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OZET

Isparta ili ve ilcelerinde cig siitlerde Brucella abortus’a karsi olusturulan

antikorlarin ELISA ve Ring Testi ile Arastirllmasi

Bruselloz insan ve hayvanlarda goriilen, Brucella cinsine ait mikroorganizmalarin
neden oldugu kronik, bulasici ve subakut bir hastaliktir. Brucella etmeni ilk olarak 1887
yilinda Ingiliz hekim David Bruce tarafindan tespit edildigi icin Bruce’ye atfen Brucella

denilmistir.

Bu calismada ilk olarak Isparta merkez ve merkeze bagl ilgelerden 500 adet siit Ornegi
alinarak laboratuara getirilmis laboratuarda Milk Ring Testi ( MRT) ile tarama testi
yapilarak pozitif ve negatif siit ornekleri tespit edilmistir. MRT de 500 siit 6rneginden

281 (% 56.1) pozitif sonuc; 219 ( 53.9 ) siit 6rnegi negatif sonu¢ vermistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise MRT ile tespit edilen pozitif ve negatif ornekler
ELISA yontemi uygulanarak tekrar incelendi. MRT testinde negatif olan ornekler
ELISA yonteminde pozitif ; MRT de pozitif olan drneklerin ELISA’da negatif oldugu
tespit edilmistir. ELISA testinde ise 86 6rnek pozitif cikarken 414 ornek ise negatif
oldugu tespit edilmistir. Yapilan calismalar sonucunda ELISA testinin MRT testinden

daha duyarl ve daha dogru sonuglar verdigi goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Brucella, MRT , ELISA



II

ABSTRACT

Detection of Brucella abortus antibodies in cow’s milk of the Isparta area by Ring
and ELISA

Brucella is a cronic and infections ilness which is caused by the microorganismis that
belongs to Brucella kind and is seen in people and animals. Because the ilness was

found in 1887 by David Bruce it is dedicated to his name and it is named as Brucella.

In this search 500 bottle of milk was taken from Isparta and its towns. They were
brought to laboraories and they passed a test which is named Milk Ring Test ( MRT ).

The positive and negative examples found.
In the second phase of the search the milk which was tested by MRT was controlled by

the ELISA method. The results showed that the ones which found to be positive MRT

were proved to be belongnegative in ELISA and vice versa.

KEY WORDS: Brucella, MRT, ELISA
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1. GIRIS

Bruselloz, insan ve hayvanlarda goriilen, Brucella cinsine ait mikroorganizmalarin
neden oldugu kronik, bulasici ve subakut bir hastaliktir. Koyun, keci, domuz ve sigir
gibi hayvanlarin genital organlar1 ile memelerine yerleserek, abort (yavru atimi),
infertilite (kisirlik), mastitis (meme iltihabi), orsitis (erbezi iltihab1) ve artritis (eklem
iltihab1) gibi komplikasyonlara neden olan, hemen hemen diinyanin biiyiikk bir
bolimiinde ve ozellikle de endemik yorelerde yaygin olarak goriilen, biiyiik
ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir zoonozdur. Bu hastaliga, Malta atesi veya
Malta hummasi, dalgali ates veya dalgali humma, Akdeniz hummasi, yavru atma
hastaligi, enfeksiyoz abortus, Bang hastalig1 isimleri de verilmektedir (Fraser, 1991;
Trujillo, vd., 1994; Fazli, 2000; 1zgiir, 2000; Akritidis ve Pappas, 2001; Boschiroli,
vd., 2001).

Etmen ilk kez 1887 yilinda, ingiliz hekim David Bruce tarafindan malta atesi olarak
ifade edilen hastaliktan 6len bir askerin dalagindan izole edilmistir (Corbel, 1997;
Alexio, vd., 1999, Sozen, 2000). Bruce, bu mikroorganizmaya 6nce Micrococcus
melitensis adin1 vermis, fakat daha sonra onun adina Brucella melitensis denilmistir.
Mikroorganizma, 1905 yilinda enfekte olmus kecilerden izole edilmis ve keci siitii ile
enfekte insanlarin serumlarinda 6zgiil antikorlarin varligr saptanmistir (Giilliice,
1993; Ozsan,2000). Bang, sigirlarda yavru atma etmeninin kiigiik bir basil oldugunu
tespit ederek buna Bacillus abortus ismini vermistir (Ozsan, 2000). Hutryra ve
Marek, 1909 yilinda Macaristan'da, Traum, 1914'de ABD'de domuzlarin yavru
attmima neden olan bakteriyi izole ederek buna Bacterium abortus suis ismini
vermislerdir (Giilliice, 1993; Ozsan, 2000). 1918 yilinda, insanlarda malta
hummasina neden olan etmen ile domuz ve sigirdarda yavru atimina neden olan
etmenin ayni morfolojik ve serolojik yapiya sahip oldugu bildirilmistir (Giilliice,

1993). Mayer ve Schaw 1920 yilinda, abortus, suis ve melitensis gruplarini



birlestirerek, bu hastalig1 ilk kez tespit eden bilim adami David Bruce'in adina

Brucella, yaptig1 hastaliga da Brusellosis adin1 vermistir.

Buddle ve Boyes, 1953 yilinda Yeni Zelanda'da epididimitisli ko¢lardan Brucella
ovis'i; Stoonner ve Lacman Utah'da agag ratlarindan Brucella neotoma'yr; Carichael
ve Bruner, 1968 yilinda kopeklerden Brucella canis'i izole etmistir (Giilliice, 1993;
Ozsan,2000). Preiz, 1902 yilinda Macaristan'da; Zeller ve Zwick, 1910'da
Almanya'da; Benfanti, 1912'de italya'da ve yine cesitli dsnemlerde gerceklestirilen
aragtirmalarla da  Avusturya, Isveg, Norvec, Hollanda, Isvicre ve diger Avrupa
ilkelerinde Brucellosis hastaliginin varligi saptanmistir. Yurdumuzda bu etmenin
tespitine yonelik ilk calismalar, 1915 yilinda Kural ve Akalin'in Istanbul'daki bir
hastada, hastaligin tespiti amaciyla gerceklestirmis olduklart calismalariyla
baslamistir. Daha sonra etmen, Berke tarafindan 1931 yilinda sigirlarda, Koyliioglu
ve Aktan tarafindan da 1944 yilinda Bandirma merinos ciftligindeki koyunlarda
tespit edilmistir. Golem, 1943'de insan ve hayvanlarda etmenin varligini serolojik
olarak ortaya koymustur. Istanbulluoglu ve arkadaslar1 tarafindan 1983 yilinda
Brucella canis etmeni kopeklerde serolojik olarak belirlenmistir. Izgiir ve arkadaslari
ise 1988'de Ankara'da at Brusellosis dagiliminin tespitine yonelik calismalar

yapmuslardir (Giilliice, 1993).



2. KAYNAK BILGiSi

Brucella cinsi mikroorganizmalar, kiiclik, gram negatif, kisa cubuk veya kokobasil sekle
sahip, hareketsiz, spor olusturmayan bakteriler olup, Parvobacteriaceae familyasinda yer
almaktadirlar. Bu cinse mensup mikroorganizmalarin boyutlar1 0,5-0, 7x 0,6-1,5 um
civarinda olup, flagella tasimazlar ve hiicre ici parazitidirler. Genellikle kapsiil
olusturmazlar. Ancak hastalikli canlidan yeni izole edilen smooth (S) karakterdeki
kolonilerde, ince bir kapsiiliin bulundugu ortaya konulmustur (Fraser, 1991; Arda
vd.,1992; Giilliice, 1993; Holt, vd., 1994; Kocabeyoglu vd., 1994; Ozsan, 2000;
Levinson ve Jawetz, 1998; Al-Eissa ve Faap 1994 ).

Brucella cinsine ait mikroorganizmalar; aerofilik, karboksifilik ve oksidatiftirler. Uygun
sartlar saglandig1 taktirde, karbonhidratli ortamda c¢ok az fermentatif reaksiyon
gosterirler. Aside direngli degillerdir ve ekzotoksin olusturmazlar. Besiyerlerine
karaciger ekstresi, kan, glikoz, serum veya protein katilmasi, tiremeleri iizerine olumlu

etki yapar.

Brucella cinsine ait tiirler genellikle 20-40°C arasinda iiremektedirler. Optimum iireme
sicakligr 37°C civarindadir, 20°C de ¢ok yavas iireme gosterirler. Bu cinse mensup alti
tiir bulunmakla birlikte (Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella
canis, Brucella ovis, Brucella neotomae), 1994 yilinda deniz memelilerinin erkeklerinde
patojen olan yeni bir Brucella tiirii tespit edilmis ve bu tiire, Brucella marin adi
verilmistir (Giilliice, 1993; Singh, vd., 1998; Alexio, vd, 1999; Izgiir, 2000; Ozsan,
2000).

Brucella abortus temelde sigirlar enfekte etmesine ragmen bufalo, deve, geyik, kopek,
at, koyun ve insanlarda da enfeksiyona neden olmaktadir. Agir gelisen bu

mikroorganizma yavasca yayilim gosterir ve yumusak huylu enfeksiyonlara neden olur.



Etmenin 9 biyotipi bulunmakta olup, katalaz ve oksidaz pozitiftirler. Gelismeleri icin
ozellikle ilk izolasyonlarinda %10 oraninda CO,’e gereksinim duyarlar ve siilfiir ihtiva
eden protein ve amino asitlerden H,S iiretirler. Nitrat1 nitrite indirgerler. Genellikle
bazik fuksin, metil viyole, pironin ve safranin bulunan, fakat tizonin bulunmayan uygun
ortamlarda geligirler (Fraser, 1991; Arda vd., 1992; Giilliice, 1993; Holt, vd., 1994;
Izgiir, 2000). Brucella yavas iirer. Etmen izole edilecegi zaman, koloni olusumunu
saglayarak, dissosiasyonu sinirladigindan dolayi, genellikle kat1 besiyerleri tercih edilir.
Koloni olusumu ancak 4. giinden sonra goriilmeye baslar. Olusan koloniler; konveks,
kenarlart diizgiin, 0,5 mm c¢apinda olup, 151k iizerine vurdugunda, merkezde, mavimsi
yesil, gri renkte refleler olusturur ve koloniler daha sonra matlasir, dissosiye olmaya
baglar (S tipi). R tipi koloniler ise S tipi kolonilere gore daha biiyiik ¢capta ve mat
graniillii bir ylizeye sahiptir. M tipi kolonilerin ise antibiyotik ve kimyasal maddelerin
etkileri sonucu olusan L formlar1 tarafindan meydana getirildigi bildirilmistir. Brucella
s1v1 besiyerlerinde yavasca tireyerek, homojen bir bulaniklikla birlikte dipte yumurta aki
benzeri tortu olusturur. R tipi koloniler ise tiip ¢alkalandiginda graniiller seklinde
ortamda dagilim gosterir (Fraser, 1991; Arda vd., 1992; Giilliice, 1993; Holt, vd., 1994;
1zgi'1r,2000).

Brucella antijenleri aglutinojenik, presipitojenik, opsojenik ve allerjik yapida kompleks
antijenlerdir. Kimyasal yapilari; polisakkarit, protein, lipid ve deoksiriboniikleik asidin
tiirlere gore degisik karisimlarindan ibarettir (Giilliice, 1993). Bir¢ok iilke, sigirlardan
Brusellosisi basarili bir sekilde eradike etmis olmasina ragmen, iilkemizde hala 6nemini
korumaktadir (Anon., 2001). Aym1 etmen insan Brusellosisinin olusumunda da 6nemli
bir faktor olup, 6zellikle endemik bolgelerde, ciddi ekonomik ve saglik problemlerine
neden olmaktadir (Figueroa, vd, 1995; Rijpens, vd, 1996; Corbel, 1997; Samartino, vd,
1999; Cengiz, 2000; Boschiroli, vd, 2001).

Hayvanlar arasinda bulagsma genellikle fetus, fetal membranlar, yavru atan hayvanlarin
vajinal akintilari, amniyon sivilar1 ve plasenta artiklariyla olmaktadir. Bir atik cevreye

1.000-10.000 milyar bakteri sagmaktadir. Etmenin insanlarda diisiige neden olduguna



dair yeterince delil bulunmamaktadir (Fraser, 1991; Figueroa, vd., 1995; Cengiz, 2000;
1zgiir, 2000; Boschiroli, vd., 2001). Etmen, pastorize edilmemis siit ve siit iirlinlerinin
(yag, krema, peynir vs.) aliminin yanisira, hayvanlarin yiin ve killartyla olan temasla da
insanlara bulagsmaktadir. Bu nedenlerle, hayvan sahipleri, ¢obanlar, veteriner hekimler
ve laboratuar calisanlar1 yiliksek oranda enfeksiyona yakalanma riski tasimaktadirlar
(Altindis, 2001). Sigir, koyun ve kecilere uygulanan ve hayvanlari etmenlere karsi
korumak amaciyla yapilan Brucella abortus S19 ve Brucella melitensis Rev 1 agilamalari
esnasinda ignenin kirilmasiyla, numunenin hekimin {izerine sigramasiyla bulagma
gerceklesebilecegi gibi, artropodlar, kemiriciler, vahsi hayvanlar ve 6zellikle de ¢oban
kopekleriyle de insanlara bulagsma olmaktadir (Mathai, vd., 1996 ; Metin, 1996; Rijpens,
vd., 1996; Al-Eissa ve Faap, 1994; Cengiz, 2000).

Insanlar Brucella etmenlerini yiyecek olarak kullandiklar1 etlerden de almaktadur.
Ozellikle mezbahada galisan isciler ile ¢ig et yeme aliskanligi bulunan yorelerde yasayan
insanlar ve yeterince pismemis et ve et iirlinlerini tiiketenler, her zaman bulagma riski
tastmaktadir (Fraser, 1991; Arda vd., 1992; Cengiz, 2000; Izgiir, 2000). Insanlar etmeni,
agiz yolu, deri temasi, solunum, asilama ve cinsi temas yoluyla almaktadirlar. Normalde
etmenin saglam deriden ge¢mesi miimkiin degilken, 1slak deri bu gecisi kolaylastirir.
Sindirim  sistemiyle alinan etmenin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in Brucella
melitensis'in 5000 adet olmas1 yeterliyken, Brucella abortus ve Brucella suis icin bu
degerin 106-107 olmasi1 gerekir. Solunumla etmenin alinmasi halinde Brucella
melitensis i¢cin 1300, Brucella abortus ve Brucella suis i¢in 100 bakteri alinmasi
enfeksiyon icin yeterlidir (Al-Eissa ve Faap, 1999; Fazli, 2000; 1zgiir, 2000; Kiyan,
2000).

Brucella etmenlerinin tanisi; biyotiplendirme, oksidatif metabolizmada kullanilan
substratlar ve boyalarin bakteriyostatik etkisine bagli olarak yapilan testler ile
gerceklestirilir. Bu etmenlerin duyarliliklarinin belirlenmesinde fajlar 6nemli bir

etmendir. Bu amacla Thilisi (tb), Weybridge, Berkeley, Freneze, Izatnagur fajlarindan

yararlanilmaktadir.



R ve M tipi koloni olusturan Brucellalar icin ise R, R/O, R/C fajlan1 kullanilmaktadir
(Arda vd., 1992; Giillice, 1993). Hayvanlarin Brucella enfeksiyonlarina Kkarsi
olusturduklar1 primer yanitta, once IgM antikoru ve bunu takiben IgG antikoru meydana
gelir. Sekonder yanitta ise, IgG antikoru olusur. IgM antikor miktari, hastaligin ilk
haftasinda yiikselir ve ligiincii aya geldiginde en yiiksek seviyeye ulasir. IgG'nin miktari
ise, hastaligin iiclincii haftasindan sonra artar. 6-8 haftada maksimum seviyeye ulasir ve
kronik vakalarda yiiksek seviyede kalir. [gM aglutininleri, yeni enfekte olmus sigirlarda
bulunur (Giilliice.1993). S 19 ile asili hayvanlarin serumlarindaki IgM, IgG; ve 1gG,
antikorlarinin oransal dagilimlarinin, Brucella abortus ile enfekte olmus sigirlarinkinden
farkli oldugu bulunmustur. Asilamadan hemen sonra ilk ortaya ¢ikan ve 91 giin
boyunca baskin halde kalan antikor, IgM’ dir. Enfekte olmus hayvanlarin serumlarinda
IgG1 sinif1 antikor baskin durumdayken, IgM antikorlar1 az miktarlarda bulunurlar. S 19
ile asilanan si8ir ve buzagilarin serumda olusan antikorlarin biiyiik boliimiinii IgM ve
IgG, olusturmaktadir. 1gG,'ler ise, az miktarda bulunmaktadir. IgG; termostabil, yavas
sedimentasyonlu, antikor aktivitesi merkaptoetanol ile tahrip edilemeyen ve rivanol ile
yavas ¢oken, IgM ise; termolabil, hizli sedimentasyonlu, aktivitesi merkaptoetanol ile
tahrip edilebilir ve rivanol ile hizli ¢oken immunoglobulinlerdir (Arda vd., 1992;
Giilliice, 1993). Pastorizasyon 1sisinda 10-15 dakikada dlen Brucella grubu bakteriler,
dezenfektan ve antibiyotiklere karsi duyarli olup, karanlik yerlerde, doku, siit veya
uterus akintilari i¢inde uzun siire canl kalabilirler. Kokusma sonu kisa zamanda oliirler.
Suda 35 giin, giines gormeyen topraklarda ise, yaklasik 70 giin kadar yasayabilirler
Kiiltiirleri buzlukta 3-6 ay kadar canli kalabilir (Arda vd., 1992). Brucella abortus, hiicre
icine yerlesen ve orada ¢ogalma egiliminde olan bir bakteridir. Viicuda alindiktan sonra
bolgesel lenf yumrularina ve oradan da bir kag¢ giin i¢inde kan dolasimina gecer. Kanda
2-3 hafta kalip, lenf yumrularina, dalak, meme, gebe uterusu gibi organlar ile seyrek
olarak da eklem, tendon kiliflarina yerleserek, lezyonlarin olusumuna neden olur.
Enfekte olmus siit hayvanlarinin cogu, etmeni siitleriyle yayarlar. Memelerde lokalize

olarak, mastitis, supramamal lenf yumrularinda biiyime ve sekonder etmenlerin
katkisiyla da siit veriminde azalmaya neden olur. Siitte 16kosit sayisinda artma, klor

oraninda yiikselme, seker seviyesinde diisme, katalaz ve asit fosfataz oraninda artma,



vitamin B2 ve C miktarlar ile siitteki yag oraninda azalma ve siitiin tadinda tuzluluk
goriilir. Ayrica enfekte hayvanlar, vajinal akintilariyla, normal dogum ve abortus
suretiyle atilan yavru zarlart ve oOlii fetus ile etmeni etrafa yayarlar. Brucellalarin
inkiibasyon siireleri, etmenin giris yolu ve sayisina bagl olarak 10-250 giin arasinda
degisir (Al-Eissa ve Faap, 1999; Arda vd.,1992; Giilliice, 1993; Metin, 1996; Tekeli,
2000). Hayvanlar1 brusellosis enfeksiyonundan korumak icin en onemli tedbir, hasta
olan hayvanlar1 siirliye sokmamaktir. Bunun icin, hayvanlar siirekli olarak kontrol
altinda bulundurulmali ve kontrolsiiz olarak disaridan cift tirnakli hayvan girisi
onlenmelidir. Siiriide bulunan tastyicilar ¢esitli teknikler kullanilarak teshis edilmeli ve
ayrilmalidir. Serolojik olarak tespit edilen enfekte hayvanlar, eradike edildikten sonra,
barinaklarda hijyenik kosullara uygun tedbirler alinmalidir. Siit sagimi esnasinda,
enfeksiyonun bulagma riski bulundugundan, sagimi gerceklestiren kisi, dezenfeksiyon
kurallarina titizlikle uymal1 ve hayvanlarla direkt temasta olan coban, kesimhane is¢ileri,
veteriner hekimler enfeksiyona karsi dikkatli olmalidirlar. Bulagsmaya kars1 hayvanlari
tamamen koruma altina almak i¢in asilama yapilmalidir (Arda vd., 1992; Corbel,1997).
Etmenin iiremesinde ve izolasyonunda karsilasilan giicliikler nedeniyle, brucellosis
teshisinde daha pratik olan ve eradikasyon programlarinin temel unsurunu teskil eden
serolojik testlerden faydalanilmaktadir (Samartino, vd., 1999; Baysal, 2000). Teshis,
kontrol ve eradikasyon programlarinda kullanilan baslica serolojik testler sunlardir;
Rose-Bengal Plate testi (RBPT), Serum Aglutinasyon Testi (SAT), Rivanol Testi (RT),
Merkapto Ethanol Testi (MET), Coombs Testi (Antiglobulin Testi), Kompleman
Fiksasyon Testi (CFT), Agar Jel Immiinodiffuzyon Testi (AJIDT), Indirekt Hemoliz
Testi (IHT), Milk Ring Testi (MRT), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Radio Immunassay (RIA). Bu serolojik yontemler, kan serumu, siit ve siit serumu ile
salgt ve sivilar kullanilarak uygulanmaktadir (Ballows, vd., 1991; Giilliice, 1993;
Mikolon, vd., 1998; Baysal, 2000; 1zgiir, 2000). Immumoenzimatik reaksiyonlarin ilk

temel prensipleri, 1971 yilinda Engvall ve Perlmen adli bilim adamlarinin yapmis
olduklar1 ¢alismalarla ortaya konulmustur (Szulowski, vd.,1999; Baysal, 2000; Paulo,
vd., 2000; Sahin, 2000; Ongér vd.2001). Brucella abortus'a Karsi olusturulan

antikorlarin tespiti amaciyla indirekt ELISA'nin kullanim ¢aligmalarina ise 1976 yilinda



baslanmistir (Giilliice, 1993; Gall, vd.,1998). Sigir brusellosisinin teshisi amaciyla
kullanilan bu yontem, yiiksek hassasiyet ve oOzgiilliige sahip olmasi, ¢ok sayida
numunenin ¢alisilmasina imkan saglamasi ve ucuz olmasindan dolay: ¢esitli alanlarda
tan1 amacli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle de saha taramalarinda
biiylik fayda saglamaktadir. Bu yontem diger testlerden farkli olarak, tiim antikor
izotiplerinin giivenilir bir sekilde tespitine imkan saglamaktadir. (Sutherland,1984;
Brock ve Madigan; 1991; Uzal, vd.,1996; Anguita, vd., 1997; Gall, vdl.,1998; Asbakk
vd., 1999).

Deneyin temel prensibi, bir enzimle isaretli antiglobulin kullanarak, antijen ile birlesen
antikorlar tespit etmektir. Bu amagla, antijen solid fazda olan 96 ¢ukurlu Polyesteryn
mikroplaytlere pasif olarak absorbe edilir. Polyesteryn platelerin yanisira polyethylen
plate, naylon boncuk ve nitroseliiloz platelerin kullanildig1 ¢alismalar da bildirilmistir
(Giilliice, 1993; Bilgehan, 1994). Antijen olarak; 1s1 ile oldiiriilmiis Brucella abortus
strain19 strain1119-3'tin potasyum kloriirdeki ekstresi (Thoen, vd., 1983,1995; Giilliice
ve Leloglu, 1996), sonikasyon antijeni, dogal hapten polisakkarit, sitosol antijeni,
otoklav ekstrakti, santrifiij ekstrakti, smooth lipopolisakkarit (Diaz-Aparicio, 1994;
Corbel, 1997; Abuharfeil ve Abo-Shehada,1998; Uzal vd., 2000) ve dis membran
proteini kullanilmigtir. Substrat olarak; ABTS ( 2.2 azino-di-3-ethyl benthiozaline-6
sulfonate), S5-aminosalisilik asit, ortofenil-diamin (OPD), P-nitrofenil, O-tolidin-5-
amino-2 hidroksibenzoik asit kullanilmaktadir (Giilliice. 1993). Konjugat olarak ise;
Alkalin fosfataz, galaktosidaz, horseradish peroksidaz enzimlerinden biriyle isaretlenmis
rabbit antibovin (Thoen, vd., 1983), goat anti-bovine IgG (Giilliice, 1993) ile Protein G
antiglobulinleri kullanilmaktadir.

Protein G, C ve G grubu streptokoklarin hiicre duvar yiizeyinden elde edilen, memeli
monoklonal veya poliklonal antikorlarinin (IgG) F. kisimlarina baglanabilen bir
antiglobulindir. Bu proteinin sentezi G grubu streptokoklarin G genini tasiyan lambda
fajinin E.coli'yi enfekte etmesi sonucunda bu bakteri tarafindan da gergeklestirilebilir

(Bjorck,vd .,1987; Falkenberg, vd., 1987).



Siit, disi memeli hayvanlarin siit bezlerinde, dogurduklar1 yavrularini beslemek amaciyla
tiire bagh olarak farkli zamanlarda salgiladiklar1 ve i¢inde bir yavrunun ihtiya¢ duydugu
tiim temel besin maddelerini ihtiva eden, beyaz-krem renge sahip ,kendine has kokusu
ve tad1 olan besleyici, koruyucu 6zellik tasiyan bir sividir. Siitiin temel fonksiyonu yeni
dogan yavrunun gelisebilmesi, yasayabilmesi ve dig etkilere kars1 kendini
koruyabilmesini garanti altina almaktir. Bu nedenle kalsiyum, fosfor ve ribofilavin
acisindan Onemli bir kaynak olan siit, beslenme fizyologlar1 tarafindan temel gida
maddesi olarak kabul edilmektedir. Siitiin 6nemli bilesenlerinden olan laktoz, siit yagi,
kazein, laktoglobulin ve laktalbumin ise sadece siitiin yapisinda bulunmaktadir. Siitiin
temel kullanim alanlar1 oldukg¢a genis olup bunlardan baslicalari; yeni dogmus yavrunun
beslenmesi, temel gida maddesi olarak toplumun beslenmesi, siit mamullerinin
yapilmasi, siitiin temel bilesimini teskil eden kazein ve laktoz gibi maddelerin liretimi ve
yardimcr madde olarak bir cok gida maddesi tiretimidir (Metin, 1996). Mineral madde,
protein ve vitamin bakimindan zengin olan inek siitiiniin, fizikokimyasal ozellikleri
acisindan bilesenleri ve bunlarin bir litre siitteki miktarlar1 Cizelge 2.1.'de verilmistir
(Metin,1996). Arastirmacilar siitiin bilesenlerinin; hayvan 1rki, laktasyon, hayvanin yast,
hayvanin saglik durumu, mevsimin etkisi, sagim zamani, sagim sekli, kullanilan yem,
bakim ve hayvanin psikolojik durumu, gebelik durumu ile kizginlik durumundan
etkilenecegini ifade etmislerdir (Metin, 1996). Siitiin ihtiva ettigi bu organik ve
inorganik maddeler nedeniyle, siitte patojen ve patojen olmayan mikroorganizmalarin
cogalmasi ve dolayisiyla insanlar icin tehlike olusturmasi kaginilmaz bir sonugtur. Bu
nedenle diinyada ve iilkemizde ¢ig ve pastorize siitler i¢in kalite kriterleri konulmustur.
Ornegin Tiirk Gida Tiiziigiine gore (TS 1019) A grubu pastorize siitler cm™iinde 20.000'

den cok bakteri tasimamali, lem®ii koliform bakterisi, 0.5cm>ii 0.05 mg fenol
degerinden c¢ok fosfataz aktivitesi gostermemeli, metalimsi, pismis ve okside olmus yada
tabi olmayan bir tat ve koku almamis olmal ve tiiketime sunuluncaya kadar 10°C altinda

saklanmalidir (Demirci ve Giindiiz, 1994).
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Siit kaynakli hastaliklar, mikrobiyal 6zellikleri ve kontrol altina alinma yollar Cizelge
2.1.'de verilmektedir (Giilliice, 1988: Metin, 1996). Ulkemizde 1995'de 10.601.550,
1996'da 10.760.915, 1997'de 10.076.526 ve 1998'de ise 9.970.531 ton siit iiretimi
gerceklestirilmistir.  Diinyadaki  siit  iiretiminin  yaklasik  %2.1'inin  iilkemizde

gerceklestirildigi bildirilmistir (Anon., 2000., Boyazoglu ve Morand-Fehr, 2001).
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Cizelge 2.1..Fiziko-Kimyasal Ozellikler A¢isindan Inek Siitiiniin Bilesenleri

1. Emiilsiyon Halinde Olanlar Miktar
g/lt
1.1. Trigliseridler 30-45 g
1.2. Fosfolipidler 03¢g
Lesitin
Kefalin
Sifingomiyelin
1.3. Steroller 0.1g
Kolesterol
Lonosterol
7-Dehidrokolesterol
1.4. Gliseritler 0.15-022 ¢
Digliseritler
Monogliseritler
1.5. Yagda Eriyen Vitaminler
Vitamin A 0.1-0.5 mg
Provitamin (Karoten) 0.1-0.6 mg
Vitamin D 0.4 ug
Vitamin E 1.0 mg
1.6. Serbest Yag Asitleri ImEg
2. Kolloidal Dispersiyon Halinde Olanlar
2.1. Kazein 28-32 g
o7 - Kazein 103 ¢
B — Kazein 9.1¢g
k- Kazein 39¢g
2.2, Albumin
o— Laktalbumin 13¢g
Serumalbumini 04¢g
Laktoglobulin A
Laktoglobulin B } 35¢g
2.3. Globulin
Euglobulin 03¢g
Pseudoglobulin 03¢g
Yag globiilii proteinleri 02¢g
2.4. Enzimler
Katalaz
Peroksidaz
Ksantinoksidaz
Fosfataz(alkali ve asit)
Aldolaz

Amilaz(a ve B)
Lipaz(membran ve plazma lipazi)
Proteaz
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3. Gercek Cozelti Halinde Bulunanlar
3.1 Karbonhidratlar 47.0-48 g
o - Laktoz — Hidrat 177-18 g
B— Laktoz 203-30¢g
Glukoz 50 mg
Galaktoz 20 mg
Diger Sekerler iz
3.2. Katyonlar
Kalsiyum(Ca™) 1.25¢
Magnezyum(Mg™) 0.10 ¢
Sodyum(Na") 0.50 g
Potasyum(K™) 1.50 g
3.3. Anyonlar
Dihidrojenfosfatlar(H,PO, ")
Hidrojenfosfat(HPO, ™ ) 2.10 g (PO,
olarak)
Fosfat (PO, )
Sitrat(Sitrik asit olarak) 2.00g
Klor(CI") 1.00 g
Hidrojenkarbonat(HCOj3") 020 g
Siilfat(SO4 ™) 0.10 g
34. Suda Coziiniir Vitaminler
B1 Vitamini(Tiyamin) 0.4 mg
B2 Vitamini(Riboflavin) 1.5 mg
Niasin 02-12mg
B12 Vitamini 7.0 ug
B6 Vitamini 0.7 mg
Pantotenik asit 3.0 mg
Folik asit 1.0 g
Biyotin 50 ug
Inositol 180 mg
C Vitamini 20 mg
34. Diger Bilesikler(Azot olarak hesaplanmistir)
Amonyak 2-12mg
Aminoasitler 3.5 mg
Ure 100 mg

Kreatin ve Kreatinin

15 mg
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Siitiin bu kadar yogun tiiketilmesi ve zengin igerigi nedeniyle Brucella ve diger bircok
patojen bakterinin kaynagi olmasi, diinya ve lilkemizde farkli kaynakli siit 6rneklerinde
Brucella sikligim1 konu alan arastirmalarin  yogunlagsmasina yol agmistir. Bu

arastirmalardan baglicalar1 asagida 6zetlenmistir.

Heck vd., (1980), ELISA yonteminin si1gir siitiinde Brucella abortus’a karst olusturulan

antikorlar1 belirlemede uygun bir metot oldugunu bildirmislerdir.

Kerkholf vd., (1990), Siitte IgGi, IgG2 ve IgA antikorlarini, MRT ve ELISA
yontemleriyle analiz etmisler ve sonuglarini karsilagtirmiglardir. Arastirma sonucunda,
MRT ile %92,8 pozitif sonu¢ elde etmislerdir. Nicoletti ve Tanya (1993), Brusellosisli
ve S 19 ile asilanan hayvanlardan saglanan 828 serum iizerinde yapmis olduklar
caligmalar sonucunda, ELISA yontemleriyle bu ineklerin 278 inde Brucella abortus ve S
19 varligini tespit ederek, bu yontemin Cart’a gore duyarli, fakat daha az 6zgiil oldugunu
belirlemislerdir. Diaz-Aparicio vd (1994), konjugat olarak Protein G ve antijen olarak da
smooth lipopolisakkarit (S-LPS), dogal haptel polisakkariti ve sitosolu kullanarak
yapmis olduklart bir calismada, 55 Brucella melitensis pozitif kec¢i serumu igin
duyarhiligin %100 oldugunu asili 20 keci i¢in 6zgiilliigiin %75 oldugunu saptamiglardir.
Mathai vd., (1996), yapmis olduklar1 ¢alismalarinda ELISA yonteminin, brusellosis
teshisinde standart aglutinasyon testine gore daha iistiin bir metot oldugunu kaydetmistir.
Nielsen, vd, (1996), Kanada'daki enfekte olmamuis siiriilerden saglamis olduklar1 6232
adet siit ornegi ile Arjantin ve Sili'de enfekte olmus siiriilerden sagladiklar1 202 adet
ornek iizerinde ELISA ile yapmis olduklari incelemeler sonucunda, Sili'deki enfekte
stiriilerden saglanan ornekler icin %95'lik giiven sinin i¢inde ¢alisildiginda duyarliligin
%95.2 oldugunu, Arjantin'deki siiriilerden saglanan Ornekler i¢in ise, ayn1 giiven siniri

icinde ki duyarliligin %98.7 oldugunu tespit etmislerdir.
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Nielsen vd (1996), 15716 adet serum Ornegi lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada
0,460'lik ayrim degerinde, indirekt ELISA yonteminin %100'lik duyarlilik ve %96'Tik
ozgiilliige sahip oldugunu, 0,607'lik ayrim degeri s6z konusu oldugunda ise, bu degerin
sirastyla %100 ve %98.5 oldugunu bildirilmistir. Uzal vd., (1996), monoklonal anti-
IgG; enzim konjugatini kullanarak sigir brusellosisini, indirekt ELISA ile
incelemislerdir. Asilanmamis negatif serum, asilanmis negatif serum ve pozitif
ineklerden alinan serumlarin kullanildigi bu arastirma sonucunda, ELISA'nin
ozgiilligiintin asilanmamis negatif serumlar i¢in %99.2, asilanmis negatifler icin %99.6,

pozitif serumlar i¢cin %99,5 oldugunu belirlemislerdir.

Nunez- Torres vd., (1997), protein G konjugatin1 kullanarak yapmis olduklar
calismalarinda, 33 adet enfekte hayvan serumu ve 39 adet saglim hayvan serumu
kullanmiglar ve ELISA yonteminde duyarliligin %97, ozgiilliigiin ise %84 oldugunu
bulmuslardir. Stojek (1997), Brucella tiirlerine kars1 olusturulan antikorlar1 tespit etmek
icin ELISA yontemini kullanmistir. Yeni enfekte olmus veya kronik hastalardan
toplanan serumlar iizerinde yaptig1 serolojik denemeler sonucunda, ELISA'nin, SAT,
CFT ve 2-ME ve Coombs testlerine gore daha yiiksek duyarlilik ve ozgiilliik gosterdigi
sonucuna varmistir. Abuharfeil ve Abo-Shehada (1998), koyunlarda Brucella melitensis
enfeksiyonunu tespitte kullandiklart RBPT, CFT, ELISA yontemlerini karsilastirmislar
ve ELISA yonteminin diger testlere oranla daha yiiksek bir 6zgiiliige ve duyarliliga
sahip oldugunu bulmuslardir. Bercovich vd., (1998), yapmis olduklari ¢calisma da ELISA
yontemini, SAT, CFT, RBPT, deri asir1 duyarlilik engelleme testi (SDTH) ile mukayese
etmislerdir. Bu amagla 11.132 adet brusellosis ihtiva etmeyen koyun serumu iizerinde
yaptiklar1 incelemede, SAT ve diger serolojik testlerin kombinasyonu kullanildiginda,
enfekte hayvanlarin %75-88'inin Brucella ihtiva etti§ini aym hayvanlar ELISA ile
incelendiklerinde ise bu oranin %97-100 olarak degistigini saptamislardir. Diger bir
ifadeyle ELISA ile 11132 negatif koyun serumundan 17 (%0.2)'sinde pozitiflik
bulmuglar ve ozgiilliigiin %99.8 oldugunu kaydetmislerdir. Singh vd.. (1998), Dot-
ELISA tekniginin,"kecilerde brusellosis teshisinde kullanilabilecek en hizli ve kullanish

metot oldugunu ileri siirmiislerdir. Vanzini vd.. (1998), 2119 adet siit 6rnegi ile 527
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serum Ornegi iizerinde ELISA yontemini kullanarak yapmis olduklari ¢alismalarinda.
ayni anda ¢ok sayida ornekle calisma imkani saglayan bu testin, diger metotlara gore
yiiksek bir ozgiilliige ve duyarlilia sahip oldugunu ifade etmislerdir. Asbakk vd..
(1999), Finlandiya'da brusellosis’e yakalanmadigi kliniksel ve epidemiyolojik olarak
saptanan siiriilerden aldiklar1 negatif 100 serum Ornegi ile Kanada'da enfekte siiriilerden
sagladiklar1 37 adet Rengeyigi serumu Ornegi iizerinde yapmis olduklari calismalar
sonucunda, pozitif olarak kabul edilen 37 serumdan 34'iiniin pozitif, ii¢iiniin ise negatif
oldugunu, duyarliligin ve ozgiilliigiin ise swrasiyla %100 ve %97.1 oldugunu
belirlemislerdir. Issa ve Jamal (2000), brusellosisli ¢cocuklar iizerinde yapmis olduklari
bir calismada, cocuklarin %58.2'sinin pastorize olmamus siit ve siit iiriinlerini tiikettikleri
icin etmene yakalandiklarini tespit etmislerdir. Paulo vd., (2000), domuz serumu
iizerinde yapmis olduklari calismada, indirekt ELISA yonteminin 6zgiiliigiin %99.9

duyarhiligin ise %98.9 oldugunu tespit etmislerdir.

Giilliice ve Leloglu (1996), inek siitiinde Brucella abortus'a kars1 iiretilen antikorlari
MRT ve ELISA yontemleriyle analiz etmislerdir. Bu calismada antijen olarak Brucella
abortus strain 19'un 6lii hiicre siispansiyonu antijen olarak kullanilmistir. Incelenen
toplam 712 adet siit 6rneginden, MRT ile 401 (%56.32), ELISA ile de 467 (%65.97)
ornegin sera-pozitif oldugunu belirlemistir. Ongor vd (2001), yavru atmis koyunlarda
Brucella melitensis'e karsi olugan antikorlar1, ELISA, SAT, 2-Merkapto Etanol

Mikroaglutinasyon testi (2-ME-MAT), Dithiothreitol Mikroaglutinasyon Testi (DTT —
MAT) RBPT, CFT ile saptamaya ve bu testlerin duyarliligin ve ozgiilliigiinii tespit
etmeye caligmiglardir. Bu amacla Elazig ve cevresinde yavru atmis 36 koyunun yer
aldig1 siiriiden alinan 500 adet kan serumunda, ELISA ile 103 (%20.6), RBPT ile 55
(%11), SAT ile 84 (%16.8), CFT ile 89 (%17.8), 2-ME-MAT ile 79 (%15) ve DDT-
MAT ile 81 (%16.2) ornekte pozitiflik saptamislardir. Bu degerleri istatistiksel olarak
karsilastirdiklarinda, ELISA ile CFT, SAT, 2-ME-MAT ve DTT-MAT arasinda
istatistiksel farkliligin onemli olmadigin1 (p> 0.05), fakat ELISA ile RBPT sonuglar1

arasinda onemli bir farkliligin oldugunu (p< 0.001) belirlemisler ve sonucta ELISA'nin
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duyarhiliginin %97, 6zgiilliigiiniin ise %96 oldugunu tespit etmislerdir.

Yukarida 6zetlemeye calisilan literatiir bilgilerinden de anlasilacagi iizere, iilkemizde,
siitte Brucella siklig1 konusunda yapilan arastirma sayisi oldukca azdir. Avrupa Birligine
iiye olma siirecini yasadigimiz bu giinlerde, diger alanlarda oldugu gibi, siit kalitesi
bakimindan bazi standartlara ulasmamizin (Boyazoglu ve Morand-Fehr, 2001) geregi de
dikkate alinirsa konunun 6nemi daha iyi anlasilacaktir. Bu siit kalitesi ve mikrobiyolojisi
tizerindeki arastirmalarin yeni teknikler kullanilarak cogaltilmasiyla miimkiin olacaktir.
Bu arastirmada, Isparta yoresindeki c¢esitli yerlesim birimlerinden alman siit
orneklerinde Brucella abortus’a karsi olusturulan antikorlarin  MRT ve ELISA ile tespit

edilmesi amaclanmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Isparta merkez ve ilgelerine bagli 10 yerlesim yerinden toplam 500 adet siit Ornegi
almmistir.  Ornekler tiipler icerisinde laboratuvara getirilmis ve MRT ile

degerlendirildikten sonra derin dondurucuda (—2OOC) saklanmustir.

3.1.2. Pozitif Ve Negatif Kontrol Siit Ornekleri

Pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilacak siit 6érnekleri ve B.abortus S 19 antijeni
IOWA State Universitesi (ISU) Brucella ve Mycobacterium Laboratuvar’indan

saglanmustir.

3.1.3. Milk Ring Test Antijeni

Siit 6rneklerinin  Hematoxylen boyasi ile boyanmis, Standart MRT antijeni kullanildi.

Bu antijen Refik Saydam Hifzisihha Arastirma Merkezinden saglandi.
3.1.4. ELISA Antijeni
Antijen olarak, Brucella abortus S19'un potasyum kloriirdeki ekstresi (KCl extract)

kullanmilmistir (Thoen vd., 1995; Giillice ve Leloglu 1996). Antijen IOWA State

Universitesi (ISU) Brucella ve Mycobacterium Laboratuvar'indan saglanmastir.
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3.1.5. Konjugat

Konjugat olarak C ve G grubu streptokoklarin hiicre duvarlarindan izole edilen ve

horseradish peroksidaz ile isaretlenmis Protein G kullanilmistir (Sigma).

3.1.6. Substrat

Antijen ve konjugat titreleri i¢in substrat olarak sitrik asit icinde %3'liik hidrojen
peroksit (H,O,) ilaveli ABTS (2,2-azino-di-3-ethyl benthiozalie-6 sulfanate)
kullanilmistir (1 plate i¢in,25 ml sitrik asit, 100 ul H,O,, 125 ul ABTS) (Sigma).

3.1.7. Solusyon ve Tampon Sivilari

Seyreltme Ortamm (Diliient): 29 g NaCl, 2.3 g Na,HPO,, 0,2 g NaH,PO,4 ve 10 ml
tween 80, 1000 ml distile su igerisinde karistirilarak, pH' s1 7,5' e ayarlanmis ve konjugat

sulandirimlar i¢in kullanilmistir.

Sitrat Tamponlu: 10.5 g sitrik asit monohidrat, 1000 ml deiyonize su icinde
kanigtirilarak, pH'st 5 N NaOH ile 4'e ayarlanmis ve otoklavda 20 dakika siireyle
120°C'de siterilize edilerek, 4°C'de saklanmustir.

Fosfat Tampon Solusyonu (PBS): 8.2 ¢ NaCl, 15.5 ml 0.5 M Na,HPO, (1.1 g/15.5
ml) ve 5.5 ml 0.5 M NaH;PO4(0.37 g/5.5ml), 1000 ml deiyonize su i¢inde eritilerek
otoklavda sterilize edilmistir.

Hidroflorik asit: Reaksiyonu durdurmak i¢in pH'st 3.3 olan 0.1 M hidroflorik asit

solusyonu kullanilmistir.

ELISA yikama solusyonu: 29 g NaCl, 2,3 g Na,HPO,. 0,2 g NaH,PO, ve 5 ml tween
80,1000 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmis ve pH's1 7,5 'e ayarlanmugtir.
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Carbodiimede (Sigma) : ELISA'da antijen baglayicisi olarak kullanilmistir.

Amonyum Tamponu: 2,7 g NH4Cl2, 500 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmis ve
ELISA'da microplate yiizeyindeki aktif ve fazla yiiklerin notralizasyonu amaciyla
kullanilmuastar.

Karbonat Tamponu: 10,6 g Na,COs3, 1000 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmis ve

antijen diliisyonlar ile carbodiimide'in hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.8. Diger Materyaller

Microplate'ler: ELISA'da 96 ¢ukurlu, U tabanli microplateler kullanilmistir.
Optik okuyucu: ELISA sonuglarinin degerlendirilmesi, ELISA okuyucuda (Teknika)
405 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

3.2. Metot
3.2.1.Milk Ring Test ( MRT)

MRT testi Alton ve arkadaslarinin bildirdigi yonteme gore yapildi. Siit 6rnekleri, siit ve

krema kisminin tamamen karigsmasi i¢cin homojenize edildi. Deney tiiplerine 5 ml siit
ornekleri konuldu ve iizerine 5 damla Ring test antijeninden damlatildi. Tiipler tekrar
calkalanarak siit ve antijenin karistirilmasi saglandi ve 37 C de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Siit ve krema tabakasinin renklerinin karsilastirilmasi ile pozitif ve negatif
ornekler tespit edildi. Krema halkas1 koyu kirmiz: siitiin rengi beyaz ise ornekler pozitif;

krema halkas1 beyaz siitiin rengi kirmizi ise 6rnekler negatif olarak kabul edildi.
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3.2.2. Antijen Titrasyonunun Belirlenmesi

Brucella abortus S 19 susundan hazirlanan antijen, karbonat tamponu (Na,COs)
icerisinde 1/25 sulandirimdan baglayarak, iki katli seyreltileri hazirlanmigtir. Daha sonra
bu seyreltilerinden mikroplate'in biitiin ¢ukurlarina 50 pl (0.05 ml) konulmus ve iizerine
karbonat tamponunda hazirlanan carbodiimide'dan 50 ul ilave edilmistir. Plate, 42°C'de
bir gece inkiibe edildikten sonra, 3 kez ELISA yikama solusyonu ile yikanarak ters
cevrilmis ve 30 dakika bekletilmistir. Kurutulan plate'in biitiin ¢ukurlarina 100 pl
amonyum tamponundan konularak calkalayici'da 8 dakika inkiibe edilmistir. 8 defa
ELISA yikama solusyonu ile yikanarak kurumasi i¢in 30 dakika bekletilmistir. Bilinen
pozitif ve negatif Orneklerden 50'ser ul plate'in cukurlarina konulup, parafilm ile
kaplanarak 1 saat ¢alkalayici'da inkiibasyona birakilmistir. Tekrar 8 defa ELISA yikama;
solusyonu ile yikanmip, 30 dakika oda sicaklifinda bekletilmistir. Plate'in biitiin
cukurlarina 50 ul konjugat ilave edilmis ve parafilm ile kaplanarak ¢alkalayici'da 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra ELISA yikama solusyonu ile 8 kez yikanarak 30

dakika bekletilmistir. Son islem olarak 100 ul substrat, plate'in tiim ¢ukurlarina ilave

edilmis ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda reaksiyonu
durdurmak i¢in 0.1 M hidroflorik asit solusyonundan 100 ul ilave edildikten sonra 405
nm'de ELISA okuyucusunda optik olarak degerlendirilmistir

3.2.3. Konjugat Titrasyonunun belirlenmesi

Her bir ¢ukura 1/50 oraninda sulandirilan antijenlerden 50 upl ve karbonat tamponu
icinde hazirlanan carbodiimide 'den 50 ul konularak 42°C'de bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Plate 3 kez yikanarak, 30 dakika bekletilmistir. Biitiin ¢ukurlarina 100 pl
amonyum tamponundan konularak 8 dakika inkiibasyona birakilmis ve 8 kez

yikanmigtir. Daha sonra plate soldan saga dogru her boliimde 2 dikey sira olacak sekilde
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6 boliime ayrilmistir. Her boliimde yer alan ilk cukurlara, 1 negatif ve 1 pozitif siit
ornegi (50 ul) ile 50 pl diliient ilave edilmistir. Yukaridan asagiya dogru 2 kath
sulandirmalart yapilmistir.1 saat inkiibe edilen plate, 8 kez yikanarak 30 dakika
kurumasi i¢in bekletilmistir. Konjugat tiiplerde 1/250'den 1/32.000'e kadar sulandirilmis
ve her sulandirmadan 50ul alinarak, 6 bolmeye ayrilmis olan plate'in her bir bolmesine
konulmustur. 1 saat inkiibasyon sonunda 8 kez yikanarak, 30 dakika bekletilmistir.
Hazirlanan substrattan her bir ¢ukura 100 upl konarak, oda sicakliginda 30 dakika
bekletildikten sonra reaksiyon durdurulmus ve sonuglar optik okuyucuda

degerlendirilmistir.

3.2.4. Ayrim (Cut-off) Degerinin Belirlenmesi

Kontrol grubunun optik dansidite (OD) ortalamasina 2 SD (Standart Sapma) ilave
edilerek hesaplanmistir (Keskin, 1996).

3.2.5. ELISA'min Uygulanmasi.

Thoen vd., (1983) ve Giilliice'nin (1993) bildirdigi yonteme gore asagidaki sekilde
yapilmigtir. 1-Plate'in biitiin ¢ukurlarina, karbonat tamponu i¢inde hazirlanmis olan
antijen ve carbodiimide c¢ozeltilerinden 50'ser ul konulmustur. 2-Plate parafilm ile
kaplanarak 42°C'de bir gece inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra 3 kez ELISA yikama
solusyonu ile yikanarak kurumasi icin 30 dakika bekletilmistir. 3-Daha sonra plate
yiizeyinde yer alan ve aktif halde bulunan fazla yiikleri notralize etmek icin, amonyum
tamponundan 100 pl konulmus ve 8 dakika calkalayicida inkiibe edilmistir. 4-Plate 8
kez yikanip 30 dakika bekletilmistir. S0ul diliient ilave edilen plate'in A ve E sirasindaki
cukurlarma, siipheli siit 6rneklerinden konulmustur. Ilk siralardaki siit ve seyreltme
tamponu, otomatik pipet ile karistirilarak ikinci siraya aktarilmstir. Bu islem H sirasina
gelinceye kadar aynen uygulanmis ve son siralarda kalan 50ul 'lik fazlalik atilmistir.
Boylece siit orneklerinin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 diliisyonlar1 elde edilmistir. Parafilm ile

kaplanan plate, 1 saat calkalayicida karistirilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra 8 defa
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ELISA yikama soliisyonu ile yikanip, 30 dakika oda sicakliginda kurumasi igin
bekletilmistir. 1/4000 oraninda hazirlanan konjugattan plate'in biitiin ¢ukurlarina 50'ser
ul konulmustur. Parafilm ile kaplanan plate, 1 saat ¢alkalayicida calkalanarak inkiibe
edilmis ve 8 kez yikanmistir. Daha sonra ters cevirilip 30 dakika kurumaya birakilmistir.
Sitrik asit ve H,O, ile hazirlanan ABTS'den plate'in biitiin ¢ukurlarina 100 pl konulmus,
oda sicakliginda 1saat kadar inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin 0.1
M hidroflorik asit solusyonundan 100 pl ilave edilerek, ELISA okuyucusunda 405 nm'de
adsorbanslart okunmusiur. (Her numune iki paralel halinde ¢alisilmistir.) Her plate

calisilirken, pozitif ve negatif referans kontroller kullanilmigtir.
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4.BULGULAR

Calismada Isparta ili ve ilcelerinden 500 adet siit 6rnegi toplanmustir. Ornekler tiiplere
konularak laboratuara getirildi ve MRT ile degerlendirildi. Test sonucunda pozitif ve
negatif ~ Ornekler tespit edildi. Orneklerin ilcelere gore dagilimi Cizelge 4.1°de
verilmistir.

Cizelge 4.1.0rneklerin alindig1 yerlesim birimleri ve 6rnek sayilart

Orneklerin toplandig1 yer Ornek sayis1
Merkez 13
Ciiniir 15
Sav 17
Direkli 15
Deregiimii 13
Yakaoren 13
Gonen 13
Giineykent 24
Igdeli 8
Uluborlu 42
Kegiborlu 27
Senir 29
Senirkent 30
Ortayazi 16
Atabey 25
Islamkoy 11
Kuleoni 18
Egirdir 31

Akpinar 13
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Cizelge 4.1’in devami

Gelendost 24
Yesilkoy 9
Yalvag 26
Yukar Tirtar 15
Sarkikaraagag 27
Cicekli 20

Milk Ring Testi Sonuclari

Calismada 500 siit 6rnegi MRT ile degerlendirildi. Test sonucunda 281 ( % 56.1 ) siit
ornegi pozitif , 219 siit 6rnegi ( % 53.9) siit 6rnegi de negatif olarak belirlendi. Pozitif ve

negatif ornek sayilari ¢izelge 4.2 de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Siit 6rneklerinde MRT sonuglarin yerlesim yerlerine goére dagilimi

Orneklerin Alindig1 Yer ve Ornek Pozitif Ornekler Negatif Ornekler
Sayisi

Merkez 13 5 8
Ciiniir mahallesi 15 4 11
Sav kasabasi 17 7 10
Direkli Koyii 15 8 7
Deregiime Koyii 13 7 6
Yakoren 13 8 5
Gonen 13 6 7
Giineykent Beldesi 24 10 14
Uluborlu 42 28 14
Keciborlu 27 14 13
Senir 29 15 14
Senirkent 30 17 13
Ortayaz1 Koyt 16 10 6
Atabey 25 15 10
Islamkoy 11 7 4
Kuleonii Beldesi 18 11 7
Gelendost 29 19 10
Yesilkoy 9 5 4
Yalvag 26 17

Yukar1 Tirtar Koyii 15 10 5
Sarkikaraagac 27 17 10
Cicekli Kasabasi 20 12 8
Egirdir 31 21 10
Akpnar koyii 13 8 5
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4.1. Antijen Titrasyonu

Yapilan antijen titrasyonunda en yiiksek OD degerinin goriildiigii, 1/50 orani, antijen

titresi olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).
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Dilisyon Degerleri
Sekil 4.1 Antijenin farkli diliisyon oranlarindaki OD degerleri

Sekilde de goriildiigii gibi en yiiksek OD degeri 1,524 ile 1/50'lik diliisyonda elde
edilmisken, en diisiik OD degeri 0,304 ile 1/3200' liik diliisyonda elde edilmistir.
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4.2. Konjugat Titrasyonu
1/50'lik diliisyonda antijen kullanilarak gerceklestirilen konjugat titrasyonunu belirleme

calismasinda en yliksek OD degeri gosteren dilisyon oran1 1/4000 olarak belirlenmistir

(Sekil 4.2)
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Diliisyon Degerleri

Sekil 4.2. Konjugatin (Protein G) farkli diliisyonlarindaki OD degerleri,

En yiiksek OD degeri 1.430 ile 1/4000'lik diliisyonda elde edilmisken, en diisitk OD
degeri 0.320 ile 1/250'lik diliisyonda elde edilmistir.
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4.3. Ayrim ( Cut-off) Dcgcri

Negatif kontrol gruplart esasa alinarak hesaplanan cutt-off degeri sekil 4.3’de

verilimistir.

0.5 -

0.4 ’_> 0,388 (Cut-off : Ayrim Degeri)
()
: ]

0,2 1

Ornekler

Sekil 4.3 Negatif kontrol gruplari esas alinarak hesaplanan cut-off degeri

Cut-off degerleri, negatif kontrol grubu siitlerin OD degerlerinin ortalamalarina 2 SD (2
x 0.10291) ilavesiyle elde edilmis ve 0.388 olarak bulunmustur. Calisma siiresince, test

edilen siitler i¢in bu deger kriter olarak alinmustir.
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Cizelge 4.3. Kullamlan diliisyonlara gore ELISA uygulanan orneklerin pozitif ve

negatif kontrollerinin OD degerleri

Diliisyon Pozitif Negatif Pozitif Negatif Siitlerin
Oranlar Kontrol Kontrol Siitlerin Ortalama OD
Siitlerin Siitlerin Ortalama OD | Degerleri
Ortalama Ortalama Degerleri
Degerleri Degerleri
1/2 1.455 0.196 1.436 0.129
1/4 1.324 0.186 1.223 0.117
1/8 1.165 0.179 1.014 0.109
1/16 0.911 0.172 0.815 0.101

Pozitif kontrol olarak kullanilan siit 6rneklerinin ortalama OD degerleri; 1/2 diliisyonda
1.455, 1/4 dilisyonda 1.324, 1/8 diliisyonda 1.165, 1/16 diliisyonda 0.911, negatif
kontrol siit orneklerinin ortalama OD degerleri de; 1/2 diliisyonda 0.196, 1/4 diliisyonda
0.186, 1/8 diliisyonda 0.179, 1/16 diliisyonda 0.172 olarak bulunmustur. Analiz edilen
siit orneklerinin ortalama OD degerleri; 1/2 diliisyonda, 1.436, 1/4 diliisyonda, 1.223,
1/8 diliisyonda, 1.01, 1/16 diliisyonda, 0.815, negatif sonu¢ veren 464 siit 6rneginin
ortalama OD degeri ise; 1/2 diliisyonda, 0.129, 1/4 diliisyonda, 0.117, 1/8 diliisyonda,
0.109, 1/16 diliisyonda, 0.10 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Analizi yapilan 500 inek siitii 6rneginin yerlesim birimlerine gore ve

diliisyon oranlarina gore OD degerleri

1/2 1/4 1/8 1/16 Alindig1 yer

1 0.133 0.125 0.122 0.120 Merkez
2 0.141 0.134 0.130 0.126 Merkez
3 0.143 0.125 0.124 0.119 Merkez
4 0.156 0.137 0.126 0.124 Merkez
5 0.145 0.142 0.134 0.127 Merkez
6 0.143 0.129 0.122 0.121 Merkez
7 0.151 0.147 0.144 0.136 Merkez
8 0.126 0.125 0.124 0.118 Merkez
9 0.145 0.139 0.136 0.127 Merkez
10 0.130 0.128 0.120 0.117 Merkez
11 0.144 0.131 0.130 0.123 Merkez
12 0.125 0.121 0.121 0.117 Merkez
13 0.127 0.124 0.124 0.123 Merkez
14 0.127 0.127 0.123 0.118 Ciiniir
15 0.124 0.124 0.123 0.122 Ciiniir
17 0.143 0.136 0.131 0.121 Ciiniir
18 0.135 0.133 0.125 0.123 Ciiniir
19 0.137 0135 0.129 0.124 Ciiniir
20 1.837 1.307 1.290 1.228 Ciiniir
21 1.495 1.438 1.347 1.244 Ciiniir
22 1.613 1.594 1.534 0.834 Ciiniir
23 1.390 1.296 1.045 0.704 Ciiniir
24 1.606 1.007 0.890 0.607 Ciiniir
25 0.132 0.128 0.125 0.124 Ciiniir
26 0.123 0.123 0.123 0.118 Ciiniir
27 0.146 0.127 0.126 0.125 Ciiniir
28 0.126 0.125 0.121 0.119 Ciiniir
29 0.137 0.127 0.126 0.123 Ciiniir
30 0.126 0.124 0.119 0.119 Sav

31 0.135 0.129 0.128 0.125 Sav

32 0.137 0.136 0.129 0.122 Sav

33 0.137 0.137 0.136 0.126 Sav

34 0.148 0.132 0.127 0.126 Sav

35 0.147 0.142 0.133 0.123 Sav

36 0.134 0.131 0.128 0.128 Sav
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37 0.143 0.131 0.126 0.120 Sav

38 0.135 0.131 0.127 0.126 Sav

39 0.127 0.124 0.121 0.117 Sav

40 0.134 0.130 0.128 0.126 Sav

41 0.126 0.125 0.121 0.119 Sav

42 0.132 0.128 0.126 0.124 Sav

43 0.131 0.131 0.128 0.121 Sav

44 0.130 0.125 0.124 0.121 Sav

45 0.132 0.131 0.123 0.119 Sav

46 0.161 0.152 0.125 0.121 Sav

47 0.131 0.128 0.124 0.123 Direkli

48 0.112 0.109 0.105 0.101 Direkli

49 0.122 0.117 0.115 0.114 Direkli
50 1.810 1.576 1.230 1.069 Direkli

51 1.706 1.203 0.729 0.429 Direkli

52 1.421 0.907 0.500 0.407 Direkli

53 1.321 1.001 0.604 0.300 Direkli

54 1.841 1.204 0.700 0.420 Direkli

55 0.130 0.127 0.126 0.124 Direkli

56 0.228 0.223 0.223 0.226 Direkli

57 0.129 0.128 0.128 0.121 Direkli

58 0.131 0.129 0.128 0.123 Direkli

59 0.245 0.228 0.225 0.222 Direkli

60 0.132 0.129 0.127 0.119 Direkli

61 0.129 0.25 0.123 0.123 Direkli

62 0.124 0.113 0.112 0.103 Deregiimii
63 0.115 0.113 0.110 0.104 Deregiimii
64 0.127 0.121 0.113 0.109 Deregiimii
65 0.154 0.113 0.110 0.107 Deregiimii
66 0.118 0.116 0.115 0.115 Deregiimii
67 0.143 0.125 0.120 0.113 Deregiimii
68 0.118 0.116 0.113 0.109 Deregiimii
69 0.131 0.114 0.108 0.108 Deregiimii
70 0.117 0.113 0.113 0.105 Deregiimii
71 0.112 0.110 0.106 0.105 Deregiimii
72 0.113 0.113 0.108 0.106 Deregiimii
73 0.133 0.115 0.108 0.104 Deregiimii
74 0.115 0.114 0.110 0.109 Deregiimii
75 0.111 0.108 0.108 0.105 Yakaoren
76 0.113 0.109 0.107 0.104 Yakadren
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77 0.124 0.122 0.120 0.118 Yakaoren
78 0.121 0.118 0.117 0.115 Yakaoren
79 0.021 0.019 0.018 0.017 Yakaoren
80 1.611 1.003 0.909 0.590 Yakaoren
81 1.827 1.204 0.804 0.609 Yakaoren
82 1.390 1.294 1.196 0.831 Yakaoren
83 1.471 1.256 0.706 0.670 Yakaoren
84 1.541 1.170 0.930 0.670 Yakaoren
85 0.062 0.045 0.033 0.024 Yakaoren
86 0.032 0.031 0.031 0.028 Yakaoren
87 0.063 0.039 0.037 0.027 Yakaoren
88 0.062 0.039 0.028 0.028 Gonen

89 0.039 0.021 0.029 0.023 Gonen

90 0.052 0.034 0.033 0.032 Gonen

91 0.050 0.031 0.026 0.021 Gonen

92 0.051 0.039 0.038 0.038 Gonen

93 0.114 0.083 0.064 0.038 Gonen

94 0.044 0.042 0.031 0.029 Gonen

95 0.050 0.038 0.026 0.024 Gonen

96 0.056 0.046 0.045 0.042 Gonen

97 0.057 0.055 0.041 0.036 Gonen

98 0.055 0.042 0.024 0.027 Gonen

99 0.040 0.038 0.038 0.025 Gonen

100 0.063 0.043 0.040 0.033 Gonen

101 0.143 0.088 0.060 0.044 Giineykent
102 0.046 0.045 0.034 0.019 Giineykent
103 0.041 0.035 0.032 0.028 Giineykent
104 0.044 0.039 0.033 0.024 Giineykent
105 0.073 0.048 0.037 0.036 Giineykent
106 0.048 0.039 0.030 0.022 Giineykent
107 0.058 0.049 0.036 0.031 Giineykent
108 0.055 0.035 0.029 0.026 Giineykent
109 0.055 0.037 0.028 0.023 Giineykent
110 0.070 0.066 0.063 0.041 Giineykent
111 0.073 0.073 0.067 0.066 Giineykent
112 0.085 0.077 0.070 0.066 Giineykent
113 1.432 1.128 0.633 0.606 Giineykent
114 1.075 0.934 0.712 0.416 Giineykent
115 1.154 1.210 0.850 0.585 Giineykent
116 1.000 0.742 0.706 0.514 Giineykent
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117 1.000 0.742 0.706 0.514 Giineykent
118 0.077 0.076 0.075 0.073 Giineykent
119 0.054 0.053 0.050 0.040 Giineykent
120 0.081 0.074 0.073 0.069 Giineykent
121 0.066 0.065 0.062 0.060 Giineykent
122 0.073 0.065 0.053 0.040 Giineykent
123 0.061 0.059 0.057 0.051 Giineykent
124 0.069 0.058 0.057 0.054 Giineykent
125 0.112 0.106 0.105 0.105 Giineykent
126 0.061 0.059 0.057 0.051 Igdeli

127 0.096 0.081 0.075 0.072 Igdeli

128 0.088 0.072 0.062 0.051 Igdeli

129 0.060 0.059 0.057 0.051 Igdeli

130 0.081 0.080 0.061 0.060 Igdeli

131 0.078 0.073 0.067 0.061 Igdeli

132 0.069 0.067 0.060 0.053 Igdeli

133 0.070 0.063 0.061 0.060 Igdeli

134 0.063 0.062 0.060 0.054 Uluborlu
135 0.052 0.046 0.044 0.039 Uluborlu
136 0.065 0.063 0.061 0.058 Uluborlu
137 0.061 0.058 0.052 0.050 Uluborlu
138 0.069 0.062 0.059 0.057 Uluborlu
139 0.056 0.051 0.047 0.041 Uluborlu
140 0.059 0.058 0.054 0.054 Uluborlu
141 0.052 0.049 0.047 0.041 Uluborlu
142 1.362 1.353 1.345 1.341 Uluborlu
143 1.470 1.459 1.422 1.367 Uluborlu
144 1.479 1.446 1.417 1.397 Uluborlu
145 1.480 1.470 1.462 1.462 Uluborlu
146 1.479 1.442 0.924 0.607 Uluborlu
147 0.065 0.064 0.062 0.051 Uluborlu
148 0.076 0.070 0.054 0.053 Uluborlu
149 0.079 0.066 0.062 0.058 Uluborlu
150 0.070 0.063 0.058 0.046 Uluborlu
151 0.074 0.068 0.061 0.060 Uluborlu
152 0.055 0.047 0.045 0.039 Uluborlu
153 0.055 0.042 0.039 0.031 Uluborlu
154 0.055 0.053 0.043 0.039 Uluborlu
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155 0,062 0,051 0,049 0,037 Uluborlu
156 0,048 0,047 0,043 0,032 Uluborlu
157 0,056 0,049 0,046 0,022 Uluborlu
158 0,054 0,049 0,042 0,035 Uluborlu
159 0,053 0,049 0,048 0,045 Uluborlu
160 0,051 0,046 0,046 0,034 Uluborlu
161 0,057 0,057 0,054 0,052 Uluborlu
162 0,049 0,049 0,039 0,036 Uluborlu
163 0,050 0,050 0,044 0,036 Uluborlu
164 0,049 0,047 0,047 0,040 Uluborlu
165 0,051 0,043 0,042 0,039 Uluborlu
166 0,047 0,046 0,043 0,043 Uluborlu
167 0,055 0,048 0,044 0,043 Uluborlu
168 0,057 0,046 0,046 0,045 Uluborlu
169 0,050 0,040 0,039 0,038 Uluborlu
170 0,054 0,054 0,053 0,038 Uluborlu
171 0,045 0,044 0,042 0,033 Uluborlu
172 1,451 1,441 1,418 0,931 Uluborlu
173 0,966 0,8000 0,792 0,790 Uluborlu
174 0,897 0,796 0,794 0,761 Uluborlu
175 0,951 0,942 0,916 0,913 Uluborlu
176 0,823 0,814 0,789 0,738 Kegiborlu
177 0,051 0,050 0,044 0,032 Keg¢iborlu
178 0,040 0,035 0,035 0,034 Keciborlu
179 0,045 0,043 0,039 0,032 Keg¢iborlu
180 0,048 0,040 0,038 0,036 Kegiborlu
181 0,046 0,045 0,042 0,036 Keciborlu
182 0,046 0,044 0,043 0,041 Keg¢iborlu
183 0,046 0,040 0,040 0,038 Keciborlu
184 0,041 0,041 0,040 0,037 Keg¢iborlu
185 0,043 0,040 0,040 0,036 Keciborlu
186 0,046 0,044 0,040 0,038 Keg¢iborlu
187 0,144 0,141 0,139 0,137 Keg¢iborlu
188 0,147 0,147 0,144 0,141 Keciborlu
189 0,050 0,042 0,040 0,036 Keg¢iborlu
190 0,048 0,046 0,044 0,042 Kegiborlu
191 0,055 0,049 0,043 0,038 Keg¢iborlu
192 0,039 0,053 0,048 0,040 Kegiborlu
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193 0,055 0,052 0,041 0,041 Keciborlu
194 0,050 0,047 0,044 0,039 Keciborlu
195 0,040 0,036 0,036 0,034 Keciborlu
196 0,046 0,042 0,042 0,035 Keciborlu
197 0,051 0,049 0,044 0,044 Keciborlu
198 0,043 0,041 0,038 0,026 Keciborlu
199 0,051 0,051 0,048 0,044 Keciborlu
200 0,055 0,051 0,045 0,038 Keciborlu
201 0,727 0,695 0,667 0,643 Keciborlu
202 0,751 0,738 0,735 0,735 Keciborlu
203 0,738 0,736 0,722 0,644 Senir
204 1,324 1,212 0,865 0,533 Senir
205 1,654 1,124 0,923 0,563 Senir
206 0,055 0,052 0,044 0,043 Senir
207 0,048 0,046 0,040 0,036 Senir
208 0,047 0,046 0,044 0,043 Senir
209 0,055 0,050 0,046 0,043 Senir
210 0,045 0,044 0,042 0,037 Senir
211 0,060 0,055 0,048 0,045 Senir
212 0,053 0,037 0,036 0,036 Senir
213 0,054 0,051 0,049 0,039 Senir
214 0,331 0,306 0,305 0,302 Senir
215 0,331 0,306 0,305 0,302 Senir
216 0,215 0,211 0,197 0,195 Senir
217 0,256 0,218 0,196 0,190 Senir
218 0,201 0,198 0,182 0,171 Senir
219 0,205 0,181 0,178 0,163 Senir
220 0,239 0,230 0,198 0,143 Senir
221 0,205 0,195 0,192 0,175 Senir
222 0,234 0,190 0,188 0,157 Senir
223 0,213 0,207 0,196 0,174 Senir
224 0,159 0,166 0,151 0,148 Senir
225 0,208 0,197 0,179 0,176 Senir
226 0,239 0,187 0,162 0,155 Senir
227 0,240 0,215 0,176 0,170 Senir
228 0,256 0,201 0,191 0,179 Senir
229 0,229 0,179 0,176 0,168 Senir
230 0.233 0,231 0,221 0,194 Senir
231 0,219 0,181 0,159 0,150 Senir
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232 0,255 0,216 0,208 0,189 Senirkent
233 1,695 1,580 1,509 1,009 Senirkent
234 1,801 1,407 1,291 1,070 Senirkent
235 0,192 0,178 0,163 1,060 Senirkent
236 0,255 0,233 0,232 0,177 Senirkent
237 0,198 0,167 0,154 0,134 Senirkent
238 0,247 0,214 0,212 0,207 Senirkent
239 0,247 0,245 0,241 0,210 Senirkent
240 0,383 0,363 0,334 0,313 Senirkent
241 0,229 0,200 0,168 0,153 Senirkent
242 0,276 0,222 0,212 0,178 Senirkent
243 0,894 0,859 0,831 0,825 Senirkent
244 1,652 1,502 0,968 0,881 Senirkent
245 0,845 0,818 0,798 0,781 Senirkent
246 0,928 0,826 0,544 0,466 Senirkent
247 2,012 1,984 1,803 1,488 Senirkent
248 0,199 0,175 0,158 0,145 Senirkent
249 0,233 0,200 0,192 0,135 Senirkent
250 0,231 0,229 0,218 0,212 Senirkent
251 0,304 0,275 0,271 0,221 Senirkent
252 0,226 0,221 0,203 0,174 Senirkent
253 0,270 0,253 0,229 0,205 Senirkent
254 0,234 0,216 0,202 0,196 Senirkent
255 0,233 0,202 0,166 0,154 Senirkent
256 0,234 0,233 0,224 0,207 Senirkent
257 0,262 0,187 0,180 0,151 Senirkent
258 0,224 0,194 0,187 0,179 Senirkent
259 0,237 0,210 0,189 0,169 Senirkent
260 0,242 0,222 0,202 0,168 Senirkent
261 0,194 0,189 0,178 0,162 Senirkent
262 0,201 0,191 0,187 0,185 Ortayazi

263 0,246 0,243 0,228 0,186 Ortayazi

264 0,267 0,219 0,196 0,188 Ortayazi

265 0,293 0,231 0,217 0,205 Ortayazi

266 0,058 0,048 0,041 0,034 Ortayazi

267 1,810 1,647 1,058 1,512 Ortayazi

268 1,999 1,937 1,857 1,489 Ortayazi

269 2,012 1,984 1,803 1,488 Ortayazi

270 0,257 0,216 0,216 0,208 Ortayazi

271 0,354 0,281 0,261 0,256 Ortayazi
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272 0.069 0.065 0.053 0.051 Ortayazi
273 1,810 1,647 1,058 1,512 Ortayazi
274 1,999 1,937 1,857 1,489 Ortayazi
275 2,012 1,984 1,803 1,488 Ortayazi
276 0,257 0,216 0,216 0,208 Ortayazi
277 0,354 0,281 0,261 0,256 Ortayazi
278 0,273 0,268 0,218 0,195 Atabey
279 0,320 0,293 0,281 0,220 Atabey
280 0,262 0,207 0,205 0,191 Atabey
281 0,185 0,184 0,172 0,110 Atabey
282 0,105 0,097 0,093 0,092 Atabey
283 0,114 0,103 0,091 0,086 Atabey
284 0,088 0,084 0,080 0,080 Atabey
285 0,103 0,098 0,088 0,083 Atabey
286 0,115 0,103 0,102 0,091 Atabey
287 0,086 0,082 0,081 0,077 Atabey
288 0,091 0,089 0,088 0,086 Atabey
289 1,810 1,647 1,580 1,512 Atabey
290 1,999 1,937 1,857 1,489 Atabey
291 1,276 0,951 0,666 0,599 Atabey
292 1,220 1,140 0,840 0,470 Atabey
293 1,146 0,875 0,624 0,304 Atabey
294 0,092 0,089 0,086 0,081 Atabey
295 0,097 0,082 0,810 0,076 Atabey
296 0,092 0,083 0,082 0,079 Atabey
297 0,087 0,084 0,079 0,078 Atabey
298 0,094 0,093 0,092 0,088 Atabey
299 0,193 0,187 0,185 0,183 Atabey
300 0,186 0,182 0,174 0,172 Atabey
301 0,185 0,183 0,182 0,178 Atabey
302 0,194 0,187 0,186 0,183 Atabey
303 0,185 0,184 0,172 0,110 Atabey
304 0,152 0,134 0,133 0,123 Atabey
305 0,139 0,131 0,129 0,123 Atabey
306 0,162 0,139 0,137 0,127 Atabey
307 0,154 0,128 0,127 0,126 Islamkoy
308 0,138 0,133 0,132 0,123 Islamkoy
309 0,162 0,145 0,133 0,124 Islamkoy
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310 0,185 0,184 0,172 0,110 [slamkoy
311 0,152 0,134 0,133 0,123 [slamkoy
312 0,139 0,131 0,129 0,123 Islamkoy
313 0,162 0,139 0,137 0,127 Islamkoy
314 0,154 0,128 0,127 0,126 [slamkoy
315 0,138 0,133 0,132 0,123 [slamkoy
316 0,162 0,145 0,133 0,124 Islamkoy
317 0,155 0,142 0,139 0,131 Islamkoy
318 0,074 0,055 0,043 0,041 Kuleonii
319 0,069 0,063 0,055 0,043 Kuleonii
320 0,058 0,048 0,041 0,034 Kuleonii
321 0,041 0,036 0,036 0,035 Kuleonii
322 0,053 0,051 0,034 0,030 Kuleonii
323 0,046 0,038 0,032 0,025 Kuleonii
324 1,489 1,236 0,848 0,496 Kuleonii
325 1,807 1,574 1,382 1,251 Kuleonii
326 1,738 1,588 1,316 1,167 Kuleonii
327 1,390 1,333 1,330 1,350 Kuleonii
328 1,321 1,302 1,298 1,276 Kuleonii
329 0,054 0,050 0,048 0,034 Kuleonii
330 0,079 0,060 0,045 0,039 Kuleonii
331 0,050 0,042 0,039 0,026 Kuleonii
332 0,062 0,045 0,040 0,036 Kuleonii
333 0,057 0,053 0,053 0,039 Kuleonii
334 0,077 0,073 0,057 0,044 Kuleonii
335 0,008 0,076 0,070 0,056 Kuleonii
336 0,078 0,076 0,069 0,045 Egirdir
337 0,083 0,063 0,057 0,056 Egirdir
338 0,079 0,076 0,065 0,039 Egirdir
339 0,089 0,072 0,068 0,063 Egirdir
340 0,137 0,129 0,120 0,114 Egirdir
341 0,122 0,120 0,120 0,117 Egirdir
342 0,161 0,156 0,131 0,130 Egirdir
343 0,123 0,122 0,122 0,115 Egirdir
344 0,131 0,128 0,124 0,117 Egirdir
345 0,184 0,166 0,137 0,126 Egirdir
346 0,143 0,137 0,124 0,119 Egirdir
347 0,143 0,137 0,126 0,125 Egirdir
348 0,127 0,126 0,122 0,115 Egirdir




39

349 0,127 0,126 0,122 0,115 Egirdir
350 0,193 0,173 0,130 0,121 Egirdir
351 0,170 0,144 0,143 0,128 Egirdir
352 0,188 0,141 0,141 0,105 Egirdir
353 0,173 0,140 0,138 0,134 Egirdir
354 0,144 0,132 0,131 0,123 Egirdir
355 1,357 1,221 0,964 0,741 Egirdir
356 1,640 1,590 1,530 1,490 Egirdir
357 1,780 1,410 0,940 0,740 Egirdir
358 1,380 1,360 0,320 1,300 Egirdir
359 1,340 1,270 1,240 1,200 Egirdir
360 0,145 0,120 0,088 0,065 Egirdir
361 0,096 0,069 0,064 0,053 Egirdir
362 0,108 0,075 0,066 0,056 Egirdir
363 0,088 0,076 0,069 0,052 Egirdir
364 0,054 0,051 0,045 0,044 Egirdir
365 0,102 0,073 0,070 0,065 Egirdir
366 0,147 0,103 0,069 0,056 Egirdir
367 0,094 0,082 0,062 0,057 Akpinar
368 0,142 0,094 0,078 0,066 Akpinar
369 0,084 0,083 0,061 0,057 Akpinar
370 0,068 0,058 0,052 0,049 Akpinar
371 0,089 0,074 0,063 0,054 Akpinar
372 0,096 0,066 0,059 0,059 Akpinar
373 0,091 0,076 0,061 0,059 Akpinar
374 0,070 0,056 0,050 0,050 Akpinar
375 0,106 0,078 0,060 0,051 Akpinar
376 0,082 0,074 0,062 0,061 Akpinar
3717 0,095 0,069 0,053 0,050 Akpinar
378 0,057 0,051 0,048 0,043 Akpinar
379 1,429 1,375 1,367 1,354 Akpinar
380 1,407 1,393 1,327 1,309 Gelendost
381 1,393 1,367 1,335 1,311 Gelendost
382 1,651 1,526 0,834 0,686 Gelendost
383 1,545 1,280 0,801 0,760 Gelendost
384 0,117 0,098 0,082 0,062 Gelendost
385 0,077 0,051 0,040 0,040 Gelendost
386 0,063 0,061 0,058 0,052 Gelendost
387 0,080 0,058 0,057 0,054 Gelendost
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388 0,080 0,058 0,057 0,054 Gelendost
389 0,069 0,061 0,058 0,053 Gelendost
390 0,154 0,090 0,084 0,075 Gelendost
391 0,082 0,071 0,062 0,054 Gelendost
392 0,074 0,046 0,034 0,032 Gelendost
393 0,090 0,087 0,071 0,061 Gelendost
394 0,102 0,081 0,069 0,063 Gelendost
395 0,084 0,085 0,066 0,166 Gelendost
396 0,176 0,160 0,158 0,146 Gelendost
397 0,176 0,173 0,170 0,155 Gelendost
398 0,173 0,166 0,158 0,107 Gelendost
399 0,178 0,165 0,154 0,130 Gelendost
400 0,199 0,176 0,173 0,108 Gelendost
401 0,198 0,195 0,185 0,168 Gelendost
402 0,171 0,164 0,156 0,155 Gelendost
403 0,184 0,183 0,170 0,168 Gelendost
404 0,096 0,084 0,069 0,068 Yesilkoy
405 0,073 0,066 0,059 0,044 Yesilkoy
406 0,119 0,090 0,073 0,062 Yesilkoy
407 1,090 0,920 0,860 0,620 Yesilkoy
408 0,940 0,900 0,820 0,530 Yesilkoy
409 1,550 1,230 1,130 0,920 Yesilkoy
410 1,362 1,190 1,188 1,179 Yesilkoy
441 1,891 1,204 0,907 0,603 Yesilkoy
412 1,407 1,080 0,807 0,506 Yesilkoy
413 0,150 0,138 0,126 0,124 Yalvag
414 0,044 0,142 0,131 0,129 Yalvag
415 0,183 0,164 0,138 0,114 Yalvag
416 0,151 0,139 0,138 0,138 Yalvag
417 0,150 0,131 0,126 0,121 Yalvag
418 0,126 0,125 0,122 0,122 Yalvag
419 0,126 0,124 0,123 0,121 Yalvag
420 0,125 0,123 0,123 0,121 Yalvag
421 0,125 0,122 0,121 0,119 Yalvag
422 0,130 0,127 0,124 0,1200 Yalvag
423 0,134 0,132 0,127 0,126 Yalvag
424 0,127 0,126 0,126 0,125 Yalvag
425 0,129 0,127 0,125 0,116 Yalvag
426 0,126 0,123 0,120 0,119 Yalvag
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427 0,063 0,061 0,058 0,052 Yalvag

428 0,080 0,058 0,057 0,054 Yalvac

429 0,069 0,061 0,058 0,053 Yalvag

430 0,154 0,090 0,084 0,075 Yalvac

431 0,082 0,071 0,062 0,054 Yalvag

432 0,074 0,046 0,034 0,032 Yalvag

433 0,090 0,087 0,071 0,061 Yalvac

434 0,102 0,081 0,069 0,063 Yalvag

435 0,084 0,085 0,066 0,166 Yalvac

436 0,176 0,160 0,158 0,146 Yalvag

437 0,176 0,173 0,170 0,155 Yalvac

438 0,173 0,166 0,158 0,107 Yalvag

439 0,178 0,165 0,154 0,130 Yukar: Tirtar
440 0,199 0,176 0,173 0,108 Yukari Tirtar
441 0,198 0,195 0,185 0,168 Yukar Tirtar
442 0,171 0,164 0,156 0,155 Yukari Tirtar
443 0,184 0,183 0,170 0,168 Yukar Tirtar
444 0,096 0,084 0,069 0,068 Yukari Tirtar
445 0,073 0,066 0,059 0,044 Yukari Tirtar
446 0,119 0,090 0,073 0,062 Yukar Tirtar
447 1,090 0,920 0,860 0,620 Yukari Tirtar
448 0,940 0,900 0,820 0,530 Yukar: Tirtar
449 1,550 1,230 1,130 0,920 Yukari Tirtar
450 1,362 1,190 1,188 1,179 Yukar: Tirtar
451 1,891 1,204 0,907 0,603 Yukar: Tirtar
452 1,407 1,080 0,807 0,506 Yukari Tirtar
453 0,150 0,138 0,126 0,124 Yukar Tirtar
454 0,044 0,142 0,131 0,129 Sarklkaraagag
455 0,183 0,164 0,138 0,114 Sarkikaraagag
456 0,151 0,139 0,138 0,138 Sarkikaraagac
457 0,150 0,131 0,126 0,121 Sarkikaraagac
458 0,126 0,125 0,122 0,122 Sarkikaraagac
459 0,126 0,124 0,123 0,121 Sarklkaraagag
460 0,125 0,123 0,123 0,121 Sarkikaraagag
461 0,125 0,122 0,121 0,119 Sarklkaraagag
462 0,130 0,127 0,124 0,1200 Sarkikaraagac
463 0,134 0,132 0,127 0,126 Sarklkaraagag
464 0,127 0,126 0,126 0,125 Sarklkaraagag
465 0,129 0,127 0,125 0,116 Sarkikaraagac
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466 0,134 0,132 0,127 0,126 Sarkikaraagag
467 0,127 0,126 0,126 0,125 Sarklkaraagag
468 0,129 0,127 0,125 0,116 Sarklkaraagag
469 0,126 0,123 0,120 0,119 Sarkikaraagag
470 0,130 0,123 0,120 0,118 Sarkikaraagac
471 0,127 0,127 0,120 0,118 Sarkikaraagac
472 0,128 0,123 0,122 0,115 Sarklkaraagag
473 0,132 0,125 0,124 0,119 Sarkikaraagac
474 0,126 0,122 0,120 0,118 Sarkikaraagag
475 0,125 0,121 0,120 0,118 Sarklkaraagag
476 0,126 0,123 0,120 0,119 Sarkikaraagag
477 0,123 0,120 0,119 0,116 Sarklkaraagag
478 1,830 1,209 0,809 0,600 Sarkikaraagag
479 0,986 0,969 0,946 0,879 Sarkikaraagac
480 0,992 0,953 0,950 0,942 Sarkikaraagac
481 1,069 0,966 0,903 0,661 Cicekli
482 1,229 1,144 0,828 0,667 Cicekli
483 1,401 1,392 1,385 1,293 Cicekli
484 0,129 0,125 0,122 0,120 (;i(;ekli
485 0,124 0,122 0,121 0,121 Cicekli
486 0,126 0,122 0,120 0,119 (;i(;ekli
487 0,123 0,122 0,120 0,120 (;i(;ekli
488 0,122 0,120 0,119 0,117 Cicekli
489 0,188 0,170 0,157 0,152 Cicekli
490 0,177 0,169 0,161 0,154 Cicekli
491 0,190 0,181 0,164 0,110 Cicekli
492 0,128 0,084 0,067 0,066 Cicekli
493 0,080 0,054 0,051 0,041 Cicekli
494 0,083 0,064 0,044 0,044 Cicekli
495 0,121 0,070 0,059 0,054 Cicekli
496 0,087 0,060 0,059 0,056 Cicekli
497 0,151 0,106 0,080 0,073 Cicekli
498 0,097 0,088 0,078 0,064 Cicekli
499 0,133 0,096 0,050 0,050 Cicekli
500 0,187 0,171 0,148 0,147 Cicekli

Bolt: ELISA pozitif

Sonuglarin degerlendirilmesinde 1/ 2seyreltme oranindaki OD 0. 388’ den biiyiik
degerler pozitif, 0.388’den kii¢iik degerler negatif olarak kabul edildilmistir ( Giilliice
1993)
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Yerlesim yerlerine gore alinan 6rneklerin ELISA sonuclar Cizelge 4.5.'de 6zetlenmistir.
Maksimum pozitiflik degerleri, Yesilkdy, Yukart Tirtar , Ortayazi ve Kuleonii
koylerinde sirastyla %22.7, %21.4, %21.4, %?20.8 olarak, minimum pozitiflik degerleri
ise, Akpmar, Senir ve Keciborlu il¢esinde sirasiyla %7.1, %12.5, %13 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.5.. Siit 6rneklerinde ELISA sonuclarinin yerlesim birimlerine gére dagilimi

Koy Ornek Sayisi ELISA sonuglari
Pozitiflik Negatiflik

Merkez 13 0 13
Cliniir 15 5 10
Sav 17 0 17
Direkli 15 5 10
Deregiimii 13 0 13
Yakaoren 13 5 8
Gonen 13 0 13
Giineykent 24 5 21
Igdeli 8 0 8
Uluborlu 42 10 32
Keciborlu 27 2 25
Senir 29 3 26
Senirkent 30 7 23
Ortayazi 16 6 10
Atabey 25 5 20
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Islamkoy 11 0 18
Kuleonii 18 5 13

Egirdir 31 5 26
Akpinar 13 1 12
Gelendost 29 4 25
Yesilkoy 9 6 3

Yalvac 26 0 26
Yukar Tirtar 15 6 9

Sarkikaraagag 27 3 24
Cicekli 20 3 21
Toplam 500 86 414
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S.TARTISMA VE SONUC

Brusellosis, hem diinyada hem de iilkemizde bir enfeksiyoz hastalik olarak 6nemini
siirdiirmektedir. Sigirlarda yavru atmasi, kisirlik ve siit veriminde azalmaya sebep
olmas1 nedeniyle biiyilk ekonomik kayiplara yol acan bu hastaligin insanlara da
bulasarak halk saglig1 acisindan tehlike olusturdugu bilinmektedir (Cengiz, 2000; Fazli,
2000; Stimer vd., 2000; Iyisan vd., 2001).

Gelismis iilkelerde bile tam olarak eradike edilemedigi, fakat cok diisiikk diizeylere
cekildigi goz Oniine alinirsa, iilkemizde Brusellosis etmeninin cesitli kaynaklardan
izolasyon, teshis ve siklig1 iizerindeki c¢alismalarin arttirllmasinin geregi ortaya
cikacaktir. Brusellosis hastaliginin yok edilebilmesi, ancak bircok unsuru iceren
koordineli bir ¢calisma sonucu basarilabilir. Calismanin en Onemli boliimiinii hayvan
hareketlerinin kontrolii ve miinferit bir hasta hayvanin hemen belirlenmesi olusturur. Bu
programlarin basariyla uygulanabilmesi her seyden 6nce enfeksiyonun teshisine baghdir.
Enfeksiyonun teshisinde etmenin izolasyon ve tanisi onemli olmasina karsin, materyal
teminindeki giicliikkler, etmen izolasyonunun zaman alici ve zor olusu, dolayh
yontemlerin daha fazla kullanilmasina yol agmistir. Brusellosis teshisinde ¢abuk, pratik
ve kisa siirede cok sayida materyalin calisilmasina olanak saglayan serolojik testler
Serum Aglutinasyon Testi (SAT), Kompleman Fiksasyon Testi (CFT), Rivanol Testi
(RT), Milk Ring Testi (MRT), Rose-Bengal Plate Testi (RBPT) ve Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) kullanimaktadir ( Thoen vd., 1979; Heck vd., 1980;
Giilliice, 1993). ELISA'nin; Serolojik testlerle karsilastirilabilmesi, immunuglobulin alt
siniflar1 ile c¢alisilabilmesi, erken enfekte hayvanlarin tespit edilebilmesi, c¢apraz
reaksiyon olaylarinin goriilmemesi, bekletilmis numunelerle ¢alisilabilmesi, ¢ok sayida
numunerle calisilabilmesi ve oOzgiilligiin ve duyarlii@in ¢ok yiiksek olmasi gibi

avantajlar1 nedeniyle diger serolojik testlere tercih edilen bir metot oldugu
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belirtilmektedir (Heck vd., 1980; Batra vd., 1989; Mongini vd., 1990; Uzal vd., 1996;
Shamelian, 2000).

Son yillarda 6zellikle siit ve siit iiriinlerinde Brucella antijen ve antikorlarinin teshisinde
en ¢ok kullanilan testler MRT ve ELISA dir. MRT'de rol oynayan aglutiniler, yag
globulinlerine baglanmis glikoprotein yapisinda olup, 1sitya ve calkalanmaya
duyarhdirlar. Bu yiizden MRT'de elde edilen yalanci pozitiflik ve negatifligin en onemli
nedeni kaymak tabakasinda meydana gelen degisikliktir. Cok az krema iceren ve hiicre
sayis1 fazla olan donmus, kaynatilmig, pastorize edilmis veya eksimis siitler, MRT i¢in
uygun degildir. Esas olarak meme bezlerinde meydana gelen meme enfeksiyonu sonucu
olusan IgA antikorlari, MRT olusumunda daha aktiftir. IgG, ozellikle IgG, yag
globulinlerine kars1 daha az afiniteye sahiptir. MRT ile diger serolojik testlerde ayni
antikor gruplart etkin olmadigindan, MRT ile serolojik testlerin uyusmazlig

bildirilmistir.

MRTnin ¢ok sayida inek siitiiniin bir arada bulundugu tanklardan elde edilen siit
orneklerinde, erken enfeksiyon antikorlarinin (IgM'nin) gosterilmesinde yeterince
duyarl1 olmadig bildirilmistir. MRT'nin yukarida bahsedilen olumsuz yonlerinden
dolay1, ELISA yontemi, siit ve siit iiriinlerinde Brucella teshisinde en tercih edilen metot
haline gelmistir (Thoen, 1979, 1983, 1994; Giilliice, 1993; Giilliice ve Leloglu, 1996).
Iste bu nedenlerle arastirmamizda siit 6rneklerinde MRT ile tarama testi yapilmis daha
sonra ise Brucella antikoru tayini icin ELISA testi kullamlmistir. Ancak yukarida da
belirtildigi gibi, cesitli aragtirmacilar ELISA'nin bu iki 6zellik bakimindan diger testlere
oranla daha avantajli oldugunu kaydetmektedirler (Uzal, vd., 1996; Vanzini vd., 1998).
Ustelik bazi1 arastirmacilar, ELISA'ya ait 6zgiil ve duyarli degerlerinin cut-off degeriyle
degistigini ifade etmektedirler (Nielsen vd., 1996).

Bu arastirmada Brucella abortus S 19 susunun KCIl ekstrakti antijen olarak
kullanmilmistir. Daha 6nce yapilmis cesitli arastirmalarda sonikasyona maruz birakilmis
hiicreler (Nielsen vd., 1988) ve lipopolisakkarit yapilar ( Baraker, 1981; Sutherland,

1984; Kadohira vd., 1997) kullanilsa da, siit ve siit iiriinlerinde Brucella antikorlarinin
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tanis1 amaciyla bunlardan daha c¢ok biitiin hiicre komponentleri ve lipopolisakkarit
yapilar1 igeren materyallerin tercih edildigi belirtilmistir (Nielsen vd., 1988). Ancak son
yillarda tiim hiicre komponentlerinin kullanildig1 calismalarda ELISA'da non-spesifik
reaksiyonlarin gozlendigi belirtilmis ve ozellikle diisiik seyreltmeli siit orneklerinde bu
durumun minimize edilmesi amaciyla hiicrenin KCI ekstraktinin kullanimi denenmis ve
basarili sonuclar alinmistir (Thoen vd, 1995), Bu nedenle arastirmamizda Brucella

abortus S 19 susunun KCI ekstrakti antijen olarak tercih edilmistir.

Arastirmamizda 6ncelikle antijenin optimal sonug¢ verdigi diliisyon orani tespit edilmeye
calisilmis ve bu amacla 1/25-1/3200 oranlarindaki cesitli seyreltme oranlar1 denenerek,
en uygun seyreltme oraninin 1/50 oldugu sonucuna varilmistir. Bu bulgu, Brucella
abortus'un KCl ekstraktin1 antijen olarak kullanan cesitli arastiricilarin bulgulariyla
(Thoen vd, 1995) paralellik arz etmektedir. Bu arastirmada ELISA, ayni siit orneginin
farkl diliisyonlar1 icin (1/2; 1/4; 1/8; 1/16) ayr1 ayr1 yapilmistir. Arastirmacilar ELISA
sonuglarinin farkli diliisyonlar kullamilarak degerlendirilmesi gerektigini, orneklerin
diisiik diliisyonlardaki pozitifliginin asilanmaya, yiiksek diliisyonlardaki pozitifligin ise
bir enfeksiyona bagli olabilecegini belirtmektedirler (Thoen vd., 1995; Giilliice ve
Leloglu, 1996). Arastirmamizda ayni siitlerin farkli diliisyonlarina ELISA uygulanmast;
bu nedenle gerceklestirilmis ve genellikle kuvvetli pozititlik durumunun varlig
nedeniyle, 1/16'lik diliisyonlar disindaki diger diliisyonlarin hepsinde, pozitif ornekler

arasinda degisme goriilmemistir.

Siit ve siit orneklerinde ELISA testi ¢alismalarinda konjugat olarak cesitli enzimlerle
isaretlenmis rabit antibovin (Thoen vd, 1979, 1983, 1995), antibovine- IgG (Vanzini vd..
1988), goat antibovin IgG (Giilliice ve Leloglu, 1996), mouse anti-bovine Ig:G (Nielsen
vd, 1996), anti-sheep (H+L) IgG (Biancifiori vd., 1996) ve Protein G (Diaz-Aparicio
vd., 1994) kullanilmaktadir. Protein G, streptokoklarin hiicre duvar1 yiizeyinden izole
edilen bir protein olup, immunoglobulinlerin F¢ kisimlarina baglanabilme 6zelligindedir

(Falkenberg, 1987; Bjorck, 1987). Bu calismada konjugat olarak Protein G
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kullanilmistir. Protein G'nin ELISA'da 6zgiilligii arttirdigr (DiazAporicio, 1994) daha

kolay hazirlandig1 ve daha ucuza mal edildigi bilinmektedir.

Ustelik, bu proteinin Escherichia coli'ye klonlanmastyla biyoteknolojik olarak ve daha
bol miktarlarda elde edilmesinin miimkiin olacagi bildirilmistir (Falkenberg, 1987;

Bjorck, 1987).

Bu arastirma sonucunda incelenen siit Orneklerinde pozitiflik oran1 %17 olarak
belirlenmigtir. ~ Siitler iizerinde yapilan daha Onceki arastirma sonuclarn ile
karsilastirlldiginda, bu oranin fazla yiiksek olmadigini, hatta bazi gelismis iilkelerde
belirlenen oranlardan daha diisiik olduklarin1 gormekteyiz. Nitekim Heck vd., (1980),
Amerika Birlesik Devletler'inde 20’ si asilanmis ve 40’1 asilanmamis ineklerden elde
edilen siitler tizerinde yapmis olduklar1 bir arastirmada pozitiflik oraninin sirasiyla %93
ve %57 oldugunu, Thoen vd., (1995), Amerika Birlesik Devletler'inde 334 siit 6rnegi
tizerinde yaptiklar1 arastirmada pozitiflik oraninin % 16 oldugunu, Bianciflori vd.,
(1996), Italya'da 48 siit ornegi iizerinde yaptiklar1 bir arastirma sonucunda pozitiflik
oraninin %60 oldugunu, Vanzini vd.; (1998), Arjantin'de 2671 siit 6rnegi iizerinde
yaptiklart calismada pozitiflik oraninin %21 oldugunu kaydetmislerdir. Ne yazik ki
tilkemizde, siitlerde ELISA ile Brucella tespitine yonelik aragtirmalarin sayist yok
denecek kadar azdir. Giilliice ve Leloglu, (1996), Kars yoresindeki 712 siit 6rnegi
tizerinde yapmis olduklari bir aragtirma sonucunda pozitiflik oraninin %51,5 oldugunu
belirlemislerdir. Ciinkii hem iilkemizde, bu konu iizerinde yapilan arastirma sayisi, hem
de calismamizda kullandigimiz 6rnek sayisi ile orneklerin sadece belli bir bolgeye ait

olmasi, boyle bir genelleme yapabilmemizi zorlastirmaktadir.

Bu c¢esit calismalarda, gida iiriinlerinde ya dogrudan antijenik yapilar veya antikorlar
aranmaktadir. Birinci durumda gidanin, ikinci durumda ise hayvanin enfeksiyon ajani ile
kontaminasyonu hakkinda bilgi edinilmektedir. Bu aragtirmada siit 6rneklerinde antikor
aranmistir. Dolayisiyla pozitif sonuclar (%17), siitiin elde edildigi hayvanlarin

enfeksiyon ajani ile enfekte edildigini gosteren bulgulardir ve oldukga yiiksek bir oranda
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karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii iilkemizde brusellosis ile miicadele konusunda yapilan
caligmalar kiiciimsenmeyecek boyuttadir. Nitekim 1984 yilinda brusellosis kontrolii ve
eradikasyonu programi baslatilmis ve bu proje kapsaminda 2010 yilina kadar 4-8 aylik
biitiin disi buzagilarin Brucella abortus S 19 ile, koyun ve kuzularin ise Brucella
melitensis REV 1 ile asilanmasi hedeflenmistir. Projenin uygulanmaya gecirilmesini
takip eden 1989 yilinda sigir ve koyun brusellosis sero-prevalansi sirasiyla %3,56 ve
%1,26 iken bu oranlar 1991 yilinda %1,01 ve %1,83 olarak degismistir.

Ancak projenin yiiriitiildiigii yillarda insan brusellosis vakalarinda bir artis kaydedildigi
goriilmiistiir. 1986'da 100.000'de 3,03 olan insan Brusellosis sikligi, 1996'da 100.000 de
15,11’e yiikselmistir (Altindis, 2001; Anonymous, 2001). Arastiricilar, bu durumun
enfeksiyona yakalanma vakalarindaki artistan ziyade, tarama calismalarinin kalitesinin
ve sayisinin artmasina bagli oldugunu belirtmektedirler ( Anon, 1999). Bu nedenlerle,
ister hayvanlar iizerinde, isterse gidalar iizerinde yapilmis olsun, arastirmalardan elde
edilen bulgularin dogrudan karsilastirilmasi, ancak arastirmalarin yapildig: iilkelerdeki
tarama sayilar1 ve kaliteleri dikkate alindiginda bir anlam ifade edecektir, yapilmasi
gereken en dogru sey, lilkemizdeki bu ¢esit calismalarin say1 ve kalitesini arttirmaktir.
Bu calismada her ne kadar bir indidans calismasi degilse de, bir fikir edinmek amaciyla,
alman numune sayilarinin, kOy ve hayvan sayilarinin % 5°1 ile % 10’u oraninda
olmasina dikkat edilmistir. Numuneler belirli merkezlerden alinmis olmasina ragmen,
yerlesim birimleri acisindan test sonuclari olduk¢a yiiksek bulunmustur. Koyliilerden
alinan bilgilere gore yavru atan hayvanlarin olanaklar ol¢iisiinde satisa cikarildigi
ogrenilmis, bunun da enfekte hayvanlarin Isparta ili icinde ve il dis1 hareket enfeksiyonu

yoluyla yarattig: riski artirmaktadir.
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