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Van Cevresindeki Koyunlarda Campylobacter Antikorlarmm
ELISA ile Saptanmas
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OZET

Bu galigmada, Van gevresindeki kovunlarda Campvlobacter 'lere karsi olusan sinif spesifik antikorlar: (IgG) belirlemek igin
ELISA kullamldi. ELISA yéntemi pozitif ve negatif kontrol serumlart ve peroksidaz isaretli tavgan anti-koyun lgG konjugati
kullamlarak, satrang tahtast titrasvon vontemi ile standardize edildi. Testlerde C. fetus subsp. fetus ve C. jejuni'den hazirlanan
asit-glisin ekstrakt (AGE) antijenlerinden yararlamldi. Van cevresindeki atik yapmig koyunlardan toplanan 210 serum
Campylobacter antikorlart yéniinden, C. fetus subsp. fetus ve C. jejuni AGE antijeni kullamlarak ELISA ile incelendi. Atk
yapmig koyunlardan toplanan serumlarin % 39'u C. fetus subspfetus ve % 34.3'i C. jejuni antijeni ile ELISA'da pozitif
bulundu. Istatistiksel degerlendirmede iki antijene ait sonuglar arasindaki farkin onemsiz oldugu saptand: (p=0.05). Sonug
olarak, Van gevresinde koyun campylobacteriosisinin serolojik tamisinda ELISA 'min tarama testi olarak kullanilabilecegi ve
testte elde edilen saha sonuglarinin infeksivonun karakeerine uygun oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter, Kovun, Abortus, ELISA, Van
Use of ELISA for Detection of Campylobacter Antibodies in Sheep in District of Van

SUMMARY

In this study, an enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) was adapted 1o detect class specific immunoglobulin (IgG)
against Campylobacter in sheep in district of Van. In checkerboard titration, acid-glycine extract (AGE) antigens of C. fetus
subsp. fetus and C. jejuni were compared by using positive and negative control sera peroxidase labelled rabbir anti-sheep lgG
in ELISA. The serum samples collected from 210 aborting ewes were examined for Campylobacter antibodies using AGE
antigen of C. fetus subsp. fetus and C. jejuni in ELISA. It was found that there is not any significant difference (p>0.05)
between ELISA results of C. fetus subsp. fetus and C. jejuni antigens, statistically. In test, 39 9 and 34.3 % of aborting ewes
were found to be seropositive by antigens of C. fetus subsp fetus and C. jejuni, respectively. It was concluded that ELISA can be
used ( as a screening test) in the diagnosis of ovine campylobacteriosis in district of Van and, field results of ELISA show that it
was convenient to character of ovine campylobacteriosis,
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GIRIS

Campylobacteriosis, koyunlarin oldukg¢a bulagici ve cho-
nomik olarak onemli bir hastahgzidic (3,9). Koyunlarin
campylobacteriosis vakalarndan C. fetus subsp. fetus, C.
jejuni ve C. coli izole edilmistir (5.6,7,9.27). Koyun
campylobacteriosis’i abort, prematiire ve/veya zayif kuzu do-
gumlari ile karakterizedir (3,6,7). Bulasma mekanizmasi,
sindirim kanalindan alnan etkenlerin bakterivemi asama-
sindan sonra uterusa yerlesmesi ile agiklanmaktadir (9,13).
Koyunlar epizootik periyotta abort yapmasalar da dogal in-
feksiyonlarda antikor yaniti meydana geldigi bildirilmektedir
(9.10).

Degisik aragtincilar campylobacteriosis'in serolojik tani-
sinda aglutinasyon, komplement fikzasyon. enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA), indirek fluoresan antikor ve
serum bakterisidal testlerini kullanmuslardir (4,8,9). Bu test-
lerin birgogu dilsik sensitivite veya spesifite ve simf spesifik
antikorlar saptayamama gibi olumsuzluklar gosterebilmek-
tedirler. Son yillarda, enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) insanlarda (1,14) sigirlarda (15,16), koyunlarda
(10.31) ve tavuklarda (22) C.jejuni ve C. fetus antikorlarinin
saptanmasinda kullaniimaktachr. Arastirmalarda ELISA'nin
yitksek sensitivite ve spesifiteye sahip ve diger testlere gore

daha iistin oldugu ortaya konulmustur (1,14.15,16). Koyun
campylobacteriosis’inin ELISA ile tamsma iliskin az sayida
saha gahsmast bulunmaktadir (10.31), Bu ¢aligmanin amaci,
Van cevresinde abort yapan koyunlarda campylobacter
antikorlarimin iki farkh antijen kullanarak ELISA teknigi ile
belirlenmesi ve test sonuglaninin karsilagtinimasidur.

MATERYAL VE METOT

Bakteri suslariz ELISA antijeninin  hazirlanmasinda
kullantlan, aborte koyun fetuslarindan izole edilmig, C. fetus
subsp. fetus CF2 ve C. jejuni AF3 suslar, A.U. Veteriner Fa-
killtesi Mikrobiyolaji Anabilim Dah Kiiltir Kolleksiyonun-
dan sagland:.

Bakteriler % 7 defibrine koyun kanh Blood Agar base
No.2 (Oxoid)’ de 37°C de 48-72 saatte iiretildi.

Kontrol serumlari: Tarim ve Koyisleri Bakanhg Etlik
Veteriner Merkez Kontrol ve Arastirma Enstitiisi'nden sagla-
nan, abort yapmis (komplement fikzasyon testi-CFT pozitif)
ve saghkli (CFT negatif) koyunlara ait pozitif ve negatif
serumlar ELISA’da kontrol serumu olarak kullamildu.
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Saha Serumlarn : Van gevresindeki campylobacter asisi
yapilmamus, 7 farkli siriiden toplanan, auk vapmis koyunlara
ait ve serolojik olarak (tiip aglutinasyon testlerinde titre
vermeyen ve lam aglutinasyon testi negatif) Salmonella
abortus ovis ve Brucella negatif 210 serum ELISA ile
campylobacter antikorlar yoniinden incelendi.

ELISA Antijenlerinin Hazirlanmasi : Testte kullamlan
antijen Yardimer ve ark.’'nin (31) bildirdigi yonteme gore C.
fetus subsp. fetus CF2 ve C. jejuni AF3 suglanindan Asit-
glisin ekstraksiyon (AGE) icknigi ile hazirlandi. Bunun igin,
campylobacter suglan kanh agarda tiretildi, steril distile su ile
topland: ve iki kez yikandi. Bakteri peletleri 0.2M glisin-HCI
buffer’da (pH: 2.2) 25 ml buffer’a | g yas afirhk olacak
sekilde siispanse edildi. Sospamsiyonlar kangtinld: ve +4
°C'de bir gece bekletildi. Antijen ekstraktlart 11,000 g'de 15
dakika santrifiij edildi, supernatantlarm sodyum hidroksit ile
notralizasyonundan sonra distile suda +4 "C’de 24 saat diyaliz
edildiler. Protein konsantrasyonlari Lowry metoduna gore
saptandi (20). Ekstraktlar -70°C’de sakland:.

ELISA Teknigi: ELISA teknigi Voller ve ark.’nin (28)
bildirdigine gére uygulandi. Konjugatm ve antijenlerin
optimal dilusyonunu belirlemede satrang tahtasi titrasyon
yonteminden yararlanildi. Testte,antijenlerin  absorbsiyonu
igin kati faz olarak diiz tabanl polystyrene microtiter plate’ler
(Greiner) kullamldi. Antijenler 0.5 M karbonat buffer'da (pH
9.6) sulandirtldi ve her goze 50 pl konuldu. Plate’ler +4 °C’de
bir gece inkube edildi, PBS+Tween (PBS, pH: 7.4, %0.05
Tween20) ile yikand ve kurutuldu. Serumlar PBS+Tween’de
1:10 sulandirildi ve her gze 50 pl eklendi. Plate’ler 37 °C’de
1 saat bekletildi ve sonra yikands. Titresi saptanan peroksidaz
isaretli tavsan anti-koyun konjugati'nmn (Sigma) 50 ul’si
gozlere ilave edildi ve 37 "C’de | saat inkube edildi. Yikama
isleminden sonra, 100 pl substrat [(40 mg ortho-phenyle-
nediamine+100 ml fosfat-sitrat buffer, pH:3.0)+(40 pl %30
H;0,)] her goze damlauldi. Plate'ler oda isisinda 10 dakika
bekletildi ve reaksiyon gézlere 50 pl 1.25 M H,S0; eklenerck
durduruldu. Optik dansite (OD) degerleri mikro ELISA
okuyucusu (Metertech £960) ile 490 nm de saptandi. Her
drnek iki kez test edildi ve duplike omeklerin ortalama
absorbanslar: sonug olarak degerlendirildi. Absorbans deger-
lerini pozitif” veya negatif olarak degerlendirebilmek igin her
plate’de 8 pozitif 8 negatif kontrol serumu bulunduruldu. OD
degeri o plate’deki negatif ortalamanin ¢n az 3 standart sapma
ustiinde olan ornekler pozitif kabul edildi.

istatistiksel Degerlendirme: Istatistiksel degerlendirme
SPSS for MS WINDOWS Release 5.0 bilgisayar programi ile
yapildi,

BULGULAR

ELISA Standardizasyon Sonuclar:: Satrang tahtas:
yontemi ile yapilan degerlendirmede optimal konjugat dilus-
yonu her iki antijen igin 1:10.000 olarak saptandi. C. fetus
subsp, fetus ve C. jejuni antijenlerinin protein igerikleri
dikkate alinarak yapilan sulandirmalarda antijenlerin her iki-
sinin de 1:100 de en iyi pozitif ve negatif farkimi verdigi
saptandi. Bu sonuca gore antijenlerin testlerde kullamlan opti-
mal protein miktarlart her ikisi igin 3 pg/ml olarak belirlendi.

Saha Serumlam ELISA Sonuglari : Testler sonucu
toplam 210 serumda C. fetus. subsp, fetus antijeni ile 82 (%
39) pozitif ve 128 (% 61) negatif, C. jejuni antijeni ile 72 (%
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34.3) poxzitif ve 138 (% 65.7) negatif serum saptandi (Tablo
1). Her iki antijen ile 43 serum (%20.5) pozitif ve 99 serum
(%A7.1) negatif reaksivon verdi. Incelenen serum omek-
lerinden 39 (% 18.6)'u C. fetus subsp.fetus pozitif ve C.
Jejuni negatif; 29 (% 13.8)"u ise C. fetus subsp. fetus negatif
ve C, jejuni pozitif olarak belirlendi (Tablo 2).
Tablol.Campylobacter antijenleri ile elde edilen ELISA so-
nuglan

Antijen Pozitif (%) Negatif (%)
C. fetus. subsp. fetus 82 (39) 128 (61)
C. jejuni 72(34.3) 138 (65.7)
Tablo 2. Kargilasurmali ELISA sonuglari
Antijen S.dehn
Pozitif(%) | Negatif (%)
C. fetus Pozitif (%) | 43 (20.5) 39 (18.6)
subsp. Fetus | Negatif (%) | 29 (13.8) 99 (47.1)

istatistiksel Degerlendirme : SPSS for MS WINDOWS
Release 5.0 bilgisayar progranu ile yapilan Wilcoxon dnem-
lilik testinde (p >0.05) iki farkh antijen ile yapilan ELISA
sonuglan arasindaki fark bagiml iki grubun karsilagtiriima-
sinda tnemsiz bulundu,

TARTISMA VE SONUCQ

Tiirkiye’de  koyunlarda campylobacter antikorlarinin
dagilim ile ilgili serolojik testlerle yapilan ¢ahgma sayist
simrhidir. Ozellikle, koyun yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi dogu illerinde kayun campylobacteriosisin varhgim
ortaya koyacak nitelikte bir serosurvey yapilmamigtir. Van ili
gevresinde abort vakalan ile ilgili olarak yapilan serolojik
gahsmalarda, Brucella ve Salmonella abortus ovis'e kars: an-
tikorlar degisik testlerle aranmistir (2,11,12).Campylobacteri-
osisin serolojik varhgim belirlemek igin spesifik, sensitiv ve
pratik metodlara gereksinim vardir. Gitniimilzde campylobac-
teriosisin serolojik tamsinda kullamlan aglutinas-yon ve
komplement fikzasyon testleri tarama testi olarak pratige
uygun degildir (9,17,30). Nitekim, campylobacter infeksi-
yonlarinda, semptomlann gebeligin yalmz son ddneminde
gorillmesi ELISA gibi bir tarama testinin infeksiyon odak-
larim ortaya koymada olduk¢a faydali olacaim goster-
mektedir. Enzyme-immunoassay’ler hayvanlanin birgok bak-
teriyel infeksiyonunun tamsmda fazlaca kullanilivorsa da,
koyun campylobacteriosisi ile ilgili galismalar yok denecek
kadar azdir. Koyunlarin campylobacter infeksiyonlarinda
yalmz iki ¢alismada ELISA, tarama testi olarak dogal infekte
ve agih hayvanlarin tamsinda kullamlmstir (10.31).

ELISA’nin spesifitesi biiyiik Olglide uygun antijen se-
¢imine baghdir. Degisik aragtiricilar, campylobacter ELIA da
tam hicre, asit-alkali ekstrakt, fenol-su ekstrakt, sonikasyon
ve asi ile muamele edilmis antijenlerden yararlanmiglardir
(1,10,23,24.25,29). C. fetus subsp. fetus'un asit glisin ekstrakt
antijeni ilk olarak McCoy ve ark. (21) tarafindan bildiril-
migtir. Logan ve Trust (19), C. jejuni asit glisin ekstraki-
lariminin -~ kompozisyonunu - analiz  ettiklerinde  yapisinin
proteinlerin kanigimindan meydana geldigini saptanuglardir.
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Bunlarmn igerisinde flagellar ve yiizey proteinleri oldugunu
belirlemiglerdir, Her ikisinin de suslar arasinda kros reak-
siyona neden oldugu distinilmektedir. Asit glisin muamelesi
daha fazla antijenik materyali ctkileyerek bunlan agiga
gikarabilmektedir. Yardimer ve ark..(31) yapuklar ¢alismada
AGE antijeninin saha serumlarinm taranmasmda tam hiicre
ve sonike antijene gore daha iyi sonug verdigini bildir-
misglerdir. Bu ¢aligmada, iki farkli Campylobacter tiriiniin (C.
fetus subsp. fetus ve C. jejuni) AGE antijenleri standardize
cdildikten sonra saha taramasinda kullantldi. Aynca, saha
serumlart, diger gahsmalardan (10,3 1) farkh olarak iki antijen
ile degerlendirdi.

Yardimer ve ark.'in (31) yaptiklan ¢alismada, C. fetus
subsp. fetus ve C. jejuni antijenleri ile elde edilen ELISA
sonuglarn paralellik gostermistir. C. jejuni antijeni ile deger-
lendirilen pozitif kontrol serumlarimin ortalama titreleri
yaklasik olarak C. fetus subsp. fetus antijeni ile degerlen-
dirilenlerden 3 kat daha disiikse de, C. jejuni antijeni tiim
pozitif serumlar saptayabilmistir. Aragtiricilar. bu sonuca
gire C. fetus subsp. fotus ve €. jejuni suslaninin ELISA'da
birbiri ile reaksiyon veren bam ortak AGE antijenleri
olabilecegini ileri stirmiiglerdir. Buna karsin, Rautelin ve ark.
(26) ELISA'da C. fetus subsp. fetus ve C. jejuni AGE
antijenlerifin kros reaksiyon vermedigini ve diagnostik
campylobacter serolojisinin birden ok sus igin gelistirilmesi
gerektifiini bildirmektedirler. Bu galismada C. fetus subsp.
fetus ve C. jejuni AGE antijenleri tim saha serumlarmda
denendi. Iki degisik antijenle elde edilen saha sonuclari ara-
sindaki farklar istatistiksel olarak Onemsiz bulundu. Ancak,
pozitifleri belirlemede C. fetus subsp. fetus antijeni ile C,
Jjejuni’ye gdre daha fazla pozitif saptandi. Bu da Yardimar ve
ark. (31)"'mn hem C. fetus subsp. fetus ve hem de C. jejuni
suglarinin sahada koyunlarda campylobacteriosis nedeni oldu-
funu ve antikorlarimin tek bir sus antijeni ile saptanabilecegi
goriigiini destekler niteliktedir,

Campylobacter igin pozitif bir serolojik test sonucu, asili
(10,18), infekte (9,10) veya abortif infeksiyon (4) durum-
larindan birisini g6stermektedir. Orneklerin toplandigi sirada
Van gevresinde koyun campylobacteriosisine karsi asi uygu-
lamasi olmadigindan pozitif ELISA sonuglan abortif veva
latent campylobacter infeksivonunu ortaya koymaktadir.
Diker (4), abort yapan koyun serumlarmin % 34’(intin
campylobacter pozitif oldugunu bildirmistir. Yardimer ve ark.
(31) atk yaprnus koyunlardan toplanan serumlarn %
33.47tni ELISA ile pozitif bulmuslardir, Bu bulgular koyun-
larda abortla seyreden campylebacter infeksiyonu preva-
lanstmin relatif olarak stabil oldugunu gdstermektedir. Bu
cahymada elde edilen sonuglar da bu stabil durumu destekler
niteliktedir. Nitekim C. fetus subsp. fetus antijeni ile % 39 ve
C. jejuni antijeni ile % 34.3 pozitil belirlenmistir, Ayrica,
Van ¢evresinde koyun campylobacteriosisi ile ilgili seroepi-
demiyolojik ¢aliymalarda ELISA'min tarama testi olarak ya-
rarli olacagi da anlasilmaktadur.
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