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Ozet: Bu calismada siitte anti Brucella antikorlarini saptamak icin bir indirekt siit ELISA prototipi gelistirilmesi amaclandi.
Daha o6nce Brucella abortus biyotip 3 izole edilen enfekte ciftliklerden alinarak Rose Bengal Pleyt testi (RBPT) ve
komplement fiksasyon testi (KFT) ile test edilerek pozitif bulunan toplam 36 siit ve serum 6rnegi ve brucella ari srilerden
alinan 45 adet st ve serum 6rnekleri tanisal duyarlilik ve 6zgiilligin saptanmasinda receiver-operating characteristic (ROC)
ile analiz edildiler. Bu analizin sonucunda yuizde pozitivite (PP) olarak ifade edilen esik degeri degeri, %29.3 olarak alinmistir.
Buna gore testin duyarlihg (sensitivite) %96.15 [%95 (glven esigindeki sinirlar (%80.36-99.9)] ve Ozgulliik (spesifisite)
%95.65 [%95 (guven esigindeki sinirlar (%85.16-99.47)] olarak saptandi. Sonuglar, ayni hayvandan alinan siit ve serum
sonuglari arasinda korelasyon gosterdi. Siit ring testi (SRT), KFT ve RBPT sonuglarina gére en yiiksek oranda yanlhs pozitif
sonug veren test oldu. Calismanin sonunda elde etdilen bulgular, indirekt stit ELISA prototipinin oldukga duyarl ve 6zgil bir
test oldugunu ve sitiin mevcut oldugu durumlarda, hastaligin serolojik tanisi igin sut sigirlarinda stress yaratmadan
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Dolayisi ile siit orneklerinde ELISA'nin kullanimi ile st sigirciligi isletmelerinde
bruselloz ile ilgili glivenilir ve saglam veriler, ekonomik ve pratik olarak elde edilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Brucella abortus, Stit-ELISA, Sigir, SRT.

Evaluation of Using ELISA in Milk for Diagnosis of Brucellosis in Cattle

Abstract: In this study, to develop an indirect milk ELISA prototype was aimed for the determination of anti Brucella
antibodies in milk. Rose Bengal Plate Test (RBPT) and Complement fixation test (CFT) records of 36 serum and milk samples
received earlier from the infected farms in which B. abortus biotype 3 had been isolated and identified and 45 milk and
serum samples from brucellosis free herds were used for receiver-operating characteristic (ROC) analysis in determining
diagnostic sensitivity and diagnostic specificity, respectively. According to the this analysis, cut off level stated as percent
positivity (PP) was taken as 29.3%. Based on this value, the sensitivity of the test was determined as 96.15% with a 95%
confidence interval (Cl) [95% (80.36%-99.9%)] and a specificity of 95.65% [95% Cl (85.16-99.47 %)]. Our results also showed
correlation between antibody level in serum and milk received from the same animal. MRT showed the highest false
positive results compared to CFT and RBPT results. As conclusion, our results indicated that the indirect milk ELISA
prototype is a highly sensitive and specific test and it could be used without being invasive in dairy cattle for serologic
diagnosis of brucellosis whenever milk available for this purpose. Therefore, reliable and robust data for brucellosis in dairy
farms would be obtained practically and economically by using ELISA in milk samples in dairy farms.

Keywords: Brucella abortus, Milk-ELISA, Cattle, MRT.

Giris

Hayvanlarda blyik bir maddi kayba neden
olan ve insanlarda da 6nemli bir zoonoz hastalik
olan brusellozun indirekt teshisinde cesitli serolojik
testler kullaniimaktadir. Bu testler bireyselden ok
sir tarama testleri olarak hastaligin teshisinde en
stk bagvurulan yontemleri olusturmaktadir (Alton ve
ark., 1988). Ancak brusellozun hastadaki her
evresini, her epidemiyolojik durumda ve her
hayvanda saptayacak tek bir serolojik test yoktur.
Hastaligin serolojik teshisinde OIE’'nin Onerdigi
resmi testler olarak en ¢ok Rose-Bengal Plate Testi
(RBPT) ve Komplement Fikzasyon Testi (CFT)
kullanilimaktadir. Bunun yaninda aglutinasyon
testleri, Coombs testi, ELISA, cELISA ve Floresans

Polarizasyon Testi (FPA) kullanilan diger tekniklerdir
(OIE, 2009). Bu testler icin hayvanin kaninin alinmasi
gerekmektedir. Bu durum gerek hayvanda yarattigi
stres ve gerekse maliyet giderleri agisindan sitten
yapilacak bir teste gore O©nemli dezavantajlar
tasimaktadir. Bu nedenle siitten yapilacak serolojik
testlerin serumdan yapilacak serolojik testlere gore
onemli avantajlari oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
sutteki ve serumdaki immunoglobulin seviyeleri
arasinda korelasyon bulundugundan sutiin icerdigi
antikor seviyesi hayvanin serolojik tablosunu
yansitacaktir (Ducrotoy ve ark., 2016; Sutra ve ark.,
1986; Vanzini ve ark., 1998). Ginimizde gerek
bireysel ve gerekse tank sit orneklerinde tarama
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testi olarak sit ring testi (SRT) uygulanmaktadir.
Ancak basit ve pratik bir test olan SRT'nin siit-
ELISA’ya gore onemli dezavantajlari vardir. Bunlar
arasinda, dogumdan hemen sonra ve laktasyonun
sonuna dogru alinan sitlerde, mastitisli sttlerde,
donmus siitlerde kullanilamamasi, testin duyarlk ve
ozgulligunin daha dusik olmasi sayilabilir. Ayrica
infeksiyonun erken dénemlerinde yeterli duyarlilk
gostermemesi ve etc¢i sigirlarda c¢ok sinirl bir
kullanim alani bulmasi diger dezavantajlaridir
(Nicoletti, 1969; OIE, 2009).

Cok sayida arastirmaci cesitli antijenlerin
kullanildigi stt ve serumda uygulanan ELISA tabanh
calismalar yapmislar ve ELISA’nin  SRT ile
saptanandan ¢ok daha distk titrede antikor
saptadigini ve bu nedenle gerek bireysel ve gerekse
tank sitlerinde iyi bir tarama testi oldugunu
bildirmislerdir (Thoen ve ark.1979; Boraker ve ark.
1981; Chand ve ark. 2005; Titarelli ve ark, 2011;
Vanzini ve ark.,1998).

Bu calismada kan serumu ve sit icerdigi
antikorlar yoniinden karsilastinldiginda, sutte
uygulanacak ELISA prototipin serum ELISA ya karsi
hayvanlarda glivenle kullanilabilecek bir alternatif
olup olmadigi degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot

Bakteriyel sus ve referens serum ELISA
antijeni: Calismanin yapilmasi Harran Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 06.03.2015
Tarih ve 2015/07 nolu karari ile uygun bulunmustur.
Calismada XXX Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Kaltar koleksiyonunda bulunan ve daha Onceki
calismalarda izole edilmis ve B. abortus biyotip 3
olarak tanimlanan sus kullanildi. Laboratuvarda
gelistirilen ELISA (in house serum ELISA) igin
kullanilacak solid faz antijeni (Brucella S-LPS
antijeni) Animal and Plant Health Agency (APHA)
Weybridge, ingiltere’den temin edildi

Referens pozitif ve negatif siit ve serum
ornekleri: Yeni gelistirilen stt ELISA prototipi igin
ROC analizlerinin yapilmasinda, pozitif ve negatif
referans materyalleri kullanildi. Bu amagla, daha
once etkenin izole edildigi enfekte sigir suriisinden
alinan 36 adet serum ve st 6rnegi, pozitif referens
st (PRS) ve bruselloz yoninden ari sirilerden
alinan 45 adet serum ve sit ornegi ise negatif
rereferens st (NRS) olarak kullanildi. Bu serum
orneklerinin bilinen KFT ve RBPT sonuglari ROC
analizinde testin duyarlik, 6zgilliik ve esik degerinin
saptanmasinda kullanild.

Test serum ve siit ornekleri: Daha once
brusellozun goéruldugi (A, B, C, D) ve gériilmedigi (E
ve F) olmak Uzere toplam 6 ayri sliriiden alinan kan

ve sUt ornekleri, gelistirilen sit ve serum ELISA,
RBPT ve sit ring testi (SRT) ile test edildiler. Bu
testlerde PRS ve NRS ve serum kontrolleri kullanildi.
F ve D surilerinden sadece siit 6rnekleri alinirken
diger siurilerden ayni hayvandan hem siit ve hem
de serum ornekleri alindi.

Antijen Uretimi: Bu amacla Yi ve Hackett'in
(2000) bildirmis oldugu Tri-Reagent yontemi,
modifiye edilerek kullanildi. Bu yontemle su ve
organik fazlar ayrildi. iginde ekstrakte edilen ham
LPS bulunan su fazi ayri bir steril tipte toplandi ve -
209C de daha sonra ELISA solid faz antijeni olarak
kullanilmak Gzere saklandi.

Laboratuvarda gelistirilen (in house) serum
ELISA icin Animal and Plant Health Agency (APHA)
Weybridge, Ingiltere’den temin edilen solid faz
antijeni (Brucella S-LPS antijeni) 1:6000 oraninda
ELISA kaplama sollsyonu ile sulandirilarak pleytlere
kaplandi.

Sut orneklerinden etken izolasyonu
¢ahismalari: SUt 6rneklerinden etken izolasyonu igin
OIE Manuel’de (2009) bildirilen yontem kullanildi.
Bu amagla stit numuneleri, santrifiij edilerek tstteki
krema ve alttaki tortudan selektif Farrel’s mediuma
ekim vyapildi.  Ayrica bu numuneler 06n
zenginlestirmege alindilar ve ornekler negatif olarak
kabul edilmeden 6nce %5-10 CO: igeren etiivde 6
haftaya kadar inkibe edildiler.

Serolojik testler: Sit Orneklerinin alindigi
hayvanlarin kan serumlari RBPT ve indirekt ELISA ile
test edildiler. Tum test st orneklerine SRT ve
indirekt sit ELISA uygulandi. RBPT ve SRT antijenleri
Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisi (PVKE)'nden
temin edildi. Bu testlerin (RBPT ve SRT) uygulanmasi
Alton ve ark.nin (1988) belirttigi yonteme gore
yapildi.

indirekt serum ve siit ELISA: indirekt ELISA,
Vanzini ve ark.’nin (1998) bildirdigi yonteme goére
bazi modifikasyonlar yapilarak uygulandi. Serum
ELISA solid faz antijeni 0.05 M sodyum karbonat (pH
9.6) icinde 1:6000 oraninda sulandirildi. Stit ELISA
antijeni igin ise test yeni gelistirildigi icin kullanilacak
antijen ve PRS ve NRS arasinda en biyuk farki
olusturan dilusyon optimum antijen olarak segcildi.
Her iki ELISA iginde secilen antijen dillisyonlari 96
gozli diz tabanh maxisorp polistiren pleytlere
(NUNC 692620) kaplandi. Daha sonra antijenle
kaplanan pleytler 4 2C de 18-24 saat inklbe edildi
ve %3 yagl alinmig slttozu iceren PBS sollisyonu ile
2 saat slre ile bloklandilar. Yikama asamasinda
pleytler %0.05 Tween 20 iceren PBS (PBS/T)
solisyonu ile 4 kez yikandilar. Serum ELISA’da
primer antikor baglanmasi asamasinda, her hayvan
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Tablo 1. Ayni hayvandan serum ve sit alinan isletmelerdeki serolojik testlerin ve kiltiir sonuglarinin karsilastiriimasi

A ciftligi(infekte) M ELISA SRT S-ELISA RBPT Kiltir
10 - - - - -
2 + + + + -
1 + -
B ciftligi (infekte)
5 + + + + +
3 + + + + -
5 - - - - -
1 - + - - -
1 + - + -
1 - - + + -
C ciftligi (infekte)
9 R R - - -
1 - + + + -
39 Toplam 11 (%28.2) 13(%33.3) 13(%33.3) 12(%30.8) 5(%12.8)
E ciftligi (non infekte)
13 - - - - -
4 - + - - -
17 0 4(%23.5) 0 0 0

Tablo 2. Sadece sit alinan iki giftlikte serolojik testlerin ve kiltir sonuglarinin karsilastiriimasi

D ¢iftligi (infekte) Milk ELISA SRT Kiltar
3 - + -

4 + + -

2 + + +

1 - - +

1 + - -

7 - - -

17 7 (%41.2) 9 (%52.9) 3 (%17.6)
F ciftligi (non infekte)

7 - + -

8 - - -

15 0 7 (% 46.6) 0

tirt icin kullanilacak pozitif ve negatif kontrol
serumlarinin her birinden ikiser kez olmak lizere %1
sut tozu iceren PBS/T solisyonu icinde 1: 50
oraninda  hazirlanmis  olan  dilisyonlarindan
pleytlerin her bir kuyucuguna 100 pl olarak konuldu.
St ELISA igin ise NRS, PRS ve test siit 6rneklerinden
100 pl olarak her numune igin ikiser kez olmak
lizere pleyte konuldu. inkiilbasyon ve vyikama
asamalarindan sonra horse-radishperoxidase
(HRPO) ile isaretlenmis A/G recombinant proteini
(Pierce 32490) belirlenen diliisyonda %1 sit tozu
iceren PBS/T icinde sulandirilarak tim kuyucuklara
100 pl olarak ilave edildi. Oda isisinda 1 saat
inklibasyonu takiben pleytler tekrar 4 kez PBS/T ile
yikandi ve (zerine 100 pl kromojenik substrat (0.1
M  sitrat tamponu igcinde 2 pg ortho-
phenylenediamine ve %0.03 H:0:) ilave edildi.
Pleytler oda isisinda 10 ila 15 dakika bekletildikten
sonra reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 100
pl 4 N H2SO0s ilave edildi. Pleytlerin otomatik ELISA
okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de
absorbans degerleri okundu. Serum ELISA'nin
sonuglarinin belirtiimesi asagida tanimlandigi gibi
yapildi.

Yizdelik pozitivite (Percent positivity PP)
hesaplanmasinda, test orneginin optik
dansitesinden ortalama negatif serum optik
dansitesi c¢ikarildi. Elde edilen deger, ortalama
pozitif serum kontrolii ve ortalama negatif serum
kontroll optik dansiteleri arasindaki farka bolinda.
Sonug 100 ile carpildiginda PP bulunmus oldu. Sit
ELISA’nin duyarhligi ve 6zgulligi, referens pozitif ve
negatif serumlarin KFT ve RBPT sonuclarina gore
yaptlan ROC analizinin sonucunda belirlenen esik
degerine gore yapildi.

istatiksel analiz
ROC analizi, %95 glven esigindeki guvenlik
araliklari, tanisal duyarlik ve 6zgillik Medcalc

software programi kullanilarak yapildi (Schoonjans
ve ark., 1995).

Bulgular

Calismada elde edilen sonuglara gore duyarlilik
(sensitivite), %96,15 [%95 (glven esigindeki sinirlar
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(%80.36-99.9)] ve ozgiillik (spesifisite) %95.65 [%95
(given esigindeki sinirlar (%85.16-99.47)] olarak
saptandi. Bu degerlere gore esik degeri (cut-off)
%29.3 PP olarak belirlendi (Sekil 1).

ROC curve: ROC of ELISA vs RBT and CFT

100+
Pt

504

Sensitivity%

0 50 100
100% - Specificity%

Sekil 1. RBPT ve KFT sonuglari baz alinarak yapilan milk ELISA
ROC analizi sonuglari. Area under curve (AUC=0.9941)

Ayni  hayvandan serum ve sit alinan
isletmelerdeki  serolojik testlerin ve  kultir
sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 1.de gosterildi.
Buna gore enfekte A, B, C ciftliklerinde toplam 5
adet B. abortus biyotip 3 izole ve identifiye edildi
(%12.8). En fazla pozitif sonug SRT ve serum ELISA
(%33,3) ile alinirken bunu, RBPT (%30.8) ve sit
ELISA (%28.2) izledi. Enfekte olmayan F gifliginde
izolasyon yapilmadi ve tim serumlar st ELISA ile
negatif sonuglar verdi. Sadece %23.5 oraninda SRT
ile pozitif sonug alindi. (Tablo 1)

Sadece st alinan iki ¢iflikte serolojik testlerin
ve kiltir sonuclarinin karsilastiriimasi Tablo 2.de
gosterildi. Buna gore enfekte D ciftliginde 3 adet B.
abortus biyotip 3 izole ve identifiye edildi (%17.6).
En fazla pozitif sonug SRT (%52.9) ile alinirken, bunu
st ELISA (%41.2) izledi. Enfekte olmayan E cifliginde
izolasyon yapilmadi ve tiim serumlar st ELISA ile
negatif sonug¢ verdi. Ancak SRT ile %46.6 oraninda
pozitif sonug alindi.

Tartisma ve Sonug

Brusellozun teshisinde bakteriyel izolasyon ve
identifikasyon altin standart ve en spesifik yontem
olarak degerlendirilmektedir. Ancak bu ydntemin,
cok sayida o6rnegin teshisi icin pratik olmamasi,
zaman alici olmasi, deneyimli personele ihtiyag
gOstermesi ve ayni zamanda uygulayici i¢in riskli
olmasi nedeniyle brusellozun teshisinde serolojik
yontemler genis capli olarak kullaniimaktadir (Alton
ve ark.,1988; Corbel, 1989).

Serum ve sit érnekleri iyi birer antikor kaynagi
olduklari icin bu érneklerde ¢ok sayida serolojik test
uygulanmaktadir. Stt 6rneklerinde B. abortus icin
antikor aramaya yonelik testlerin basinda sit ring
testi gelmektedir. St sigircihg isletmelerinde sit,
hayvandan alinmasinin daha kolay olmasi, hayvanda
stres yaratmamasi ve daha az masrafli olmasi, tek

bir testin ¢cok sayida hayvanin test sonuglarini temsil
etmesi (tank sut ornekleri gibi), nedenleri ile
serolojik yoklamalarda sik kullanilan bir 6rnek olarak
kabul edilmekte ve bu nedenlerle SRT Brucella ile
enfekte sigir stiriilerinin teshisinde genis capli olarak
yillardir kullanilmakta olan pratik bir tarama testidir
(Alton ve ark., 1988; Ducrotoy ve ark., 2016;
Kerkhofs ve ark., 1986). Ancak SRT, Ozellikle biiylik
slrilerden alinan tank sit 6rneklerinde ve erken
enfeksiyonlarin tanisinda yeterli duyarlilik
gosterememekte, mastitisli, donmus, dogumdan
hemen sonra, laktasyon peryodunun sonuna dogru
alinanan orneklerde kullanilamamaktadir. Ayrica
mastitisli siitlerde ve kolostrumda yalanci pozitif
reaksiyonlar verebilmektedir. Bunun yaninda, milk
ELISA’nin SRT'den ¢ok daha hassas ve spesifik
oldugu bildirilmektedir (Chand ve ark., 2005; OIE,
2009; Sutra ve ark., 1986).

Calismamizda bu nedenlerden dolayi, SRT deki
dezavantajlar tasimayan bir sit ELISA prototipi
gelistirildi. Farkl antijeninlerin  kullanildigi ¢ok
sayida siit ELISA c¢alismasi bildirilmistir. Bu
calismalarda arastirmacilar tim hiicre antijeni,
bakterinin LPS tabakasi ya da ham LPS gibi farkl
antijenler kullanarak farkh duyarlihk ve 6zgillikte
ELISA formatlarn gelistirmislerdir (Thoen ve
ark.,1979; Titarelli ve ark., 2011).

Calismada antijen olarak B. abortus biyotip 3
susunun ham LPS tabakas! antijen olarak kullanildi.
Ham LPS tabakasi gerek S-LPS ve gerekse dis
membran proteinlerini icerdigi icin (Ducrotoy ve
ark., 2016) sadece saf LPS tabakasina gore daha
fazla hedef epitop tasiyacagl ve dolayisi ile daha
duyarl olacagi distnuldi. Calismada gelistirilen sit
ELISA’nin tanisal duyarlilik ve 6zgllliiglinG saptamak
amaci ile kullanilan referens materyaller kullanilarak
yapilan ROC analizi ile testin tanisal duyarlilik ve
Ozgullugl sirasi ile %96.15 [%95 (glven esigindeki
sinirlari (%80.36-99.9)] ve %95.65 [%95 (glven
esigindeki sinirlari (%85.16-99.47)] olarak saptandi.
Bu degerlere gore esik degeri (cut-off) %29.3 PP
olarak belirlendi (Sekil 1).

Romero ve ark.’nin (1995) gelistirdigi st ELISA
icin 0zgUlligl %100 ve duyarhligl %98.2 olarak
bulmuslardir. Biancifiori ve ark. (1996), Brucella ari
sirliden elde ettikleri stit ornekleri ile yaptiklari stt
ELISA’da 6zgulliiglii %100 ancak RBPT ve KFT'ye gore
sit ELISA’min duyarhligini sirasi ile %65 ve %83
olarak bulmuslardir. Bizim buldugumuz 6zgullik
degerleri bu arastirmacilardan biraz disiik olmakla
beraber duyarlilik oranimiz bu arastiricilarin
bulgularina goére olduk¢a ylksek bulunmustur.
Chand ve ark. (2005) koyunlarda sut-ELISA'nin
bruselloz ari strideki 6zgulligli %100 ve enfekte
sirilerde duyarhligi ve pozitif prediktif degeri
siraslyla %96.11 ve %94.28 olarak tespit etmislerdir.
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Buldugumuz duyarlihk bu arastiricilarin elde ettigi
diizeyle benzer bulunmustur.

Nielsen ve ark. (1996) Sili'deki enfekte
sirilerden saglanan ornekler igcin %95'lik glven
esigi sinirlarinda milk ELISA’nina duyarhhgin %95.2
oldugunu, Arjantin'deki strilerden saglanan
ornekler icin ise, ayni gilven sinirt icindeki
duyarliigin  %98.7 oldugunu tespit etmislerdir.
Vanzini ve ark. (1998) siit ELISA'nin esik degerini
%36 ylzdelik seropozitivite (PP) segerek, duyarligini
%99.6 ve Ozgulliglini % 95.1 olarak bulmuslar ve
indirekt st ELISA’nin yiksek duyarhk ve 6zgillik
gosteren ve ayni anda ¢ok sayida ornekle ¢alisma
imkani saglayan bir test oldugu sonucuna
varmiglardir. Titarelli ve ark. (2011) manda
sutlerindeki brucella antikorlarini saptamak (izere
gelistirdikleri siit ELISA’da B. abortus biovar 1 in
izole edildigi 3 ayr enfekte siriden topladiklari 30
pozitif st 6rnegi ve 100 negatif serum kullanarak
gelistirdikleri testin duyarhligini %100 (Cl, %90.8-
%100) ve Ozgllligini %98 (Cl, %93-%99.4) olarak
saptamiglardir Calismamizda elde ettigimiz duyarlilik
ve Ozgulluk sonuglari bu arastiricilarin sonuglari ile
de benzerlik gostermektedir.

Kolostrum ve siit ayni serum gibi infekte ve asih
hayvanlarda Smooth brucella spp.ye karsi IgM, 1gG
ve IgA icermektedir. 1gG1 ruminant sltindeki en
dominant antikor olup kolostrumdaki toplam
antikorun %70-80’ini icermektedir. Bunu sirasi ile
IgM, IgA ve IgG2 izlemektedir. Sitteki cogu IgA lokal
olarak memede (retilmesine karsin sut ve
kolostrumdaki IgG1’in cogunlugu siite direkt olarak
serumdan transfer edilmektedir. Kalan kismi ise
diger Ig izotoplari ile birlikte lokal olarak meme
bezinde uretilmektedir (Sutra, 1986). Dolayisiyla
sit, serum ve kolostrumdaki amtikorlarin birbirleri
ile korelasyon gosterecegi kabul edilmektedir. Sigir
serumu ve sit arasinda antikorlarin iligkili
seviyelerde oldugunu gosteren ¢ok sayida yayin
bulunmaktadir (Chand, 2005; Ducrotoy ve ark.,
2016; Sutra, 1986). Sut orneklerine uygulanan
testlerin duyarhligr ve 6zgilliglu serum orneklerine
uygulananlarla benzer bulundugundan, siitcl
sigirlarda siit 6rneklerinin test edilmesi seruma gore
daha ekonomik bir alternatif saglamistir. Sutteki
immunoglobulin konsantrasyonu serum seviyeleri
ile korelasyon gosterdiginden sitiin icerdigi antikor
seviyesi hayvanin serolojik tablosunu yansitacaktir
(Ducrotoy ve ark., 2016; Kenyon ve Jenness, 1958;
OIE, 2009). Bu olaydan yola ¢ikarak calismamizda
ikisi enfekte olmayan ve 6’si enfekte toplam 6 ayri
isletmeden sit ve kan &rnekleri alinarak bunlarda
SRT, RBPT, sit ve serum ELISA yapilmis ve
sonuglarda  yukarida  bahsedilen  korelasyon
aranmistir.

Buna gore sadece siit 6rnegi alinan infekte D
ciftligi nde 3 adet B. abortus biyotip 3 izole ve

identifiye edildi (%17.6). Milk ELISA igin bulunan
%29.3 PP esik degeri dikkate alindi. Sonuglara goére
en fazla pozitif sonug SRT (%52.9) ile alinirken bunu
%41.2 ile st ELISA izlemistir. Bu sonuglar kiltiiriin
en az duyarh ve SRT nin o6zgillik ve duyarhhliginin
disik oldugunu bildiren literatiirlerle uyumludur
(Alton ve ark., 1988; Corbel, 1989; OIE, 2009).
Enfekte olmayan E cifliginde izolasyon yapilmadi ve
tim serumlar siit ELISA ile negatif sonuglar verdi.
Sadece %46.6 oraninda SRT ile pozitif sonug alindi.
Enfekte olmayan bir siride sit ELISA'nin higbir
pozitiflik gbstermemesi testin 6zgulliginin yiiksek
oldugunu  gostermektedir. SRT ise c¢apraz
reaksiyonlarda, mastitisli ya da herhangi bir sekilde
bozulmus siitlerde yanhs pozitifleri oldukga sik
gosteren bir test oldugundan alinan bu deger
normal kabul edilmistir. Enfekte D giftliginden bir
hayvan st ELISA ve SRT ile negatif reaksiyon vermis
ancak bu hayvandan B. abortus biyotip 3 izole
edilmistir. Literatlirlerde negatif seroloji gosterip
kaltar pozitif hayvanlarin nadir olarak
gorildiginden bahsedilmektedir (Corbel, 1989;
Ducrotoy ve ark., 2016). Bu nedenle kiltir ile
serolojinin  beraber  yiritilmesinin - teshisin
guvenilirligini artiracagi distntlmagstir (Tablo 1).
Ayni hayvandan hem serum ve hem de sit
ornekleri alinan infekte A, B, C ciftliklerinde toplam
5 adet B. abortus biyotip 3 izole ve identifiye edildi
(%12.8). En fazla pozitif sonug SRT ve serum ELISA
(%33.3) ile alinirken bunu ve takiben RBPT (%30.8)
ve st ELISA (%28.2) izledi. Alinan sonuglar
yukaridaki paragrafta aciklanan nedenler ile
beklenen sonuglar olmakla birlikte siit ELISA yizde
pozitifite (%PP) degerlerinin serum ELISA’dan daha
dislik ¢citkmasi kandaki antikor dlizeyinin normalde
daha yiliksek olmasina baglanabilir. B ve C
ciftliklerine birer hayvanin siit ELISA ile negatif verip
serum ELISA ile pozitif vermesinin mantikl bir izahi
olmamasina karsin heniiz ¢ok erken bir infeksiyonun
buna neden olabilecegi disunilmustar. Enfekte
olmayan F cifliginde oldugu gibi E ciftliginde de
beklendigi (zere izolasyon vyapilmadi ve tim
serumlar st ELISA ile negatif sonug verdi. Sadece
%23.5 oraninda SRT ile pozitif sonug alindi. Test
isletmelerinden izole edilen toplam 8 B. abortus
biyotip 3’Un 7 tanesinin izole edildigi hayvanlardana
alinan kan ve serumun kullanilan tim serolojik
testlerde pozitif yanit vermesi, kaltirin duslk
duyarhihgl yaninda son derece spesifik bir test
oldugunu da beklendigi lizere gdstermistir.
Calismanin sonucunda gelistiriimesi
hedeflenen duyarhlik ve 6zgllligl yiksek bir siit
ELISA prototipi gelistirildi. Bu prototipte konjugat
olarak her hayvan tiiri icin spesifik enzimle
isaretlenmis konjugat vyerine, antikorlarinin Fc
bolgesine baglanan enzimle isaretli A/G proteini
kullanildigindan, bu testin ileride diger tirlerde de
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kullanilma potansiyeli arastirilacaktir. Gelistirilen bu
testin st sigircihgl isletmelerinde  brusellosiz
tanisinda ve takibinde non invaziv bir tarzda
hastaligin teshisi kolay ve pratik ve daha ekonomik
olarak yapilabilmesine olanak saglayacagi
disinilmektedir. Sonugta zoonoz karakterdeki bu
hastaligin stut sigircihgr isletmelerdeki durumu
hakkinda saglikh veriler elde edilmis olacaktir.

Sonugta burada sunulan bulgular 1siginda sitin
mevcut oldugu durumlarda sitte indirekt ELISA'nin
hayvani travmatize etmeksizin brusellozun serolojik
teshisinde kullanilabilecek son derece degerli bir
alternatif oldugu kanisina varilmistir.
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