Kafkas Univ Vet Fak Derg _
17 (5): 809-816, 2011 RESEARCH ARTICLE

Kars Yoresinde Atik Yapan ineklerin Cesitli Orneklerinden Brucella
Etkenlerinin Kultiirel ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi ve
Olgularin Epidemiyolojik Analizi ™

Fatih BUYUK * »° Mitat SAHIN *

[1] Doktora tezinden 6zetlenen bu arastirma Kafkas Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Fonu tarafindan
2009-VF-10 nolu proje olarak desteklenmistir
* Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, TR-36100 Kars - TURKIYE

Makale Kodu (Article Code): KVFD-2011-4509

Ozet

Bu calismada, Kars yoresinde atik yapan ineklerden alinan cesitli 6rneklerden Brucella etkenlerinin bakteriyolojik ve molekiiler
yontemlerle arastirilmasi ve atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla brusellozise karsi
asllanmamis ve atik yapan 284 inekten alinan 265 siit ve 261 vajinal sivap 6rnedi ile 97 inege ait atik fotal doku 6rnegdi incelendi.
Bakteriyolojik inceleme sonucunda 265 sit 6rnegdinin 41 (%15.47)'inden ve 261 vajinal sivap 6rneginin 25 (%9.57)'inden ve 97 atik
fétus 6rneginin 40 (%41.23)Indan olmak tizere toplam 106 (%17.01) érnekten Brucella spp. izolasyonu yapildi. ineklerin 8 (%3.30)'inin
hem siit hem de vajinal sivap érneginden Brucella spp. izole edildi. izolatlarin 105 (%99.05)'i Brucella abortus ve 1 (%0.94)'i Brucella
melitensis olarak identifiye edildi. izolatlarin tiimi saha susu olarak saptandi. 105 B. abortus izolatinin 92 (%87.61)'si B. abortus biyotip
3,2 (%1.90)si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)'si B. abortus biyotip 9 ve 1 (%0.95)'i B. abortus biyotip 1 olarak tiplendirildi. Atik fétus doku
orneginden izole edilen 1 adet B. melitensis susu B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. B. abortus olarak identifiye edilen 8 sus klasik
yontemlerle biyotiplendirilemedi ve atipik B. abortus olarak belirlendi. Brucella cins spesifik PZR kiti ile tim izolatlar Brucella spp. ve
Brucella tiir spesifik PZR kiti ile 105 izolat B. abortus ve 1 izolat B. melitensis olarak teyit edildi. Calismada, hastalik icin risk olusturabilecek
epidemiyolojik faktorler incelendi ve bu faktorlerin brusella pozitifligine katki sagladiklari belirlendi.

Anahtar sézciikler: Brucella spp., inek, izolasyon ve biyotiplendirme, PZR, Epidemiyoloji

Investigation of Brucella Species from Various Samples of Aborted
Cattle in Kars Province (Turkey) by Cultural and Molecular
Methods and Epidemiological Analysis of Cases

Summary

In this study, investigation of Brucella agents from various samples obtained from aborted cattle in Kars province by bacteriological
and molecular methods and determination of epidemiological and clinical characteristics of cases were aimed. For this purpose 265
milk and 261 vaginal swab samples were obtained from 284 aborted cattle that were not vaccinated against brucellosis and 97 tissue
samples of aborted foetuses were examined. As a result of bacteriological examination, Brucella spp. were isolated from total of 106
(17.01%) samples, in 41 (15.47%) out of 265 milk, 25 (9.57%) out of 261 vaginal swab and 40 (41.23%) out of 97 aborted foetus samples.
Brucella spp. were isolated from both milk and vaginal swab samples of 8 (3.30%) cattle. Among 106 isolates, 105 (99.05%) and 1
(0.94%) were identified as Brucella abortus and Brucella melitensis, respectively. All of the isolates were detected as field strains. Among
105 B. abortus isolates, 92 (87.61%), 2 (1.90%), 2 (1.90%), 1 (0.95%) were typed as B. abortus biotype 3, B. abortus biotype 6, B. abortus
biotype 9 and B. abortus biotype 1, respectively. One B. melitensis strain isolated from aborted foetus tissue was typed as B. melitensis
biotype 3. Eight B. abortus strains couldn’t be biotyped by classical methods and they were determined as atypical B. abortus. All of the
isolates were confirmed as Brucella spp. with Brucella genus-spesific PCR and 105 isolates were identified as B. abortus and one isolate
was identified as B. melitensis with Brucella species-specific PCR. In the study, some epidemiological factors that pose a risk for the
disease were also investigated and it was found that these factors contributed to brucella positivity.
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GiRiS

Brusellozis, hayvanlarda abort ve infertilite ile karakterize
olan ve Brucella cinsi bakteriler tarafindan olusturulan,
enfeksiyoz, bulasici ve dnemli bir zoonotik hastaliktir 2.
Uluslararasi Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella
Taksonomisi Altkomitesi Brucella cinsi icerisinde; Brucella
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae,
B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B. inopinata sp. nov.
adli 10 farkh tur bildirmistir 34 Sigirlarda enfeksiyondan
B. abortus sorumlu tutulmustur °. Fakat B. melitensis ve
nadiren B. suis'in saptandigi sigir enfeksiyonlari da mev-
cuttur S,

Brusellozis, diinyada en yaygin zoonoz olarak kabul
edilmektedir. Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Bati Asya’nin
gelismekte olan Ulkelerinde, Afrika ve Latin Amerika'nin
bir kisminda insan ve hayvanlarda yayginligini stirdir-
mektedir 7. Turkiye'de ve Kars yoresinde brusellozis
endemik seyreden bir hastaliktir ve epidemiyolojisi tam
olarak bilinmemektedir 8 Kars ili ve cevresinde yapilan
calismalarda sigir abortlarindan %30-40 oraninda Brucella
spp. izole edilirken ™", %30-70 oraninda Brucella antikorlari
tespit edilmistir *'2,

Bu calismada sit, vajinal sivap ve atik fotuslardan
Brucella cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu, identifi-
kasyonu, biyotiplendirilmesi ve molekiler yontemlerle
arastirilmasi, Kars yoresinde st sigirlarinda brusellozisin
cografi dagiiminin belirlenmesi, atik olgulari ile ilgili epi-
demiyolojik verilerin ve klinik 6zelliklerin ortaya konulmasi
ve yorumlanmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyalini, Kars ili ve ilcelerine ait islet-
melerde Mart 2009 ile Mart 2010 tarihleri arasinda atik
yapan ve asisiz oldugu bilinen ineklere ait sit ve vajinal
sivap ornekleri ile 2005-2010 yillar (ilk iki ay) arasinda
teshis amacli Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikro-
biyoloji Laboratuarlarina getirilen atik fétus érnekleri

olusturdu. Ornekleme yapilan 86 farkl isletmedeki toplam
inek sayisi 4.276, boda sayisi 47 ve koyun odagi 14 olarak
saptandi. Calismada 284 farkli inegin 242'sinden hem
st hem de vajinal sivap olmak Uzere toplamda 265 st
ve 261 vajinal sivap 6rnedi ile 97 farkli inegin fotal doku
ornegi Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla incelendi
(Tablo 1).

Sat ve vajinal sivap o6rneklerinden direk ve Farrell
Broth’da 6n zenginlestirme sonrasi Brucella selektif
supplement (Oxoid, SRO083A) ilave edilmis Farrell Agar
ve Brucella Selektif Agar (Oxoid CM0169) ile Kanli agara
(Oxoid CM0271) ekim yapildi. Atik fétusa ait organ ve doku
ornekleri %5-10 koyun kani ilave edilmis kanli agara ekildi.
Tum ornekler icin ikili ekim yapilarak bir tanesi aerob digeri
ise %5-10 CO,'li ortamda, 37°C'de 5-7 glin sure ile inklibe
edildi.

Sat, vajinal sivap ve atik fotus 6rneklerinin ekim ve
inkiibasyonunu takiben, besiyerleri Brucella cinsi bakte-
rilerin olusturduklan koloni morfolojisi yoniinden ince-
lenerek stipheli kolonilerden preparat hazirlandi, Gram
boyama yontemi ile boyanarak mikroskopta incelendi.
Gram negatif kokobasil olarak gorilen etkenlerin katalaz,
oksidaz ve Ureaz aktiviteleri belirlendikten sonra izolatlarin
identifikasyonu ile biyotiplendirilmesi Alton ve ark.”
tarafindan bildirilen yontemlere goére yapildi. Sonuglar,
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisi’'nde yapi-
lan calismalar ile dogrulandi.

Bu calismada molekiler yontemlerle 41 sit, 25 vajinal
sivap ve 40 fotus Brucella izolati incelendi. Bu amagla
Brucella cins spesifik PZR kiti (FC BIOTEC, 0303) ve Brucella
tlr spesifik (Multiplex) PZR kiti (FC BIOTEC, 0301) kulla-
nildi. DNA ekstraksiyonu daha oénce bildirilen ™ kloroform
ekstraksiyon yontemi kullanilarak yapildi. Her bir 6rnek
icin 0.2 ml'lik tupler icerisinde hazir olan 45 pl'lik reaksiyon
karisimina 5 pl DNA ekstrakti eklendi ve amplifikasyon islemi
Uretici firmanin talimatlar dogrultusunda gergeklestirildi.

Atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerin
degerlendirilmesi amaciyla modifiye bir kesitsel calisma

Tablo 1. Yerlesim yerlerine gére incelenen érnek cinsi ve sayisi

Table 1. Types and the number of samples examined according to locations

Bolge isletme Sayisi Sit Vajinal Sivap Fotus
Akyaka 5 7 0 6
Arpacay 8 0 13
Digor 5 4 2 8
Kagizman 4 3 2 8
Merkez 42 187 197 38
Sartkamis 3 2 0 6
Selim 10 54 55 9
Susuz 9 8 5 9
Toplam 86 265 261 97
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seklinde ydratilen bu arastirmada, ornekleme kiime
ornekleme yontemi ile yapildi. Arastirma verilerinin analizi
bilgisayar ortaminda Minitab paket programi (Minitab
Release 12.1 for Windows, State College, PA) kullanilarak
yapildi. Verilerin analizinde ylizdelik oran ve Ki-kare testi
kullanild.

BULGULAR

Bakteriyolojik inceleme sonucu 265 siit 6rnedinin 41
(%15.47)'inden, 261 vajinal sivap drneginin 25 (%9.57)inden
ve 97 fétus 6rnedinin 40 (%41.23)'iIndan Brucella spp.
izolasyonu yapildi. Calismada 8 (%3.30) hayvana ait hem
sut hem de vajinal sivap 6rneginden Brucella spp. izole
edildi. St ve vajinal sivap orneklerinden 6n zenginles-
tirme oncesi ve sonrasi en ¢ok izolasyon Farrell Agarda
bunu takiben Brucella Agar ve Kanli Agarda yapildi. Or-
neklerin 24 (%36.36)’U Farrell Broth'da zenginlestirmeyi
takiben kati besiyerlerinde kultir sonucu uretildi. Calig-
mada en fazla izolasyon fotal atigi takiben 3 ile 30. giin
arasinda alinan orneklerden, en az izolasyon ise 91. gun-
den sonra alinan 6rneklerden yapildi (Tablo 2).

St ve vajinal sivap érneklerinin ekimi sonucunda 4-5.
glnlerde olusan kolonilerin Brucella A ve M antiserumu
ile yapilan agliitinasyon testinde 1 adet st izolati harig (A
antiserumu ile negatif ve M antiserumu ile pozitif), tim
izolatlar A antiserumu ile pozitif ve M antiserumu ile negatif
aglutinasyon reaksiyonu verdiler. Ayrica notral akriflavin
sollisyonu ile yapilan agliitinasyonda tiim izolatlar smooth
koloni yapisi gosterdiler. Siit ve vajinal sivaplardan izole
edilen ve Brucella spp. olarak tanimlanan 66 izolatin timi
Thilisi Faj'nin rutin test dilisyonu (RTD) ve 10*xRTD ile lizis
olusturmalari nedeniyle B. abortus olarak identifiye edildi.
Ayrica izolatlarin 63'U ilk izolasyonlarinda %5-10 CO,’li

Tablo 2. Atik sonrasi 6rnek alma zamani ve izolasyon oranlari
Table 2. The sampling time after the abortion and isolation rates
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ortamda Uredi ve 64U H,S pozitif saptandi. Atik fotuslar-
dan izole edilen 31 sus A antiserumu ile ve 1 sus M anti-
serumu ile pozitif reaksiyon olusturdu. izolatlarin 25'inin
smooth ve 7’sinin kismi rough koloni yapisinda oldugu
saptandi. Atik fotus doku orneklerinden izole edilen ve
Brucella spp. olarak tanimlanan bir izolat, ilk izolasyonda
aerob ortamda Uremesi, H,S testinin negatif olmasi ve
Thilisi Faji’'nin RTD ve 10*xRTD ile lize olmamasi nedeniyle
B. melitensis olarak identifiye edildi.

Biyotiplendirme calismalar sonucu st izolatlarinin
37 (%90.24)'si B. abortus biyotip 3, 2 (%4.87)'si B. abortus
biyotip 6, 1 (%2.43)'i B. abortus biyotip 1 ve 1 (%2.43)’i
B. abortus biyotip 9; vajinal sivap izolatlarinin timi B.
abortus biyotip 3; atik fotus izolatlarinin 30 (%96.77)'u B.
abortus biyotip 3 ve 1 (%3.22)'i B. abortus biyotip 9 olarak
belirlendi. Atik fétustan izole edilen 1 adet B. melitensis
susu ise B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. Calis-
mada fotuslardan izole edilen ve konvansiyonel yon-
temlerle B. abortus olarak identifiye edilen 8 susun tama-
minin monospesifik M antiserumu ile pozitif aglitinasyon
vermesi ve bunlarin 7’sinin Thilisi fajinin degdisik kon-
santrasyonlariyla (RTD ve RTDx10% ve R/C fajlari ile lizis
ozelliklerinde farkliliklarin olmasi nedeniyle bu 8 sus
atipik B. abortus olarak tanimlandi (Tablo 3). Calismada
105 B. abortus izolatinin tamami ve 1 adet B. melitensis
izolati saha susu olarak belirlendi.

Sat, vajinal sivap ve atik fotus 6rneklerinden izole ve
identifiye edilen 106 izolatin Brucella cins spesifik PZR Kkiti
ile yapilan analizi sonucunda yaklasik 250 bp'lik bantlarin
gorilmesi ile tim izolatlar Brucella spp. olarak belirlendi
(Sekil 1a). Sut, vajinal sivap ve atik fotus orneklerinden
izole ve identifiye edilen ve atipik izolatlar da dahil kon-
vansiyonel yontemlerle ve Brucella cins spesifik PZR Kkiti

Brucella spp. izolasyon Durumu 3-30. Giin 31-60. Giin 61-90. Giin 91-120. Giin 121.Giin Sonrasi  Toplam
izole edilen 32 17 5 2 2 58
izole edilemeyen 46 73 41 28 38 226
Toplam 78 920 46 30 40 284
Tablo 3. Brucella izolatlarinin biyotip dagilimi ve iireme ézellikleri
Table 3. Biotype distribution and growth characteristics of Brucella isolates
Biyotip izolat Sayisi  Ornek Tiirii co, HS Tionin  B.Fiksin A SerumAgl. M Serum Agl. Thilisi Faji
B. abortus biyotip 1 1 Sut + + - + + - +
Sut (37)
B. abortus biyotip 3 92 V. sivap (25) + + + + + - +
Fotus (30)
B. abortus biyotip 6 2 Sut - - + + -
B. abortus biyotip 9 2 Sut (1) Fotus (1) - + + - + +
B. melitensis biyotip 3 1 Fotus - - + + + + -
Atipik B. abortus 8 Fotus + + -/+ + -/+ + -/+
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ile Brucella spp. oldugu dogrulanan 105 adet Brucella spp.
susunun tiima Brucella tur spesifik PZR kiti ile 650, 450 ve
305 bp boyutunda bant profilleri gostererek B. abortus,
klasik yontemlerle B. melitensis olarak identifiye edilen
1 adet sus ise 650 ve 360 bp boyutunda iki bant profili
vererek B. melitensis olarak belirlendi (Sekil 1b).
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Sekil 1. Brucella cins ve tur spesifik PZR sonuglari

250 bp

yol acan enfeksiydz bir hastalik olarak giincelligini koru-
maktadir '*'6. Diinyanin bircok Ulkesinde ve Tirkiye'de
ineklerde abortlara neden olan etkenlerin teshisine yonelik
bircok ¢alisma yapilmistir %718, Peter '°, abort olgularinin
ancak %50-65'inin etiyolojisinin belirlenebildigini ve bun-
larin %50-65’inin bakteriyel, %15-25inin viral ve %20
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a: Brucella cins spesifik PZR sonuglari, 1 nolu kolon; Molekdler agirlik marker (1 kb DNA ladder, Fermantas, Litvanya), 2
nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4 nolu kolon; izolat, 5 nolu
kolon; negatif kontrol b: Brucella tir spesifik PZR sonuglari, 1 nolu kolon; Molekdler agirlik marker (1 kb DNA ladder,
Fermantas, Litvanya), 2 nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4
nolu kolon; B. abortus saha izolati, 5 nolu kolon; B. melitensis saha izolati, 6 nolu kolon; negatif kontrol

Fig 1. The results of Brucella genus and species-specific PCR

a: Results of Brucella genius-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas, Lithuania),
lane 2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; isolate, lane 5; negative
control b: Results of Brucella species-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas,
Lithuania), lane2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; B. abortus field
isolate, lane 5; B. melitensis field isolate, lane 6; negative control

Atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerine
bakildiginda en fazla 6rnek alinan ve Brucella spp. izolas-
yonu yapilan hayvanlar arasinda Montofon melezi, 5 yas,
1 veya en fazla 3 defa gebelik geciren, 6nceki yillardaki
gebelikleri normal sonuglanan, boga ile gebe kalan ve 7
ile 9. aylar arasinda atik yapan ineklerin cogunlukta oldugu
belirlendi. istatistiksel olarak degerlendirildiginde hastalik
yoniinden sayilan biitiin bu risk faktorleri ile brusellozis
gorilme sikhgr arasindaki iliski dGnemli (P<0.05) bulundu.
Calismada ineklerde abort haricinde klinik belirti olarak
metritis (%8.66), retensio sekundinarum (%6.29), infertilite
(%1.57) ve mastitis (%1.57) saptandi. Calismada sadece
97 ineg@e ait fotus Ornedinin patolojik incelemesi yapild.
Olgularin cogunda fotusta siskinlik, deri alti 6dem ve
pnomoni tablosuna rastlandi.

TARTISMA ve SONUC

Brusellozis, gelismekte olan (lkelerde insan ve hayvan
saghgini olumsuz etkileyen ve buytk ekonomik kayiplara

-25'inin mantar enfeksiyonlarindan kaynaklandigini bildir-
mistir. Abort olgularinda bakteriyel etken olarak siklikla
Brucella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Chylamydia
abortus, Salmonella spp., Leptosipira spp. gibi mikro-
organizmalar izole edilmistir '%'¢1%2 ve olgularin cogunda
Brucella turlerinin ilk sirada yer aldigr bildirilmistir %22,
Ulkemizde yapilan arastirmalarda ozellikle Kars ve yére-
sinde brusellozisin endemik oldugu ortaya konulmus-
tur #151623, Bu calismada ineklerden %25.72 oraninda
Brucella izolasyonu yapildi. Bu bulgular yorede yapilan ve
brusellozisin endemik oldugunu vurgulayan calismala-
rin 151623 sonuclarina benzer niteliktedir.

Hayvanlarda brusellozisin teshisine yonelik calismalar
daha cok kan serumu °'> ve st 6rneklerinin 2#% serolojik
ve atik fotus materyallerinin '7'2 kiltirel incelenmesi
seklindedir. insanlar icin 6nemli bir bulasma kaynagi olan
st ve sut Urlinleri ile vajinal akintidan etken izolasyonuna
yonelik calismalar oldukga sinirhdir 262722, Kdiltirel calig-
malarda seropozitif inek siitlerinden 2*% %30-88 oraninda
Brucella spp. izole edilirken, stri taramasinin yapildigi



calismalarda 2% bu oran sit 6rnekleri icin %4-8 ve vaji-
nal sivap ornekleri icin %6-10 olarak saptanmistir. Bu
calismada sut 6rneklerinin 41 (%15.47)'inden, vajinal sivap
orneklerinin 25 (%9.57)'inden Brucella spp. izole edildi.
Bu izolasyon oranlari seropozitif inek sitlerinde yapilan
calismalarin *2 oranlarina gore duslktur. Seropozitif inek-
lerden daha fazla Brucella spp. izolasyonunun beklenen bir
durum olmasi bu calismadaki izolasyon oranlarinin daha
diistiik olmasinin sebebi olarak gosterilebilir. Bu calisma-
daki izolasyon oranlari siirii taramasinin yapildigi cahs-
malara ?** oranla daha fazladir. Bu durum calismada ince-
lenen orneklerin tamaminin yavru atan ineklerden alin-
masi ve brusellozisin yérede endemik seyretmesi gercegi
ile agiklanabilir. Bu calismada 8 inege ait siit ve vajinal sivap
orneginden es zamanli olarak B. abortus izole edildi. Bu
bulgular ineklerin abort sonrasi sit, fotal sivilar, uterus ve
vajinal akintilari gibi cesitli salgilari ile Brucella etkenlerini
es zamanl olarak ¢ikarabilecegini gostermektedir.

Brucella etkenleri atigi takiben fétusa ait doku ve or-
ganlarda yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu tlr 6rnek-
lerin kiltiranln yapilmasi izolasyon sansini artirmakta-
dir 3. Atik fotus doku 6rneklerinden Brucella etkenlerinin
izolasyonuna yodnelik bircok calisma 011722 yapilmistir.
Saglam ve ark.’® Kuzeydogu Anadolu Bolgesi'nden alinan
96 atik inek fotusunu etiyolojik ve patolojik olarak ince-
lemisler ve orneklerin 40 (%41.6)'Indan Brucella spp. izole
etmiglerdir. Sahin ve ark." Kars yoresinde 87 atik inek fotu-
sunu bakteriyolojik olarak incelemisler ve 35 (%40.22)'in-
den B. abortus izole ve identifiye etmislerdir. Bu calismada
97 atik fotus 6rnedi Brucella etkenlerinin izolasyonu ama-
ayla incelendi ve drneklerin 40 (%41.23)'iIndan Brucella
spp. izole edildi. Bu bulgular brusellozisin endemik sey-
rettigi Kars yoresinde daha 6nce yapilan calismalarin "
sonuclariyla benzerlik gostermektedir.

Brucella etkenlerinin izolasyonunda 6rneklerin uygun
bir kati besiyerine direk inokulasyonu en yaygin yéntem-
lerden birisidir. Brucella turlerinin cogu kanli agar, cikolata
agar, triptik soya agar gibi standart kati besiyerinde Urer-
ler. Fakat kontamine doku veya sekresyonlardan etken
izolasyonunda Martin-Lewis, Farrell Besiyeri gibi selektif
besiyerleri ve %5 at serumu ile zenginlestirilmis genel
besiyerleri kullanilabilir 332, Brucella mikroorganizmasinin
distk sevide bulundugu siit, kolostrum ve bazi doku
orneklerinde etken izolasyonunda zenginlestirme one-
rilmektedir. Zenginlestirme, serum dekstroz broth, triptoz
broth, soya broth veya Brucella broth gibi besiyerlerine
birkag¢ antibiyotigin ilavesi ile elde edilebilir 3. Brucella
etkenlerinin Uretilmesinde cesitli besiyerlerinin etkinlik-
lerinin degerlendirildigi bircok arastirma 2#%>2 mevcuttur.
Bu calismada Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla
Farrell Agar, Brucella Agar ve Kanl Agar kullanilmig ve en
yuksekizolasyon Farrell Agarda elde edilmistir. Bu sonuclar,
Brucella etkenlerinin Uretilmesinde cesitli besiyerlerinin
etkinliklerinin degerlendirildigi arastirmalarin 28 sonuglari
ile benzer niteliktedir. Ayrica ¢alismada elde edilen izolat-
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larin 24 (%36.36)'Unln Farrell Brothta zenginlestirmeyi
takiben izole edilmis olmasi Brucella etkenlerinin izolas-
yonunda 6n zenginlestirmenin dnemini vurgulayan aras-
tirmalarla 2*? uyum icerisindedir.

Bruselloziste atigi takiben genellikle ilk haftalarda stt
ve vajinal akinti gibi sekretlerle Brucella turleri yogun bir
sekilde atilmakta ve ilk 6 haftalik stirede en yiiksek seviyeye
ulagsmaktadir. Bazi calismalarda etkenin sitle yillarca (7-9
yil) atildigi bildirilmistir **34. Bu ¢alismada sut ve vajinal
sivap orneklerinin biyik bir kismi (%59.15) atik sonrasi
3 ile 60. glinler arasinda alindi. Atigi takiben Brucella et-
kenlerinin cesitli sekretlerle ilk 6 haftalik donemde yiiksek
oranda atildigi gercegine uygun bir sekilde, bu dénemler
icerisinde alinan 6rneklerde daha fazla Brucella spp. izole
edildi. Atigi takiben 6rnek alma zamani ile etken izolasyon
orani arasindaki iliski istatistiksel olarak énemli (P<0.05)
bulundu. Calismada atigi takiben 90 glin sonra ve hatta
birkac olguda 1 yil sonra bile etkenin izole edilebilmesi,
etkenin uzun yillar stt ile atilabilecegdini gostermektedir.

Hayvanlardan izole edilen Brucella tiirleri ve biyovarlar
Ulkeden tlkeye farkhlik gosterebilecegi gibi bir tlkenin
degisik bolgeleri arasinda da farklilik gosterebilir. Hasta-
lIga neden olan baskin Brucella tir ve biyovarlarinin
belirlenmesi enfeksiyonun epidemiyolojisi ve kontrol calis-
malari agisindan oldukc¢a 6nemlidir. Tlrkiye'de sigir ve
koyun brusellozis etkenlerinin biyotiplendirilmesine y6-
nelik cok sayida calisma mevcuttur ¢17.202135 Calismalarin
sonucunda Turkiye'de 7% ve Kars yoresinde '%*' sigirlarda
atiklara sebep olan baskin suslarin B. abortus biyotip 1 ve
3 oldugu ortaya konulmustur. Bu calismada izole edilen
105 B. abortus susunun 92 (%87.61)'si B. abortus biyotip 3,
2 (%1.90)'si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)'si B. abortus
biyotip 9 ve 1 (%0.95)'i B. abortus biyotip 1 olarak tip-
lendirildi. Fotus doku 6rneginden izole edilen bir adet
B. melitensis susu ise B. melitensis biyotip 3 olarak belir-
lendi. Bu sonuclar Tirkiye'de yapilan identifikasyon ve
biyotiplendirme calismalarinin 7202635 sonuglariyla farkhlik
goOstermektedir. Bunun nedeni olarak calisilan bolgelerin
ve materyallerin fakli olmasi gosterilebilir. Kars yoresinde
sigirlarda gorilen brusellozis olgularinda diger calisma-
lara %2 benzer sekilde bu calismada da B. abortus biyo-
tip 3'Un baskin oldugu fakat B. abortus biyotip 1'in
oraninin giderek azaldigi belirlendi. Calismada ayrica
Turkiye'de varligi daha once bildirilen 353 B. abortus biyo-
tip 6 ve B. abortus biyotip 9, Kars yoresinde ilk kez sap-
tandi. Arastirmalarin yapildigi zaman periyotlarinin farkli
olmasi ve yorede yogun hayvan hareketleri nedeniyle
degisik zamanlarda hastaliga neden olan tiir ve biyotiple-
rin degisebilme potansiyeli bu farkhliklarin nedenleri
olarak dustintlmektedir.

Brucella tirlerinin genis konak ¢esitliligi vardir. Fakat
enfeksiyonlarin patojenitesinde c¢ok siki bir konak spe-
sifitesi gordlir ve turler arasinda kros enfeksiyon oldukca
nadirdir. Enfekte koyun ve kecilerle temas halinde olan,
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ayni ortamlarda barindirilan ve ayni meralarda otlatilan
ineklerin B. melitensis ile enfekte olabilecekleri bildirilmis-
tir . Bu calismada sigir kokenli siit, vajinal sivap ve fotus
doku orneklerinden izole edilen toplam 106 Brucella
susunun identifikasyon calismalari sonucu 105'i B. abortus
ve bir izolat B. melitensis olarak belirlendi. B. melitensis'in
izole edildigi fotusun alindigi isletmedeki ineklerin 4-5
adet keci ile birlikte barindinldigi bildirildi. Kars yoresinde
yapilan diger calismalarin '%2'?° sonuclarina benzer bir
sekilde bu calismada da sigir brusellozisinden cogunlukla
B. abortus saptandi. Ayrica yorede varligindan daha 6nce
bahsedilmis *2 olmasina ragmen sigir abort olgularindan
gercek anlamda ilk B. melitensis izolasyonu yapildi. Daha
once bildirilenlere 237 benzer sekilde bu calismada da B.
melitensis'in sorumlu oldugu sigir abort vakasi saptanmis-
tir. Bu durumun isletmede farkli hayvan tirlerinin bir
arada beslenmesi ve yakin temasindan kaynaklanabile-
cegi ihtimalini akla getirmistir. Odaktaki ineklerin kegiler
ile beraber barindiriimasi, B. melitensis'in kecilerden bula-
sabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmistir. Fakat kegilerde
brusellozis yonlinden herhangi bir mikrobiyolojik yoklama
yapilmadidi icin bu ihtimal kesinlik kazanmamistir.

Brucella turleri arasindaki genetik homojenite ylksek
olmasina ragmen bazi metabolik ve biyokimyasal 6zel-
liklerinden yararlanilarak tlr ve biyotip tayini yapilabil-
mektedir. Fakat konvansiyonel semaya uymayan yeni ve
atipik Brucella varyantlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
Uluslararasi Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella Tak-
sonomisi Altkomitesi halen Brucella icin iyi bir klasifikas-
yon semasi olusturamamistir 3, Cesitli arastirmalarda pe-
nisilin duyarl ve bakteriyofaj direncli smooth B. abortus
kalturlerinin 34° yani sira boya duyarli, M antijene sahip
B. abortus izolatlari da bildirilmistir . Bu calismada yapi-
lan biyotiplendirme sonucunda 105 B. abortus susunun 8
(%7.61)'i standart biyotiplendirme profiline uygun olarak
tiplendirilemedi ve atipik B. abortus suslari olarak belirlendi.
Bu bulgular yapilan diger calismalarin 3442 sonuclan ile
benzerlik gostermektedir. Bu sonuglardan da anlasilacagi
Uzere bir llke ya da bdlgede standart biyotiplendirme
semasina uymayan atipik izolatlarin goriilmesi her zaman
olasidir. Bu tur izolatlarin tekrarlayan izolasyonlarinin
yapilmasi, ileride bu izolatlara yeni bir biyotip statisu
verilmesinin ilk asamasidir ve bunlar epidemiyolojik aras-
tirmalarda degerli veriler olustururlar.

Brucella etkenlerinin konvansiyonel yontemlerle tanim-
lanmasinda karsilasilan bazi giclikler nedeniyle son yil-
larda insan ve hayvanlardan brusellozisin tanisi ve cins, tir
ve biyotip diizeyinde identifikasyonuna yonelik molekdler
teknikler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir “44. Bu tek-
niklerden in vitro DNA amplifikasyonunun yapildigi PZR
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu teknik, drneklerin
kaltirind takiben izolatlar lizerine ** uygulanabilecegi
gibi izolasyona gerek duyulmadan kan, siit, vajinal akinti,
atik fotus doku orneklerinden etkenin aranmasina yonelik
direk PZR "®seklinde de yapilabilmektedir. Bu ¢calismalar ile

brusellozisin teshisinde PZR'nin daha hizli, giivenli, yiksek
sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu bildirilmistir. Bu
calismada izole edilen 106 Brucella susunun cins spesifik
PZR kiti ile yapilan analizi sonucu timu Brucella spp.,
multipleks PZR kiti ile yapilan analiz sonrasi 105'i B. abortus
ve 1'i B. melitensis olarak belirlendi. Kilturel sonuglarla
Brucella cins ve tur spesifik PZR kitleri karsilastinldiginda
elde edilen sonuclar ayni bulundu. Brusellozisin teshisinde
altin standart olarak kabul edilen bakteri izolasyonu ile
molekdiler teshis amacli kullanilan bu PZR kitlerinin ben-
zer sonuglar vermesi, bu kitlerin spesifitelerinin ytksek
oldugunu gostermektedir. Klasik identifikasyon yontem-
lerine gore daha kolay ve kisa siirede sonug vermesi ne-
deniyle tercih edilebilir niteliktedir.

Bruselloziste olasi enfeksiyon kaynaklarinin ve risk fak-
torlerinin belirlenmesi sonraki epidemilerin dnlenmesi agli-
sindan olduk¢a 6nemlidir ve buna yonelik bircok calisma
yapilmistir 7447 Bu calismalarda 7#¢4” daha ¢ok stirti biytk-
g, sekli, idaresi, hijyen ve biyoguvenlik acisindan risk
degerlendirmesi yapilmis ve sayilan tum bu faktorler
brusella seropozitifligi icin birer risk olarak distntlmas-
tdr. Yas, irk, cinsiyet ve abort varhidi gibi faktorlerin ise bi-
reysel seropozitiflik acisindan farkli etkilerinin olabilecegi
ortaya konulmustur.

Bu calismada hastalik yoniinden risk olusturabilecek
yas, gebelik sayisi, gecen yillara ait atik varligi, tohumlama
sekli ve atigin gerceklestigi gebelik donemi gibi faktorler
degerlendirildi. ineklerin yas dagiimina bakildiginda en
fazla atik yapan ve izolasyon yapilan yas 5 yas olarak be-
lirlendi ve yas ile brusellozis goériilme sikhgr arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli (P<0.05) bir iliski saptandi. Bunun
nedeni olarak yasl hayvanlarin verim dusukligi ve tekrar
atik yapma olasiliklari nedeniyle isletmelerde tutulmamasi
ve dolayisiyla 6rnekleme esnasinda yash hayvan bulma
olasiiginin az olmasi seklinde aciklanabilir. Calismada 1
veya en fazla 3 defa gebelik gecirenlerde brusellozis daha
fazla saptandi ve brusellozis ile gebelik sayisi arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) bulundu. Bu du-
rum hayvanlarin yaslari, dol verimi 6zellikleri ve dolayisiyla
hayvanlarin Gretime devam etmek icin elde tutulabilirlikleri
ile iliskilendirilmistir.

Bruselloziste ilk atigi takiben genellikle sonraki gebe-
likler normal dogum ile sonuglanir. Fakat bazen ilk atigi
takiben 2 veya 3 yil Ust Uste veya aralikli olarak atiklar
sekillenebilir 3. Bu calismada 6nceki yillarda gebelikleri
normal sonlanan 290 hayvan olmasina ragmen, atik yapan
23 ve cesitli infertilite problemleri olan 7 hayvan belirlendi.
Gegmis yillarda atik yapan ve infertilite problemleri olan
hayvanlar hari¢ buylk bir cogunlugunun ilk kez atik
yaptidi tespit edildi. Calismada ayni zamanda 27 inegin
ilk gebeliklerinde atik yaptigi belirlendi. Bu bulgular ile
yukarida aciklanan hipotez dogrulanir niteliktedir.

Calismada atik yapan ineklerin tohumlama sekilleri
ile atik ve izolasyon oranlar karsilastirildi ve aralarinda



istatistiksel olarak dnemli (P<0.05) bir iliski saptandi.
Dogal asim ile gebe kalan 357 inek ve sun-i tohumlama
yapilan 24 inek saptandi. Calismadaki tim isletmelerde
toplam 47 adet boga ve bu bogalarin cogunun ortak
kullanildigi bildirildi. Bu bulgular brusellozis gibi veneral
yolla bula-sabilecek hastaliklarda dogal asim ile etkenlerin
daha fazla bulasabilecegdi gercegiyle uyum icerisindedir.

Brusellozis genellikle ineklerde gebelidin son (g aylik
déneminde atiklara sebep olmaktadir. Bunun yani sira
gebeligin ilk donemlerinde erken embriyonik 6limlere
ve atiklara sebep olabilecegi gibi gebeligin sonlanmasina
yakin 6li dogum veya cansiz, yasama giici zayif canh
buzagi dogumlari da goriilebilmektedir 432, Bu calismada
atik ve izolasyon oranlari ile ineklerin gebelik donemleri
arasindaki iliski istatistiksel olarak dnemli (P<0.05) bulun-
du. En fazla izolasyon 7 ile 9. aylar arasi, bunu takiben sira-
siyla 4 ile 6. aylar arasi ve 1 ile 3. aylar arasindaki gebelik
doénemlerinde yapildi. Calismada ayrica 6li dogum (21
inek) ve zayif buzagi dogumu (13 inek) yapan ineklerden
de ornekleme yapildi ve Brucella izole edildi. Bu bulgular
brusellozisin ineklerde 6zellikle gebeliklerinin son g aylk
doneminde daha fazla gorildigi ve onemli derecede
abortlara yol actigi gercegi ile uyum icerisindedir.

Sonug olarak bu calisma ile Kars yoresindeki ineklerden
%25.72 oraninda Brucella izolasyonu yapilmis ve hasta-
ligin yorede endemik oldugu bir kez daha ortaya konul-
mustur. Sigir brusellozisinin bu yuksek prevalansi ve in-
san brusellozis vakalarinin yillar icerisinde giderek artmasi,
yorede ve llke genelinde brusellozise yonelik eradikas-
yon programlari ve uygulamalarinin yetersiz kaldigini
distndirmekte ve brusellozisin tGlkemizde hem insan
saghgina hem de hayvancilik sektoriine olumsuz etkileri
nedeniyle dnemli bir sorun olmaya devam ettigini gos-
termektedir. Bu sorunun bilincinde olarak, brusellozisin
eradikasyonu konusunda ¢ok sayida disiplinin bir arada
programli bir sekilde calismasi gerekmektedir. Zoonotik
hastaliklarin insanlara bulasmasinin 6nlenmesinde temel
gorev veteriner hekimlerin olmasina ragmen insanlarda
ve hayvanlarda brusellozisin kontroli tip ve veteriner dok-
torlarinin 6ncelikli konularindan birisi olmali ve ortaklasa
calismalar yuratilmelidir. Bu tur kesit calismalarda zaman
sikintisi oldugundan brusellozis ile ilgili risk faktorlerinin
belirlenmesinde biliylik 6neme sahip kohort calismalarinin
sayllarinin artirilmasi gerektigi diistintilmektedir.
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Ozet

Brusellozis, Tiirkiye'de yagin olan ve ekonomik olarak biiyiik 6nem arz eden zoonotik bir infeksiyondur. Sigir
brusellozisine neden olan ajanlarin genetik karekterizasyonu tam olarak ortaya konulmamistir. Bu calisma, Brucella
tiirlerinin atik sigirlardan izolasyonu ve genotiplendirmesini amaglamigtir. Altmisiki atik sigir fetusunun 37’sinden
(59.7%) Brucella spp. izole ve identifiye edildi. Yirmiyedi sus rastgele cogaltilmis polimorfik DNA-polimeraz zincir
reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigi ile analiz edildi ve elde edilen amplifiye DNA polimorfizmi bunlarin asl ve tip
suslari olan B. abortus S19 ve B. melitensis Rev1 polimorfizmi ile karsilagtirildi. Oniki (44.4%) ve 15 (55.6%) susun
RAPD profilleri sirast ile bunlarin B. abortus S19 ve B. melitensis Rev1 profilleri ile ayni bulundu. Bu sonuglara
dayanarak, sigir brusellozisinin teshis, kontrol, eradikasyon ve salgin idaresinde her iki Brucella tiirii de (B. abortus
ve B. melitensis) dikkate alinmalidir.

Anahtar sozciikler: Brucella, sigir, abort, RAPD

Genotyping of Brucella spp. Isolated from Aborted Cattle
Fetuses by RAPD-PCR

Summary

Brucellosis is an endemic and economically important zoonotic infection in Turkey. Genetic characterization of
the agents responsible for brucellosis in cattle has not been documented. The purpose of this study is to isolate and
genotype Brucella spp. from aborted cattle fetuses. Brucella spp. was isolated and identified from 37 out of 62
(59.7%) aborted cattle fetuses. Twenty seven isolates were analyzed by randomly amplified poly morphic DNA-
polymerase chain reaction (RAPD-PCR) and the amplified DNA polymorphisms were compared with those of
vaccine and prototype strains of B. abortus (S19) and B. melitensis (Rev1). The RAPD profiles of 12 (44.4%) and
15 (55.6%) isolates were found to be identical to those of B. abortus S19 and B. melitensis Rev 1, respectively. These
results suggest that both Brucella spp., B. abortus and B. melitensis, should be considered for implementing
diagnosis, control, eradication and outbreak management of bovine brucellosis in this region.

Keywords: Brucella, cattle, abortion, RAPD
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GIRIS

Brusellozis evcil hayvanlarda goriilen zoonotik ka-
rakterde bakteriyel bir hastaliktir. Brucella mikroorga-
nizmalari hayvanlarin genital organlarina yerleserek
gebe hayvanlarda abortus, infertilite ve mastitis, erkek
hayvanlarda ise orsitis, epididimitis ve steriliteye ne-
den olmaktadir. Nadir olarak nekrotik karakterde yan-
gilara ve pneumonilere sebebiyet vermektedirler. Has-
talik diinyada yaygin olup onemli saghk ve ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir'*.

Hastalik hiicre i¢i mikroorganizmalar olan Brucella
ailesine ait Brucella abortus (s181r), Brucella
melitensis (koyun-keci), Brucella ovis (koyun),
Brucella canis (kopek), Brucella suis (domuz),
Brucella neotoma (rat) ve Brucella maris (deniz
memelileri) etkenlerince olusturulmaktadir'®. Ancak
Brucella mikroorganizmalari anilan konake1 diginda da
enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Ozellikle B.
melitensis ve B. suis son yillarda sigirlarda
enfeksiyonlara siklikla yol agtig1 rapor edilmektedir*,
B. abortus ise koyun ve kopeklerden izole edilmek-
tedir**. Ulkemizde evcil hayvanlarda goriilen
brusellozis vakalarinda B. abortus, B. melitensis, B.
ovis ve B. canis etkenleri izole edilmistir .

Ulkemiz de dahil diinyanin bir cok iilkesinde bru-
sellozis’in evcil hayvanlar arasindaki yaygimhg: kesin
rakamlarla bilinmemektedir. Ulkemizde cesitli bolge-
lerde abortlar iizerine yapilan izolasyon calismalarinda
ruminantlarda brusellozis’e bagh abortlarin % 15-40
dolaylarinda oldugu bildirilmesine®" ragmen hasta ka-
yit ve bildirim sisteminin olmamasi, her abort vakasi-
nin teshis laboratuvarlarina gonderilmemesi veya
gonderilememesi bu rakamin daha yiiksek olmasini
muhtemel kilmaktadir. Yine iilkemizde ¢esitli serolojik
yontemler kullanilarak yapilan bolgesel ¢aligmalarda
hastaligin seroprevelans: %1-70 arasinda degismekte-
dir~=", Kars ili ve ¢evresinde yapilan izolasyon c¢alig-
malarinda siir abortlarindan Brucella izolasyon oran-
lar1 %30-40 arasinda degismektedir’'"*>. Kars bolge-
sinde yapilan seroprevalans ¢aligmalarinda kullanilan
testin gesidine gore onemli farkliliklar olmasina rag-
men hayvanlarin %30 ila %70’inde Brucella antikor-
lar1 tespit edilmistir ™"

Brusellozis’in hem hayvan ve hem de insanlarda
atipik klinik belirtileri olmasindan otiirii kesin teshisi
klinik olarak oldukca zor olmasindan dolay1 teshiste
direk veya indirek laboratuvar metotlariyla miimkiin

olmaktadir. Etkenin direk izolasyonu ve identifikasyo-
nu en etkili metot olmasina karsin bu iglemin giinler
ve hatta haftalar siirmesi ve biyolojik tehlike arz etme-
si birer dezavantajdir*”. Bunun yaninda hastaliin tes-
hisinde indirek serolojik teknikler de rutin olarak has-
taligin epidemiyolojik taramalarinda kullanilmasi-
na® ' ragmen bu testlerin bazi dezavantajlari vardir.
Bu dezavantajlar; test antijeni olarak kullanmak ama-
ciyla zoonoz bir etkenin laboratuvarda siirekli tutul-
masi ve kiiltiiriiniin olusturdugu biyolojik tehlike bo-
yutunun yiiksekligi, hastaligin aktif durumunun tam
olarak ortaya koyulamamasi, infeksiyon veya asilama
sonucu olusan seropozitiligin bir ¢ok durumda birbi-
rinden ayiralamamasi, yapilan saha calismalarinda
farkli seroprevalanslarin elde edilmesi, hastaligin varli-
g1 hakkinda kesin karar vermek i¢in iki ayr testin kul-
lanilmasi ve en az iki defa tekrarlanmasi, testlerde
Brucella genusu tiirlerinin bazi mikroorganizmalarla
capraz reaksiyon vermesi, olusan immunoglobulinle-
rin cesitliliginin (enfeksiyonun ilk doneminde IgM ve
sonraki safhalarda veya ikinci enfeksiyonlarda 1gG)
testlerin tekrarlanmasini zorunlu kilmasi, yanlig pozitif
sonuglar ve gizli enfeksiyonun serolojik olarak tani-
namamasi sayilabilecek en onemlileridir'*". Bu deza-
vantajlar nedeniyle ciddi ekonomik kayba sebep olan
ve iilkemizde ve diinyada en 6nemli zoonozlardan biri
olan brusellozis’in epidemiyolojisi ve hastalia yol
acan etken yada etkenlerin karakterizasyonu giinii-
miizde detayli olarak ortaya konulamamistir’. Son yil-
larda basta Polymerase Chain Reaction (PCR) olmak
iizere molekiiler yontemler ile yapilan teshis ve geno-
tiplendirme yontemleri olduk¢a 6nem kazanmis ve bu
tekniklerin basar ile uygulanabilirlikleri bir¢ok bakte-
riyel etken yoniinden incelenmistir”. Brusellozis’in
teshisinde farkli molekiiler yontemler bagari ile kulla-
nilmustir'™™*. Ulkemizde ise yapilan calismalarda atik
fotusun abomasum igeriginde Brucella tiirlerinin varli-
g1 PCR ile ortaya konulmustur'®"”. Hastahgin epidemi-
yolojisinin detayli anlasilabilmesi icin izole edilen et-
kenlerin tiplendirilmesi gerekmektedir. Bu amagla ce-
sitli konvansiyonel ve molekiiler teknikler kullanil-
maktadir. Konvansiyonel metotlar (serotiplendirme,
biyotiplendirme, faj tiplendirme vs) sonucu B. abortus
(9 biovar) B. melitensis (3 biovar), B. suis (4 biovar)
alt tiplere ayrilmistir™. Fakat konvansiyonel metotlar
ile Brucella tiirlerinin alt tiirlere ayristiriimasi giic ol-
dugu bildirilmistir'**. Bu nedenle molekiiler teknikle-
rin kullanildig1 daha gelismis tiplendirme metotlari
Brucella tiirleri arasindaki yiiksek DNA homolojisine
ragmen yaygimlagmistir™. Bu amagcla restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP)*, pulse field gel



electrophoresis (PFGE)*, amplified fragment length
polymorphism (AFLP)*, repitetive extragenic palind-
romic-polymerase chain reaction (REP-PCR)*, ente-
robacterial repitetive intragenic consensus-polymerase
chain reaction ERIC-PCR*, HOOF Print*, randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD)*, teknikleri ba-
sartyla kullanilmustir. Fakat iilkemizde ve Kars bolge-
sinde brusellozis’e neden olan etkenler genetik olarak
karakterize edilmemis ve genis kapsamli bir saha ¢a-
lismasi da yapilmamustir.

Bu caligmada, ekonomik olarak oldukc¢a énemli
olan hayvan yetistiriciligi sektoriinde biiyiik ekono-
mik kayiplara neden olan ve ciddi bir halk saglig
problemi olan sigir brusellozis’in PCR teknigi kullani-
larak kesin ve hizli bir sekilde teshis edilmesi ve bu
hastaligin molekiiler epidemiolojisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Ayrica yapilacak olan genotiplendirme
sonucu virulant Brucella tiirlerinin tespiti ve agilama-
larda kullanilan sus ile uygunlugunun belirlenmesi de
hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

Atik buzag) érnekleri: Calismanin materyalini
2002 ile 2004 yillan arasinda Kars merkez ve koyle-
rinden toplanan ve Kafkas Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuarlarina
getirilen toplam 62 adet atik sigir fetusu ile Kars bol-
gesinde sahadan ve kesimhanelerden toplanan 31 adet
atik yapmamug si1g@irn fotal membranlari olusturdu. Fo-
tiislara ait i¢ organlar, fotal membranlar veya aboma-
sum icerigi usulune uygun olarak alinarak bakteriyolo-
Jjik ve molekiiler biyolojik yoklamalara tabi tutuldu.

Brucella izolasyonu: Atik materyalden Brucella
cinsine bagl mikroorganizmalarin izolasyonu ve iden-
tifikasyonu icin selektif ve zenginlestirilmis (at veya
s181ir serumu ile) besi yerlerinden yararlanildi. Bu
amacla bacitracin/polymixin ilave edilen Brucella
agara ekimler yapildi. Ekim yapilan ortamlar aerobik
ve mikroaerobik olarak 48-72 saat inkube edildi. Inkii-
basyon siiresi sonunda iiremeler Brucella mikroorga-
nizmalari yoniinden degerlendirildi. Bu amagla kolo-
niler makroskobik goriiniimleri, gram boyama ve bi-
yokimyasal testlere tabi tutuldu’.

Brucella izolatlarindan DNA izolasyonu: Bu
amagcla bakteriyolojik ekim sonucu elde edilen izolat-
lardan 2-3 koloni 200 pl steril fizyolojik tuzlu su iceri-
sinde bir mikro tiipte siispanse edildi. Bakteri siispan-
siyonuna 50 ug Proteinase K (MBI Fermantes) ve 400
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ul NETS lizis tampon solusyonu (NETS buffer;
0.01M NaCl, ImM EDTA, 0.01M Tris-HCI pH7.6 ve
%0.05 Sodyum Dodesil Siilfat) eklenedi. Karisim
65°C’de 30 dakika inkube edildikten sonra esit mik-
tarda (600 ul) kloroform ve izoamilalkol (24:1 oranin-
da) karisimi ilave edilerek kanstinldi. Karisimdan son-
ra tiipler 13.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Olusan siipernatant (akici boliim) baska bir ste-
ril mikro tiibe aktarilarak iizerine 0.1 voliim 3M sod-
yum asetat ve 2.5 voliim mutlak alkol ilave edilerek
—-20°C’de 2 saat inkiibe edildi. Presipite olan DNA
mikro tiipiin 13.000 rpm 5 dakiaka santrifiijiinden son-
ra ¢oktiiriildii. Pelet absolut alkol ve %70’lik etanol ile
iki defa yikandiktan sonra 15-20 dakika kurumasi igin
beklendi. DNA peleti 100 pl steril distile deiyonize su
ile sulandirilip PCR de template (sablon) olarak kulla-
nildr.

Polymerase Chain Reaction (PCR) ile Brucella
DNA amplifikasyonu: Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’lik
steril mikrotiip i¢inde 50yl lik reaksiyon karigim (5 pl
10 x PCR buffer, 250 ymol her bir dNTP, 2 iinite Taq
polymeraz, her bir Brucella cins spesifik primerinden
50 pg ve 5 ml ekstrakte edilmis DNA) hazirlandi. Kul-
lanilan primerler ve baz dizilimi; Ba 148-167F: 5'
TGCTAATACCGTATGTGCTT 3' ve Ba 928-948R: 5'
TAACCGCGACCGGGATGTCAA 3' seklindeydi'®.
Termal sartlar ise; 95°C’de 3 dk baslangi¢ denaturas-
yonu, 35 siklustan olusan 95°C’de 1 dk denatiirasyon,
58°C’de 2 dk birlesme (annealing) ve 72°C’de 2 da-
kika sentez ve ¢ogalma (extention) ve 72°C’de 7 dk
son ekstensiyon seklinde uygulandi. PCR iiriinleri %1
agaroz jel elektroforez ile ayrildiktan sonra etidyum
bromiir boyama ile UV illuminatérde gézlemlendi.
DNA fragman biiyiikliikleri eszamanli kosturulan
DNA marker’1 (Gene Ruler “100 bp” MNI Fermantes)
ile kiyaslanarak tespit edildi. PCR’de pozitif kontrol
olarak B. abortus S19 ve B. melitensis Rev1 as1 susla-
rinin yukarida aktarilan DNA izolasyon yontemi ile
saflagtirilmig DNA’lari kullanildi. Bu teknikte negatif
kontrol olarak butun PCR icerigine sahip template
(sablon) DNA yerine steril damitik su iceren ve ayni
termal ortamda tutulan karigim kullanildi.

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA)-PCR Teknigi ile Genotiplendirme: Kiiltiir so-
nucu elde edilen izolatlarin genotiplendirmesi ve bu
izolatlarin as1 susuyla karsilastirilmasi Erdogan® ve
Tcherneva ve ark™ tarafindan bildirilen RAPD teknigi
kullanilarak yapildi. PCR teknigi ile temelde ayni olan
RAPD-PCR metodunda etkene 6zgii olmayan rastgele
secilen primerler kullanildi. RAPD-PCR amplifikasyo-
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nunda her bir 6rnek igin 0.2 ml’lik steril mikrotiip
icinde S0ul’lik reaksiyon karigimi (5 pl 10 x PCR buf-
fer, 250 yumol her bir ANTP, 2 iinite Taq polymeraz, 25
mM primer ve 5 ul ekstrakte edilmis DNA) kullanildi.
RAPD-PCR’da kullanilan primerler ve dizilimleri:
PRIMER 6: 5' AACAGCACTCTGTTCAGGC 3' ve
UNIVERSAL: 5' TTATGTAAAACGACGGCCACT
3'seklindeydi®. Termal sartlar ise; 94°C’de 3 dk bas-
- langi¢ denaturasyonu, 4 siklustan olusan 94°C’de 45
saniye denatiirasyon, 26°C’de 2 dk birlesme ve
72°C’de 2 dakika ektensiyon, 30 siklustan olusan
94°C’de 45 saniye denatiirasyon, 36°C’de 2 dk birleg-
me ve 72°C’de 2 dakika sentez ve ¢ogalma ve
72°C’de 2 dakika ektensiyon ve 72°C’de 7 dk son
ekstensiyon seklinde uygulandi. RCR iiriinlerinin go-
riintiilenmesi, DNA standardi ve kontroller PCR bolii-
miinde anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

BULGULAR

Toplam 62 adet atik sigir fetuslarina ait dokulardan
Brucella spp. izolasyonu amaciyla yapilan ekimler so-
nunda 37 (%59.7) adet 6rnekten iireyen mikroorganiz-
malar kolonilerin makroskobik griiniimleri, gram bo-
yama ve biyokimyasal testler ile Brucella spp. olarak
identifiye edildi. Bu 37 6rnek icerisinde saklanabilen
32 adet izolat PCR ile test edildi. Toplam atik sigir fe-
tusten izolasyonun yillara gére oranlari; 2002 yilinda
%66.7 (10/15), 2003 yilinda %48.5 (14/19) ve 2004 yi-
linda %72.2 (13/18) olarak belirlendi. Yillarmn toplam
ortlamasi ise %59.7 (37/62) olarak tespit edildi (Tablo
1). Muhafaza edilebilen 32 izolatin tamami Brucella
spp. olarak teyid edildi (Tablo I, Sekil 1).

Tablol. Atk sigir fetusularinin Brucella yoOntinden kiiltiir ve
PCR sonuclarr.

Table 1. Brucella culture and PCR results of aborted cattle
fetuses.

D i Brucella pozitif olan ornek-
Ornekdenn © - Incelenen - j. .5 cavilars ve yiizde oranlar
-~ toplandigy atik fotus : s
Syl s sayilari - Kuilgivel o = pop s
atia e o o¥ontemlerles foanain o
2002 15 10 (%66.7) 10 (%66.7)
2003 29 14 (%48.3) 12 (%41.3)
2004 18 13(%72.2) 10 (%55.5)
Toplam 62 37(%597) 32(%516)

* PCR ile iglenen izolat sayis.

Kontrol amaciyla toplanan 31 adet atik yapmamig
sigir orneklerinden ise Brucella yoniinden kiiltiir ve
PCR sonuglari negatif bulunmustur.

[zole edilen ve PCR ile pozitif bulunan 27 adet
Brucella susun RAPD-PCR ile analizini takiben el-
de edilen DNA profilleri Brucella standart suslari
olan B. abortus S19 ve B. melitensis Revl ile karsi-
lagtirildi. Incelenen izolatlarin %44.4 (12/27) B.
abortus S19 ve %55.6 (15/27) ise B. melitensis
Revl suglarinin DNA profilini gosterdi (Tablo 2). B.
abortus S19 susunun DNA profilini gésteren izolat-
larin yillara gére dagilim oranlari 2002’de %20
(2/10), 2003’te %71.4 (5/7) ve 2004’te ise %50
(5/10) olarak belirlendi (Tablo 2). B. melitensis
Revl sugsunun DNA profilini gosteren izolatlarin
yillara gore dagilim oranlari ise 2002’de %80 (8/10),
2003’te %28.6 (2/7) ve 2004’te %50 (5/10) olarak
belirlendi (Tablo 2).

kaltiir Srnekleri

g 800 bp

Sekil 1. Auk fotuslarda izole edilen etkenler ile yapilan PCR sonu-

cu olugan iiriinlerin agaroz jel elektroferizini takiben elde edilen

temsili bir resim.

Figure 1. Representative agarose gel picture of PCR products from

Brucella isolates.



RAPD analizleri “Primer 6” (Sekil 2) ve “Unive-
rersal” (Resim gosterilmedi) olmak tizere iki farkli pri-
mer ile gerceklestirilmis ve bu iki primere goére yapi-
lan tiplendirme sonuglart birbirlerine paralel bulun-
mustur.

Tablo 2. Auk sigir fetusularindan izole edilen Brucella sus-
lari ile yapilan RAPD sonuclari.

Table 2. RAPD results of Brucella strains isolated from
aborted cattle fetuses.

p;-ot't umeen.’-‘

 lerin sayist
0L = 2000 8 (80)
2003 J 5(71.4) 2(286)
2001 0 Al 5(50) 5(50)
Toplam} & =+ 27 12 (44.4) 15 (55.6)
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talar siirmesi ve etkenin biyolojik tehlike arzetmesi
dezavantaj olusturur. Bu sebeple serolojik testler yay-
ginlikla kullanilmakla beraber bu tekniklerin de giris
kisminda agiklanan dezavantajlari bulunmaktadir. Bu
nedenle son yillarda kullanilan molekiiler teknikler
(polymerase chain rection-PCR) basariyla kullanil-
maktadir. Bu calismada da PCR Brucella etkenlerini
ortaya koymada basariyla kullanildi. Nitekim izolatla-
rin hepsi PCR ile de Brucella olduklan teyid edildi. Bu
da kiiltiir ile PCR arasinda daha 6nceki ¢alismalarda
da belirtildigi gibi bir paralellik oldugunu géstermek-
tedir'™".

Kars ve ¢evresinde daha 6nce yapilan ¢alismalarda
abortlarin ¢iftlik prevelansinin %46-53 arasinda yillik
insidansinin ise etkilenen siiriilerde %12.5-20 arasinda
bulunmugstur (Erdogan ve ark. 2004) ve abortlardan

kulttr omeklari

Sekil 2. Brucella izolatlari ile “Primer 6 primeri kullanilarak gerceklestirilen
RAPD-PCR sonucu olusan iiriinlerin agaroz jel elektroferizini takiben elde edilen
temsili bir resim.
Figure 2. Representative agarose gel picture of RAPD-PCR products using “Primer
6" primers from Brucella isolates.

TARTISMA ve SONUC

Ulkemizde ve Kars bolgesinde biiyiik ekonomik
kayba yol acan ve diinyada en 6nemli zoonozlardan
bir olan Brucellozis’in epidemiyolojisi tam olarak bi-
linmemektedir’. Hem hayvanlarda ve hem de insanlar-
da atipik klinik belirtiler ile seyretmesinden dolay1
hastaligin laboratuar teshisi olduk¢a 6nemlidir. Etke-
nin direk izolasyonu ve identifikasyonu en giivenilir
metot olmasina karsin bu islemin giinler ve hatta haf-

yapilan izolasyon caligmalarinda %30-40 arasinda
Brucella abortus izole edilmistir’. Bu caligmada yilla-
ra gore farkhilik olmasina ragmen ortalama izolasyon
orant %59.7 (%48.3-%72.2) olarak bulunmasi sigir
atiklarinda Brucella spp. dominant etiyolojik etken ol-
maya bagladigini gostermektedir. Bunun en nemli ne-
denleri diigiik agilama orani (yaklagik %28)* veya asi-
nin basarisiz olmasi olabilir (saha ve agi suslarinin
farkli olmasi). Nitekim calismamizda izole edilen sus-
larm ¢ogunlugu B. melitensis Rev | DNA profili gos-
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termistir.

Brucella spp. genotiplendirilmesinde cesitli metot-
lar basariyla kullanilmistir. Bunlardan RAPD caligma-
mizda da uygulandi. Teknik olarak kolay, cabuk ve
ucuz bir metot olan RAPD herhangi bir DNA sekans
bilgisi gerektirmemesi teknige pratiklik ve uygulama-
da kolaylik kazandirmaktadir. Herhangi bir dizileme
sahip tek primer kullanildiginda ayni tiir veya tiirler
arasinda basariyla genetik ayirim yapabilmektedir™.
Calismamizda geleneksel olarak kullanilan 10 bazlik
primerler yerine daha 6nce Listeria monocytogenes
tiplendirilmesinde kullanilan 20 bazlik primerler kulla-
mldi””. Bu modifikasyon, teknigin 6zgiinliigiinii ve tek-
rarlanabilirligini arttirmaktadir. Teknigin tekrarlanbilir-
ligi ayni calisma prosediiriiniin siki takibiyle daha iyi
saglanabilmektedir”. Bu ¢alismada genotiplendirilen
Brucella suslar iki farkli DNA profili ortaya cikardi.
Bunlar, %44. 4 oraniyla B. abortus S19 ve %55.6 ile
B. melitensis Revl olarak belirlendi. Bu bulgu daha
once iilke ve bolgemizde rapor edilmemistir. Saha ca-
lismalari diger iilkelerde B. melitensis’in sigirlarda
abortlara yol actigini gostermistir**. Elde edilen sonug
B. melitensis’in yaygin bir sekilde abortalara yol agti-
gim1 gostermektedir. [1ging olan bir diger bulgu ise elde
edilen genotiplerin yillara gore degisen oranlarda ya-
gin olmasidir. Bunun biyolojik aciklamasi zor olmakla
beraber bolgeden bolgeye veya siiriiden siirliye degi-
sen bir durumdan kaynaklanabilir. Ancak bu farklilig:
aciklayabilmek icin daha detayli bir saha ¢alismasinin
yapilmasi gerekmektedir.

Bu caligmada atik fotiislarin %59.7’inde Brucella
spp. izole edilmesi enfeksiyonun bolgede oldukca
yaygin bir atik nedeni olabilecegini gostermektedir.
Ayrica bu etkenlerin PCR ile de bulunmasi ve sonucla-
rin kiiltiirel yontemler ile paralelligi bu teknigin hasta-
ligin teshisinde ve epidemiyolojik arastirmalarda basa-
r1 ile kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Yine son
yillarda kullanimi yayginlasan molekiiler yontemlerle
genotiplendirme, infeksiyoz hastaliklarin epidemiyolo-
jisinde ve hastalik etkenlerinin siiflandiriimasinda ol-
dukc¢a 6nem kazanmustir. Bu yontemler, etkenin iretil-
mesine ihtiya¢ duyulmamasi, tekrar uygulanalabilirli-
ginin yiiksek olmasi, ¢abuk sonuclandirilabilmesi gibi
bir ¢cok avantajlara sahiptir. Bu ¢aligmada uygulanan
RAPD-PCR yontemi, elde edilen suslarin genetik ola-
rak standart suglara yakinligini ortaya koymada basa-
riyla uygulanmistir. Bu sonucglara dayanarak, RAPD-
PCR ile analiz edilen suglardan 15’inin konvansiyonel
olarak yaygin sigir brusellozis etkeni olarak bilinen3
B. abortus’dan ziyade B. melitensis’e genetik yakinlik

gostermesi, B. melitensis’in sigir brusellozis’in etiyo-
lojisinde oldukca 6nemli oldugunu ortaya koymakta-
dir. B. abortus’a gore daha fazla virulent olan ve dola-
yistyla daha fazla zoonotik potansiyele sahip olan B.
melitensis beseri hekimlikte de goz ontinde tutulmali-
dir. Gerek beseri gerekse vetiner hekimlikte hastalikla
ilgili teshis, kontrol ve eradikasyon programlarinda ve
salgin idaresinde her iki Brucella tiirii de (B. abortus
ve B. melitensis) dikkate alinmalidir. ileriki calismalar-
da, bolgede brusellozis’e neden olan etkenler antijenik
olarak da karakterize edilmeli, gliniimiizde kullanilan
ast suslari ile saha suglarinin karsilastiritlmasi gercek-
lestirilmeli ve yoreye 6zgiin test ya da asi antijenleri
gelistirilmelisine yonelik caligmalar yapilmalidir.

KAYNAKLAR

1 Radostits OM, Blood DC, Gay CC: Veterinary Medicine.

(8th ed.) pp.787-813. London, 1994.

Corbel MJ: Brucellosis: An overview. Emerg Inf Diseases, 3

(2): 213- 221, 1997.

3 Arda M, Minbay A, Aydin N, Leloglu N, Kahraman M,
Akay O, llgaz A, Izgiir M, Diker K S: Ozel Mikrobiyoloji.
Medisan, 1997.

4 Banai M: Control of small ruminant brucellosis by use of
Brucella melitensis Rev.1 vaccine: laboratory aspects and field
observations. Ver Microbiol, 90, 497-519, 2002.

5 Baek BK, Lim CW, Rahman MS, Kim C, Oluoch A,
Kakoma I: Brucella abortus infection in indigenous Korean
dogs. Can J Vet Res, 67,312-313, 2003.

6 Yardimc: H: Koyunlarda Brucella melitensis infeksiyonlarinin
Agliitinasyon, Rose Bengal ve ELISA testleriyle ortaya
konmasi ve bu testlerin teshisteki degeri lizerinde bir aragtirma
(Doktora Tezi) Ankara, 1989.

7 Giilliice M: Kars ve ¢evresindeki sigirlarda Brucella
abortus’a kargi olugan antikorlarin ELISA ve diger serolojik
yontemlerle (RBPT, SAT, MRT) saptanmas1 ve sonuglarin
kargilastirilmasi (Doktora Tezi) Kars, 1993.

8 Eroglu M: Tiirkiye'de brusellozisin insidensi. Uluslararasi
Brusellosis Sempozyumu. 18-20 Ekim 1988, Istanbul, Tiirkiye,
sf 33-35,1988.

9 Saglam YS, Tiirkiitamt SS, Tastan R, Bozoglu H, Otlu S:
Kuzeydogu Anadolu bélgesinde goriilen bakteriyel sigir ve
koyun abortlarinin etiyolojik ve patolojik yonden incelenmesi.
Vet Bil Derg, 14, 133-145, 1998.

10 Cetinkaya B, Ongor H, Muz A, Ertat HB, Kalender H,
Erdogan HM: Detection of Brucella species DNA in the
stomach content of aborted sheep fetuses by PCR. Vet Rec, 144
(9): 239-240, 1999.

11 Gen¢ O, Otlu S, Sahin M, Aydin F, Gokce HI:
Seroprevalence of Brucellosis and Leptospirosis in Aborted
Dairy Cows. Turk J Vet Anim Sci, 29, 359-366, 2005.

12 Sahin M, Atabay Hi, Otlu S, Unver A, Celebi O: Kars ve
cevresininde bulunan insan, sigir ve koyunlarda Brusellozisin
prevelansinin serolojik ve kiiltiirel metotlarla arastirilmasi.
Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi, 14-16 Eyliil, Elaz13, 2004.

13 Seyda T, Aydn F, Geng O, Giiler MA, Baz E: Sigir serumunda
Mikroagliitinasyon Testi (MAT) ile Brucella antikorlarinin
aragtinlmasi. KAU Vet Fak Derg, 3 (1): 7-11, 1997.

(9]



14

17

19

20

Iyisan AS, Akmaz 0, Diizgiin S, Ersoy Y, Eskiizmirliler S,
siiler L, Giindiiz K, Isik N, icyerioglu K, Kalender H,
Karaman Z, Kiiciikayan U, Ozcan C, Seyitoglu S, Tuna I,
Tunca T, Ustiinakin K, Yurtalan S: Tirkiye' de sigir ve
koyunlarda brucellosis' in seroepidemiyolojisi. Pendik
Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 31(1): 21-75. 2000.
Bricker BJ: PCR as a diagnostic tool for brucellosis. Ver
Microbiol, 90(1-4): 435-446, 2002.
Baum M, Zamir O, Bergman-Rios R, Katz E, Beider Z, Cohen
A, Banai M: Comperative evaluation of Microaggliitination Test
and serum Agglutination Test as supplementary diagnostic
methods for Brucellosis. J Clin Microbiol, 33 (8):2166-2170.
1995.
Fekete A, Bantle JA, Halling SH: Detection of Brucella by
polymerase chain reaction in bovine fetal and maternal tissues.
J Vet Diagn Invest. 4 (1): 79-83, 1992,
Herman L, deRidder H: Identification of Brucella spp. by
using the Polymersae Chain Reaction. Appl Environ Microb.
58 (6): 2099-2101, 1992,
Leyla G, Kadri G, Umran O: Comparison of polymerase
chain reaction and bacteriological culture for the diagnosis of
sheep brucellosis using aborted fetus samples. Vet Microbiol,
93: 53-61, 2003.
Tcherneva E, Rijpens N, Jersek B, Herman LM:
Differentiation of Brucella species by random amplified
polymorphic DNA analysis. J Appl Microbiol, 88(1): 69-80,
2000.

27

28

127
Unver, Erdogan, Atabay,
Sahin, Giines. Citil, Gokee

Cloeckaert A, Verger JM, Grayon M, Grepinet O:
Restriction site polymorphism of the genes encoding the major
25 kDa and 36 kDa outer-membrane proteins of Brucella.
Microbiology, 141, 2111-2121. 1995,

Allardet-Servent A, Carles-Nurit MJ, Bourg G, Michaux S,
Ramuz M: Physical map of the Brucella melitensis 16 M
chromosome. J Bacteriol, 173(7): 2219-2224. 199].
Whatmore AM, Murphy TJ, Shankster S, Young E, Cutler
SJ, Macmillan AP: Use of amplified fragment length
polymorphism to identify and type Brucella isolates of medical
and veterinary interest. J Clin Microbiol, 43(2):761 =769, 2005.
Mercier E, Jumas-Bilak E, Allardet-Servent A,
O'Callaghan D, Ramuz M: Polymorphism in Brucella
strains detected by studying distribution of two short repetitive
DNA elements. J Clin Microbiol, 34(5): 1299-1302, 1996.
Teherneva E, Rijpens N, Naydensky C, Herman L: Repetitive
element sequence based polymerase chain reaction for typing of
Brucella strains. Ver Microbiol, 51(1-2): 169-178. 1996

Bricker BJ, Ewalt DR: Evaluation of the HOOF-Print assay
for typing Brucella abortus strains isolated from cattle in the
United States: results with four performance criteria. BMC
Microbiol, 5, 37, 2005.

Erdogan HM: An Epidemiological Study of Listeriosis in Dairy
Cattle in England. PhD Thesis University of Bristol, UK, 1998,
Erdogan HM, Citil M, Giines V, Unver A: Dairy Cattle
Farming in Kars District, Turkey: II. Health Status. Turk J Vet
Anim Sci, 28, 745-752, 2004.



Kafkas Univ Vet Fak Derg

17 (1): 53-58, 2011 RESEARCH ARTICLE

Kars Yoresinde Atik Yapmis inek Siiriilerinden Alinan Siit ve
Vajinal Sivap Orneklerinden Brusella Etkenlerinin Bakteriyolojik
ve Molekiiler Tanimlanmasi ™

Ozglr CELEBI * »~  Salih OTLU *

[11 Ayni adli doktora tezinden ézetlenen bu arastirma Katkas Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Fonu
tarafindan 2008-VF-05 nolu proje olarak desteklenmistir
* Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, TR-36100 Kars -TURKIYE

Makale Kodu (Article Code): KVFD-2010-2382

Ozet

Kars merkez ve Selim ilcesine bagl koylerde atik yaptigi bilinen sigir strilerinde bulunan ve hastaliga karsi asilanmamis
250 inekten elde edilen st ve vajinal sivap drnekleri olmak tzere toplam 500 érnek Brusella cinsi bakteriler yoninden kltdrel
olarak degerlendirildi. Bakteriyolojik inceleme sonucunda 250 st 6rneginin 11 (%4.4)'inden ve 250 vajinal sivap érneginin 16
(%6.4)'sindan olmak Uzere toplam 27 (%5.4) érnekten Brucella spp. izolasyonu yapildi. Bu izolatlarin, Brusella cinsine (Omp
bp26) ve eritritol (ery) genine spesifik primerle yapilan PCR incelemesinde hepsinin Brucella spp. ve saha suslari oldugu goéralda.
izole edilen tiim suslar 8. abortus biyotip 3 olarak tiplendirildi. Ayrica bu izolatlarin RAPD-PCR ile incelemesinde elde edilen
DNA profillerinin, B. abortus S19 ile homoloji gosterdigi tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Sigi, Brusella, Sit Vajinal sivap, ]20/55)/0/7, Biyotiplendirme, PCR

Bacteriological and Molecular Description of Brucella Species
Isolated from Milk and Vaginal Swab Samples of Aborted Cattle
in Kars Region

Summary

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. These isolates were found to be Brucella spp. Are field isolates
based on the PCR analysis using primers specific to Brucella genus (Omp 5p26) and erythritol (ery). All of the isolated strains
were typed as B. abortus biotype 3. RAPD-PCR analysis showed that DNA patterns of these isolates were found to be similar to
that of B. abortus S19.

Keywords: Cattle, Brucella, Milk, Vaginal swab, Isolation, Biotyping, PCR
GIRIS

Brusellozis, evcil ve yabani hayvanlarda Brusella cin- Brusellozisin teshisinde temel olarak bakteriyolojik
sine ait mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve ve serolojik yontemler kullanilmaktadir. Teshis icin kiltr
ozellikle uterus, meme ve testis gibi genital organlara  altin standart olmasina karsin uzun zaman almakta, izol@

yerleserek yavru atma, infertilite ve sit veriminde azal- lasyon ve identifikasyonda guglikler yasanmaktadir 7-°.
maya neden olan genellikle kronik seyirli, ekonomik Serolojik testler ise ¢ok duyarli ve spesifik olmalarina
O6neme sahip bakteriyel bir zoonozdur *®, ragmen bir infeksiyonun dolayli belirleyicileridirler. Ay&
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rica ¢apraz reaksiyonlar nedeniyle olusan yanhs teshis #
ve asilama ile kazanilan bagisikligin ortaya koydugu yanlis
degerlendirmeler olabilmektedir . Bu nedenle son yil&
larda molekiler DNA teknolojisi kullanilarak genetik tal
nimlama yoluna gidilmektedir 82, Bu amagla yliksek dul@
yarliliga sahip bir DNA teshis araci olarak gelistirilen ve
Polymerase Chain Reaction (PCR) adlandirilan metot
oldukga 6nem kazanmis ve uygulanabilirligi bir¢cok bak®
teriyel etken yoninden incelenmistir 113, Epidemiyolojik
acidan brusellozisin detayh arastirilmasi igin izole edil
len etkenlerin tiplendirilmesi gerekmektedir. Konvansif
yonel yontemler ile Brusella tirlerinin tiplendirilmesiZ
nin glic olmasi nedeniyle molekiler tekniklerin uygulant
digi gelismis tiplendirme metotlari yayginlasmistir 14,

Son yillarda yorede brusellozise iliskin olarak sigir
ve koyunlarda kiltlirel ya da serolojik arastirmalar ya-
pilmasina ragmen sit ve vajinal sivap drneklerinden et
ken izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler yontem@
le arastirlmasi hakkinda mevcut bir c¢alisma bulun@
mamaktadir 2!, Bu g¢alismada hayvan poplilasyonunun
yogun oldugu Kars yoéresi acgisindan son derece 6énemli,
ayni zamanda zoonotik karakteri ile ciddi bir halk sagfl
lig1 problemi olusturan sigir brusellozisinden etken izol
lasyonu ve identifikasyonu ile biyotiplendirilmesi, RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) - PCR teknigi
kullanilarak izole edilen suslarin asi suslari ile karsilas®
tirlmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Siit ve vajinal sivap érnekleri

Calismanin materyalini Subat-Mayis 2008 tarihleri
arasinda Kars merkez ve Selim ilgesine bagli koylerden
atik yapmis strtlerde bulunan ve brusellozise karsi asisiz
olduklari bilinen 250 inekten alinan sit ve vajinal svap
ornegi olmak lizere toplam 500 6rnek olusturdu.

Kiiltiir

Orneklerden Brusella cinsi etkenlerin izolasyonu icin
selektif (Farrell agar, Farrell broth ve Brusella selektif
agar) ve zenginlestirilmis (Serum dekstroz agar ve Kanli
agar) besiyerlerinden yararlanildi. Ekim yapilan besiyer
leri 37°C’de aerobik ve mikroaerobik olarak 3-5 glin infl
kiibe edildi. inkiibasyon sonucunda besiyerleri Brusella
cinsi bakterilerin olusturduklari koloni morfolojisi yoR
ninden incelenerek, siipheli kolonilerden hazirlanan
preparatlar Gram boyama yontemi ile boyanarak mik@
roskopta incelendi. Mikroskobik inceleme sonunda
Gram negatif kokobasil olarak gortlen etkenlerin katal
laz ve oksidaz aktiviteleri belirlendi. izolatlarin iden®
tifikasyonu ve biyotiplendiriimesi karbondioksit ihti
yacl, hidrojen silfiir ve Ureaz Uretimi, boyalara olan

duyarhlik, A ve M monospesifik antiserumlarla agluti®
nasyon ve Thilisi faji ile lize olma o0zelliklerine gore
degerlendirildi. izolatlarin saha susu ve asi susu ayrimlari
penisilin ve i-eritritol iceren besiyerlerinde Greme 6zel?
liklerine gore yapildi.

DNA Ekstraksiyonu

izolatlar Brusella agara ekilerek 37°C'de 48-72 saat
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra her bir izolattan 2-3
koloni 200 pl steril fizyolojik tuzlu su ile stispanse edildi.
Bakteri sispansiyonuna 3 pl Proteinaz K (20 mg/ml) ve
400 pl NETS (0.01M NaCl, 1 mM EDTA, 0.01M Tris-HClI
pH 7.6 ve %0.05 Sodyuum dodesil siilfat) lizis tampon
solisyonu eklendi. Karisim hafifce vortekslenerek
65°C’de 20 dak. inkiibe edildi. Uzerine 600 pl klorof
form/izoamil alkol (24:1) ilave edilerek karistirildi. Son@
ra eppendorflar 13.000 rpm’de 10 dak. santriflj edildi
Olusan slipernatant yeni bir steril eppendorfa aktarilai
rak Uzerine 0.1 volim 3M sodyum asetat ve 2.5 volim
absolit alkol ilave edilerek vortekslendi ve gece boyunca
-20°C’de bekletildi. Ertesi giin 13.000 rpm’de 10 dak.
santriflj edildi. Boylece presipite olan DNA pelet haline
geldi. Pelet %70’lik etanol ile yikandiktan sonra 20 dak.
kurumasi icin beklenildi. DNA peleti 100 ul steril distile
su ile sulandirihp PCR’de template DNA olarak kullanildi.

PCR

izolatlarin cins diizeyinde belirlenmesi amaciyla dis
membran proteinleri bp26 geni ve asl ile virlilent saha
susu ayrimi igin eritritol kullanimi temeline dayal ery gel
ni kullanildi. Elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi
ve agl suslariyla karsilastiriimasi amaciyla RAPD-PCR tekni
ginden yararlanildi. NCBI Accession number (AB126349)
bp26 geninin buyiklugl 738 bp dir. Brusella asi susu olan
B. abortus S-19’da eritritol genine 6zgl bir mutasyon
vardir. NCBI Accession number (U57100)'de belirtildigi
Gizere Brusella eritritol operon gen bolgesi 7717 bp olup,
primerlerin ¢ogalttigi gen bolgesi eryC ve eryD bolgesi?
ne ait 904 bp (3875-4778 bp lik gen bolgesi) icermektel
dir. Asi susu olan B. abortus S-19 da, delesyon gen bol
gesi eryC ve eryD’ye ait 3975-4675 bp’lik (701bp) kisimE
da mevcuttur. Bu nedenle B. abortus S-19 susunun yul@
karidaki primerler ile cogalttigi gen bolgesi (904-701: 203
bp) 203 bp olmaktadir. Her iki gen icin hazirlanan PCR
karisimi ve bilesenleri ayni oranlarda hazirlandi. Bu amagBl
la her bir 6rnek igin 0.2 ml’lik steril ependorflar igerisink
de 50 pl'lik reaksiyon karisimi (5 pl 10xPCR buffer, 4 pl 25
mM MgCl. 250 mM her bir dNTP, 0.5 ul Taq polimeraz,
her bir spesifik primerden 50 pg ve 5 ul ekstrakte edilmis
DNA) hazirlandi. Bp26 bazh PCR igin uygulanan termal
sartlar; 95°C’de 5 dak. baslangi¢ denatiirasyonu, 35 siklusl
tan olusan 94°C’de 30 sn. denatiirasyon, 66°C’de 30
sn. birlesme (annealing), 72°C’de 1 dak. 30 sn. sentez



(extention) ve 72°C’de 15 dak. son ekstensiyon olarak
uygulandi. Ery bazh PCR igin uygulanan termal sartlar;
95°C’de 10 dak. baslangi¢ denatiirasyonu, 35 siklustan
olusan 94°C’de 30 sn. denatiirasyon, 60°C’de 30 sn. bir
lesme (annealing), 72°C’de 1 dak. 30 sn. sentez (extention)
ve 72°C’de 10 dak. son ekstensiyon olarak uygulandi.
PCR dUrinlerini gormek igin %1.5'luk agaroz jel hazirla®
narak 4 pl etidyum bromid ilave edildi. DNA fragman
blyuklikleri eszamanh kosturulan DNA marker’i (Gene
Ruler “100 bp” MNI Fermantas) ile pozitif ve negatif
kontrollerle birlikte kiyaslanarak UV illuminatorde tespit
edildi.

RAPD-PCR Teknigi ile Genotiplendirme

Calismada elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi
ve bu izolatlarin asi susuyla karsilastirilmasi Unver 8 ile
Tcherneva ve ark.** 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 icin 0.2 ml’lik ttpler icerisinde
50 pl'lik reaksiyon karisimi (4 ul 10xPCR buffer, 250 mM
her bir dNTP, 2 linite Tag polimeraz, 25 mM primer ve
5 pl ekstrakte edilmis DNA) hazirlandi. Termal sartlar;
94°C’de 3 dak. baslangic denatiirasyonu, 4 siklustan olul@

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12

738 bp ---------
500 bp -
Sekil 2. izolatlara uygulanan ery

geni bazli PCR ydntemi ile saptanan
Brusella DNAsinin  %1.5'luk agaroz

Jeldeki goruntust. 1 nolu kolon; 100 gpgq bp
bp DNA step ladder plus marker, 2-10
nolu kolonlar; izolatlar, 11 nolu kolon;
negatif kontrol, 12 nolu kolon; pozitif
kontrol 500 bp

Fig 2. An agarose gel picture of
amplified products from Brucella by ery
based PCR. Lane 1. DNA ladder (100 bp
step marker, Fermentas MBI), Lane 2-10.
Brucella isolates, Lane 11. Negative
control, Lane 12. Positive control
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san 94°C’de 45 sn. denatiirasyon, 26°C’de 2 dak. birlesme
ve 72°C’de 2 dak. ekstensiyon, 30 siklustan olusan 94°C’de
45 sn. denatiirasyon, 36°C’de 2 dak. birlesme ve 72°C’de
2 dak. ekstensiyon ve 72°C’de 7 dak. son ekstensiyon
seklinde uygulandi. PCR {riinlerinin gorintiilenmesi,
DNA standardi ve kontroller PCR boliminde anlatildigl
gibi uygulandi.

BULGULAR

Kultarel degerlendirme sonucunda, 250 sit ornegil
nin 11 (%4.4)'inden ve 250 vajinal sivap 6rneginin 16
(%6.4)'sindan olmak Uzere toplam 27 (%5.4) 6rnekte
Brucella spp. izolasyonu yapildi. Yurutilen identifikas®
yon ve tiplendirme c¢alismalari sonucunda tim izolatlal®
rin B. abortus biyotip 3 ve saha susu oldugu ortaya
konmustur. Sut ve vajinal sivap 6rneklerinden izole ve
identifiye edilen 27 izolatin bp26 geni bazli PCR teknigi
sonucunda 738 baz ciftlik bant olusturduklari gézlendi
(Sekil 1).

izolatlarin tiimi ery geni bazl PCR’da, 904 baz ciftlik
bantlar olusturmus ve saha susu olarak tespit edilmistir
(Sekil 2).

Sekil 1. izolatlara uygulanan bp26
geni bazli PCR ydéntemi ile saptanan
Brusella DNAsinin % 1.5'luk agaroz
jeldeki gériintisi. 1 nolu kolon; 100 bp
DNA step ladder plus marker, 2-10 nolu
kolonlar; Izolatlar, 11 nolu kolon; negatif
kontrol, 12 nolu kolon; pozitif kontrol

Fig 1. An agarose gel picture of amplified
products from Brucella by bp26 based
PCR. Lane 1. DNA ladder (100 bp step
marker, Fermentas MBI), Lane 2-10.
Brucella isolates, Lane 11. Negative
control, Lane 12. Positive control
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Ayrica izolatlarin, asi suslari olan B. abortus S19 ve
B. melitensis Revl ile karsilastiriimalari amaciyla RAPDE
PCR ile incelenmesinde elde edilen DNA profillerinin, B.
abortus S19 ile benzerlik gosterdigi ortaya konmustur
(Sekil 3).

orneginin 111 (%21)’inden B. abortus izole ve identifiye
edildigini, biyotiplendirme galismalari sonucunda 111 sul@
sun 68 (%61.2)'inin B. abortus biyotip 1, 15 (%13.5)’inin
B. abortus biyotip 2, 16 (%14.4)'sinin B. abortus biyotip
5 ve 6 (%5.4)'sinin ise B. abortus biyotip 9 olarak bel

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

TARTISMA ve SONUC

Hayvanlarda gozlenen brusellozis tzerinde yiritilen
arastirmalar hastaligin prevalansi, izole edilen tir ve
biyotiplerinin llkeden (lkeye, hatta bir tilkenin bolgeleri
arasinda farkliliklar gorilebilecegini ortaya koymaktadir.
Turkiye genelinde yapilan seroepidemiyolojik bir arastiri@
mada 22 brusellozisin prevalansi sigirlarda %1.43, koyunt
larda %1.97 olarak tespit edilmis ise de il bazinda Kars’in,
sigirlarda %20.8, koyunlarda %15 prevalans ile ylksek
oranlara sahip oldugu goértlmektedir. Sigir brusellozisi?
nin etiyolojisi tizerinde yapilan g¢alismalar Misir %, Nijer
ya ?* ve Hindistan’da 2>? daha ¢ok B. abortus biyotip 1,
iran’da biyotip 2 ile 3 22 ve Tirkiye’de biyotip 3’iin 162729
predominant sus olarak belirlendigini ortaya koymak®
tadir. Langoni ve ark.?® Brezilya’da lam, tlip ve merkaptol@
etanol testleri ile serolojik olarak brusellozis pozitifligi
tespit edilen sigirlarin sutlerinde Brusella etkenlerinin
varligini arastirdiklari bir calismada elde edilen 49 siit
orneginin 15 (%30.61)’inde B. abortus tespit etmislerdir.
Arastiricilar bu izolatlarin 1 (%2.04)'ini B. abortus biyotip
1, 8 (%16.32)’ini B. abortus biyotip 2 ve 6 (%12.25)’sini
ise B. abortus biyotip 3 olarak biyotiplendirildigini bel
lirtmislerdir. Farrell ve Robertson 3! serolojik olarak MRT
ile brusellozis yoniinden pozitif bulunan 560 inek siti

Sekil 3. izolatlara uygulanan RAPD-PCR
yontemi ile saptanan Brusella DNA'sInin
% 1.5'luk agaroz jeldeki gorlntusu. 1
nolu kolon; 1 kp DNA step ladder plus
marker, 2 nolu kolon; B. abortus S19 asl
susu, 3 nolu kolon; B. melitensis Rev1 asl
susu, 4-12 nolu kolonlar; izolatlar

Fig 3. An agarose gel picture of RAPDO
PCR products from Brucella isolates.
Lane 1. DNA ladder (1 kp step plus
marker, Fermentas MBI), Lane 2. B.
abortus S19 vaccine strain Lane 3. B.
melitensis Revl vaccine strain Lane
4-12. Brucella isolates

lirlendigini 6’sinin ise tiplendirilemedigini bildirmislerdir.
ilhan ve ark.?? Holstein irki sigirlardan olusan 720 bashk
bir sit isletmesinde yaptiklari ¢calismada, 4 boga, 12 bul
zagl ve 414 inekten alinan toplam 430 kan serumunu
RBPT ve SAT, 50 sit ornegini halka testi ile 50 siit ve
50 vajinal sivap ve 4 boganin prepusyum ornegini bak?
teriyolojik olarak incelemisler, 50 adet slt Orneginin
4 (%8)’'inden ve 50 adet vajinal sivap 6rneginin 5
(%10)’'inden olmak Uzere toplam 9 (%9) 6rnekten B.
abortus izole edildigini, izole edilen suslarin timinin B.
abortus biyotip 3 olarak belirlendigini ifade etmislerdir.
Arastirmacilar izole edilen tim suslarin ayni biyotip ol@
masini isletmede goérilen bulagsmanin tek bir kaynaktan
olmasina baglamislardir. Geng ve Kamber ** 1998-2002
yillari arasinda Kars’da topladiklari 84 atik sigir fétusuna
ait orneklerin 28 (%33.3)’inde Brucella spp. izole edild
digini, yoreden izole edilen bu izolatlarin ilk kez biyol
tiplendirilmesinin yapilmasi sonucu 13 (%46.43)linln
B. abortus biyotip 1 ve 15 (%53.57)’inin B. abortus biyol
tip 3 olarak belirlendigini, érneklerin hicbirinden asi sul
sunun izole edilmedigini bu nedenle Kars bolgesinde bul
lunan sigirlarda gorilen atiklarda baskin suslarin B.
abortus biyotip 1 ve B. abortus biyotip 3 olarak ele
alinmasini rapor etmislerdir. Sahin ve ark.'® Kars yoresin@
de 2001-2006 yillari arasinda saglanan 149 atik sigir
fotusuna ait abomazum icerigi ve akciger 6rneklerini



incelemisler ve bunlarin 48 (%32.2)'inden Brucella spp.
izole etmislerdir. Bu izolatlarin 45’ini B. abortus biyotip
3 ve 3’Uni ise B. abortus biyotip 1 olarak identifiye
etmislerdir. Unver ve ark.® 2002-2004 yillari arasinda
Kars'ta yaptiklari ¢alismada 62 atik sigir fotusuna ait
orneklerin 37 (%59.7)’sinden Brucella spp. izole etmisler?
dir. Calismalarinda yillara gore farkhlik olmasina ragmen
ortalama izolasyon oranini %59.7 olarak belirtmislerdir.
Bu sonuglara gore yorede sigir atiklari etiyolojisinde
Brusella tirlerinin oldukga énemli oldugunu bildirmisler
ve bunun sebeplerinin distk asilama orani veya asinin
basarisiz olma ihtimali olarak agiklamislardir.

Goruldigu Uzere Brusellozis diinyanin bircok coghl
rafyasinda evcil hayvanlar ile insan sagligini tehdit et
mektedir. Ulkemiz agisindan degerlendirildiginde ise &zel®
likle Kars ve yoresinde hastaligin endemik olarak goB@
raldugu >12021 ortaya g¢ikmaktadir. Bu galismada, Subat?
Mayis 2008 tarihleri arasinda, Kars merkez ve Selim il&
cesine bagh koylerde atik yaptig bilinen sigir sirilerinde
bulunan ve brusellozise karsi asisiz 250 inekten elde
edilen sit ve vajinal svap 6rnekleri olmak lizere toplam
500 ornek Brusella etkenleri yéniinden bakteriyolojik
olarak arastirilmis, sut orneklerinin 11'i (%4.4) ve val
jinal svap o6rneklerinin 16’sindan (%6.4) olmak (izere
toplam 27 (%5.4) 6rnekten B. abortus izole ve identifiye
edilmistir. Bu sonug yukarida bildirilen arastirmalar 303!
destekler niteliktedir. Arastirmada sit ve vajinal akinti
ile Brusella etkenlerinin ne kadar sireyle gikarildig
amac¢ edinilmedigi ve atik olgular {izerinden gecen
zaman dikkate alinmadigindan 6rnek alimi bir kez olarak
gerceklestirilmistir. Ayrica sit ve vajinal akintida etkenin
belirli bir siire bulunacagi dikkate alindiginda, elde edi®
len izolasyon oranlarinin diger bazi arastirmalara goQ
re 3032 dislk oldugu gorulmektedir. Bu arastirmada sit
ve vajinal svap orneklerinden izole edilen tim Brul
sella etkenleri B. abortus olarak identifiye edilmis, ya-
pilan biyotiplendirme sonucunda timi biyotip 3 olal
rak belirlenmistir. Bu sonug¢ ydremizde yapilan izolas@
yon ve identifikasyon ile biyotiplendirme sonucla@
ri > jle paralellik gostermekte ve yore sigirlarin@
da gorilen brusellozis ol-gularinda bu tiir ve biyotipin
baskin oldugunu ortaya koymaktadir. Sigirlar lzerinde
yapilan bazi calismalarda degisik tir ve biyotiplerin
belirlenmesi #2°3% hastaligin olusmasinda tiir ve biyotip
farkliliginin 6neminin gbéz 6nline alinmasini isaret et?
mektedir.

Brusella etkenlerinin konvansiyonel tanimlanmasin@
da karsilasilan bazi gugclikler nedeniyle, son yillarda inE
san ve hayvanlarda brusellozisin tanisina ve Brusella
etkenlerinin cins, tlr, biyotip diizeyinde belirlenmesi ve
asl suslari ile karsilastirilmasina iliskin molekiler teknik®
ler yogun olarak kullaniimaktadir 1234 Unver ve ark.®
2002-2004 yillari arasinda Kars merkez ve koylerinden
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toplanan ve Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilen top-
lam 62 adet atik fotusa ait i¢ organ, fotal membran ve
abomazum igerigini bakteriyolojik yonden incelemisler,
orneklerin 37 (%59.7)’sinden Brucella spp. izole etmisler
dir. Bu 6rneklerin 32 (%51.6)’sini PCR ile pozitif bulmusB
lar ve 27 Brusella susunun RAPD-PCR ile analizini yap-
mislar, 12 (%44.4)'sinin B. abortus S19 ve 15 (%55.6)'inin
ise B. melitensis Rev1l asl suslarinin profillerini gosterdif
gini bildirmislerdir. Bu bulgunun daha énce llkemiz veya
bolgemizde rapor edilmedigini, B. melitensis’in yaygin
bir sekilde sigirlarda abortlara yol a¢tigini gosterdigini,
ayrica bu durumun bdlgeden bdlgeye veya siriiden
siriiye degisebilir bir durumdan kaynaklanabilecegini
One sirmislerdir.

Bu arastirmada sit vajinal sivap 6rneklerinden izole
ve identifiye edilen 27 izolatin bp26 geni bazli PCR tek?
nigi sonucunda 738 baz ciftlik bant olusturduklari goz@
lenerek tamami Brucella spp. olarak teyit edilirken, izoR
latlarin asi susu ile ayirimi amaciyla yapilan ery geni bazli
PCR’da, timi 904 baz ciftlik bantlar olusturduklari igin
hepsi saha susu olarak tespit edilmistir. Ayrica izolatla®
rin, asl suslari olan B. abortus S19 ve B. melitensis Rev1l
ile karsilastiriimalari amaciyla RAPD-PCR ile incelenmel
sinde elde edilen DNA profillerinin, B. abortus S19 ile
benzerlik gosterdigi ortaya konmustur. Calismada elde
edilen izolatlarin hig¢ biri B. melitensis Rev1 asl susu ile
ayni profili vermemistir. Bu bulgu Unver ve ark.!® tarafin@
dan bildirilen sonuglarla farklilik géstermektedir. Bunun
nedeninin, arastirmalarda kullanilan 6rneklerin farkli
yer ve sirillerden alinmasina, ayrica orneklerin alindigi
surilerde sigir ve koyun yetistiriciliginin igice olmasina
bagl olabilecegi duslnitlmustlr. Ayrica arastirmalarin
yapildigi zaman periyotlarinin farkli olmasi ve yorede
yogun hayvan hareketleri nedeniyle degisik zamanlarda
hastaliga neden olan tiir ve biyotiplerin degisebilme
durumunu akla getirmektedir.

Yapilan ¢alismalarin sonuglari incelendiginde hayvan
sayisi ve hareketlerinin oldukga fazla oldugu Turkiye’nin
Kuzeydogu’sunda bulunan Kars yoresinde sigirlarda goPl
rilen abortlarin en bilylk nedeninin brusellozis oldugu
gorilmektedir. Yorede uygulanan koruma ve kontrol
onlemlerinden istenilen basariyr elde etmek igin sigr,
koyun ve keci gibi evcil hayvanlarin brusellozis yoninG
den test edilmesi serolojik olarak pozitif bulunanlarin
kesimi ve diger hayvanlarin agilanmasi gibi uygulamalarin
yani sira Ulkemizle sinir olan iran, Irak, Giircistan ve
Suriye gibi llkelerden hayvan giris ve ¢ikislarinin kontrol
altina alinmasi, hastalikla micadelenin bu Ulkeler ile
birlikte koordineli olarak yurutilmesi ve bu amagla ortak
projeler hazirlanarak bunlarin hayata gegirilmesi olduk®
¢a 6nemlidir.
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