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OZET

BRUCELLA VE ALFA-PROTEOBACTERIA GRUBUNA AiT BAZI BAKTERI
CINSLERI ARASINDAKI SEROLOJIK CAPRAZ REAKSIYONLARIN
BRUSELLOZUN SEROLOJIK TANISINDA POTANSIYEL UYGULANABIRLIGI
YONUNDEN ARASTIRILMASI

Ahmet Selman MIZRAKLIDAG

Mikrobiyoloji, Yiiksek Lisans Tezi

Bruselloz insanlarda ve hayvanlarda ciddi enfeksiyon yapan, insanlarda kamu sagligini
tehdit eden ve hayvancilik endiistrisine ekonomik anlamda ciddi zararlar veren bir zoonozdur.
Hastaligin teshisinde kiiltiire gore daha gabuk ve pratik olan serolojik testler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Serolojik testlerde kullanilan antijen, virulensi ytiksek Brucella suslarmdan
hazirlanmaktadir. Bu durumda Brucella ile immiinolojik capraz reaksiyon veren ve virulensi
insanlar i¢in ¢ok diisiik olan suslarnin antijen tiretiminde kullanilmas: cazip bir yaklagim
olacaktir. Dolayisiyla bu ¢alismada, Brucella suslari ile filogenetik olarak yakinhigi bulunan
ve virulensi Brucella bakterilerinden c¢ok daha az olan, normalde saprofit olarak
degerlendirilen Ochrobactrum anthropi gibi firsate patojen olan alfa—Proteobacteria smifina
ait 3 ayr1 bakteri tiiriintin (O. anthropi, O. intermedium, Rhizobium tropici) Brucella antijeni
yerine kullanilip kullamlamayacagt arastuildi. Sonug olarak, sigir ve insan brusellozu
acisindan test edilen antijenlerin higbiri kabul edilebilir seviyede bir sensitivite ve spesifisite
géstermediler. Bu tiirlerde negatif serumlari yiiksek reaksiyon gdstermelerine bagl olarak
esik degeri ¢ogu zaman pozitif kontrol ortalamasinin tstiine ciktigindan % 100 bir spesifisite
ve 0 ve 0’a yakin bir sensitivite gosterdiler. Caligmada sadece rough bir tiir olan ve
dolayisiyla S-LPS yerine R-LPS tasiyan, O-polisakkariti ya indirgenmis ya da tamamen
olmayan O.intermedium antijeni ile ve sadece koyun ve képekte kismen kabul edilebilir
sinirlarda bir tanisal performans alinustir. Caligmada alinan tim sonuglar dikkate alindifinda
Proteobakterilerin a-2 alt grubunda yer alan mikroorganizmalarin brusellozun serolojik
tanisinda birtakim capraz reaksiyonlara neden olabilecegi ve bu durumun yanlis pozitiflik
yaratabilecegi akilda tutulmalidir.Ote yandan bu grup bakterilerden hazirlanan daha saf
antijenlerin, B.canis ve B.ovis infeksiyonlarinda kullanilma potansiyelini artirabilecegi ve bu

yonde yapilacak ¢aligmalara ihtiyag oldugu diistintilmektedir.

Anahtar Kelime: Brucella, serolojik ¢apraz reaksiyonlar, alfa-Proteobacteria
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ABSTRACT

EVALUATION OF USAGE SEROLOGICAL CROSS-REACTIVITIES BETWEEN
BRUCELLA AND SOME BACTERIAL GENERA OF ALPHA-PROTEOBACTERIA IN
SEROLOGIC DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS

Ahmet Selman MIZRAKLIDAG
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.
Antigens used in serological tests are prepared from virulent Brucella strains. In this regard,
to use antigens prepared from bacterial strains that are not virulent for human and show
immunological cross reaction with Brucella will be a desired approach. These organisms have
much lower virulence than Brucella and generally they are considered as saphrophytic and
some of them are oppurtunistic pathogen like O.anthropi. For this reason, in this study, we
planned to search the possibility of usage of antigens prepared from three bacterial species of
alpha-Proteobacteria (Ochrobactrum anthropi, O. intermedium, Rhizobium tropici) which are
filogenetically close to Brucella. As conclusion, none of the antigens yielded acceptable
sensitivity and specificity for cattle and human brucellosis. In these species, the mean of
negative controls were even higher than those of positive controls. Therefore, the valuue of
cuttoff were higher and this resulted in very low sensitivity that approached 0 or near zero and
100% specificity. In the study, only sheep and dogs sera against O.intermedium, which are a
rough species and carry R-LPS instead of S-LPS showed diagnostic performance in
acceptable ranges.When considering all the results of the study, it was thought that some
members of alpha Proteobacteria might cause cross reaction in the serologic diagnosis of
brucellosis and cause false positive reactions and this should be remembered when evaluating
the results. On the other hand, pure antigens from O.intermedium might have the potential to
be used in B.ovis and B.canis infections and it was thought that the future works in this field

might be needed.

Keywords: Brucella, serological cross-reactivities, alpha-Proteobacteria
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1. GIRIS

Onemli bir zoonoz olan brusellozun tamst genis anlamda serolojik teshise
dayanmaktadir. Zira kiiltiir zaman alic1 V;‘, laboratuvar personeli i¢gin infeksiyon riski
tagimaktadir. Ancak serolojik testler i¢in hazirlanan antijenler virulentBrucellasuglarindan
hazirlanmakta ve bu suslar ile ¢alisan laboratuvar personeli igin risk olugturmaktadir. Bu
yiizden laminar airflow kabin altinda g¢ok dikkatli olarak ve konusunda uzman kisiler
tarafindan ¢alisgiimalidir.  Brucella cinsine ait mikroorganizmalar, alfa-Profeobacteria
simifinda bulunan ¢ogunlukla saprofit olan toprak bakterileri ile yakin akrabalik iligkisi
icindedirler. Bu gruba ait mikroorganizmalar Brucellaspp.ile yakin antijenik benzerlik
gistermektedirler(1,2). Calismamizda bu gruba baglt Ochrobactrumantropi, O. intermedium
ve Rhizobiumtropiciolmak {izere3 ayr1 bakteri tlirlinden hazirlanan LPS tabakasimmn
brusellozunserolojik tanisinda kullamlabilirligi - arastinldi. Bu karsilagtirma rough ve
smoothsuslardan hazirlanan antijenler ile yapildifindan sadece smoothBrucellasuslari ile
degil roughsuslar olan B.ovis veB. canisinfeksiyonlarimn teshisinde kullanmlmakapasiteleri de
aragtinldi. Ayrica testlerin validasyonunda sadece sigir ve koyun degil ayrica kdpek ve
insanlardan alman serumlar da kullanildigindan hastaligin  serolojik tanisinda alfa-
Proteobacteria grubundaki 3 ayri bakterinin  kullanilmasi genis kapsamli olarak
degerlendirildi. Bu grup bakteri antijenlerinden alinan sonuglar Brucella antijenleri ile
istenilen diizeyde benzer sonuglar verseydi biyogiivenlik agisindan neredeyse risk
olusturmayan bu bakteriler ile antijen tiretimi yapilabilecekti.

Bu amagla bu 3 bakteri sugundan hazirlanan ham LPS antijenleri in house ELISA ile
karsilastirildi. Bu antijenlerin optimum antijen konsantrasyonlar1 saptandiktan sonra antijen
kaplama igin tretilmis 6zel ELISA pleytleri kaplandi. Calismamizda smoothsuslarolarak O.
anthropi, R. tropiciveBrucellaabortus S99 ve roughsus olarak O. intermedium kullanildi. Bu
sekilde bu antijenlerin hem smooth ve hem de roughBrucellasuslannminfeksiyonlarinda
kullanilabilirligi arastirildi.  Gelistirilen ELISA modellerinin  validasyonlarindabruselloz
yoniinden gergek infekte ve gergek non-infekte koyun, sigir, kdpek ve insan serumlart
kullamldigmdanbu modellerin her tiirde hastaligin serolojik tanisinda kullamlma potansiyeli

de belirlendi.



2. GENEL BILGILER

Alpha-Proteobacteria siifi Skaryotik hticrelerle degisik sekillerde yakin iligki kurma
kabiliyeti olan mikroorganizmalar1 A¢ermektedir. Agrobacterium bitki hiicrelerinde tiimor
olusturan bir cins iken Brucella, Bartonella, Phyllobacterium ve Sinorhizobiumpatojen veya
endosimbiyont olarak davranan fakiiltatif ekstrasiilliler ve intraselliiler davranan

bakterilerdir(1).
2.1. BrucellaCinsi Bakteriler

Bruselloz, Brucella cinsine ait tiirlerin sebep oldugu insanlarin ve hayvanlarin 6nemli
bir infeksiyonu olup Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilati(FAO), Diinya Saglk
Orgiiti( WHO) ve Uluslararas: Salgin Hastaliklar Ofisi(OIE) tarafindan diinyanin en yaygin
zoonozlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Ulkemizde o6zellikle de kirsal alanlarda
Bruselloz vakalarma sik olarak rastlanmaktadir. Bruselloz insan ve hayvanlarda atipik klinik
semptomlar olusturdugundan hastaligin nérolojik, dermatolojik, hematolojik, romatizmal ve
kardiyak hastaliklarla karigtirilmasi miimkiin olabilmekte ve klinik teshisi giiclesebilmektedir.
Kesin teshis igin laboratuvar sonuglarina gereksinim duyulmaktadir(2). Bruselloz hayvanlarda
ozellikle genital organlara(uterus, testis, meme) yerleserek disilerde infertilite, mastitis, artritis
ve gebelerde abortlara, erkek hayvanlarda ise orsitis, artritis, epididimitis ve steriliteye neden
olan, nadir olarak nekrotik karekterde yangilara sebep olan, akut, subakut veya kronik seyirli

olabilen infektif bir hastaliktir(3).

Bruselloz ilk olarak Hippocrates tarafindan 'humma' olarak tammlanmis, 'Akdeniz
atesi', 'Malta hummast', 'Ondiilan atesi', 'Bang's hastalig1’ gibi fakli isimlerle anilmigtir. Gram
negatif, fakiiltatif ve intraselliiler olan Brucella etkeni ilk olarak 1886'da Sir David Bruce
tarafindan, Malta adasimnda Akdeniz hummasindan 6len askerlerin dalaklarindan izole
edilmistir(4). Sigmrlarda ilk kez Danimarkalt hekim Dr. Bernhard Bang tarafindan 1897
yilinda uterus duvanindan Brucella abortus izole edilmistir. Koyunlarda ise ilk kez Garcia ve
Iscara tarafindan izole edilmistir. Ulkemizde ilk Bruselloz vakas Abdiilkadir NOYAN
tarafindan 1.Diinya Savasi swrasinda askerlerde tanimlanmugtir. Ulkemizde koyunlarda

Bruselloz varhf ilk 1944'te Aktan ve Koyltioglu tarafindan Bandirma Merinos Ciftligi'nde



serolojik olarak saptanmug, sigmlarda ise ilk olarak 1931'de Zihti BERKE tarafindan
saptanmistir(5).

Bruselloz Akdeniz Ulkeleri ve Arap Yarimadast basta olmak {izere Latin Amerika
Ulkeleri, Orta ve Bati Avrupa, Bati ve Orta Asya, Diinyanin Giiney ve Giineydogusunda
goriilmektedir. Koyun brusellozu diinyanin birgok yerinde endemik olup geligmekte olan
iilkelerde prevelansi artmaktadir. Ancak sigir brusellozu birgok {ilkede eradike edilmistir(6).
Diinyanin birgok yerinde de tilkemizde de Brusellozun hayvanlardaki yayginlig: kesin olarak
:fade edilememektedir. Ulkemizde ruminantlardaki abortlarin %15-40'ndan Bruselloz sorumlu
tutulmakla birlikte tiim abortlarm teshis laboratuvarlarina gonderilmemesi, bildirim ve hasta
kayit sistemlerinin olmamasmdan otiirii daha yitksek oldugu tahmin edilmektedir. Serolojik
testlerle tilkemizde yapilan taramalarda hastaligin seroprevelansinin %1-70 arasinda degistigi
ve yasin artmasina bagl olarak arttigi bildirilmektedir. Ulkemizde 2011 yilinda yapilan son
ulusal serolojik brusella sero-surveyi sonuglarma gore sigirlarda stiril prevalanst %6,9 (fert

prevalanst %2,6) ve koyunlarda her kdy bir siiri olarak kabul edildiginde prevalans %30 (fert

prevalanst %4,7) olarak tespit edilmistir(7).

Brucella etkenleri sperm, siit, idrar, gebe hayvanlarin plasenta, f6tus, fotal membran
ve uterus iceriginde bulunup bu yolla viicuttan atilir. Bir hayvandan digerine bulagsma sagimda
memelerin kontaminasyonu, konjuktiva, ¢iftlesme(kog spermasi ile), sindirim sistemi(bulagik
mera, yem, su, idrar) ve deri yoluyla olabilmektedir. Gebe hayvanlar hastaliga daha duyarhdir
ve enfeksiyon genelde abortla sonuglanur. Hasta hayvanlar kisa zamanda enfeksiyondan
Kkurtulabilir ve ikinci abort nadir olarak goriiliir. Sigirlarda etkenin vajinal yolla atihmi koyun
ve kecilere oranla daha az ve kisa strelidir. Stit verimindeki azalma da koyun ve kegilere

oranla daha azdir. infertilite orani sigirlarda koyun ve kegilere oranla daha yiiksektir(5).

Bruselloz hayvanlarda ekonomik kayiplara neden olmakla birlikte enfekte hayvanlarin
siit ve siit triinleriyle tiiketicileri de etkilemesi sebebiyle halk saghp agisindan 6nemli bir

hastaliktir(8).

B. abortus (biyovar 1,2,3,4,5,6,9), B. melitensis (biyovar 1,2,3), B. suis (biyovar

1,2,3.4,5) biyovarlara sahiptirier(9).

Brucella tiirleri konake tercihi, biyokimyasal ézellikler, patojenite, tireme 6zellikleri,

fenotipik karekterler, faj tipleri, boyalara karst olan duyarlihk gibi ¢zellikler agisindan farkh



tiir ve biyovarlara ayrilirlar. Brucella cinsi giinimiizde ozellikle konaker spesifitesine gore 11
tiirii igermektedir. B. abortus (s1gw), B. melitensis (koyun-kegi), B. ovis (koyun), B. canis
(képek), B. suis (domuz, ren geyigi ve rodentler), B.neotoma (rat) klasik 6 tiirli
kapsamaktadir. Yeni bildirilen tiirler B. ceti (yunuslar, musurgiller), B. pinnipedialis (deniz
aslanlar1), B. microti (tarla faresi, tilki), B. inopinata (insan gogls implant1) ve B. papionis
(babunlar) olmak {izere 5 tiiri icermektedirler(OIE,2016). Ulkemizde sigirlarda en fazla
B.abortus biyotip 3, koyunlarda ise en fazla B.melitensis biyotip 3 ve daha az siklikla
B.melitensis biyotip 1 izole edilmektedir(10,11). Ancak konakg1 spesifikligi ¢ok keskin
degildir ve heterolog infeksiyonlar olduk¢a yaygindir. B. suis ve B. melitensis'in sigirlarda, B.
abortus'un ise kopek ve koyunlarda enfeksiyona sebep olabildigi son yillarda rapor edilmistir.
Ulkemizde B.suis ilk kez bir insan vakasmdan izole edilmistir. B.canis ve B.ovis’in varligina

iligkin serolojik kanitlar vardir(12,13).

Diinyada patojenitesi en yiiksek olan Brucella tiirleri; sigirlarda bruselloza sebep olan
en 6nemli tiir olan B. abortus, insanlarda ¢ok siddetli enfeksiyona sebep olan, koyun ve
kecileri enfekte eden B. melitensis ve domuzlarda bruselloza sebep olan B. suis'tir. Ulkemizde
ise patojenitesi en ytiksek olan tiirler B. melitensis, B. ovis, B. abortus ve B. canis'tir. Bu tlirler
abortlara sebebiyet vererek ekonomik anlamda &nemli kayiplara neden olurlar. Patojenitesi
yiiksek olan bu “tirler teshis, kontrol, eradikasyon ve salgn idaresinde dikkate

alinmalidirlar(14).

Brusellozun laboratuvar tamisinda serolojik ve bakteriyolojik testler uygulanmaktadir.
Kesin tam etkenin izolasyonu ve identifikasyonuyla konur. Bakteriyolojik tani kisa zamanda
sonu¢ vermediginden pratik degildir ve izolasyon her zaman miimkiin olamamaktadir.
Dolayisiyla brusellozun tanisinda bakteriyolojik testler alerjik veya serolojik testlerle kombine
edilmektedir. Brusellozun tamsmda  serolojik testlerden  ELISA (Enzime—Linked
Immunosorbent Assay) oldukga giivenilir, pratik ve hizli sonug veren bir testtir. Az zamanda
cok sayida testin degerlendirilebilmesini miimkiin kilmaktadir. Brusellozun tanisinda
ELISA’nin sensitivite ve spesifisitesinin yiiksek oldugu ve Brucella’ya kars1 olugmus dusiik

titredeki antikorlar: saptayabildigi birgok arastiric: tarafindan dogrulanmigtir(15).

Brucella tirlerinin enfeksiyon yapma kapasitesi fagositlerin i¢inde yasamlarinl idame
ctme ve treme yeteneklerine bagli olarak degismektedir. B. abortus Vero hiicrelerl ve

trofoblastlardaki yuvarlak endoplazmik retikulum (ER) siternalart icinde gogalir. Viicuttaki



fagositik hiicrelerin i¢ kisimlari nonoksidatif (proteazlar, lizozom, laktoferritin, katyonik
proteinler, PH:5,4) ve oksidatif (H,0,, halid, miyeloperoksidaz) mekanizmalariyla
mikroorganizmalar igin Oldiiriicti niteliktedir. Brucella tiri mikroorganizmalarin  bu
mekanizmalardan nasil korunduklar1 tam olarak tesbit edilememis olmakla birlikte B.
abortus’urt lizozom ile fagozomlarin biraraya gelmesini engelledigi ve oksidatif mekanizmaya
rezistans gosterdigi bildirilmektedir. Brucella tiirlerinde ilk dogrulanan virulans faktorii olan
lipopolisakkarit (LPS) mikroorganizmayi komplemen aracili pargalanmadan korur, hiicre ici
yasam siiresini artirir. HirA, Cu-Zn siiperoksit dismutaz, DnaK ve Rec A gibi gen tirtinlerinin
virulans ile ilgili oldugu tahmin edilerek bu proteinleri sentezlemeyen delesyon mutantlarinda
Brucella tiirlerinin konagi kolonize ettii erken donemde normal suslardan daha kisa
yasadiklar1 saptanmustir. Glintimiizde BvrR/BvrS diye isimlendirilen iki regiilatorlii proteik
sistemin, B. abortus’un HeLA hiicreleri ve makrofajlar i¢indeki gogalmasinda 6nemli bir yere
sahip oldugu bildirilmistir. Brucella’da iki regilatdr sisteminden NtrC/NtrB azot
metabolizmasinda gorev alirken, FeuQ/FeuP ise demir alimini diizenler. Regiilator sistemler

bugiine degin tanimlanmamis multipl genler ile kontrol edilmektedir(16).
2.2. Brucella’nin Antijenik Ozellikleri

Brucella tirii bakterilerin hiicre duvar kapsiil, pilus, fimbria gibi antijenik yapilari
ihtiva etmez. Dis membran outher membrane proteins (OMPs) ve lipopolisakkarit (LPS)
ihtiva eder. Outher memrane proteins(OMPs) farkh Brucella tiirlerinde degisik yapilardadir.
Lipopolisakkarit (LPS) antijenleri ise Smooth (S) ve Rough (R) suslar arasinda dnemli dlgtide
farklilhiklar gostermektedir. Bunlar disindaki antijenik yapilar tim Brucellatiirlerinde

ortaktir(17,22).

Filogenetik agidan Brucella tiirleri Rhizobiaceae grubunun Ochrobactrum ve
Rhizobium genuslarmin da iginde yer aldig Proteobacteria smmifinin a-2 alt grubunda yer
alirlar. Brucella tiirleri arasindaki DNA-DNA hibridizasyon calismalariyla tirler arasinda
%90'dan fazla DNA homolojisinin oldugu saptanmistir(18). Bu benzerlik, bazi aragtiricilari
biyogiivenlik saglama agisindan, Brucella infeksiyonlarinin teshisinde kullanilan antijenlerin
yerine bu benzer Proteobacteria cinslerindeki bakterilerden elde edilen antijenlerin
kullanilma olasihgn ile ilgili ¢aligmalara yoneltmistir. Delpino ve ark. (19), O. anthropi,
Agrobacteriumtumefaciens, Sinorhizobium meliloti kokenli sitosolik ve membran antijenleri

ile Brucella infekte insan, sigir, kopek ve koyun serumlarinin ELISA  reaktivitesini



degerlendirmigler ve B.canis ile infekte kopeklerde Agrobacterium, Sinorhizobium,
Ochrobactrum igin sirasi ile %58, %88 ve %84 sensitivite elde ettiklerini agiklamislardar.
Arastiricilar saglikh insan, sigir ve koyun serumlarmin bu antijenlere yiiksek reaksiyon
gostermesi nedeni ile,O. anthropi, A. tumefaciens, S. meliloti orijinli sitosolik ve membran
protein antijenlerinin Brucella infeksiyonunu saptamada insan, sigir ve koyunlarda tanisal bir
fayda saglamadigini bildirmislerdir. Aras ve Ugan (4), R. tropici ile pleyt test antijeni
hazirlamuglar ve Brucella ile infeksiyon olma siiphesi olan siiriilerden 100 koyun ve sigir
serumunu hazirladiklar antijen ve B.abortus S99 susundan hazirlanmis Rose-Bengal pleyt
test (RBPT) antijeni ile agliitinasyon ydniinden test etmislerdir. Brucella Serum tip
agliitinasyon (SAT) antijeni ile yapilan agliitinasyon testini gold standart olarak kabul
ettiklerinde R. tropici antijeninin koyunlarda sensitivite ve spesifisitesini siras1 ile % 80.1 ve
% 59.5; sigirlarda %81.1 ve % 22.6 olarak bulmuslardir. Bu bulgularin 1g181nda R.fropici tim
hiicre antijeni ile yapilan agliitinasyon testinin siir ve koyunlarda brusellozun serolojik
tamisinda  kullanilmayacagim, ancak bu hayvanlarn R.tropici’ye  karst  antikor
gelistirdiklerinden yanlis pozitiflik yoniinden géz Oniinde bulundurulmalar gerektigini

bildirmislerdir.
LPS antijenleri humoral bagisiklikta, OMP antijenleri ise hiicresel bagisiklikta rol oynar.

Smooth lipopolisakkarit (S-LPS) lipid A, kor bdlgesi ve O-polisakkaritten miitesekkil olup
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin LPS tabakas ile benzerlik gostermektedir. S-LPS,
M ve A diye isimlendirilen epitoplari ihtiva eder. M ve A epitoplarina karst monoklonal
antikor kullanimi, LPS’ye uygulanan sodyum dodesil stilfat poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ve sentez yoluyla elde edilen Brucella oligosakkaritleri kullamilarak yapilan
inhibisyon ¢alismalariyla A ve M antijenlerinin linear O zinciri tizerinde bulunan 1,2 ve 1,3

baglantilarmin oranlarmna gore birbirlerinden aynrildig1 saptanmistir.

Smooth (S) ve Rough (R) suslarda duvar yapisi benzerlik gostermektedir. Ancak R-LPS’de S-
L.PS’den farkli olarak O-polisakkarit ya indirgenmis ya da tamamen yoktur. Dolayisiyla R-
LPS’de daha genis bir kor polisakkariti mevcuttur. R-LPS protein ve niikleik asit ihtiva
etmez. Ayrica R-LPS’de kinoyozamin disindaki yag asitleri S-LPS ile ayni yapidadir.

A epitopunu igeren serotiplerde O-polisakkarit, o-1,2 bagh 4.6-dideoksi-4-formamido-D-

mannopiranosil  (N-formil ~ perosamin)’in  linear bir homopolimeri olup Yersinia



enterocolitica0:97un LPS’si ile birebir uyusmaktadir. M epitopunu igeren serotiplerde ise O-
polisakkarit, dordii a-1,3 bagh, biri ise a-1,2 olmak iizere bes adet N-formil perosamin’in

tekrarlayan kisimlarindan olusur(20,22).

A ve M epitoplarina kargi kullamlan monoklonal antikorlar ile yapilan immunobloting
ile A ya da M determinantina kars1 reaksiyon olugmakta ve ayni anda her iki antijene kargt
reaksiyon olusmamaktadir. Bu durum her iki antij eni tastyan tiirlerdeki (B. suis biyotip 4 ve
B. melitensis biyotip 3) A ve M tipindeki LPS’lerinin ayr1 ayri sentezlendikleri seklinde

agiklanmaktadir.

A ve M epitoplar1 Brucella tiitlerinde farkh oranlarda bulunmaktadir. M epitopu B.
melitensis’te somatik antijenlerden dominant olamdir(A/M=1/20). A epitopu ise B. suis ve B.
abortus’ta dominant somatik antijendir(A/M=20/1). Dolayisiyla jel difizyon ve agliitinin
absorbsiyon testleriyle B. melitensis, B. suis ve B. abortus’tan aynt edilebilirken B. ovis’i B.

abortus’tan ayirmak olanaksizdir(21,22).

LPS virulans faktsr olarak tanimlamr. S-LPS ihtiva eden suslarin virulansi yiiksektir.
Ayrica bu suslar polimorfniiveli 16kositlerce hiicrei¢i 6ldiiriilmeye karsi rezistans gosterirler.
R-LPS ihtiva eden suslar diisiik virulansa sahiptir. R-LPS igeren B. canis ve B. ovis diger

Rough suslardan daha yiiksek virulansa sahiptirler(22,23).

B. canis ve B. ovis R-LPS ihtiva eden rough suslar iken B. melitensis, B. suis, B.
abortus ise S-LPS veya R-LPS ihtiva eden rough veya smooth suslardir. B. neotomae da

smooth suslardan olugmaktadir(22,24).

Brucella tirleri ile bazi bakteriler (Salmonella O:30, Vibrio cholerae O:1, Francisella
tularensis, Yersinia enterocolitica 0.9, Escherichia coli 0:157, Stenotrophomonas
maltophilia) arasinda LPS tabakalarmdaki N-formil perosamin’ler arasindaki benzerlikten

dolay1 gapraz reaksiyonlar goriiliir(22,25).

Siklik D-glukanlarindan miitevellit disiik molekiil agirlikl bir seker olan polisakkarit
B (Poly B) ile O polisakkarit zineirinin kor bolgesi sekerlerini ihtiva etmeyen formu olan natif
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Outher memrane proteins (OMP) Brucella bakterilerinin énemli virulans faktorleridir.

OMP’ler grup 1, grup 2 ve grup 3 outher membrane proteins olmak tizere tige ayrilirlar. Grup



1 OMP’ler 88-94 kDa molekiil agirhgma, grup 2 OMP’ler (porin proteinler) 35-40 kDa
molekill agirhgmna, grup 3 OMP’ler ise 25-30 kDa molekiil agirhigma sahiptirler.
Enterobacteriaceae ailesinde dig membranda fosfoditiletalonamin acisindan zengin iken
Brucella tiirlerinde dig membran fosfoditilkolin bakimindan zengindir. Dolayisiyla Brucella
tiirlerinde polimiksin gibi antibiyotiklere direng gelismesi LPS’nin amlan antibiyotiklere

baglanamamasindan kaynaklandigi rapor edilmistir.

OMP2 porin protein profillerininBrucella tiirlerini  stniflandirmada  kullanilabilecegi

bildirilmektedir(22,26).

Brucella tiirii bakterilerin tiir ve biyotip diizeyinde tamimlanmalarini miimkiin kilan
tiyonin duyarhhg testinde kullamlan tiyonin minimum 0,7 nm capinda hidrofilik bir boya
olup porin kanallarimn penetrasyonunda rol aldigt bildirilmektedir. OMP20. geninin 108

bp’lik bir segmenti delesyona ugratmak suretiyle {ireme yetenegini yok ettigi bildirilmistir.

Outher membrane proteins (OMP)’in yant sira Brucella protein antijenlerinin biiyiik boliimi
hiicre igerisinde yer almaktadir. Hiicre icerisinde yer alan bu antijenik yapilar (Al, A2,

AS,...... X antijenleri) deri testlerinde yer alirlar.

Giiniimtize degin yapilan ¢alismalarda saf ribozomal preparasyonlarin hiicre aracihikli immiin
yaniti ve antikorlan devreye koyduklart, Brucella’ya kars1 koruma sagladiklar: saptanmis
giintimiizde de ribozomal proteinlerin immiinolojik acidan onemli bilesenler olduklar

saptanmistir(20,22).
2.3. Ochrobactrum spp.

O. anthropi(énceden Achromobacter spp. ), dogada yaygimn olarak bulunan, acrob,
laktozu fermente edemeyen, goreceli olarak diisiik virulansa sahip, non-fermenter, Gram
negatif gomaklardir. Brucella'ya benzer olarak Proteobakterilerin alfa-2 alt boliimiine dahildir
ve iki kromozomu vardir. Tip susu ATCC 49188°dir(=LMG 333 1=NCTC 12168). Eskulin ve
fenilalanin testleri pozitif, oksidaz pozitif,indol negatiftir. Hizl tireaz reaksiyonu verirler.
Peritrikoz ~ flagellalariyla  hareketlidirler.  Mac Conkey agarda Izl irerler.
Ochrobacirumgenusu diger alfa proteobakterilere benzer bir sekilde Brucellagenusu iie
yitksek fenotipik benzerliklerden dolayr bazi rutin biyokimyasal testleri  benzerlik

gostermektedir(27).



Son derece virulent bir bakteri olan Brucella’ya yakm filogenetik iliskisi nedeniyle
Ochrobactrum dikkat ¢ekmistir. Fenotipik analizler O. anthropi’nin Brucella virulansinda
kritik oldugu bilinen hiicre duvar molekiillerini sergiledigini ortaya koymustur. Bunlar
fosfoditilkolin ve ¢ok uzun zincirli yag asitleri olan lipit A’y1 igeren lipopolisakkarittir. Ayni
samanda Brucellaceae ailesindeki diger tiyeler gibi, O. anthropi tipik bir Gram negatif

bakteride bulunandan daha yiiksek karbon sayili serbest lipitleri tasimaktadir(28).

DNA-rRNA hibridizasyon verilerine gore O.anthropi nin en yakin akrabalar
Brucella, Phyllobacterium, Agrobacterium, Mycoplana ve Rhizobiun’dur. Biitiin bu

organizmalar rRNA siiperfamilya IV. Grubuna aittirler(29).

Son yapilan galismalar O. anthropi ile Brucella tirleri arasinda immiinolojik ¢arpaz
reaksiyonlar1 ortaya koymustur. Bu antijenlerin Rough lipopolisakkarit ve eriyen bir takim
membran proteinleri oldugu bildirilmigtir. DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalarinda
Ochrobactrum genusunun  O. anthropi ve O. intermedium olarak iki tiire ayrildig
bildirilmistir. O. intermedium’un Brucella® yaO. anthropi’den daha fazla genetik ve antijenik

benzerlik gosterdigi belirtilmistir(30,31).

DNA-rRNA hibridizasyonu yanmda, Brucella ve Ochrobactrum arasindaki yakin
iliski diger testlerle de ortaya konmustur. Ornegin, Romero ve ark. (32)’nmB.abortus’ un 16S
rRNA sekansima yonelik tasarlamug olduklart bir ¢ift primer, O.anthropi biyotip D susundan
905 bp’lik bir fragmenti ¢ogaltmistr. Yine benzer olarak bir baska galigmada, Brucella 16S
{RNA ve DnaK, Dnal ve GroEL gibi 1s1 sok proteinlerini kodlayan spesifik genler igin
tasarlanmis 4 ¢ift primerin kullamldigr PCR, Brucella’yr O.anthropi’den ayiramanustr.
Da Costa (33) ve Cloeckart ve ark. (34), yaptiklar1 calismada Brucella dig membran
lipoproteinleri Omp 10, Omp 16 ve Omp19’a yonelik spesifik monoklonal antikorlarin
cogunun ELISA’da  O. anthropi (LMG 3331), O. intermedium (LMG 3301) ve
Phyllobacterium  rubiacearum ile kuvvetli capraz reaksiyon verdiklerini, bu yanitin
Rhizobium ve Agrobacterium igin daha zayif oldugunu bildirmislerdir. Ancak monoklonal
antikorlarin higbiri S-LPS ile ¢apraz reaksiyon veren Y.enterocolitica, E.coli 0:157 veya
Salmonella urbana gibi bakterilerle ¢apraz reaksiyon vermemistir. Immunoblotting de ELISA
ile ayni reaksiyonlart vermis ancak Ompl0 icin spesifik olan monoklonal antikorlar sadece
Brucella ile reaksiyon vermistir. Aragtiricilar Omp 10 ve Omp19’un sadece Rhizobiaceae’da

rastlamlan yeni bir OMP ailesi olabilecegini 6ne stirmislerdir. Arastiricilar bu bulgular



isiginda Brucella ile infekte konakgilarda cesitli testler ile agiga ¢ikan immun reaksiyonun
sadece Brucella i¢in spesifik olamayabilecegi ve saglikl hayvanlarin OMP’lerine kars1 gikan
yanitm O.anthropi ve yakmn iligkili diger bakteri kaynakli olabileceginin hatirlanmasi
gerektigini bildirmislerdir. Brucella infekte koyun ve kegi serumlart Brucella grup 3 OMP’ye
O.anthropi proteinlerine benzer molekiler agirliklarda yanit vermislerdir. Ancak O.anthropi
LPS™nin O spesifik polisakkaritine Brucella infekte konake: serumlarinin higbirinden pozitif
bir yamit almmanugtir. Bununla birlikte B.melitensis ile infekte koyun keg¢i ve tavsan serumu

O.anthropi rough LPS’sine ve lipid A’ya immunoblotting testinde pozitif yanit vermislerdir.

O. anthropi toprakta, suda ve hastane cihazlarinda serbest olarak bulunup insanlar i¢in
firsatg1 patojen olabilmektedir. Bazi araghirmacilar O. anthropinin siiliiklerin normal
florasinda bulundugunu bildirmiglerdir. Dolayisiyla hirudoterapi uygulamalarinda bu konunun

{izerinde durulmasi gerekir(27).

O. anthropi suslarimn baslica izole edildikleri klinik ornekler kan, yara yeri, diski,
{irogenital ve solunum sistemi 6rnekleri, kulak, goz ve beyin-omirilik sivis1 (BOS) olgugu

bildirilmistir.

Son vyillardaO. anthropi’nin neden oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarda artis oldugu
bildirilmektedir. Enfeksiyonlar her ne kadar immunsupresif hastalarda (organ transplanti,
AIDS, kanser hastalar1 gibi risk gruplari) daha sik goriilse de immiin sistemi baskilanmamig

kisilerde de bu mikroorganizmanin etken oldugu farkli klinik tablolar ortaya ¢ikabilmektedir.

O. anthropienfeksiyonlarinin rapor edildigi olgularin biiyiik gogunlugu santral vendz kateter
ve hemodiyalizle iligkili sepsis olmasma ragmen nekrotizan fasciit, endoftalmit, enfektif
endokardit, menenjit, pelvik abse, pankreatik abse, peritonit, osteomiyelit, osteokondrit ve

{iriner sistem enfeksiyonlarindan da sorumlu tutulmaktadir(35).

O.anthropi aminoglikozitler, gentamisin, sulfonamidler, trimetroprim/
siilfametoksazol, rifampisin, tetrasiklin, kotrimoksazol, siprofloksasin, karbapenem ve
kinolonlara duyarli ancak beta-laktam (karbapenemler haric), kloramfenikol, makrolid ve

trimetroprim antibiyotiklere direnglidirler.
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O. anthropi’ nin yaygin olarak kullanlan antibiyotiklere direng gelistirmesi hastane
ortammda kolaylikla yayginlagmasini miimkiin kilmaktadir. Dolayisiyla ampirik tedavide

zellikle immunsupresif hastalarda bu durum dikkate alinmalidir(27,29).
2.4. Rhizobium spp.

Rhizobium tiirleri (6nceden Agrobacterium); dogada yaygin olarak bulunan, aerob,
diisiik virulans gosteren, Gram negatif gomaklardir. Katalaz pozitif, oksidaz pozitif, hareketli
olup spor olusturmazlar. Yeast Mannitol Agar(YMA)’da beyaz saydam veya hafif mat,

mukozlu, yuvarlak kabarik koloniler olustururlar.

Baglangigta hastalia neden olan bir patojen olarak degil, kolonizasyon ya da
kontaminasyonda rol aldiklar1 diistiniilmiistir. Ancak daha sonra R. radiobacter’in insanda
firsatg1 patojen oldugu ve Rhizobium tiirleri jcerisinde en sik enfeksiyona sebep olan tiir
oldugu bildirilmistir. Genel olarak bakteremi ve yabanci cisim varliginda enfeksiyona sebep

oldugu belirtilmektedir.

Toprakta, suda, bitkilerin kok kismindaki nodozitelerde ve hastane cihazlarinda yaygin olarak
bulunur. R. radiobacter kateter kokenli enfeksiyonlara, endoftalmit, bakteremi, peritonit,
protez kapak endokarditi, iirogenital sistem enfeksiyonlart ve seliilitten  sorumlu

tutulmaktadir(36).

R radiobacter enfeksiyonlart genellikle immunsupresif hastalarda(AIDS, Kanser
hastalari, organ transplanti gibi risk gruplari) veya yabanci cisim varhiginda(siklikla santral
intravendz kateter kullanimi-protez) gelisebilmektedir. Ancak immunsupresif olmayan

saglikli kisilerde de infeksiyona sebep oldugu bildirilmistir(37).

R. radiobacter’e bagl olarak geligen infeksiyonlarda hastanin antibiyotige verdigi
yanit giigliidiit. Ancak yabanci cisim varligi s6z konusu ise hasta antibiyotife yamt

vermeyebilir. Bu durumda kateterin gikarilmas: gerekmektedir(36).

R. radiobacter kolistin ve imipenem’e duyarli iken seftriakson, amikasin, piperasilin-

tazobaktam, sefepim ve siprofloksasin’e direnglidir(37).

Patojen Rhizobium tinlerinin yaninda baklagillerin koklerinde nodil olusturup

baklagillerle simbiyotik iliskisi olan, biyolojik azot fiksasyonunu gerceklestiren tiirler de
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mevcuttur, Bu tiirler biitiin hayat formlariun temelini olugturan niikleik asit ve proteinlerin
yapitast olan azot(N)’u havadan molekiiler formda(N,) alip sentezledikleri nitrojenaz
enzimiyle amonyaga indirgeyip topraga fikse ederek bitkinin alabilecegi forma déntistiiriirler.
Bitki tarafindan alinan yarayish azot bitkinin ve azot déngiist vasitasiyla da tiim canlilarin
ireme ve gelismelerinde gerekli bilesiklerin olusumunda biyolojik sistemler tarafindan
kullanilir. Bu yolla topraga baglanan azotun 75-300 kgN/ha veya 75x10° ton.y11‘101dugu kabul
edilmektedir(38).

Bitkilerle simbiyotik iliskisi olan bu Rhizobium tiitleri aym zamanda bitkiler icin
azottan sonra en onemli besin elementi olan fosforu yarayissiz halden bitki tarafindan
alinabilir bir forma doniistiirtirler. Bu islem fosfataz enzimi ve 2-ketoglukonik asit sentezi ve
H*(proton) pompast mekanizmasi ile topragin PH'in1 degistirmek suretiyle gergeklestirirler.
Bu tiirler ayrica fitohormon (Indol-3-asetik asit(IAA), sitokinin, gibberrellin) iireterek
bitkilerdeki fizyolojik olaylara miidahalede bulunurlar. Ayrca Etilen hormonunun blokeri
olan ACC (1 amino cyclopropan-1-carboxylic acid) deaminase sentezleyerek kok uzamasini

tesvik ederler(39).

IAA floem ve ksilemin farklilasmasi, yaprak yaglanmasinin gecikmesi, meyve tutumu
ve gelismesi, ¢igek gelisiminin artirimasi, kambiyum hiicrelerinin bgliinmesi, hiicre
uzamasinin tesviki, bitkinin apikal gelismesi ve meyve olgunlasmasimin geciktirilmesi gibi
fizyolojik olaylar1 kontrol ederken, Sitokinin hiicre ¢ogalmasi, hiicre genislemesi, doku
genislemesi, gibi fizyolojik olaylar kontrol eder. Gibberrellin ise hiicre biiylimesi ve
boliinmesini uyararak gévde ve yapraklarin uzamasini, ciceklenmeyi tegvik eder. Tohumda

dormansinin kalkmasim saglayarak ¢imlenmeyi tesvik eder(40).

Simbiyotik Rhizobium tiirleri toprakta sinirh miktarda bulunan demir elementini almak
i¢in siderofor denen bilesikleri tretirler. Bu tiirler hem kendi sentezledikleri sideroforlari hem
de patojen mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen sideroforlart kullanabilirken patojen
mikroorganizmalar sadece kendi sentezledikleri sideroforlar1 kullanabilirler. Boylece besin
maddeleri agisindan rekabet saglanarak patojenler baskilanmis olur. Patojenler demir
clementini alamaymca bitkilerde kok —uzamasini engelleyen HCN  sentezini de

gergeklestiremezler.
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Simbiyotik Rhizobium’lar bitkinin direncini artirarak ve bitkiyi koruyarak patojenlere Karsi
biyokontrol ajani olarak gorev yaparlar. Bitki savunma mekanizmalarini tesvik ederek dolayl,
rekabet ve antibiyosis ile patojenin gelisimini yavaslatarak direkt olarak hastalik tizerinde

etkili olmaktadirlar(41).

Ayrica antimikrobiyal aktivite gdsteren ekstraselliiler bilesikler(bakteriyosinin) tiretip

rizosfere salarak ve toksik maddeler(fitoaleksin) sentezleyerek patojenleri baskilarlar.

Rhizobium’lar baklagiller digindaki birgok bitkinin kokiinde kolonize olabilirler. Baklagil
olmayan bitkilerin endofitleri oldugu bildirilmigtir.(42)

Bu calismanin temel amaci Brucella genusunun en yakin akrabasi olan alfa-
Proteobacteria grubundaki Rhizobium ve Ochrobactium genuslarinda bulunan bakteriler gibi
non patojenik bakterilerden elde edilen antijenlerin Brucellagibi virulensi bir hayli ytiksek
olan bir patojenin neden oldugu insan, sigir, koyun ve kopek brusellozunun serolojik tanisinda

kullanihip kullamlamayacagmin belirlenmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Antijen Hazirlanmasinda Kullanilan Besiyeri ve Soliisyonlar

Serum Dekstroz Agar (SDA):

Triptik soy agar 40 g

Distile su 900 ml
Steril fotal calf serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu 50 ml
pH 70402

40 g triptik soy agar 900 ml distile su icerisine katilarak su banyosunda 100°C’de
eritilip pH 7,2%0,2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 20 dakikadasterilize edildi.
Ardindan 56°C’ye sogutuldu. Daha sonra besiyerine son konsantrasyonu %5 olacak sekilde
fotal calf serumu ve %1 olacak sekilde 0,2 pm’lik filtreden stiziilmiis %20’lik stok dekstroz
cozeltisinden 50 ml katilarak petrilere taksim edildi. Petriler sterilizasyon kontroliinden sonra

buzdolabinda +2°C/+8°C’de saklandi.

Dengeli Tuzlu Su (PBS):

Di-sodiumhydrogenorthophosphate (Na;HPO4) l4¢g
Sodiumchloride (NaCl) 7.0 g
Potassiumchloride (KCI) 0,2¢g
Potassium di-hydrogenphosphate (KH>PO4) 2g

Distile su 1000 mI’ye tamamlanur.

Hazirlanan soliisyonun pH degeri 7,2’ye ayarlandi ve 121°C’de 20 dakika otoklavda

sterilize edildi.
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ELISA Pleyt Kaplama Soliisyonu:

Sodiumhydrogencarbonate 293 g
Sodiumcarbonate 1,59 ¢
Distile su 1000 ml’ye tamamland1 (pH 9,6)

Yikama Soliisyonu:

PBS 1L
Tween- 20 1 ml
3.1.2. Bakteriyel Suslar

Calismada kullanilan O.anthropi (LMG 3331) ve O.intermedium (LMG 3301) standart
suslari ve B.abortus S99 susundan elde edilmis smooth lipopolisakkarit (S-LPS) antijeni
Animal Plant Health Agency (APHA) (Hayvan Bitki Saghg Ajansi), Weybridge,
Ingiltere’den temin edilmigtir. R.tropici standart susu ise Selguk Universitesi Prof. Dr. Ugkun
Sait UCAN tarafindan temin edilmistir. B. abortus S99 standart antijen susu laboratuvarimiz

kiiltiir koleksiyonunda bulunmaktadir.
3.1.3. Serum Ornekleri

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar
serum bankasinda bulunan, daha 6nce yapilan galigmalarda kullamlmig ve bruselloz y6niinden
dogrulugu kiiltiir ile dogrulanmus 30 sigr, 24 koyun, 22 kopek ve 20 insan serumu ¢aligmada
Brucella antijeni ile birlikte diger test antijenlerinin ELISA ile degerlendirilmesinde pozitif
kontrol olarak kullanildi. Ayni sekilde bruselloz yoniinden negatif anamnezi olan ve klasik
serolojik yontemlerle negatif bulunan 17 sigur, 23 koyun, 25 kopek ve 27 insan serumu

calismada her bir test antijeni igin egik degerinin belirlenmesinde kullanildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Antijen Uretimi

Antijen olarak tiim test suslarindan ham LPS izolasyonu gergeklestirildi. Bu amagla,

Yi ve Hackett (43)’in bildirmis oldugu Tri-Reagent yontemi, modifiye edilerek kullanuldi. Bu
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amacla, O. anthropi (LMG 3331), O. intermedium (LMG 3301), R. tropicive B.abortus
S99suslar serum dekstroz agar(SDA)’da tiretildikten sonra, tireyen koloniler sterilite ve saflik
yoniinden kontrol edildiler. Uygun bulunun petrilerdeki tireyen kiiltiirler PBS ile toplandilar.
Toplanan kiiltiirler su banyosunda80°C'de 90 dakika bekletilerek sldiiriildi. Isi ile 6ldiirtilen
kiiltiirlerden 6rnek alinarak SDA petrilerine ekildi ve ekimi yapilan petriler 37°C'de 1 hafta
siire ile inkiibe edilip canli bakteri olup olmadig1 tespit edildi. Olii bakteri siispansiyonu,
+4°C°de 3500 rpm’de santrifiij edilerek iistteki besiyeri uzaklastinldi ve alttaki 61t bakteri
pelleti toplandi. Toplanan her bir gram bakteri pelleti igin 2 ml Tri-reagent kullamldi. Karisim
oda 1sisinda 10-15 dakika tam bir homojenizasyon igin bekletildi. Bu siirenin sonunda, faz
seperasyonu yaratmak i¢in her bir gram bakteri pelleti i¢in karisima 200 ul kloroform eklendi.
Siispansiyon vortekste hizlica karistirilarak 10 dakika daha inktibe edildi ve daha sonra 12000
g’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Boylece su ve organik fazlar ayrildi. Su fazi yeni bir
1,5 ml’lik santrifiij tipiine transfer edildi. Organik fazin tstiine 100 ul distile su eklendi ve
karisim tekrar 12000 g’de 10 dakika daha santrifijj edildi. Su faz: bir dnceki su fazi ile
kombine edildi ve elde edilen bu Tri-reagent ile ekstrakte edilen LPS ¢ozeltisi, -20°C’de
muhafaza edilen %95°lik etanol i¢inde hazirlanan 0,375 M magnezyum klorid ile karistiraldi.
Bu karigim 12000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Olusan pellet 200 pl distile su i¢inde
stispanse edildi. Daha sonra kii¢iik miktarlarda steril PCR tiiplerine taksim edilerek -20 °C’de
daha sonra ELISA solid faz antijeni olarak kullamlmak iizere saklandi. Antijen ¢ozeltisindeki
protein miktart sigir serum albimin pozitif kontrol olarak kullamlarak bicinchoninic asit

(Pierce) yontemi ile saptandi.
3.2.2. indirekt ELISA

Calismada kullanilacak olan her bir test ELISA solid faz antijeni 0,1 pg/kuyucuk
olacak sekilde 0,05M sodyum karbonat (pH 9,6) antijen kaplama tampon soliisyonu i¢inde
sulandirldi ve 96 gozlii diiz tabanlimaxisorp polistirenpleytlerin (NUNC 692620) blank (kor)
olarak kullanilan H11 ve H12 nolu kuyucuklar: harig diger tiim kuyucuklarma 100 pl olarak
taksim edildi. Daha sonra antijenle kaplanan pleytler +4 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Ardindan pleytler %3’liik skim milk igeren PBS soltisyonu ile 2 saat siire ile bloklandilar.
Yikama asamasinda pieytier %0,05 Tween 20 iceren PBS (PBS/T) soltusyonu iie 4 kez
yikandilar. Primer antikor baglanmasi asamasinda, her hayvan tiirii igin kullanilacak pozitif ve

negatif kontrol serumlarmin her birinden ikiger kez olmak tizere %1 skim milk i¢eren PBS/T
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solisyonu iginde 1:50 orammnda hazirlanmis olan diliisyonlarindan pleytlerin her bir
kuyucuguna 100 pl olarak konuldu. Pleytlerin iisti kapali olarak oda 1sisinda 1 saat siire ile
shaker iizerinde inkiibasyonlariyapildi. Pleytler tekrar 4 kez aym yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, horseradishperoxidase (HRPO) ile isaretlenmis A/G recombinant proteini
belirlenen diliisyonda %1°lik skim milk igeren PBS/T iginde sulandirilarak tiim kuyucuklara
100 pl olarak ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat inkiibasyonu takiben pleytler tekrar 4 kez
PBS/T ile yikand: ve iizerine 100 pl kromojeniksubstrat (0.1 M sitrat tamponu icinde 2 pg
ortho-phenylenediamine ve % 0.03 H,O; )ilave edildi. Pleytler oda 1s1sinda 10 ila 15 dakika
bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak igin her kuyucuga 100 pl 4 N H>SOuilave edilerek
pleytler otomatik ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’deabsorbans
degerleri okundu. Her bir ELISA modeli igin esik degeri negatif kontrollerin OD degerlerinin

ortalamast art1 2 standard sapma olarak belirlendi.
3.2.3. Sensitivite ve Spesifisite Saptanmasi

Her bir antijenin her bir konakg tiiril i¢in sensitivite ve spesifisitesi asagidaki formiil

ile hesaplanda.
Sensitivite=Brusella Pozitif Serumlar/ Brusella Pozitif Serumlar+Yanls Negatifler

Spesifisite=Brusella Negatif Serumlar/Brusella Negatif Serumlar+Yanhs Pozitifler
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4. BULGULAR

Farkli Brucella tiirleri ile infekte insan ve hayvanlardan alman, kiiltiirel ve/veya
serolojik testler ile pozitifligi teyit edilmis pozitif kontrol serumlan1 ve saglikli birey ve
hayvanlardan alinan negatif kontrol serumlari, O.anthropi, O.intermedium, R.tropici ve
B.abortus S99 bakterilerinden elde edilen ham LPS antijenlerine karst in house indirekt
ELISA ile test edildiler. Tablo 1. O. anthropi, O. intermedium, R. tropici ve B. abortus S99
tiirlerinden izole edilen ham lipopolisakkarit (LPS)’e karst koyun, inek, insan ve kopeklerin
Brucella (+) ve Brucella (-) serumlariyla olusmus reaksiyonlarin OD degerlerinin
ortalamasimi gostermektedir. Alinan sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, antijenlere
karst ortaya ¢ikan serolojik reaksiyon, Brucella antijeni ile karsilagtirildiginda diger bakteriler
i¢in disiiktii. Ancak Brucella disindaki diger bakteriler kendi aralarinda karsilastirildiginda,
en kuvvetli serolojik reaksiyonu insanlardaki sonuglar harig, O. intermedium gosterdi.
Brusellozun serolojik teshisinde testin tanisal performansi pozitif ve negatif serumlar
arasindaki OD farkina bagl oldugundan, yine O.intermedium koyunlarda ve kopeklerde bu

farkin digerlerine gore en fazla oldugu bakteri oldu.

Tablo 1. Her bir antijen tiirtiniin her bir konakgida olusturmus oldugu serolojik yanitin OD
ortalamasi aliarak gdsterilmesi

KO(}F()UN KO(\_()UN HEJE)K H\gK 1N(S+/)AN 1N(S_/)\N K(‘j(+P)EK K(")(?)EK BLANK | BLANK

Al 05383 | 0,1969 |0,4267 | 0,7821 | 0,5700 | 0,5743 | 0,5291 | 0,4380 0,0418 | 0,0436

i]1,0019 |0,3864 |0,7517 | 0,5288 | 0,2997 | 0,2245 | 0,6728 0,2636 | 0,0422 | 0,0525

T| 0,5809 |0,1977 |0,2512 | 0,6785 | 0,3455 | 0,2553 | 0,3432 0,4229 | 0,0420 | 0,0403

B| 2,4027 |0.5221 |2,1950 | 0,4637 |2,1607 | 0,3313 | 1,0663 | 0,3981 0,0410 | 0,0422
I

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serumA: O, anthropil: O.intermedium¥: R. tropiciB: B.abortus
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Her bir ELISA i¢in esik degeri saglikli insan/hayvanlardan elde edilen optik dansite
(OD) degerleri kullanilarak hesaplandi. Her bir tiir igin degerlendirildiginde, koyun
brusellozunun tamisinda O. anthropiham LPS antijeninin kullanildigi ELISA modelinin
sensitivitesi % 42, spesifisitesi % 92 iken, O. intermedium igin sensitivite % 71, spesifisite ise
% 84 olarak bulundu. R. tropici ELISA modelinde ise sensitivite % 40, spesifisite % 100; B.
abortus S99 igin hem sensitivite hem de spesifisite % 92 olarak bulundu( Tablo 2.). Pozitif ve
negatif kontroller arasindaki OD farki  (1,0019-0,386=0,6159) en yiiksek olarak
O.intermedium antijeninin kullanildig1 testte saptandigindan Brucella antijeninin kullanildig:
test harig, en yitksek duyarlilik (% 71) bu ELISA modelinde saptandi. Ancak duyarlilik
Brucella antijeninin kullanildigi modelde (% 92) belirgin derecede daha yiiksekti.
O.intermedium ham LPS’si ile kapli ELISA modelinde Brucella pozitif ve negatif

serumlarinin vermis oldugu reaktivite Sekil 1.”de gosterilmistir.

Sekil 1. O.intermedium bakterisinden hazirlanan antijen ile kapli ELISA pleytinde brusella-
infekte ve saglikli koyun serumlarinin verdigi reaksiyon.
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Tablo 2. Koyun brusellozunun tanisinda bazi Alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin
kullanildig1 ELISA modellerinin tamsal performanst

Koyun Koyun Esik degeri Sensitivite Spesifisite
(+) () (cut off) (%0) (%0)
A 0,5383 0,1969 0.386 42 92
I 1,0019 * 0,386 0.546 71 84
T 0,5809 0,1977 0.369 40 100
B 2,4027 0.5221 0,682 92 92

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serumA: O. anthropil: O.intermediumT¥: R. tropiciB: B.abortus

insan brusellozunun serolojik tanisinda ham LPS antijenlerinin kullanldig ELISA
modellerinin sensitivite ve spesifisitesi O. anthropive O. intermedium igin sirasl ile%0, %
100 olarak bulundu. R. tropici igin yine sirast ile % 0 ve % 100 iken B. abortus S99 susu i¢in
% 100, % 93 oldugu saptandi. Insan negatif kontrol serumlarimn O. anthropi, 0.
intermedium ve R. tropici igin yiiksek reaktivitesi, pozitif ve negatif kontrol serumlar1 OD
farkinin  olmamasi, yiiksek esik degerleri ve dolayisiyla gok disiik sensitivite ve yiiksek

spesifisite ile sonuglandi( Tablo 3.).

Tablo 3. insan brusellozunun tamsinda bazi Alpha-Profeobacteria ham LPS antijenlerinin
kullanildigi ELISA modellerinin tamsal performanst

Insan Insan Esik degeri Sensitivite Spesifisite
&) ) (cut off) (%) (%)
A 0,5700 0,5743 0.687 0 100
| 0,2997 0,2245 0.365 0 100
T 0,3455 0,2553 0.398 0 100
B 2,1607 0,3313 0.513 100 93

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serumA: O. anthropil: O.intermediumX: R. tropiciB: B.abortus

Sigir brusellozunun  tamsinda  kullanilan  ELISA modelierinde  O. anthropive
O. intermedium hamLPS antijenleri igin sensitivite % 0, spesifisite % 100 olarak saptand1. K.

tropiciigin sensitivite % 0, spesifisite % 100 iken B. abortusS99 igin sensitivite % 100,
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spesifisite ise % 100 olarak saptandi. Sifirlarda negatif kontrol serumlarinin yiiksek reaktivite
gostermesi, negatif kontrollerin OD degerlerinin O. anthropi ve R. tropici igin pozitif
kontrollerden ¢ok daha yiiksek olmasi, yiiksek esik degerleri ve testlerin higbir tanisal
sensitivite gdstermemesi ile sonuglandi(Tablo 4). Dort ayri bakteri susundan hazirlanan ham
LPS antijenlerinin sigirlarda pozitif Brucella serumu ile karsilikli titrasyonu (checkerboard)
yapildiginda kontrol igin en yiiksek reaktiviteyi B.abortus S99 LPS’si gosterirken(Sekil 2), en
diisiik reaktiviteyi R.tropici gosterdi(Sekil 3).

Sekil 2.Brucella abortus S99 ham LPS antijeninin optimum diléisyonunun saptanmasinda
Brucella pozitif serumla kargilikh titrasyonu (Checkerboard)

21



Sekil 3.Rhizobium tropici ham LPS antijeninin optimum diliisyonunun saptanmasinda
Brucella pozitif serumla karsilikly titrasyonu (Checkerboard)

Tablo 4. Sigir brusellozunun tanisinda bazi Alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin
kullantldigi ELISA modellerinin tanisal performansi

Inek Inek Esik degeri Sensitivite Spesifisite
() ) (cut off) (%) (%)

A 0,4267 0,7821 0.945 0 100

i 0,7517 0,5288 0.648 0 100

T 0,2512 0,6785 0.823 0 100

B 2,1950 0,4637 0.578 100 100

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serumA: O. anthropil: O.intermedium’ Tz R tropiciB: B.abortus

Képek brusetlozunda O. anthropi LPS antijeninin kullamildigi ELISA modelinde

sensitivite % 7.3, spesifisite % 100, O. intermedium igin ise sensitivite % 69, spesifisite % 78

olarak bulundu. R. tropici igin sensitivite % 0, spesifisite % 100 iken B. abortus S99 igin
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sensitivite % 76 ve spesifisite % 85 olarak saptandi( Tablo 5.). Kopeklerde negatif kontrol

serumlar1 O.intermedium igin diger tiirlerdeki gibi yiiksek bir reaktivite gostermedi ve pozitif

ve negatif serum OD degerleri arasinda belirgin bir fark vardi. B.abortus S99 antijenin

kullamldig1 ELISA modeli diger tiirlere gore en diisiikreaktivite gosterdi (Tablo 5).

o

Tablo 5. Kopek brusellozunun tanisinda bazi Alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin
kullanildig1 ELISA modellerinin tamisal performansi

Kopek Kopek Esik degeri Sensitivite Spesifisite
() ) (cut off) (%) (%)
A 0,5291 0,4380 0.521 7.3 100
i 0,6728 0,2636 0.332 69 78
T 0,3432 0,4229 0.512 0 100
B 1,0663 0,3981 0.497 76 85

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serumA: O. anthropil: O.intermediumT: R. tropiciB: B.abortus
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5. TARTISMA

Brucella cinsinin iiyeleri insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda onemli bir infeksiyon olan
bruselloza neden olurlar. Bu cinsin iyeleri, iginde Ochrobactrum, Rhizobium,
Agrobacterium, Phyllobacterium  gibi ~ daha bir ¢ok bakteri cinslerinin bulundugu
Proteobacteria alfa 2 alt grubuna dahildir(1). Brucella ile bazi alfa-proteobacteria iiyeleri
arasinda yakimn genetik ve antijenik yakmnlik oldugu, bu yakinhigin ¢esitli serolojik testlerde
capraz reaksiyonlar olarak da ortaya kondugu bir cok kaynakta
bildirilmektedir(4,19,29,30,31). Cogu Brucella tirtintn yiiksek patolojik potansiyeline
karsilik, ¢ogu alfa-proteobacteria saghkl bireyler icin ya patojenik degildir ya da ¢ok smurl
bir patojenite gostermektedir. Ozellikle O.anthropi ile immun yetmezligi olan bazi hastalarda

infeksiyonlar bildirilse de saglikli bireyler igin bir risk bulunmadip1 kabul edilmektedir(28).

Yaygin patojenler arasinda ortaya ¢ikan gapraz reaksiyonlar bu patojenler tarafindan
ortaya ¢ikan infeksiyonlarin ayirict tanisinda bazi zorluklar ortaya ¢ikardig: i¢in istenmeyen
bir durumdur. Ancak capraz reaksiyon veren tiirlerden biri patojenik degilse, bu gapraz
reaksiyonun patojen olanin olusturdugu infeksiyonun saptanmasi noktasinda tanisal bir yarar1
olabilir. Bu calisma bu ihtimalin arastirilmasi izerine planlanmis bir ¢alismaydi. Bu amagla
Brucella etkenleri ile infekte olmus insan ve hayvanlardan alinan, pozitifligi teyit edilmis
pozitif serumlar ve saglhikli birey ve hayvanlardan alman negatif kontrol serumlari, O.antropi,
O.intermedium, R.tropici ve B.abortus S99 bakterilerinden elde edilen ham LPS antijenlerine

karst in house indirekt ELISA ile test edildiler.

Calisma sonuglart genel olarak degerlendirildiginde Brucella-infekte serumlar ile test
edilen alfa 2 Proteobacteria iyeleri diisiik reaktivite gosterdiler. Oysa Velasco ve ark. (30),
B.melitensis ve O.anthropi kokenli sitosolik proteinlerin ve membran antijenlerinin ¢ok genis
capli gapraz reaksiyon verdiklerini bildirmiglerdir. Bunun yaninda, az oranda capraz
reaksiyonun dis membran proteinleri (OMPs) ve LPS (sadece kor ve lipid A bolgesi)
seviyesinde de ortaya ¢iktigini belirtmislerdir. Bunun nedeni ¢alismamizda kullandigimz
antijenin ham olmasina ragmen, yani bir miktar OMPs tagimasina ragmen biiyiik oranda LPS
tabakasi olmasidir. Calismada protein yerine LPS antijeninin secilmesinin nedeni, smooth

Brucella tirlerine maruz kaldiktan sonra gelisen serolojik yanitin biiytik bir oranda S-LPS
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tabakasma karsi olmasidir. Ayrica S-LPS’ye karst olusan antikorlar bugiin igin kullamlan
standard serolojik testlerin temelini olustururlar(4). Caligmada ham LPS antijenlerine kars:
ortaya ¢ikan en yiiksek serolojik reaksiyon, tahmin edilebilecegi gibi B.abortus S99 ham LPS
antijenine karsi oldu. Bunu ¢ok daha distik yogunlukta olmak {izere O.intermedium,
O.anthropi ve R.tropici antijenleri izledi. En yiiksek reaksiyonun O.intermedium olmasi bu
tiiriin rough LPS tagiyor olmasma baglandi. Ciinkii R-LPS’de S-LPS’den farkl olarak O-
polisakkarit ya indirgenmis ya da tamamen yoktur. Dolayisiyla R-LPS’de daha genis bir kor
polisakkariti mevcuttur(20). Ayrica DNA hibridizasyon ¢alismalart O.intermedium’un
Brucella genusuna O.anthropi’den daha yakin oldugunu gostermistir(29). Velasco ve ark.
(31) tiim hiicre ekstraktlarim kullanarak yaptiklar1 Western blot analizinde O.anthropi
LMG3301’in (O.intermedium™un eski ad1) Brucella antijenlerine O.anthropi LMG 3331’den
daha yakin oldugunu ve ayrica yaptiklari konvensiyonel fenotipik karakterizasyon
caligmalarinda da  bu  yakinlif gosterdiklerini  bildirmiglerdir.  O.intermedium’™un
calismamizda daha yiksek reaktivite gdstermesi aragtiricilarm bu  bulgulart ile uyum
gostermektedir. Ayrica, O.infermedium’un tir olarak koyun ve kopeklerde daha yiiksek
reaktivite vermesi ve pozitif ve negatif kontrol serumlar arasinda bir fark olusturmasinin
nedeni koyun ve kpeklerin rough tiirler olan B.ovis ve B. canis’in dogal konakgilar1 olmasina
biiyiik oranda bagli olabilir. Caligmamizda koyun brusellozunun tanisinda O. intermedium
ham LPS antijeninin kullanildigi ELISA modelinin sensitivitesi % 71, spesifisite ise % 84
olarak bulundu. R. tropiciELISA modelinde ise sensitivite % 40, spesifisite % 100
olarak tespit edilmistir. Képek brusellozunda da sadece O. intermedium i¢in ise sensitivite %
69, spesifisite % 78 olarak belirlendi. Ugan ve Aras (4) koyunlarda R. tropici ile hazirlanan
lam agliitinasyon testinde sensitiviteyi % 80.1 ve spesifisiteyi % 59.5 olarak bulmustur.
Sonuglarm farkli ¢ikmasimnin nedeni kullanilan testin ve kontrol serumlarinin farkli olmasima
baglanmistir. Zira ¢alismada antijen olarak tiim bakteri degil onun bazi dig membran
proteinlerini de ihtiva eden ham LPS tabakas1 ELISA ile test edildi. Ayrica kullanilan
serumlar pozitif ve negatifligi onceden teyit edilmis serumlardr. Biitiin bunlar alinan farkh

sonugclarin nedeni olabilir.
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6. SONUC

Sonug olarak, sigir ve insan brusellozu agisindan test edilen antijenlerin hi¢biri kabul
cdilebilir seviyede bir sensitivite ve spesifisite gistermediler. Bu tiirlerde kontrol serumlari
yiiksek reaksiyon gosterdiklerinden esik degeri ¢ogu zaman pozitif kontrol ortalamasinin
{istiine giktigindan % 100 bir spesifisite ve 0 ve 0’a yakin bir sensitivite gosterdiler. Ozellikle
sigirlarda negatif kontrollerin R. tropici ve O.anthropi igin yikksek OD degeri gostermesi
sigirlarin gogu bitki patojeni ve toprak bakterisi olan bu tiirlere fazlaca maruz kalmis
olduklarini gdstermektedir. Insanlarda B.abortus digindaki tiim bakteri tirleri negatif
kontrollere genel olarak diisiik bir reaktivite gdsterdi. Muhtemelen insanlarin bu bitki ve gevre

patojenleri ile ¢ok maruz kalmadigt diigtiniilebilir.

Calismada sadece rough bir tiir olan ve dolayis: ile S-LPS yerine R-LPS tasiyan, O-
polisakkariti ya indirgenmis ya da tamamen olmayan O.intermedium antijeni ile ve sadece
koyun ve kopekte kismen kabul edilebilir sinirlarda bir tamsal performans alinmustir.
Calismada alian tiim sonuglar dikkate alindiginda Proteobakterilerin o-2 alt grubunda yer
alan mikroorganizmalarin brusellozun serolojik tanusinda birtakim capraz reaksiyonlara neden
olabilecegi ve bu durumun yanlis pozitiflik yaratabilecegi akilda tutulmalidir. Ancak
Brusellozun serolojik tamsinda kullanilan antijenler tim bakteri icerdiklerinden hedefleri anti-
LPS antikorlar: olacaktir. Bu durumda rough olmayan a-2 Proteobakterilerin yanlis
pozitiflik igin fazla bir sorun yaratacagl diistiniilmemektedir. Ote yandan bu grup
bakterilerden hazirlanan daha saf antijenlerin, B.canis ve B.ovis infeksiyonlarinda kullanilma
potansiyelini artirabilecegi ve bu yonde yapilacak ¢alismalara ihtiyag oldugu

diistiniilmektedir.
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