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CHLAMYDOPHILA ABORTUS'A (CHLAMYDIA PSITTACI SEROTYPE 1)
KARSI OLUSAN ANTIKORLARIN MIKROKOMPLEMENT FIKZASYON
(mCFT) VE ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) iLE
ARASTIRILMASI

"Investigation of antibodies against Chlamydophila abortus (Chlamydia psittaci
serotip tip 1) Using Microcomplement Fixation Test (mCFT) and Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)" '

Hasan GAYA** o Ozkan ASLANTAS*** o A, Selma IYISAN****
Mehmet MIRIOGLU** e S. Tagkin TUNCA**

OZET

Bu ¢alismada, Mersin, Adana, Gaziantep, Adiyaman, Kahramanmaras, Sanliurfa, Hatay, Kilis ve
Osmaniye illerinden 2003 ve 2004 kuzulama sezonunda toplanan 550 yavru atmis koyun kan serumu
Chlamydophila abortus'a karsi olusan antikorlar yoniinden indirekt enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ve mikrokomplement fikzasyon (mCFT) ile incelendi. Abort yapmis koyun kan serum-
larina ilave olarak, 50 abort yapmamis koyundan alinan kan serumu negatif kontrol olarak kullanild:.
Incelenen serum 6rneklerinin 107'sinde (% 19.5) ELISA, 161'inde (% 29.3) mCFT ile pozitiflik sap-
tand1. Saglikli koyunlarda ELISA ile pozitiflik saptanamazken, mCFT ile 8 (% 16.0) serum 6rnegi poz-
itif bulundu. Seropozitiflik oranlar1 Kahramanmaras'da % 30, Hatay'da % 27, Mersin'de % 23.5,
Kilis'te % 20, Gaziantep % 16.8, Sanlurfa'da % 16.7, Osmaniye'de % 9.5, Adiyaman'da % 5.0 ve
Adana'da % 2.5 olarak belirlendi.

Anahtar sozciikler: Chlamydophila abortus, abort, koyun, ELISA, mCFT

SUMMARY

In this study, five hundred and fifty serum samples collected from aborted sheep sera from the nine
cities (Mersin, Adana, Gaziantep, Adiyaman, Kahramanmaras, Sanliurfa, Hatay, Kilis, and Osmaniye)
in 2003-2004 lambing season were tested for antibodies against Chlamydophila abortus by indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and microcomplement fixation test (mCFT). In addi-
tion to aborted sheep sera, 50 sheep sera from a flock having no abort history were used as control. One
hundred and seven (19.5 %) and 161 (29.3 %) of the 550 serum samples tested were detected to be pos-
itive with ELISA and mCFT, respectively. Although no seropositivity was detected by ELISA, 8 (16
%) sheep sera were positive by mCFT in healthy sheep. The seropositivity rates were 30 % in
Kahramanmaras, 27 % in Hatay, 23.5 % in Mersin, 20 % in Kilis, 16.8 % in Gaziantep, 16.7 % in
Sanlwurfa, 9.5 % in Osmaniye, % 5.0 in Adiyaman, and 2.5 % in Adana.

Key words: Chlamydophila abortus, abort, sheep, ELISA, mCFT.
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GIRIS

Ulkemiz koyun yetistiriciligini olumsuz yonde
etkileyen problemlerden birisi yavru atmalardir.
Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yapilan ¢aligmalar,
koyunlardaki yavru atma vakalarinin % 50'sinin
infeksiy6z karakterde oldugunu gostermektedir.
Infeksiyoz karakterdeki yavru atmalarin basta bru-
cellosis olmak tizere campylobacteriosis, chlamy-
diosis ve salmonellosis kaynakli oldugu saptan-
mistir (4, 10, 11, 12).

Chlamydophila abortus (Chlamydia psittacii
serotype 1) Gram negatif intraselluler bir bak-
teridir. Chlamydiaceae familyasi, 16S ve 23S
rRNA gen dizi analizleri sonucunda iki genus ve
dokuz tiir olarak yeniden klasifiye edilmistir.
Buna gore, Chlamydia genusu C. trachomatis, C.
suis ve C. muridarium tiirlerini, Chlamydophila
genusu ise C. psittaci, C. felis, C. abortus, C. cavi-
ae, C. pecorum ve C. pneumoniae tirlerini kap-
samaktadir (2).

C. abortus, koyunlarda z¢beligin son haftasin-
da abortus ve yasama giicii zayif diisiik canli agir-
liga sahip kuzu dogumlarina neden olmaktadir
(19).
ilkelerde koyun abortuslarinin baslica nedeni
olarak kabul edilmektedir (1, 13, 15). Nitekim,
Ingiltere'de C. abortus'tan ileri gelen koyun abor-

Etken, yogun koyun yetistiriciligi yapilan

tuslarinin her yil yaklasik 10-20 milyon pound
ekonomik kayiba neden oldugu hesaplanmistir
(10). C. abortus, koyun yetistiriciliginde neden
oldugu ekonomik kayiplarin yaninda (1, 19), abort
yapmis koyun ve kegiler ile yakin temas sonucu
insanlarda da abortuslara neden olmaktadir (17).
Etkenin, Tiirkiye'de ilk defa 1954 yilinda
Eskisehir'in Beylikahir ve civar kdylerinde atik
yapan koyunlardan izole edildigi bildirilmistir (8).
Tiiriitoglu (23), yavru atma olaylarinin goriildiigii
80 odagin 13'tinde (% 16.3) etkeni izole etmistir.
Tirkiye'de farkli yillarda ve bolgelerde yapilan
sero-survey'lerde ise infeksiyonun seroprevalan-
sinin % 0-19.05 arasinda degistigi saptanmigtir
4,5, 10, 12, 18, 20, 23).

C. abortus infeksiyonunun teshisi, direkt ve
indirekt yontemlerle yapilmaktadir (2). Etken izo-
lasyonu hiicre kiiltiiri ve deneyimli personel
gerektirmesi, zor ve zaman alici olmasi nedeniyle
glictlir.  Bu nedenle, infeksiyonun teshisinde
serolojik testlerden yaygin olarak yararlanilmak-
tadir. Infeksiyonun teshisinde en yaygimn olarak
kullanilan serolojik test komplement fikzasyon
testidir (CFT). Ancak, bu testin standardizasy-
onunun gii¢ olmasi, diger chlamydial etkenlerle
ozellikle de C. pecorum ve Acinetobacter spp. gibi
Gram negatif mikroorganizmalarla kros-reaksiyon
goriilmesi CFT'nin sensitivite ve spesifitesini
diisiirmektedir (8, 19). Bu problemlerin asilmasi
amaciyla indirekt fluoresan antikor testi (IFAT) ve
Bu
testlerin, sensitivite ve spesifitesinin yiiksek

immunoblotting gibi testler gelistirilmistir.

olmasina ragmen, ¢ok sayida serum Orneginin
islenmesinin zorunlu oldugu durumlarda, zaman
alict ve masrafli olan yontemlerdir. Bu amaca
yonelik olarak, solubilize C. abortus antijen-
lerinin (3, 8), major outer membran protein anti-
jenlerinden (MOMP) hazirlanan sentetik peptid-
lerin (9), MOMP'lerine karsi hazirlanan monok-
(21)
MOMP'lerinden elde edilen rekombinant protein
antijenlerin (14) kullanildigr ELISA teknikleri

gelistirilmistir.

lonal  antikorlarin ve  polimorfik

Tirkiye'nin giiney illerinde C. abortus infek-
siyonunun varlig1 ve prevalansi iizerine bir ¢alis-
ma bulunmamaktadir. Bu g¢alismada, Adana
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii'niin
caligma alanmma giren dokuz ilde (Adiyaman,
Mersin, Adana, Gaziantep, Kahramanmaras,
Sanlurfa, Hatay, Kilis ve Osmaniye) 2002-2003
ve 2003-2004 yillarinda iki kuzulama déneminde
abort yapmis koyunlardan alinan kan serumlarin-
da mCFT ve ELISA ile C. abortus infeksiyonunun
seroprevalansmm saptanmasit ve bu iki testin

karsilastirilmasi amaclandi.
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MATERYAL VE METOT
Materyal

Kan Ornekleri
Mersin, Adana,
Kahramanmaras, Sanlurfa, Hatay, Kilis ve
Osmaniye illerinden 2002-2003 ile 2003- 2004

yillarinda iki kuzulama mevsiminde atik goriilen

Adiyaman, Gaziantep,

koyun stiriilerinden alinan 550 ve Cukurova

Universitesi Doner Sermaye Koyunculuk
Isletmesi'nden alman abort yapmamis 50 koyun
kan serumu c¢alismanin materyalini olusturdu.
Steril vakumlu tiiplere alinan kan 6rnekleri 3000

. rpm/5 dk santrifiijje edildikten sonra, serumlari
ayrilarak kullanilincaya kadar -20 °C 'de saklandi.

Serolojik Testler

C. abortus'a kars1 olusan antikorlarin saptan-
masinda mCFT ve ticari indirekt ELISA test kiti
(Institut Pourquier, Chlamydia abortus ELISA Kit,
Montpellier-FRANCE) kullanild:.

Metot

ELISA

Plaklarin ¢ift sayili antijen ile kapli siitunlari ile
antijen kaplanmamis tek sayili stitunlarindaki her
goze 190 pl buffer solusyonu konulduktan sonra,
Al ve A2 cukurlarima 10 pl negatif referens
serum, B1 ve B2 cukurlarina ise pozitif referens
serumdan 10 pl, diger ¢ukurlara da test edilecek
serum Orneklerinden 10 pl miktarinda konularak
ELISA shaker'da calkalandi ve aliiminyum folyo
ile ortiilerek 37 °C 'de 1 saat inkube edildi. Bu
siire sonunda, 3 kez yikama solusyonu ile yika-
narak, 1/100 oraninda diliie edilen anti-sheep kon-
jugattan her ¢ukura 100 pl konuldu ve 37 °C 'de 30
dakika inkube edildi. Inkubasyon siiresi sonunda
plate'ler 3 kez yikama solusyonu ile yikanarak her
goze 100 pl substrat (3,3',5,5' Tetrametil-benzidin,
TMB) ilave edilerek, oda 1sisinda karanlik odada
20 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda, plate'in
her goziine 100 pl stop solusyonu (H2S0O4) konu-

larak reaksiyon durduruldu ve ELISA Okuyucu'da

(SEAC SIRJO S) 450 nm dalga boyunda okundu.

mCFT

mCFT, Tiriitoglu ve ark. (24)’nin bildirdikleri
yonteme gore Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii, Seroloji Laboratuvari'nda
yapildi. Antijen hazirlamak i¢in C. abortus S26/3
susu kullanildi. Calismada kullanilacak stipheli
kan serumlari 1:8 oraninda sulandirilip 56 °C'de 1
saat inaktive edildi. U tabanli mikropleytin A ve
H siralar1 bos birakilarak, B'den G'ye kadar biitiin
cukurlara 25 ul veronal buffer konuldu. Inaktive
edilen serum o6rneginden A, B ve H siralarina 25
ul serum konuldu ve serumlar B'den G'ye kadar
diltie edildi. H kuyucugu harig tiim goézlere 25 ul
antijen ilave edildi. Titresine goére sulandirilan
komplementten her goéze 25 pl ilave edildikten
sonra pleytler seffaf bir bantla kapatilarak 4 °C'de
bir gece inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda
hemolitik sistemden (hemolizin+amboseptor) 50
ul ilave edilerek karistirildi ve 37 °C'de 30 dakika
benmaride tutulduktan sonra degerlendirildi.
Testte 1:32 ve lstii titreler pozitif olarak kabul
edildi.

Istatistiksel Analiz

ELISA ve mCFT'inin birbiriyle uyumu Kappa
() testi ile analiz edildi (7).

BULGULAR
Calismada incelenen 550 adet yavru atmig
koyun kan serumunun 107'si (% 19.5) ELISA, 161'i
(% 29.3) de mCFT ile pozitif bulundu (Tablo 1-2).
Saglikli koyunlardan alinan kan serumlarinda
ELISA ile pozitiflik saptanamaz iken mCFT ile
incelenen serumlarm 8'1 (% 16.0) pozitif, 10'u (%
20.0) stipheli ve 3'ti de (% 6.0) antikomplementer
bulundu. ELISA sonuglarina gore en yiiksek
seropozitiflik orani Kahramanmaras, Hatay ve
Mersin illerinde, en diisiik seropozitiflik orani ise
Adana ve Adiyaman illerinde tespit edildi (Tablo 2)
Istatistiksel Analiz: Yapilan istatistiksel
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TABLO 1. Yerlesim yerlerine gore ELISA sonugclari

: incelenen Serum ELTEA

Yerlesim Yeri Sayisi Pozitif (%) Negatif (%)
Metrsin 98 23 (23.5) 75 (76.5)
Gaziantep 95 16 (16.8) 79 (83.2)
Kahramanmaras 80 24 (30.0) 56 (70.0)
Sanliurfa 78 13 (16.7) 65 (83.3)
Kilis 70 14 (20.0) 56 (80.0)
Hatay 48 3 (27.1) 35 (72.9)
Adana 40 1(2.5) 39 (97.5)
Adiyaman 21 2 (9.5) 19 (90.5)
Osmaniye 20 15 19 (95.0)
TOPLAM 550 107 (19.5) 433 (80.5)

mCFT ile yerlesim yerlerine gore saptanan seropozitiflik oranlar1 Tablo 2'de ve pozitif serumlarin

titrelere gore dagilimi Tablo 3'te sunuldu.

TABLO 2. Yerlesim yerlerine gére mCFT sonuglari

incelenen Serum i
Yerlegim Yeri Sayisi Pozitif (%) Siipheli (%) Anti-l(o(r;:;lemeter
Mersin 98 37 (37.8) 15 (15.3) 1(1.02)
Gaziantep 95 6 (16.8) 19 (20.0) 1(1L.1
Kahramanmaras 80 38 (47.5) 25 (31.3) 4 (5.0)
Sanliurfa 78 16 (20.5) 28 (35.9) -
Kilis 70 22 (31.4) 11 (15.7) -
Hatay 48 11.(22.9) 16 (33.3) 1(2.1)
Adana 40 7 (17.5) 2 (5.0) --
Osmaniye 20 8 (25.0) 4 (20.) --
Adiyaman 21 9 (42.0) -- 2 (9.5)
TOPLAM 550 161 (29.3) 120 (21.8) 12 (2.2)
TABLO 3. Atik yapan koyun kan serumlarinda mCFT titrelerinin dagilimi
Titreler
Pozitif Serum
' 1:32 © 1:64 1:128 1:256 1:512
n % n % n % n % % n %
161 28.2 91 15.7 33 6.3 17 2.8 7 1.2 13 2.2

analiz sonucunda, mCFT ve ELISA arasinda orta diizeyde uyum (Kappa: 0.577) bulundu.

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, incelenen atik yapmis koyun serum orneklerinin % 19.5'si ELISA ve % 29.3'i ise
mCFT ile C. abortus infeksiyonu yoniinden pozitif bulundu. ELISA ile yerlesim yerlerine gore % 2.5-
% 30.0, mCFT ile % 17.5-% 47.5 arasinda degisen seropozitiflik oranlar1 tespit edildi. Abort yapmamais
koyun serumlarinda ELISA ile seropoztiflik saptanamazken mCFT ile % 16.0 oraninda seropozitiflik
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saptand1. Tiirkiye'de koyunlarda C. abortus infek-

siyonunun varligini saptamaya yonelik ¢aligmalar-
da CFT ile, % 0-19.05 arasinda degisen sero-
prevalans oranlar1 bildirilmistir (4, 5, 10, 11, 12,
18, 20, 24). Tiriitoglu ve ark. (24), 11 ile ait abort
yapmis 725 koyun kan serumunda % 10, Muz ve
ark. (19), Elaz1g ve ¢evresinde abort yapmis 275
koyun serumunda % 9.5 abort yapmamis 275
koyun kan serumunda % 3.3 seropozitiflik
bildirmislerdir. Karaman ve Kiigiikayan (11),
1993-1997 yillar arasinda Ankara ve gevre iller-
den gelen abort yapmis koyunlara ait 4890 kan
serumunun % 1.8'inde, Kiran ve ark. (13), 1995-
1996 yillarinda Konya bolgesinde abort yapmis
koyunlara ait 1119 kan serumunun % 1.7'sinde,
Kenar ve ark. (12), ayn1 bolgede 1988-1989 yillar1
arasinda 1063 atik yapmis koyun kan serumunun
% 17.3"inde seropozitiflik tespit etmislerdir. Arda
ve ark.(4) ise, 1983-1984 yillar1 arasinda Orta
Anadolu Bolgesi'nde abort yapmis koyunlardan
alman kan serumlarinda seropozitiflik saptaya-
mamuiglardir. Baz (5), Kars yoresinde abort yapmis
275 koyuna ait serum Ornegini anti-C. abortus
antikorlar1 yoniinden CFT ve ELISA ile incelemis
ve ELISA ile % 17.95, CFT ile % 19.05 oraninda
seropozitiflik saptamistir.  Tiirkiye'de ilk defa
Istanbul bolgesinde Oztiirk ve ark. (20) tarafindan
yapilan prevalans ¢aligmasinda ise % 2.8 oraninda
prevalans tespit edilmistir. Bu arastirmada, her iki
serolojik test ile saptanan seropozitiflik oranlari,
yerlesim yerlerine goére degismekle birlikte,
yukarida bildirilen seroprevalans oranlarindan
yiiksek bulunmustur. Bu durum, yiiksek sero-
prevalans oranina sahip illerde, koyun abortus-
larinin etiyolojisinde C. abortus'un ©6nemini
gostermektedir.

C. abortus infeksiyonunun serolojik tanisinda
yaygin olarak CFT kullanilmaktadir (2). Ancak,
CFT'inin sensitivite ve spesifitesinin, C. abor-
tus'un Chlamydiaceae familyasinda yer alan tiir-
lerle ve bazi Gram negatif bakterilerle ortak olan
antijenik determinantlar tagimasi nedeniyle diisiik
oldugu bildirilmistir (6, 14, 16). Abort yapmamis
koyunlarda ELISA ile seropozitiflik saptana-
mazken, CFT ile saptanmasi, etkene ait
MOMP'lerinin kullanildigi ELISA tekniginin non-
spesifik reaksiyonlari elimine etmede daha etkin
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oldugunu gostermektedir.

Bu calismada, koyun serumlari anti-C. abortus
antikorlar1 yoniinden mCFT ve ELISA ile incelen-
di ve karsilastiriidi. iki test arasinda orta derecede
uyum (Kapa: 0.577) bulundu. Bu durum, infekte
koyunlarin serolojik teshisinde CFT ile ELISA'nin
birlikte kullanilmasinin yanlis seropozitiflikleri
elimine etmede faydali olacagini gdstermektdir.

Sonug olarak, bolgede C. abortus'un neden
oldugu koyun enzootik abortusunun yaygin
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, infeksiyonun
prevalans ve insidensinin saptanarak kontrol ve
eradikasyon ¢alismalarina baslanilmasinin gerek-
tigi sonucuna varilmistir. Ayrica, infeksiyonun
serolojik tanisinda kros-reaksiyonlardan kay-
naklanabilecek yanlis pozitifliklerin asgari diizeye
indirilmesi i¢in etkene spesifik antijenlerle hazir-
lanan sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek ELISA
tekniklerinin kullanilmasi1 faydali olacaktir.
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