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SIGIRLARDA BRUCELLA ABORTUS'A KARŞIOLUŞAN
ANTiKORLARı SAPTAMADA ELISA VE DiGER
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Comparison of ELISA and Other Serological Techniques for The Detection
of Antibodies to Brucella abortus in Bovine Sera

Summary: The diagnostic peiformance of an indirect enzyme linked im-
munosorbent assay (EL/SA) for the diagnosis of hOl'ine brucellosis was com-
pared with those of two convantional screeening tests, the Rose Bengal (RB)
and the serum Agglutination (SA) tests.

Brucella EL/SA kit was provided by Imemational Atomic Energy Ageney,
Seihersdoif laboratory and RBPT and SAT antigens were provided by Pefulik
Animal Diseases Research Institute.

A total of 976 hovine sera samples were collected from the d(fferent areas
and were tested by EL/SA, RBPT and SAT. Antibodies againts Br. abortus were
detected 49, 15, 17 with EL/SA, RBPT and SAT, re.\pectively.

The conventional techniques, which works with the dif.{erent immunoglobu-
lin classses, and EL/SA, which is easy to peiform, rapid and sensitil'e, could be
recommended to be used in Brucella eradication programmes in Turkey.

Özet: Sığır brusellozis 'inin tanısında EL/SA testinin tam peiformansı
diğer iki serolojik tarama testi (RBPT ve SAT) ile karşılaştırıldı.

Brusella EL/SA kiti Uluslararası Atom Enerjisi Ajansı, Seibersdoif lahora-
tuvarında, diğer test antijenleri Tarım Bakanlığı Pendik Hayvan Hastalıkları
Araştırma Enstitüsünden sağlandı.

Çe,çitli yerlerden sağlanan toplam 976 adet sığır serum örneği incelendi.
Bu örneklerin 49'wula EL/SA, 15'inde RBPT ve 17'sinde SAT ile Br. abortus'a
kar,Hantikor saptandı.

Sı,~ır brusellozisinin tamsmda deği,çik antikor grupları ile çalı,mn konvansi-
yonel testler yam sıra, EL/SA testinin de hızlı, uygulaması kolay ve hassas ol-
ması gibi nedenlerle Türkiye'de yürürlükte olan Brusella eradikasyon progra-
mlflda kullanılabileceği anla,Hlmı".tır.

Giriş

Brusellozis, Türkiye' de sığır ve koyun ye-
tiştiriciliğini olumsuz yönde etkileyen, hayvan-
larda infertilite, yavru atma ve süt veriminde

azalmayla önemli ekonomik kayıplara yol açan

bir zoonozdur.

Türkiye' de evcil hayvanlarda brusellozisİn
varlığı uzun yıııardır bilinmektedir (9, 1 I). Tür-
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kiye' de sığırlarda Br.abortus enfeksiyonu ilk
kez 1931 yılında, kültür ırkı hayvanların ithaliy-
le sorun olmaya başlamıştır (4).

Uzun araştırma ve denemeler sonucu, bru-
sellozis ile mücadelede reaktörlerin saptanması
(standart testlerin uygulanması ile birlikte bak-
teriyolojik incelemeler) ve hastalığa duyarlı
tüm hayvanların aşılanması gereği öngörülmüş-
tür (6, 10, 18).

1984 yılında, Tarım ve Köyişleri Bakanlığı
beş bölgeye ayırdığı tüm ülkede "Türkiye Bru-
sellozis Mücadele Projesi"ni yürürlüğe koy-
muştur. Tarım ve Köyişleri Bakanlığı Resmi
kayıtlarına göre brusella Mücadele Programı
dahilinde projenin uygulandığı bölgeler gene-
linde 1989 yılında Brusella mihrak sayısı (Süt
Ring testi ile) 34 olarak saptanmış ve aynı yıl
ülke genelindeki prevalans %3.6 olarak bildiril-
miştir (23). 1990 yılı verilerine göre ise, (Rose
Bengal Plate Test, Süt Ring Test, Serum Agluti-
nasyon Test, Rivonol Test ile) Br. abortus mih-
rak sayısı 23, prevalans %2.26 olmuştur. Da-
mızlık ineklerde Br. abortus'a bağlı tahmini
ekonomik zararları; atıklar, infertil dişi damız-
lıkların sürüden ayrılması ve süt azalması sonu-
cu meydana gelen zararların toplamı olarak he-
saplandığında çok büyüktür. Diğer yandan halk
sağlığı üzerine etkileri de kesin rakamlar olma-
makla birlikte çok önemlidir (23).

Türkiye hayvancılığı yönünden böylesine
önemli olan brusellozisin kontrolü ve eradikas-
yonu için Tarım ve Köyişleri Bakanlığı tarafın-
dan yürürlüğe konan projede Türkiye genelin-
de, reaktörlerin belirlenmesinde Dünya Sağlık
Teşkilatı Standartları gereğince MRT (Milk
Ring Test), SAT (Serum Agglutination Test),
RBPT (Rose Bengal Plate Test), SPT (Serum
Plate Test) ve KFf (Complement Fixation
Test) uygulanması öngörülmüştür (14). Tarım
ve Köyişleri Bakanlığı Pendik Hayvan Hasta-
lıkları Araştırma Enstitüsünde bruseııozisin teş-
hisi söz konusu standartlara uygun olarak yapıl-
makta ve referans laboratuvar olarak da hizmet
görmektedir. Ancak son yıııarda aşılı ve aşısız-
ları ayırmakta erken enfeksiyonların belirlen-
mesinde avantajlar sağlayacak değişik antijen-
lerin kuııanıldığı ELlSA testinin
uygulanmasına olanak sağlayacak değerli çalış-
malar yapılmıştır (12, 20, 2 I, 22). Rutin amaçlı
testlerle birlikte kuııanılan ELlSA 'nın daha du-
yarlı ve daha spesifik olduğu görüşünde birle-
şilmektedir (7. 16, 19).

Bu noktadan hareketle çalışmamızda, sığır-
larda Bruceila ahortus 'a karşı oluşan antikorla-
rı ELlSA ve diğer serolojik tarama testlerinden
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olan RBPT ve SAT ile saptamak ve sonuçları
karılaştırmak amaçlandı.

Materyal ve Metot

Araştırmada, Et ve Balık Kurumu Ankara
Et Kombinasından 518, Adana ili ve çevresin-
den 4 i7 ve kamuya ait bir tarım işletmesindeki
sığırlardan 41 adet olmak üzere toplam 976 adet
sığır serumu test edildi. Serum örnekleri incele-
ninceye kadar -20 C de saklandı.

',.RBPT ve SAT antijenleri Tarım ve Köyiş-
leri Bakanlığı Pendik Hayvan Hastalıkları Araş-
tirma Enstitüsünden sağlandı.

Bruseııa-ELlSA kiti IAEA (Uluslararası
Atom Enerjisi Ajansı) Seibersdorf laboratuva-

.' 'rıodan sağlandı. Denemelerde Nunc firmasına
ait altı düz polystyren mikrotitrasyon plakların-
dan yararlanıldı.

. RBPT, Morgan ve ark. (20), SAT, Alton ve
.ark. (1)'nın bildirdikleri yöntemlere göre yapıl-
dı.

İndirekt ELlSA'da International Atomic
Energy Agency-Seibersdorf laboratuvarıarınca
bildirilen protokol uygulandı. Testte
Br.abortus'tan ekstrakte edilen lipopolisakkarid
.antijeni,horseradish peroksidaz ile işaretli tav-
şan anti-sığır IgG'si ve kromojen olarak da
ABTS kullanıldı. Mikroplaklara antijen fiksas-
yonu +4 C de 1 geceinkubasyonla yapıldı. De-
nemelerde test serumunun 1:200 (50' i) dilusyo-
nukuııanıldı. Eşit miktarlarda (50' i) konjugat

'. ve substrat ilave edildi. Her serumun OD'si
ELlSA okuyucuda (Titertek Multiscan) 405 nm
dalga boyunda belirlendi. Her plak için lokal
.olarak belirlenen referans negatif serum ile po-
zitif serum ve blank kuııanıldı. Tüm serumlar
paralelolarak çalışıldı.

ELlSA' da her test plağında negatiflikl
pozitiflik, pozitiflik eşiği (cut-off 0.0 değerleri)
hesaplanarak belirlendi (I 3).

Bulgular

çalışmamızda, değişik kaynaklardan sağla-
nan toplam 976 serum örneğinin 15 (%1.5) inde
RBPT, 17 (%1.7)'sinde SAT ve 49
(%5.02)'unda ELISA ile Br.ahortus'a karşı anti-
korlar belirlendi (Tablo I).

Kamuya aİt bir tarım işletmesinden aşılan-
mış oldukları bildirilen sığırlardan sağlanan 41
adet serum örneğinin 2'sinde sadece ELlSA ile
pozitiflik saptandı (Tablo 2).
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Tablo I. Serolojik İnceleme Sonuçları (RBPT, SAT, EUSA) (Pozitiner adet ve % olarak).
(Results of Serologic Examination -RBPT- SAT- EUSA) (number and % of positives).
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Serum Sayısı RBPT % SAT % ELlSA %

EBK S (0.96) 4 (0.8) 11 (2.1)
n=S18

KAMU --- --- --- --- 2 (4.9)
n=41

ADANA 10 (2.4) 13 (3.1) 37 (8.9)
n=417

TOPLAM IS (1. S) 17. (1.7) 49 (S.02)
n=976'.

Tablo 2. Bir veya Daha Fazla Serolojik Test ile Reaksiyon Veren Serum Sayıları.
(The Number of Positive Sera in One and More Serological Tests).

Testler E.B.K.* KAMU ** ADANA***

RBPT -SAT -ELlSA 1 -- 3

RBPT-ELlSA 2 -- 2

SAT-ELlSA 1 -- -
RBPT-SAT 1 -- -
RBPT 1 -- 5
SAT 1 -- 7

ELlSA 7 2 31

*
**
***

Et ve Balık Kurumu. Ankara Et Kombinası
Kamuya ait bir tarım işletmesi
Adana ili ve çevresi

Et ve Balık Kurumu Ankara Et Kombinası-
na kesim için getirilen 5 i8 sığınn kan serum la-
n, Bruceila ahortus'a karşı antikor varlığı yö-
nünden, RBPT, SAT, ELISA ile incelendi. Bu
serumlann ikisinin her iki test (RBPT ve
ELISA) ile, sadece birer serum örneğinin SAT-
ELISA ve RBPT -SAT olmak üzere iki farklı se-
rolojik testte pozitif reaksiyon verdiği saptandı.
Bir Serum örneğinde de uygulanan bütün sero-
lojik testlerle (RBPT-SAT-ELISA) Bruceila
ahortus'a karşı antikor belirlendi. Sadece bir sc-
rolojik testte (RBPT, SAT, ELlSA) reaksiyon
veren serum sayısı sırasıyla, i, I, 7 adet olarak
ortaya kondu (Tablo 2).

Adana ili ve çevresinden temin edilen 4 17
sığır serum örneğinin ıo'unda RBPT, 13'ünde
SAT ve 37'sinde ELISA ile Bruceila ahsortus'a
karşı antikorlar bulundu. İncelenen serumlann
3'ü RBPT-SAT-ELlSA ile, 2'si RBPT-ELISA
ile pozitif bulunurken (Tablo 2) sadece RBPT,
SAT ve ELlSA ile antikor belirlenen serum sa-
yıları sırasıyla,S, 7, 31 dir.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada farklı yerlerden alınan, geç-
mişleri hakkında bilgi alınamayan 935 sığır
serum örneği rutin teşhis yöntemlerinden olan
RBPT ve SAT yanısıra ELlSA ile incelendi.
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RBPT ile %1.6, SAT ile %1.8 oranlarında pozi-
tiflik belirlenirken, ELlSA ile %5.02 gibi daha
yüksek düzeyde bir pozitiflik belirlendi. P01.itif-
lik saptamada ELlSA>SAT>RBPT sırası elde
edildi ki bu da yapılan diğer çalışmalarla uy-
gunluk göstermektedir (3, 12, 19, 20). Ayrıca,
kamuya ait bir tarım işletmesindeki 41 aşılı sı-
ğırdan alınan serumların 2 adedinde ELlSA ile
Brusella antikorlan yönünden seropozitiflik be-
lirlendi. Bu durum Lamb ve ark. (l5)'nın bulgu-
larıyla desteklenip, LPS antijeninin IgM ile
olan nonspesifik reaksiyonunun sonucu olarak
açıklanabilir. ELlSA de negatif olan i4 serum
konvansiyonel testlerin (RBPT ve SAT) bir
veya ikisi ile pozitif reaksiyon verdi. Bunların
sadece 9 adeti SAT ile pozitif bulundu. %0.9
oranındaki bu pozitiflik nonspesifik olarak de-
ğerlendirildi (24). Ayrıca, RBPT pozitif,
ELlSA negatif olan reaksiyonlar (6 adet) açık-
lanamamakla birlikte toplarnın %0.6'sını oluş-
turması nedeniyle istatistikselolarak önemsiz
bulundu.

Brusellozis' in serolojik teşhisinde antiko-
run farklı gl(ıplar (IgG 1, IgG2, IgM) ile reaksi-
yon veren konvansiyonel testlerin kombine kul-
lanılmaları yanısıra, ELlSA gibi oldukça
duyarlı bir testin doğrulama testi olarak kulla-
nılması reaktörlerin kesin olarak belirlenmesin-
de yararlı olmaktadır. Diğer bir doğrulama testi
olan CFT'den daha duyarlı kolay ve hızlı bir
test olması nedeniyle de eradikasyon program-
larında tercih edilmektedir (12). Bu araştırma-
da, denemeye alınan 976 sığır serumunda
RBPT- SAT- ELlSA in kombine uygulanma-
sıyla RBPT-SAT-ELlSA ile 4, RBPT-ELlSA
ile 4, SAT-ELlSA ve RBPT-SAT ile l'er sero-
pozitiflik saptandı (Tablo 2).

Araştırma bulguları, ELlSA'mn sığır bru-
sellozisin 'in teşhisinde başarıyla kullanılabile-
ceği hakkındaki görüşlerle desteklenmektedir.
Bu nedenle, Türkiye'de yürürlükte bulunan era-
dikasyon programında başarıyla uygulanabile-
ceği inancındayız. Ancak, sığır brusellozisinin
ELlSA ile tanısında tek bir konjugat yerine IgG
ve IgM gibi farklı antikor gruplarının oluşturdu-
ğu konjugatların uygun antijenlerle birlikte kul-
lanılması halinde daha fazla reaktörü ortaya ko-
yabilmesi nedeniyle yararlı olacağı
kanısındayız.

Ka)'naklar

1. Alton, G.G. (1978). Recenr DeI'elopmelıls iıı VaceilliııiOlI
Agaiıııs BOI'ilıe Brucellasis. Aust Vet J 54:551-557.

2. Aydın, N., Bisping, W., Akay, Ü. ve İzgür, M.
(1988). Türkiye'de SliflT IJrusellosis'ilıilı iıısideıısi ı'e Deııel'-
sel olarak Farklı Aşı/aTIli InımUllOjeııiıe/erinilı Taviııi Ü;eri-
ne AraşIlTma/ar. Ankara Üniv Vet Fak Dcrg 34:224-236.

HA FIDANCI- S. AKIN- M. ALABAY- N. GÜVENER

3. Batra, H. W., Chand, P., Ganju, L., Mukherjee, R.
and Sadana, .I.R. (1989). Doı-Enzyme-Lüıked Inmıunomr-
belli Assay for Deıeclian of Aıııibodies in Bavine Brueel/osis.
Res Vet Sci 46:143-146.

4. Berke, Z. (1974). Tıbbi Viroloji Cit 2 Gürsoy Mathaacılık
Sanayi, Ankara. Alınmıştır: Arda, M., Minbay, A. ve
Aydın, N. (1982). Özel Mikrobiyoloji. Bakteriyel Infeksiyöz
Hastalıklar. Ankara Univ Vet Fak Yay 386, Ankara.

5. Chand, P., Sadana, .I.R. and Batra, H.V, (1990).
Comparisoıı of a Doı-EL/SA and a PLA TE-IôL/SA for Bovinc
BruceIlusis Diagnosis. Vet Rec 127: 169- 170.

6. Coks, E and Davies, G. (1973). Brueel/a aborlus (sırain)
19 Vaecine PoıeneyTesl in Caıı/e. J Biol Stand 1:171-178.

7. Dajer, A., Gutıerrez, E., Honhold, N., Zapata, D.
and Vıllages, S. (1992). Comparisan of Fil'e Ser%giea/
-Tesıs /o Deıeeı Bruceıla aborıus Aıııibodies and a Reporı on
PredI'Qlelıee oflhe Disease iıı Lil'eslOek. In ıhe State of Yuea-
. ta; Mexieo. Regional Network for Latin America on Animal
. Disease Diagnosis Using Immunoassay and Labelled DNA
Probe Techniques. lAEA-Tech Rep Ser 657 pp 131-137.

8. Demirözü, K., Çelik, M. ve İyisan, A.S. (1994), Kars
. "ilinde. Brusel/ozis Hasıaltğıııııı Seropidemiyolojisi. i. Ulusal

Vet. MikrobiyoL. Kong. 27-29 Eylül, Ankara. s. 48.

9, Doğuer, M. ve Yılmaz, S. (1963). Türkiye'de Brusello-
zis. Etlik Vet Bakt Ens Derg 2: 1-20.

LO. Eroğlu, M. (1980). Brusel/o:is'ıe Bağl,Hk/ık Brusel/a Aşı/a-
rı ve Korııma Değer/eri. Pendik Vet Kont Araşı Enst Derg
7:144-161.

iL"Go'lem, S.B. (1946). Brusel/ozis'iıı Mem/ekeıimizdeki Du-
rumu. Türk Hij TeLTBiyol Derg 9:3.

12. Güllüce, M. ve Leloğlu, M. (1994). Kars ve çeı'resinde
Sığırlarda Brııeel/ıı aboTlus 'a Karşı Oluşan Antikarlarııı
EL/SA ve Diğer Serolojik Yöntemlerle (RBPT, SAT, MRT)
..Saptanması I'e Sonuçların Kar,H/a,wrıimasl. i. Ulusal Vet.
Mikrobiyol. Kong. 27-29 Eylül, Ankard, s. 46.

13. ,.Joint FAO/IAEA. EL/SA Kiı For The Deıeclian of Anıibo-
. dies Agaiıııs Bruce/la aborlus. Animal Production and Health

Section Scibersdorf, Ausıria.

14. Joint FAO/WHO (1986). ExpeTl Commiııee on Brueel/osis,
6ili Rep, WHO Tech Rep Ser 740.

İs. Lamb, V .L., .Io~'es, L.M., Shring, G.G. and Her-
man, D.T. (1979). Eıızvme-liııked InınlUlıosorbelıı AsSllI' for
/iol'ine Immuııogiobu/iı'- Slıbc1ass-Spee(/ie Re.ıpmıse /() '/ir.
aboTlus Lipopolysaeclıarides. Infect Immun 26:240-247.

16. Marino, O.c., Ruedo, E., Leon, L.S. and Razırez,
C. (1992). The Use of EL/SA /o Deıeeı Anıibodies LO Bruce/-
la aboTlus. In Naıurl/y lııfeeıed Caııle. Regional Network for
Latin Amcrica on Animal Disease Diagnosis Using Immuno-
assay and LaheIled DNA Probe Tecniques. lAEA-Tech Rep
Ser 657, pp. 139-149.

17. Morı:an, W.J .n. (1967). The Serological Diagnosis of Ho-
vine Brueellosis. Vet Ree 80:612-670.

18. Reid, M.A. and Harvey, P.R. (1972). The Use of Bru-
se/ltı abortııs 45120 Adjuı'{//ır Vacc'i1le as a Diag1lo,I'lie aid in
rhe Brucel/o.,is Ijadielliio1l Canıpaing in Papı/Q Ne .••..Gııi1ll'a.
Aust Vet J 48:495-500.

19. Saravı, M.A. and Gregoret, R.J. (1992). Comparison
of An Iııdireeı Fıızyme Inımuııoas.ray aııd Com',(,II/I(JlIa/Sero-
10liieal Teclıııiqııes for ıhe Dereelimı of /ioviııe Aıııibody lo



SIGIRLARDA BRUCELLA ABORTUS'A KARŞIOLUŞAN ANTIKORLAR 557

Br. abortus. Re~ional Network for Latin Ameriea on Anima!
Disease Diagnosis Using Inınıunoa~say and LahclIed DNA
Probe Teehniqes lAEA-Teeh Rep Ser 657 pp. 151-162.

20. Sulherland, S. (1985). An EI1~ynıe-LinkRd immunosorbem
Assayfor Detection of Brucella abortus in Cal/le Vsing Mo-
noclonal Amibodies. Aust Yet J 62:264-26l\.

21. Sulherland, S. and Hollander, L. (1986). Conıparison
of an £L/SA Vsing Monoclonal A/ltibodies and a CFT for
Cal/le Vaceinared and bıfected with Br. abortus. Yet Mier
12:55-64.

22. Tabaıahai, L.IL and Deıoe, H.L. (1984). Speci{ıc
EL/SA for De/ection of Bovine Aııtibody to Br. abortus. J elin
Mıer 20:209-213.

23. Tarım ve Köyişleri Bakanlığı (1991). Türkiye Brusel/o-
sis Mücadele Projesi, Koruma ve Kontrol Genel Müdürlüğü
Ankara.

24. Yan Aerl, A., Brıoen P., Dekeyser, P., Uytterhae.
~en, L., Sıjens, R.J. and 8oeye, A. (1984/1985). A
Conıparative Study of EL/SA and Other Me/hods for the De-
tection of Bruceıla Amibodies in Bavine Sera. Yet Mier
10:13-21.


	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005

