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At›k Yapm›fl Koyunlarda Brusellozis'in Teflhisinde ELISA ile Di¤er
Serolojik Testlerin Karfl›laflt›r›lmas›*
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Özet : Bu çal›flmada, at›k yapm›fl koyunlarda Brucella melitensis'e karfl› oluflan antikorlar, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), serum aglutinasyon test (SAT), 2-merkaptoetanol mikroaglutinasyon test (2-ME-MAT), dithiothreitol mikroaglutinasyon
test (DTT-MAT), rose bengal plate test (RBPT), komplement fikzasyon (CFT) testi ile saptand›. Çal›flmada kullan›lan testlerin
sensitivite (Se) ve spesifite (Sp)'leri (CFT referans test kabul edilerek) hesapland›. Ayr›ca ELISA ve di¤er testler aras›ndaki uyumu
ölçmek için Kappa de¤eri kullan›ld›.

ELISA'da B. melitensis 16M suflundan haz›rlanan sonikasyon antijeni, peroksidaz ile iflaretli anti-koyun IgG konjugat› ve ortho-fenilen-
diamin substrat› kullan›ld›.

Elaz›¤ ve çevresinde at›k yapm›fl 36 koyun sürüsünden elde edilen toplam 500 adet  kan serumunda ELISA ile 103(%20,6), RBPT
ile 55 (%11), SAT ile 84(%16,8), CFT ile 89(%17,8), 2-ME-MAT ile 79(%15,8) ve DTT-MAT ile 81(%16,2) örnekte pozitiflik sap-
tand›. Bu de¤erler karfl›laflt›r›ld›¤›nda; ELISA ile CFT, SAT, 2-ME-MAT ve DTT-MAT aras›nda istatistiksel bir farkl›l›¤›n olmad›¤›
(p>0,05), fakat ELISA ile RBPT sonuçlar› aras›nda önemli ölçüde bir farkl›l›k oldu¤u belirlendi (p<0,001). ELISA testinin CFT, DTT-
MAT, 2-ME-MAT ve SAT ile karfl›laflt›r›lmas› neticesinde; kappa de¤erlerinin s›ras›yla %88, %84, %83 ve %85 (yüksek bir uyum),
fakat RBPT ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda kappa de¤erinin %64, (orta derecede bir uyum) oldu¤u saptand›. Ayr›ca ELISA testinin sensi-
tivitesinin %97 ve spesifitesinin %96 oldu¤u saptand›.

Anahtar Sözcükler : Brusellozis, ELISA, Serolojik Testler, Koyun, Brucella melitensis

Comparison of ELISA with Other Serological Tests in the Diagnosis of 
Ovine Brucellosis

Abstract : In this study, antibodies against Brucella melitensis in aborted sheep were investigated with enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), standard tube agglutination test (SAT), rose bengal plate test (RBPT), complement fixation test
(CFT), 2-mercaptoethanol microagglutination test (2-ME-MAT) and dithiothreitol microagglutination test (DTT-MAT). The sensitivity
and specificity of the tests were calculated by using CFT results as the gold standard. A Kappa value was used to measure the
agreements between ELISA and the other tests. 

Sonicated antigen prepared from Brucella melitensis 16M strain, the peroxidase labelled anti-sheep IgG conjugate and ortho-
phenylenediamine substrate were used in ELISA.

A total of 500 blood samples collected from 36 sheep flocks in Elaz›¤ and environs were examined. One hundred and three (20.6%)
samples in ELISA, 55 (11%) in RBPT, 84 (16.8%) in SAT, 89 (17.8%) in CFT, 79 (15.8%) in 2-ME-MAT and 81 (16.2%) in DTT-
MAT were found to be brucella-positive. In the comparison of these tests, a significant difference was detected between ELISA and
RBPT results (p<0.001), whereas the differences between ELISA and other tests were not statistically significant (p>0.05). Excel-
lent agreement was detected between ELISA and CFT, DTT-MAT, 2-ME-MAT and SAT results, with kappa values of 88%, 84%,
83% and 85%, respectively. However, in the comparison of ELISA with RBPT, a kappa value of 64% (fair agreement) was obtained.
In addition, the sensitivity and specificity of ELISA were determined to be 97% and 96%, respectively. 
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Girifl

Brusellozis, brusella grubu mikroorganizmalar›n
sebep oldu¤u s›¤›r, koyun, keçi, domuz ve koç gibi hay-
vanlarda, özellikle, testis, meme, uterus gibi genital
organlara yerleflerek yavru atmalara ve infertiliteye neden
olan kronik, bulafl›c› ve nekrotik yang›sal infeksiyonlarla
ortaya ç›kan zoonoz bir hastal›kt›r (1).

Türkiye'de bugüne kadar koyun ve keçilerde görülen
bakteriyel orijinli yavru atmalar›n bafl›nda brusellozis
gelmektedir (2-4). Ülkemizin farkl› bölgelerinde yap›lan
çal›flmalarda brusellozis'in prevalans›n›n %0,06 ile %22
aras›nda de¤iflti¤i bildirilmifltir (4,5). Hastal›k infekte hay-
vanlar›n ço¤unlukla süt ve süt ürünleri ile insanlara
bulaflabildi¤i için, halk sa¤l›¤› aç›s›ndan da büyük önem
tafl›maktad›r (1,6). ‹nfeksiyonun teflhisinde, etkenin izo-
lasyonu ve identifikasyonu önemli olmas›na karfl›n, etken
izolasyonunun zaman al›c›, zor oluflu ve hastal›¤›n s›n›f III
patojeni olmas› (1), indirekt yöntemlerin (serolojik ve
allerjik testler) daha fazla kullan›lmas›na yol açm›flt›r.

Bu çal›flmada, koyunlarda B. melitensis infeksiyon-
lar›n›n tan›s›nda ELISA'n›n kullan›labilirli¤ini ve di¤er kon-
vansiyonal testlerle karfl›laflt›rmas›n› yaparak duyarl›l›k
derecesini belirlemek amaçland›.

Materyal ve Metot

Materyal

Elaz›¤ merkez ve ilçeleri ile Tunceli Çemiflgezek
ilçesinden at›k yapm›fl 36 koyun sürüsünden toplam 500
adet kan örne¤i al›nd›. 

Negatif ve Pozitif Kontrol Serumlar

Negatif kontrol olarak at›k bildirilmemifl bir sürüden
al›nan ve serum aglutinasyon testi (SAT), komplement
fikzasyon testi (CFT), rose bengal plate testi (RBPT), 2-
merkaptoetanol mikroaglutinasyon testi (2-ME-MAT), ve
dithiothreitol mikroaglutinasyon testi (DTT-MAT) ile
negatif olan 7 koyun kan serumu kullan›ld›. Pozitif kon-
trol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Araflt›rma
Enstitüsü'nden sa¤lanan SAT testi ile 1/640'da (++)
aglutinasyon veren koyun kan serumu kullan›ld›.

Antijenler

RBPT, SAT, CFT, 2-ME-MAT ve DTT-MAT antijenleri
Pendik Veteriner Kontrol ve Araflt›rma Enstitüsü'nden
temin edildi. ELISA antijeni, sonikasyona maruz b›rak›lan
B. melitensis 16 M suflundan haz›rland›.

Metot

Brusellozis'in serolojik teflhisi için, RBPT, CFT, SAT, 2-
ME-MAT, DTT-MAT ve ELISA testleri yap›ld›.

RBPT, SAT ve CFT testleri Alton et al., (1) bildirdik-
leri yönteme göre yap›ld›.

2-ME-MAT ve DTT-MAT testleri Brown et al., (7),
bildirdikleri yöntem modifiye edilerek uyguland›. Her iki
testte de antijen olarak hematoxylene (8,9) ile boyanm›fl
B. abortus S 99  suflu kullan›ld›. Serumun 0,1M 2-
merkaptoetanol içeren phosfate buffer salin'de (PBS)
1/5'ten bafllayarak iki katl› suland›rmas› yap›larak mikro-
pleytin kuyucuklar›na 50 µl konuldu. Bunun üzerine
boyal› antijenden 50 µl konuldu. Mikropleytlerin üzeri
fleffaf bantla kapat›ld›ktan sonra 37 °C' de 24 saat inkübe
edildi. Bu süre sonunda sonuçlar gözle ve ayna sistemi ile
okunarak de¤erlendirildi. Dü¤me tarz›nda çöküntüler
negatif ve dantele benzeri çöküntüler pozitif kabul edildi. 

DTT-MAT yukar›da aç›kland›¤› gibi yap›ld› ve
de¤erlendirildi. Ancak, serum örneklerini suland›rmak için
0,005 M Dithiothreitol içeren PBS kullan›ld›. Antijen
ilavesi ile her kuyucukta DTT'nin final konstrasyonu
0,0025 M oldu (10,11).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ELISA testi Jimenez de Bagües et al., (9), yöntemine
göre baz› modifikasyonlar yap›larak uyguland›. Antijen
1/200 oran›nda 0,05 M karbonat-bikarbonat tampon'da
(pH 9,6) suland›r›larak, 100 µl miktar›nda pleytin bütün
kuyucuklar›na konulup +4 °C' de 18 saat tutuldu. Bu süre
sonunda pleytler 3 kez PBS-Tween 20 (0,01 M PBS
pH:7,2, %0,05 ml Tween-20) ile y›kand› ve hafifçe vuru-
larak kurutuldu. Antijen yap›flmayan polystyren yüzeylerin
nötralizasyonu (Blocking step) için normal at serumunun
kaplama tamponundaki %20'lik dilüsyonundan 200 µl
konarak 37 °C' de 2 saat tutuldu (12,13). Bu süre sonun-
da yukar›daki y›kama ifllemi tekrarland›. Pozitif ve negatif
serumlar›n % 10'luk at serumu içeren PBS-T ile 1/10
suland›rmalar› yap›ld› ve mikropleytin A s›ras›n›n ilk on
kuyucu¤una test serumlar›n 1/10 suland›r›m›ndan 200 µl
konuldu. A s›ras› hariç di¤er kuyucuklara 100 µl PBS-T
konulup 12 kanall› pipetle yukar›dan afla¤›ya do¤ru 100
µl aktar›larak çift katl› dilusyonlar elde edildi ve H
s›ras›ndan 100 µl k›s›m at›ld›. A s›ras›n›n 11. kolonuna
yukar›dan afla¤›ya do¤ru 1/10'dan 1/1280'e kadar
suland›r›lan brusella pozitif serum, 12. kolonuna ise
negatif 7 farkl› serumun 1/10 dilusyonlar›ndan 100 µl
konuldu. H 12 blank olarak kullan›l›p serum
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suland›rmas›nda kulland›¤›m›z tampondan 100 µl konulup
37 °C' de 2 saat tutuldu. Bu süre sonunda y›kama ifllemi
tekrarland›. 1/6000 oran›nda suland›r›lan peroxidase ile
iflaretli donkey anti-sheep IgG (Whole Molecule, S‹GMA)
bütün kuyucuklara 100 µl konulup 37 °C' de 2 saat tutul-
du. Bu süre sonunda 6 kez y›kama ifllemi yap›ld› ve 100
µl substrat (40 mg o-phenylenediamine dihydrochlo-
ride+100 ml 0,05 M fosfat-sitrat tampon (pH:5) + 40 µl
%30 H2O2) bütün kuyucuklara konulup  pleyt 15 dakika
karanl›k bir yerde tutuldu. Reaksiyonu durdurmak için 50
µl 3 M H2SO4 konuldu ve oluflan rengin adsorbans
de¤erleri Organon Teknika Micro ELISA System Model
330 Stripreader ile 492 nm'de kör deneye karfl› okundu. 

Eflik De¤erinin Hesaplanmas›

Her pleytteki 7 negatif kontrolün ortalamas›na (±2
SD) (14,15) eklenerek elde edilen optik dansite (OD) eflik
de¤eri olarak hesapland›. Negatif kontrol serumlar›n
1/10 dilüsyonda ortalama optik dansitesi ve pozitif kon-
trol serumun 1/10-1/1280 suland›rmalar›ndaki optik
dansiteleri fiekil 1'de gösterilmifltir.

‹statistiksel Analizler

Çal›flmada kullan›lan testlerin sensitivite (Se) ve spesi-
fiteleri (Sp) komplement fikzasyon testi referans test
kabul edilerek (16) hesapland›. ELISA ile di¤er testlerden
elde edilen sonuçlar›n karfl›laflt›r›lmas›nda Yates corrected
x2 testi kullan›ld›. Bu ifllemler Epi-Info 6 adl› istatistiksel
programda yap›ld› (17). ELISA ve di¤er testler aras›ndaki
uyumun hesaplanmas›nda Kappa istatisti¤i kullan›ld›. Bu
metot ile %75 ve daha yukar› de¤erde al›nan sonuçlar
yüksek derecede uyumu, %40-74 aras›nda orta derecede

uyumu %40 ve afla¤› de¤erler zay›f uyumu gösterir (18).

Bulgular

Araflt›rmada kullan›lan 500 adet koyun kan serumu-
nun serolojik testlerle incelenmesi sonucu, RBPT'de %11
(55/500), SAT'da %16,8 (84/500), CFT'da %17,8
(89/500), 2-ME-MAT'da %15,8 (79/500), DTT-MAT'da
%16,2 (81/500) ve ELISA'da %20,6 (103/500) oran-
lar›nda pozitiflik saptand›. ELISA ile di¤er testlerden elde
edilen seropozitiflik oranlar› mukayese edildi¤inde, sadece
ELISA ile RBPT aras›nda elde edilen fark›n istatistiksel
olarak önemli oldu¤u saptand› (p<0,001) (Tablo 2).

Çal›flmada CFT referans test olarak
de¤erlendirildi¤inde, kullan›lan testlerden ELISA'n›n %97
ile en yüksek, RBPT'ninde %61 ile en düflük sensitiviteye
sahip oldu¤u belirlendi. Di¤er taraftan bütün testlerin
spesifitelerinin oldukça yüksek oldu¤u görüldü (Tablo 1).

ELISA ile di¤er testlerin sonuçlar› aras›nda pozitiflik ve
negatiflik uyum yönünden bir karfl›laflt›rma yap›ld›¤›nda,
kappa de¤erlerinin ELISA ile CFT, DTT-MAT, 2-ME-MAT
ve SAT için s›ras›yla %88, %84, %83 ve %85 (yüksek
bir uyum), fakat RBPT ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda kappa
de¤erinin %64, (orta derecede bir uyum) oldu¤u sap-
tand›.

Tart›flma ve Sonuç

Bu çal›flma, Elaz›¤ ve çevresinde at›k yapm›fl koyun
sürülerinde brusellozis'in prevalans›n› belirlemek ve
koyun kan serumlar›ndan brusellan›n teflhisinde ELISA
testinin di¤er rutin testlerle mukayesesini yapmak
amac›yla gerçeklefltirildi. At›k yapm›fl koyun sürülerinden
elde edilen toplam 500 adet kan serumunda ELISA ile
%20,6, CFT ile %17,8, SAT ile %16,8, DTT-MAT ile
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Tablo 1. Çal›flmada Kullan›lan Serolojik Testlerin Sensitivitesi ve Spe-
sifitesi (CFT referans test).

Testler Sensitivite(%) Spesifite(%)

RBPT 61 100

SAT 93 99

2-ME-MAT 86 99

DTT-MAT 87 99

ELISA 97 96



%16,2, 2-ME-MAT ile %15,8 ve RBPT ile %11'lik bir
pozitiflik saptand›. Bu de¤erler karfl›laflt›r›ld›¤›nda; ELISA
ile CFT, SAT, 2-ME-MAT ve DTT-MAT aras›nda istatiksel
bir farkl›l›¤›n olmad›¤› (p>0,05), fakat ELISA ile RBPT
sonuçlar› aras›nda önemli ölçüde bir farkl›l›k oldu¤u belir-
lendi (p<0,001). Elaz›¤ ve çevresinde 1995-96 y›llar›nda
yap›lan bir çal›flmada at›k yapm›fl koyunlarda %20
oran›nda etken izolasyonu ve %11,9 oran›nda seropoziti-
flik saptanm›fl, sadece 1996 y›l›nda at›k yapm›fl koyun-
lar›n serumlar›nda ise %22 oran›nda bir pozitiflik bildiril-
mifltir (4). Bu sonuçlar, çal›flmam›zda elde edilen verilere
benzerlik göstermektedir. Ayr›ca ülkemizin de¤iflik böl-
gelerinde yap›lan çal›flmalarda, hastal›¤›n, Trakya böl-
gesindeki s›¤›r (%0,6) ve koyun (%0,06) populasyon-
lar›nda oldukça düflük bir prevalans ile seyretti¤i (5), Mufl
ili ve çevresindeki koyunlarda %2-7 (19), Kars ili ve
çevresindeki s›¤›rlarda %47-65 (20) aras›nda de¤iflen bir
oranda oldu¤u bildirilmifltir. Bu oranlar, brusellozis'in
görülme s›kl›¤›n›n ülkemizde bölgelere göre önemli
farkl›l›k arz etti¤ini ortaya koymaktad›r. Co¤rafik yap›,
iklim ve hayvan hareketlerinin yo¤unlu¤u gibi faktörler bu
farkl›l›klar›n oluflmas›nda rol oynayabilir.

Bu çal›flmada ELISA testi ile di¤er testlerin sonuçlar›
aras›nda (RBPT hariç) yüksek bir uyum elde edildi¤i
görüldü. Ayr›ca CFT referens test kabul edildi¤inde ELISA
testinin sensitivitesi %97 ve spesifitesinin ise %96 oldu¤u
ve kullan›lan di¤er testlerin spesifite bak›m›ndan bir par-
allelik gösterdi¤i tespit edildi. Testler aras›ndaki duyarl›l›k
farkl›l›klar›, hayvanlar›n infeksiyonun de¤iflik dönem-
lerinde olmalar› ve buna ba¤l› olarak serumlar›nda farkl›
antikor s›n›f ve alt s›n›flar›na sahip olmalar›ndan ya da
kullan›lan testlerin  ölçebilece¤i en düflük antikor miktar›
ve s›n›f›n›n farkl› olmas›ndan kaynaklanm›fl olabilir. Nico-
letti (21), infekte s›¤›rlarda yapt›¤› bir çal›flmada, CFT ve
2-ME testleri aras›nda iyi bir uyum oldu¤unu bildirmifltir.
Bu çal›flmada da CFT (%17,8) ve 2-ME-MAT (%15,8) ile
elde edilen  pozitiflik oranlar›n›n birbirine yak›n olmas› iki
test aras›nda belirtilen uyumu destekleyici mahiyettedir.

At›k yapm›fl ve brusellozis flüpheli koyunlar›n kan serum-
lar›nda yap›lan bir çal›flmada DTT-MAT ve 2-ME-MAT
testlerinde eflit oranda pozitiflik saptanm›fl ve non-spesi-
fik antikorlar›n ve ko-aglutininlerin elimine edilmesini
sa¤layan DTT katk›l› serum aglutinasyon testinin de kul-
lan›lmas›n›n yarar sa¤layaca¤› bildirilmifltir (22). Di¤er bir
çal›flmada, Lord et al., (23), infekte s›¤›rlardan ald›klar›
kan serumlar›n› de¤iflik serolojik testlerle incelemifl, 2-ME
ve SAT testleri ile al›nan sonuçlar›n uygunluk gösterdi¤ini
bildirmifllerdir. Bu çal›flmada da ayn› antikor s›n›flar› ile
çal›flan 2-ME-MAT ve DTT-MAT aras›nda yüksek oranda
bir uyum (kappa=%95) görüldü .

Çal›flmada, RBPT ile ELISA testi sonuçlar› aras›ndaki
farkl›l›k istatistiksel olarak çok önemli bulundu (p<0,001)
ve ayr›ca bu test ile ELISA aras›nda orta derecede bir
uyum elde edildi (kappa=%64). Bizim çal›flmam›z ile çok
benzerlik gösteren, baflka bir çal›flmada da RBPT ile ELISA
aras›nda %61 bir uyumun oldu¤unu bildirilmifltir (24).
Buna paralel olarak, infekte ve sa¤l›kl› koyunlarda yap›lan
bir çal›flmada da ELISA ve RBPT sonuçlar› aras›nda ista-
tistiksel olarak önemli farkl›l›k oldu¤u ortaya konuldu
(14). RBPT testi CFT ile k›yasland›¤›nda sensitivitesinin
düflük (%61), fakat spesifitesinin mükemmel (%100)
oldu¤u saptand›. Hosie et al., (16), koyunlarda yapt›klar›
bir çal›flmada RBPT'nin CFT ile k›yaslanmas› neticesinde
%67'lik bir sensitivite ve %99'luk bir spesifiteye sahip
oldu¤unu bildirmifllerdir ki bu sonuçlar çal›flmam›zda elde
edilen verilerle paralellik göstermektedir. Bu çal›flmada
CFT ile RBPT karfl›laflt›r›ld›¤›nda, RBPT'nin negatiflik
yönünden CFT ile tam bir uyum gösterdi¤i (Sp %100),
pozitiflik yönünden CFT (%15,8) ile RBPT (%11)
aras›nda önemli bir fark oldu¤u (p=0,003) ortaya
ç›kmaktad›r. CFT ile RBPT aras›ndaki farkl›l›k, di¤er
çal›flmalarda da ortaya konmufl ve RBPT'nin koyun ve
keçilerde tarama testi olarak s›¤›rlardan  daha az kullan›fll›
oldu¤u ileri sürülmüfltür (16,25). 

Çal›flmada kullan›lan SAT'›n sensitivitesinin %93 ve
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RBPT SAT CFT 2-ME-MAT DTT-MAT

+ - + - + - + - + -

ELISA + 55 48 82 21 87 16 79 24 80 23

- - 397 2 395 2 395 - 397 1 396

P  De¤eri <0,001 0,14 0,29 0,06 0,07

Tablo 2. ELISA ile Di¤er Serolojik Test
Sonuçlar›n›n Karfl›laflt›r›lmas›.



spesifitesinin %99 oldu¤u belirlendi. SAT ve ELISA testi
ile al›nan sonuçlar aras›nda istatistiksel bir farkl›l›¤›n
bulunmad›¤› (p>0,05) ve her iki test aras›nda yüksek
oranda bir uyum (kappa=%85) oldu¤u görüldü.

Sonuç olarak bu çal›flmada rutin testlerle
karfl›laflt›r›lan ELISA testinin oldukça duyarl› ve spesifik

oldu¤u ve koyun brusellozis'inin teflhisinde kullan›lmas›n›n
yarar sa¤layaca¤› ortaya ç›km›flt›r. Çal›flmada elde edilen
verilere göre, rutin testlerle al›nan sonuçlar›n final bir test
(ELISA, CFT) ile incelenmesinin reaktörleri tespit etmede
daha güvenilir olaca¤› kanaati oluflmufltur.
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