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OZET

KONJUNKTIVAL BRUSELLA ASISININ KOYUNLARDA BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRE DUZEYLERINE ETKIiSI

Amag: Bu ¢alismada Bruselladan korunmak igin aktif bagisiklik saglayan B.melitensis Rev.l
konjuktival Brusella asisinin bazi biyokimyasal parametre diizeylerinin asilamaya bagli olarak
degisiminin arastirilmasi amacglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada 30 adet 5 aylik disi Karayaka irki koyun hayvan materyali
olarak kullanilmistir. Deneme gruplarini ise kontrol grubu i¢in kan alindiktan sonra asilanan
gruplar olusturmustir. As1 Brucella mellitensis e karsi tek doz yapild1 ve 4 ay boyunca her ay
Vena Jugularis’ten kan alindi. Konjunktival olarak 1 doz asilanan (40ul) as1 igeriginde
Brucella melitensis Rev.l 0.5 — 2 X 10° mikroorganizma (CFU) igermektedir. Tiip
agliitinasyon testi ile antikor diizeyleri belirlendi. Koyunlarda ALP, ALT, AST, LDH, glukoz,
total protein ve albumin gibi bazi biyokimyasal parametreler serum da biyokimya
otoanalizoriinde ticari otoanalizor test kitleri kullanilarak 6lgtildi.
Bulgular: Rose bengal pleyt testlerinin degerlendirilmesi sonucunda as1 6ncesi alinan kanlara
ait serumlarin tiimiiniin negatif oldugu ve deneme gruplarina ait 120 adet serumun ise pozitif
reaksiyon verdigi goriildii. RBPT sonucunda degerlendirilen serumlarin SAT sonuglarinda as1
sonrasinda 1. ayda as1 dncesine gore onemli diizeyde antikor titresinin arttigi (P<0.001), 2.
aydan itibaren ise diismeye basladigi belirlendi. Glukoz, ALT, AST aktivitesinin agilama
sonrasinda istatistiksel olarak 6nemli degisiklik olmadigi(P>0.05) total protein ve ALP
miktarinin ag1 sonrasinda 6nemli diizeyde azaldig1(P<0.05), LDH diizeyinin ise 6nemli dlgiide
arttig1 belirlendi (P<0.05).
Sonug: Bruselladan korunmak igin diisiik dozda yapilan Konjunktival Brusella agisini takiben
antikor titresini arttigi 1 ayda LDH, ALP ve total protein ve albumin miktarlarini etkiledigi
daha sonraki aylarda ise as1 Oncesi grubun diizeyine yaklastigi ve konjunktival Brusella
asisinin Bruselladan korunmak i¢in giivenli olarak kullanilabilegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Biyokimyasal parametre; Brucella melitensis; konjunktival as1; koyun
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ABSTRACT

EFFECT OF THE CONJUNCTIVAL BRUCELLA VACCINE ON SOME
BIOCHEMICAL PARAMETERS IN SHEEP

Aim: In this study, investigation of the changes in the levels of some biochemical parameters
such as in the blood of Karakaya sheep due to the vaccination for the prevention of brucellosis
active immunological conjunctival Brucella VVaccine is aimed.

Material and Method: There are 30 Karakaya sheep which are 5 months old and female
were used as an animal material. Trial groups formed which are vaccinated after drawing
blood for control groups. The vaccine was done single dose against Brucella melitensis and
every month blood was drawled from Vena jugularis during 4 months. The vaccine,
vaccinated 1 dose as a conjunctival, contains Brucella melitensis Rev.l 0.5-2x10°
microorganism in the content. Antibody levels were determined by tube agglutination test.
Some biochemical parameters in sheep such as ALP, ALT, AST, LDH, glucose, total protein
and albumin measured using commercial autoanalyzer in serum biochemistry autoanalyzer.
Results: In consequence of evaluation of the Rose Bengal Platy tests, results of the serums
belonging to bloods taken before vaccination were negative and 120 serums belonging to
experimental group showed a positive reaction. The SAT results of the serums which were
evaluated after RBPT showed that antibody titres (P<0.001) increased significantly at first
month according to the pre-vaccine, but it was determined that while from the second month
began to fall. It was determined that there was no statistically significant changes in glucose,
AST, ALT activity after vaccination (P>0.005), a significant amount of total protein and ALP
decreased after vaccination (P<0.005), while the LHD levels were significantly increased
(P<0.005)

Conclusion: It was determined that in first month of increased antibody of conjunctival
Brucella vaccine which was carried out in low doses to protect against Brucellosis affected
the amount of LDH, ALP, total protein and albumin in subsequent months, it was approaching
the level of the pre-vaccine group and conjunctival Brucella vaccine was considered to be
used as a safe house to protect them from Brucellosis.

Keywords: Biochemical parameters; Brucella melitensis; conjunctival; sheep
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ALP : Alkalin fosfataz

ALT : Alanin aminotransferaz
AST : Aspartat aminotransferaz
LDH : Laktat dehidrogenaz
RBPT : Rose bengal pleyt test

SAT : Standart Tiip Agliitinasyon
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1. GIRIS

Brusellozis diinyada yaygin olarak goriilen bakterilerin neden oldugu 6nemli
bulasic bir hastaliktir. Brusella tiirleri, koyun, keci, sigir, geyik, domuz, kopek ve diger
hayvanlari etkilemektedir. Insanlar bu bakteriler tarafindan bulasik olan hayvanlarla ve
bu hayvanlardan iiretilen gesitli iiriinlerle temaslar sonucu hastaliga yakalanmaktadirlar.
Ozellikle iilkemizde koyun ve kegi peyniri, sigirlardan elde edilen taze peynirlerin
tiikketimi sonucu veya kiigiikbas ve biiylikbas hayvanlara ¢iplak sekilde temas edilmesi
sonucu genel bulasmaya neden olmaktadir. Ulkemizde yetistiriciligi yapilan koyun, keci
ve sigir tiirlerinde Brusellozis’in yaygin olarak goriilmesinin nedeni ise damizlik olarak
kullanilan erkek kog, teke ve bogalarin Brusella ile enfekte olup bunu diger damizlik
disilere bulastirmasidir. Bu hastalik koyunlarda, kecilerde ve sigirlarda yavru atmaya,
infertiliteye, genital organlarin enfeksiyonlarina ve siit veriminde azalmaya yol agar.
Brusellozis hastaligindan korunmak igin as1 bulunmaktadir. Disi kuzular ile oglaklara 3-
6 aylik iken Brusella asis1 yapilmaktadir.

Bu c¢alismada Bruselladan korunmak icin aktif bagisiklik saglayan
B.melitensis Rev. | konjuktival Brusella asisinin Karayaka koyunlarmin kanindaki
glukoz, total protein, albumin, ALT, ALP, AST, LDH gibi baz1 biyokimyasal parametre

diizeylerinin asilamaya bagli olarak degisiminin arastirilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tamim

Akdeniz atesi, Malta hummasi, Gibraltar atesi, Rock hummasi, Kibris Atesi,
Bang atesi hastaligi olarak da tanmimlanan Brusellozis, Brucella cinsi bakteriler
tarafindan meydana getirilen ve organizmada bir¢ok organi, sistemi ve dokuyu etkileyen
ve tipik klinik belirtileri mikrobiyel olan bir hastaliktir. Basta ¢iftlik hayvanlari olan,
koyun, keci, sigir, manda, domuz gibi evcil hayvanlar1 enfekte etmekte olup ve bunlarin
etleri, siitleri, idrar, viicut sivilar1 ya da enfekte hayvanlara dogum sonrasi ¢iplak elle
temas edilmesi ya da enfekte siit ile hazirlanan siit iriinlerinin tiiketilmesi sonucunda
insanlar da zoonoz enfeksiyonlara neden olan, ayn1 zaman da Veteriner Hekimlerin
meslek hastaligi olarak bilinen bakteriyel bir enfeksiyondur (Baysal, 1999). Brusella
tirlerinden B. abortus, B. melitensis, B. suis ve B. canis insanlarda enfeksiyon
yapmaktadir. Brusellozis, Brucella cinsindeki tiirlerin evcil ve vahsi hayvanlarda
ozellikle uterus, meme, testis gibi genital organlara yerleserek, yavru atmalara ya da
infertiliteye neden oldugu kronik, bulasic1 ve nekrotik, yangisal reaksiyonlarla ortaya
cikan retikiilohistiositer bir hastaliktir. Brusellozis onemli ekonomik kayiplara yol
acmakta olup hayvanciligin devamliligini da olumsuz yonde etkilemektedir. Hastalik
cok bulasic1 zoonoz karakterde olup Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO),
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslar Aras1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan
diinyada en yaygin zoonozlardan biri olarak kabul edilmektedir (Nicoletti, 2010;
Corbel, 2006). Birgok iilkede ruminantlar1 brusellozisten korumak igin Brucella
melitensis strain Rev 1 zayiflatilmig canli asisi agilama programi ile uygulanmaktadir
(Minas, 2006). Basta Akdeniz iilkeleri ve Orta Doguda olmak iizere bir¢ok iilkede
hastalik goriilmektedir.

2.1.1. Brusellozisin Tarihcesi

Brusella ilk olarak milattan 6nce 460 yilinda Hipokrat tarafindan tarif edildigi
hakkinda veriler bulunmaktadir. Brusellosis tarihinde 19. yiizyillda David Bruce, Ingiliz
hiikliimeti tarafindan Malta adasinda bulunan Valetta askeri hastanesinde yatan 2200
askerin tedavisi i¢in gorevlendirilmistir. Bruce, enfekte bir hastanin 15 giin igerisinde
Olmesi lizerine otopsi yapmis ve otopsi sonucunda numune olarak aldigi dalak dokusunu

mikroskopta incelemis, 500 kat biiyiitme ile yaptigi incelemede brusella bakterilerini
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dans eden mikrokoklar olarak not etmistir. Sonrasinda viicuttaki bu yiliksek atese
mikrokoklarin neden oldugu belirtilmistir. Yine 1887 yilinda Dr. Carruana-Secluna,
enfeksiyona yakalanmis on kisiden aldigi ornekler ile steril agar-agar igeren tiiplere
ekimi sonucu olarak 68 saat ve 37 °C’de inkiibasyon sonrasi mikrokok kolonilerini
gormistiir. Sonra Bruce, Brusellosis enfeksiyonundan o6len kisilerden aldigi doku
orneklerinden de brusella bakterilerini izole etmistir (Baysal, 1990; Ang ve ark., 2008).

Brucella abortus 1897 yilinda Bang tarafindan Danimarka’da sigir uterus
salgisindan, Brucella suis 1914 tarihinde Amerika Birlesik Devletinde erken dogan
domuz yavrularinin i¢ organlarindan, Brucella ovis Avustralya ve Yeni Zelanda irki
enfekte koglarin testis dokularindan, Brucella canis ise Rusya ve Alaska’da av
kopeklerinde enfeksiyona neden olmus ve 1977 de bir kadin hastadan izole edilmistir
(Koneman ve ark., 2006).

Ulkemizde ilk defa insanda brusella enfeksiyonu 1915’ de Dr. Hiisamettin
Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafinca bir askerden teshis edilmistir. Kiiciikbas
hayvanlarda ise 1944 yilinda belirlenmis olup ozellikle koyunlarda B. melitensis ilk
olarak Aktan ve Koyluoglu tarafindan belirlenmis olup insan ve hayvanlarda
bruselloz’un serolojik yoOntemlerle saptanmasi ise 1943 yilinda Golem tarafindan

bildirilmistir (Cevik, 2001).

2.1.2. Simiflandirma
Brusella tiirleri gram negatif kokobasil seklinde, 0.5-0.7 um eninde, 0.6- 1.5
um boyunda, kiiciik gruplar ve kisa kisa zincirler olusturan bakterilerdir. Hareketsiz
olup, flajellalar1 olmayan ve kapsiil ya da spor yetenekleri olmayan bakterilerdir
(Baysal, 1999).
Brucellaceae ailesinde bulunan Brusella tiirlerinin 7 tiiri bulunmaktadir.
Bunlar;
e Brucella abortus
e Brucella melitensis
e Brucella suis
e Brucella ovis
e Brucella canis

e Brucella neotemae



e Brucella maris ( Son yillarda ikiye ayrilmistir; B. Pinnipediae ve B cetaceae
(Koneman ve ark., 2006; Cloeckaert ve ark., 2001).

Brusella tiirlerini birbirinden ayirt edilmesini saglayan biyokimyasal ve
fizyolojik oOzellikleri vardir. Bu o6zelliklerindeki farkliliklara gore farkli biyotiplere
ayrilirlar. Brucella melitensis’in {i¢, Brucella abortus’un yedi, Brucella suis’in ise bes
ve diger dort Brucella tiiriiniin de birer adet biyotipleri bulunmaktadir (Alton ve ark.,

1975; Bilgehan, 2000).

2.1.3. Bruselloz’un Epidemiyolojisi

Diinyanin en Onemli zoonotik enfeksiyonlarindan biri olan Brusella
enfeksiyonunun insanlara bulagmasinda, enfeksiyon kaynagi olarak sigir, koyun, kegi ve
domuz ile insanlarin siirekli bir arada bulunarak direkt temasta olunmasi ve enfekte gida
tiriinlerini yogun olarak tliketen evcil hayvanlar biliylik O6nem tasirlar. Brusella
enfeksiyonun canlilar arasinda bulagmasinda ise sistemik olarak sindirim ve genital
sistem basta olmak tiizere, deri ve konjonktiva ile direkt temasta bulunulmasi bulasmada
etkin rol oynamaktadir. Yabani hayvanlardan ise eti tiiketilmek iizere avlanan geyik,
bizon ve buffalo gibi gevis getirenlerle direk temas ve lokal olarak 6nemi olan av
kopekleri, atlar ve develerde yine enfeksiyon rezervuart ve yayillmasinda Onemli
bulagsma nedenleri arasinda yer alirlar (Baysal ve ark., 1999; Bilgehan, 2000; Godfroid
ve ark., 2005).

Brusellozis’in rezervuarlariyla basta memeliler olmak iizere baz1 bocekler ve
kenelerde enfekte olurken, laboratuvar ortaminda ise enfekte edilmis siiriingenler ve
amfibilerde bulunmaktadir (Bilgehan, 2000; Baysal, 1999).

Brucella abortus, basta inekler ve diger sigir tiirleri olmak iizere insanlar, atlar
ve kopeklerde de enfeksiyonlara neden olurken ayni1 zamanda enfeksiyonlarin kaynagi
da olurlar. Brucella melitensis, koyunlarda, kegilerde ve baz1 gevis getiren tiirlerde de
yine enfeksiyona neden olur. Brucella suis domuzlari, Brucella canis kopekleri,
insanlari, tilki ve kurtlar1 enfekte eder. Brucella ovis koyunlarda, Brucella maris ise
deniz memelilerinde bulunur ve enfeksiyon yaparlar (Shapiro ve ark., 1999; Koneman
ve ark., 2006; Stack ve ark., 2006).



2.1.4. Bruselloz’un Immunolojisi

Brusella enfeksiyonuna yakalanmis olan bireylerde hiicresel ve humoral
bagisiklik bir arada aktive olarak bagisiklik yaniti olusmaktadir. Hiicresel immunitede
bakterisidal etki daha 6nem arz ederken, humoral immunite ise yeniden olusan
reenfeksiyonlara karsi korunmayr saglamaktadir. Bunun nedeni ise hastaligin kontrol
altina alinmasinda bakterisidik etki ile hiicresel immunitenin enfeksiyonu kontrol altina
almasidir. Bu etkiyi ise T lenfositlerin salgiladig: sitokinlerin makrofajlari aktive ederek
gerceklesmektedir. Humoral bagisiklik ise IgM, IgG ve IgA tipi antikorlarin yaniti ile
olusur. Brucelloz’'un akut enfeksiyonlarin da ilk olarak IgM bagisiklik yaniti
Olustururken, IgG ise 14. giinden itibaren artarak enfekiyonun tedavi ve iyilesme
siirecine bagli olarak 1 yil boyunca yiiksek miktarlarda kalarak immun yanit

olusturmaktadir (Baysal, 1999; Young ve ark., 2000; Doganay ve ark., 2008).

2.1.5. Klinik Bulgu ve Belirtiler

Brusella enfeksiyonlarinda, hastaligin seyri boyunca bir¢ok organ ve sistem
etkilenebilmektedir. Konaga bagli olmakla birlikte enfeksiyonun olusmasi genellikle 1
ile 3 hafta arasinda iken, bu siire¢ birka¢ aya kadar uzayabilmektedir. Klinik bulgular
gizli veya ani bulgular olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Geyik, 2003).

Brusella etkenleri, insan veya hayvan viicuduna girdikten sonra ilk iiremesini
bolgesel lenf yumrularinda yapmakta, sonraki asamada bakteriyemi sonucu kana
karisarak organlara ve sistemlere yayilarak hayvanlarda ve insanlarda 6zellikle gebe
uterus, meme ve testislerde, nadir olarak da eklem ve bursalarda lezyonlar
olusturmaktadir (Arda ve ark., 1997).

Brusella enfeksiyonuna yakalanan insanlarda, ilk bulgular; yiiksek ve dalgali
olarak olusan ates, terleme, titreme, yorgunluk hissi, eklem ve sirt agrilar1 gibi klinik
bulgular goriilmektedir. Ates genellikle 37.5 °C — 40 °C arasinda, baz1 enfeksiyonlarda
ates daha da yiiksek seyretmektedir (Ang ve Yumuk, 2008). Yine brusella
enfeksiyonlarinda; hematolojik bulgular, kas ve iskelet sistemi bulgulari, cilt bulgular,
gastrointestinal sistem bulgulari, nérolojik bulgular, kardiyovaskiiler sistem bulgulari,

irogenital sistem bulgular1 ve okiiler bulgularda goriilebilmektedir.



2.1.6. Brusellozun Tams1

Brusella enfeksiyonu insanlarda ve hayvanlarda bircok organ ve sistemi
etkileyebilen ve farkli klinik bulgularla kendini gosteren, birgok hastalikla benzer
bulgular gosteren bir hastalik olup klinik bulgular veya otopsi bulgularina dayanarak
kesin teshis ortaya konulamamaktadir. Hastaligin teshisinde, direkt tan1 metotlar ile
yapilan etken izolasyonu pratik olmamalar1 nedeniyle sik kullanilmazken, indirek olarak
teshis yapilabilen (serolojik ve alerjik) yontemlerin siklikla ve kesin teshisi gesitli
testlerle (bakteriyoskopi, kiiltiir, hayvan deneyi, bakteriyofaj testi, alerjik testler ve
serolojik testler) ancak laboratuvar ortaminda direkt tan1 yontemlerine gore daha pratik
olarak yapilabilmektedir. Kesin tani etken izolasyonu ile konulabilmektedir (Doganay,
2008; Findik, 2005). Brusellozis’in 6zgiin tanisi ise kan, kemik iligi, beyin omurilik
stvist (BOS) gibi orneklerden etkenin {iretilmesi ile konulmaktadir (Ward ve ark.,
2006).
Rutin laboratuvar incelemelerinde ;
— Tam kan sayimi
— Eritrosit Sedimantasyon Hizi (ESR)
— C Reaktif Protein (CRP)

Ozgiil Laboratuvar Incelemelerinde ;

A. Direkt tan1 yontemleri

a. Kaltir

b. Molekiiler yontemler

B. Indirekt tan1 yontemleri

a. Hizli aglutinasyon testleri

Rose Bengal testi (RBT), Spot testi

b. Tiip agliitinasyon testleri

Standart tiip agliitinasyon testi (STA), Mirkapto etanol veya Rivanollii (Diamino 6,9

etoxy acridin) tiip agliitinasyon testi, Coombs testi

c. Brucellacapt testi

d. Kompleman birlesme testi

e. indirekt Floresan Antikor testi (IFA)

f. Radioimmunoassay (RIA)

g. Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
6



h. Brusellargen deri testi

2.1.7. Brusellozun Tedavisi

Hayvanlarda Brusella enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili antibiyotikler vardir,
ancak antibiyotik se¢iminin dogru tahmin edilememesi, tedavi siirecinin ve basari
oraninin kesin olmamasi, brusella etkenlerinin hiicre igine yerlesik ve hiicre iginde
tireyen bakteri olmasi nedeniyle tedavi sonrasinda reenfeksiyon olugsma ihtimali, yine
brusellozun ihbari zorunlu hastalik olmasi nedeniyle, enfekte hayvanlarin kesime tabi
tutularak tazminatinin devlet tarafindan veriliyor olmasi ve uzun siireli verim kaybi1 ve
tedavi masraflar1 gibi nedenlerle hayvanlarda goriilen brusella enfeksiyonlarin da
tedavisi giinimiizde yapilamamaktadir (Ang ve ark., 2008).

Insanlarda Brusella enfeksiyonuna yakalanan bireylerde, uzun siireli ve tek
antibiyotik kullaniminin olusturdugu antibiyotige karsi olusan direnclilik, relaps gibi
nedenlerle, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan 6nerilen tedavi olan, ikili
doksisiklin + rifampisin/streptomisin, bazi durumlarda ise iiclii kombine antibiyotik

uygulanmasi seklindedir (Cengiz, 2007).

2.1.8. Brusellozdan Korunma

Brusella enfeksiyonlarindan korunmada genel hijyen ve dezenfeksiyon
kurallarina uyulmasi, hayvan siiriilerine disaridan ve brusella enfeksiyonunun varliginin
tespitinin yapilmadigi kontrolsiiz hayvan giris ve ¢ikislarinin engellenmesi, stiriilere
hayvan alimi durumunda hastaliktan ari isletmelerin secilmesi, siiriilerde mevcut var
olan enfekte hayvanlarin siiriilerden elemine edilmesi ve en 6nemlisi hastaliktan ari tiim
geng ve ergin hayvanlara brusella enfeksiyonuna karsi koruyucu asilamalarin yapilmasi
onem arz etmektedir (WHO ve MZCP 1999; Eskiizmirliler, 2008).

Brusellozdan korunmada temel prensipleri siralayacak olursak;
- Cig ya da pastorize edilmeyen siitlerden elde edilen siit ve siit {iriinlerinin tiiketilmesi.
- Taze peynirin gerekli miktarlarda tuzlanarak, en az 60 giin olmak iizere salamur
yapilarak tiiketilmesi.
- Enfekte hayvanlarin karkas etleri ve i¢ organlar ile kesim sonrasi temasta koruyucu
onlemlerin alinmasi ve bu et ve i¢ organlarin yeterince pisirilerek tiiketilmesi.
- Hastaligin endemik olarak bulundugu bolgelerde enfekte hayvanlarin idrar1 ile bulagik

hale gelmis, sebzelerin tiikketilmeden dezenfekte edilmesi.
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- Brusella enfeksiyonuna yakalanma ihtimali yiiksek olan meslek gruplarinda (Veteriner
Hekimler, Veteriner Saglik Teknisyen ve Teknikerleri, hayvan bakicilar1 ve mezbaha
calisanlar1) hayvanlarla direkt temasta enfeksiyona karsi koruyucu dnlemlerin alinmasi.
Ornegin Brucella Rev 1 asilamalarinda eldiven ve gozliik kullanimi gibi.

- Risk grubu mesleklerde calisan insanlarin Brusella enfeksiyonu yoniinden
bilgilendirilmesi.

- Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinin yavru atmalar1 sonucu, hayvana ait atia, akintilara,
plasentaya ciplak elle miidahale edilmemesi ve hayvanin kirlettigi etkeni bulastirdigi
yerlerin dezenfekte edilmesi.

- Siiriilerde enfekte hayvan varligini serolojik testlerle tespit edip, enfekte hayvanlarin
siiriilerden ¢ikartilarak, elde edilen hastaliktan ari hayvanlarin koruyucu asilarla
(Brucella melitensis Revl, Brucella abortus S19) asilanmalari.

- Hayvanlarda hastaliktan siiphe edilen durumlarda ve atik durumlarda, Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Hayvan Sagligi Subelerine ihbarda bulunulmali, insanlarda
hastaliktan siiphe edilen durumlarda saglik kuruluslarina bagvurulmalidir (Baysal, 1999;
Aksakoglu, 1996).

Birgok iilkede ruminantlar1 brusellozisten korumak ic¢in Brucella melitensis
S19 strain Rev 1 zayiflatilmis canli asis1 ve Brusella S19 asisi asilama programi ile
uygulanmaktadir (Minas, 2006). Basta Akdeniz iilkeleri ve Orta Doguda olmak iizere
birgok iilkede hastalik goriilmektedir.

Brusellozis tlilkemizde yaygin olarak goriilen ve yetistiricilerin ekonomik
kayiplarina neden olmasinin yani sira hayvancigin siirdiiriilmesini olumsuz yonde
etkileyen hem insan hemde halk sagligin1 olumsuz yonde etkileyen 6énemli zoonoz bir
hastaliktir. Brusellozisin kontrol ve eradikasyonu i¢in Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlik’inin programi kapsaminda "Konjuktival Asi ile Kontrol ve Eradikasyonu
Projesi' geregi konjuktival brusella asis1 Pendik Veteriner Kontrol Enstitii
Miidiirliigiinden temin edilerek yapilmaktadir. Konjuktival as1 sonrasi etken sadece bas
lenf yumrularina lokalize olmakta olup generalize bir reaksiyon olusturmamakta, bu
nedenle de asilanan hayvanlarda abort ve sacilim riski yok denecek kadar az olmaktadir.
Tim yastaki disi sigirlar ile koyun ve kecilere yapilabilmektedir. Parenteral olarak

uygulanmadigindan kazara uygulayicinin asiyr kendisine enjekte etme riski ortadan



kalktigindan daha giivenli bir asidir (Brusellanin Konjuktival As1 Ile Kontrol ve
Eradikasyonu Projesi, 2012).

Brusellozisin 6zgilin tanisi ise kan, kemik iligi, beyin omurilik sivis1 (BOS)
gibi orneklerden etkenin iiretilmesi ile konulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda daha ¢ok
yapilan Rev 1 vaccine asis1 yapilarak brusellozisin eradikasyonu (Ward ve ark., 2006),
Brucella melitensis Rev 1 konjunktival aginin immunopatolojik etkileri (Munoz ve ark.,
2008) ya da Rev-1 konjunktival asmin serolojik testleri iizerinde yogunlagilmistir
(Stournara ve ark., 2007).

2.1.9. Bruselloz’un Immunoloji ve Brusella Konjuktival Asis

Immunoloji sadece enfeksiyoz hastaliklara karsi olusan bagisikligin yaninda
immun sistemin organ naklindeki yerini, timérlere karsi korunma ve miicadeleyi, gesitli
hastaliklarin tani ve tedavisini, bunlarin yani sira yabanct maddeyle konak etkilesimi
sonucu ortaya ¢ikan istenmeyen ve zararli sonuglart da inceleyen bilim dalidir. Genel
olarak immunite (bagisiklik) hastaliktan korunma, 6zellikle enfeksiyoz hastaliklardan
korunma anlamina gelir. Bunun icin viicudun yabanci etkenlere karst gosterdigi
tepkilerin tiimiine kolektif olarak immun yanit (bagisiklik yanit1) denir (Diker, 1998;
Arda ve ark., 1998).

-' Bagisiklik sistemi
yapilari

|

Lenf nodlilleri

Timus

Dalak

Kemik ilikleri

Sekil 1. Insan viicudundaki bagisiklik sistemi (Kaplan, 2016°dan)



2.1.10. immunitenin Cesitleri

Bagigiklik sistemi, innate (dogal, nonspesifik) ve kazanilmis (Edinsel-spesifik-
adaptif) bagisiklik olmak iizere iki ana baglik altinda incelenen bir sistemdir. Bagisiklik
sisteminin bu iki boliimii, bir arada dengeli ve yardimlasarak canliy1 zararli patojenlere karsi

korurlar (Kiligturgay 1991, Diker 1998).

BAGISIKLIK

/

DOGAL BABISIKLIK "
sGenetik Faktirlorle KAZANILMIS BAGISIKLIK
*Anatomik Engeller ile (Akciz - Eelinge] Bagigiklic)
*Vieut Sivilarindaki Koruyucu

*Faktorier ile

*Hicresel Faktorler il

*Anncden fetise gegen

Antikorlar ile

AKTIF BAGISIKLIK PASIF BAGISIKLIK

VNN

DOGAL AKTIF YAPAY AKTIF  DOBAL PASIF YAPAY PASIF

BAGISIKLIK BASISIKLIK BAGISIKLIK BAGISIKLIK

*Hastaligin Gegirilmesi ile  *Agilama ile *Plesenta'dan Gegen  Lgiim ile
*Antikorlar ile *Gammaalobulin ile
*Anne Sitii ile S

Sekil 2. immun sistem (Kadinlarsayfasi, 2016)

Dogal Bagisikhik (Innate, Yapisal Direnc)

Bir canlinin dogumundan itibaren, patojenlere maruz kaldiginda, bagisiklik olarak
ilk cevab1 olusturan, canlinin genetiginde immun 6zellikleri belirli ve konagin kendisinde
bulunan ve kendisine ait olmayan antijenik yapiy1 tanima kapasitesine sahip olan savunma
sistemidir. Belirli patojenlere kars1 segicilik gostermez ve bu sayede canli bazi
mikroorganizmalara karsi tanima ve yok etme Ozellikleri dogdugu andan itibaren sahiptir
(Armstrong, 1998). Iste bu genetik faktdrler, bazi tiirlerde bazi enfeksiyonlarin olusumunu
engeller, bunu dogal diren¢ saglar. Ornek verilecek olursa, tek tirnakli hayvanlar sigir
vebasina yakalanmazlar, ciinkii genetik belirlenen hiicre yapist nedeniyle sigir vebasi
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viriisiiniin tek tirnaklt hayvanlarin hiicrelerine girememesidir. Anthraks enfeksiyonu
tavuklarda hastalik olusturmaz ¢iinkii etken 37 °C de iirer, tavuklarin viicut 1s1s1 ise 37 °C’nin

tizerindedir (Relatif direng). Dogal direng Mekanizmalari;
e Anatomik ve Fizyolojik Bariyerler
e Kimyasal ve Biyolojik Faktorler
e Dalak islevi
e Yas, Beslenme, Ates ve Akut Faz Reaktanlari
e Irk ve Genetik etki
e Bakteriyel interferens ve interferon
e Enfeksiyonlara kars1 duyarsizlik
e Oral tolerans

e Fagositler ( Polimorfoniikleer 16kositler, monosit, makrofaj, eozinofil, mast hiicreleri ve

bazofiller)
e Dogal 6ldiirii (NK) hiicreleri

e Fagositoz ve enflamasyon, sitokinler, kompleman sistem (Kiligturgay, 1991; Diker,
1998).

Kazanmilmis (Spesifik) Bagisikhk

Konagi giren bir antijene 6zgii olarak konakta olusan bagisikliktir, konagin antijene
tekrar maruz kaldiginda daha hizli ve giiglii bagisiklik olarak cevap veren sistemdir. Bu
cevaba antikor ve T lenfositler aracilik eder ve bu bagisikliktan sorumlu hiicreler, 6zgiil
antijene karsi uzun vadeli bellege sahiptir (Lewinson ve ark., 1998). Kazanilmis bagisiklik
adindan anlasilacag iizere, konakta hazir bulunmayan ve ancak belirli bir reaksiyon sonucu
kazanilan bir durumdur. Lenfositler en 6nemli unsurlaridir. Konagin karsilastigi antijene
Ozgii olarak o antijeni taniyan ve spesifik lenfositlerin uyarimi ve aktive edilmesi ile olusur
ve elemanlarina ve sonuglarina gore iki yolla olusur; humoral immun yanit ve hiicresel

immun yanit Humarol immun yanit, B lenfositlerin uyarilmasi ile aktive olan, antikorlarin
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tiremesi ile sonuglanan yanittir. Hiicresel immun yanit ise bazi T lenfositlerin uyarim ile
gelisen ¢esitli efektor hiicrelerin aktive edilmesi ile sonu¢lanan immun yanittir. Kazanilmig
bagisiklik mikroorganizmalarla beraber, tiimor hiicrelerine, yabanci doku hiicrelerine, gida
maddeleri ve toksinler gibi yabanci proteinlere karsi olusan bir immun yanittir (Diker, 1998).

Kazanilmis bagisiklik, aktif ve pasif olmak iizere iki sekilde saglanir. Aktif
bagisiklik, hastaliga neden olan patojenin direkt ( dogal enfeksiyon) alinarak (dogal aktif
bagisiklik) veya bu etkenin inaktif ve zayiflatilarak yani zararsiz hale getirilmesinden sonra
konaga verilerek (Yapay aktif bagisiklik — Asilama) kazanilir. Pasif bagisiklik ise anneden
yavruya gecen (dogal pasif bagisiklik) bagisiklik disinda, belirli bir antijene karsi
hiperimmun kilinarak baska canlidan (at) alinan immun serumla veya immunglobiilinlerin
korunmak istenilen canliya verilmesiyle (yapay pasif bagisiklik) kazandirilan bagisikliktir

(Kiligturgay, 1991; Friedlaender, 1993).

Konjuktival Brusella Asisi

Ulkemizde yaygin olarak goriilen ve yetistiricilerimizin ekonomik kayiplarina
neden olmasinin yaninda siirdiiriilebilir hayvanciligimiza da olumsuz etkiler yapan Brusella,
hem hayvan sagligim1 hem de halk sagligini tehdit eden 6nemli bir zoonoz hastaliktir.
Brusellanm kontrol ve eradikasyonu i¢in Ulkemizde yapilan ilk ¢alismalar sigirda "Brucella
Abortus" i¢in 1930 yilinda baslatilmistir. Bu kapsamda 1951 yilinda Ankara Etlik
Veterinerlik Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitiisii biinyesinde kurulmus olan laboratuvar, daha
sonra Istanbul Pendik Veterinerlik Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitiisii'ne tagmmustir. Brusella
melitensis laboratuvart ise 1965 yilinda kurulmus, Brusella melitensis Rev.1 asisinin genis
kapsamli tiretimi 1969 yilinda baslamistir. Sadece hayvanlarin verimini diistiriip, sagliklarim
tehdit etmekle kalmayan, ayn1 zamanda insan sagligi i¢cin de ciddi riskler olusturan bu
tehlikeli hastalikla miicadele i¢in "Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi" 1984
yilinda uygulanmaya baslanmis ve disi sigir yavrulart ile koyun ve kegi yavrularimin
asilanacagi projenin 26 yilda tamamlanmasi hedeflenmistir. Hastaligin yaygiliginin tespiti
amactyla 1998 yilinda yapilan ¢alismada Brusella fert prevalansi, siirlarda % 1.43,
koyunlarda ise % 1.97, siirli prevalansi ise sigirlarda % 11.4, koyunlarda % 15 olarak tespit
edilmistir. Bakanligimizca uygulanan "Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi"
sonrasinda hastaligin s1gir ve koyunlarda yayginliginin tespiti amaciyla 2011 yilinda yapilan
calismanin ilk degerlendirmelerine gore sigirlarda Brusella siirii prevalansit % 7.8 (fert

prevalanst % 2,7) ve koyunlarda Brusella siirii prevalanst % 22.5 (fert prevalanst % 3.4)
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olarak tespit edilmistir. Brusellanin eradikasyonunu saglamis iilkelerin yaptigi calismalar
incelendiginde, siirii prevelanst % 1 den az oldugunda test ve kesim metodu ile kisa siireli
eradikasyon programi uygulandigi, hastalik prevalansi daha yiiksek oldugunda ise yapilan
asilamalar ile siirii prevalansin 6nce % 1 in altina ¢ekildigi sonra test ve kesim metodu ile
hastaligin yok edildigi goriilmektedir. 2011 yilinda Brusellanin yayginligi konusunda yapilan
calismanin sonuglari, hastaligin eradikasyonunu saglamis iilkelerin miicadele stratejileri
cercevesinde Bakanligimiz uzmanlari tarafindan degerlendirildiginde, iilkemizde Brusella ile
miicadelede kitle agilamasi yapilmasinin en etkili yontem olduguna, kitle asilamasinin ise her
yastaki hayvana gilivenilir olarak uygulanabilecek konjuktival asilama ile yapilmasina karar
verilmistir. Bu kapsamda sigirlarda 10 yil, koyun ve kecilerde 6 yil siirdiiriilecek
"Brusellanin Konjuktival As1 Ile Kontrol ve Eradikasyonu Projesi'nin 01/01/2012 tarihinden
itibaren baslatilmasi Bakanlik Makaminca uygun goriilmiistiir. S6z konusu proje, 03/04/2009
tarihli ve 27189 sayili resmi gazetede yayimlanan Brusellozla Miicadele Yonetmeligi ve ekte
gonderilen 31/12/2011 tarihli ve 22 sayili Bakanlik Makam olur'u kapsaminda hazirlanan
esaslar dahilinde siirdiiriilecektir (B.12.0.GKG.0.02.01-010.06 Say1 ve 2013/03 Nolu
Genelge).

Endikasyonlar:

3-6 aylik kuzu ve oglaklarin bruselloza kars1 aktif bagisiklanmasi1 amaci ile
kullanilir. Ancak brusellosis prevelansinin yliksek oldugu endemik bolgelerde tiim
sliriniin kitle asilamasi hastaligin kontroliinde izlenecek tek yoldur. Bruselloz ile
miicadele programlarinda kitle asilamasi 6ngoriiliiyor ise, her yas ve cinsiyetteki koyun

ve kegiler agilanabilirler.

Uygulama ve dozaj:

As1 kalibreli bir damlalik vasitast ile konjuktival olarak uygulanir. Asi
sisesinin i¢indeki liyofilize peletin tiimii ambalaj icerisinde sunulan 2 ml (50 dozluk)
veya 4 ml (100 dozluk) 6zel boyali steril as1 sulandirma sivisi ile sulandirildiktan sonra
dikkatlice homojenize olmasi saglanir. Bu arada kopiik olusturmamaya dikkat edilir.
Peletin tamamen erimesi i¢in birka¢ dakika beklendikten sonra, sulandirilmis asinin
bulundugu sisenin agzina kalibreli damlaligt monte edilir. Bir damla (40+2ul) as1
siispansiyonu hayvanin konjuktiva ya da konjuktival kesesine dikkatlice damlatilir. Eger

damlanin uygun olarak damlatilamadig1 ya da kismen uygulandig: diisiiniiliiyorsa diger
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goze tekrarlanarak damlatilir. Asilanan hayvanlarin 3 ay siire ile kesilmemeleri tavsiye

olunur.

Sekil 3. Karayaka 1rki koyuna konjunktival Brucella melitensis Rev-1 agisinin uygulanmast

2.2. Serum Biyokimyasal Parametreler

Mekanik travmalar, toksik bilesikler, tedavide kullanilan ila¢lar, viriisler, bakteriler,
immunolojik reaksiyonlar viicuttaki cesitli biyokimyasal mekanizmalar1 etkileyerek hareket
edebilmektedir (Murry ve ark., 1993). Enzimler katalizor olarak ara metabolizmada aktif
olarak rol oynarlar (Mengi, 1997). Dokulardaki hiicrelerden kan dolagima belirli diizeyde
enzim gecerek dolasimda belirli konsantrasyon da enzim bulunmakta olup ¢ogu enzim hayat
olaylarin1 diizenlemekte olup bu enzimlerin diizeyleri hasarli hiicreden hiicre membranindaki
permeabilite artigina veya hiicre nekrozona bagli olarak salinim gosterir ve bu olaylar seruma
enzimlerin ge¢isini artirarak serumdaki diizeylerinin ylikselmesine yol acar (Bogin, 1988;

Turgut, 1995). AST, ALT, ALP, LDH gibi enzimlerin total protein, albumin gibi proteinlerin
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serumda degisik diizeyde bulunmasi genellikle doku ve organlardaki bazi patolojik

degisikliklerin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Kramer, 1989; Turgut, 1995).

2.2.1 Serum transferaz enzimleri

Serumda iki 6nemli transferaz enzimi alaninaminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz  (AST) bulunmaktadir. Alanin  aminotransferaz  (ALT) enziminin
mitokondriyel ve sitozolik kaynakli olmak tizere iki formu bilinmektedir. ALT karaciger ve
bobrek dokusunda yaygin olarak bulunmasina ragmen kalp ve iskelet kasinda ise daha az
oranda bulunmaktadir. ALT total miktarinin % 8-15’1 mitokondride geri kalani ise sitozolde
bulunmakta olup; bu oran tiirler arasinda farklilik gostermektedir (De Rosa ve Swick, 1975;
Katunuma ve ark., 1962; Swick ve ark., 1965).

CH, COOH CH; COOH
| )
HC—NH; +C=0Q = C= + HC—NH,
| |
COOH CH; COOH CH,
CH2 CHZ
COOH COOH
Alanin u-ketoglutarat Puuvat Glutamat
Alanin a-ketoglutarat Piruvat Glutamat

Sekil 4. Amino asit transaminasyonu ( Sozbilir ve Baysu, 2008’dan)

AST iskelet kas sisteminde, kalp kasinda, beyinde ve az miktarda da bobrekte
bulunmakta olup; burada olusan bir hasarda AST miktan yiikselebilmektedir (Altintas
ve Fidanci, 1993; Roussel ve ark., 1970). Karacigerde ALT enziminin diizeyi serumdan
3000 kat, AST aktivitesi ise 7000 kat daha fazladir. Hepatositlerde bulunan AST

enziminin %80’1 mitokondride ve %20’si ise sitozolde bulunur (Lott ve Wolf, 1986).
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COOH COOH COOH COOH
1 | ) I
CH, +CH, «— CH, + CH,
| | | |
| 1 | |
coon €=0 COOH HC—NH,
J |

LOOH COOH

Aspartat a-ketoglutarat Oxaloacetat Glutamat

Sekil 5. Amino asit transaminasyonu (Sozbilir ve Baysu’dan 2008)

2.2.2 Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) merkezinde serin icermekte olan bir metalloenzimdir.
ALP ortofosforik asidin fikzasyonu ve ayrilmasi ile olup fosfataz aktivitesine sahiptir.
Optimum pH’s1t 9.2 -9.6 arasinda olup, kikirdak ve damar tunikalar1 hari¢ biitiin
dokularda degisen aktivitelerde bulunur (Latner, 1975). ALP plasentada, safra kesesinde
ve kemik dokusunda yiliksek yogunlukta bulunur. ALP’nin baslica temel fonksiyonu
maddelerin hiicre zarindan gecisini kolaylastirmak, lipit transportu ile kemik sentezini
gerceklestirmektir.

Histokimyasal yontemde ALP’nin karacigerde safra kanalikiillerinin

mikrovilluslarinda ve hepatositlerin de siniizoidal yiizeyde bulundugu bildirilmistir
(Rosalki ve Mclntyre, 1999).

O O
[ o
R—P—O + H,O .H:}‘—IU R—OH + HO_T —O
| P
O-
O
Fosfomonoester Alkol Fosfatat iyonu

Sekil 6. ALP fosfomonoester’den fasfat iyonu ve alkol olusturmasi (Sozbilir ve Baysu’dan 2008)
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2.2.3. Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz laktat ve piirivatin birbirine donilismesini katalize eden bir
enzim olup NAD"a ihtiya¢ duyulur. Glikolitik yolun &nemli bir enzimi olup tiim
hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. Kalp, karaciger, kas, akciger ve kan hiicrelerinde en
yilksek oranda bulunmakta olup, buradaki hastaliklarin teshisinde bakilir. Ancak
enzimin diizeyinin yliksek olmasi durumunda diger enzimlere bakilarak yorumlanmasi

gerekir (Sozbilir ve Baysu, 2008).

CHs CH;
|

HC —OH 4+ NAD* =2 C=0 + NADH + H™

| |
COOH COOH

Laktat Piruvat

Sekil 7. Laktat’in piruvata doniismesi (So6zbilir ve Baysu’den 2008)

2.2.4. Serum proteinleri

Kan plazmasindaki erimis halde bulunan katt maddelerin biiyiik cogunlugunu
proteinler olusturmaktadir. Toplam proteinin biiylik ¢ogunlugunu albumin olusturmak
olup bu yaklasik 3.5-5.0 g/dl kadardir, globiilinler ise toplam plazmanin 2.5-3.2 g/dl
kadarini olusturan proteinlerindir (Altinigik, 2008).

% g toplam protein = %g toplam albumin + % g toplam globulin

2.2.5. Total protein

Farkli yontemler kullanilarak kan plazmasinda 300 farkli protein varlig1 ortaya
konulmustur. Bu proteinlerin bazilar1 sadece bazi fizyolojik veya patolojik durumlarda
plazmada bulunurlar. Normalde intraselliiler sivilarda bulunan bazi ¢6ziinen proteinler,
hiicre hasar1 oldugunda hiicre dist ve damar i¢i sivilara gegebilirler. Proteinler,
fonksiyonel gorevlerinin yaninda dokular i¢in besin kaynagi olarak da gorev

yapabilirler (Altinisik, 2008).
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2.2.6. Albumin

Memeli hayvanlarin kan plazmasinda ( toplam plazma proteininin 3/2si) en
yaygin bulunan proteindir ve %60’1m1 olusturmaktadir. Cesitli doku sivilarinda (ter,
gbzyasi, mide sular1 v.b. ) bulunur ve kilcal damarlardan ¢evre dokulara asir1 sivi
gecisini Onlerken yag asidi ve cesitli baska maddeleri kanda taginmasinda (genel
nakledici, tasiyici protein) gorev yaparlar. Kanda pek ¢ok ilag albumine bagh olarak
tasinir ve ayrica plazma kalsiyumunun bir kismi albumine bagli olarak bulunur.
Tiroksin ve lipidler erimis halde albumin tarafindan taginir. Zehirli maddeleri karacigere
tasirken, besin maddeleri ve hormonlari, viicutta gerekli ihtiyag bdlgelerine
gotiirmektedir. Albumin toplam plazma proteinleri icerisinde at ve sigir hari¢ diger
tiirlerde orani en yiliksek olan proteindir. Albumin, yiiksek kan diizeyine ragmen damar
dis1 s1vilarda ¢ok az miktarda bulunur ( Zunszain ve ark., 2003; Kaneko, 1997).

Albumin karacigerde sentezlenir, yart omri 19 giindiir, yitkiminin bilyiik
oranda bobreklerde gerceklesmektedir. Viicutta su kaybi albuminin yiikselmesine neden
olur, idrarla atilirlar. Diislik albumin sonucunda damarlardaki sivi dokulara gegerek
0deme neden olur. Viicutta siirekli var olan sentez, salgilanma ve yikimlanma
olaylarinin arasindaki dengeyi damar igi sivinin albumin diizeyi saglamaktadir (Hill,
1985). Albumin ayni zamanda hiicre i¢inde yikimlanarak diger proteinlerin sentezi i¢in

amino asit deposu olarak gorev yapmaktadir (McPherson, 1991).

2.2.7. Globiilin

Globiilin molekiil agirhigr yiiksek olan, sodyum kloriir, sodyum siilfat,
magnezyum siilfat gibi elektrolit iceren, zayif tuzlu soliisyonlarda ¢6ziliniin bir
proteindir. Kanda 32 g olan globiilin, yumurta ve siitte de bulunur. Cesitli metotlarla
(ultrasantrifiij, elektroforez) alfa, beta ve gama olmak iizere boliimlere ayrilir (Turgut,
1995).

Albumin ve globiilin (al,a2, B1, B2, y) proteinleri kandaki en 6nemli protein
fraksiyonlar1 olup (Dukes, 1993; Turgut, 1995), kandaki diizeyleri ¢esitli fizyolojik ve
patolojik durumlara bagl olarak degisebilmektedir (Batamuzi ve ark. 1996; Yoshida,
1991). Albumin total proteinin %35-50’ini olusturan serumda en fazla bulunan
proteindir. Albumin ozmotik basincin diizenlenmesinde énemli gorevi bulunmakta olup
ayrica tasima ve kendine baglama gibi 6nemli 6zellikleri bulunmaktadir (Dukes, 1993;
Turgut, 1995; Kaneko ve ark., 1997; Karagiil ve ark., 2000). Globulin proteini lenfotik
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dokularda iretilmekte olup yapisinin biiyilk ¢ogunlugunu immunoglobulinler
olusturmaktadir (Russel ve Roussel, 2007).

Globiilinler baslica karacigerde sentezlenir. Serum globiilinleri, baslica a-
globiilinler, B- globiilinler ve y- globiilinler olmak iizere ii¢ ana siifa ayrilir. Ancak
biitiin bu siniflar homojen degildir (Kaneko ve ark., 1997). a(alfa) - globiilinler; a-1, a-
2, (a- lipoproteinler (HDL), al gibi gog¢ ederler ve pre- B- lipoproteinler (VLDL), a2
pozisyonunda go¢ ederler. a2- globiilinler nefrotik sendromlarda artar. o2-
makroglobiilinler B- lipoproteinleri (LDL) kapsar, haptoglobiilin, seruloplazmin ve
amiloid-A o6nemli akut faz proteinleridir. B (beta) - globiilinler; B-1 ve B-2, (Evcil
hayvanlarda bu proteinlerin 6nemli pargalart komplement (C3, C4), transferin, ferritin
ve C-reaktif proteinleri icerir. Fibrinojen B2 bolgesine yavas gécen onemli bir akut faz
proteinidir. y (gama) - globulinler; y-1 ve v-2 alt simiflarina ayrilirlar.
Immunoglobulinler iki agir, iki hafif zincir iceren glikoproteinlerdir. Hayvanlarda gesitli
immunoglobulinler (IgA, IgM ve IgE) bulunur (Kaneko ve ark., 1997).

Gegmiste as1 uygulamasi derialtt olarak uygulanmakta iken Ulusal Bruselloz
Kontrol Programi kapsaminda giinlimiizde konjunktival as1 uygulanmaktadir. Gegmiste
uygulanan derialt1 asilamalar1 sonrasinda biyokimyasal parametrelerin ve antikor
yanitlarinin degisimi belirli iken, konjunktival asilama sonrasinda bu parametrelerin
degisimi hakkinda kesin bilgi bulunmamaktadir. Dolayis1 ile hastaligin teshisinde
antikor yanitinin belirlenmesine yonelik kan testleri gegerliligini kaybetmistir. Teshiste
tek kriter olarak ta etkenin izolasyonu ve identifiye edilmesi kabul edilmektedir.
Yapilan c¢alismalarda daha ¢ok bu acgidan arastirilmis olup yapilan konjunktival
asilamanin  koyunlardaki bazi1 biyokimyasal kan parametre diizeylerine etkisi
arastirilmamistir. Bu calismada Brusellozisten korunmak i¢in aktif bagisiklik saglayan
B. melitensis Rev.l konjuktival asisinin Karayaka koyunlarmin kanindaki glukoz, total
protein, albumin, ALT, ALP, AST, LDH gibi biyokimyasal parametre diizeylerinin

asilamaya bagl olarak degisiminin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Hayvan materyali

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi'nin Yerel ‘Etik Kurul
Karar1’(2013/44)uyarinca alinan Etik Kurul Karari esaslarina  uygun olarak
yiirtitiilmiistir.

Calismada as1 yapilmamis oldugu bilinen 30 adet 5 aylik disi Karayaka 1rki
koyun hayvan materyali olarak kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Analizlerde Autolab (AMS Srl, Autoanalyzer, Netherlands) Otoanalizorii,
Niive santrifiij, Nichipet EX ve Isolab otomatik pipetleri kullanilmstir.
Spektrofotometre (Thermo Scientific™ GENESYS 10S UV-Vis), ELISA okuyucu

(DAS) ve Audict marka analizor kitleri kullanilmistir.
3.2. METOT

3.2.1. Deney Hayvanlariin Hazirlanmasi ve Uygulamalar

Calismada as1 yapilmamis oldugu bilinen 30 adet 5 aylik disi Karayaka irki
koyun kullanildu.

Arastirma i¢in gerekli koyunlar Amasya ili, Tasova ilgesi, Giivendik kdyiinden
temin edilmistir. Calisma 5 gruptan olusmaktadir. Kontrol grubunu asisiz 30 adet 5
aylik disi Karayaka irk1 koyundan asilama 6ncesi Vena Jugularis’ten alinan kanlar Grup

1(AO) kontrol grubunu olusturdu.

3.2.2. Doz

Deneme gruplarini ise kontrol grubu i¢in kan alindiktan sonra konjunktival
olarak 1 doz (40ul) asilanan hayvanlar olusturdu. Liyofilize olarak temin edilen asi
Patent Blue V ile renklendirilmis sulandirma sivisi ile eritilerek homojenize edildi.
Sulandirilmis asmin bulundugu siseye damlalik monte edilerek 5 aylik disi kuzulara
40+2 pl (1damla) olarak uygulandi. Asilama sonrasinda 4 ay boyunca her ay Vena

Jugularis’ten kan alindu.
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Tablo 1. Liyofilize Brudoll-M konjunktival koyun ve kegilerin brusellozis’ine karsi hazirlanmig liyofilize

Brucella melitensis Rev-1 g6z damla asisinin kompozisyonu

Atteniie Brucella melitensis Rev.1 0.5 -2 X 109 CFU/doz
Enzymatic digest of Protein/Casein 0,8mg/doz

Sukroz 1,6mg/doz

Sodyum glutamate 0,32mg/doz

HEPES 0,01mmol/doz

Asilamayi takiben 1 ay sonra alinan kan 2. Deneme grubunu Grup 2(AS1), asilamayi
takiben 2 ay sonra alinan kan 3. Deneme grubunu Grup 3(AS2), asilamay1 takiben 3 ay
sonra alinan kan 4. Deneme grubunu Grup 4 (AS3), asilamayi takiben 4 ay sonra alinan
kan 5. Deneme grubunu Grup 5 (AS4) olusturdu.

Testlerde kullanilacak olan serumlarin eldesi amaciyla, antikoagulansiz tiiplere
alman kan ornekleri 1550 g devirde ve +4 %C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
berrak kan serumu plastik viyallere alinarak analizler yapilincaya kadar -80°C’de

muhafaza edildi.

3.2.3. Biyokimyasal Analizlerin Yapihsi ve Prensipleri
Koyunlarda ALP, ALT, AST, LDH, glukoz, total protein ve albumin diizeyleri
serumda biyokimya otoanalizériinde (Autolab, AMS srl, Aotuanalyzer, Netherlands)

ticari otoanalizor test kitleri (Audit Diagnostics, Ireland) kullanilarak 6l¢iildii.

Olgiimlerden 6nce genel kalibrator kullanilarak (AD983) cihaz kalibre edildi.
Liyofilize halinde olan kalibrator +20-25°C arasindaki 1sida 5 ml distile su ilave
edilerek ¢oziildii. Otoanalizor cihazinda Ornek olarak konularak biyokimyasal

parametreler okundu ve kalibratoriin belirttigi aralikta olup olmadigi kontrol edildi.
Albumin diizeyinin belirlenmesi

Serumda albumin miktart AD306 TP kitine kullanilarak otoanalizor cihazinda

olgtldi.

Testin Prensibi
Serumda albumin diizeyi 6l¢timii kantitatif olarak 3,3’,5,5’-tetrabraom, kresol

stilfonftlalein (BCG) baglanma esasina dayanmaktadir (Grant ve Kachmar, 1976).
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pH 4.1

Albumin+BCG —> Abumin BCG kompleksi

Kullanilan Reaktifler

R1: Cozelti, pH 4.0 75 mmol/L
Bromokresol gren 0.17 mmol/L
Yapihisi

Deneme grubundaki her bir serumun 10 pL’si, 1000 uL ¢alisma reaktifi ile
karistirildi ve 5 dakika inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 600 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

Total protein diizeyinin belirlenmesi
Serumda total protein miktar1 AD306 TP Kiti kullanilarak otoanalizor
cihazinda (Autolab, AMS srl, Aotuanalyzer, Netherlands) ol¢iildii.

Testin Prensibi
Protein diizeyi bakir siilfatin iki ya da daha fazla peptit bagi tagiyan maddelerle
alkali ortamda reaksiyona girerek menekse renkli komples olusturmasi esasina dayanan

yontem kullanilarak belirlendi (Weichselbaum, 1964; Henry ve ark., 1974).

Alkalen soliisyonu

Protein+Cu+2 —>  Renkli kompleks

Kullanilan Reaktifler

R1: Potasyum sodyum tartarat 25.5mmol/L
Potasyum iyodid 30 mmol/L
Kuprik siilfat 6 mmol/L
NaOH 100 mmol/L
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Yapihisi

Deneme grubundaki her bir serumun 20uL’si, 1000ul ¢alisma reaktifi ile
karistirtldi ve 10 dakika inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 1saat i¢inde 550
nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Sonuglar gruplar arasinda karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Aspartat aminotransferaz diizeyinin belirlenmesi
Aspartat aminotransferaz diizeyinin kantitatif olglimiinde International

Federation of Clinical Chemistry (IFCC) metotu kullanild1 (Stein,1985).

Testin Prensibi

Aspartat amino transferaz aktivitesinin kinetik olarak saptanmasi: Bu metot
orneklerin 6n inkubasyonu i¢in L-Aspartat, MDH ve LDH iceren Tris (hydroxymethyl)
aminomethan tampon solusyonu ile olmaktadir. Bu reaksiyona NADH eklenerek kinetik
Olciim yapilmistir. AST aktivitesi tilkenen NADH miktar1 ile orantili olarak

gerceklesmektedir.
AST

L-Aspartate + a-Ketoglutarat —>  Okzaloasetat + L-Glutamat

MDH

Okzaloasetat + NADH+H™ —> L-Malat + NAD"

MDH = Malat dehidrojenaz.
Olusan okzaloasetat, alkali ortamda 2,4 difenilhidrazin ile reaksiyona girer.

Olusan fenilhidrazonlarin renk siddeti AST aktivitesi ile dogru orantilidir.

Kullanilan Reaktifler
R1: Tris buffer, pH 7.8 100 mmol/L
L-Aspartat 330 mmol/L
LDH >750 U/L
MDH >530U/L
R2: a-Ketoglutarat 75 mmol/L
NADH 0.23 mmol/L

23



Yapihisi

Serumda AST aktivitesi ADM107 katalog no’lu kit kullanilarak belirlendi.
Deneme grubunun serumunun 20 uL’si, 200 pL ¢alisma reaktifi ile karistirildi ve 50
saniye inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 175 saniye i¢inde 340 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

Alanin aminotransferaz diizeyinin belirlenmesi
Olgiimler Autolab (Audit Diagnostics, Ireland) marka kit ile otoanalizdr
kullanilarak yapilmistir. Bu islem, IFCC (International Federation of Clinical

Chemistry) metodu kullanilan kinetik bir yontemdir (Bergmeyer ve ark, 1978).

Testin Prensibi

Alanin aminotransteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde;
ALT

L-Alanin + a-Ketoglutarat —> Piruvat + L-Glutamat

Laktat-Dehidrogenaz

Piruvat + NADH+H®™ —> L-Laktat+ NAD"

ALT etkisiyle alanin, a-Ketoglutarik asitle reaksiyona girer ve piriivat ile L-
glutamat1 verir. Olusan piriivat, alkali ortamda 2,4 dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona
girer. Olusan fenilhidrazonlarin renk siddeti ALT aktivitesi ile dogru orantilidir.

Serumda ALT aktivitesi Audict marka, ADM108 katalog no’lu kit kullanilarak

belirlendi.
Kullanilan Reaktifler
R1: Tris buffer, pH 7.8 125 mmol/L
L-Alanin 625 mmol/L
LDH 1500 U/L
R2: a-Ketoglutarat 94 mmol/L
NADH 0.23 mmol/L
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Yapihisi
Numune serumunun 20 uL’si, 200 pL calisma reaktifi ile karistirildi, 50 saniye
inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 175 saniye iginde 340nm dalga boyu

otoanalizorde oOlgiildii.

Serumda Glukoz diizeyinin belirlenmesi
Serumda glukoz diizeyi otoanalizér cihazinda ADM208 katalog no’lu kit

kullanilarak belirlendi.

Testin Prensibi

Glukoz hidrojen peroksit ve glukonik asite oksitlenebilen bir bilesiktir.
Hidrojen peroksit ise fenol ve 4-aminoantipyrin i¢inde red quinone doniismekte olup,
reaksiyon spektrofotometrik olarak 500 nm’de okunarak ol¢iilmektedir. Red quinone
renginin yogunlugu serum igindeki glukoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Stein

1985).
Glukoz-Oksidaz
Glukoz+0,+H,0 — Glukonik asit +H,0,
Peroksidaz
2 H,0O,+ Phenol + 4-aminoantitipryrine — Red Quinone + 4H,0

Olusan kirmizi renkli kinon bilesikleri fotometrik olarak ol¢iliir.

Kullanilan Reaktifler

R1: Fosfat buffer, pH 7.5 100 mmol/L
4-Aminoantipirin 0.3 mmol/L
Fenol 1 mmol/L
Peroksidaz > 1000 mmol/L
Glukoz oksidaz >2000 U/L
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Yapihisi

Numune serum, c¢alisma reaktifi ile karistirildi, 50 saniye inkiibe edildi.
Dakikadaki absorbans degisimi 175 saniye i¢cinde 500 nm dalga boyu otoanalizérde
ol¢iildii.

Serumda Alkalen fosfataz diizeyinin belirlenmesi
Serumda Alkalen fosfataz diizeyi otoanalizor cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Bu yontem, enzimatik metodun kullanildigi kinetik bir yontemdir (Klin, 1972).

Testin prensibi

ALP
p-nitrofenolfosfat + H,O — p-Nitrofenol + inorganik fosfat

Serumda alkalen fosfataz (ALP) belirli kosullar altinda fosfat esterlerinin
hidroliz degerlerinin oOl¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Alkalen fosfatazin, fosfat
esterlerini alkali ortamda hidroliz eder. Serum alkali pH’da p-gliserofosfat,
fenolfitaleynfosfat veya para-nitrofenolfosfat gibi substratlar ile reaksiyona sokulur.
Para-nitrofenolfosfat en sik kullanilan substrattir. Meydana gelen renkli p-nitrofenol
bilesigi 405 nm’de fotometrik olarak dl¢iliir.

Serumda alkali pH’da German Society for Clinical Chemistry (DGKC)’nin
bildirdigi metot ile (Audict marka ticari kit ; ADM203) otoanalizérde 6l¢iildii (German
Society for Clinical Chemistry, 1972).

Kullanilan reaktifler

R1: Dietanolamin buffer, pH 10.2 1.25 mol/L
Magnezyum Klorid 0.51 mmol/L
R2: p-Nitrofenilfosfat 61 mmol/L

Calisma ¢ozeltisi, 4ml R1 reaktifi igerisine 1ml R2 reaktifi karistirilarak hazirlanir.
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Yapihisi
Numune serumunun 5 pL’si, 250 pL calisma reaktifi ile karistirildi ve 50
saniye inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 75 saniye i¢inde dalga boyu 405

nm Ol¢tldi.

Serumda Laktat dehidrogenaz diizeyinin belirlenmesi

LDH diizeyleri Uluslararas1 Klinik Kimya Federasyonun (IFCC) tavsiye ettigi
metot dogrultusunda LDHO0102 otoanalizor kiti kullanilarak belirlendi (Schumann ve
ark. 2002).

Testin prensibi

Yontem, Laktat dehidrogenaz katalizorliiglinde Laktat’in piirivata doniismesi
esasina dayanmaktadir. B-nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) NADH doniiserek
yiikseltgenmektedir.

LDH

L-Laktat + NAD® <> Piriivat + NADH + H"

Kullanilan reaktifler

R1: Tris buffer 50 mmol/L
L-Laktat 5 mmol/L
R2: NAD * 7 mmol/L
Yapihisi

Numune serumunun 100 pL’si, 2400 pL ¢aligma reaktifi ile karistirildi, 1-2
dakika inkiibe edildi. Dakikadaki absorbans degisimi 3 dakikada i¢inde 340 nm dalga

boyunda otoanalizdérde 6l¢iildii.

3.3. Serolojik Analiz

As1 Oncesi ve as1 sonrast 1, 2, 3 ve 4 aylarda alinan kanlardan elde edilen
serumlara Rose Bengal (RB) Pleyt Test ve Standart Tiip Aglutinasyon (SAT) testleri
uygulandi. Rose Bengal pleyt test ile serumda Brucella spp. spesifik antikor varligi ve

standart tiip agliitinasyon testi ile de spesifik antikor titreleri belirlendi.
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Rose Bengal Pleyt Test Antijeni, agliitinasyon yetenegi standart anti-brusella
abortus serumla standardize edilmis, B.abortus S99 susu ile hazirlanmis Rose-Bengal
ile boyanmis Olii bakteri igeren bir silispansiyondur. Test i¢in serum Ornekleri beyaz
zemine sahip fayans iizerine 1 damla olmak iizere damlatildi. Uzerine de 1 damla RB
antijeni damlatildi. Kiirdan kullanilarak serum ve antijenin karigsmasi saglandi.
Sonrasinda ise 4 dk i¢inde antijen antikor reaksiyonuna bagli iri taneli kiimelesmelerin
gozlenmesi pozitif, seffaf renkli bir gériiniim negatif olarak degerlendirildi.

Standart Tiip Agliitinasyon (SAT) (Wright) Test Antijeni, B. abortus S99 susu
ile hazirlanmig, standart Anti-Brusella abortus serum ile standardize edilmis, smooth
Brusella enfeksiyonlarinin (B.abortus, B.melitensis ve B.suis) teshisinde kullanilan 6lii
antijeni igermektedir. Test i¢in 96 kuyucuklu mikropleytler kullanildi. Tiim kuyucuklara
50 mikrolitre FTS konuldu. ilk kuyucuga 50 mikrolitre serum konularak karistirilds. ilk
kuyucuktan ikincisine 50 mikrolitre aktarilarak karigtirlldi.  Bu islem sekizinci
kuyucuga kadar devam ettirilerek “iki katli serum diliisyonlar1” elde edildi. Yedinci
kuyucuktan da 50 mikrolitre disariya atildi. Boylece 1/2 ile 1/128 arasinda serum
diliisyonlar1 hazirlandi. Sekizinci tiipe negatif kontrol serumu konuldu. Tim
kuyucuklara 50 mikrolitre boyasiz Brucella SAT antijeni eklendi. Bdoylece 1/4-1/256
son diliisyonlar elde edildi. Pleyt bir siire calkalanarak serum ve antijenin karigsmasi
saglandi. 37°C lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda pleyt goziiniin dibinde
dantela tarzindaki olusum pozitif ve diigme tarzi goriiniim ise negatif reaksiyon olarak
degerlendirildi. Pozitif reaksiyon gosteren son goziin sulandirmasi da titre olarak

belirlendi (Bilgehan, 2000).

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Koyunlarda as1 6ncesi ve sonrasi (1-4 ay) antikor titre diizeyleri, ALP, ALT,
AST, LDH, glukoz, total protein ve albumin diizeylerinin ortalama + standart sapmalar1
belirlendi. Anova Analizini takiben kontrol grubunu diger deneme gruplarn ile
karsilastirmada Duncan’s testi kullanildi. Grup i¢inde incelenen parametreler arasindaki
iligkileri saptamada Pearson korelasyon analizi uygulandi. Tiim istatistik analizler i¢in

SPSS programi (version 21, IBM Corp., Armonk, NY) kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismada 30 adet asisiz disi Karayaka irki koyun kullanilmistir. As1 dncesi
alan kanlar kontrol grubunu olusturmus ve asi sonrasinda her ay olmak iizere 4 defa

alinan kanlarda deneme gruplarini olusturmustur.

4.1. Serolojik Analiz Sonuglari
Rose bengal pleyt testlerinin degerlendirilmesi sonucunda ast Oncesi alinan
kanlara ait serumlarin tiimiiniin negatif oldugu ve deneme gruplarina ait 120 adet

serumun ise pozitif reaksiyon verdigi goriildii (Sekil 8).

+ Reaksiyon - Reaksiyon

Sekil 8. RBPT sonucunda + ve — reaksiyonlar

Rose bengal pleyt test sonucu pozitif reaksiyon goriilen 120 adet seruma
yapilan SAT sonucunda serum antikor titreleri belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 9. STA sonucunda + ve — reaksiyonlar

40 -
35 1
30 1

25 1

A0 AS 1 AS 2 AS 3 AS 4

Sekil 10. RBPT sonucunda degerlendirilen serumlarin SAT sonuglar1. (AO: As1 6ncesi, AS1: As1 sonrasi
1 ay, AS 2: As1 sonrasi 2 ay, AS3: Asi sonrasi 3 ay, AS4: Asi sonrasi 4 ay)
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RBPT sonucunda degerlendirilen serumlarin SAT sonuglarinda as1 sonrasinda
1. ayda as1 oncesine gore onemli diizeyde antikor titresinin artigi (P<0.001), 2. aydan

itibaren ise diismeye basladig1 belirlendi.

4. 2. Biyokimyasal Parametre Sonuclari

Antikor titre diizeyleri, ALP, ALT, AST, LDH, glukoz, total protein ve
albumin diizeylerinin ortalama =+ standart sapma degerleri Tablo 2, Tablo 3 ve Sekil
11’te sunulmustur.

Serumda transamilaz enzimlerinden ALT enzim diizeyindeki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlendi (P>0.05). AST enzim diizeyinin ise
astlamayi takiben ilk 2. ayda artma egiliminde oldugu ama bunun istatistiksel olarak
onemli olmadigi (P>0.05); 3. aydan itibaren diismeye basladigi ve 4. ayda goriilen
diismenin diger aylara gore istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (P<0.05) (Tablo
2, Tablo 3 ve Sekil 11).

LDH enzim diizeyinin asilamadan sonra arttigi bunun istatistiksel olarak
onemli oldugu (P<0.05); as1 sonras1 3 ve 4 aylarda ise tekrar diismeye basladigl ve
bunun istatistiksel olarak énemli olmadig1 belirlendi (P>0.05) (Tablo 3, Tablo 4 ve
Sekil 11).

Glukoz diizeyinin ise asilamadan sonra hafif artma egiliminde oldugu; 2, 3 ve
4 aylarda tekrar diismeye basladigi belirlendi (P<0.05) (Tablo 3, Tablo 4 ve Sekil 11).

ALP enzim diizeyi de as1 sonra azaldigi (P<0.05), sonrasi tekrar artmaya
basladigi belirlendi (Tablo 3, Tablo 4 ve Sekil 8).

Total protein diizeyi as1 sonrasi kontrol grubuna gore arttigr belirlendi
(P<0.05). Albumin diizeyinin ise as1 sonrast distiigi belirlendi (P<0.05) (Tablo 3,
Tablo 4 ve Sekil 8).

ALT enzim diizeyi ile AST(r=0,202%), glukoz (r=0,167%*), total protein
(r=0,237**) ve ALP(r=0,166*) enzim diizeyleri arasinda onemli Ol¢lide pozitif bir
korelasyon oldugu belirlendi.

AST enzim diizeyi ile albiimin (r=0,400**), total protein (r=0,253**)
diizeyleri arasinda 6nemli 6l¢iide pozitif bir korelasyon oldugu belirlendi (p<0.05).

Alblimin diizeyi ile total protein arasinda (r=0,411**) ve ALP arasinda

(r=0,180%*) pozitif korelasyon oldugu belirlendi (p<0.05).
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Tablo 2. Serumda dlciilen as1 dncesi (AO), as1 sonrast (AS lay, 2ay, 3ay, 4ay) aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi ve glukoz (GLU), total protein (TP), albumin (ALB) diizeylerinin ortalama +standart
deviation (SD)

AO AS lay AS 2ay AS 3ay AS 4ay P
ALT(U/mI)  1743%6.6a  17,165621a 17,73+5,6 a 17,53 49,32 1693 +6.3a 0,602
125,43+22.23 123,53+35.9
AST(U/ml) a 126,46+32.18 2 135,40427.85 a a 106,83+24.72b 0,447
30,36+ 22,13

LDH(U/mI) 21.15ab 48,28+24.16 ¢ 24,55+ 17.14a +16.25a 36.62+19.88b 0,078

53,16 £8.22 43,84 £13,62
GLU(mg/dl) ab 56,66 £14,52b 49,07 £13,60ac c 45,53 £7,69 ¢ 0,1
244,42

ALPWU/ml) 270,4 +91,7a 187,93 +73,59b 217,65+75,13bc  £136,79ac 219,76 £73,64bc 0,004

TP (mg/dl) 6,45+1,37 a 7,1 +0,96b 7,34+£1,12b 6,95 +0,59ab 7,29+0,93 b 0,082
ALB(mg/dl) 3,64 + 0.36ab 342+035¢ 3,81 +£0.39 3,58 £0.3 ac 3,47+0.32ac 0,716
STA O0a 36,86 ¢ 14,08 b 9,2b 6,66 ab 0,001

a, b, c: Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasi farklar 6nemli (P<0.05)
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Tablo 3. Serumda olciilen as1 oncesi (AQO), as1 sonrasi aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi ve
glukoz (GLU), total protein (TP), albumin (ALB) diizeyleri arasindaki korelasyon iligkisi

ALT  AST LDH ALB GLU TP ALP
ALT 1 0,202* -0,08 0,109 0,167* 0,237** 0,166*

AST 1 0,015 0,400** 0,021 0,253** 0,106
LDH 1 -0,057 0,090 -0,069 -0,034
ALB 1 0,126 0411** 0,180*
GLU 1 0,101 -0,015
TP 1 0,014
ALP 1
300 {
250 A
200 A BAO
mAS fay
150 A BAS 2ay
WAS 3ay
100 1 OAS 4ay
50
0 = B :

ALT LDH

Sekil 11. Serumda &lgiilen as1 dncesi (AO), as1 sonras1 (AS lay, 2ay, 3ay, 4ay) aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi ve glukoz (GLU) diizeylerinin ortalamasi
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5. TARTISMA

Brucella cinsine ait olan bakteri tiirleri hem evcil hem de vahsi hayvanlarda
hastaliga neden olmaktadir. Hastalik, iilkemizde oldugu gibi diinyada da sigir ve koyun
yetistiriciligi yapilan iilkelerde yaygin olarak goriilmekte olup; hem hayvan sagligini
hem de halk sagligin1 tehdit eden en Onemli zoonozlardan birisi olarak kabul
edilmektedir (Hoover ve Friedlander, 1997; Aydn, 2006; Selem ve ark., 2009; Godfroid
ve ark., 2011; Office International des Epizooties, 2009). Koyun ve ke¢i Brusellozisi
disi hayvanlarda abortus, mastitis, erkek hayvanlarda orsitis, epididimitis, infertilite gibi
genital sistem infeksiyonlar1 ile artritis, topallik, higroma gibi semptomlara neden
olmaktadir (Garin-Bastuji ve ark., 1998; Office International des Epizooties, 2009)

Brusellozisin neden oldugu hayvanlari infeksiyondan korumak, abortus
vakalarinin goriilme sikliginmi diisiirlip etkenin etrafa sagilmasini azaltmak, boylelikle
diger hayvanlarin infeksiyona potansiyel olarak maruz kalma oranimi da diisiirmek
amaciyla asilama yapilmaktadir (Moriyon ve ark., 2004; Corbel, 2006; Nicoletti, 2010).
Ulkemizde hastaligin prevalansi yiiksek oldugu i¢in veteriner hizmetlerinin alt yapisi ve
mali kaynaklar1 yeterli olmasina ragmen hastalifin goriilme olasiligin1 yok etmek
amaciyla tim siiriiniin konjunktival yol ile asilanmasi politikas1 uygulanmaktadir
(European Commission Health ve Consumers Directorate, 2009).

Brusellozisin serolojik teshisinde Rose Bengal Plate test (RBPT), serum
aglutinasyon testi (SAT, Wright test), siit serumu ile lam ve tiip aglutinasyon, vajinal
mukusla aglutinasyon, seminal plazma ile aglutinasyon testleri, siit halka testi (SHT),
komplement fikzasyon testi (KFT), Coombs (antiglobulin) testi, pasif hemaglutinasyon
testi, flouresan polarizasyon testi, flouresan antikor testi (FAT) ve ELISA
(Enzymelinked Immunosorbent Assay) gibi testlerden yararlanilmaktadir (Aydin, 2006;
Poester ve ark., 2010; Nielsen ve ark., 2008). SAT, etkenin fenol salinde (%0,85 NaCl
ve %0,5 fenol) siispansiyonu ile hazirlanan antijenin pH’s1 7,2 gibi ndtre yakin bir deger
olmas1 nedeniyle, IgM antikorlarim1 ¢ok iyi saptayabilen, ancak IgG antikorlarim
saptamada Ozglinliigii daha diisiik olan bir aglutinasyon testidir. Duyarli bir test
olmasma ragmen, diger testlerle kombine olarak kullanilmas1 Onerilmektedir.
Calismamizda da kalitatif olarak RBPT ile tiim serumlarda spesifik antikor varlig
arastirllmis ve sonrasinda serumlarda kantitatif olarak antikor titreleri SAT ile

belirlenmistir. Yapilan Rose bengal pleyt testlerinin degerlendirilmesi sonucunda as1
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Oncesi alinan kanlara ait serumlarin tiimiiniin negatif oldugu ve deneme gruplarina ait
120 adet serumun ise pozitif reaksiyon verdigi goriildii. Daha sonra yapilan SAT
sonucunda serum antikor titreleri belirlenmistir. Asi sonrasinda 1 ayda as1 6ncesine gore
onemli Ol¢lide antikor titresinin arttig1 (P<0.001) daha sonra azalmaya basladigi
belirlenmesine ragmen; grup i¢i degerlendirmelerde uniformitenin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar agilamanin bagarili oldugunu gostermistir. Fakat grup
i¢i uniformitenin diisiik olmasi testin hastalik varliginin belirlenmesinde standart bir test
olarak kullanilamayacagini géstermistir.

Calismada ayrica konjunktival yolla yapilan Brusella asisinin biyokimya
parametre degerlerine etkisinin arastirilmast amaglanmistir.  Serumdaki  enzim
aktiviteleri ¢esitli patolojik hastaliklarin  belirleyicisi  olabilirler.  Serumdaki
aminotransferaz aktivitesi (AST ve ALT enzimleri) hepatoselliiler hasar1 belirlemede
onemli bir belirleyicidir. AST ve ALT enzimleri serumda diisiik diizeyde bulunmakta
olup, hepatosit yikiminin artmasi durumunda serumda diizeyi yiikselmektedir. AST
aktivitesi hepatositteki hasar1 gdsteren yaygin bir belirtectir, fakat ineklerde kastaki
hasarda da AST diizeyi artmaktadir (Stockham ve ark., 2008). Yaptigimiz ¢alismada
asis1z olan koyunlardan Konjunktival Brusella asis1 6ncesi ve asi sonrasi alinan kanlarin
serumunda Olgiilen AST ve ALT enzim diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik bulunmamistir (P>0.05). Brusella ile enfekte oldugu belirlenen ve asisiz olan
koyunlarda ve ineklerde AST ve ALT enzim diizeyinin anlamli olarak arttigini
bildirmislerdir (Arslan ve ark. 2011; El-Boshy 2009; Al-Hussary ve ark. 2010). Gul ve
ark. (2013) ise Brusella enfeksiyonunda sadece ALT aktivitesinin istatistiksel olarak
anlamli arttigin1 bildirmistir. Brucella etkeni karaciger hasarina yol agmaktadir ve
karaciger hasarina bagli olarak karaciger enzimlerinin serumda salinimin artmasina yol
agcmaktadir. Konjunktival brusella asist diisik dozda Brucella mellitensis etkeni
icermektedir ve as1 Oncesinde ve sonrasinda ALT ve AST enzim diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunmamistir (P>0.05). Bunun nedeni olarak
ta as1 etkeninin bolgesel lenf yumrularina yerleserek, etkisini burada gostermesi oldugu
diisiiniilmiistlir. Ayrica, konjunktival Brusella as1 6ncesi ve sonrast AST ve ALT enzim
diizeylerinin arastirildigi bir calismaya da rastlanmamistir. Yaptigimiz calismada
Brusellozisten korunmak igin yapilan konjunktival brusella asisinin karaciger hasar

gostergesi olan AST ve ALT enzim diizeylerinin etkilenmedigi belirlenmistir.
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Laktat dehidrogenaz memelilerin tiim dokularinda yaygin olarak bulunan
sitoplazmik bir enzimdir. Ozellikle karaciger, kas, bobrekte daha yaygmn olarak
bulunmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada as1 sonrasinda LDH enzim diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli olarak arttigini belirledik (P<0.05). Yapilan bir ¢alismada Brusellozis
oldugu belirlenen ve asisiz olan koyunlarda (Arslan ve ark., 2011) ve Brucella
enfeksiyonu olan sigirlarda enfekte olmayan sigirlara gore LDH enzim diizeyinin
anlamli olarak arttig1 (P<0.05) bildirilmistir (Elazab, 2015). LDH enzim aktivitesinin
artmasmin  karaciger hiicrelerinde ya da kaslarda hasar ve hemolizden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Bain ve ark., 2003). Konjunktival Brusella asisi
oncesinde ve sonrasinda LDH enzim diizeyinin arastirildig1 bir calismaya da literatiirde
rastlanmamustir.

Glukoz diizeyinin as1 sonrasi koyunlarda hafif arttig1 bunun istatiksel olarak
onemli olmadigi (P>0.05) asilamadan sonrasi 3. ve 4. aylarda tekrar diismeye basladigi
belirlenmistir.. Brusellozis oldugu belirlenen ve asisiz olan koyunlarda da glukoz
diizeyinin anlamli olarak arttigi bildirilmistir (Arslan ve ark., 2011). Brusella
enfeksiyonu olan sigirlarda da enfekte olmayan sigirlara gore glukoz diizeyinin anlamli
olarak arttigi (P<0.05) bildirilmektedir (Elazab, 2015; Kushwaha ve ark., 2014; El-
Boshy, 2009). Konjunktival brusella asi oncesinde ve sonrasinda glukoz diizeyinin
arastirildig1 herhangi bir caligmaya da rastlanmamuistir.

Alkalen fosfataz ¢esitli hayvan dokularinda membrana bagl bir glikoprotein
olup osteoporosis ve karaciger yaglanmasi, hepatobiliyer hastaliklarin teshisinde
kullanilan biyokimyasal bir belirtectir (Ali ve ark., 2005; Hanley ve ark., 2005; Webber
ve ark., 2010). Alkalen fosfataz enzim diizeyi atlarda yapilan calismada ALP
aktivitesinin Brusella pozitif olanlarda negatif olanlara gore azalmis oldugu
belirlenmistir (Gul ve ark., 2013). Ayrica, Brusella pozitif olan ineklerin serumunda
ALP aktivitesinin azalmis oldugu bildirilmistir (Elazab, 2015). Yaptigimiz ¢alismada
asisiz disi koyunlarda konjunktival brusella asi Oncesi ve sonrasi alinan kanlarinda
serum ALP aktivitesinin as1 sonrasinda diistiigii bunun istatistiksel olarak énemli oldugu
(P<0.05) asilamadan sonraki 3. ve 4. aylarda tekrar yiikselmeye basladigi belirlendi.
Koyunlara konjunktival brusella asist uygulandiktan sonra ALP aktivitesinin diisiik
bulunmasi ve diger yapilan calismalarda ALP aktivitesinin diisiik olarak belirlenmesi

uygulanan konjuktival asida diisiik dozdaki Brucella mellitensis igerdiginde bile ALP
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aktivitesinin  etkilendigi ve Brusella teshisinde diger testler ile birlikte
degerlendirilebilecegini diisiindiirdii.

Yaptigimiz ¢alismada total protein miktarmin arttigl, albumin miktarinin ise
azaldig1 belirlendi (P<0.05) Brusella ile enfekte sigirlarda total protein miktarinin
degismedigini (P>0.05) albumin miktarinin ise azaldigini bildirmislerdir (Nath ve ark.,
2014). Giil ve ark. (2013) yaptig1 calismada Brusella seropozitif olan hayvanlarda total
protein miktarinin hafif arttigini ama bunun istatiksel olarak Onemli olmadigini
bildirmislerdir (P<0.05). EI-Boshy ve ark. (2009), ise yaptig1 ¢alismada total protein
miktarmin ve albumin miktarinin 6nemli miktarda azaldigimi bildirmislerdir. Elazab
(2015), yaptig1 calismada Brusella enfeksiyonu olan sigirlarda total protein miktarinin
istatiksel olarak anlaml diizeyde arttigini (P<0.05), albumin miktarinin ise degismedigi
bildirmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, Brusella pozitif olanlar saglikli inekler ile
karsilastirildiginda A/G oranmin diistiiglini bildirmisler bunun nedenin ise Brusella ile
enfekte olanlarda globulin miktarinin ineklerde (Nath ve ark., 2014), koyunlarda
(Hamada ve ark., 2013) ve ziirafalarda (EI-Boshy ve ark., 2009) artmis ve albumin
miktarmin (EI-Boshy, 2009) ise azalmis oldugunundan A/G oranmin disiik
olabilecegini bildirmislerdir. Albumin miktar1 karaciger hiicresindeki retikiiloendotelyal
hiicrelerde iiretilmekte olup yapilan konjunktival Brusella asilamasina bagli olarak
globulin miktarinin artmasina bagli olarak total protein miktarinin arttig1 karaciger
hiicrelerinde albumin sentezinin azalmasina bagli olarak as1 sonrasinda albumin

miktarinin azalabilecegi diisiiniildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Brusellozis, Brucella cinsindeki tiirlerin evcil ve vahsi hayvanlarda 6zellikle
uterus, meme, testis gibi genital organlara yerleserek, yavru atmalara ya da infertiliteye
neden oldugu kronik, bulasic1 ve nekrotik, yangisal reaksiyonlarla ortaya ¢ikan
retikiilohistiositer bir hastaliktir. Brusellozis 6nemli ekonomik kayiplara yol agmakta
olup hayvancigin devamliligini da olumsuz yonde etkilemekte olup ¢ok bulasici zoonoz
bir hastaliktir olup Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO), Diinya Saglk
Orgiitii (WHO) ve Uluslar Aras1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan diinyada en
yaygin zoonozlardan biri olarak kabul edilmektedir (Nicoletti 2010; Corbel 2006).
Birgok tilkede ruminantlar1 brucellozdan korumak i¢in Brucella melitensis strain Rev 1
zayiflatilmis canli asis1 asilama program ile uygulanmaktadir (Minas 2006). Ge¢miste
as1 uygulamasi derialti olarak uygulanmakta iken Ulusal Bruselloz Kontrol Programi
kapsaminda konjunktival as1 uygulamasi giiniimiizde uygulanmaktadir. Geg¢miste
uygulanan derialti asilamalari sonrasinda biyokimyasal parametrelerin ve antikor
yanitlarinin degisimi belirli iken, konjunktival asilama sonrasinda bu parametrelerin
degisimi hakkinda kesin bilgi bulunmamaktadir. Dolayisi ile hastaligin teshisinde
antikor yanitinin belirlenmesine yonelik kan testleri gecerliligini kaybetmistir. Teshiste
tek kriter olarak ta etkenin belirlenmesi ve identifiye edilmesi kabul edilmektedir.
Yapilan c¢alismalarda daha ¢ok bu acgidan arastirilmis olup yapilan konjunktival
asilamanin  koyunlardaki bazi biyokimyasal kan parametre diizeylerine etkisi
aragtirtlmamistir. Calismada konjunktival yolla yapilan Brusella asisinin biyokimya
parametre degerlerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagcla as1 6ncesinde ve
asilamayi takiben 4 ay boyunca kan alindi ve Brucella mellitensis e kars1 konjunktival
yolla Brucella melitensis Rev.1 0.5 — 2 X 10° mikroorganizma (CFU) 1 doz ast
yapildi(40ul). Bu c¢alisma ile konjunktival asilama sonrasinda bazi biyokimyasal
parametrelerin asilama sonrasinda gegen zamana bagli olarak degisiminin belirlenmesi
amaclanmustir.

Brusellozisten korunmak igin aktif bagisiklik saglayan B.melitensis Rev.l|
konjuktival Brusella agisinin Karayaka koyunlarinin kaninda yapilan Rose bengal pleyt
testlerinin as1 sonrasi pozitif olmasi ve takibinde yapilan SAT testi ile 6lgiilen antikor
titresinin arttigi ve Bruselladan korunmak i¢in antikor olusturdugu ve glukoz, ALT,

aktivitesinin asilama sonrasinda istatistiksel olarak onemli degisiklik olmadigi(P>0.05)
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total protein ve ALP miktarinin as1 sonrasinda 6nemli diizeyde azaldigi (P<0.05), LDH
diizeyinin ise onemli Ol¢iide artigi belirlendi (P<0.05). Bruselladan korunmak igin
diisiik dozda yapilan Konjunktival Brusella asisini takiben layda LDH, ALP ve total
protein ve albumin miktarlarini etkiledigi daha sonraki aylarda ise as1 Oncesi grubun
diizeyine yaklastigt ve konjunktival Brusella asisinin Brusellozisten korunmak igin

giivenli olarak kullanilabilegi kanaatine varildi.
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