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OZET

Bu ¢alismada, sigirlarda brucella infeksiyonuna karsi olugan spesifik
antikorlarin ortaya konulmasinda rutin olarak kullanilan Serum Aglutinasyon
(SAT) ve Komplement Fikzasyon (CFT) testlerinin yanisira enzim immunoassay
prensibi ile galigan ticari immunocomb test (IC) kitinin rutin uygulamaya dahil
edilip edilemiyecegi aragtirildi.

Abort yapmig veya brucella siipheli 68 sigirin kan serumlan SAT, CFT ve
IC testleri ile degerlendirildi. Sirasiyla, 38 (%36), 28 (%41) ve 38 (%56) pozitif
serum belirlendi. Buna gore, pozitifleri belirlemede IC=SAT>CFT sirasi elde
edildi. :

Si1g1r brucellosis’nin serolojik teshisinde, dégisik antikor gruplar (IgM,IgG)
ile ¢aligan konvansiyonel testler (SAT,CFT,vs) yamsira immunocomb gibi duyarl,
pratik, cabuk ve saha kosullarinda da yararlamlabilen bir testin de kullamlmasinn,
infeksiyonun teshisinde yararlh olacagi sonucuna varildi.

SUMMARY

In this study, the use, efficacy and reliability of the commerical InmunoComb
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 brucellosis were investigated.

A total of 68 bovine sera obtained from brucellosis 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 of IC, 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.

GIRIS
Brucellosis, genellikle, digi hayvanlarda (sig1r, koyun, kegi, domuz, vs) geni-
tal organlara yerleserek yavru atimina, infertiliteye ve mastitise, erkeklerde de

orsitise neden olan kronik seyirli, bulasici ve nekrotik yangisel bozukluklarla
karakterize olan zoonotik bir infeksiyondur.

Sigir brucellosis’nin etkeni ¢ogunlukla Brucella abortus ve bazen de Bru-
cella melitensis’tir. Antijenik olarak ortak komponentlere sahip her iki etken de
Gram negatif, hareketsiz ve sporsuz bakterilerdir (10). Hastalik diinyanin hemen
biitiin iilkelerinde goériilmektedir. Ozellikle, yavru atmalarindan dolay1 meydana
gelen ekonomik kayiplar ¢ok fazladir (5).

Gerek hayvan ve gerekse insanlarda brucellosis’de gorillen ve atipik bir
6zellik gosteren klinik belirtiler infeksiyonu tanimak igin yeretli olmadigindan
hastaligin teshisi direkt ve indirekt metodlarla yapilir. Etkenlerin izolasyon ve

"identifikasyonu kesin teshis igin 6nemli ise de ¢ok sayida hayvan s6z konusu
oldugu zaman kiiltiirel metodlarin uygulanmasi pratik olmaktan ¢ikar. Ayrica,
birgok nedenden dolay: infekte hayvanlardan her zaman igin etken izole
edilmeyebilir. Bu nedenlerle, brucellosis’in kontrol ve eradikasyon programlarinin
¢ogu sistematik serolojik testlerle (SAT,CFT,ELISA,rose bengal, plate test, vs.)
reaktor hayvanlarin belirlenmesi ve ayiklanmasi esasina dayanir (13).

Sigir brucellosisinin tamsinda kullamlan konvansiyonel testlerden SAT ve
CFT farkli immunglobulin siniflan ile ¢aligtiklarindan (SAT-IgM,IgG2 ve CFT-
IgG1,1gM), dolaystyla, spesifik bir immunglobulin sinifim saptayamadiklarindan,
yanlig pozitif veya negatif reaksiyonlar (prozon fenomeni, hemoliz,
antikomplementer aktivite, vs) verebildiklerinden, ¢ok sayida materyalle yapilan
calsimalarda fazla miktarda tiip, pipet, vs gerektirdiklerinden dolayr bazi
dezavantajlara sahiptirler (9,15,16). Son yillarda, brucellosis’in tanisinda
kullanilmaya baslayan ELISA ise istenilen immunglobulin sinifinin
(IgG,IgM,IgA, vs) taranmasina olanak saglamasi, sekonder baglanma testlerinde
(SAT,CFT,vs) meydana gelen spesifik antikorlarin diizeyi ile ilgili sorunlarin
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olmamasi, ¢ok sayida 6rnegi 24 saatten az bir siirede degerlendirmesi gibi
nedenlerle beraber kullanilmugtir (6,7,8).

ELISA ile benzer prensiplere sahip olan EIA (enzim immunassay) teknikleri,
son yillarda sigir brucellosis’inin teshisinde ticari kit olarak kullanilmaya
baglamigtir. Kat1 faz immunassay prensibine gore ¢alisan immunocomb (IC)
test kiti, birgok bakteriyel ve viral etkene (brusella, klamidya, mikoplasma,
newcastle, infeksiy6z bronsitis, gumboro,vs) kars1 olusan antikorlar:
saptayabilmektedir (3,14). Brucella antijenleri ile duyarhlagtirilan immunocomb
disleri enzim-immunassay yontemiyle brucella etkenine karsi olusan antikorlar
yakalayabilmektedir. Ilave ekipman veya reaktife ihtiyag duymadan saha veya
laboratuvar kogullarinda galigabilecek sekilde dizayn édilmis olan immunocomb
“test kiti kan veya serumda- bulunan spesifik antikorlar kisa bir siire igerisinde
(35 dakika) ortaya koyabilmektedir (4).

Bu galigmanin amaci, sigirlarda brucella infeksiyonuna karsi olugan spesifik
antikorlarin ortaya konulmasinda rutin olarak kullamlan SAT ve CFT testlerinin
yanisira, enzim immunassay persibi ile ¢alisan ticari immunocomb test kitinin
rutin uygulamaya dahil edilip edilemiyeceginin aragtirilmasidir.

MATERYAL VE METOT

Serum Orenkleri: Bu ¢alismada ‘ALU.Veteriner Fakiiltesi ile Tarim ve
Koyisleri Bakanligi Etlik Hayvan Hastaliklart Aragtirma Enstitiisiine abort yapmug
veya brucella siipheli sigirlardan alinarak génderilen 68 adet kan serumu kullamldi.

Pozitif Kontrol Serumu: Pozitif kontrol serumu olarak A.U.Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilen yiiksek titreli liyofilize
B.abortus pozitif serumdan yararlanildi.

Negatif Kontrol Serumu: Klinik olarak saglikli bir sigirdan alinan SAT ve
CFT titreleri negatif olan bir serum negatif kontrol serumu olarak kullamildi.

Antijenler

Serum Aglutinasyon Test Antijeni: Bu testte Tarim ve Koyisleri Bakanlig:
Pendik Hayvan Hastaliklar1 Merkez Arastirma Enstitiisiinden temin edilen
standart B.abortus tiip aglutinasyon antijeni kullanild1.

Komplement Fikzasyon Antijeni: Test serumlarinin CFT titrelerini
saptamak amaciyla Tarim ve Koyigleri Bakanligi Pendik Hayvan Hastaliklan
Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan iiretilen standart B.abortus CFT antijeni
kullanildi.
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ImmunoComb Test Kiti: Calismada, test serumlarmmn Brucella antikorlar
yoniinden taranmasinda Pethask firmasindan (Kocaeli/Tiirkiye) temin edilen
ve Biogal (Galed Lab./Israil) firmasinca iiretilen immunocomb test kiti kullanildi.

Serum Aglutinasyon Testi: Bu test SAT antijeni ile Alton ve ark.’in (1)
bildirdikleri yontem gére yapildi. Inkubasyon siiresi sonunda en son dantelanin
gorildiigi test tipiindeki serum sulandirmasi serumun antikor titresi olarak
belirlendi. Aglutinasyon derecesi iist sivinin berrakligina gore 4+,3+,2+,+ ve negatif
olarak gozle degerlendirildi. SAT titresi 1/40 ve iistii olan agisizlar ile 1/80 ve
iistii olan agililar pozitif olarak kabul edildi.

Komplement Fikzasyon Testi: Bu test standart komplement fikzasyon
test antijeni kullamlarak Alton ve ark’mn (1) bildirdikleri yonteme gére sicakta,
makro dilusyon teknigi ile yapildi. 1/10 ve tizeri titreler pozitif kabul edildi.

ImmunoComb Testi: ImmunoComb testi iiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda yapilidi (4).

BULGULAR

Serum Aglutinasyon Testi (SAT): Calismada kullanilan 68 adet sigir kan
serumunun SAT ile muayenesinde 38 adet (%56) pozitif ve 30 adet (%44) negatif
bulundu (Tablo 1).

Komplement Fikzasyon Testi (CFT): CFT ile taranan 68 sigir kan
serumunun 28’1 (%41) pozitif ve 40'1 (%59) negatif bulundu (Tablo-1).

ImmunoComb Testi (IC): IC testi ile incelenen 68 sigir kan serumunun
38’1 (%56) pozitif ve 30’u (%44) negatif bulundu (Tablo-1,Sekil-1)

SAT,CFT ve IC ile 68 serum igin elde edilen pozitif ve negatif sonuglar
sayisal olarak tablolarda gosterildi (Tablo-2,3,4,5). -

Tablo-1: SAT,CFT ve IC sonuglarinin kargilagtiriimasi

o + 2 -
38 30

SAT | (%56) (%44)
28 40

CFT. | (%41) (%59)
38 30

IC (%56) (%44)
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Tablo-2: SAT ve CFT sonuglarmin IC sonuglan ile karsilagtirilmasi

+ IC -
34 2
+  (%50) " (%3)
SAT 0 73
- (%0) (%41)
28 0
+  (%41) (%0)
Sl 10 30
- (%15) (%44)
Tablo-3: Ortak SAT ve CFT sonuglarnin IC sonuglan ile' kargilagtirmasi
+ IC -
28 0
0 0,
SAT ve+ (%41) (%0)
CFT 0 28
- | (%0) (%41)

Tablo-4: Ortak SAT ve IC sonuglarinin CFT sonuglan ile karsilastirmasi

-+ CFT -
28 0
SAT ve +| (%41) (%0)
e 0 28
- | (%0) (%41)

Tablo-5: Ortak IC ve CFT sonuglarmin SAT sonuglan ile kargilagtirmasi

+ SAT -

28 0
IC ve +| (%41) (%0)
- | (%0) (%41)
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Sekil-1: Immuno Comb Testi
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TARTISMA VE SONUC

Brucellosis, uzun yillardan beri bilinen, eradikasyonu gii¢, zoonotik bir
hastaliktir. Gelismis tilkelerde bile tam olarak eradike edilememistir. Hastalik
ulusal ekonomiye etkileyen kayiplan (atik yavrular, 6liimler, dol ve siit veriminde
azalmalar, kisirlik, vs) yamisira insan sagligi yoniinden de biiyiik 6nem tagimaktadir.

Infeksiyonun teshisinde direkt yontemlerin (etkenin izolasyon ve identi-
fikasyonu) degeri ¢ok fazla olmasina kargin yavru atmig hayvanlan saptamak
ve bunlardan materyal almak her zaman miimkiin degildir. Béyle durumlarda
indirekt yontemlerden (serolojik ve allerjik testler) fazlaca yararlamlmaktadir.
Serolojik testler (SAT,CFT,ELISA,vs) ¢abuk ve pratik olmalan yamsira, kisa
zamanda fazla materyali degerlendirmeye olanak saglamalart gibi nedenlerle
daha yagn olarak kullanilmaktadir. Allerjik testler bazen yanlis pozitif veya yanlis
negatif sonuglar vermeleri nedeni ile, serolojik testler daha giivenle
kullanilmaktadir (5).

Sigirlarda daha ¢ok B.abortus infeksiyonuna rastlaniimaktadir. Bu
infeksiyonun serolojik testlerle ortaya konulmasi iizerinde pek ¢ok arastirma
bulunmaktadir (2,11). Ozellikle, SAT ve CFT sigir brucellosis’inin teshisinde
‘rutin olarak kullamilan testlerdir (1,12). Son yillarda, ELISA’da infeksiyonun
teshisinde kullamilmaya bagslamigtir. Ancak, 6zellikle testin standardizasyonu

ELISA’y1uygulayan laboratuvara gére degistiginden sonucun pozitif ya da negatif
olmasi da yine o laboratuvar kosullarinda degerlendirilmektedir (17).
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ImmunoComb testi de son yillarda birgok infeksiyoz hastaligin teshisi igin
kullanildig1 gibi, s1g1r brucellosis’inin teshisi igin de ticari bir Enzim immunassay
kiti olarak piyasaya siirilmiis olup ozellikle, ELISA ve diger konvansiyonel
testlerdeki (CFT,SAT) birgok olumsuzlugu ortadan kaldirabilecek niteliktedir
(3,4).Standart bir test olmasi, saha kosullarinda da uygulanip sonucun sahada
alinabilmesi, kisa siirede (35 dakika) sonug vermesi ve kendi ekipmam diginda
herhangi bir cihaza ihtiyag géstermemesi gibi nedenlerle hastaligin teshisine yeni
bir boyut getirecegi goz ardi edilmeyecek bir gergektir.

Yapilan kaynak taramasinda immunocomb ile sigir brucellosis’i iizerinde
yapilmig ¢aligmaya ait herhangi bir yayina rastlanmamstir.

Bu galigmada, abort yapmus veya brucella siipheli 18’1 B.abortus S19 asis1
ile agili 68 sigirdan kan serumu almarak SAT,CFT ve IC testleriyle incelendi.
SAT sonuglar degerlendirilirken agisizlarda 1/40 ve agililarda 1/80 ve iizerindeki
titreler pozitif, CFTde 1/10 ve tizeri pozitif kabul edildi. Buna gore, toplam 68
serum i¢in SAT, CFT ve IC testlerinde sirsiyla 38 (%56), 28 (%41) ve 38 (%56)
pozitif sonug alindi (Tablo-1). Buna gore pozitifleri saptamada IC=SAT>CFT
sirasi elde edildi. Ayrica, incelenen 68 serumun 28’inde (%41) her 3 test pozitif
ve yine 28’inde (%41) her 3 test negatif bulundu. Yalnz iki serum 6rneginde
(%3) IC ve CFT negatifiken SAT pozitif sonug verdi (Tablo-2,3,4,5).

Elde edilen sonuglar bu ¢galismada immunocomb testinin pozitifleri belirlemede
‘SAT ile biiyiik 6lgiide paralellik gosterdigini ispatlamaktadir. Ancak, CFT ile
arasinda %15 oraninda bir farklilik vardir. Bu durum, serumlarin alindig1 sirada
hayvanlarn agili ya da agisiz olmalari, serumlarin alindig1 sirada hayvanlarin
hastaligin akut ya da kronik devresinde bulunmasi ve buna bagli olarak da sigirlarin
kanlarinda farkli immunglobulin siniflarim (IgM,IgG1,IgG2) farkh miktarlarda
bulundurmalarindan ileri gelebilir.

Buna gore, degisik immunglobulin siniflar ile galigan konvansiyonel testler
(SAT,CFT,vs) yanisira, immunocomb gibi duyarh, pratik, ¢abuk ve saha
kosullarinda da yararlamlabilinen, ancak bu testlere gore daha pahali olan boyle
bir testin de, rutin laboratuvar ¢alismalarinda kullamilmasmnin, daha fazla reaktérii
ortaya koymasi ve diger testleri desteklemesi agisindan yararl olacdg: bir
gergektir.
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