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Ozet

Bu caligmada, Kars yoresinde atik yapan 273 adet koyuna ait kan serumu, Chlamydia psittaci’ye karsi olugan
antikor varliginin saptanmasi amactyla serolojik kontrole tabi tutuldu. Bu amacla CFT ve ELISA yontemlerinden
yararlanildi ve her iki testin duyarhiliklari karsilastirildi.

Calismada atik yapan 273 adet koyuna ait kan serumunun CFT ile 52’si (%19.05), ELISA ile de 49’u (%17.95)
pozitif olarak degerlendirildi. CFT, ELISA yontemine gore daha duyarli bulunurken, ELISA yonteminin de alternatif
bir test olarak kullanilabilecegi ancak standart bir ELISA yonteminin gelistirilmesinin gerektigi, Kars yoresinde
koyunlarda goriilen atik olaylarinda C. psittaci’nin yol acti§1 Koyunlarin Enzootik Abortusu’nun ihmal edilmemesi,
kontrol ve eradikasyon calismalarina biran 6nce baglanmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Chlamydia psittaci (C. psittaci), serolojik tani, CFT, ELISA, koyun, yavru atma.

The Detection of Antibodies Against Chlamydia psittaci Using
Complement Fixation Test (CFT) and Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) in Aborted Sheep in Kars District

Summary

In this study, serum samples from 273 sheep that aborted were subjected to serological control to determine the
presense of antibodies against Chlamydia psittaci in Kars district. To this end a CFT and ELISA were employed and
the sensitivity of both assays was compared.

In the study, sera from 273 sheep that aborted showed seropositivity in 52 samples (19.05%) in the CFT and in
49 samples (17.95%) in the ELISA. The CFT appeared to be more sensitive than the ELISA, whereas it was
concluded that the ELISA could be used as an alternative test but a standart ELISA should be improved, Enzootic
Abortion Ewes (EAE) in Kars district should not be ignored and immediately investigations in control and
eradication of the disease, should be launched.
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GIRIS

Ulkemiz, koyun yetistiriciliginde sayisal olarak
onemli bir populasyona sahip olmakla beraber bu sek-
torde onemli sorunlar yasanmaktadir. Koyun yetistiri-
ciligini olumsuz etkileyen faktorlerden biri de degisik
nedenlerden ileri gelen yavru atma (abortus) vakalari-
dir'®. Yavru atmayla seyreden bakteriyel infeksiyonlar-
dan biri olan Koyunlarin Enzootik Abortusu, Chlamy-
dia psittaci (C. psittaci)’nin neden oldugu, basta Avru-
pa iilkeleri olmak iizere diinyanin bircok iilkesinde
gozlenen ve koyunlarda ekonomik kayiplara yol agan
bir zoonozdur**. Gebe koyunlarda klamidyalardan ileri
gelen abort orani, iilkeden iilkeye degismektedir. Ge-
nellikle %5-10 diizeyinde seyreden abort orani, bazi
siiriilerde %30-45’e kadar yiikselmektedir’”.

Koyunlarin Enzootik Abortusu’nun direkt teshisin-
de, plasenta ve fotal membranin makroskobik muaye-
nesinden sonra laboratuvar yoklamalari icin materyal
olarak yavru atan hayvanlardan nekrotik ve demat6z
plasenta, kotiledon, korionik membran, amniotik sivi-
lar ve vajinal sivaplar, atiklardan ise akciger, bagirsak,
dalak, karaciger, kalp ve mide icerigi alinmaktadir’**,
Y ontemine uygun olarak hazirlanan boyali preparatlar-
da kirmizi renkte klamidyal elementer cisimciklerin
gortilmesi ile teshis miimkiindiir’. Klamidyalarin izo-
lasyonunda en yaygin olarak kullanilan ortamlarin
embriyolu tavuk yumurtas, hiicre kiiltiirii ve deneme
hayvanlari oldugu bildirilmistir'®*.

Klamidyalarin neden oldugu infeksiyonlarin indi-
rekt tamsi ve klamidyalarin identifikasyonu amaciyla
cesitli serolojik yontemlerden yararlanilmaktadir'+'s,
Uzun yillardan beri C. psittaci’ye karsi olusan antikor-
lar1 ortaya koymada daha ¢ok Komplement Fikzasyon
Testi (CFT) kullanilmaktadir*'™*. Bunun yaninda grup
spesifik antikorlarin teshisinde Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay (ELISA)"in CFT’den daha hizli ve
duyarl bir test oldugu bildirilmistir'?'.

Bu calismada koyun yetistiriciliginin yogun olarak
yapildig: Kars yoresinde, atik yapan koyunlardan ali-
nan kan serumlarinda, CFT ve ELISA ile C. psitta-
ci’ye karsi olusan antikor varliginin arastirilmasi ve
hastaligin teshisinde her iki testin degerlerinin karsi-
lastirllmasi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOT

Materyal
Kan Serumlari: Bu arastirmada Kars Bolgesinde

halk elindeki atik yapmis 273 adet koyuna ait kan or-
negi laboratuvara getirildi, serumlar ayrildi ve serum-
lar test edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Kan se-
rumlariin alindig1 yerler ve sayilari Tablo 1’de verildi.

Tablo 1. Kan serumlarinin alindig: yerler ve sayilari.
Table 1. The numbers and places of the serum samples

collected.
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Standart Sus: CFT antijeni hazirlamak i¢in Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden sagla-
nan C. psittaci S 26/3 susu kullanildi.

Komplement Fikzasyon Testi Antijeni: Pendik Ve-
teriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'nden saglanan
C. psittaci S 26/3 susu ile infekte edilen embriyolu ta-
vuk yumurtalarinin sari keselerinden hazirlanan siis-
pansiyon antijen olarak kullanildu.

Hemolizin: Calismada Behring-Werke (Almanya)
firmasindan saglanan Amboseptor 4000 kullanildi. He-
molizinin 4 Minimal Hemolitik Dozu (MHD) 1/1000
olarak saptandi ve CFT de bu titrede kullanildi.

Komplement: CFT’de komplement olarak en yiik-
sek etkiyi gosterdiginden ve daha stabil oldugundan
kobay serumlari kullanildi. Kobaylar 12 saat siireyle a¢
birakildi ve kanlart alindi. Serumlari ayrildiktan sonra
karigtirildi ve 1’er ml olacak sekilde siselere taksim
edilerek -20°C’de saklandi. Kullanmadan 6nce
+4°C’de bekletildi. Komplementin 4 MHD u 1/25 ola-
rak saptandi ve caligmada komplement bu titrede kul-
lanildi.



Eritrosit Siispansiyonu: Aseptik kosullar altinda
koyunun V. jugularisinden plastik enjektorlerle steril
cam boncuklu siselere alinan kan, defibrinasyon icin
20 dakika calkalandiktan sonra Veronal Buffer ile
1500 devirde 10 dakika santrifiij edilerek yikandi ve
testte %2’lik eritrosit stispansiyonu kullanildi.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Antijeni:
Moredun Research Institue (MRI)’den (iskogya) sag-
landi (Antijen 1500 ng/ml oraninda hazirlanmis ve 1/3
oraninda Carbonate Coating Buffer ile diliie edilmis-
tir). 5 ml miktarindaki konsantre klamidyal LPS anti-
jeni, 45 ml PBS ile 50 ml’ye tamamlanarak 1/10’luk
stok soliisyonu hazirlandi ve +4°C’de saklandi. Calis-
ma soliisyonu olarak stok soliisyondan I ml alindi, co-
ating buffer ile 30 m!’ye tamamland: ve calismada bu
1/30°1uk diliisyonu kullanildi.

Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlari: ELISA yon-
teminde C. psittaci S 26/3 koyun abort susuna karsi
hazirlanmig pozitif ve negatif kontrol serumlari
MRI’den sagland:.

Konjugat: Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aras-
tirma Enstitiisii’'nden saglanan Donkey anti-sheep
Horseradish Peroxidase (HRP) kullanildi.

Metot

Komplement Fikzasyon Testi: Bu testte Tiiriitoglu
ve ark.*’nin bildirdigi mikrokomplement fikzasyon
yontemi uygulandi. Test sonucunda 1/32 ve iistiindeki
titreler pozitif olarak degerlendirildi.

Antikomplementer olarak degerlendirilen serumla-
rin bu ozelligini giderebilmek icin Alton ve ark.*’nin
bildirdigi yontem kullanildi. Buna gore, komplement
fikzasyon sulandiricisi i¢inde kobay serumunun %5’lik
soliisyonu hazirlandi. Testte kullanilan serum diliisyo-
nu, yukaridaki soliisyonla karistirilip (0.2 ml serum +
0.6 ml soliisyon) 37°C’de 30 dakika inkube edildi. Se-
rumlar 60°C’de 1 saat inaktive edildikten sonra
CFT’deki isleme devam edildi. Yine antikomplementer
cikanlar ise antikomplementer olarak degerlendirildi.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Yontemi:
Bu testte Machell*’in bildirdigi yontem uygulandi.
Once ayri ayri tiiplerde serum diliisyonlart yapildi. Bu-
nun i¢in bir erlenmayerde 5 gr siit tozu ve 100 ml
PBS/Tween ile %5°lik serum diliienti hazirlandi. Ha-
zirlanan bu diliientten de ayr1 ayrt tiiplere 500 pl kon-
du ve iizerlerine 2.5 ul test serumu ekleyerek

131
Baz

1/200°liik serum diliisyonlari hazirland..

Antijenle kaplama isleminde diiz tabanh mikrop-
leytin tek sirali kuyucuklarina 100 ul LPS antijeni, ¢ift
sirali kuyucuklarina da 100 ul Carbonate Coating Buf-
fer kondu. Mikropleytler 5 dakika ELISA karstiricida
calkalandiktan sonra +4°C’de | gece inkubasyona bi-
rakildi. Ertesi giin mikropleytler 3 kez PBS/Tween ile
yikandi. Her kuyucuga 200 ul blok soliisyondan konup
37°C’de 40 dakika inkubasyona birakildi (Bunun igin 2
cc at serumu ve 36 cc Carbonate Coating Buffer ile
%10’luk blok soliisyon hazirlandr). Mikropleytler yine
3 kez PBS/Tween ile yikandi. Pozitif kontrol serumu-
nun 1/200’den 1/25600°e kadar olan 8 katli diliisyonu
hazirlandi ve | numarali mikropleytin A1, A2, B1, B2
kuyucuklarina 100 gl kondu. Yine negatif kontrol seru-
munun 1/200’liik diliisyonundan AS, A6, B5, B6 kuyu-
cuklarina 100 pl miktarinda kondu. Test serumlarinin
da hazirlanan 1/200’liik diliisyonlarindan 2 antijenli, 2
antijensiz olmak iizere her 4 kuyucuga 100 pl miktarin-
da kondu. Pozitif kontrol serumunun 1/1600’hk diliis-
yonundan 2 numarali mikropleytin C3, C4, D3, D4 ve
E7, E8, F7, F8 kuyucuklarma 100 ul eklendikten sonra
test serumlarinin 1/200°liik diliisyonlarindan diger ku-
yucuklara yine 100 pl kondu ve pleyt 37°C’de 60 daki-
ka inkubasyona birakildi. Ayni anda konjugat diliisyo-
nundan 1/1000 oraninda hazirlanip 37°C’de 60 dakika
inkubasyona birakildi (Bunun i¢in de 0.4 ml at serumu
ve 39.6 ml PBS/Tween ile %1’lik HSPBS/Tween ha-
zirlandi. Bu soliisyona 40 ul konjugat eklendi. Boylece
1/1000 oraninda konjugat diliisyonu hazirlanmis oldu).
Mikropleytler 3 kez PBS/Tween ile yikandi ve kuyu-
cuklara hazirlanan konjugattan 100 ul konup 37°C’de
60 dakika inkubasyona birakildi. Bu arada hazirlanan
ABTS substrat (ABTS substrat hazirlanmasi: 1 mikrop-
leyt icin; 10 cc sitrat buffer + 4 mg ABTS + 4 cc distile
su + 100 ul H,0,) oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. in-
kubasyon siiresinin bitiminden sonra 3 kez PBS/Tween
ile yikanan mikropleytlere 100 ul ABTS substrat ko-
nup oda 1sisinda ve karanlikta 15 dakika inkubasyondan
sonra her kuyucuga 100 ul %1’lik SDS konarak reak-
siyon durduruldu. Sonuglar 30 dakika icinde ELISA
okuyucusunda (DYNATECH MR 5000) 405 nm dalga
boyunda okundu ve negatiflik esiginin iistiinde kalan
reaksiyon pozitif kabul edildi.

BULGULAR
Komplement Fikzasyon Testi Sonuglart

Atk yapan 273 adet koyuna ait kan serumlarinin
CFT ile incelenmesi sonucu 52’si (%19.05) pozitif,
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34 (%12.45) siipheli, 1701 (%62.27) negatif olarak
saptanirken, 17’si (%6.22) antikomplementer 6zellik
gosterdi (Tablo 3).

Bu calismada pozitif olarak saptanan 52 serumdan
29'u (%55.77) 1/32’de, 19°u (%36.53) 1/64°de ve 4’ii
(7%7.69) 1/128de titre verdi (Tablo-4). Stipheli olarak
saptanan 34 serumdan 167s1 (%47.05) 1/8’de 18’i ise
(%52.94) 1/16’da titre verdi. CFT ile kontrolii yapilan

kan serumlarinin serolojik sonuglart Tablo 2'de verildi.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Sonuglar

Atik yapan 273 adet koyuna ait kan serumlarinin
ELISA ile incelenmesi sonucu C. psittaci antikorlari
yontinden 49'u (%17.95) pozitif, 224°ii (%82.05) ise
negatif olarak degerlendirildi. ELISA yontemi ile
kontrolii yapilan kan serumlarinin serolojik sonuclari
Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Atk yapan 273 adet koyun kan serumunun CFT ve ELISA sonuglarr.

Table 2. The CFT and ELISA results of the 273 aborted sheep sera.
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Tablo 3. CFT"de poritif, siipheli, negatif ve antikomplementer reaksiyon veren serumlarin sayilar
Table 3. The numbers of the serum samples giving positive, equivocal, negative and anticomplementer reactions
in CFT.

n: Serum sayisi

Tablo 4. CFT"de pozitif bulunan serumlarin titrelere gore dagilimi

Table 4. The distribution of the positive sera according to titres obtained in CFT.

52 19.05 29

n: Serum sayisi
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TARTISMA ve SONUC

Koyun abortlarinin etiyolojisinde klamidyalarin ro-
lii, konakg! direnci ve virulens farkliliklarina bagli ola-
rak degismekte, infeksiyon orani iilkelere ve hatta bol-
gelere gore de degisiklik gostermektedir’. Koyun
abortuslari yoniinden yapilan degisik ¢alismalarda kla-
midyal abortus oranini Markey ve ark.” irlanda’da
%11.24, Perez ve ark.” Ispanya’da %37.61, Apel ve
ark."” Namibia’da %30, [talya’da Buonavoglia ve ark.”’
%22.8 ve Valente ve ark.™ ise bagka bir calismada
%11.1, Amin ve Wilsmore* Nijerya'da %3.3, Lin ve
ark.” Cin’de %1.56 olarak saptadiklarini belirtmisler-
dir. Genellikle %5-10 diizeyinde seyreden abort orani,
bazi siiriilerde %30-45’e kadar yiikselmektedir’”.

Ulkemizde Ataman ve Hakioglu®, infeksiyonun
oranint 1954 yilinda Eskisehir yoresinde %20-25, Ha-
kioglu®, 1957 yilinda Balikesir yoresinde %15-25 ola-
rak bildirmislerdir. Daha sonraki yillarda tilkemizin
degisik yorelerinde ve degisik yillarda yapilan calis-
malarda klamidyal abortus oranini, Arda* %3.35, Bay-
sal* %4.7, Kenar ve ark.* %17.3, Karaman ve ark.®
%1.63, Duman36 %20, Karaman ve Kiiciikayan®
%1.8, Kiran ve ark.™ %]1.7, Tiiriitoglu ve ark.* %10,
Oztiirk ve ark.*” %2.8 olarak saptadiklarini bildirmis-
lerdir.

Uzun yillardan beri C. psittaci’ye karsi olusan anti-
korlar1 ortaya koymada daha cok CFT kullanilmakta-
dir**', Seaman®, Avustralya’da atik yapan koyunlardan
abort tarihinden iki hafta sonra alinan kan serumlarin-
da CFT ile 1/40 ile 1/80 arasinda degisen titrelerde
klamidyal antikor varligmin saptandigini bildirmistir.
Verma ve ark®, Hindistan’da CFT ile yaptiklar calis-
mada infeksiyonun prevalansini %2.4, Martinov ve
ark.", yine CFT ile Bulgaristan’da yaptiklar ¢alismada
prevalansi %34 olarak saptadiklarini bildirmislerdir. Is-
hida ve ark.”, Japonya’da CFT ile atik yapmis 212 ko-
yun kan serumunun 74 (%34.9)’iinde C. psittaci’ye
kars1 antikor saptadiklarimni, Perez ve ark.*, Ispanya’da
atik yapmis 2318 koyunun 872’sinin (%37.61) CFT ile
pozitif sonu¢ verdigini, Buonavoglia ve ark.”, Ital-
ya'da 4388 atik yapmus koyun kan serumunda CFT ile
%22.8 oraninda pozitif titre saptadiklarini belirtmisler-
dir. Valente ve ark.®, yine Italya’da atik yapmis 1456
koyuna ait kan serumundan 162’sinin (%11.1) CFT ile
pozitif sonu¢ verdigini bildirmislerdir.

Ulkemizde de Kenar ve ark.?, Konya Bolgesi’nde
atik yapmus 1063 koyun kan serumunda CFT ile kla-
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midyoz yoniinden %17.3 oraninda pozitiflik belirle-
diklerini ve diger etkenlere oranla klamidyal abortlarin
birinci sirada yer aldigini bildirmislerdir. Karaman ve
ark.", 1989-1992 yillan arasinda Ankara Bolgesi’'nde
4658 atik yapmus koyun kan serumunu CFT ile ince-
lediklerini ve 76 tanesinin (%1.63) klamidyozise karsi
antikor tasidiklarint bildirmislerdir. Yine Karaman ve
Kii¢tikayan®, 1993-1997 yillar arasinda atk yapmis
koyunlara ait 4890 adet kan serumunun klamidyozis
yoniinden CFT ile incelenmesi sonucu, 88’inin (%1.8)
pozitif oldugunu aciklamuslardir. Kiran ve ark.®, 1995-
1996 yillarinda atik yapmis koyunlardan alinan 1119
adet kan serumunu CFT ile incelemisler, klamidyozis
oranint % 1.7 olarak saptamuglardir. Tiirtitoglu ve ark.?,
atik yapan koyunlardan alinan 725 kan serumu érnegi-
ni mikrokomplement fikzasyon yontemi ile incelemis-
ler, serumlarin 73 tanesinin (%10) pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Oztiirk ve ark.”, Istanbul Bolgesi'nde-
ki koyunlarda C. psittaci infeksiyonunun prevalansinin
saptanmasi amaciyla alinan 927 adet kan serumunun
CFT ile incelenmesi sonucu 26’smin (%2.8) pozitif
olarak saptandigini aciklamuglardir. Arda®, 1980-1986
yillar arasinda Tiirkiye'de koyun ve keci abortuslari
yoniinden CFT ile yapilan incelemelere gore 6679 se-
rum Orneginden %3.35’inin klamidyozis yoniinden
pozitif oldugunu bildirmistir. Duman®, Konya yore-
sinde atik yapan koyunlardan alinan 224 kan serumu-
nu CFT ile incelemis ve 45’inde (%20) komplementi
fikze eden antikorlarin saptandigini bildirmistir.

Bu calismada atik yapan 273 koyuna ait kan serum-
larinin CFT ile incelenmesi sonucu 52’si (%19.05) po-
zitif olarak saptanmustir. Bu sonug, Kenar ve ark.”’nin
saptadiklari %17.3 ve Duman*’in saptadigi %20 gibi
pozitiflik oranina yakin bulunmaktadir. Ancak iilke-
mizde yapilan diger calismalarda farkli sonuglar elde
edilmesi, infeksiyon oranlarimim iilkelere ve bolgelere
gore degistigi savini dogrulamaktadir.

Grup spesifik antikorlarin teghisinde ELISA’nin
CFT’den daha hizli ve duyarli bir test oldugu bildiril-
mistir”*. Lombard ve ark.”, Fransa’da yapilan cesitli
serolojik calismalarin, ruminantlardaki abortlarin ne-
deni olarak klamidyozisin 6nemini gosterdigini,
CFT'nin Fransa’da standart bir yontem oldugunu, bu-
nun yaninda klamidyal infeksiyonlarin teshisinde ELI-
SA’nin da son derece yararli ve giivenilir bir test ola-
rak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Riordan ve
ark.”, C. psittaci’nin teshisinde Immunofluoresan ve
ELISA yontemlerinin hizli sonug veren oldukg¢a duyar-
I testler oldugunu bildirmislerdir. Ancak klamidya in-



134
Kars Yéresinde Atk Yapan Kovunlarmn..

feksiyonlari igin standartlastiriimis bir ELISA yéntemi
mevceut degildir*.

Pepin ve ark.”, C. psittaci’nin abort susundan ha-
zirlanan antijen ile 204 keci serum orneginin ELISA
ve CFT ile kargilastirmali olarak incelendigini, sonuc-
larin %80 uyumlu olmakla beraber ELISA yonteminin
IgG’leri saptamada daha duyarli oldugunu bildirmis-
" lerdir. Vitu ve ark.*, 57 gebe koyuna ait 476 kan seru-
munda CFT ve ELISA ile yaptiklart calismada her iki
test arasinda %88 oraninda uyum oldugunu belirtmis-
lerdir. Bu ¢aligmada da atik yapan 273 adet koyuna ait
kan serumunun serolojik incelenmesinde CFT ile 52,
ELISA yontemi ile 49 serum pozitif olarak saptanmis
ve sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Bu
caligma gostermistir ki, Koyunlarin Enzootik Abortu-
su’nun indirekt teshisinde uzun yillardan beri kullanil-
makta olan CFT’nin yaninda ELISA yontemi de alter-
natif bir test olarak kullanilabilir. Ancak ELISA icin
standart bir test yonteminin gelistirilmesi gerekmekte-
dir.

Calismada elde edilen sonuclar, Kars yoresindeki
koyunlarda goriilen yavru atma olaylarinda C. psirta-
ci’den ileri gelen Koyunlarin Enzootik Abortusu’nun
ihmal edilmemesi gerektigini, serolojik arastirmalarin
kiiltiirel yoklamalarla birlestirilmesinin yararli olacagi-
n1, infeksiyonun prevalans ve insidensinin saptanarak,
kontrol ve eradikasyon calismalarina baslanmasi ge-
rektigini gostermektedir.
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