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OZET

Bu calismada, Bursa ilinden Tarim 11 Miidiirliigii’'ne getirilen toplam 110 adet
koyun aborte fetus materyali Brucella spp. izolasyonu amaciyla bakteriyolojik olarak ve bu
koyunlara ait 110 adet kan serumu da anti-Brucella antikorlar1 yoniinden serolojik olarak
incelendi. izolasyon ¢alismalarinda, fotal organ homojenatlar: ve mide icerikleri kanli agar
ve Brusella Selektif Agara inokule edildi. Siipheli kolonilerin identifikasyonu ve biyotip
tayinleri standart metodlar ile yapildi. Izolasyon ve identifikasyon ¢alismalari sonucunda,
aborte koyun fetuslarindan 48 (% 43.7) adet B. melitensis susu izole edildi. Bunlarmn 42
(% 87.5)’sinin B. melitensis biyotip 3 ve 6 (% 12.5)’sinin B. melitensis biyotip 1 oldugu
saptandi. Serolojik ¢alismalarda aborttan 21 giin sonra alinan 110 adet kan serumu, Rose
Bengal Testi (RBT), Komplement Fikzasyon Testi (CFT) ve Kompetitif ELISA (C-
ELISA) testleri ile incelendi. RBT, CFT ve C-ELISA i¢in pozitif serum sayilar1 sirastyla
43, 45, 46 bulundu.

RBT, CFT ve C-ELISA’nin sensitiviteleri sirasi1 ile % 87.50, % 91.67 ve % 93.75
bulundu. Spesifiteler tiim testler i¢in esit ve % 98.39 olarak hesaplandi. Receiver
Operating Characteristic (ROC) egrisi altinda kalan alan (REAKA), RBT i¢in 0.929, CFT
icin 0.950 ve C-ELISA i¢in 0.961 ve istatistiki agcidan 6nemsiz bulundu (P>0.05).

CFT ve RBT ile karsilastirildiginda C-ELISA digerleri ile esit spesifiteye sahip
olmasina karsin daha ytiksek sensitivite, REAKA, pozitif ve negatif olasilik oranlarina
sahiptir. Sonuglar C-ELISA’nin koyun brusellozisinin serolojik tanisinda degerli bir
yontem oldugunu ve koyunlarda B. melitensis infeksiyonunun tanisinda diger serolojik
testlere bir alternatif olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Brusellozis, koyun, bakteriyoloji, seroloji, dogrulama



SUMMARY

BACTERIOLOGICAL AND SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS
IN SHEEP

In this study, a total of 110 aborted sheep fetuses brought from Bursa provinces to
Bursa Provincial Directorate of Agriculture were investigated bacteriologically for
Brucella spp. and 110 sera were tested serologically in order to determine the antibodies
against Brucella spp. In the isolation studies, abomasum content and homogenates from
internal organs of the aborted fetuses were inoculated into blood agar and Brucella
Selective Agar. Identification and biotyping of suspected colonies were done by using
standard methods. In the result of isolation and identification studies, 48 (43.7 %) B.
melitensis were isolated from aborted sheep fetuses. It was determined that 42 of the
isolates (87.5 %) were B. melitensis biovar 3 and 6 isolates (12.5 %) were B. melitensis
biovar 1. In the serological studies, a total of 110 blood sera taken from sheep at the 21.
days after abortion were tested by using Rose Bengal Test (RBT), Complement Fixation
Test (CFT) and Competitive ELISA (C-ELISA). The positive sera numbers for RBT, CFT
and C-ELISA were found 43, 45 and 46 respectively.

The sensitivity of the RBT, CFT and C-ELISA were found 87.50 %, 91.67 % and
93.75 %, respectively. The spesifity were estimated equal and 98.39 % for all tests. The
under of receiver operating characteristic (ROC) area (AUC) were estimated 0.929 for
RBT, 0.950 CFT and 0.961 for C-ELISA and was not significant (P>0.05).

Compared to CFT and RBT, C-ELISA have higher sensitivity, AUC, positive and
negative likelihood ratio but have equal spesifity. Results demonstrated that the C-ELISA
is valuable tool for the serological diagnosis of ovine brucellosis and can be used as an

alternative to the other serological tests for diagnosing B. melitensis infection in sheep.

Key Words: Brucellosis, sheep, bacteriology, serology, validation.
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GIRIS

Brusellozis, diinyanin hemen her yerinde, 6zellikle gelismekte olan tilkelerde
goriilen en 6nemli zoonotik infeksiyonlardan biridir. Hastalik bir yandan sigir, koyun, keci
gibi biiyiik ve kii¢iik ruminantlarda yavru atma, infertilite ve siit veriminde kayiplar ile
hayvancilik sektoriine ve lilke ekonomisine biiylik zararlar verir iken, diger yandan
insanlarda ¢esitli sistemlerde ciddi organ komplikasyonlar1 olusturabilen 6nemli bir
zoonozdur (1, 2). Brusellozis Kanada, Norveg, Belcika, Hollanda, Finlandiya, Ingiltere,
Isvigre, Isveg, Avusturya, Avusturalya, Macaristan, Liikksemburg gibi birgok iilkede eradike
edilmesine ragmen Akdeniz iilkeleri, Afrika, Ortadogu, Orta Asya, Orta ve Giiney
Amerika’da halen endemik olarak seyretmektedir. Brusellozis, lilkemizde de insanlarda ve
hayvanlarda yaygin olarak goriilmekte olup, nemli sorunlara neden olmaktadir (3).

Brusellozisin seroprevalansima yonelik olarak yapilan, 1989 yil1 ulusal tarama
sonucuna gore koyunlarda prevalans % 1.26, sigirlarda % 3.56 olarak belirlenmistir (4).
1990 yilinda ise bu oran koyunlarda % 2.08 olup, sigirlarda % 1.2°dir (5). 1991 yilinda
yapilan sero-surveyde, koyunlarda % 1.83 ve sigirlarda % 1.01 brusellozis prevalansi
saptanmistir (6). 2000 yilinda yapilan seroepidemiyolojik bir ¢alismada brusellozis
prevalansi sigir populasyonunda % 1.43, koyun populasyonunda ise % 1.97 olarak tespit
edilmistir (7).

Koyun brusellozisinin etkeni Brucella melitensis’in biyotip dagilimi iilkelere gore
farklilik gosterebilmektedir. B. melitensis’in mevcut 3 biyotipinden, biyotip 1 Latin
Amerika, Ispanya, Portekiz ve Malta’da en yaygin olarak goriilen biyotiptir. Italya ve
Yunanistan’da en fazla biyotip 2 yaygindir. Biyotip 3 en yaygin olarak Fransa, Misir,
Urdiin, Israil ve Kuzey Afrika’da goriilmekte, ancak Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye’de de
bildirilmektedir. Bat1 ve Orta Asya’da biyotip 2 ve 3 en yaygin biyotiplerdir. Suudi
Arabistan, Kuveyt, Iran ve Irak’ta her ii¢ biyotip de yaygin olarak bulunmaktadir. B.
abortus biyotip 1 diinya genelinde sigirlardan en sik izole edilen biyotiptir. Biyotip 1, 2 ve
4 Kuzey ve Giiney Amerikada en sik goriilen biyotiplerdir. Biyotip 3 ve 6 Afrika ve baz1
Asya iilkelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Biyotip 5 ve 9 nadir olarak goriilmektedir
(8). Tiirkiye’de standart metotlara gére Brucella izolatlarinin identifikasyonlar1 son
yillarda yogun olarak ele alinmistir. Ancak standart metotlara gére 1961 yilinda Doguer
(9) tarafindan yapilan ilk ¢alismada 33 yerli Brucella susundan 16’sinin B. abortus oldugu,
4’{iniin intermedier karakterde ve 13’{iniin atipik suslar oldugu ve B. suis ve B. ovis

tiirlerine Tiirkiye’de rastlaniimadigi bildirilmistir.



Sarisayim ve arkadaslar1 (10), sigir ve manda orijinli toplam 116 yerli Brucella
susundan 2’sinin B. melitensis biyotip 2 oldugunu bildirmislerdir. 9 adet koyun orijinli
Brucella susunun ise 7’sinin B. melitensis biyotip 2 ve 2’sinin B. melitensis biyotip 1
karakteri tasidigini belirtmislerdir. Erdogan ve arkadaslar1 (11), 1993 yilinda Trakya
bolgesinden gelen toplam 145 koyun-keci atik fotiisiinden 29 adet Brucella susu izole
etmigler ve bunlardan 25’inin B. melitensis biyotip 1, 3’linlin B. melitensis biyotip 2 ve
I’inin ise B. melitensis biyotip 3 oldugunu belirtmislerdir. Erdenlig ve Sen (12), 1996-
1998 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden ve koyun atiklarindan izole edilen 78
adet Brucella izolatlarinin % 88.5’inin B. melitensis biyotip 3 ve % 11.5’inin B. melitensis
biyotip 1 oldugunu belirlemisler, 3 adet izolatin boyalara duyarlilik agisindan atipik
oldugunu saptamiglardir. Biliylikcangaz (13) calismasinda, 23 koyun izolatinin 5’inin B.
melitensis biyotip 1, 1’inin B. melitensis biyotip 2 ve 16’sinin B. melitensis biyotip 3
oldugunu, 1 adet izolatin da atipik 6zellikte B. melitensis biyotip 3 oldugunu tespit etmistir.

Brusellozisin laboratuvar teshisinde doku 6rneklerinden etken izolasyon ve
identifikasyonu halen altin standart yontem olmaya devam etmektedir. Brusellozisin
kontrol ve eradikasyon ¢alismalarinda ise ¢ok sayida hayvanin incelenmesi ve izlenmesi
gerektiginden serolojik testler yaygin olarak kullanilmaktadir (14). Brusellozisin indirekt
teshisinde serum, siit, vajinal mukus ve seminal plazma da brusella etkenlerine kars1 olusan
antikorlar1 saptamaya yonelik bircok serolojik test gelistirilmistir (14-16).

Klasik serolojik testlerde tanisal spesifitenin artmasi, o testin saptadigi antikor
izotipinin sinirli olmasi ile paralellik gosterir. Bruselloziste IgG1 gerek kanda uzun siireli
ve en dominant olarak kalmasi ve gerekse immun cevabin en erken donemlerinde
saptanabilen bir izotip olmas1 nedenleri ile bu izotipi saptayan serolojik testlerin
giivenirliligini arttirmaktadir. Bu acidan IgG1°1 saptayan Rose Bengal Testi (RBT) ve
Komplement Fikzasyon Testi (CFT) gerek bireysel ve gerekse siirii bazinda taramalar i¢in
tavsiye edilen testlerdir. Uluslararasi standartlara gore bu testlerden, RBT nin tarama testi,
CFT’nin standart dogrulama testi olarak kullanilmas1 6nerilmistir (14, 17, 18). CFT
teknigi kompleks olmasina ragmen, bir ¢ok iilkede kii¢iik ruminantlarda brusellozisin
teshisinde dogrulama testi olarak genis 6lciide kullanilmaktadir (19, 20).

OIE tarafindan da CFT inin kontrol ve eradikasyon programlarinda bir dogrulama
testi olarak kullanilmasi onerilmektedir (14). Ulkemizde brusellozise kars1 asilama
uygulanan bolgelerde kayitlarin diizenli tutulmamasi ve hastalikli hayvanlarm asili olup
olmadiklarmin bilinmemesi nedeniyle hastalikli hayvanlarmn serolojik tanilarinda

problemler yasanmaktadir. Son yillarda asili ve infekte hayvanlar1 birbirinden ayirt



edebilecek Competitive Enzyme Linked Immunusorbent Assay (C-ELISA) kitleri
gelistirilmistir.

Brusellozisin teshisine yonelik olarak gelistirilen serolojik testlerin etkinliklerini
degerlendirmeye yarayan sensitivite, spesifite, pozitif tahmin degeri, negatif tahmin degeri,
pozitif olsalik orani, negatif olasilik oran1 ve ROC (Receiver Operating Characteristic)
egrisi altinda kalan alan (REAKA) gibi degerler ¢esitli calismalarda farklilik
gostermektedir. Minas ve arkadaslar1 (21) C-ELISA’nin sensitivitesini % 89.2 ve
spesifitesini % 96.4 olarak tespit etmiglerdir. Diger bir calismada; RBT nin sensitivite ve
spesifiteleri sirasi ile % 75.8 ve % 99.7, CFT nin sensitivite ve spesifiteleri sirasi ile %
80.6 ve % 99.1, C-ELISA’nin sensitivite ve spesifitesi % 76.5 ve % 98.5 olarak
bildirilmistir (22).

Burriel ve arkadaslar1 (23) kiiciik ruminantlarda B. melitensis teshisinde
Fluorescence Polarisation Assay (FPA), Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (I-
ELISA), C-ELISA metodlarini kargilastirmislar ve FPA’1 en diisiik sensitiviteli, I- ELISA
ise en diisiik spesifiteli test olarak belirlemislerdir. Arastirmacilar, I-ELISA’y1 en sensitiv
test olarak bulurlar iken, C-ELISA’y1 en spesifik test olarak tanimlamiglardir. En yiiksek
pozitif tahmin degerine C-ELISA’nin takiben de FPA’nin sahip oldugu bulunmustur. En
yiiksek negatif tahmin degerine C-ELISA’nin sahip oldugunu tespit etmislerdir. I-
ELISA’nin brusellozis kontrol programinin erken doneminde, C-ELISA’nin ise kontrol
programinin son basamaginda kullaniilmasmin daha uygun oldugunu, FPA ve [-ELISA’nin
C-ELISA ile karsilastirildiginda basit, ucuz ve uygulanmasinin hizli oldugunu,
arastirmalardaki degerini tam anlayabilmek i¢in daha fazla ve kapsamli ¢caligmalara ihtiyag
oldugunu bildirmislerdir.

Nielsen ve arkadaslar1 (24) Plate test, CFT, I-ELISA ve C-ELISA yontemleri ile
s1g1r serumlarini test etmisler, asili hayvanlarda C-ELISA testinin diger testlere gore daha
duyarli oldugunu bildirmislerdir. Nielsen ve arkadaslar1 (25) yaptiklar1 diger bir
calismada; B. melitensis ile deneysel olarak infekte edilen koyunlardan elde edilen kan
serumlarna, [-ELISA, C-ELISA, FPA testlerini uygulamiglardir. Testlerin sensitivite ve
spesifite degerlerini sirastyla; I-ELISA i¢in % 91.7 ve % 97.6, C-ELISA i¢in % 75 ve %
99.8, FPA i¢in % 91.7 ve % 89.5 olarak bildirmislerdir.

Nielsen ve arkadaslar1 (26) 2213 kegi serumunda [-ELISA, C-ELISA, FPA ve
Buffered Antigen Plate Aglutination Test (BPAT) ve CFT’lerini uygulamislar ve testlerin
sensitivite ve spesifite degerlerini sirasiyla I-ELISA’da % 96.2 ve % 99.7, C-ELISA’da %



93.6 ve % 98.9, FPA’da % 88.7 ve % 98.9, BPAT ve CFT’de % 92.3 ve % 61.6 olarak
tespit etmislerdir.

Minas ve arkadaslar1 (21), C-ELISA’nim pozitif olasilik oranini koyunlarda % 24.9,
negatif olasilik oranini ise % 0.11 olarak belirlemislerdir.

Esendal ve arkadaslar1 (27) infekte siiriiden 6rneklenen 150 hayvanin bakteriyolojik
muayenelerine dayanarak RBT’in sensitivitesini % 85.7, spesifitesini ise % 94.7 olarak
belirlemislerdir. Ongor (28), ELISA testinin rutin testler ile karsilastirildiginda oldukga
duyarl ve spesifik oldugunu, koyun brusellozisinin teshisinde kullanilmasinin yarar
saglayacagini bildirmistir. Brusellozis miicadele programinda yer alan asilama
uygulamasi, brusellozisin serolojik teshisinde bir takim giicliiklere neden olmaktadir.
Ongor ve arkadaslar1 (29), atik yapmus koyunlarda B. melitensis'e kars1 olusan antikorlari,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), RBT, CFT ile saptamis, ¢alismada
kullanilan testlerin sensitivite ve spesifiteleri (CFT referans test kabul edilerek)
karsilastirilmistir. Elazig ve ¢cevresinde atik yapan 36 koyun siiriisiinden elde ettikleri
toplam 500 adet kan serumunda ELISA ile 103 (% 20.6), RBT ile 55 (% 11), CFT ile 89
(% 17.8) ornekte pozitiflik saptamislardir. Bu degerler karsilastirildiginda; ELISA ile CFT
arasinda istatistiksel bir farkliligin olmadig: fakat ELISA ile RBT sonuglar1 arasinda
onemli bir farklilik oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar kullanilan testlerden ELISA
testinin sensitivitesinin % 97 ve spesifitesinin % 96 oldugunu, RBT in sensitivitesinin %
61 ve spesifitesinin ise % 100 oldugunu tespit etmislerdir.

Dakman ve arkadaslar1 (30), Brucella Rev-1 geng asis1 ile agilanmis koyunlar ile
Brucella spp ile infekte koyunlara ait kan serumlarini konvansiyonel testler ve C-ELISA
ile test ederek hayvanlardaki humoral immun yamit1 degerlendirmisler. Infekte koyun
stiriilerinde atik yapmis hayvanlarin % 91.16’sin1 RBT ile, % 91.16’sim1 SAT ile %
85.63’1inii CFT ile ve % 86.74’linli C-ELISA 1ile pozitif bulmuglardir. Genel olarak C-
ELISA yonteminin 6zellikle CFT ne bir alternatif test olarak teshiste kullanilabilecegi
ancak asili ve dogal infekte hayvanlarin ayrimi konusunda iilkemizde daha kapsamli
calismalar yapilmasi gerektigi kanaatine varmislardir.

Bu ¢aligmada, Bursa ili ve ilgelerinden elde edilen koyun atik fetuslarinin Brucella
spp. agisindan bakteriyolojik olarak incelenmesi ve atik yapan koyunlarin kan serumlarinin
Brucella antikorlar1 yoniinden RBT, CFT ve C-ELISA testleri ile serolojik olarak
incelenmesi amag¢lanmistir. Arastirmada, Bursa ili ve ilgelerindeki koyun atiklarinda
Brucella spp.’nin prevalansinin belirlenmesi yaninda, bolgedeki biyotip dagilima,

bakteriyolojik ve serolojik ¢aligmalar arasindaki paralellik arastirilmistir. Bursa ve



cevresinde belirlenen biyotip dagilimlar: hastalikla miicadele programlari i¢in bilgi
kaynag1 olusturacaktir. Serolojik testlerin karsilastirmali olarak etkinliklerinin ortaya
konulmasi, hastalik kontroliinde rutin olarak kullanilma olasilig1 olabilecek C-ELISA

teknigi hakkinda bilgi verecektir.



GENEL BiLGILER

Brusellozis, insan ve hayvanlarda Brucella cinsine bagli mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan bir infeksiyon olup sigir, koyun, ke¢i ve domuz gibi hayvanlarin
disilerinde genital organlara yerleserek yavru atma, infertilite, mastitis ve artritislere,
erkeklerde ise orsitise neden olan, nekrotik yangisal karakterde infeksiyoz bir hastaliktir
(27, 29, 31).

Brusellozis, diinyanin hemen her yerinde, 6zellikle gelismekte olan tilkelerde
goriilen en dnemli zoonotik infeksiyonlardan biridir. Ulkemizde de yaygin olarak goriilen
ve hayvan sagligi lizerine olan ekonomik 6nemi ve insanlara bulagma riski olan bir zoonoz
olmasi dolayisi ile evcil hayvan populasyonlarinda kontrol ve eradikasyon programlarina
gereksinim duyulan bir hastaliktir (27, 28). Insanlarda akut ve kronik sekilde cesitli
sistemlerde ciddi organ komplikasyonlari olusturabilen 6nemli bir zoonozdur. Hastalik ilk
kez Malta Adasi’nda saptandigindan ‘Malta Hummas1’, ‘Akdeniz Hummas1’, koyunlardan
insanlara bulasmasi nedeni ile de halk arasinda ‘Koyun Hastalig1” veya ‘Mal Hastalig1’ gibi
isimlerle anilmaktadir (32, 33).

Brucella cinsinin ilk {iyesi 1887 yilinda, David Bruce tarafindan Malta
hummasindan 6len bir insanin dalagindan izole edilmis ve etken Micrococcus melitensis
olarak isimlendirilmistir (7, 14). 1895 yilinda Danimarkali Veteriner Hekim Dr. Fredrick
Bang ve Stribolt fotal membranlar ile uterus sivilarindan saf olarak izole ettikleri Gram
negatif bakterilerin iireme i¢in CO;’e ihtiya¢ gosterdiklerini belirtmisler ve ineklerde abort
yapan bu etkene Bacterium Infectiosa Bang adini vermislerdir. 1897 yilinda Bang, B.
abortus’un sigirlarda brusellozisin etkeni oldugunu ve insanlara gegtigini belirlemistir.
Bang’m ¢alismalar1 1909 yilinda Ingiltere’de Mc Fedyean ve Stochman tarafindan da teyit
edilmistir. Etken 1920 yilinda tekrar B. abortus olarak isimlendirilmistir.

Koyunlarda Brucella etkenlerinin Garcia ve Iscara tarafindan 1906 yilinda izole
edildigi bildirilmektedir. Maltali Dr. Zammit kegilerde ilk brusellozisi 1905 yilinda kegi
siitlinde hastalik etkenini izole ederek belirlemis ve ¢ig siitle insanlara gecebilecegini
gostermistir (34). Huddleson (35) etkeni domuzlardan izole ederek yeni bir tiir olan B.
suis’1 tanimlamistir. Buddle ve Boyes tarafindan 1953 yilinda koglarin epididimitis etkeni
Yeni Zelanda’da izole edilmis ve 1956 yilinda B. ovis olarak tanimlanmistir. B. neotomea
ilk olarak 1957 yilinda Stoenner ve Lockman tarafindan izole edilmistir. Carmicheal ve
Bruner, 1968 yilinda, kopeklerden abortus etkeni olarak B. canis’i izole etmeyi ilk defa

basarmuslardir (36-40). Ulkemizde sigirlarda brusellozisin ilk izolasyon ¢alismalar1 1931-



1932 yillarinda Berke taratindan, koyunlarda ise 1944 yilinda Aktan ve Koyliioglu
tarafindan yapilmistir (33, 41).

Filogenetik olarak Brucella cinsi Proteobacteria filumunun Alfaproteobacteria
sinift Rhizobiales takiminin bir {iyesi olarak simiflandirilmistir (42). Brusella cinsi i¢inde
B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae olmak tlizere 6 klasik tiir
saptanmistir (3). Bu etkenler, morfolojik, kiiltiirel, biyokimyasal ve serolojik olarak
birbirlerine yakin bir karaktere sahiptirler. Adlarni ilk izole eden arastiriciya atfen Bruce
(1887)’dan alirlar (43-47). Brusella tiirlerinin tercih ettikleri konakgilar1 vardir. Ug klasik
tiir olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis’in tercih ettigi primer konakgilar1 varsa da bu
bakteriler diger konaket tiirlerinde de infeksiyon olusturabilirler. Insan saglig1 yoniinden
en ¢ok rastlanan tiirler de basta B. melitensis olmak tizere bu li¢ tiirdiir. B. melitensis,
insanlarda Malta Hummasi olarak bilinen hastaligin etkenidir, koyun, ke¢i ve insan
brusellozisi olusturur. Gebeligin ileri donemlerinde yavru atma, mastitis, siit yapisinda
bozulma, eklem sislikleri ve topallik gozlenir. B. melitensis’in 3 biyotipi bulunur. B
melitensis en kuvvetli insan patojenidir. Diger tiirlerin ise infekte ettigi konaker tiirleri
primer konakgilarinin disinda daha dardir (3, 45-51). B. abortus sigirlarda enzootik yavru
atmanin nedenidir. 7 biyotipi vardir. Etken sigirlar disinda koyun, keci, domuz ve
insanlar1 infekte etmektedir. B. suis domuzlarda brusellozisin etkenidir. Insan ve diger
tiirlerde de infeksiyon olusturur ve 5 biyotipi bulunmaktadir. B. ovis kog epididimitisin
etkenidir ve etkenin patojenitesi bu tiire sinirhidir. 8 haftaliktan biiyiik koglarda genellikle
tek tarafli bazen de cift tarafli epididimitis yapar. Hastalikli koclar etkeni 4 yila kadar
yayabilirler. B. canis kopeklerde hastalik yapar. Gebeligin son {i¢te birinde abortlara
neden olur. Insanlarda laboratuvar kazalar1 ve infekte kopeklerle temas sonucu birkag
vakaya rastlanmistir. B. neotomae ile ilgili tek sus ¢6l farelerinden rapor edilmistir. Cesitli
brusella suglar1 1990°’lardan bu yana ay1 baligi, yunus, balina gibi pek ¢ok farkli deniz
memelilerinden izole edilmektedir (48, 51-57). Avrupa ve Gliney Amerika’daki
okyanuslardan alinan deniz memelilerinden klasik 6 Brucella tiirtinden farkli olan yeni
suslar bakteriyolojik ve genetik olarak identifiye edilerek B. cetacea, B. pinnipediae adini
almigtir (57).

Brucella cinsi bakteriler gram negatif ve hareketsizdir, 0.6-1.5 x 0.5-0.7 pm
boyutlarinda kokobasillerdir. Spor, flagella, pilus ve gercek kapsiil olusturmazlar. Gergek
asit-fast olmadiklar1 halde zayif asitlerle dekolarizasyona direncgli olduklarindan bu durum
brusellozisin mikroskobik tanisinda kullanilan Stamp boyamada etkenin hiicreler i¢inde

kirmiz1 renkli goriinmesine yol acar. Kiiltiirlerde tek tek rastlanmasima karsin dokulardan



yapilan frotilerde kiimeler halinde goriiliirler (14). Etkenler 20-40 °C arasinda
iireyebilmelerine karsin optimum tireme 1s1s1 36- 38 °C’dir ve 6.6 ile 7.4 arasinda pH
iremeleri i¢in optimum degerlerdir. B. abortus’un ilk dort biyotipi ve B. ovis ilk izolasyon
icin % 5-10 CO;’e ihtiyag duyarlar. B. melitensis siradan bir kat1 kiiltiirde CO, ve serum
gerektirmeksizin 37 °C’de aerobik kosullarda izole edilmektedir. Brusella cinsi bakteriler
kemo-organotrofturlar, cogu suslar bir¢ok amino asiti iceren kompleks besiyerlerine
ihtiyag gdsterirler. Uremeleri i¢in tiamin, nikotinmamid ve biotine gereksinim duyarlar.
Kan ve serum iiremelerine olumlu etki yapar (58).

Brucella spp.’nin iiretilmesinde en ¢ok kullanilan temel besiyerleri serum-dextrose
agar, serum- tryptose agar ve serum- trypticase agardir. Bunlar ayrica kullanilan selektif
besiyerlerine temel teskil ederler. Brusella cinsi organizmalarin kontamine materyallerden
izolasyonunda diger mikroorganizmalarin liremelerini inhibe etmek amaciyla temel
besiyerlerine ¢esitli antibiyotik ve boyalarm katilmasi ile bir¢ok selektif besiyerleri
gelistirilmistir (59-62). Morgan (63), basitrasin, polimiksin ve aktidion antibiyotiklerinin
katildig1 serum dekstroz agarmn (SDA) biitiin brusella tiirlerinin liremesini tesvik eden en
ideal besiyeri oldugunu bildirmistir. SDA’ya basitrasin, sikloheksimid, polimiksin B,
vankomisin ve nistatinin selektif olarak katildigi Farrell besiyeri, B. abortus ve B.
melitensis 'in kontamine materyallerden izolasyonunda onerilmektedir (14). Marin ve
arkadaslar1 (64), Modifiye Thayer-Mardin besiyerininde B. melitensis’e inhibe edici etki
gosteren basitrasin olmadigindan B. melitensis izolasyonunda Farrell besiyerinden daha
iistiin olduklarini belirtmislerdir. izolasyon oranini arttirmak amaciyla, etkenin dzellikle
ilk izolasyonunda Serum Dekstroz Agar, Brucella Albimi Agar veya Kanl1 Agar
kullanilmalidir (14). Modifiye Thayer-Martin’s besiyeri ve Farrell’s besiyerinin birlikte
kullanilmasiyla izolasyon orani da 6nemli derecede artmaktadir (64). Sivi besi yerinde
gelisim, genellikle zayif olmaktadir. Statik sivi besiyerinde Brucella spp’nin gelisimi,
smooth fazdaki kiiltiirlerin dissosiyasyonu ile sonu¢lanmaktadir (32). Yar1 kati
besiyerinde, karbondioksit bagimsiz brusella suslar1 yiizeyin altindan tabanin birkag
milimetre {izerine dogru uniform bir turbidite olustururlarken, karbondioksit bagimli
suslar, besiyerinin yiizeyinden birka¢ milimetre agsagisina dogru gelisim gostermektedirler
(32). Uygun kat1 besiyerinde brusella kolonileri 2 giinliik inkiibasyon sonrasinda
goriilebilir duruma gelmektedir. Koloniler maksimum biiytikliige 5-7 giin i¢inde erisirler
ve bu siire sonunda 1-2 mm ¢apta, smooth, saydam ve bal rengi brusella kolonileri olusur.
Kolonilere iistten bakildiginda konveks olup, parlak beyaz goriiniirler. Zamanla koloniler

genislemekte ve daha koyu hale gelmektedirler (32). Smooth Brusella tiirleri tireme



siirecinde ¢ogu zaman dissosiye olmaya egilim gostermektedirler. Smooth (S) Brucella
spp. kiiltlirleri subkiiltiirlerinde kuru, opak, graniiler rough (R) formuna veya 6ze
degdirildiginde uzama gosteren mukoid (M) forma bazen de akriflavinle aglutinasyonda
ince graniiller olusturan (I) intermediate forma dissosiye olmaktadirlar (65).

Oksidatif metabolizma Brucella spp. i¢in temel enerji liretim kaynagidir (58).

B. ovis ve B. canis digindakiler nitrat1 nitrite indirgemektedirler. B. abortus H,S pozitif
olmasina ragmen, B. melitensis H,S iiretmemektedir. Ureaz aktivitesi hizhdan yavasa
dogru degisebilmektedir. Glukozdan asetil metil karbinol ve triptofandan indol iiretimi
olmamaktadir (14, 32, 47). Brucella spp. katalaz pozitiftirler, eritrositleri lize etmezler,
metil red ve O-Nitropheny-3-D-galactopyranoside (ONPG) negatiftirler, sitratl besi
yerlerinde liremez ve litmuslu siite etkimezler (58).

I1k stabil brusella faj1 1950°de Rusya’nin Thilisi eyaletinden izole edilen Thbilisi
fajidir (Tb) ve referans faj olarak tiir tayininde kullanilmaktadir. Bu giline kadar ¢aligilan
tiim brusella fajlart DNA fajlaridir ve konakg1 affinitesine gére 6 gruba ayrilmislardir.
Grup 1 fajlarinin prototipi olan Tb faj1 rutin test diliisyonu (RTD)’nda sadece smooth B.
abortus kiiltirlerini lize ederken, 10.000xRTD’nda B. suis ve B. neotoma’y1 lize
etmektedir. Grup 2 fajlarmin temsilcisi Firenze fajidir ve B. abortus, B. neotoma ve B. suis
biyotip 4’1 lize etmektedir. Grup 3 fajlar1t Weybidge faji ile temsil edilmektedir. Bu fa;j
B. abortus, B. neotomae, B. suis’1 lize eder, Grup 4 fajlarinin protipi Douglas ve Elberg
tarafindan izole edilen Berkeley fajidir. Bu faj tiim smooth brusella suslarini lize
etmektedir. Grup 5 fajlar1 rough suslar1 lize ederler R ve bunun tiirevi olan R/O fajlar
stabil degildirler (14, 32). Ancak B. canis Mex 51 iizerinde pasajla elde edilen R/C faj1 son
derece stabildir ve R/C faj1 B. ovis ve B. canis i¢in litik 6zelliktedir (32). Grup 6 faj
[zatnagar fajidir. Bu faj Brucella spp.’in tiim smooth suslarini ayn1 zamanda B. melitensis
ve B. suis’in rough suslarini lize etmektedir (14).

Brusella cinsi ilk izolasyonda in vitro olarak gentamicin, tetracycline, rifampicine
duyarhdir. Bir¢ok susun erithromycine, kanamycin, ampicillin, chloramphenicol,
cotrimoxazole, novobiocin, spectinomycin’e duyarlilik dereceleri; tiire, biyotipe ve susa
gore degismektedir. Bazi suslar polimiksin, nalidixic acid, cephalosporin, bacitracin,
clindamisin, lincomycin, nystatin, vancomycin’e direnclidir. Penicilin, sigirlarin
asilanmasinda kullanilan B. abortus S19 as1 susundan ve streptomycin de koyun ve
kecilerin asilanmasinda kullanilan B. melitensis Rev 1 susunun, saha suslarindan ayriminda
kullanilmaktadir (14, 65). Brusellalar 1s1 ve dezenfektanlara duyarhdirlar. Kloraminler,

formaldehit ve iodoforlar etkili dezenfektanlardir. Brusellalar giines 1s1ginda 1-12 saatte,
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100°C’de hemen Oliirler. Isikta ve nemli toprakta 20°C’de 1 ay, kiiltiirlerde ve sogukta 3-6
ay, fotus dokusunda 4°C’de 1-2 ay, tereyaginda 4 ay, fermente peynirde 3,5 ay, siitte birkag
giin ve dondurmada 1 ay canli kalirlar (58).

Brusella cinsi bakterilerde bugiine kadar dogal plazmidlerin varligi
saptanamamistir. Dogal kosullar altinda nadiren transformasyona ugradiklar1 bildirilmistir.
Fakat pilusa da sahip olmadiklarindan konjugasyon da bildirilmemistir. Brucella spp. faj
infeksiyonunu takiben bazi antibiyotiklere direng gelistirdiklerinden transdiiksiyon
yaptiklar1 kabul edilmektedir (67). Brusella hareketsiz bir bakteri olarak tanimlanmasina
karsin genomik analizler flagellum yapan biitiin yapisal genlerin oldugunu gdstermistir
(68).

Brusella bakterilerinin S ve R formda suslarin ¢6ziinebilir ekstreleri arastirildiginda
en belirgin antijeninin lipopolisakkaridler (S-LPS ve R-LPS) oldugu belirlenmistir. Buna
ek olarak natif hapten (NH), B polisakkaridi (poly B) ve yirmiye yakin protein/glikoprotein
antijeni bakterinin yapisinda bulunmaktadir. LPS antijenler hiicre yiizeyinde yer
almaktadirlar. Protein antijenlerin biiyiik kismi hiicre icinde bulunmaktadir. Brusella cinsi
ylizey katmanlari en igteki sitoplazmik membran; ¢evresinde sert peptidoglikan katman ve
fosfolipid-lipopolisakkaritler (LPS) ve dis membran proteinlerini (OMP) igerir. Smooth
Brusella LPS yapisi ile E. coli serotip 0:116 ve 0:157, Kaufman White’in Sa/monella grup
N, Pseudomonas multophilia ve Yersinia enterocolitica serotip 0:9 ve Vibrio cholera nin
LPS tabakasindaki N formil-perosamin’ler benzerdir. Bu nedenle bahsedilen bakteriler ile
Brucella spp. arasinda tani testlerinde kros reaksiyonlar olusarak yanlis pozitiflige neden
olmaktadirlar (40, 43, 46). Brucella spp’lerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
molekiiliiniin bir parcasi1 olan O-polisakkarit antijeni B. abortus, B. melitensis ve B. suis
tiirlerinde biiylik miktarlarda bulunurken B. ovis ve B. canis tiirlerinde 6l¢iilebilir diizeyde
bulunmamaktadir. Bu ylizden B. abortus, B. melitensis ve B. suis’in neden oldugu
infeksiyonlara gore daha hafif seyirli infeksiyonlara neden olmaktadirlar (19). Ayrica
yapilan ¢alismalarda, brusella tiirlerinin tiretildikleri ortamdan etkilendikleri, bazi
proteinler iireterek stres kosullari karsisinda tepki verebildikleri gosterilmistir (69). Sigir
plasentasindan izole edilen B. abortus susunun, in vitro liretilen ayn1 sustan, intraselliiler
0ldiirme mekanizmalarinin etkisine kars1 daha direncli oldugu gosterilmistir (70).
Lipopolisakkaritler, uygun koloni formunda agliitinasyonla iligkili biiytlik yiizey antijenleri
barindirmaktadirlar. Smooth Brucella suslar1 farkli oranlarda dagilimlar gosteren A ve M
antijenlerini igermektedirler. Monospesifik A ve M antiserumunun kullanimiyla, tiirlerin

biyotiplerinin ayrimi 6nem tasimaktadir (32). Tiirlere ve biyotiplere gére A ve M
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antijenleri farkl orandadirlar. B. abortus’un biyotip 1, 2, 3 ve 6, B. suis’in biyotip 1, 2, 3;
B. melitensis biyotip 2 ve B. neotomae nin A antijeni dominant iken B. abortus’un biyotip
4, 5,9, B. suis’in biyotip 5 ve B. melitensis in biyotip 1’inde M antijeni dominanttir. B.
melitensis biyotip 3 ve B. suis biyotip 4’de A ve M antijenlerini esit miktarlarda tasirlar.
Rough koloni morfolojisine sahip ve rough lipopolisakkaritleri tasiyan B. canis ve B. ovis
R antijenini tagimaktadir (32, 67). Dominant ylizey antijeninin saptanmasinda rutin olarak
lam ve tiip aglutinasyon testlerinden yararlanilmaktadir (65).

B. melitensis infeksiyonu diinya ¢capinda yaygmdir. Meksika disinda Kuzey
Amerika kitasmin B. melitensis’ten ari oldugu bildirilmektedir. Kuzey ve Orta Avrupa,
Gilineydogu Asya, Avustralya, Yeni Zelanda brusellozisten aridir (14). Tiirkiye’de
biyotiplendirme ¢alismalarinda elde edilen ortak sonuca gore koyunlarda B. melitensis
biyotip 3’iin en dominant sus oldugu takiben B. melitensis biyotip 1’in nadiren de B.
melitensis biyotip 2’ nin infeksiyon olusturdugu tesbit edilmistir (12, 13).

Infeksiyon kaynaklar1 arasinda atik yavru ve zarlari, uterus akintilari, siit ve sperma
basta gelir. Hayvanlar etkenle bulasik materyallerin solunum, sindirim, konjunktiva yolu
ile alinmas1 sonucu infekte hale gelmektedir. infeksiyon bruselladan ari hayvanlarin
otladig1 meralara infekte hayvanlarin karismasi veya infekte materyaller ile giibrelerin
kontamine olmasiyla da bulasabilir. Su ile bulagsma yalnizca kisa mesafelerde olasidir.
Erkeklerde, iireme organlarma yerlesim durumunda brusellanin semen ile sagilimiyla
sonuglanir. Bununla birlikte dogal ¢iftlesme kullanildiginda infekte erkeklerin duyarl
disilere bulastirma riskinin diisiik oldugu bildirilmistir. Buna karsin infekte bogalardan
alinan spermalar suni tohumlama ile bulagma riskini tagimaktadir (44). Kopekler, kediler
ve vahsi karnivorlar, tilki ve kurtlar da, fetus ve fotal membranlar gibi infekte materyalleri
cevreye tasimalar1 nedeniyle mekanik yayicidirlar (71). Insanlarda ise kaynatilmamis veya
usuliine gore pastorize edilmemis siit ve siit liriinlerinin tiiketimi, en 6nemli riski olusturur
(2, 14, 50). Ayrica hastalik Veteriner Hekimlere hastaya miidahale sirasinda ya da
laboratuvarda ¢alisanlara deri ve konjuktiva yoluyla bulasabilir (14, 15).

Bakterinin viicuda ilk giris yeri orofarinksin mukdz membranlari, iist solunum
yollar1 veya konjuktivadir. Bundan baska disi veya erkegin genital kanali ve mukoz
membranlarindan da bulasma sekillenmektedir. Brusellozis retikiilo-histiyositer sistem
hastalig1 olup belli organ ve dokulara yerlesir (72). Brucella spp. fagositik hiicreler i¢inde
yasayabilme yetenegine sahip fakiiltatif intraselliiler mikroorganizmalardir (43, 72).
Makrofaj tarafindan brusella fagosite edildiginde, bakteri tarafindan 62, 28, 24 ve 17 kDa

agirhiginda 6zel proteinler iiretilmektedir ve bu proteinler makrofajlarda bakterinin
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oldiiriilmesi i¢in olusturulan asidik ortama direng saglamaktadir. Organizmanin degisik
ortam kosullarina dayanabilmesi de yine ayni sekilde bir takim mekanizmalar sonucu
gerceklesebilmektedir (73). Etken fagositik hiicreler (makrofaj ve nétrofil) i¢ersinde
bolgesel lenf yumrularma ulasir ve burada iirer. Bu donem, siiresi 2 hafta ile 7 ay arasinda
degisen inkubasyon periyodudur. Etken buradan makrofajlar icersinde kana gecer,
bakteriyemi olusturur ve kan yoluyla paransimat6z organlar (karaciger, dalak),
supramamal lenf yumrulari, kemik iligi ve reprodiiktif organlara ulagarak buralarda
lokalize olur. Bu organlarda etkenin iiremesi sonucu yangi odaklari, granulom formasyonu
ve bazen abselenme sekillenir. Etkenin liremesini uyarici eritritol maddesi plasenta ve
fotal stvilarda bol miktarda bulundugundan gebe hayvanlarin reprodiiktif sistemine
afinitesi vardir ve buralarda bol miktarda lirer. Fotusa ait korionik villi epitellerinde
iireyen etken villileri yag dejenerasyonu ve nekroza ugratir. Zamanla fotal-maternal
baglant1 gevser, sonugta yavru atimi meydana gelir. Ayni1 zamanda etken meme bezlerine
de ulasir ve intermitent olarak siitle atilir. Bulasma gebelik doneminden dnce meydana
gelmis ise, hayvan gebe kaldiginda etken lokalize oldugu organlardan (karaciger, dalak,
supramamal lenf yumrulari, kemik 1lig1) kan yoluyla yine uterusa ve meme bezlerine
ulasir. Ayni sekilde abort ve siitle sagilim meydana gelir. Bazen yavru 6liir ve mumufiye
olarak igeride kalir. Bazen de yavru atimindan sonra plasenta atilmayip iceride kalabilir,
bu durumda sekunder infeksiyonlar ve septisemi meydana gelir. Bulagsma gebeligin ileri
donemlerinde olusmus ise abort yerine normal dogum olur ve bakteri sag¢ilimi normal
dogum sonrasi da goriiliir. Dogan yavru infekte ve zayiftir. B. abortus bogalarda da testis,
epididimis ve seminal vesikiillerde yang1 meydana getirir. Eritritol sigir, koyun, kegi ve
domuzda plasenta, meme bezleri ve epididimiste bol miktarda bulundugundan bu organlar
brusellalarin hedef organlaridir (3).

Gebe olan koyunlar kuzulara oranla infeksiyona daha duyarhdirlar ve kontamine
plasenta ve fetus ile temaslarinin ardindan infeksiyona ¢ok ¢abuk yakalanirlar. Gebe
hayvanlarmn infeksiyonu genellikle yavru atma ile sonug¢lanir. Koyunlarda infeksiyon
kendini sinirlayici karakterde olup, infekte hayvanlar kisa zamanda hastaliktan
kurtulabilirler ve nadiren ikinci kez yavru atarlar. Kegiler infeksiyona koyunlardan daha
duyarhdirlar ve baz1 durumlarda infeksiyon yillarca persistent olarak kalabilir.
Organizmanin vaginal yolla atilmas1 kegilerde 2-3 ay, koyunlarda ise 3 hafta kadar
siirmektedir (62). Siit verimindeki azalma da sigirlara oranla daha fazla olmaktadir. Ancak

koyun ve kecilerde infertilite oran1 sigirlara oranla daha diisiiktiir (71, 74).
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Brusellozisin en belirgin klinik bulgusu disilerde gebeligin son donemindeki atiklar
ve erkeklerde orsitis ve epididimitistir. Kronik infeksiyonlara sahip olan hayvanlar ile
infekte anadan dogmus ve goriiniiste saglikli olan klinik semptom gostermeyen infekte
yavrular, siiriide hastaligin devaminda 6nemlidir (15, 46). Aborttan farkli olarak
kondiisyonda diisme, mastitis, topallik gibi semptomlar da koyunlarda ve kecilerde rapor
edilmistir, ancak dogal infeksiyonlarda nadir olarak bu semptomlar gozlenir. Hayvan
seksiiel yonden olgun degilse infeksiyona duyarlilik diistiktiir ve hastalik bu devrede klinik
olarak sekillenmez (75).

Brusellozis, insanlarda viicuttaki tiim organlari tutabildiginden ¢ok cesitli klinik
tablolara yol agmaktadir. Hastalar en sik ates yiiksekligi, halsizlik, terleme, eklem agrilari,
yakinmalariyla bagvurmaktadirlar. Tirkiye’deki olgular klinik bulgular yoniinden
incelendiginde, ates yiiksekligi (% 80-100), hepatomegali (% 20-40), splenomegali (% 20-
40), lenfadenopati (% 10-20), artrit (% 20-60) gozlendigi gastrointestinal (% 70), kas-
iskelet (% 20-85), genitoiiriner (% 4-20), santral sinir sistemi (< % 5), kardiyovaskiiler
sistem (< % 2) bulgular1 saptandig1 goriilmektedir (81-84). Insanda ve hayvanlarda abortif
etkinin farklilig1 birkag faktore bagl olabilir. Birincisi, insan plasentasinda eritritol
bulunmamasidir. Eritritol brusellanin {iremesini arttirici etki gésteren ve besleyici olan bir
karbonhidrattir. Koyun, keci, sigir ve domuzda bulunur. Ikincisi, insan amniyotik
swvisinda brusella bakterisini inhibe eden bir aktivitenin bulunmasidir (76, 77).

Otopside kotiledonlarin ortasi boz sar1 renkte nekroze olmus ve ¢evreleri koyu
kirmizidir. Uterus mukozasi siskincedir. Atik yavruda milier nekrozlar ve hepatitis
tablosu goriiliir, gebe olmayan koyun uterusunun ise duvari kalinlagmis mukozas1 kabarik
ve yer yer kirmizi benek ve mukoz eksudatla kaplidir. Mastitis olgularinda memenin
kesitinde i¢i nekrotik kitlelerle dolu lezyonlar goriiliir, bunlarin boyutlar1 bezelyeden ceviz
biiytikliigline kadar degisir. Epididimisde nekroz odaklar1 vardir. Testisler 2-3 misli
biliylimiglerdir. Lenf yumrularinda biiytime goriiliir (33).

Brusellozis infeksiyonunu meydana getiren etkenler intraselliiler
mikroorganizmalardir. Brusella etkenlerinin 16kositler tarafindan yakalanmalari
sonucunda, bakterilerin bu hiicreler tarafindan sindirilmeleri her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bu durum alinan susun miktarina, virulensine bagli olarak degismekle
beraber, antikorlarin varliginda fagositozis islemi daha kolay olmaktadir. Deneysel olarak
gerceklestirilen bruselloziste makrofaj aktivasyonu infeksiyonun erken déneminde olur ve
bu durum infeksiyonun 3. giiniinde spesifik selliiler immun yanit olarak tesbit edilir. Bu

arada T-lenfositler makrofajlarin bakterisidal kapasitelerini ve proliferasyonunu arttirarak
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etkili olurlar. Makrofajlarin aktivasyonu 14. giinde maksimal diizeye ulasir. Gecikmis
tipte hipersensitivite ve y interferon olusumu da hiicresel immunite kapsaminda
sekillenmektedir. Makrofajlari aktivasyonu sonraki aylarda devam eder ancak
bakterisidal etki giderek azalir. Kronik formlu bruselloziste yardimci T-lenfositlere oranla
T-supresor hiicre sayisinda artma tesbit edilmektedir. Bruselloziste infeksiyondan
korunma esas olarak hiicresel immunite ile olmasina ragmen antikor iiretimi de olur. Yeni
infekte hayvanlarda atik yaptiktan sonraki 1-3 hafta i¢inde antikor tesbiti yapilamayabilir.
Bu nedenle atik sonrasi serolojik teshis amaci ile kan serumu atiktan 2- 3 hafta sonra
almmalidir. Brusella etkenleri ile infekte olan konakg1 bakteri hiicre duvar1 antijenlerine
bagli olarak IgA, IgM, IgG, IgE olmak iizere gesitli antikorlar olustururlar. Infeksiyondan
hemen sonra IgM’ler olusur, bunu takiben IgG antikorlar1 olugsmaya baglar. Brusellozisin
akut formunda IgM antikorlar1 dominanttir. Bu durum 4 hafta kadar siirer. Daha sonra
IgG’ler artmaya baslar. Infeksiyon kronik forma déniistiigiinde IgG antikorlar1 dominanttir
tekrar brusella etkenleri ile karsilasilirsa az miktarda IgM’ler goriilebilir (14, 78-80). Bazi
kronik vakalarda ise hayvanlarda zayif aglutinasyon veren, ayrica serumda bulunabilecek
IgM antikorlarmin etkin aglutinasyon 6zelligini maskeleyen yiiksek IgGl1 titreleri
bulunabilir (78-80). Asili hayvanlarin serumunda ilk belirlenen antikorlar, agilamadan 5
glin sonra ortaya ¢ikan, 13-20. giinde maksimum diizeye ulasan [gM’lerdir. 1gG’ler ise
daha sonra (13-21 giin) ortaya ¢ikar ve asilamadan sonraki 28-42. giin de en iist diizeye
ulagir (81). IgM titresi zamanla diiser ve dominant olarak IgG kalir. Konjunktiva yoluyla
virulent B. abortus inokule edilen hayvanlarda antikor {iretimi siiresi degismektedir.
Bunlarda IgG titreleri inokulasyondan 25-45 giin sonra IgM titrelerini agmakta ve 63-84
giin boyunca yaygin antikor tipi olarak kalmaktadir (79, 82). Brusella ile infekte olan ve
olmayan hayvanlar1 ayirmak i¢in yapilan ¢calismalarda S19 ile asili hayvanlarin
serumlarindaki IgM, IgG1, IgG2 antikorlarinin dagilimmin B. abortus ile infekte
olanlarinkinden farkli oldugu tesbit edilmistir. Infekte hayvanlarin serumlarinda en fazla
IgG1 smifi antikorlar bulunurken, S19 ile asilanan sig1r ve buzagilarin serumunda olusan
antikorlarm biiylik cogunlugu IgM ve IgG1 smifina aittir. [gG2’ler ise daha az miktarlarda
bulunmaktadir (80).

Brusellozisin teshisinde direkt ve indirekt (serolojik testler, vb) tan1 metodlari
kullanilmaktadir. Direkt tan1 bakteriyolojik ve molekiiler tan1 olmak {izere iki kisma
ayrilir. Hastaligin kesin teshisi etken izolasyonu ve identifikasyonuna baghdir. izole
edilen suslarin cins diizeyinde identifikasyonlari koloni ve bireysel morfolojilerinin

incelenmesi yanisira polivalan (A+M) antiserumu ile agliitinasyon, akriflavin ile
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agliitinasyon ve katalaz, oksidaz, iireaz gibi biyokimyasal testler ile yapilir. Tiir ve biyotip
diizeyinde identifikasyon i¢in ise faj lizis testleri, CO, gereksinimi, H,S iiretimi, boyali,
antibiyotikli besiyerinde liremeleri ve A ve M monospesifik antiserumlarla agliitinasyon
gibi testler uygulanmaktadir (32). Izole edilen suslarm tiir ve biyotip tanisinda kiiltiiriin
koloni morfolojisi son derece 6nemlidir. Her zaman non-smooth koloni yapisina sahip B.
ovis ve B. canis diginda diger tiirler taze olarak izole edildiklerinde genellikle smooth
koloni yapisina sahiptir. Non-smooth kiiltiirleri monospesifik A ve M serumlar1 ve smooth
brusella fajlari ile tiplendirmek miimkiin olmadigindan, tiplendirme i¢in smooth koloniler
secilmesi gerekmektedir. Brucella spp.’nin tip tayininde kiiltiiriin koloni morfolojisi
onemli oldugundan koloniler 45°C ag1 ile oblik 1s1kta stereoskopik mikroskopta
incelenirler. Brusella cinsi mikroorganizmalarda dissosiyasyon degisik metotlarla
saptanmaktadir. Bunlardan en basit olan1 % 0.1’lik akriflavin solusyonunda kolonilerin
emulsifiye edilmeleridir. Smooth koloniler homojen bir emulsiyon gosterirlerken, Rough
koloniler derhal agliitine olurlar. Bir diger metot da kolonilerin kristal viole boya
solusyonu ile boyanmalaridir. Smooth koloniler bu metotla boya almazken Rough
koloniler kirmizi ve morun degisik niianslari ile boyanirlar ve kolonilerin yiizeyinde radial
catlaklar goriiniir (32). As1 suslarinin saha suslarindan ayriminda gesitli testler
kullanilmaktadir. B. melitensis Rev.1 as1 susu, saha susundan daha yavas tiremeleri, daha
kii¢iik koloniler meydana getirmeleri ve streptomisine diren¢li olmalari ile ayrilir (79). B.
melitensis Rev.1 as1susu, 20 pg/ml bazik fuksin ve tiyoninde tirememesi, 2.5 pg/ml
streptomisin konsantrasyonunda iiremesi ile saha suslarindan ayrilmaktadir B. abortus S19
as1 susu virulent saha susundan CO,’e bagimli olmamasi, 2 pg/ml tiyonin mavisi, 1 mg/ml
i-eritritol ve 5 TU /ml penisilin’de inhibe olmasi ile ayrilir (32, 83-85).

Brusella tiirleri arasinda yiiksek DNA homolojisine ragmen molekiiler tekniklerin
kullanildig1 gelismis tiplendirme metodlar1 yaygmlasmistir (86). Pulsed field gel
electrophresis (PFGE) (87), Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Repititive
extragenic polindromic-polymerase chain reaction (REP-PCR) (88) ve Randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) teknikleri basariyla kullanilmaktadir. RAPD teknigi
herhangi bir DNA sekans bilgisi gerektirmemektedir ve teknige pratiklik, uygulamada
kolaylik kazandirmaktadir (89).

Infekte hayvandan etken izolasyonu uzun zaman almaktadir ve ok sayida hayvan
s0z konusu oldugunda kiiltiirel muayenelerle infekte hayvanlar1 saptamak saha ve
laboratuvar personeli i¢in pratik degildir. Bu ylizden hastaligin kontrol ve eradikasyon

programlarinda teshis serolojik testlerle reaktdrlerin saptanmasi esasima dayandirilmistir
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(14, 32). Brusellozisin indirekt teshisinde Rose Bengal Test (RBT), Yavas Tiip
Agliitinasyon Testi (SAT), Komplement Fikzasyon Testi (CFT), mukusla yapilan
aglutinasyon, sperma ile yapilan aglutinasyon, Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Fluoresans Polarizasyon Teknigi (FPA) gibi serolojik yontemler kullanilmaktadir
(14, 19, 32). Bu testlerden bazilarinda kros reaksiyonlar (22, 90-92) ve nonspesifik
antikorlar yanlig sonucglar alinmasina neden olmaktadir (93). Uluslararasi: standartlara gore
bu testlerden RBT’in tarama testi olarak, CFT’in ise standart konfirmasyon testi olarak
kullanilmas1 onerilmistir (14, 15, 19). Ancak her bir testin farkli immunglobulinleri ortaya
koymas1 ve yanlis pozitifliklerin goriilmesi, kronik ve aktif infekte hayvanlarin serolojik
testlere diizensiz yanit verebilmesi ve inkubasyon devresinde serolojik yanitin
olugsmamasi, as1 ve dogal infeksiyon sonucu olusan bagisikligin karigmasi gibi
olumsuzluklardan dolay1 brucellozisin serolojik tanisinda en az iki testin birlikte yapilarak,
sonuglarin degerlendirmesi tavsiye edilmektedir (14, 32, 90). B. abortus, B. melitensis ve
B. suis tiirlerinde smooth LPS molekiiliinde ortak epitoplar bulunmasi nedeniyle, bu
etkenlere kars1 olusan antikorlarin tespit edilmesinde kullanilan serolojik testlerde B.
abortus antijeni ortak olarak kullanilmaktadir (20).

Rose bengal testte rose bengal ile boyanmis ve genellikle 3.65+ 0.05 gibi diisiik
PH’ya ayarlanmis antijen kullanilir (94). Bu asidite, serumdaki [gM’lerin aktivitesini
onleyerek I1gG’lerin 6zellikle IgG 1 lerin reaksiyona katilmasina yardimei olur (19, 94).

Serum tiip agliitinasyonda tampon solusyon olarak kullanilan fizyolojik tuzlu suyun
sigir serumlar1 icin % 0.85°lig1, koyun ve ke¢i serumlar1 i¢in yiiksek konsantrasyonda
bulunan ve aglutine olmayan IgGl yiiziinden olusan prozonu 6nlemek i¢in % 5°1igi
kullanilmaktadir (95, 96). SAT’de notral veya hafif diisiik pH’da aktif olan aglutininlerin
en 6nemli kismini IgM izotipi teskil eder (14).

Komplement fikzasyon testinde rol oynayan antikorlar IgG1’lerdir. IgG2‘lerin
kobay komplementini fikze edici 6zelligi olmadigindan testte etkinligi yoktur.
Inaktivasyon derecesinden dolay1 IgM’lerin etkinligi azdir. Serumun inaktivasyon derecesi
yiikseldikce (65°C) IgM inaktive olur (32). CFT’de inaktif komplement i¢in serumlarin 1s1
islemine tabii tutulmasi zorunludur ve ¢ok zaman alir ¢ok fazla sayida kontroliin
kullanilmas1 zorunlulugundan dolay1 reagantlarin test i¢in siirekli titre edilmesini gerektirir
ve uzmanlagmig personele ihtiya¢ vardir (19). Bunlara ek olarak antikomplementer
reaksiyon gosteren serum CFT ile test edilemez ve yiiksek titrede antikorlu serum prozon

fenomeni yliziinden negatif sonuglar iiretebilir (95).
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Gentis Olciide dogrulama testi olarak kullanilmasma ragmen CFT oldukc¢a karmasik,
uygulamasi ve testte kullanilan reagentlerin standardizasyonu bir hayli zor ve iyi bir
laboratuvar alt yapis1 gerektiren serolojik bir testtir. Ayrica her 6rnegin bir seri
dilusyonunun test edilmesi gerekmektedir. Sayisiz varyasyonlari olan CFT’in en sik
kullanilan sekli mikrotiter seklidir. CFT oldukga spesifik bir test olmasina ragmen diger
biitlin serolojik testlerde oldugu gibi asili hayvanlarda yanlis pozitif sonug aliabilir.
Ayrica kotii kalite serumlar (hemolitik ve antikomlementer etkili) CFT testi icin uygun
degildir (19, 96).

Fluoresan polarizasyon testi kiigiik solubl ve floresans isaretlenmis bir antijen ile
antikorlarm birlesme reaksiyonudur. Diisiik oranda depolarize 151k gerektirir (97). Testin
mekanizmasi soliisyondaki molekiillerin rastlantisal rotasyonuna baghdir. Molekiiler ebat
rotasyonun oranini etkileyen ana faktordiir ve molekiiler ebat ile rotasyon arasinda ters
orant1 bulunmaktadir. FPA’da kii¢lik molekiiler agirliktaki antijen (22 kD) fluorokromla
belirlenerek seruma yada farkli bir akiskana eklenmistir. Antikorun varligini test etmek
icin isaretlenmis antijene olan ek, rotasyon hizini diismesine neden olmaktadir. Bu
diismede 6l¢iilebilmektedir. Brusellozisin teshisi i¢in B. abortus’ un O-polisakkarit’in
kiigiik molekiiler agirlikli parcasi (22kD) FITC ile isaretlenerek antijen olarak
kullanilmaktadir. Bu antijen dilue edilmis seruma yada tiim kana eklenerek antikor igerigi
bir fluoresan polimerizasyon analizer: ile kullanilarak 2 dakika i¢inde sonug elde
edilebilmektedir. FPA, sigir ve domuzlarda brusellozisin teshisinde OIE ‘nin 6nerdigi bir
testtir. Laboratuvar ortaminda veya sahada uygulanabilir, gabuk sonu¢ veren bir testtir
(14).

Koyun ve kecilerde goriilen smooth brusella infeksiyonlarinin teshisi i¢in en yaygin
kullanilan Buffered Brucella Antigen Tests (BBAT) ve CFT’dir. Koyun ve kegilerde bu
iki test sonuclar1 arasinda celigkiler goriilmektedir. Tamamaiyla brusellozisten eradike
edilmemis bdlgelerde kontrolii arttirabilmek i¢in iki testin sonuglar1 karsilastirilmalidir.
Eradikasyon programlarinda BBAT ve CFT’in (pratiklik ve ekonomik nedenlerden dolay1)
birlikte kullanilamadig1 durumlarda BBAT nin sensitivitesinin arttirilmasi i¢in testte 75 pl
serum, 25 pul antijen kullanilmasiyla yapilan basit modifikasyon BBAT nin sensitivitesini
arttirarak CFT sonuglar ile uyumsuzlugu minumuma indirmektedir (14).

Cesitli antijenler kullanilarak uygulanan, 6zelliklede smooth-lipopolisakkarid (s-
LPS) antijen olarak kullanildiginda Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (I-
ELISA) ve Competitive- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA) testleri koyun
ve kecilerde BBAT ve CFT’ine gore daha yiiksek sensitiviteye sahiptir (14).
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Kompetitif-ELISA’da antijenle kapli mikropleytte test edilecek serum ile
monoklonal antikor (Mab) ilave edilerek serumda bulunan antikorlar ile Mab’nin
yarigmasi, antijen-antikor kompleksine enzimle isaretli anti-mause antikorlarmnin
baglanmasi1 ve reaksiyonun substrat ilavesi ile renklendirilmesi esasina dayanmaktadir.
Test edilen serumda antikor varliginda reaksiyon renksizdir. Antikor yoklugunda ise
renklenme sekillenir. Reaksiyonun optikal dansitesi dl¢iilerek pozitiflik degerlendirilir.
Kompetitif-ELISA’da OPS (oligopolisakkarit) i¢in spesifik monoklonal antikorlar
kullanildigindan C-ELISA’nin I- ELISA ya goére daha spesifik oldugu bildirilmistir (24,
96).

Kii¢iik ruminantlarda, Brucellin alerjik deri testi asisiz siiriilerde, purifiye
lipopolisakkarit kullanilmadan standart antijen hazirlanmas: sartiyla tarama testi olarak
kullanilabilmektedir. Sonuclar uygulama tarihi serolojik ve kiiltiirel sinama sonuglariyla
birlikte degerlendirilmelidir (14).

Tiirkiye’de brucellozis miicadele projesi ile 1984 de baslayan 26 yillik Eradikasyon
Plan1 kapsaminda, 4-8 aylik biitiin disi si@irlarin B. abortus S-19 susu ile asilanmasi, 3-8
aylik kuzu ve oglaklarin B. melitensis Rev.1 susu ile asilanmas1 bolgelere gore asamali
olarak baslatilmistir. 1989 yilindaki caligmada prevalans sigirlarda % 3.56, koyunlarda %
1.26, 1990 yilinda prevalans sigirlarda % 1.2, koyunlarda % 2.08, 1991 yilinda yapilan
sero-surveyde ise sigirlarda % 1.01, koyunlarda % 1.83 olarak tespit edilmistir (4-6). 1999
sonunda prevalans sigirlarda % 1.43, koyunlarda % 1.97 olarak bulunmustur (7).
Tiirkiye’de brusellozise karsi kullanilan agilar Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii’nde tiretilmektedir. Sigirlarda S19 asisi, B. abortus S19 susundan hazirlanan
canli, attenue, liyofilize bir asidir. B. abortus S19, sigirlarda B. abortus infeksiyonuna, B.
melitensis Rev 1 de koyun ve kecilerde B. melitensis ve B. ovis infeksiyonuna kars1 koruma
saglamaktadirlar. Koyun ve kecilerde B. melitensis Rev.1 asis1 B. melitensis biyotip 1’den
hazirlanan canli, attenue, liyofilize bir agidir ve her bir doz as1 1-3x10° mikroorganizma
icermektedir. 2009 yilinda yapilan degisiklikle as1 3-6 aylik disi ve erkek, kuzu ve
oglaklara 1 ml subkutan yolla uygulanmaktadir. B. melitensis Rev.1 Ergin asisi, her bir
doz as1 5-10x10* mikroorganizma i¢ermektedir. Brusella ile infekte oldugu laboratuvar
raporu ile tespit edilen ve atiklarin seyrettigi siiriilerde gebelik donemine bakilmaksizin
tiim ergin disi hayvanlar hemen Ergin Rev 1 asisi ile asilanir. Ikinci y1l asinin daha
giivenli bir donem olan gebeligin son ay1 veya laktasyon doneminde yapilmasi

onerilmektedir (98, 99).

19



Her ne kadar iilkemizde halen subkutan asilama yapilmakta ise de asidan
kaynaklanan uzun siiren sero-pozitiflik nedeniyle subkutan asilama OIE tarafindan
eradikasyon programlari i¢in tavsiye edilmemektedir (14). Diger yandan, B. melitensis
Rev 1 asis1 konjuktival uygulandiginda uzun siiren antikor yanitina neden olmadigidan
kombine olmus eradikasyon programlarinin uygulanmasini kolaylastirmaktadir. Koyunlar
gebe iken tam doz yada azaltilmis doz B. melitensis Rev 1 asisi ile asilandiklarinda abort
ve siitle etken digar1 atilmaktadir. Bu nedenle yetiskin hayvanlar ¢iftlesmeden once veya
gebeliklerinin son ay1 boyunca tam doz konjuktival asilamayla asilandiklarinda bahsedilen
yan etkiler azalmaktadir. Eger siiriiniin agilanmasi brusellozisi kontrol etmedeki tek arag
ise hayvanlarin gebe olmadiklar1 donemde yada kuzulama doneminde konjuktival yolla B.
melitensis Rev 1 agis1 6nerilmektedir (14, 99).

Inaktif as1 ¢alismalarinda geng ve ergin koyun ve keciler icin B. melitensis-H38 ve
benzerleri bakterilerden hazirlanan asilardan yeterli immiinite elde edilememistir. B.
melitensis H38 asis1; smooth formunda ve formaldehit ile inaktive edilerek mineral yag
adjuvantli formda hazirlanmistir. Brusellozis nedenli abortlara karsi koruma saglamasina
ragmen istenmeyen lokal reaksiyonlar meydana gelmistir. Canli attenue B. melitensis
Rev.1 agis1 ile karsilastirildiginda ise yetersiz immiinite meydana geldigi ve rapel
uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (100, 101).

B. abortus S19 agilamasi1 sonucu meydana gelen aglutine edici antikorlarin kan
serumunda uzun siire bulunmalarindan dolayi, alternatif asi1 ¢alismalar1 B. abortus S19
asis1 icin de yapilmistir. B. abortus 45/20 susu sahadan izole edilmis ve kobayda yapilan
20 pasaj sonunda R formuna cevrilmistir. Fakat yapilan denemelerde S formuna donme
egiliminde olmas1 ve stabil kalmadigindan saha uygulamalarinda tercih edilmemektedir
(102-104). Canli attenue, smooth B. suis (S2) asis1, aglutinojen olmayan asidir. Cin’de,
hayvanlarin agilanmasinda kullanilmistir. B. suis (S2) asisi, B. suis biyotipl ile ortak
ozellik gosteren bir sustan hazirlanan attenue bir asidir koyun ve kegilerin igme suyu ile
asilanmasina da olanak saglamaktadir. Sigirlara ve gebe koyunlara yapilan agilamalarin
sonucunda iy1 bir korunma saglandig1 belirtilmistir (105). B. abortus RB51 asis1 B.
abortus biyotip 1’in rifamisine direng¢li mutant tiiriidiir. Aglutinojen olmayan bir asidir.
Uygulayanlar agisindan tehlikeli degildir. Infeksiyonlarda teshisin dogru konulmasi gibi
yararlar1 vardir. RB51 asis1 koglarda B. ovis’e karsi koruma saglayamazken, B. melitensis
ve B. suis’in rough suslariyla yeni asi1 alternatifleri aranmaktadir (101). B. abortus RB51
ve rfbK asilari ile kegiler iizerindeki yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar bulundugu

bildirilmistir (106, 107). B. abortus RBS51 asis1 ile koyunlar tizerinde yapilan ¢alismada
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tek doz agilama yapilmasi durumunda yeterli immunite meydana getirmedigi daha fazla
saha caligmasi gerektigi bildirilmektedir (108). B. abortus RB51 asisi ile kegiler tizerinde
yapilan ¢alismada B. melitensis infeksiyonuna kars1 korudugu fakat bir agilama programi
ile deneme c¢aligmasi yapilmasi gerektigi ortaya konulmustur (106). B. melitensis 16M ve
B. suis (biyotip 4 ) rough mutant tiirleri olan VTRM1 ve VTRS1 asilar1 ile yapilan
calismada B. abortus RB51 asisina gore daha fazla immunite verdigi bildirilmistir (109).
DNA agilart ile intraselliiler patojen olan brusellaya kars1 immiinitenin sinirli oranda da
olsa saglandigi bildirilmistir. L7/L12 DNA asilarinin da Brucella spp.’ye karsi etkinliginin
denenmekte oldugu bilinmektedir. HSP 62 geninin, tiim Brucella tiirlerine kars1 koruyucu
etkili oldugu saptanmistir (110). B. melitensis Rev 1 as1 susu geng hayvanlarda subkutan
yolla tam doz halinde uygulandiginda agliitinasyon testinde uzun stireli serolojik tepki
olusturmaktadir. Bu durum B. abortus S19 as1 susunda da goriilmektedir. Serolojik
testlerde saha suglari ile as1 suslar1 arasinda infeksiyon ile agilama antikorlarini ayiran
testler gelistirilmektedir (14, 19, 20, 65).

Ulkemizde brusellozis ile miicadele ydnetmeligi 03.04.2009 tarih ve 27189 sayili
Resmi Gazetede yaymlanan yeni yonetmelige gore degistirilmistir. Bu yonetmelige gore
isletmeler siniflara ayrilmistir. M1 Tipi koyun ve kegi siiriisii: Onceki klinik ve asilama
gecmisi ile serolojik durumu bilinmeyen stiriiyii ifade etmektedir. M2 Tipi koyun ve kegi
siiriisii: Onceki klinik ve asilama gegmisi ile serolojik durumu bilinen (Rose Bengal
testinin koyun veya kegci siiriilerinde resmi olarak brusellozisten ari ve brusellozisten arilik
statiisiiniin elde edilmesinde izleme testi olarak kullanildigi) ve isletmenin M3 tipi ya da
M4 tipi koyun ve keci siiriisii statiisiine getirilmesinin amaclandigi, rutin izleme testlerinin
yapildig1 siirii olarak tanimlanmistir. M3 Tipi koyun ve kegi siiriisii: brusellozise duyarl
hayvanlarda en az son 12 aydir brusellozisin klinik belirtilerini géstermemis olmali ve en
az iki y1l 6nce geng B. melitensis Rev—1 asisi ile ya da bakanlik tarafindan tespit edilen
prosediire uygun olarak onaylanmis baska bir as1 ile asilanmis hayvanlarin disinda
asilanmis hi¢bir koyun ve keci bulunmamalidir. Alt1 ayin tizerindeki biitiin koyun ve
keciler, alt1 ay ya da daha fazla aralikla yapilan RBT ve CFT in sonuglar1 negatif sonug
vermelidir. Siirlide, yalnizca siirtide dogmus olan koyun ve kegiler bulunmali ya da resmi
olarak brusellozisten ari siirlilerden gelen koyun ve kegilerden olugsmalidir. M4 Tipi koyun
ve kegi siiriisii: Brusellozise duyarli biitiin hayvanlarda en az son oniki aydir brusellozisin
klinik belirtileri goriilmemis olmalidir. En az iki y1l once geng B. melitensis Rev—1 asisi
ile ya da Bakanlik tarafindan tespit edilen prosediire uygun olarak onaylanmis baska bir as1

ile asilanmig hayvanlarin disinda asilanmis hi¢cbir koyun ve keci bulunmamalidir. Alt1 ayin
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iizerindeki biitiin koyun ve kegiler, alt1 ay ya da daha fazla aralikla yapilan RBT ve CFT’1
sonuglar1 negatif sonug¢ vermelidir. Stiriide, yalnizca siirlide dogmus olan koyun ve kegiler
bulunmali ya da resmi olarak brusellozisten ari siiriilerden gelen koyun ve kegilerden
olugsmalidir. Siirli B. melitensis Rev—1 asisiz hayvanlardan olusmalidir. Bu 6zellikteki
stirii M4 Tipi koyun ve kegi siirlisii olarak tanimlanmaktadir (111).

2009 yilinda yaymnlanan Hayvan Hastaliklar1 ve Zararlilar1 ile Miicadele
Programinda asilama konusunda degisiklikler yapilmistir. Onceki yillarda sigir
brusellozisi hastaligi ¢ikan bolgede infekte siirtideki hayvanlara Ergin S-19 asisi
uygulanirken yeni programa gore, sigir brusellozisi hastaligi ¢ikan bolgedeki 3-6 aylik disi
danalarmn tiimiine hastalik ¢ikis aninda ve takip edecek 5 yil boyunca geng S-19 asis1
yapilmasi, Ergin S-19 asis1 uygulamalarinin bakanlik brusellozis miicadele programindan
cikarilmasi onerilmistir. Rutin olarak 3-6 aylik disi ve erkek kuzu ve oglaklarin Geng Rev-
1 asis1 ile agilanmasi ve koyunlarda son 5 yilda hastalik ¢ikan yerlerde 3-6 aylik disi-erkek
kuzu ve oglaklara hastalik ¢ikis aninda ve takip edecek 5 yil boyunca Geng Rev-1 asisi
yapilmasi Onerilmistir. Ergin Rev-1 asisimin kullanimi, yalnizca hastalik ¢ikisina bagl

olarak, hastalik ¢ikan siirtide uygulanmasi ile sinirlandirilmistir (98).
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GEREC VE YONTEM

GEREC

Saha Ornekleri
Atik Fetus Materyali
Bursa ili ve ilgelerindeki koyunculuk isletmelerinde atik yapan koyunlardan Bursa
Tarim 11 Miidiirliigii’ne getirilen toplam 110 adet aborte fetusa ait fotal akciger, karaciger,

bobrek, dalak ve kalp ile abomasum igerigi Brucella spp. izolasyonu amact ile kullanildi.
Serum Ornekleri
Aborttan 21 giin sonra 110 adet koyundan kan alindi, serumlar1 ¢ikarildi ve

serolojik testlerde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Standart Brucella suslar

B. abortus biyotip 1 544 (NCTC 10093)
B. abortus biyotip 2 86/8/59 (NCTC 10501)
B .melitensis biyotip 1 16 M (NCTC 10094)
B. melitensis biyotip 2 63/9 (NCTC 1058)

B. melitensis biyotip 3 Ether (NCTC 10505)
B. suis biyotip 1 1330 (NCTC 10316)
B. ovis 63 /290 (NCTC 10512)
B. canis RM6 / 66 (NCTC 10854)

Standart Brucella suslar1 Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden

saglandu.

Brucella Fajlan
Tblisi Faj1 ve R/ C Fajlari, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden

saglandu.

Brucella Antiserumlan
A+M Brucella polivalan serumu

Brucella monospesifik Ave M antiserumlari
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Brucella Rough (R) antiserumu, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma

Enstitiisii’'nden saglandi.

Besiyerleri

SDA (Serum Dekstroz Agar)

Tryptone Soy Agar (Oxoid- CM 0131) hazirlandi, otoklavda sterilizasyonu
sonrasinda 56 °C’ye kadar sogutularak i¢ine % 10 oraninda steril buzag1 serumu
(Biochrom, United Kingdom) ve son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde steril dekstroz
(Merck-1.08337.0250) soliisyonu ilave edildi. Brucella spp. izolasyonu i¢in kullanildi
(32).

Brucella Selektif Besiyeri

Brucella Medium Base ( Oxoid, CM0169) i¢ine Brucella Selective Supplement
(Oxo1d-SR 083A) katilarak saha 6rneklerinden Brucella spp. izolasyonu i¢in kullanildi
(32).

Kanh Agar
Blood Agar Base No: 2 ( Oxoid, CM 0271) igine % 10 oraninda steril defibrine

koyun kani katilarak saha orneklerinden Brucella spp. izolasyonu i¢in kullanildi.

Gliserinli Brucella Broth (Sivi1 Gliserinli Besiyeri)
Brucella Broth ( Difco, No: 87576JC) i¢cine % 15 oraninda gliserin katilarak

Brucella spp. izolatlarmin saklanmasinda kullanildi.

Ure Besiyeri

Christensen Medium

Pepton lg
NaCl S5g.
KH,PO, 2g.
Fenol Red 0,012 g.
Dekstroz lg
Agar 20 g.
Distile su 1000 ml.
pH 6,8

24



Agar distile suda eritildi, ph 6.8’e ayarlandi ve tiiplere 5’er ml dagitildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edildi. Daha sonra tiipler 45°C ye sogutularak iclerine
filtrasyonla steril edilmis (45 um por ¢apl filtrelerden ) % 20’lik {ire soliisyonundan 0,5
ml. ilave edilerek % 2’lik iire konsantrasyonu saglandi. Tiipler 45° egimde tutularak

besiyerinin yatik olarak katilagmasi saglandi (32).

Boya iceren Besiyerleri

Tiyonin’li besiyeri

Tiyonin (Sigma T- 3387)’in distile suda % 0.2’ lik stok soliisyonu koyu renkli
siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1
saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ye kadar sogutuldu. i¢ine son konsantrasyonu % 10 olacak sekilde steril buzagi serumu
(Biochrom) katildi. Besiyeri i¢ine tiyoninin stok soliisyonundan 5 ml (% 0.5) eklenerek
1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen karigimlar petri kutularina

dokiildii (32).

Bazik Fuksin’li Besiyeri

Bazik Fuksin (Sigma / Aldrich B-0904) ’in distile suda % 0.2’lik stok soliisyonu
koyu renkli siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla
kaynayan suda 1 saat boyunca bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak
otoklavda sterilize edildi ve 56 °C’ ye kadar sogutuldu ve i¢ine son konsantrasyonu % 5-
10 olacak sekilde steril buzagi serumu (Biochrom) katildi. Besiyeri i¢ine bazik fuksinin
stok soliisyonundan 5 ml (% 0.5) ilave edilerek 1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi.

Elde edilen homojen karigimlar petri kutularma dokiildii (32).

Safranin-O’lu Besiyeri

Safranin O (Sigma S 2255)’ nun distile suda % 0.5’lik stok soliisyonu koyu renkli
siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1
saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ ye kadar sogutuldu ardindan i¢ine son konsantrasyonu % 10 olacak sekilde steril
buzagi serumu (Biochrom) katildi. SDA besiyerine Safranin-O stok soliisyonundan 10 ml
(% 0.5) ilave edilerek 1/10.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen
karisimlar petri kutularina dokiildii (32).
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Antibiyotik Iceren Besiyerleri

Streptomisinli Besiyeri
Streptomisin (Sigma S 6501) SDA besiyeri bilesimine son konsantrasyonu 2.5
pg/ml olacak bigimde katilarak hazirlandi (32).

Penisilinli Besiyeri
Penisilin (Benzylpenicillin 1.000.000, PEN-B, Sigma) SDA besiyeri bilesimine son
konsantrasyonu 5 IU/ml olacak bigimde katilarak hazirlandi (32).

I-eritritol’lii Besiyeri
I-erithritol (Sigma E-7500, meso-erihritol, 25 gr,) SDA besiyeri bilesimine son

konsantrasyonu 1mg/m1 olacak sekilde katilarak hazirlandi (32).

Soliisyonlar:
Peptonlu Tuzlu Su

Bakteri ve fajlarin hazirlanmas: ile tiim diliisyonlarda bu soliisyon kullanildi

Pepton ( Sigma- P6463) 10 gr.
Sodyum Klortir (NaCl) ( Merck- 1.06404.1000) 5 gr.
Distile su (pH 7.0-7.2) 1 1t.

Akriflavin Soliisyonu
Notral akriflavin (Euflavine, Sigma A 8126)’in distile suda 1/1000°lik soliisyonu

her test i¢in giinliik olarak hazirland:.

Biyokimyasal Testlerde Kullanilan Maddeler

Hidrojen Peroksit

% 3’liik Hidrojen peroksit, katalaz testi i¢cin kullanild1.

Oksidaz Cubuklan

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Oxoid

-BR64A) kullanilda.
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Antijenler:

Rose Bengal Pleyt Test Antijeni

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandi.

Komplement Fikzasyon Antijeni

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandi.

Kimyasal Maddeler
Veronal Buffer (Virion/serion Kat no: 2017-04/ bioMerieux, Ca-Mg- Veronal
Buffer KN: 72 171/ Oxoid, Barbitone CFT Diluent Tablets KN: BR0016) ve % 10’luk

sodyum sitrat soliisyonu komplement fikzasyon testinde kullanildi.

Pozitif ve Negatif kontrol serum

Ulusal Standart anti- Briicella Abortus Serum (USAbBS): 1 ml’sinde 1000
internasyonal Komplement Fikzasyon Unitesi (ICFTU) igermektedir. Liyofilize olan
serum 1 ml distile su ile ¢6ziindiiriildii. 1/5 oraninda veronal buffer ile diliie edildikten ve
su banyosunda 56°C de 30 dakika inaktive edildikten sonra CFT’inde kullanild.

Daha once test edilmis ve negatif oldugu tespit edilmis kan serimu, negatif kontrol

olarak CFT’inde kullanildi.

Komplement
Daha 6nceden alinmis kiiciik voliimler halinde -20 °C’lik deep-freezede saklanmis

kobay serumu CFT’inde komplement kaynagi olarak kullanildi.

Eritrosit siispansiyonu
Sodium sitrath (% 10) koyun kanindan hazirlandi. % 2 oraninda veronal buffer

diliient (VBD) ile sulandirildi.

Amboceptor (Hemolizin)

Hemolytic anti-koyun eritrosit serumu

BioMerieux, KAT: 72202

Institute Virion/Serion, KAT: 9002

Fa.Behring, Amboceptor 6000 for CFTKN: ORLC 25
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Competitive ELISA Kiti:
SVANOVIR® Brucella Ab-C-ELISA (Art. No: 10-2701-02), Svanova Biotech AB,
Uppsala, Sweeden kullanild1.

Cihazlar

Etiiv: Heraeus 37°C

Karbondioksitli Etiiv: Shel-Lab Model 2300, USA.

Stereomikroskop: Olympus SZ61, Binokiiler, USA.

Vorteks: IKA Vortex Tube Shaker, Model 312 12 24, GERMANY.
Ultraturraks: MICCRA D- 15, 1520 Watt, 8.800-33.600 rpm., GERMANY
Mikroskop: Nikon Alphaphot TS

ELISA Reader: Biotek ELx-808-1U- USA

Su banyosu: 37 °C ve 56°C (Wedingen W22)

Santrifiij (Heraus, Medifuge 1.0)

YONTEM

izolasyon Calismalan

Bakteriyoskopi:
Atik fetus aseptik sartlarda acgildiktan sonra fotal dokulardan yapilan stirme
preparatlar modifiye Ziehl-Neelsen teknigi ile boyandi. Mavi zemin tizerinde kirmizi

kokobasiller arandi.

Organ Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Aborte fetusa ait karaciger, dalak, akciger, kalp ve bobrek, kontaminasyonlari
onlemek amaciyla etanole batirilip atesten gecirildi. Organlar steril makas ve pens
yardimiyla 50 ml’lik steril santriflij siselerine kiiclik parcalar halinde aktarildi ve iizerine
10 katli steril FTS ilave edilerek ultraturraks yardimiyla homojenize edildi. Boylece

suspansiyon seklinde organ homojenati hazirlandi (32).

izolasyon
Organ homojenatlarin i¢ine steril svap daldirilarak Brucella Selektif Agar ve

Kanli Agar ylizeyine ekimler yapildi. Mide iceriginden yapilan ekimler i¢in abomasum
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duvari kizgm spatiille daglandi ve igerik steril enjektor yardimiyla ¢ekilerek Brucella
Selektif Agar ve Kanli Agar yiizeyine birka¢ damla birakildiktan sonra steril 6ze ile
yayilmasi saglandi. Hazirlanan homojenat ve mide icerikleri CO,’li ortam (% 10 ) ve
aerobik ortamda inkube edilmek amaciyla iki ayr1 besiyerine inokiile edildi. Her iki grup
da 37°C’lik etiivde, 3-8 giin inkube edildiler. Ayrica tiir ve biyotip tanisinda kontrol
amacli kullanilan standart suslarin da ekimleri SDA petrilerine yapildi ve en az 4 giin
CO,’li ortamda inkiibe edildiler. Tipik Brucella spp. morfolojisine sahip koloniler SDA’ya
ekilerek uygun kosullarda inkiibe edildi ve identifikasyonda kullamldi. izolatlarm tiir ve

biyotip tayinleri standart yontemlere gore yapildi (32).

Identifikasyon Yéntemleri

Cins diizeyinde Identifikasyon

Koloni Morfolojisi
Stipheli koloniler, koloni morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla 45°°lik oblik 151kta

stereomikroskopta incelendi (32).

Bireysel Morfoloji
Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri yiizeyinde gelisen kolonilerden Gram boyama
yapildi. Gram negatif, kokobasil goriiniimiinde olanlar Brucella spp. agisindan

degerlendirmeye alindi (32).

Polivalan Brucella Antiserumu ile Agliitinasyon
Stipheli kolonilere polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi
uygulandi. Polivalan antiserum ile agliitinasyon vermeyen Rough formundaki B. canis,

kontrol olarak kullanildi (32).

Akriflavin ile Agliitinasyon Ozelligi

Fizyolojik tuzlu su ile suspanse edilen izolatlardan birer damla temiz bir lam
iizerine aktarildi. Uzerine bir damla akriflavin soliisyonu konularak tahta bir cubukla
karistirildi. Reaksiyon sonuclar1 bir dakika i¢inde olusan agliitinasyon durumuna goére
okunarak degerlendirildi. Testte kontrol olarak Rough koloni yapis1 gésteren B. ovis

63/290 ve smooth koloni yapis1 gosteren B. melitensis 16 M kullanildi (32).
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Biyokimyasal Testler

Katalaz Testi

Temiz bir lam tizerine % 3’liikk Hidrojen Peroksit’ten 25ul konularak, taze kati
kiiltiirden alinan Brucella spp. kolonileri ile tahta cubuk yardimiyla karistirildi. Testte
kontrol olarak kullanilan katalaz negatif 6zellikte olan Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus susu kullanildi (32).

Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)
I¢inde iire besiyeri olan yatik tiiplere ekim yapildi. Besiyerinin sar1 olan renginin
pembeye donilismesi pozitif olarak degerlendirildi. Testte kontrol olarak iireaz aktivitesi

acisindan negatif 6zellik gosteren B. ovis susu kullanildi (32).

Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Oxoid
-BR64A) kullanildi. Taze hazirlanmis Brucella spp. kiiltliriinden bir 6ze dolusu alinarak,
oda 1sisindaki oksidaz ¢ubuguna degdirildi. Reaksiyonun olusmasi i¢in 2 dakika beklendi
ve oksidaz ¢cubugunun ucundaki eflatun bolgenin mor renge doniismesi, pozitif olarak
degerlendirildi. Testte kontrol olarak oksidaz negatif 6zellikteki B. ovis susu kullanildi

(32).

Tiir ve Biyotip Diizeyinde Identifikasyon
Brucella spp. izolatlarinin tiir ve biyotip diizeyinde identifikasyonlar1 amaciyla

asagida belirtilen testler kullanildi (32, 47).

Fajlarin Rutin Test Diliisyonunun (RTD) Saptanmasi

Thilisi fajinin rutin test diliisyonunun saptanmasi amaciyla fajin konake¢1 susu olan
B. abortus 544’iin, R/C faj1 i¢in B. ovis 63/290 konak¢1 susu kullanildi. SDA besiyerine
ekimleri yapildi. 37 °C’de 24 saatlik inkubasyon sonrasinda olusan koloniler, peptonlu
tuzlu su ile agar yiizeyinden yikanarak topland1 ve Mac Farland No: 4’¢ gore yaklasik 10 °
/ ml olacak sekilde suspansiyon hazirlandi. Bakteri suspansiyonunun SDA besiyerine
homojen bir sekilde ekimleri yapild1 ve petrilerin ylizeylerinin kurumasi beklendi. Fajlarin
lizis olusturdugu diliisyonu tespit etmek amaciyla peptonlu tuzlu suda 10 "’den 10 ° ‘e
kadar on katli diliisyonlar1 yapildi. Kuruyan SDA petrilerinin alt yiizeylerine bir cam

kalemiyle fajlarin diliisyonlar1 yazildi. Fajlarin her bir diliisyonundan SDA petrilerindeki
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ilgili yiizeye steril ve ayri pipet uclari kullanilarak 20’ser pul damlatildi. Petri, yiizeyinin
kurumasmi takiben % 10 CO,’li etiivde, 37 °C’de 24 saat inkube edildi. Inkubasyon siiresi
sonunda damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin goriildiigii en yiiksek diliisyonu fajlarin

RTD olarak saptandi (32).

Thilisi Faji1 ve R/C faju ile lizis

Her SDA besiyerine 4 izolat olacak sekilde siv1 gliserinli besiyerinden birbirine
paralel seritler halinde ekim yapildi. Seritlerin sol tarafina daha 6nce RTD’da hazirlanmis
olan Thbilisi fajindan, seritlerin sag tarafina ise R/C fajindan 20 pl damlatildi. Tiim
izolatlara ayn1 islem uygulandi. Faj soliisyonunun emilmesi beklenerek petriler 37 °C’de
% 10 CO»- li ortamda inkiibe edildi. Sonuglar lizis durumuna gore belirlendi. Tbilisi faj1
ile lize olan B. abortus 544 susu kontrol olarak kullanildi (46). R/C fajinda lize olan B.
ovis 63/290 susu kontrol olarak kullanildi (32).

Karbondioksit (CO;) Gereksinimi
Orneklerden izolasyon amaciyla ¢ift ekim yapilan petrilerden biri aerob ortamda,

digeri % 10 COy- li ortamda inkiibe edilerek tireme durumlarma gore, CO, gereksinimleri

belirlendi.

Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretimi

Izolatlarin H,S iiretim dzellikleri kursun asetat strip metodu ile incelendi. Daha
once SDA besiyerinde iiretilmis olan her bir Brucella spp. izolatindan igne u¢lu 6ze
yardimiyla tek bir koloni alinarak yatik SDA tiiplerine ekimi yapildi. Serit seklinde kesilen
ve kursun asetat emdirilen kagitlar sterilize edilerek test i¢in kullanildi. Kagitlar,
besiyerine temas etmeyecek sekilde, tiip kenari ile vidali kapak arasina sikistirilarak
yerlestirildi. Tiipler % 10 CO, igeren ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi boyunca
kursun asetath kagitlar her giin degistirildi. Siire sonunda kagitlarda siyahlagsma olmas1
H,S iiretimi agisindan pozitif kabul edildi. Testte kontrol susu olarak H,S pozitif olan B.
abortus 544 susu ve H,S negatif olan B. melitensis 16M susu kullanild.
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Boyal Besiyerinde Ureme Durumu

Tiyonin Varhginda Ureme

Izolatlar tiyonin (1/50.000) igeren SDA besiyerlerine birbirine paralel seritler
halinde ekildi. Ekim, her petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de,
% 10 COy li ortamda inkiibe edildi. Izolatlar, 4 giinliik inkiibasyon siiresini takiben
tiyoninli besiyerinde iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak tiyoninli

besiyerinde lireme gostermeyen B. abortus 544 susu kullanild1 (32).

Bazik Fuksin Varhginda Ureme

Izolatlar bazik fuksin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel seritler
halinde inokiile ekildi. Ekim islemi siv1 gliserinli besiyerinden her petriye dort adet izolat
olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, % 10 CO»: li ortamda inkiibe edildi. 4 giinliik
inkiibasyondan sonra izolatlarin bazik fuksinli besiyerinde iireme durumu degerlendirildi.
Kontrol olarak bazik fuksinli besiyerinde tiremeyen B. abortus 86/8/59 susu kullanildi
(32).

Safranin—O Varhginda Ureme

Izolatlar safranin-O (1/10.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel seritler
halinde ekildi. Ekim islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her
petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, % 10 CO li ortamda
inkiibe edildi. Izolatlar, 4 giinliik inkiibasyon siiresini takiben safranin-O iceren
besiyerinde tireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak safranin—O iceren

besiyerinde tiremeyen B. suis 1330 susu kullanildi (32).

Antibiyotikli Besiyerinde Ureme Durumu

Penisilinli Besiyerinde Ureme

(Calismada incelenen s1g1r orijinli olmasi siipheli izolatlarin, as1 susu olan B.
abortus S19°dan ayrimi amaciyla, tiim izolatlar 5 IU/ml penisilin iceren SDA besiyerine
ekildi. Ekim islemi siv1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride
birbirine paralel seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Besiyerleri 37 °C’de, %
10 COy li ortamda inkiibe edildi. 4 giinliik inkiibasyon siiresini takiben penisilinli
besiyerinde tireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak penisilinli besiyerinde

iiremeyen B. abortus S19 susu kullanildi (39).
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Streptomisinli Besiyerinde Ureme

(Calismada incelenen koyun orijinli izolatlarin as1 susu olan B. melitensis Rev 1’den
ayrimi amactyla streptomisin (2.5 pg/ml) igeren besiyerine ekimleri yapildi. Ekim iglemi
swv1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel seritler
halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Besiyerleri 37 °C’de, % 10 CO;’li ortamda
inkiibe edildi. Izolatlar, 4 giinliik inkiibasyon siiresini takiben streptomisinli besiyerinde
ireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak streptomycin iceren besiyerinde
iiremeyen B. melitensis 16M susu ile lireme 6zelligi gosteren B. melitensis Rev 1 kullanildi

(32).

I-Eritritol iceren Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen sigir orijinli olmasi stipheli izolatlarin B. abortus S19
susundan ayrim1 amaciyla i-erithritol (1 pg/ml) igeren SDA besiyerlerine ekimleri yapildi.
Ekim islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine
paralel seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Besiyerleri 37 °C’de, % 10 CO,’li
ortamda inkiibe edildi. izolatlar, 4 giinliik inkiibasyon siiresini takiben i-eritritol igeren
besiyerinde tireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak i-erithritol iceren

besiyerinde tiremeyen B. abortus S19 susu kullanildi (32).

A ve M Monospesifik Anti-Serumlarla Agliitinasyon

Testi yapilacak her izolatin bir 6ze dolusu yogun kiiltiirii 0.25 ml fizyolojik tuzlu su
icinde suspanse edildi. Temiz bir lam iizerine A ve M monospesifik anti-serumlarindan
birer damla konuldu ve iizerlerine yine birer damla olacak sekilde incelenecek izolatin
suspansiyonundan eklenerek bir kiirdanla karistirildi. Reaksiyon sonucu birka¢ dakika
icinde olusan agliitinasyon durumuna gore degerlendirildi. Testte kontrol olarak sadece A
anti-serumu ile agliitine olan B. melitensis 63/9 ve sadece M anti-serumu ile agliitine olan
B. melitensis 16M 1ile her ikisi ile de agliitine olan B. melitensis Ether ve hicbirisi ile

agliitine olmayan B. ovis 63/290 kullanildi (32).
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Serolojik Testler :

Brucella Rose Bengal Testi:

Fayans tlizerine test edilecek 0.03 ml serum ile buzdolabindan ¢ikarilan 10 dakika
oda derecesinde bekletilen bir damla RBPT antijeni damlatildi, cam bagetle karistirildi.
Fayansin oval hareketleri sonucu 4-5 dakika i¢inde olugan ++’lik aglutinasyon pozitif,

homojen goriintii negatif olarak kabul edildi (32).

Komplement Fikzasyon Testi:

Tim serumlara Komplement Fikzasyon Testi uygulandi (14, 112).

Komplementin Titrasyonu:
Dokuz tiipten olusan 3 sira yapildi. Komplementin 6n dilusyonu hazirland1
Diliisyon asagida gosterilmistir:

TUP Complemet (1/40) VBD (Veronal Buffer Dilusyonu) VBD

1 0.1 ml 0.4 ml 1.5 ml
2 0.150 mlI 0.350 ml 1.5 ml
3 0.200 ml 0.300 ml 1.5 ml
4 0.250 ml 0.250 ml 1.5 ml
5 0.300ml 0.200m 1.5ml
6 0.350ml 0.150m 1.5ml
7 0.400m1 0.100ml 1.5ml
8 0.450 ml 0.05 ml 1.5 ml
9 0.5ml - 1.5ml

Tiipler 37°C de su banyosunda 1 saat bekletildi. Her tiipe 0.5 ml amboseptor ve 0.5
ml koyun eritrositleri eklendi. Tiipler dikkatlice ¢alkalanarak tekrar 30 dakika i¢in su

banyosuna konuldu .

Orneklerin hazirlanmasi ve saklanmasi
Test serumu, pozitif ve negatif kontrol serumu 12'lik set olarak diizenlenerek
calisildi. Biitlin serumlar 1:5 oraninda sulandirildi (0.1 ml serum+0.4 ml VBD) ve 56 °C’

lik su banyosunda 30 dakika inaktive edildi.
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Testin Yapihsi:

Serum 6rnekleri ve kontroller i¢in testin yapilis prosediirii tablo-1’de sunulmustur.

1. Giin
U tabanli mikropleytlerin hazirlanmasi

-B ile G arasindaki siralara 25 pl VBD ilave edildi.

A, B, H kuyucuklarma diliie edilmis serumlardan (1:5 oraninda drnekler ve

kontroller) 25 pl konuldu.

Serumlar B sirasindan baglayarak G sirasma kadar 25 pl diliie edildi ve G

sirasindan sonra 25 pl atildi

Tablo 1: Serum oérnekleri ve kontroller icin CFT’inin yapihs prosediirii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

serum | serum | serum | serum | serum | serum | serum | serum | serum | serum K+ K-
Al 1:5 AC
B| 1:10 AC
C| 1:20 HS
D| 1:40 HS
E| 1:80 CC
F| 1:160 CCl1
G| 1:320 cC2
H ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA CC3

K +: Kontrol pozitif, K-: Kontrol negatif

Calisma diliisyonundaki antijen A ile G arasindaki kuyulara 25 pl ilave edildi.
Antikomplementer aktivitenin kontrolii (ACA) i¢in H sirasina antijen ilave edilmedi onun

yerine 25 ul VBD ilave edildi.

Calisma diliisyonundaki komplement tiim pleyte 25 pl olarak ilave edildi.

Antijen, hemolitik sistem ve komplement kontrollii calismasi

USADS (PC), negatif kontrol (NC), Antijen kontrolu (AC), Hemolitik sistem
kontrolii (HS) ve Komplement kontrolii (CC) uygulanan giinliik testte sadece bir pleyt
yapild1
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Test edilen serumun veya pozitif/ negatif serumun antikomplementer aktivitesi
(ACA): 25 pl serumun 1/5 dilusyonu+ 25 pul VBD+ 25 ul komplement+ 50 ul hemolitik

sistem

Antijen kontrolu (AC): 25 pl VBD+25 ul antijen+ 25 pl komplement+ 50 pl
hemolitik sistem

Hemolitik sistem kontrolu (HS): 75 ul VBD+ 50 ul hemolitik sistem
2 tinite komplement kontrolu (CC) ¢alisma dilusyonunda komplement

-1, 0.5 ve 0.25 komplement iinite kontrolu (CC1 CC2 CC3) 25 ul ¢alisma
dilusyonundaki komplementin 1:2, 1:4 ve 1:8 dilusyonlari+ 25 pl antijen+ 25 ul VBD+ 50

ul hemolitik sistem eklendi.
-CC1 CC2 ve CC3’deki kuyucuklar i¢ine 25 pl VBD ilave edildi.

CC ve CC1°deki kuyulara ¢aligsma diliisyonundaki komplementten 25 pl ilave
edildi. CCl1 den baslayarak CC3 e kadar 25 pl diliie edildi. CC3 den 25 pl disar1 atild.

-CC-C(C3’deki kuyucuklara 25 pl antijen ve VBD konuldu.

-Pleytler dikkatli bir sekilde karistirildiktan sonra iizeri kapakla kapatildi. 2-8 °C
de 16-20 saat inkiibasyona birakild.

2. Giin
Hemolitik sistemin hazirlanmasi

-Calisma diliisyonundaki amboseptor % 2 eritrosit siispansiyonu ile 1:1 oraninda
karistirildi. Hemolitik sistemi hazirlamadan 6nce eritrosit siispansiyonu dikkatli bir sekilde
karigtirilarak homojen hale getirildi. Hazirlanan karisim oda 1sisinda 30 dakika inkiibe

edildi.

-Hemolitik sistem hazirlanirken pleytler buzdolabindan ¢ikarilarak oda 1sisinda 30

dakika bekletildi.
Siire sonunda tiim deliklere 50 pl ilave edildi..

Pleytin yiizeyi bantla kapatildi1 ve 37 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe
edildi.
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-Sonuglar okunmadan 6nce pleytler yarim saat buzdolabinda bekletildi . Boylece

lize olmamus hiicrelerin ¢cokmesi saglanmis oldu.

Test Sonu¢larinin Okunmasi

% 100 hemoliz inhibisyonu: 4 (++++) olarak kaydedildi.

% 75 hemoliz inhibisyonu: 3 (+++) olarak kaydedildi.

% 50 hemoliz inhibisyonu: 2 (++) olarak kaydedildi.

% 25 hemoliz inhibisyonu: 1 (+) olarak kaydedildi.

Eser (iz-ufacik bir miktar) hemoliz inhibisyonu +1- =negatif olarak kaydedildi.

Tam hemoliz: O=negatif olarak kaydedildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

ICFTU (Test serumunun her ml’sindeki internasyonal CFT {initesi) 31, 25 ve {izeri

olarak tespit edilen titreler pozitif olarak kabul edildi (112).

Competitive ELISA (C-ELISA):
ELISA Testi: Test, SVANOVIR® Brucella Ab-C-ELISA (Art. No: 10-2701-02)

kiti kullanilarak, iiretici firmanin kit klavuzundaki talimatlara gore uygulanda.

C-ELISA Testinin Yapihsi:

1. Kullanilmadan 6nce biitiin reagentler oda 1sisma getirildi.

2. Ornek ve kontrollerin dilusyonu baska bir pleytte on dilusyon yaparak
gergeklestirildi. Bu amagla 20 pl kontrol yada 6rnegin iizerine 180ul dilusyon
buffer eklenerek 1/10 oraninda dilue edildi.

3. Dilue edilen kontrol ve serum 6rneklerinden test pleytine 50 pl miktarinda uygun
kuyucuklara eklendi. Ayrica 50 pl dilusyon buffer 2 kuyucuga konjugat kontrolii
amaciyla eklendi. Kontroller ¢ift kuyucuk ¢aligildi.

4. Kontrol ve 6rnekler i¢in kullanilan biitiin gézlere 50’ser ul mAb solusyonundan
eklendi.

5. Calkalayicida 5 dakika pleyti calkalayarak reagentlerin karismasi saglandi.
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6. Pleyt 30 dakika oda 1sisinda inkube edildi.

7. Inkubasyon sonunda Pleyt 4 sefer PBS tween buffer ile yikandi, her seferinde
kuyucuklar tam dolduruldu ve sertge vurarak sividan uzaklastirildi.

8. Her goze 100 ul konjugat solusyonu eklendi ve 30 dk. oda 1sisinda inkube edildi.

9. PBS yikamasi tekrar edildi

10. 100u1 substrat solusyonu eklendi ve oda 1sisinda 10 dk. inkube edildi.

11. Biitiin kuyucuklara 50ul stop solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Sonuglar1 450 nm de okundu, OD degerlerinde degisimi dnlemek icin stop

solusyonu koyduktan sonra 15 dk. icinde OD degerini 6l¢limii yapildi.

Hesaplamalar

Her kontrol ve serum 6rnegi i¢cin OD degeri hesaplandi.
Hem kontrol hem de drnekler i¢in yiizde inhibisyon oranini hesaplamak i¢in
asagidaki formiil uyguland1.

PI=100- (Ortalama OD smek/ kontrol) X100 / ortalama OD konjugat kontrolCc

Sonuclarin Yorumlanmasi
Dogrulugu kesinlestirmek i¢in, kontrol degerlerinin su limitler arasinda olmasina

dikkat edildi:

OD Cc 0.75-2.0
PI Pozitif Kontrol 85-110
PI zayif Pozitif Kont 30-60
PI Negatif kontrol (-10)-15

Kit talimatma gore PI degeri > 30 ise pozitif, < %30 ise negatif kabul edildi.

Verilerin Degerlendirilmesi, Risk Analizleri ve Istatistiksel Yontemler

Serolojik testlerin sonug¢larmnin degerlendirilmesinde tablo 2 ve 3’de sunulan
formiillerden yararlanilarak, testlerin sensitivite, spesifite, pozitif olasilik orani, negatif
olasilik orani, pozitif tahmin degeri ve negatif tahmin degeri hesaplandi. Sperman sira
korelasyon katsayilar1 ve korelasyonlarin dnem kontrolleri MedCalc 8.0 programi yardimi

ile yapildi (113).
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Tablo 2 : Test sonuclarinin degerlendirilmesinde kullanilan formiiller

Bakteriyolojik izolasyon
Test Var n Yok n Toplam
Pozitif = Gergek Pozitif (GP) «a Yanlis Pozitif (YP) c - a+c
Negatif  Yanlig Negatif (YN) b Gergek Negatif (GN) d b+d
Toplam a+b ctd

Tablo 3 : Risk analizlerinde kullanilan formiiller

a d
Sensitivite Spesifit
a+b peste c+d
E)(;Zitilfk Sensitivite g;’gaiii 1 - Sensitivite
asili - .. asil .
Oram 1 - Spesifite Oram Spesifite
Pozitif a Negatif d
Tahmin Tahmin
Degeri atc Degeri b+d

Testlerin etkinlikleri ROC egrileri altinda kalan alanlarmin hesaplanmasi ile
karsilastirildi. Serolojik testlerin ROC egrisi altinda kalan alanlar1t SPSS 17 paket istatistik
programindan yararlanilarak elde edildi (113). ROC egrisi altinda kalan alanlarmn ikili
karsilagtirmalarinda MedCalc 8.0 programi kullanildi (114).

Sensitivite: Bir testin sonucunun hastaligin varligi durumunda pozitif olma
olasiligidir. Gergek pozitifleri belirleme orani olarak da adlandirilabilir, yiizde deger olarak

gosterilir.

Sensitivite= a / (a+b)

Spesifite: Hastaligin olmadigi durumda bir testin sonucunun negatif olma

olasiligidir. Gergek negatiflik orani olarak da adlandirilabilir, yiizde deger olarak gdsterilir.

Spesifite =d / (c+d)
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Pozitif Olasihik Orani: Hastaligin varliginda bir testin pozitif sonu¢ verme olasiligi

ile hastaligin yoklugunda bu testin pozitif sonu¢ verme olasilig1 arasindaki orandir.

Pozitif Olasihik Oram =Gercek pozitif oran1 / Yanhs pozitif Oram = Sensitivite

/ ( 1- Spesifite)

Negatif Olasihik Oram: Hastaligin varliginda bir testin negatif sonug¢ verme
olasilig1 ile hastaligin yoklugunda bu testin negatif sonug¢ verme olasilig1 arasindaki

orandir.

Yanhs Negatif Oram1 / Dogru Negatif Orani= (1-Sensitivite) / Spesifite

Pozitif Tahmin Degeri: Test pozitif oldugunda hastali§in var olma olasiligidir

(Ytiizde deger olarak ifade edilir).

Pozitif Tahmin Degeri=a / (a + ¢)

Negatif Tahmin Degeri : Test negatif oldugunda hastaligin olmama olasiligidir

(Ytiizde deger olarak ifade edilir).

Negatif Tahmin Degeri== d / (b+d)

ROC Analizi (Receiver Operating Characteristic Analysis)

ROC egrisi altinda kalan alanin hesaplanmasi ile bir testin beklenen dogrulugu
belirlenmis olur. Tiirkgeye “dogru isleme 6zelligi analizi” olarak c¢evirilebilir. Egri altinda
kalan alanin 0.96 olarak hesaplanmis olmasi bu testin 100 vakanin sonucunu 96 kez dogru

verdigi seklinde yorumlanir.
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BULGULAR

izolasyon ve identiﬁkasyon Cahsmalan

Bakteriyoskopi
110 adet siipheli materyalin 48’inde fetal dokulardan yapilan modifiye Ziehl-

Neelsen boyamada mavi zeminde kirmizi kokobasiller goriildii.

izolasyon Calismalan

Kolonilerin morfolojileri stereomikroskopta incelendi. Kiiltiir ¢aligmas1 sonrasinda
incelenen toplam 110 atik 6rnegin 48 (% 43,63) adedinde Brucella spp. yoniinden siipheli
koloniler tespit edildi. Stereomikroskopik incelemede, olusan kolonilerin smooth
karakterli, seffaf, sebnem tanesi goriiniimiinde oldugu gézlendi. Kolonilerden yapilan

gram boyamada da gram negatif kokobasiller goriildii.

Polivalan Brucella Antiserumuyla Agliitinasyon
Polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile yapilan lam agliitinasyon testi sonucunda

Brucella spp. yoniinden siipheli 48 adet izolata ait kolonilerin tiimii agliitinasyon gosterdi.

Akriflavin ile Agliitinasyon

Notral akriflavin ile muamele edilen toplam 48 adet izolatin higbiri agliitinasyon
gostermedi. Bu nedenle, calisilan biitiin izolatlarm smooth yapida olduguna karar verildi.
Testte kontrol olarak kullanilan ve rough koloni yapisina sahip B. ovis 63/290, akriflavin
ile agliitinasyon verirken, smooth koloni yapisina sahip B. melitensis 16 M agliitine

olmadu.

Biyokimyasal Testler

Katalaz Testi

Brucella spp. yoniinden siipheli 48 koloninin hepsinde kdpiiklenme oldugu, katalaz
pozitif O6zellikte olduklar1 saptandi. Kontrol olarak kullanilan Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus, katalaz testinde negatif 6zellik gosterdi.
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Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)
Stipheli 48 izolat iireaz testinde pozitif sonug¢ vererek besiyerinin rengini pembeye
doniistiirdii. Testte kontrol olarak kullanilan B. ovis iireaz aktivitesi agisindan negatif

ozellik gosterdi.

Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)
Incelenen 48 adet izolat, oksidaz ¢ubugunun ucundaki eflatun blgeyi mor renge
dontistiirdii ve oksidaz pozitif olarak degerlendirildi. Testte kontrol olarak kullanilan B.

ovis oksidaz yoniinden negatif 6zellik gosterdi.

Tiir ve Biyotip Diizeyinde identifikasyon Sonuclar

Karbondioksit (CO;) Gereksinimi
Tiim izolatlarin hem aerobik hem de % 10 CO;’li ortamda iireme gosterdikleri
saptandi. Testte kontrol olarak kullanilan B. abortus 544 susu sadece % 10 CO;’li ortamda

uredi.

Hidrojen Siilfiir (H,S) iiretimi

Dort glinliik inkiibasyon siiresi sonunda higbir izolatta kursun asetath kagitlarda
siyahlagma goriilmedi. H,S tiretimi negatif kabul edildi. Testte kontrol susu olarak
kullanilan B. abortus 544 susu H,S pozitif iken, B. melitensis 16 M H,S negatif olarak

saptandi.

Thilisi Faji ile Lizis:

Thilisi fajinin konakgis1 olan B. abortus 544’ in SDA besiyerine ekimi yapildi ve
inkubasyon siiresi sonunda damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin goriildiigii en yiiksek
faj diliisyonu 107 olarak tespit edildi. Dért giinliik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol
olarak kullamlan B. abortus 544 susu’nun Tbilisi faji (102 RTD) ile lize oldugu saptandu.

Saha izolatlar1 Tbilisi fajinin RTD’da lizis gostermedi.
R/C Faju ile Lizis

Dort glinliik inkiibasyon stiresi sonunda kontrol olarak kullanilan B. ovis 63/290

susu’nun lize oldugu saptandi. Saha izolatlarinin higbiri R/C faj1 ile lizis gdstermedi.
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Boyah Besiyerlerinde Ureme

Tiyonin varhginda iireme
Tiyonin (1/50.000) igeren SDA besiyerlerine ekimi yapilan toplam 48 adet izolatin
tiimii dort gilinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireme gosterirken, kontrol olarak kullanilan

B. abortus 544 susu iireme gostermedi.

Bazik fuksin varhginda iireme
Bazik fuksin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine ekimi yapilan 48 adet izolatin
tiimii dort gilinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireme gdosterirken, kontrol olarak kullanilan

B. abortus 86/8/59 iireme gostermedi.

Safranin - O varhiginda iireme
Safranin-O (1/10.000) igeren SDA besiyerlerine ekimi yapilan 48 adet izolatin
tiimii, dort glinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireme gosterirken, kontrol olarak kullanilan

B. suis 1330 susu lireme gostermedi.

Antibiyotikli Besiyerinde Ureme

Penisilinli Besiyerinde Ureme
Penisilin (5 IU/ml) iceren SDA besiyerine ekimleri yapilan 48 adet izolatin
tiimiinilin inkiibasyon siiresi sonunda tireme gosterdigi tespit edildi. Testte kontrol

amaciyla kullanilan mutant as1 susu B. abortus S19 besiyerinde tiremedi.

Streptomisinli Besiyerinde Ureme
Calismada incelenen 48 adet izolatin higbiri streptomisinli besiyerinde {ireme

gostermezken, kontrol olarak kullanilan B. melitensis Rev 1 susu’nun tiredigi goriildii.
I-Eritritol iceren Besiyerinde Ureme

Inkiibasyon siiresi sonunda i-erithritol igeren besiyerinde tiim izolatlar iireme

gostermesine karsin, kontrol amaciyla kullanilan B. abortus S19°un tiremedigi goriildi.
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A ve M Mono spesifik Anti-serumlarla Agliitinasyon

Calismada incelenen 1, 2, 4, 5, 6,9, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48
no’lu izolatlar Brucella A ve M monospesifik antiserumlari ile agliitinasyon gosterdi ve B.
melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi. Sadece M antiserumu ile agliitinasyon
gosteren 3, 7, 8, 10, 11, 14 no’lu izolatlar ise B. melitensis biyotip 1 olarak degerlendirildi.
Testte kontrol olarak kullanilan B. melitensis 63/9 (Biyotip 2) sadece A-antiserumu, B.
melitensis biyotip 16M (Biyotip 1) sadece M antiserumu ve B. melitensis Ether (Biyotip 3)
ise A ve M antiserumlariin her ikisi ile de agliitinasyon gdsterdi. Rough koloni yapisia

sahip B. ovis 63/290 se higbir anti-serumla agliitine olmadu.

izolasyon ve identifikasyon Cahsmalar1 Sonuclar

Koyun atiklarindan elde edilen toplam 48 adet Brucella spp. izolatinin biyotip
dagilimlar1 Tablo 4’de gosterilmektedir. Buna gore 48 adet izolatin 6 adedi B. melitensis
biyotip 1, 42 adedi B. melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi. Atiklarin hi¢gbirinden B.

melitensis biyotip 2 ve B. melitensis Rev 1 as1 susu izole edilmedi.
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Tablo-4: Tzolatlarm antibivotik, boya v i- eithritol Katkah besiyerlerinde iireme durumu, biyokimyasal akiviteleri, fajlarla s ve antiserumlarla aglitinasyon dzellile

folat | Atk | Koloni | Oksidaz | Katalz | Ure | Akoiflavin | BS | Bk | Tiyonin | Safranin | Streptomisin | Penisiin | i | Thiisi | Anti | Anti- | Anti- Sonu
No | No | Tip Fuksin 0 itritol | fap | A M| A
lle
lis

Pl g | Smooth t ot . -t t t - t t = |t |t | | B melitnsis biyotip 3
2|1 | Smocth t ot . -t t t . t t = | Tt || B melitensis biyotip3
30 16 | Smooth + ot . S + . + + = | - | || B melitnsis biyotip |
4 120 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
5 | 1 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
6 | 29 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
71 3 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - - |+ |+ | B melitensis biyotip |
§ | 3 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - - |t |+ | B melitensis biyotip |
9 | 39 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 0 4 |+ | B melitansis biyotip 3
10| 40 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - - |t |+ | B melitensis biyotip |
Il | 41 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - - |t |+ | B melitensis biyotip |
12| 42 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
13| 43 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 0 4 |+ | B melitensis biyotip 3
14| 46 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - - |t |+ | B melitensis biyotip |
15 | 47 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
16| 48 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
[7| 4 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
1§ | 36 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 0 4 |+ | B melitensis biyotip 3
19 | 57 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
0| % | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
A |59 | Smooth + ot . -t + + . + + . o0+ |+ | Bomelitensis biyotip 3
20|60 | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
B | 6l | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
U 62 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
3% 63 | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
2% | 64 | Smooth + +o]t - SR + + - + + - + 1 4 |+ | B melitensis biyotip 3
7165 | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
B | 66 | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
29 | 67 | Smooth + ot - -t + + - + + - o0+ |+ | B melitensis biotip3
30| 68 | Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
301 70| Smooth + ot - -t + + - + + - 0+ |+ | B melitensis biotip3
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Tablo-4: Tzolatlarn antibiyotik, boya ve - erthritol katlal besiverlerinde ireme durumu, biyokimyasal aktivielei, fajlarlals v antiserumlarla agliinasyon zelikler

fmlat | Atk | Koloni | Olsidaz | Katalaz | Ure | Akriflavin | HS | Bask | Tiyonin | Safanin | Streptomisin | Penisilin | i Thilisi | Anti- | Anti- | Anti- | Sonug
No | No | Tipi Fuksin 0 ririol | fajr | A M| AN
le lzis

27| Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
BN | Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
1| Smooth | + + + + + + + + + + + | B melitensis biy.otip 3
7B | Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
3 |7 | Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
4T | Smooth | + + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
B 8% | Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
¥ 18| Smooth |+ + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
019 | Smooth | + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
4 1100 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B.melttensis biyofip 3
4 1100 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B melitensis biyotip 3
B 1103 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
41106 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
& 1107 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
46 | 108 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
41109 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
8 |10 | Smooth | + + + + + + + + + + + | B. meltensis biyotip3
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Calismada elde edilen B. melitensis biyotiplerinin Bursa ve ¢evresindeki dagilimlari
Tablo 5°de agiklanmaktadir. Niliifer ilgesinden alinan koyun izolatlarinin onyedi adedi B.
melitensis biyotip 3 ve dort adedi B. melitensis biyotip 1 olarak identifiye edilirken,
Osmangazi ilgesinden alinan {i¢ koyun izolat1 B. melitensis biyotip 3, Orhaneli’den elde
edilen izolatlarin bes adedi B. melitensis biyotip 3 ve bir adedi B. melitensis biyotip 1,
Biiyiikorhan’dan elde edilen izolatlarin bir adedi B. melitensis biyotip 3, Inegd1’den elde
edilen izolatlarin yedi adedi B. melitensis biyotip 3 ve bir adedi B. melitensis biyotip 1, M
K Pasa’dan elde edilen bir adet izolat B. melitensis biyotip 3, Kestel’den elde edilen
izolatlarm iki adedi B. melitensis biyotip 3 ve bir adedi B. melitensis biyotip 1,
Karacabey’den elde edilen iki adet izolat B. melitensis biyotip 3, Mudanya’dan elde edilen
iki adet izolat B. melitensis biyotip 3, Orhangazi’den elde edilen bir adet izolat B.

melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi.

Tablo-5: Brucella spp. izole edilen atik vakalarinin Bursa’daki dagilimm

izolat | Atik | Orneklerin Gonderildigi
. Sonug¢
No No koy/Ilge
1 8 Yaylacik Kdyii/Niliifer B. melitensis biyotip 3
2 11 Erenler Kdyii/Orhaneli B. melitensis biyotip 3
3 16 Orhaneli B. melitensis biyotip 1
4 20 Aktas Koyl B. melitensis biyotip 3
Biiyiikorhan
5 27 Badirga Koyii/ Niliifer B.melitensis biyotip 3
6 29 Doganci Kdyii Osmangazi B. melitensis biyotip 3
7 30 Cavus K&yii /Inegdl B. melitensis biyotip 1
8 35 Hasanaga Koyii/ Niliifer B. melitensis biyotip 1
9 39 Baskdy Niliifer B. melitensis biyotip 3
10 40 Hasﬁ;%?elfoyu B. melitensis biyotip 1
11 41 Hasﬁ;%?elfoyu B. melitensis biyotip 1
12 42 Gogii?;ir;i?yu B. melitensis biyotip 3
13 43 Hac&lﬁnggioyu B. melitensis biyotip 3
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Tablo-5 (Devami) Brucella spp. izole edilen atik vakalarinin Bursa’daki dagilimi

izolat | Atik | Orneklerin Gonderildigi
. Sonug¢
No No Iige
14 Golciik Koyii .
46 Kestel B. melitensis biyotip 1
15 Golciik Koyt e
47 Kestel B. melitensis biyotip 3
16 Golclik Koyii S
48 Kestel B. melitensis biyotip 3
Ungukuru Koyt o
17 54 B. melitensis biyotip 3
Niltifer
18 56 Sogiit Koyl Orhaneli B. melitensis biyotip 3
Konakli Koyt
19 57 B. melitensis biyotip 3
Niltifer
Doganci1 Koyt
20 58 . B. melitensis biyotip 3
Osmangazi
Ornek Koy
21 59 B. melitensis biyotip 3
Orhangazi
22 60 Isakdy/Inegol B. melitensis biyotip 3
23 61 Isakdy/Inegol B. melitensis biyotip 3
24 62 Isakdy/Inegol B. melitensis biyotip 3
25 63 Isakdy/Inegol B. melitensis biyotip 3
26 64 Isakdy/Inegol B. melitensis biyotip 3
27 65 Akcalar/Niliifer B. melitensis biyotip 3
28 66 Akcalar/Niliifer B. melitensis biyotip 3
29 67 Akcalar/Niliifer B. melitensis biyotip 3
30 68 Akcalar/Niliifer B. melitensis biyotip 3
31 70 Sogiit Koyii/Orhaneli B. melitensis biyotip 3
32 71 Sogiit Koyii/Orhaneli B. melitensis biyotip 3
33 7 Orhaneli B. melitensis biyotip 3
34 74 Yolgat: Kéyii Niliifer | B- melitensis biyotip 3
35 75 Yolgat1 Kdyii Niliifer B. melitensis biyotip 3
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Tablo-5 (Devami) Brucella spp. izole edilen atik vakalarinin Bursa’daki dagilinu

izolat | Atik Orneklerin
. Sonug¢
No No Gonderildigi llce
36 76 Yolgat1 Kdyii Niliifer B. melitensis biyotip 3
37 77 | Yolat1 Kdyii Niliifer B. melitensis biyotip 3
38 86 Emirleryenicesi Koyi/ B. melitensis biyotip 3
Mudanya
39 87 Emirleryenicesi Koyi/ B. melitensis biyotip 3
Mudanya

40 99 Konakli Kéyii Niliifer B. melitensis biyotip 3
41 100 Konakli Koyii Niliifer B. melitensis biyotip 3

42 101 Konakli K6yii Niliifer B.melitensis biyotip 3
43 103 Ozliice /Niliifer B. melitensis biyotip 3
44 Akhisar .
106 Koyii/Karacabey B. melitensis biyotip 3
45 Akhisar g
107 Koyii/Karacabey B. melitensis biyotip 3
46 108 Konakli Koyii Niliifer B. melitensis biyotip 3
47 109 Inegol B. melitensis biyotip 3
48 110 Inegol B. melitensis biyotip 3

Serolojik Test Sonuclarn
Rose Bengal testi sonuglari tablo 6’da sunulmustur. Incelenen 110 adet koyun kan

serumunun 43’1 (% 39.09 ) RBT ile pozitif sonug vermistir.

Tablo-6: Rose Bengal Testi Sonug¢lar

RBT Bakteriyolojik izolasyon
Sonuglar1 Pozitif Negatif
Pozitif 42 1
Negatif 6 61
Toplam 48 62

Rose Bengal testi sonuglari teshiste altin standart olarak kabul edilen bakteriyolojik
test sonuglarma gore degerlendirildiginde, serumlarm 42 adedinin gercek pozitif sonug

verdigi, 6 adedinin ise negatif yanit verdigi belirlenmistir. Serumlarin 61 adedinden gercek
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negatif reaksiyon elde edilmis, 1 adet serumun ise yanlis pozitif reaksiyon verdigi
goriilmiistiir (Tablo- 6).

Incelenen 110 adet kan serumunun 45°i (% 40.90) CFT ile pozitif sonug verdi.
Komplement fikzasyon testi sonucglar1 bakteriyolojik test sonuglarma gore
degerlendirildiginde serumlarin 44 adedinin ger¢ek pozitif sonug¢ verdigi, 4 adedinin
negatif yanit verdigi belirlenmistir. Serumlarm 61 adedinden ger¢ek negatif reaksiyon elde

edilmis, 1 adet serumun ise yanlis pozitif reaksiyon verdigi goriilmiistiir (Tablo-7).

Tablo-7: Komplement Fikzasyon Testi Sonug¢lar

CFT Sonuclari Bakteriyolojik izolasyon
Pozitif Negatif
Pozitif 44 1
Negatif 4 61
Toplam 48 62

Incelenen 110 adet kan serumunun 46°s1 (% 41.81) C-ELISA’da pozitif olarak
belirlendi. C-ELISA testi sonuglar1 bakteriyolojik test sonuglarma goére
degerlendirildiginde serumlarin 45 adedinin gercek pozitif sonug verdigi, 3 adedinin ise
negatif yanit verdigi belirlenmistir. Serumlarm 61 adedinden gergek negatif reaksiyon elde

edilmis, 1 adet serumun ise yanlis pozitif reaksiyon verdigi goriilmiistiir (Tablo-8).

Tablo-8: C- ELISA Testi Sonuclar

C-ELISA Bakteriyolojik izolasyon

Sonuglan Pozitif Negatif
Pozitif 45 1
Negatif 3 61
Toplam 48 62

Bakteriyolojik ve Serolojik Test Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Incelenen atiklarin bakteriyolojik ekim sonuglari, elde edilen suslarin biyotipleri ve
kan serumlarina uygulanan serolojik testlere iliskin sonuglar karsilagtirmali olarak Tablo
9’da sunulmustur. Tablodan da izlenecegi lizere bakteriyolojik test sonuglarina gore; 48

pozitif, 62 negatif sonug elde edilir iken; RBT ne gore 43 pozitif, 67 negatif;, CFT 1
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sonuclarina gore 45 pozitif 65 negatif; C-ELISA testi sonucuna gore 46 pozitif, 64 negatif

sonug elde edilmistir.
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Tablo-9: Bursa Yoresinde Atik Yapan Koyunlardan elde edilen numunelerin
karsilastirmalh bakteriyolojik ve serolojik test sonuglar:

Atik
No

Biyotip

Bakteriyolojik

RBT

CFT

C-ELISA

. melitensis biyotip 3

O ([0 [J [N | [W ([N |[—

—_ | =
—_ O

. melitensis biyotip 3

—_—
\S)

—
(98]

—_—
A

—
N

. melitensis biyotip 1
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3
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—
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. melitensis biyotip 3

\S)
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N
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\S]
(98]
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\S)
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. melitensis biyotip 3

\®]
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. melitensis biyotip 3
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(e)

. melitensis biyotip 1

(98]
—

(98
\S]
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(98]

(O8]
A

[99)
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. melitensis biyotip 1
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. melitensis biyotip 3
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Tablo-9 (Devami): Bursa Yoresinde Atik Yapan Koyunlardan elde edilen

numunelerin karsilastirmalh bakteriyolojik ve serolojik test sonuclari

Atik
No Biyotip Bakteriyolojik| RBT | CFT | C-ELISA

40 | B. melitensis biyotip 1 + + + +
41 | B. melitensis biyotip 1 + + + +
42 | B. melitensis biyotip 3 + - + +
43 | B. melitensis biyotip 3 + + - -
44 - - - -
45 - - - -
46 | B. melitensis biyotip 1 + + + +
47 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
48 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
49 - - - -
50 - - - -
51 - - - -
52 - - - -
53 - - - -
54 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
55 - - - -
56 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
57 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
58 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
59 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
60 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
61 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
62 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
63 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
64 | B. melitensis biyotip 3 + - + +
65 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
66 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
67 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
68 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
69 - - - -
70 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
71 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
72 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
73 - - - -
74 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
75 | B. melitensis biyotip 3 + + + +
76 | B. melitensis biyotip 3 + - + +
77 | B. melitensis biyotip 3 + + - +
78 - - - -
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Tablo-9 (Devami): Bursa Yoresinde Atik Yapan Koyunlardan elde edilen

numunelerin karsilastirmalh bakteriyolojik ve serolojik test sonuclari

Atik
No

Biyotip

Bakteriyolojik

RBT

CFT

C-ELISA

79

80

81

82

83

84

85

86

B. melitensis biyotip 3

87

B. melitensis biyotip 3

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

B. melitensis biyotip 3

100

B. melitensis biyotip 3

101

B. melitensis biyotip 3

102

103

B. melitensis biyotip 3

104

105

106

. melitensis biyotip 3

107

. melitensis biyotip 3

108

. melitensis biyotip 3

109

. melitensis biyotip 3

110

ool jovRiveRfovR]ve)

. melitensis biyotip 3

TOPLAM
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Risk Analizleri ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Testlerin sensitivite, spesifite, pozitif tahmin degeri, negatif tahmin degeri, pozitif

olasilik oran1 ve negatif olasilik oranina iligkin sonuglar ile bu degerlerin % 95 giiven

sinirlar1 Tablo- 10°da sunulmustur.

Tablo-10 :Testlerin etkinliklerine iliskin cesitli parametreler

TESTLER

RBT

CFT

C-ELISA

Sensitivite (%)

87.50
(74.74-95.24) *

91.67
(80.00-97.6) *

93.75
(82.78-98.62) *

Spesifite (%)

98.39
(91.30-99.73) *

98.39
(91.30-99.73) *

98.39
(91.30-99.73) *

Pozitif Tahmin Degeri

(“o)

97.67
(87.67-99.61) *

97.78
(88.19-99.63) *

97.83
(88.43-99.64) *

Negatif Tahmin Degeri

(“o)

91.04
(81.51-96.62) *

93.85
(94.97-98.26) *

95.31
(86.89-98.97) *

Pozitif Olasihik Orani

54.25
(7.74 -380.19) *

56.83
(8.11-397.86) *

58.13
(8.307 — 406.709) *

Negatif Olasihik Oram

0.13
(0.0601 — 0.269) *

0.08
(0.0331 - 0.217) *

0.06
(0.0212 — 0.190) *

*Parantez i¢inde verilen degerler % 95giiven araliklarini belirtmektedir.

RBT, CFT ve C-ELISA’nin; sensitivite degerleri sirastyla % 87.50; 91.67 ve 93.75
olarak spesifite degerleri ise % 98.39 ile tiim testlerde esit olarak belirlenmistir. Pozitif
tahmin degeri RBT i¢in % 97.67, CFT igin % 97.78, C- ELISA i¢in % 97.83
hesaplanmistir. Negatif tahmin degeri RBT i¢in % 91.04, CFT i¢in % 93.85, C- ELISA
icin % 95.31 bulunmustur. Pozitif olasilik degeri RBT i¢in 54.25, CFT i¢in 56.83, C-
ELISA i¢in 58.13 hesaplanmistir. Negatif olasilik degeri RBT i¢in 0.13, CFT i¢in 0.08, C-
ELISA i¢in 0.06 bulunmustur.

Incelenen test yontemlerinin sonuglar1 arasindaki Sperman sira korelasyon degerleri
Tablo-11’de sunulmustur. Bakteriyolojik test sonuclar1 ile C- ELISA, CFT ve RBT
arasindaki korelasyon sirasi ile 0.926, 0.908 ve 0.873 hesaplanmistir. RBT ile C-ELISA ve
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CFT’leri arasindaki korelasyon katsayilari sirast ile 0.794 ve 0.811 elde edilir iken CFT’1
ile C- ELISA testi arasindaki korelasyon 0.869 diizeyinde belirlenmistir.
Hesaplanan tiim korelasyon katsayilarinin P< 0.001 diizeyinde 6nemli oldugu

saptanmuistir.

Tablo-11 :Test Yontemleri arasindaki Sperman Sira Korelasyon Katsayilar (R),

% 95 Giiven Arahklan ve Istatistiki Onem Diizeyleri

C-ELISA CFT RBT
Bakteriyolojik | R 0.926%** 0.908%** | (.873%**
%95 GA' | 0.894-0.949 | 0.869-0.936 | 0.820-
0.911
RBT R 0.794%%* 0.811#%*
% 95 GA 0.713-0.854 | 0.735-0.866
CFT R 0.869%**
% 95 GA. | 0.814-0.908

' (GA): Giiven Aralhigi, ***: P < 0.001 Onemlidir.

Koyunlarda brusellozisin teshisine iliskin olarak kullanilan test yontemlerinin ROC
egrisi altinda kalan alanlar1 tablo 12°de, ROC egrileri Sekil 1°de, testlerin ROC egrisi
altinda kalan alanlarinin ikili istatistiksel karsilastirmalar1 Tablo 13’te sunulmustur.

Test yontemlerinin ROC egrisi altinda kalan alanlar1 C-ELISA, CFT ve RBT leri
icin strast ile 0.961, 0.950 ve 0.929 belirlenmistir.

Tablo-12 :Testlerin ROC egrisi altinda kalan alanlan

REAKA*¥* Standart % 95 Giiven

Hata Arahg
C-ELISA 0.961 0.0204 0.905 — 0.988
CFT 0.950 0.0229 0.891 — 0.982
RBT 0.929 0.0272 0.864 — 0.969

REAKA: ROC egrisi altinda kalan alan
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ROC EGRISI

1,0
—e Egrinin Kaynagi
/ R BT
s G
0,8— ‘ CELISA
m— Referans cizgisi
_g 0,6
2
x=
(2]
c
[}
0
0.0~ | | | |
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

1 - Spesifite

Sekil 1 : Test yontemlerinin ROC egrileri
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Tablo-13 :Testlerin ROC egrisi altinda kalan alanlarimin ikili istatistiksel

karsilastirmalarn
C-ELISA ~CFT
Alanlar arasindaki fark 0.0104
Standart Hata 0.0296
% 95 Gliven Aralig1 -0.0475 — 0.0684
z degeri 0.352
Onem Diizeyi P =0.725
C-ELISA ~RBT
Alanlar arasindaki fark 0.0312
Standart Hata 0.0335
% 95 Gliven Aralig1 -0.0343 — 0.0968
z degeri 0.934
Onem Diizeyi P =0.350
CFT ~RBT
Alanlar arasindaki fark 0.0208
Standart Hata 0.0349
% 95 Giiven Aralig1 -0.0475 - 0.0892
z degeri 0.598
Onem Diizeyi P =0.550

Test yontemlerinin ROC egrisi altinda kalan alanlar1 arasindaki farklarin 0.0104 ile
0.312 arasinda degistigi saptanmistir. Her ti¢ test yonteminin ROC egrileri arasinda kalan
alanlarinin istatistiki karsilastirmalar1 sonucunda anlamli bir farkin olmadigi bulunmustur

(P>0.05).
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TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde halen en énemli zoonozlardan biri olma 6zelligini siirdiiren brusellozis
ile ilgili epidemiyolojik veriler hastaligin proflaksisinde ¢ok 6nemlidir. Bu tez projesinde
Bursa ili ve ilgelerinde kiigiikbas hayvancilik yapilan isletmelerde koyun abort
vakalarindan Brucella etkenlerinin izole edilmesi ve kan serumlarinin RBT, CFT ve C-
ELISA testleriyle incelenmesi ile brusellozisin bakteriyolojik ve serolojik teshisi
amaclanmistir. Serolojik test yontemlerinin altin standart olarak kabul edilen
bakteriyolojik ekim sonuglari ile karsilastirilarak etkinliklerinin ortaya konulmasi,
uygulanacak serolojik testin ekonomiklik, uygulanabilirlik, kolay ulasilabilme, sonuglarin
gilivenirligi ve hata paylarmin ortaya konulmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde bdlgesel olarak ya da Tiirkiye genelinde brusellozisin varlig1 ve
prevalansi ile ilgili bir ¢ok calisma mevcuttur (4-7, 11, 115). Trakya bolgesinde 1993
yilinda yiiriitiilen bir ¢aligmada koyun atiklarinda brusellozis orani % 20 olarak
bulunmustur (11). Mus ili ve ¢evresinde 1995 yilinda yapilan serolojik bir ¢alismada
koyun brusellozisi % 7 oraninda tespit edilmistir (115). Bursa bdlgesinde 2007 yilinda
yiiriitiilen bir calismada ise koyunlarda atik vakalarindan % 37.09 oraninda Brucella spp.
izole edilmistir (13). Bu ¢alismada ise incelenen 110 adet aborte koyun fetusunun
48’inden (% 43.7) Brucella spp. izole edilmistir. Calismamizda elde edilen % 43.7’lik
oranin diger ¢aligmalara (11, 13) gore oldukca yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir ve Bursa
bolgesindeki koyun atiklarinda brusellozisin 6neminin artarak devam ettigini
gostermektedir. Tirkiye’de brusellozis miicadele projesinin 1984 yilindan itibaren
asilama programlari ile ytriitiildiigii g6z oniine alindiginda, Bursa ve ¢evresi i¢in ortaya
konulan bu yiiksek infeksiyon orani, brusellozis eradikasyon projesinin basarisiz
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica 1989 yilindan itibaren yapilan ulusal tarama ve
calismalarda da koyun brusellozisi seroprevalansinin azalmamasi, tersine az da olsa
1989°da % 1.26°dan, 2000 yilinda % 1.97’ye yiikselmis olmasi, yine bu eradikasyon
projesinin Tiirkiye genelinde de basarisiz oldugunu gostermektedir (4-7). Resmi gazetede
03.04.2009 tarihinde yaymlanan yeni brusellozis miicadele yonetmeliginde brusellozisden
ari striilerin olusturulmasi hedeflenmistir. Rutin izleme testlerinin diizenli olarak
uygulanmasi, siiriiye disaridan hayvan sokulmamasi ve asilamalarin da zamanla
azaltilmasi ile kapali ve ari siiriiler olusturulabilecegi diistiniilmektedir (111).

Calismamizda 110 adet aborte koyun fetusunun 48’inden (% 43.7) izole edilen

Brucella suslarmin identifikasyon ¢calismalarinda 42 adet (% 87.5) izolatin B. melitensis
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biyotip 3, 6 adet (% 12.5) izolatin B. melitensis biyotip 1 oldugu saptanmistir. B.
melitensis’in mevcut 3 biyotipinden biyotip 1 Latin Amerika, Ispanya, Portekiz ve
Malta’da en yaygin olarak goriilen biyotiptir. Italya ve Yunanistan’da en fazla biyotip 2
yaygindir. Biyotip 3 en yaygm olarak Fransa, Misir, Urdiin, Israil ve Kuzey Afrika’da
goriilmektedir ancak Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye’de de bildirilmektedir. Bat1 ve orta
Asya’da biyotip 2 ve 3 en yaygin biyotiplerdir. Ancak Suudi Arabistan, Kuveyt, Iran ve
Irak’ta her ii¢ biyotip de yaygin olarak bulunmaktadir (8). Tiirkiye’de koyun izolatlarmin
tiplendirilmesine yonelik sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. 1993 yilinda Trakya
bolgesinde yapilan bir ¢calismada toplam toplam 145 koyun-kegi atik fetusunden 29 adet
brusella susu izole edilmis ve bunlardan 25’inin B. melitensis biyotip 1, 3’liniin B.
melitensis biyotip 2 ve 1’inin ise B. melitensis biyotip 3 belirtilmis, bu bdlge icin biyotip
I’in predominant olduguna dikkat ¢ekilmistir (11). Ancak Erdenlig ve Sen (12), 1996-
1998 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde koyun atiklarindan izole edilen 78
adet Brucella spp. izolatinin % 88.5’in1 B. melitensis biyotip 3 ve % 11.5’ini B. melitensis
biyotip 1 olarak belirlemisler ve Tiirkiye’de B. melitensis biyotip 3’iin predominant
oldugunu bildirmislerdir. Biiylikcangaz (13) ise Bursa ili ve ¢evresinde yiiriittiigi
calismasinda, 23 adet koyun izolatinin 5 adedini B. melitensis biyotip 1, 1 adedini B.
melitensis biyotip 2 ve 16 adedini B. melitensis biyotip 3 olarak belirlemis, 1 adet izolatin
atipik 6zellikte B. melitensis biyotip 3 oldugunu tespit etmistir. Bizim ¢alismamizda da
da koyunlarda B. melitensis biyotip 3 % 87.5 oraninda, B. melitensis biyotip 1 ise % 12.5
oraninda tespit edilmistir. Bulgularimizin Biiyiikcangaz (13)’mn ¢aligsmalariyla uyumlu
olmas ¢aligilan bdlgenin ayni1 olmasindan, Erdogan ve arkadaslariin (11) bulgularindan
farkli olmasi da yine bolge farkindan kaynaklanmis olabilir. Ancak Tiirkiye’de genel
olarak yaygm biyotipin biyotip 3 oldugu bizim ¢alismamizla bir kez daha ortaya
konmustur. Biyotip 2 bizim ¢aligmamizda saptanmamasina ragmen diger iki ¢alismada
(11, 13) belirlendigi bildirilmistir. Tiirkiye’nin Asya ve Avrupa arasinda gecis bolgesi
olmasi, hayvan hareketlerinin yeterince kontrol edilememesi, siir boylarinda yasa dis1
hayvan kagakc¢iliginin tamamen 6nlenememesi, zaman zaman yasal hayvan ithalatlarina
dayali olarak disaridan hayvan getirilmesi, infekte hayvan hareketlerinden dolay1 hem
Avrupa hem de Asya da siklikla goriilen B. melitensis biyotip 1, 2 ve 3’iin Tiirkiye’de de
goriilmesi normal karsilanmalidir.

Brusellozisin indirekt teshisinde serum, siit, vajinal mukus ve seminal plazmada
brusellalara kars1 olusan antikorlar1 saptamaya yonelik bir¢ok serolojik test gelistirilmistir

(14, 15, 25). Brusellozisin kesin teshisi etken izolasyonu ve identifikasyonuna baglhidir.
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Etkenin izolasyonu ve identifikasyonu epidemiyolojik ¢aligmalarda ve eradikasyon
programlarinda atilacak en 6nemli adimdir. Fakat brusellozisin bir siirii hastalig1 olmasi,
etken izolasyonunun zaman alic1 olmasi nedeniyle teshis, kontrol ve eradikasyon
programlari, serolojik testlerle reaktorlerin saptanmasi temeline dayandirilmistir.
Uluslaras1 standartlara gore bu testlerden RBT’in tarama testi, CFT in ise standart
dogrulama resti olarak kullanilmasi 6nerilmistir (32). Ayrica son yillarda konvansiyonel
teshis yontemlerine alternatif olarak ya da konfirme edici olarak C- ELISA gibi yontemler
de uygulanmaktadir (14).

Tiirkiye’ de brusellozisin serolojik teshisine yonelik ¢esitli ¢alismalar mevcuttur
(27-30). Ancak atik yapan hayvanlarda bakteriyolojik ve serolojik caligmalarin birlikte
yiiriitiildiigii ¢alisma sayisi azdir. Ciinkii Tiirkiye’de atik yapan koyunlari aborte fetus
materyalinin incelenmesi sonrasida serolojik teshis amagli 21 giin sonra kan alinmasi,
stiriide koyunlarin takibinin hayvan sahibi tarafindan yapilmamasi nedeniyle genellikle
miimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla ¢alismamiz, lilkemizde bakteriyolojik ve serolojik
calismalarin birlikte yiiriitiildiigii bir calisma olmasi yoniiyle onemlidir. Ayrica
Tirkiye’deki diger calismalarda (27-30) testlerin etkinliklerini degerlendirmek amaci ile
karsilastirmali olarak testlerin sensitivite, spesifite, pozitif tahmin degeri, negatif tahmin
degeri, pozitif olasilik orani, negatif olasilik orani, ROC egrisi altinda kalan alan gibi
karsilagtirma yontemlerinin hepsine yer verilmemistir. Testlerin etkinliklerinin istatistiki
verilerle karsilastirilmasi net ve saglikli bilgi vermektedir. Bizim ¢aligmamizda
izolasyon ve identifikasyon ¢aligmalar1 temel almarak serolojik testlerin etkinlikleri
degerlendirilmis ve genel olarak su sonuglar elde edilmistir. Test yontemlerinin her
iicliniin de spesifite degerleri % 98.39 bulunmus olmakla birlikte en yiiksek sensitivite
degeri C-ELISA testinde saptanmistir. Bunu siras1 ile CFT ve RBT 1 izlemistir. Her {i¢
testin pozitif tahmin degerleri % 97 nin iizerinde ve birbirlerine olduk¢a benzer
bulunmustur. C-ELISA en yiiksek negatif tahmin degerine sahiptir. Negatif tahmin
degeri en diisiik ise RBT’inde bulunmustur. Pozitif olasilik orani en yiiksek C -ELISA
testinde belirlenmis bunu CFT ve RBT izlemistir. Negatif olasilik orani en yiiksek
RBT’inde hesaplanir iken C-ELISA testinin en diisiik orana sahip oldugu belirlenmistir.
Test yontemleri arasinda en yiiksek korelasyonun C-ELISA ile bakteriyolojik izolasyon
arasinda oldugu, en diisiik korelasyonun ise C- ELISA ile RBT arasinda hesaplandigi
goriilmiistiir. Tiim test yontemleri arasindaki korelasyonlarmn yiiksek ve istatistiki

diizeyde 6nemli oldugu saptanmistir. ROC egrisi altinda kalan alan en yiiksek C- ELISA
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testinde, en diisiik RBT inde saptanmis olup, degerler birbirine yakin diizeylerdedir.
Istatistik karsilastirmalarda test sonuglar1 arasinda anlamli fark goriilmemistir.

Brusellozis’in serolojik teshisinde kullanilan testlerin etkinliklerini yukarida
belirtilen karsilagtirma yontemleri ve istatistiki veriler ile karsilastiran tilkemizde az
calisma olmasina ragmen yurt disinda bir ¢cok calisma mevcuttur (21-26). Bu
calismalarda kullanilan serolojik test yontemleri ise genellikle birbirine benzer olarak
RBT, CFT, I-ELISA, C-ELISA gibi rutinde de kullanilan testlerdir. Rose Bengal Plate
testin spesifitesini arastiricilar farkli oranlarda bulmuslardir. Minas ve arkadaglar1 (22) ile
Ongor ve arkadaslar1 (28), RBT ni sirastyla % 99.7 ve % 100 oranlaryla en spesifik test
olarak belirlemislerdir. Diger yandan Nielsen ve arkadaslar1 (25) ile Burriel ve
arkadaslar1 (23) C-ELISA’ in spesifitesinin sirasiyla %99.8 ve %98.5 oranlarinda
oldugunu belirleyerek kullanilan diger serolojik testler arasinda C-ELISA’in en spesifik
test oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda en spesifik test olarak CFT’ini (21)
ve [-ELISA’1 (26) belirlemis olan arastiricilar da mevcuttur. Bu ¢alismada ise spesifite
orani tiim testlerde esit olarak (9%98.39) bulunmustur. Spesifite agisindan ortaya konulan
bu farkliliklar Brusellozis’in serolojik teshisinde en az iki testin birlikte kullanilmas1
gerekliligine bir kez daha dikkati cekmektedir. Rose Bengal Testinin prozon fenomeni
nedeniyle yanlis negatif sonu¢ verme olasiligina ragmen, infekte siiriilerde hastaligin
tespiti ya da bruselladan ari siiriilerde negatifligin garanti altina alinmasinda tarama testi
olarak mutlaka kullanilmas1 OIE tarafindan 6nerilmektedir (14).

Bu ¢alismada en yiiksek sensitivite degeri % 93.75 ile C-ELISA testinde
saptanmistir. Calismamizla paralel olarak Minas ve arkadaslar1 (21) ile Biancifiori ve
arkadaslar1 (116) da C-ELISA’i sirasiyla % 89 ve % 99.4 oranlariyla en duyarl test olarak
belirlemislerdir. Bazi arastiricilar tarafindan da I-ELISA en sensitiv test olarak
belirlenmistir (21, 23). Minas ve arkadaslar1 (22) ise ¢calismalarinda kullandiklar1 RBT,
CFT ve C-ELISA arasinda CFT’ini en duyarli test olarak belirlemislerdir. Sensitivite
acisindan testler ve arastiricilar arasindaki bu farkliliklarin, farkli hayvanlarin farkl
infeksiyon donemleri ve farkli antikor siniflarina sahip olmalarindan kaynaklanmis
olabilecegi diisiintilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da oldugu gibi C-ELISA yonteminin
sadece sensitivitesi degil spesifitesinin de yiiksek oldugu, bazi Gram negatif bakterilerle
olusabilecek kros reaksiyonlari en aza indirdigi, CFT ile karsilastirildiginda esit ya da
ondan daha 1yi sonuglar alindig1 yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir. Bazi C-ELISA
kitleri ile asil1 ve dogal infekte hayvanlarin ayirt edilebilmesinin bu teste bir tistiinliik

sagladig1 bildirilmistir. Testin yapilisinin kolay olmasi, kisa zamanda sonug¢ alinmasi,
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farkl tiirlerdeki hayvanlara ait serum Orneklerinin birlikte test edilebilmesi gibi
ozelliklerinin biiylik bir avantaj sagladigindan s6z edilmektedir (21, 78, 115).

Calismamizda CFT inin sensitivite (% 91.67) ve spesifite (% 98.39) degerleri
yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde CFT’ini en spesifik (21) ve en sensitiv (22) test
olarak belirleyen ¢alismalar da mevcuttur. Literatiirlerde (16, 95) CFT ile yanlis negatif
sonuglar ile karsilagilabilecegi belirtilmekle birlikte, calismamizda CFT ile elde edilen
sonuglarin C-ELISA testine yakin oldugu, hasta olmayanlar1 oldukga yiliksek oranda
tahmin ettigi, hasta olanlar1 tahmin etmede % 100 kesin sonu¢ vermemekle birlikte
yiiksek oranda basarili oldugu kanaatine varilmistir. CFT’de komplementin
inaktivasyonu i¢in serumlarin 1s1l isleme tabi tutulmasi zorunlulugu, testin zaman alici
olmasi, reagentlerin test i¢in siirekli titre edilmesi gerekliligi, uzmanlasmis personele
gereksinim gostermesi gibi literatiirde (19) bildirilen zorluklar1 ile calismamizda da
karsilagilmistir. Bu nedenle CFT’in sadece RBT ile pozitif bulunan serumlara halihazirda
uygulandigi sekilde dogrulama amagli uygulanmasimin daha pratik oldugunun bir kez
daha vurgulanmasi gerekli goriilmiistiir.

Bu calismada C-ELISA’in pozitif olasilik oran1 (% 58.25), negatif tahmin degeri
(% 95.31) ve REAKA (0.961) kriterleri yoniinden en yiiksek degerlere sahip oldugu,
pozitif tahmin degerinin de diger testlere esit (% 97.83) oldugu ortaya konmustur. Burriel
ve arkadaslar1 (23) da C-ELISA’in en yliksek pozitif tahmin degerine (% 98) ve en
yiiksek negatif tahmin degerine (% 92.5) sahip oldugunu vurgulamiglardir. Minas ve
arkadaslar1 (21), C-ELISA’in pozitif olasilik oranini diisiik (% 24.9), negatif olasilik
oranini ise bizim ¢alismamizdaki degere (0.0635) gore yiiksek (% 0.11) bulmuslardir.
Calismamizda ROC egrisi altinda kalan alan hesaplanmis ve testlerin dogruluk oranlari
belirlenmistir. Egri altinda kalan alan degerinin 100’e yakin olusu, testin dogruluk
degerinin yliksek oldugunu ifade etmektedir. Tiirkiye’deki diger ¢alismalarda REAKA
degeri hesaplanmamistir. Bu ¢alismada C-ELISA’nin REAKA degeri 0.961 olarak
saptanmistir. Minas ve arkadaslarmin ytriitmiis olduklar1 iki ¢alismada (21, 22) da
REAKA degerleri bizim ¢alismamiza yakin bulunmustur (0.994 ve 0.968). Nielsen ve
arkadaslar1 (24) ise C-ELISA’in REAKA degerini 0.841 olarak belirlemislerdir. Bu
sonuglar karsilastirildiginda calismamizda kullanilan C-ELISA testinin REAKA degerinin
100’e yakin olmasi nedeniyle oldukga yiiksek bir dogruluk degerine sahip oldugu
diistiniilmiistiir.

Sonug olarak tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, testlerin spesifitelerinin

birbirine benzer olmalarina karsin sensitivite degerlerinin farkli oldugu, en ytiksek
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sensitivite degerine C- ELISA testinin sahip oldugu belirlenmistir. Bakteriyolojik
sonuglar ile karsilastirildiginda her ii¢ testin de hasta olmayanlar1 ¢ok yiiksek oranda
dogru sekilde tahmin ettikleri, test yontemleri arasindaki korelasyonlarin yiiksek ve
istatistiki diizeyde onemli oldugu goriilmektedir. Bu calismada C-ELISA testi ile diger
testlerin etkinlikleri arasinda istatistiki anlamda fark bulunmamakla birlikte en yiiksek
ROC egrisi altinda kalan alana sahip olmasi, sensitivitesinin diger testlere gore nisbeten
fazla olusu ve uygulamada cesitli avantajlara neden olmasi nedenleri ile tercih

edilebilecegi kanisina varilmaistir.
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