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Konya ilinde kopeklerde listeriozis seroprevalansi

Zeki ARAS',

Uckun Sait UCAN?

OZET

Amag: Listeriozis, insan ve hayvanlarda abortus,
septisemi ve meningoensefalitise sebep olmaktadir.
Enfekte kopekler Listeria monocytogenes suslarini
diski ve idrarlan ile etrafa sactiklar icin halk sagligi
yonunden blyiuk bir oneme sahiptirler. Bu calismada,
Konya bolgesindeki kopeklerde listeriozis enfeksiyonunun

serolojik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismanin kopek materyalini Konya il
merkezinde bulunan belediye kdpek barinagi (n= 106) ve
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi (SUVF) Képekcilik
Arastirma ve Uygulama Unitesinde bulunan kdpekler
(n= 20) ile SUVF Kliniklerine getirilen kopeklerden
(n= 9) alinan toplam 135 kan serumu olusturmustur.
Serumlar Mikro Standart Tup Aglutinasyon (mSAT) ve ELISA
testleri ile incelenmistir. Guruplar arasi karsilastirmalar
Mc Nemar Testi ve Fisherin Kesin x? testi ile belirlenmistir.

Bulgular: Toplam 135 kan serum orneginin 31 (%23)’i
mSAT ile ve 21 (%15,5)’1 ELISA ile pozitif bulunmustur. On
dort serum 6rnegi sadece mSAT testi ile pozitif bulunurken
ELISA testi ile negatif olarak bulunmustur. Kan serum
orneklerinin 114 tanesi (%84,5) ELISA testi ile negatif
olarak bulunmustur. Listeriozisin serolojik siklig1 Konya
Belediye Kopek Barinagi, SUVF Kopekcilik Arastirma ve
Uygulama Unitesi ve SUVF kliniklerine getirilen kopekler

ABSTRACT

Objective: Listeriosis causes abortion, septicemia
and meningoencephalitis in humans and animals.
Infected dogs are important in public health as
they can spread Listeria monocytogenes strains via
their faeces or urine. The aim of this study was to
investigate the presence of listeriosis in dogs in Konya
Province.

Method: A total of 135 blood serum samples were
collected from dogs from the municipality kennels (n=
106) and also from veterinary clinics (n= 9) and the
Dog Research Unit (n= 20) of the Faculty of Veterinary
Medicine, Selcuk University. Samples were examined
by Micro Standard Tube Agglutination Test (mSAT) and
ELISA. The statistical differences between the groups
were determined by the Mc Nemar Test and Fisher
Exact x? Test.

Results: Out of 135 serum samples tested, 31
(23%) and 21 (15.5%) were found to be positive for
listeriosis by mSAT and ELISA, respectively. Fourteen
serum samples which were positive by mSAT were
negative with ELISA, while 114 samples (84.5%) were
negative by ELISA. The frequencies of listeriosis in
municipality kennels, the veterinary clinics and dog
research unit of the Veterinary Faculty were 24.5%,
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icin sirastyla, mSAT testi ile %24,5, %11,1 ve %20, ELISA
testi ile %19,8, %0 ve %0 olarak belirlenmistir. ELISA testi
sonuclarina gore, belediye kopek barinaginda bulunan
kopeklerde enfeksiyonun seroprevalansi
Fakiltesinin  birimlerine getirilen veya oraya ait
kopeklere gore daha yiiksek olarak saptanmistir.

Sonug: Bu calisma ile Konya bolgesi
kopeklerinde yiiksek sayilabilecek bir oranda ve ilk kez
L. monocytogenes seropozitifligi tespit edilmistir. Bu
yliksek oranin veteriner ve halk saglig1 acisindan tehdit

Veteriner

sokak

olusturdugu kamisina varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kopek, Listeria monocytogenes,
ELISA, mSAT, halk saghigi

GIRiS

Listeria monocytogenes tarafindan olusturulan
listeriozis, genellikle sporadik, zaman zaman
enzootik olarak ortaya cikan, meningoensefalitis,
abortus, septisemi ya da konjuktivitis ile karakterize,
bazen de latent olarak seyredebilen zoonoz bir
enfeksiyondur (1). Enfeksiyon, dunyanin her
bolgesinde goriilebilmektedir. Etken dogada c¢ok
yaygin olarak bulunur ve bircok hayvan tiirlinden
klinik veya

subklinik seyirli enfeksiyona sebep olabilen, enfekte

izole edilmistir. L. monocytogenes,
hayvanlarin diskilar1 ile cevreyi kontamine eden
ve direkt temas yolu ile diger hayvan ve insanlara
bulasabilen enfeksiyoz bir etkendir (1, 2).

Enfeksiyonun tanisinda, etken izolasyon ve

identifikasyonuna dayanan kultur yontemi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemin
uzun zaman almasindan dolay1 molekiiler ve serolojik
testler de siklikla kullamlir (3). Serolojik testlerden
kompleman fiksasyon, indirekt hemaglutinasyon,
agar jel diflizyon, serum aglitinasyon ve ELISA
hastalan

testleri ve portorleri

(3,4).

ortaya koymak

amaciyla kullanilmaktadir Bu yontemlerin

disinda, L. monocytogenes’in hizli tespiti icin,
immunokromatografi, immunofloresans ve
Turk Hij Den Biyol Derg
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11.1% and 20%, respectively by mSAT and 19.8%,
0% and 0% by ELISA, respectively. According to
ELISA results, the listeriosis frequency was found
higher in dogs from the municipality kennels than in
animals from the veterinary clinics or in dogs of the
research unit of veterinary Faculty.

Conclusions: The present study shows that the
seropositivity to L. monocytogenes in stray dogs from
Konya is high and it is of concern for the veterinary
and human public health.

Key Words: ELISA, dog, Listeria monocytogenes,
mSAT, Public Health.

immino manyetik ayinm yontemlerinden de

yararlanilmaktadir (5).

enfekte
etrafa

Mikroorganizmalarin, veya portor
ile
bir

nedeniyle sokak kopekleri halk sagligi acisindan

hayvanlarin  diskilan sacilmast ve

enfeksiyonun  zoonoz karakter sergilemesi

ayn bir oneme sahiptir. Yapilan calismalarda, Van,

Sanliurfa, Erzurum ve Kars yorelerinde yasayan
sokak  kopeklerinde  L.monocytogenes  varligi
gosterilmistir  (4,6-8).  Ulkemizdeki  kopeklerin

L. monocytogenes tasiyiciligi ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmasindan dolay;; bu calismada,
ELISA ve Mikro Standart Tup Agliitinasyon (mSAT)
testleri kullanilarak, Konya bolgesindeki kopeklerde
listeriozis varliginin arastirilmas1 amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada, Konya il merkezinde ki belediye kopek
barinaginda bulunan 106 (76 disi, 30 erkek) kdpek
ile Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi (SUVF)
Kopekgilik Arastirma ve Uygulama Unitesinde bulunan
20 disi ve SUVF Kliniklerine asilama icin getirilen 9
(1 disi, 8 erkek) kopekten 2007 yili icerisinde alinan
toplam 135 adet kan serumu kullanilmistir. Kan
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ornekleri klinik olarak saglikli goriinen hayvanlardan
rastgele olarak toplanmis ve 1000 devirde 10 dakika
santrifij edilerek serumlar aynlmistir. Toplanan kan
serumlar1 56 °C’de 30 dakika tutularak inaktive edilip,
kullanmlincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Arastirma Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Toplanan serumlarin mSAT testi ile titre tayini
yapilmis ve en yiiksek titre veren serum (1/2560)
pozitif kontrol olarak ELISA testinde kullanilmstir.
Negatif kontrol ise saglikli bes adet
kopekten elde edilmistir.

serumlari

Mikro Standart Tip Aglutinasyon Testi (mSAT),
Regnault (9)’un bildirdigi yontemin mikropleytlere
uyarlanmasi ile gerceklestirilmistir. L. monocytogenes
tip aglutinasyon antijeni, Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Baskanligi’ndan temin edilmistir. Serum
1/4 ile 1/2560 arasinda cift katl

seri dilusyonlan fizyolojik tuzlu su ile yapilmistir.

orneklerinin,

Daha sonra tum cukurlara 50 pl tup aglitinasyon
dagitilarak 37 °C’de 24
edilmistir. Siire sonunda 1/160 ve Usti dillisyonlarda

antijeni saat inkube

tam aglutinasyonun gorulmesi  pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
testinde kullanilan somatik O antijeni, Peel ve ark.
(10)’min bildirdigi yonteme gére hazirlanmistir. Refik
Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi’ndan temin
edilen L. monocytogenes antijeni, 4.000 rpm’de 10
dakika santrifij edilmis ve fosfat tampon cozeltisi
(PBS) ile uUc kez yikanmistir. Pelet az miktarda
PBS ile sulandinlmis ve bes dakika sonikatorde
tutularak bakteriler parcalanmistir. Antijenin protein
konsantrasyonu, Lowry ve ark. (11)’nin Onerdigi
yonteme dayanan DC protein assay (Cat No. 500-0116,

Bio-Rad Lab. USA) ile belirlenmistir.

ELISA testi, Low ve Donachie (12)’nin bildirdigi
yonteme gore standardize edilerek uygulanmistir.
Optimum antijen ve Anti-Dog IgG HRP konjugat
A-9042)
dilisyonunu belirlemek icin dama tahtas1 yontemi

(Sigma, konsantrasyonlari ile serum
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kullamlmistir. Optimum antijen, konjugat ve serum
diliisyonlar1 sirasiyla 100 pg/ml, 1/2000 ve 1/100
olarak belirlenmistir. Immulon 1l mikropleytlere
(Nunc C bottom Immunplate 96 well, 446612) 0.05 M
karbonat-bikarbonat tampon’da (pH 9.6) homojenize
edilen 100 pl antijen aktarilarak 37 °C’de bir gece
tutulmustur. Bu sure sonunda mikropleytler yikama
solusyonu (%0.05 Tween 80 iceren PBS, pH 8) ile
bes kez yikanmistir. Daha sonra antijen yapismayan
polysytren yiizeylerin notralizasyonu (Blocking step)
amaciyla 200 pl, %1’lik s18ir serum albiimini (BSA,
Sigma A8531) postcoat soliisyonu seklinde hazirlanarak
her bir goze eklenmis, 37 °C’de 1,5 saat bekletildikten
sonra bes kez yikanmistir. Sulandirma solusyonu (%1
BSA ve %0,05 Tween 20 iceren PBS) ile 1/100 oraninda
sulandinlmis kontrol ve test serumlarindan 100 pl
alinarak mikropleytin ilgili gozlerine ilave edilerek
37 °C’de bir saat inkibe edilmistir. Pleytler bes kez
yikandiktan sonra sulandirma solusyonu ile 1/2.000
oraninda sulandinlmis konjugattan tum gozlere
100 pl ilave edilip 37 °C’de bir saat tutulmustur.
Yikama isleminden sonra tum gozlere 100 pyl TMB
substrate (Sigma, SIT-0440) ilave edilerek oda 1s1sinda
5-10 dakika inkibe edilmistir. Stop sollisyonundan
(2M H,SO,) 100 pl eklenerek ELISA reader’da (MWGt
Lambda Scan 200 Bio-Tek Inst. Inc. USA.) 450 nm
dalga boyunda mikropleytlerin absorbans degerleri
okutulmustur. Cut-off degerine (1.216) esit veya
yilksek absorbans degerine sahip ornekler pozitif
olarak kabul edilmistir.

istatistik analizler Minitap-SPSS paket programi
kullamlarak Mc Nemar Testi ve Fisherin Kesin x2 Testi
ile yapilmistir. istatistiki olarak o6nemlilik p<0,05
degeri ile ifade edilmistir.

BULGULAR

Toplam 135 kan serum orneginden 31 (%23)’i
mSAT ile aglutinasyon vermis ve listeriozis yoninden
pozitif olarak kabul edilmistir. Yiz dort adet (%77)
ornek listeriozis negatif olarak saptanmistir. Pozitif
kan serumlarina ait agliitinasyon titreleri Tablo 1’de
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Tablo 1. Serumlarin mSAT ve ELISA ile analiz sonuglan

KONYA KOPEKLERINDE LiSTERIOZiS

mSAT titreleri ELISA
Kaynak
<1/80* 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Pozitif Negatif

Belediye Barinagi 80 14 6 5 - 1 21 85
S.U.Veteriner Fakiiltesi

Uygulama Ciftligi 16 2 2 20

S.U. Veteriner Fakiiltesi 8 1 9
Klinikleri

Toplam 104 16 9 5 - 1 21 114
* mSAT ile negatif kabul edildi.
verilmistir. Orneklerin 21 (%15,5)’i ELISA testi ile TARTISMA

pozitif, 114 (%84,5)’ U ise negatif olarak belirlenmistir. Zoonoz enfeksiyonlardan olan listeriozis

)

Bu calismada kullanilan iki ayn serolojik test ile  jhcaniarda  ve hayvanlarda abortus, septisemi
elde edilen sonuglar arasindaki farklarin istatistiksel meningoensefalitise neden olmaktadir (1).
olarak onemli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir j,caniarda goriilen listeriozis  vakalarinin  son

(Tablo 2).

Orneklerin elde edildigi kaynak bazinda yapilan
incelemede ise kan orneklerinin toplandig1 belediye
kopek barinagi, universite ciftligi kdpek Unitesi ve
SUVF kliniklerine getirilen kdpeklere ait pozitiflik,
mSAT ile sirasiyla %24,5, %20 ve %11,1 ve ELISA ile
sirastyla %19,8 %0 ve %0 olarak saptanmistir. ELISA test
sonuclarina gore, belediye kopek barinag ile diger
iki kaynaga ait kopeklerdeki sero-pozitiflik farkliligi
istatistiksel olarak onemli (p<0,05) bulunmustur.

Tablo 2. ELISA ve mSAT test sonuclarinin karsilastirilmasi

mSAT
Testler Toplam
Pozitif Negatif

Pozitif 17 4 21
ELISA

Negatif 14 100 114

Toplam 31 104 135
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yillarda artmasi enfeksiyonun halk sagligi yoniinden
(13).
L. monocytogenes suslarinin onemli kaynaklarindan

onemini gostermektedir Dogada bulunan

birisinin diskilar ile cevreyi kontamine eden portor

).

L. monocytogenes fekal tasiyiciigr cesitli iilkelerde

hayvanlar oldugu bildirilmistir Kopeklerin
arastinlmis ve %0,9-1,3 oranlarda tasiyicilik tespit
edilmistir (14,15). Ulkemizde yapilan bir calismada
da, Bursa ilinde sokak kopeklerinin L. monocytogenes

fekal tastyiciigr %1,22 olarak tespit edilmistir (16).

Bu calismada, Konya il merkezinde bulunan
ve SUVF Kopekgilik

Unitesinde

belediye kopek barinag

Arastirma ve  Uygulama bulunan
kopekler ile SUVF Kliniklerine asilama icin getirilen
kopeklerde L. monocytogenes varliginin serolojik
olarak arastinlmast amaclanmistir. Bu kapsamda
incelenen toplam 135 adet serumun 31’i mSAT ile
pozitif bulunurken, aynm1 serumlarin sadece 21’i
ELISA ile pozitif bulunmustur. Bu iki test ile elde
edilen sonuclar arasindaki fark capraz reaksiyondan
meydana  gelmis

olabilecegi  diisiiniilmektedir.
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Tim hiicre antijeninin  kullanildigr agliitinasyon
testlerinde, L. monocytogenes ile bazi Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Corynebacterium pyogenes,
Bacillus subtillis ve Escherichia coli K8) arasinda
capraz reaksiyonun olabilecegi bildirilmistir (17).
Bourry ve ark. (18) L.monocytogenes antikorlarinin
ELISA yontemi

testin ozgiillik ve duyarliigim %88 ve %100 olarak

varligim ile degerlendirdiklerinde
bulmuslardir. Bu calismada da, listeriozisin serolojik
tamsinda, ELISA testinin agliitinasyon testi olan
mSAT’a gore antikorlar belirlemede daha spesifik
oldugu sonucuna varilmistir.
listeriozisin

Ulkemizde kopeklerdeki

serolojik olarak belirleyen sinirli sayida calisma

varligim

bulunmaktadir. Ceylan ve ark. (4), Van yoresindeki 90
sokak kopeginiserum agliitinasyon testiile incelemisler
ve %40 oraninda seropozitiflik belirlemislerdir. Babuir
ve ark. (6) Sanlurfa ili sokak képeklerinde yaptiklan
calismada listeriozis seroprevalansin1 %18,75, Aktas
ve ark. (7) ise Erzurum yoresi sokak kopeklerinde
bu oram %26,3 olarak rapor etmislerdir. Gicik ve
ark. (8) Kars ilinin degisik odaklarinda ki sahipli
%22,3
olarak bildirmislerdir. ELISA
testi ile elde ettigimiz %21’lik seropozitiflik orani,
Babir ve ark. (6), Aktas ve ark. (7) ve Gicik ve ark.

kopeklerde listeriozisin serolojik varligini

Bizim calismamizda,
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L. monocytogenes suslarinin
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