Erciyes Univ Vet Fak Derg 2(2) 85-89, 2005
J Fac Vet Med Univ Erciyes 2(2) 85-89, 2005

Arastirma Makalesi
Research Article

Kanatli Hayvanlarda Bordetella avium’a Karsi olusan Antikorlarin
Mikroaglutinasyon (MAT), Indirekt Fluoresan Antikor (IFA) ve ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Teknikleri ile Saptanmasi
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Erciyes Universitesi, Veteriner Fakultesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri-TURKIYE

Ozet: Bu calismada, hindi ve broylerlerde B. avium infeksiyonunun varligi ELISA, MAT ve IFAT teknikleriyle arastiril-
di. Bu amagla Bolu, izmir, Bigadic yorelerinden 1050 hindi ve Ankara ¢evresinden 500 broyler serum érnegi incelendi.
Calisma sonucu hindi serum drneklerinin ELISA ile %27.1, MAT ile %21.0, IFAT ile %17.3'U pozitif, broyler serum 6r-
neklerinin ise ELISA ile %14,2, MAT ile %9.6, IFAT ile %7.2'si pozitif bulunmustur. Sonug olarak bu arastirmada ELISA
ile B. avium’a kars! daha fazla sayida seropozitiflik saptandi. Bununla birlikte IFAT ve MAT tekniklerinin de hastaligin
indirekt tanisinda kullanilabilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Bordetella avium, ELISA, IFAT, kanath hayvanlar, Mikroaglutinasyon testi

Detection of Antibodies in Poultry Produced Against Bordetella avium by Microagglutination (MAT), indirect
Fluorescence Antibody (IFA) and ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Techniques.

Summary: In this study B.avium infections were detected in broiler and turkey with ELISA, MAT and IFAT techniques.
For this aim, 1050 turkey sera samples collected from Bolu, Izmir, Bigadi¢ regions and 500 broiler sera samples
collected from Ankara region were analysed. It was found that 27.1%, 21.0% and 7.2% of turkey sera samples were
seropositive with ELISA, MAT and IFAT techniques, respectively, whereas,14.2%, 9.6% and 17.3% of broiler sera
samples were seropositive with ELISA, MAT and IFAT techniques, respectively. Consequently, more seropositive
results are obtained with ELISA technique, However, IFAT and MAT techniques can be used for the indirect diagnose
of B. avium infections.
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Giris (BHIA), MacConkey agar, Bordet Gengou,
Trypticase soy agar gibi bircok kati besiyerinde
Ureyebilir. Zenginlestiriimis buyyonda UGremesi so-
nucu filamentdz formlar gozlenir (1,4,7,13,18,21).

Son yillarda tavuk yetistiriciligi kadar hindi yetistiri-
ciligi de 6nem kazanarak, hizla yayginlasmaktadir.
Hizla biyilyen bu entegrasyonun en dnemli sorun-

larindan biri de kanatllarda sik¢a karsilasilan solu-
num sistemi infeksiyonlaridir. Solunum sistemi
infeksiyonlari kanathlarda canh agirlikta azalmaya,
yumurta kalitesinde ve veriminde azalmalara ve
o6lume neden olarak 6nemli ekonomik kayiplar
olusturmaktadir.

Bordetella avium, genc hindilerin st solunum yol-
larinin olduk¢a bulasici bir hastaligi olan hindi
korizasinin etkenidir. Hastalik oktlonazal akinti,
aksirik solunum gugligd, trakeal kollaps ve agirhk
kaybi ile karakterizedir ( 2, 7,11).

Hastaligin etkeni olan B. avium Gram negatif 0.2-
0.5 x 0.5-1 pum boyutlarinda, comak ya da
kokobasil seklinde, peritrik flagellal, hareketli kap-
sull, oksidaz ve katalaz pozitif, aerobik,
nonfermentatif ve nonhemolitik bir bakteridir. Etken

koyun kanh agar, Brain Heart Infusion agar
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* Ayni adli doktora tezinden 6zetlenmistir.

B. avium'un dogal konakgilari hindilerdir, ancak
etken tavuk, ordek ve kaz gibi diger kanath hay-
vanlardan da izole edilmistir. B. avium’'un neden
oldugu solunum sistemi sendromu, papagan ve
devekusunda da bildirilmistir (17). infeksiyon cok
bulasicidir ve sekonder bakteriyel infeksiyonlara
zemin hazirlar. Etken baslica solunum yoluyla bu-
lagir. Etkenin broylerlerde, 6zellikle, asilamalardan
sonra solunum sistemi hastaligi olusturdugu tespit
edilmistir (13,18).

Hastalikta tiksirma, profuze ve okuler burun
akintisi, dispnea ve ses degisikliginin yanisira so-
lunum gucliga dikkati ceker (3). Goz akintisi, ge-
nellikle, gbziin medial kantusunda ¢ok acik olmak-
la birlikte kivamh ve kopukla bir gérinimdedir.
Burun akintisi ise; baslangigta agik, daha sonra
yapiskan ve bulaniktir. Bu durum sik sik agizdan
nefes alma, aksirma ve basin surekli sallanmasi
sonucu burun deliklerinin tam olarak kapanmasina
neden olmaktadir. Bununla birlikte, infraorbital
sinuslarin siskinliginin yanisira submandibular bdl-
gede ve goz kapaklari cevresinde de siskinlik goz-
lenebilmektedir. Hastalikta ayrica, aktivitede azal-
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ma, yem ve su tiketiminde azalma ve yumurta
Uretiminde disUs gibi degisiklikler de sekillenir
(10,11,15,16,19,23).

Dogal ve deneysel infeksiyonlarda B. avium'a
karsi gelisen antikorlarin saptanmasinda serolojik
testlerden yararlaniimaktadir. Bu amagla en gok
kullanilan testler ELISA ve MAT'dIr.

Bu calismada basta hindi olmak tzere hindi ve
tavuklarda Bordetella avium infeksiyonu MAT,
ELISA ve IFAT ile arastirnlmistir.

Gereg ve Yontem

Calismada, kesimhanelerden toplanan 1050 adedi
hindi, 500 adedi broyler olmak lzere toplam 1550
adet serum incelendi. Serumlar ependorf tiplerine
aktarilarak kullanilincaya kadar —20°C’de saklandi.
Standart B. avium susu, Food Animal Health
Research Program Wooster, Ohio, ABD’den temin
edildi.

Standart B. avium susundan spesifik antiserum
hazirlamak amaciyla 3 adet U¢ haftalik broyler
(Ross 308) kullanildi. Standart B. avium susu
BHIA'da, 37°C'de 48 saat slreyle uretildi. Total
canli bakteri sayimi yapildi.

Antiserum Hazirlanmasi

Hazirlanan antijen 10° CFU /ml olacak sekilde
haftada 1 giin 4 hafta sureyle olmak kaydiyla hay-
vanlara burun ve goze 0.2'ser cc damlatma ve
kas ici yolla 1.1 cc olmak lzere 1.5 cc antijen
inokule edildi. 3 haftadan itibaren burun ve goéze
0.3’er cc damlatilarak geri kalani kas ici inokule
edildi. 4 hafta sonunda hayvanlar kesilerek kanlari
alindi ve serumlari ayrilarak —20°C’de saklandi.

Aglutinasyon antijenininin hazirlanmasi

Aglutinasyon antijeni hazirlamak icin standart B.
avium susu BHIA'ya ekildi. Aerobik ortamda 37 °
C'de 48 saatlik inkiibasyondan sonra lreyen kolo-
niler 0.02 M PBS (fosfat buffer saline) ( pH 7.2) ile
toplandi. Toplanan sivi, steril santrif(ij tlplerine
konularak 5000 devirde 3 kez santriftj edildi.
Supernatant atildi ve pellet 1-2 ml PBS ile sulandi-
rilarak lam aglutinasyon testinde kullanildi (20).
Antiserum titresi hazirlanan bu antijenle, lamda ve
tupte degerlendirildi.

Mikroaglutinasyon Testi, Arp ve Cheville’nin (5)
bildirdikleri ydnteme goére, ELISA teknigi, Hopkins
ve ark.‘nin (12) bildirdikleri yonteme gore, IFAT ise
Euzeby ve Raffi'nin (9) bildirdikleri ydonteme gore
gerceklestirildi.
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istatistiksel Analiz

ELISA ve diger testler arasinda seropozitif goril-
me oranlari McNemar testiyle karsilastirildi. ELISA
ile MAT ve IFA testleri arasindaki uyum kappa
testiyle degerlendirildi. Ayrica 6zgulluk, duyarhlk,
pozitif ve negatif prediktif degerler hesaplandi.
ELISA standart test olarak kabul edildi ve tum test-
ler iki yonlu olarak uygulandi ve anlamhlik dizeyi
olarak (p) 0.05 degeri alindi ( 8,14).

Bulgular

ELISA, MAT ve IFAT ile test edilen toplam 1550
kanath serumunun total olarak 356'si (%22.9)
ELISA ile 269'u (%17.3) MAT ile , 218'i (%14)
IFAT ile pozitif bulundu.

ELISA, MAT ve IFAT’ la test edilen toplam 1050
hindi serumunun 285'i ELISA ile (% 27.1), 220
tanesi MAT (% 21) ile 182 tanesi ise IFAT (%
17.3) ile pozitif bulundu.

ELISA teknigiyle degerlendirilen 1050 hindi seru-
munu 285 ‘i ELISA ile pozitif sonug verirken, 220
tanesi de MAT ile pozitif sonug verdi. 65 adet se-
rum ELISA pozitif, MAT negatif sonu¢ verdi. Hindi
serumlarinda B. avium seropozitifligi yoninden
MAT’In ELISA’ya gore duyarlihgi %77.2, 6zgulligl
%100 olarak bulundu MAT testi ile ELISA arasin-
daki tutarlilk (kappa=0.83, p=0.001) guclu ve
anlamhdir. Pozitif prediktif deger %100, negatif
prediktif deger % 92.2 olarak saptandi.

1050 adet hindi serum 6rneginin 285'i  ELISA'da
pozitif bulunurken, 182'si IFAT'da pozitif sonug
verdi. Serum orneklerinden 103 tanesi ELISA'da
pozitif sonug verirken, IFAT'da ise negatif sonug
verdi. Hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi
yonunden IFATIn ELISA'ya gore duyarhhigi %
63.9, 6zgullugl %100 olarak bulundu. IFAT ile
ELISA arasindaki tutarliik (kappa 0.72 p=0.001)
glcli ve istatistiksel olarak anlamhdir. Pozitif
pediktif deger: %100, negatif prediktif deger: % 88
olarak bulundu.

Toplam 500 adet broyler serumunda seropozitiflik
ELISA ile 71 (%14.2), MAT ‘da 49 (%9.6) ve IFAT
'da 36 (%7.2) olarak bulundu.

Broylerlerden toplanan 500 serum &rneg@inin 721'i
ELISA ile 49'u ise MAT ile pozitif bulundu. MAT'da
negatif, ELISA pozitif sonug veren 22 serum belir-
lendi. Broylerler serumlarinda B. avium
seropozitifligi yonunden MATIn ELISA'ya gbre
duyarhhgi %67.6, 6zgulligi %2100 olarak bulundu.
MAT ile ELISA arasindaki tutarliik (kappa 0.78
p=0.001) gucli ve istatistiksel olarak anlamhdir.
Pozitif prediktif deger %100, negatif prediktif deger



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2(2) 85-89, 2005

F. OCAK

Tablo 1. Testlere gore hindi ve broyler serumlarinda total olarak B. avium seropozitifligi

Test Say!i (n) Yizde (%)
ELISA 356/1550 % 22.9
MAT 269/1550 % 17.3
IFAT 218/1550 % 14

Tablo 2. Hindi serumlarinin ELISA MAT ve IFAT testlerine gére seropozitifligi

Test Sayi (n) Yizde (%)
ELISA 285/1050 27.1
MAT 220/1050 21.0
IFAT 182/1050 17.3

Tablo 3. Broyler serumlarinin ELISA MAT ve IFAT testlerine gore seropozitifligi

Test Say!i (n) Yizde (%)
ELISA 71/500 14.2

MAT 49/500 9.6

IFAT 36/500 7.2

%90 olarak saptandi. Broylerlerden toplanan 500
serum orneginden 71'i ELISA ile 36's1 IFAT ile
pozitif bulundu. ELISA’sI pozitif, IFAT'I negatif so-
nu¢ veren 35 serum belirlendi. Broyler serumlarin-
da B. avium seropozitifligi yoninden [FATIn
ELISA'ya gore duyarlihgi %50.7, 6zgulligid %100
olarak bulundu *Kappa 0.64 p=0.001, Pozitif
prediktif deger %100, negatif prediktif deger % 92
olarak saptanmustir.

Tartisma ve Sonug

Bir kiimesin bagisiklik durumunun belirlenmesinde
ve hastaligin kontrol altina alinmasinda, MAT,
ELISA gibi cesitli serolojik testler kullaniimaktadir.

Hopkins ve ark.(12) ¢ok sayida hindi serumunda
B. avium antikorlarini saptamak amaciyla ELISA
gelistirmistir. Bu teknigin yiksek 6zgullik ve du-

yarliiga sahip oldugu belirtiimistir. ELISA teknigi
ile 126 adet 1 gunluk hindi palazlarindan ve pozitif
mikroaglutinasyon serum titreleri gOsteren dogal
infekte damizlik hindilerden serum ornekleri top-
lanmistir. ELISA ile 126 adet 1 ginlik hindi palaz-
larinin 91’ inde maternal antikorlar saptanirken bu
serumlarin timu mikroaglutinasyon testinde nega-
tif  sonu¢  vermistir. B. aviuma Kkarsi
mikroaglutinasyon testinde pozitif sonu¢ veren
serumlarin timi ELISA'da pozitif titre gostermis,
ELISA’'da negatif sonu¢ veren serumlarin tima
mikroaglutinasyon testinde de negatif sonu¢ ver-
migtir. Bu iki test arasindaki yegane uyumsuzluk
ELISA pozitif sonug veren, negatif
mikroaglutinasyon titreli serumlarda gorulmustdr.

Tsai ve ark. (22) B. avium’a karsi maternal anti-
korlar saptamada ELISA'nin MAT’a oranla daha
duyarli oldugunu bildirmistir.
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Bu calismada hindi ve broylerlerden toplam 1550
kanatl serumu toplanmistir. Bu serumlar ELISA,
MAT ve IFAT ile incelenerek seropozitiflik indirekt
olarak ortaya konulmustur. Bu serumlarin % 22.9
‘U ELISA ile %17.3'U MAT ile, ve %14'0 IFAT ile
pozitif sonug vermistir.

MAT sonugclarinin bir geceden 6nce degerlendiri-
lememesi, ELISA’y1 daha tercih edilir hale getir-
migtir.

Barbour ve ark. (6) B. avium’a oldukga spesifik bir
ELISA gelistirmis, 4-11 haftalik infekte olmamis
kanatl hayvan surilerinden topladiklart 120 serum
ornegini ELISA ile incelemigler, hatasiz bir pozitif-
lik elde etmiglerdir. Hemorajik enteritis virusu,
Newcastle virusu ve M. meleagridis antikorlari
saptanan pek ¢ok hindi serumu B. avium ydnin-
den ELISA’ da negatif sonug vermistir. ELISA’nin
B.avium”la infekte olmus surulerde yeterli duyarlili-
ga sahip oldugu, B. avium’dan ari sirilerden
toplanan serumlarda hatal pozitiflik elde etmedigi
sonucuna varilarak olduk¢a 6zgil bulunmustur.

Bu calismada IFA teknigi Euzeby ve Raffi (9)'nin
bildirdikleri yonteme gore modifiye edilmistir.
ELISA, MAT ve IFAT sonuglari arasinda énemli
bir farkhhk bulunmamistir. ELISA’da 1550 seru-
mun 356’s1 (%22.9) pozitif saptanirken [FAT da
ise 2181 (14.0) pozitif olarak belirlenmistir. 138
serum ornedi ELISA’da pozitif bulunurken IFAT
negatif bulunmustur.

ELISA ve IFA testleri arasinda dnemli bir fark
bulunmazken ( 8,14) Euzeby ve ark.(9) modifiye
edilen IFA teknigi ilk kez denenmis ve basarili
bulunmustur.

Hopkins ve ark (12) gelistirdikleri ELISA ‘da tim
hiicre antijenini, sonike antijenden daha Ustun bul-
mustur. Ayrica %3 BSA ( Bovine serum albumine)
nonspesifik baglanmalari azaltmada jelatinle esde-
ger duzeyde bulunmus fakat BSA daha pahali
oldugu icin jelatin tercih edilmistir.

Bu calismada ELISA testi standart kabul edilmis
(8,14), buna gore hindi serumlarinda MAT'In
ELISA’ya gére 6zgulligi %6100, duyarliliyt %77.2,
pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif dege-
ri ise % 92.2 olarak saptanmig, IFAT ‘in ELISA’ ya
gore 6zgulligu %2100, duyarlihgr % 63.9, pozitif
prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri ise %
88.1 olarak bulunmustur. Broyler serumlarinda ise
MAT’In ELISA'ya gore 6zgullugia %100, duyarhlid
% 67.6 pozitif prediktif degeri %100, negatif
prediktif degeri %90 olarak belirlenmis, IFAT'In ise
ELISA’ya gore 6zgulligi %6100, duyarliliyt %50.7,
pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif dege-
riise 92.4 olarak saptanmistir.
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MAT, ELISA ve IFA teknikleri indirekt olarak
seropozitifligin ortaya konulmasinda basarili bulun-
mustur. MAT'In antijen hazirlama proseduri ve bir
geceden o6nce sonuglarinin degerlendirilememesi
nedeniyle diger iki teste gére daha zaman alici ve
pratik olmadigi kanisina varilmistir. ELISA ve IFAT
uygulanma proseduri ve zaman acisindan kolay-
ik gostermesine ragmen ELISA'da daha fazla
sayida seropozitifligin elde edilmesi, uygulanabilir-
ligi, daha tercih edilir bir test olabilecegini disin-
dirmastr.
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