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ÖZET 

Bu çalışmada, sığırlarda bruceila infeksiyonuna karşı oluşan spesifik 
antikodann ortaya konulmasında rutin olarak kullanılan Serum Aglutinasyon 
(SAT) ve Komplement Fikzasyon ( CFT) testlerinin yanısıra enzim immunoassay 
prensibi ile çalışan ticari immunocomb test (I C) kitinin rutin uygulamaya dahil 
edilip edilerniyeceği araştırıldı. 

Abort yapmış veya bruceila şüpheli 68 sığırın kan serumlan SAT, CFT ve 
lC testleri ile değerlendirildi . Sırasıyla, 38 (%56), 28 (%41) ve 38 (%56) pozitif 
serum belirlendi. Buna göre, pozitifleri belirlemede IC=SAT>CFT sırası elde 
edildi. 

Sığır brucellesis 'nin serolojik teşhisinde, değişik antikor gruplan (lgM,IgG) 
ile çalışan konvansiyonel testler (SAT,CFT,vs) yanısıra immunocomb gibi duyarlı, 
pratik, çabuk ve saha koşullannda da yararlanılabilen bir testin de kullanılmasının, 
infeksiyenun teşhisinde yararlı olacağı sonucuna vanldı. 

SUMMARY 

In this study, the use, efficacy and reliability of the commerical ImmunoCom b 
test kit, which works according to the enzyme immunoassay principle, together 
with other serological tests such as SAT and CFT in the detection of specific 
antibodies against bovine brucellesis were investigated. 

A total of 68 bovine sera obtained from brucellesis suspected as well as 
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aborted cattle were examined with SAT,CFT and IC.38 (56%), 28 (41 %) and 
38 (56%) sera were proved to be positive, respectively. Therefore, IC=SAT>CFT 

. result was obtained in the detection of specific antibodies. 

As a result, the use ofiC, which is a sensitive, practical and rapid method, 
together with other conventional tests working with different antibody groups 
(IgM,IgG) such as SAT and CFT, was proved to be beneficial in the diagnosis 
of the infection. 

GİRİŞ 

Brucellosis, genellikle, dişi hayvanlarda (sığır, koyun, keçi, domuz, vs) geni
tal organiara yerleşerek yavru atımına, infertiliteye ve mastitise, erkeklerde de 
orşitise neden olan kronik seyirli, bulaşıcı ve nekrotik yangrsel bozukluklada 
karakterize olan zoonotik bir infeksiyondur. 

Sığır brucellosis 'nin etkeni çoğunlukla Bruceila abortus ve bazen de Bru
ceila melitensis 'tir. Antijenik olarak ortak komponentlere sahip her iki etken de 
Gram negatif, hareketsiz ve sporsuz bakterilerdir (10). Hastalık dünyanın hemen 
bütün ülkelerinde görülmektedir. Özellikle, yavru atmalarından dolayı meydana 
gelen ekonomik kayıplar çok fazladır (5). 

Gerek hayvan ve gerekse insanlarda brucellosis 'de görülen ve atipik bir 
özellik gösteren klinik belirtiler infeksiyonu tanımak için yeretli olmadığından 
hastalığın teşhisi direkt ve indirekt metodlarla yapılır. Etkenierin İzolasyon ve 

· identifikasyonu kesin teşhis için önemli ise de çok sayıda hayvan söz konusu 
olduğu zaman kültürel metodlann uygulanması pratik olmaktan çıkar. Aynca, 
birçok nedenden dolayı infekte ·hayvanlardan her zaman için etken izole 
edilmeyebilir. Bu nedenlerle, brucellosis 'in kontrol ve eradikasyon programlarının 
çoğu sistematik serolojik testlerle (SAT,CFT,ELISA,rose bengal, plate test, vs.) 
reaktör hayvanların belirlenmesi ve ayıklanması esasına dayanır (13). 

Sığır brucellosisinin tanısında kullanılan konvansiyonel testlerden SAT ve 
CFT farklı immunglobulin sınıflan ile çalıştıklarından (SAT -IgM,IgG2 ve CFT
IgG 1 ,I gM), dolaysıyla, spesifik bir immunglobulin sınıfını saptayamadıklanndan, 
yanlış pozitif veya negatif reaksiyonlar (prozon fenomeni, hemoliz, · 
antikomplementer aktivite, vs) verebildiklerinden, çok sayıda materyali e yapılan 
çalşımalarda fazla miktarda tüp, pipet, vs gerektirdiklerinden dolayı bazı 
dezavantajlara sahiptirler (9,15,16) . Son yıllarda, brucellosis'in tanısında 
kullanılmaya başlayan ELISA ise istenileri immunglobulin sınıfının 
(IgG,IgM,IgA,vs) taranmasına olanak sağlaması, sekonder bağlanma testlerinde 
(SAT,CFT,vs) meydana gelen spesifik antikorların düzeyi ile ilgili sorunların 

25 



Etlik Vet. Mikro b. Derg. 1996.8.(3) 

olmaması, çok sayıda örneği 24 saatten az bir sürede değerlendirmesi gibi 
nedenlerle beraber kullanılmıştır (6, 7 ,8). 

ELISA ile benzerprensiplere sahip olan EIA (enzim immunassay) teknikleri, 
son yıllarda sığır brucellosis'inin teşhisinde ticari kit olarak kullanılmaya 
başlamıştır. Katı faz immunassay prensibine göre çalışan immunocomb (IC) 
test kiti, birçok bakteriyel ve viral etkene (brusella, klamidya, mikoplasma, 
newcastle, infeksixöz bronşitis, gumboro,vs) karşı oluşan antikorları 
saptayabilmektedir (3, 1 4). Bruceila antijenleri ile d,ıı.yarlılaştınlan immunocomb 
dişleri enzim-immunassay yöntemiyle bruceila etkenine karşı oluşan antikorlan 
yakalayabilmeh.1:edir. İlave ekipman veya reaktife ihtiyaç duymadan saha veya 
laboratuvar koşullannda çalışabilecek şekilde dizayn edilı.niş olan iinmunocomb 

·test kiti kan veya serumda. bulunan spesifik antikorlan kısa bir süre içerisinde 
(35 dakika) ortaya kayabilmektedir (4). 

Bu çalışmanın amacı, sığırlarda bruceila infeksiyonuna karşı oluşan spesifik 
antikorlarm ortaya konulmasında rutin olarak kullanılan SAT ve CFT testlerinin 
yanısıra, enzim immunassay persibi ile çalışan ticari immunocomb test kitinin 
rutin uygulamaya dahil edilip edilemiyeceğinin araştınlmasıdır. 

MATERYAL VE METOT 

Serum Örenkleri: Bu çalışmada A :Ü.Veteriner Fakültesi ile Tarım ve 
Köyişleri Bakanlığı Etlik Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstirusüne abort yapmış 
veya brucella şüpheli sığırlardan alınarak gönderilen 68 adet kan serum u kullanıldı. 

Pozitif Kontrol Serumu: Pozitif kontrol serumu olarak A.Ü.Veteriner 
Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalından temin edilen yüksek titreli liyofilize 
B .abortus pozitif serumdan yararlanıldı . 

NegatifKontrol Serumu: Klinik olarak sağlıklı bir sığırdan alınan SAT ve 
CFT titreleri negatif olan bir serum negatifkontrol serumu olarak kullanıldı. 

Antijenler 

Serum Aglutinasyon Test Antijeni: Bu testte Tanm ve Köyişleri Bakanlığı 
Pendik Hayvan Hastalıkları Merkez Araştırma Enstitüsünden temin edilen 
standart B.abortus tüp aglutinasyon antijeni kullanıldı. 

Komplement Fikzasyon Antijeni: Test serumlarının CFT titrelerini 
saptamak amacıyla Tanm ve Köyişleri Bakanlığı Pendik Hayvan Hastalıklan 
Merkez Araştırma Enstitüsü tarafından üretilen standart B.abortus CFT antijeni 
kullanıldı. 
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İmmunoComb Test Kiti: Çalışmada, test serumiannın Brucella antikorlan 
yönünden taranınasında Petbask firmasından (Kocaeliffürkiye) temin edilen 
ve Biogal (Galed Lab ./İsrail) firmasınca üretilen immunocomb test kiti kullanıldı. 

Serum Aglutinasyon Testi: Bu test SAT antijeni ile Alton ve ark. 'ın (1) 
bildirdikleri yöntem göre yapıldı. İnkubasyon süresi sonunda en son dantelanın 
görüldüğü test tüpündeki serum sulandırması serumun antikor titresi olarak 
belirlendi. Aglutinasyon derecesi üst sıvının berraklığına göre 4+,3+ ,2+, +ve negatif 
olarak gözle değerlendirildi . SAT titresi 1/40 ve üstü olan aşısızlar ile 1/80 ve 
üstü olan aşılılar pozitif olarak kabul edildi. 

Komplement Fikzasyon Testi: Bu test standart komplement fikzasyon 
test antijeni kullanılarak Alton ve ark'ın (1) bildirdikleri yönteme göre sıcakta, 
makro dilusyon tekniği ile yapıldı . lll O ve üzeri titreler pozitifkabul edildi. 

İmmunoComb Testi: İmmunoComb testi üretici firmanın direktiileri 
doğrultusunda yapılı dı ( 4). 

BULGULAR 

Serum Aglutinasyon Testi (SAT): Çalışmada kullanılan 68 adet sığır kan 
serumunun SAT ile muayenesinde 3 8 adet (%56) pozitif ve 30 adet (o/o44) negatif 
bulundu (Tablo 1). 

Komplement Fikzasyon Testi (CFT): CFT ile taranan 68 sığır kan 
serumunun 28'i (%41) pozitif ve 40'ı (%59) negatifbulundu (Tablo-I). 

İmmunoComb Testi (IC): IC testi ile incelenen 68 sığır kan serumunun 
38'i (%56) pozitif ve 30'u (%44) negatifbulundu (Tablo-l,Şekil-1) 

SAT,CFT ve IC ile 68 serum için elde edilen pozitif ve negatif sonuçlar 
sayısal olarak tablolarda gösterildi (Tablo-2,3,4,5). 

Tabio-l: SAT, CFT ve IC sonuçlannın karşılaştınlması 

+ . 
38 30 

SAT (%56) (%44) 

28 40 
CFL (%41) (%59) 

38 30 
IC (%56) (%44) 

27 



Etlik Vet. Mikrob. Derg. I 996.8.(3) 

Tablo-2: SAT ve CFT sonuçlannın lC sonuçlan ile karşılaştınlması 

+ lC -
34 2 

+ (%50) (%3) 
SAT o 28 

- (%0) (%41) 

28 o 
+ (%41) (%0) 

CFT 
10 30 

- (%15) (%44) 

Tablo-=3: Ortak SAT ve CFT sonuçlannın lC sonuçlan ile karşılaştırması 

+ lC -
28 o 

SAT ve 
+ (%41) (%0) 

CFT o 28 
- (%0) (%41) 

Tablo-4: Ortak SAT ve lC sonuçlannın CFT sonuçlan ile karşılaştırması 

+ CFT -
28 o 

SAT ve+ (%41) (%0) 
lC o 28 

- (%0) (%41) 

Tablo-5: Ortak lC ve CFT sonuçlannın SAT sonuçlan ile karşılaştırması 

+ SAT -
28 o 

lC ve + (%41) (%0) 

CFT 2 28 
- (%0) (%41) 
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Şekil-1: Immuno Comb Testi 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Brucellosis, uzun yıllardan beri bilinen, eradikasyonu güç, zoonotik bir 
hastalıktır. Gelişmiş ülkelerde bile tam olarak eradike edilememiştir. Hastalık 

ulusal ekonomiye etkileyen kayıplan (atık yavru lar, ölümler, döl ve süt veriminde 
azalınalar, kısır lık, vs) yanısıra insan sağlığı yönünden de büyük önem taşımaktadır. 

İnfeksiyonun teşhisinde direkt yöntemlerin (etkenin İzolasyon ve identi
fikasyonu) değeri çok fazla olmasına karşın yavru atmış hayvanlan saptamak 
ve bunlardan materyal almak her zaman mümkün değildir. Böyle durumlarda 
indirekt yöntemlerden (serolojik ve alleıjik testler) fazlaca yararlanılmaktadır. 

Serplojik testler (SAT,CFT,ELISA,vs) çabuk ve pratik olmalan yanısıra, kısa 

zamaİlda fazla materyali değerlendirmeye olanak sağlamalan gibi nedenlerle 
daha yagın olarak kullanılmaktadır. Alleıjik testler bazen yanlış pozitif veya yanlış 
negatif sonuçlar vermeleri nedeni ile, serolajik testler daha güvenle 
kullanılmaktadır ( 5). 

Sığırlarda daha çok B.abortus infeksiyonuna rastlanılmaktadır. Bu 
infeksiyonun serolajik testlerle ortaya konulması üzerinde pek çok araştırma 
bulunmaktadır (2, ll). Özellikle, SAT ve CFT sığır brucellosis' iıiin teŞhisinde 

· rutin olarak kullanılan testlerdir (1,12). Son yıllarda, ELISA'da infeksiyonun 
teşhisinde kullanılmaya başlamıştır. Ancak, özellikle testin standardizasyonu 
ELISA'yı uygulayan laboratuvara göre değiştiğinden sonucun pozitif ya da negatif 
olması da yine o laboratuvar koşullannda değerlendirilmektedir (1 7). 
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İınmunoComb testi de son yıllarda birçok infeksiyöz hastalığın teşhisi için 
kullanıldığı gibi, sığır brucellosis ' inin teşhisi için de ticari bir Enzim immurıassay 
kiti olarak piyasaya sürülmüş olup özellikle, ELISA ve diğer konvansiyonel 
testlerdeki (CFT,SAT) birçok olumsuzluğu ortadan kaldırabilecek niteliktedir 
(3,4) .Standart bir test olması, saha koşullarında da uygulanıp sonucun sahada 
alınabilmesi , kısa sürede (35 dakika) sonuç vermesi ve kendi ekipmanı dışında 
herhangi bir cihaza ihtiyaç gösterınemesi gibi nedenlerle hastalığın teşhisine yeni 
bir boyut getireceği göz ardı edilmeyecek bir gerçektir. 

Yapılan kaynak taramasında immunocomb ile sığır brucellösis'i üzerinde 
yapılmış çalışmaya ait herhangi bir yayma rastlanmamıştır. 

Bu çalışmada, abort yapmış veya bruceila şüpheli 18'i B.abortus S19 aşısı 
ile aşılı 68 sığırdan kan serumu alınarak SAT,CFT ve IC testleriyle incelendi. 
SAT sonuçlan değerlendirilirken aşısıziarda 1/40 ve aşılılarda 1/80 ve üzerindeki 
titreler pozitif, CFT'de 1/10 ve üzeri pozitifkabul edildi. Buna göre, toplam 68 
serum için SAT, CFT ve IC testlerinde sırsıyla 38 (%56), 28 (%41) ve 38 (%56) 
pozitif sonuç alındı (Tablo-1). Buna göre pozitifleri saptamada IC=SAT>CFT 
sırası elde edildi. Aynca, incelenen 68 serumun 28'inde (%41) her 3 test pozitif 
ve yine 28 ' inde (o/o4 1) her 3 test negatif bulundu. Yalnız iki serum örneğinde 
(%3) IC ve CFT negatifiken SAT pozitif sonuç verdi (Tablo-2,3,4,5). 

Elde edilen sonuçlar bu çalışmada immunocomb testinin pozitifleri belirlemede 
· SAT ile büyük ölçüde paralellik gösterdiğini ispatlamaktadır. Ancak, CFT ile 
arasında %15 oranında bir farklılık vardır. Bu durum, serumların alındığı sırada 
hayvanların aşılı ya da aşısız olmaları, serumların alnİdığı sırada hayvanların 
hastalığın akut ya da kronik devresinde bulunması ve buna bağlı olarak da sığırların 
kanlannda farklı immunglobulin sımflanm (IgM,IgG 1,IgG2) farklı miktarlarda · 
bulundurmalarından ileri gelebilir. 

Buna göre, değişik immunglobulin sınıfları ile çalışan konvansiyonel testler 
(SAT,CFT,vs) yanısıra, immunocomb gibi duyarlı, pratik, çabuk ve saha 
koşullannda da yararlanılabilinen, ancak bu testlere göre daha pahalı olan böyle 
bir testin de, rutin laboratuvar çalışmalarında kullanılmasının, daha fazla reaktörü 
ortaya koyması ve diğer testleri desteklemesi açısından yararlı olacağı bir 
gerçektir. 
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