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SIGIRLARDA BRUCELLA ABORTUS’A KARSI OLUSAN
ANTIKORLARI SAPTAMADA ELISA VE DIGER
SEROLOJIK TEKNIKLERIN KARSILASTIRILMASI*
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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 performance of an indirect enzyme linked im-
munosorbent assay (ELISA) for the diagnosis of bovine brucellosis was com-
pared with those of two convantional screeening tests, the Rose Bengal (RB)
and the serum Agglutination (SA) tests.

Brucella ELISA kit was provided by International Atomic Energy Agency,
Seibersdorf laboratory and RBPT and SAT anugem were prowded bv Pendik
Animal Diseases Research Institute.

A total of 976 bovine sera samples were collected from the different areas
and were tested bv ELISA, RBPT and SAT. Antibodies againts Br. abortus were
detected 49, 15, 17 with ELISA, RBPT and SAT, respectively.

The conventional techniques, which works with the different immunoglobu-
lin classses, and ELISA, which is easy to perform, rapid and sensitive, could be
recommended to be used in Brucella eradication programmes in Turkey.

Ozet: Sigir brusellozis’inin tamsinda ELISA testinin tami performansi
diger iki serolojik tarama testi (RBPT ve SAT) ile karsiagstirild.

Brusella ELISA kiti Uluslararasi Atom Enerjisi Ajans, Seibersdorf labora-
tuvarinda, difer test antijenleri Tarim Bakanligi Pendik Hayvan Hastaliklar
Arastirma Enstitiistinden saglandt.

Cesitli verlerden saglanan toplam 976 adet sigir serum ornegdi incelendi.
Bu orneklerin 49'unda ELISA, 15'inde RBPT ve 17'sinde SAT ile Br. abortus’a
karst antikor saptandi.

Sigir brusellozisinin tamsinda degisik antikor gruplary ile ¢calisan konvansi-
vonel testler vami sira, ELISA testinin de hizh, uygulamas: kolay ve hassas ol-
mast gibi nedenlerle Tiirkiye'de yiiriirliikte olan Brusella eradikasyon progra-
runda kullanilabilecegi anlasinustir.

Giris azalmayla 6nemli ekonomik kayiplara yol acan
bir zoonozdur.
Brusellozis, Tiirkiye’'de sigir ve koyun ye-

tigtiriciligini olumsuz yonde etkileyen, hayvan-
larda infertilite, yavru atma ve siit veriminde varhigl uzun yillardir bilinmektedir (9, 11). Tir-

Tiirkiye'de evcil hayvanlarda brusellozisin
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kiye’de sigirlarda Br.abortus enfeksiyonu ilk
kez 1931 yilinda, kiiltiir irkt hayvanlann ithaliy-
le sorun olmaya baglamigtir (4).

Uzun aragtirma ve denemeler sonucu, bru-
sellozis ile miicadelede reaktérlerin saptanmasi
(standart testlerin uygulanmas: ile birlikte bak-
teriyolojik incelemeler) ve hastalia duyarh

tiim hayvanlarn asilanmasi geregi 6ngoriilmiig- -

tiir (6, 10, 18).

1984 yilinda, Tarim ve Koyisleri Bakanligi
beg bolgeye ayirdig tiim iilkede “Tiirkiye Bru-
sellozis Miicadele Projesi”ni yiiriirliige koy-
musgtur. Tannm ve Kdoyislenn Bakanligi Resmi
kayitlarina gore brusella Miicadele Programi
dahilinde projenin uygulandigi bolgeler gene-
linde 1989 yilinda Brusella mihrak sayisi (Siit
Ring testi ile) 34 olarak saptanmig ve aym yil
iilke genelindeki prevalans %3.6 olarak bildiril-
mistir (23). 1990 yili verilerine gore ise, (Rose
Bengal Plate Test, Siit Ring Test, Serum Agluti-
nasyon Test, Rivonol Test ile) Br. abortus mih-
rak sayist 23, prevalans %2.26 olmustur. Da-
mizlik ineklerde Br. abortus’a bagh tahmini
ekonomik zararlar; atiklar, infertil digi damiz-
liklann siiriiden ayrilmasi ve siit azalmas: sonu-
cu meydana gelen zararlann toplami olarak he-
saplandiginda ¢ok biiyiiktiir. Diger yandan halk
saglig iizerine etkileri de kesin rakamlar olma-
makla birlikte ¢ok onemlidir (23).

Tiirkiye hayvanciligi yoniinden bdylesine
onemli olan brusellozisin kontrolii ve eradikas-
yonu i¢in Tanm ve Koyigleri Bakanhg tarafin-
dan yiiriirliige konan projede Tiirkiye genelin-
de, reaktorlerin belirlenmesinde Diinya Saglik
Teskilatt Standartlan geregince MRT (Milk
Ring Test), SAT (Serum Agglutination Test),
RBPT (Rose Bengal Plate Test), SPT (Serum
Plate Test) ve KFT (Complement Fixation
Test) uygulanmasi 6ngorilmiistiir (14). Tarim
ve Koyisleri Bakanligi Pendik Hayvan Hasta-
liklan Aragtirma Enstitiisiinde brusellozisin teg-
hisi s6z konusu standartlara uygun olarak yapil-
makta ve referans laboratuvar olarak da hizmet
gormektedir. Ancak son yillarda agih ve agis1z-
lar1 ayirmakta erken enfeksiyonlarin belirlen-
mesinde avantajlar saglayacak degisik antijen-
lerin kullanmildig ELISA testinin
uygulanmasina olanak saglayacak degerli ¢alis-
malar yapilmigtir (12, 20, 21, 22). Rutin amagh
testlerle birlikte kullamlan ELISA’nin daha du-
yarli ve daha spesifik oldugu gériisiinde birle-
silmektedir (7, 16, 19).

Bu noktadan hareketle calisgmamizda, sigir-
larda Brucella abortus’a karg1 olugan antikorla-
n ELISA ve diger serolojik tarama testlerinden

~bildirilen

H.A. FIDANCI- S. AKIN- M. ALABAY- N. GUVENER

olan RBPT ve SAT ile saptamak ve sonuclan
karilagtirmak amagclandi.

Materyal ve Metot

Aragtirmada, Et ve Balik Kurumu Ankara
Et Kombinasindan 518, Adana ili ve gevresin-
den 417 ve kamuya ait bir tarim isletmesindeki
sigirlardan 41 adet olmak iizere toplam 976 adet
sigir serumu test edildi. Serum ornekleri incele-
ninceye kadar -20 C de saklanda.

.- RBPT ve SAT antijenleri Tanim ve Koyis-

leri Bakanhig Pendik Hayvan Hastahiklan Aras-

tirma Enstitiisiinden sagland.

_ Brusella-ELISA kiti TAEA (Uluslararas:.
Atom Enerjisi Ajansi) Seibersdorf laboratuva-

.-nndan saglandi. Denemelerde Nunc firmasina

ait alt1 diiz polystyren mikrotitrasyon plaklann-

-~ dan ydrarlamldl

~ RBPT, Morgan ve ark. (20), SAT, Alton ve

ark. (1)mn bildirdikleri yontemlere gore yapil-

di.

* Indirekt ELISA’da International Atomic
Energy Agency-Seibersdorf laboratuvarlannca
protokol uygulandi. Testte
Br.abortus’tan ekstrakte edilen lipopolisakkarid

“.antijeni, horseradish peroksidaz ile isaretli tav-

san anti-sigir I1gG’si ve kromojen olarak da
ABTS kullanildi. Mikroplaklara antijen fiksas-

- ~yonu +4 C de 1 gece inkubasyonla yapildi. De-
-nemelerde test serumunun 1:200 (50* 1) dilusyo-
--mu kullamldi. Egit miktarlarda (50*'1) konjugat
-.ve substrat ilave edildi. Her serumun OD’si

. -ELISA okuyucuda (Titertek Multiscan) 405 nm

- -dalga boyunda belirlendi. Her plak igin lokal
.olarak belirlenen referans negatif serum ile po-

zitif serum ve blank kullamildi. Tiim serumlar
paralel olarak ¢aligilda.

ELISA’da her test plaginda negatiflik/
pozitiflik, pozitiflik egigi (cut-off O.D degerleri)
hesaplanarak belirlendi (13).

Bulgular

Cahgmamizda, degisik kaynaklardan sagla-
nan toplam 976 serum 6rneginin 15 (%1.5) inde
RBPT, 17 (%1.7)sinde SAT ve 49
(%5.02)'unda ELISA ile Br.abortus’a karg: anti-
korlar belirlendi (Tablo 1).

Kamuya ait bir tarim igletmesinden agilan-
mig olduklar bildirilen sigirlardan saglanan 41
adet serum Orneginin 2'sinde sadece ELISA ile
pozitiflik saptandi (Tablo 2).
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Tablo 1. Serolojik Inceleme Sonuglari (RBPT, SAT, ELISA) (Pozitifler adet ve % olarak).
(Results of Serologic Examination -RBPT- SAT- ELISA) (number and % of positives).

Serum Sayisi RBPT %

SAT % ELISA %

EBK 5
n=518

4 (0.8) 11 (2.1

KAMU ' R ---
n=41]

2 (4.9)

ADANA 10 (2.4)
n=417

13 3.1 37 (8.9)

TOPLAM 15 (1.5)
n=976-

17- (1.7) 49 (5.02)

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

Testler

EBK*

KAMU ** | ADANA***

RBPT-SAT-ELISA

RBPT-ELISA

SAT-ELISA

RBPT-SAT

[V FE N N

RBPT

SAT

ELISA

~J |~ |-

2 31

* Et ve Balik Kurumu, Ankara Et Kombinasi
**  Kamuya ait bir tanm igletmesi
***  Adana ili ve gevresi

Et ve Balik Kurumu Ankara Et Kombinasi-
na kesim i¢in getirilen 518 s18inn kan serumla-
n, Brucella abortus’a kars: antikor varligr yo-
niinden, RBPT, SAT, ELISA ile incelendi. Bu
serumlann ikisinin her iki test (RBPT ve
ELISA) ile, sadece birer serum 6rneginin SAT-
ELISA ve RBPT-SAT olmak iizere iki farkli se-
rolojik testte pozitif reaksiyon verdigi saptandi.
Bir Serum 6rneginde de uygulanan bitiin sero-
lojik testlerle (RBPT-SAT-ELISA) Brucella
abortus’a kars1 antikor belirlendi. Sadece bir se-
rolojik testte (RBPT, SAT, ELISA) reaksiyon
veren serum sayisi sirasiyla, 1, 1, 7 adet olarak
ortaya kondu (Tablo 2).

- Adana ili ve ¢evresinden temin edilen 417
sigir serum 6rneginin 10'unda RBPT, 13'linde
SAT ve 37'sinde ELISA ile Brucella absortus’a
karg1 antikorlar bulundu. Incelenen serumlarin
3'i RBPT-SAT-ELISA ile, 2'si RBPT-ELISA
ile pozitif bulunurken (Tablo 2) sadece RBPT,
SAT ve ELISA ile antikor belirlenen serum sa-
yilar sirasiyla, S, 7, 31 dir.

Tartigma ve Sonug

Bu caligmada farkl yerlerden alinan, geg-
migleri hakkinda bilgi alinamayan 935 sifir
serum Ornegi rutin teshis yontemlerinden olan
RBPT ve SAT yamsira ELISA ile incelendi.
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RBPT ile %1.6, SAT ile %1.8 oranlarinda pozi-
tiflik belirlenirken, ELISA ile %5.02 gibi daha
yiiksek diizeyde bir pozitiflik belirlendi. Pozitif-
lik saptamada ELISA>SAT>RBPT sirasi elde
edildi ki bu da yapilan diger ¢alismalarla uy-
gunluk gostermektedir (3, 12, 19, 20). Ayrica,
kamuya ait bir tarim igletmesindeki 41 asili si-
girdan alinan serumlann 2 adedinde ELISA ile
Brusella antikorlan yoniinden seropozitiflik be-
lirlendi. Bu durum Lamb ve ark. (15)'min bulgu-
lartyla desteklenip, LPS antijeninin IgM ile
olan nonspesifik reaksiyonunun sonucu olarak
agiklanabilir. ELISA de negatif olan 14 serum
konvansiyonel testlerin (RBPT ve SAT) bir
veya ikisi ile pozitif reaksiyon verdi. Bunlarn
sadece 9 adeti SAT ile pozitif bulundu. %0.9
oranindaki bu pozitiflik nonspesifik olarak de-
gerlendirildi (24). Aynca, RBPT pozitif,
ELISA negatif olan reaksiyonlar (6 adet) acik-
lanamamakla birlikte toplamin %0.6'sin1 olus-
turmas1 nedeniyle istatistiksel olarak onemsiz
bulundu.

Brusellozis’in serolojik teshisinde antiko-
run farklt groplar (IgG1, 1gG2, 1gM) ile reaksi-
yon veren konvansiyonel testlerin kombine kul-
lamilmalan  yamsira, ELISA gibi olduk¢a
duyarl bir testin dogrulama testi olarak kulla-
nmilmasi reaktorlerin kesin olarak belirlenmesin-
de yararli olmaktadir. Diger bir dogrulama testi
olan CFT’den daha duyarli kolay ve hizli bir
test olmas1 nedeniyle de eradikasyon program-
larinda tercih edilmektedir (12). Bu arastirma-
da, denemeye ahnan 976 si§ir serumunda
RBPT- SAT- ELISA in kombine uygulanma-
siyla RBPT-SAT-ELISA ile 4, RBPT-ELISA
ile 4, SAT-ELISA ve RBPT-SAT ile 1'er sero-
pozitiflik saptand: (Tablo 2).

Aragtirma bulgulan, ELISA’nin si1ir bru-
sellozisin’in teghisinde basariyla kullanilabile-
cegi hakkindaki goriislerle desteklenmektedir.
Bu nedenle, Tiirkiye'de yiiriirliikkte bulunan era-
dikasyon programinda baganyla uygulanabile-
cegi inancindayiz. Ancak, siir brusellozisinin
ELISA ile tanisinda tek bir konjugat yerine 1gG
ve IgM gibi farkli antikor gruplarinin olusturdu-
gu konjugatlarin uygun antijenlerle birlikte kul-
lanilmas halinde daha fazla reaktorii ortaya ko-
yabilmesi nedeniyle yararh olacag:
kamsindayiz.
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