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Ozet: Brusellozis insanlarda ve hayvanlarda énemli enfeksiyonlara neden olan, halk saghgini tehdit eden ve hayvancilik
enddstrisine ciddi ekonomik kayiplara neden olan zoonoz bir enfeksiyondur. Bu ¢alismada, Brucella suslari ile filogenetik
yakinhgi bulunan alfa—Proteobacteria sinifina ait Ochrobactrum anthropi, O. intermedium ve Rhizobium tropici tirlerinden
hazirlanan antijenlerin brusellosizin serolojik tanisinda Brucella antijeni yerine kullanilip kullanilamayacaginin ortaya
konulmasi amaglandi. Calismada, test serumlarina pozitif ve negatif kontroller ile birlikte indirekt ELISA uygulandi. Sonug
olarak, sigir ve insan brusellozisi agisindan test edilen antijenlerin higbiri glivenilir diizeyde sensitivite ve spesifisite
gostermedi. Calismada, sadece R-LPS tasiyan O. intermedium antijeni ile ve sadece koyun ve kopeklerde kismen kabul
edilebilir sinirlarda bir tanisal performans alindi. Sonug olarak, proteobakterilerin a-2 alt grubunda yer alan
mikroorganizmalarin brusellozisin indirekt teshisinde bazi ¢apraz reaksiyonlara neden olabilecegi ve bu durumun yanhs
pozitiflik yaratabilecegi saptandi. Ote yandan bu grup bakterilerden hazirlanan daha saf antijenlerin, B. canis ve B. ovis
infeksiyonlarinda kullanilma potansiyeli bulunabilecegi ve bu yonde yapilacak galismalara ihtiyag oldugu kanisina varildi.
Anahtar Kelimeler: Alfa-Proteobacteria, Brucella, Seroloji.

Evaluation of Potential Usage of Antigens Prepared from Some Bacterial Genera of Alpha-
Proteobacteria in Serologic Diagnosis of Brucellosis

Abstract: Brusellosis is an important zoonosis that cause serious infections in man and animals. This infection constitutes a
risk for public health and big economical losses in animal industry. Serological tests have been intensively used for serologic
diagnosis of brucellosis because these tests are quicker and more practical than culturing of the causative organisms.
Antigens used in serological tests are prepared from virulent Brucella strains. In this regard, to use antigens prepared from
bacterial strains that are not virulent for human and genetically close to Brucella spp. in the serological dagnosis of the
disease will be a desired approach. These organisms have much lower virulence than Brucella and generally they are
considered as saphrophytic bacteria and some of them are oppurtunistic pathogen like O. anthropi. In this study, we
planned to search the possibility of usage of antigens prepared from three bacterial species of alpha-Proteobacteria
(Ochrobactrum anthropi, O intermedium, Rhizobium tropici) which are filogenetically close to Brucella. As conclusion, none
of the antigens yielded acceptable sensitivity and specificity for cattle and human brucellosis. Only sheep and dogs sera
against O. intermedium, which is a rough species and carry R-LPS instead of S-LPS, showed diagnostic performance in
acceptable ranges. When considering all the results of the study, it was thought that some members of alpha
Proteobacteria might cause cross reaction in the serologic diagnosis of brucellosis and cause false positive reactions and this
should be remembered when evaluating the serologic diagnosis of brucellosis. On the other hand, pure antigens from O.
intermedium might have the potential to be used in B. ovis and B. canis infections and it was thought that the future works
in this field might be needed.

Keywords: Alpha-Proteobacteria, Brucella, Serology.

Giris

Filogenetik agidan Brucella tirleri, Rhizobiaceae
grubunun Ochrobactrum ve Rhizobium genuslarinin
da icinde yer aldig1 Proteobacteria sinifinin a-2 alt
grubunda yer almaktadir. Brucella tirleri arasindaki
DNA-DNA  hibridizasyon ¢alismalariyla  tirler

arasinda %90'dan fazla DNA homolojisinin oldugu
saptanmistir (Vizcaino ve ark., 2000). DNA-DNA
hibridizasyon calismalarinda Ochrobactrum
genusunun O. anthropi ve O. intermedium olarak iki
tire aynldigi bildirilmistir. 0. intermedium’un
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Brucella genusuna, O. anthropi’den daha fazla
genetik ve antijenik  benzerlik  gosterdigi
belirtilmistir (Velasco ve ark., 1997; Velasco ve ark.,
1998). Bu benzerlik, bazi arastiricilari biyoglivenlik
saglama agisindan, Brucella infeksiyonlarinin
teshisinde kullanilan antijenlerin yerine bu benzer
Proteobacteria cinslerindeki bakterilerden elde
edilen antijenlerin kullanilma olasihg ile ilgili
calismalara yoneltmistir. Zira 6nemli bir zoonoz olan
brusellozisin tanisinda kiltlir yontemi, zaman alicl
ve laboratuvar personeli igin infeksiyon riski
tasimaktadir. Ancak serolojik testler icin hazirlanan
antijenler virulent Brucella suslarindan
hazirlanmakta ve bu suslar ile calisan laboratuvar
personeli icin bir risk olusturmaktadir. Delpino ve
ark. (2004), O. anthropi, Agrobacterium tumefaciens
ve Sinorhizobium meliloti kokenli sitosolik ve
membran antijenleri ile bruselozisli insan, sigir,
kopek ve koyun serumlarinin ELISA reaktivitesini
degerlendirmisler ve B. canis ile infekte kopeklerde
Agrobacterium, Sinorhizobium ve Ochrobactrum igin
sirasi ile %58, %88 ve %84 sensitivite elde ettiklerini
aciklamiglardir. Arastiricilar saglikli insan, sigir ve
koyun serumlarinin bu antijenlere yiiksek reaksiyon
gostermesi nedeniyle, O. anthropi, A. tumefaciens
ve S. meliloti orijinli sitosolik ve membran protein
antijenlerinin Brucella turlerinin nneden oldugu
enfeksiyonlarin indirekt teshisinde insan, sigir ve
koyunlarda tanisal bir fayda saglamadigini
bildirmislerdir. Da Costa (1996) ve Cloeckart ve ark.
(1999), yaptiklari ¢alismada Brucella dis membran
lipoproteinleri Omp 10, Omp 16 ve Omp19’a yonelik
spesifik monoklonal antikorlarin ¢ogunun ELISA’da
0. anthropi (LMG 3331), O. intermedium (LMG
3301) ve Phyllobacterium rubiacearum ile kuvvetli
capraz reaksiyon verdiklerini, bu yanitin Rhizobium
ve Agrobacterium igin daha zayif oldugunu
bildirmiglerdir. Ancak monoklonal antikorlarin
higbiri  S-LPS ile ¢apraz reaksiyon veren
Yersiniaenterocolitica, Escherichia coli 0:157 veya
Salmonella  Urbana gibi bakterilerle ¢apraz
reaksiyon vermemistir.

Aras ve Ucan (2008), R. tropici ile pleyt test
antijeni hazirlamiglar ve Brucella ile infeksiyon olma
siphesi olan sirlilerden 100 koyun ve sigir
serumunu hazirladiklari antijen ve B. abortus S99
susundan hazirlanmis Rose-Bengal pleyt test (RBPT)
antijeni ile agliitinasyon yéninden test etmislerdir.
Brucella serum tip agliitinasyon (SAT) antijeni ile
yapilan aglitinasyon testini gold standart olarak
kabul ettiklerinde, R. tropici antijeninin koyunlarda
sensitivite ve spesifisitesini sirasi ile %80,1 ve %59,5;
sigirlarda %81,1 ve %22,6 olarak bulmuslardir. Bu
bulgularin 1siginda R. tropici tim hicre antijeni ile
yapilan agliitinasyon testinin sigir ve koyunlarda
brusellozisin serolojik tanisinda kullaniimayacagini,
ancak bu hayvanlarin R. tropici'ye karsi antikor

gelistirdiklerinden yanlis pozitiflik yoniinden goz
onlinde bulundurulmalari gerektigini bildirmislerdir.

Son vyillarda O. anthropi’nin neden oldugu
nozokomiyal enfeksiyonlarda artis oldugu
bildirilmektedir. Enfeksiyonlar her ne kadar
immunsupresif hastalarda (organ transplanti, AIDS
ve kanser hastalari gibi risk gruplari) daha sik
gorilse de immin sistemi baskilanmamis kisilerde
de bu mikroorganizmanin etken oldugu farkli klinik
tablolar ortaya cikabilmektedir (Holmes ve ark.
1998; Xu ve ark. 2003; Vila ve ark., 2016).

Bu calismada, Brucella genusunun en yakin
akrabasi olan alfa-Proteobacteria  grubundaki
Rhizobium ve Ochrobactrum genuslarinda bulunan
bakterilerden elde edilen antijenlerin; insan, sigir,
koyun ve kopek brusellozisinin indirekt teshisinde
kullanihp kullanilamayacaginin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot

Bu calismanin etik kurul raporu, Dolvet Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Yetki numarasi:
2016/7) alinmustir.

Bakteriyel Suglar: Calismada  kullanilan
Ochrobactrum anthropi (LMG 3331: ATCC muadili
49188’dir) ve Ochrobactrum intermedium (LMG
3301) standart suslari ve B. abortus S99 susundan
elde edilmis smooth lipopolisakkarit (S-LPS) antijeni
Animal Plant Health Agency (APHA) (Hayvan Bitki
Saghgl Ajansi), Weybridge, Ingiltere’den temin
edilmistir. Rhizobium tropici standart susu ise Selguk
Universitesi Prof. Dr. Uckun Sait UCAN tarafindan
temin edilmistir. B. abortus S99 standart antijen
susu Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal kaltlir koleksiyonunda
bulunmaktadir.

Serum Ornekleri: Harran Universitesi Veteriner
Fakiltesi ~ Mikrobiyoloji ~ Laboratuvari  Serum
Bankasi'nda bulunan, daha o&nceki ¢alismalarda
kullanilmis  ve brusellozis yoniinden dogrulugu
kiltar ile dogrulanmis 30 sigir, 24 koyun, 22 kdpek
ve 20 insan serumu, ¢alismada Brucella antijeni ile
birlikte diger test antijenlerinin ELISA ile
degerlendiriimesinde, pozitif kontroller olarak
kullanildi. Ayni sekilde brusellozis yoniinden negatif
anamnezi olan ve klasik serolojik yontemlerle
negatif bulunan 17 sigir, 23 koyun, 25 kdpek ve 27
insan serumu ¢alismada, her bir test antijeni igin
esik degerinin belirlenmesinde kullanildi.

Antijen Uretimi: Antijen olarak tim test
suslarindan ham LPS izolasyonu gergeklestirildi. Bu
amagla, Yi ve Hackett (2000) tarafindan bildirilmis
olan tri-reagent yontemi, modifiye edilerek
kullanildi. Kisaca, test suslari serum dekstroz agar
(SDA)' da uretildikten sonra, tireyen koloniler PBS ile
toplanarak su banyosunda 80°C'de 90 dakika
bekletilerek inaktive edildi. Bakteri siispansiyonu, +4
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°C'de 3.500 rpm’de santriflij edilerek, Ustteki
besiyeri uzaklastirildi ve alttaki bakteri pelleti
toplandi. Toplanan her bir gram bakteri pelleti icin 2
ml tri-reagent kullanildi. Karisim oda isisinda 10-15
dakika tam bir homojenizasyon icin bekletildi. Bu
sirenin sonunda, faz seperasyonu yaratmak igin her
bir gram bakteri pelleti icin karisima 200 pl
kloroform eklendi. Slspansiyon vortekste hizlica
karistirilarak 10 dakika daha inkibe edildi ve daha
sonra 12.000 g’de 10 dakika stre ile santrifiij edildi.
Boylece su ve organik fazlar ayrildi. Su fazi yeni bir
ependorf tlpe transfer edildi. Organik fazin Ustiine
100 pl distile su eklendi ve karisim tekrar 12.000
g’de 10 dakika daha santriflij edildi. Su fazi bir
onceki su fazi ile kombine edildi ve elde edilen bu
tri-reagent ile ekstrakte edilen LPS c¢ozeltisi, -20
°C’'de muhafaza edilen %95’lik etanol iginde
hazirlanan 0.375 M magnezyum klorid ile karistirildi.
Bu karisim 12.000 g’'de 15 dakika santriftj edildi.
Olusan pellet 200 pl distile su iginde siispanse edildi.
Daha sonra kigik miktarlarda steril PCR tiliplerine
taksim edilerek -20 2C’de daha sonra ELISA solid faz
antijeni olarak kullaniimak lizere saklandi.

indirekt ELISA (i-ELISA): Calismada kullanilacak
her bir ELISA antijeni igin, kullanilacak antijen ve
konjugatin optimum dilisyonlari belirlendi. Bunun
icin karsilikh titrasyonlar (checkerboard) vyapildi.
ELISA solid faz antijeni 0.1 pg/kuyucuk olacak
sekilde 0.05 M sodyum karbonat (pH 9.6) antijen
kaplama tampon soliisyonu iginde sulandirildi ve 96
gozIli diiz tabanh maxisorp polistiren pleytlere

(NUNC, 692620) blank (kér) kuyucukar hari¢ diger
tiim kuyucuklarina 100 pl konuldu. Daha sonra
antijenle kaplanan pleytler +4 °C'de 18-24 saat
inkiibe edildi. Ardindan pleytler % 3’lik yagsiz sit
tozu iceren PBS sollsyonu ile 2 saat bloklandilar.
Yikama asamasinda pleytler %0.05 Tween 20 iceren
PBS (PBS/T) sollsyonu ile 4 kez yikandi. Primer
antikor baglanmasi asamasinda, her hayvan tiru
icin  kullanilacak pozitif ve negatif kontrol
serumlarinin her birinden ikiser kez olmak lzere %1
yagsiz sut tozu iceren PBS/T sollisyonu iginde 1:50
oraninda  hazirlanmis  olan  dilisyonlarindan
pleytlerin her bir kuyucuguna 100 pl konuldu.
Pleytler oda isisinda 1 saat inkiibe edildi. Pleytler
tekrar 4 kez ayni yikama sollisyonu ile yikandiktan
sonra, horseradishperoxidase (HRPO) ile
isaretlenmis A/G recombinant proteini belirlenen
dilisyonda tim kuyucuklara 100 ul ilave edildi.
inkiibasyonu ve yikama asamalarini takiben Gzerine
100 pl substrat (0.1 M sitrat tamponu icinde 2 pg
ortho-phenylenediamine ve %0.03 H:02) eklendi.
Pleytler oda isisinda 10 ila 15 dakika bekletildikten
sonra reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 100
pl 4 N H2SO4 ilave edilerek, ELISA okuyucuda
(VERSAmax 3.13/B2573), 490 nm’de okundu. Her
bir ELISA modeli icin esik degeri negatif kontrollerin
OD degerlerinin ortalamasi arti 2 standard sapma
olarak belirlendi.

Sensitivite ve Spesifisite Saptanmasi: Her bir
antijenin her bir konakgl tirl icin sensitivite ve
spesifisitesi asagidaki formdil ile hesaplandi.

Sensitivite = Brusella pozitif serumlar/ Brusella pozitif serumlar+Yanlis negatifler

Spesifisite = Brusella negatif serumlar/Brusella negatif serumlar+Yanls pozitifler

Bulgular

O. anthropi, O. intermedium, R. tropici ve B.
abortus S99 suslarindan elde edilen ham
lipopolisakkarit (LPS)’e karsi koyun, inek, insan ve
kopeklerin Brucella (+) ve Brucella (-) serumlari ile
yapilan i-ELISA’da elde edilen OD degerlerinin
aritmetik ortalamasi Tablo 1’de sunulmustur. Alinan
sonuglar  genel olarak  degerlendirildiginde,
antijenlere karsi ortaya cikan serolojik reaksiyon,
homolog bakteri antijeni ile karsilastirildiginda
heterolog bakteri antijenleri icin disik bulundu.
Ancak Brucella disindaki diger bakteriler kendi
aralarinda karsilastirildiginda, en kuvvetli serolojik
reaksiyonu insanlardaki sonuglar harig, O.
intermedium  gosterdi.  Brusellozisin  serolojik
teshisinde, testin tanisal performansi pozitif ve
negatif serumlar arasindaki OD farkina bagh
oldugundan, yine O. intermedium koyunlarda ve
kopeklerde bu farkin digerlerine gore en fazla
oldugu bakteri olarak belirlendi.

Her bir ELISA icin esik degeri saghkh
insan/hayvanlardan elde edilen OD degerleri
kullanilarak  hesaplandi.  Her bir tiur igin
degerlendirildiginde, test antijenlerinin koyun,
insan, sigir ve kdpek brusellozisinin tanisinda vermis
oldugu sensitivite ve spesifisite degerleri sirasi ile
Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4 ve Tablo 5’de sunuldu.

Tartisma ve Sonug

Brucella tirleriyle bazi alfa-Proteobacteria
Uyeleri arasinda yakin genetik ve antijenik yakinhk
oldugu, bu yakinligin c¢esitli serolojik testlerde
capraz reaksiyonlar olarak da ortaya konuldugu
bircok kaynakta bildirilmektedir (Aras ve Ugan,
2008; Delpino ve ark., 2004; Ducrotoy ve ark., 2018;
Velasco ve ark., 1997; Velasco ve ark., 1998). Cogu
Brucella tirinin yiksek patojenik potansiyeline
karsilik, cogu alfa-Proteobacteria saglikh bireyler icin
ya patojenik degildir ya da c¢ok sinirli bir patojenite
gostermektedir. Ozellikle O. anthropi ile immun
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yetmezligi olan bazi hastalarda infeksiyonlar olusturmadig bildirilmektedir (Xu ve ark., 2003).
bildirilse de saghkli bireyler igin bir risk

Tablo 1. Test edilen antijenlerin canl tirlerindeki i-ELISA’ya ait OD degerleri

KOYUN KOYUN iNEK iNEK iNSAN  iNSAN KOPEK KOPEK
BLANK BLANK
(+) () +) ) (+) () (+) )
A 0,5383 0,1969 0,4267 0,7821 0,5700 0,5743 0,5291 0,4380 0,0418 0,0436
i 1,0019 0,3864 0,7517 0,5288 0,2997 0,2245 0,6728 0,2636 0,0422 0,0525
T 0,5809 0,1977 0,2512 0,6785 0,3455 0,2553 0,3432 0,4229 0,0420 0,0403
B 2,4027 0.5221 2,1950 0,4637 2,1607 0,3313 1,0663 0,3981 0,0410 0,0422
(+): Pozitif serum  (-): Negatif serum  A: O. anthropi i: 0. intermedium  T:R. tropici  B: B. abortus

Tablo 2. Koyun brusellozisinin tanisinda bazi alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin kullanildigi ELISA modellerinin tanisal performansi

Koyun Koyun Esik degeri Sensitivite Spesifisite
(+) (-) (cut off) (%) (%)
A 0,5383 0,1969 0.386 42 92
i 1,0019 0,386 0.546 71 84
T 0,5809 0,1977 0.369 40 100
B 2,4027 0.5221 0,682 92 92
(+): Pozitif serum  (-): Negatif serum  A:O.anthropi  i: O.intermedium  T:R. tropici  B: B.abortus

Tablo 3. insan brusellozisinin tanisinda bazi alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin kullanildigi ELISA modellerinin tanisal performansi

insan insan Esik degeri Sensitivite Spesifisite
(+) (-) (cut off) (%) (%)
A 0,5700 0,5743 0.687 0 100
i 0,2997 0,2245 0.365 0 100
T 0,3455 0,2553 0.398 0 100
B 2,1607 0,3313 0.513 100 93
(+): Pozitif serum  (-): Negatif serum  A: O.anthropi iz O.intermedium  T: . tropici B: B.abortus

Tablo 4. Sigir brusellozisinin tanisinda bazi alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin kullanildigi ELISA modellerinin tanisal performansi

inek inek Esik degeri Sensitivite Spesifisite
(+ (-) (cut off) (%) (%)
A 0,4267 0,7821 0.945 0 100
i 0,7517 0,5288 0.648 0 100
T 0,2512 0,6785 0.823 0 100
B 2,1950 0,4637 0.578 100 100
(+): Pozitif serum  (-): Negatifserum  A:O.anthropi  i: O. intermedium  T:R. tropici  B: B.abortus

Tablo 5. Kdpek brusellozisinin tanisinda bazi alpha-Proteobacteria ham LPS antijenlerinin kullanildigi ELISA modellerinin tanisal performansi

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

0.497 76 85

(+): Pozitif serum  (-): Negatif serum  A: O. anthropi i: 0. intermedium

Ortak antijenik determinatlardan kaynaklanan
capraz reaksiyonlar, bazi 6nemli bakteriyel
enfeksiyonlarin indirekt teshisinde énemli sorunlara
neden olmaktadir. Ancak capraz reaksiyon veren
turlerden biri patojenik degilse, bu c¢apraz
reaksiyonun patojen olanin olusturdugu
infeksiyonun saptanmasi noktasinda tanisal bir
yarari olabilir. Bu hipotezden hareketle bu
calismada, Brucella tiirleriyle infekte olmus insan ve
hayvanlardan alinan, dogrulanmis pozitif serumlar
ve saglkli birey ve hayvanlardan alinan negatif
kontrol serumlari, O. antropi, O. ntermedium, R.
tropici ve B. abortus S99 suslarindan elde edilen
ham LPS antijenlerine karsi in house indirekt ELISA
ile test edildi. Calisma rough ve smooth suslardan
hazirlanan antijenler ile vyapildigindan, sadece
smooth Brucella suslari ile degil, rough suslar olan B.
ovis ve B. canis enfeksiyonlarinin teshisinde
kullanilma kapasiteleri de arastirildi. Ayrica testlerin
validasyonunda sadece sigir ve koyun degil, képek
ve insanlardan alinan serumlar da kullanildigindan,
hastaligin serolojik tanisinda alfa-Proteobacteria
grubundaki 3 ayri bakterinin kullanilmasi ¢ok genis
kapsamli olarak degerlendirildi.

Calisma sonuglari genel olarak
degerlendirildiginde, Brucella-infekte serumlar ile
test edilen alfa 2 Proteobacteria uyeleri disik
reaktivite gosterdi. Oysa, Velasco ve ark. (1997), B.
melitensis ve 0. anthropi kokenli sitosolik
proteinlerin ve membran antijenlerinin ¢ok genis
capl ¢apraz reaksiyon verdiklerini bildirmislerdir.
Bunun yaninda, az oranda gapraz reaksiyonun dis
membran proteinleri (OMPs) ve LPS (sadece kor ve
lipid A bolgesi) seviyesinde de ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir.  Bunun  nedeni  c¢alismamizda
kullandigimiz antijenin ham olmasina ragmen, yani
bir miktar OMPs tasimasina ragmen biyik oranda
LPS tabakasi olmasidir. Calismada protein yerine LPS
antijeninin segilmesinin nedeni, smooth Brucella
tirlerine maruz kaldiktan sonra gelisen serolojik
yanitin bilylk bir oranda S-LPS tabakasina karsi
olmasidir. Ayrica S-LPS’ye karsi olusan antikorlar
bugiin icin kullanilan standard serolojik testlerin
temelini olustururlar (Aras ve Ugan, 2008).
Calismada ham LPS antijenlerine karsi ortaya ¢ikan
en yiksek serolojik reaksiyon, tahmin edilebilecegi
gibi B. abortus S99 ham LPS antijenine karsi
saptandi. Bunu ¢ok daha dusiik yogunlukta olmak
Uzere O. ntermedium, O. anthropi ve R. ropici
antijenleri izledi. En vyuksek reaksiyonun O.
intermedium olmasi bu tdrin rough LPS tasiyor
olmasi ile agiklanabilir. Cinkl R-LPS’de, S-LPS’den
farkli olarak O-polisakkarit ya indirgenmis ya da
tamamen yikimlanmis olabilir. Dolayisiyla R-LPS’de

T: R. tropici  B: B.abortus

daha genis bir kor polisakkariti mevcuttur (Ducrotoy
ve ark., 2018). Ayrica DNA hibridizasyon c¢alismalari
0. intermedium’un  Brucella  genusuna O.
anthropi’den daha vyakin oldugunu gostermistir
(Holmes ve ark., 1998). Velasco ve ark. (1998) tim
hicre ekstraktlarini kullanarak yaptiklari western
blot analizinde, O. anthropi LMG3301’in (O.
intermedium’un sinonimi) Brucella antijenlerine O.
anthropi LMG 3331’den daha yakin oldugunu ve
ayrica yaptiklari konvensiyonel fenotipik
karakterizasyon c¢alismalarinda da, bu yakinhg
saptadiklarini bildirmiglerdir. O. intermedium’un
calismamizda daha yiliksek reaktivite gostermesi,
arastiricilarin bu bulgulari ile uyum gostermektedir.
Ayrica, O. intermedium’un tir olarak koyun ve
kopeklerde daha yilksek reaktivite vermesi, pozitif
ve negatif kontrol serumlari arasinda bir fark
olusturmasinin nedeni koyun ve kdpeklerin rough
tirler olan B. ovis ve B. canis’in dogal konakgilari
olmasina buyik oranda bagli olabilir. Calismamizda
koyun brusellozisinin tanisinda O. intermedium ham
LPS antijeninin  kullanildigi  ELISA  modelinin
sensitivitesi %71, spesifisite ise %84 olarak bulundu.
R. tropici ELISA modelinde ise sensitivite %40,
spesifisite %100 olarak tespit edildi. Kopek
brusellozisiyle ilgili olarak O. intermedium igin
sensitivite %69, spesifisite %78 olarak belirlendi.
Ucan ve Aras (2008), koyunlarda R. tropici ile
hazirlanan lam agliitinasyon testinde sensitiviteyi
%80,1 ve spesifisiteyi %59,5 olarak bulmustur.
Sonuglarin farkh ¢ikmasinin nedeni, kullanilan testin
ve kontrol serumlarinin farkh olmasiyla ilgili olabilir.
Zira ¢alismada antijen olarak tim bakteri degil onun
bazi dis membran proteinlerini de igceren ham LPS
tabakasi ELISA ile test edildi. Ayrica kullanilan
serumlar pozitif ve negatifligi 6nceden teyit edilmis
serumlardi. Bitlin bunlar alinan farkh sonuclarin
nedeni olabilir.

Sonug¢ olarak, sigir ve insan brusellozisi
acisindan test edilen antijenlerin higbiri istenilen
diizeyde yiksek sensitivite ve  spesifisite
gostermedi. Bu tirlerde kontrol serumlari yiksek
reaksiyon gosterdiklerinden esik degeri ¢ogu zaman
pozitif kontrol ortalamasinin Ustiine ¢iktl. Boylece
spesifisite %100, sensitivite ise 0 veya 0’a yakin
diizeyde belirlendi.  Ozellikle sigirlarda negatif
kontrollerin R. tropici ve O. anthropi igin yiiksek OD
degeri gostermesi, bu hayvanlarin ¢ogu bitki
patojeni ve toprak bakterisi olan bu tirlere fazlaca
maruz kalmis olmalariyla ilgili olabilir. insanlarda B.
abortus disindaki tlim bakteri tirleri negatif
kontrollere genel olarak distk bir reaktivite
gosterdi. Bu durum, insanlarin s6z konusu bitki
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patojenleriyla dislik dizeyde temas halinde
olmasiyla agiklanabilir.

Calismada, sadece rough bir tiir olan ve dolayisi
ile S-LPS yerine R-LPS tasiyan, O-polisakkariti ya
indirgenmis ya da tamamen yikimlanmis olan O.
intermedium antijeniyle, sadece koyun ve kdpekte
kismen kabul edilebilir sinirlarda bir tanisal
performans alinmistir. Bu grup bakteri
antijenlerinden alinan sonuglar Brucella antijenleri
ile benzer sonuglar alinmis olsaydi, biyogivenlik
acisindan neredeyse risk olusturmayan bu bakteriler
ile antijen Gretimi yapilabilecekti.

Calismada alinan tim sonuglar dikkate
alindiginda, proteobakterilerin a-2 alt grubunda yer
alan mikroorganizmalarin brusellozisin serolojik
tanisinda birtakim c¢apraz reaksiyonlara neden
olabilecegi ve bu durumun vyanhs pozitiflik
yaratabilecegi akilda tutulmalidir. Ancak
brusellozisin  serolojik  teshisinde  kullanilan
antijenler tim bakteriden hazirlandiklari igin, daha
ziyade anti-LPS antikorlarini saptayacagindan, rough
olmayan a-2 proteobakterilerin yanhs pozitiflik
i¢in fazla bir sorun yaratacagi disinilmemektedir.
Ote yandan bu grup bakterilerden hazirlanan daha
saf antijenlerin, B. canis ve B. ovis infeksiyonlarinda
kullanilma potansiyelini artirabilecegi ve bu yonde
yapilacak calismalara ihtiyag oldugu
disunulmektedir.
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