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OZET

Brucella abortus S-19 Konjuktival Asih Sigirlarda Hiicresel ve Humoral Immun
Yamt Takibine Yonelik Prototipler Gelistirilmesi ve Gelistirilecek Bu Prototipler

ile immun Yamt Takibi

Amag: Bu arastirmada B.abortus S-19 ile konjuktival yolla asilanmis geng ve ergin 2
grupta humoral ve hiicresel immun yanitin izlenmesi amaclandi.

Materyal ve Metot: Arastirmada her bir gruba 30 buzagi dahil edildi ve bir defa
asilanan buzagilar (grup-1) asilama sonras1 3 donem, rapel uygulanan 1 yas ve iizeri disi
sigirlar (grup-2) ise 4 donem bagisiklik yoniinden incelendi. Hiicresel immun yanit
tespiti icin brusellerjene yonelik IFNg yaniti, humoral yanit i¢in ise LPS’e kars1 IgG ve
IgA immunglobulin izotipleri arastirildi.

Bulgular: Bagisiklik yanitinin izlenmesinde IgG ve IgA sonuglarinda 85. giinde gruplar
arasinda istatistiki yonden 6nemli bir farklilik (P<0.05) belirlenirken, 46 ve 169. giinde
IgG ve IgA icin onemli bir farklilik belirlenmedi. IFNg agisindan degerlendirildiginde,
46. giinde istatistiki yonden onemli bir farklilik (p<0.05) belirlenirken 85. ve 169. giinde
bu farkliligin olmadig: belirlendi. Diger donemlerde énemli farklilik gézlenmemesi ise
gruplar arasinda diizenli ancak diisiik diizeyde bir immun yanit1 ifade etmektedir.
Sonug: [FNg ile ilgili sonuglar, antijenlere dayali hiicresel immun yanitin bagisikligin
takibi i¢in yeterli olmadigina, Immunglobulin G ile ilgili sonuclar ise ilk 46 giinliikk
doneminin bagisikligin takibi agisindan 6nemli olabilecegine isaret etmektedir. Elde
edilen sonuclar bu durumun aydinlia kavusturulmasi i¢in bu arastirma ile ayni
donemleri igerecek sekilde Ig izotip ve hiicresel immun yanit gelisiminin birlikte
izlenecegi calismalarin yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler: B. abortus S19 asisi, konjunktival yol, immunite, humoral,

hiicresel

Giilnur SERDAR, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2017



ABSTRACT

Investigations on the development of prototypes based on the detection of humoral
and cellular immunity on B. abortus S19 vaccinated cows with conjunctival route

and monitoring of the immune response

Aim: In this study, it was aimed to monitor the humoral and the cellular immune
response to S19 conjunctival vaccine in 2 groups known as calfhood and adulthood.
Material and Method: In the study, 30 calves were included for each group and 3
postvaccination times for calves (group-1) and 4 postvaccination times for adult calves
(group-2) were considered.

Results: Significant difference (P <0.05) was found between IgG and IgA results on the
85th day between groups in the monitoring of the immune response. These differences
were not detected on the 46th and 169th pvd associated with IgG and IgA. When it was
evaluated in terms of IFNg, a significant difference (p <0.05) was found on the 46th pvd
and it was determined that this difference was not observed on the 85th and 169th days.
The absence of significant differences in other periods indicates a regular but low level
of immunological response among the groups.

Conclusion: As regarding with the IgG antibody, evaluation of the immunity for the
first 46 pvd demonstrated that measuring IgG response in calves and adults is
significant at 46 pvd, but IFNg results showed that detection of cellular immunity for
the period was not sufficient for vaccine monitoring. The study points out that
monitoring of the immunity until pvd 46 against S19 vaccine and with determination of
diagnostic proteins that would have roles in the humoral and cell based immunity would
be more helpful.

Keywords: B. abortus S19 vaccine, conjunctival route, immunity, humoral, cellular

Giilnur SERDAR, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2017
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rRNA

SAT

: Loop-Mediated Isothermal Amplification

- Lipopolisakkarid

: Major Histocombatibility Complex

: Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis
: Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88
: Nuclear Factor Kappa B

- Natural Killer

: Nucleotide Binding Oligomerization Domain-Like Receptors
: Optical Dansity

: Oligopolisakkarid

: Outer membran protein

: Pathogen Associated Membran Protein

: Phosohate Buffered Saline

: Phosohate Buffered Saline Tween

: Polymerase Chain Reaction

: Prostaglandin F2ao.

: Para Nitro-Phenyl-Phosphat

: 4-Nitrophenile Phosphate Disodium

: Prion Protein

: Pattern Recognition Receptors

: Rough

: Rough Endoplasmic Reticulum

- Receiver Operating Characteristic

: Ribozomal Riboniikleik Asid

: Smooth

: Serum Agglutination Test
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Th
TIR
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TLR
TNF
TRAM

TRIF

: Stimulation Index

: Superoxide Dismutase

: T Cell Receptor

: Transforming Growth Factor

: T helper

: Toll Interleukin Receptor

: Toll-interleukin 1 Receptor (TIR) Domain Containing Adaptor Protein
: Toll Like Receptor

: Tumor Necrosis Factor

: TRIF Related Adapter Molecule

: TIR-Domain-Containing Adapter-Inducing Interferon-
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1.GIRIS

Brusellozis; sig1ir, koyun, keci, kog¢, domuz ve kdpek gibi hayvanlarda 6zellikle
testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleserek yavru atimlarina ve infertiliteye
neden olan bulasici, kronik seyirli, nekrotik ve yangisal infeksiyonlarla ortaya cikan
zoonotik bir hastaliktir (Aras ve ark., 2009). Brusellozis gilinlimiizde hala en onemli
zoonotik hastaliklardan biridir. Birgok tilkede eradikasyonu basarilabilmis ise de yabani
ve evcil hayvanlarda tiim kitalarda 6zellikle Akdeniz bolgesinde, Ortadogu, Bat1 Asya,
Afrika ve Giiney Amerika’da endemik olarak seyretmektedir (Corbell, 1997).
Brusellozis’in arzulanan diisiik prevalans seviyelerine indirilebilmesi amaciyla
01.01.2012 tarihinden itibaren Tiirkiye’de "Brusellozis’in Konjuktival As1 ile Kontrol
ve Eradikasyonu” projesi'nin baslatilmasma karar verilmistir. Ulkemizde %10 ‘un
tizerinde endemik seyreden infeksiyonun arzulanan diizeye indirilmesi amaciyla 2012
yilindan itibaren yeniden asi uygulamalar1 baglatilmistir. Sigirlarda as1 projesi 10 yil
stirdiiriilecek ve her hayvan 2 defa asilanacaktir. On yi1l sonunda seropozitif bulunan
hayvanlar siiriiden uzaklastirilacaktir (Anon, 2012). Bdylece infeksiyondan ari siiriiler
olusturulacak ve bagisik bir siirii olusumu saglanmis olacaktir.

Bilindigi iizere Brusella etkenleri hiicre i¢i olup immun yanit gelisimi hem
humoral hem de hiicresel yonde olmaktadir. Bu yanitin hangi yonde olacagr T
lenfositlere sunulan antijenlerin ekzojen ve/veya endojen yapili olmasma gore
degismektedir. Humoral immiin yanit ile korunma ya antikora bagl olarak direkt, ya da
antikorla birlikte komplement ve sitotoksik hiicre yardimi ile saglanmaktadir. Hiicresel
immun yanitta ise korunma; dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri, makrofajlar ve sitotoksik T
hiicreleri ile saglanmaktadir. Hiicresel immiin yanit uyarimina neden olan temel sitokin
interferon gamma (IFN gama)’dir. IFN gamanin artan ekspresyonlari spesifik ve non-
spesifik hiicrelerin aktivasyonuna yol acarak infekte hiicrelerin apoptoz ile
yikimlanmasini saglamaktadir. Bu sayede korunma saglanmaktadir (Hay ve Westwood,
2002; Lesley, 2003; Tizard, 2010; Skendros ve Boura, 2013).

Brusella gibi hiicre i¢i infeksiyon etkenlerine karsi korunmada en etkili yol
hiicresel immiin yanit uyarimidir (Skendros ve Boura, 2013). Hiicresel immiinyanit
gelisimi ya spesifik antijen uyarimina bagli olarak olusan gama interferon tespiti ile in
vitro olarak ya da spesifik antijenlerin intradermal uygulamalari ile in vivo olarak tespit

edilebilmektedir. In vivo testlerde gecikmis tip asir1 duyarlilik (delayed type



hipersensitivity, DTH) reaksiyon sonuglarinin degerlendirilmesi igin 2-3 giine ihtiyag
duyulmasi, hayvanlarda 2 kez manipiilasyonlarin yapilmasi, deri reaksiyon
yogunlugunun ¢ok sinirlt olmasi (tiiberkiilinde olusan reaksiyonun 1/3-1/4’1) sonuglarin
degerlendirilmesinde glicliikler yaratmaktadir. Hiicresel immun yanit1 degerlendirmede
in vitro teknikler bu tip sakincalar tasimamaktadir. In vivo yontemler sensitivitesi diisiik
oldugundan ve sonuglar1 degerlendirmede giicliikler yasandigindan ancak asi
yapilmamis alanlarda teshise yonelik olarak Y. enterocolitica serotip O: 9 ve E. coli
0157 den kaynaklanan kros-reaksiyonlar1 agiga ¢ikarmak amaciyla kullanilmaktadir
(Weynants ve ark, 1995; Poester ve ark, 2010; Tizard 2010). In vitro bir test olan T
hiicre proliferasyon testi, Y. enterocolitica gibi kros-reaktif ajanlarin neden oldugu
infeksiyonlarin ayiriminda rol oynar. Bu teknik, DTH ve sitokin tespit testlerinden ¢ok
hizli ve daha duyarlidir. Ancak bu testte radyoaktif madde kullanim1 gerekli oldugundan
pek tercih edilmemektedir. Fensterbank ve ark. (1982), ile Weynants ve ark. (1995),
sigirlarda brusellozisin teshisinde in vivo yontemlerin ancak as1 uygulanmamig
alanlarda infeksiyon ayiriminda kullanilabilecegini belirtmektedirler. IFNg olusumunun
brusellozis fare modelinde hiicresel immun yanitta 6nemli bir mediator oldugu Zhan ve
Cheers (1993) ile Zhan ve ark. (1993) tarafindan agiklanmis ve diyagnostik amagla
kullanilabilecegi belirtilmistir. IFNg testi, sandvi¢ Ezyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA) olarak bilinen yontemin uygulamalaridir (Rothel ve ark., 1990).
[FNg’nin spesifitesinin %100’e yakin oldugu gerek non-infekte gerekse kros-reaktif
ajanlarla infekte hayvanlarda belirlenmistir. Test in vitro yapilir ve deri testleri gibi
Olctimler gerektirmedigi icin sonuclar daha az gorecelidir (Celik ve Kocabas, 2007).
Sigirlarda gama-interferonun tespiti amaciyla siirli sayida ticari iiriin mevcuttur. Bu
test ilk kez 1980 1i yillarin sonlaria dogru tiiberkiilozun teshisi amaciyla gelistirilmigtir
(Wood ve Jones, 2001).

Gama interferon testinde, total kan kiiltiir sisteminde salgilanan gama-
interferon lenfokinin konsantrasyonu belirlenir. Bu test dncesinde anti-koagulantli kan
spesifik antijen ile 18-24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda spesifik
antijenle uyarilan kan diigiikk devirde santrifiije edilerek plazmasi ayrilir ve bu test ile
plazmada bulunan sensitize lenfositlerden salgilanan IFNg konsantrasyonu tespit edilir
(Rothel ve ark, 1990; Palmer ve ark, 2006; Gormley ve ark, 2006; Coad ve ark, 2007).

Hiicresel immun yanitta; duyarl: lenfositler brusellerjen ile uyarildiktan 18-24 saat sonra



(CO; li etiivlerde) sensitize lenfositler IFNg salgilar. Salgilanan IFNg diizeyi, sandvig
ELISA yontemi ile belirlenir (Rothel ve ark., 1990; Ryan ve ark., 2000; Coad ve ark.,
2007).

Humoral immiin yanitin takibi amaciyla c¢ok sayida serolojik testten
yararlanilmaktadir (Alonso-Urmeneta ve ark., 1988; Blasco ve ark., 1994; OIE, 2000;
Geng ve ark., 2010). Serolojik testlerde tani antijeni olarak lipopolisakkarid (LPS) ve
oligopolisakkarid (OPS) dominant olmakla birlikte, hiicre proteinleri ve rekombinant
proteinler immunolojik test antijenleri olarak kullanilmaktadir (Cloeckaert ve ark.,
1992; Goldbaum ve ark., 1993; Diaz-Aparicio ve ark., 1993; Stevens ve ark., 1994;
Hemmen ve ark., 1995; Baldi ve ark., 1996). S-LPS antijen karisimlarinin bazi durumlar
i¢in kullanimi simirhdir. Ozellikle Y. enterocolitica O:9, Salmonella urbana grup N
(0:30), V. cholera (O1), F. tularensis, E. coli 0:157 gibi Gram negatif bakterilerin S-
LPS leri ile kros verdiginden bu antijenlerin kullanimi uygun degildir (Cloeckaert ve
ark., 1998; Nielsen K, 2002; Cassataro ve ark., 2004). B.abortus S19 as1 ve epruvasyon
susuna (B.abortus 544) karsi olusan antikor yanitinin incelenmesinde, LPS ve
stoplazmik proteinlere dayali teshis yonteminin duyarli ve 6zgiil oldugu ve bazi
periplazmik ve sitoplazmik proteinlerin insan ve hayvanlarda tani antijenleri olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Goldbaum ve ark., 1993; Hemmen ve ark., 1995; Baldi
ve ark., 1996; Cloeckaert ve ark., 1996). Son yillarda kros-reaksiyonlardan ayirim ve
asili-infekte ayirimini saglayabilecek antijenlerin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar
onem kazanmistir. Alternatif antijenlerden brucella protein (BP26), (Rossetti ve ark,
1996; Al Dahouk ve ark., 2006; Connoley ve ark., 2006; Grillo ve ark., 2009),
superoxide dismutase (Tabatabai ve Hennager, 1994), Brucella lumazine synthase, 18-
kDa sitoplazmik protein (Goldbaum ve ark., 1993), ribosome recycling factor, CP24
(Cloeckaert ve ark., 1996), ve lektin benzeri etkiye sahip 14-kDa protein (Chirhart-
Gilleland ve ark., 1998; Vemulapalli ve ark., 1999), 6nemli olanlardir. Brusellerjen
OCB (Rhone-Merieux, batch 26N151), bp39 ve bakterioferritin (BFR) en ¢ok T lenfosit
uyaran immunojen olarak belirlenmistir (Brooks-Worrel ve Splitter, 1992; Denoel ve
ark., 1997; Fays ve ark., 1999). Ancak Brucella melitensis Rev-1 ile yapilan konjuktival
asilamalarda as1y1 takiben ve B. abortus 2308 susu ile infekte edilen koyun ve kegilerde
major antijenlere (LPS, OPS) dayali serolojik testlerle antikor yanitinin 2 hafta kadar

belirlendigi daha sonra tespit edilemedigi, ancak subkutan uygulamalarda bu yanitin



uzun siire tespit edildigi belirlenmistir (Xin ve ark., 2013). Bu durum bu asiya karsi
hiicresel yonde immun yanitin gelistigini gostermistir.

Ulkemizde yaygm olarak gorillen ve ekonomik kayiplara neden olan
brusellozis, hem hayvan sagligin1 hem de halk sagligini tehdit eden 6nemli zoonotik bir
hastaliktir (Alton ve ark., 1988; Iyisan ve ark., 2003; Yumuk ve O’Callaghan, 2012).
Ulkelerin uluslararas: piyasalara canli hayvan ve hayvansal iiriin ihracati yapabilmesi
i¢cin zoonotik ve bulasici infeksiyonlardan ari olmasi gerekmektedir. Bu amagcla diinyada
yaygin olarak seyreden infeksiyonlardan (brusellozis, tiiberkiiloz) ari siiriiler
olusturulmasina ¢alisilmaktadir. Tezin konusu olan brusellozis, diinyada ada iilkeler ve
bazi Avrupa iilkeleri hari¢ hemen her yerde gozlenen bir infeksiyondur. Bu
infeksiyondan korunma amaciyla farkli stratejiler izlenmektedir. Ancak genel olarak
izlenen prosediir 6ncelikle hastalik prevalansinin %1’in altina indirilmesine yoneliktir.
Daha sonra siiriiniin her 6 ayda bir tarama (screening) testleri ile takip edilmesi ve

infekte hayvanlarin siiriiden uzaklastirilmasini gerekli kilar.
2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Brusellozisin tarihgesi hayvanlarin ilk kez evcillestirilmeye basladigi milattan
onceki donemlere kadar gitmekte, hayvan hareketliligi, insanlarin dogaya miidahaleleri
sonucu hayvanlarla temasin artmasi, hayvansal {iriin hazirlama ve tiiketim aliskanliklari
giiniimiize kadar ulasmasim saglamistir. ingiliz Cerrah Sir David Bruce ve Maltali
mikrobiyolog doktor Giuseppe Caruana-Scicluna seminal 6rneklerden Micrococcus
melitensis’i tanimlamiglar ve ayni arastiricilar 1887 yilinda Malta adasinda ‘Malta
Atesi'nden 6len Ingiliz askerlerin dalaklarindan etkeni izole etmis ve daha sonra bu
bakteriyi Brucella melitensis olarak isimlendirmislerdir. 1897 yilinda sigirlarda aborte
fotusdan B.abortus, 1914 yilinda B. suis izolasyonu yapilmis ve 1920 yilinda bu bakteri
Brucella olarak tanimlanmistir (Moreno E, 2014). Ulkemizde ilk insan brusellozis
olgusu 1915 yilinda Dr. Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafindan Kuleli
Askeri Hastanesi’nde tedavi edilen bir askerde tespit edilmistir. Ulkemizde sigirlarda ilk
izolasyon 1931-32 yillarinda Berke tarafindan bildirilmistir (Yumuk ve O’Callaghan,
2012). Brusella hastaliginin tarihi Sekil 1’de sunulmaktadir.
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Sekil 1. MO 5 milyon yil ile 1950°1i yillara kadar bildirilen Brusella zaman ¢izelgesi (Moreno E, 2014)

2.2. Etiyoloji

Kiigiik, hareketsiz, spor olusturmayan, Gram negatif, kokobasil veya kii¢iik
c¢omaklardir (0.5-0.7um X 0.5-1.5 um boyutlarinda). Genellikle aerobik ortamda iirer ve
%5-10 CO, tliremeyi artirir. Makrofaj icerisinde ¢ogalan hiicreici bakterilerdir (He Y,
2000). Brusella cinsi mikroorganizmalar, 16S ribozomal riboniicleic acid (rRNA)
sekans analizine gore Proteobacteria sinifinin a-2 altgrubunda yer almaktadirlar. Bu alt
grup igerisinde Rhizobium, Agrobacterium, Bartonella, Phyllobacterium ve
Ochrobactrum tiirii bakteriler bulunmaktadir. Brusella cinsi genotipik olarak %97’ nin
tizerinde benzerlige sahiptir. Brusella tiirleri niikleotid polimorfizmi, konak tercihi,
virlilens farkliliklar1 ve fenotipik ozelliklere gore ayirt edilmektedir (Moreno ve
Moriyon, 2002; Aras ve ark.,, 2009 ). Konak tercihine gére 10 Brusella tiirii
belirlenmistir (Whatmore ve ark., 2007). Gram negatif hiicre duvar yapisina sahip olan
bakteri, yapisinda peptidoglikan, dis membran proteinleri ve LPS igerir. Insan ve
hayvan sagligin1 etkileyen en onemli tiirler B. abortus, B. melitensis ve B. suis dir.
Brusella tiirleri igerisinde insanlarda en siddetli infeksiyona neden olan tiir B. melitensis
olup bunu B. suis ve B. abortus izler. Ender olarak da B. canis ile infeksiyonlar
bildirilmektedir. Baz1 zoonotik Brusella tiirlerinde baz1 biyovarlar (B. suis biovar 2 ve

5) ile insanlarda infeksiyonlar gézlenmemistir (Moreno E, 2014). Ancak klinik olarak



brusellozis belirlenen bir kadmin gogiis implantindan zoonoz oldugu heniiz netlik

kazanmayan B. innopinata izole edilmistir (Scholz ve ark., 2010).

2.2.1. Kiiltiir ozellikleri

Brusella, biyogiivenlik seviyesi 3’de yer alan ajanlar arasinda bulunmaktadir.
Arastirma laboratuvarlarinda en sik rastlanilan laboratuvar infeksiyonlarindan biridir.
Bu nedenle Brusella manipiilasyonlar1 biyogilivenlik seviyesi 3 olan laboratuvarlarda
yapilmaktadir (Geresu ve Kassa, 2016). Brusella izolasyonu amaciyla fétal membranlar
Ozellikle plasental kotiledonlar, akciger, bronsiyal lenf nodiilleri, dalak, karaciger gibi
fotal organlar ile fotal mide igerigi, vaginal sekresyonlar ve semen tercih edilir. Az
sayida bakteri igeren Orneklerde izolasyon giic olmakta ve yaniltict negatiflikler
alinabilmektedir. Bu durumda zenginlestirilmis besiyerleri sensitiviteyi artirmak
amaciyla selektif suplementlerle birlikte kullanilmaktadir (Poester ve ark., 2010).
Kontamine materyallerden Brusella izolasyonu i¢in besiyerine ¢esitli suplementler ilave
edilmektedir. Bu amagla polimiksin B 5 1U/ml, basitrasin 25 1U/ml, siklohekzamid 100
ug/ml, nalidiksik asit 5 pg/ml, nistatin 100 IU/ml ve vankomisin 20 pg/ml en ¢ok tercih
edilenlerdir (De Miguel ve ark., 2011). Kat1 besiyerine ekildiginde, Brucella’lar smooth
ya da rough koloni morfolojisi gosterirler, ancak bazi suslar da mukoid 6zellik tasir.
Smooth (S) kolonilerin rough (R) forma doéniisiimii zaman zaman miimkiindiir ve baz1 R
suglar1 da S forma doniisebilmektedir. S-R degisimi genellikle oksijen yetersizligi ve
suboptimal tireme sartlarindan kaynaklanmaktadir. S suslarin aksine R suslarin
yizeyinde hidrofobik ve elektriksel yiiklii alanlar bulundugundan R suslar
otoagliitinasyon 6zelligi tasirlar ve stabil bir siispansiyon olusturamazlar (Gonzalez ve
ark., 2008; OIE, 2009). Brusellanin ilk izolasyonu amaciyla suplementli Brusella agar,
dekstroz agar, triptoz agar ve triptikaz soy agar onerilmekle birlikte, B. ovis ve B. canis
gibi baz1 Brusella tiirleri ile B. abortus biovar 2, %5-10 oraninda sigir veya at serumuna

ithtiyac duyar (Geresu ve Kassa, 2016).



Sekil 2. Brusella S koloni ve mikroskobik goriiniim

10 Brusella tiirli igerisinde 3 tiiriin biyotipleri oldugu belirlenmis ve biyotip sayilar
B.melitensis i¢in 3, B.abortus igin 7 ve B.suis i¢in 5 olarak bildirilmistir. (Aras ve ark,
2009; OIE 2009). Giiniimiizde Brusella biyotiplerinin tamamini molekiiler yontemlerle
ayirmak miimkiin olamamakta ancak bu ayirim, thionin ve bazik fuksin varliginda
tireme, monospesifik serumlarla agliitinasyon, CO; gereksinimi ve H,S olusumu
ozelliklerine gore yapilmaktadir (OIE, 2009). Al Dahouk ve ark (2010), metabolik
ozelliklerin belirlendigi yari-otomatik bir sistem (Micronaut™ system ) ile tiir
diizeyinde ayirimin miimkiin oldugunu ancak B. canis ile B. suis biovar-3 ayiriminin
miimkiin olmadigini, B. abortus biovar 4,5 ve 7 ile B. suis’in tiim biyovarlarinin
ayiriminin miimkiin oldugunu gostermislerdir. Molekiiler yontemler ile biyovar ayirimi
sadece AMOS polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’da B. abortus igin segilen primer ile
B. abortus 1,2 ve 4 bir grup digerleri diger grup olarak belirlenmektedir (Bricker ve
Halling, 1995; Orzil ve ark., 2016). Brusella tiirlerinin ayirimi amaciyla faj lizis en gok
kullanilan klasik tiir ayirim yontemidir. Buna gore Thilisi, Weybridge, 1zatnagar ve R/C
fajlariin litik 6zelliginden yararlanilmaktadir. Fajlar ve tiir ayirimini saglayan diger

baz1 6zellikler Tablo 1 ve 2 de belirtilmistir (OIE, 2009).



Tablo 1. Brusella cinsinin karakteristik 6zellikleri (OIE, 2009)

Fajlar tarafindan lizis*
Th Wb |lz; | R/IC
o = 8
Tiirler == 2g E x| E = = 2| = Ana Konak
S ) O
= (o) =
-}
B.abortus S| 4|+ |+ | + + _ | ae | 4f | SiEirvediger Sigir
tirleri
Biovar 1: domuz
Biovar 2: domuz, tavsan
B. suis s| _ N R Y 40 B + | 4n | Biovar3:domuz
Biovar 4: ren geyigi
Biovar 5: yabani
kemirgenler
B. melitensis S| - - | - F + — + | + | Koyun ve kegiler
B. neotomae S| - | X[+ ] + + — | = | +" | ol faresi
B. ovis R| + - | - — - + — — | Koglar
B. canis R| - -1 -] - - + + | +" | Képekler
B. ceti S +" + | +° — + | + | Sumemelisi
B. pinnipedialis S +M +" +° - + | + | Yiizgeg ayaklilar
B. microti S| - - |+ + + - + | + | Tarlafaresi
a Tb:Thilisi, Wh: Weybridge, I1z1- lzatnagarlve R/C: Rough / Canis
b S:smooth, R:rough ¢ RTD: rutin test diliisyonu
d B. abortus biovar 2 genellikle ilk izolasyonda seruma ihtiyag duyar
e B. abortus biovar 3’iin baz1 Afrika izolatlar1 negatiftir
f 544 susu ve bazi1 saha suslar1 disinda genellikle negatiftir
g B. suis biovar 2’nin bazi izolatlar1 Wb veya Izl fajlariyla kismen lize olur veya hig lize olmazlar
h Hizl i Bazi izolatlar Wb fajiyla lize olurlar  j Yavas, bazi suslar diginda hizh
k Kiiik plaklar | Neotoma lepida m Bazi izolatlar Tb fajiyla lize olurlar
n Birgok izolatt Wb fajiyla lize olur 0 Birgok izolati Iz fajiyla lize olur




Tablo 2. Brusella tiir ve biovarlarinin ayirimi (OIE, 2009)

Monospesifik serumla
Boyalarla iireme? o
agliitinasyon
E =
Tiirler jg B 2
X g c =
N 5 5 | < ~ A M R
s 222 3
2 @) n, | F @
e} O I
1 — + + — + — —
B. melitensis
2 - + + + - - -
3 - + + + + - _
1 +P + - + + _
2 +P + - - + - -
b _ _
+ + + + +
B. abortus 3
4 +° + - + E -
5 — — + + = + —
6 — — + + + - _
9 +/— + + - + _
1 - + _d + — _
] 2 - — + - + - —
B. suis 3 ~ — n " " — —
4 — — + _¢ + + _
5 - - - - + -
B. neotomae - - + _f _ + _ _
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Serum dekstroz agarda boya konsantrasyonu: 20 pg/ml

a
b ilk izolasyonda genellikle pozitif ¢ Bazik fuksine duyarl suslar
d Bazik fuksine direngli suglar e Biitiin suslar i¢in negatif

f

10 pg/ml tiyonin konsantrasyonunda tireme




2.3. Epidemiyoloji

Brusellozis, Latin Amerika, Orta dogu, Afrika ve Asya’da endemik seyreden
zoonotik bir infeksiyondur (Dorneles ve ark., 2015). Sigir brusellozisinin etkeni B.
abortus olmakla birlikte bazi iilkelerde 6zellikle Gliney Avrupa ve Bati Asya’da koyun
ve kegilerle yakin temasta bulunan sigirlarda B. melitensis’in de infeksiyona neden
oldugu belirtilmektedir (OIE, 2009). Tirkiye’de insanlarda en yaygin infeksiyonlar B.
melitensis, daha az olarak da B. abortus ile meydana gelmekte B. suis’den kaynaklanan
infeksiyonlar bildirilmemistir. Serolojik olarak kopeklerde B. canis’e karsi pozitiflik
tespit edilse de etken izolasyonu mevcut degildir (Yumuk ve O’Callaghan, 2012).
Insanlarda her y1l 500.000 brusellozis vakasi bildirilmektedir (Ahmed ve ark., 2016).
Etken ¢esitli ortamlarda uzun siire canli kalmaktadir. Istya bagl olarak ¢esme suyunda
birka¢ ay, donmus doku ve materyallerde yillarca, nemli toprakta 60-140 giin, idrarda
30 giin, aborte fotusda 75 giin ve uterus iceriginde 200 giinden fazla canli kalir. infekte
digki ile kontamine alanlarda 56-61°C’de 4,5 saatte inaktive olur. Siv1 diskida 12°C’de 8
ay canli kaldig1 belirtilmistir. Brusella diskida, yari-kat1 ve sivi giibrede 30-210 giin
canli kalabilmektedir (Berchovich, 2000).

2.3.1. Bulasma

Brusella hem vertikal hem de bireyler arasinda horizontal olarak bulagsmaktadir
(McDermott ve Arimi, 2002). Hastalik etkeni en ¢ok infekte gebe hayvanlarin uterus
igerigi, fotus ve fotal membranlarinda gebe olmayan sigirlarin lenf yumrularinda
ozellikle de supramammar lenf yumrularinda bulunur. Dogal bulagsma aborte fotus, fotal
membranlar ve uterus akintilarinda fazla miktarda bulunan etkenlerin sindirim yolu ile
alinmasi sayesinde olmaktadir (Carter ve Wise, 2004; Moreno E, 2014). Aborte fotiis ve
plasental doku ya da sivi 10'%g bakteri icerir. infekte hayvanlar sadece bir kez abort
yapmalarina ragmen bazen yasamlar1 boyunca tasiyici olarak kalirlar (Yumuk ve
O’Callaghan, 2012). Sigirlar kontamine yem ve sularla ya da diger hayvanlarin
kontamine genital bdlgeleri ile temas sonucu infekte olurlar. Infekte bogalardan veneral
bulasma ender de olsa gozlenebilmektedir. Ayrica kontamine spermalarin kullanildig:
durumda suni tohumlama yoluyla da bulasma meydana gelmektedir. Brusella hem
insanlarda hem de hayvanlarda viicuda miik6z membranlar, konjuktiva, yaralar veya

deri temas1 ile girebilmektedir (Carter ve Wise, 2004). Bulagsma insanlarda baslica
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sindirim sistemi, saglam veya portantreli deri, konjuktiva ve sagim sirasinda siitiin
kontaminasyonu ile meydana gelmektedir. Brusella ile infekte ineklerin ¢cogu yavru
attiktan sonra haftalarca ve hatta aylarca siitleri ile etkeni ¢ikarirlar (Foster ve ark.,
2007; Munoz ve ark., 2010). Kongenital olarak infekte dogan buzagilarda ilk gebelige
kadar antikor yaniti olusmaz, ergenlige ulastiklarinda siitleriyle Brusella sagmaya
baglarlar. Bu hayvanlar latent, belirti gostermeyen ya da kronik tasiyicilar olarak ifade
edilirler (Sutherland ve Searson, 1990). Hastaligin yayilmasinda sinek, sivrisinek,
tahtakurusu, kene, pire gibi artropodalarla yabani tavsan, sigan, fare gibi kemiriciler de
rol oynar (Godfroid ve ark., 2010). Hayvanlardan insanlara gegen en Onemli
zoonozlardan biri olan brusellozis, 6zellikle ¢ig siitle yapilmis tereyagi, kaymak, taze
peynir ve eksitilmis siitli yiyenlere hastalik kolayca gecer. Yavru atimi sirasinda, gii¢
dogumlarda yardimci olan Veteriner Hekimler infekte olabildikleri igin brusellozis bir
meslek hastaligi olarak da ayri bir 6nem tasir. Pastorizasyon ve fermentasyonlarin
yeterli siirelerde bekletilerek yapilmamasi infeksiyon etkeninin canli kalmasini saglar
(Sekil 3). Vaginal olarak B. abortus sagilimi etkene maruz kaldiktan en erken 39 giin
sonra meydana gelmektedir. infeksiydz materyal aborttan 2-3 ay sonra temizlenir ancak

yillarca sag¢ilmaya devam eder (Berchovic, 2000).
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Sekil 3. B. abortus’un konak hiicre siklusu (Moreno E, 2014)
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Brusella tiirlerinin, tamami zoonotik olmayip bazi tiir ve biovarlar ile insanlarda

infeksiyon bildirilmemistir ( Sekil 4).

B. abortus B, ovis

" -
" P
B. meh’tensis‘ﬁ X \ B, canis B. ceti dolphin A »

B.abortus | /N ‘ m

~\B.ceti porpoise
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B. melitensis \ | B, melitensis B. pinnipidialis P B. neotomae
hd  h A NN
B.suis 1.3 LN, 'Y sais2 38— Mo i
Zoonotik Brusella tiirleri Zoonotik olmayan Brusella tiirleri

Sekil 4. Zoonotik ve zoonotik olmayan Brusella tiirleri (Moreno E, 2014)

2.4. Patogenez

Brusellanin tercih ettigi konaklarda ¢ogalma ve infeksiyon olusturma yetenegi;
invazyon yetenegine, ilk savunma faktorlerini 6nleme giicline, ¢ogalma yeterliligine,
bulasma kapasitesine, konak hiicre icerisinde siirdiiriilebilir dayanikliligina baglidir.
Patojenlerin ne zaman, nasil, nerede dogal konaklar1 ile insan populasyonunu ayiran
siurt agtiklart epidemik infeksiyona yol agtiklari tam olarak bilinmemektedir. Diger
mikroorganizmalarda mevcut toksinler, fimbria, plazmid, kapsiil, antijenik
varyasyonlar, direngli formlar gibi viriilens faktorleri olmadigindan tiim Brusellalarda
viriilent faktorler i¢ ice gegmistir (Moreno ve ark., 2014).

Brusellalar konak immiin yanitindan gizlenmeyi saglayan ve kronik infeksiyon
olusumunu kolaylastiran olaganiistii stratejilere sahiptir. Konak hiicreler konak direnci
ve Brusella arasinda dengeyi saglar ve patojenleri agsmak ve savasmak ic¢in bir immiin
mekanizma gelistirir. Brusella, hiicre i¢i lireme esnasinda konagin dogal ve kazanilmis
Immun yanit mekanizmalarindan sakinmak igin lenforetikiiler ve reprodiiktif sistem
dokularina tropizm gosterir (Ahmed ve ark., 2016). B. abortus 'un en énemli giris yollari
burun ve agiz mukozasidir. Etken buradan lenf yumrusuna geger bu odaktan da
bakteriyemi olusturur ve etkenler graniilomatéz reaksiyonlarin olusacagi mezenterik,
dalak, iliak ve supramammar lenf nodiillerine yerlesirler. Ikinci bir bakteriyemi gebe

uterus, meme ve ilgili lenf yumrularinin dahil oldugu generalize infeksiyona neden olur.
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Uterus lezyonlar1 esas olarak plasentomlardadir. Gebeligin ilerleyen donemlerinde
konagin infeksiyona duyarli olmasinin sebebi kesin olarak bilinmemekle birlikte
plasental trofoblastlarin gebeligin orta ve ileri donemdeki duyarliligindan kaynaklandigi
goriisii 6n plandadir. Uterusa affinitede 6nemli faktorlerden biri de plasentanin eritritol
salgisidir. Brusellozisde abortun nedeni olarak plasentitis gosterilmekte ve buna bagl
olarak fotiis beslenememekte, fotal stres ve Oliim meydana gelmektedir. Plasentitise
bagl olarak progesterondan Ostrojene gegis prostaglandin (PGF2a) sekresyonunu
uyarmakta erken ve/veya normal dogumu baglatmaktadir (Poester ve ark., 2013).

Brusellanin hastalik olusturma yetenegi bircok faktore baghidir. Hastalik
etkenleri konak hiicre epitellerine yerleserek mukozal yolla infeksiyon olustururlar.
Barsakta M hiicreleri Brusella giris yeri olarak belirlenmistir. Sindirim veya solunum
yolu ile girdiginde fagositik ve fagositik olmayan hiicrelerde yasama yetenekleri vardir.
Hiicre i¢i trafikte Brusella, hiicre vakuolii (BCV)’niin lizozom ile birlesmesini onler ve
vakuoliin rough endoplazmik retikulum (RER)’a yonelimini saglar ve bdylece
brusellanin hiicre i¢i gogalmasi i¢in uygun ortam olusur.

[k savunma polimorf 18kositlerce olur, daha sonra olaya mononiikleer hiicreler
dahil olurlar. Brusellalar nétrofillerde myeloperoksidaz ve hidrojen peroksit sistemini
baskilayan adenin ve 5- guanosin monofosfat iiretirler. Makrofajlarda fagozom-lizozom
flizyonunu inhibe ederler. Siiperoksid dismutaz gibi oksidatif sistemi inhibe eden
enzimleri tretirler. Brusellanin hiicre i¢inde ¢ogalmasini saglayan ¢ok sayida viriilens
faktorii vardir. Bu faktorler, Brusellanin Toll IL-1 reseptor (TIR)’{iniin ve TLR2’nin
MyD88 ile ilskisini bloke etmekte ve dendritik hiicre (DC) maturasyonunu, sitokin
sekresyonunu ve antijen sunumunu engellemektedir. infeksiyonun erken déneminde B.
abortus trofoblast hiicrelerinin pro-inflamatuvar sitokin salinimi  dnlenmektedir.
Brusellanin patogenezinde onemli virulens faktorlerinden biri olan LPS, komplement
aracil1 bakteri yikimini dnler, defensin ve laktoferrin gibi antimikrobiyal peptidlere kars1
direng saglar. Brusellada diger bir viriilens mekanizmasi BvrR/BvrS adli iki
komponentli diizenleyici bir sistemdir. Bu sistem konak hiicre iskelet yapisinin
olusumundan ve dis membran ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumludur. Diger
bir virlilens faktorii dis membranin da bir parcasi olan siklik beta-1,2 glukanlar
Brusellanin hiicre i¢i yasami i¢in gereklidirler. Brusellalar in vivo hiicre i¢i yasam i¢in

gerekli olan virB operon tarafindan kodlanan tip 4SS eksprese ederler. T4SS’nin,
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farelerde hiicre i¢i yasam ve konak hiicrenin immiin sistem uyariminda, mikrograniillom
olusumu i¢in gerekli oldugu bildirilmektedir. T4SS’nin konak hiicrede replikasyon
bolgesine ulasim igin de gerekliligi bildirilmekte ve ekspresyonunun BvrR/BvrS sistemi
tarafindan saglandig1 belirtilmektedir. T4SS ile Brusella, effektdr proteinlerini konak
hiicre sitozoliine aktarmaktadir ve bu molekiillerin tanimlanmasi ve fonksiyonlar
tizerindeki ¢aligmalar bunlarin belirlenmesi ile aydinliga kavusturulacaktir (Ahmed ve
ark., 2016).

Sekil 5°te izah edildigi tizere brusellozisin patogenezi patojenin S veya R
karakterine gore degisiklik gostermektedir. R karakterindeki suglar (B. ovis ve B. canis)
omp’ler vasitasi ile endozom igerisine alinmakta ve miiteakiben lizozom ile birleserek
yikimlanmaktadir. Ancak S karakterindeki suslar erken ve ge¢ endozomlarda internalize
olarak lizozom ile birlesmeleri 6nlenmekte ve tip 4 sekresyon sistemine sokulmaktadir.
Bu sisteme giren bakteriler virB sekresyon sistemini kullanarak endoplazmik retikulum
ve miiteakiben golgi’de internalize olarak otofagozom igerisinde yasamini
stirdiirmektedir (Gomez ve ark., 2013).

Ayrica otofajik yolun degisimi, kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin
inhibisyonu, kiigiik kodlanmayan RNA’nin fagositozu onlemesi ve hiicre i¢i yasami
inhibe etmesi, nonspesifik ve spesifik mekanizmalarda inhibisyonlar Brusellanin hiicre

iginde yasamina yardimci olan diger faktorlerdir (Ahmed ve ark., 2016).
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Sekil 5. Brusella invazyonu ve konak memeli hiicresinde hiicreigi trafigi (Gomez ve ark., 2013)
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Smooth Brusella konak hiicre lipidleri, prion protein (PrPc) ve SR-A ile temasi takiben
vakuol igerisinde islenir. Brusella orijinli -1,2-glukanlar lipidden zengin vakuoler
yiizey yapiy1 yeniden sekillendirir. Sonra vakuol gegici olarak konak hiicre lizozomlari
ile birlesir. Bu iligki asit-bagimli genlerin aktivasyonunu saglar, tip 4 sekresyon
sistemini uyarir. Tip-4 SS’de rol oynayan substrat proteinler konak hiicrenin sitozoliine
aktarilir ve replikatif vakuole ulasmak i¢in burada trafigin diizenlenmesi ve
endoplazmik retikulum iligkilerinin diizenlenmesinde rol oynar. Buna karsin Brusella R
suslarinin internalizasyonu ve hiicre i¢i trafigi tam olarak tanimlanmamigtir ancak
Brusella Omp22 ve Omp25°in rolleri gdsterilmistir. Internalizasyon sonrasi olaylar agik

olmamakla birlikte nihayetinde lizozomal degredasyona ugramaktadir.
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Sekil 6. Brusellanin dogal ve kazanilmis immiin yanittan kag1s stratejileri ( Ahmed ve ark, 2016)

Burada, brusellanin makrofaj igerisinde CD4+ T hiicrelerine sunumunun 6nlenmesi ve
transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonu Sekil 6’da gosterilmektedir. Brusella
Btp1/TcpB proteini Brusellanin sitozolde TLR ile iliskisinde rol oynar, ubikinasyonu
kolaylastirir ve Mal’in degredasyonunu saglar. TLR2 ve TLR4 inhibisyonu meydana
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gelir. Sonugta NF-kB inhibisyonu ile lenfosit aktivasyonu 6nlenir. Diger taraftan antijen
yiiklii kompartman Br-LPS ve biiyiik doku uyusum kompleksi (MHC-1I) molekiilleri
fonksiyonel mikrodomain ile reaktif yeteneginde olan lenfosit aktivasyonunu saglar,
OVA’nin CD4+ T lenfositlere sunumunun dnlenmesi ile sonuglanir. Diiz ¢izgiler dogal

immiiniteyi, kesik ¢izgiler ise edinsel immiinite ile ilgili alanlar géstermektedir.
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Sekil 7. Brusellanin gizlenme stratejileri ( Ahmed ve ark, 2016)

Brusellanin genel savunma stratejileri Sekil 7’de 6zetlenmistir. Burada, TLR sinyal yolu
infeksiyonun baglangicinda Brusellanin taninmasinda rol oynar ve makrofaj ile
dendritik hiicre tarafindan TNFo ve IL-12 sekresyonuna aracilik eder ve hiicre igi
yasami ve ¢cogalmay1 saglar. Flagellin TLRS uyarimini, Btp1/TcpB proteini ise TLR2/4
fonksiyonunu inhibe eder. Brusella LPS O antijeni C3 ile baglanarak komplement
aktivasyonunu oOnler. Brusella NK aktivasyonunu inhibe eder ve nétrofil
degraniilasyonunu inhibe eder. Btpl/TcpB proteini dendritik hiicre maturasyonunu
Onler, LPS antijen sunumunu onler. Brusella lipoproteini direkt olarak T hiicre yanitini
inhibe eden TNFa sekresyonuna bagli apoptozisi uyarir. Bunlarin disinda nétrofil

degraniilasyonunu, otofagolizozomal flizyonu inhibe ederek patojenin gizlenme
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stratejileri arasinda yer alir. Sekilde ok isaretleri aktivasyonu, diiz c¢izgiler ise

baskilanmayi ifade etmektedir.

2.4.1. immunopatogenez

Brusellalar gerek non-spesifik gerekse spesifik immiin yanit basamaklarinda
farkli immiinolojik asamalar sergilerler.

Fakiiltatif intraseliiler Brusella etkenleri non-spesifik olarak notrofiller
tarafindan yikimlanmaya direng gosterirler, makrofaj ve non-profesyonel fagositlerde
¢ogalarak konak hiicreyle uzun siiren bir iliskiyi devam ettirirler. Bu nedenle
infeksiyonun kontroliinde Brusella’ya kars1 kompleks bir yanit uyaran ¢ok sayida hiicre
ve faktoriin etkisi vardir. B. abortus infeksiyonuna karsi korunmada cluster of
differentiation (CD8+) T hiicreleri dominant bir rol oynamaktadir. Bu korunma temel
olarak Brusella ile infekte makrofajlarin 6ldiiriilmesi ve baglica IFNy gibi tip 1 sitokin
ile saglanmaktadir. IFNy tarafindan aktive edilen makrofajlar anti Brusella
mekanizmasini gii¢lendirirler ve patojeni yikimlayarak yayilmasini engellerler. CD8+ T
hiicrelerinin salgiladigr tip-1 sitokinler T helper 2 (Th2) sitokinlerin ve interleukin (IL)-
10’un regiilasyonunu baskilarlar (Oliveria ve ark., 2010). Brusella etkenleri, makrofajlar
ve dentritik hiicreler gibi profesyonel fagositlerin fagolizozomal birlesmelerini
engelleyebilen, fagositlerin i¢inde yasamlarini siirdiirebilen, hiicre i¢i yasama adapte
olmus ve asidik ¢evreye uyum saglayabilen etkenlerdir. Bu nedenle, Mycobacterium
tuberculosis, Toxoplasma gondii, Leishmania major vb. hiicre i¢i bakterilerle
fonksiyonel olarak iligkilidirler. Bu organizmalar hiicre icinde cogalabildikleri igin
bunlara karsi gelisecek olan immun yanitin hiicresel olmasi gereklidir (Baldwin ve
Roop, 2002). Toll like reseptorlerden TLR2, TLR4 ve TLR9’un Brusella
infeksiyonunun immiinopatogenezinde 6nemli oldugu belirtilmektedir. Brusellaya ait
LPS, lipoproteinler (Ompl6, Ompl9) ve niikleik asit gibi Pathogen Associated
Membran Protein (PAMP)’ler ile transmembran reseptor olan Toll Like Reseptor (TLR)
uyarilarak Toll Interleukin-1 Reseptor (TIR) adaptorlerinin (Myeloid Differentiation
Primary Response Gene (MyD88), toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing
adaptor protein (TIRAP), TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-8 (TRIF),
TRIF related adaptér molecule (TRAM) aktivasyonu saglanir. Bu aktivasyon sonucu
cesitli transkripsiyon faktorleri (nuklear factor, NF«kB), interferon regulatory factor
(IRF-3,...) aktive olarak IL-12, tumor necrosis factor (TNF-a), tip-1 IFN (B), IFNy gibi
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hiicresel immiin yanit1 uyaran sitokinler salgilanir. Bu sitokinlerinlerin etkileri ile hiicre

icinde lokalize olan Brusellalar konak hiicre tarafindan korundugu i¢in uzun siire
yasamlarini stirdiiriirler (Oliveria ve ark., 2010).
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Sekil 8. B. abortus infeksiyonu siiresince dogal immiinite sinyalleri (Gomes ve ark., 2012).

B. abortus’a ait gesitli yapilar, patojeni taniyan reseptorler (pPRs) tarafindan taninir
Sekil 8’de TLR2 ve TLR4’in farkli reseptorlerce tanindigr goriilmektedir. TLR
aktivasyonu intraseliiler sinyal molekiilleri olan MyD88 ve interleukin-1 receptor

associated kinase (IRAK-4) aktivasyonuna neden olur. Bunlar da NF-Kb ve MAPKs’yi
uyararak yangi sitokinleri olusumunu baslatirlar.

Kesiksiz oklar Brusella infeksiyonunun kontrolii i¢in gerekli MyD88/IRAK-4
uyarimini saglayan TLR ve diger reseptorleri, kesikli oklar TLR, nucleotide binding
oligomerization domain-like receptors (NOD);, NOD; ve tip 1 IFN reseptor sinyallerini

gostermektedir.
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Brucella melitensis, B. suis ve B. abortus gibi Brusella tiirleri makrofaj
icerisinde ¢ogalmakta ve kronik infeksiyona neden olmaktadirlar (Bessoles ve ark.,
2011).

Brusellalarin makrofaj igerisinde c¢ogalmasinin CD4+ ve iNKT hiicreleri
tarafindan engellendigi belirtilmistir. Bu 6nlenim mekanizmasi bu hiicrelerin makrofaj
yiizeyinde CD1d reseptorii ile iliskisine dayandirilmistir. Yazarlar bu hiicrelerin konak
hiicre kontroliinii indirekt olarak sitokin salinimina bagli olarak kazanilmis immiin yanit
uyarisina, direkt olarak ise ya infekte hiicrelerin eliminasyonu ile ya da bakterilerin
Oldiiriilmesiyle saglanacagini belirtmislerdir. Brusellanin iiremesini engelleyen diger bir
hiicre grubu ise yo T hiicreleridir. Bu hiicreler Brusella inhibisyonunu sitokin ve
kemokin sekresyonunu saglayarak, sitotoksisite ve antibakteriyel etkileri ile meydana
getirirler. Bununla birlikte makrofaj 6liimiinii uyarirlar ve Fas-FasL iliskisi ile hiicre i¢i
bakteri sayisin1 azaltirlar ve ayrica yd T hiicre alt tipi olan Vy9V62 T hiicreleri ile
bakterisidal aktiviteli molekiiller salgilayarak Brusellanin hiicre i¢i invazyonunu
smirlandirirlar (Dudal ve ark., 2006).

Genel olarak antijen sunumu Sekil 9°da gosterilmistir. Burada, hiicre aracili
immun yaniti, Sitotoksik T cell receptor (TCR) o CD8+ T hiicreleri, B hiicreleri
tarafindan olusturulan IgG2 antikorlari, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini iceren T hiicre
reseptorlerinin olusturdugu IFNg’y1 uyaran Tip 1 veya Thl sitokinleri olusturmaktadir.
Etkili bir sitokin olan IFNg immun sistem hiicrelerinin aktivasyonu sonucu
gerceklesmektedir. Ornegin makrofajlar gibi profesyonel fagositler, hiicre igi
mikrobiyal patojenlerin {iremesini inhibe etme ve Oldiirme konusunda oldukga
etkilidirler. IgG2 antikorlari, baglanma bdlgesiyle (fragment crystallizable, Fc)
fagositin Fc reseptoriine baglanarak mikrobiyal fagositozu artirirlar. Sitotoksik T
hiicreleri ise infekte hiicreleri ya perforin aracili sitotoksik aktiviteyle veya Fas-Fas
ligand etkilesimi ile oldiiriirler. Geleneksel olarak bu yanitlar, hiicre aracili veya
hiicresel immun yanit seklinde adlandirilsa da, [FNg iireten Th1 CD4+ T hiicrelerinden
orjin alan Tip 1 immunite olarak da isimlendirilebilmektedir (Baldwin ve Roop, 2002).
IL-12 Th1 tip, IL-4 ise Th2 tip hiicre gelisimine neden olur. Sonug olarak 1s1 ile inaktive
edilen B. abortus, CD4+ T hiicrelerini indiikleyerek IFNg salgilatir ve Thl hiicrelerini

hafiza hiicrelerine doniistiiriir. CD8+ Tc hiicreler ise IFNg salgilatarak Tcl hafiza
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hiicrelerine doniisir ve MHC-peptid baglantisint olusturarak hedef hiicreyi oldiiriir
(Golding ve ark., 2001).

B lenfositler, antijene spesifik antikorlar iireterek, spesifik immun yanitin
humoral kolunu olustururlar. B lenfositler nétralizasyon etkisini, antijen sunan hiicreler
tarafindan bakterilerin fagositozunu hizlandirarak, makrofajlar, nétrofiller ve NK
hiicreleri tarafindan antikora bagimli hiicresel sitotoksisiteyi (ADCC) ve komplementi
aktive ederek gosterirler. B lenfositler ayrica hiicresel immiiniteyi aktive eden antijen
sunumunu da gergeklestirir. Hiicre i¢i bakterilere karsi humoral immun yanitin etkisi
siirlidir ve koruyucu degildir. IgM, 1gG1, IgG2a ve IgG3 tarafindan meydana getirilen
antikor aracili opsonizasyon, bakterilerin fagositik alimini artirarak brusellozis ile
infeksiyonun baslangi¢ dénemini simirlar. infeksiyonun erken doneminde B lenfositler
IL-10 ve transforming growth faktor (TGF)p iretir ve bu sitokinler IFNg aracili Thl
immun yanitin1 zayiflatir ve persiste infeksiyon gelisimine neden olur. B lenfositlerin
yoklugu brusellaya karsi antikor bagimsiz direng olusturur (Skendros ve Boura, 2013 ).
Yeni dogan farelere yapilan pasif serum transfer ¢alismalarinin brusellozisise karsi
korunmada olduk¢a &nemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. Ornegin, anti LPS
antikorlar1 igeren serumla, farelere yapilan pasif transfer sonucunda, virulent Brusella
infeksiyonuna kars1 koruma saglandigi gosterilmistir. Hatta, B. abortus O polisakkarit-
spesifik monoklonal antikor (IgG2a) ile yapilan pasif transferin infeksiyonu azalttig1 ve
fareleri infeksiyona karsi korudugu tespit edilmistir. Infekte farelerden elde edilen,
IgG2a ve IgG3 antikor izotiplerinin belirlenmesi brusella infeksiyonlarinda Th1 immun
yanitin  roliinii ortaya koymustur. Infeksiyon sirasinda meydana gelen yiiksek
konsantrasyonlardaki IgG’ler, komplement ve fagositozla iliskili olarak ekstraselliiler
bakteri lizisini artirmakta, bakterinin intraseliiler lokasyonunu saglayarak infeksiyonun

kalic1 olmasina neden olmaktadir ( Ko ve Splitter, 2003 ).
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Sekil 9. Brusella infeksiyonu siiresince antijen sunum modeli (Gomez ve ark., 2013)

2.5. Seroloji

Hayvan populasyonunda brusellozisin takibi ve eradikasyonu ig¢in temel
yontem serolojidir. Hayvanlarda brusellozisin serodiyagnozu igin gecerli klasik ve
giincel metodlar OIE (2009); Nielsen ve Yu (2010); Geresu ve Kassa (2016) tarafindan
tanimlanmus, farkliliklara ragmen tiim testler OPS’den zengin antijenlerin kullanimi ile
yaptlmistir. Brusella OPS yapisindaki temel element 4,6-dideoksi-4 formamido-D-
mannozopyranozil (D-Rha4NFo) olup bu molekiiliin o (1—-2) ve a (1—3) ile degisik
sekillerde baglanmasindan olusmustur (Perry ve Bundle, 1990). Her bir baglantinin
farkli Brusella suslarinda oran1 o (1—3) i¢in %0-20 oraninda, geri kalan ise o (1—>2)
tiptir. Sadece B. suis biovar 2 tip susunun o (1—3) baglantisindan yoksun oldugu
belirlenmistir (Zaccheus ve ark., 2013). Tiim epidemiyolojik durumlar i¢in tek bir
serolojik test mevcut degildir, tek tek hayvanlarin izlenmesi durumunda siirlandirmalar
mevcuttur. Test metodunun uygunlugu ve test sonuglarimin yorumlanabilirligi ve
uygulanabilirligi olduk¢a O6nemlidir. S karakterli suglarla asilama yapilan alanlardaki
yanlis pozitif reaksiyonlar, yabani suslardan ve kros-reaktif ajanlardan ileri gelmektedir.
Bu nedenle performans 6zellikleri standardize ve valide metodlarla belirlenmis 6nerilen

ve alternatif testlere ihtiya¢ vardir. Bu amacla sensitivitesi ve spesifitesi degisken ¢ok
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sayida serolojik test mevcuttur. Bu testlerin sensitivite ve spesifitesinin toplami
performans indeks olarak ifade edilmektedir. Sigirlarda performans indeksi en yiiksek
testler olarak FPA, ELISA, Buffered Pleyt Agliitinasyon Test 6n sirada yer almaktadir
(Gall ve Nielsen, 2004). Eradikasyon programlarina gore degismekle birlikte bu
testlerden MRT, ELISA ve RBT tarama testi; CFT, ELISA, CELISA ve SAT
dogrulama amaglh olarak tercih edilen testler arasindadir (Berchovich, 2000; Munoz ve
ark., 2005; Nielsen ve ark., 2006).

Tanmi antijeni olarak S karakterli bakteriyel antijen kullanildiginda S-LPS’in
topolojik diizenlemesi OPS epitoplarin antikor ile temasini saglamaktadir. Bu nedenle S
Brusella antijenleri anti-OPS antikorlarini belirler. S Brusella yiizeyi herhangi bir
elektriksel yiik tasimadigi icin agliitinasyon test i¢in uygun bir siispansiyon olusturur
(Gonzalez ve ark., 2008). Gram negatif bakterilerin ¢ogunlugu antikor bagimsiz olarak
komplementi aktive ederken S Brusellalar 6nemli oranda aktive etmezler ve bu 6zelligi
nedeni ile de CFT’de antijen olarak kullanilirlar (Barquero ve ark., 2007). Ancak R
suslarinda OPS olmamasi ve yiizey yapisinda yiiklii ve hidrofobik bdlgelerin yer almasi
bu suslar1 otoagliitinasyona egilimli kilar ve komplementi lektin yolu ile aktive ederler.
Bu durum R Brusella antijenlerinin CFT’de test antijeni olarak kullanilmasi sakincasini
ortaya c¢ikarir (Fernandez-Prada ve ark., 2001). S-LPS molekiilii amfipatik yapisi
nedeniyle s1vi ortamlarda agrege olan miselyal yapilar olusturmaktadir. Bu sayede OPS
ile temas gergeklesirken kor oligosakkarid ve lipid A epitoplar1 ile temas
gerceklesmemektedir (Philips ve ark., 1989). Ancak bunu 6nlemek amaciyla kor-lipid A
baglantisint hidroliz eden asit uygulamalari, hidrofobik ylizeylere adsorpsiyon
uygulamalar: lipid A ve kor polisakkaridlerin taninir olmasii saglamistir (Philips ve
ark., 1989; Ducrotoy ve ark., 2016). Kor-OPS molekiilleri bazen O polisakkaridler
olarak adlandirilmakta ve bu antijenler FPA, immiinopresipitasyon test, iELISA ve
CELISA gibi testlerde kullanilmaktadir (Ducrotoy ve ark., 2016).

R suslarinin  Brusella siispansiyonu stabil olmadigindan ve RLPS
coziilmediginden dolayi, kor ve lipid A epitoplarina yonelik antikorlar
belirlenememektedir. RLPS ekstraktlarinda omp’ler bulundugundan bu proteinler kor-
lipid A taninmasin1 6nlemektedir. Ancak saflastirilmis R-LPS ile yapilan uygulamalarda
bu miimkiindiir (Moreno ve ark., 1984). Sigirlarda brusellozisin teshisi amaciyla

kullanilan testlerin karsilastirmasi Tablo 3’te goriilmektedir.
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Tablo 3. Sigirlarda brusellozis teshisi amaciyla kullamilan serolojik testlere ait ortalama performans
indeks (PI), standart sapma (SD) ve degisim katsayilar1 (%CV) (Gall ve Nielsen, 2004)
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1385 | 216 15.6

floresan test(n = 6)

Kiltir (n=1) 102 46.1 100.0 146.1 MD MD
Card (n=11) 6,434 91.0 55.2 146.2 | 31.3 21.4
Rivanol test (RIV) (n = 12) 4,845 89.6 63.1 152.7 | 25.3 16.6
Milk ring test (n = 6) 7,328 89.5 74.5 164.0 | 222 13.6
Rose Bengal test (n = 11) 12,146 81.2 86.3 167.6 | 24.8 14.8
Tiip agliitinasyon test (n = 14) 9,534 75.9 95.7 1716 | 20.1 11.7
Komplement fikzasyon (n = 38) test 28,537 89.0 83.5 1725 | 24.3 14.1
Pleyt agliitinasyon test (n = 4) 2,754 77.1 96.0 173.1 8.5 4.9
Siit komplement fikzasyon test (n = 1) 2,147 89.0 86.0 175.0 MD MD
Allerjik deri testi (n = 3) 3,811 78.3 99.7 178.0 | 148 8.3
2-merkaptoethanol test (n = 4) 7,693 88.4 91.5 179.9 | 21.3 11.8
Polireaz zincir reaksiyonu (n = 5) 539 82.0 98.6 180.6 | 21.4 11.9
Radial immunodifiizyon (RID) (n=2) 1,525 90.6 90.0 180.6 | 18.2 10.1
Floresan test (n = 3) 690 88.1 94.6 182.7 | 16.9 9.3
Agar jel immunodifuzyon test (n = 1) 156 87.5 100.0 | 1875 | N/A MD
Siit fluoresan polarizasyon test (n = 3) 5,580 88.8 99.2 188.0 | 11.2 6.0
Kompetitiv ELISA (n = 14) 15,865 97.7 90.5 188.2 | 16.6 8.8
Indirekt ELISA (n = 37) 60,985 96.0 93.8 189.8 | 18.1 9.5
I?:Sftf:ej TSI;U en pleyt agliinasyon 60,634 954 97.7 193.1 6.3 33
Siit indirekt ELISA (n=7) 16,921 97.9 96.1 194.0 5.6 2.9
Kan floresan polarizasyon test (n = 2) 1,385 97.2 98.4 195.6 4.3 2.2
Bulk milk tank floresan

polarizasyon test (n = 1) 258 100.0 | 95.9 195.9 | MD MD
Floresan polarizasyon test (n = 7) 39,934 97.5 98.9 196.4 4.4 2.2

MD: mevcut degil, n: verilerin alindig1 kaynak sayis1
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Brucella S19 ve B. melitensis Revl asili hayvanlarda LPS’e karst T bagimli yanit
sonucu IgM, IgG1, IgG2 ve diisiik miktarlarda IgA yanitinin belirlendigi ve 4-7 giin gibi
cok kisa stirede IgM/IgG doniisiimiiniin olustugu bildirilmistir. Derialt1 asiya gore goz
i¢i yapilan asilama sonrasi antikor seviyesinin 2-3 ay sonrasinda azaldigi belirlenmistir
(Nicoletti, 1977). Immun yanit1 etkileyen diger faktdrler antijenik uyarmin devamliligi
ve siddetine bagli olarak antikor titresi ve siiresi lizerinde etkilidirler. S19 asili sigirlarda
anti S-LPS antikorlarin affinitesi infekte hayvanlardan daha diisiik bulunmustur.
Monoklonal antikorlar ile yapilan c¢alismalar IgG’nin  esik  degerinin
immunopresipitasyon>agliitinasyon>ELISA siralamasi seklinde oldugudur. Immun
yanit siliresince titre ve aviditedeki degisiklikler konjuktival asida neden antikor
yanitinin diistiigiiniin gostergesidir (Blasco, 1997; Plommet ve Fensterbank, 1984).
Konjuktival as1 ile asinin lenfatik sistem ile dagilimi azalir. immiin sistem uyarim siiresi
ve siddeti olusan antikor yanitini belirlediginden infekte hayvanlarda protein antijenlere
kars1 olusan immun yanit daha gili¢liidiir.

RB51agist yapilan hayvanlarda O antijenine karst immun yanitin 19G3 ve
IgG2a izotipde oldugu belirlenmistir. Yiiksek IgG2a ile diisik IgGl veya IgGl
olmamasi immun yanitin bazi donemlerde Th1 tipte olacagini gostermistir. B. abortus
infeksiyonu sigirlarin serum ve siitlerinde IgM, IgG1, IgG2a ve IgA izotipte antikorlarin
iiretilmesini saglamaktadir. IgM kisa siirede iiretilmekte ancak IgG olusumundan kisa
stire sonra azalmaktadir. IgM bir¢ok serolojik testte belirlenmekte ve yanlis
pozitifliklere neden olmaktadir. IgG1 ise Brusella’ya maruz kalan sigirlarda devamh
yiiksek oranda iiretilmektedir. RB51 as1 susu O antijenine kars1 daha ¢ok IgG2a ve IgG3
izotipte antikor olusturmakta, IgG1 izotipde antikor olusturamamaktadir (Nielsen ve
Yu, 2010; Jenner ve ark., 2011).

2.5.1. Antijenik yap1

Gram negatif hiicre duvarina sahip Brusella tiirlerinin hiicre duvarmin dis
kisminda LPS bulunur (Sekil 11). LPS yapida koloni seklini belirleyen OPS, suslarin
smooth veya S suslar1 olarak tanimlanmasini saglar (McGiven ve ark, 2015). Brusella
dis membranindaki LPS’in yapisi R ve S morfolojisi seklinde farklilik arz etmektedir. S
yapidaki LPS molekiiliiniin O zinciri N formyl perozamin (N-formyl-4-amino-4,6-
dideoxy mannose) homopolimerinden ibaret iken, R karakterindeki koloniler O zincir

icermeyen LPS molekiiliine sahiptir. Brusellozisin serolojik teshisinde O-zinciri, S
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Brusella suslarina maruz kalan hayvanlarda immunodominant antijen olarak merkezi bir
rol oynar. Yaygin olarak kullanilan tiim serolojik testler O-zincirine spesifik antikorlar1
tespit edebilmektedir (Moriyon ve Lopez-Goni, 1998; Cardoso ve ark., 2006; Moreno,
2014).
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Sekil 10. S-LPS, kor- OPS ve natif hapten yapilar1 ( Ducrotoy ve ark., 2016)

Nativ hapten veya polisakkarid B olarak adlandirilan OPS Sekil 10’da goriildigii tizere
serbest polisakkaridler olup merkez polisakkarid’e ait yapilar1 bulundurmazlar. Bu
yapilar hiicre duvari olusumunda rol oynayan O polisakkarid prekiirzorlerini ve hidrojen
baglar1 ile iligkili S-LPS molekiilleri arasinda dis membranda bulunan bagimsiz
komponentleri igerir (Gonzalez ve ark., 2008). Polisakkarid B, B. melitensis 115 R
mutant susundan elde edilmis (Lord ve ark., 1989), Brusella’nin immunojenik olmayan
periplazmik B-glukanlar1 olarak, jel immunofiltrasyonda total olarak taninan Bundle ve
ark. (1988), B. melitensis 115’in O polisakkaridinin ABC transporter (wzm) gen
mutasyonu ile olusan hiicre i¢i membraninda prekiirzor olarak 6neme sahip bir molekiil
olarak belirtmektedirler (Cloeckaert, 1992; Adone ve ark., 2011). Immunopresipitasyon
test icin uygun olan NH’ler sicak-su ekstraktlarindan kolaylikla elde
edilebilmektedir(Ducrotoy ve ark., 2016).

Ruminant brusellozisi i¢in en uygun antijenler S-LPS, haptenik polisakkaridler
(OPS, kor polisakkaridi, natif hapten ve polisakkarid B) ve protein antijenlerdir ( Sekil
10). LPS’in OPS’sine karsi immunoglobulin M (IgM) ve IgG yapida antikorlar
olusurken, haptenik polisakkarid ve proteinlere karsi hem hiicresel immiinite hem de

humoral immunite gelismektedir (Ducrotoy ve ark., 2016). Monoklonal antikor
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caligmalar1 OPS’ye kars1 A, M ve C olarak adlandirilan 3 reaktif yapinin belirlendigini
orta koymus Douglas ve Palmer (1988), A yapinin 5 ya da daha ¢ok devamli seker
tinitesi igeren alfa (o)) (1—2) yapida oldugu ve bu yapinin da B. abortus biovar 1,2,3 ve
6 ile B. suis 1,2 ve 3’de bulundugu; M yapinin hem o (1—2) hem de o (1—3) varhigi ile
ilskili olup B. melitensis biovar 1 igin spesifik oldugu belirlenmistir. C olarak ifade
edilen yap1 Brucella-Yersinia enterocolitica O:9’da ortak olarak yer alan ve common
(vaygin) ifadesindeki C’yi ifade eden bir sembol olarak belirtilmis ve Yersinia ile
benzerligi sebebiyle C/Y olarak ifade edilmistir. Burada 4 veya daha fazla o (1—2)
bagli seker tinitesi bulunmaktadir. Birgok farkli 6zellikte overlapping epitoplarin (A>M,
A=M veya A<M) mevcudiyeti nedeniyle infekte hayvan serumlarinda farkli spesifitede
antikorlar mevcuttur(Weynants ve ark., 1997). Bu o6zelliklere gore S Brusella tiir ve
biyovarlarinin A, M spesifik anti-serumlarla tanimlamalar1 yapilmakta ancak serolojik
teshis amaciyla yararlanilmamaktadir. S Brusella infeksiyonunda antikorlarin biiyiik bir
cogunlugu OPS’ye karsi olup, bu antikorlar ayrica C epitopuna kars1 da reaktiftir. Bu
durum A ve M biovarlar1 tarafindan olusturulan infeksiyonlarin ayirimini
engellemektedir (Alonso-Urmeneta ve ark., 1998; Tittarelli ve ark., 2005). Kros
reaksiyonlarm o (1—2) yapidaki iinite sayilarindaki azalmaya bagli olarak azaldigi
artisa  bagli olarak ise arttigi krosreaktif sigir serumlar1 ile yapilan iELISA
caligmalarinda gosterilmistir. Yersinia enterocolitica O:9’un O polisakkaridinde o
(1>3) bagl uniteler bulunmamaktadir (McGiven ve ark., 2015). Kros reaksiyonlar ya
NH antijen kullanimina bagh testlerle veya yarigmali testler olan kompetitif ELISA ile
ya da in vivo deri test uygulamalar1 ile belirlenebilmektedir. Bu testler gercek
negatiflikleri tespit ettiginden spesifik testler olarak da bilinirler (Munoz ve ark., 2005;
Nielsen ve ark., 2006). Kor ve lipid A epitoplari ile iliskili olarak Brusella R-LPS’i ile
Ochrobactrum spp. gibi bazi diger a-2 proteobakteriler arasinda da kros-reaksiyon
gozlenebilmektedir (Velasco ve ark., 1997). Dis membran proteinleri 1980’lerin
baslarinda ekstrakte edilerek molekiiler agirliklarina gére gruplara ayrilmistir. Grup-1
(88-94kDa), grup-2 (36-38kDa) ve grup-3 (25-27kDa, 31-34kDa) outer membran
protein (Omp)’ler olarak klasifiye edilmistir (Cloeckaert ve ark., 2002; Vizcaino ve
Cloeckaert, 2012). Daha sonra bu proteinler monoklonal antikor ile tanimlanmis ve
rekombinant olarak bazilari liretilmistir. Bunlardan bazilart Omp2a, Omp2b, Omp25 ve

Omp31 ile kiiciik molekiil agirlikli ve lipoprotein olarak da Omp10, Omp16 ve Omp19
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proteinleri olarak tanimlanmistir (Tibor ve ark., 1999). Brusella tiirleri arasinda Omp
proteinleri yoniinden Omp21 ve Omp31°de smirli bir varyasyon mevcuttur. Bu
varyasyon B. abortus’da omp31 geninin olmamasi, digerleri ise kiigiik epitopik
farkliliklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Vizcaino ve Cloeckaert, 2012). Simdiye kadar
S Brusella tiirlerinde protein antijenlerinde belirgin farkliliklarin olmamas: total protein
ekstraktlarin tani-teshis amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir (Ducrotoy ve ark.,
2016). Bu proteinler dogal konaklarinda zayif immunojen olmakla birlikte farelerde
daha immunojendir ve bazilar1 hiicresel immun yamitta rol oynamaktadir. Ozellikle
Cu/Zn, siiperoksit dizmutaz (SOD), brusella hiicre yilizey proteini (BCSP31) ve BP26
periplazmik proteinlerinin oldukga iyi immunojen oldugu belirtilmektedir (Vizcaino ve
ark., 1996; Ko ve Splitter, 2003). ilave olarak ribozomal L7/L12 proteininin de antijenik
oldugu hatta gecikmis tip asir1 duyarlhilik reaksiyonuna neden oldugu belirlenmistir
(Oliveira ve ark., 1994). GroS ve GroL stres proteinlerinin de immunojenik oldugu
belirlenmis ancak koruyucu olup olmadigi konusunda netlik saglanamamistir.
Stoplazmik proteinlerden SsB, UvrA, bakterioferritin, pl15, pl7, p39 stoplazmik
proteinlerinin immunolojik rolleri tam olarak belirlenememistir (Vizcaino ve
Cloeckaert, 2012; Gomez ve ark., 2013). Cesitli ekstraksiyon yontemleri denenerek
elde edilen antijenlerle yapilan western blot ¢alismalar1 sonucunda ayirim 6zelligi olan
3 protein invazyon protein B (InvB), DNA starvation-faz koruyucu protein ve Cu/Zn
siiperoksit dismutaz belirlenmistir. Tan1 c¢aligmalar1 i¢in Cu/Zn siiperoksit dismutaz
izerine yogunlasilmis ancak diyagnostik agidan yeterli olmayan degisken sonuglar elde

edilmistir (Ducrotoy ve ark., 2016).
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Sekil 11. Brusella LPS yapisi(Haag ve ark, 2010)

2.6. Molekiiler ozellikler

Brusella genomu 2 kromozoma sahip olup, genetik bilginin bir bélgeden bagka
bir gen bolgesine taginmasinda sorumlu olan insersiyon sekans (IS) elementleri tagir. IS
elementleri Brusellanin her iki kromozomunda bulunur. Tiim Brusella tiirleri pozisyonu
ve sayist 8-35 arasinda tiirlere gore degisen ve IS711 (IS6511) olarak adlandirilan
genetik elementi tagirlar. Ornegin B. abortus RB51°de wboA geni IS711 ile
boliinmiistiir ve bu gendeki dizilime bakilarak ayirim yapilmaktadir. Gen farkliliklari
baz alinarak ¢ok sayida PZR ile Brusella ayirimlari yapilmistir. Gen bankasinda gesitli
fonksiyonlar1 bilinen 50 den fazla gen mevcuttur. Bunlarin bazilar1 groES, groEL, dnaK
gibi saperonlar, 16SRNA, 23SRNA deoksiriboniikleik asit (DNA) sekanslaridir (He Y,
2000). Brusellanin molekiiler 6zellikleri, daha iyi tanimlanmalari, viriilens 6zelliklerin
belirlenmesi, tiir ve biyovar farkliliklarinin ortaya konulmasi, as1 ve infeksiyon sus
aymrimi gibi amaglarla yapilmaktadir. Bu amagla en yaygin uygulamalar AMOS PCR,
Bruce-ladder PCR, BaSS PCR, as1 suslar1 B. abortus S19, B. melitensis Rev-1 ve RB51
aymrimint yapan multipleks PCR ile ¢esitli viriilens ve 1S711 elementlerini belirleyen
PZR islemleridir (Bricker ve ark., 2003; Gupta ve ark., 2014). Brusellalar tiir ve biyotip

aymmlarina ragmen klasik yontemler ile suslar diizeyinde izlenememektedir.
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Brusellanin tiir ve biyovar diizeyinde tanimlanmasi fenotipik ozelliklerine gore
yapilabilmekte ancak tiplendirme amaciyla kullanilan reaktiflerin standardizasyonunun
olmayisi nedeniyle sonuglarin degerlendirilmesinde giigliiklerle karsilasilmaktadir.
Biyotiplendirme sonuglarinin orta diizeyde olmasi ve canli etkene ihtiya¢ duyulmasi
sebebiyle molekiiler yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.

Brusellanin  molekiiler tiplendirilmesi amaciyla ¢ok sayida yontem
kullanilmaktadir. Az sayida polimorfizm nedeniyle ¢ogu genetik teknikler ile tiirler
igerisindeki suslarin ayirimi oldukga giigtiir. Bu alanda en iyi yaklasimlardan biri multi
lokus variable number tandem repeat analysis (MLVA)’dir (Whatmore, 2009). MLVA,
lokal epidemiyolojilerin ve infeksiyon ¢iktiginda retrospektif olarak sonuglarin
degerlendirilmesinde hala ilk tercih olarak 6nem tagimaktadir. MLVA harici diger
molekiiler yontemler alttiir diizeyinde sinirli bilgi vermesi itibar1 ile tercih
edilmemektedir. Brusella tiir ve biyovarlart giiniimiizde MLVA tiplendirme yontemi ile
16 genetik bolge temel alinarak detayli olarak tiplendirilmektedir. Onlarca MLVA
Brusellada bildirilmekte ise de pratik, ekonomik ve kullanim kolaylig1 agisindan MLVA
lokus sayis1t minimumda tutularak degerlendirme yapilmalidir. Su ana kadar 8, 10, 11,
15, 16 ve son olarak da 21 lokus arastirmalarda kullanilmistir. MLVA sayilar
icerisinde, 16 degisken tandem tekrar bolgelerinin belirlenmesi ile Brusella izolatlarinin
izlenmesinin miimkiin oldugu belirtilmektedir (Bricker ve ark., 2003; Le Fleche ve ark.,
2006). Brusella MLVA veritaban1 2006 yilinda Fransa’nin Orsay sehrinde Paris Sud
Universitesinde gelistirilmistir. O zamandan beri diizenli olarak literatiir verileri
eklenmektedir (Scholz ve Vergnaud, 2013). Bakterilerde sirali olarak (tandemly) tekrar
sekanslart minisatellit (9 bp ve lizeri) ve mikrosatellit (8 bp’e kadar tekrar {nitesi)
bulunmaktadir (Vergnaud ve Pourcel, 2006). Mini ve mikrosatellit tekrarlarin
kombinasyonlar1 Brusella gibi monomorfik bakteri tiirlerinin alttiplendirilmesi
acisindan oldukga ayiricidir (Bricker ve ark., 2003; Whatmore ve ark., 2006; Le Fleche
ve ark., 2006). MLVA-160ysay olarak adlandirilan bu MLV A genotiplendirme sistemi, 8
adet minisatellit ve 8 adet de mikrosatellit marker igermektedir. Minisatellit
markerlardan tiirlerin belirlenmesi, mikrosatellitlerden ise alttiirlerin ayirimi amaciyla
yararlanilmaktadir. Satellitleri olusturan DNA dizileri 2 panele ayrilarak lokus
numarasina gore adlandirilmaktadir. Panel-1’1 olusturan minisatellit markerlar Bruce06,

Bruce08, Brucell, Brucel2, Bruce42, Bruce43, Bruce45 ve Bruce55 iken, Panel 2’yi
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olusturan mikrosatellitler 2A (Brucel8, Brucel9 ve Bruce2l) ve 2B (Bruce04, Bruce07,
Bruce09, Brucel6 ve Bruce30) olarak iki grupta degerlendirilmistir. Diinyada insan ve
hayvan orijinli Brusella izolatlarinin bulundugu ve karsilastirmalarin yapilabildigi bir

web sitesi mevcuttur (http://mlva.u-psud.fr). MLVA16 panelleri ile 4000’tin tizerinde

Brusella izolat1 ile ilgili bilgilere internet veri tabanindan ulasmak miimkiindiir

(Garofolo ve ark., 2013; Scholz ve Vergnaud, 2013).

2.7. Klinik

Sigirlarda B. abortus gebeligin 2°nci déneminde abortlara, erken doguma,
plasentanin igeride kalmasina, steriliteye, lenfoplazmositik mastitis ve lenfograniilloma
olusumuna neden olur. Brusellozis de patognomonik bir belirti yoktur. Brusella
infeksiyonu klinik acidan 3 basamakta degerlendirilir. Ilki patojenin konak hiicreye
girisinden 2 giine kadar siireyi iceren isgal donemidir. Bu donemi, patojenin
retikiiloendoteliyal ve iireme sisteminde ¢ogaldig1 2 giinden 3 haftaya kadar siiren akut
faz izler. Kronik faz olarak adlandirilan son dénemde patojen ¢esitli dokularda 6 aya
kadar hatta 1 yil ve lizeri siirelerde farkli patolojik degisiklikler meydana getirir (Grillo
ve ark, 2012). Kronik dénemde bakteri sayis1 7-12 hafta i¢inde maksimum seviyesine
ulasir. Sonra bakteri sayis1 azalir ve Brusella elimine edilir (Martirosyan ve Gorvel,

2013).

2.8. Teshis ve tedavi

Brusellozisin kesin ve giivenilir teshisi i¢in hem direkt hem de indirekt
metodlarin  kullanimi1 gereklidir (Wankee, 2004). Direkt yontemler olarak etkenin
kiiltirli, dokulardan histokimyasal veya immunohistokimyasal ve molekiiler yontemler
ile tespiti yapilmaktadir. Bu yontemlerden kiiltiiriin sensitivitesi diisitk olmakla birlikte
gold standart olarak kabul edilmektedir. Molekiiler yontemler olarak cins spesifik, tiir
spesifik basit veya multipleks 6zellikli ¢ok sayida PZR metodlari, hibridizasyon,
mikroarray, biosensér ve loop mediated isothermal amplification (LAMP) testleri
gelistirilmistir (Gupta ve ark., 2014; Geresu ve Kassa, 2016). Indirekt serolojik testler
olarak konvansiyonal ve primer baglanma testleri gelistirilmistir. Konvansiyonel testler,
cesitli modifikasyonlar1t mevcut olan ¢abuk ve yavas agliitinasyon testleri, presipitasyon
ve komplement fikzasyon testleridir. Sensitivitesi daha yiiksek olan primer baglanma

testleri ise enzim, floresan ve radyoaktif isaretli test yontemleri olup enzimatik olanlarin
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ELISA modifikasyonlar1 giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Nielsen ve Yu,
2010). O’Grady ve ark (2014), %16.5 oraninda kiiltiir pozitif olgular1 S-LPS antijenine
dayali serum aglutinasyon test (SAT), komplement fiksasyon test (CFT), IELISA,
CELISA ve flouresan polarizasyon testleri (FPA) ile negatif bulduklarini bildirmislerdir.
Arastiricilar bu durumun latent tasiyicit hayvanlardan kaynaklandigini belirtmislerdir.
Bu nedenle duyarliligi artirmak amaciyla her iki yontemin birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Brusella ¢ogu antibiyotige duyarli olmasina ragmen tedavinin pratik
olmamas1 ve pahali olmasi sebepleri ile sigirlarda tercih edilmemektedir. Bu nedenle
asilama ve kontrol onlemleri koruma amaciyla birlikte degerlendirilmektedir (He Y,
2000).

2.9. Korunma

Brusella etkenlerinin ve bulasma sekillerinin belirlenmesinden dolayi,
brusellozisin kontrol ve eradikasyonu icin primer onlemler alinmistir. Bunlardan ilki
siitiin pastdrizasyonu ile bulagmalarm dnlenmesidir. Ikincisi infekte hayvanlari tespit
edebilen tani tekniklerinin belirlenmesidir (Alton ve ark., 1988). Ugiinciisii sigir, koyun
ve kecileri koruyan asilarin gelistirilmesidir. Bunlarin disinda bakteri yogunlugunu
azaltma amaciyla hayvanlarin kesimi ve imha edilmesi en uygun yol olmakla birlikte
prevalansin yliksek oldugu alanlarda pahalidir ve pratik degildir (OIE, 2009).
Brusellozisin kontrol edildigi iilkelerde asagida belirtilen islemler uygulanmustir.

1. Canli agilar (B. abortus S19, B. melitensis Rev 1) ile yeterli immiinizasyonlar

(tek doz ve azaltilmis doz ile asilamalar)
Yaygin korunma oraninin olusturulmasi
Uygun tani testlerinin kullanimi

Infekte hayvanlarin uzaklastirilmasi

o M D

Infekte siiriilerden saglikli siiriilere nakillerin kontrolii (Moreno ve Moriyon,
2006; Ebel ve ark., 2008).
Bu olgiitlere uyarak viriilent Brusellalarin genetik havuzu daraltilmis ve bir¢ok tilkede
brusellozis eradike edilmistir.

Giintimiizde brusellozisin Onlenmesine yonelik olarak S19, Revl ve RBS5I
asilart yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu asilar istenilen sonuglar1 elde etmede
hala yetersiz kalmaktadir. Brucella abortus S19 ve B. melitensis Rev1 S suslari ile etkili

koruma saglanabilmekle birlikte, hala bazi problemler bulunmaktadir. Bu as1 suslari
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gebe hayvanlarda aborta neden olabilmekte ve asilanmig hayvanlarin siitleri ile
sacilabilmektedir. Ayrica benzer antijenik yapilar icerdiklerinden teshisde asili
hayvanlar ile infekte hayvanlarin ayirimi yapilamamaktadir. B. abortus’un R
mutantindan hazirlanan RB51 asisi, yapisinda O polisakkarid icermemesi nedeniyle
infeksiyondan ayiriminin miimkiin olmasi, stabil ve S suslarindan hazirlanan asilardan
daha az viriilent olmas1 avantajlarina ragmen rifamisine direngli olmasi ve farkli hayvan
tiirlerinde immiinizasyon etkinliginin tartismali olmasi nedeniyle yeni as1 gelistirme
caligmalar1 devam etmektedir. Rekombinant DNA asilari, subiinit protein asilar, mutant
ve kimerik asilar yogun olarak hazirlanan asilari olusturmaktadir. Ancak bazilari ile
immiin yanit uyarimi yoniinden iyi sonuglar alinmasina ragmen korunmada

muadillerinden daha iyi sonuglar elde edilememektedir (Oliveria ve ark., 2010).

Asisiz hayvanlarda

Agilamaya bagh enfeksiyon

durum ® Enfekte

) Non-enfekte
@ Immiin

Rs=2

.

_.~" Orijinal
enfek
kaynagi

ilk bagisik bagisik
jenerasyon olmayan ilk
g jenerasyon %
ikinci bagisik !:a_ﬁls_lk olmayan
jenerasyon !klna
jenerasyon

Sekil 12. Siirii bagisiklik teorisi ve Brusella siirii infeksiyonlarinda temel reprodiiktif oran (Rq) (Moreno
E, 2014)

Ro, infekte bir bireyden tamamen duyarli bir populasyona aktarilan sekonder infeksiyonlarin ortalama
sayist. Bulasmanin olabilmesi i¢in Ry degerinin 1 ve {izerinde olmasi gerekir. Sekil 12°de Ry degeri 2

oldugunda as1 yapilmamis populasyon ile asili populasyon arasindaki bulagsma durumu gosterilmektedir.

O antijeninin koruyucu etkinligi, pasif olarak farelerde anti-O monoklonal antikor
deneysel uygulamalarinda ve aktif olarak O antijen veya smooth LPS tasiyict protein

konjugat uygulamalariyla belirlenmistir. Koruyucu etkinligin antikor araciligr ile de
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miimkiin oldugu belirlenmistir. S Brusella suslarinda dis membran proteinlerin
taninirhigt OPS ile engellense de Omp ylizey proteinleri bakteri hiicre yiizeyinde
bulunur.

Genel olarak buzag asilamasindan sonra, S19 olgun diivelerin iireme
sisteminde kalici olmamasi ve aborta yol agmamasi nedeniyle tercih edilmektedir.
Bununla birlikte nadiren de olsa bazi sigirlar, kronik olarak infekte olabilmekte ve bu da
abortla sonuglanabilmektedir. As1 susu bu hayvanlarin siitleriyle de sag¢ilabilmektedir.
MacDiarmid (1987), sigirlarin tireme doneminden evvel asilanmasi sonucu  siit
orneklerinin %10’undan ve abortlarin %1,5’inden S-19 izole etmistir. Erkeklerde, geng
donemde S-19 asis1 kalici antikor titresine, testis infeksiyonuna ve infertiliye sebep
olmustur. Saha sartlarinda asili sigirlarin viriilent suslarla infeksiyona karst %82-95
oraninda koruma sagladigi ancak, asi1 etkinliginin bakterinin artan miktarlarina bagl
olarak oransal oranda diistiigii seklinde goriis hakimdir (Ducrotoy ve ark., 2016).

1996 yilindan beri kullanilan RB51 asisinin WboA geninde IS elementi
bulundugundan glikoziltransferaz sentezi gergeklestirememekte ve O antijeni
olusamamaktadir. RB51’in S19’a istlinligii anti-O antikorlarinin olusmamasidir. Bu
tistlinliik S suslari ile infeksiyonun serolojik olarak ayirimini saglamaktadir. Ayrica OPS
icermemesi Kros-reaksiyonlarin olusmamasi yoniinde teshis agisindan O6nemli bir
avantaj olustumaktadir. Sigirlarda brusellozisden korunma amaciyla B. abortus S19
susundan hazirlanan canli asmin farkli uygulama yollart mevcuttur. Asi
uygulamalarinda amaglardan biri yiiksek diizeyde koruyuculugun saglanmasi, digeri de
astya bagli immiin yanit ile infeksiyona bagli immun yanitin ayirimidir. Ulkemizde de
B. abortus S19 asisinin 2012 yilindan evvel deri alti uygulamalar1 yapilmaktaydi. Deri
alt1 uygulama yolu ile bu asiya karsi olusan immun yanit ile infeksiyona karsi gelisen
immun yanitt ayirmak miimkiin olamamaktadir. 2012 yilindan itibaren infeksiyonun
eradikasyonu amaciyla bu asmin konjunktival uygulamalarina baslanilmistir. Bu
uygulama yolu ile bakteri ylizey molekiilii olan major antijen lipopolisakkaride karsi
uzun siireli humoral yanit tespit edilememektedir. Bu durumda hiicresel immun yanit
gelisimi olmakta ancak in vivo yontemin yeterli hassasiyette olmamasi nedeniyle in
vivo yontemden yani deri i¢i uygulamalardan basarili sonuglar alinamamaktadir

(Ducrotoy ve ark., 2016). Bu nedenle in vitro olarak hiicresel immun yanit takibini
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yapabilecek yontem ve antijenlere ihtiyag bulunmaktadir. Arastirmalar bu amagla in
vitro spesifik IFNg yanitinin 6nemine isaret etmektedir.

Bu c¢alismada eradikasyon programi kapsaminda B. abortus S19 ile
konjunktival olarak asili buzagi ve 1 yil sonra rapel yapilmis diivelerde immiin yanitin
hem humoral hem de hiicresel yonden takibi amaglandi. Humoral immiinyanit tespiti
amaciyla materyal ve yontem boliimiinde agiklandigr tizere LPS antijenine yonelik 1gG
ve IgA izotip antikor yamiti arastirildi. Hiicresel immiinyanit takibi amaciyla
brusellerjene kars1 IFNg sitokinindeki degisiklikler izlendi. Asiy1 takiben 46, 85 ve 169.
giinlerde alinan sonuglar immiinyanitin bu siire zarfinda izlenmesinin nasil bir sonug

verdigini gosterdi.
3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Pozitif ve Negatif Serumlar

Test optimizasyonlarinda ve test i¢i kontrol amaciyla anti-Brucella antikorlar
yoniinden pozitif (Brusella izolasyonu yapilmis hayvanlardan), negatif (Brusellozis ari
stiri olup, Brusella kiiltiiri negatif olan) ve as1 durumu bilinen (B. abortus S19 ile
subkutan agilanmis ve as1 sonrasi 2-3-4-5 ve 6. aylara ait kan serum ornekleri ) sigir kan
serumlart OMU  Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD  koleksiyonlarindan

kullanilmastir.

3.1.2. Antijenler

In vitro spesifik stimiilasyon antijeni olarak brusellerjen ve nonpesifik
poliklonal immunstimiilant olarak concanavalin A (ConA) kullanildi. Arastirmada anti-
Brusella antikorlarin belirlenmesi igin B. abortus S19 asi1 susundan hazirlanan LPS

antijeni kullanildu.
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3.1.3. Konjugatlar

Serumlarda bulunan antikorlarin tespiti i¢in alkaline phosphatase (AP) enzimi
ile konjuge edilmis tiir spesifik antiserumlar(anti-bovine IgG, IgA) ile sandvig ELISA
da streptavidin alkalenfosfataz kullanildi. Serumda kros reaktif ajanlardan Y.
enterocolitica O:9 ve E. coli O157:H7 ile ¢apraz reaksiyonlar1 belirlemek amaciyla
kompetetif ELISA testinde primer antikorlari taniyan alkalenfosfataz ile isaretli anti

tavsan IgG ve anti-fare IgG ticari konjugatlar1 sekonder antikorlar olarak kullanildi.

3.1.4. Substratlar

ELISA testlerinde olusan antijen-antikor kompleksinin belirlenmesi i¢in
spesifik enzim konjugatlarindan (6rnegin alkalin fosfataz enzimi baglanmig
antiserumlar) yararlanildi. Testin son asamasinda ELISA icin siv1 faz substrati para

nitro-phenyl-phosphat (pNPP) kullanild.

3.1.5. ELISA Pleytleri

Indirekt ve kompetetif ELISA testleri icin (Nunc, polysorp) mikropleytleri,
sandvi¢ ELISA icin baglanma kapasitesi yliksek (high binding o6zellikli) ELISA
pleytleri kullanildi.

3.1.6. Kan oérnekleri
Aragtirmada kullanilmak iizere, B. abortus S-19 ile konjuktival olarak agilanan
60 sigirdan asagida belirtilen program dahilinde kan alindi. Materyal olarak
degerlendirilen kan &rnekleri Tokat Dimes Siit Sigir isletmesinden temin edildi. Buna
gore;
Grup 1: ik kez asilanan (3-5 aylik) 30 buzagidan asilama &ncesi, asilamay1
takiben 46, 85 ve 169. giinlerde serum ve plazma eldesi i¢in kan alind1.
Grup 2: Bir yil 6nce asilanmis 15-17 aylik 30 sigirdan 2. asilama 6ncesi, 2. ast
uygulamasini takiben 46, 85 ve 169. giinlerde toplam 4 kez kan alinarak hem serum

eldesi hem de plazma eldesi igin kan alindi.
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3.2. Metot

3.2.1. Lipopolisakkarid (LPS) Antijeninin Hazirlanmasi

ELISA’da immunglobulin izotiplerinin belirlenmesi ve izlenmesi amaciyla
kullanilan LPS antijeni sicak su/ fenol metoduna goére asagida belirtildigi gibi
hazirlandi.

B. abortus S19 susundan hazirlanan sivi kiiltiiriin inaktivasyonunu takiben
Brusella kiltiirii 10 g olacak sekilde ayrildi. 10 g yas hiicre 66 °C’de 34 ml distile suda
¢oziildii ve %90°lik fenol soliisyonundan 38 ml ilave edilerek 20 dakika karistirildi.
Karigim 4 °C’ye sogutuldu ve takiben 13 000 x g de 15 dakika santrifiije edilerek fenol
faz (alt tabaka) enjektor ile alindi ve Whatman no 3 filtre kagidi ile filtre edildi. Elde
edilen filtrata 3 hacim sodyum asetat ile doyurulmus %! lik metanol ilave edildi.
Karigim bir saat boyunca 4°C’de bekletilerek 6 000 x g de 15 dakika santrifiije edilerek
cokelti elde edildi. Cokeltiye 16 ml distile su ilave edilerek ve 4°C’de 1 gece boyunca
manyetik karistiricida karigtirildi. Takiben 10 000 x g de 15 dakika santrifiij edilerek
siipernatant ayristirildi. Cokelti iizerine yeniden 16 ml distile su ilave edilirek 1 saat
karistirildi ve tekrar 10 000 x g de 15 dakika santrifiije edilerek siipernatant alindi.
Riboniikleaz, DNaz ve proteinaz K’nin her birinden 10-20 pg ilave edilerek 20 C’de 18
saat inkiibe edildi. Metanol presipitasyonu ile elde edilen ¢okelti yeniden ¢ozdiiriildii.
Distile suya karsi diyalize edilerek lyofilize edildi. Liyofilize LPS tartilarak 1 mg

miktarinda stoklar hazirlanarak -20 °C’de kullanilincaya kadar muhafazasi saglandi.

3.2.2. Brusellerjen Hazirlanmasi

Brusellerjen, B. melitensis B115 susundan hazirlanan ve yapisinda LPS
igermeyen bir protein karigimidir. Arastirmada in vitro stimiilasyon amaciyla kullanildi.
Brusellerjen OCB olarak adlandirilan bu protein ticari olarak Fransa (Rhone-Merieux,
batch 26N151)’dan temin edildi. Hiicresel immiin yanitta duyarli kan hiicrelerinin
uyarilmas: amaciyla kullanilan antijenlerin hazirlanmasi ve konsantrasyon tespiti

asagida belirtildigi gibi yapildi.
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3.2.3.Konsantrasyon tespiti

Brusellerjenin  konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 2mg/ml olarak
belirlendi. In vitro stimiilasyon amaciyla pozitif kontrol olarak mitojen ConA, negatif
kontrol olarak ise PBS kullanildi. ConA’nin 2ug/ml konsantrasyonda kullanilmasi
durumunda IFNg sekresyonunun optimal oldugu yapilan 6n c¢alismalarda belirlendi.
Brusellerjen, ConA ve phosphate buffer saline (PBS) her bir kan 6rnegi i¢in kullanildu.
Humoral immiin yanit tespiti amaciyla kullanilan LPS’in optimal konsantrasyonu

5ug/ml olarak belirlendi.
3.2.4. Orneklerden Hiicresel immun Yamt Belirlenmesi

IFNg iceren Plazma Orneklerinin Eldesi

Laboratuvara getirilen antikoagulantli sigir kanlar1 her bir stimiilant i¢in 1.0 ml
miktarinda hiicre kiiltiir kaplarina aktarilarak karbondioksitli etiivde hiicrelerin uyarimi
saglandi. Antikoagulantli kan 6rnekleri kontrol olarak ConA lektini ile asiya karsi
immun yanit ise brusellerjen ile uyarildi. Uyart dozu Akhvlediani ve ark. (2012),
tarafindan uygulandig sekilde brusellerjen i¢in 10 ug/ml, ConA igin ise 2 ug/ml olarak
belirlendi. Bu immunojenlerle 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir kan 6rnegi
santrifiij edilerek plazma elde edildi. Bu plazma oOrneklerinde bulunan IFNg miktar
sandvi¢ ELISA ile degerlendirildi.

IFNg Kantitatif ELISA (Quantitative Enzyme Linked immuno Sorbent

Assay) Uygulamalar:

Geng ve ark (2015), tarafindan gelistirilen ve 6 ay icin gecerliligi gosterilen
IFNg sandvi¢c ELISA prototipi plazma orneklerindeki IFNg konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla kullanildi. Bu amagla monoklonal anti-IFNg antikorlarinin ELISA
pleytlerine 0.05M karbonat/bikarbonat tamponu (coating buffer) ile diliisyonlari yapildi.
Ustleri drtiilen pleytler 4°C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra, phosphate buffer saline
tween (PBST) (%0.05 Tween-20 iceren PBS) tamponu ile yikandi. Mikropleytin tim
kuyularina bloking solusyonundan (Albumin fraction V) 200 ul ilave edilerek 37 C de 1
saat inkiibe edildi. Siire bitiminde yikama solusyonu ile yikanarak testin
belirleyebilecegi uygun konsantrasyon araliginin tespiti ig¢in rekombinant bovine
IFNg’nin 10pg-10ng/ml diliisyonlarindan pleyte ilave yapildi. Bu islem sonunda,
pleytler 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyular tekrar PBST ile yikandiktan sonra,
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biotin ile konjuge monoklonal anti-IFNg antikorlarin uygun konsantrasyonundan ilave
yapildi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilen kuyular PBST ile yikanarak ve kuyulara
100ul streptavidin alkalen fosfataz soliisyonu ilave edilerek 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Kuyular tekrar PBST ile yikandiktan sonra, substrat 4-nitrofenil fosfat
disodium (pNPP) ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pleytlerin ELISA okuyucu ile
405 nm’de absorbans degerleri tayin edildi. Plazma Ornekleri yukarida anlatilan
basamaklardan rekombinant IFNg ilavesi esnasinda es zamanli olarak diger kuyucuklara
ilave edilerek sonuglar ayni pleytte karsilastirmali olarak degerlendirildi. Sandvig
ELISA testinde cut-off belirlenmesi amaciyla negatif kontrol olarak kan &rnekleri PBS
ile, pozitif kontrol olarak ise ConA ile uyarilmis drneklerden elde edilen optical density

(OD) degeri baz alinarak Stimiilasyon Index parametresine gore degerlendirildi.

IFNg Kantitatif ELISA Sonuglariin Yorumlanmasi

Gerek ilk kez asilananlarda, gerekse 1 yil sonra 2. kez asilanan sigirlarda
immiinyanit durumu 6rnek alinma zamanina gore ifade edilmistir. Brusellerjene bagh
olarak olugsan IFNg durumu, Stimiilasyon Indeks (SI) bazinda degerlendirilerek

pozitiflik karsilastirmalar1 ve ortalama SI degerleri hesaplanarak ifade edildi.
3.2.5. Humoral immun Yamit Uygulamalan

Kalitatif ELISA

Kalitatif ELISA, Geng ve ark (2010), bildirdikleri sekilde yapildi. Bu amacla
ELISA pleytleri LPS antijenler ile uygun konsantrasyonlarda coating buffer vasitasiyla
pleytlere kaplandi. Tiim kuyulara 200 pl bloking soliisyonu (PBST-FG, %1 Fish
gelatine iceren PBST) ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek bloking islemi
yapildi. Kuyulara PBST-FG ile 1/100 oraninda dillisyonlart hazirlanan serum
orneklerinden 100 pl eklenerek 37°C’de inkiibe edildi. PBST ile 4 kez yikanan tiim
kuyulara AP (Alkalen Fosfataz) ile konjuge edilmis anti-bovine Ig lerinin uygun
diliisyonlarindan 100ul ilave edilerek 37°C’de inkiibe edildi. Yikama islemini takiben
kuyulara 100ul pNPP substrat soliisyonu ilave edilerek 37°C’de inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonras1 pleytlerin ELISA okuyucu ile 405nm’de absorbans degerleri tayin
edildi.
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Testlerin sensitivitelerinin ve spesifitelerinin belirlenmesi amacityla OMU
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 koleksiyonunda bulunan, pozitif serum
ornekleri olarak B. abortus S-19 ile derialt1 asilanmis ve asiy1 takiben 2, 3, 4, 5 ve 6.
aylarda alinmis kan 6rnekleri ile Brusella izolasyonu yapilmis hayvanlardan alinan kan
serum Ornekleri ile 5 yildir Brusellozis bildirilmeyen ve kiltiir negatif oldugu
belirlenmis hayvan serumlar1 negatif serum oOrnekleri olarak kullanildi. Receiver
Operating Characteristic (ROC) analizi ile testlerin cut-off degerleri olusturularak
testlerin sensitivite ve spesifiteleri belirlendi.

Asilama Oncesi alinan kanlardaki pozitifliklerin ger¢ek pozitiflik durumunu
aydinliga kavusturmak igin Y. enterocolitica O:9 ve E. coli O157:H7’den ayirimi

amaciyla kompetitif ELISA uygulamalar1 yapildu.

Kompetitif ELISA

Gerek IgG gerekse IgA ELISA’da spesifite %93.3 olarak belirlendiginden
incelenen serumlarda pozitifligin kros-reaktif ajanlardan ileri gelme olasiligt minimuma
indirgenmis oldu. Ancak bu oran diisiik olsa da seropozitifligin kros-reaktif ajanlardan
(Y. enterocolitica O:9 ve E. coli O157:H7) ileri gelip gelmediginin belirlenmesi
amaciyla asilama Oncesi pozitif bulunan serumlar Y. enterocolitica O:9 ve E. coli
O157:H7 reaktifligi yoniinden degerlendirildi. Test kisaca asagida belirtildigi gibi
uygulanda.
1- Pleytler Brusella LPS antijeni ile kaplandi.
2- Bloking islemi %1 FG+%0.05 Tween-20 iceren PBS ile yapildi.
3- Serumlar (yani incelenen serum ve anti Y. enterocolitica O:9 ve anti E. coli O157:H7
iceren serumlar) ELISA pleytlerine konularak 37°C’de 1.5 saat inkiibasyona birakildi.
4- Konjugat ilavesi: Farkli kuyulara anti-rabbit/anti-mouse/anti-bovine isaretli
konjugatlar ilave edildi.
5- Substrat ilavesi: Konjugatlar alkalin fosfataz isaretli oldugundan pNPP substrat
ilavesi ile reaksiyon gelisimi saglandi ve belli siireler ile ELISA okuyucuda okunarak

sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismada ilk kez agilanan 3-5 aylik 30 buzag ile 15-17 aylik donemde 2.kez
asilanan 30 sigirdan as1 Oncesi, as1 sonrasi 46, 85 ve 169. giinlerde kan alinarak serum
ve plazma koleksiyonlar1 olusturuldu. Serolojik testler i¢in buzagi ve sigirlardan 120’ser
olmak tizere toplam 240 kan serum ornegi elde edildi. Hiicresel immun yanit takibi
amactyla brusellerjen ile kontrol olarak ConA ve PBS ile uyarilan kanlardan elde edilen
plazma Ornekleri degerlendirildi. Bu amagla toplam 240 plazma 6rnegi elde edildi. Tiim

ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

4.1. indirekt IgG ve IgA ELISA

Testlerin sensitivitelerinin ve spesifitelerinin belirlenmesi amacityla OMU
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali koleksiyonunda bulunan, pozitif serum
ornekleri olarak B. abortus S-19 ile derialt1 yol ile agilanmis, asilama oncesi ve asiy1
takiben 2, 3, 4, 5 ve 6. aylarda alinmis kan 6rnekleri ile Brusella izolasyonu yapilmis
hayvanlardan alinan kan serum 6rnekleri ve 5 yildir brusellozis bildirilmeyen ve kiiltiir
negatif oldugu belirlenmis sigir kan serumlar1 negatif serum ornekleri olarak kullanildi.
ROC analiz ile testlerin cut-off degerleri olusturularak testlerin sensitivite ve
spesifiteleri belirlendi. Cut-off belirlenmesi amaciyla referans serum koleksiyonundan
30 pozitif 15 negatif serum kullanildi. Cut-off degeri IgG icin 0.50, IgA igin ise 0.65
olarak belirlendiginde spesifite her ikisi i¢in %93.3, sensitivite IgG i¢in %96.7 ve IgA
icin ise %93.3 olarak belirlendi ve buna gore Tablo 1 ve 2’de belirtilen sonuglar elde
edildi.
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4.1.1. 19G ve IgA ELISA Sonuclari
Tablo 4. 1lk kez ve 1 yil sonra 2. kez konjuktival olarak B. abortus S19 ile asilanmis buzag: ve sigirlarda

IgG ve IgA sonuglari

Ornekleme Ornekleme
IgG, GI test sonuglart IgG, Gl test sonuglart
zamani zamant
(asilama (asilama
Neg. Poz. %poz P Neg. Poz. %poz
sonrasi giin) sonrasi giin)
0 23 0 0? - o 14 16 53.3
46 0 23 100 0.3771 46 01 29 96.6
85 18 05 21,8 0.0353* 85 15 15 50
169 13 10 43,5 0.0522 169 09 21 70
Ornekleme Ornekleme
IgA, Gl test sonuglari IgA, Gl test sonuglari
zamant zamani
(asilama (asilama
Neg. Poz. %poz P Neg. Poz. %poz
sonrasi giin) sonrasi giin)
0 25 0 Q¢ - 0° 26 04 13.3
46 19 6 24 0.1626 46 27 03 10
85 17 8 32 0.0008* 85 30 0 0
169 11 14 44 0.0914 169 20 10 33.3

Group-1 (Gl) IgG sonuglar1, 3-5 aylik yasta konjuktival agilanan buzagilar; Grup-I1 (GlI), B. abortus S19
ile agilamadan 1 y1l sonra tekrar konjuktival asilanan sigirlar

a: 7 6rnek kompetetif ELISA ile reaktif bulundugundan bu 6rnekler ¢alismaya dahil edilmedi

b,d: Grup II’deki 6rnekleme zaman 3-5 aylik yasta asilamadan 1 yil sonra tekrar agilanan sigirlarda asi
sonrasi zamani ifade etmektedir

c: 5 6rnek kompetetif ELISA ile reaktif bulundugundan bu 6rnekler ¢caligmaya dahil edilmedi

Bu sonuglar as1 takibi amaciyla kullanilan antijenlere dayali humoral immun yanitin
bagisikligin uzun siire takibi igin yeterli olmadigini gosterirken, 46. glinde IgG yanitinin
genglerde %100 ve erginlerde %96.6 oraninda tespit edilmesi arastirmanin ilk 46
giinlik doneminin bagisikligin izlenmesi agisindan Onemli olabilecegine isaret
etmektedir. Orneklemenin yapildig1 diger giinlerde diisiik diizeyde bir immun yanit
belirlenmis, monitoring veya diyagnostik amacla kullanilabilecek sonuglar elde

edilememistir.

41



4.2. Kompetitif ELISA

As1 oncesi doneme ait drneklerdeki pozitifliklerin kros-reaktif ajanlardan (Y.
enterocolitica O:9 ve E. coli O157:H7) ileri gelip gelmediginin belirlenmesi amaciyla
serumlar Y. enterocolitica O:9 ve E. coli O157:H7 reaktifligi yoniinden degerlendirildi.
Degerlendirilen orneklerin  7°si  IgG  yoniinden ve 5’i IgA agisindan pozitif

bulundugundan bu 6rnekler aragtirmada degerlendirme disi tutuldu.

4.3. Hiicresel Immun Yamt

Calismada immunojen olarak brusellerjen kullanildi. Sandvi¢ ELISA testinde
cut-off belirlenmesi amaciyla negatif kontrol olarak kan ornekleri PBS ile, pozitif
kontrol olarak ise ConA ile uyarilmis orneklerden elde edilen OD degeri baz alinarak
hesaplandi. IFNg konsantrasyonu belirlenerek sonuglar OD olarak ifade edildi. Buradan
elde edilen sonuglara gore cut-off durumu Sl olarak belirlendi ve SI1>2.5 degeri hiicresel
uyarim i¢in pozitif kabul edildi.

Buna gore incelenen 6rnekler ve sonuglar asagida Tablo-2’de sunulmaktadir.
Arastirmada [FNg sonuglarinin bagisiklik yanitin izlenmesinde gruplar arasinda 6nemli
olmadigi belirlendi. Genel olarak tiim gruplarda %13.3-43.3 oraninda pozitiflik
belirlendiginden (Tablo 2) bu oranlarin as1 takibi amaciyla kullanilacak yeterlilikte

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Tablo 5. Asili buzagi ve sigirlarda stimulasyon indekse gore IFNg sonuglari

ornekleme zamani

Gruplar ) negatif pozitif (%) ST (AM+£SD) P
(giin)
0 21 0 (0)* - -
46 18 3(14.3) 4.6+0.60 0.0278*
Grup-I
85 21 0(0) - 0.0812
169 18 3(14.3) 3.47+0.30 0.8231
0 26 4 (13.3) 4.65+0.44
46 17 13(43.3) 5.34+1.33
Grup-l1l
85 26 4 (13.3) 7.5+1.01
169 25 5 (16.6) 6.5+0.48

Grup-1 ve Grup-I1 deki IFNg sonuglart

*: Dokuz (9) 6rnegin 7’si kros-reaktif, 2’si hemolizli oldugundan ¢alismaya dahil edilmemistir
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Konjuktival agilama sonrasi belirlenen IgG, IgA ve IFNg pozitiflikleri

Gruplar bazinda IFNg, IgA ve IgG
120

100 1 B1gG-GI

o 1gG-Gli
m IgA-Gl
60 o IgA-GlI
@ IFNg-GI
@ IFNg-GlI

80 +

40 1

Pozitiflik Yiizdeleri

20 A

46 85 169

Asilama Sonrasi Giinler

Sekil 13. iki farkl1 grupta asilama sonras1 zamana baglh olarak IgG, IgA ve IFNg pozitiflik yiizdeleri
5.TARTISMA VE SONUC

Ast kontrolii ve asi1 etkinliginin belirlenmesi i¢in asili hayvanlarin takibi
amaciyla diyagnostik testlerin gelistirilmesi onemlidir. Asili hayvanlarin uzun siire
tespit edilebilmesi veya belirli zaman dilimlerinde tespiti amaciyla ¢esitli natif ve
rekombinant antijenler kullanilmaktadir (Denoel ve ark., 1997; Yang ve ark., 2007).
Brusella as1 veya enfeksiyon susu uyarimindan sonra olusan hiicresel immun yanit
bilgileri korunma agisindan mihenk taslarin1 olusturmakta ancak asi ile ilgili olarak ¢ok
sinirli kalmaktadir. Bazi pratik avantajlar1 ve test sonuglarinin yorumlama kolayligi ve
spesifitesinin yiiksekligi nedeniyle IFNg testi tercih nedenidir. Brusellin ve baz1 spesifik
proteinler B. abortus RB51 ve B. melitensis B115 gibi R 6zellikli Brusella suslarindan
secilmekte, in vitro ve in vivo stimiilasyon i¢in uyari antijenleri olarak kullanilmaktadir
(Weynants ve ark., 1995; Denoel ve ark., 1997; Adone ve ark., 2008). B. abortus ve B.
melitensis benzer genoma sahip olduklarindan brusellerjen (Brucellergen OCM) (S-LPS
den ari) (Wareth ve ark (2015) ve igeriginde bulunan omp antijenleri immunojenik
oldugundan (Blasco ve ark., 1994; Cha ve ark., 2010) stimiilant antijen olarak
kullanilmaktadir. Brusellin uygulamalarina baghh gecikmis tip asirt  duyarhilik
reaksiyonunun sensitivitesi %70-75 diizeyindedir. B. abortus infeksiyonunun veya as1
durumunun brusellin deri testi uygulamasi brusellozisin infekte siiriiden eradikasyonunu
siirlandirir (Macdiarmid, 1987). In vivo uygulamalar as1 ve infeksiyon bulunmayan

alanlarda spesifik bir test olarak Onerilmektedir. In vitro hiicresel immunite testleri
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pratik olmasmin yaninda duyarli olmasi ile de in vivo testlere tercih edilmektedir.
Ancak spesifik bir uyaricinin olmamasi ve erken donemde degisken yanitlarin olugsmasi
nedeniyle standart bir test ve yontem gelistirilememistir.

Tiirkiye’de ve diinyada brusellozis kontrol programlarinda B. abortus S19
asisinin  konjunktival uygulamalar1 eradikasyon programlarinda tercih edilmektedir.
Diinyada yaygin olarak kullanilan S19 asisinin izlenmesi ile ilgili olarak tespit zamant,
test yontemi ve kullanilacak antijenler ile ilgili kesin bir uzlasma mevcut olmadigindan
farkli 6neriler sunulmaktadir. Benzer olarak yapilan bir ¢alismada Perez-Sancho ve ark,
(2014) tarafindan B. melitensis Rev-1 ile asilanan koyunlarda asilama sonrasit 60-180
giin igerisinde IFNg yanitinin %10-50 arasinda degistigi bildirilmistir. Arastiricilar 1 yil
sonra epriivasyon yaparak 42 giin IFNg yanitini izlemislerdir. Perez-Sanco ve ark.,
(2014) benzer yaptiklari bu ¢alisma ile rapel uygulama sonrasi 46. giinde immun yanit
arastirmiglardir. Arastiricilar %40-70 oraninda IFNg yamitim1 belirlerlerken bizim
calismamizda rapel sonrast 46. giinde almman oOrneklerde %13.3-40.3 oraninda bir
pozitiflik belirlendi. Ancak ilk kez asilanan buzagilarda bu oran %0-13.3 olarak oldukc¢a
diisiik bulundu. Bir aylik donemden sonra hiicresel immun yanitta baz1 degiskenliklerin
oldugu ileri siiriilmektedir(Nielsen ve Yu, 2010; Ducrotoy ve ark., 2016). Nitekim
sonraki donemlerde bu oranlarin artmadigr 85. giinde kayboldugu goriilmektedir.
Weynants ve ark. (1995) IFNg test yonteminin infeksiyonu ¢ok erken ve yiiksek oranda
tespit edebilmesi sebebiyle sigir brusellozis eradikasyon programlarina katki
saglayacagini bildirmistir. Ancak bu ¢aligma kapsaminda Sekil 13°te de gosterildigi gibi
asilama sonrasi ilk 46 giin i¢in sonuclar takip etmek miimkiin olmamistir. En yiiksek
yanit rapel yapilan ergin grupta 46. giinde %43.3 olarak belirlendi sonraki donemlerde
%?20’nin altinda sonuglar elde edildi. Test sonuglarindaki degiskenlikler S19 asili
hayvanlarin izlenmesini simirlandirmakta ve S19 as1 uygulamasi yapilan hayvanlarin
tarama testleri ile belirlenmesini onlemektedir. Cha ve ark (2010) immun yaniti B.
abortus suslarinin omp’leri ile 5 hafta igerisinde belirlediklerini bildirmislerdir.
Dorneles ve ark. (2015) ise, B. abortus S19 ve RB51 ile asilanan buzagilarda IFNg
yanitinin 28 giinde belirlendigini ve 1 yilda azaldigini agiklamiglardir. Bu ¢alismada ilk
30 giine ait drnekler mevcut olmadigindan bu zamana yonelik bagisiklik ve tespit orani
ile ilgili yorum yapmak miimkiin olmamistir. IFNg, infeksiyonun erken doneminde ve

fazla sayida olguda tespit edilmesi bilgisine ragmen Weynants ve ark (1995), bu
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calismada buzagilarda %0-14.3 ve erginlerde %13.3-40.3 oraninda ve as1 sonrasi grup-2
de 86. giinde kayboldugunu belirttiler. Bu sonuglar Weynants ve ark (1995) ile Dorneles
ve ark (2015)’nin sonuglar1 ile belirlenen zaman araligi agisindan uyusmamaktadir.
Sonuglar tizerindeki farkliliklar 6rnek alinma siirelerinin arastiricilarinki ile uyum iginde
olmamasi, smirli olmas:t ve brusellerjen icerigindeki farkliliktan kaynaklanabilecegi
kanisin1 ortaya koymaktadir. Bu konudaki eksikliklerin ortaya konulmasi i¢in arastirma
astlama sonrasi ilk 2 aylik siireyi igerecek sekilde organize edilmelidir.

Asili ve infekte hayvanlarda brusellozisin serolojik teshisi amaciyla farkli
testler ve SLPS, RLPS, OPS, natif hapten polisakkaridi, OMP, sitozolik proteinler,
BP26 gibi ¢esitli antijenler onerilmektedir. Testlerin spesifitelerini artirmak amaciyla
ozellikle ELISA’da farkli spesifitede epitoplara yonelik monoklonal antikorlar,
kaotropik ajanlar ve as1 uygulanmayan alanlarda brusellin deri testi onerilmektedir
(Nielsen ve ark., 2004; Munoz ve ark., 2005). Arastirmada bagigiklik yanitinin
izlenmesinde IgG ve IgA sonuglarinda 85.giinde gruplar arasinda istatistiki yonden
onemli bir farklilik (P<0.05) belirlenirken, 46. giinde IgG icin (P=0.3771), IgA icin
(P=0.1626) ve 169. giinde IgG i¢in (P=0.0522), IgA icin ise (P=0.0914) olarak
belirlendi (Tablo 4). IgG ve IgA igin istatistiksel olarak onemli farkliligin gozlendigi 85.
giindeki farkliligin nedeninin izotip degisiminden kaynaklanabilecegini akla getirmekte
ancak ayn1 donemde elde edilen [FNg sonuclart bu farkliligin hiicresel immun yanit
gelisimine neden olmadigint gostermistir. Elde edilen sonuglar bu durumun aydinliga
kavusturulmasi i¢in bu arastirma ile ayni1 donemleri igerecek sekilde Ig izotip ve
hiicresel immun yanit gelisiminin birlikte izlenecegi caligmalarin yapilmasi gerekliligini
ortaya c¢ikarmistir. I[FNg acisindan degerlendirildiginde, 46. giinde istatistiki yonden
onemli bir farklilik (p<0.05) belirlenirken 85. ve 169. giinde bu farklilifin olmadig
belirlendi (Tablo 5). Bu donemde gozlenen istatistiki farklilik, ilk kez asilanan
buzagilarda %14.3, rapel yapilan sigirlarda %43.3 oraninda IFNg tespitinden
kaynaklanmigstir. Diger donemlerde onemli farklilik gézlenmemesi gruplar arasinda
diizenli ancak diisiik diizeyde bir immun yanit1 ifade etmektedir. Bu sonuglar ag1 takibi
amaciyla kullanilan antijenlere dayali hiicresel immun yanitin bagisikligin takibi icin
yeterli olmadigin1 gosterirken, 46. giinde IgG yanitinin gencglerde %100 ve erginlerde
%96.6 oraninda tespit edilmesi arastirmanin ilk 46 giinlilk doneminin bagisikligin takibi

acisindan Onemli olabilecegine isaret etmektedir (Sekil 13). Ancak bu sonuglar IgA
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izotipi yoniinden yorumlanamaz. Benzer olarak Chand ve ark. (2015), konjuktival B.
abortus S19 ile asilanan 336 hayvani 3 ay siiresince RBT ile inceledikleri ¢aligmada
maksimum yanit1 %79.2 olarak ilk 3 haftada belirlerlerken sonraki 6 haftada %29.2 ve 9
hafta sonra da %4.2 olarak ve son oOrnekleme zamani olan 12. haftada antikor
belirleyemediklerini bildirmislerdir. Bu ¢alisgma 2 ayri grupta yapilmis ve sonuglar
birbiri ile uyumlu bulunmustur. Diger bir ¢alismada Perez-Sancho ve ark (2014), B.
melitensis Rev-1 ile asilanan koyunlar1 60-180 giin boyunca izlemisler RBT ve CFT
sonuclarina gore %20-60 oraninda tespitin yapildig1 aciklamislardir. Bu hayvanlar 1 yil
sonra epriive edilmis ve immun yanit 42 giin izlenmistir. Bu donemde humoral immun
yanit %90 olarak belirlenmistir. Bu oranlar Perez-Sancho ve ark (2014), ile benzerlik
gbstermis ve 1 aydan sonra bazi degiskenliklerin oldugu ileri siiriilmiistiir.

Asili hayvanlarin immun yanitinin takibi acisindan asilama sonrasi siire ve
serolojik test sonuglar1 goz oniine alindiginda bu ¢alismadaki IgG sonuglar1 daha yiiksek
ve IgA sonuglar1 ise beklenilenden daha diisiik bulundu. Bu durum o6rneklemenin
yapildigr donemde mukozal ve hiicresel immuniteden ziyade IgG kaynakli humoral
yanitin uyarildigimi gostermektedir. Stevens ve ark (1994), ise deri alt1 S19 ile asilanan
sigirlarda maksimum pozitifligi 6 hafta boyunca CFT ile %100 olarak belirledigini
aciklamislardir.

Bu calisma hiicresel ve humoral immun yanitta rol alabilecek yeni antijenlerin
belirlenmesi ve ilk 46 giindeki yanitin hiicresel ve humoral agidan izlenmesi ile B.
abortus S19 asisina karsi olusan bagisikligin izlenmesinin daha anlamli olabilecegini
gostermektedir. Bu tez ¢calismasi sonucunda asagida belirtilen durumlar gerceklesmis ve
ileriye yonelik yapilabilecek oneriler agagida sunulmustur.

Gelecekte brusellozis de ayirimi saglayacak yeni antijenlerin belirlenmesi ile
aragtirmadaki  yontemler kullanilarak diyagnostiklerin  gelistirilmesi  miimkiin
olabilecektir.

Bu arastirma brusellozis immunolojisine yo6nelik immiin yanit siiresi ve
immunglobulin izotiplerine yonelik yararli bilgiler sunmustur.

Arastirmada mukozal immiin yanit tespiti i¢in IgA ELISA’nin optimizasyonlar1
yapilarak %93.3 sensitivite ve %93.3 spesifitede bir model olusturulmustur. Bu model
ile sigirlarda brusellozis as1 ve infeksiyon durumlarina yonelik mukozal immiin yanit

takibi yapilabilecektir.
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Hiicresel immiinitenin énemli 6l¢iitlerinden biri olan IFNg nin tespiti yapilmas,
gelecek arastirmalarda diger sitokinleri tespit edebilecek modellerin gelistirilmesine

imkan saglanmistir.
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