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Ozet: Ciftlik hayvanlarinda brusellozisin teshisinde serolojik tekniklerin karsilastirmali analizi ve duyarhliklarinin
belirlenmesinin amaglandigl bu calismada, geleneksel isletmeciligin yapildigi Kars yoresine ait atik hikayesi olan ve
Brusellozise karsi asilanmamig 100 inek ve 100 koyun ile birlikte 100 adet at kan serum 6rnegi kiime drnekleme yéntemi ile
galismaya dahil edildi. Brucella antikorlarinin varligi Rose Bengal Plate Test (RBPT), Serum Aglitinasyon Test (SAT) ve Non-
Enzimatik Hizli immunofiltrasyon (NERIFA) teknikleri ile arastirildi. SAT’da tanisal titre olarak inek ve atlar icin 1/40 ve {izeri,
koyunlar igin 1/20 ve Uzeri diliisyonlar dikkate alindi. incelenen 100 inek kan serum &rneginin RBPT ile 26 (%26)’si, SAT ile 23
(%23)’ii ve NERIFA ile 25 (%25)’i; 100 koyun kan serum érneginin RBPT ile 18 (%18)’i, SAT ile 14 (%14)’(i ve NERIFA ile 21
(%21)’ i ve 100 at serum &rneginin RBPT ile 13 (%13)’i, SAT ile 14 (%14)’i ve NERIFA ile 12 (%12)’si Brucella antikorlari
yoéniinden pozitif olarak saptandi. NERIFA’nin sensitivite ve spesifitesi ineklerde sirasiyla %87 ve %93; koyunlarda %85 ve
%89 ve atlarda %78 ve %98 olarak saptandi. NERIFA ile RBPT arasindaki uyum ineklerde (kappa: 0.921) ve atlarda (kappa:
0.862) mukemmele yakin iken; koyunlarda (kappa: 0.713) onemli derecede uyum saglandi. Sonug olarak, giftlik
hayvanlarinda Brucella antikorlarinin saptanmasinda saha ve sinirli laboratuar kosullarinda NERIFA’nin RBPT gibi hizli tarama
testi olarak kullanilabilecegi ve bulgularin daha ileri tekniklerle dogrulanmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Brucella, Ciftlik hayvanlari, Serolojik testler.

Comparison of the Methods Used in Serological Diagnosis of Brucellosis in

Farm Animals

Abstract: In this study, it was aimed to determine the sensitivity and comparative analysis of serological techniques for the
diagnosis of brucellosis in livestock. One hundred cattle and 100 sheep with a history of abortion both of that have not been
vaccinated against brucellosis along with 100 horses from the farms of traditional management in Kars region of Turkey
were included in the study, with a cluster sampling method. Brucella antibodies were tested through Rose Bengal Plate Test
(RBPT), Serum Agglutination Test (SAT) and Non-Enzymatic Rapid Immunofiltration Assay (NERIFA). Of these, 1/40 and
above for the cattle and horse and 1/20 and above dilutions for sheep were considered as diagnostic titre in the SAT. Out of
100 cattle samples, 26 (26%) were detected positive in the RBPT, 23 (23%) in the SAT and 25 (25%) in the NERIFA in terms of
Brucella antibodies. Out of 100 sheep sera samples, 18 (18%) with the RBPT, 14 (14%) with the SAT and 21 (21%) with the
NERIFA were found positive for Brucella antibodies. For horse samples 13 (13%) with the RBPT, 14 (14%) with the SAT and
12 (12%) with the NERIFA were found positive for Brucella antibodies. The sensitivity and specifity of NERIFA were found as
87% and 93% in cattle, 85% and 89% in sheep and 78% and 98% in horse. The agreement between the NERIFA and the RBPT
was found as almost perfectly as in cattle (kappa: 0.921) and horse (kappa: 0.862), while substantially in sheep (kappa:
0.713). In conclusion, it was suggested that the NERIFA can be used as a fast screening test such as the RBPT for diagnosis of
Brucella antibodies in farm animals both in the field and in limited laboratory conditions and the present results are needed
to be verified with more advanced techniques.
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Hratih BUYUK
Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kars, TURKIYE.
e-posta: fatihbykO8 @hotmail.com
* Bu galisma, Harun Oztiirk’ (in “Ciftlik Hayvanlarinda Brusellozisin Serolojik Tanisinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilastiriimasi” bashkl
Yiksek Lisans tezinden 6zetlenmistir.



Ciftlik Hayvanlarinda Br...

Oztiirk ve Biiyiik

GiRiS

rusellozis, Brucella cinsi bakteriler tarafindan
Bolu5turu|an ve evcil hayvanlarda abort ve
infertiliteye yol acan infeksiyéz bir hastaliktir.
Zoonotik 6zelligi nedeniyle halk sagligi acisindan da
onem arz etmektedir (Corbel MJ, 1997; Otlu ve ark.,
2008). Ulkemizde dahil gelismekte olan (lkelerde
halen varhgini siirdiren brusellozis, Kars yéresinde
endemik seyretmektedir (Otlu ve ark., 2008; Sahin
ve ark., 2008; Buylk ve Sahin 2011; Buylk ve ark.,
2011).

Ciftlik hayvanlarindan o6zellikle sigir, koyun ve
keci gibi gevis getirenlerde genital organlara
yerleserek disilerde yavru atmalara ve erkeklerde
infertilite problemlerine ve beraberinde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Corbel, 1997;
Santos ve ark., 2013). Bu ekonomik kayiplarin
onlenmesinde uygulanacak kontrol ve koruma
calismalarinin  planlanmasi  i¢in,  brusellozisin
yaytlimini ve prevalansini bilmek olduk¢a énemlidir.
Bu tir calismalarda hizli ve gilvenilir sonug¢ veren
tanisal bir laboratuar testinin olmasi biylik fayda
saglamaktadir.

Brusellozisin teshisi direkt ya da indirekt
laboratuar yontemleriyle yapilmaktadir (Adams,
1990; Nielsen, 2002; Poester ve ark., 2010). Etkenin
izolasyon ve identifikasyonunun yapildigi direkt tani
yontemleri halen en gecerli yontemlerdir. Son
yillarda brusellozisin tanisinda molekiler temelli
farkli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) protokolleri
de bildirilmistir (Garin-Bastuji ve ark., 2006; Huber
ve ark., 2009). Bakteriyolojik tekniklerin uzun zaman
almasi ve etkenin biyolojik tehlike arzetmesi,
sentitivitesi daha iyi olmasina ragmen molekiler
tekniklerin uygulanmasinin pahali olmasi ve bu
alanda yetismis uzman personele ihtiya¢ duyulmasi
gibi dezavantajlardan dolayl teshiste serolojik
tekniklerin (agliitinasyon teknikleri, komplement
fikzasyon teknigi, ELISA vb.) kullanimi yaygin bir
sekilde devam etmektedir (Alton ve ark., 1988;
Nielsen, 2002; Bronsvoort ve ark., 2009).

Bu calismada sigir, koyun ve at dahil olmak

Uzere kucuk aile isletmelerinde vyetistirilen ciftlik

hayvanlarinda brusellozisin tanisinda serolojik
tekniklerin karsilastirmali analizi ve duyarhliklarinin

belirlenmesi amaclandi.

MATERYAL ve METOT

Bu calisma, Turkiye’'nin Dogu Anadolu
Bolgesi'nin kuzeydogu kesiminde yer alan Kars
ili'nde gerceklestirildi. Kime érnekleme ydénteminin
uygulandigi bu calismada geleneksel isletmeciligin
yapildigi Kars yoresine ait 100 inek, 100 koyun ve
100 at calismaya dahil edildi. inek ve koyun kan
ornekleri atik hikayesi olan ve Brucella etkenlerine
karsi asilanmamis surilerden rastgele secildi. At kan
ornekleri ise geleneksel isletmeciligin yapildigi Kars
yoresini temsilen farkli isletmelerden toplam 100
adet ergin hayvanlardan temin edildi. 3000 devirde
10 dk santrifiij sonrasi elde edilen serum
orneklerinde Brucella antikorlarinin varligi Rose
Bengal Plate Test (RBPT), Serum Aglitinasyon Test
(SAT) ve Non-enzimatik Hizli immunofiltrasyon
(NERIFA) teknikleri ile arastirildi.

Rose Bengal Plate Test (RBPT)

Test antijeni olarak Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitlisi’nde (retilen ve B. abortus S99 susundan
hazirlanan Rose Bengal boyasi ile boyanmis antijen
kullanildi. RBPT, Alton ve ark. (1988) tarafindan
bildirilen yontem goére yapildi. RBPT antijeni ile
serum Ornegi temiz bir lam Uzerinde karistirillarak 4-
5 dk. icinde olusan aglitinasyon pozitif olarak kabul
edildi.

Serum Agliitinasyon Test (SAT)

Test antijeni olarak Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitlisi’nde (retilen ve B. abortus S99 susundan
hazirlanan Brucella tlip agliitinasyon antijeni
kullanildi. SAT, Alton ve ark. (1988)'nin bildirdigi
yonteme goére yapildi. Brucella tip aglltinasyon

antijeni ilavesi ile 1/10 ile 1/320 arasi son
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konsantrasyonlari hazirlanan serum orneklerinden
37 °C’de bir gece inkiibasyonunu takiben dantel
tarzinda c¢okelti verenler pozitif reaksiyon olarak
kabul edildi. Tanisal titre olarak inek (Otlu ve ark.,
2008) ve atlar (Denny, 1972) icin 1/40 ve Uzeri;
koyunlar (Unel ve ark., 1969) icin 1/20 ve Uzeri
dilisyonlar dikkate alindi.

Non-enzimatik Hizl immunofiltrasyon Yoéntemi
(NERIFA)

Hizli immin-filtrasyon teknigi ile anti-Brucella
lipopolisakkarit (LPS) ve tim hicre lizati (LYS)
antikorlarini tespit etmek amaciyla kullanilan bu
testte pozitif serum 6rneklerine ait antikorlar, test
kasetindeki LPS ve LYS antijenlerine spesifik
baglanarak Protein A/G ile konjuge edilmis koloidal
altin partiktlleri ile kaplanir ve test penceresinde
ciplak gozle gorilebilir renkli dairesel bir gériinim
olustururlar.

Teste baslamadan o6nce test kasetleri, yikama
solisyonu, konjugat ve serum o6rneklerinin oda
Isisina ulasmasi beklendi. Kasetin test penceresine 3
damla yikama solisyonu ilave edildi ve tamamen
emilmesi beklendi. Bir damla serum 0Ornegi
damlatildiktan sonra test penceresi 2 damla yikama
solisyonu ile tekrar yikandi ve konjugat
solisyonundan 1 damla damlatildi. Test penceresi 2
damla yikama soliisyonu ile tekrar yikandiktan sonra
sonu¢ degerlendirildi. Test penceresinin sagindaki
test alani ile solundaki internal kontroliin renk
yogunluklari  karsilastirilarak  sonuglar  kuvvetli
pozitif, zayif pozitif ve negatif olarak degerlendirildi
(Bayliktanir ve ark., 2012). Tim testlerde pozitif ve

negatif kontrol serumlari kullanildi.

istatistiksel Analiz

Ki-kare testini yapmak amaciyla interaktif
hesaplama imkani saglayan bir bilgisayar yazilim
programi kullanildi (Preacher KJ, 2001). Sensitivite,

spesifite ve testlerin tanisal dogruluklari bu program

esliginde gerceklestirildi. < 0.05 olan P-degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

RBPT Bulgulari

incelenen inek kan serum &rneklerinin 26
(%26)’s1, koyun kan serum orneklerinin 18 (%18)’i ve
at kan serum orneklerinin 13 (%13)’G RBPT ile pozitif
saptandi (Tablo 1-3).

SAT Bulgular

incelenen inek kan serum &rneklerinin 23
(%23)’'inde ve at kan serum orneklerinin 13
(%13)’'Gnde 1/40 ve Uzeri Brucella antikor titresi
saptanirken; koyun kan serum o&rneklerinin 14
(%14)inde 1/20 ve Uzeri Brucella antikor titresi

saptandi (Tablo 1-3).

NERIFA Bulgulari

incelenen inek kan serum &rneklerinin 25
(%25)’i, koyun kan serum orneklerinin 21 (%21)’i ve
at kan serum orneklerinin 12 (%12)’si Brucella
antikorlari yoniinden pozitif saptandi (Tablo 1-3).

Ozetle; calisma kapsaminda incelenen 100 inek
kan serum o6rneginin RBPT ile 26 (%26)’s1, SAT ile 23
(%23)i ve NERIFA ile 25 (%25)i; 100 koyun kan
serum Orneginin RBPT ile 18 (%18)’i, SAT ile 14
(%14) 0 ve NERIFA ile 21 (%21)i ve 100 at serum
orneginin RBPT ile 13 (%13)’1, SAT ile 13 (%13)’U ve
NERIFA ile 12 (%12)’si Brucella antikorlari yéniinden
pozitif satandi (Tablo 1-3).

istatistiksel Bulgular

inek kan serum ©6rnegine ait veriler ve
dogrulama testi olarak SAT dikkate alindiginda,
RBPT'nin sensitivitesi %87, spesifitesi %92, tani
dogrulugu %91 ve NERIFA'nin sensitivitesi %87,
spesifitesi %93, tani dogrulugu %92 olarak belirlendi

(Tablo 1). Istatistiksel olarak inek kan serum
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orneklerinde Brucella antikorlarini  belirlemede
testler arasinda anlamh fark olmadigi (Ki-kare =
0.152 ve P = 0.926) saptandi. inek kan serumlarinda

Brucella antikorlarinin saptanmasinda tarama testi

Tablo 1. inek serumlarina ait testlerin tanisal verileri.
Table 1. Diagnostic data of cattle tests.

amaciyla kullanilan RBPT ile NERIFA arasinda 0.921’
lik bir kappa degeri ile milkkemmele yakin derecede

uyum saglandigi gézlendi.

SAT Tani Degerleri
Pozitif ) o . Tani Dogrulugu
Negatif (n=77) Sensitivite Spesifite
(n=23) %
Pozitif
20 6
(n=26)
RBPT - 87 92 91
Negatif
3 71
(n=74)
Pozitif
20 5
. (n=25)
NERIFA - 87 93 92
Negatif
72
(n=75)

Koyun kan serum ornegine ait veriler ve
dogrulama testi olarak SAT dikkate alindiginda,
RBPT’ nin sensitivitesi %92, spesifitesi %94, tani
dogrulugu %94 ve NERIFA'nin sensitivitesi %85,
spesifitesi %89, tani dogrulugu %89 olarak belirlendi
(Tablo 2). Istatistiksel

orneklerinde

olarak koyun serum

Brucella antikorlarini  belirlemede

Tablo 2. Koyun serumlarina ait testlerin tanisal verileri.
Table 2. Diagnostic data of sheep tests.

testler arasinda anlamh fark olmadigi (Ki-kare =
1.193 ve P = 0.550)

serumlarinda Brucella antikorlarinin saptanmasinda

saptandi. Koyun kan
tarama testi amaciyla kullanilan RBPT ile NERIFA
arasinda 0.713’ lik bir kappa degeri ile 6nemli

derecede uyum saglandigi gézlendi.

SAT Tani Degerleri
Pozitif Negatif o . Tani Dogrulugu
Sensitivite Spesifite
(n=14) (n=86) %
Pozitif
13 5
(n=18)
RBPT - 92 94 94
Negatif
1 81
(n=82)
Pozitif
12 9
. (n=21)
NERIFA - 85 89 89
Negatif
2 77
(n=79)

At kan serum 6rneginin ait veriler ve dogrulama testi olarak SAT dikkate alindiginda, RBPT’nin sensitivitesi

%85, spesifitesi %98, tani dogrulugu %97 ve NERIFA'nin sensitivitesi %78, spesifitesi %98, tani dogrulugu %96

olarak belirlendi (Tablo 3).
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Tablo 3. At serumlarina ait testlerin tanisal verileri.
Table 3. Diagnostic data of horse tests.

SAT Tani Degerleri
Pozitif Negatif o N Tani Dogrulugu
Sensitivite Spesifite
(n=14) (n=86) %
Pozitif
12 1
(n=13)
RBPT 85 98 97
Negatif
2 85
(n=87)
Pozitif
11 1
. (n=12)
NERIFA 78 98 96
Negatif
3 85
(n=88)
istatistiksel olarak at serum orneklerinde bildirmistir. Atlarda yapilan calismalarda Brucella
Brucella antikorlarinin  saptanmasinda testler antikorlari RBPT ile %0-20.7 ve SAT ile %0-17.7

arasinda anlamli fark olmadigi (Ki-kare = 0.047 ve P
= 0.976) saptandi. At kan serumlarinda Brucella
antikorlarinin saptanmasinda tarama testi amaciyla
kullanilan RBPT ile NERIFA arasinda 0.862" lik bir
kappa degeri ile mikemmele yakin derecede uyum

saglandig gozlendi.
TARTISMA ve SONUC

Ciftlik hayvanlarinda brusellozisinin serolojik
teshisine yoénelik dinyanin gesitli Glkelerinde ve
Turkiye’de bircok degerli arastirma mevcuttur.
Sigirlarda yapilan galismalarda Brucella antikorlari
RBPT

calismalarda bu oranlar SAT

ile %11-26 oranlarinda saptanirken ayni
%9-16 olarak
belirlenmistir (Nasir ve ark., 2004; Aggad ve ark.,

2006; Ghodasara ve ark., 2010). Ulkemizde Kars

ile

yoresinde abort olgularinin  goérialdagi  sigir
surilerinde yapilan incelemede RBPT ile %32.9 ve
SAT ile %34.6 seropozitiflik elde edilmistir (Otlu ve
ark., 2008). Koyunlarda yapilan ¢alismalarda Brucella
antikorlari RBPT ile %11-11.8 araliginda saptanirken
bu oranlar tip aglltinasyon teknigi ile %6.9-16.8
olarak belirlenmistir (Ongér ve ark., 2001; Al-
Hankawe ve Rhaymah, 2012). Kars yoresinde Celebi
ve Atabay (2009) tarafindan yapilan ¢alismada atik
siriilerinde  Brucella

hikayesi  bulunan

antikorlari RBPT ile %34.7 ve SAT ile %36.7 olarak

koyun

arasinda saptanmistir (Hutchins ve Lepherd, 1968;
Denny, 1972; Omer ve ark., 2000; Wadood ve ark.,
2009). Ulkemizde ise izgiir ve ark. (1998), RBPT ile
%1.89 oraninda seropozitiflik saptarken, Goz ve ark.
(2007), SAT ile %9.5" lik bir seropozitiflik orani
bildirmistir. Bu ¢calismada dogrulama testi olan SAT

ile inek kan serum &rneklerinin %23’l, koyun kan

serum oOrneklerinin  %14’G0 ve at kan serum
orneklerinin %13’G Brucella antikorlari yoninden
pozitif saptandi. Genel olarak bakildiginda

calismamizda yeralan hayvan tirlerinde Brucella
antikorlarinin varligina ait oranlar diinyanin cesitli
yerlerinde ve lilkemizde yapilan diger ¢alismalardaki
oranlara benzerlik gdstermektedir. Saptanan kigik
farkhhklarin

hareketliligi gibi faktorlerin yani sira uygulanan test

cografik yapi, iklim ve hayvan

ve yontemdeki farklihklar ve  6rneklenen
hayvanlardaki infeksiyonun durumu ve o6rnekleme
zamani gibi  kiimulatif  bir ¢ok faktérden

kaynaklanmis olabilecegi distinilmektedir.

Testlerin karsilastirmali analizinde, SAT testi
dogrulama testi olarak dikkate alindiginda, RBPT’nin
%87,
spesifitesi %92 ve tani dogrulugu %91; koyunlarda

tani testi olarak ineklerde sensitivitesi

sensitivitesi %92, spesifitesi %94 ve tani dogrulugu
%94; atlarda sensitivitesi %85, spesifitesi %98 ve
tani dogrulugu %97 olarak belirlendi. NERIFA’nin

10
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tani testi olarak ineklerde sensitivitesi %87,

spesifitesi %93 ve tani dogrulugu %92; koyunlarda
sensitivitesi %85, spesifitesi %89 ve tani dogrulugu
%89;

tani dogrulugu %96 olarak belirlendi. Bu degerler

atlarda sensitivitesi %78, spesifitesi %98 ve

karsilastirildiginda  hayvan  tirlerinde  Brucella
antikorlarini belirlemede kullanilan testler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi (sirasiyla
sigir, koyun ve atlar icin Ki-kare degerleri 0.152,
1.193, 0.047 ve P degerleri 0.926, 0.550, 0.976
olarak belirlendi) arasindaki

saptandi. Testler

onemsiz farklilklarinin  ¢alismaya kapsamindaki
hayvanlarin farkli infeksiyon dénemleri ve buna bagh
olarak farkl antikor sinif ve alt siniflarina sahip

olmalarindan ya da kullanilan testlerin 6l¢ebilecegi

en dastk antikor miktart ve sinifinin  farkh
olmasindan kaynaklanmis olabilecegi
duslnilmektedir.

inek ve at kan serumlarinda Brucella

antikorlarinin saptanmasinda tarama testi amaciyla
kullanilan RBPT ile NERIFA arasinda sirasiyla 0.921
ve 0.862’ lik bir kappa degeri ile mikemmele yakin
derecede  uyum  saptanirken; koyun kan
serumlarinda 0.713’ lik bir kappa degeri ile 6nemli
derecede uyum gozlendi. Benzer sonuglar
Buyuktanir ve ark. (2012)'nin kapsamh bir sekilde
inceledigi ikili-antijenik (LPE ve LYS) tani testlerinde

(Enzimatik Hizli immunofiltrasyon Yéntemi-ERIFA ve

NERIFA) de elde edilmistir. immunoenzimatik
testlerle  (ELISA, ERIFA vb.) kiyaslandiginda
sensitivitesi disik olmasina ragmen bu veriler

NERIFA’nin tanisal performansi artirmada daha hizli
ve kolay uygulanabilen, kolay yorumlanabilen,
muadili olan RBPT kaynakli bazi olumsuzluklarin

(capraz reaksiyon, test antijeninin kontaminasyonu,

sonuglarin  yorumlanmasindaki  zorluklar  vb.)
giderilmesinde  avantaj saglayan ve saha
calismalarina kolay adapte edilebilen, RBPT'nin

yerine kullanilabilecek alternatif bir tarama testi
olabilme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir.

Sonug olarak, Brusellozisin endemik oldugu
bu

calismalarin fayda saglayacagi ve sonuglarin daha

yorede hastaligin dogru tanisi igin tar

ileri tekniklerle (KFT, c-ELISA) dogrulanmasi gerektigi

duslnilmektedir.
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