan, bu ELISA
prototipleri, tlilkemizde hastaligin sadece karnivorlarda
degil, zoonoz olmasi nedeni ile insanlarda ve ayrica B.
ovis’e benzerligi nedeni ile koyun ve kegilerdeki B. ovis
infeksiyonlarinin teshisinde de kullanilabilecektir.

Sonugta B. abortus RB51 i-ELISA ve B. canis M- i-ELISA'nin
benzer duyarlilik ve 6zgiilliikk gosterdikleri ve kopeklerde
B. canis infeksiyonunda dogrulayic test olarak CLAT ile
birlikte kullanilabilecek giivenilir, pratik ve ekonomik
testler oldugu kanisina varildi.
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