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Ozet

Bu arastirma, allerjik deri testinin sigir brusellosis’inin teshisinde kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla
yapildi. Bu amagla, iki farkli Brucella susundan degisik metotlarla hazirlanan iki allerjen (Brucellin INRA ve
Brucellin) ii¢ farkli gruptaki (enfekte, saghikli ve asili) hayvanlarda etkisi Rose Bengal Plate Test (RBPT), Serum
Agliitinasyon Testi (SAT), Rivanol Agliitinasyon Testi (RivA) ve Komplement Fikzasyon Testi (KFT) kullanilarak
arastirildi. Enfekte gruptaki hayvanlarda iki allerjen birlikte degerlendirildiginde %77, RBPT, SAT, RivA ve
KFT leriyle sirastyla %70, %85, %88 ve %89 oraninda pozitif reaksiyon elde edildi. Asilanmig gruptaki hayvanlarda
iki allerjen birlikte degerlendirildiginde %66, RBPT, SAT, RivA ve KFT leriyle sirasiyla %8, %8, %8 ve %6
oraninda pozitif reaksiyon elde edildi. Saglikli ve agilanmamig gruptaki hayvanlarin iki allerjen ile %3l pozitif
bulunurken, serolojik testlerde negatif bulundu. Sonug olarak, allerjik deri testlerinin s1gir brusellozis’inin teshisinde
serolojik testlerle birlikte sahada kullanilabilece8i kanaatine varildi.

Anahtar sozciikler: Brusellozis, allerjik deri testi, sifir

Investigations on Diagnosis of Bovine Brucellosis
by Allergic Skin Tests

Summary

This study was conducted in order to investigate possibility of use of allergic test in the diagnosis of bovine
brucellosis. For this aim, two allergens (Brucellin INRA and Brucellin) prepared using two different methods on the
cattle of three groups (healthy, vaccinated and infected) were investigated using Rose Bengal Plate Test (RBPT),
Serum Agglutination Test (SAT), Rivanol Agglutination Test (RivA) and Complement Fixation Test (CFT).

When two allergen tests were considered together, 77% positive reactions were obtained in infected group. In
this group, positive reactions at 70%, 85%, 88% and 89% were obtained respectively from RBPT, SAT, RivA and
CFT. In vaccinated group, 66% positive results were obtained by two allergens, whereas seropositive results at 8%,
8%. 8% and 6% was obtained respectively from RBPT, SAT, RivA and CFT. While 3% positive results were
determined in healthy and unvaccinated group, negative results were obtained in all serological tests.

As a result, it was concluded that allergic skin test could be used for the diagnosis of bovine brucellosis in
combination with serological test in the field. ~
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GIRIS

Brusellozis, sigir, koyun, kegi, domuz gibi hayvan-
larda genital organlara yerleserek yavru atma, kisirhk,

mastitis, arthritis ve orsitise neden olan zoonotik bir

infeksiyondur'.

Brusellozis'in tanisi klinik materyallerden etken
izolasyonu (Brucella abortus) veya etkene karsi olu-
san spesifik immun yanitin saptanmasi ile yapilmakta-
dir. Ancak, infekte sigirlardan her zaman etken izolas-
yonu yapilamadig: gibi, serolojik testlerde de siipheli
veya yanls negatif sonuclar elde edilebilmektedir>’.
Bu amagla, kiiltiirel ve serolojik incelemelerde negatif
veya siipheli sonuglarin alindig: infekte siiriilerde ger-
cek infekte sigirlarin tespiti amaciyla oldukga spesifik,
ucuz ve uygulanmasi kolay allerjik deri testleri gelisti-
rilmistir*®.

Evcil hayvanlarda brusellozis’in tanisi amaciyla
farklr brucella suslarindan degisik metot ve isimlerle
uretilen allerjenler kullanilmistir’. Rough brucella
suslarindan hazirlanan allerjenlerin antikor yanitina ne-
den olmamasi nedeniyle, Bhongbhibhat ve ark! tara-
findan Brucella melitensis B 115 rough susundan iire-
tilen Brusellin INRA allerjenine ¢alismalarda siklikla
rastlanmaktadir. Ancak, B. abortus’un mukoid ve ro-
ugh suslarindan hazirlanan allerjenlerin B. abortus ro-
ugh suslarindan hazirlanan allerjenlerle karsilastirildi-
ginda, ozellikle, kronik brusellozis olgularini saptama-
da etkinliginin daha fazla oldugu bildirilmistir’.

Bu caligmada, sigir brusellozisinin sahada allerjik
deri testleri ile teshisi, enfekte ve saglikli hayvanlarin
ayrimi, serolojik testler kullamilarak aragtirilmasi amac-
lanmustir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Antijenler: Brucella abortus S99 susundan hazir-
lanan Rose Bengal Plate Test ve Brusella Tiip Agliiti-
nasyon Test antijenleri Pendik Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edildi. Komplement
Fikzasyon Test’i ise Etlik Veteriner Kontrol ve Arastir-
ma Enstitiisii Brusella Laboratuvari’nda yapildi.

Allerjenler: Bu calismada, Brucella melitensis
B115 rough susundan hazirlanan Brucellin INRA ve
Brucella abortus’un mukoid susundan hazirlanan Bru-
cellin allerjeni kullanildi. Brucellin INRA allerjeni Dr.

Ocaklt Koyii/Merkez

M. Reichel'den (Central Animal health Laboratory,
Upper Hutt/Yeni Zelanda), Brucellin allerjeni ise Dr.
Z. Bercovich’ten (Institute For Animal Science and
Health, Leystad/Hollanda) temin edildi.

Hayvan Gruplarinin Tespiti: Kars merkez ve il-
¢elerinde buzagilama déneminde brusellozis’e bagli
yavru atmalarin goriildiigii sigir siiriileri (enfekte grup),
ergin B. abortus S19 asisi ile asih saghkli sigir siiriileri
(astlanmis grup) ve saglikli asisiz siiriiler (asilanmamis
grup) calisma materyalini olusturdu (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada incelenen sigirlarin yerlesim yerlerine
gore dagilimi,
Table 1. Distribution of cattle examined in the study
according to locations.
Yeelesim Birimi 1ayvanlan Brucellosis Hayvan
S i 0nmdeaDuminn sSans

EnfekicGrup = : 15
Degirmendere Koyii/Arpacay Enfekte Grup 38
Biiyiik Catak Koyii/Susuz Enfekte Grup 12
Ortakale Koyti/Selim - Enfekte Grup - 235
Karakas Koyi/Merkez Astlanmis Grup 31
Azat Koyii/Merkez - Agilanmis Grup - DT
Camurlu Koyii/Merkez Astlanmis Grup =~ 12
Bogazkoy/Merkez - Aglanmans Grup 100
TOPLAM 300

Metot

Alerjik Testlerin Uygulanmasi ve Degerlendiril-
mesi: Allerjen boynun sag veya sol tarafindan normal
deri kalinlig: kompasla birkag¢ kez olgiiliip ortalamasi
alindiktan sonra 0.1 ml intradermal olarak uygulandi.
Allerjenin uygulandigi bolgede 48-72 saat sonra 2 mm
ve 2 mm’yi asan eritem, siskinlik ve 6dem olusumu
pozitif kabul edildi (1,5,13). Kontrol olarak, her grup-
taki 10 sigira ayni miktarda (0.1 ml) steril fizyolojik
tuzlu su (FTS) uygulandi.

Rose Bengal Plate Test (RBPT): Temiz bir lam
tizerine bir damla (0.03 ml) antijen esit miktar siipheli
serum ile karigtirildi ve agliitinasyon olusumu yéniin-
den 4 dakika icinde degerlendirildi®.

Serum Agliitinasyon Test (SAT): Test edilecek
serum Orneklerinin %0.5 fenollii fizyolojik tuzlu su ile
1:10°dan 1:640’a kadar iki katl diliisyonlari yapilarak
lizerlerine esit miktarda B. abortus tiip agliitinasyon
antijeninden ilave edilerek 37°C’de 18-24 saat inkube
edilerek sonuglar degerlendirildi. Asisiz sigir serumlari
igin >1:40, asili sigir serumlari icin =1:80 SAT titreleri
pozitif kabul edildi*.



Rivanol Aglutinasyon Test (RivA): Incelenecek
serum oOrneklerinin test edilmesinde Rivanol (2-
ethoxy-6, diamino-acridin lactate)’un taze olarak ha-
zirlanan %0.4°liik soliisyonu kullanildi®. Hazirlanan
soliisyon testten once reaksiyonu kolaylastirmak igin
30 dk etiivde tutuldu. Bir kisim seruma 3 kisim rivanol
soliisyonu ilave edilip kanstirildiktan sonra oda 1sisinda
15 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda 2000 devirde
10 dakika santrifiij edilerek tst sivi alinarak serum ag-
liitinasyon testinde oldugu gibi iglem yapilarak deger-
lendirildi. Bu amacla, bir seri tiipiin ilkine 0.8 ml iist
sivi ve bunun iizerine de 0.2 ml fenollii %0.85 FTS di-
ger tiiplere ise 0.5 ml FTS ilave edildi. Ilk tiipteki ka-
risimdan diger tiiplere 0.5 ml aktarilarak son tiipten 0.5
ml atildi. Tiiplerin hepsine 0.5 ml antijen ilave edile-
rek serum sulandirmalart (1/10, 1/20, 1/40...... 1/160)
yapildi. Bir gece 37°C’lik inkubasyondan sonra tiipler-
deki berraklasma (4+, 3+, 2+, 1+, + ve negatif) deger-
lendirildi ve 1/40 sulandirmada 2+ ve iizerindeki titre-
ler pozitif, altindaki titreler ise negatif olarak degerlen-
dirildi.

Komplement Fikzasyon Testi (CFT): Alton ve
«ark nin bildirdikleri yonteme goére sicakta ve makro-
dilusyon teknigi ile yapldi. Test serumlari kullaniima-
dan 6nce 56°C’de 30 dakika bekletilerek inaktive edil-
dikten sonra veronal buffer ile 1/5 diliisyonu yapildi.
Her bir serum igin 6 tiip alinarak 1, 2 ve 6’nc tiiplere
serumun 1/5’lik diltisyonundan 0.25 ml konulduktan
sonra 2, 3, 4 ve 5’nci tiiplere 0.25 veronal buffer ilave
edildi. Ikinci tiip kanistirldiktan sonra diger tiiplere si-
rastyla 0.25 ml aktarilarak 6’nct tiip hari¢ serumun su-
landirmalar (1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 ve 1/5) yapildu.
Altinct tiip haric diger tiiplere 0.25 ml titresi daha once
belirlenmis antijen, 6 nci tiipe ise antijen yerine ayni
miktar veronal buffer konuldu. Biitiin tiiplere 0.5 ml
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komplement konulduktan sonra 37°C benmaride bek-
letildi. Sonra tiim tiiplere %3’liik koyun eritrosit siis-
pansiyonundan ve hemolitik serumdan 0.25 ml tiiplere
konularak 30 dk su banyosunda tutuldu. Hemoliz de-
gerlendirilmesi, hemoliz standartlar kullanilarak belir-
lendi. 1/40 dilusyondaki 2+'lik reaksiyon ve iizerinde-
ki titreler pozitif, 1/20 diltisyondaki 2+’lik reaksiyon
ise siipheli kabul edildi.

Alerjik Testlerin Duyarhlik ve Spesifiteleri: Al-
lerjenlerin, serolojik testlere gore duyarlilik ve ozgiil-
liikleri Tizard"” n bildirdigi kriterlere gore yapildi.

Istatistiki Analiz: Allerjen ve serolojik testlerin
sonuglar ki-kare testi ile degerlendirildi (SPSS Win-
dows 6.1, USA).

BULGULAR

Alerjik Test Sonuclari: Calismada kullanilan her
iki allerjenin test edildigi; enfekte, asilanmis ve asilan-
mamus saglikli hayvan gruplarinda alinan pozitif deger-
ler ile serolojik testlerde pozitif bulunan hayvan sayi-
lan Tablo 2’de gosterilmisgtir.

Brucellin INRA uygulanan infekte hayvanlarda 37
(%74), Brucellin uygulanan infekte hayvanlarda ise
40 (%80) pozitif allerjik reaksiyon tespit edildi (Tablo
3). Asilanmamug saglikli grupta Brucellin INRA aller-
jeni ile 2 (%4) ve Brucellin allerjeni ile | (%2) yanlis
pozitif reaksiyon tespit edildi.

Asili grupta bulunan sigirlarda Brusellin INRA al-
lerjeni ile 29 (%58), Brucellin allerjeni ile 37 (%74),
asilanmamis ve saghikli sigirlarda Brusellin INRA uy-
gulanan grupta 2 (%4), Brusellin uygulanan grupta
ise 1 (%2) pozitif allerjik reaksiyon goriildii.

Tablo 2. Calismada incelenen sigirlarda allerjik ve serolojik test sonuglari
Table 2. Serological and allergic test results in cattle examined in the study

T Enfekte n:50) 37
Brucellin : R o
INRA  Asilanmus (n:50) =90 58
n:150 ,
~ Aglanmamis (n:50) 2 4
~ Enfekte (n:50) 40 80
Brucellin : ey
S Astlanmis (n:50) 37 74 ‘
' Agllanmanmis (n:50) 1 e

{0 Serolojik Testler

T s 0 46 D

8 7 14 6 12 5 10
66 40 80 B 84 A3 TRE
& 1 2 2 4 I 2
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Enfekte grupta bulunan sigirlarda Brucellin IN-
RA’nin RBPT, SAT, RivA ve KFT lerine gore sensitivi-
te ve spesifitesi sirastyla %75.7 - %30.8, %75.6 - %40,
%76.1 - % 50.0 ve %76.1 - %50.0, Brucellin'in sensiti-
vite ve spesifitesi ise sirasiyla %87.9 - %35.3, %87.5 -
7%60.0, %95.0 - %75.0 ve 9%93.0 - %71.4 bulundu.

Allerjik testlerde pozitif ve negatif olarak degerlen-
dirilen enfekte ve asili hayvanlardaki deri kalinliklari-
nin ortalama degerleri Tablo 3’te gosterilmistir.

istatistiki Analiz: iki allerjen arasinda istatistiksel
olarak fark oénemsiz (p>0.05), allerjenler ile serolojik
testler arasindaki fark ise istatistiksel olarak onemli
(p<0.01) bulundu.

Tablo 3. Allerjik deri testi uygulanan infekte ve asili
sigirlarda ortalama deri kalinliklart

Table 3. Mean skin indurations in vaccinated and infected
cattle that allergic skin test performed.

Enfekte 120120332 11.56£0247 7.73:0.569 832:0.588

Asth

118120675 12.93+0467 7.92+0276 8.26+0.695
*SE: Standart Error

TARTISMA ve SONUC

Brusellozis, diinyada yaygin olarak goriilen, Gnemli
ekonomik kayiplara neden olan ve insan sagligini da
dogrudan ilgilendiren zoonotik bir enfeksiyondur'. En-
feksiyonun teshisinde bakteriyolojik incelemeler eti-
yolojik acidan daha kesin sonu¢ vermesine ragmen,
siiriide atik yapan hayvanlarin belirlenmesinde ve atik
fotus teminindeki giicliikler etkenin izolasyon ve iden-
tifikasyon olasiligini azaltmaktadir. Bu nedenle, epide-
miyolojik ¢aligmalarda serolojik testlerden daha fazla
yararlanilmakla birlikte, siiriide subakut ve kronik in-
fekte hayvanlar bulundugunda serolojik testlerde yan-
lis negatif veya pozitif sonuclar alinabilmektedir®".
Bu olumsuzluklari ortadan kaldirmak amaciyla, arasti-
ricilar degisik Brucella suslarindan farkli metotlar ile
hazirladiklar: allerjenleri sigir brusellozis’in teshisi
amactyla sahada serolojik testlerle karsilastirmali ola-
rak kullanmiglardir*®*. Mac Diarmid ve Helstrom®,
KFT ile pozitif olarak saptadiklart 77 sigirin
%61.04{inti, Martrenchar ve ark'?, 890 Zebu si1gir
lizerinde yaptiklar bir caligmada serolojik testlerle
%8.4’iinii, allerjik deri testleri ile %6.4’iinii pozitif

olarak saptamislardir. Worthington ve ark’, B. abortus
45/20 rough susundan iki farkli metotla hazirladiklari
Brucellin B ve Brucellin W allerjenlerini ticari Brucel-
lergen allerjeni ile karsilastirdiklari ¢calismalarinda; 65
seropozitif hayvanda Brucellin W allerjeni ile 31, Bru-
cellin B allerjeni ile 28 ve Brucellergen allerjeni ile 32
sigirda pozitiflik saptamuslardir. Bercovich ve ark’, 14
stirliye ait toplam 882 siit sigirinda serolojik ve allerjik
deri testleri ile uygulamuglar, seronegatif 5 siiriide al-
lerjik deri testi ile 20 pozitiflik elde ederken, seropozi-
tif 9 siiriide allerjik deri testi ile 30 seropozitiflik elde
etmislerdir. Arastiricilar, ayrica, seronegatif siiriide al-
lerjik deri testi ile pozitif bulduklari 7 sigirdan etken
izolasyonu yapmuslardir. Bercovich ve Ter Laak®, al-
lerjik deri testinin sahada bireysel kullanilabilirligini
saptamak icin, KFT ile pozitif olarak saptadiklar1 93
sigirm 817ini alerjik deri testleri pozitiflik saptamiglar-
dir. Aym arastiricilar, allerjik deri testinin sigirlarda bi-
reysel enfeksiyonu saptamada yeterli sensitivite ve
spesifiteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu calis-
mada, farkli metotlarla hazirlanan iki degisik allerje-
nin yavru atmalarin gorildiigli sigir siiriilerinde etkisi
serolojik testler kullanilarak aragtirildi. Infekte grupta-
ki hayvanlarda Brucellin INRA ve Brucellin allerjen-
lerine sirasi ile 37 (%74) ve 40 (%80) pozitif allerjik
reaksiyon alinirken, KFT’i ile sirasiyla 46 (%92) ve 43
(%86) pozitif reaksiyon elde edildi.

Asilanmis sigir gruplarinda allerjik deri testlerinin
duyarlilik ve ozgiilliikleri konusunda yapilan ¢alisma-
larda farkli sonuclar bildirilmistir*””. MacDiarmid ve
Hellstrom®, B. abortus S19 asisi ile agilanmus sigirlarin
14-18 ay, inaktif B. abortus 45/20 asisi ile asilanmis
hayvanlarin 18 ay boyunca allerjik deri testlerinde po-
zitif yanit verdigini, Fensterbank ve Pardon', B.
abortus S19 ve 45/20 agilari ile asilanmus sigirlara en
az iki yil sonra allerjik deri testlerinin uygulanabilece-
gini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, en az alti ay 6nce
agilanmus gruptaki hayvanlarda Brusellin INRA ile 29
(%58), Brucellin ile 37 hayvanda (%74) asiya bagl re-
aksiyon alindi. Bu durum, agili hayvanlarda allerjik de-
ri testlerinin, agilamadan sonra iki yila kadar pozitif
yanit vermesi sebebiyle asili siirlarda allerjik deri test-
lerinin serolojik testlerle birlikte kullanilmasi gerekti-
gini belirten yukaridaki arastiricilarin bulgulari ile pa-
ralellik gostermektedir.

Saglikli ve agilanmamus sigirlarda allerjik deri test-
lerinin spesifitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir*>'?,
MacDiarmid ve Hellstrom®, KFT ile seronegatif bul-
duklar1 5064 sigira allerjik deri testi uygulamuglar 1 po-
zitif ve 3 siipheli reaksiyon elde etmislerdir. Wort-



hington ve ark”, brusellozis’ten ari siiriilere ait 6498 si-
girm %0.093’sinde, Bercovich ve ark'', brusellozis’ten
ari 549 sigirin 11’inde (%2) allerjik deri testi ile pozitif
reaksiyon elde etmislerdir. Pouillot ve ark'’, Brusello-
zis'ten ari 20 siiriiye ait toplam 2412 si8ira allerjik deri
testi uygulamis ve 4 sigir1 (%0.17) pozitif bulmuslar-
dir. Bu calismada, saglikli ve asilanmamis gruptaki sii-
riilerde serolojik testlerle pozitiflik saptanmamasina
karsin Brucellin ile | (%2 ) Brucellin INRA ile 2 (%4)
sigirda seropozitiflik saptanmistir.

Bu arastirmanin bulgulan ve verileri 1s1ginda, aller-
Jjik deri testinin si8ir brusellozis’inin gerek siirii bazin-
da gerekse bireysel uygulaniginin pratik olmasi, saha
taramalarinda pratik uygulanisi, kolay ve kisa siirede
degerlendirilmesi, enfeksiyondan siipheli portorler ile
yanhs pozitif serolojik reaksiyon veren hayvanlari sag-
liklt hayvanlardan ayirmak icin giivenilir bir sekilde
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Biiyiik hayvan populas-
yonuna sahip olan iilkemizde, Brusellozis konusunda
yapilacak epidemiyolojik ¢alismalara ve eradikasyon
programlarina allerjik deri testlerinin serolojik testlere
dahil edilmesinin yararli olacagi kanisina varilmistir.
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