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ONSOZ

Brusellozis hayvancilik alaninda 6nemli bir ekonomik yeri olan ve 6zellikle
biiyiik bas hayvanlarda yavru atimi, siit ve et verimi kayiplarma sebep olan bir

zoonozdur.

Diinyanmn bazi bolgelerinde alinan cesitli tedbirler ile eradike edilmesine
ragmen giiniimiizde iilkemiz ve Ozellikle yoremiz hayvanciligmin 6nde gelen
problemlerindendir. Brusellozisin bu denli yaygin olmasmin baslica nedenleri
arasinda iilkemizin sahip oldugu cografi konum nedeni ile kacak hayvan giris ve
c¢ikislarinin kontrol altina alimamamasi, 6zellikle yoremizde geleneksel ve ekstansif
bir tarzda uygulanan hayvan yetistiriciligine baglh yogun hayvan hareketlerinin
olmasi, as1 programlarimin tam olarak uygulanmamasi, hastalikta verilen tazminatin
yeterli ve diizenli olmayisi, siit ve siit iirlinlerinin 6zellikle modern tesislerde

islenisinin sinirli olmasi ve yasalarin giincellik tagimamasi yer almaktadir.

Ekonomik olarak son derece Oonem tasiyan ve konakgi tercihi farkli olan
Brucella etkenlerinin yoremizde yetistirilen sigirlarda arastirilmasi  oldukga
onemlidir. Son yillarda molekiiler tekniklerin gelisimi ile hastaligin tanis1 ve
infeksiyonun epidemiyolojisine dair bilgiler artmistir. Bu gibi aragtirmalarin 6zellikle
hastaligin eradikasyonunda Onemli bir yer tutan asilama programlarmna yardimci

olmas1 beklenmektedir.

Bu arastirmada, yoremiz acgisindan son derece ©onemli olan hayvancilik
sektoriinde biiylik ekonomik kayiplara sebebiyet veren ve ayni zamanda zoonotik
karakteri ile ciddi bir halk sagligi problemi olusturan brusellozisin, kiiltiirel ve
molekiiler olarak tespit edilmesi, PCR teknigi kullanilarak yorede hastaliga neden
olan saha suslarmin as1 suslar1 ile olan yakinliginin belirlenmesi amag¢ edinilmistir.
Elde edilen verilerin hastaliga iliskin olarak yorede yillardir uygulanan kontrol ve

koruma ¢aligmalarina katkida bulunacagi diisiiniilmektedir.

Calismam siiresince ilgi ve yardimlarini esirgemeyen ve ayni zamanda
akademik gelisimimde biiyilk emegi gecen danisman hocam Prof.Dr. Salih
OTLU’ya, arastirmamin her asamasinda zaman ayirip calismami takip eden ve

yardimlarin1 esirgemeyen hocalarim Prof.Dr. Mitat SAHIN, Doc¢.Dr. Ahmet



UNVER, Do¢.Dr. Murat GULMEZ, Do¢.Dr. Hidayet Metin ERDOGAN,
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caligmanin bir boliimiiniin yiiriitiilmesinde biiyiik katkilar1 nedeniyle OMU Veteriner
Fak. Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyeleri Prof.Dr. Nevzat YURDUSEYV ve
Yrd.Dog¢.Dr. Oktay GENC’e, orneklerin alinmasi ve degerlendirilmesinde yaptiklar:
katkilar1 i¢in Ars.Gor.Dr. Berna DUMAN, Ars.Gor. Fatih BUYUK, Uzm. Dogan
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Vet.Hek. Safak Caglar GULYIYEN’e, maddi desteginden dolayr KAU Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Fonu Yonetim Kurulu’na ve son olarak beni bugiinlere getiren,
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baglamamu saglayan esime ve kizim Rabia Naz CELEBI’ye
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1. GIRIS ve GENEL BIiLGILER

Brusellozis, evcil ve yabani hayvanlarda Brucella cinsine ait
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve Ozellikle uterus, meme ve testis gibi
genital organlara yerleserek yavru atimi, infertilite ve siit veriminde azalmaya neden
olan genellikle kronik seyirli, ekonomik 6neme sahip bakteriyel bir zoonozdur (2, 8,
22, 41). Temelde bir hayvan hastaligi olan brusellozis, infeksiyona yakalanan
hayvanlarin infekte siit ve siit iiriinleri, etleri ve viicut sivilar araciligi ile insanlara
bulagmasi nedeniyle halk sagligi acisindan da olduk¢a 6nemli bir hastaliktir (6, 12,
49, 87). Hastaliga yakalanan siit sigirlarinin % 80’ninde etken oOzellikle meme
dokusu ve supramammal lenf yumrularina yerlesir ve burada bulunduklart siirece siit
ile disar1 sacilirlar (47). Brusellozisin sebep oldugu ekonomik kayiplar; yavru atma,
infertilite, siit veriminde azalma, veteriner hekim masraflari, hayvan hareketlerinin
ve ihracatinin engellenmesi ile insanlarda sekillenen is giicii kayb1 ve tedavi
masraflar1 olarak siralanabilir (182). Insanlarda goriilen brusellozis olgularmin
hayvansal orjinli olmas: nedeniyle brusellozisin kontrol altina alinmasinda temel
ama¢ hayvanlarda goriilen brusellozis ile miicadele etmektir. Bu nedenle hastaligin

kontrolii 6ncelikle veteriner hekimlerin sorumlulugundadir (124).

Ulkemizde brusellozis icin halk saghgi acisindan temel bulasma yolu
pastorize edilmemis siit ve siit iirlinlerinin tiiketilmesidir (1, 19, 102, 183). Yoremiz
yetistiricilerinin hastaliga iliskin bilgi diizeylerinin diisiik olmasi, yeterli 1s1 islemine
tabi tutulmamis siitlerden peynir tiretimi, sokak siitli satismin yaygimnlhigi, hijyenik
kurallara uyulmamas: gibi nedenlerle siit ve siit iiriinleri ile bulasma son derece
onemli olmaktadir. infeksiyonun bir hayvandan digerine ve insanlara bulasmasinda
onemli olan yollardan birisi de vajinal akintidir (53, 133, 162). Ozellikle yorede
hayvan barmaklarmimn sikisik olmasi ve hijyenik kurallarin saglanamamasi gibi
olumsuz kosullar nedeniyle hayvanlar arasinda infeksiyonun bu yolla bulagmasini
kolaylastirmaktadir. Hasta hayvanlarin dogum ya da atik olgularindan sonraki 6
haftalik siire boyunca vajinal akintilarindan Brucella etkenleri izole edilebilmektedir

3).

Brusellozise neden olan etkenler isimlerini bu mikroorganizmayi ilk izole

eden ve Ingiliz ordusunda hekim olarak gorevli bir mikrobiyolog olan Sir David



Bruce’dan alirlar. Bruce, 1887 yilinda Malta adasinda, atesli seyreden infeksiyon
sonucu olen bir Ingiliz askerinin dalak pulpasindan izole ettigi bakteriyi deneysel
olarak maymunlara vermis ve hastaligi maymunlarda meydana getirmistir. Kii¢iik bir
kok seklinde goriilen bu etkene Micrococcus melitensis, infeksiyona ise “Malta
Hummas1” veya “Akdeniz Hummast” adim1 vermistir (12, 19, 32). Ayn1 etken 1893
yilinda Hughes tarafindan Streptococcus melitensis olarak adlandirilmistir. Bang ve
Stribolt, 1895 yilinda Danimarka’da abort yapmis bir inegin fotal membranlar1 ve
uterus sivilarindan izole ettikleri gram negatif basile Bacterium Infectiosa Bang adin1
vermislerdir. Bang, 1897 yilinda etkenin saf kiiltiiriinii yaparak saglikli hayvanlarda
deneysel olarak infeksiyon olusturmay1 basarmustir (6, 12, 19). Dr. Zammit, 1905
yilinda etkeni keci siitlerinden izole etmis ve kecilerin doguma yakin zamanlarda sik
sik abort yaptigini bildirerek etkeni Micrococcus olarak adlandirmistir. Koyunlarda
ilk izolasyon 1906 yilinda Garcia ve Iscara tarafindan yapilmistir. Koyun
brusellozisine Brucella melitensis’in neden oldugu 1910 yilinda Dubois tarafindan
bildirilmis ve etkenin siit ile yayildig1 Spink tarafindan aciklanmistir (32, 33).
Domuzlarda brusellozis ilk olarak 1909 yilinda Huntyra tarafindan Macaristan’da
bildirilmistir (6). Traum, 1914 yilinda ABD’nin Indiana eyaletinde prematiire dogan
domuz yavrularinin karaciger, mide ve bobreklerinden B. suis’1 izole etmistir (6, 12).
Bakteriyolog olan Alice Evans 1918 yilinda; keci, koyun, sigir ve domuzlarda Bruce,
Bang ve Traum tarafindan bulunan etkenlerin ayr1 infeksiyonlar meydana
getirmediklerini ve bu etkenler arasinda morfolojik, Kkiiltiirel ve serolojik
benzerliklerin bulundugunu ve birbirlerine ¢ok yakin mikroorganizmalar olduklarmi
belirtmistir (6). Meyer ve Shaw, 1920 yilinda B. abortus, B. melitensis ve B. suis’i
bir grupta toplayarak tiimiine, bu konuda ilk onemli ¢aligmalar1 yapan Bruce’un
ismine ithafen Brucella grubu mikroorganizmalar, meydana getirdikleri hastaliga da
brusellozis adin1 vermislerdir. Koglarin epididimitis hastaliginin etkeni olan B. ovis,
1952 yilinda ilk kez Yeni Zelanda’da McFarlan ve arkadaslar1 tarafindan izole
edilmistir. 1953 yilinda Buddle ve Boyes, bu etkenin B. melitensis’in bir varyanti
oldugunu ileri siirmiislerdir. Etkene ismi 1956 yilinda verilmistir. Stoenner ve
Lackman 1957 yilinda ABD’nin Utah eyaletinde ¢6l farelerinden B. neotomae’i izole

etmislerdir. B. canis 1966 yilinda av kopeklerinde abortla seyreden bir salginin



arastirilmasi sirasinda izole edilmis ve 1968 yilinda Carmicheal ve Bruner tarafindan

isimlendirilmistir (6, 12, 122).

Tiirkiye’de ilk Brusellozis vakas1 1915 yilinda Kuleli Askeri Hastanesi’nde,
Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafindan tedavi edilen bir askerde
laboratuvar yontemleri ile teshis edilmistir (6, 12). Tiirkiye’deki sigirlarda B. abortus
infeksiyonunun ilk kez 1931 yilinda kiiltiir irk1 hayvanlarin ithal edilmesi ile sorun
olmaya basladig1 bildirilmistir (55). Sigirlarda ilk izolasyon ¢aligmalar1 1931-1932
yullarinda Berke tarafindan yapilmistir. Golem 1943 yilinda brusellozis’i insan ve
hayvanlarda serolojik yontemlerle tanimlamistir. Aktan ve Koyliioglu 1944 yilinda
Bandirma merinos ¢iftligindeki koyunlarda brusellozis’in varligmi serolojik olarak
tespit etmislerdir. Tiirkiye’de koyun ve kil kecilerinden B. melitensis ilk defa 1959
yilinda Ozcebe tarafindan izole edilmistir. Képeklerde B. canis infeksiyonu serolojik
olarak ilk kez 1984’te Diker, Istanbulluoglu ve arkadaslar: tarafindan saptanmustir.
Atlarda B. abortus’un varhig: Izgiir ve ark. tarafindan 1988 yilinda serolojik olarak

saptanmustir (6, 12, 54).

Brucella cinsi mikroorganizmalar, gram negatif, aerobik ve kokobasil
goriiniimiinde, hareketsiz, sporsuz, metabolik aktiviteleri diisiik, 0.5-0.7 x 0.6—1.5
um boyutlarinda olan fakiiltatif intraselliiler patojenlerdir (2, 6, 36, 82). Gergek
kapsiilleri yoktur ancak infeksiyonlardan yeni izole edilen ve smooth karakterdeki
kolonilerde ince bir kapsiil goriilebilir (2, 36). Kiiltiirlerde tek tek rastlanmasina
karsilik dokulardan hazirlanan preparatlarda kiimeler halinde goriiliirler (6). Etkenin
Braunier (Brown) hareketi olduk¢a belirgindir (6, 19). Normalde asit-fast olmadiklar1
halde zayif asitlerle dekolorizasyona direngli olduklarindan modifiye Ziehl-Neelsen,
modifiye Koster ve alkali soliisyonu ile kirmizi renkte boyanirlar. Bipolar boyama
ozelligi gostermezler. Genellikle aerobiktirler, ancak B. abortus ve B. ovis ilk
izolasyonlarindan % 5-10 CO;’e gereksinim gosterirler (6, 19, 45). Etkenler 20-40°C

arasinda iireyebilirlerse de optimum iireme 1silar1 37°C ve besiyeri pH's1 6.6-7.4 tiir

(2).

Brucella’lar genel besiyerlerinde gii¢ iirerler ve bazi 6zel besiyerlerine ihtiyag
gosterirler (2, 12, 19). Uremeleri igin tiamin, nikotinamid ve biotine ihtiya¢ duyarlar.

Besiyerine kan serumu, glukoz, pepton ve karaciger ekstrakti katilmasi iiremeyi



olumlu yonde etkiler (6, 19). B. abortus biyotip 2 gibi bazi suslarin iiremeleri i¢in
besiyerine % 2-5 oraninda sigir ya da at serumu ilave edilmesi zorunludur (3, 6,
186). Mikroorganizmalarin (6zellikle B. abortus ve B. melitensis) iiremelerini

stimiile etmek amaciyla eritritol da besiyerine katilabilir (3, 6, 15).

Brucella bakterilerinin iiretilmesinde kullanilan besiyerinin temelini Nutrient
agar olusturur. Bunun yani swra Serum-Dextrose agar (SDA), Blood agar base,
Triptoz agar, Tryptic Soy agar (TSA), Tween Dextrose agar ve sivi besiyeri olarak da
Brucella buyyon, Tryptic Soy buyyon (TSB) ve karacigerli buyyon kullanilmaktadir
(3, 6, 19). SDA, genellikle koloni morfolojisini incelemek amaci ile kullanilmaktadir
(186). Selektif besiyeri olarak Brucella agar, Skirrow agar, Farrell besiyeri, Thayer-
Martin agar ve ayrica bifazik (sivi-kati) besiyerleri kullanilmaktadir (3, 45, 63, 110).
Modifiye Thayer-Martin besiyerinin B. melitensis izolasyonunda Farrell besiyerine
gore daha basarili oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi olarak B. melitensis iizerine
inhibe edici etki gosterebilen basitrasinin Thayer-Martin besiyerinde bulunmayisi
gosterilmistir (110). Kontamine orneklerde besiyerlerine amfoterisin B, basitrasin,
sislohekzimid/natamisin (159), d-sisloserin, nalidiksik asit, polimiksin B ve
vankomisin gibi antibiyotiklerin katilmasi gerekir. Bu antibiyotik karigimlari, ¢cogu
B. abortus, B. melitensis ve B. ovis susunun izolasyonu i¢in gereklidir. Fakat B.
melitensis, B. ovis ve B. canis’in bazi suslar1 ile B. abortus biyotip 2, 3 ve 4 i¢in
inhibitor etki gosterebilirler (2, 110). Brucella etkenlerinin kiiltiirleri icin genellikle
kat1 besiyerleri kullanilir. Ciinkii kat1 besiyerleri koloni olusumunu sagladig1 gibi
dissosiasyonu da smirlar. Bununla birlikte kan ve c¢esitli sivi 6rneklerin kiiltiirii i¢cin
sivi besiyerinden de yararlanilabilir (6). Kati besiyerinde Brucella’larin 48-72
saatten Once iireme gostermeleri ender olup ilk izolasyonda koloni sekillenmesi 4.
giinden sonra goriilmeye baslamakta ve lireme siiresi pasajlarla kisaltilabilmektedir
(45). Koloniler 2-3 giin sonra yuvarlak, kenarlar1 diizgiin, saydam ve 0.5-1 mm
capinda ve Smooth (S) tipinde goriiliirler (6, 19). Tipik virulent mikroorganizmalar S
tipinde koloniler yaparak iirer ve avirulent olan Rough (R) sekline degisme egilimleri
vardir. R kolonileri kuru, opak, graniiler gériiniimde ve sarimsi bir renge sahiptirler.
(3, 45). Avirulent mikroorganizmalar, %1 akriflavin ¢ozeltisinde aglutine olurlar;
virulan olanlar agliitine olmazlar. Smooth ve non-smooth suslarin ayriminda

konkavalin A lektinin de akriflavin ile ayni sonuclar verdigi yapilan calismalarla



ortaya konmustur (43). Koloniler yansiyan 1s1ikta hafif mavimsi-yesil bir renk verirler
(S formu). Koloniler 67 giinliik bir siire sonunda matlasir ve dissosiye olmaya
baslarlar. B. ovis ve B. canis ilk izolasyondan itibaren R koloni goriiniimiindedirler
(12, 19). Bu iki ana koloni formu disinda intermediyer (I) ve mukoid (M) ozellik
gosteren koloni varyasyonlarma ve bunlarin da alt formalarmna rastlanabilir (6). I
kolonilerini S kolonilerinden ayirmak zordur. Hafifce opaktir ve akriflavinle
aglutinasyon reaksiyonlarinda ¢ok ince graniiller olustururlar. M kolonilerine 6ze ile
dokunuldugunda ipliksi bir uzama gosterirler, koloniler seffaf ve grimsi renktedirler
(3, 45). Ayrica Brucella’larin antibiyotik ve kimyasal maddelerden etkilenmeleri
sonucu L- formlarinin meydana geldigi bildirilmistir. Sivi besi yerlerinde yavas
tirerler, homojen bir bulaniklik yaninda dipte beyazims: tortu meydana getirirler, S-
koloni formundakiler tiip calkalandiginda homojen halde, R- koloni formundakiler
ise graniiler tarzda ortama yayilirlar. Kanli agarda hemoliz yapmadan iireyen etkenler

pigment iiretmezler (2, 6, 19).

Brucella’lar nitrat1 rediikte ederler, indol olusturmazlar. Metil Red ve Voges
Proskauer testleri negatiftir. Katalaz ve oksidaz pozitif (10-30 sn de reaksiyon verir)
olup oksidaz negatif suslar da bulunmaktadir (2, 6, 12, 19, 155). Sitrath besiyerinde
tiremezler. B. abortus biyotip 5 hari¢ diger B. abortus biyotipleri, B. suis biyotip 1 ve
B. neotomae H,S olusturmaktadirlar (B. suis en az 4 giin etiivde devamh H»,S
olustururken, B. abortus ancak 2 giin siireyle H,S olusturmaktadir). Inkiibasyon
sliresinin uzadigr durumlarda H,S testi yanlis pozitiflik verebilir (155). B. melitensis
ise fark edilecek diizeyde H,S meydana getirmez. Suslarin ¢ogu iireaz aktivitesi
yoniinden pozitiftir. Fakat tiirler arasinda lireaz testinin siiresi farklilik gosterir. B.
suis, B. neotomae ve B. canis 5-30 dakika icerisinde cok giiclii iireaz aktivitesi
gosterirken B. abortus’da bu siire 1-2 saat olup bazen daha uzun siirmektedir. B.
melitensis’in iireaz aktivitesi degiskendir. Bazi suslar inkiibasyondan 7 giin sonra bile
negatif reaksiyon verebilir. B. ovis iireaz iiretmez. Konvansiyel besiyerlerinde B.

neotomae hari¢ karbonhidratlardan asit olusturmazlar (19, 45, 155).

[k stabil Brucella fajinin 1950°de eski Sovyetler Birligi’nde izolasyonundan
sonra, bir¢ok Brucella spesifik faj bildirilmistir. Eski Rusya’nin Tbilisi eyaletinde

izole edilip Tibilisi (Tb) ad1 verilen faj son derece stabil oldugundan referans faj



olarak tiir tayininde genis c¢apta kullanilmaktadir. Giiniimiizde Brucella’larin
tiplendirilmesinde Weybridge, Tibilisi, Berkeley, Firenze ve Izatnagar fajlarindan
yararlanilir (23, 44, 45, 46). Non smooth Brucella’larin tiplendirilmesinde ise R, R/O
ve R/C fajlar1 kullamilir (23, 43). Brucella cinsi igerisinde yer alan tiirlere ait

biyovarlarin bazi 6zellikleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Brucella cinsi i¢erisinde yer alan tiirlere ait biyovarlarin 6zellikleri (modifiye edilmistir) (2, 3).

Tiir Biyovar CO; Ureaz H,S Boyali besiyerinde tireme” Monospesifik serumla Tb fajiile
Ihtiyact aktivitesi tiretimi thionin bazik agliitinasyon® lizis®
(%5-10) fuksin A M RTD 10xRTD
B. melitensis 1 - degisken - + + - +
2 - degisken - + + + - - -
3 - degisken - + + + - -
B. abortus 1 (+) 1-2 saat + - + + - + +
2 + 1-2 saat + - - + - + +
3 +) 1-2 saat + + + + - + +
4 (+) 1-2 saat + - + - + + +
5 - 1-2 saat - + + - + + +
6 - 1-2 saat - + - - + +
9 +/- 1-2 saat + + + - + + +
B. suis 1 - 0-30 dk. + + - - - - +
2 - 0-30 dk. - + - + - - +
3 - 0-30 dk. - + + + - - +
4 - 0-30 dk. - + ! + + - +
5 - 0-30 dk. - + - - + - +
B. neotomae - 0-30 dk. + > - + - - +
B. canis - 0-30 dk. - + A - - - -
B. ovis + - - + A - - - -

+, Pozitif; -, negatif; (+), genellikle ilk izolasyonda pozitif; (-), genellikle negatif.
a; Boya konsantrasyonu Serum dextrose agarda 20 pg/ml (1:50.000)
b; Thionin konsantrasyonul0 pg/ml (1:100.000) olan besiyerinde iirer.

c; A, abortus; M, melitensis; R, rough.

d; Kanada, ABD ve Ingiltere’de izole edilen baz1 suslar boyal1 besiyerinde iiremez.

e; Giiney Amerika’da izole edilen bazi suslar bazik fuksine kars1 direnglidir.

f; Suslarin ¢cogu negatifdir.

g; Tb: Thilisi, RTD: Rutin test dilusyonu.




Brucella tiirlerinin bazi boyalara (tiyonin, bazik fuksin ve safranin O gibi)
kars1 duyarliliklar1 ve tip tayini i¢in kullanilir. Bu boyalar1 igeren besiyerlerinde
tireyen Brucella tiirlerinin olusturduklar: inhibisyon zon capt 4 mm ya da daha
fazladir. Bazik fuksin iceren besiyerinde B. melitensis ve B. abortus (biyotip 4’iin
bazi suslar1 ve biyotip 2 hari¢) iirerken B. suis (biyotip 3 hari¢) tiremez. B. canis, B.
ovis ve B. neotomae bazik fuksin tarafindan inhibe edilir. Thionin iceren besiyerinde
B. abortus (biyotip 2 harig), B. melitensis ve B. suis iirer. Safranin O’da B. suis
inhibe olurken diger Brucella tiirlerinin hemen hemen hepsi iirer (2). Boya
sensitivitesi molekiiler olarak (6rnegin 36kDa’luk dis membran proteini gibi) spesifik

porinlerin ekspressiyonuna baglidir (57).

Smooth Brucella tiirleri ile Afipia clevelandensis, Escherichia coli O:116 ve
0:157 (125), Francisella tularensis, Vibrio cholerae, Salmonella 0:30,
Xanthomonas maltophilia ve Yersinia enterocolitica O:9 (97, 120) basta olmak iizere
Pasteurella tiirleri, Campylobacter fetus, Moraxella, S. pullorum ve Leptospira
serotipleri arasinda serolojik kros reaksiyonlar bildirilmistir (6, 12, 14, 58). Behan ve
Klein (14) mikroaglutinasyon testi ile yaptiklar1 caligmada bruselozisli hastalardan
alman 34 serum Orneginin 8’inde F. tularensis ile kros reaksiyon, tularemi
hastalarindan alman 128 serum Orneginin 42’sinde ise B. abortus (sus 1119-3)
antijeni ile kros reaksiyon saptamiglardir. Arastirmacilar dithiothreitol ile
mikroagliitinasyon testini ayn1 serumlara uygulamiglar ve kros reaksiyon titrelerinin
10 ya da daha az diizeye indirgendigini tespit etmislerdir. Bu sonuc¢lara dayanarak
spesifik F. tularensis IgM antikorlarinin  miktarm indirgediginden dolay:
mikroagliitinasyon testinde dithiothreitol kullanimini 6nermemislerdir. Ancak kros
reaksiyon veren antikorlarin ayriminda immunodifiizyon, immunelektroforez, primer
baglanma testleri (RIA, ELISA) ve kros absorsiyon testlerinden basarili sonuglar
alindig1 bildirilmistir. Brucella etkenlerine karg1 viicutta meydana gelen antikorlarin

daha cok 1gGj, IgG,, IgM ve IgA olduklari son ¢alismalarda ortaya konmustur (17).

Etken atik fotusta 75 giin, uterus salgisinda 200 giinden fazla, cesme suyunda
birkag ay, idrarda 30 giin, digkida 100 giin, deniz suyunda 25 giin, kuru toprakta 43
giin, gilines gormeyen toprakta 70 giin (6), nemli toprakta 60-140 giin, elbise ve

kumasta 5-78 giin, infekte etle yapilmis salam ve sosisde 21 giin canli kalmaktadir



(12, 17). Kiiltiirlerdeki mikroorganizmalar -20°C’de 3-6 ay canlhi kalabilirler.
Etkenler % 0.1 sublimede birka¢ dakikada % 2 formalin ve % 1 lizol i¢inde 15
dakikada Ooliirler (6). B. abortus’un siitte yikimlanmas: icin gerekli olan
pastorizasyon 1s1 ve siiresi 61.7°C’de 30 dakika ya da 71.7°C’de 15 saniyedir (98).
Sancak ve ark. (148) Van’da yaptiklar1 calismada B. melitensis ile infekte cig
siitlerden yapilan otlu peynirde, etkenin 40 giine kadar canlihigimi siirdiirdiigiini
belirlemislerdir. Sarisayin ve Eroglu (150) Marmara ve Trakya bolgelerinden krema,
tereyagl, dondurmali ve kremali1 pasta gibi siit iiriinlerinden olusan toplam 260
ornegin kiiltiirel olarak yoklanmasi sonucu Brucella etkeni izole edilemedigini
bildirirken, deneysel olarak kontamine edilen krema Orneklerinde Brucella
etkenlerinin oda 1sismda 3 hafta, 4°C’de 6 hafta sonunda canliliklarini
kaybettiklerini, buna karsin -22°C’de 6 hafta sonra bile canli kaldiklarini
saptamiglardir. Kronenwett ve ark. (98) yaptiklar1 deneysel bir caliymada sekiz B.
abortus susunun 48 saat siireyle elde edilen kiiltiiriinii siit i¢erisine ilave etmis ve
etkenin inaktivasyon 1silari ve siirelerini 61.5-67.8°C’ler ile 14-270 saniyeler
arasinda degistigini belirlemislerdir. Karasoy (91) Cifteler Harasi’'ndan alinan 13
adet koyun siitii ve bu siitlerden yapilan peynir drneklerinin tiimiinden B. melitensis
izole ve identifiye edildigini, peynirlerin % 7 tuz ile salamura edilmesi durumunda
etkenin 46 giin yasadigimi tespit etmistir. Arastirmact bu sonuca dayanarak

peynirlerin en az iki ay bekletildikten sonra tiiketilmesi gerektigini bildirmistir.

Brucella’larm tek bir monospesifik cinsi ya da c¢oklu tiirleri kapsayip
kapsamadigi ¢cogu tartigmanin kaynagini olusturur. Verger ve ark. (176) DNA-DNA
hibridizasyon metodunu (S1 nukleaz metodu) kullanarak 51 Brucella (saha ve as1)
susunu incelemisler ve tiim suslarm 16M ile %96+5 oraninda homolojiye sahip
olduklarim1 saptamuslardir. Arastirmacilar bu sonuca gore tiim tiirlerin B.
melitensis’in biyovarlar1 olarak dikkate alinmasi gerektigini ileri siirmiislerdir. Fakat
konak tercihinde gozlenen farkliliklar, her tiiriin hastalik siddetinin farkli olmasi,
biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklardan dolay1 bu oneri evrensel olarak kabul
gormemistir. Ayrica restriksiyon haritasi ve kros hibridizasyon kullanilarak yapilan
caligmalar bu cinsin klasik siniflandirma ile uyum icerisinde oldugunu gostermistir
(115, 177). Yapilan biyoteknolojik c¢aligmalar sonucunda Brucella cinsinin

Bartonella/ Rochalimaea, Ochrobacterium ve Agrobacterium’la yakm iliskili olan
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Protobacteria smifinin a-2 subdivisionunun bir iiyesi oldugu ve 16S rRNA gen
sekans1 ile gosterildikleri saptanmistir (52, 90, 118, 141). Giiniimiizde Brucella
tiirleri 2005 yili basimi (cilt 2) Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore
Proteobacteria  aleminde, Rhodospirilli ~ sinifinda, Rhizobiales takiminda,
Brucellaceae ailesinde, Brucella cinsi igerisinde yer almaktadir (42). Brucella
cinsinde yer alan tiir listesine, “International Committee on Systematics of
Prokaryotes Subcommitte on the Taxonomy of Brucella” alt komitesi tarafindan B.

pinnipedialis, B. ceti ve B. microti tiirlerinin de dahil edilecegi bildirilmistir (187).

Brusellozis hem evcil hem de yabani hayvanlarda goriilen zoonotik karakterli
bir hastaliktir. Ug klasik tiir olan B. abortus, B. melitensis ve B. suis'in tercih ettigi
primer konakgilar1 varsa da diger hayvan tiirlerinde de infeksiyon olusturabilirler. B.
ovis, B. canis ve B. neotomae'nin infekte ettigi hayvan tiirleri primer konakg¢ilarinin
disinda daha dardir (73, 81). Brucella tiirlerinin konakg1 tercihleri, bugiine kadar
belirlenen biyovarlari, ilk tanimlanmalar1 ve insanlar i¢in viriilens durumu Tablo

2’de belirtilmistir.
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Tablo 2. Brucella tiirleri, belirlenen biyovarlari, konakg1 tercihleri, ilk tanimlanmalar1 ve
viriilensi (modifiye edilmistir) (109, 132).

Tiir Biyovar Konaker tercihi [k Tanimlanmas1 ~ Virulensi (insanlar icin)
B. melitensis 1-3 Kegi, koyun ve Bruce, 1887 ++++
deve
B. abortus 1-6,9 Sigir, deve, Tibet  Bang, 1897 ++ ya da +++
okiizti ve bufalo
B. suis 1-5 Domuz (biyotip Traum, 1914 +
1-3), yabani

tavsan (biyotip
2), ren geyigi

(biyotip 4) ve
yabani kemirgen
(biyotip 5)
B. canis Kopekgiller Carmichael ve +
Bruner, 1968
B. ovis Koyun Van Drimmelen, -
1953
B. neotomae Kemirgenler Stoenner ve -
Lackman, 1957
B. pinnipediae ve Balina ve yunus Ewalt ve Ross, +
B. cetaceae (pinnipediae), fok 1994
(gecici) (cetaceae)

Insanlar ii¢ klasik tiirle infekte olursa da diinya genelinde vakalarin cogundan
en invaziv ve patojenik tiir olan B. melitensis sorumludur (73, 76). Patojenite
yoniinden B. melitensis'i, B. suis sonra da B. abortus izler. Insanlarda B. neotomae ve
B. ovis'e bagl hi¢ bir infeksiyon bildirilmemistir. Ayrica B. canis, B. abortus biyotip

5 ve B. suis biyotip 2 ile infeksiyon ¢ok nadirdir (73).

Brucella abortus'un sebep oldugu ve Bang hastalig1 ya da sigirlarin bulasici
yavru atma hastalig1 olarak bilinen sigir brusellozisi diinyanin bir¢ok iilkesinde
yaygin bir sekilde goriilen zoonotik bir infeksiyondur (3, 6, 12, 19). Saglam ve ark.
(146) Kuzeydogu Anadolu Bolgesi’nde 1994-1996 yillar1 arasinda Erzurum’dan 71
ve Kars’tan 25 olmak iizere toplam 96 atik inek fotusunu kiiltiirel olarak inceledikleri
calismalarinda Erzurum Bolgesi’'nden elde edilen Orneklerin 30 (%42.25)’undan
Brucella spp., 1 (%l1.4)inden Haemophilus somnus, 1 (%1.4)’inden
Corynebacterium spp. ve 1 (%1.4)’inden S. dublin, Kars Bdlgesi’'nden elde edilen
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orneklerin 10 (%40)’undan Brucella spp., 1 (%1.4)’inden C. fetus subsp. izole
etmislerdir. Langoni ve ark. (102) yaptiklar1 calismada serolojik olarak brusellozis
pozitifligi tespit edilen sigirlarin siitlerinde Brucella etkenlerinin  varligini
arastrmuglardir. Inceledikleri 49 o6rnegin 15 (%30.61)’inde B. abortus tespit
etmislerdir. Bu izolatlarin 1 (%?2.04)’ini B. abortus biyotip 1, 8 (%16.32)’ini B.
abortus biyotip 2 ve 6 (%12.25)’sin1 ise B. abortus biyotip 3 olarak identifiye
etmislerdir. Sahin ve ark. (167) yoremizde 2001-2006 yillar1 arasinda buzagilama
doneminde 149 atik sigir fotusuna ait abomazum igerigi ve akciger Orneklerini
incelemisler ve bunlarin 48’inden Brucella spp. izole etmislerdir. Bu izolatlarin
45’ini B. abortus biyotip 3 ve 3’linii ise B. abortus biyotip 1 olarak identifiye
etmislerdir. Ica ve ark. (85) Tiirkiye’deki 14 ilden toplanan 75 atik sigir fétusundan
izole edilen ait B. abortus suslarinin tiimiinii konvansiyel metotlar ile B. abortus
biyotip 3 olarak identifiye etmislerdir. Bu c¢alismada Kars yoresinden 1 izolat
kullanilmigtir. Arastirmacilar bu sonuclara gore Tirkiye’deki sigirlarda baskin

biyotipin B. abortus biyotip 3 oldugunu belirtmislerdir.

Son yillarda Israil, Kuveyt, Suudi Arabistan, Brezilya ve Kolombiya gibi
ilkelerde sigirlarda, B. melitensis ya da B. suis biyovar 1 nedeniyle meydana gelen
infeksiyonlarin insidensinde artisin oldugu ve brusellozisin tekrarlayan bir problem
olarak dikkati cektigi vurgulanmaktadir (41). Biiyiikcangaz ve Sen (31) 2004 ve
2005 yillarinda Marmara Bolgesi’nde iki dogum sezonu boyunca farkl siiriilerden
aldiklar1 41 atik sigir fGtusuna ait i¢ organlar ve abomazum igeriginin 8 (%19.5)’inde
Brucella spp. izole etmislerdir. Bu izolatlarin 7 (%87.5)’sini B. abortus biyotip 3 ve
1 (%12.5)’in1 B. melitensis biyotip 3 olarak tanimlamislardir. Benzeri sonuglar
yoremizde yetistirilen sigirlar icin de séz konusu olmustur. Unver ve ark. (174)
2002-2004 yillar1 arasinda Kars merkez ve koylerinden toplanan ve Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuarma getirilen
toplam 62 adet atik fotusa ait i¢ organlari, fotal membranlar1 ve abomazum icerigini
incelemislerdir. Orneklerin 32 (%51.6)’sinden Brucella spp. izole ve identifiye
ederek PCR ile pozitif bulduklari 27 Brucella susunun RAPD-PCR ile analizini
yapmislardir. izolatlarm 12 (%44.4)’sinin B. abortus S19, 15 (%55.6)’inin ise B.

melitensis Revl as1 susunun profilini gosterdigini saptamuslardir. Arastirmacilar B.
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melitensis’in  s1gir  brusellozisinin  etiyolojisinde olduk¢a Onemli oldugunu

bildirmislerdir.

Malta hummasi olarak bilinen koyun ve keg¢i brusellozisi Akdeniz iilkeleri ve
Arap yarimadasi basta olmak iizere Orta ve Bati Avrupa iilkeleri, Latin Amerika
ilkeleri, Bat1 ve Orta Asya gibi diinyanin giiney ve giineydogu iilkelerinde
goriilmektedir (6). Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda'nin
B. melitensis infeksiyonu yoniinden ari oldugu kabul edilmektedir (73). Keciler
genellikle B. melitensis ile infekte olurlar ve infeksiyonun insana bulagmasinda en
etkili kaynaktirlar. Zira keciler yaklasik 6-7 ay kadar vajinal akinti1 ile bakteri
sacmaktadir. Koyunlarda infeksiyon etkeni cogu zaman B. melitensis bazen de B.
abortus veya B. suis'dir. Erdogan ve ark. (60) Trakya Bolgesi’nde yaptiklar:
calismada koyun ve kecilerde goriillen 145 atik vakasinin 29 (%?20)’unda B.
melitensis, 4 (%2.7) tinde C. fetus izole ve identifiye etmislerdir. Muz ve ark. (121)
Elazig ve cevresinde yaptiklari ¢calismada 110 koyun ve keg¢i atik fotuslarinin 22
(%20)’sinden B. melitensis, 5 (%4.5)’inden C. fetus subsp. fetus, 4 (%3.6)’tinden S.
abortus ovis, 1 (%0.9)’inden Listeria monocytogenes ve 3 (%2.7)’iinden E. coli izole
ve identifiye etmislerdir. Koyunlar, kecilere nazaran etrafa daha kisa siireli bakteri
yayarlar (3, 12). Brucella cinsi igerisinde virulensi en fazla olan tiir B. melitensis olup

eradikasyonu da oldukga giictiir (122).

Evcil hayvanlarda etkenin bulasmasi sindirim, ciftlesme, sagim sirasinda
memenin kontaminasyonu ve damlacik infeksiyonu ile olusur. Infeksiyonun indirek
yayllmasinda vahsi hayvanlar, kopekler, kuslar ve plasenta ya da atik fotus ile
bulasik meradan tasiyicilik yapan kaynagi bilinmeyen vektorler aracilik eder. Ayrica
sigirlara brusellozisin bulagmasinda atik fotus, uterus akintisi ve idrar ile kontamine
su kaynaklar1 da onemli bir rol oynar (17). Infeksiyonun bulastirilmasinda sinek,
sivrisinek, tahtakurusu, kene ve pire gibi arthropodlar ve yabani tavsan, fare gibi
kemiricilerin ayri rolii vardir. Ayrica serce, karga ve kerkenez gibi kuslar da portor
olabilirler (6, 113). Infeksiyonun sigirlar arasinda bulasmasmin en dnemli kaynagi
etkeni etrafa yayan hayvanlardir. Bulagsmada oral yol olduk¢a Onemlidir. Ciinkii
sigirlar atik fotusu ya da atik yapmis hayvanin genital bolgesini ve akintilarini

yalama egilimindedirler (162). B. abortus ile infekte sigirlarda en erken 39. giinde
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vajinal akint1 ile etken yayilirken (133) genellikle abort olusumundan Once etkenin
sactlmasinin yogun olmadig1 kabul edilmektedir (17). Buzagilara infeksiyonun
bulagmas1 ya uterusta olmakta ya da infekte sigirlarin kolostrum veya siitleri ile
beslenmeleri sonucu olugmaktadir (34). Infekte buzagilar damuzlik olarak

gonderildikleri brusellozisden ari siiriiler i¢in risk olusturmaktadirlar (179).

Brusellozis bogalarda semen kalitesini etkileyebilmesine ragmen genellikle
infertiliteye neden olmamaktadir (100). Akut infeksiyon siiresince bogalar semen ile
Brucella etkenlerini yayarlar. Bazen bu yayilim belirli araliklarla olabilir (112).
Bogalarda B. abortus’tan kaynaklanan hastaligin  inkiibasyon periyodu
bilinmemektedir (134). Amin ve ark. (5) B. melitensis ile infekte olduklar1 bilinen
karantinaya alinmis ¢iftliklerden serolojik olarak pozitif olan 65 boga ve 55 koga ait
semen Ornegini kiiltiirel ve molekiiler olarak incelemislerdir. Arastirmacilar bogaya
ait orneklerin 4’iinde koclardan alinan orneklerin ise 3’linde B. melitensis biyotip 3
izole ve identifiye etmislerdir. Orneklerin tiimiine uygulanan direkt PCR metodu ile
de 7 boga ve 5 kog¢ Orneginde B. melitensis saptanmiglardir. Arastirmacilar suni
tohumlamada kullanilacak semenlerin Brucella etkenlerinden ari oldugu saptanan

sertifikali siiriilerden alinmasi gerektigini bildirmislerdir.

Insanlarda ise bulasma genellikle hayvansal iiriinlerin (¢ig siit ve siit iiriinleri)
tiikketimi suretiyle olur. Akbulut ve Kavas (1) Izmir’de yaptiklar1 ¢alismada 101
sokak siitii 6rneginin 95’inin Brucella spp. ile kontamine oldugunu ve ozellikle
brusellozisin bulagmas1 agisindan yaz aylarinmm yiiksek bir risk tasidigini
bildirmislerdir. Sancak ve ark. (148) Van’da yaptiklar1 caligmada inceledikleri 40
adet otlu peynirinin 7’sinde Brucella spp. izole etmislerdir. Bunlarm altisim B.
melitensis ve bir tanesini ise B. abortus olarak identifiye etmislerdir. Kuplulu ve
Sarimehmetoglu (99) Ankara yoresinde yaptiklar1 calismada 80 vanilyali, 75
cikolatali ve 62 meyveli olmak iizere toplam 217 dondurma drnegini incelemislerdir.
Vanilyali dondurma 6rneklerinin 5’inden B. abortus izole ve identifiye etmislerdir.
Arastirmacilar dondurmanin brusellozisin bulasmasinda potansiyel bir risk tasidigini
bu nedenle halk sagligi acisindan dondurmalarin pastorize edilmis taze siitlerden
hazirlanmas1 gerektigini belirtmislerdir. Bunun disinda infekte hayvan ve bunlarin

tiriinleri ile direkt temas, solunum veya konjunktiva yolu ile bulasma olmaktadir (2,
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3, 109, 117, 184). Bu acidan ozellikle kasap, laboratuvar calisanlar1 ile veteriner
hekimler icin brusellozis bir meslek hastaligi olarak goriilmektedir (17, 130). Ayrica
bazi insekt, kemirgen, kuslar ile evcil ve yabani hayvanlarin insanlar i¢cin vektor veya

rezervuar olabilecegi de bildirilmistir (6).

Brucella infeksiyonlarmin antikor yanitinda etkin olan antijen lipopolisakkarit
(LPS)’tir. Smooth faz (koloni) susu (S-LPS) bir lipid A (aminoglukozun iki tipini
iceren); Ozel yag asitleri (B-hidromiristik asit hari¢), glukoz, mannoz ve
quinovosamine igeren bir i¢c bolge; yaklasik olarak 100’lii 4-formamido-4,6-
dideoksimannozdan olusur (41). Lipopolisakkarit epitoplarmin sekli baglanma
bolgelerine gore farklilik gosterir. A epitopunun baskin oldugu tipte cubuk seklinde
ve arka arkaya dizilmis bes adet o-1, 2 bag1 parca ile belirlenirken M epitopunun
baskin oldugu tipte dirsekli, dort parcali ve bir a-1, 3 bagli bolge ile belirlenir.
Lipopolisakkaritte 4-amino, 4, 6 dideoksimannoz bulunmasi E. hermanni, E. coli
0:157, F. tularensis, Salmonella O:30, Stenotrophomonas maltophilia, V. cholerae
O:1 ve Y. enterocolitica O:9’un LPS ile capraz reaksiyon vermesine neden olur. Bu
durum ozellikle F. tularensis’in sebep oldugu infeksiyonlarda dnemlidir. Nonsmooth
suslarin LPS (R-LPS) yapis1 temelde S-LPS’ye benzerdir. Fakat O zincirinin birkag
parcasi ya yoktur ya da eksiktir (2, 12, 30).

Suslar hem A hem de M antiserumlari ile reaksiyona girerler. B. melitensis’in
3 biyotipinden, biyotip 1’de M antijeni, biyotip 2’de A antijeni fazla bulunmakta,
biyotip 3’de ise M ve A antijeni yaklasik ayni oranda bulunmaktadir (19). B.
melitensis’de A’nin M’ye orami 1/20 iken B. abortus ve B. suis’de bu oran 20/1’dir.
Serolojik metotlar ile B. melitensis’i, B. abortus ve B. suis’den ayirmak miimkiin

olmakta, ancak B. abortus’u, B. suis’den ayirt etmek olast goriilmemektedir (6, 12,
30).

Dis ve i¢ membranda pek cok sitoplazmik ve periplazmik protein antijenleri
de karakterize edilmistir. Bazilar1 infeksiyon siiresince immun sistem tarafindan
taninir ve teshiste kullanilan testlerde antijen olarak yararlanilir (74). Son zamanlarda
ribozamal proteinler, immunolojik olarak 6nemli komponentler olarak tekrar ortaya
cikmiglardir. Yirmi yili askin bir siiredir saflastirilmamis ribozomal preparatlar ile

Brucella’ya kars1 antikor ve hiicresel yanit olusumu ispat edilmistir. Bununla birlikte
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son yillara kadar tek basma boyle bir aktivite gosteren komponent
tamimlanamamustir. Ozellikle L7/L.12 ribozomal proteinler hiicresel yaniti uyarmada
onemlidir. Onlar gecikmis hipersensitivite yanitina neden olan brusellin
komponentlerini ortaya ¢ikarirlar. Daha ¢ok B. abortus suslarinda bulunan L antijeni,
yeni izole edilen bakterilerin immun serumlar ile agliitinasyonuna engel olurlar. Bu
durum serumlarin 100°C’de inaktive edilmesi ile ortadan kalkmaktadir. Ayrica

potansiyel as1 komponenti olmaya adaydirlar (9, 12).

Diger patojenik bakterilerin aksine Brucella etkenlerinde ekzotoksin, sitolizin,
kapsiil, fimbria, flagella, plazmid, lizojenik faj, diren¢ formlari, antijenik varyasyon
veya endotoksik lipopolisakkarit gibi  hicbir  klasik  virulens  faktorii
tanimlanamamugtir. Bu gibi virulens faktorlerinin yerine brusellalarda bulunan kimi

molekiiler determinantlar invazyon, intraseliiler diren¢ ve fagositlerde ¢ogalmayi
saglar (12, 75).

Brucella cinsinde yer alan bakteriler sahip olduklar1 lipopolisakkarid
yiizeyinden dolayr diger gram negatif bakterilere kiyaslandiginda cok diisiik immun
yanita neden olurlar. Brucella’larin 6zellikle makrofaj ve diger fagositlerin i¢inde
saklanarak retikuloendotelial sisteme saldir1 egilimi mevcuttur (75, 101). Duyarh
hayvanlarda, etkenin fagositlerin antimikrobiyal etkilerinden kagma yetenekleri
infeksiyonun patogenezinde kritik bir rol oynar (19). Brusellozise 6zgii dalgali ates
fagositik hiicrelerden bakteri ve bakteri komponentlerinin salmim ile iliskilidir.
Ozellikle B. melitensis serumun bakterisidal aktivitesine ve l6kositlerde fagositozun
son basamagi olan Oldiiriilmeye direnclidir. Bu durum etkenin virulansini
artirmaktadir (82). Gebe hayvanlarda etkenler plasenta ve fGtiise yerlesir, sonugta
abortlar meydana gelir (6). Brusellozis etkenleri viicuda girdikten sonra bolgesel lenf
diigimlerine ve buradan da Duktus torasikus yolu ile birka¢ giin i¢inde kan
dolasimina gecerler. Lipopolisakkarit yiizey antijenlerine karsi antikorlar gelisir.
Sekillenen anti-LPS antikorlar1 Brucella tiirlerini opsonize ederek makrofajlar
tarafindan fagosite edilmelerini kolaylastirirlar. Her ne kadar sekillenen antikorlarin
Olciimii teshis amaciyla kullanilirsa da, gelisen infeksiyonda hiicresel immun yanit
baskindir (181). B lenfositleri, dolasimda devamli kalan ve bagisiklik sistemini ayni

antijenle tekrar karsilagildigi durumlarda (infeksiyon veya asilama) savunan bellek
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hiicrelerine doniisiirler. Brucella etkenleri kan dolagiminda 2-3 hafta kaldiktan ve
bakteriyemi sonucu cesitli organ ve dokulara yayildiktan sonra kandan cekilirler.
Organ ve doku hiicrelerinde canliliklarimi1 koruyabilir ve hatta ¢ogalarak hiicre i¢i
bakteriler icin tipik olan granulomlar1 olustururlar. Brucella bakterileri, bu
odaklardan araliklarla tekrar kana karisabilirler. Infeksiyon etkeni zamanla lenf
diiglimlerine ve dalak, meme, arka bacak lenf diigiimleri gibi lenfoid dokulara
lokalize olur. Etken 6zellikle, gebe uterus, lenf diigiimleri, testisler, bursalar, tendo
kiliflari, memeler ve seyrek olarak da eklemlere yerlesir. Bu organ ve dokulara
lokalize olan bakteriler, makrofajlarin ve o©zellikle epiteloid hiicrelerin buralara
infiltrasyonuna neden olurlar. Bu nedenle daha ilk anlarda bu bolgelere makrofaj

yi1gilmalar: goriiliir (6, 12, 19).

Hayvanlarin fotus zarlarinda bulunan polihidrik bir alkol olan eritritol
brusellozis etkenlerinin (6zellikle B. abortus) {iremelerini olumlu ydnde
etkilediginden burada tireme ¢ok fazla olur ve buna bagli olarak kotiledonlarda
yangisal ve nekrotik degisiklikler meydana gelir. Bu degismeler sonucu f&tusun
beslenme ve gelismesi durur sonugta fotus Oliir. Etken fotusa ait korionik villi
epitellerinde iiredikten sonra korion ve uterus mukozasi arasina yayilir. Villilerde
olusan yag dejenerasyonu ve otoliz sonucu meydana gelen fibrinopurulent eksudat
fotal ve maternal zarlar arasindaki baglantinin gevsemesine boylece fotal membranin
ayrilmasi sonucu yavrunun atilmasma neden olur. Gebe hayvanlarin Brucella

etkenlerine kars1 duyarli olmalar1 bu sekilde ag¢iklanmaktadir (19, 33).

Brucella infeksiyonlarinda abortlarin biiyiik ¢ogunlugu gebeligin ikinci
yarisinda meydana gelir (96). Koyun ve kecilerde gebeligin son donemlerinde
infeksiyona bagli olarak yavru atmalar goriiliir. Ayrica, mastitis, genel diiskiinliik,
zayiflama, eklemlerde siskinlik ve topalliklar sekillenir. Genellikle, B. melitensis’ten
ileri gelen koyun brusellozisinde ilk yillarda yavru atmalar ¢ok yiiksek oranlarda
seyreder. Takip eden yillarda ise yavru atma orami diiser. Bu durum hi¢cbir zaman
hastaligin sondiigii anlamin1 tasimaz. Baz1 vakalarda etken plasenta icinde kalabilir.
Bu durumda infertilite ve septisemi meydana gelebilir. Ozellikle abort ©ncesi
etkenler siit, gaita ve vajinal akinti; abort sonrasi ise embriyonal zar ve sivilarla

cevreye bol miktarda aralikli olarak yayilirlar. Mastitiste memelerin goriiniisii normal
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olsa da siitte yapisal degisiklikler olur ve meme icinde de nekrotik odaklar gozlenir.
Bu odaklarin cevresi fibroz bir kapsiille cevrilir. Kotiledonlarin ortalar1 boz sari
renkte, nekroze olmus ve cevreleri koyu kirmizidir. Uterus mukozasi siskindir. Atik
yavruda karaciger iizerinde milier nekrozlar ve hepatitis gozlenebilir (6, 19). Infekte
hayvanlarin ¢ogu siitleri ile etrafa mikroorganizma sacarlar. B. abortus igin iireme
yOniinden iyi bir ortam olan memeler, normal bir goriiniimde olmasina ragmen etken
interstisyel mastitis olusturarak supramamal lenf yumrularinda biiylimeye neden
olabilir (8). Beytut ve ark. (18) Kars yoresinde 2002 yili kis aylar1 siiresince ilk
gebeliklerinde atik yapmis ve Brucella-seropozitif (1/160-1/1280) olduklar1 saptanan
11 inege ait meme bezi ve supramammal lenf diiglimlerini patolojik,
immunohistokimyasal ve bakteriyolojik olarak incelemislerdir. Arastirmacilar
patolojik olarak meme bezlerinde lenfo-plazmositik ve histiyositik intersitisyel
mastitis, lenf diigiimlerinde follikiiler hiperplazi ve medullar plazmasitozis
gozlemlediklerini bildirmislerdir. Xavier ve ark. (180) gebeliklerinin 6-7. aylarinda
konjunktival yol ile deneysel olarak B. abortus ile infekte ettikleri 42 inegi patolojik,
immunohistokimyasal ve bakteriyolojik olarak incelemisler, dogumu takiben ya da
aborttan sonra 48 saat icerisinde deneklere otopsi yapmislardir. ineklerde gozlenen
en belirgin lezyonlarin nekrotik ve suppuratif plasentitis ile lenfohistositik mastitis,
atik fotuslarda ise fibrindz pleuritis, fibrindz perikarditis ve bronkopnomoni
oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilar bu ineklerden alinan siit ve meme
dokusu Orneklerinden B. abortus izolasyonu yapildigini kaydetmislerdir. Brusellozise
neden olan etkenler eklemlere ve tendo zarlarma yerleserek buralarda kronik
iltihaplanmalara neden olurlar. Daha ¢ok diz ekleminde ve daima tek eklemde artritis
goriilir. Gebe hayvanlar abort yapmasa bile artritis goriilebilir (8). Johnson ve ark.
(89) deneysel olarak B. abortus S19’u intra-artikuler olarak injekte ettikleri geng
sigirlarda bakteriyi synovial biopsiden izole etmisler ve etkenin olusturdugu

lezyonlar1 immunohistokimyasal ve elektron mikroskobu ile goriintiilemislerdir.

Brusellozisde ortaya c¢ikan ve atipik bir 6zellik gosteren klinik belirtiler cogu
zaman infeksiyonu tamimak i¢in yetersiz kalirlar. Brusellozis’in inkiibasyon siiresi
etkenin giris yolu ve sayisina bagli olarak 10-250 giin arasindadir. Sigirlarda goriilen
baslica klinik bulgular yavru atma, kisirlik, orsitis ve mastitisdir. Gebelik siiresince

hayvanlarda klinik belirti goriilmez. Yavru atimi gebeligin her doneminde



19

olusabilirse de genellikle gebeligin ikinci yarisinda (daha ¢ok 6-8. aylarda) meydana
gelir (19, 96). Bunun nedeni, infeksiyonun inkiibasyon periyodunun uzunlugudur
(170). Genellikle ilk kez infekte olan ineklerin % 80’inde atik olgular1 gozlenirken,
hastaligin kroniklesmesi halinde bu oran % 25-50 dolayindadir. Infekte inekler abort
veya dogum yaptiktan sonra vajina mukozasinda kirmizi renkte nodiiller bulunur.
Vajinal akint1 mukopurulent, gri-beyaz ve kotii kokuludur. Bu akinti 1-2 hafta sonra
kesilir. Gebeligin 6. ayindan sonra meydana gelen abortlarda fotus canli olarak
atilabilir ve 1-4 giin i¢inde gelisen gastroenteritis veya septisemi sonucu Oliirler.
Abortlardan sonra plasentanin iceride kalmasma (Retentio secundinarium) ve
metritise ¢ok sik rastlanir. Ozellikle ge¢ yavru atan hayvanlarda normal olarak
plasenta diismez ve yardimi gerektirir. Infeksiyonda goriilen diger semptomlardan
biri olan kisirligin nedeni uterusdaki yangisal reaksiyonlar veya yumurtalikta olusan
atonidir. Hastaligin kroniklestigi durumlarda daha cok goriiliir (8). Brusellozis
etkenleri hayvanlarda atiklara neden olurken insanlarda goriilen abort
etiyolojisindeki yeri tam olarak bilinmemektedir. Hayvan ve insanlarda goriilen
abortlarin farklilig1 insan plasentasinda eritritol bulunmamasi ve amniyotik sivisinda
Brucella etkenlerini inhibe eden aktivitenin bulunmasi gibi faktorlere baghdir (95,
154). Ancak Sayilir ve ark. (151) Wright agliitinasyon testi ile infeksiyona
yakalandiklarini saptadiklar: iki hamile kadinm kan kiiltiirlerinde Brucella etkenlerini

tiretmisler ve bu iki hastada da diisiik olgusu goriilmiistiir.

Infeksiyonun erkek hayvanlarda olusturdugu en onemli klinik semptom
orsitisdir. Penis kizarir ve iizerinde dar1 tanesi biiyiikliigiinde kirmizi kabarciklar
gozlenebilir. Testis ve testisi saran katmanlarda iltihaplanma ve odem goriiliir.
Baslangicta olusan agri1 3-4 hafta sonra kaybolur ve testislerdeki 6dem azalarak
sertlesmeye baslar. Orsitis akut olarak seyrederse bogalarda kisirlik olusur. Bu
devrede bogalar spermalari ile bol miktarda mikroorganizma cikarirlar (8).

Sigirlarda brusellozis hastaliginda genel olarak yavru atimindan baska klinik
belirtiler gézlenmez. Bu durum, Trichomonas fetus, mikotik abortuslar, enzootik
abortuslar, Campylobacteriosis, Listerial abortuslar ve gida zehirlenmeleri ile karisir.
Bu nedenle direk (etkenin izolasyonu ve identifikasyonu) ve indirek (serolojik,

allerjik) teshis metotlarma bagvurulur. Infeksiyon etkeninin izolasyonu ve
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identifikasyonu kesin teshis icin ¢cok onemlidir. Ancak bazen bu miimkiin olmaz, bu
durumda serolojik ve alerjik indirek teshis metotlarina basvurulur. Infeksiyonun
teshisi amaciyla laboratuvara kan, atik yavru, uterus-vajen akintisi, plasenta, siit,
sperma vs. gibi cesitli patolojik materyaller gonderilir. Laboratuvar muayenelerinden
bakteriyoskopi, kesin teshis icin yeterli degildir. Atik mide sivisi, karaciger ve
akcigeri ile anaya ait vajinal akinti, kotiledonlar, dalak, fotal membranlar vs. gibi
stipheli materyallerden frotiler hazirlanir ve bu frotiler Stamp (modifiye Ziehl-
Neelsen), modifiye Koster ve Gram boyama metotlar1 ile boyanarak incelenirler.
Kiiltiirel yoklamalar i¢in 6zel besi yerleri kullamilir. Brucella’lar genellikle bu
ortamlarda yavas ve giic lirerler. Hayvan deneyinde kobay kullanilir. Elde edilen
kiiltiirler ve kontaminasyon ihtimali olan marazi maddeler (siit, idrar vs.);
intraperitoneal, subkutan ve kas i¢i yolla deney hayvanlarma verilir. Her 6rnek icin
iki deney hayvam kullanilmalidir. Deney hayvanlarmin 3. ve 6. haftalarda kanlar:
alinarak serolojik inceleme yapilir ve sonra oldiiriiliirler. Otopside goriilen patolojik
lezyonlar degerlendirmeye alinir ve Ozellikle dalak, karaciger vs. gibi lezyonlu

organlardan uygun besiyerine ekimler yapilarak izolasyona calisilir (6).

Brusellozisin kesin teshisi etkenin izolasyonuna ve identifikasyonuna bagl
olmasina ragmen cok sayida hayvan sdzkonusu oldugunda Kkiiltiirel muayenelerle
infekte hayvanlar1 saptamak saha ve laboratuvar personeli i¢in pratik degildir (108).
Ayrica bircok nedenden dolayr infekte hayvandan etken izolasyonu her zaman
miimkiin olmayabilir (61, 79). Bundan dolay1 brusellozisin kontrol ve eradikasyonu,
serolojik testlerle reaktorlerin saptanmasina dayandirilmistir. Bir siiriide brusellozisin
belirlenmesi siipheli sigirlarin serum, siit, vajinal mukus ve semen plazmalarinda
bulunan ve Brucella etkenlerine kars1 olusan antikorlarin saptanmasi ile olur (17, 87).
Serolojik teshis i¢in kan Orneklerinin genellikle yavru atimindan 15-20 giin sonra

alinmasi gerekmektedir (61).

Brusellozisin serolojik teshisinde Milk Ring Testi (MRT) (171), Serum
Aglutinasyon Testi (SAT) (11, 107), Komplement Fikzasyon Testi (KFT) (21, 136),
Rose Bengal Plate Test (RBPT) (20), Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (68, 152), Rivanol Aglutinasyon Testi (RAT) (84, 123), 2-mercaptoethanol
testleri (17) yaygin olarak kullanilmaktadir. Otlu ve ark. (131) Kars yoresinde atik
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yaptig1 bilinen 27 siiriden alman 407 sigwr kan serumunu RBPT ve SAT ile
incemisler ve swasiyla 134 (%32.92) ve 141 (%34.64) Ornekte pozitiflik
saptamiglardir. Arastirma kapsaminda ayni bolgeden alinan 246 yetistirici ve 28
veteriner hekime ait kan serumlarin1 da RBPT, SAT ve ELISA ile incelemislerdir.
Veteriner hekimlerden alinan 6rneklerin 13 (%46.42)’iinde her ii¢ testle brusellozis
yoniinden pozitiflik belirlerken, yetistiricilere ait drneklerin sirasiyla 32 (%13), 35
(%14.22) ve 44’iinde (%17.88) pozitiflik saptamislardir. Arastrmacilar yorede
brusellozis prevalansinin hem sigirlarda hem de insanlarda yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Serum Aglutinasyon Testi, brusellozisin kontrol ve eradikasyonunda
uluslararasi uyuma yardim eden 6nemli bir serolojik testtir. Ciinkii bu test IgM, IgGi,
IgG, ve IgA tipi antikorlarm agliitinasyon 0Ozelliklerinin bir Olciisiidiir. Akut
infeksiyonlar1 saptamada kullamilir (13, 17). Bununla birlikte SAT hayvanlara
bireysel olarak uygulandiginda yanlis negatiflik ya da yanlis pozitiflik sonu¢larindan
her ikisini de verebilir. Bu nedenle SAT brusellozisi giivenilir olarak sadece ana
stiriide belirler (17). KFT nin aktivitesi temelde belirli bir komplemente karsi olusan
spesifik IgM ve IgG; tipi antikorlar1 saptamasina dayanir. Testte genellikle IgG; tipi
antikorlar saptanir ve 1gG, tipi antikorlarm aktivitesi engellenebilir (56, 106). KFT
dogal infekte hayvanlarda yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahiptir (3). KFT deki
uluslararas1 komplement fikzasyon birimi (IU) >20 ve SAT’de >30 oldugu zaman
sigirlar brusellozis ile infekte kabul edilir. SAT ve KFT’nin birlikte uygulandig ve
kesin sonu¢ alinamadigi durumlarda Coomps testi yararli olabilir. Coomps testi SAT
sonuclarmi dogrulayan ve IgGs tipi antikorlar1 tespit eden bir testtir. Tiim diinyada
brusellozis icin referans test olarak KFT kabul edilmis, SAT ve RBPT ise tarama
testi olarak kullanilmaktadir (17). Celebi ve Atabay (35) Kars yoresinde atik
vakalarinin oldugu ve Brucella asis1 uygulanmamis 16 farkh siiriiden alinan 400
koyun kan serumunu SAT, RAT, RBPT ve KFT ile incelemisler ve sirasiyla 147
(%36.7), 142 (%35.5), 139 (34.75) ve 135 (%33.75) ornekte pozitiflik saptamiglardir.
Arastirmacilar brusellozisin koyunlarda 6nemli bir atik etkeni oldugunu ve bu
bolgedeki diger hayvan ve insanlar i¢cin potansiyel risk tasidigini bildirmislerdir.
Ayrica brusellozisin serolojik teshisinde en az iki testin yapilmas: gerektigini ve

KFT’nin dogrulama testi olarak kullanilmasini 6nermislerdir.
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Rose Bengal Plate Testi’inde, B. abortus susu (1119-3 veya B. abortus
biyovar S99) ile hazirlanan antijen kullanilir (3). Rose Bengal boyasi ile boyanmis
olan bu antijen Dr. Pietz tarafindan gelistirilmis olup, pH’s1 3.6 (3.6+0.05)’dir (20).
pH'nin diisiik olmasi testi spesifitesini artirarak IgM’lerin aktivitesini etkisiz kilar ve
IgG’lerin (Ozellikle IgG;) reaksiyonda rol oynamamasimi saglar (11, 17, 106).
Bununla birlikte bazi infekte sigirlarda KFT ile pozitiflik saptanirken RBPT ile

negatif sonu¢ alinmistir (144).

Infekte hayvanlarin tiimiinii belirlemede konvansiyonel serolojik testlerin
yetersiz kalmas1 sonucunda, sigirlarda B. abortus infeksiyonlarini ortaya koymak
lizere, antijen, konjugat ve substrat iceren genis kapsamli bir ELISA teknigi
gelistirilmistir (126). ELISA’da brusellozisin tespiti i¢in siit ve serum Orneklerinin
ikisi de kullanilabilir. Test, siitte Brucella antikorlarinin bulunmasinda MRT’den
daha spesifik ve sensitivdir (16). Bununla birlikte dogumdan bir hafta sonra siit az
miktarda kolostrum icerdigi zaman bile yanlis pozitiflik verebilir (94, 163). ELISA,
SAT kadar sensitiv olup sonuglar1 genellikle KFT ile uyumludur (145). Fakat bazi
durumlarda KFT pozitif iken ELISA negatif sonu¢ verebilir. Bu nedenle test
KFT’den daha az sensitivdir (3, 164).

Brusellozisin tanisinda alerjik reaksiyonlardan da yararlanilmaktadir. Cesitli
ilkelerde, bircok arastirmaci tarafindan giiniimiize kadar farkli metot ve teknikler ile
cesitli isimler altinda allerjenler hazirlanmis ise de bugiin kullanilan iki allerjen
vardir. Bunlar Cin’de ve bircok Avrupa iilkesinde hazirlanan Brucella hiicre
hidrolizat1 (F-fraksiyonu) ve Fransa’da elde edilen lipopolisakkaritsiz protein
(Brucellin-INRA) den ibarettir (93). Kiiltiir ve seroljik testler kadar giivenilir sonug
vermeyen alerjik testlerin bazen 1yi sonuclar verdigi belirtilmistir (59). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan koyun, keci, domuz ve insanlarda brucellohydrolysate,
MBP antijen ve mellitin isimli allerjenlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Ancak
bu konuda heniiz bir standardizasyon saglanamamustir (3). Allerjenler; yagh
kuyruklu koyunlara, oftalmo veya intra-palpebral olarak, bazen de subkutan olarak,
cogunlukla da koyunlarin kuyruk alt1 derisine uygulanir. Intra-palpebral uygulama,

pratik ve zararsiz olmasindan dolay: tercih edilmektedir (3, 59).
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Brusellozisin teshisinde temel olarak bakteriyolojik ve serolojik yontemler
kullanilmaktadir. Teshis icin altin standart, kiiltiire edilmis etkenin mikrobiyolojik
olarak tanimlanmasidir (3, 27, 140). Bu yaklasim kesin olmasina ragmen birkag
sakincast da mevcuttur. Klinik drneklerden Brucella etkenlerinin kiiltiire edilmesi
zaman almakta (28) ayrica etkeni tamimlamada kullanilan spesifik testler karmasik
olup ¢ok deneyimli personel tarafindan yapilmasi gerekmektedir. Brusellozis
zoonotik bir hastaliktir ve bakterinin canli olarak muhafaza edilmesi laboratuvar
personeli i¢in biiyiik bir tehlikedir (27, 28). Serolojik testler ise ¢ok duyarli ve
spesifik olmalarina ragmen bir infeksiyonun dolayli belirleyicileridirler. Capraz
reaksiyonlar sonucu olusan yanlis teshis ender olmasina ragmen Onemlidir (27).
Asillama ile bagisiklik kazanan hayvanlar test edildiginde yanlis sonuglar
alimmaktadir (65). Epidemiyolojik arastirmalar, daha hizli, basit ve hassas
prosediirlere ihtiya¢ oldugunu gostermistir. Bu nedenle son yillarda molekiiler DNA
teknolojisi kullanilarak genetik tantmlanma yoluna gidilmektedir (27, 51). Mullis ve
Faloona tarafindan 1987 yilinda yiiksek duyarliliga sahip bir DNA teshis araci olarak
gelistirilen ve PCR olarak adlandirilan metot hizli, kolay ve diisiik maliyetlidir (28,
119). PCR teknigi brusellozisin tanisinda kan kiiltiiriinden daha fazla sensitivite ve
serolojik testlere gore ise daha fazla spesifite saglar (135). Test sisteminin spesifitesi
filogenetik olarak Brucella ile iligkili suslarm DNA’s1 ve serolojik olarak kros
reaksiyon gosteren bakteriler ile degerlendirilir (2). PCR, inokulasyondan sonra
Brucella tiirlerini en erken (ortalama 10 giin i¢inde) belirleyen yontemdir. Bu siire
Rose Bengal testte ortalama 18 giindiir (105). PCR, Brucella tiirlerinin siit, peynir
gibi Uriinler ile insan ve sigir kani, dogal olarak infekte olmus ineklere ait organlar ve
diger cesitli klinik materyallerde belirlenmesi i¢in giivenilir bir yontemdir (2). PCR
metodu, gilivenilir sonuglar gosteren 16S rRNA gen sekansina dayanir (83). B.
abortus’un 16S rRNA geninden primer olarak secilen oligonukleotidler, gen
homolojisi hemen hemen %100 oldugu i¢in diger tiim Brucella tiirlerinin
identifikasyonunu saglayabilir (52). Baily ve arkadaglari, biitiin Brucella tiirlerinde
korunan BCSP31 gen bdlgesini hedef alan PCR yontemi gelistirmislerdir (10). Bu
gen 31 kDa molekiil agirlikli B. abortus’un eksternal membraninin immunojenik
proteinini kodlar. Amplifikasyon iriinii 223 baz ciftinden ibarettir. B. abortus ve B.

melitensis i¢in spesifik olan bu yontemde diger Brucella tiirleri denenmemistir (111).
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Da Costa ve arkadaslar1 (51), 31 kDa Brucella proteini, 1s1 soku proteinleri (DnalJ,
DnaK, HtrA ve GroEL) ve 16S rRNA genlerini kodlayan spesifik primerler
kullanmislardir. Arastirmacilar tiim Brucella tiirleri, referans ve asi suglari ile diger
bazi bakterilerden elde ettikleri DNA’y1 tekli (single) ve “nested” PCR ile amplifiye
etmislerdir. Her iki yontem karsilastirildigi zaman “nested” yontemi tekli PCR’a gore
en az on kat daha fazla duyarli bulunmugstur. Restriksiyon enzim analiz yapildiktan
sonra bile Brucella tiirleri ve biyovarlar1 arasinda amplifiye olan fragmentler
yoniinden herhangi bir fark tespit etmemislerdir. Calismada Brucella, Ochrobactrum

anthropi ve Phyllobacterium spp. disindaki tiim tiirler negatif sonu¢ vermistir.

Insan brusellozisi ya da besinlerin Brucella ile kontaminasyonu gibi
caligmalarda Brucella cinsinin tiir bazinda ayrimi 6nemli olmayabilir. Bu tiir
caligmalarda cins spesifik PCR yeterlidir. Fakat eradikasyon amaciyla yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda 6zellikle genis cografi alanlarda infeksiyondan sorumlu
tiir ve biyovari belirlemek acisindan Brucella cinsinin tiir spesifik ayrimi 6nemlidir.
Bu tiir PCR yonteminde strateji multipleks sus spesifik hedef dizileri ya da ¢ok
degisken DNA dizilerini taniyan Ozgiilligii yiiksek olan c¢ift primerler
kullanilmasidir. Ayrica bu tiir yontemlerde 20-25 bp gibi uzun primerler kullanilarak
yanlis pozitiflik riski azaltilmaktadir (28). 1k kez Bricker ve Halling (25) tarafindan
Brucella tiirlerinin hepsinde korunan insersiyon sekans bdlgelerinden biri olan IS711
(IS6501 olarak da bilinmektedir) gen bolgesini saptayan bir yontem gelistirilmistir.
Her tiirde bulunan IS elementini tagiyan kromozal bolge tiire 6zgiidiir. Arastirmacilar
gelistirdikleri bu yonteme identifiye edilen ve ayrimlar1 yapilan Brucella tiirlerinin
(B. abortus biyovar 1, 2 ve 4; B. melitensis, B. ovis ve B. suis biyovar 1) bas
harflerinden (Abortus, Melitensis, Ovis ve Suis) olusan AMOS-PCR adini
vermislerdir. Bu PCR yonteminde arastirmacilar IS elementine baglanan genel bir
primer ve IS sekansinda tiire 0zgii bir primer kullanmuslardir (25, 28). B. abortus
biyovar 1, 2 ve 4 498 bp, B. melitensis’in biitiin biyovarlar1 731 bp, B. ovis 976 bp ve
B. suis biyovar 1 285 bp iriin amplifiye eder. AMOS-PCR’1n asil dezavantaji saha
susu ile as1 susunu ayirt edememesidir. Ayni arastirmacilar bu yontemi modifiye
ederek (bir primer ekleyerek) ve sus spesifik primer kullanarak B. abortus saha
suslar ile yaygin olarak kullanilan S19 ve RB51 as1 suslarmin (364 bp amplikon)
ayrimimni yapmislardir. Ayrica cift primer (eril GCGCCGCGAAGAACTTATCAA
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ve eri2 CGCCATGTTAGCGGCGGTGA,; eri eritritol katabolizmasi icin gereklidir)
kullanarak S19 as1 suslari ile saha suslarinm ayrimini yapmiglardir. Bu primerler S19
ast susu hari¢ diger tiim Brucella suslarinda 178 bp fragmentleri amplifiye ederler
(26). Bu yontem ABD’de Tarim Bakanligi’na bagli Ulusal Veteriner Arastirma
Laboratuvari’nda kullanilmistir. Konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle test edilen
231 ornekte %100 oraninda basarili bulunmustur. Bu 6rneklerde B. abortus saha susu
ile B. abortus RB51 ya da B. abortus S19 as1 suslarinin ayrimi dogru bir sekilde
yapilmustir (62). Fekete ve ark. (65) sigirlarin as1 susu olan S19°dan elde edilen 43
kDa’luk dis membran protein geninin 635 bp’lik fragmaninin amplifikasyonunu
saglayan agiklanmamis bir sekansin primerlerini iiretmistir. Ocampo-Sosa ve ark.
(127) IS711 insersiyon sekansina dayali B. abortus biyovar 5, 6, 9 ve biyovar 3’iin
yeni bir altgrubu olarak tamimlanan 3b’yi tanimmlayan bir PCR teknigi
gelistirmislerdir. 1k kez Ficht ve ark. (69) tarafindan tanimlanan omp2 lokusuna
0zgii ayirict PCR teknikleri de gelistirilmistir. Bu lokusda her ikiside 36 kDa’luk dis
membran proteinlerini kodlayan omp2A ve omp2B adi verilen iki gen bdlesi
bulunmaktadir. Bu gen bolgesi Brucella tiirlerinde iyi bir sekilde korunmasina
ragmen bazen delesyonlar (B. abortus biyovar 1, 2 ve 4’iin omp2A geninde olusan
115 bp’lik delesyon gibi) meydana gelmektedir. Leal-Klevezas ve ark. (103) bu
polimorfizmi kullanarak B. abortus’v diger Brucella tiirlerinden ayirmuslardir.
Cloeckaert ve ark. (39) omp2a ve omp2b gen sekanslarma dayanan PCR teknigi
gelistirmislerdir. Bu teknikte amplifikasyondan sonra amplikonlarin restriksiyon
endoniikleazlar ile kesimi yapilmaktadir. RFLP-PCR (Restriction fragment length
polymorphism-PCR) adi verilen bu yontemle c¢ogu Brucella tiiriinii ve bazi
biyovarlar: identifiye etmeyi ve ayirmayi basarmislardir. Arastirmacilar omp25 ve
dnaK genleri ile yaptiklar1 caligmada dokuz farkl restriksiyon enzimi kullanmiglar
fakat sadece B. melitensis ve B. ovis’i diger Brucella tiirlerinden aywrabilmislerdir
(38, 39). Cloeckaert tarafindan tanimlanan ve Sifuentes-Rincon ve ark. (156)
tarafindan modifiye edilerek yapilan omp2 locusunun RFLP-PCR analizi bir¢ok
arastirmaci tarafindan Brucella tiirlerinin ayrimsal identifikasyonu ya da yeni tiir ve

suslarin karakterizasyonu i¢in tercih nedeni olmustur (40, 116).

AFLP-PCR (Amplified fragment length polymorphism-PCR) son zamanlarda

cogu bakteri tiiriiniin ayrilmasinda yararl bir teknik olarak bildirilmistir. Teknik tiim



26

genom lizerindeki degisiklikleri siralayan degerli bir metottur. Genomik DNA’nin
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olugan DNA parcalarinin bir grubunun selektif
amplifikasyonu esasma dayanan bir genotiplendirme metodudur. Yontemde ya iki
farkli restriksiyon enzimi ve amplifikasyon icin iki primer kullanilmakta ya da tek
restriksiyon enzimi ve tek primer kullamlmaktadir. Amplifikasyon iiriinleri
poliakrilamid jelde elektroforeze tabi tutulur (49). Bu metot Brucella izolatlarmi
acik bir sekilde identifiye etmekte ve bazi istisnalar hari¢ son zamanlarda bulunan
tirleri de belirleyebilen yeterli diizeyde ayirim giiciine sahiptir. AFLP-PCR
verilerinin epidemiyolojik 6nemi sinirli olmasina ragmen Brucella’nin taksonomisi

ile diger tiir ve biyovarlar arasindaki iligki hakkinda yararl bilgiler saglar (49, 178).

RAPD-PCR (Random amplified polymorphic DNA-PCR) yonteminde bilinen
0zgiil bir DNA bolgesini ¢cogaltmak yerine rastgele secilen bir veya daha fazla primer
ile DNA’daki bir¢cok bolgenin ¢ogaltilmasi saglanir. Konak¢1 6nceligine gore yakin
iligkili Brucella suglarmin ayrimini saglayan bu teknik 6zellikle birden fazla Brucella
tiirlinlin endemik oldugu bolgelerde yararhi olabilir (157, 169, 175). Primerlerin
baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen farkli say1
ve uzunluktaki (baz ¢ifti) bantlarin olugsmasina neden olur. Ayn tiir i¢indeki farkl
suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayist ve birbirine olan uzakliklar1 degisik
olacagindan, amplifiye edilen DNA parcalarinin sayr ve biiyiikliigii de agaroz jel
elektroforezinde farklilik gosterecektir. Amplifikasyon sonucunda jelde gozlenen her
bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilir. Ayni bant profili gosteren
izolatlarin genetik olarak iligkili olabilecekleri seklinde yorum yapilabilir (114, 172,
175). Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonug¢ verebilme acisindan genis kullanim
alam1  bulan bu yOntemin en Onemli dezavantaji standardizasyonunun
saglanmasindaki  zorluklardir.  Laboratuvar i¢ci ve laboratuvarlar  arasi
tekrarlanabilirlik orani diisiiktiir. Bu sorunlar1 gidermek icin kullanilan DNA
konsantrasyonunun primer konsantrasyonuna orani, DNA ekstraksiyon protokolii,

MgCl, ve dANTP konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir (129, 169).

PCR tekniginin gelisiminin baslangicinda test Ornekleri genelde kiiltiirde
tireyen mikroorganizmalarin DNA’sinin  saflastirilmas1  ve amplifikasyonuna

dayanmakta iken, sonralar1 etkenin biyolojik savas ajani olarak kullanilabilmesi,
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kiiltiirde tiretilmesinin zor olmasi ve acil durumlarda hizli sonu¢ alinmasmin gerekli
olmast gibi nedenlerden dolay1 kontamine materyallerden (kan, doku, siit ve siit
triinleri gibi) direkt Brucella DNA’s1 saptayabilen yontemler gelistirilmistir (28).
Brucella etkenlerinin hizli ve spesifik tanist icin gelistirilen PCR temelli teknikler
Tablo 3’te gosterilmistir. Brucella cinsinde genetik homoloji nedeniyle alt
tiplendirme yapmak oldukca zordur. Son yillarda Bricker ve ark. (24) tarafindan
VNTRs (variable number tandem repeats) multi lokus analizi ile suslarin
tiplendirilmesi  yapilmaktadir.  Arastirmacilar bu  yontemi  HOOF-Prints

(Hypervariable Octameric Oligonucleotide Finger Prints) olarak isimlendirmislerdir.

Hayvan hastaliklarimin tanisinda bir teshis araci olarak PCR; atik fGtusa ait
dokular ve maternal dokularda Cetinkaya ve ark. (50), Cortez ve ark. (48), Gallien ve
ark. (70), Fekete ve ark. (67), Giiler ve ark. (78), kanda; Guarino ve ark. (77), siitte;
Tantillo ve ark. (168), Leal-Klevezas ve ark. (104), Romero ve Lopez-Goni (142),
Romero ve ark. (143), Rijpens ve ark. (139), nazal sekresyonlarda; Sreevatsan ve ark.
(158), semende; Amin ve ark. (5) gibi arastirmalarda dogrudan Brucella DNA’sin1

saptamak amaciyla genis ol¢iide kullanilmistir.
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Tablo 3. Brucella etkenlerinin hizli ve spesifik tanisi i¢in gelistirilen PCR temelli teknikler (2).

PCR/amplifikasyon iiriinleri

Gen lokusu

Primerler (5°—3’)

Kaynak

16S-23S-TRNA-PCR
(P5/P8 726 bp, P6/P7 678 bp)

16S-23S-rRNA ara bolgesi

BRU-P5 (10-29) (TCGAGAATTGGAAAGAGGTC)
BRU-P6 (22-40) (AAGAGGTCGGATTTATCCG)
BRU-P7 (682-699) (CGAGCATTTGCAGTCGAA)
BRU-P8 (717-735) (GCATAATGCGGCTTTAAGA)

Rijpens 1996

16S-23S-rRNA-PCR
(316, 399, 701, 916 ve 1530 bp

16S-23S-rRNA ara bolgesi

KF5 (GAAGTCGTAACAAGQG)
KF6 (CAAGCATCCATCGT)

Fox 1998

16S-rRNA-PCR 16S-rRNA Bal48-167F (TGCTAATACCGTATGTGCTT) Herman 1992
(800 bp) Ba928-948R (TAACCGCGACCGGGATGTCAA)
16S-rRNA-PCR 16S-rRNA F4 (63-79) (TCGAGCGCCCGCAAGGGG) Romero 1995
(905 bp) R2(947-966) (AACCATAGTGTCTCCACTAA)
omp2b PCR omp2b bruspel (GCCTTCTGCGTAGCCTGAT) Ficht 1990
bruspe2 (CGATGACGTTTACTCCGGTA)
BCSP31-PCR 31 kDa B4 (TGGCTCGGTTGCCAATATCAA) Baily 1992,
(223 bp) Brucella abortus-omp B5 (CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG) Matar 1996,
Queipo-Ortuno 1997,
Casanas 2001
omp2 PCR 36 kDa DSF(GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA) Leal-Klevezas 1995

(804-830 bp, 689 bp fragmenti amlifiye eden B.

abortus biovar 1 hari¢)

Brucella abortus-omp

DSR(CACCCCAGACAGCCCAA)

omp2 PCR 36 kDa JPF(GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA) Leal-Klevezas 1995
(193 bp) Brucella abortus-omp JPR(ACCAGCCATTGCGGTCGGTA)
omp2 PCR 36 kDa 2ab5’(ACTGACGGATCCGCGCTCAGGCGGCCGACGCAA) Sifuentes-Rincon 1997
Brucella abortus-omp 2a900(ACTGACTTCGAATTGCCTTTTCGGGGGCAATGA)
2ab200(ACTGACTTCGAAACCAGCCATTGCGGTCGGTAC)
2b600(ACTGAAGCTTAGCCGTCGATGTGGTAGT)
AMOS-PCR tekrarlanan DNA B. abortus-specific(GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC) Halling 1993
(B. abortus bv 1, 2 ve 4 498 bp; sekanst IS711(1S6501) B. melitensis-specific(AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA) Bricker 1994
B. melitensis 731 bp; B. ovis-specific(CGGGTTCTGGCACCATCGTCG)
B. ovis 976 bp; B. suis-specific(GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG)
B. suis bv 1 285 bp) 1S711-specific( TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT)
IS-bagli PCR tekrarlanan DNA ISP1(GGTTGTTAAAGGAGAACAGC) Ouahrani-Bettache 1996
sekans1 IS711(1S6501) ISP2(GACGATAGCGTTTCAACTTG)
ISP3(CACGGCTGTTCTCCTTTAAC)
ISP4(AGAAAACATTGACCGCATTC)
bp26 PCR bp26 (omp28) 26A(GCCCCTGACATAACCCGCTT) Cloeckaert 2000

(saha izolat1 1029 bp;
Deniz memelisi izolatt 1900 bp)

26B(GAGCGTGACATTTGCCGATA)
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Tablo 3. Brucella etkenlerinin hizli ve spesifik tanisi i¢in gelistirilen PCR temelli teknikler (2). (Devami)

dnaK PCR-RFLP dna K 70A(TCGAGGTCTTGGCAGTTTGC) Cloeckaert 1996
(EcoRV restriksiyon bolgesi B. melitensis spp. nin | (hsp70 family) 70B(TCCGTTTCATGCAGCGTGAC)

ayrilmasinda kullamlir)

rpsL PCR-RFLP rpsL RpsIA(GAGGGCTGACTCCGAATTTG) Cloeckaert 2002

(510 bp ve bir Ncil restriksiyon bolgesi ile
kesimden sonra 348 bp B. melitensis as1 susu
REV 1 in ayriminda kullanilir)

RpsIB(ACGCTTCTCTGCCTTATGGC)

B. suis specific PCR
(B. suis 420 bp;
B. abortus 420 ve 650 bp)

B. suis spesifik hibridizasyon
probu

Sense(GCTTATCGACGTTCTGGGCAGTCAC)
Anti-sense(GGCACACAGGTCAATATCAGCGGTG)

Fayazi 2002

AP-PCR Arbitrarily primer P1(GGACTGCATAAAATTGGCAC) Fekete 1992
P2(CAGCAGCAGCAAGACCTTCA)
P3(CGGCCACTGT)
P4(CGGCCCCTGT)
P5(CGGCCCCGQGT)
REP-PCR Tekrarlayan ekstragenik REP1R-1(IINICGICGICATCIGGC) Mercier 1996,
ve ERIC-PCR palindromik Sekanslar; REPZ-I(ICGICTTATCIGGCCTAC) Tcherneva 1996
enterobakteriyal tekrarlayan ERICIR(ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC)
intergenik ortak sekanslar ERIC2(AAGTA.AGTC.}AC?C.}GG.GTC.}AGQG.) . . .
REP konsensusu icerisindeki inosine ait belirsiz pozisyonlari i¢eren primerler
RAPD-PCR Rastgele amplifiye edilmis P5(CGGCCCCGGT) Tcherneva 2000
real-time PCR IS711 Forward primerCATGCGCTATGTCTGGTTAC Redkar 2001

(B. abortus 113 bp;
B. melitensis 252 bp;
B. suis 1170 bp)

. abortus reverse primerGGCTTTTCTATCACGGTATTC

melitensis reverse primer AGTGTTTCGGCTCAGAATAATC

suis reverse primerACCGGAACATGCAAATGAC

abortus FRET probe 1GCCCTAGAACGCCTTTCGCAAGG (FLSN)

. abortus FRET probe 2(Cy5) CAGATTAAGCCGAAACGGCCCC (p)

. melitensis FRET probe 1GGTAAGCTATTCCAATCTCGCTATTG (FLSN)

. melitensis FRET probe 2(Cy5) TAATGGCGTCTATTGGATATTACTGCT (p)
. suis FRET probe 1CCCAAGCGATAATGCATTCACC (FLSN)

. suis FRET probe 2(Cy5) CCGCATAAGTAGGGTCTAAGCCG (p)

TR
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Brusellozis kontrol ve eradikasyonunda bugiin i¢cin genel tedbirlerin
(brusellozisden ari siiriilere enfeksiyonu sokmamak, portorleri tespit edip siiriiden
ayirmak, hijyenik onlemleri zamaninda almak ve devam ettirmek, bagisiklik artirici
onlemler almak, siirliye disaridan getirilecek tiim hayvanlarin kontrol edildikten
sonra siiriiye sokmak, yurt ici hayvan hareketleri kontrol altinda tutmak, yurt
disindan ithal edilecek hayvanlara gerekli kontrol islemlerinin sinir kapilarinda
uygulamak ve daha sonra iilke i¢ine giriglerine izin verilmesi gibi) yani sira asilama,
test-kesim ve bu iki yOntemin birlikte uygulanmasi gibi ii¢ temel yOntem
kullanilmaktadir (87, 182). Ulkemizde hastalikla miicadele asilama ile yapilmaktadir.
Yalnizca gen¢ hayvanlarin agilanmasi ile tiim populasyonda immunite olugsmasi uzun
yillar alacagindan miicadelenin baslangicinda daha kisa siirede ve etkili bir bagisiklik
icin gen¢ ve erginlerin birlikte asilanmasi Onerilmektedir. Simdiye kadar cesitli
ilkelerde ¢cok sayida arastirici gesitli asilar tizerinde ¢calismislardir. Brusellozise karsi
hayvanlarda immunite saglamak amacini giiden bu calismalar basarili sonuclar
vermistir. Bunlarin cogu genis Olciide uygulanmis ve giivenirlilikleri iizerinde
calistlmistir. Asilama, hastalig1 eradike edemez. Ancak insidensini ¢ok diisiik bir
seviyeye getirerek ve hastaligin yayilmasini sinirlandirarak eradikasyona zemin
hazirlar. Sigirlarda canli Brucella abortus S19 asisi, 6li adjuvanthh R 45/20 ve RB51
asilar1 kullanilmaktadir. B. abortus sus RB51, bir LPS O-antijensiz sus 2308’in
mutant1 olup bu asinin uygulanmasi ile olumlu sonuglar alindigi belirtilmektedir
(153, 161). Kulanmilan asilar genellikle aglutinojenik asilar olup iyi bir bagisiklik
olusturma giiciine sahiptirler. Ancak aglutinojenik asilar uzun bir siire agliitine edici
antikorlarin olusumuna sebep olarak hastaligin tanisina yonelik yapilan testlerde
yanlis pozitif sonu¢larin alimina neden olabilirler. Buna karsilik non-aglutinojenik
bir as1 olan R 45/20 asisinin verdigi bagisiklik daha diisiik bir diizeydedir (87).
Sigirlar icin S19, koyunlar i¢in Rev.1 en yaygin ve kabul goren canli asilardir (6, 87).
B. melitensis Rev.l susu ilk defa Elberg ve Meyer tarafindan tanimlanmigtir.
Ulkemizde ise bu as1 1966 yilinda kullanilmaya baslanmustir. B. melitensis Rev.1
asis1, 3-8 aylik kuzu ve oglaklara veya disi koyun ve kecilere ko¢ katimindan 1 ay
once uygulanmalidir. Rev.1 asis1 ile asilanan koyunlarda ikinci veya iiciinci gebeligin
sonuna kadar koruma saglanmaktadir (87, 88). Rev.1 asist iilkemizde 1968 yilindan
beri kuzu ve oglaklara uygulanmaktadir. B. abortus S19 asis1 ise 4-8 aylik disi
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danalara ve 8 ayliktan biiyiik saglikli disi sigirlara uygulanmalhdir. B. abortus S19
asis1  hayvanlar1 dordiincii veya besinci gebelige kadar infeksiyona karsi
korumaktadir. Bu as1 iilkemizde 1960 yilindan beri uygulanmaktadir (87). Yogun
olarak infekte olan ve ozellikle ekstansif yetistiriciligin yaygin oldugu bolgelerde
kiicik ruminantlarda tek basina test-kesim yOntemiyle hastaligin eradikasyonu
miimkiin degildir. Bu nedenle asilama infeksiyonun kontroliinde baslica kontrol
stratejisini  olusturmaktadir. Asilama infeksiyona karsi hayvanlarin direncini
artirmakta ve atik sayisini azaltmaktadir. Ancak uzun siiren (5-10 yil) etkili bir genel
asilama programi (populasyonun en az %80’inin asilanmasiyla) ile infeksiyon orani
yeterince azaldiktan sonra (infekte siirli oram1 yaklasik %1 oldugunda) test-kesim

yontemiyle eradikasyona baslanabilecegi kabul edilmektedir (87, 88, 182).

Brusellozisin kontroliinde asilama baslica kontrol stratejisi olduguna gore
asilama ile ilgili problemlerin dogru bir sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir.
Asilarin hem insanlarda hem de hayvanlarda infeksiyon olusturma riski miicadele
programinin kritik elemanlar: olan, uygulayicilar (Veteriner Hekimler) ve hayvan
yetistiricilerinde bir isteksizlik yaratmaktadir. Brusellozisde asilamanm etkisi
kiimiilatiftir.  Yetistirici asmin yararim1 hemen gorememektedir. Hastaligin
kontroliinde onlarin isbirligi ve ¢abasi olmaksizin basar1 saglamak giic olduguna gore
yetistiricilerin egitimi ve tesvik edilmesi Onemlidir (87). Ayrica “Brusellozis
Miicadele Talimatnamesi’nin 13. maddesinde; brusellozis dolayisi ile kesimlerine
hilkkmedilen siit veya et sigirlarinin kesiminden sonra hayvan sahibine, kanuni
hiikiimler dahilinde tazminat verilir” denmektedir. Ancak yetistiricilere tazminatin

O0denmesinde de sikintilar oldugu bir gercektir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu 2007 yili verilerine gore iilkemizde bulunan 11
milyon bas sigirin yaklasik 400 bini Kars yoresinde bulunmaktadir (185). Hayvan
populasyonunun bu derece yogun oldugu Kars yoresi, iilkemizde hayvan
yetistiriciligi ve hayvansal iirlinlerin (siit, siit iiriinleri, et ve et Uriinleri) liretimi
acisindan oldukca Onemli bir yere sahiptir. Yorede yetistirilen hayvanlar ve
hayvansal iiriinler hem bolgeye hem de iilkemize sunulmaktadir. Bu ozelligi ile
hayvancilik sektorii onemli bir istthdam kaynagi ve Kars ili ekonomisinde de 6nemli

bir yere sahiptir. Yoremiz acgisindan da son derece ©Onemli olan hayvancilik
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sektoriinde biiyilkk ekonomik kayiplara neden olan ve aynmi zamanda zoonotik
karakteri ile ciddi bir halk saglig1 problemi olusturan sigir brusellozisin kiiltiirel ve
molekiiler olarak tespit edilmesi, PCR teknigi kullanilarak yorede hastaliga neden
olan saha suslarinin as1 suslar1 ile olan iligkisinin belirlenmesinin yorede yillardir
uygulanan kontrol ve koruma ¢aligsmalarma katkida bulunacagi diisiiniilmektedir. Son
yillarda yorede brusellozise iliskin olarak sigir ve koyunlarda kiiltiirel (71, 167, 173,
174) ya da serolojik (35, 72, 131) cesitli caligmalar yapilmasina ragmen siit ve
vajinal sivap Orneklerinden etkenin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler
yontemle arastirilmasi hakkinda mevcut bir ¢calisma bulunmamaktadir. Yapilan bu
arastirmada Kars yoresinde atik yapmuis siiriilerde bulunan ineklerden alinan siit ve
vajinal sivap Orneklerinden Brucella etkenlerinin izolasyonu, identifikasyonu ve

molekiiler arastirilmas1 amaclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Siit ve vajinal sivap ornekleri

Bu c¢alismada, Subat-Mayis 2008 tarihleri arasinda Kars merkez ve Selim
ilcesine bagl koylerde atik yaptigr bilinen sigir siiriilerinde bulunan ve asisiz
olduklar1 bilinen 250 inekten elde edilen siit ve vajinal sivap ornekleri olmak iizere
toplam 500 Ornek Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla degerlendirildi. Siit
ornekleri sagimindan once, meme baslar1 sabunlu bez ve alkol ile temizlenip, ilk
sagim disar1 atilmak iizere steril vida kapakli 50 mI’lik falkon tiiplerine ¢esitli meme
loblarindan yaklasik 40 ml miktarinda alindi. Yine siit 6rnegi alian ineklerden steril
stvap ile 3 adet vajinal akint1 6rnegi alinarak igerisinde 5 ml Tryptose broth bulunan
10 ml’lik vida kapakl tiiplere konuldu. Alian siit ve vajinal sivap drnekleri soguk
zincirde aymi giin icerisinde incelenmek iizere Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na getirildi.
Ineklerden alinan siit ve vajinal stvap orneklerin alindig1 yerler ve sayilar1 Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Atik yaptig: bilinen siiriilerde bulunan ineklerden elde edilen siit ve vajinal

stvap Orneklerin alindiklar: yerler ve sayilar.

ILCE/KOY SUT ORNEGI VAJINAL SIVAP
ORNEGI
Kars Merkez/Bogazkdy 30 30
Kars Merkez/Cakmak 20 20
Kars Merkez/Haciveli 30 30
Kars Merkez/Karakas 20 20
Kars Merkez/Kiilveren 20 20
Kars Merkez/Olgiilii 20 20
Kars Merkez/Subatan 20 20
Selim/Bayburt 15 15
Selim/Baykara 15 15
Selim/Beykdy 15 15
Selim/Darbogaz 15 15
Selim/Merkez 15 15
Selim/Sarigiin 15 15
Toplam 250 250
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2.1.2. Orneklerden Brucella etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu icin

kullanmilan besiyerleri

Brucella etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu icin kullanilan ve asagida
siralanan besiyerleri ile soliisyonlar iiretici firmanin prosediirii dikkate alinarak kimi

belirtilen modifikasyonlarla hazirlandi.

Tryptose Broth (Merck 1.10676.0500): Bir litre distile su icerisinde 26 g besiyeri
eritilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. siire ile steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar
sogutulup, pH 7.2 + 0.2 ayarland1 ve vida kapakli tiiplere 5’er ml dagitilarak +4°C’de

buzdolabinda saklandi. Vajinal sivap 6rneklerinin tasinmasinda kullanildi.

Brucella Medium Base (Oxoid CMO0169): Bir litre distile su igerisinde 45 g
besiyeri eritilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Takiben 50 °C’ye kadar
sogutulup icerisine 2 sise Brucella selektif supplement (Oxoid SR0083) katild1 ve pH
7.2 + 0.2 ayarlanarak petri kutularma dokiilip +4°C’de buzdolabinda saklandi.
Ayrica Farrell agar besiyerinin hazirlanmasinda da kullamildi. Besiyeri 6rneklerden

Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla kullanildi.

Brucella Selective Supplement (Oxoid SR0083): Brucella agar, Farrell broth ve
agarm bilesimine katildi. Bir sise supplement icerisine 5 ml steril distile su ve 5 ml
methanol ilave edilerek hazirlandiktan sonra 35°C’de 10-15 dk. bekletildi. Her sise
500 ml besiyeri icin kullanild1. ilave edildikleri besiyerlerinde Brucella etkenlerinin

izolasyon seg¢iciligini artirmak amaciyla kullanildi.

Blood Agar Base No.2 (Oxoid CM0271): Bir litre distile su igerisine 40 g besiyeri
ilave edilerek sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine % 7 steril
koyun kani ilave edildi. Petrilere dagitildiktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Besiyeri, orneklerden Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla kullanildi.

Farrell Broth Besiyeri: Bir litre distile su igerisine 28 g Brucella broth (BD BBL
211088) ilave edildi ve ¢ozdiiriildii. Daha sonra 10 g dekstroz (Oxoid LP0071)
eklendi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra igerisine % 5 oraninda 56°C’de 30 dakika inaktive edilmis
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steril at serumu (Oxoid SR0035) ve 2 sise Brucella selective supplement (Oxoid
SR0083) eklendi. lyice calkalandiktan sonra pH 7.2 + 0.2 ayarland1. Steril tiiplere
5’er ml dagitildi ve +4°C’de buzdolabinda saklandi. Besiyeri, Brucella etkenlerini

zenginlestirme amaci ile kullanildi (64).

Farrell Agar Besiyeri: Brucella agardan (Oxoid CMO0169) 45 g tartilarak 1 litre
distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve icerisine 10 g dekstroz (Oxoid LP0071) eklendi.
Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra igerisine % 5 oraninda 56°C’de 30 dakika inaktive edilmis steril
at serumu (Oxoid SR0035) ve 2 sise Brucella selective supplement (Oxoid SR0083)
eklendi. Iyice calkalandiktan sonra pH 7.2 + 0.2 ayarland1. Petri kutularina dagitild:
ve +4°C’de buzdolabinda saklandi. Besiyeri orneklerden Brucella etkenlerinin

izolasyonu amaciyla kullanildi (64).

Christensen’s Ure Agar (Oxoid CMO053): Brucella bakterilerinin iireaz
aktivitelerini saptamak amaciyla kullanildi. Besiyerinden 21 g tartilarak iizerine 1000
ml distile su eklendi ve sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk.
steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve igerisine steril % 40’hk iire
soliisyonundan (Oxoid SR020) 5 ml ilave edilip, tiiplere 5’er ml miktarinda
dagitilarak katilasmasi saglandi. Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda
saklandi (3).

Serum Dekstroz Agar: Tryptic Soy agardan (Oxoid CM0131) 40 g tartilarak 950 ml
distile su igerisinde eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi ve 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra icerisine son konsantrasyonu % 5 olacak sekilde serum-dekstroz
soliisyonu ilave edildi. Tyice karistirildi, pH 7.2 + 0.2 ayarlandi. Sonra petrilere ve
vida kapakl tiiplere dagitildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Besiyeri orneklerden Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla kullanildi (4).

Serum-dekstroz Soliisyonu: At serumu (100 ml, Oxoid SR0035) Brucella
aglutininlerini inaktive etmek icin 56°C’de 30 dakika bekletildi. Sonra 1 g dekstroz
(Oxoid LP0O071) + 5 ml inaktive at serumu hesabiyla hazirlanarak filtreden gecirilip
steril edilip vida kapakl tiiplere 5’er ml konularak kullanilincaya kadar buzdolabinda
saklandi (4).
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Penisilin Besiyeri: Besiyeri, SDA bilesimine son konsantrasyonu 5 IU/ml olacak
sekilde penisilin ilave edilerek hazirlandi (3). Saha susu ile as1 susunun ayriminda

kullanildi.

I-eritritol Besiyeri: Besiyeri, SDA bilesimine son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak
sekilde i-eritritol (Sigma E7500) ilave edilerek hazirlandi (3). Saha susu ile as1

susunun ayriminda kullanildi.

Pepton Salin Soliisyonu: Bir litre distile su igerisine 10 g pepton, 5 g sodyum kloriir
ilave edilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi ve pH 7.2 + 0.2 ayarlandi. Vida
kapakli tiiplerde saklandi. Bakteri ve fajlarin diliie edilmesinde bu soliisyon
kullanild: (3).

Akriflavin Soliisyonu: Notral akriflavinin (Sigma A8126) 1/1000’lik soliisyonu
distile suda giinliik olarak hazirlandi (3).

Izolatlarm H,S, oksidaz ve katalaz aktivitelerini belirlemek icin hazir olarak
aliman; Kursun Asetat Kagidi (Merck 1.09511), Oksidaz Ayirac1 (GBL idantirosa
0534) ve Katalaz Ayiract (GBL idantirosa 0532) kullanild1.

Thilisi Faji: Faj, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi.

Referans Suslar: B. abortus Tulya, B. abortus 544 ve B. melitensis 16M referans

suslar1 Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandu.

Brucella Antiserumlari: A ve M Brucella Poliserumlar1 ve Brucella Monospesifik
A ve M Antiserumlari, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden temin

edildi.
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2.1.3. izole edilen Brucella tiirlerinin biyotiplendirilmesi icin kullamlan

besiyerleri

Bazik Fuksin Besiyeri: Tryptic Soy Agar’dan (Oxoid CMO0131) 40 g tartilarak 1
litre distile su igerisinde eritildikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi.
Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine son konsantrasyonu % 5 olacak
sekilde serum-dekstroz soliisyonu ve % 0.1°lik steril bazik fuksin (Merck 1.15937)
stok soliisyonundan 20 ml ilave edilerek 1/50.000 (20 pg/ml) oraninda bazik fuksin
iceren besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri petrilere dokiildiikten sonra +4 °C’de
buzdolabinda saklandi. Besiyeri, ¢rneklerden elde edilen Brucella izolatlarinin

tiplendirilmesi amaciyla kullanildi (3).

Thionin Besiyeri: Tryptic Soy Agar’dan (Oxoid CMO131) 40 g tartilarak 1 litre
distile su igerisinde eritildikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi.
Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine son konsantrasyonu % 5 olacak
sekilde serum-dekstroz soliisyonu ve % 0.1°lik steril thionin (Sigma T3387) stok
soliisyonundan 20 ml ilave edilerek 1/50.000 (20 pg/ml) oraninda thionin iceren
besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri petrilere dokiildiikten sonra +4°C’de
buzdolabinda saklandi. Besiyeri Orneklerden elde edilen Brucella izolatlarinin

tiplendirilmesi amaciyla kullanildi (3).

Safranin Besiyeri: Tryptic Soy Agar’dan (Oxoid CMO0131) 40 g tartilarak 1 litre
distile su igerisinde eritildikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi.
Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine son konsantrasyonu % 5 olacak
sekilde serum-dekstroz soliisyonu ve % 0.5’lik steril safranin (Merck 1.15948) stok
soliisyonundan 20 ml ilave edilerek 1/10.000 (100 pg/ml) oraninda safranin iceren
besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri petrilere dokiildiikten sonra +4°C’de
buzdolabinda saklandi. Besiyeri, ¢rneklerden elde edilen Brucella izolatlarinin

tiplendirilmesi amaciyla kullanildi (3).
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2.1.4. izole edilen Brucella etkenlerinin PCR temelli molekiiler tamsi icin

kullamilan aracg ve gerecler

e Taq DNA Polimeraz (Sigma D-6677)

e 10X PCR Buffer (Sigma P-2192)

e 25 mM MgCl, (Fermentas)

¢10 mM dNTP Mix (Fermentas)

e Proteinaz K (Sigma P2308)

e Agaroz (Prona)

e Gene Ruler 100 bp DNA Step Ladder Plus Marker (Fermentas SM 0241)
e Gene Ruler 1 kb DNA Step Ladder Plus Marker (Fermentas SM 0311)
e Ethidium Bromide (Sigma E7637)

e Loading dye (6x) (Fermentas RO611)

e Etanol Absolut (Merck 1.00983)

e Otomatik Pipet Seti (Rainin)
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2.2. Metot

2.2.1. Siit ve vajinal sivap orneklerinden Brucella etkenlerinin izolasyon ve

identifikasyonu
Siit 6rnekleri

Siit 6rneklerinin 15 ml’si 6500 rpm de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonucu
olusan kaymak tabaka alttaki krema tabakasina zarar verilmeden alinarak
dezenfektanin icerisine atildi. Daha sonra krema tabakasi ile dipteki tortu vorteksle
karigtirllip bir 6ze dolusu alinarak Farrell Agar, Brucella Selektif Agar, Serum
Dekstroz agar ve Kanli Agara ekim yapildi. Ayrica 5’er ml Farrell Broth igeren iki
adet besiyerine pastor pipeti ile 6rnekten 2’ser ml inokiile edildi. Her 6rnek icin ikili
ekim yapilarak bir tanesi aerob digeri ise % 5-10 CO;’li ortamda 37°C’de 5-7 giin
siire ile inkiibe edildi. Bu siire sonunda Farrell Broth’da zenginlestirme yapildiktan

sonra tekrar kat1 besiyerlerine gecilerek ayni kosul ve siire ile inkiibasyon yapild1.
Vajinal sivab ornekleri

Tryptose broth icerisinde tasmarak laboratuvara getirilen vajinal sivap
orneklerinin bir tanesi ile Farrell Agar, Brucella Selektif Agar, Serum Dekstroz agar
ve Kanli Agara ekim yapildi. Diger sivap 5 ml Farrell Broth iceren tiip icerisine
birakildi. Uciincii sivap ise Tryptose broth icerisinde buzdolabinda saklandi. Her
ornek icin ikili ekim yapilarak bir tanesi aerob digeri ise % 5-10 CO;’li ortamda,
37°C’de 5-7 giin siire ile inkiibe edildi. Farrell Broth’da zenginlestirme yapildiktan

sonra tekrar kati besiyerlerine gecildi. Ayn1 kosul ve siirelerde inkiibasyon yapildi.

Siit ve vajinal sivap Orneklerinin ekim ve inkiibasyonunu takiben, besiyerleri
Brucella cinsi bakterilerin olusturduklar1 koloni morfolojisi yoniinden incelenerek
siipheli kolonilerden preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar Gram boyama
yontemi ile boyanarak mikroskopta incelendi. Mikroskobik inceleme sonunda gram
negatif kokobasil olarak goriilen etkenlerin katalaz, oksidaz ve iireaz aktiviteleri rutin
yontemlerle belirlendikten sonra izolatlarin identifikasyonu ile biyotiplendirilmesi

Alton ve ark. (3) tarafindan asagida bildirilen yontemlere gore yapildi.
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Karbondioksit (CO,) gereksinimi ve hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi

Selektif Brucella besiyerinde iireyen her bir drnege ait izolatlardan tek bir
koloni igne ucglu 6ze ile alinarak yatik olarak hazirlanan SDA tiiplerine (her 6rnek
icin ikiser adet) pasajlar1 yapildi. Ekim yapilan her tiipiin icerisine besiyerine temas
etmeyecek sekilde kursun asetat iceren kagit seritler konarak tiip kenari ile vida
kapak arasina sikistirilarak yerlestirildi. Her izolat i¢in yapilan ikili ekimlerden bir
tanesi aerob digeri ise % 5-10 CO,’li ortamda 37°C’de 3-5 giin siire ile inkiibasyona
birakildi. Kontrol suslar1 olarak, % 5-10 CO’li ortama gereksinim duyan ve H,S
pozitif olan B. abortus 544 ile her iki 6zellik yoniinden negatif olan B. melitensis

16M kullanildi.
Bazik fuksin ve tiyonin varhginda iireme

Selektif Brucella besiyerinde iireyen her bir 6rnege ait izolatlardan tek bir
koloni igne uglu 6ze ile almarak tiipte yatik olarak hazirlanan SDA besiyerine
pasajlar1 yapildi. Brucella cinsine ait tiim suslar CO,’li ortamda iireyebileceklerinden
izolatlarin hepsi ve referans suslar1 % 5-10 CO,’li ortamda 37°C’de 3-5 giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler (her izolat icin ayr1 ayr1 olarak)
peptonlu tuzlu su ile agar yiizeyinden yikanarak toplandi ve Mac Farland no: 4’e
gore ml’de 1x10° bakteri olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlandi. Bazik fuksinin ve
tiyoninin 1/50.000 konsantrasyonunu igeren SDA’lara, hazirlanan her bir izolata ait
bakteri siispansiyonundan steril ekiivyon ile ekim yapildi. Her petriye 5 farkli izolat
birbirine paralel seritler halinde ekildi ve % 5-10 CO;’li ortamda 37°C’de 3-4 giin
inkiibe edildi.

Safranin O iceren besiyerinde iireme

SDA’a 1/10.000 konsantrasyonunda safranin O ilave edilerek hazirlanan
besiyerinde B. abortus 86/8/59 ve B. suis liremez iken diger Brucella suslari
tremektedir (3). Diger boyali besiyerlerine yapilan ekimler ile ayni yOntem
kullanilarak tiim izolatlar safranin O’lu besiyerlerine ekildi ve % 5-10 COy’li

ortamda 37°C’de 3-4 giin inkiibe edildi.
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Penisilinli besiyerinde iireme

B. abortus suslar1 5 iu/ml penisilin iceren SDA besiyerinde iirerken as1 susu
olan B. abortus S19 susu liremez (3). Calismada incelenen izolatlarin as1 susundan
ayrimimni yapmak icin tiim izolatlar penisilinli besiyerine ekilerek % 5-10 CO;’li
ortamda 37°C’de 3-4 giin inkiibe edildi. Testte kontrol susu olarak penisilinli

besiyerinde tiremeyen B. abortus S19 as1 susu kullanildi.
i-eritritol Besiyerinde Ureme

B. abortus suslar1 1 mg/ml i-eritritol iceren SDA besiyerinde iirerken as1 susu
olan B. abortus S19 susu liremez (3). Calismada incelenen izolatlarin as1 susundan
ayrimini yapmak i¢in tiim izolatlar i-eritritol besiyerine ekilerek % 5-10 CO;’li
ortamda 37°C’de 3-4 giin inkiibe edildi. Testte kontrol susu olarak i-eritritol

besiyerinde tiremeyen B. abortus S19 as1 susu kullanildi.
A ve M monospesifik antiserumlar ile agliitinasyon

Her bir izolatin fizyolojik tuzlu su igerisinde Mac Farland no: 4’e goére ml’de
1x10° bakteri olacak sekilde siispansiyonlar: hazirlandi. Temiz bir lam iizerine A ve
M monospesifik antiserumlarindan birer damla konup ve iizerlerine birer damla
incelecek izolatin siispansiyonundan ilave edilerek karistirildi. Sonuglar bir dakika

icerisinde olusan agliitinasyon durumuna gore degerlendirildi.
Fajin Rutin Test Dilusyonunun (RTD) Saptanmasi

Thilisi faj1 i¢in B. abortus Tulya (biyovar 3) konakc¢i sus olarak kullanildi.
Yatik olarak tiipte hazirlanan SDA besiyerlerine ekilen konakg1 sus, 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra olusan koloniler pepton-salin ile agar ylizeyinden yikanarak
toplanip ve Mac Farland No: 4’¢ gore ml’sinde yaklasik 1x10° bakteri bulunacak
sekilde siispansiyon hazirlandi. Ayrica fajlarm pepton-salin de 10"den 10®’¢ kadar
on kath dilisyonlar1 yapildi. Steril bir sivap hazirlanan bakteri siispansiyonuna
daldirildi ve SDA igeren petrilerin biitiin yiizeyine homojen bir sekilde yayildi.
Petrilerin yiizeyleri kuruduktan sonra alt kisimlarina cam kalemi ile fajlarin
diliisyonlar1 yazildi. Fajlarm her bir diliisyonundan SDA petrilerine steril pipet uglar:

kullanilarak 20’ser pl damlatildi. Petrilerin ylizeyi kuruduktan sonra mikroaerobik
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ortamda 37 °C’de 24 saat inkiibe edildiler. Damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin

goriildiigii en yiiksek diliisyon, fajin RTD’u olarak kabul edildi.
Thilisi Faj ile Lizis

Yatik SDA tiiplerine referans suslar ve test edilecek izolatlar ekilerek 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda olusan koloniler pepton-salin ile
agar yilizeyinden yikanarak toplanip Mac Farland No: 4’e goére ml’sinde yaklagik
1x10° bakteri bulunacak sekilde siispansiyon hazirlandi. Her bir bakteri
slispansiyonuna daldirilan steril sivap ile agar yiizeyine birbirine paralel olarak 5 serit
halinde ekim yapildi. Seritlerin orta kisimlarina Tbilisi Faji’nin RTD’undan 20’ser pl
damlatildi. Petrilerin yiizeyi kuruduktan sonra mikroaerobik ortamda 37°C’de 24 saat

inkiibe edildiler. Sonug¢lar lizis durumuna gore degerlendirildi.
2.2.2 izole edilen Brucella etkenlerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in iki yontem kullanildi. Klasik kloroform ekstraksiyonu
(147) modifiye edilerek ve ticari firma tarafindan iiretilen DNA izolasyon Kkiti

(Fermentas K0512) prosediire gore yapildi.
A- Kloroform ekstraksiyon yontemi

1. Brucella agarda iiretilen her izolattan bir 6ze dolusu alinarak 200 ul FTS iceren

ependorflara konuldu ve siispanse edildi.

2. Uzerine 3 ul Proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilip hafifce karistirildi.

3. Daha sonra 400 pul NETS lizis tampon soliisyonu eklendi.

4. Karigim hafifce vortekslenerek 65°C’de 15 dk. blok isiticida inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra hafifce vortekslenip, iizerine 600 ul kloroform/izoamil alkol

(24:1 oraninda) ilave edildi.
6. Her bir gode 15 sn. kuvvetlice vortekslendi.
7. Sonra godeler 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

8. Olusan siipernatant (listteki berrak kisim) yeni bir steril ependorfa alind1.



43

9. Uzerine 0.1 voliim 3M sodyum asetat ve 2.5 voliim soguk absoliit alkol ilave

edilerek vortekslendi ve gece boyunca -20°C’de bekletildi.

10. Ertesi giin 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Boylece presipite olan DNA
pelet haline geldi.

11. Ustteki s1v1 pelete zarar verilmeden bosaltildi.
12. Sonra ependorflara 1 ml % 70’lik soguk etanol eklendi.
13. Karstirildiktan sonra 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

14. Pelete zarar vermeden alkol bosaltild1 ve ependorflarin kurumasi i¢in oda 1sisinda

20 dk beklendi.

15. Tamamen kuruduktan sonra iizerine 100 ul distile su eklenerek vortekslendi ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
B- DNA izolasyon kiti

1. Brucella agarda iiretilen her izolattan bir 6ze dolusu alinarak 200 pl TE (Tris-

EDTA) iceren ependorflara konuldu ve siispanse edildi.

2. Uzerine 400 ul lysis soliisyonu eklendi ve 65°C de 5 dk. blok 1siticida inkiibe
edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 hemen 600 pl kloroform ilave edilerek 3-5 kez ters cevrildi ve
hafifce emiilsiye edilerek 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.

4. Sonra 720 pl steril distile su ile 80 pl stok 10x konsantrasyon soliisyonu
karistirilarak presipitasyon soliisyonu hazirlandi.

S. Santrifiij sonras1 olusan iistteki faz DNA igerir, bu kisim yeni bir tiipe alind1 ve
tizerine 800 pl presipitasyon sol ilave edilip hafifce birkac kez ters yiiz edilerek
karistirildi. Sonra oda 1sisinda 1-2 dk. bekletilip 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.
6. Siipernatant tamamen uzaklastirildi ve DNA peleti ne 100 pul 1.2 M NaCl
soliisyonu ilave edilerek hafifce pelet tam olarak ¢oziiniinceye kadar vortekslendi.

7. Vortekslenen tiiplere 300 pl soguk etanol ilave edildi ve 10 dk. -20°C de DNA nin
presipitat haline gelmesi saglandiktan sonra 10.000 rpm’de 3-4 dk. santrifiij edildi.
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8. Siipernatant atildiktan sonra pelet bir kez % 70’lik soguk etanol ile yikandi. Etanol

bosaltild1 ve ependorflarin kurumasi i¢in 20 dk. oda 1sisinda beklendi.

9. Pelet tamamen kuruduktan sonra iizerine 100 pl TE eklenerek vortekslendi ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Genomik DNA Konsantrasyonunun (miktarimin) Tespiti ve Cahsma

Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

DNA izolasyonu islemi sonrasinda DNA biitiinliigiiniin kontrolii i¢in 6rnekler
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek tespit edildi. Genomik DNA miktarinin
hesaplanmasinda ama¢ DNA iceren distile suyun emdigi ultraviyole radyasyon
miktarmin spektrofotometre ile dl¢iilmesidir. DNA miktar1 260 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Spectramax Plus 384) absorbans Ol¢iimii yapilarak belirlenirken,
elde edilen genetik iiriiniin protein kirliligi tasiyip tasimadigi ise 280 nm’de 6lglim
yapilarak tespit edildi. Kuvartz kiivet icersine referans olarak DNA’y1 sulandirmada
kullanilan distile su konuldu. 260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbans
Olciilerek elde edilen deger kor olarak kaydedildi. Ardindan kiivete genomik DNA
ilave edilerek karistmimn homojen olmasi saglandiktan sonra 260 nm’de absorbans
Olciildii ve okunan bu degerden kore ait deger ¢ikarilarak DNA’nin absorbans degeri
bulundu. Absorbans 6l¢iimii 280 nm icin de ayni islemlerle yapildi. Ornekte, bir
optik dansite (OD) yaklasik olarak 50 pg/ml cift sarmalli DNA’nin bulundugu kabul
edilerek 260 nm ve 280 nm’de okunan degerlerin orani (OD260/OD>g) niikleik asidin
safliginin Slgiisiinii verdi. Calismada OD,60/OD2go= 1.8-2.0 olan ornekler c¢aligma

soliisyonu hazirlamak i¢in kullanildi (147).

DNA konsantrasyonu (ul/ml)= ODygp x 250 (seyrelme faktorii) x 50 (DNA
icin sabit deger) formiili kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu
belirlendi. Istenen konsantrasyon x Istenen hacim / Stok DNA konsantrasyonu
(ul/ml) formiilii ile DNA caliyma soliisyonu hazirlandi. Bulunan deger stok DNA
cozeltisinden alinmasi gereken miktar: verdi. Elde edilen deger 100 pl’de ¢ikartilarak
hazirlanacak ¢alisma soliisyonu icin alinmasi gereken distile su miktar1 bulundu.

Hazirlanan DNA ¢aligma soliisyonlar1 kullanilincaya kadar -20°C’de bekletildi.
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2.2.3 PCR islemi

Izolatlarmn cins diizeyinde belirlenmesi amaciyla dis membran proteinlerden
bp26 geni ve as1 ile viriilent saha susu ayrimu icin eritritol kullanimi temeline dayali
ery geni kullanildi. Calismada ery ve bp26 genlerine bagli PCR optimizasyonlar1
Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
olanaklarindan faydalanilarak yapildi. Elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi ve

as1 suslariyla karsilastirilmasi amaciyla RAPD-PCR tekniginden yararlanildi.

Calismada kullanilan reaksiyon karigimlarinin dis ortam kaynakli DNA ile
kontaminasyonu engellemek amaciyla kullanilan sarf malzemelerinin, ¢ozeltilerin
steril olmasina dikkat edildi ve steril bir kabinde yapildi. PCR reaksiyonunda 1s1
iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en aza indirilmesi i¢in ince duvarl, DNase
ve RNase enzimlerinden armdirilmis steril 0.2 ml’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-
Walled PCR Tubes) kullanildi. Genomik DNA disindaki tiim reaktifler, kullanilacak
ornek sayisi ile orantili olacak sekilde 1.5 ml’lik bir PCR tiipiinde (Master Mix)
karistirild1 ve 0.2 ml’lik diger tiiplere esit miktarda dagitildi. Daha sonra her 6rnege
ait genomik DNA’lar tiiplere eklendi ve pipetaj yapilarak tiipteki igerik iyice
karistirild.

Primerler
bp26 Geni

Calismada kullanilan Brucella spp. DNA’sina 6zgii 26 baz ciftlik primerler
kullanildi. NCBI Accession number (AB126349) bp26 geninin biiyiikliigii 738 bp

dir. Bu primerlerin baz dizilimi su sekildedir;
5’-GCT AGC AAT TTT GTC GAC GCC TCA TTT TC-3’ (Forward bp26)

5’-CTT GAT TCT AGA AAC GAC ATT GAC CGA TAC-3’ (Revers bp26)
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ery Geni

Brucella as1 susu B. abortus S-19°da eritritol genine 6zgii bir mutasyon
vardir. NCBI Accession number (U57100)’de belirtildigi iizere Brucella eritritol
operon gen bolgesi 7717 bp olup, primerlerin cogalttigi gen bolgesi eryC ve eryD
bolgesine ait 904 bp (3875-4778 bp lik gen bolgesi) icermektedir. Asi susu olan B.
abortus S-19 da, delesyon gen bolgesi eryC ve eryD’ye ait 3975-4675 bp’lik (701bp)
kisimda mevcuttur. Bu nedenle B. abortus S-19 susunun yukaridaki primerler ile
cogalttig1 gen bolgesi (904-701: 203 bp) 203 bp olmaktadir. Bu amagla kullanilan

primerlerin baz dizilimi su sekildedir;

5’-GAT CGC CAT CGA CTG CTG GG-3’ (eryC Forward Primer)

5’-GGT CAT CGG CAT CGG CCA TGG C-3’ (eryD Revers Primer)

Amplifikasyon Islemi
bp26 Geni Icin

Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’'lik tiipler igerisinde 50 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlandi. PCR karisiminin bilesenleri ve konsantrasyonlart;

Reaksiyon bilesenleri Tek bir o6rnek icin kullanilacak miktar (ul)
Distile su 32

10xPCR buffer 5

25 mM MgCl, 4

250 mM her bir ANTP'den 1.5

Primer F (100 pmol/ul) 1

Primer R (100 pmol/ul) 1

Taq polimeraz 0.5

DNA ekstrakt1 5

Toplam 50
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ery Geni Icin

Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’'lik tiipler igerisinde 50 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlandi. PCR karisiminin bilesenleri ve konsantrasyonlarz;

Reaksiyon bilesenleri Tek bir o6rnek icin kullanilacak miktar (ul)
Distile su 32

10xPCR buffer 5

25 mM MgCl, 4

250 mM her bir ANTP'den 1.5

Primer F (100 pmol/ul) 1

Primer R (100 pmol/ul) 1

Taq polimeraz 0.5

DNA ekstrakti 5

Toplam 50

Reaksiyon Isilar1 ve Dongii Sayilan

Bp26 bazh PCR i¢in uygulanan termal sartlar; 95°C’de 5 dk. baslangi¢
denatiirasyonu, 35 siklustan olusan 94°C’de 30 sn. denatiirasyon, 66°C’de 30 sn.
birlesme (annealing), 72°C’de 1 dk. 30 sn. sentez (extention) ve 72 °C’de 15 dk. son

ekstensiyon optimizasyon sartlari olarak belirlendi.

Ery bazli PCR igin uygulanan termal sartlar; 95°C’de 10 dk. baslangi¢
denatiirasyonu, 35 siklustan olusan 94°C’de 30 sn. denatiirasyon, 60°C’de 30 sn.
birlesme (annealing), 72°C’de 1 dk. 30 sn. sentez (extention) ve 72 °C’de 10 dk. son

ekstensiyon optimizasyon sartlari olarak belirlendi.

PCR iiriinleri (amplikonlar) elektroforez igleminde kullanilana kadar 4°C’de

sakland1.
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RAPD-PCR Teknigi

Calismada kullanilan izolatlardan elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi
ve bu izolatlarin as1 susuyla karsilastirilmas: Unver (174) ile Tcherneva ve ark. (169)

tarafindan bildirilen RAPD teknigi kullanilarak yapildi.

RAPD-PCR’da kullanilan primer ve dizilimi; Primer 6: 5’-AAC AGC ACT
CTG TTC AGG C-3’ seklindedir. Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’lik tiipler icerisinde 50

ul'lik  reaksiyon karistmi  hazirlandi.  PCR  karisiminin - bilesenleri  ve

konsantrasyonlart;

Reaksiyon bilesenleri Tek bir o6rnek icin kullanilacak miktar (ul)
Distile su 39

10xPCR buffer 4

250 mM her bir ANTP'den 1

Primer 6 (50 pmol/ul) 0.4

Taq polimeraz 0.6

DNA ekstrakt1 5

Toplam 50

Termal sartlar ise; 94°C’de 3 dk. baslangi¢ denatiirasyonu, 4 siklustan olusan
94°C’de 45 sn. denatiirasyon, 26°C’de 2 dk. birlesme ve 72°C’de 2 dk. ekstensiyon,
30 siklustan olusan 94°C’de 45 sn. denatiirasyon, 36°C’de 2 dk. birlesme ve 72°C’de
2 dk. ekstensiyon ve 72°C’de 7 dk. son ekstensiyon seklinde uygulandi.
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PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR’da amplifiye edilen gen bdlgelerinin uzunlugunu saptamak amaciyla
agaroz jel teknigi kullanildi. Jelin hazirlanmasinda ve tank tamponu olarak 1xTBE
(Tris-Borik Asit-EDTA) kullanildi. Agaroz jel (% 1,5 ‘luk) i¢in, 40 ml 1xTBE iceren
bir balon joje igerisine 0.6 g agaroz (Prona Basica Le, PL 100g) tartilarak ilave
edildi. Mikrodalga firinda homojen hale gelinceye dek isitildi ve buhar ¢ikmasi
durduktan sonra etidyum bromidten 4 pl eklendi. Hava kabarcigr olugsmayacak
sekilde yavasca karistirildiktan sonra icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez
jel kiivetine dokiildii. 20-25 dk beklenerek jelin donmasi saglandi. Bu sirada etidyum
bromidin aktivitesini yitirmemesi i¢in hazirlanan jel giin 15183indan korundu. Donan
jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilarak icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez

tankinin i¢ine yerlestirildi.

Jeldeki ilk ¢ukura DNA marker’1 (Gene Ruler “100 bp” MNI Fermantas) 3 pl
yiikklendi. Diger cukurlara ise her bir ornek i¢in 1.5 ul 6x yiikleme tamponu
(Fermentas RO611), 5 ul PCR iriinii karistirillarak yiiklendi. Elektroforez jel
diizenegi 80 volta ayarlanarak 2 saat yiiriitiildii. DNA fragman biiyiikliikleri UV
illuminatorde (UVP/LMS-20E) goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Siit ve vajinal sivap oOrneklerinden Brucella etkenlerinin izolasyon ve

identifikasyonu bulgulan

Bu calismada Kars merkez ve Selim ilgesine bagl koylerde atik yaptigi
bilinen sig1r siiriilerinde bulunan ve asisiz olduklar1 bilinen 250 inekten elde edilen
siit ve vajinal sivap Ornekleri olmak iizere toplam 500 Ornekte Brucella cinsi
bakterilerin varlig1 arastirildi. Bakteriyolojik inceleme sonucunda, koloni morfolojisi,
Gram boyama, katalaz, oksidaz ve ilireaz aktivitesi, A ve M poliserumlariyla
agliitinasyon sonuglar1 dikkate alinarak, 250 siit 6rneginin 11 (%4.4)’inden ve 250
vajinal sivap Orneginin 16 (%6.4)’smdan olmak iizere toplam 27 (%5.4) Ornekte
Brucella spp. izolasyonu yapildi. Calismada elde edilen izolatlarin 6 (%1.2)’s1 Farrell
Broth’ta zenginlestirmeyi takiben kati besiyerlerinde inkiibasyon sonucu iiretilmistir.
Kullanilan besiyerleri igerisinde en fazla izolasyon Farrell Agara yapilan ekimlerde
elde edilmistir. Arastirmada Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla kullanilan
besiyerlerine gore izolasyon sayi ve oranlart Tablo 5°de verilmistir. Buna gore
izolasyon basar1 siralamasi Farrell Agar, Brucella Agar, SDA Agar ve Kanli Agar

olarak belirlenmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan besiyerleri ile bunlardaki izolasyon say1 ve oranlari.

Besiyeri Siit 6rnegi | Vajinal sivap Siit 6rnegi Vajinal sivap
(ilk ekim) (ilk ekim) (zenginlestirme) (zenginlestirme)
Farrell Agar 9 (%3.6) 12 (%4.8) 11 (%4.4) 16 (%6.4)
Brucella Agar | 7 (%2.8) 9 (%3.6) 10 (%4) 14 (%5.2)
SDA Agar 8 (%3.2) 11 (%4.4) 10 (4.4) 13 (%6)
Kanli Agar 4 (%1.6) 2 (%0.8) 7 (%2.8) 6 (%2.4)
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Siit ve vajinal sivap Orneklerinin ekimi sonucunda 4-5. giinlerde olusan
kolonilerin yapilan incelemelerinde, Brucella spp. kolonisine benzer sekilde 2-3 mm
capinda yuvarlak, seffaf, sar1 bal renginde ve sebnem tanesi goriiniimiinde,
kolonilerden yapilan preparatlarin Gram boyama yontemi sonucu mikroskobik
incelenmesinde izolatin gram negatif kokobasiller morfolojisinde oldugu goriildii.
Koloniler i¢in lam iizerinde Brucella A+M antiserumu ile yapilan agliitinasyon
testinde tiim izolatlar kisa siirede agliitinasyon reaksiyonu verdiler. Tiim izolatlar
katalaz, oksidaz ve iireaz aktiviteleri yoniinden pozitif bulundu. Ayrica kolonilerin
morfolojilerini (S, R veya M) belirlemek amaci ile lam iizerinde yapilan nétral
akriflavin soliisyonu ile agliitinasyonda, tiim izolatlar homojen bir siispansiyon

gostererek smooth koloni yapist gosterdiler.

Brucella spp. olarak tamimlanan 27 izolatin ilk izolasyonlarinda % 5-10
CO’li ortamda tiremeleri, yatik SDA tiiplerine ekimi sonucu 1-3 saat igerisinde
kursun asetath kagitlarda siyahlagsmaya neden olmalar1 ve tiimiiniin Tbilisi Faji’nin
10", 102 ve 10™ RTD’lerde lize olmalar1 nedeniyle B. abortus olarak identifiye

edilmiglerdir.

Siit ve vajinal sivap Orneklerinden izole ve identifiye edilen 27 B. abortus
susunun 5 iu/ml penisilin iceren SDA besiyerinde ve 1 mg/ml i-eritritol iceren SDA

besiyerinde tiredigi gbzlendiginden tiim izolatlar saha susu olarak belirlenmistir.
3.2. Brucella tiirlerinin biyotiplendirme calismalar bulgular

Siit ve vajinal sivap Orneklerinden izole ve identifiye edilen 27 B. abortus
susunun tiimii, Safranin O’nun 1/10.000 konsantrasyonunu, Bazik fuksinin ve
tiyoninin 1/50.000 konsantrasyonunu igeren SDA’lara ekimi sonucu iiremesi ve A
antiserumu ile agliitinasyon verirken M antiserumu ile aglutinasyon gostermemesi
nedeniyle B. abortus biyotip 3 olarak belirlenmistir. Siit ve vajinal sivap
orneklerinden izole edilen 27 Brucella spp.’lerin tiir ve biyotiplendirme ile as1

susundan ayirimi sonuglar1 Tablo 6’da sunulmustur.
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Tablo 6. Siit ve vajinal sivap orneklerinden izole edilen 27 Brucella spp. izolatlatinin tiir ve

biyotiplendirme ile ast susundan ayirimi sonuclari.

No | izolat CO | H.S Boyali Monospesif | Tb faji ile lizis | Safranin | Penisilinde | i-eritritolde
kodu 2 tiret. besiyerind | ik serumla O’da tireme tireme
iht. e iireme” agliitinasyo iireme”
BF T |n RTD
A M | RTDx10*

1 | 3v + l.glin | + + + - + + + + +

2 | 4s + l.glin | + + + - + + + + +

3 | 5v + l.glin | + + + - + + + + +
4 | 6s + l.glin | + + + - + + + + +

5 11v + l.glin | + + + - + + + + +

6 13s + l.glin | + + + - + + + + +
7 13v + l.glin | + + + - + + + + +

8 18v + l.glin | + + + - + + + + +

9 |41v + l.glin | + + + - + + + + +
10 | 45v + l.glin | + + + - + + + + +
11 | 50v + l.glin | + + + - + + + + +
12 | 51v + l.glin | + + + - + + + + +
13 | 54v + l.glin | + + + - + + + + +
14 | 81s + l.glin | + + + - + + + + +
15 | 81v + l.glin | + + + - + + + + +
16 | 95v + l.glin | + + + - + + + + +
17 | 96v + l.glin | + + + - + + + + +
18 | 99v + l.glin | + + + - + + + + +
19 | 102s + l.glin | + + + - + + + + +
20 | 103v + l.glin | + + + - + + + + +
21 | 105s + l.glin | + + + - + + + + +
22 | 117s + l.glin | + + + - + + + + +
23 | 168s + l.glin | + + + - + + + + +
24 | 177s + l.glin | + + + - + + + + +
25 | 191s + l.glin | + + + - + + + + +
26 | 195s + l.glin | + + + - + + + + +
27 | 239y + l.glin | + + + - + + + + +

a; Boya konsantrasyonu Serum dekstroz agarda 20 pg/ml (1:50.000)

b; Boya konsantrasyonu Serum dekstroz agarda 100 ug/ml (1:10.000)
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3.3. PCR ve RAPD-PCR bulgular

Siit vajinal sivap Orneklerinden izole ve identifiye edilen 27 izolatin bp26
geni bazli PCR teknigi sonucunda 738 baz ciftlik bant olusturduklar1 gozlendi.
Dolayisiyla 27 izolatin tiimii Brucella spp. olarak teyit edildi (Resim 1). izolatlarin
as1 susu ile aymrimi amaciyla yapilan ery geni bazli PCR’da, tiimii 904 baz ciftlik
bantlar olusturduklar1 i¢in hepsi saha susu olarak tespit edilmistir (Resim 2).
Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan, bp26 geni bazli PCR ile pozitif bulunan 27
adet Brucella susunun RAPD-PCR ile elde edilen DNA profillerinin as1 suslar1 olan
B. abortus S19 ve B. melitensis Revl ile karsilastirilmalar1 sonucunda tiimii B.

abortus S19 susunun profiline benzerlik gostermistir (Resim 3).

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

e

e
738 bp '---’---..
500 bp

L l

Resim 1. izolatlara uygulanan bp26 geni bazli PCR yontemi ile saptanan Brucella

DNA’sinin % 1.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.

1 nolu kolon; 100 bp DNA step ladder plus marker (molekiiler agirlik stand)
2-10 nolu kolonlar; izolatlar
11 nolu kolon; negatif kontrol

12 nolu kolon; pozitif kontrol
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

904 bp

500 bp

Resim 2. izolatlara uygulanan ery geni bazli PCR yontemi ile saptanan Brucella

DNA’sinin % 1.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.

1 nolu kolon; 100 bp DNA step ladder plus marker (molekiiler agirlik standi)

2-10 nolu kolonlar; izolatlar
11 nolu kolon; negatif kontrol

12 nolu kolon; pozitif kontrol
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172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Resim 3. izolatlara uygulanan RAPD-PCR y6ntemi ile saptanan Brucella DNA’smin

% 1.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.

1 nolu kolon; 1 kp DNA step ladder plus marker (molekiiler agirlik standi)
2 nolu kolon; B. abortus S19 as1 susu DNA’s1
3 nolu kolon; B. melitensis Revl as1 susu DNA’s1

4-12 nolu kolonlar; izolatlar
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4. TARTISMA ve SONUC

Brusellozis, diinyanin bircok iilkesinde sigir, koyun, ke¢i ve domuz gibi evcil
hayvanlarda siklikla goriilen akut veya kronik seyirli, bulasici ve nekrotik yangisal
infeksiyonlarla ortaya ¢ikan, eradikasyonu gii¢ zoonotik bir hastalikdir (6, 22, 49, 87,
101). Infeksiyon abort, siit verimi ve damizlik degeri kaybi, infertilite, veteriner
hekim ve asilama masraflar1 sonucu 6nemli ekonomik kayiplara neden olmasinin
yam sira infekte hayvanlar ile direk temas veya kontamine siit ve siit iirlinlerinin
tikketimiyle insanlara bulasarak onemli bir halk saghigi problemi olusturmaktadir (1,
19, 102, 183). Ayrica infeksiyon uluslararasi hayvan ve bunlardan elde edilen
tiriinlerin ticaretini de engelleyerek, Ozellikle cogunlugu kirsal kesimde bulunan ve
kisith imkanlara sahip olan hayvan yetistiricilerinin sosyo-ekonomik gelisimini

etkilemesi sonucu iilke ekonomisine zarar vermektedir (87, 182).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO), Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Uluslararas1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan diinyada en yaygin
zoonotik hastalik olarak kabul edilmistir. (2, 3, 160). Tiirkiye’de sigir ve koyunlarda
goriilen abortlarin ¢ogunun infeksiydz kaynakli oldugu ve siklikla Brucella spp.,
Campylobacter spp., Listeria spp., Chylamydia, Salmonella ve Leptospira gibi
etkenler izole edildigi bildirilmektedir. (31, 60, 71, 78, 92, 121, 146, 166, 167, 173).
Bircok arastirmada infeksiyoz abortlar icerisinde de brusellozis ilk sirada yer aldigi
ifade edilmektedir. Tiirkiye genelinde yapilan seroepidemiyolojik bir arastirmada
(87) brusellozisin prevalanst sigirlarda % 1.43, koyunlarda %1.97 olarak tespit
edilmis ise de caliymada Kars ili, sigirlarda % 20.8, koyunlarda % 15 prevalans ile en

yiiksek oranlara sahip il olmustur.

Hayvanlarda hastaliga neden olan baskin Brucella tiirleri ve biyovarlarinin
belirlenmesi, infeksiyonun kontrol altina alinmasi icin yiiriitiilecek ¢aligmalar ile
epidemiyolojik arastirmalar agisindan olduk¢a onemlidir. Brusellozise yakalanmig
hayvanlardan izole edilen Brucella tiir ve biyotipleri iilkeden iilkeye farkliliklar
gosterebilecegi gibi bir iilkede bulunan bolgeler arasinda da farkhiliklar goriilebilir.
Sigir brusellozisinin etiyolojisi lizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda Misir (137),
Nijerya (128) ve Hindistan’da (37, 138) daha cok B. abortus biyotip 1, Iran’da
biyotip 2 ile 3 (137) ve Tiirkiye’de biyotip 3’iin (31, 85, 149, 167) predominant
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suslar olarak belirlendigini ortaya koymaktadir. Tiirkiye’de sigir brusellozisinden
daha az oranda B. abortus biyotip 1,2,4 ve 6’ninda sorumlu oldugu tespit edilmistir

(137).

Gerek yabanc iilkelerde gerekse lilkemizde sigir, koyun-kec¢i,domuz ve insan
brusellozisi izerinde ¢ok sayida yapilan serolojik (35, 72, 80, 87, 131), kiiltiirel (31,
60, 85, 146) ve epidemiyolojik (86, 87) calismalarla hastaligin etiyoloji, bulagma,

patogenez ve prevalansina dair bilgiler elde edilmistir.

Langoni ve ark. (102) Brezilya’da lam, tiip ve merkaptoetanol testleri ile
serolojik olarak brusellozis pozitifligi tespit edilen sigirlarin siitlerinde Brucella
etkenlerinin varligini arastirdiklar1 bir ¢alismada elde edilen 49 siit orneginin 15
(%30.61)’inde B. abortus tespit etmislerdir. Arastiricilar bu izolatlarin thionin ve
filksin varh@inda liremeleri esasina gore, 1 (%2.04)’ini B. abortus biyotip 1, 8
(%16.32)’in1 B. abortus biyotip 2 ve 6 (%12.25) s ise B. abortus biyotip 3 olarak
biyotiplendirildigini belirtmislerdir. Bu arastirmada siit 6rneklerinden Brucella spp.
izolasyonu amaciyla Farrell agar ve Brucella agar besiyerlerinin kullanildigini, elde
edilen sediment ve siipernatant ayr1 ayr1 ve ikili ekiminin aerobik ve mikroaerobik
kosullarda inkiibe edildigini, en basarili izolasyon oranimin sediment ve siipernatantin
Brodie Sinton sivi besiyerinde zenginlestirmeyi takiben Farrell Agarda sirasiyla %
40 ve % 46.6 oraninda oldugunu bildirmislerdir. Farrell ve Robertson (64) serolojik
olarak MRT ile brusellozis yoniinden pozitif bulunan inek siitlerinden Brucella spp.
izolasyonu amaciyla 4 farkli besiyerini (Mair, Ryan, SDA ve Farrell agar)
karsilastirmiglar, brusellozis pozitif olarak belirlenen 560 siit Orneginin 111
(%21)’den Brucella spp. izole edildigini, izolasyonun en yiiksek oranda Farrell
agarda yapildigini, izolatlarin B. abortus olarak identifiye edildigini, biyotiplendirme
caligmalar1 sonucunda 111 susun 68 (%61.2)'inin B. abortus biyotip 1, 15
(%13.5)’inin B. abortus biyotip 2, 16 (%14.4)’smn B. abortus biyotip 5 ve 6
(%5.4)y’siin ise B. abortus biyotip 9 olarak belirlendigini 6’sinin ise
tiplendirilemedigini bildirmislerdir. Brodie ve Sinton (29) MRT ile brusellozis
yoniinden pozitif olarak tespit ettikleri inek siitlerinden B. abortus’un izolasyonu
amaciyla Tryptone soya broth besiyerine % 5 steril at serumu, basitrasin, polimiksin

B siilfat, nalidiksik asit, vankomisin, niystatin, siklohekzimid, amfoterisin B ve
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sikloserin ilave ederek hazirladiklar1 zenginlestirme ortamina siit 6rneklerini inokiile
etmisler, inkiibasyonu takiben bu ortamdan, hazirladiklar: ii¢ besiyerine (cycloserine
ilave edilmemis Brucella agar, A), (cycloserine ilave edilmis Brucella agar, B) (yar1
miktarda cycloserine ilave edilmis Brucella agar, C) iki farkli metot ile (birinci
metotta siit orneklerini santrifiij ettikten sonra kaymak tabakasini uzaklastirip krema
ve tortuyu karistirip A ve B besiyerlerine ekmis, ayrica A besiyerine sadece kremay1
ekmisler, ikinci metotta ise krema ve tortu karigitmindan A, B ve C besiyerine) ekim
yaparak izolasyon sonuclarmi karsilastirmiglardir. Her iki metotla da besiyerlerine
hem direk ekim hem de zenginlestirme sonrasi ekim yapmislardir. Arastirmacilar
zenginlestirme sonras: yapilan birinci metot ile elde edilen sonuclarin B. abortus’un

izolasyon oranini % 10-16 oraninda artirdiklarini bildirmislerdir.

Stringfellow ve ark. (162) yaptiklar1 deneysel bir ¢calismada farkl irktan 5
gebe inegi (biri asisiz, dordii 8-14 aylik iken B. abortus S19 ile subkutan olarak
asilanmis) gebeliklerinin orta donemi siirecinde subkonjunktival yolla B. abortus
biyotip 1 sus 2308 ile inokiile etmisler, ineklerin 4’iiniin 7-8. aylarda abort, birinin
ise zayif buzagi dogumu yaptigim1 gozlemlemislerdir. Atik ya da dogum sonrasi
haftada bir olmak iizere periyodik olarak ineklerden kan, meme salgisi, servikal
mukus Ornekleri ile kimi zamanlarda alinan uterus siiriintiisiinii incelemislerdir.
Arastirmada asisiz inegin gebeliginin 7. aymda abort yaptigim1 ve atik fotustan B.
abortus sus 2308 izole edildigini, yine aborttan sonra bu inegin servikal mukusundan
7, 13 ve 20. giinlerde alinan sivap orneklerinden de etken izolasyonu yapildigini, asili
ineklerin ikisinin 7. ayinda, birinin ise 8. aymda abort yaptigini, asili son inegin ise
zayif bir buzagi dogurdugunu bildirmislerdir. Asili ve abort yapan ineklere ait
fotuslarin tiimiinden B. abortus sus 2308 izole etmisler, gebeligin 7. ayinda abort
yapan ineklerden birinin abort sonrast servikal mukusundan 16., uterus
sliriintiisiinden ise 36. giine kadar, diger inegin uterus siiriintiisiinden ise 17. giine
kadar etken izole edildigini bildirmislerdir. Gebeligin 8. aymda abort yapan inegin
meme salgisindan etken izolasyonu yapildigmi, dogum yapan inegin meme salgismin
5 hafta boyunca kiiltiir pozitif olmasina ragmen, buzagisinda etken izolasyonu
yapilamadigmi bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢alismadan elde ettikleri sonuglara
dayanarak normal Ostrusa dondiikten sonra bile hayvanlarin uterus siiriintiilerinden

Brucella’nin tespit edilmis olmasiyla, bu tiir hayvanlarin kronik tasiyici olarak
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tehlike olusturabilecegini belirtmislerdir. Delgado ve ark. (53) Holstein ki 1340
sigir ve 533 diiveyi kapsayan, atik yapmus sigirlarda B. abortus DNA’sinin tespitini
ve ast suslari ile saha suslarinin ayrimini amacladiklar1 bir arastirmada, buzag: iken
RB51 asisiyla normal dozda ve ¢alismaya baslamadan 8 ay once yine ayni asi ile
ancak diisiik dozda tekrar asilamislar, bu hayvanlardan gebeligin 166-260. giinleri
arasinda atik yapan 30 sigirdan atiktan 22-30 giin sonra alinan siit, kan serumu ve
vajinal akinti1 Orneklerini degerlendirmislerdir. Kard, rivanol ve radial
immunodiffiizyon testleri ile brusellozis pozitif bulunan 4 inegin vajinal akintisindan
B. abortus biyotip 1 izole ve identifiye edildigini, ancak siitten izolasyon
yapilamadigini, ayrica vajinal sivap orneklerinden RB51, S19 ve saha suslarina ait
spesifik primerler kullanarak yaptiklar1 PCR’da orneklerin 13’iinde RB51 as1 susu
DNA’smin saptandigini, ancak bu orneklerin bakteriyojik ve serolojik agidan negatif
bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu sonuglara dayanarak atik yapmis

ineklerin vajinal akintilarinda RB51 as1 susunun elimine oldugunu belirtmislerdir.

Otlu ve ark. (131) 2004-2006 yillar1 arasinda Kars’ta yaptiklar1 bir caligmada
yavru atmalarm goriildiigi 27 sigir siiriisiinden aldiklar1 407 kan serum Orneginde
RBPT ile 134 (%32.92) ve SAT ile 141 (%34.64)’inde pozitiflik tespit etmislerdir.
Arastiricilar ayrica bu siirli sahibi olan 246 yetistiriciye ait kan serumlarm1 RBPT,
SAT ve ELISA testleri ile incelemisler, swrasiyla 32 (%13), 35 (%14.22) ve 44
(%17.88) ornekte pozitiflik belirlerken, bolgede calisan 28 veteriner hekime ait kan
serumlarinin 13 (%46.42)’tinde her ii¢ testle brusellozis yOniinden pozitiflik
saptayarak infeksiyonun yorede zoonotik karakteri ve yayilimina dikkat ¢cekmislerdir.
Geng ve ark. (72) Brucella asis1 yapilmamis abort yaptigi bilinen 163 sigirdan elde
edilen kan serumu 6rnegini c-ELISA (Competetive Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), CFT, RBPT ve SAT testleri ile degerlendirmisler B. abortus’a karsi sirasiyla
% 68.1, % 65.6, % 58.9 ve % 55.2 oraninda pozitiflik bulmuslardir. Giilliice ve
Leloglu (79) Kars merkez ve il¢elerine bagh asisiz ve infekte siiriilerin bulundugu 22
yerlesim biriminden aldiklar1 712 adet siit 0rnegini serolojik olarak incelemisler,
MRT ile 401 (%56.32) ve ELISA ile 467 (%65.59) ornekte pozitif sonuc elde
etmislerdir. Giirtiirk ve ark. (80) Van ve yoresindeki yerlesim birimlerinde bulunan
sigirlardan rastgele 6rnekleme yontemi ile aldiklar: siitleri siit halka testi (SHT) ile

serolojik olarak brusellozis yOniinden incelemisler, alinan 518 siit 6rneginin 11
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(%2.1)’ini brusellozis yoniinden pozitif bulmuslardir. Sigir brusellozisi insidensinin
diisik olmasint yoredeki sigirlarda yavru atma vakalarimin sporadik olarak
goriilmesine baglamislardir. Tiiriitoglu ve ark. (171) Eyliil 2000-Eyliil 2001 tarihleri
arasinda Burdur merkez ve koylerinden tesadiifi ornekleme ile secilen 14 caligma
merkezindeki 23 inek isletmesinden aldiklar1 101 inege ait 404 siit 6rnegini serolojik
ve bakteriyolojik olarak incelemislerdir. Calismada kullandiklar1 404 inek siitii
orneginden brusellozis etkenlerini izole edememisler, ancak MRT ile incelenen siit
orneklerin 12 (%3)’sini ve siit serumu ile yapilan agliitinasyon testinde (Whey-AT)
ise 9 (%2.2)’unu brusellozis yoniinden pozitif bulmuslardir. MRT sonuclarma ve
Whey-AT’de saptanan antikor titrelerine gore Burdur yoresinde brusellozis oranini
% 1 olarak saptamislardir. Arastirmacilar siit Orneklerinden izolasyon
yapilamamasinin nedeni olarak ayni1 hayvanlardan belirli araliklarla siit alinmamis
olmasia, orneklerde etken bulunmamasi ve brusellozis yoniinden serolojik olarak
pozitif ~ bulunan siitlerin  diisiik antikor titrelerine sahip olmalarindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Beytut ve ark. (18) Kars yoresinde 2002 kis
aylar siiresince ilk gebeliklerinde atik yapmis ve Brucella-seropozitif (1/160-1/1280
aras1 antikor titresi) olduklar1 saptanan 11 inege ait meme bezi ve supramammal lenf
diigiimlerini  patolojik, = immunohistokimyasal = ve  bakteriyolojik  olarak
incelemislerdir. Immunohistokimyasal incelemede 3 inege ait meme bezinde
intralobular intersitisyum ve periduktal stromada o6zellikle makrofaj ve notrofil
l16kositlerin sitoplazmasmda Brucella antijeni tespit etmislerdir. Dort inekten alinan
orneklerden B. abortus biyotip 3 izole ve identifiye etmislerdir. Arastirmacilar
brusellozisin kesin tanisinda en giivenilir yontemin etken izolasyonu olmasina
ragmen bakteriyel kiiltiiriin negatif oldugu ya da dokunun formalin ile tespit edildigi
durumlarda, Brucella antijenlerinin belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal
yontemlerin teshis araci olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Sahin ve ark. (165)
yavru atma olgularinin salgin olarak goriildiigii Kars yoresinde yetistirilen siiriilerden
aldiklar1 219 sigir kan serumu ile elde ettikleri 87 atik sigir fotusunu incelemislerdir.
Serum oOrneklerinin RBPT ile 72 (%32.8), SAT ile ise 121 (%?28.7)’inde pozitiflik
tespit edildigini, 87 atik fotus 6rneginin ise 35 (%40.22)’ inden B. abortus izole ve
identifiye edildigini bildirmislerdir. Biiyiikcangaz ve Sen (31) 2004 ve 2005

yillarinda Marmara Bolgesi’nde iki dogum sezonu boyunca farkli siiriilerden elde
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edilen 41 atik sigir fétusuna ait i¢ organlar ve abomazum iceriginin 8 (%19.5)’inde
Brucella spp. izole etmislerdir. Bu izolatlarin 7 (%87.5)’sini B. abortus biyotip 3 ve
1 (%12.5)’in1 B. melitensis biyotip 3 olarak tanimlamislardir. Saglam ve ark. (146)
1994-1996 yillar1 arasindaki iki dogum sezonu boyunca Kuzeydogu Anadolu
Bolgesi’'nden saglanan 96 atik si@ir fotusunun etiyolojik ve patolojik bulgularmi
arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir caliymada, orneklerin 40 (%41.6)’indan Brucella
spp. izole edildigini bildirmislerdir. Aydm ve ark. (7) Arahk 1993-Mart 1994
tarihleri arasinda Kars yoresinde yaptiklar1 ¢alismada 30 atik sigir fotusuna ait i¢
organlar ve abomazum icerigini incelemisler, bu orneklerin 14 (%46.6)’iinden B.
abortus izole ve identifiye etmislerdir. izolasyon yapilan fotuslarin analarindan
alman kan serumu Orneklerinde tiip agliitinasyon testi ile 1/160-1/1280 arasinda
degisen titrelerde pozitiflik saptamislardir. Erdogan ve ark. (60) Trakya bolgesinde
1989-1992 yillar1 arasinda yaptiklar: caligmada 97 sigir ve 145 koyun-keciye ait atik
fotuslardan alinan abomazum igerigi ve i¢ organlari ile abort goriilen siiriilerden
toplanan 361 sigir ve 1029 koyun-ke¢i kan serumu Ornegini serolojik olarak
incelemisler, klasik yontemler kullanarak 97 atik fotus 6rneginin 13 (%13.4)’linden
B. abortus, histopatolojik inceleme ile 2 (%?2.06)’sinde leptospirozis belirlemislerdir.
Koyun-keci atik fotuslarmin 29 (%20)’undan B. melitensis, 4 (%2.7) tinden C. fetus
izole ve identifiye etmisler, 7 (%4.8) fotusta ise histopatolojik olarak listeriozis
saptamiglardir. Arastirmacilar atik sigir fotuslarindan izole ve identifiye ettikleri 13
B. abortus susunun biyotiplendirmesini yaparak, bunlarin 9 (%69)’unu B. abortus
biyotip 3 ve 4 (%31)’linii B. abortus biyotip 1 olarak tiplendirmislerdir. Koyun atik
fotuslarinda izole ve identifiye edilen 29 B. melitensis susunun 25 (%86)’ini B.
melitensis biyotip 1, 3 (%10)’linlin biyotip 2 ve 1 (%3.4)’ini ise biyotip 3 olarak
tiplendirmislerdir. Atik goriilen siiriilerden aldiklar1 361 sigir kan serum Orneklerinin
40 (%11)1in1, 1029 koyun-keci kan serumu Orneginin ise 166 (%16.13)’sm1
brusellozis yoniinden pozitif bulmuslardir. Ica ve ark. (85) Tiirkiye’deki 14 ilden
toplanan atik sigwr fotusundan izole edilen 75 B. abortus suslarinin tiimiinii
konvansiyel metotlar ile B. abortus biyotip 3 olarak identifiye etmislerdir. Bu
caligmada Kars yoresinden izole edilen 1 izolat kullanilmistir. Arastirmacilar bu
sonuglara gore Tirkiye’deki sigirlarda baskin susun B. abortus biyotip 3 oldugunu

belirtmislerdir. Sarisaymn ve ark. (149) iilke genelinde sigirlardan izole edilen 114
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sigir ve 2 manda orjinli toplam 116 Brucella spp.’nin 9’unu B. abortus biyotip 1,
I’ini B. abortus biyotip 2, 102’sini B. abortus biyotip 3, 2’sini B. abortus biyotip 6
ve 2’sini B. melitensis biyotip 2 olarak identifiye etmislerdir. Ilhan ve ark. (86)
Holstein 1rk1 sigirlardan olusan 720 baslik bir siit isletmesinde yaptiklari caligmada, 4
boga, 12 buzagi ve 414 inekten alinan toplam 430 kan serumunu RBPT ve SAT, 50
siit ornegini halka testi ile 50 siit ve 50 vajinal sivap ve 4 boganin prepisium Ornegini
bakteriyolojik olarak incelemisler, 50 adet siit 6rneginin 4 (%38)’iinden ve 50 adet
vajinal sivap orneginin 5 (%10)’inden olmak iizere toplam 9 (%9) ornekten B.
abortus izole edildigini, izole edilen suslarin tiimiinii B. abortus biyotip 3 olarak
belirlendigini ifade etmislerdir. Bogalardan alinan sivap drneklerinden Brucella spp.
izole edilemezken, siit halka testi ile inceledikleri 50 siit 6rneginin 29 (%58)’unda,
kan serumlarmin RBPT ve SAT ile serolojik olarak incelenmesinde sirasiyla 132
((30.7) ve 135 (%31) Ornekte brusellozis yoniinden pozitiflik saptamislardir.
Arastirmacilar izole edilen tiim suslarin ayni biyotip olmasini isletmede goriilen
bulagsmanin tek bir kaynaktan olmasina baglamislardir. Gen¢ ve Kamber (71) 1998-
2002 yillar1 arasinda Kars’da topladiklar1 84 atik sigir fotusuna ait drneklerin 28
(%33.3)’inde Brucella spp. izole edildigini, yoreden izole edilen bu izolatlarin ilk
kez biyotiplendirilmesinin yapilmasi sonucu 13 (%46.43)’lintin B. abortus biyotip 1
ve 15 (%53.57)inin B. abortus biyotip 3 olarak belirlendigini, Orneklerin
hicbirisinden as1 susunun izole edilmedigini bu nedenle Kars bolgesinde bulunan
sigirlarda goriilen atiklarda baskin suslarin B. abortus biyotip 1 ve B. abortus biyotip
3 olarak ele alinmasini rapor etmislerdir. Sahin ve ark. (167) Kars yoresinde 2001-
2006 yillar1 arasinda saglanan 149 atik si@ir fotusuna ait abomazum igerigi ve
akciger orneklerini incelemisler ve bunlarin 48 (%32.2)’inden Brucella spp. izole
etmislerdir. Bu izolatlarin 45’ini B. abortus biyotip 3 ve 3’linii ise B. abortus biyotip
1 olarak identifiye etmislerdir. Unver ve ark. (174) 2002-2004 yillar1 arasinda
Kars’ta yaptiklar1 ¢calismada 62 atik sigir fotusuna ait orneklerin 37 (%59.7)’sinden
Brucella spp. izole etmislerdir. Calismalarinda yillara gore farklilik olmasma ragmen
ortalama izolasyon oraninit % 59.7 olarak belirtmislerdir. Bu sonuclara gore yorede
sigir atiklar1 etiyolojisinde Brucella tiirlerinin olduk¢a 6énemli oldugunu bildirmisler
ve bunun sebeplerinin diisiik asilama orani veya asinin basarisiz olma ihtimali olarak

aciklamiglardir.
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Goriildiigti tizere Brusellozis diinyanin bir¢ok cografyasinda evcil hayvanlar
ile insan sagligm tehdit etmektedir. Ulkemiz acisindan degerlendirildiginde ise
ozellikle Kars ve yoresinde hastaligin endemik olarak goriildiigi (7, 71, 72, 131,
167) ortaya ¢ikmaktadir. Bu calismada, Subat-Mayis 2008 tarihleri arasinda, Kars
merkez ve Selim il¢esine bagli kdylerde atik yaptig: bilinen sigir siiriilerinde bulunan
ve brusellozise karsi asisiz 250 inekten elde edilen siit ve vajinal sivap Ornekleri
olmak iizere toplam 500 o6rnek Brucella etkenleri yoniinden bakteriyolojik olarak
arastirilmig, 250 siit 0rneginin 11°1 (%4.4) ve 250 vajinal sivap Orneginin 16’sindan
(%6.4) olmak iizere toplam 27 (%5.4) 6rnekte Brucella spp. izolasyonu yapilmistir.
Arastirmada Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla Farrell Agar, Brucella Agar,
SDA Agar ve Kanli Agar kullanilmig en yiiksek izolasyon basar1 oran1 Farrell Agar
besiyerinde elde edilmistir. Bu sonu¢ yukarida bildirilen arastirmalar1 (64, 102)
destekler niteliktedir. Ayrica ¢alismada elde edilen izolatlarin 6’sinin (%22.2) Farrell
Brothta zenginlestirmeyi takiben izole edilmis olmasi Brucella etkenlerinin
izolasyonunda On zenginlestirmenin Onemini vurgulayan arastirmalarla (29, 102)

uyum icerisindedir.

Hayvanlarda Brusellozis hastaliginin tamisina iliskin arastirmalar dikkate
alindiginda, daha ¢ok serolojik olarak kan serumu (53, 72, 102, 131, 165) ile siit
orneklerinin (29, 64, 80, 86, 171) incelendigi ve atik fotusa ait materyallerin kiiltiirel
olarak (7, 18, 60, 71, 162) degerlendirildigi goriilmektedir. Siit ve vajinal akinti
yoluyla etkenlerin sacilimi ile siiresi ve bu Orneklerde etken izolasyonuna dair
arastirmalar daha kisithdir (86, 91, 162). Yiiriitiilen bu arastirmada, atik yaptigi
bilinen siiriillerde bulunan ve hastalia karsi asisiz ineklerden elde edilen 250 siit
orneginin 11°1 (%4.4) ve 250 vajinal sivap 6rneginin 16’sindan (%6.4) olmak iizere
toplam 27 (% 5.4) ornekte B. abortus izole ve identifiye edilmistir. Arastirmada siit
ve vajinal akinti1 ile Brucella etkenlerinin ne kadar siireyle cikarildigi amag
edinilmedigi ve atik olgular: lizerinden gecen zaman dikkate alinmadigindan drnek
alim1 bir kez olarak gerceklestirilmistir. Ayrica siit ve vajinal akintida etkenin belirli
donemlerde bulunacagi dikkate alindiginda elde edilen izolasyon oranlarmin diger

bazi arastirmalara gore (64, 86, 102) diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sigirlarda Brusellozise neden olan Brucella tiirleri ve biyotipleri cografyalar
arasinda farkliliklar goOstermektedir. Bu arastirmada siit ve vajinal sivap
orneklerinden izole edilen tiim Brucella etkenleri B. abortus olarak identifiye
edilmis, yapilan biyotiplendirme sonucunda tiimii biyotip 3 olarak belirlenmistir. Bu
sonu¢ yoremizde yapilan izolasyon ve identifikasyon ile biyotiplendirme sonuglari
(18, 71, 167) ile paralellik gostermekte ve yore sigirlarinda goriilen Brusellozis
olgularinda bu tiir ve biyotipin baskin oldugunu ortaya koymaktadir. Sigirlar
tizerinde yapilan bazi caligmalarda degisik tiir ve biyotiplerin belirlenmesi (31, 60,
149) hastaligin olusmasinda tir ve biyotip farkliligimin Oneminin goz Oniine

alinmasini isaret etmektedir.

Brucella etkenlerinin konvansiyonel tanimlanmasinda karsilagilan bazi
giicliikler (kiiltiiriin uzun siirmesi, bazi1 Orneklerde kiiltiir ile sonu¢ alinamamasi,
etkenin iiremesi i¢in Ozel ortamlara gereksinimi olmasi ve patojen olmasi gibi)
nedeniyle son yillarda insan ve hayvanlarda brusellozisin tanisina ve Brucella
etkenlerinin cins, tiir ve biyotip olarak ortaya konmasina iligkin molekiiler teknikler

yogun olarak kullanilmaktadir (27, 28, 51, 65).

Unver ve ark. (174) 2002-2004 yillar1 arasinda Kars merkez ve kdylerinden
toplanan ve Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarina getirilen toplam 62 adet atik fOtusa ait i¢ organ, fotal membran ve
abomazum icgerigini  bakteriyolojik yonden incelemisler, Orneklerin 37
(%59.7)’sinden Brucella spp. izole etmislerdir. Bu orneklerin 32 (%51.6)’sini PCR
ile pozitif bulmuslar ve 27 Brucella susunun RAPD-PCR ile analizini yapmislardir.
Izolatlarm 12 (%44.4)’si B. abortus S19 ve 15 (%55.6)’i ise B. melitensis Rev1 as1
suslarmin profillerini gosterdigini bildirmislerdir. Bu bulgunun daha once iilkemiz
veya bolgemizde rapor edilmedigini, B. melitensis’in yaygin bir sekilde sigirlarda
abortlara yol actigim1 gosterdigini, ayrica bu durumun bodlgeden bdolgeye veya
siriiden siiriiye degisebilir bir durumdan kaynaklanabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Tcherneva ve ark. (169) yaptiklar1 calismada 46 Brucella susu ve Proteobacteria’nin
alfa 1 ve alfa 2 alt gruplarini temsil eden 14 6rnek kullanmislardir. Arastirmacilar
uygun kosullar saglandigi takdirde RAPD-PCR’in akraba bakteri tiirlerinin

ayriminda yararli bir metot oldugunu ve Brucella infeksiyonunun goriildiigii
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bolgelerde aniden ortaya ¢ikan hastaligin epidemiyolojik arastirilmasinda basit, hizli
ve hassas bir teknik oldugunu bildirmislerdir. Fekete ve ark. (66) yaptiklar:
calismada Brucella suslar1 arasindaki polimorfizmi belirlemek i¢in basit ve hizli bir
teknik gelistirmislerdir. AP-PCR (Arbitrarily primed PCR) adi verilen bu yontem
standart PCR’dan farklidir. Genomik DNA’nin rastgele secilen basit sekanslara sahip
primerler ile amplifikasyonuna dayanir. Niikleotid polimorfizminin identifikasyonu
RFLP belirleyicilerine oranla rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA
belirleyicileri ile daha kolaydir. Bu 6zellik rastgele amplifiye edilmis polimorfik
belirleyicileri, Brucella cinsinde oldugu gibi olduk¢a yakin iligkili tiirlerde avantajl
kilar. Arastirmacilar caligmalarinda 25 farkli Brucella susu arasindaki genomik
farkliliklar1 gostermek ve polimorfizmi saptamak i¢in ayr1 ayr1 veya ciftler halinde 5
adet primer kullanmiglardir. Primer 5°in sus identifikasyonu igin daha yarali

oldugunu bildirmislerdir.

Bu arastirmada siit vajinal sivap Orneklerinden izole ve identifiye edilen 27
izolatin bp26 geni bazli PCR teknigi sonucunda 738 baz ciftlik bant olusturduklar:
gozlenerek tamami Brucella spp. olarak teyit edildi. Izolatlarin as1 susu ile aymrimi
amaciyla yapilan ery geni bazli PCR’da, tiimii 904 baz ciftlik bantlar olusturduklar1
icin hepsi saha susu olarak tespit edilmistir. izolasyonu ve identifikasyonu yapilan,
bp26 geni bazli PCR ile pozitif bulunan 27 adet Brucella susunun RAPD-PCR ile
elde edilen DNA profillerinin as1 suslar1 olan B. abortus S19 ve B. melitensis Revl
ile karsilagtirilmalar1 sonucunda tiimii B. abortus S19 susunun profilini gostermistir.
Calismada elde edilen izolatlarin hi¢ biri B. melitensis Revl as1 susu ile ayn1 profili
vermemistir. Bu bulgu Unver ve ark. (174) tarafindan bildirilen sonuclarla farklilik
gostermektedir. Bunun nedeninin Unver ve ark. arastirmalarinda degerlendirdikleri
orneklerin bu arastirmaya gore farkli yer ve siiriillerden alinmasina bagli olarak saha
izolatlarinin farkli olmasi ve/veya Orneklerin alindigi siiriilerde sigir ve koyun
yetistiriciliginin i¢ ice olmasma bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica
arastirmalarin yapildig1 zaman periyotlarmin farkli olmasi ve ydrede yogun hayvan
hareketleri nedeniyle degisik zamanlarda hastalifa neden olan tiir ve biyotiplerin
degisebilme potansiyeli bu iki c¢alisma arasindaki farkliligin nedeni olmasi

muhtemeldir.
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Yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 incelendiginde hayvan sayis1 ve hareketlerinin
oldukca fazla oldugu Tiirkiye’'nin Kuzeydogu'sunda bulunan Kars yoresinde
sigirlarda goriilen abortlarin en biiyiik nedeninin brusellozis oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle iilkemiz hayvanciligi agisindan oldukc¢a Onemli bir yere sahip olan
yoremizde endemik oldugu bilinen ve insanlar ile hayvanlarda ©nemli saglik
sorunlar1 ve ekonomik kayiplara neden olan brusellozisin kontrol ve eradikasyonu
oldukca Onemlidir. Yorede uygulanan koruma ve kontrol Onlemlerinden istenilen
basariy1r elde etmek icin sigir, koyun ve keci gibi evcil hayvanlarin brusellozis
yoniinden test edilmesi serolojik olarak pozitif bulunanlarm kesimi ve diger
hayvanlarin asilanmasi gibi uygulamalarm yani sira iilkemizle smir olan Iran, Irak,
Giircistan ve Suriye gibi iilkelerden hayvan giris ve cikiglarinin kontrol altina
alinmasi, hastalikla miicadelenin bu iilkeler ile birlikte koordineli olarak yiiriitiilmesi
ve bu amagla ortak projeler hazirlanarak bunlarin hayata gecirilmesi olduk¢a
onemlidir. Ayrica yorede sigirlarda brusellozisin epidemiyolojisinin tam olarak
belirlenebilmesi ve elde edilen izolatlardan hazirlanacak asmnin uygulamada daha
basarili sonu¢ verecegi diisiiniildiigiinde konuya iliskin genis 6lcekli calismalarin

yapilmasia ihtiya¢ vardir.
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5. OZET

Brusellozis, evcil ve yabani hayvanlarda Brucella cinsine ait
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve Ozellikle uterus, meme ve testis gibi
genital organlara yerleserek yavru atimi, infertilite ve siit veriminde azalmaya neden

olan genellikle kronik seyirli, ekonomik 6neme sahip bakteriyel bir zoonozdur.

Bu arastirmada Kars merkez ve Selim ilgesine bagli kdylerde atik yaptigi
bilinen sigir siiriillerinde bulunan ve hastaliga karsi agilanmamig 250 inekten elde
edilen siit ve vajinal sivap Ornekleri olmak iizere toplam 500 6rnek Brucella cinsi
bakteriler yoOniinden kiiltiirel olarak degerlendirildi. Bakteriyolojik inceleme
sonucunda 250 siit orneginin 11 (%4.4)’inden ve 250 vajinal sivap Orneginin 16
(%6.4)’sindan olmak {lizere toplam 27 (%5.4) Ornekte Brucella spp. izolasyonu
yapildi. 1zole edilen tiim suslar B. abortus biyotip 3 olarak tiplendirildi. izolatlarin
PCR ile tespiti amaciyla, cins diizeyinde belirlenmesi i¢in Brucella etkeni dis
membran proteinlerden bp26 ile as1 ve viriilent saha susu ayrimi i¢in ise eritritol
kullanimindan sorumlu ery geni kullanildi. Elde edilen izolatlari genotiplendirilmesi
ve as1 suslariyla karsilastirilmasi amaciyla RAPD-PCR teknigi uygulandi. Bp26 geni
hedefli PCR sonucunda tiim izolatlarda 738 baz ciftlik bant gozlendiginden tamami
Brucella spp. olarak teyit edildi. Ery geni hedefli PCR’da tiim izolatlarin 904 baz
ciftlik bantlar olusturduklar1 ve dolayisi ile hepsinin saha susu oldugu saptandi.
Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan, bp26 geni bazli PCR ile pozitif bulunan 27
adet Brucella susunun RAPD-PCR ile elde edilen DNA profillerinin, as1 suslar1 olan
B. abortus S19 ve B. melitensis REV1 ile karsilastirilmas: sonucunda tiimii B.

abortus S19 susunun profiline benzerlik gosterdi.

Arastirmada elde edilen sonuglar, yorede bulunan sigirlarda siit ve vajinal
akint1 ile Brucella etkenlerinin 6nemli oranda sagilimini1 gostermekte, bu durumun
hayvan ve insan saghigi acisindan risk potansiyelini ortaya koymaktadir. Ayrica
yoremiz sigirlarinda hastaliga neden olan baskin biyotipin B. abortus biyotip 3 olarak
tespit edilmesi bundan bdyle yapilacak epidemiyolojik arastirmalara 1s1k tutacak,

hastaligin kontrol ve eradikasyonuna katkida bulunacaktir.
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6. SUMMARY

Brucellosis, a bacterial diseases caused by members of the genus Brucella, is
a chronic and important zoonosis with a special location to genital organs such as
testis, uterus and udder causing of milk and reproductive loses and aborts in domestic

and wild animals.

In this study, the milk and vaginal swab samples, collected from each of 250
cows raised in Kars and Selim areas, were analysed for culturing Brucella species.
These animals had a history of abortion and they were unvaccinated against
Brucellosis. Based on the bacteriological examination, Brucella spp. was isolated
from total of 27 (%5.4) samples, 11 (%4.4) and 16 (%6.4) originated from milk and
vaginal swab samples, respectively. All of the isolated strains were typed as B.
abortus biotype 3. For the genus-level identification of the isolates, bp26 outer
membrane protein genes were amplified by PCR and ery gene encoding the erythritol
use was used to discriminate the strains as vaccine or field isolates. RAPD-PCR
technique was utilized for genotyping the strains and comparing them with the
vaccine strains. All isolated strains were identified as Brucella spp. based on the
observation of 738 bp gene fragment by bp26 targeted PCR. In ery-based PCR, all
isolated strains produced 904 bp gene fragments showing them as field strains.
RAPD-PCR profiles of all Brucella isolates were compared with the vaccine strains
(B. abortus S19 and B. melitensis Revl) and the amplified gene fragment profiles of

the isolates from current study was similar to that of B. abortus S19.

The results of the present study showed that cattle in this region scatter the
bacteria with milk and vaginal discharge which pose a significant potential to animal
and human health. The determination of the dominant biotype as B. abortus biotype
3 is expected to better understand the epidemiology of Brucellosis and to help the

control and eradication studies of the disease in this region.
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