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KARS YORESINDEKI SIGIRLARDA LiSTERIA MONOCYTOGENES
ENFEKSIYONLARININ ELISA YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Use of ELISA Technique in the Investigation of Listeria Monocytogenes
Infection in Cattle in Kars District
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intensif ve kapah ahirlarda kiicik aile isletmeleri seklinde sigireihk yapilan Kars yoresinde Listeria monocytogenes cn-
feksiyonlarina kargi gelisen anti-listeriolysin O (LLO) antikorlarinin ELISA yontemi ile aragtinlmasi amacryla epi-

demiyolojik bir 6n ¢alisma gergeklistirildi.

Cahsmada kullanilan drnekler ti¢ ayn bolgeden toplandi; 68 érnek Ardahan cevresindeki kdylerden. 106 érnek Kars
cevresindeki koylerden ve 288 trnek Kars Merkez kiylerinden toplanmistir. Tiim numuneler ELISA ile islendi ve Ar-
dahan cevresindeki sigirlarin 92.6 %'s1 (63/68), Kars cevresindeki sifirlarin 88.7 %'si (94/96) ve Kars merkez koy-
lerindeki sigirlarin 75.3 %'si (217/288) anti-LLO antikorlarins tasidh@r tespit edildi. Bélgeler arasindaki bu farklilik is-

tatistiki bir 6neme sahipti (P<0.001).

Bu. Kars yoresindeki sigirlarda Listeria enfeksiyonlarinin varh@ini ortaya koymak igin yapilan ilk calismadir. Elde edi-

lenSonuclarin daha genig ve kapsaml bir epidemiyolojik ¢ali
Anahtar Sozciikler: Listeria monocytogenes enfeksiyonl

SUMMARY

smaya temel olusturacagi kamsindayiz.
ar1, ELISA, Sigir, Kars.

A preliminary epidemiological study. employing an ELISA assay, was designed to investigate anti-listeriolysin O
(LLO) antibodies to listeria monocytogenes infection in cattle in Kars district where an intensive, indoor cattle husbandry

in small family farms is a common practice.

The study samples were collected from three different regions; 68 samples from villages in the vicinity of Ardahan,
106 samples from villages in the vicinity of Kars and 288 samples from villages in central Kars district. ELISA was car-
ried out on all samples and 92.6 % (63/68) of cattle in Ardahan, 88.7 % (94/96) of cattle in the vicinity of Kars and 75.3
%0 (217/288) of cattle in central Kars had anti-LLO antibodies. There was a statistically significant difference between the

regions (P<0.001).

This study was the first study of listeria infection in cattle in Kars district and the results obtained in this study could
form a base for a more broad and detailed epidemiological study.
Key Words: Listeria monocytogenes infection, ELISA. Cattle. Kars.

GIRIS

Listeriosis insan ve hayvanlarin yaygi, en-
feksiydz ve zoonotik bir hastaligi olup, listeria
ailesine mensup Listeria monocytogenes ta-
rafindan meydana getirilmektedir. Hastalik hem
insan ve hem de hayvanlarda 3 yaygim form ha-
linde seyreder. Bunlar, meningoensefalitis, sep-
tisemi ve abortus'tur. Son yillarda, 6zellikle ru-
minantlarda, Listeria monocytogenes'den kay-
naklanan mastitis, iritis ve keratokonjonktivitis
vakalarina da sik¢a rastlanmaktadir (1 2.

Son yillarda hastaligin etiyolojisi, patogenezi
ve epidemiyolojisi iizerine yapilan molekiiler ve
epidemiyolojik  caligmalarin  sonucu  olarak

Amerika ve Avrupa iilkelerinin cogunda bu
hastalikla cesitli miiccadele stratejileri ge-
ligtirilmis (3,4)olmasina ragmen hastaligi epi-
demiyolojisi halen tam olarak anlasilamamustir

(5).

Epidemiyolojik ¢alismalarin en 6nemli un-
suru hastahgi kesin ve hizl bir sekilde teshis et-
mektedir. Bu nedenle Listeria monocytogenes
enfeksiyonlarinin teshisi amaciyla cesitli me-
todlar gelistirilmistir. Bunlar: izolasyon. se-
roloji (ELISA, aglitiinasyon vs) ve molekiiler
biyoloji (PCR: Polymerase Chain Reaction)
tekniklerini icermektedir (6).
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Listeria monocytogenes enfeksiyonlarinimn in-
san ve hayvanlardaki insidansinm son yillarda
yiikselmesi ve hastahgm gerek direkt, gerekse
de dolayli olarak (hayvansal iiriinler ile) hay-
vanlardan insanlara bulagmas1 bu mikroorganiz-
madan kaynaklanan enfeksiyonlari daha 6nemli
bir hale getirmektedir (7.8). Zoonotik ozelligi
nedeniyle hayvancihk yapilan ve hayvansal
{iriinlerin tretildigi bolgelerde hastalik Gnemli
bir halk saghg problemi olabilmektedir (9).

Bu calismanin amaci, diinyada yaygin olarak
bulunan ve iilkemizde de gorildiigii bildirilen
(10) Listeria monocytogenes enfeksiyonlarinin,
ELISA teknigini kullanarak, yogun bir sekilde
hayvansal iiretim faaliyetleri olan Kars yo-
resinde bulunup bulunmadigmi ortaya koy-
maktir. Daha 6nce Kars yoresinde bu konuda bir
calisma  yapiimadigindan, bu  aragtirmanin
onemli bir ac1g1 kapatacag1 kanisinday1z.

MATERYAL ve METOT
Calisma materyali:

Calismanin materyalini olusturan sigir se-
rumlart 3 ayri bolgeden temin edildi. Bu bol-
geler ve toplanan numune sayisi sirasiyla soyle;
Kars merkezindeki koylerden 288 adet, Kars
cevresindeki koylerden 106 adet ve Ardahan

cevresindeki koylerden 68 adet.
ELISA prosediirii:

Calismada kullanmilan kolesterolle presipite
edilmis listeriolysin O antijeni (CP-LLO), In-
giltere'nin Bristol Universitesi'nden temin edil-
mistir.

ELISA yontemi Low ve ark (11) ve Erdogan
(8) tarafindan gelistirilen prosediire gore uy-
culandi. Kisaca, 96 ¢ukurlu mikropleytler (Gre-
iner, Ingiltere) 1:50 oraninda Karbonat-
Bikarbonat bufferde (pH 9.6) sulandirilan CP-
LLO antijeninden her ¢ukura 100 pl olacak se-
kilde kaplandi ve 37 °C de bir gece bek-
letildikten sonra 5 kez PBS-Tween buffer (pH
7.2) ile yikandi. Mikropleytler 1:100 oraninda
PBS ile sulandirilmis Foetal Calf Serum ile 2 sa

Erdogan, Gokece, Gokee.
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at siiresince oda 1sisinda bloke edildi ve tekrar
PBS-Tween ile yikandi. Daha sonra numune
serumlar 1:50 oraninda PBS ile sulandirilarak
her bir ¢ukura 100 pl kondu ve 37 °C de 2 saal
inkube edildi. Mikropleytler, PBS-Tween ile
yikama isleminden sonra, alkaline Phosphatase
ile konjuge edilmis anti-Bovine IgG'den (Sig-
ma, Almanya) 100 ul her bir ¢ukura eklendi ve
4 °C de bir gece inkiibe edildi. Mikropleytler,
PBS-Tween ile yikandiktan sonra, 1 mg/ml ora-
ninda  Karbonat-Bikarbonat  bufferde  su-
landirilan Phosphatase substrattan (Sigma, Al-
manya) 100 ul her ¢ukura kondu. 10 dakika
beklendikten sonra Tecan-Spectra marka ELI-
SA readerda 405 nm dalga boyundaki filtre ile
mikropleytler okundu. Kontrol amaciyla her bir
mikropleyt tizerinde bilinen pozitif ve negatif
serumlar da kullanildr.

ELISA sonuglarimn degerlendirilmesi:

Oncelikle negatif serumlar OD (Optical Den-
sities) degerlerinin ortalamasi alindi (ortalama
OD= 0.370) ve bu degere elde edilen standart
hatanin (Standart hata = 0.0405) 3 kati ilave
edildi (12). Elde edilen degerin iki kati cut-off
deger (0.984) olarak alind1 (13) ve 0.984 de-
gerinden biiyiik OD degerde olan test serumlar
pozitif kabul edildi.

Bolgeler arasmdaki farklihklar Ki-Kare (X2)
testi kullanilarak tespit edildi (14).

BULGULAR

Toplam olarak 462 adet sigir serumu anti-
LLO antikorlart agisindan test edildi ve bun-
larm % 81'i (374/462) pozitif bulundu. Nu-
munelerin toplandig1 bolgelere gore pozitif
hayvan sayist smiflandirildiginda;  Ardahan
cevresindeki sigirlarin % 92.6's1 (63/68), Kars
cevresindeki sigirlarin % 88.7'si (94/106) ve
Kars merkezindeki sigirlarin % 75.3'G (217/
288) Listeria monocytogenes'e tarst antikor ta-
sidigi saptandi (Tablo 1). Kars merkezindeki
pozitif hayvan sayisi diger bolgelere gore is-
tatistili ntarak dnemli devec e a4 (P<0.001).
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Tablo 1. Anti-LLO antikorlar yoniinden pozitif hayvan sayisinin bélgelere gore dagilim
Table 1. Regional distribution of the frequency of animals positive for anti-LLO antibodies.

Bolgeler Hayvan sayisi
Ardahan cevresi 68
Kars cevresi 106

Kars merkezi* 288

Pozitif Hayvan (0)))
Sayisi (%) X (Sx)
63 (92.6) 1.365 (0.239)
94 (88.7) 1.326 (0.236)
217 (75.3) 1.466 (0.165)

* Bolgeler arasindaki istatistiki fark tespit edildi (P<0.001)

“x (Sx) OD degerlerinin ortalamasi ve standart hatalart

TARTISMA ve SONUC

Bu calismanin amaci, yogun hayvansal tiretim
faaliyeti olan Kars yoresinde Listeria mo-
nocytogenes enfeksiyonlarmin varligmi ortaya
koymaktir. Bunu gerceklestirmek icin ELI-
SA'nm  teshis amaciyla kullamldigi  epi-
demiyolojik bir 6n calisma dizayn edildi.

ELISA, daha duyarli ve spesifik olmasi ne-
deniyle goéniimiizde enfeksiyoz hastaliklarin teg-
his ve takibinde, sikca kullanilan serolojik bir
yontemdir.  Listeria ~ monocytogenes  en-
feksiyonlarinin teshis ve takibinde de ELISA
son yillarda ¢okca kullanilmaktadir. Bu amacla
Listeria monocytogenes'den hazirlanmis cesitli
antijenler (hiicre duvar1 (O) antijenleri, flagellar
antijen (H), extracellular proteinler vs) de-
nenmistir.Ozellikle O ve H antijenlerin diger
Gram + bakterilerle capraz reaksiyon goster-
mesi. arastirmacilart Listeria monocytogenes'in
serolojisinde alternatif antijenler kullanilmaya
itmisgtir  (6). Bunlar arasinda listeriolysin O
(LLO) antijeninin Listeria monocytogenes'e
kargt tretilen antikorlarin tespitinde daha spe-
sifik oldugu ortaya konmustur. LLO tiim patojen
Listeria monocytogenes tiirleri tarafindan iire-
tilen bir protein olup, bu bakterilerin konakgi
hiicre icerisinde yasayip ¢ogalmasini saglar
(15). Ayrica yapilan caligmalar hem genetik dii-
zeyde ve hem de antijenik epitoplar ag¢isindan
LLO'nun Listeria monocytogenes'e spesifik ol-
dugunu gostermistir (11,16,17). Dolayisiyla an-
ti-LLO antikorlarinin  tespiti, Listeria mo-
nocytogenes enfeksiyonunun varh@gma isaret
eder (11). Bu sayilan hususlar gézoniine alma-

rak LLO, ¢alismamizdaki tercih edilen antijen
olmustur.

Bu caligma, numunelerin toplandigi odaklarin
bolgeyi tam olarak temsil etmemesi ve top-
lanmasi gereken Ornek sayisiin istatistiki ola-
rak tespit edilmemesinden dolayr gercek an-
lamda bir epideniyolojik caligmayi yansitma-
maktadir. Ayni sekilde calismada kullanilan
hayvanlardan tekrar kan Ornegi toplama ola-
nagimaz olmadi. Ancak elde edilen sonuclar en-
feksiyonun bolgede ilk kez taninmasi yoniinden
yararh alacaktir. Bolgedeki taramada test edilen
hayvanlarin ortalama % 81'nin anti-LLO an-
tikorlar1 tagimasi diger ¢alismalar ile uygunluk
gostermektedir (8,18) Yiiksek oranda LLO po-
zitif s1girm  bulunmasi, fakat klinik semp-
tamlarin bulunmamasi sigirlarin daha énce Lis-
teria monocytogenes enfeksiyonuna maruz kal-
digimim veya ornekleme aninda subklinik en-
feksiyon gegirdiginin bir gostergesi olarak ka-
bul edilebilir (11,18).

Caligmada bolgeler arasindaki farkliligin, bu
bolgelerde farkli yetistirme, bakim, barmdirma
ve beslenme uygulamalarma baglh olabilecegi
spekule edilse bile, ¢alisma esnasinda hayvan
ve isletmeler ile ilgili veri toplanamamasi bu
farkliligin izahimi miimkiin kilmamaktadir.

Kars yoresinde hayvancihgm biiyiik olciide
kiiciik aile igletmeleri seklinde gerceklesmesi
nedeniyle hayvansal {iriinlerin hazirlanmasinda
pastorizasyon ve hijyenik kurallara pek riayet
edilmedigi gozoniine almirsa elde edilen so-
nuglarmn 1s13inda bolgede daha genis kapsamli
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ciftlikten-tabaga zincirini takip edecek bir epi-
demiyolojik caligmaya ihtiya¢ vardir.
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