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Si81r ve koyun brusellozisinin serolojik teshisinde konvansiyonel testler ile
Kompetitif-ELISA’nin karsilastirilmasi*
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Ozet: Bu calismada Brucella S19 geng asis1 ile asilanan danalar ile Brucella spp. ile infekte sigirlar ve Brucella Revl
geng agist ile agilanmis kuzular ile Brucella spp. ile infekte koyunlara ait kan serumlari; konvansiyonel testler ve Kom-
petatif-ELISA (C-ELISA) ile incelenerek, olusan humoral immun yanit degerlendirilmistir. Dogal infekte sigirlarin
%94’ Rose Bengal Plate Test (RBPT), %98’1 Serum Agliitinasyon Test (SAT), %92’si Komplement Fikzasyon Test
(CFT) ve %95’1 C-ELISA ile pozitif bulunmustur. As1 yapilan danalara ait antikor titrelerinde test zamanlarina gore test-
ler arasinda farkliliklar meydana gelmistir. Dogal infekte koyunlarin %91.16’s1 RBPT, %91.16’s1 SAT, %85.63’ii CFT
ve %86.74’1i C-ELISA ile pozitif bulunmustur. Sonug olarak brusellozisin teshisinde, C-ELISA’nin 6zellikle CFT’ye
alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Brucella, Kompetatif-ELISA, koyun, sigir.

Comparison of conventional tests with Competitive-ELISA in serological diagnosis of
bovine and ovine brucellosis

Summary: In this study, blood sera from calves vaccinated with Brucella S19 vaccine and cattle infected by Brucella
spp. and lambs vaccinated with Brucella Revl vaccine and sheep infected by Brucella spp. were tested with conven-
tional tests and Competitive-ELISA (C-ELISA) in order to evaluate the humoral immune response. In naturally infected
cattle group, 94% with Rose Bengal Plate Test (RBPT), 98% with Serum Agglutination Test (SAT), 92% with Comple-
ment Fixation Test (CFT) and 95% with C-ELISA were found positive. Differences between the tests were found in
antibody titers on the basis of testing times. In naturally infected sheep group, 91.16% with RBPT, 91.16% with SAT,
85.63% with CFT and 86.74% with C-ELISA were found positive. It was concluded that, in the diagnosis of brucellosis
C-ELISA could be used as an alternative test especially to CFT.
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Giris

Brusellozis diinyanin birgok tilkesinde oldugu gibi
iilkemizde de yaygin olarak goriilen ve ekonomik
oneme sahip olan zoonoz bir hastaliktir. Hastaliga
Brucella genusu igerisinde yer alan tiirler neden ol-
maktadir. Bu tiirler arasinda bulunan B. abortus, B.
melitensis, B. ovis, B. canis ve B. suis hayvanlarda
goriilen 6nemli brusellozis etkenleridir.

Brusellozisin kesin teshisi etken izolasyonu ve
identifikasyonuna baglidir. Ancak etkenin hiicre i¢i
yerlesmesi, izolasyonunun uzun zaman almasi, ¢ok
sayida hayvan s6z konusu oldugunda pratik olma-
masindan dolayi, serolojik testler rutin teshiste daha
cok tercih edilmektedir (3, 5, 6).

Brucella infeksiyonlarina karst primer immun
yanit, IgM sinifi antikorlarin iretimiyle sekonder
immun yanit ise IgG’lerin ortaya ¢ikmasiyla ka-
rakterizedir. SAT ile notral veya hafif diisiik pH’da
aktif aglutininlerin en énemli kismini teskil eden
IgM’lerin varlg: ortaya konulurken, RBPT ile hem
IgM hem de IgG’ler reaksiyona girer. CFT de ise
rol oynayan antikorlar IgG ’lerdir [gM’lerin etkinli-
&i inaktivasyon derecesinden dolay1 azdir(12, 14).

Pirimer baglanma testlerinden biri olan C-ELI-
SA; antijenle kapli mikropleyte test edilecek serum
ile Monoklonal antikor (Mab) ilave edilerek serum-
da bulunan antikorlar ile Mab’n yarigmasi, antijen-
antikor kompleksine enzimle isaretli anti-mouse
antikorlariin baglanmasi ve reaksiyonun substrat
ilavesi ile renklendirilmesi esasina dayanmaktadir.
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C-ELISA‘da O-polisakkarit i¢in spesifik Mab kulla-
nildig1 i¢in indirekt ELISA ya gore daha spesifik ol-
dugu bildirilmistir (10,13,16). ELISA’da kullanilan
lipopolisakkarit antijeni polisiteren matrikse lipid
A ucundan baglandigi, antijen olarak o-polisakka-
rit secildiginde ise matrikse baglanmanin epitopl,
epitop2 ya da her iki ucdan birlikte gerceklestigi
bildirilmistir (13). Bu sekilde ortamda antijenin an-
tikor ile baglanmaya hazir epitop2 ucu daha fazla
bulunur. Brucella S19 asisi ile asilanmis hayvanlar-
da epitop1’e karsi olusan antikorlar biiyiik bir kis-
mini teskil ederken dogal infekte hayvanlarda ise
hem epitopl hem de epitop 2ye karsi olugan anti-
korlar bulunmaktadir. Bu nedenle asili hayvanlarda
olusan antikorlarin Mab ile yarismasi ve baglanma
affinitesi gostermesi zordur. Ancak infekte hayvan-
lar antijene baglanma affinitesi gosterir ve MAD ile
yarigabilirler (13).

Her bir serolojik testin farkli immunglobulinle-
11 tespit etmesi, agidan kaynaklanan immun yanit ile
dogal enfeksiyonun karigabilmesi, inkiibasyon do-
neminde etkene kars1 immun yanitin olusmamasi ve
brusella ile diger bakterilerin kros-reaksiyon vere-
bilmesi gibi olumsuzluklarin tistesinden gelebilmek
icin glinlimiize kadar birgok farkli serolojik yontem
gelistirilmis ve bazilarinin tanida birlikte kullanil-
mas1 ongorillmiistiir (2, 5, 6, 8).

Office International des Epizooties (OIE)’de s1-
gir brusellozisinin teshisinde kullanilan testler ara-

sinda standart test olarak kabul edilen CFT nin yan
sira C-ELISA’da bulunmaktadir. C-ELISA yontemi;

CFT’den ¢ok daha kolay uygulanabilir olmasi, kisa
stirede cok daha fazla serum 6rneginin test edilme-
sine olanak tanimasi, asilamalardan kaynaklanan
yalanci pozitifliklerin eliminasyonunu saglamasi ve
diger bakterilerden ileri gelen kros-reaksiyonlarin
cogunu Onlemesi nedeniyle rutin olarak kolaylikla
kullanilabilmektedir (3, 5, 6, 10, 16).

Bu ¢alismada si1g1r ve koyun brusellozisinin se-
rolojik tanisinda rutin olarak kullanilan CFT, SAT
ve RBPT ile C-ELISA testinin karsilagtiritlmast;
asilt si8ir ve koyunlar ile dogal infekte hayvanlarin
ayirt edilmesinde C-ELISA’nin roliiniin arastirilma-
st amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Serum gruplart: Etlik Merkez Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii’ne gelen atik yaptiklar yav-
rularindan B. abortus izole edilen 26 adet si81r ve B.
melitensis izole edilen 29 adet koyuna ait kan serum
ornekleri standart pozitif grup olarak kabul edildi.

Brusellozis Oykiisii olmayan, diizenli saglik
kontrolleri yapilan ve hayvan hareketlerinin takip
edildigi, bruselladan ari sigir ve koyun siirtilerinde
bulunan 6 aylik, 28 adet asisiz dana ile 6 aylik, 32
adet asisi1z kuzuya ait kan serum Ornekleri standart
negatif grup olarak kullanildi.

Dogal infekte sigir ve koyun gruplari ise pozitif

gruptaki hayvanlar ile Brucella spp. ile infekte siirii-
lerde atik yapmis hayvanlardan olusturuldu (Tablo

).

Tablo 1. Dogal infekte sigir ve koyunlardan toplanan kan serum sayilari

Dogal infekte sigirlar ~ Dogal infekte koyunlar ~ Toplam
Atiklarindan Brucella spp. izole edilen hayvanlar 26 29 55
Infekte siiriide atik yapmis hayvanlar 94 152 246
Toplam 120 181 301

Asili gruplari olusturulmasi i¢in secilen dana
ve kuzulara, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastir-
ma Enstitiisii’nilin iirettigi ve Tirkiye’de halen kul-
lanilan asilar uygulandi. Bu amagla, Polatli Tarim
Isletmesi’nden alman 6 aylik 29 adet dana, geng
Brucella S19 canli agis1 ile deri alt1 olarak; yine ayni
isletmeden alinan 6 aylik 32 adet kuzu ise geng Bru-
cella Revl canli agisi ile deri alt1 olarak agilanarak
asili gruplar olusturuldu.

Hem si1gir hem de koyunlarda as1 yapilan ilk
giin 0 kabul edilerek; 0, 21, 45, 90, 120, 180 ve
270’inci glinlerde kan serum Ornekleri toplanarak
degerlendirildi. Pozitifligi devam eden hayvanlar-
dan 2 ayda bir kan serum Ornegi alinarak 1 yil siire
ile takip edildi.

Rose Bengal Plate Test (RBPT) ve Serum Ag-
liitinasyon Testi (SAT): Her iki testte kullanilan
antijenler, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
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Enstitlisii’nden temin edildi. Testler kan serum 0r-
neklerine, Alton ve ark. (3)’in bildirdigi sekilde
uygulandi. RBPT’de 4-5 dakika i¢inde olusan ag-
liitinasyon pozitif, homojen goriintii negatif olarak
kabul edildi. SAT ta ise sigirlarda 1/40, koyunlarda
1/20 “++ ve iistii pozitif olarak degerlendirildi (4).

Komplement Fikzasyon Testi (CFT): Antijen ola-
rak; Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitii-
st tarafindan iiretilen ve Brucella abortus S99 su-
sundan hazirlanan tiip agliitinasyon test antijeninin
tuzlu su ile 3 defa yikanarak fenoliiniin giderilme-
siyle elde edilen antijen kullanildi. Testte kullani-
lan komplement ve amboseptor, Alton ve ark. (3)’mn
bildirdigi yonteme gore hazirlandi. Test OIE (5) ve
Alton ve ark. (3)’m bildirdigi yonteme gore uygu-
land1. Sigirlarda 1/10 “++” ve istl koyunlarda ise
1/5 dilusyonda “++” lik deger pozitif olarak deger-
lendirildi (4).

Kompetatif-ELISA (C-ELISA): Brucella abortus
smooth lipopolisakkarit (sLPS) antijeniyle kaplan-
mis 96 gozlii mikrotiter pleyt kullanilan ticari kit
(Svanova Biotech) ile prosediiriine uygun olarak
yapildi. Antijen kapl pleyte, dnce serum Ornekle-
ri daha sonra spesifik monoklonal antikorlar ilave
edilerek oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda pleytler iyice yikanarak baglanmayan
antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Pleyte enzimle
isaretli anti-mouse IgG antikor konjugati konularak
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Yikama is-
leminin ardindan reaksiyonu goriintiilemek amaciy-
la substrat konuldu ve reaksiyon stop solusyonu ile
durdurularak ELISA okuyucuda 450 nm’de okundu.
PI (Percent Inhibition) degeri >%30 pozitif , <%30
ise negatif kabul edildi.

Istatistiksel degerlendirme: Analizlerde COCH-
RAN Q testi kullanild. Istatistiksel 6nemliliklerin

Tablo 3. Asili sig1r grubuna ait pozitif sonuglar.

degerlendirilmesinde y* (Ki—kare) dagilimi, farkli
yontemlerin tespitinde de giiven araliklarindan ya-
rarlanildi (1).

Bulgular

Sigir kan serumlarimin degerlendirilmesi: Stan-
dart pozitif ve standart negatif gruplarda CFT ve
C-ELISA’dan tam olarak ayni sonuglar elde edil-
di. Bununla birlikte C-ELISA testinin spesifitesi ve
sensitivitesi ise %100 bulundu. Dogal infekte sig1r-
lardan elde edilen sonuglar Tablo 2°de gdsterilmis
olup, bu grupta yer alan ve Brucella spp. izole edi-
len sigirlarin tamamu, biitiin testlerde pozitif sonug
elde edildi.

Tablo 2. Dogal infekte sigir grubuna ait pozitif sonuglar
(%).

RBPT SAT CFT C-ELISA

13 117 110 114
(%94)  (%98) (%92) (%95)

Dogal infekte
sigirlar (n: 120)

Asilt sigirlarin kan serum Orneklerinden elde
edilen sonuglar Tablo 3’de ve Sekil 1°de karsilas-
tirmali olarak gosterildi. Bu sonuglara gore 0’inct
giinde 1 hayvanda maternal antikor varligi tespit
edildi. Biitiin asili sigirlar igerisinde ise sadece 1
hayvanda, biitlin testlerde pozitifligin 1 yil boyunca
devam ettigi goriildii. Asili sigirlarda sadece 90’1nc1
ve 120’nci gilinlerde, testler arasindaki fark istatis-
tiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05). Yapilan Ki
kare testi ile CFT ve C-ELISA arasinda bu giinler-
de fark yok iken diger testlerde ise fark istatistiksel
olarak énemli bulundu.

0’mc1 glin - 2D’inci giin ~ 45’inci giin =~ 90’me1 giin -~ 120°nci glin -~ 180’inci glin -~ 270’inci giin
RBPT %3 %100 %093 %17 %17 %3 %3
SAT %3 %100 %83 %0 %0 %0 %0
CFT %3 %90 %96.5 %31 %14 %3 %3
C-ELISA %3 %093 %96.5 %355 %14 %3 %3
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Sekil 1. Asili sigir grubuna ait pozitif sonuglarin grafik gosterimi.

Koyun kan serumlarmin degerlendirilmesi:
Standart pozitif ve standart negatif gruplarda CFT
ve C-ELISA sonugclar1 tam olarak benzer sonuclar
alindi. C-ELISA testinin spesifite ve sensitivitesi ise
%100 bulundu. Dogal infekte koyunlardan elde edi-
len sonuglar Tablo 4’de ve Sekil 2°de gdsterilmis
olup, bu grupta yer alan ve Brucella melitensis izole
edilen koyunlarin tamamindan, biitiin testlerle pozi-
tif sonug elde edildi.

Tablo 4. Dogal infekte koyun grubuna ait pozitiflik so-
nuglar (%).

RBPT  SAT CFT C-ELISA

Dogal infekte 165 165 155 157
koyunlar (n: 181)  (%91.16) (%91.16) (%85.63) (%86.74)

Tablo 5. Asili koyun grubuna ait pozitif sonuglar.

Calismada asili koyunlar sigir grubundan fark-
I1 olarak daha kisa araliklarla daha uzun bir siire
takip edildi. Asili koyunlarin ikisine ait kan se-
rumundaki anti-komplementer 6zellikten dolay1
CFT’leri degerlendirilemedi. Bu nedenden dolay1
asili koyunlarin istatistiksel ¢alismalar1 30 hayvan
izerinden degerlendirildi. Asili koyunlarin ikisinde
ise pozitifligin bir y1l slireyle devam ettigi goriildi.
[statistiksel olarak, 45’inci giinde RBPT ve CFT ile
C-ELISA arasindaki fark 6nemli bulundu (p<0.05).
90’1nc1 giinde SAT ve C-ELISA ile RBPT arasinda-
ki fark; SAT ve C-ELISA ile CFT arasindaki fark
o6nemli bulundu (p<0.05). 120’inci giinde ise RBPT
ile CFT, SAT ile CFT, CFT ile C-ELISA arasindaki
farklar dnemli bulunurken (p<0.05). 180’inci giinde
SAT ile CFT arasindaki farklar da 6nemli bulundu
(p<0.05). Asili koyunlara ait sonuglar Tablo 5’te
gosterilmistir.

0’me1 giin 14’iinct gin 21’inci glin 45’inci giin

90’1nc1 glin  120’inci glin 180’inci glin 270’inci giin

RBPT %0 %96.66 %100 %86.66
SAT %0 %96.66 %90 %76.66
CFT %0 %93.33 %100 %96.76
C-ELISA %0 %76.66 %83.33 %60

%47 %10 %7 %7
%16.66 %0 %0 %0
%60 %30 %16.66 %10

%20 %7 %7 %7
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Sekil 2. Asili koyun grubuna ait pozitif sonuglarin grafik gésterimi.

Tartisma ve Sonug¢

Ulkemizde 1984 yilindan beri Brusellozis Miicade-
le Programi uygulanmaktadir. Miicadele programi
geregi 3-8 aylik danalar Brucella S19, 3-8 aylik ko-
yunlar ise Brucella Rev1 asisi ile asilanmaktadir. Bu
calismada Brucella S19 geng asisi ile asilanan dana-
lar ile Brucella spp. ile infekte sigirlar ve Brucella
Revl geng asisi ile asilanmis koyunlar ile Brucella
spp. ile infekte koyunlara ait kan serumlart RBPT,
SAT, CFT ve C-ELISA ile test edilerek hayvanlar-
daki humoral immun yanit degerlendirildi.

B. abortus izole edilen sigirlarin bulundugu
stiriilerde atik yapmis hayvanlarin %94’ RBPT,
%98’1 SAT, %92’si CFT ve %95’i C-ELISA ile po-
zitif bulundu. Enfekte koyun grubunda ise bu oran
ayni testler ile sirasiyla %91.16, %91.16, %85.63
ve %86.74 olarak tespit edildi. Infekte sigir ve ko-
yunlarda biitiin testlerle oldukca yiiksek pozitif so-
nug alindi. Ancak RBPT ve SAT ile alinan pozitiflik
oranlarinin CFT ve C-ELISA’ya gore nispeten yiik-
sek oldugu goriildii. Bu sonuglar etken izole edilen
ve infeksiyonun akut seyrettigi siiriilerdeki atik yap-
mis hayvanlara ait sonuglardir.

Asili sigirlarda SAT’da titrelerin 21’inci giin,
asilt koyunlarda ise 14’{incii giin pik yaptig1, sigir-
larda 90’1nc1 giinden itibaren biitiin hayvanlar nega-
tif bulunurken, koyunlarda ayni1 donemde pozitiflik
oran1 %16.66’ya distiigii gortildi. 120°nci giinde
ise koyunlara ait biitiin serum 6rnekleri negatif bu-

lundu. Buna ragmen SAT 1n asili siir ve koyunla-
rin infekte hayvanlardan ayirt edilmesinde dnemli
bir degeri bulunmamaktadir.

Asilamadan 21 giin sonra sigirlardan elde edi-
len pozitif sonuglarin RBPT ile CFT ve C-ELISA’ya
gore daha kisa siirede pik yaptig1 goriildii. Bu duru-
mun RBPT’nin, IgG1 antikorlarmin yanm sira, CFT
ve C-ELISA’dan farkli olarak humoral immun yani-
tin baslangicinda ortaya ¢ikan IgM antikorlarini da
tespit etmesinden kaynaklandig1 diistintildii.

Nielsen ve ark. (13), yapmis olduklar bir ¢alis-
mada Plate Agliitinasyon Test, CFT, Indirekt-ELI-
SA ve C-ELISA yontemleri ile siir serumlarini test
etmisler, asilt hayvanlarda C-ELISA testinin diger
testlere gore daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Gall ve ark. (9) yapmis olduklar1 calismada RBPT
ve CFT pozitif bulunan sigir kan serumlari ile yap-
mis olduklar1 calismada C-ELISA-OC ve C-ELISA-
sLPS ile test etmigler sonuglar %96.08 ve %96.51
diizeyinde uyumlu bulunmustur.

Samartino ve ark. (15), ¢aligmalarinda brusel-
lanin teshisinde Indirekt-ELISA ile C-ELISA yon-
temlerini konvansiyonel yontemlerle karsilastir-
migslar, C-ELISA yontemini asilanmis hayvanlarda
diger testlere gore daha spesifik oldugunu, bu testin
istenmeyen serolojik reaksiyonlarin eliminasyonu-
nu sagladigini ve B. abortus S-19 asilamasi yapilan
iilkelerde, brusellozis kontrol ve eradikasyon prog-
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ramini tamamlayici bir yontem olarak kullanilmasi-
n1 6nermislerdir.

Stournara ve ark. (17), yapmis olduklar1 bir ¢a-
lismada ergin ve geng¢ koyunlar1 Brucella Rev1 asi-
st ile konjiktival yolla asilayarak agilamanin 21 inci
giiniinden itibaren diizenli araliklarla 330 uncu giine
kadar Fluorescence Polarization Assay, RBPT, CFT,
modified-Rose Bengal Test, Indirekt-ELISA ve C-
ELISA ile serolojik immun yanit1 takip etmislerdir.
Calismada 3-6 aylik koyunlarla yapilan ¢alismada
RBPT, CFT ve C-ELISA ile sirastyla %100, %89.79
ve 9%79.59 oraninda pozitif sonu¢ almiglardir.
45’inci gilinden itibaren biitiin testlerde antikor tit-
releri diisme egilimi gostermis olup 91’inci giinden
itibaren antikor titreleri onemli diizeyde diismiistiir.
125’inci giinde biitiin testlerden negatif sonug alin-
digini bildirmistir.

Bu c¢alismada asili sigirlardan 1 (%3), asili ko-
yunlarda ise 2 (%7) hayvan bir yil siire ile pozitif
sonu¢ vermistir. Asili kuzulardan 28 (%93)’inde
180. giinde negatif sonug¢ alimmistir. Subkutan canl
as1 uygulamalarinda persiste infekte hayvanlarin or-
taya ¢ikmast miimkiindiir. Bu nedenle konjunktival
yolla agilama gibi agilama yontemleri geligtirilmistir
(7, 11). Stournara ve ark. (17)’1in yapmis olduklar
calismada Brucella Revl agisin1 konjunktival yolla
uygulamalari, tilkemizde ise subkutan uygulanmasi
elde ettigimiz pozitiflik oranlarmin yiiksek kalmasi-
na sebep olabilir.

Calismamizda asili koyunlarin ikisine ait kan
serumlar1 antikomplementer etki gosterdiklerinden
CFT ile sonug alinamazken, ayni serumlar C-ELISA
ile degerlendirilmistir. Stack ve ark. (1999), yapmis
olduklar calismada CFT testi ile degerlendirileme-
yen kot kalitedeki 50 adet serumu C-ELISA testi
ile dogru olarak degerlendirebildiklerini bildirmis-
lerdir. Bu durum CFT testi ile degerlendirilemeyen
hemolizli ve antikomplementer etkili serum 6rnek-
lerinin C-ELISA ile degerlendirilebilecegini goster-
di.

Sonug olarak asili sigirlardan benzer sonuglarin
alimmasi, daha kolay uygulanabilir bir test olmasi
ve kisa siirede sonug vermesi gibi nedenlerden do-
lay1 C-ELISA, altin standart test olarak kabul edilen
CFT ile karsilagtirildiginda brusellozisin teshisinde
CFT’ye alternatif olarak kullanilabilecegi diistiniil-
dii. Asili koyunlarda ise C-ELISA testi ile CFT den
¢cok daha kisa siirelerde negatif sonug¢ alinmasi bu

testin asili ve infekte hayvanlarin ayriminda olduk-
¢a dnemli oldugunu gostermektedir.
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