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OZET

SIGIR BRUSELLOZUNUN TESHISi iCiN SUTTE iNDIREKT ELISA’NIN
KULLANIMININ DEGERLENDIRILMESI

Ibrahim CADIRCI

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Bruselloz insanlarda ve hayvanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olan énemli bir
zoonozdur. Bu enfeksiyon kamu saglig1 i¢in bir risk ve hayvancilik sektorii i¢in biiyiik
ekonomik kayiplar olusturur. Serolojik testler, etkenin kiiltiirlinden daha ¢abuk ve daha
pratik oldugu icin hastaligin tanisinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
siitte anti Brucella antikorlarini saptamak ic¢in bir indirekt siit ELISA prototipi
gelistirilmesi hedeflendi. Daha o6nce B. abortus biyotip 3 izole edilen enfekte
ciftliklerden alinarak rose bengal pleyt testi (RBPT) ve komplement fiksasyon testi
(KFT) ile test edilerek pozitif bulunan toplam 36 siit ve serum &rnegi ilebrucella ari
stiriilerden alinan 45 adet siit ve serum oOrnekleri tanisal duyarlilik ve o6zgilligiin
saptanmasinda receiver-operating characteristic (ROC) ile analiz edildiler. Serum
orneklerine uygulanan ile aym duyarlilik ve 6zgiilliilk gosteren testi siit 6rneklerine
uygulamak siit sigirlar1 i¢in avantajli ve pratik bir yontemdir. Madem ki siitteki IgG
konsantrasyonu serumla korelasyon gostermektedir, o halde siitlii, hayvanin
immiinolojik durumunu yansitacak bir Ornek olarak diisiinmek mantikli olacaktir.
Calismada elde ettigimiz sonuglara gore, testin esik degeri % 29.3 yiizde pozitivite (PP)
almarak, duyarlilik (sensitivite) % 96,15 [%95 (giiven esigindeki sinirlar(%80.36-99.9)]
ve Ozgiilliik (spesifisite) %95.65 [%95 (giiven esigindeki sinirlar(%85.16-99.47)] olarak
saptandi. Sonuclarimiz aym1 zamanda ayni hayvandan alinan siit ve serum sonuglari
arasinda korelasyon gostermistir. Siit ring testi (SRT) KFT ve RBPT sonuglarina gore

en yiiksek oranda yanlis pozitif sonu¢ vermistir.

Calismanin sonunda elde ettigimiz bulgular, indirekt siit ELISA prototipinin
olduk¢a duyarli ve 6zgiil bir test oldugunu ve siitin mevcut oldugu durumlarda

hastaligin serolojik tanisi icin siit sigirlarinda hayvanlarda stress yaratmadan

Vi



kullanilabilecegini ortaya koymustur. Dolayisi ile siit sigircilig isletmelerinde bruselloz

ile ilgili giivenilir ve saglam veriler, ekonomik ve pratik olarak elde edilebilecektir.

Anahtar Kelime: Brucella abortus, siit-ELISA, sigir, SRT
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ABSTRACT

EVALUATION OF USING ELISA IN MILK FOR DIAGNOSIS OF
BRUCELLOSIS IN CATTLE

ibrahim CADIRCI

Veterinary Department of Microbiology, Master Thesis

Brusellosis is an important zoonosis that cause serious infections in man and
animals. This infection constitutes a risk for public health and big economical losses in
animal industry. Serological tests have been intensively used for serologic diagnosis of
the disease because of being quicker and more practical than culturing of the causative
organism. In this study it was aimed to develop an indirect milk ELISA prototype was
developed for the determination of anti Brucella antibodies in milk. A total of 36 serum
and milk samples received earlier from infected farms in which B. abortus biotype 3
isolated and identified with Rose Bengal Plate Test (RBPT) and Complement fixation
test (CFT) records and 45 milk and serum samples from brucellosis free herds were
used for receiver-operating characteristic (ROC) analysis in determining diagnostic
sensitivity and diagnostic specificity, respectively. A test from milk samples with
similar sensitivity and specificity as those applied to serum samples is economically
advantageous and practical for dairy cattle. Since concentration of Ig G in milk
correlates well with serum levels, it will be reasonable to think that milk reflects the
immunological status of the animal. According to our results, it was determined at 29.3
percent positivity (PP) giving a sensitivity of 96,15% with a 95% confidence interval
(CD) [95% (80.36%-99.9%)] and a specificity of 95.65% [95% CI ((%85.16-99.47)].
Our results also showed correlation in antibody level in serum and milk received from
the same animal. MRT showed high false positive results related to the CFT and RBPT

results.

As conclusion our results indicated that the indirect milk ELISA prototype is a
highly sensitive and specific test and could be used without being invasive in dairy

cattle for serologic diagnosis of brucellosis whenever milk available for this purpose.
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Therefore, reliable and robust data about brucellosis in dairy farms would be obtained

practically and economically.

Keywords: Brucella abortus, milk-ELISA, cattle, MRT



1.GIRIS

Hayvanlarda biiylik bir maddi kayba neden olan ve insanlarda da onemli bir
zoonoz hastalik olan Brusellozis’in indirekt teshisinde c¢esitli serolojik testler
uygulanmaktadir. Bu testler i¢in hayvanin kanimin alinmasi gerekmektedir. Bu durum
gerek hayvanda yaratti1 stres ve gerekse maliyet ve personel giderleri agisindan siitten
yapilacak bir teste gére onemli dezavantajlar tasimaktadir. Gliniimiizde gerek bireysel
ve gerekse tank siit Orneklerinde tarama testi olarak siit ring testi (SRT)
uygulanmaktadir. Ancak bu testin siit-ELISA’ya gore Oonemli dezavantajlar1 vardir.
Bunlar arasinda, testin duyarlilik ve o6zgiilliigiiniin daha diisiik olmasi, donmus ve
mastitisli siitlere uygulanamamasi sayilabilir.

Bu ¢alismamizda Brucella abortus biyotip 3’iin daha 6nceden izole edildigi birkag
enfekte siirliden alinan kan ve siit Ornekleri ile hastaligin hikayesinin olmadig1 ari
stiriilerden alinan kan ve siit 6rnekleri testin gelistirilmesinde ve duyarlik ve 6zgiilligiin
saptanmasinda pozitif ve negatif kontrol materyallerini olusturacaktir. Kiyaslama
yapabilmek i¢im pozitif ve negatif serumlara brusellozun serolojik tanisinda konfirme
edici test olan komplement fiksasyon testi, tarama testi olan Rose-Bengal lam
agliitinasyon testi ile birlikte uygulanacaktir. Boylelikle kan serumu ve siit igerdigi
antikorlar yoniinden birbiri ile kiyas edilirken bu prototipin serum ELISA ya karsi
hayvanlarda giivenle kullanilabilecek bir alternatif olup olmadig1 degerlendirilecektir.
Dolayist ile kan almada oldugu gibi hayvan irrite edilmeden, daha hizli ve kolay bir
sekilde hastalik tanis1 konulabilecektir.

Ulkemizde ticari bir milk-ELISA kiti bulunmamaktadir. Calismada bu
eksiklikten yola c¢ikilarak duyarlilik ve Ozgiilliigli yiiksek bir ELISA prototipi
gelistirilmesi hedeflenmektedir. Calismamizda antijen olarak lokal B. abortus biyotip 3
kullanilacak olmasi bir ilktir. Hedefe ulasildiginda siit sigircilik isletmelerinde gerek
bireysel ve gerekse tank siit drnekleri kullanilarak hastaligin tanisi ve izlenmesi kolay ve

pratik bir hale gelmis olacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Bruselloz, ilk olarak, Hipokrat’in yazmis oldugu Epidemics’de (M.O. 450)
Akdeniz tilkelerinde ve 6zellikle Yunanistan’da ¢okg¢a gozlenen, diizenli ve aralikli ates
seklinde seyreden bir hastalik olarak belirtilmistir (1). M.S. 79 yilinda Veziv
yanardaginin faaliyeti sonucu Roma’nin iki {inlii kenti olan, Pompeii ve Herculanum
tamamen yanarak kiil haline gelmistir. Bu sehirlerdeki kalintilarda bulunan yetiskin
iskeletleri iizerinde yapilan incelemeler sonucunda bulunan kemik lezyonlarinin tipik
Brucella lezyonlart olduklari goriilmiis ve yine bu kalintilar arasinda gémiilii olarak
bulunan karbonlagsmis peynirlerin yapilan incelemelerinde morfolojik olarak
Brucella’ya benzeyen kok tarzinda formlarin oldugu tespit edilmistir (2).

Brucella etkeni ilk defa 1887 yilinda Sir David Bruce tarafindan 6len bir askerin
dalagindan izole edilmistir. Profesor Bang 1895 yilinda; yaptig1 calismalarda sigirlarda
aborta neden olan etkenin kiigiik bir basil oldugunu goézlemlemis ve buna Bacillus
abortus adimi vermistir. Zammit 1905 yilinda; enfekte kegilerden Brucella bakterisini
izole etmis ve kegi siitii ile enfekte insanlarin serumlarinda spesifik antikorlarin var
oldugunu gozlemlemistir. Traum 1914 yilinda, ABD’de domuzlarda yavru atimina
neden olan bakteriyi izole etmis ve buna Bacterium abortus suis ismini vermistir (3).

Ulkemizde Bruselloz 1.Diinya Savasindan itibaren bilinmektedir. Tiirkiye’deki
caligmalar 1915 yilinda Kural ve Akalin tarafindan siipheli bir hastada hastaligin tespiti
icin yapmis olduklar1 ¢aligmalarla baslamistir. Berke 1931 yilinda; Brucella
enfeksiyonunu sigirlarda tespit etmistir. Koyliioglu ve Aktan 1944 yilinda; Bandirma

merinos koyun ¢iftligindeki koyunlardan tespit etmislerdir(4).

2.2. Brucella Cinsinin Genel Ozellikleri

Brucella tiirleri; Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, genellikle aerob
ve fagositik hiicreler icerisinde yasayabilme Ozelligine sahip intraselliiler
mikroorganizmalardir. Brucella tiirleri Proteobacteria aleminde, Rhodospirilli sinifinda,
Rhizobiales takiminda ve Brucellaceae ailesinde yer almaktadir (5).

Brucella cinsinin giiniimiizde, B. abortus, B.melitensis, B.suis, B.ovis, B.canis,
B.neotomae, B.ceti, B.pinnipedialis, B.microti, B.inopinata ve B.papionis olmak iizere

11 tiirii bulunmaktadir (Tablo 2.1.). Bu siiflandirmada konakg1 tercihi, biyokimyasal



ve treme Ozellikleri rol oynamaktadir (6). B.abortus, B. melitensis ve B.suis benzer
ciddi hastalik tablosu olustururlar. B. suis genel olarak diger Brucella etkenlerine
benzemesine ragmen, B. melitensis ve B. abortus'dan bazi 6zellikleriyle ayrilir. B.suis’in
5 biyotipi bulunmaktadir. Bu biyotiplerden 1, 2, 3 domuzlarda ki brusellozun baglica
etkeni olmakla beraber biyotip-2 Avrupa tavsanlarinda, biyotip-3 ise ren geyiklerinde
patojendir. Biyotip4 ren geyikleri ve karibu’larda hastalik olusturur ve domuzlarda
rastlanmaz. Biyotip5’in diger biyotiplerden ayrilmasinin nedeni koyun ve kegilerde de
hastalik olusturabilmesidir (7, 8). B. ovis etkeni ilk olarak 1952 yilinda Yeni Zelanda'da
Mc Farland ve arkadaglar tarafindan koglardan izole edilmistir (9). B. ovis etkeni
koyunlarda klinik veya subklinik karakterli belirtilere sebep olur. B. ovis, koglarda
epididimitis, orsitis gibi genital lezyonlara neden oldugu gibi, disilerde de abort,
plasentitis ve erken yavru 6liimlerine neden olur (9). B.canis erkek ve disi kdpekler icin
Brucella yoniinden enfeksiyoz etkenidir. Diger hayvan tiirlerinde hastalik olusturdugu
simdilik bildirilmemistir. Disi kopeklerde 6zellikle gebeligin 7. - 9. haftalarinda yavru
atimma neden olduklar1 gibi 6lii dogumlara da neden olurlar. B. canis bulastigi
dogurgan hayvanlarda kisirliga sebep olabilir. Etken zoonoz 6zellikte olmasina karsin
nadiren insanlarda hastalik olusturur (7, 8).

Son yillarda Brucella tiirlerine deniz memelilerinden izole edilen B.
pinnipedialis ve B. cetaeae, tilkilerden izole edilen B.microti ve konakgisi kesin olarak
belirlenemeyen yeni bir tiir olarak B. inopinatave, maymunlardan izole edilen B.
papionis’de dahil olmustur. B. pinnepediae fok, denizaslani, mors (denizayisi)’da, B.
cetaeae yunus baligi, domuz baligi, balinadan izole edilmis ve insanlar i¢in enfeksiyoz
oldugu bildirilmistir. Koyun ve kegilerde patojen olan B.melitensis insanlarda da yiiksek
patojeniteye sahiptir ve siklikla insan brusellozisine yol agar. Bunun aksine B. ovis ve
B.neotomae ile insan enfeksiyonu bildirilmemistir. B.canis ise insanlarda nadiren
enfeksiyon olusturur (6).

Brucella etkenleri, 0,5-0,7um eninde, 0,6—1,5um boyunda kokobasillerdir. Ayni
zamanda sporsuz, hareketsiz ve ¢ift, kisa zincir veya kiiclik kiimeler seklindedirler.
Pilusa sahip degildirler. Kolonilerinin kenarlari hafif konveks seklinde ve uglar
yuvarlak bi¢cimdedir. Etkenler kiimeler halinde goriiliir ve bu kiimeler tek, cift, kisa

zincir veya kiiclik kiimeler seklindedirler (7, 8).



Kiiciik olduklar1 i¢in Braun hareket denen molekiiler hareketlerle yerlerinde

titresirler. Pasajlarda ve R tipi kolonilerde kapsiil bulunmaz. Buna karsin organizmadan

yeni ayrilan S tipi kolonilerde ince bir kapsiiliin bulundugu tespit edilmistir. Endospor

ve flagella olusturmazlar. Brusella etkenleri, tam olarak asid-fast degildirler fakat zayif

asitlerle dekolarizasyona dayaniklidirlar. Ziehl-Neelsen boya yontemini modifikasyonu

olan Stamp metoduyla kirmizi olarak boyanirlar. Organlardan veya biyolojik sivilardan

hazirlanan preparatlarin muayenesinde genellikle uygulanan bu yontemde, 6ncelikle 1s1

veya etanol ile sabitleme (fikzasyon) yapilir. Bu yontemle Brusella etkenleri, mavi

zemin lizerinde kirmizi olarak boyanir (10, 11).

Tablo 2.1. Brucella tiirleri, biyovarlar1 ve konakeilari(1)

Brucella tiirleri Biyovarlar Konakgilar fnsan Isin
virulensi

B.melitensis 1-3 Koyun,keci Yiiksek
B.aborus 1-6,9 S1g1r, manda Orta
B.suis 1,3 Domuzlar Yiiksek

2 Domuzlar diisiik

4 Ren geyigi orta

5 Kemirgenler yok
B.neotoma -- Agac faresi Yok
B. ovis -- Kog, koyun Yok
B.canis - Kopek Diisiik
B.cet - Yiizgeg ayaklilar orta
B. pinnipedialis - Su memelileri orta
B.microti - Col faresi, tilki Bilinmiyor
B.inopinata - Bilinmiyor Orta
B.papionis -- Bilinmiyor Bilinmiyor

Brucella tiirlerinin iremesi i¢in sicakligin 20—40°C’de olmasi gerekir. Buna

karsin en uygun treme sicakliklar1 37°C’ dir. Brucella etkenlerinin {iremeleri icin

optimum pH degeri 6,6- 7,4 araliginda bulunmaktadir. Brucella tiirleri; aerobik, Gram



negatif, katalaz pozitif, lire pozitif ve oksidaz pozitiftir. Mac Conkey agarda iiremezler.
Brucella bakterileri aerobiktir. Fakat B. abortus ve B. ovis ilk izolasyonlar1 i¢in %5-10
COy’ li ortama ihtiya¢ duyarlar. Brucella suslarinda oksidatif aktivitesi farklilik
gosterebilir. Brucella bakterilerinin proteolitik etkileri zayiftir. Siit ile reaksiyonlari
hafif alkalidir. Indol olusturmaz ve jelatini eritemezler. Nitrat rediiksiyon testi
cogunlukla pozitiftir. Siilfiir igeren aminoasitlerde H,S iiretim siiresinde ve miktarinda
farkliliklar vardir. Brucella tiirleri arasinda B.melitensis en kisa siirede (1 giin) ve en az
miktarda, B. abortus orta siirede (2 giin) ve orta miktarda, B. suis en uzun siirede (3—5
giin) ve en fazla miktarda H,S iiretirler (7,8, 10, 12).

Brucella suslarinin metabolizmalar1 oksidatiftir. Karbonhidratlardan asit ve gaz
yapmazlar ve glukozu az miktarda kullanirlar. B. abortus ve B. ovis biovar 2, 3, 4
suglarinda serum noksanliginda ¢ok zayif tirerler. Brucella tiirlerinin ¢ogu hiicre ici
parazitidir ve ilk izolasyonlarinda vitamin ile aminoasite gereksinim duyarlar. Bazi
suglar nitrojen veya nitrojen kaynagi bulunan ortamlarda da gelisebilmektedir. B.
abortus suslarinin geligsmesi i¢in eritrolun bulunmasi gerekir. B. abortus suslar1 enerji
ihtiyact igin glukozu kullanirlar. Brucella bakterilerinde gelismis bir solunum sistemi
mevcuttur. Solunum sistemi yapisinda flavoprotein ve inhibitorlere duyarl sitokrom al,
a2, b, ¢ ve O bulunur. Brucella bakterileri ekzotoksin meydana getirmezler (7, 10, 13).

Ozel besi yerlerine ihtiyag duymalarmin nedeni genel besi yerlerinde
tiremelerinin gli¢ olmasidir. Mikroorganizmalarin iiremeleri {izerine olumlu etkide
bulunmak i¢in glukoz, ascites, karaciger ekstresi, kan, serum veya protein besi yerine
katilabilir. Baz1 suslar (B. abortus biyotip2) tiremeleri i¢in zorunlu olarak seruma gerek
duyarlar. Bununla birlikte mikroorganizmalarin ¢ogalmasini olumlu yonde etkileyen bir
faktor olarak eritrol de kullanilmaktadir. Brucella etkenlerinin kiiltiirleri igin, genellikle
kat1 besi yerleri tercih edilir. Bunun sebebi kat1 besi yerleri koloni olugsmasini saglamasi
disinda form bozuklugunu da smirlarlar. Kan, periton ve pleura bosluklarindaki sivi
materyalin kiiltiirii i¢in sivi besi yerlerinden yararlanilabilir. Hemolitik degildirler.
Kiiltiirlerden yapilan frotilerde tek tek goriiniirler. Buna karsilik, enfekte dokulardan
veya eksudatlardan yapilan frotilerde kiimeler halinde rastlanilir (8,14,15). Smooth
suglar, mat sar1 renkte goriiniirler ve yansiyan 1sikta hafif mavimsi yesil renk verirler.
Bununla beraber diizgiin ve parlak ylizeylidirler. Koloniler 6-7 giinliik bir inkiibasyon

sonunda matlasir ve yapilari bozulmaya baslar. R koloni formunda ki suslar ise daha



bliyiik ¢apta, yassi, mat ve graniillii bir yiizeye sahiptirler. Bundan dolay1r smooth
Brucella kiiltiirleri rough formlardan ayrilirlar. Belirtilen bu iki ana koloni formundan
baska, intermedier (I) ve mucoid (M) 0Ozellik gosteren koloni varyasyonlarina ve
bunlarin da alt formalarina rastlanabilir. Bu grup mikroorganizmalarin bahsedilen bu iki
ana koloni formundan bagka intermedier (I) ve mukoid (M) 6zellik gosteren kolonileri
ve bunlarin alt formlarmin bulundugu da bildirilmektedir. Kiiltiirler s1vi besi yerinde
yavas urerler (7).

Brucella grubu mikroorganizmalar pastorizasyon sartlarinda 65°C de 10-15
dakika canli kalirlar. Otoklav igerisin de 121°C 15 dakikada kuru sicaklikta 160°C-
170°C de en az 1 saatte 6liirler. Brucella etkenleri antibiyotik ve dezenfektanlardan da
etkilenir, % 1 lizol ve formalin i¢inde 15 dakikalik siirede, % 0,1 siiblimede birkac
dakikada kokusma sonucu kisa zamanda oliirler. Doku, siit veya uterus akintilari i¢inde
uzun siire canli kalabilirler. Kiiltiir icindeki etkenler -20°C 'de 3-6 ay canliliklarini
koruyabilirler (1, 11, 14). Etkenler % 0,1 siiblimede birka¢ dakikada, % 2 formalinde ve
% 0,1 lizol i¢inde 15 dakikada oliirler. Siit icerisin de birka¢ hafta yasamlar1 devam
ederken, beyaz peynirde 2,5-3 ay, tereyaginda 4 ay, dondurulmus etlerde 14-15 giin,
idrar igerisinde 30 giin, fotusda 75 giin yasayabilirler. Enfekte ve pastorize edilmemis
siitten yapilmis dondurmalarda 30 giin, salamura peynirde tuz oranina gore 30-45 giin,
nemli toprakta 60 giin, sebeke suyunda 4-8°C’de birka¢ ay kadar, donmus doku ve
ortamlarda birkag¢ y1l yasamlarini siirdiiriirler (1, 16, 17, 18).

2.3. Brusellozun Patogenezi ve Epidemiyolojisi

Enfeksiyonda bulagsmanin sindirim sistemi ve genital sistem basta olmak tizere
deri ve konjuktiva gibi ¢esitli yollarla meydana gelebildigi bildirilmektedir. Hastalik
etkeninin ¢ogunlukla gebe hayvanlarin uterus igerigi ve akintilari, fotus ve fotal
membranlar, kolostrum, siit ve spermada bulundugu ifade edilmektedir. Hastaligin
yayiliminda, ozellikle kronik olarak enfekte asemptomatik hayvanlarin 6nemli bir rol
oynadiklar1 vurgulanmaktadir. Sigir, koyun ve kegilerde B. abortus ve B.melitensis
kaynakli bruselloz vakalar1 goriiliirken; insanlar i¢cin 6nem tasiyan tiirlerin sirasiyla
B.melitensis, B.suis ve B. abortus oldugu belirtilmektedir (6, 11, 14).

Inkiibasyon periyodu 30-60 giindiir. Enfeksiyon sigirlarda genellikle plasentitise
bagli bakteriyemiden sonra lokalize olur. Eger hayvan gebe degilse lokalizasyon

memelerde ve lenf nodiillerinde ya da bunlara yakin yerlerde olur. Mikroorganizma



siitle disar1 atilir. Etken karacigere, akcigere, lenf nodiillerine veya dalaga lokalize
olabilir. B. abortus etkeni lokalize oldugu organ veya bélgelerde granulamatoz odak
olusturur. Etken siit, idrar, uterus akintis1 ile disar1 atilabilmesine ragmen sigirlar
yillarca enfekte kalabilir. Bogalarda etken genellikle testis ve sperma kesesine yerlesir
ve buralarda lokalize olur. Hastaligin sonlarinda irinlesme sik¢a goriiliir ve etken
sperma 1ile atilabilir. Saglikli bogalar etken tasiyan ineklerle ciftlestirildiginde
cogunlukla enfeksiyonu kapmazlar fakat enfekte bogalar ¢iftlestikleri saglikli ineklere
hastalig1 bulastirabilirler. Hastaligin bir veya daha fazla belirtisi mevcuttur. Yavru atma
en Onemli semptom olurken, plasentanin atilamamasi, orsitis, epididimitis Onemli
belirtilerdir. Bununla birlikte nadir olarakta siitle ve uterus akintilariyla organizmanin
atilim1 sonucu arthritis goriilmesi sayilabilir (10, 15).

B. melitensis ile bulasan saglam bir siiriide genellikle abort olaylar1 artar ve
siddetli bir sekilde seyreder. Buna karsilik ikinci ve sonraki yillar abort olaylar1 belirgin
bir sekilde azalir. Baz1 olaylarda plasenta atilmaz ve bunun sonucun da septisemiler
kisirliga neden olabilir. Hastalik barindiran siiriilerin bakimsiz olmalar1 veya siirii
icerisinde paraziter hastalik bulunusu abortuslari artirabilir. Abortuslar olmadan 6nce
hastalik etkeni siit ve idrarla atilirken, abortusdan sonra uterus akintilar1 ile disar1 ¢ikar.
Akut olaylarda goriilen semptomlar arasinda mastitis, topallik ve higroma bulunur.
Mastitis olustugu durumlarda memelerin klinik goriiniisiinde farklilik yoktur fakat siitte
baz1 fiziksel degisiklikler goriilebilir. Siit sagilinca kolayca pihtilagir, renginde
degismeler goriiliir ve miktarinda 6nemli 6l¢iide azalma olur (6, 11).

Brusellozun retikiilo-histositer bir sistem hastali§i olmasi en 6nemli 6zelligidir.
Belirli organ ve dokulara yerlesir. Etkenler viicuda girdikten sonra bdlgesel lenf
yumrularina ve buradan da birkag giin i¢inde kan dolasimina karisirlar. Kanda 2-3 hafta
kalirlar ve bakteriyemi sonucu kan ile doku ve organlara yayilip sonra kandan yavas
yavas cekilirler. Bu silire¢ sonunda organlarda lezyonlar olusmaya baslar. Hastalik
etkenleri zamanla organlardan dalak, meme ve lenf yumrular1 gibi dokulara yerlesir ve
uzun siire bu dokularda canliliklarini korurlar (10, 14).

Bruselloza iliskin yapilan cesitli arastirmalar ve resmi bildirimler, hastaligin
Orta ve Kuzey Avrupa, Japonya, Kanada, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi gelismis
olarak nitelendirilen cesitli iilkelerde kontrol altina alindigin1 veya biiyiik 6l¢iide eradike

edildigini gostermektedir. Bununla birlikte; hastaligin Bati Asya, Orta Dogu, Afrika,



Akdeniz Havzasi, Orta ve Giiney Amerika ile Karayipler gibi genis bir cografyada halen
oldukca yaygin durumda oldugu ve diinya genelinde halk ve hayvan sagligi agisindan
tehdit olusturan en 6nemli zoonozlardan biri oldugu bildirilmektedir (14, 19, 20).

B. melitensis biyotip 1 Latin Amerika, Ispanya, Portekiz ve Malta’da en yaygin
olarak goriilen biyotipken, Yunanistan ve Italya’da fazla biyotip sirkiile etmektedir.
Fransa ve Kuzey Afrika’da Biyotip 3 en yaygin olarak goriilmektedir. Biyotip 2 ve 3
Bati ve Orta Asya’da en yaygin biyotiplerdir. Etkenin her {i¢ biyotipi Kuveyt, Iran,
Suudi Arabistan ve Irak’ta yaygin olarak goriinmektedir (21).

Resmi veriler dikkate alindiginda, iilkemizdeki bruselloz mihrak ve olgu
sayilariin gerek insan ve gerekse de hayvan popiilasyonunda giderek artmakta oldugu
dikkati ¢gekmektedir. Brusellozun gercek insidensinin hastalik bildiriminin yetersizligi
ve subklinik olgularin varligi gibi nedenlerle tam olarak bilinemedigi ifade edilirken,
hastaligin 6zellikle Sanlrfa, Diyarbakir, Erzurum, Kars, Van, Ankara ve Konya gibi
illerde yogunlastig1 sdylenmektedir. Yine insanlardaki olgularin goriilme siklifina gore
sirastyla Giiney Dogu, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bolgelerinde gozlendigi
vurgulanmaktadir (22, 23, 24, 25,26).

Ulkemizde hayvan ve insan kdkenli izolatlardan yapilan gesitli arastirmalarda
koyun ve keci klinik basta atik yavru olmak iizere cesitli klinik materyallerden yapilan
izolasyonlarda en fazla B.melitensis biyotip 3 ve bunu takiben biyotip 1 identifiye
edilmektedir. Sigir kdkenli brucella izolatlarin yaklasik %90-95’ini B. abortus biyotip
3 olusturmaktadir (25, 27, 28, 29).

2.4. Brusellozun Teshisi

2.4.1. Bakteriyel Teshis
Brusellozun, baslica klinik bulgusu abort olmast ile birlikte ¢esitli klinik bulgularla
ortaya ¢ikan bir enfeksiyon olmasina ragmen, klinik olarak veya otopsi bulgularina
dayanarak hastaligin kesin teshisinin miimkiin olmadig1 belirtilmektedir. Hastaligin
teshisinde kiiltiirel yontemler, serolojik yontemler ve molekiiller yoOntemler
kullanilmaktadir. Bruselloz etkenlerinin direkt izolasyonu ve kiiltlirii i¢in kat1 besi
yerleri kullanilmaktadir. Genis bir yelpazede, ticari temel besi yerleri mevcuttur. Or:
‘Brucella medium base’, ‘tryptose (or trypticase)-soy agar (TSA)’ gibi. B. abortus

biovar 2 gibi baz1 suslarin gelisimi i¢in, %2-5 oraninda, sigir veya at serumu eklenmesi



gereklidir. Birgok laboratuar sistematik olarak temel besi yerlerine, ‘blood agar base’
(Oxoid) veya ‘Columbia agar’ (BioM¢érieux) serum eklemekte ve iyi sonuglar
almaktadirlar. Serum-dekstroz agar (SDA) veya gliserol dekstroz agar (GDA) gibi besi
yerleri, basariyla kullanilir. GDA genellikle, koloni morfolojisinin gdzlenmesi ig¢in
kullanilir (1,7,12). Yukarida belirtilen tiim temel besi yerleri, selektif besi yeri
hazirlanmasinda kullanilabilir. Kontamine materyalden yapilan ekimler i¢in ise Brusella
etkenleri disindaki organizmalarin iiremesini baskilamak i¢in uygun antibiyotikler
eklenir. En yaygin kullanilan selektif besi yeri ‘Farrell’s medium’dur. ‘Farrell’s
medium’, temel besi yerine alt1 antibiyotik katilmasi ile hazirlanan bir besi yeridir. Bir
litre agara belirtilen miktarlarda bu antibiyotikler eklenir.[ polymyxin B sulphate (5000
units = 5 mg), bacitracin (25,000 units = 25 mg), natamycin (50 mg), nalidixic acid (5
mg), nystatin (100,000 units), vancomycin (20 mg)]. Ticari olarak toz halde bu
suplement mevcuttur (Oxoid SR0O083A). Etkenin izolasyonunun goreceli olarak zor
oldugu siit ve vaginal svap gibi klinik 6rnekler kat1 selektif besi yerine ekimden once
zenginlestirme s1v1 besiyerine ekilirler. Laboratuvara ulasan siit ve doku drnekleri, eger
hemen kiiltiire edilmeyeceklerse, dondurulurlar. Bu besiyerinin hazirlanmasinda serum
ve dekstroz ilave edilmis triptik soy broth kullanilir. Selektifligi saglamak igin
amfoterisin B (1 pg/ml) ve vankomisin (20 pg/ml) ilave edilir. Bu zenginlestirilmis
besiyerinde ornekler % 5-10 CO, igeren etiivde 6 haftaya kadar inkiibe edilirler.
Inkiibasyon siiresince kati selektif besiyerine haftalik alt pasajlar yapilir. Alti hafta
boyunca tiireme goriilmeyen Ornekler negatif olarak degerlendirilir. Brucella
etkenlerinin cins seviyesinde identifikasyonunda bakteri morfolojisi, koloni morfolojisi,
Brucella anti-A+M poliserumu ile lam aglutinasyon testi, oksidaz ve {lireaz testleri
kullanilir (Tablo 2.2.). Tiir ve biyotip seviyesinde identifikasyonda karbondioksit (CO5)
gereksinimi ve hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi, tiyonin ve bazik fuksin varliginda iireme,
A ve M monospesifik anti-serumlar ile agliitinasyon yontemleri kullanilir (6).

Hastaligin teshisinde kiiltiir ve etkenin izolasyon ve identifikasyonunun teshiste
altin standart olmasina ragmen uzun siire almasi, etkenle c¢aligmanin yarattig
enfeksiyon riski ve etkenin biyogiivenlik 3 seviyesinde ¢aligmalar gerektirmesi teshiste
daha ziyade serolojik ve molekiiler yontemlerin tercih edilmesine neden olmaktadir.
Molekiiler teshisinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), single niikleotit polymorfizm

(SNP), restriction fragment lenght polymorphism (RFLP), multiple lokus variable



number of tandem repeat analysis (MLVA) gibi teknikler baslica kullanilan yontemler

arasindadir (1, 6).

Tablo 2.2. Klasik Brucella tiirlerinin biyotiplerinin ayirici karakterleri (7)

Tir Biyotip | CO, | H,S Boyalarda iireme” Monospesifik anti-
serumlarla
Ger. | Uiretimi
Agliitinasyon

Tiyonin | B.fuksin A M R
B.melitensis 1 - - + + - + -
2 - - + + + - -
3 - - + + + + -
B. abortus 1 + + - + + - -
y) + + - 3 + - -
3 + + + + + - -
4 + + - +¢ - + -
5 - £ + + _ + -
6 - - + + + - -
9 -, 7t + + + - + -
B.suis 1 - + + d + - -
2 - - + - + - -
3 - - + + + - -
4 - - + =€ + + -
5 - - + - - + -
B.neotomae - + b - + - -
B. ovis + - + e - - +
B.canis - - + e - - +

“2” Boya konsantrasyonu 20 pg/ml (1/50 000).
“® 1/100.000 boya konsantrasyonunda iireme olmaktadir.

“» Kanada, Ingiltere ve USA’dan izole edilen baz1 suslar negatiftir.
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2.4.2. Serolojik Testler

Sigirlarda B. abortus’a karsi gelisen antikorlarin saptanmasinda ¢ok sayida
serolojik test kullanilmaktadir. Serolojik testler indirekt tani testleri olarak bireyselden
cok siirii tarama testleri olarak islev gdren ve hastaliin teshisinde yukarida kiiltiir
yonteminde bahsedilen dezavantajlardan dolay1 en sik bagvurulan testlerdir (7, 11, 14,
20). Ancak brusellozun hastadaki her evresini, her epidemiyolojik durumda ve her
hayvanda saptayacak tek bir serolojik test yoktur. Hastaligin serolojik teshisinde
kullanilan testler baglica Rose-Bengal Plate Testi (RBPT) ve Komplement Fikzasyon
Testi (CFT) (bu iki test OIE’nin 6nerdigi resmi testlerdir), aglutinasyon testleri, siitle
yapilan ring test, coombs testi, serum ve siitte yapilan ELISA, cELISA ve Floresans

polarizasyon testi (FPA) gibi tekniklerdir (6).
Brusellozun teshisinde kullanilan baslica serolojik testler sunlardir;
Standart Tiip Agliitinasyon Testi

Bruselloz tanisinda kullanilan Standart Tiip Agliitinasyon Testi (SAT) testi ilk
kez Wright ve arkadaglar tarafindan 1897 yilinda kullanilmistir. Hastanin serumunda
bulunan antibrucella antikorlarmin brucella antijenleri ile agliitinasyonu temeline
dayanan bir testtir. SAT sigir brusellozunun kontrol programlarinda basarili bir sekilde
kullanilmis ve antijene EDTA eklenmesi ile spesifitesi onemli derecede artmistir.
Antijen referens suslar olan B. abortus S99 veya B. abortus 1119-3 susunun fenollii
tuzlu su (% 0.85 NaCl (w/v) ve % 0.5 (v/v)fenol) kullanilir. Antijenin final pH
degeri7.2 + 0.2 olmalidir (7). Prezon fenomeninin Onlenmesi i¢in en azindan 3
diliisyonunun yapilmis olmasi gerekir. Sonuglarin yorumlanmasinda bir serumdaki
brucella agliitinasyonu ml basina uluslararasi tinite (IU) kullanilmalidir. Mililitre basina
30 IU den daha fazla antikor tasiyan serum, brucellosisin serolojik tanisi olarak pozitif
kabul edilir. Ancak SAT uluslararasi ticarette 6nerilmemektedir (6). SAT diisiik tanisal
duyarlilik gostermekte ve oOzellikle kronik olarak enfekte siiriilerde kullanimi
sorunludur. Bunun da nedeni akut fazdan sonra agliitine olmayan Ig’G lerin artmasidir.
SAT’da non-agliitinan antikorlarin varligi, prezon fenomeni, nonspesifik reaksiyonlarin
fazla olmasi testin yaygin kullanimini ve uluslararasi ticarette dnerilmemesinin 6nemli

faktorleridir (30).
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Prezon Fenomeni; Hasta serumunda antikor fazlahi§indan  diisiik
sulandirmalarda agliitinasyonun belirmemesi olarak tanimlanir. Bu durumun 6nlenmesi
icin serum sulandirilmasi ileri titrelere kadar devam ettirilir ve sonuglar bu sekilde

degerlendirilir (7).
Rose Bengal Pleyt Testi (RBT)

RBPT diisiik pH derecesinde antikorlarinin varligini agiga ¢ikaran bir testtir.
RBPT, kart testi ve tamponlanmis plak agliitinasyon testlerinin tlimiine tamponlanmis
Brucella antijen testleri denmektedir. Bu testlerin non-spesifik agliitinasyona egilimli
olmadigi, prozon fenomeninden etkilenmedigi ve dolayisi ile SAT dan ¢ok daha duyarlh
testler oldugu, mevcut diger serolojik testler arasinda enfeksiyonu en erken saptayan bir
test oldugu bildirilmistir. Bu bulgular 3.65 lik bir asit pH degerinde non-agliitinan
IgGl’in agliitinasyon gosterdigini, bloklama ve prozon fenomenlerinin ortadan
kalktigin1 gostermektedir. RBPT nin KFT’den bile dnce pozitifleri saptamast IgM’nin
en azindan bir fraksiyonunun hala aktif oldugunu diisiindiirmektedir. RBPT nin IgG2’yi
ve bir dereceye kadar IgM’yi agliitine etme kapasitesinde antijenin hazirlanis
tekniklerine ve degisik ticari formlarinda farkliliklar olsa da tiimii IgG1°1 ¢ok etkili bir
sekilde saptar. Bu durumun neden RBPT ve KFT arasinda miikemmel bir korelasyon

oldugunu ortaya koydugu bildirilmektedir (6, 30).
Coombs Testi

Gerek insanlarda ve gerekse hayvanlarda brusellosisi takiben hastanin kan
serumunda ilk agliitine edici antikor piki olusur ve daha sonra bazi durumlarda zaman
ilerleyince agliitine edici antikorlarin yerini agliitine etmeyen antikorlar alirlar. Bu
antikorlar bakteriye yapismis olarak kalmakta, agliitine olmamaktadir. Bu antikorlar
ancak anti-immunoglobulin serum kullanilarak ikinci bir agliitinasyon ile ortaya
konabilirler. Buna brusellozis Coomb’s veya anti-immunoglobulin test denir. Bu test,
klinik semptomlara bakilarak Brusellozisten siiphe duyulan, fakat o6zellikle SAT
yonteminde sero-negatif sonu¢ veren hayvanlara uygulanan ve inkomple antikorlari
tespit etmek igin kullanilan hassas bir testtir. Bazi serumlarda spesifik Brucella
antikorlar1 bulunmasina ragmen agliitinasyon olusmaz. Bu serumlar1 blokan antikorlar
bakimindan arastirmak gereklidir. Bu tiir antikorlar daha ¢ok subakut klinik durumlarda

olusurlar ve IgG yapisindadirlar (30,31).
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Merkaptoetanol (ME-2) veya Rivanol Testleri

Hastaligin aktif olarak devam ettigini gosteren Ig G antikorlarin varligini tespit
etmek gerekir. Olusacak bu durumda total titrenin Ig M’ ye ait bolimii ig¢in
Merkaptoetanol veya Rivanol kullanarak Ig M’ deki disiilfit baglar1 ayrilir ve parcalanir.
Devaminda yiiksek titrede Ig G tespit edilirse alevlenme tanisi konabilir. Bir sonraki

haftada tekrarlanan testte titre artimi tespit edilir ise tan1 kesinlesir (7, 11).
Komplement Fiksasyon Testi

Komplement fiksasyon testi (KFT) yaygin olarak kullanilan ancak kompleks bir
yontem olup iyi laboratuvar uygulamalar1 ve deneyimli personele ihtiya¢ gdsteren bir
testtir. KFT genellikle ¢ok spesifik bir testtir ancak duyarliligit RB ve i-ELISA’dan daha
diisiiktiir (6). Prezon fenomeni nedeniyle testte tiim serum orneklerinin titrasyonunun
yapilmast énemlidir. Cilinkii diisiik titreli enfekte hayvan serumlar1 komplementi fikse
etmez. Bunun nedeni komplementi fikse etmeyen yiiksek seviyedeki antikor izotipleri
antijen baglanma bolgeleri agisindan birbirleri ile yarigirlar. Daha yiiksek diltisyonlarda
bunlar dililye olur ve komplement fikse edilir. Boyle pozitif drnekler eger tek bir
diliisyonda test edilecekse gozden kagabilir. Ayrica kontamine edici bakteriler veya
serumdaki diger faktorler komplementi parcalayabilir, fikse edebilir veya antijen
yoklugunda bile pozitif reaksiyona neden olabilirler. Bu gibi antikomplementer etkiler
testin sonuglarinin alinmasini etkiler (10). KFT farkli formatlarda kullanilabilir. Fakat
en giivenli olanm1 mikropleyt formatinda yapilanidir. Serum antijen ve serum birlikte
sicak (37 + 2 °C 30 dakika) veya sogukta (5 = 3 °C 14-18 saat) inkiibe edilebilir. Kotii
kalitedeki serumlarin anti komplementer aktivitesinin soguk fiksasyonda daha fazla
oldugu bildirilirken, sicak fiksasyonun prozon fenomeninin olus sikligmni ve
yogunlugunu artirdigr bildirilmektedir. Testin degerlendirilmesinde 20 ve iizerinde
internasyonel komplement fiksasyon birimi (ICFTU/ml) titre veren serumlar hastalik
acisindan pozitif olarak degerlendirilir. On sekiz (18) ayin iizerindeki asili hayvanlar

test edildiklerinde bu deger 30 ICFTU/ml olarak degerlendirilir (6).

Siit Ring Testi

B. abortus’a kars1 antikorlarin siitte tespit edilmesinde yaygin olarak siit ring

testi (SRT) kullanilmaktadir. Basit ve pratik bir test olan SRT nin ilkesi antikorlarin
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stitteki yag globiilinlerine Fc bolgesi ile baglanmasi, brucella agliitininlerin reaktif
bolgelerinin brucella bakterileri ile baglanmalari i¢in hazir halde bulunmalaridir. Bir
lipoprotein olarak bildirilen bu aglutininler siitiin yiizeyine krema tabakasina ¢ikarak
burada konsantre olmaktadirlar (32, 33). Boyali tiim hiicre SRT antijeni ise burada
kendisine karsi olusmus spesifik antikorlara baglanarak krema tabakasini koyu mavi bir
renkte olusturmaktadir. Dolayisi ile siitte brucella spesifik antikor varsa siitiin tistiindeki
krema tabakast mor bir band olusturur iken, spesifik antikor olmamasi durumunda
krema tabakasi beyaz renkte olmakta ve mavi renk siitlin her tarafina dagilmaktadir (7).
Bu test sigirlar icin iyi bir tarama testi olmasina karsilik, dogumdan hemen sonra ve
laktasyonun sonuna dogru alinan siitlerde, mastitisli siitlerde, donmus siitlerde
kullanilamamasi ve kullanilmasi halinde yanlis pozitif sonuglar vermesi olasidir. Biiyiik
striilerden alinan siit Orneklerinde ve enfeksiyonun erken donemlerinde yeterli
duyarlilik gostermemesi ve etgi sigirlarda ¢ok sinirli bir kullanim alani bulmasi
nedenleri ile birtakim dezavantajlara sahiptir. SRT nin B. abortus ile enfekte hayvanlari
ancak %388.5 oraninda identifiye ettigini ve B. abortus’un izole edilmedigi hayvanlarin
ise ancak %77.4 oraninda saptadigini bildirilmistir (34). Bu testin yapilisinda; plastik
bir tiip icinde yaklasik 1 ml siit ile bir damla haematoxilin boyali antijen karistirilir.
Eger bu karisim sonucunda siitiin iizerinde kremayla birlikte mavi bir halka olusuyorsa
stitte spesifik bir antikor var demektir. Bu test hassastir, ancak biiyiik bir siirii i¢inde
bulunan az sayida ki enfekte hayvanlarin belirlenmesinde basarisiz olabilir. Siit ring
testi bakteriyel kiiltiirle beraber B. abortus ile enfekte sigirlar1 saptamada yillardir
kullanilmakta olan bir testtir. Ancak, SRT erken enfeksiyonlarda ve c¢ok genis
stiriilerden alinan tank Orneklerinde yeterli duyarlilik gosterememekte ve bu durum

stitcii sigirlarda bir tarama testi olarak kullanilabilirligini sinirlamaktadir (6, 22).
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Testi

Cok sayida arastirici siit ve serumda uygulanan ¢ok sayida ELISA tabanh
calismalar bildirmislerdir. Thoen ve ark. (35) 1s1 ile 6ldiiriilmiis S19 hiicrelerini antijen
olarak kullandiklar: stit ELISA’da duyarliligin SRT ile benzer oldugunu ve 11 enfekte
olmayan inekte hi¢ pozitif saptamadiklarini bildirmislerdir. Boraker ve ark. (36) siitte
yaptiklari ELISA’nin  SRT ve Kkiiltiir pozitifligi ile yiiksek oranda korelasyon
gosterdigini, SRT nin yanlis pozitiflerini elimine ettigini ve baz1 SRT negatif 6rnekleri

ise pozitif bulduklarini bildirmislerdir. Arastiricilar ELISA’nin inek siitiinde SRT ile

14



saptanandan ¢ok daha diisiik titrede antikor saptadigini1 ve bu nedenle gerek bireysel ve
gerekse tank siitlerinde 1yi bir tarama testi oldugunu bildirmislerdir. Abuharfeil ve Abo-
Shehada (37), koyunlarda B.melitensis enfeksiyonunu tespitte kullandiklart RBPT, CFT,
ELISA yontemlerini karsilastirmiglar ve ELISA yOnteminin diger testlere oranla daha
yiiksek bir 6zgiilliige ve duyarliliga sahip oldugunu bulmuslardir. Kerkhofs ve ark. (38)
tarafindan siitte Ig G1, Ig G2 ve Ig A antikorlarini, MRT ve ELISA yontemleriyle analiz
etmislerdir. Arastirma soncunda MRT ile % 58, ELISA ile Ig GI icin % 92,8 pozitif
sonu¢ elde edilmistir. Romero ve ark. (39), brusella-ari siiriilerden gelen siit 6rnekleri
ile yaptiklart siit ELISA’da 6zgiilliigii %100 ve 56 brucella kiiltiir pozitif hayvandan
alman siitlerin ELISA ile test edilmeleri sonucunda duyarliligt % 98.2 olarak
bulmuslardir. Giilliice ve Leloglu (40), tarafindan Kars merkez ve ilgelerine bagli, 22
yerlesim biriminden, asisiz ve enfekte siiriilerden 712 adet siit 6rnegi toplanmig, ELISA
ve MRT ile calisilmistir. B. abortus ’a karsi olusan antikorlar saptanmistir. Siit
orneklerinde ELISA ile 467 (%65.59), MRT ile 401 (%56.32) pozitif sonug

belirlenmistir.

Biancifiori ve ark. (41), Brucella arisiiriden elde ettikleri siit 6rnekleri ile
yaptiklar siit ELISA’da 6zgiilliigii %100 ancak RBPT ve KFT’ye gére siit ELISA nin
duyarliligini siras1 ile % 65 ve % 83 olarak bulmuslardir. Tanisal duyarlilik kiiltiir
pozitifligine gore yapildiginda duyarlilik % 92 olarak bulunmustur.

Chand ve ark. (42) siit-ELISA, serum-ELISA, RBPT, SAT ve siit kiiltiirii ile
Brucella melitensis enfeksiyonu tanisi i¢in 704 laktasyon koyunlarindan siit ve kan
ornekleri incelemislerdir. Bu koyunlardan 209'u enfekte olmayan koyun siiriisiinden,
4431 brusellozla enfekte koyun siiriisiinden ve 52'si bruselloz i¢in durumunun
bilinmedigi 6zel koyun siiriilerindendi. Siit-ELISA'nin bruselloz ari siiriideki 6zgilliigii
% 100 ve enfekte siiriilerde duyarlilig1 ve pozitif prediktif degeri sirasiyla % 96.11 ve %
94.28 olarak tespit edilmistir. Arastiricilar ayni zamanda siit ve serum ELISA’nin
onemli derecede korelasyon gosterdigini ve bu nedenle siit ELISA’nin ozellikle
laktasyondaki koyunlarda hastaligin teshisi icin ¢ekici bir alternatif oldugunu
savunmuslardir.

Kamwine ve ark. (43) Giineybati Uganda'da siit ¢iftlikleri ve fabrikalardan
topladiklar1 185 ¢ig siit 6rnegini Milk Ring Testi (MRT) ve Indirekt ELISA y&ntemiyle

Brucella spp. yoniinden arastirmislardir. Arastiricilar SRT’nin duyarliligint % 85 ve
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ozgilligiini %95 bulurken milk ELISA’nin duyarliligint % 98.5 ve ozgilligiini %
99.5 olarak bulmuslardir.

Nicoletti ve Tanya (44), Brusellozisli ve S 19 ile asilanan hayvanlardan saglanan
828 serum flizerinde yapmis olduklari ¢alismalar sonucunda, ELISA yontemleriyle bu
ineklerin 278’inde Brucella abortus ve S 19 varligini tespit ederek, bu yontemin Cart’a
gore duyarli, fakat daha az 06zgil oldugunu belirlemislerdir. Nielsen vd. (45),
Kanada'daki enfekte olmamuis siiriilerden saglamis olduklar1 6232 adet siit 6rnegi ile
Arjantin ve Sili'de enfekte olmus siiriilerden sagladiklar1 202 adet Ornek iizerinde
ELISA ile yapmis olduklart incelemeler sonucunda, Sili'deki enfekte siiriilerden
saglanan Ornekler icin %95'lik gliven sinir1 ig¢inde calisildiginda duyarliligin %95.2
oldugunu, Arjantin'deki siiriilerden saglanan 6rnekler i¢in ise, ayni gliven sinir1 i¢inde ki
duyarliligin %98.7 oldugunu tespit etmislerdir. Vanzini vd. (46), 2119 adet siit 6rnegi
ile yaptiklar1 stit ELISA’nin duyarligini %99.6 ve 6zgiilliigiinii % 95.1 olarak bularak
indirekt siit ELISA’nin yiiksek duyarlik ve 6zgiilliikk gosteren ve ayni anda ¢ok sayida
ornekle ¢alisma imkani saglayan bir test oldugu sonucuna varmislardir. Titarelli ve ark.
(47), manda siitlerindeki brucella antikorlarin1 saptamak iizere gelistirdikleri siit
ELISA’da 100 negatif ve B. abortus biovar 1’in izole edildigi 3 ayr1 enfekte siiriiden
topladiklar1 30 pozitif siit 6rnegi kullanarak testin duyarliligin1 %100 (CI, %90.8-%100)
ve ozgiilliigiinii %98 (CI, %93-%99.4) olarak saptamislardir (47).

2.5. Korunma ve Tedavi

Hastaligin tedavisi insanlarda antibiyotikler ile yapilabilmektedir. Genellik
antibiyotikler kombine edilerek uygulanmaktadir (12). Ancak hayvanlarda bu yontemle
tedavi edilen vakalarda ki problem, hastaligin tekrarlamasi, tedavinin ¢ok ekonomik
olmamas1 ve hastalik tasiyiciligini ortadan kaldirmamasi nedeniyle hayvanlarda
cogunlukla tercih edilmez. Bu sebeplerden 6tiirii hayvanlardaki Brucellozis olgulari i¢in
korunma daha ¢ok onem teskil etmektedir (14,19, 20,49).

Hayvanlarda hastaliktan koruma yontemlerinin basinda asilama gelmektedir. Bu
astlama islemi i¢in, sigirlarda B. abortus S 19, koyun ve kegilerde B. melitensis Rev
lasist kullanilmaktadir. Ulkemizde son yillarda brusellozis ydniinden yapilan en genis
calisma, Tarim ve Koyisleri Bakanligi’nin 1997 yilinda baslatmis oldugu projedir. Bu
projenin amaci sigir ve koyun brusellozis’in iilke genelindeki durumunun belirlenmesi

ve brusellozis kontrol programinin yeniden diizenlenmesidir. Proje kapsaminda, 34458
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adet sigir ile 30433 adet koyundan alman toplam 64891 serum Ornegi brucellozis
yoniinden incelenmistir. Bu serum Ornekleri iilke genelinde ki tiim illerin dérder
ilgesinden 6rnekleme yoluyla toplanmigtir. Serumlar rose-bengal testi ile taranip pozitif
sonu¢ alinanlarin komplement fikzasyon testi (CFT) ile dogrulanmas1 yapilmistir. 2000
yilinda bakanlik tarafindan yayinlanan aragtirma sonucuna gore iilke genelinde ki
brusellozis prevalansinin sigirlar igin % 1.43, koyunlar i¢in ise bu oran % 1.97 olarak
bildirilmistir (24).

Bu ¢alismada Brucella tiirleri igindeki sigirlarda hastalik olusturan tiirlerin siitte
indirekt ELISA ile belirlenmesidir. Hastaligin teshisi i¢in bakteriyolojik izolasyon ve
identifikasyon altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, hastaligin tanis1 biiytlik
ol¢iide serolojik testlere dayandirilmaktadir. Siitcli sigir isletmelerinde siitiin diger
numunelere gore gerek hayvandan alinmasinin daha kolay olmasi ve hayvanda stress
yaratmamasi, gerekse daha az masrafli olmasi nedeniyle siit, serolojik yoklamalarda sik
kullanilan bir 6rnek olarak kabul edilmektedir. Siit ring testi (SRT) en yaygin tarama
testi olarak kullanilmaktadir. Siit ring testi (SRT) sigirlarda uygun ve sik kullanilan bir
tarama testi olmasma ragmen, dogumdan hemen sonra ve laktasyonun sonuna dogru
alman 6rnekler ile mastitisli siitlerde yanlis pozitif sonug vermesi, donmus ve beklemis
siit orneklerinde kullanilamamasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlardan
otiirii ELISA yéntemi daha tercih edilebilir bir yéntemdir. Ulkemizde ticari olarak
kullanilan bir siit ELISA kiti bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alismada bu eksiklikten
yola ¢ikarak siitte uygulanacak bir ELISA prototipi gelistirilmesi hedeflenmistir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Gereg¢

A) Bakteriyel Sus ve Referens Serum ELISA Antijeni

Calismada Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kiiltiir koleksiyonunda
bulunan ve daha onceki ¢alismalarda izole edilmis ve B. abortus biyotip 3 olarak
tanimlanan sus, antijen hazirlamada kullanildi. In House Serum ELISA igin kullanilacak
solid faz antijeni (Brucella S-LPS antijeni) Animal and Plant Health Agency (APHA)
Weybridge, Ingiltere’den temin edidi.

B) Referens Pozitif ve Negatif Siit ve Serum Ornekleri

Yeni gelistirilen siit ELISA prototipi ROC analizleri i¢in daha dnce etkenin izole
edildigi enfekte sigir siirlisiinden alinan 36 adet serum ve siit 6rnegi pozitif referens siit
(PRS) ve bruselloz yoniinden ari siiriilerden alinan 45 adet serum ve siit 6rnegi ise
negatif rereferens siit (NRS) olarak kullanildi. Bu serum 6rneklerinin bilinen KFT ve
RBPT sonuglari ROC analizinde testin duyarlik, o6zgillik ve esik degerinin

saptanmasinda kullanildi.

C)Test Serum ve Siit Ornekleri

Daha once brusellozun goriildiigii (A, B, C, D) ve goriilmedigi (E veF) toplam 6
ayri siirtiden alinan kan ve siit 6rnekleri, gelistirilen siit (milk) ELISA, in house serum
ELISA ile ve tarama testleri olan RBPT ve siit ring testi (SRT) ile test edildiler. Bu
testlerde B maddesinde belirtilen pozitif ve negatif siit ve serum kontrolleri kullanildi. F
ve D siiriilerinden sadece siit 6rnekleri alinirken diger stiriilerden ayni hayvandan hem

sut hem de serum Ornekleri alindi.

D)Antijen Hazirlanmasinda Kullanilan Besiyeri ve Soliisyonlar

Serum Dekstroz Agar (SDA):

Triptik soy agar 40 gr.
Steril at serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu (%20 w/v) 50 ml
Distile su 900 ml.
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pH 7,2+0.2

Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize edildi. Besiyeri
otoklavlanma sonras1 56 °C ye sogutulduktan sonra igine serum ve steril dekstroz
cozeltisi ilave edildi. Hazirlanan besiyeri steril petrilere taksim edilerek sterilizasyon

kontroliinden sonra buzdolabinda +2°C/+8°C’de muhafaza edildi.

Farrel’s Besiyeri

Triptik soy agar 40 gr.
Steril fotal buzagi serumu 50 ml
Distile su 900 ml.
pH 7,2+0.2

Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize edildi. Besiyeri
otoklavlanma sonrasi 56°C ye sogutulduktan sonra i¢ine serum ve Brucella Ticari
selektif supplement (Oxoid SRO083A) iireticinin direktifleri dogrultusunda hazirlanarak
ilave edildi. Hazirlanan besiyeri steril petrilere taksim edilerek sterilizasyon

kontroliinden sonra buzdolabinda +2°C/+8°C’de muhafaza edildi.

Dengeli Tuzlu Su (PBS):

Di-sodiumhydrogenorthophosphate ldg
Sodiumchloride 70¢g
Potassiumchloride 02¢g
Potassium di-hydrogenphosphate 2g

Distile su 1 litre

Hazirlanan solusyonun pH degeri 7.2’ye ayarlandiktan sonra 121°C’de 20

dakika sure ile otoklavlanarak sterilize edildi.

E) ELISA i¢in Kullanilan Soliisyonlar
1) Pleyt Antijen Saplama Solusyonu

Sodyum hidrojen karbonat 293 ¢
Sodyum karbonat 1,59 g
Distile su 1 litre
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Hazirlanan solusyonun pH degeri 9.6 olarak ayarlandi ve 121°C’de 20 dakika

otoklavda sterilize edildi.

2) Diliisyon Tamponu

Di-sodyum hidrojen ortofosfat
Sodyum klorid

Potasyum klorid

Potasyum di hidrojen fosfat
Tween 20

Fenol red (%1 w/v)

Distile su

pH

3)Bloklama Soliisyonu (% 1 BLOTTO)

PBS
Siit tozu (yagsiz)

Tween 20

1 ml
1 ml
1 litre

7.3

500 ml
S5gr

500ul

4) Substrat Soliisyonu (fosfat-sitrat buffer, pH 5.0)

Dibazik sodyum sitrat
sitrik asit
o-Phenlyenediamine Dihydrochlorine

%30 H,0,

0.2M

0.1M

40mM

dmM
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5) Yikama Soliisyonu

Di sodyum hidrojen ortofosfat 0.14 gr
Tween-20 1 ml
Distile su 10 litre
3.2.Yontem

Antijen Uretimi

Antijen iretimi i¢in secilen susun kiiltiirel oOzellikleri klasik biyotiplendirme
prosediiriine (6, 7) gore kontrol edildikten sonraB. abortus biyotip 3 susu 10 adet serum
dekstroz agara ekilerek 37°C’de %5-10 CO; igeren etiivde 72 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi ekilen koloniler saflik yoniinden kontrol edildi. Antijen olarak Yi ve
Hackett (2000)’in bildirmis oldugu Tri-Reagent yontemi, modifiye edilerek kullanildi
(50). Bu amagla B. abortusbiyotip 3’iin iireyen saf kolonileri steril PBS ile toplandilar.
Toplanan kiiltiirler 1s1 ile inaktive edildikten ve canli bakterinin kalmadigi tespit
edildikten sonra +4°C’de 3.500 rpm’ de santrifiij edilerek siipernatant atildi. Alttaki
bakteri peleti toplandi. Toplanan her bir gram bakteri peleti i¢in 3 ml Tri-reagent
kullanildi. Karisim oda derecesinde 10-15 dakika kadar uygun bir homojenizasyon i¢in
bekletildi. Bu silirenin sonunda, faz seperasyonu yaratmak i¢in her bir gram bakteri
peleti i¢in karisgima 500 pl kloroform eklendi. Siispansiyon vortekste hizlica
karistirllarak 10 dakika daha inkiibe edildi. Karisimlar eppendorf tiiplere dagitilarak
12.000 g.’de 10 dakika siire ile santrifiij edildiler. Boylece su ve organik fazlar ayrildi.
Su fazi ayr bir steril tlipte toplanti. Tim ham LPS’nin eksrakte edilebilmesi igin
organik faza 200 ul distile su eklendi ve karisim tekrar 12.000 g.’de 10 dakika daha
santrifiij edildi. Su fazlari topland1 ve elde edilen bu Tri-reagent ile ekstrakte edilen LPS
cozeltisi -20 °C de daha sonra ELISA solid faz antijeni olarak kullanilmak {izere
saklandi.

In House Serum ELISA i¢in Animal and Plant Health Agency (APHA)
Weybridge, Ingiltere’den temin edilen solid faz antijeni (Brucella S-LPS antijeni) ile

1:6000 oraninda ELISA kaplama soliisyonu ile sulandirilarak pleytlere kaplandi.
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Siit Orneklerinden Etken izolasyonu Calismalar

Siit orneklerinden etken izolasyonu i¢in OIE Manuel’de belirtilen yontem
kullanild1 (6). Kisaca siit numuneleri, her bir meme lobunda aseptik sartlarda alindiktan
sonra aerosol yaratmayacak bir sekilde santrifiij edilerek {iistteki krema ve alttaki
tortudan selektif Farrel’s mediuma ekim yapildi. Brusella etken sayist genellikle siitte
atik materyallere gore daha diisiik bulundugundan (atiktan hemen sonra alinmamis ise),
Oon zenginlestirme yapilmasi tavsiye edilir. Bu besiyerinin hazirlanmasinda serum ve
dekstroz ilave edilmis triptik soy broth kullanildi. Selektifligi saglamak i¢in amfoterisin
B (1 pg/ml) ve vankomisin (20 pg/ml) ilave edildi. Bu zenginlestirilmis besiyerinde
ornekler negatif olarak kabul edilmeden once % 5-10 CO, igeren etiivde 6 haftaya
kadar inkiibe edildiler. Inkiibasyon siiresince kat1 selektif besiyerine haftalik alt pasajlar

yapildi.
Serolojik Testler

Siit orneklerinin alindigi hayvanlarin kan serumlar1 Rose Bengal pleyt test,
(RBPT) ve Indirekt ELISA ile test edildiler Tiim test siit drneklerine siit ring testi ve
indirekt milk ELISA uygulandi. RBPT ve SRT antijenleri Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii (PVKE) nden temin edildi. Bu testlerin (RBPT ve SRT) uygulanmasi1 Alton
ve ark. (19) belirttigi yonteme gore yapildi.

Siit Ring Testi (SRT):

Bir damla (30 pl) boyali SRT antijeni kiigiik bir cam tiipiin i¢inde bulunan 1 ml
siite ilave edilerek tiipler calkalandi. Test sonuglari tiiplerin 1 saat siire ile 37°C de

inkiibe edilmesinden sonra degerlendirildi (Tablo 3.1.).
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Tabloe 3.1. SRT sonuglarinin degerlendirme kriterleri.

Siitlin krema tabakasinin rengi  Krema tabakasi altindaki siitiin Degerlendirme

rengi
Koyu mavi Beyaz +++ Pozitif
Koyu mavi Agik mavi ++ Pozitif
Koyu mavi Koyu mavi +  Siipheli
Ac¢ik mavi Koyu mavi +  Sipheli
Beyaz Koyu mavi - Negatif
Indirekt Serum ELISA

Calismada kullanilacak olan her bir test ELISA solid faz antijeni Animal and
Plant Healt Agency (APHA)O0.1pg/kuyucuk olacak sekilde 0.05M sodyum karbonat (pH
9.6) antijen kaplama tampon solusyonu i¢inde sulandirildi ve 96 gozlii diiz tabanl
pleytlerin (NUNC 692620) blank (kor) olarak kullanilan H11 ve H12 nolu kuyucuklari
hari¢ diger tiim kuyucuklarina 100 pl olarak taksim edildi. Daha sonra antijenle
kaplanan pleytler 4 °C de 18-24 saat inkiibe edildi. Daha sonra pleytler % 3 siit tozu
(skim milk) igeren PBS soliisyonu ile 2 saat siire ile bloklandilar. Yikama asamasinda
pleytler% 0.05 Tween 20 iceren PBS (PBS/T) soliisyonu ile 4 kez yikandilar. Primer
antikor baglanmasi1 asamasinda, her hayvan tiirii i¢in kullanilacak pozitif ve negatif
kontrol serumlariin her birinden ikiser kez olmak tizere %! siit tozu igeren PBS/T
soliisyonu iginde 1:50 oraninda hazirlanmis olan diliisyonlarindan, pleytlerin her bir
kuyucuguna 100 pl olarak konuldu. Pleytlerin iistii kapali olarak oda 1sisinda 1 saat siire
ile calkalayici (shaker) iizerinde inkiibasyonlar1 yapildi. Pleytler tekrar 4 kez aym
yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, horseradishperoxidase (HRPO) ile isaretlenmis
A/G recombinant proteini belirlenen diliisyonda, %1 siit tozu iceren PBS/T icinde
sulandirilarak tiim kuyucuklara 100 pl olarak ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyonu takiben pleytler tekrar 4 kez PBS/T ile yikandi ve iizerine 100 pl
kromojenik substrat (0.1 M sitrat tamponu iginde 2 pg ortho-phenylenediamine ve
%0.03 H,0, ) ilave edildi. Pleytler oda 1sisinda 10 ila 15 dakika bekletildikten sonra
reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 100 ul 4 N H,SO; ilave edilerek pleytler
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otomatik ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de absorbans
degerleri okundu. Testin sonuglariin belirtilmesinde asagidaki formiil kullanildi.

Yiizdelik pozitivite (Percent positivity PP)= Test 6rneginin optik dansitesi-
ortalama negatif serum optik dansitesi/ortalama pozitif kontroliin optik dansitesi-
ortalama negatif serum dansitesi X100.

Indirekt Siit ELISA

Indirekt ELISA, Vanzini ve ark. (1998) bildirdigi yonteme gore bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulandi (46). Yeni bir ELISA kiti gelistirilecegi i¢in
kullanilacak antijen ve konjugatin optimum diliisyonlar1 belirlendi. Bunun i¢in karsilikli
titrasyonlar (Checkerboard) yapildi. PRS ve NRS arasinda en biiyiik farki olusturan
dilusyon optimum antijen olarak se¢ildi. Hazirlanan ELISA solid faz antijeni, belirlenen
dilisyonda hazirlanarak 0.05M sodyum karbonat (pH 9.6) antijen kaplama tampon
solusyonu ig¢inde sulandirilarak, 96 gozli diiz tabanli polistiren pleytlerin (NUNC
692620) tiim kuyucuklarina 200 pl olarak taksim edildi. Daha sonra antijenle kaplanan
pleytler 4°C de 18-24 saat inkiibe edildiler. Bunlar takiben pleytler % 0.05 Tween 20
iceren yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Daha sonra NRS, PRS ve test siit
orneklerinden 100 pl olarak her numune i¢in ikiser kez olmak {izere pleyte konuldu.
Tim ELISA dizaynlarinda H 7-8 kuyucuklar pozitif referens, H 9-10 negatif referens
ve H 11-12 kuyucuklar1 ise blank (kor) olarak kullanildi. Pleytler orbital calkalayici
tizerinde oda 1sisinda 1 saat siire ile inkiibasyona birakildilar. Bu siirenin sonunda
yikama islemi gergeklestirildi. Devaminda  konjugati (horseradishperoxidaseile
isaretlenmis rekombinant protein A/G) daha 6nce belirlenen oranda diliisyon buffer ile
sulandirilarak pleytin her bir géziine 100 pl olarak ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyonu takiben pleytler tekrar yikama soliisyonu ile yikandilar ve {izerlerine 100
ul kromojenik substrat (0.1 M sitrat tamponu i¢inde 2 ug ortho-phenylenediamine ve
%0.03 H,0, ) ilave edildi. Pleytler oda 1sisinda 10 ila 15 dakika bekletildikten sonra
reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 100 ul 4 N H,SO; ilave edilerek pleytler
otomatik ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de absorbans
degerleri okundu. Testin duyarlilig1 ve 6zgilliigli, referens pozitif ve negatif serumlarin
KFT ve RBPT sonuglarina gére yapilan receiver perator characteristics (ROC)

analizinin sonucunda belirlenen esik degerine gore yapildi.
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Istatiksel Analiz
ROC analizi, %95 giiven esigindeki giivenlik araliklari, tanisal duyarlik ve

ozgillik Medcalc software programi kullanilarak yapildi (48).
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4.BULGULAR

Prototip milk ELISA igin antijen olarak daha once izole edilmis B. abortus
biyotip 3 izolatindan hazirlanan ham LPS ile kaplanmis pleytlerde ¢aligmada 6 farkli
stiriiden alinan siit 6rneklerinin milk ELISA sonuclar1 Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Calismada gelistirilen stit ELISA’nin tanisal duyarlilik ve 6zgiilliigiinii saptamak
amaci ile daha 6nce B. abortus izole edilen enfekte siiriiden alinan 36 adet serum ve siit
(pozitif referens siit (PRS)) 0Ornegi ile alinan sonuglar Tablo 4.1.° de gosterildi.
Bruselloz yoniinden ari siiriilerden alinan 45 adet serum ve siit (negatif rereferens siit
(NRS)) 6rnegi ile alinan sonuglar Tablo 4.2.” de gosterildi. Bu serum 6rneklerinin daha
once kaydedilmis KFT ve RBPT sonuglar1 ROC analizi ile testin tanisal duyarlilik ve
ozgilliglini belirleyecek esik degerin saptanmasinda kullanildi. Buna gore duyarlilik
(sensitivite) % 96,15 [%95 (giiven esigindeki sinirlar (%80.36-99.9)] ve ozgiilliik
(spesifisite) %95.65 [%95 (gliven esigindeki smirlar(%85.16-99.47)] olarak saptandi.
Bu degerlere gore esik degeri (cut-off) % 29.3 PP olarak belirlendi.
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Sekil 4.1. B.abortus biyotip 3 bakterisinden hazirlanan antijen ile kapli ELISA pleytinde farkli siiriilerden

alman siitlerin verdigi reaksiyon.
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Tablo 4.1. Pozitif referens serumlarin RBPT ve KFT sonuglar1 ve bu serumlarin alindigi hayvanda
Brucella izolasyon durumu

Serum no RBPT KFT (ICFTU) M-ELISA (%PP) kiiltiir

114 + 105,1 81,1 -

16 + 841 106,5 +

62 + 74,3 85,8 -

4571 + 125 77,2 -

6794 - 52,6 34,5 -

33 + 52,6 62,8 -

67 + 52,6 67,4 -

1129 + 148,7 90,8 +

9366 + 353,6 94,0 +

5042 - 11,1 7,1 -

Xx071 = 11,1 10,5 -

4156 - - 8,6 -

3003 + 125 53,9 -

net + 26,3 21,7 -

2670 + 74,3 40,0 -

3681 + 353,6 82,6 -

3781 + 125 81,3 -

3452 - - 8,8 -
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Tablo 4.2. Negatif referens serumlarin RBPT ve KFT sonuglari

Hayvan no RBPT KFT (ICFTU) M-ELISA % PP
1- TR 6383 8294 = = 6,0
2- TR 6384 2069 - - 6,2
3- TR 6383 7766 = = 8,8
4- TR 6383 7773 - - 14,5
5- TR 6365 0783 = = 11,1
6- TR 6369 0031 - 11.1 37,6
7- TR 3511 29902 = = 11,1
8- TR 6370 2902 - - 3,1
9- TR 6370 4206 = = 3,5
10-TR 6370 4236 - - 8,3
11-TR 6370 4250 = = 16,0
12-TR 6356 0138 - - 6,9
13-TR 6360 1232 = = 1,4
14-TR 6370 4216 - z 1,3
15-TR 3512 32312 = = 8,3
16-TR 1013 79591 - - 8,9
17-TR 6370 4209 = = 12,0
18-TR 4051 8518 = 3 3,5
19-TR 6360 1234 = = 27,2
20-TR 6370 9245 - - 6,6
21-TR 6372 8220 = = 3,5
22-TR 6370 4903 = - 0,2
23-TR 6372 8218 = = 11,9
24-TR 6370 1850 - - 10,1
25-TR 6327 2490 = = 9,7
26-TR 6356 0129 - - 1,9
27-TR 6370 4220 = = 19,4
28-TR 6010 37331 - - 9,2
29-TR 6365 0785 = = 10,5
30-TR 6370 4215 - 11.1 32,7
31-TR 3512 23168 = = 10,9
32-TR 6370 9293 - - -0,4
33-TR 6376 6940 = = 4,3
34-TR 6380 9015 - - 7,0
35-TR 6374 8577 = = 8,0
36-TR 6374 9337 - - 3,4
37-TR 6372 8222 = = 8,7
38-TR 6380 9019 - - 5,2
39-TR 6374 8573 = = 2,3
40-TR 6372 8208 - - 0,2
41-TR 6380 9026 = = 22,4
42-TR 4052 6624 - - 5,6
43-TR 4358 8987 = = 6,8
44-TR 4049 8695 - - 4,0
45-TR 6374 8572 = = 1,4
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Belirlenen esik deger dikkate alinarak Sanliurfa ve civarinda rastgele olarak
secilen 4 enfekte ve 2 enfekte olmayan isletmelerden alinan kan ve siit (A,B,C.E) ve
sadece siit ornekleri (D ve F) serolojik ve kiiltiirel yonden test edildiler. Alinan 6rnek

sayilar1 ve serolojik test sonuglar1 her bir serum i¢in Tablo 4.3. da gosterildi.

Tablo 4.3. Test siit ve serumlarin serolojik ve kiiltiir test sonuglari

Hayvan No Sat Serum ELISA RBPT Kaltar
ELISA (PP) SRT (PP)

1A - - - - -
2A - - - - -
3A - - - - -
4A - - - - -
5A +%110.6 + +%93 + -
6A - - - - -
7A - - - - -
8A - - - - -
9A - - - - -
10A - + 3 - -
11A - - - - -
12A +%41 + +63.4 + -
13A - - - - -
39308 -%10.6 + = - -
8081 B +%93.6 + +%99.9 + +
8002 B +%99.8 + +%132 + +
3766 B +%76.8 - +%97 + -
3490 B +%112 + + %109 + +
4754 B +%86.4 + +%115 + +
7873 B +%111.6 + +%65 + -
3944 B -%22.8 - +%34 +

0418 B +%47.25 + +%84 + -
3248 B - - - - -
76718 - - - - -
1076 B +%50.7 + +%94 + -
2924 B - - -%18.6 - -
5076 B - - - - -
3491 B +%91.2 + +%89.4 + +
5412 B - - - - -
H1 C - - - - -
H2 C - - - - -
H3 C - - - - -
H4 C - - - - -
H5C - - -%23.4 - -
H6 C - - - - -
H7 C - - -%19.8 - -
H8 C - - -%23.2 - -
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H9 C

H10 C - + +%46 + -
2752 D +%38.7 + SA SA -
6023 D - - SA SA -
4151 D - - SA SA -
4048 D +%29.8 + SA SA -
7477 D - - SA SA -
H.incir D - - SA SA -
3939D - - SA SA -
6889 D - - SA SA -
6415 D - - SA SA -
7885 D +%76.7 + SA SA +
2418 D - + SA SA -
9667 D +%109 + SA SA +
Hilvan dive - - SA SA +
2419 D - + SA SA -
8734D +%86 + SA SA

2599 D -%8.3 + SA SA -
3755D +%34.2 + SA SA -
4050 D +%32.8 - SA SA -
1E - - - -
2E - - - -
3E - - - - -
4E - - - - -
5E -%7.2 - - - -
6E - - - - -
7E - + - - -
8E -%12.3 - -%15.3 - -
9E -%16.6 + -%22.1 - -
10E -%9.8 - - - -
11E - + - - -
12E - - - - -
13E -%8.3 - - - -
14E - - - - -
15E - - - - -
16E -%9.3 + -%15.6 - -
17E - - -%8.5 - -
5300 F - + SA SA -
7536 F - - SA SA -
6314 F - + SA SA -
1369 F -%14.8 + SA SA -
3299 F - - SA SA -
7571F -%6.7 + SA SA -
8612 F - - SA SA -
9863 F - - SA SA -
2642 F - - SA SA -
9197 F - - SA SA -
7017 F - + SA SA -
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8434 F - + SA SA -

9619 F - - SA SA -
9565 F -%27.2 + SA SA -
8498 F - - SA SA -

Buna gore sadece siit ornegi alinan enfekteD ¢iftligi nde 3 adet B. abortus
biyotip 3 izole ve identifiye edildi (%17.6). En fazla pozitif sonu¢ SRT (%52.9) ile
aliirken bunu milk ELISA (%41.2) izlemistir. Enfekte olmayan E ¢ifliginde izolasyon
yapilmadi ve tiim serumlar siit ELISA ile negatif sonuglar verdiler. Sadece % 46.6

oraninda SRT ile pozitif sonug alindi. (Tablo 4.4.)

Tablo 4.4. Sadece siit alinan iki ¢iflikte serolojik testlerin ve kiiltiir sonu¢lariin karsilastirilmast

D ciftligi (enfekte) Milk ELISA SRT Kiiltiir
3 - + -

4 + + -

2 + + A

1 : - +

1 + - -

7 - - -

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

enfekte)

7 - + -

8 - - -

15 0 7 (% 46.6) 0

Ayni hayvandan hem serum ve hem de siit ornekleri alinan enfekte A,B,C
ciftliklerinde toplam 5 adetB. abortus biyotip 3 izole ve identifiye edildi (%12,8). En
fazla pozitif sonu¢ SRT ve serum ELISA(%33,3) ile alinirken bunu takiben RBPT
(%30,8) ve milk ELISA(%?28,2) izledi. Enfekte olmayan F ¢ifliginde izolasyon
yapilmadi ve tiim serumlar siit ELISA ile negatif sonu¢ verdiler. Sadece % 23,5

oraninda SRT ile pozitif sonug alind1 (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.5. Ayn1 hayvandan serum ve siit alinan igletmelerdeki serolojik testlerin ve kiiltlir sonuglarinin
karsilastirilmasi

A M ELISA SRT S-ELISA RBPT Kiiltiir

ciftligi(enfekte)

10 - - - - -

2 + + + + -

1 - + - - -

B ciftligi

(enfekte)

5 + + + + +

3 + + + + -

5 - - - - -

1 - + - - -

1 + + -

1 - - + + -

C ciftligi

(enfekte)

9 - - F 4 .

1 - + + + -

39 Toplam 11 13(%33.3)  13(%33.3) 12(%30.8)  5(%12.8)
(%28.2)

E ciftligi (non

enfekte)

13 - - - - -

4 - + - - -

17 0 4(%23.5) 0 0 0

ROC curve: ROC of ELISA vs RBT and CFT

X
=
>
S 50-
(72]
c
[<5]
(/5]
0 L] 1
0 50 100

100% - Specificity%

Sekil 4.2. RBPT ve KFT sonuglari1 baz alinarak yapilan milk ELISA ROC analizi sonuglari. Area under curve
(AUC=0.9941)
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5.TARTISMA ve SONUC

Brucella cinsinin iyeleri insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda ©6nemli bir
enfeksiyon olan bruselloza neden olurlar. B. abortus basta olmak iizere smooth Brucella
suslar tarafindan olusturulan sigir brusellozu diinyanin birgok iilkesinde ve ozellikle
gelismekte olan iilkelerde goriilen abortus, infertilite, siit verimi ve damizlik degeri
kayb1 gibi dnemli ekonomik kayiplara neden olan insanlarda da tehlikeli bir hastaliga
neden olan 6nemli bir zoonozdur (14). Hastaligin teshisinde bakteriyel izolasyon ve
identifikasyon altin standart ve en spesifik yontem olmakla birlikte, ¢ok sayida 6rnegin
teshisi i¢in pratik olmamasi, zaman alic1 olmasi, deneyimli personele ihtiya¢ gostermesi,
uygulayict icin riskli olmasi, siit ve vaginal svablar gibi 6rneklerde atik materyallere
gore daha az sayida bakteri olabilmesi nedeniyle gdzden kagirilmasi ve biitiin bu sayilan
sebeplerden dolay1 duyarliliginin diisiik olmasi nedeniyle hastaligin teshisinde serolojik
yontemler genis ¢capli olarak kullanilmaktadir (6,7,8,11).

Serum ve siit drnekleri iyi birer antikor kaynagi olduklari i¢in bu 6rneklerde ¢ok
sayida serolojik test uygulanmaktadir. Siit 6rneklerinde B. abortus i¢in antikor aramaya
yonelik testlerin baginda siit ring testi (SRT) gelmektedir. Siitcii sigir isletmelerinde,
gerek hayvandan alinmasimin daha kolay olmasi, hayvanda stres yaratmamasi ve
gerekse daha az masrafli olmasi nedeniyle siit, serolojik yoklamalarda sik kullanilan bir
ornek olarak kabul edilmektedir ve siit ring testi (SRT) en yaygin tarama testi olarak
kullanilmaktadir. Siit ring testi (SRT) Brucella ile enfekte sigir siiriilerinin teshisinde
genis c¢apli olarak yillardir kullanilmakta olan pratik bir tarama testidir. Ayrica siit
orneklerini test edilmesinin, serum Orneklerinin test edilmesine olan avantajlari
bulunmaktadir. Bunlar arasindahayvandan alinmasinin daha kolay olmasi, az masrafl
olmasi, hayvanin 6rnek alinirken daha az travmatize olmasi ve dolayis: ile daha az
strese girmesi, tek bir testin ¢ok sayida hayvanin test sonuglarini temsil etmesi (tank siit
ornekleri gibi), orneklemenin daha basit ve daha az masrafli olusu sayilabilir. Ancak
SRT, ozellikle biiyiik siiriilerden alinan tank siit 6rneklerinde ve erken enfeksiyonlarin
tanisinda yeterli duyarlilik gosterememekte, ayrica mastitisli, donmus, dogumdan
hemen sonra, laktasyon peryodunun sonuna dogru alinanan Orneklerde ve erkek
hayvanlarda kullanilamamasi, kullanimini sinirlamaktadir. Ayrica mastitisli siitlerde ve

kolostrumda yalanci pozitif reaksiyonlar verebilmektedir. Bunlarla birlikte milk ELISA
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testlerinin siit ring testi (SRT)’nden ¢ok daha hassas ve spesifik oldugu bildirilmektedir
(6,7,30,34,40,42).

Bu calismada daha kolay elde edilebilen bir 6rnek olan siit igin SRT’deki
dezavantajlar1 tasimayan bir siit ELISA prototipi gelistirildi. Siitiin farkli antijeninlerin
kullanildigi ¢ok sayida ELISA ¢alismasi bildirilmistir. Bu ¢alismalarda arastiricilar tim
hiicre antijeni, bakterinin LPS tabakasi ya da ham LPS gibi farkli antijenler kullanarak
farkli duyarlilik ve 6zgiilliikte farklit ELISA formatlar gelistirmiglerdir (26,35,47).

Bu calismada antijen olarak daha 6nce enfekte siiriilerden izole edilmis olan B.
abortus biyotip 3 susunun ham LPS tabakasi antijen olarak kullanildi. Ham LPS
tabakasi gerek S-LPS ve gerekse dis membran proteinlerini igerdigi i¢in (30) sadece saf
LPS tabakasina gore daha fazla hedef epitop tasiyacagi ve dolayisi ile daha duyarh
olacagi diistiniildi. Her ne kadar Brucella genusu son derece homolog olsada (5,6)
antijen olarak evrensel olarak kabul edilen B. abortus S99 (biyotip 1) yerine {ilkemizde
sigirlardan neredeyse % 95 oraninda izole edilen (25-28), B. abortus biyotip 3’i antijen
hazirlama da kullanma amacimiz, testin 6zgiilliigiinbir miktar artabilme olasilig1 idi. Bu
calismadasiit ELISA prototipinin tanisal duyarlilik ve 6zgiilligiinii %95 giiven esiginde
belirlemek amaci ile daha 6nce etkenin izole edildigi enfekte sigir siiriisiinden alinan 36
adet serum ve siit 6rnegi pozitif referens siit (PRS) (Tablo 4.1.), bruselloz yoniinden ari
stiriilerden alinan 45 adet serum ve siit 6rnegi ise negatif rereferens siit (NRS) (Tablo
4.2.) olarak kullanilarak serum 6rneklerinin bilinen KFT ve RBPT sonuglar1 dikkate
almarak ROC analizleri yapildi. Calismada gelistirilen siit ELISA nin tanisal duyarlilik
ve Ozgiilligiini saptamak amaci ile daha dnce B. abortus biyotip 3 izole edilen enfekte
siiriiden aliman 36 adet serum ve siit (pozitif referens siit (PRS)) 06rnegi ile alinan
sonuglar Tablo 4.1.” de gosterildi. Bruselloz yoniinden ari siiriilerden aliman 45 adet
serum ve siit (negatif rereferens siit (NRS) ornegi ile alinan sonuglar Tablo 4.2.” de
gosterildi. Bu serum o6rneklerinin daha 6nce kaydedilmis KFT ve RBPT sonuglari,
ROC analizi ile testin tanisal duyarlilik ve Ozgilliigiinii belirleyecek esik degerin
saptanmasinda kullanildi. Buna gore duyarlilik (sensitivite) % 96,15 [%95 (giliven
esigindeki smirlar(%80.36-99.9)] ve oOzgillik (spesifisite) %95.65 [%95 (gliven
esigindeki sinirlar(%85.16-99.47)] olarak saptandi. Bu degerlere gore esik degeri (cut-
off) % 29.3 PP olarak belirlendi.
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Romero ve ark. (39) gelistirdigi siit ELISA i¢in 6zgiilliigii %100 ve duyarliligt %
98.2 olarak bulmuslardir. Biancifiori ve ark. (41) Brucella yoniinden ari stiriiden elde
ettikleri siit ornekleri ile yaptiklart siit ELISA’da ozgiilliigii %100 ancak RBPT ve
KFT’ye gore siit ELISA nin duyarhiligin sirasi ile % 65 ve % 83 olarak bulmuslardir.
Bu caligmada oOzgiillik degerleri bu arastiricilardan biraz diisiik olmakla beraber,
duyarlilik oranimiz bu arastiricilarin bulgularina gore oldukca yiiksek bulunmustur.
Chand ve ark. (42) koyunlarda siit-ELISA'nin bruselloz ari siiriideki 6zgiilligi % 100
ve enfekte siiriilerde duyarliligi ve pozitif prediktif degeri sirasiyla % 96.11 ve % 94.28
olarak tespit etmislerdir. Bu calismanin duyarlilik diizeyi Chand ve ark. (42) elde ettigi
diizeyle benzer bulunmustur.

Kamwine ve ark. (43) SRT’nin duyarhiligimi % 85 ve ozgilligiini %95
bulurken, milk ELISA’nin duyarliligmi ve 6zgilliigiinii bu c¢alismada elde etti§imiz
bulgulara benzer olarak sirasi ile % 98.5 ve % 99.5 olarak bulmuslardir.

Nielsen vd. (45), Sili'deki enfekte siiriilerden saglanan ornekler icin %95'lik
giiven esigi sinirlarinda milk ELISA’nma duyarhiligin %95.2 oldugunu, Arjantin'deki
stiriilerden saglanan Ornekler icin ise, ayni giiven sinirt icinde ki duyarliligin 9%98.7
oldugunu tespit etmislerdir (45). Vanzini ve ark. (46), siit ELISA’nin esik degerini % 36
yiizdelik seropozitivite (PP) secerek duyarligimi %99.6 ve ozgiilliigiinii % 95.1 olarak
bularak indirekt siit ELISA’ nin yiiksek duyarlik ve 6zgiilliikk gosteren ve ayn1 anda ¢ok
sayida ornekle ¢caligma imkani saglayan bir test oldugu sonucuna varmislardir. Titarelli
ve ark. (47) manda siitlerindeki brucella antikorlarin1 saptamak tizere gelistirdikleri siit
ELISA’da B. abortus biovar 1 in izole edildigi 3 ayr1 enfekte siiriiden topladiklari 30
pozitif siit 6rnegi ve 100 negatif serum kullanarak gelistirdikleri testin duyarliligini
%100 (CI, %90.8-%100) ve ozgiilliigiinii %98 (CI, %93-%99.4) olarak saptamislardir.
Bu c¢aligmanin duyarhilik ve 6zgiilliik sonuglari ile arastiricilarin sonuglart dabenzerlik
gostermektedir.

Kolostrum ve siit ayn1 serum gibi enfekte ve asili hayvanlarda Smooth brucella
spp. ye kars1 IgM, IgG ve IgA icermektedir. IgG1 ruminant siitiindeki en dominant
antikor olup kolostrumdaki toplam antikorun %70-80’ini igermektedir. Bunu sirasi ile
IgM, IgA ve 1gG2 izlemektedir. Siitteki ¢ogu IgA lokal olarak memede iiretilmesine
karsin siit ve kolostrumdaki IgG1’in ¢ogunlugu siite direkt olarak serumdan transfer

edilmektedir. Kalan kismi ise diger Ig izotoplar ile birlikte lokal olarak meme bezinde
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iiretilmektedir. Dolayist ile siit, serum ve kolostrumdaki amtikorlarin birbirleri ile
korelasyon gosterecegi kabul edilmektedir. Sigir serumu ve siit arasinda antikorlarin
iliskili seviyelerde oldugunu gosteren ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Siit 6rneklerine
uygulanan testlerin duyarliligi ve 6zgiilliigli serum Orneklerine uygulananlarla benzer
bulundugundan, siit¢ii sigirlarda siit orneklerinin test edilmesi seruma gore daha
ekonomik bir alternatif saglamistir. Siitteki immunoglobulin konsantrasyonu serum
seviyeleri ile korelasyon gosterdiginden, siitiin icerdigi antikor seviyesi hayvanin
serolojik tablosunu yansitacaktir (30,32,33,40,46). Bu olaydan yola c¢ikarak
calismamizda ikisienfekte olmayan ve dordii enfekte, toplam 6 ayri isletmeden siit ve
kan oOrnekleri alinarak bunlarda SRT, RBPT, siit ve serum ELISA yapilmis ve
sonuclarda yukarida bahsedilen korelasyon aranmistir.

Buna gore sadece siit 6rnegi alinan enfekte D ¢iftligi nde 3 adet B. abortus
biyotip 3 izole ve identifiye edildi (%17.6). Milk ELISA i¢in bulunan % 29.3PP esik
degeri dikkate alindi. Sonuglara gére en fazla pozitif sonu¢ SRT (%52.9) ile alinirken
bunu %41.2 ile siit ELISA izlemistir. Bu sonuglar kiiltiiriin en az duyarli ve SRT nin
ozgiillik ve duyarlililigimin diisiik oldugunu bildiren literatiirlerle uyumludur (6,7,10).
Enfekte olmayan E c¢ifliginde izolasyon yapilmadi ve tiim serumlar siit ELISA ile
negatif sonug¢ verdiler. Sadece % 46.6 oraninda SRT ile pozitif sonu¢ alindi. Enfekte
olmayan bir siirtide siit ELISA’nin higbir pozitiflik gostermemesi testin 6zgiilliigliniin
yiiksek oldugunu gostermektedir. SRT ise capraz reaksiyonlarda, mastitisli ya da
herhangi bir sekilde bozulmus siitlerde yanlis pozitifleri oldukga sik gosteren bir test
oldugundan, alinan bu deger normal kabul edilmistir. Enfekte D ciftliginden bir hayvan
milk ELISA ve SRT ile negatif reaksiyon vermis ancak bu hayvandan B. abortus
biyotip 3 izole edilmistir. Negatif seroloji gosterip kiiltiir pozitif hayvanlarin nadir
olarak goriildiigiiifade edilmektedir (10,30). Iste bu yiizdendir ki kiiltiir ile serolojin
beraber yiiriitiilmesi teshisin glivenilirligini artiracaktir (Tablo 4.4.).

Ayni hayvandan hem serum ve hem de siit drnekleri alinan enfekte A,B,C
ciftliklerinde toplam 5 adet B. abortus biyotip 3 izole ve identifiye edildi (%12.8). En
fazla pozitif sonu¢ SRT ve serum ELISA(%33.3) ile alinirken bunu ve takiben RBPT
(%30.8) ve milk ELISA (%28.2) izledi. Alinan sonuglar yukaridaki paragrafta aciklanan
nedenler ile beklenen sonuglar olmakla birlikte siit ELISA % PP’nin serum ELISA’dan

daha diisiik ¢ikmasit kandaki antikor diizeyinin normalde daha yiiksek olmasina
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baglanabilir. B ve C giftliklerine birer hayvanin siit ELISA ile negatif sonug¢ verip serum
ELISA ile pozitif vermesinin mantikli bir izah1 olmamasina karsin, heniiz ¢cok erken bir
enfeksiyonun buna neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Enfekte olmayan F c¢ifliginde de
izolasyon yapilmadi ve tiim serumlar siit ELISA ile negatif sonu¢ verdiler. Sadece
%23.5 oraninda SRT ile pozitif sonug¢ alindi. Test isletmelerinden izole edilen toplam
sekizB. abortus biyotip 3’iin yedi tanesinin izole edildigi hayvanlardan alinan kan ve
serumun kullanilan tiim serolojik testlerde pozitif yanit vermesi, kiiltiiriin diisiik
duyarliligt yaninda son derece spesifik bir test oldugunu da beklendigi {izere
gostermistir.

Bu c¢alismanin sonucunda gelistirilmesi hedeflenen duyarlik ve o6zgulligi
yiiksek bir milk-ELISA prototipi gelistirildi Bu prototipte konjugat olarak her hayvan
tirii i¢in spesifik enzimle isaretlenmis konjugat yerine, antikorlarinin Fc bdlgesine
baglanan enzimle isaretli A/G proteini kullanildigindan, bu testin ileride diger tiirlerde
de kullanilma potansiyeli arastirilacaktir. Gelistirilen bu testin siitcli isletmelerde
brusellosiz tanisinda ve takibinde non invaziv bir tarzda hastaligin teshisi kolay ve
pratik ve daha ekonomik olarak yapilabilmesine olanak saglayacag: diistiniilmektedir.
Zoonoz karakterdeki bu hastaligin siit¢ii isletmelerdeki durumu hakkinda saglikl veriler
elde edilmis olacaktir.

Bu calismanin sonucunda elde edilen bulgular ile siitiin mevcut oldugu
durumlarda, siitte indirekt ELISA’nin hayvani travmatize etmeksizin brusellozun
serolojik teshisinde kullanilabilecek son derece degerli bir alternatif oldugu kanisina

varilmustir.
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