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ONSOZ

Dunyanin 6nemli yaygin zoonoz hastaliklarindan ol&wusellozis;
hayvanlarda genital organlara ygdeek yavru atmalara ve infertiliteye neden
olmakta, Ulkelerin ekonomilerini olumsuz yonde Eiiektedir.

Son yillarda, epidemiyolojik agarmalarda molekuler tiplendirme yontemleri
daha yaygin kullaniimaya ganmstir. izole edilenBrucella swslarinin, birbirlerine
olan genetik yakinliklart ve ayni kaynaktan kokelnp aalmadiklari molekiler
tiplendirme yontemleri ile belirlenmektedir.

Bu calsmada, Konya Bdlgesi’'ndeki koyun atiklarindan etksvlasyonu ve
identifikasyonun yapilmasi, izole edil& melitensiswlarinin RAPD-PZR yontemi
ile genotiplendirilmeleri ve birbirlerine olan gdikeyakinlklarinin tespit edilerek
yaygin olarak bulunan genotipin belirlenmesi heslafhstir. Ayrica, atik
materyallerinden izole edileB. melitensissaha sglarinin, B. melitensisRev-1 ai
swundan kdken alip almaginin PZR-RFLP yontemi ile agaarilmasi ve atik gorilen
koyun surulerinden kan serumlari toplanarak RosggBEPlate Test (RBPT), Mikro
Serum Aglutinasyon Testi (MSAT) véELISA testleri ile dgerlendirilerek
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1. GIRIS
1.1. Tanim

Brucelldlarin neden oldgu Brusellozis; siir, koyun, keci, domuz, kdpek ve
kog gibi hayvanlarda 6zellikle testis, meme, utagis genital organlara yegerek
yavru atmalara ve infertiliteye neden olan krondulasici, nekrotik ve yangisal
infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir hastalikBuxton ve Fraser 1977, Bilgehan
2000, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 2005).

Brucella cinsindeki etkenler, evcil hayvanlarda énemli ekoik kayiplara
neden olduklari gibi enfekte hayvanlarin sitletitlis yiyecekler ve hatta et ile
insanlara da bugaklari ve enfekte ettikleri icin halk 8ag yoninden de 6nemli bir
grubu olgturmaktadirlar (Arda ve ark 1997). Primer olaralcubt hayvanlarin
hastalgl olan Brusellozis, insanlarda akutstzngich yuksek atg splenomegali,
gece terlemesi, ekleng@asi gibi belirtilerle seyredebilegegibi bazen viicudun ger
sistemlerinde bozukluklarla da kendini gosterirlgBhan 2000, Plommet ve ark
1998, Ayaz 2005)

1.2. Tarihce

Hayvan abortlari hakkindaki en eski kitabi kaydkam birinde, Brusellozis’in
tanimi 1859 yilinda Martson tarafindan yapstmi(Nicoletti 2002). David Bruce,
1887 yilinda Malta’da 6len bir askerin dakadan yapti kultir sonucu izole et
etkeneMicrococcus melitensiadini vermgtir. Arastiricl, insanlardaki Malta Até
hastalginin etkeninin bu mikroorganizmalar olglinu ortaya koymgtur (Arda ve
ark 1997, Nicoletti 2002). Sonralart Zammit (19@8keni enfekte keci sutinden
izole etm ve insanlara sitle bulabilecgini gostermgtir (Arda ve ark 1997). Bang,
1895 yilinda yavru atmibir sgirin fotal membranlari ile uterus sivisindan Gram
negatif basilleri izole etrgive etkeniBacillus abortusolarak isimlendirmitir (Arda
ve ark 1997, Nicoletti 2002). Domuzlardaki enfekzyabortusun etkeni 1914
yilinda Traum tarafindan izole edilgnive etkeneBacterium abortus suisadi
verilmistir. 1918 yilinda Evans bu 3 etken arasindaki mojitq kilttirel ve serolojik
benzerlgi ortaya koymy, 1920 yilinda da Meyer ve Shaw, bu ¢ etkeni bipta
birlestirerek Bruce’'un ismine izafeteBrucella adini vermglerdir (Nicoletti 2002).



1953 yilinda Buddle ve Boyes, Yeni Zelanda’'da epiditisli kocglardanBrucella
ovis'i izole etmglerdir. Brucella neotomadk defa Stoenner ve Lockman tarafindan
1957 yilinda da farelerinden izole edilngiir (Arda ve ark 1997)Brucella canis,
1968 yilinda yavru atmibir kopekten Carmicheal ve Bruner tarafindan izmémis

ve adlandirimgtir (Lisle ve Carmicheal 1974).

Ulkemizde ilk Brusellozis vakasi 1915 yilinda Drigamettin Kural ve
Mahmut Sabit Akalin tarafindan Kuleli Askeri Hastamde tedavi edilen bir
askerde tespit edilgtir. KoyunlardaB. melitensisilk olarak Aktan ve Koéyluglu
tarafindan 1944 yilinda Bandirma Merinos Giftiide saptannstir. Sgirlarda ilk B.
abortus izolasyon ise 1931 yilinda Berke tarafindan hilldistir (Iyisan ve ark
2000).

1.3. Etiyoloji
1.3.1. Morfoloji

Brucellacinsi mikroorganizmalar Gram negatif, hareketspgrsuz, 0,5-0,7 x
0,6-1,5 pum boyutlarinda kokobasillerdir. Kenarlanafif konveks ve uclari
yuvarlaktir. Kulturlerde tek tek rastlanmasina skarbazen ciftler veya kucuk
kimeler halinde gorilebilirler. Flagella, pili veigmentleri yoktur. Genellikle
kapsulstiz olan etkenin hastalik olgularindan yerolei edilmg smooth (S)
kolonilerinde ince bir mikrokapsul bulunabilmektedGercek asit-fast olmadiklari
halde zayif asitlerle dekolorizasyona direncli addmndan modifiye Ziehl-Neelsen
boyama tekrdi ile kirmizi renkte boyanirlar (Buxton ve Fras&7Z, Alton ve ark
1988, Koneman ve ark 1992, Quinn ve ark 2002, &2

1.3.2. Kultir ve Ureme Ozellikleri

Ik izolasyonlarinda % 5-10 G@ ihtiya¢ duyanB. abortus(Biyotip 5 ve 6
hari¢) ve B. ovis disindaki dier Brucellalar aerobiktirler (Alton ve ark 1988).
Etkenin Uremesi icin optimum pH 6.6-7.4 ve optimusa 36-38 °C’dir. Fakat
swlarin ¢cgu 20-40 °C arsinda da Ureyebilmektedir (Alton e E388, Plommet ve
ark 1998, Garrido-Abellan ve ark 2001).  Etkenin erdesi icin  tiamin,
nikotinamid ve biotine ihtiyacl olmasina kar X ve V faktorlerine gereksinimi

yoktur. Besiyerine eklenen % 5-10 kan veya serusméyi stimile eder. Fakat



selenit, tellurit veya safra tuzu ise Uremeyi irthéxer (Alton ve ark 1988, Plommet
ve ark 1998).

Brucella etkenlerinin kudltdrleri icin genellikle kati besigteri kullanilir.
Cunku kati besiyerleri koloni ojumunu sgladiklari gibi dissosiasyonu da
sinirlarlar. Sivi besiyerleri genellikle 6nzengigilene ve kan gibi sivi érneklerin ilk
kultarlerinde kullanilmaktadir. Sivi besiyerindeefire yavgtir ve homojen bir
bulaniklik yaparlarBrucella kolonileri, kati besiyeri Uzerinde ancak ikincirgien
sonra gorulmeye Bhrlar ve maksimum galine 5-7 glinde tamamlanir. Koloniler
kiguk (0,5-2 mm), kabarik, smooth tarzda ©visve B. canishari¢) ve saydam
renkte olupsebnem tanesi gorinumundedir. Yansiyakta hafif mavimsi bir refle
verirler. 6-7 gunlik sire sonunda koloniler biyiratlair ve dissosiye olmaya
baslarlar (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988nkKman ve ark 1992, Arda ve
ark. 1997, Plommet ve ark 1998, OIE 2004). Smdbticellakulturleri (6zellikleB.
melitensi$, Ureme sirasinda 6zelliklede subkultirler esmsmough (R), mukoid
(M) veya intermedier (I) formlara dissosiye olathdr. Bakteri LPS’inin yapisinda
bulunan polisakkarit zincirinin kaybina gaolarak gelgen (Plommet ve ark 1998)
koloni morfolojisindeki dgisim virllens, antijenite, serolojik o6zellikler ve jfa
duyarliligini desistirir (Alton ve ark 1988, Plommet ve ark 1998, GdorAbellan ve
ark 2001). S-koloniler daha patojen olmalarinasikaR-varyantlarinin enfeksiyon
yapma yeteng azalmg ve S-kultir antijenik karakteri kaybolgtur (Plommet ve
ark 1998).

1.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Brucella grubu mikroorganizmalar, fermentatif metabolizneairye oksidatif
metabolizmaya sahip olduklarindan, klasik karbordtidermentasyonu testleri ile
asit veya gaz olturma yetengine sahip dgildirler (Alton ve ark 1988, Garrido-
Abellan ve ark 2001). Katalaz, oksidaz ve Uureazitjfder ve nitrati nitrite
indirgerler (stisnalar Cizelge 1.1 de gosterifim). indol, Metil Red, Voges-
Proskauer ve Sitrat testleri negatiftir. Kikurtregge aminoasitlerden 33 Gretimleri
desisken olasina kamm B. melitensiter H,S negatiftir. Jelatini eritmezler ve
litmuslu siute etkimezler (Buxton ve Fraser 197 &pAlve ark 1988, Koneman ve ark
1992, Arda ve ark. 1997, Quinn ve ark 2002). Oksidaetabolizma testleri referans

laboratuarlarinca yapiimaktadiB. melitensis,D-glikoz, mesoerythritol, L-alanin,
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D-alanin, L-asparagin ve L-lutamik asiti okside é@d® L-arabinoz veya L-lizini

oksidatif metabolizmada kullanmaz (Alton ve ark 8p8

Cizelge 1.1.Brucelldlarin diger Gram negatif bakterilerden ayrimi (Alton ve ark
1988, Garrido-Abellan ve ark 2001).

B.bronchiseptic Moraxell ~ Acinetobacte Y.enterocolitic
Testler Brucella C.fetus
a a r a

Kacuk
Morfoloji kokobasi
I

Virgul

Ktk — oMiind Diplokok  Diplokok Basil
e

kokobasil

37 C Hareket - + + - - -

20 C Hareket - - - - - +

MacConkey'd
e laktoz - - - Va Y, -
ferment.

Glikoz iceren
agarda asit - - - - \Y +
teskili

Hemoliz -

+

Katalaz

Oxidaz

o o

Ureaz

Nitrat
indirgemesi

(0]
+ ||+ [+|+
+|+
< |<|+]|<|<
.
.

+ | +|+

Sitrat
kullanimi

S-Brucella
antiserumu ile + - - - - +
aglutinasyon

R-Brucella
antisrumu ile +9 - - - - -
aglutinasyon

& Genus icinde pozitif ve negatif tiirler

®. B. neotomadazen (+) tir

°- B. ovis, B. neotomaee bazend®. abortudun bazi sglari (-) tir
A B. ovisve bazend®. abortusun bazi sglari (-) tir

°- B. ovis(-) tir

. B.ovis B.canisve diger tiirlerin R sglari haric.

Y- B.ovis B.canisve diger trlerin R sslari pozitif.

1.3.4. Antijenik Ozellikleri

Brucella hucreleri, ultrasonikasyon veya dondurup ¢ozdurngébi
yontemlerle parcalanirsa immunelektroforezde hiperunserumlara kar 20
eriyebilir antijen elde edilebilir (Aydin ve ark &8). S-tipi Brucella turlerinde
immun yaniti olgturan immunodominant molekiller, sdimembran (OM), S-

lipopolisakkarit (S-LPS), native hapten (NH) pokkarit ve polisakkarit B'dir (Diaz



ve ark 1979, Palmer ve Douglas 1989, Marquis vatFi®93, Aragon ve ark 1996,
Moriyon ve Lopez-Goni 1998).

S-Brucella ytizeyinde bulunan endotoksik S-LPS v@arlfenol-su ve eter-su
ekstraktlari ya da elektron mikroskobu yardimioktaya konulabilir (Diaz ve ark
1979, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). LPS, serolojilkarak dominant antijenik
komponenttir. S-LPS yapisal olarak, O- polisakkairiciri, oligosakkarit kor bdlgesi
ve lipit A’dan olismaktadir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998}. abortudun lipit A
bdlgesi glukozamin yerine diaminoglikoz kugtu icerir ve oligosakkarit kor
bolgesine ester ve amiddari yerine sadece amid gariyla balanir. Brucelldlarin
bu klasik olmayan LPS yapilari enterik bakterilekiRS yapisi ile kiyaslanginda
daha az toksiktir. Bu dilk endotoksin aktivitesi hiicre ici g@ma adapte olmak

amaciyla gelimis oldugu disuintlmektedir (Lapaque ve ark 2005).

O- polisakkarit zincirininnuclear magnetic resonan¢€-NMR) (Meikle ve
ark 1989),sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electoyphis (SDS-PAGE)
analizi (Moriyon ve Lopez-Goni 1998) ve monosp&saintikor (Douglas ve Palmer
1988) kullanimi ile yapilan incelemesinde A ve Nhak lzere 2 farkl tipte olgw
belirlenmgtir. Her iki tip O-polisakkarit zinciri de N-formiperosamin
homopolimeridir. Fakat ayrimlarinin zincir tzerindelunana-1,2 vea-1,3 b&lanti
oranlarindan kaynaklangli belirlenmitir. A antijeni, a-1,2 bali N-formil-
perosaminin lineer bir homopolimeridir. M antijeni¢rdtio-1,2 ba&li ve biri a-1,3
bagli olmak Uzere toplam ke N-formil-perosaminin tekrarlayan unitelerinden
ibarettir (Diaz ve ark 1975, Meikle ve ark 1989, isflais ve Ficht 1993, Aragon ve
ark 1996, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). C-NMR yontem kullanildigi bir
calismada,B. melitensishiyotip 1-16M (M+), biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether
(A+,M+) ve B. abortusbiyotip 1 (A+) sylari analiz edilm§ ve tgidiklari M antijen
miktari sirasiyla 2.08, 0.016, 0.38 ve 0.005 m@nfijen miktari 0.005, 2.62, 2.39 ve
1.38 mg olarak bulunmtur (Meikle ve ark 1989)Brucellaturlerinin rough ya da
smooth lipopolisakkarite (R-LPS ya da S-LPS) sabimalarini, O-polisakkarit
zinciri taslylp tasimamalari belirlemektedir. Brucella turlerinin patojeniteleri O-
polisakkarit zinciri taimalarina bgl iken R-LPS’e sahiB. canisve B. ovis, O-
polisakkarit zinciri taimadiklari halde képek ve koclar igcin patojendir(€aro-
Hernandez ve ark 2007).



NH polisakkarit, ilk kez Diaz ve ark (1968) taradan SBrucella
etkenlerinde belirlenmi ve O-polisakkarit zincirinin kor bolgeskekerlerini
icermeyen formudur. [@er polisakkarit antijeni olan polisakkarit-B ise sdid
molekiler girlikh bir sekerdir. Bu iki antijen birbirleri ile ikkilidir ve fonksiyonlari
tam olarak aydinlatilamagtir (Aydin ve ark 1988, Moriyon ve Lopez-Goni 1998)
Polisakkarit-B’de bulunancyclic glucan Rhizobiaceae familyasi yelerinin
periplasmik bdlgesinde bulunanlarla beymektedir (Aragon ve ark 1996B.
abortusve B. melitensienfekte hayvanlarin serumlarinda NH ve polisakkafye
kargi antikor olgumu immunopresipitasyon testi ile ortaya konwtmu Fakat
asllanmsg hayvanlarin serumlarinda ayni antikorlara rastmasi bu antijenlerin
enfekte ve @l hayvanlarin ayriminda kullanilabilegiesonucunu ortaya koynstur
(Aragon ve ark 1996).

Major dg memran proteinleri @mp ilk olarak 1980 yilinda Dubray ve
Bezard tarafindan, hicre zarfinin deterjan eksiyaks ile elde edilmi ve SDS-
PAGE kullanilarak molekuler bluyukluklerine gore gri (94 ya da 88 kDa), grup 2
(36-38 kDa) ve grup 3 (31-34 ve 25-27 kDa) olmaleréziic gruba ayrilrgtir
(Moriyon ve Lopez-Goni 1998, Cloeckaert ve ark 280@upta ve ark 2007). Grup
2 proteinleri ayni zamanda porin proteinleri oladgkbilinmektedir (Douglas ve ark
1984) ve bu proteinleri kodlayan genl€dmi®a ve Om@®2b) ortaya konulmgiur
(Marquis ve Ficht 1993). Grup 3 proteinle@m®5 veOm@B1 genleri tarafindan
kodlanmaktadir (Caro-Hernandez ve ark 2007). M@ogler ise Ompl9, Ompl6.5
ve OmpL0 olarak belirlennstir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998).

SBrucella turleri ile Gram negatif bakterilerE( coli 0:116 ve 0:157,
Salmonella Kaufmann-White grup N(O:30)Pseudomonas multophilia, Vibrio
choleraeve 6zellikleYersinia enterocoliticd:9) arasinda serolojik capraz reaksiyon
bildirilmi stir (Alton ve ark 1988, Aydin ve ark 1988). Son Igntda yapilan
calismalarda, Brucella spp. ile Ochrobactrum anthropi(O. anthrop) arasinda
immunolojik capraz reaksiyon (Velasco ve ark 199&)genetik yakinlik oldgu
gosterilmitir (Leal-Klevezas ve ark 2005). AyricB, ovisR-LPS ileO. anthropiR-
LPS arasindaki ¢capraz reaksiyondagal@nfekte ko¢ serumlarinin her iki antijen ile
test edilmesiyle gosterilgtir (Velasco ve ark 1997). Yapilan bir ¢hka calsmada
ise, Brucella Omglerine kasgi hazirlanmg monoklonal antikorlar@mpal0, Omp 16,

Ompl9) ile Rhizobium, Ochrobactrum, Agrobacteriwe Phyllobacteriumytzey
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antijenleri arasindaki capraz reaksiyon gostesilme genetik benzerlik yaninda
antijenik benzerfiin varhigi da vurgulanngtir (Cloeckaert ve ark 1999). Ayrica, kegi
ve farelerdeB. abortus ve B. melitenses’kagl enfeksiyon veya slama sonucu
olusmus antikorlar O. anthropi antijeni ile baarilh bir sekilde tehis edilmitir
(Yongqun 2000).

1.3.5. Faj Duyarliligi

Brucella tyelerini lize eden 40 civarinda faj rapor edgtmi Bu fajlarin
tamami Brucella cinsi icin spesifik olup, dier bakterilere kar aktivite
gostermemektedirler. Bundan dolaBrucella fajlar tiplendirme c¢almalarinda
basari ile kullaniimaktadir (Buxton ve Fraser 1977tohl ve ark 1988, Garrido-
Abellan ve ark 2001)ilk Brucella faji 1950'de Rusya’nin Tiflis kentinde izole
edilmis ve Thilisi (Tb) adi verilmitir. Brucella fajlarinin tamami DNA fajlari olup
Corbel (1987) tarafindan, konakg! affinitesine gdegruba ayrilngtir. Grup 1: Tb
faji rutin test dilusyonunda (RTD) smoo®. abortus kilturlerini lize ederken,
10.000x RTD’ndaB. suisve B. neotomas/i lize etmektedir. Grup 2: Firenze (Fi)
faji, Grup 3: Weybridge (Wb) faji, Grup 4: Berkel&ji, Grup 5: R kolonileri lize
eden R/C faji, Grup dzatnagar (Iz) fajini icermektedir. Th, Wb ve Izldaj smooth
Brucella tiurlerinin ayriminda ve R/C fajiB.canis ve B. ovisin lizisinde
kullaniimaktadir (Cizelge 1.2) (Alton ve ark 1988).

Meksika’dan izole edilen ve bilineBrucella fajlar ile lize olmayanB.
melitensisizolatlarini, karakterize etmek amaciyla ayni bdkije sgir ve kegci
diskilari ile klinik 6rneklerinden 9 yeni faj izole @ahistir. Yeni fajlarla yapilan
denemelerdeBrucellatirleri ile capraz reaksiyon veren bakterileri liegnedikleri
ve smoothBrucella suslari icin spesifik olduklari belirlenngiir (Arechiga-Ceballos
ve ark 2004).

Cizelge 1.2Brucellafajlarinin ayirici 6zellikleri (Alton ve ark 1988)

Fajlarla lizis

Tb R/C
Tirler RTD 10x RTD RTD
B. melitensis - - -
B.abortus + + -
B.suis - + -
B. neotomae - + -
B. ovis - - +



B. canis - - +

1.3.6. Boya ve Antibiyotiklere Duyarlilgi

Brucella turlerinin rutin tiplendirme testlerinden de olamyonin ve bazik
fuksin (20 pg/ml) duyarlifii biyotipler arasinda farkliliklar gostermektedi.
melitensign tim biyotipleri her iki boyaya da direncli ikestiger Brucellatirlerinin
duyarlihklari farkhhklar gostermektedir (Cizelge.4) (Alton ve ark 1988, Corbel
1991, Garrido-Abellan ve ark 2001, OIE 2004). Pdw@nallarinin kompozisyonunun
(Douglas ve ark 1984) vemp2porin gen polimorfizminin tiyonin duyarlginda
etkili oldugu belirlenmgtir (Corbel 1991).B. suissularinin ¢c@u safranin O’ya
duyarli ikenB. abortusve B. melitensiswlari direnclidir (Alton ve ark 1988, Corbel
1991).

Asl swslarl olanB. abortusS19 ileB. melitensiRev-1 sglari, penisiline (5
IU/ml) duyarli iken ayni turlerin biovar 1'leri pesiline direnclidir. B. melitensis
Rev-1 streptomisine (2,5 pg/ml) direncli ikengeli B. melitensiser duyarlidir
(Alton ve ark 1988)B. melitensiRev-1 g1 swunun streptomisine direncininpsL
gen bolgesinde bulunan 91. kodondaki (kodon 9AGGrerine  G) mutasyondan
kaynaklandgl belirlenmgtir (Cloeckaert ve ark 2002b). Penisilin ve strepign
duyarlihk testleri & ve saha sgarinin ayriminda kullaniimaktadir (Alton ve ark
1988).

Brucella izolatlarinin ¢@u, gentamisin, tetrasiklin, rifampisin, ampisilin,
kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, novobiosispektinomisin ve streptomisine
duyarli bulunmstur (Garrido-Abellan ve ark 2001).

1.3.7.Brucella Tur ve Biyotipleri

Brucella cinsi mikroorganizmalar, 16S rRNA sekans analizismna goére
Proteobactereaceasinifinin a-altgrubunda yer almaktadirlar. Bu alt grupta ayric
Rhizobium, Agrobacterium, Bartonella, Phyllobaateni ve Ochrobactrum gibi
bakterilerde bulunmaktadir (De Lay ve ark 1987, &tar ve ark 1990, Corbel ve
Moriyon 2006).



Meyer ve Shaw tarafindan dizenlenBrucella cinsi, 6 ture ayrilngtir
(Nicoletti 2002): B. melitensisMeyer ve Shaw 192(B. abortusMeyer ve Shaw
1920, B. suis Huddleson 1929B. ovis Buddle 1956,B. neotomaeStonner ve
Lackman 1957 véB. canisCharmihael ve Brunner 1968 (Verger ve ark 198b).
melitensis3, B. abortus7 veB. suis5 biyotipe sahip iken der turler icin herhangi
bir biyotip bildirilmemitir (Cizelge 1.3) (Buxton ve Fraser 1977, Altonar& 1988,
Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plomre ark 1998, Quinn ve ark
2002, OIE 2004). Son yillarda, heniiz yukaridakifendirmaya eklenmemiolsa da
¢ssitli kaynaklardan yenBrucellaturleri izole edilmgtir. Deniz memelilerinden (fok,
yunus balgl) izole edilen iki tir 6nceBrucella maris(Jahans ve ark 1997) daha
sonra daBrucella cetacea®e Brucella pinnipediagCloeckaert ve ark 2001) olarak
isimlendirilmistir. Foster ve ark (2007), Avrupa’da deniz memeiliden izole edilen
28 Brucella swunu, oksidatif metabolizma testleri ve faj duyakldrina goére
incelemiler ve sglari konakgi tercihi veiL-arabinose p-galactose ve p-xylose
testlerine gore 2 gruba ayigfardir. Yunus baliklarindan izole edilenleBrucella
ceti sp. nov. ve foklardan izole edilenleri &eucella pinnipedialissp. nov. olarak
isimlendirmglerdir. Ayrica, Microtus arvalistiru farelerden ve topraktaBrucella
microti izole edilmitir (Scholz ve ark 2008a, Scholz ve ark 2008b).

Verger ve ark (1985), DNA-DNA hibridizasyon yontenté tum tir ve
biyotipleri iceren 51 sutzerinde yaptiklari ¢aimada,Brucellatirleri arasinda %
90'In Uzerinde genetik benzerlik tespit eflmidir. Bu yilksek orandaki DNA
homolojisi sebebiyld.melitensi$n tek tir olarak kabul edilip, der tirlerin biyotip
(B. melitensisbiovar melitensis3, B. melitensisbiovar abortus 2 gibi) olarak
siniflandinimasini onerglerdir. Fakat, pratik olmamasi ve tam olarak kabul
gormemesi sebebiyle eski isimlendirme tercih ediieeir (Garin-Bastuji ve ark
1998). Daha sonra yapilan gahalarla, B. melitensis, B. abortuge B. suise ait
genomlarin sekans analizleri tamamlagme bu 3 tlre ait genom dizilimleri
tamamen belirlenngiir. Her ¢ tlrtn de ilger sirkiiler kromozoma sahip olglu ve
bu kromozomlardan biyuk olanin (2.1 Mbp) kicik keaemun (1.2 Mbp) iki kati
blyuklige sahip oldgu belirlenmgtir. Ayrica, Ug¢ tlre ait genom sekanslari arasinda
% 99'dan fazla benzerlik tespit edilghr (Halling 2003). B. ovisin de genom
sekansi belirlenmi ve dger Uc¢ tdr ile aralarinda % 95'den fazla nukleotid

uyumlulusu bildirilmistir (Seshadri ve Paulsen 2003).



Cizelge 1.3Brucellaturlerinin ayrimi (Alton ve ark 1988).

Faj Duyarhlgi
: Tb Faji R/C _ .

Turler Koloni Serum : Oksida Urea Konakgl

Morfoloji  Gereksini RT 10%%RT RT z z

Si mi D D D
B.melitens Smooth - - - - + € Koyun,,ke
is ci
B. abortus Smooth 2 + + - +© +%  Sgir
B. suis Smooth - - + - + % Domuzvb
B.neotoma Smooth - t + - - +  Col a.
e rati
B. ovis Rough + - - + - - Kog¢
B.canis  Rough - - - + + $ Kopek

% Degisik oranlarda, bazi slar hizli pozitiftir.

®. B. abortusbiyotip 2 hari¢ (genelde ilk izolasyonunda serurregsinimi vardir).
°- B. abortusbiyotip 3 harig.

9. Referans su544 haric ve ara sira sahalan negatiftir.

°- Hizli oranda pozitiftir.

. Cok ince bir plak olgur.

Tar identifikasyonu, faj duyarlgm ve bazi biyokimyasal testlere (Ureaz,
oxidaz gibi) dayanmakta iken biyotip seviyesinde#tentifikasyon 4 ana testle
yapilmaktadir. Bu testler, karbondioksit (g@htiyaci, hidrojen stlfid (KS) tretimi,
boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlg ve monospesifik A ve M antiserumlari ile
aglutinasyondur (Cizelge 1.4) (Alton ve ark 1988d& ve ark 1997, Garin-Bastuji
ve ark 1998, Plommet ve ark 1998). melitensisbiyotip 3, Akdeniz ve orta dw
ulkelerinde en cok izole edileB. melitensisbiyotipidir (Garrido-Abellan ve ark
2001, Benkirane 2005). Ara gar veya atipik sglar, ara sira o6rneklerden izole
edilebilmekte ve dasik fenotipik karakterler sergilemektedir. Bu dururiir ve
biyotip identifikasyonunu engellemektedir. Bundanlayi, molekiler metotlarla
identifikasyon 6nem kazanmaktdir (Garin-Bastujiar& 1998, Corbel ve Moriyon
2006).

Brucella tir ve biyotiplerinin molekiler tiplendirme ve l&ikasyonu
amaciyla, DNA Uzerindeki polimorfizmi belirlemeking PZR-RFLP veya Southern
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blot analizi gibi metotlar kullaniimaktadir (GarBastuji ve ark 1998)Omp gen
bdlgelerinin yeterli miktarda polimorfizm icermeileden dolayiBrucella turlerinin

tiplendiriimesinde en cok kullanilan gen bdlgeletmuslardir. Omp2a, Omp2b,
Omp25, Omp31, DnakK, Ene RpsLgen bolgeleri PZR-RFLP yéntemi ile gdtilip

enzimlerle kesilerekBrucella turlerinin ayriminda kgari ile kullaniimstir (Garin-

Bastuji ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 2005). Splksiprimerle cgaltilip,

restriksiyon enzimleri ile kesilen gen boélgeleri aé olduklarl tlr veya biyotip
cizelge 1.5°de verilngtir (Al Dahouk ve ark 2005).

Cizelge 1.4Brucellabiyotiplerinin ayrimi (Alton ve ark 1988).

Monospesifik
Boya Duyarlilg Serumla
Aglitinasyon

. o C H,S — Bazik
Turler Biyotip Ihti)%m L"Jreztimi Tiyonin Euksir? A M R
1 - - + + - + -
B.melitensis 2 - - + + + - -
3 - - + + + + -
1 +°¢ + - + + - -
2 +° + - - + - -
3 +¢ + + + + - -
B.abortus 4 +°¢ + - +° - + .
5 - - + + - + -
6 - - + + + - -
9 +, - + + + - -
1 - + + - + - -
2 - - + - + - -
B.suis 3 - - + + + - -
4 - - + d + + -
5 - - + - - + -
B.neotomae - + £ - + - -
B.ovis + - + d - - +
B.canis - - + 4 - - +

& Boya konsantrasyonu, 20 pg/ml Serum dextroz éigaf 000).
®. ABD, Kanada vdngiltere’de izole edilen bazi giar negatiftir.
°- Ilk izolasyonda genellikle pozitiftir.

4 Swlarin ¢gu negatiftir.

©- 10 pg/ml tiyonin konsantrasyonunda uregakilenir.

Cizelge 1.5.Brucella turlerinin PZR-RFLP metodu ile ayrimi (Al Dahouk ek
2005).

Brucella Gen Bdlgesi
Tarleri Omp2 Omp25 Omp31 DnaK Ery RpsL
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. abortus

. melitensis

. Suis

. canis

. Ovis

. heoteomae
. maris

NA: Amplifiye olmams; *: test edilmemy; 16M: B. melitensidiyotip 1; B19:B. abortusasi su;
Rev-1:B.melitensiss| swsu.

0WoWwWwwww
+ + + + + + +
* 1 4
o4+ + 0

1.4. Epizootiyoloji
1.4.1. Cgrafik Dagilimi

Brusellozis, dinyada yaygin bir seyir gostermesiyiglikte Akdeniz
Ulkelerinde, Arap yarim adasinda, Hindistan, Me&silOrta ve Giney Amerika,
Guney ve Kuzey Afrika, Glney, Orta ve Bati Asyaal#kinde endemik, Glneygo
Asya ulkelerinde sporadik olarak goriilmektedir (Bemne 2005)ingiltere, Kuzey
Avrupa ulkelerinin blyuk ggunlugu, Kuzey Amerika, Avustralya, Kanada ve Yeni
Zelanda’da hastalik eradike edikti (Garrido-Abellan ve ark 2001, Benkirane
2005, Ayaz 2005). Avrupa Bigi Ulkelerinden, Belcika, Danimarka, Finlandiya,
Almanya, irlanda, Lixemburg, Hollanddsvec¢ veingiltere hastaliktan ari kabul
edilmektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001, Benkigd2005).

Turkiye’de hayvanlarda Brusellozis'in prevalansibelirlemek amaciyla
yapilan Tarim ve Koyleri Bakanlgl (TKB) Arastirma Projesi ile 1998-1999
yillarinda 79 ilden tesadifi drnekleme ile alinaplam 34958 adet&r kan serumu
ve 30433 adet koyun kan serumu RBPT ve KomplemiziaByon Testleri (KFT)
ile incelenmgtir. Hastalgin prevalansi girlarda % 1.43, koyunlarda ise % 1.97
olarak tespit edilnstir. Brusellozis’in suri prevalansi ise her koy Biirl olarak
kabul edildginde sgirlarda 1313 kdyde % 11.5, koyunlarda ise 1077 koYa 14
olarak belirlenmgtir. Bu bulgular hayvan hareketlerinin fazla olmadve atik
vakalarinin nadir oldgu Orta ve D@gu Karadeniz Sahiteridinde ki iller dsinda,
Ulke genelinde hastg@in yaygin oldgunu géstermektedir. Ayni ¢canada, Konya
ilinden toplanan &r ve koyun kan serumlarinda sirasiyla % 0.9 ve.2opdzitiflik
tespit edilmgtir (lyisan ve ark. 2000).

Kenar ve ark (1990), Konya ilinden tesadifi oreeké ile topladiklar 422
koyun kan serumunda % 1.2 pozitiflik belirleserdir. Ergang ve ark (1992)
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tarafindan yapilan bir kka calsmada Konya yoresinden toplanymi7 atik koyun
fotusunun 14'GUnden (% 30B. melitensisizole edilmitir. Yapilan baka bir
calsmada ise, Konya yoresinden 58 atik koyun fétusuBaiinden (% 53)B.
melitensis izole edilmitir (Kaya ve ark 1995). Konya Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitist’'ne 1987-1998 vyillari arasinda detir 799 adet atik koyun
materyali ve atik yapmaisurilere ait 925 adet kan serum @nBrucella yoninden
incelenmgtir. Atik materyallerinin % 24’nderB. melitensisizole edilmi ve kan
serum orneklerinin % 24.8Brucella yoninden pozitif bulunmgiur (Giler ve ark
1998a). Kiran ve ark (1998), Konya boélgesindenadilari 238 adet atik koyun
fetisinin % 31.1'indB. melitensive ayni siurilere ait 1119 adet kan serumunun %

32.3'Unde antBrucellaantikorlari tespit etrglerdir.
1.4.2. Bulgma ve Enfeksiyon Kaynaklari

Hayvanlar arasinda enfeksiyonunsloz kayng enfekte hayvanlardir.
Hastalga yeni yakalanmgi veya kronik taiyici olan gebe hayvanlar, abort veya
dogum sonrasi, Ozellikle fetls, fetlise ait sivilar,n@n ve plasenta aradiliile
cevreye bol miktarda hastalik etkeni yayarlar. Agrienfekte hayvanlara aitskl,
idrar, st ve sperma da ¢ok sayida mikroorganizyaadiginden gevrenin, yemlerin,
suyun ve kullanilan ekipmanin kontaminasyonuna nedeaktadir (Manthei 1968,
Arda ve ark 1997, Gastrucci 2000). Enfekte haywarddorttan sonra haftalarca
hatta aylarca sutleri ile etkeni c¢ikarirlar (Arda ark 1997). Keciler, aborttan sonra
koyunlara gore daha uzun sire (2-3 ay) etkeni \&giolla cikarirlar. Koyunlarda
ise bu siure genellikle 3 hafta civarindadir fakaty2 kadar da uzayabilir. Kegiler
hastalga kagl daha duyarhdirlar ve genellikle hayatlari boyaimmersistent olarak
kalirlar (Alton ve ark 1988, Castrucci 2000). Pstesnt enfeksiyonlarda, etken meme
bezlerinde ve meme Usti lenfgiimlerinde barinir ve laktasyon periyodlarinda sit
aracilgl ile ara sira sacilmaya devam eder. Bu durum lasae kuzular i¢cin 6nemli

bir enfeksiyon kaynadir (Garrido-Apellan ve ark 2001).

Baslica bulgma, enfekte mera veya yem maddeleri aagih sindirim
sistemi ile olmaktadir. @er bulgma yollari, solunum sistemi, konjiktiva, deri,
genital sistem ve gam sirasinda memenin kontaminasyonudur (Mantheanke
1968, Arda ve ark 1997). Kog, teke veghtarda enfeksiyonu gli hayvanlara

mekanik olarak nakledebilecekleri gibi kendileridénenfekte olmasi sonucu enfekte
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sperma ile de di hayvanlari enfekte edebilirler (Arda ve ark 19€4strucci 2000).
Kbpeklerde mekanik ve biyolojik olarak hasgalnakledebilirler (Castrucci 2000).
Enfekte materyal iceren akarsularda kisa mesafelastalgl bulastirabilirler
(Garrido-Apellan ve ark 2001). Ayrica, hasgati naklinde, artropodlar, kemirgen
hayvanlar, yabani hayvan ve dkarda vektor veya rezervuar olarak rol alabilirler
(Arda ve ark 1997, Castrucci 2000).

Vertikal bulgma, kuzu, @lak ve buzgilarda seyrek olarak gorulebilmektedir
(Castrucci 2000). Bu hayvanlarin kigctk bir béluntérus icinde enfekte olurken,
cogunlugu kolostrum yolu ile enfeksiyonu almaktadir. sk yolu ile etkeni
sacmaktadirlar ve sekstel olgugduulgtiklarinda hastaga duyarhdirlar (Garrido-
Apellan ve ark 2001). Bu tarz byhaa az goérilmesine gmen, latent enfeksiyonlarin
varhgl hastalgin eradikasyonunu guglermektedir (Castrucci 2000, Garrido-
Apellan ve ark 2001).

Hastalgin, Ulkeler arasi yayilmasi genellikle enfekte raywransferi ile
olurken ciftlikler arasi bukma ise kopekler, yabani hayvan veyaslau ile
olmaktadir (Castrucci 2000).

Dunya Sglik Orgiti tarafindan tgtinci risk grubunda sindiaan (OIE
2004) Brucella turleri icinde 6nem sirasiyl&. melitensis, B. abortus, B. swis B.
canis insanlari enfekte etmektedir (Plommet ve ark 19BBgehan 2000, Ayaz
2005). Ulkemizde, insanlardan izole edin turleriiylk bir kisminiB. melitensis
olusturmaktadir (Ayaz 2005)insanlara bukama yolu genellikle enfekte hayvanin
sekresyonlarinin buttingii bozulmy cilt ile direk temasi, pastorize edilmeansiit ve
sut drdnlerinin  tiketimi, enfekte aerosollerin itdsyonu ve konjiktivaya
inokulasyonudur (Arda ve ark 1997, Plommet ve a®®8l Bilgehan 2000, Ayaz
2005). Ulkemizde en fazla gorilen enfeksiyon kayaak hayvancilik ve mesleki
temas (% 28-90) ve gisut ve sut drtnlerinin kullanimidir (% 30-72) (&y2005).

1.4.3.Brucella Turlerinin Cevresel Sartlara Duyarlili g

Brucella tirleri 1s1 ve dezenfektanlara kadayaniksizdirlar. Pastdrizasyon
esnasinda cabucak 6lmelerinin epidemiyolojik oneandir. Kokyma sonunda kisa
surede Olurler (Buxton ve Fraser 1977, Arda vel®87, Bilgehan 2000). Karanlik
yerlerde, doku, sit veya uterus akintilari icinderuzaman canh kalabilirler (Arda
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ve ark 1997). Kontamine materyallerde bulunan déwefo 2.5 sodyum hipoklorid,
% 2-3 kostik soda, % 20 taze sbmnkirec ya da % 2 formaldehit solisyonunda 1
saatte inaktive olurlar (Garrido-Apellan ve ark 2D@rucellatirleri, uygun pH, 1sl,
gln k18l sartlarinda, su, atik fetus, gubre, ytin, samannbfrve kiyafetlerde aylarca

canliliklarini strdurebilirler. Etkenlerin ggik kosullar altinda cgtli materyallerde

canl kalabilme streleri gizelge 1.6’da verigtm (Garrido-Apellan ve ark 2001).

Cizelge 1.6Brucellaturlerinin ¢aitli materyallerde canli kalma sureleri (Garrido-

Apellan ve ark 2001).

Materyal Degisik kosullar Canlilik siresi

Direk giin g <31°C 4.5 saat

Su -4°C 4 ay

Laboratuar suyu 20°C 2.5ay

Toprak 18 °C de kurutulngu 69-72 gun
Islak <7gun
Sonbahar 48-73 gin

Idrar 37°C, pH 8.5 16 saat
8°C, pH 6.5 6 gun

Cig sut 25-37 °C 24 saat
8°C 48 saat
-40°C 2.5yl

Gubre Yaz 24 saat
Kis 2 ay
8°C 1wyl

Yin Depolanmy 4 ay

Sokak tozu 3-44 gin

Tahta duvar ve pencere 4 ay

Mera Gungig <5gin
Golge > 6 gln

1.4.4. Bireysel Duyarlilik

B. melitensis,sadece cinsel olgurga ulamis erkek ve dii hayvanlarda
hastalik yapar. Gen¢ hayvanlar enfekte olabilirataker hangi bir klinik belirti
gostermezler ve zayif ve gegici bir serolojik cewapstururlar (Castrucci 2000,
Garrido-Apellan ve ark 2001). Gebelikte hagialkagi duyarhlik artar. Yavru atan
bir hayvanda ikinci abortus olayr ¢cok ender gel{Arda ve ark 1997). Malta ve
Guney Amerika koyun sudruleri hasgal kagi direncli iken giney bati Asya,
Akdeniz ve Avasi koyun suruleri duyarlidir (Casttu2000).

Ayrica, B. melitensisenfeksiyonlari kdpek, &ir (Garrido-Apellan ve ark
2001), deve (Abbas ve Agab 2002), domuz (GariniBaste Hars 2000) ve
bizonlardada (Ewalt 2003) bildirilrgtir.

15



1.5. Patogenez
1.5.1. Enfeksiyonun Safhalar

Enfeksiyonun olgmasi, Brucella etkenlerinin miktarina, virtlensine ve
kongin duyarlilgina bahdir (Quinn ve ark 2002). VirllensBrucella tirlerine,
swlarina ve inokule olan bakteri miktarina gha olarak oldukca d&siklik
gostermektedir (Garrido-Apellan ve ark 2001). AgrismoothBrucellatirlerinin R
varyantlari, S formlara oranla dahastki virilense sahiptirler ve konakgi htcreleri
tarafindan kolaylikla elimine edilmektedirler (Quirve ark 2002, Seleem ve ark
2008).

Fakdltatif intraselliler patojen olaBrucella turlerinin en 6nemli 6zel,
retikilohistiyositer sistem hastgii olmasi ve belirgin organ ve dokulara
yerlesmesidir (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 1998, ri@arApellan ve ark
2001, Quinn ve ark 2002). Etkenlerin vicuda ang gollari, orofaringeal ve Ust
solunum sistemi veya konjuktiva mukoz membranlaridiger potansiyel gig yolu
da erkek ve di genital sistemi mukoz membranlaridir (Castruc@0@ Garrido-
Apellan ve ark 2001).

Etkenler duyarh konakglya girdikleri zaman onagdiporf niklear l6kositler
tarafindan fagosite edilirler (Arda ve ark 1997Riet ve ark 1998, Bilgehan 2000,
Castrucci 2000, Quinn ve ark 2002, Seleem ve arR8RO0Brucella tirleri,
makrofajlarin ve 6zellenemi fagositlerin icinde c¢galabilmelerine kasin sadece
notrofillerde ¢galamazlar (Quinn ve ark 2002, Ko ve Splitter 20D8Jrue ve ark
2004). Balica hucre ici ¢galma ve hayatta kalma mekanizmalari, fagozom-lizozo
fonksiyonunun inhibisyonu (Harmon ve ark 1998, Quue ark 2002, Ko ve Splitter
2003), degranilasyomyelo-peroxidaz-halidesistemi ve tumor nekrozis faktord
dretimidir (Canning ve ark 1986, Caron ve ark 199BEnfeksiyonun kronik
seyretmesinin, etkenin makrofaj icinde sggabilme Ozellkinden ileri geldgi
disunulmektedir. BOylece, etken antikorlar ve komplets&stem gibi ekstraselltler
savunma mekanizmalarindan kurtulabilmektedir (K®Gpéitter 2003, Seleem ve ark
2008). Etken, fagolizozom flizyonunu engellemek igsitli mekanizmalar
kullanmaktadir fakat bu mekanizmalar ve virllensktdderi tam olarak
acitklanamamtir (Harmon ve ark 1998, Quinn ve ark 2002, Ko \@it&r 2003,
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Seleem ve ark 2008RBrucellattrlerinin makrofajlar icerisinde canli kalabilneeihe

yardimci olan virilens faktorlegunlardir; LPS, Tip IV salgilama sistewirB, cyclic

B-1,2 glucans (BGs), superoksit dismutaz, katalaz, DNA kesip dizee (BER),
Ureaz, iki komponentli diizenleme sistev{S/BvrR, alkil hidroperoksit rediktaz
(ahpC&D), sitokrom oksidaz, nitrik oksit redUktam(D), Brucellavirtlens faktor A
(BvfA) (Seleem ve ark 2008). Etkenlerin, makrofajlariamg interferona (IFN)
yanitlarini bozarakta konak¢l savunma sisteminiticbrettikleri Bouhet ve ark

(2008) tarafindan ortaya konsgtur.

Intraselliler 6zellik gostereBrucella etkenleri ¢galarak polimorf niklear
|okositleri parcgalarlar. Serbest kalan bakterileonm ntklear I6kositler tarafindan
fagosite edilerek bolgesel lenf yumrularinasular. Enfekte olan lenf yumrularinda
hiperplazi meydana gelir. Bu engekahilen etkenler bakteriyemi yaparlar. Dalak,
lenf yumrulari ve karagerde granulomlarin gortulmeye dendigi bu evrenin
ardindan ikinci bir bakteriyemi ve lenf yumrulaaterus, meme, testis ve bazen de
sinovial dokulara yerkgm evreleri gelir. Etkenler buralarda ¢ok uzun sésmnli
kalabilirler (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 19B8gehan 2000, Castrucci 2000,
Quinn ve ark 2002). Bu organlarin histolojik ingakesinde, mononuklear hicre
infiltrasyonu, fibrin ekstidasyonu, koagulasyon Nedzis gozlenir (Bilgehan 2000).

Etkenin fotus dokularina, maternal ve fotal memlanan kagl da 6zel bir
ilgisi vardir (Arda ve ark 1997, Quinn ve ark 200Bunun sebebinin, bu dokularda
bulunan bir Greme stimilanti olan eritritolden kakiandpi belirlenmitir. inek,
koyun, keci ve domuz plasentalar eritritol icgrdiKeppie ve ark 1965, Quinn ve
ark 2002) halde insan plasentasi eritritol icer@iadien insanlarda abort
gorulmemektedir (Bilgehan 2000). Ayrica, polihidiikr alkol olan eritritol meme
bezi ve epididimis gibi organlardada bulurgtun (Quinn ve ark 2002). Gebe
hayvanlarin uterusunusgal eden mikroorganizmalar fotusa ait korionik ivill
epitellerinde Urer ve buradan korion ile uterus omasi arasina yesgie. Villiler
sonradan y& dejenerasyonu ve otoliz ile karkasiya kalirlar. Fibrinopurulent
eksudat fotal ve maternal zarlar arasindakigld@inin geyemesine, fotal
membranlarin ayrilmasina ve yavrunun atilmasinaayalrlar (Arda ve ark 1997,
Plommet ve ark 1998). Korion ile allantois zarlarasindaki ba dokuyu ve gdbek

kordonunu istila eden mikroorganizmalar, ana kaftakn fetlisin vicuduna
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yutulmak ve kan dokam aracilgi ile girerler ve mide, ince lgssak ve parankimatoz
organlarinda yangiya neden olurlargeE enfeksiyon gebelin son devresinde

sekillenmis ise fetiis dgabilir, fakat septisemi sonucu 6lir (Arda ve arl®o7p

1.5.2. Brusellozis’ddmmun Cevap

Brucella enfeksiyonu sirasinda genellikle humoral ve hidraeemun
cevabin her ikisi de uyariimaktadir. Fakat bu imneémaplarin sire ve seviyelerini,
etkenin virtlensi, etkenin miktari, gebelik, konakQ yg ve immuin durumu gibi
cesitli faktorler etkilemektedir (Garrido-Apellan vela2001, Quinn ve ark 2002).

Dogal enfeksiyonlarda, serolojik cevabin 2-4 haftaddismesi beklenir.
Etken gebe uterusa invaze olnise yiksek miktarda ve artan Bekilde antikor
dretimine neden olur, fakat bu antikor dretimi dbaonrasina da kalabilir.
Laktasyondaki bir memede meydana gelen invazyorade iz miktarda serolojik
cevap olgmaktadir. Az sayida lenf bezinin enfekte @dudurumlarda ise antikor
Uretimi ya ¢cok az ya da hic yoktur (Garrido-Apellae ark 2001). Enfeksiyonun
baslarinda immunglobulin (Ig) M duretilirken, bir veyai hafta sonra IgG
predominant hale gelmektedir (Hoffmann ve Houle 598lielsen 2002). Daha
sonralari az miktarda IgGve IgA olusmaktadir. Dger mikroorganizmalarin
varliginda olgan ve capraz reaksiyona neden olan antikor tipielgen IgM’dir
(Nielsen 2002). Kronik enfeksiyonlarda her iki ipohde miktarlarinin dgmesine
ragmen IgG predominanttir (Hoffmann ve Houle 1995, Nielse®2)0

Konakg¢inin vicuduna giren mikroorganizmalar, méree T lenfositleri ile
karsilasmaktadirlar.  Hicresel  Bgiklik, birkag hafta icerisinde hizla
sekillenmektedir fakat desik miktarlarda olgabilecgi gibi hic tespit
edilmeyedebilir. Hucresel kgiklik genellikle, lenfosit stimilasyonu, makrofaj
inhibisyonu, gecikmi tip hipersensitivite vg-interferon stimulasyonu yontemleri ile
tespit edilmektedir (Garrido-Apellan ve ark 2001).

1.6. Klinik Bulgular
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Brusellosis’de inklibasyon suresi oldukcaideendir. Mikroorganizmalarin
giris ve sayisina kg olarak bu sure 10-250 gun arasindgiglmektedir (Arda ve ark
1997). Koyun ve kecilerde yavru atma genellikle gJggin son iki ayinda géralar
(Buxton ve Fraser 1977, Garrido-Abellan ve ak 20E&lfekte hayvanlarda kleca
klinik bulgular yavru atma, kisirlik, mastitis, ggndisktnluk, zayiflama, bragit,
artritis, topallik, higroma ve eitistir. Plasentanin iceride kalmasiyla gdn metrit
olaylarina da sikc¢a rastlanilir. Etken abortusteedsiit ve idrarla, sonra ise uterus
akintilari ile etrafa sacilir (Arda ve ark 1997 ri@aBastuji ve ark 1998).

Saglam bir surinunB. melitensisle enfekte olmasindan sonra yavru atma
olaylar ¢ok artar vaiddetli seyreder. Ayni sirii daha sonraki yillar @az yavru
Fraser 1977, Arda ve ark 1997). Koyunlarda enfeksiguresi kecilere oranla daha
kisadir (Arda ve ark 1997).

Otopside, annenin lenf bezlerinde ve bazi orgarmdar(meme ve uterus gibi)
granulamatéz yangi lezyonlari gorulebilmektedir atakounlar Brusellozis icin
patognomik dgildir (Manthei 1968, Garrido-Abellan ve ak 2001).tetlsta,
seroprulent yangi, nekrotik endometritis, kotileldmnarasi bélgede kokusuz bir
eksudat bulunur (Bali 2005). Plasenta, 2-5 cm kdddmlagmistir ve fibrinli bir
irinle ortulmdstar. Kotiledonlar arasi bélge kalighkalis ve deri gérinimundedir.
Kotiledonlar normale goére daha sert ve buylk oldgerlerinde yagkan
kahverengimsi bir eksudat vardir. Fotal membrad@mlidir ve lGzerinde yer yer
fibrindz ve purulent lekeler bulunur (Buxton ve §@a1977, Arda ve ark 1997).

Aborte fetusta deri alti 6demleri, vicutshdklarinda kanli bir sivi birikimi,
bazen fibrin yumaklari go6zlenir. Mide ve gesaklarinda iltihaplar bulunur ve
icerisinde kirli sari renkte bir sivi bulunur. Abamum icergi limon sarisi
rengindedir. Dalak ve lenf bezlegiskindir ve Uzerlerinde kiguk nekroz odaklar
bulundururlar. Vicudun e#li yerlerinde kanama odaklar ve kargeide nekroz
odaklari gorilebilir. Bazi olgularda yeni glaus kuzu veya aborte fetusun
akcigerinde enfeksiyona kgh pneumoni odaklarina rastlanabilir (Arda ve a891T).
Bazen de karakteristigekilde fetusun tirnak duvarinda kalsifiye plaklanrigebilir
(Bali 2005).
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1.7. Tehis

Brusellozis’de gorulen Kklinik belirtiler enfeksiyan tehisi icin yeterli
degildir. Hastalgin kesin tanisinda, etken izolasyonu ve identiffkasinu kapsayan
direkt yontemler ile serolojik ve alerjik testlekapsayan indirekt yontemlerden
yararlanilir. Fakat etken izolasyonunun her zamammhkiin olmamasi nedeniyle
cogunlukla serolojik testlerden yararlaniimaktadirg&mni ve ark 1992, Arda ve ark
1997, Castrucci 2000yisan 2000, Quinn ve ark 2002, OIE 2004).

1.7.1. Direk Tghis
1.7.1.1. Bakteriyoskopi

Fotusun mide icegi, fotal akcgper, fotal karagier, vaginal akinti, kotiledon
veya plasenta orneklerinden hazirlagimiirme ve tge preperatlar Modifiye Ziehl-
Neelsen (Stamp) veya Kdster yontemleriyle boyandredkt mikroskobik muayene
ile Brucella morfolojisine sahip mikroorganizmalar aranir. Boyada zayif asit-fast
Ozellige sahip olanBrucelldlar mavi zemin Uzerinde kirmizi renkte gorunarler
(Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Ardaaxe 1997, Castrucci 2000, Quinn
ve ark 2002).Chlamydophila abortusveya Coxiella burnetti gibi diger abort
etkenleri yank pozitiflige neden olabile@nden sonug kultir ile teyit edilmelidir.
Sut ve st Urdnlerinin muayenesinde, etken milganelde dgiitk olduzundan ve
yag molekillerinin goruntiyl engelleyegiaden bu metodun sensitivitesi siiiktir
(Alton ve ark 1988, Garin-Bastuji ve ark 1998, O2B04, Garin-Bastuji ve ark
2005).

1.7.1.2. Kultar
1.7.1.2.A. Temel besiyerleri

Brucella’larin izolasyonunda, koloni morfolojisinin inceleesine elvesli
oldugu ve kontaminantlarin tGremesini sinir@dicin genellikle kati besiyerleri
kullaniimaktadir. Az miktarda etken iceren ya dektam olarak fazla buyuk olan
orneklerin incelenmesinde sivi besiyeri kullan{idton ve ark 1988, Arda ve ark
1997, OIE 2004). Temel besiyeri olard&rucella Trypticase soy, Tryptone soy,
Nutrient besi yerleri ile Kanli, Columbia ve Patagarlar kullanilabilegg gibi

laboratuarda nutrient agarda (agar 20 g, peptoq,18aCl 5 g, meat ekstrakt 5g,
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distile su 1000 ml, pH 7.8) hazirlanabilir (Altoe ark 1988, OIE 2004). Ozellik.
abortus biyotip 2 ile B. suisin izolasyonlarinda bu besiyerlerine % 2BBucella
antikoru icermeyen §irr veya at serumu katilmalidir. Serum ilavesinih
melitensisin tGremesini de arttirgi bildiriimektedir (Alton ve ark 1988, Garin-
Bastuji ve ark 2005). [@er faydali besiyerleri ise Serum dekstroz ve Ghbker
dekstroz agarlardir. Serum dekstroz agar genelldd®tiplendirmeler de koloni

morfolojisinin gézlemlenmesi icin kullaniimaktad&lton ve ark 1988, OIE 2004).

Diger bir selektif olmayan besiyeride, Castaneda vadatak bilinen bifazik
besiyeridir. Kan, dier vicut sivilarl veya sutteBrucella izolasyonu amaciyla bu
vasat kullanilir (Alton ve ark 1988, OIE 2004). ®knsivi kisma inokule edilir ve 2-
3 gunluk inkibasyonun sonunsgiae yan cevrilerek kati besiyerine bgtlalir. Daha
sonra tekragise dik pozisyona inkibe edilir ve bglem birkac sefer tekrar edilerek
koloni olusmasi gozlenir (Alton ve ark 1988, Bilgehan 200Gdtk 2005).

1.7.1.2.B. Selektif besiyerleri

Saha orneklerinin genellikle kontaminantlari darngeleri ve bunlarin
Brucella etkenlerini orteceksekilde Uremeleri sebebi ile temel besiyerleri yerin
selektif besiyerleri etken izolasyonunda tercihlradktedir (Marin ve ark 1996,
Garin-Bastuji ve ark 1998).Brucella haricindeki dger mikroorganizmalarin
uremelerini engellemek icin temel besiyerlerinesitge antibiyotikler eklenerek
selektif besiyerleri geitirilmistir. Ik olarak 1953 yilinda Kuzdas ve Morse, selektif
besiyeri konseptini ortaya atgtar ve temel besiyerinin her litresi icin fungiskat
olarak 100 mgycloheximideGram pozitif bakterilere kar25 000 IU basitrasin ve
Gram negatif bakterilere kar6 000 IU polimiksin B sulfat ilave ederek selékti
besiyeri hazirlamglardir (Alton ve ark 1988)B. ovisin izolasyonunda oldukca etkili
olan modifiye Thayer-Martin selektif besiyeri 19%Alinda ortaya konulmgiur
(Marin ve ark 1996). Gunumuzde yaygin kakilde kullanilan (OIE 2004) Farrell
selektif besiyeri, 1974 yilinda Farrell tarafindaat 6rneklerinderB. abortu&un
izole edilmesi icin geftiriimis (Farrell 1974) ve daha sonraldBL melitensish
izolasyonundada kullanilabilegiebildirilmi stir (Alton ve ark 1988). Temel besiyeri
olan serum dekstroz agarin her litresine 100cgajoheximide25 000 U basitrasin,
5 000 IU polimikin B sulfat, 20 mg vankomisin, 5 mglidiksik asit ve 100 000 IU

nistatin ilave edilerek Farrell selektif besiyeaznlanmaktadir (Farrell 1874, Alton
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ve ark 1988, OIE 2004). Bu besiyerinde kullanilaasitrasin ve nalidiksik asit
miktarlarinin B. melitensish bazi sglarinin tGremesini inhibe egii bildirilmi stir
(Marin ve ark 1996). Ayrica, Farrell besiyeB. ovisin Uremesini de
engellemektedir. Bunlardan dolayr atik vakalarindgtken izolasyonunun
sensitivitesini arttirmak icin Farrell ve modifiyEhayer-Martin besiyerleri birlikte
kullaniimalidir (Marin ve ark 1996).

1.7.1.2.C. Kultdr marazi maddeleri

Etken izolasyonu icin en derli 6rnekler, atik fetis (mide icgij dalak ve
akciger), fotal membranlar, vaginal sivap, sit, semem,avtrit ya da higroma
sivilandir. Yetgkin hayvan karkasinda ise retikiilo endotelial sistrganlari (kafa,
meme ve genital lenf bezleri ile dalak), gebe (darei meme bezleri kiltir icin tercih
edilir (Alton ve ark 1988, Plommet ve ark 1998, (1804).B. melitensisyaginal
salgilar ile abortustan sonra haftalarca bol mddasacilir (Alton ve ark 1988, Garin-
Bastuji ve ark 1998). Ayrica, meme bezleri, kiiciknimant enfeksiyonlarinda ana
hedef oldgundan vaginal sivap ile sit érnekleri alinmasi koiirtlerindenB.

melitensiszolasyonunda en iyi yoldur (Garin-Bastuji ve a005).

Kaltdr metodunun sensitivitesi, Ornekteki etkemlercanlligina, orngin
¢cesidine ve ayni hayvandan alinan 6rnek sayisingidia (Garin-Bastuji ve ark
1998).

1.7.1.2.D Identifikasyon ve tiplendirme

Brucella tirtine ait sglarin birgggu (B. abortus, B. ovijsireme sirasinda %
10 CQ'e ihtiya¢c duyarkenB. melitensissuslarinin CQ ihtiyaci yoktur. Brucella
kolonileri, uygun besiyerine ekilmelerinden itibargaklgik 2 gunlik inkiibasyon
peryodu sonunda gorindr hale gelirler. Kultiranatiéglarak dgerlendirilmesi igin
8-10 gun beklenmelidir. Dort guinlik koloniler, In#n ¢apinda, diz kenarli, sari bal
renginde vesebnem tanesi goriunumindedirler. Eskiyen kolonileywk bir renk
alarak buyudrler. Kolonilere yukaridan bakgohda konveks ve inci beyazi
rengindedirler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve 4988, Arda ve ark 1997,
Bilgehan 2000, OIE 2004).
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Brucella morfolojisine sahip tim koloniler Gram boyama @mnt (veya
Stamp yontemi) ile deerlendiriimelidirler. Gram negatif kokobasiller \eeykisa
comaklar seklinde gorulen bakterilere ait kolonilerden, aBtiicella poliklonal
serumu ile lam aglitinayon testi yapilir ve pozgdnucg veren kolonileBrucella
olarak kabul edilir (Alton ve ark 1988, OIE 2004Brucella turlerinin
identifikasyonunda ayrica Ureaz, oksidaz, katataizat indirgeme, sitrat, indol ve
Voges Proskauer testleride kullaniBrucellalarin diger Gram negatif bakterilerden
ayrimi cizelge 1.1'de verilngiir (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Garrido-
Abellan ve ark 2001).

SmoothBrucellatirleri treme siresince dissosiye olngdimindedirler. Bir
kaltarin  koloni  morfoljisindeki dgisiklik, antijenitesi ve infektivitesinide
desistirmektedir. Ozellikle @ ve antijen Uretiminde S kolonilerin secimine dikk
edilmelidir. S-tipinde olmayan koloniler, monosgagsserum veya smootBrucella
fajlar ile tiplendirilemediinden, tiplendirme icin smooth koloniler secilmeiid
Koloni morfolojisini belirlemek icin csitli yontemler kullaniimaktadirilk olarak
Henry tarafindan 1933 yilinda bildirilen yontemdée]oniler 45 °C’lik aci ile oblik
Isikta stereskopik mikroskop altinda inceleiidde S koloniler mavi-ygl refle
verirken dissosiye koloniler donuk sari renkte gdmler. Dger bir metotta,
koloniler % 0.01’lik nétral akriflavin ile emulsifie edilirler. S koloniler homojen bir
sekilde slispanse olurken, dissosiye koloniler agéitolurlar. Kolonilerin kristal
violet boya solisyonu ile boyarggdiyontemde ise, S koloniler boya almazken non-
smooth koloniler kirmizimsi bir renge boyanirlar yézeylerinde ki catlaklar el

mercesi ile gorilebilir (Alton ve ark 1988).

Tar identifikasyonu, faj duyarlgh ve bazi biyokimyasal testlere (lreaz,
oksidaz gibi) dayanmakta iken ayrica referans lalo@rlarinca gercekdgrilen
oksidatif metabolik testler ile de yapilabilmektedrucellatirlerinin ayrimi gizelge
1.3'te verilmgtir (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Garin-Bgisve ark 1998,
Plommet ve ark 1998). Th, Wb ve Iz fajlari smoBtiucellattrlerinin ayriminda ve
R/C faji B.canisve B. ovisin lizisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Tb ifatabil
oldugundan referans faj olarak kabul edilmektedir (Alt@nark 1988, OIE 2004).

B. melitensis, B. abortusre B. suis tirlerinin biyotip seviyesindeki

identifikasyonu 4 ana testle yapiimaktadir. BuléestCQ, ihtiyact, HS retimi,
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boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarkg ve monospesifik A ve M antiserumlari ile
aglutinasyondurBrucella turlerine ait biyotiplerin ayrimi Cizelge 1.4’e nlenistir
(Alton ve ark 1988, Corbel 1991, Arda ve ark 19%&rin-Bastuji ve ark 1998,
Plommet ve ark 1998, OIE 2004).

Yeni izole edilen etkenlerin ilk izolasyonundan hlemsonra C@ihtiyaci
olup olmadg kontrol edilmelidir. B. abotusun bazi biyotipleri sadece ilk
izolasyonlarinda Cg@e ihtiyac duymalarina kam her zaman bir stabiliteye sahip
degildirler. Boya ve dger testlerde kullanilacak atmosferin belirlenmesn idnce
CO, gereksinimi belirlenmelidir. b6 testinde de kultir SDA iceren bir tipe ekilip
tupun pamguna kusun asetath kat yerlestirilir. Kagit 4 gin boyunca gunluk
degistirilerek renk dgisikli gi kontrol edilmelidir (Alton ve ark 1988).

Boya duyarlilik testlerinde kaca serum dekstroz agar, trypticase soy agar ve
tryptose soy agarlar kullaniimaktadir. Kultrtin wsar gereksinimi olmasa bile,
serum eklenmgiboyali besiyeri (serum tremeyi iyteebilir) ile serum eklenmergi
olaninin Uremeleri de katastiriimalidir. Kullanilacak boya konsantrasyonunuamag
cesidi etkilemektedir. Serum dekstroz agara 20 pg/inb@ 000) oraninda bazik
fuksin ve tiyonin eklenmektedir. Genellik2 melitensikiturleri, B. abortusve B.
suis kulturleri kadar bolca ureme gostermemektedir.r&@ah O duyarlihik testi,
B.suisin ayriminda kullaniimaktadir. 100 pg/ml oranirgtgranin variginda,B. suis
swlarinin ¢c@u inhibe olurkenB. melitensisve B. abortus(biovar 2 harig¢) sglari

etkilenmezler (Alton ve ark 1988).

S ve R forma sahirucella kiltirleri kendilerine uygun antiserumlar ile
aglutine olurlar. Smooth forma sahip bakteriler M, veya her iki monospesifik
antiserum ile aglttinasyon verirler. Rutin tiplemde testlerinde monospesifik A, M
ve Rough antiserumlari birlikte kullaniimaktad®. melitensi$n biyotip 1’inde M
antijeni, biyotip 2’sinde A antijeni dominant ikdnyotip 3’inde A ve M antijenleri
esit miktarda bulunmaktadiB. ovisve B. canisR antijeni taimaktadirlar. Dominant
yluzey antijeninin monospesifik antiserumlarla Hbelimesinde tip ve Ilam

aglutinasyon testlerinden yararlaniimaktadir (Alt@ark 1988).

Canli g1 swlari olarak kullanilanB. abortusS19 veB. melitensisRev-1,
arasira sit veya patolojik materyallerden izoldneektedir. Gebe hayvanlardBg,

24



melitensisRev-1 syu ile gilanmalarindan sonra atiklar etugu bildirilmistir. B.
melitensis Rev-1 sgunun streptomisin iceren besiyerinde Uremesi dhigiai
gostermesine kain, streptomisine @amli mutant sglarida olgabilmektedir. B.
melitensisRev-1 &I swsu, saha stundan; 2,5 pg/ml streptomisin varinda dremesi,
20 pg/ml bazik fuksin ve tiyonin ile 5 IU/ml perisi varliginda Grememesi ve
kolonilerinin daha kuguk olmasi ile ayrilir (Cizeld.7) (Alton ve ark 1988).

Cizelge 1.7B. melitensiRevl veB. melitensidiovar 1 sglarinin ayrimi (Alton ve
ark 1988).

Besiyerlerinde Ureme

Sus Koloni Tiyonin Bazik Fuksin ~ Penisiln Streptomisin
biyukligu 20pg/ml 20 pg/ml 5 iu/ml 2,5 pg/mi
Biovar 1 blyuk + + + -
Rev-1 kicuk - - - +

Hizli bakteriyel identifikasyon sistemlerinde kuidlian Gram negatif enterik
ve nonenterik identifikasyon Kkitleri (API gibi) ileBrucella’lar Moraxella
phenylpyruvica, Hamophilusre Neisseria olarak yanlg identifiye edilebilirler
(Bilgehan 2000, Findik 2005).

1.7.1.3. Hayvan deneyi

Elde edilen kultirler ve kontaminasyon ihtimali @yan marazi maddeler
kobaylara intraperitoneal olarak, kontamine olartengl ise subkutan veya kas ici
olaraksiringa edilirler. Her 6rnek icin en az iki kobaylllenilir. St ve idrar santrifij
edildikten sonra dip tortu fizyolojik tuzlu su iglandirilip 0.2 ml miktarinda verilir.
Amnion sivisl, sinovial sivilar ile gis ve karin bgugu sivilari da bir misli FTS ile

sulandirilip 0.5 ml miktarinda verilir (Arda ve atR97).

Kobaylardan birisi 3 ve deri ise 6 hafta sonra O&ldurulir. Otopside;
karacgerde nekrotik odaklar, dalak ve lenf yumrulariniinyiimesi ile epididimitis
gorultr. Lezyonlu organlardan uygun besiyerlerirserym dekstroz agar gibi)
ekimler ve kesim 6ncesi alinan kanlar ile aglutymasyapilarak da sonuca varilabilir
(Buxton ve Fraser 1977PBrucellalarin izolasyonunda ender olmakla birlikte 4-7
gunliik embriyolu tavuk yumurtasi da kullanilabilntedir (Arda ve ark 1997).
Ayrica canh a sularinin virtlenslerinin belirlenmesinde de deneyysmlari
kullaniimaktadir (Alton ve ark 1988).
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1.7.1.4. Molekuler yontemler
1.7.1.4.A. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Brusellozis’in tghisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasygintemi
“altin standart” olarak kabul edilmektedir (Altowe ark 1988). Fakat, drneklerden
etkenin izole ve identifiye edilmesinin uzun steraktirmesi (10 gun gibi), testlerin
kompleks olmasi ve tecribe gerektirmesi, etkenimnpa Ozellginden dolayi
laboratuar cajanlari igin tehdit olgturmasi ve kontamine 6rneklerden her zaman
kesin sonu¢ alinamamasi bu yontemin dezavantajldfEarin-Bastuji ve ark 1998,
Bricker 2002, Garin-Bastuji ve ark 2005). PZR metooldukca hassas, 6zgul, ucuz,
hizli, basit, az emek gerektiren ve ¢ok sayida @mé&olayca slenebilecgi bir
yontemdir (Bricker 2002). Metodun dezavantajlar igboratuar kaynakli DNA
kontaminasyonlari ve genellikle daha kapsamli 6rin@kirlanmasinin gerekigidir
(Bricker 2002, Turkyilmaz ve Esendal 2004).

PZR, genetik materyaller (DNA ve RNA) Uzerindeibkegs, bir veya birden
fazla bolgenin, kimyasal olarak sentezlemnmlan oligonukleotid primerler ve
saflagtirilarak elde edilmyi olanTaqpolimeraz enzimleri kullanilarak bir otomatik isi
dongusu (thermocycle) cihazi yardimi il vitro sartlar altinda cgaltilma
metodudur (Devrim ve Kaya 2004). PZR metodu ilkrakal987 yilinda Mullis ve
Faloona tarafindan tanimlanginr. Daha sonraki yillar, birgcok agtarici Brucella'lari

teshis etmek icin PZR temelli g#li metotlar gelstirmistir (Bricker 2002).

Brucella turlerini cins dizeyinde identifiye etmek icink ilPZR metodu
Fekete ve arkadkr tarafindan 1990 yilinda ggirilmi stir. Arastiricilar, B. abortus
S19 syunun 43-kDa OMP’sini kodlayan gen bolgesinin 635 (bpz pair)’lik bir
kismini dizayn ettikleri primerlerle amplifiye etgt@rdir. Yontemin, timBrucella
turleri ve biyotipleri icin gecerli ve olduk¢ca hass oldgunuda bildirmglerdir
(Bricker 2002). Herman ve De Ridder (199B)ucella cinsi bakterilerin hepsinde
bulunan 16S rRNA gen bolgesine yonelik bir metotisgemislerdir. Testin
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O0zgulligint belirlemek icin 17 desik Gram negatif bakteriyi test etgher ve
Ochrobactrum anthropiiin de amplifiye edildiini belirlemiglerdir. Romero ve ark
(1995a)da ayni gen bdlgesine yonelik dokuz farghimer gelgtirmisler ve
bunlardan 905 bp’lik fragment amplifiye eden pringdtini tim Brucella tarlerini
belirlemede kullanmglardir. Ayrica, caimaya 36Brucella harici bakteri ile 3 ayri
O. anthropiswu da dahil edilmi ve sadec®. anthropiswlarindan bir tanesinin (tip
D) capraz reaksiyon veggibildirilmi stir. Baily ve ark (1992)B. abortusun 31 kDa
dis membran proteinini (BCSP31) kodlayan gen bélgesgimeelik yeni bir protokol
gelistirmisgler fakat bu gen bolge®8. oviste bulunmadii icin yonteminB. abortus
ve B. melitensigcgin spesifik oldgunu bildirmglerdir. Da Costa ve ark (1996) bu
metodu kullanaralO. anthropiyi de iceren bir takim bakterileri test etter ve O.
anthropinin ¢ swundan sadece bir gunun kros reaksiyon veg&ni rapor
etmislerdir. Rijpens ve ark (1996), 16S-23S gen bdlgdasmel alan yeni bir metotla
800 bp uzunlgunda amplifiye Grtnler elde etgler ve birleme (annealing) I1sisinin
5 °C arttirildginda O. anthropiye bali kros reaksiyonlarin ortadan kalimni
bildirmislerdir. Leal-Klevezas ve ark (1995apm@® gen boélgesine ydnelik
gelistirdikleri single-step PZR metodu ile kan ve stha@kierindenBrucellatirlerini
cins dizeyinde this etmglerdir. Metodun 1 ml sut icerisindeki 10 tane baistie

belirleyecek kadar hassas ogdunu bildirmglerdir.

Brucella turlerini ttr dizeyinde identifiye etmek icin ggiliilen ilk PZR
metodu Bricker ve Halling (1994) tarafindan rapdilraistir. Arastiricilar, bir IS
(Insertion sequences) elementinin{13) B. canisharicinde dger Brucellaturlerinin
tamaminda en az bir tane bulugdaou, Southern blot analizini kullanarak sayi ve
yerlesim yerleri ile birlikte ortaya koymglardir. Kromozom Uzerinde bulunan ve
tekarlayan DNA elementi olan IS elementlerinin sagiyerlgim yerleri Brucella
turlerinde oldukga stabildir. Bu metot, identifigdtigi turlerin bg harflerinden B.
abortusbiyotip 1, 2 ve 4,B. melitensis, B. ovige B. suisbiyotip 1) esinlenerek
AMOS-PZR olarak adlandirilgiir.  Multipleks olarak 5 adet primer
kullaniimaktadir. Primerlerden birisi ortak 181 elementine yonelik dizayn edilgi
iken diger 4 primer turlere 6zgu 1S bolgelerine yonelikrakadizayn edilmgtir. PZR
islemi sonund@. melitensis31 bp,B. abortus498 bp,B. ovis976 bp veB. suis285
bp’lik bantlar sergilemektedirler (Bricker ve Hal§j 1994). Daha sonra metot

modifiye edilerek s swlari olan B. abortusS19 ve RB51’e yonelik primerlerde
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prosedure eklenmtir. PZR metodunun diwulugunu belirlemek igin, 231 drnek PZR
ve konvansiyonel biyokimyasal testler ile test mflve iki yontem arasinda % 100
uyumluluk belirlenmgtir (Ewalt ve Bricker 2000). Ayrica, metot multijke olarak
tasarlandiindan dolayl tek birBrucella tirine yonelik yapilan camalarda
maksimum performans elde etmek icin siklus parastairile PZR komponentleri
kontrol edilmelidir (Bricker 2002).

Fitch ve ark (1989B. abortusun 36-kDa d4 membran protenini kodlayan
omg2 lokusunun, uc uca bigik 2 gen boélgesinderoin®A ve om@B) olustugunu
belirlemiglerdir. % 85 oraninda homolog olan bu iki gen b&lgdenom@®B aktif
iken omRA ise sessiz gen bolgesidBrucella tirlerinde her iki gen sekansininda
oldukca korunmg oldugu ve 6nemli polimorfizm sekanslaristeigl belirlenmitir.
B. abortusbiyotip 1, 2 ve 4'Unom®A gen bdlgesinde 115 bp’lideletionbdlgesi
bulunmaktadir. Leal-Klevezas ve ark (1995b) bu molifizmden yararlanaraB.
abortusu diger Brucella tilerinden ayiran PZR metodunu ggtmislerdir. Bricker
ve ark (2003) AMOS PZR tekgini modifiye ederekB. abortustir spesifik PZR
(BaSS PZR) yontemini gstirmislerdir. BaSS PZR ydntemi saha izolBtli abortus
sularini (saha izolati biyotip 1, 2 ve 491aularindan, déer Brucellatirlerinden ve
Gram negatif bakterilerden ayirabilmektedir.

Gupta ve ark (2006a ve 2006bB. melitensish major dg membran
proteinini kodlayanom@®@1 gen bolgesinin 720 bp’lik bir kismini gtan yeni bir
single-step PZR metodu gglrmislerdir. Bu gen bdlgesininB. abortusta
bulunmamasindan dolayi yeni yontenBn melitensiscin olduk¢a hassas ve 6zgul
oldugunu bildirmglerdir. Metodun sensitivite ve spesifitesini dokel kan ornekleri
icin % 86 ve %100 (Gupta ve ark 2006a), sut orrrekgen ise % 90 ve % 100
(Gupta ve ark 2006b) olarak bulghardir.

Keid ve ark (2007a, 2009)Brucella ssp. 16S-23S rRNA bolgesini
belirlemeye yonelik hazirladiklari primerlerle képean érneklerindeiB. canisi tir
dizeyinde identifiye ettiklerini bildirnglerdir. PZR ydnteminin spesifite ve
sensitivitesini % 100 olarak belirlegierdir. Ayrica ayni yéntemle kdpek semen
(Keid ve ark 2007b) ve vaginal orneklerinden dei@Kee ark 2007c)B. canis
identifiye edilmtir.
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PZR teknginin gelistirildi gi ilk yillarda genellikle kultirlerden elde edilen
DNA'lar drnek olarak kullaniimaktaydi. Fakat, pidag saha orneklerinden (kultar
edilmeden) direk etkenin identifiye edilmesi amaqgtaktadir (Bricker 2002). PZR
yontemi kullanilarak dokudan (Gupta ve ark 200@i@an ve ark 2008Sen ve ark
2008), sutten (Leal-Klevezas ve ark 1995a, Romerank 1995b, Rijpens ve ark
1996, Gupta ve ark 2006b, Kirkan ve ark 2008), @bi@mtustan (Guler ve ark 2003),
kandan (Leal-Klevezas ve ark 1995a, Gupta ve af6adlhan ve ark 2008) ve
semenden (Amin ve ark 2001) direk etkeghigl baari ile yapilmgtir. PZR tekngi,
kontamine 6rneklerde az sayida bulunan etkenlgilildakterilere ait DNA’lar bile
tespit edilebildtsinden, Brucella ile enfekte hayvanlarin belirlenme oranini
arttirmaktadir. Fakat klasik kiltir yonteminin yeralacak kadar hassas bir teknik

simdiye kadar gedtirilememistir (Garin-Bastuji ve ark 2005).
1.7.1.4.B. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu

Multipleks PZR yonteminde; amplifikasyon tlipu igeme Klinik ornekte
bulunabilecek her mikroorganizma veya ayni bakgemi Gzerindeki farkli hedef
bolgeler icin 6zgul olan primerler konularak, colaysla hedef ayni anda
cogaltilabilmektedir (Akar 2000).

Garcia-Yoldi ve ark (2006) getirdikleri multipleks PZR ydntemi ile
Brucella'ya ait 7 tirl ve 3 s swunu molekiler olarak identifiye etmeyi
basarmslardir. Tlr veya biyotipe 6zel primerlerimmp31, omp25b, wboA, wboB,
IS711, eryve rpsL gen bolgelerine yonelik dizayn et@rdir. Serolojik olarak
capraz reaksiyon veren 23 Gram negatif bakterddarBNA’da test edilmy fakat her
hangi bir capraz reaksiyona rastlaniimgtmi Imaoka ve ark (2007)BCSR31,
om@Bl, om@a ve om@®b gen bdlgelerine yonelik hazirladiklar primerler
kullandiklari Combinatorial PZR tekgiiile B. abortus, B. melitensis, B. suwis B.

canis’i basar ile identifiye ettiklerini bildirmglerdir.

Steevatsan ve ark (200@, abortusve Mycobacterium bovisbirlikte teshis
edecek multipleks PZR tekgiigelistirmistir. McDonald ve ark (2001) da biyolojik
savg ajani olanB. melitensis, Coxiella burnetti, Bacillus anthraacie Yersinia
pestisi birlikte teshis edecek bir b&a multipleks metodu bildirngierdir.
Sareyyupglu ve ark (2008) koyunlarda ga sebep olan bakterilerd®rnucella ssp,
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Campylobactessp veChlamydophilaabortusu birlikte teshis eden multipleks PZR
metodu gelitirmislerdir.

1.7.1.4.C. Real Time PZR

Nukleik asit amplifikasyonu ile sezamanl olarak agigosteren floresans
sinyalin Olcilmesiyle kisa siUrede kantitatif soruagebilen PCR yontemidir (Akar
2000).Brucella tanisinda real-time PZR gerekli zamani ¢ok kisaki proplar yeni

generasyon amplikonlarla spesifiteyi ytkselterdiidize olurlar (Findik 2005).

Redkar ve ark (2001B. abortus, B. melitensige B. suisi teshis etmek icin
real-time PZR tek@ gelistirmislerdir. Primer ve proplariiS711 elementini
amplifiye edeceksekilde dizayn etmsierdir. Standart ve saha sari ile yaptiklari
calsmada yontemin oldukca 6zgul oklinu bildirmilerdir. Probert ve ark
(2004)'daBrucella ssp,B. abortusve B. melitensisswslarini hizl identifiye etmek
icin multipleks real-time PZT tekgi gelistirmislerdir. Bu amacldBCSR1 ve 1511
gen bolgelerine yonelik primer ve proplar gitmislerdir. Bogdanovich ve ark
(2004) Brucellaturlerini saf kultirden cins dizeyinde 2 saatteniifiye eden real-
time PZR protokolu gedtirmislerdir. Fretin ve ark (2008. suissularini biovar
seviyesinde belirleyebilen bir teknik ggirdiklerini bildirmislerdir. B. suis
biyotiplerinin ptsP, pyrH, rpoBre dnaK gen bolgelerinde belirledikleri tek nikleodit
polimorfizmlerine (SNPs) yonelik primer ve proplaazirlamglardir. Bu metotlal37
saha sgunu test etmgler ve sadece bazi biyotip 3starn biyotip 1 ile allellik
gostermg diger sylar ise dgru tiplendirilmistir.

1.7.1.4.D. Molekuler tiplendirme metotlari

Enfeksiy6z hastaliklarin epidemiyolojisinde aynrrjirdi  bir hastalik
vakasindan izole edilen mikroorganizmalar arasidddamal iliski dGnemlidir. Ayni
enfeksiyondan izole etkenler genelde klonaldir ek tbir kaynaktan koken
almaktadirlar. Fakat farkli kaynaklardan, bolgeéerdve farkli zamanlarda izole
edilen izolatlarin tir seviyesindeki glgikliklerinden yararlanilarak alt tiplendirmeler
yaplimaktadir (Guler 1998, Olive ve Bean 1999). Alplendirme salgin
enfeksiyonlarda, hastane enfeksiyonlarinda, enfekskaynginin belirlenmesinde
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ve gllama programlarinin takibinde epidemiyolojik ola@emlidir (Olive ve Bean
1999).

Epidemiyolojik aratirmalarda geleneksel (biyotiplendirme, serotipieme,
fajtiplendirme gibi) ve molekuler tiplendirme yomtéeri kullanilmaktadir. Fenotipik
yontemler nispeten daha zayif ayrim gucune sahgugal icin ginimuzde
tiplendirme daha ¢ok molekiiler yontemlerle yapiltadkr.izole edilen sglar ¢aitli
molekdler tiplendirme yontemleri ile genotiplentiimekte, birbirlerine olan genetik
yakinliklari belirlenmekte ve ayni kaynaktan kol almadiklar belirlenmektedir
(Guler 1998, Olive ve Bean 1999).

1.7.1.4.D.1. Random amplified polymorphic DNA-PZRRAPD-PZR)

Bu teknigi ilk olarak Welsh ve McClelland (1990) ile Williasrve ark (1990),
rastgele cgaltiimis polimorfik DNA olarak tanimlanglar ve genetik polimorfizmi
belirleyen yeni bir teknik olarak ortaya koysghardir. RAPD-PZR yonteminde
primer olarak rastgele dizayn edignkisa (10-15 bazlik) oligonukleotid zinciri
kullanilir. Kisa primer, analizi yapilacak DNA Kainin her iki zincirinin de farkli
yerlerine yamabilir. Reaksiyon sonucunda, bu farkli yapalardan dolay! farkl
uzunluklarda urtnler ortaya cikar. Analizi yapilaggenomik kaliplar arasinda
farkhliklar varsa primerlerin yapma yerleri dgisece&zinden agaroz jel Uzerinde
farkll bayuklukte bantlar gorilecektir (Welsh ve ®lelland 1990, Williams ve ark
1990). Bu yontemin @er DNA tiplendirme tekniklerinden daha duyarli alduve
¢esitli mikroorganizmalarin karakterize edilmesindesdnali bir sekilde kullanildgi
bildirilmektedir (Kili¢ ve ark 2003).

Uygulama kolaylgl ve kisa sirede sonug¢ verebilmesi acisindars geianim
alani bulan bu yontemin en 6nemli dezavantaji hestandardizasyonunun
sgilanmamg olmasidir. Laboratuar ici ve laboratuarlar aragrdrlanabilirlik orani
diUsuktar. Bu sorunlari gidermek icin kullanilan hed2RNA ekstraksiyon metodu,
DNA konsantrasyonu, primerlerin baz dizilimi ve Isamtrasyonu, MgGl
konsantrasyonu, tampon ve Taq DNA polimeraz enazimgialisma stresince sabit

tutulmasi gerekmektedir (Olive ve Bean 1999).

Brucella ttrlerinin RAPD metoduyla tiplendiriimesine dalk icalisma Fekete
ve ark (1992) tarafindan yapilghr. Arastiricilar 25 farkliBrucellasuunun, rastgele
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sectikleri 5 ayr primer ile DNA parmak izlerini loéemisler ve sglar arasi genetik
yakinliklari hesaplanglardir. Sectikleri primerlerden 2 tanesi 20 bazdaer tg¢t 10
bazdan olgmaktadir. Deerlendirdikleri primerlerden P5 primerinin (5’
CGGCCCCGG 3) daha fazla polimorfik fragment sexditini ve Brucellasularini
identifiye etmede daha fanli oldusunu belirlemglerdir. Tcherneva ve ark (2000)
RAPD-PZR metodunu standardize etmek i¢in Feketarke(1992)'inin belirledii
P5 primeri ile kendi belirledikleri OPLO4 primerigle 46 Brucella sisunu ve 16
Proteobacteriaalt grubundaki sglari desisik sartlar altinda dgerlendirmigler ve
swlarin dendogramlarini belirlegderdir. Dendogramd®. anthropiile B. melitensis
ayni kiimede yer algtir. Unver ve ark (2006) abortegm fetuslarindan izole
ettikleri 27 B. abortussisunu RAPD metoduyla genotiplendirgteér ve sglara ait
DNA parmak izleriniB. abortusS19 veB. melitensisRev-1 aI swlarinin DNA
profilleri ile karsilastirmislardir. Orneklerin % 44.4'B. abortusS19 ve % 55.6’sB.
melitensisRev-1 RAPD profilleri ile ayni bulunnstur.

1.7.1.4.D.2. Restriction fragment length polymorptem (RFLP)

DNA Polimorfizmi, DNA Uzerinde hast@a neden olmayan, suskun nukleotid
degisimleri olarak tanimlanir. ger bu polimorfizmler, bir restriksiyon enzimi kesme
bolgesinin yok olmasina ya da yeniden salasina neden olurlarsa; kolaylikla
saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesigthde farkli uzunlukta parcalar glur ve
analizlerde dgisik pozisyonlarda gortlurler. Bunlara "Restrictioragment length
polimorphism" (RFLP)/ "Restriksiyon enzimi uzunlukpolimorfizmleri"
denilmektedir (Akar 2000)DNA Uzerinde gorulen bu polimorfizmin nedeni nokta
mutasyonu olabileg gibi inversiyon, delesyon veya translokasyondayriaklanan
blyluk mutasyonlar da olabilir (Gller 1998, Akar QD@ Dahouk ve ark 2005).
DNA’'nin enzimatik kesimi restriksiyon endontkleazlgRE) ile yapilir. 1950’li
yillarin bglarinda saptanan RE’leri, ¢ift iplikli sarmal DNAadozel nikleotid
dizilerini tanityan ve DNA'nin her iki ipfiini kesen enzimlerdir. RE’lerinin kesim
sonucunda okiurdugu parcalara "restriksiyon parcalari” denir. Bu pdac jel
elektroforezi ile aystirilip, etidyum bromid ile boyanarak gortntr hagetirilirler
(Guler 1998, Akar 2000). Daha sonra jel Uzerind2KiA parcalar nitroseliloz veya
naylon membrana aktarilip (Southern blottingretli spesifik proplar ile hibridize

edilerek aranan gen belirlenir (Olive ve Bean 1999)
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O’Hara ve ark (1985) ile Allardet-Servent ve afl©g8), RFLP yontemini
kullanarak altiBrucella tiriine ait DNA'lar sirasiyladindlll ve Xba enzimleriyle
kesmiler ve restriksiyon parcalarini gerlendirmglerdir. B. melitensis, B. abortus,

B. ovisve B. suisin ayni atadan gelgini belirlemislerdir (Al Dahouk ve ark 2005).

Lokus spesifik PZR-RFLP (PZR-RFLP) yontemi, PZRnigknin, belirli bir
gen lokusunun amplifiye edilereksar arasi varyasyonlarin gosterilmesini mimkin
kilmasindan yola c¢ikilarak getirilmi stir. Bu metotta, lokus spesifik primerlerle PZR
kullanilarak c@altilan hedef gen bdlgesine ait amplifikasyon UedinlRE’i ile
kesilerek (RFLP analizi) DNA parcalari elde edilrtexkr. Restriksiyon parcalari
agaroz veya poliakrilamid jel yardimi ile buayuklékhe gore aystirilip, etidyum
bromid ile boyanarak gorintilenirler (Olive ve Beldd99, Al Dahouk ve ark 2005).

Brucella tir ve biyotiplerinin molekiler tiplendirme ve ilikasyonu
amaciyla, DNA U(zerindeki polimorfizmleri belirlemek;in, PZR-RFLP veya
Southern blot analizi gibi metotlar kullaniimaktadGarin-Bastuji ve ark 1998).
Omp gen bolgelerinin yeterli miktarda polimorfizm igeelerinden dolayBrucella
turlerinin tiplendiriimesinde en c¢ok kullanilan gdadlgeleri olmyglardir. Omp2a,
Omp2b, Omp25, Omp31, DnakK, Brg RpsLgen bdlgeleri PZR-RFLP yontemi ile
cogaltilip enzimlerle kesilereBrucellatirlerinin ayriminda bgar ile kullaniimgtir
(Garin-Bastuji ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 200Spesifik primerle c¢galtilip,
restriksiyon enzimleri ile kesilen gen boélgeleri aé olduklari tlr veya biyotip
cizelge 1.5'de verilngtir (Al Dahouk ve ark 2005). Da Costa ve ark (1996)
BCSR1, 16S rRNAgroEL, dnal, htrA ve dnaK gen bdlgelerini, altBrucella tirt
ve gl sularinda PZR-RFLP yontemi ile aamislar fakat ayirt edici bir polimorfizm

bulamamglardir.

Cloeckaert ve ark (1995), tiBrucellatirlerinde varlgl PZR ile gosterilmy
olan omp®Ra ve om@®b gen bolgelerindeki polimorfizmi PZR-RFLP yo6nteie
ortaya koymslardir. Arastiricilar 13 ayri RE’i kullanarak elde ettiklerigteiksiyon
parcalari ileBrucellatirlerinin cgunu identifiye etmler fakatB. abortusbiyotip 3,
5, 6, 9'uB. melitensisbiyotip 1 ve 3’'ten veB. canisi B. suisbiyotip 3 ve 4’ten
aylramamglardir. Bardenstein ve ark (2008, melitensisom® gen bolgesindeki
polimorfizmlerin Pstl enzimi ile ortaya konularak biyotip identifikasyo

yaptiklarini bildirmglerdir. PZR-RFLP analizi sonucB, meliensiRevl ai suu ile
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B. melitensisl6M standart s 282 bp Pstl kesim yeri bulundurmayaom®a
amplikonu), 238 bp ve 44 bporfy®b’nin Pstl ile kesilmesi sonucu ojan
amplikonlar) olmak tzere U¢ ayri restriksiyon parggergilemektedir. Fakat sahadan
izole edilenB. melitensis’in U¢ biyotipide iki tane fragment Orgie(om@®a ve
om®b’nin kesilmesi sonucu o§mus 238 ve 44 bp) gostermektedir. Cloeckaert ve
ark (2001), deniz memelilerinden izole edilBrucella izolatlarini ayirt etmek icin
om® gen bdlgelerini PZR ile @altip Alul ve Styl RE’leri ile kesmglerdir. B.
cetaceaaiin iki taneom@®b gen bdlgesB. pinnipediaenin iseom@®a veom@®2b gen
bolgesi taidiklarini ortaya koymglardir. B. abortus ve B. melitensish
tiplendiriimesindeom@® gen bdlgesinin amplifiye edilgiiPZR-RFLP yontemi bgka
aragstiricilar tarafindan da lpari ile kullaniimsgtir (Ancora ve ark 2005, Salehi ve ark
2006, Unver ve ark 2006, Helmy ve ark 2007).

Cloeckaert ve ark (19959m@®25 gen bolgesini PZR-RFLP yontemi ile analiz
etmiler ve dokuz ayri RE kullangiardir. B. melitensish om@®5 gen bdlgesinde
diger turlerden farkh olarakecoRV RE kesim bdlgesinin bulunmaglmi tespit
etmisler ve bu yontemI8. melitensig’diger Brucellalardan ayirmglardir. B. ovisin
de om@25 gen bolgesinde polimorfizmlere sahip @dou ve birden fazla RE
kullanilarak dger Brucella’lardan ayirildgini ortaya koymsiardir. Cloeckaert ve ark
(1996),dnaK gen bolgesinirEcdRV enzimi ile verdgi bantlarindaB. melitensiscin
spesifik oldgunu bildirmglerdir.

Garcia-Yoldi ve ark (2005pm@B1b gen bdlgesirbdd RE kullanarak analiz
etmiler ve bu yontemleB. melitensis, B. abortuse B. ovisin diger tirlerden
ayrildigini bildirmislerdir. Vizcaino ve ark (1997)Brucella turlerinde bulunan
omB1 gen bdlgesini 4 ayri RE kullanarak PZR-RFLPél&t etmgler veB. canisin
Avdl enzimi ve B. ovisin SawBAI enzimi ile verdgi restriksiyon drneklerinin bu

turler icin spesifik oldgunu belirlemglerdir.

Cloeckaert ve ark (2002bB. melitensisRev-1 a1 swunun streptomisine
direncinin, ribozomal protein S12'yi kodlayampsL gen bdlgesinde bulunan 91.
kodonda ki (kodon 91. CG yerine OG) mutasyondan kaynaklargni
belirlemiglerdir. Ncil RE’nin kullanildigl PZR-RFLP yontemi ile tamBrucella
referans ve saha gari test edilmg ve sadece Rev-Isiasusu mutasyonu gosteren
508 bp’lik bant sergilengtir.
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1.7.1.4.D.3. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE

PFGE, genellikle molekuler tiplendirme yontemleminialtin standardi”
olarak kabul edilmektedir (Olive ve Bean 1999). Bidntemde sivi besiyeri
icerisindeki bakteri izolat! erirgiagaroz ile kastirilip kiicik kaliplara dokulip RE
ilave edilir. PFGE 20 kb ile 10 Mb arasi uzunluktddNA parcalarini ayirir.
Yontemde jele farkl acilarda vuilu, dalgali elektrik alan uygulanmaktadir. DNA
molekdlleri ne kadar biyuk ise tekrar yonlenmesiodkadar uzun zaman alir ve

blyukluklerine gére ayrilirlar (Olive ve Bean 19%%kar 2000).

PFGE metodu kullanilaraBrucella etkenleri arasindaki genetikskiyi ve
klonal orjini gosteren genomik makrorestriksiyorrmak izleri ¢ikariimgtir. PFGE
yontemi,Brucellacinsi icindeki genom yapilarini belirlemede (Miclkave ark 1993,
Michaux-Charachon ve ark 199Myoteobacteriaalfa alt grubundaki bakterilerin
genomik yakiniginin belirlenmesinde (Jumas-Bilak ve ark 1998), iden
memelilerinden izole edilen yerBrucella turlerinin dier tiurlerle olan genetik
yakinliklarinin belirlenmesinde (Jensen ve ark 3989 tir ici polimorfizmleri ve

farkhliklar1 ortaya koymada (Ridler ve ark 200%%ar ile kullaniimstir.
1.7.1.4.D.4. Amplified fragment length polymorphism(AFLP)

Genomik DNA'nin RE ile kesimi sonucu ojan DNA parcalarinin bir
grubunun selektif amplifikasyon esasina dayanaméatiplendirme yontemidirki
farkll ¢esidi bulunmaktadir. Birinci varyasyonunda iki farkRE ve iki primer
kullaniimakta, déerinde ise tek RE ve primer kullaniimaktadir. Eygia uygulama
sekliyle, bakteriyel DNA ekstrakte edilmekte, puydi edilmekte ve iki REEcoRI
ve Msd gibi) ile kesilmektedir. Restriksiyon parcalarzed adaptorleri ile ligasyona
tabi tutulduktan sonra primerlerle birlikte amgdii edilir. Amplifikasyon drtnleri
poliakrilamid jelde ydratilerek gorantilenir (Oliveve Bean 1999). AFLP
yonteminde oOnceden sekans dizilimini bilmeye geyektur (Whatmore ve ark
2005).

AFLP analizi ile Brucella tdrlerinin tar dizeyinde Barili bir sekilde
identifiye edildgi ve tim genom parmak izlerinin cikariimasinda &aoili ve
faydali bir metot oldgu bildirilmistir (Vos ve ark 1995, Whatmore ve ark 2005).
Ochrobactrumswlarinin AFLP ile yapilan genotiplendirmelerin@® intermedium
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ile B. abortusS99 antijen stu genetik olarak ¢cok yakin bulungtur (Leal-Klevezas
ve ark 2005).

1.7.1.4.D.5. DNA sekans analizi

Bakteriyel sglarin genomik DNA sekanslarinin glmdan kagilastiriimasi iki
swun benzer ya da farkli olup olm&du belirlemenin en iyi yoludur. PZR ile
amplifiye edilmi 300-500 bp’lik DNA parcalarinin sekanslari otorkddNA sekans
analiz cihazlari ile yapilmaktadir. Cok sayida leakin calgildigi durumlarda cok
pahali ve kompleks bir yontemdir (Guler 1998, Olive Bean 1999). Viral
tiplendirmede, DNA sekans analizi "altin standadrak kabul edilir. 16S rRNA
gen bolgesi, bakteri tdrleri icinde sinirh olcudesisiklik sergiledigi icin yeni
turlerin identifiye edilmesinde ve genotiplendirneedbgari ile kullaniimaktadir
(Olive ve Bean 1999).

Gee ve ark (2004)Brucella tirlerini cins dizeyinde $bis etmede ve
Brucellaturleri ile capraz reaksiyon veren bakterilerimaynda 16S rRNA sekans
analizini kullanmglar ve yontemin hizli ve hassas aidau bildirmglerdir. Ayrica
O. anthropiile Brucella turleri arasinda % 98.8’lik 16S rRNA sekans behger
tespit etmglerdir. Sanchez ve ark (200B, abortusun sekans analizini yapip Gram
negatif bakterilerle karlastirmiglardir. Ruppitsch ve ark (2007B. melitensis,
Bacillus anthracis, Burkholderia mallei, Burkholdgrpseudomallei, Francisella
tularensisve Yersinia pestie ait 28 syun 16S rRNA sekans analizlerini yagtar
ve yontemin acil durumlarda hizh ve ga identifikasyon sgayaca&ini
bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan bir ¢camada da Unver ve ark (2006), sahadan
izole ettikleri bir B. melitensissisunun 16S rRNA sekans analizini yaghardir.
Elde ettikleri sekansi Genbank’ta kigdr sylarla kasgllastirmislar ve B. melitensis

standart su16M ile ayni oldgunu bildirmilerdir.

Marianelli ve ark (2006), 2Brucellareferans sgununrpoB gen bolgelerinin
sekans analizlerini katastirmiglar ve bircok niikleotid varyasyonuna rastlglandir.
rpoB gen boélgesinin tadig1 polimorfizmlerden yararlanilarakBrucella tirlerinin

tamaminin ve biyotiplerin @unun identifiye edilebilegeni bildirmislerdir. Ayrica
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B. melitensisl6M, Rev-1 ve B115 (Rough guswlari ayni sekansa sahip ikeB,
melitensisiyotip 2 ve 3’'tin polimorfizmler tadigi gosterilmitir.

1.7.1.4.D.6. Dger molekuler tiplendirme yontemleri

Garcia-Yoldi ve ark (2007) tarafindan, Multiple-lec variable-number
tandem repeat analizi (MLVA) kullanilarakucellattrleri ilk kez analiz edilnstir.
Klinik érneklerden izole edilen ve ticari olarakt$an toplam otuz altB. melitensis
Rev-1 a1 s.su MLVA yontemi ile tiplendiriimg ve genetik olarak tim skarin
oldukca homojen oldiu bildirilmistir. Arastiricilar, dinyada yaygin yapilansia
uretiminde, kalite ve stabilitenin in vitro kontimlde bu metodun ana test metodu
olarak kullaniimasini dnergierdir. Le Fleche ve ark (2006), ggirdikleri MLVA-
15 yontemi ile Brucella tarlerinin bgar ile genotiplendirildiini bildirmislerdir.
Bricker ve ark (2003), HOOF-Prints adinini verdiklsILVA metodu ile Brucella
turlerini birbirlerinden kolayca ayirdiklarini rap@tmglerdir. Ayrica, Bricker ve
Ewalt (2005), HOOF-Prints metodu il®. abortus saha izolatlarini kolayca
tiplendirdiklerini bildirmiglerdir.

Bakteriyel genetik ggtlili gi degerlendirmede standart metotlardan olan
Multilokus enzim elektroforez (MLEE) yontemi, Brucella tarlerinin
tiplendiriimesinde Gandara ve ark (2001) tarafinttailaniimsstir. Arastiricilar 99
Brucella swu ile Proteobacteria sinifina ait bakterileri MLEE metoduyla
degerlendirmgler ve B. abortusile B. marisin ayni grupta,B. neotomasile B.
ovis'in de bir baka grupta dendogramlandiklarini bildigterdir. B. melitensisile
Rhizobium tropicive B. suisile B. caniste ayni grupta yer alglardir. Ayrica 99

Brucellasusu benzer kromozomal profil sergilegtardir.
1.7.2.indirekt Teshis
1.7.2.1. Diagnostik antijenler

RBPT, SAT veya KFT gibi aglutinasyon testlerindeijan olarak tim hicre

antijeni kullanilmaktadir. Bu antijen, ylzeyinde dominant S-LPS tayan B.
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abortusbiyotip 1 (99 vaya 1119-3 slar1) syundan hazirlanmaktadir (Alton ve ark
1988). M dominanB. melitensidiyotip 1 ve M-A dominanB. melitensidiyotip 3
ile enfekte koyun kan serumlarinisiés etmede, A dominant antijenlerin yeterli
sensitiviteye sahip oldw ortaya konulmgtur (Blasco ve ark 1994aPB. abortus
antijeni ile B. abortu&aun yanisiraB. melitensis, B. suis, B. neotoma=B. maris
teshis edilebilir (Nielsen 2002). R-LPS stgan B. canis ve B. ovis ise kendi
antijenleri ile (Alton ve ark 1988) veya birbirlam capraz antijenleri ile ghis
edilebilirler (Lopez ve ark 2005, Ucan ve Aras 2007

Brucella'larin hicre duvarinda bulunan S-LPS imminodominamiijen
karakterindedirB. abortusbiyotip 1 sgunun hicre duvarindan elde edilen ham S-
LPS ekstraktl IELISA’da antijen olarak kullaniimakiir (Alton ve ark 1988).

Sitoplazmik protein antijenBrucella cinsine spesifiktir ve der bakterilerle
olusan capraz reaksiyonu engellemektedir (Garin-Bastejiark 1998). Fakat bu
antijenin O. anthropiile ¢capraz reaksiyon veggison yillarda ortaya konulngtur
(Velasco ve ark 1997). Stoplazmik antijenler akederi ve presipitasyon testlerinde
de kullaniimaktadir (Garin-Bastuji ve ark 1998). bbarh ve ark (1995)B.
melitensisprotein ekstraktindan 28 kDa’'lik CP28 isimli proteprufiye etmgler ve
IELISA testinde antijen olarak kullanghardir. Bu testin @li koyunlari enfekte
koyunlardan ayirggni fakat sensitivitesinin RBPT ve KFT'inden ik oldusunu
bildirmislerdir. Daha sonralarB. melitensisve B. abortudun periplazmik bir
proteinini kodlayarbp26 geni ekspresse edilerek monoklonal antikorlar linggive
kompetatif ELISA (CELISA)'da kullanilngtir. cELISA’'nin gili koyun ve sgirlari
tespit edebildii fakat standardize edilmesi gergktbildirilmi stir (Garin-Bastuji ve
ark 1998, OIE 2004, Garin-Bastuji ve ark 2005).

Bazi aratiricilar, 10, 17, 19, 25-27 ve 31-34 kDa OMP’lerBLISA’da
antijen olarak kullanmglar fakat digik antikor miktarlari ile kaulasmislardir
(Cloeckkaert ve ark 1992, Garin-Bastuji ve ark 1998

1.7.2.2. Serolojik testler
Enfeksiyonun tghisinde, etken izolasyon ve identifikasyonu dnewhinasina

kargin, etken izolasyonunun zaman alici, zorsolwe hastafiin zoonoz olmasi,

38



indirekt yontemlerin (serolojik ve alerjik testledaha fazla kullanilmasina yol
acmgtir (Alton ve ark 1988).

Serolojik testler, protein tabiatindaki bir maddeyari canlinin kan
serumunda veya @gkr organ sivilarinda bulunan sg@ antikorlari (aglutinin,
presipitan gibi) dgisik tekniklerle tespit etmek amaciyla kullanilir. Baaddeler 6zel
serum proteinleridir. Kendilerini meydana getiremtij@nler ile 6zgul olarak

reaksiyon verirler (Karaman ve Guler 1988).

Serolojik reaksiyonlar arasindaki uygunsuzluk nedensadece bir serolojik
yoklama yontemi ile enfekte fertlerin hepsini sapék mimkin olmagindan en az
2 hafta arayla 3 serolojik metodun uygulanmasiyildikte alerjik muayenelerin

yapilmasinin gerelgi bitlin argtirmacilarin ortak go®iidir (Arda ve ark 1997).

Brusellozis’in tghisinde kullanilan en yaygin testler Plate Aglisyan Testi
(PAT), RBPT, SAT, KFT, Coombs Test, Rivanol TesiT{RMerkaptoetanol Test
(MT), Milk Ring Test ve ELISA’dir (Arda 1997, Ucave ark 1999, OIE 2004). Bu
testlerin dginda Jelde Hemoliz Testi, Radioimmino Assay, Agael J
Imminodiffiizyon Testi ve Fluoresans Antikor Tekrdibi metotlarda kullanilabilir
(Garin-Bastuji ve ark 2005). Brusellozis eradikasywogramlarinda RBPT ve KFT
testlerinin tarama ve doulama testleri olarak kullaniimasi OIE tarafindan
bildiriimektedir (OIE 2004).

Her bir teknik dg@ruluk, sensitivite, spesifite, 6lcebifgdi immunglobulin
izotipi (19Gy, 1gG,, IgM ve IgA) ve uygulama pradi bakimindan farklar gosterir.
Brucella enfeksiyonlarinda, IgM enfeksiyondan sonrasalu ilk izotip olmasina
ragmen kisa sire icerisinde yerini I1g& birakir ve IgG cevabi predominant olarak
uzun sure devam eder. Igd olusumundan daha sonralar IgA ve lg&icuk
miktarlarda olgur. 1gG, cevabi oldukca dgskenlik gosterir (Adams 1990, Nielsen
2002). Notral pH da yapilan pleyt ya da serum aggistyon testleri lgghari¢ tim
izotiplerin tespitinde yuksek bir analitik sensiteye sahiptir, ancak tani igin
sensitivite ve ayni zamanda spesifitelergiddtr. Tamponlanmipleyt aglitinasyon
testlerinde (RBPT, Card test) antijenin pH’'si 3é6%iuralmistir ve bu testler
IgG;'in tespitinde yuksek bir analitik sensitiviteyehgatirler. SAT'den daha yuksek
bir diagnostik sensitivite ve spesifite gosterirl&FT klasik testler icinde Ig@n
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tespitinde en yiksek sensitiviteye sahip testtyrida IgG bu test ile tespit edilen
tek izotip olarak gérinmektedir. KFT'nin tani sdnsiesi RBPT'den biraz diilk
olmasina kaun klasik testler icinde spesifitesi en yiksek diesttir (Adams 1990).
Aglitinasyona dayali der testler olan Rivanol ve Merkaptoetanol testlgii/
antikorlarini presipite edip IgG’leri ortaya koynesasina dayali olan testlerdir
(lyisan ve ark 2000). Ayrica gitr mikroorganizmalarin vaginda oligan ve capraz
reaksiyona neden olan antikor tipi genelde IgM'tiM’i dlcen testler yank pozitif
sonuclar verebileceklerinden dolayl spesifiteleriistdktir (Nielsen 2002).
Brusellozis’in tanisinda kullanilan serolojik testlve belirledikleri antikor tipleri
cizelge 1.8'de gosterilmgiir (Erdezer ve ark 1998).

Cizelge 1.8.Brusellozis’'in tanisinda kullanilan serolojik testl(Erdger ve ark
1998).

Serolojik test Identifiye edilen temel |g  Notlar

Siri Testleri

Sit Ring Testi IgM, IgG1, IgA Siri sitlerine uygula
Bireysel Testler

RBPT IgG1, IgM Kullangh tarama testidir
SAT IgM, 1gG2 (IgG1) Yaygi kullanilan bir testtir
KFT IgG1, IgM En duyarl testlerdendir
ELISA Tum Ig'ler En duyarl testlerdendir
Destekleyici Testler

Coombs Testi IgM, IgG1, IgG2 Inkomple Ig’leri belirler
Rivanol Aglitinasyon IgG IgM’ler uzaklatirilir
Merkaptoetanol Testi IgG IgM’ler uzaklastirihr

1.7.2.2.A. Rose bengal plate test (RBPT)

B. abortus1119-3 sgu ve rose bengal boyasindan hazirlanan ilk andijere
A.B.D.'nde kullaniimaya bganmstir. B. abortusS99 sgundan hazirlanan antijende
bugin uygulasinin pratikligi ile gerek laboratuar ¢camalarinda gerekse saha
taramalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Altee ark 1988, OIE 2004).
Brusellozis’de IgG@in gerek kanda en uzun sireli ve en dominant &l&aan ve
gerekse immun cevabin en erken donemlerinde sdpkam#ir izotip olmasi, sadece
bu izotipi saptayan serolojik testlerin glvenifimhi artirmaktadir. Bu ac¢idan sadece
IgG;'i saptayan RBPT ve KFT’leri gerek bireysel ve dexe sirli bazinda taramalar
icin tavsiye edilen testlerdiiyisan ve ark 2000). Bu testte kullanilan antijepitisi
3.4 oldgundan IgM’lerin buyuk bir kismi denatire edilerelkaksiyon dji
birakilmakta ve IgG’lerin reaksiyona girmesi tenadilmektedir. Ayrica RBPT’in
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Ozellikle g1l hayvanlarda yandipozitif (as1 sonucu olgan IgM’lerin kros reaksiyon
vermesinden dolayi) ve yuksek titreli serumlardazpndan dolay! yardinegatif
reaksiyon gosterdi bildirilmi stir. Prozon durumlarinda serum sulandirilmall ya da
yeniden test edilmelidir. Testin ghr testler ile birlikte kullaniimasi tavsiye
edilmektedir (Nielsen 2002, OIE 2004).

Koyun ve keci Brusellozis'i taramalarinda RBPT siu arasi kullanima
sahiptir. Fakat bu testin standardizasyon@irsBrusellozuna goére yapilmaktadir.
Bundan dolay kiicik ruminantlar icin RBPT antijenisensitivitesi dgiktir. Cok
sayida hayvanin tarargienfekte bolgelerde RBPT ile negatif sonu¢ veremmslar
KFT ile pozitif bulunmaktadir (Blasco ve ark 1994MacMillan 1997, Ferreira ve
ark 2003). Basit bir modifikasyonla testin 6zgglili dezsismeden sensitivitesi
artmaktadir. Testte kullanilan serum miktari 25480den 75-90 ul (3 kati)'ye
cikarihirken, antijen miktari yine 35-30 pl olarldlaniimaktadir. Bu modifikasyona
modifiye RBPT'i denilmektedir (Blasco ve ark 1994iHerreira ve ark (2003),
MRBPT’in sensitivitesini RBPT ve KFT'inden daha giék bulmglardir. Aydin ve
Hadimli (2009)'de insan kan serumlari ile yaptiklagalsmada mRBPT'nin
sensitivitesinin RBPT'nden daha yiksek didou bildirmglerdir. Ergang ve ark
(2005), B. melitensigen hazirladiklari RBPT antijeni ile enfekte koywan
serumlarini test etrgler ve istatistiksel olarakB. abortustan hazirlanan RBPT

antijeninden daha fazla seropozitiflik elde ettikiebildirmislerdir.
1.7.2.2.B. Serum aglutinasyon testi (SAT)

Wright (1897), kan serumundgekillenen aglitininlerin antijenle bigene
Ozelligini tespit ettikten sonra serum aglitinasyon testhis icin blyldk ¢capta 6nem
kazanmg, bu konu Gzerinde camalar ygunlasmistir. Ginimuizde hala insan ve
hayvan Brusellozis'inin thisinde yaygin olarak kullanilan bir testtir (Karmamve
Guler 1988, Nielsen 2002). Ozellikle akut Bruseiin saptanmasinda buyuik gk
tasir. Cunkd bu donemde IgM’ler, IgA, Ig@e IgG'ye gore daha yiiksek reaksiyon
verirler. Ancak testing@ ve enfeksiyon titrelerini ayirt edememesi, buageten bazi
enfekte hayvan serumlarinda aglitinasyon reaksiyonengelleyen faktorlerin
(blocking factors) bulunmasi veya bunun tersi darbazi sglam hayvan
serumlarinin non-spesifik veya kros aglutinasyakse/onu gostermeleri nedeniyle

enfeksiyonun her déneminde enfekte hayvani tesi@tmemesi bir dezavantaj olup,
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yanlis sonuclar verebilmektedir. Bu nedenlghiste bu teste ilaveten RBPT, KFT
veya dger testlerin de yapilmasi gerekir (Arda ve ark 989

Mikro serum aglitinasyon testi, az miktarda antij serum gerektirmesi,
uygulandgl mikropeytlerde ¢ok sayida orgie deserlendiriimesi gibi avantajlara
sahiptir (Erdger ve ark 1998).

1.7.2.2.C. Komplement fikzasyon testi (KFT)

Uygulanmasindaki gugclikler nedeniyle rutin testleen zahmetlisi fakat en
duyarli ve 6zgul olanidir. IgG’leri ve 6zellikle feksiyonu gdsteren Ig@eri aciga
cltkaran bu testsdl ve aisiz hayvanlarin ayrimi ile kronik enfeksiyonlaortaya
konmasinda guvenle kullaniimaktadir. Sicakta (3ACs@ukta (4 °C) olmak tzere
iki sekilde uygulanmaktaysa da sicakta prozon ve fikmasylaylarina sik
rastlanildgindan s@ukta uygulanan yontem tercih edilmektedir. KFT’niani
sensitivitesi RBPT’den biraz diik olmasina karn klasik testler icinde spesifitesi en
yuksek olan testtir. OIE tarafindan tavsiye edikenen yaygin kullanilan goulama
testidir (Adams 1990, Garin-Bastuji ve ark 1998g¢lsien 2002). Test ve kesim
programinin uygulangi enfekte boélgelerde RBPT ile birlikte uygulanméesrsiye
edilmektedir. Rev-1 ile subkutarsilenms hayvanlarda bu iki testin spesifitesinin
disUk oldusu da bildiriimektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998).

Blasco ve ark (1994b)B. melitensisile enfekte koyunlarda yaptiklari
calismada, KFT'nin (% 88.6) sensitivitesinin RBPT (%92Me iELISA (%100)
testlerinden daha dilk oldusunu bildirmilerdir. Ongér ve ark (2001), 500 adet
koyun kan serumu serolojik testler ileggelendirilmis ve KFT ile % 17.8, RBPT ile
% 11, SAT ile % 16.8, 2-Merkaptoetanol Testi ile %.8 ve ELISA ile % 20.6
pozitif sonu¢ elde edilrgiir. Testler arasindaki duyarllik farkhliklari,agvanlarin
enfeksiyonun d@sik donemlerinde olmalari ve bunagheolarak serumlarinda farkl
antikor sinif ve alt siniflarina sahip olmalarindga da kullanilan testlerin
Olcebilecgi en diguk antikor miktari ve sinifinin farkli olmasindaaykaklanmy

olabilecgine balanmstir.

2.7.2.2.Dindirekt enzyme linked immunosorbent assay (iELISA)
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Klasik serolojik testlerin dinda birincil b&lanma testlerinde lzerinde en
yogun olarak cakilani Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) oktuu
(lyisan ve ark 2000)lk iELISA testi, Carlsson ve ark tarafindan 197Bnga insan
Brusellozis’inin tanisi icin gstiriimistir (Nielsen 2002). En c¢ok kullanilan
formatinda polisterin pleytler S-LPS ile kaplannsakt. Dille serumun
eklenmesinden sonra konjugat ve substrat ilavenettile ve renk dgsikli gine gore
sonu¢ alinmaktadir. Testin kontroll, kuvvetli veyizgoozitif serumlar ile negatif
serumlarla yapiimaktadir (Alton ve ark 1988, Niels2002, OIE 2004). Antijen
olarak S-LPS ve konjugat olarak poliklonal anti-Igi@ kullanildigi IELISA testleri,
kicuk ruminant Brusellozis'inin tanisinda yeterirgensitiv oldgu bildiriimektedir
(Blasco ve ark 1994a). Ayni format sutlerin tedilraesinde de kullaniimaktadir
(Nielsen 2002, Chand ve ark 2005).

Koyun ve kegi Brusellozis'inin ghisinde iELISA testi kullaniimakta ve iyi
sonuglar alinmaktadir. Fakat bu testigilia hayvanlar ile enfekte olanlari
aylramamasl! dezavantajini giurmaktadir (Nielsen 2002, Garin-Bastuji ve ark
2005). IELISA testinin bir dier dezavantajida, baBrucella negatif koyun kan
serumlarininda reaksiyon vermeleridir. Fakat pro@ikonjugatinin kullaniimasi ile
bu sorun ortadan kalksive testin spesifitesi arttirilgtir (Garin-Bastuji ve ark
1998). iIELISA testi, RBPT ve KFT’lerine benzer veyaha iyi sensitiviteye sahiptir
(Garin-Bastuji ve ark 2005). Ozellikle Brucellozisevalansi dgiik olan bolgelerde,
koyun sdrulerinin  IELISA ile taranmasinin, hagtali tanisinda banyi
arttirabilecgi bildirilmi stir (Bercovich ve ark 1998). Ongor ve ark (200Wfirr
testlerle kagilastirilan iELISA testinin oldukca duyarli ve spesifkdugunu ve rutin
testlerle alinan sonuclarin final bir test olarBkIISA ile incelenmesinin reaktdrleri
tespit etmede daha guvenilir olgaa bildirmislerdir (Ongor ve ark 2001). Burriel ve
ark. (2004), iIELISA yonteminin koyun ve keci kortgrogramlarinda erken geis
icin bagarili oldusunu bildirmglerdir.

1.7.2.2.E. Competatif enzyme linked immunosorbentsaay (CELISA)

Bu ELISA test formatinda, polisterin pleyt antijégenellikle S-LPS) ile
kaplanmaktadir. Test edilecek serum @&nde antijenin tgidigl bir epitopa
(genellikle S-LPS’nin O-polisakkarit zinciri) kar tretilmis monoklonal antikorlar

(MADb) birlikte pleyte eklenerek inkibe edilmektediYikama gleminden sonra
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konjugat (anti-MAb) ve substrat ilave edilmektediestin dgerlendirmesi, kuvvetli
pozitif, zayif pozitif, negatif serum kontrollerievkonjugat kontrol OD deri ile
yapiimaktadir (Nielsen 2002, OIE 2004). dSIA testi aili ve enfekte hayvanlari
aylrabilmek icin tasarlanmtir (Nielsen 2002). Bu testte kullanilan MAlilama ve
capraz reaksiyon sonucu etaus antikorlarin bayuk kismini elimine etmektedir
(OIE 2004). Periplazmik protein oldsp26nin antijen olarak kullanilg cELISA
yonteminin, Rev-1 ile @h hayvanlar ile enfekte hayvanlar ayirabgidi
bildiriimektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Minase ark (2008), kucuk
ruminantlarin tanisinda cELISA testinin KFT vyerinBurriel ve ark (2004)'da
CELISA yonteminin final test olarak kullanilabilegei bildirmislerdir. Nielsen ve
ark (2008), ikinci jenerasyon cELISA testini gélimislerdir. Bu yontemde konjugat
olarak protein A ve G (PAG) kullanglar ve bunun enfekte vesii hayvanlari
ayirmada daha karili olduzunu bildirmglerdir.

1.7.2.2.F. Merkaptoetanol testi (MT)

2-merkaptoetanol testi, bazi non spesifik reakdpo elimine etmesi
nedeniyle ilk 6nceB. canis enfeksiyonunun serolojisinde modifiye edi$mibir
tekniktir (Alton ve ark 1988, Ergapive Istanbulluglu 1999). Brucella asisi ile
asllama sonucu ilk olgan IgM grubu antikorlar ile enfeksiyon sonucu meyalgelen
IgG grubu antikorlar aglutinasyon testinde poziiaksiyon gorilmesine neden olur.
Hayvanin aili olup olmadgini belirlemek icin IgM grubu antikorlar1 ekartevetk ve
gercek enfeksiyonu ortaya ¢ikarmak gerekir (Ayn&38l Erdger ve ark 1998).
Aglutinasyona dayali bir test olan Merkaptoetane$fl, IgM antikorlarinin disulfit
baglarini keserek presipite edip IgG’leri ortaya koyesasina dayall olan bir testtir
(Erdeser ve ark 1998, Nielsen 2002). Ongor ve ark (20BET ve MT arasinda iyi

bir uyum oldgunu bildirmglerdir.
1.7.2.2.G. Rivanol aglutinasyon testi (RT)

Brucella asili ve enfekte hayvanlarin ayriminda Uzerinde ek calsilan
testlerden birisi Rivanol Aglutinasyon Testidir. sti@ esasi; IgM’lerin % 0.4’luk
Rivanol (2-ethoxy-6,9-diaminoacridine lactate) sglonu (pH 5.8-6) ile presipite
edilerek uzaklgtiriimasi ve spesifik antikorlarin antijenle bitieilmesini s&layarak
aglutinasyon reaksiyonunun eturulmasidir (Alton ve ark 1988, Ergler ve ark
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1998, Nielsen 2002). Coker ve ark (1990), enfelkdguklarin tespitinde RT'nin
RBPT ve SAT'dan daha duyarl olglunu bildirmglerdir.

1.7.2.2.H. Coombs (antiglobulin) testi

Tek reseptore sahip inkomple antikorlarin antiglobserum aracifii ile,
antijenle birlgip flakonlar tgkil ederek ¢cokmesi esasina dayan bu yontem 1945
yilinda Coombs ve ark tarafindan bulurstom (Arda ve ark 1997, Garrido-Abellan
ve ark 2001). Bazi durumlarda serumda, antijenesipeantikorlar bulunsa da
aglutinasyon olgmayabilir. Bunun nedeni, serumda fonksiyonel olamanovalan
veya inkomple antikorlarin bulunmasidir. Coombstitegmnkomple antikorlari
saptamak icin direk ve indirekt olmak Uzere dakilde uygulanir. Direk testte
antijenlere bglanmg inkomple antikorlar saptanir. Bunun icin, aglispan
reaksiyonu gortlmeyen test ortamina antiglobuliavel edilir. Eer ortamda
inkomple antikorlar varsa, anti Ig bunlarastzmarak aglitinasyon ajturur. indirekt
test metodunda ise serumdaki inkomple antikorlapiteedilir. Test icin,stipheli
serum antijen partikulleri ile inkiibe edilir ve imaple antikorlar varsa partikillerin
Uzerine adsorbe olur. Bu partikiller anti Ig ile amele edilerek aglitinasyon eiu
(Diker 1998, Erdger ve ark 1998). KFT'ine gore gk spesifiteye sahip
oldugundan,B.abortusS19 veB. melitensiRev-1 ile aili hayvanlarda kullaniimasi

tavsiye edilmemektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001
1.7.2.2.1. Slitte ring testi

Sutte bulunan an®Brucella antikorlarini saptamaya yonelik 6zel bir
aglutinasyon testidir (Diker 1998). Bu test ile Wirudeki enfekte hayvanlar
ayirmak mamkundir. Genellikle surt taramalarindélakuimasina ramen ferdi
teshis icin de kullanilabilir. Bu test icilnematoxyleneve Triphenyl tetrazoliuria
boyanms iki ¢esit antijen kullanilir (Alton ve ark 1988, Arda vekal997).

1.7.2.2.J. Floresans polarizasyon assay (FPA)

B. abortus S-LPS’sinin 22kD’luk kigluk bir molekuli olan OPS pargasi,
fluorescein isothiocyanaté=ITC) ile isaretlenerek antijen olarak kullaniimaktadir.
Isaretli antijen, dillie serum, sut veya kan @ine eklenerek ortalama 2 dakikada
antikor miktar1 cihaz yardimi ile belirlenebilmedite (Nielsen 2002, OIE 2004).
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Yontem ucuz, basit ve hizlidir (Nielsen 2002). Koyue keci Brucellozis'inin
teshisinde FPA kullanilmy ve sensitivitesinin BPAT, KFT, IELISA ve cELISA
testlerinden daha yuksek ofglubildirilmistir (Nielsen 2002).

1.7.2.2.K. Agar jel presipitasyon testi (AGD)

Enfekte ve ali hayvanlarl ilk ayiran test AIB testidir. Bu yontemde,
agardaki gozlerden birine antijen olarak (genedikkB. melitensiglen elde edilen
polisakkarit B, dger gozlerede serum ornekleri eklenir. Serum grrentikor
iceriyorsa, inkiibasyon sonunda serum ile anjij@siada presipitin banti belirecektir
(Nielsen 2002). Antijen olarak native hapten (NEih kullanildgi AGID testinin,
enfekte ve Rev-1 ile sdi hayvanlari ayirmada yeterince spesifik @du
bildiriimektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001). Bydntem daha cokB. ovisin
teshisinde kullaniimaktadir ve orada antijen olaral.lRS ve hot saline ekstrakt
kullaniimaktadir (Alton ve ark 1988, Lopez ve afOB)

1.7.2.3. Hucresel bgusiklik testleri
1.7.2.3.A. Allerjik testler

Brucellozis’in tghisinde allerjik deri testleri 1900'IU yillardan tbefarkl
metot ve dgisik isimlerle pek ¢ok allerjen hazirlanip vicudurgigk boélgelerinde
uygulanmgtir. Brusellozis enfeksiyonunda gaklik, humoral bgisikligin yaninda
hiicresel bgasiklik ile de ilgilidir. Gecikmi tip asirt duyarhilik reaksiyonu esasina
dayanan in vivo allerjik deri testleri, hicreselglg&kligin kesin olarak ortaya

konmasinda temelgkis yollarindan biridir (Alton ve ark 1988, Kayad®.

Brucella sitoplazmik antijenlerini iceren Brucellin, koyun ev keci
Brusellozis’inin allerjik deri testi ile tanisindzssari ile kullanilmaktadir. RougB.
melitensisl15 syundan hazirlanacold saline protein extradfO-polisakkarit zinciri
eksik) allerjen olarak kullaniimaktadir (Alton vekal988, Garrido-Abellan ve ark
2001, OIE 2004). AyricaB. abortus mukoid sglarindan hazirlanan allerjenlerin
rough sglardan hazirlananlara oranla kronik Brusellozisipgamada daha il
oldugu bildirilmektedir (Aslanta 2006).

Brucella allerjenlerinin bircok inokulasyon yoéntemi bulunktadir. Sgir,

koyun ve kecilerin kuyruk alti derisi i¢cine 0.1-01#, domuz ve kegcilerin kulak Gstu,
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sigirlarin boyun derisi altina 0.5 ml verilmektedirllejik testler koyun ve kecilerde
sigirlardan daha iyi sonug verir (Alton ve ark 1988da ve ark 1997, OIE 2004).

Allerjik deri testleri inaktif Brucella asilari ile &ili hayvanlarda
kullaniimamalidir.B. melitensisRev-1 ile aili olanlar ise 2 yil boyunca allerjenlere
duyarhdirlar (Alton ve ark 1988)Brucella negatif surulerde, deri testleri % 100
spesifisiteye sahiptirler. RBPT ve KFT’'lerinden dajiksek sensitiviteye sahiptirler
(Garrido-Abellan ve ark 2001). Kaya (1992), yaptbir calsma sonucunda, deri
testlerinin koyun ve Kkeci Brusellozis'inin siri Iada taramalarinda pratik
uygulangl, kolay ve kisa surede gerlendirilmesi, enfeksiyondagiipheli portorleri,
asllanms hayvanlari, sgiklilardan ayirmak icin givenle kullanilabilegeyapilacak
epidemiyolojik calymalara ve eradikasyon programlarina allerjik desilerinin de

dahil edilmesinin yararl olagani bildirmistir.
1.7.2.3.B. Gamma interferon testi

Hucresel basikligin invitro olarak oOlguldgt bir sistemdir. Gamma
interferon (INF), T lenfositlerini stimile eden énemli sitokindir. Gamma INF testi
koyun ve stir Brusellozis'inin tanisinda bari ile kullaniimsgtir. Bu yontemde 6nce
tam kan 6rnekleri antijen (stosolik protein, S-LRI8)stimile edilmekte daha sonra
sandwich ELISA yodntemi ile gamma-INF miktari Olci@dktedir (Weynants ve ark
1995, Garrido-Abellan ve ark 2001). Weynants ve @%95), serolojik testler ile
yanls pozitif bulunan 6rneklerin gamma-INF testi ile idehebildigini
bildirmislerdir. Ayrica gamma-INF testi ile alerjik deri tesarasinda iyi bir
korelasyon tespit etglerdir. Duran-Ferrer ve ark (2004), deneyselsgadlarinda
asill  koyunlarda olgturduklari akut enfeksiyonlari gamma-INF ile sejiélo

testlerden daha iyi tespit ettiklerini bildirgterdir.
1.8. Koyun ve Kecilerde Al ve Asilamalar

Enfeksiy6z hastaliklarin  kontrolinde genelliklek iladimi ailama
olusturmaktadir. Bircok Ulkede, Brusellozis’in insidamsazaltmak icin koyun ve
keciler gilanmaktadir (Blasco 2005).

1.8.1.B. melitensis Rev-1 AgisI
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B. melitensiRev-1 canl & swu, Elberg ve Faunce tarafindan 1957 yilinda,
virilent smooth biB. melitensissuisundan attentie edilerek elde edgtmi Bu sy
Uremesi icin streptomisine ihtiya¢c duymakta fakériki subkdlttrlerinde ise
streptomisine direnc gstirmektedir. Rev-1, koyun ve kecilel8. melitensis,
koclaridaB. ovise kagl korumaktadir (Elberg ve Faunce 1957). Standazt(8db-2
10° cfu) Rev-1 aisi, 3-8 aylik kuzu ve @aklara derialti yolla uygulanmakta olup en
az beg yil stren oldukgca uzun bir imminizasyon elde edKkiadir (Fensterbank ve
ark 1987, Alton ve ark 1988).samadan sonra serolojik antikor titresi, énce dzl
artmakta ve daha sonra azalmayaldap 6 ayin sonunda hayvanlarin bggada
negatif hale gelmektedir (Fensterbank ve ark 19Bv)doz al ile gebe hayvanlar
asllandginda dgisik oranlarda abortlarsekillenebilir (Zundel ve ark 1992,
Bardenstein ve ark 2002). Rev-4 awsu smooth karakterde oldu icin, serolojik
testlerle pozitif reaksiyon veren antikor titresugturmaktadir (Zundel ve ark 1992,
Schurig ve ark 2002). Rev-Isiainin, sgirlarda S19 g@isindan daha iyi koruma
sgiladigida bildirilmektedir (Schurig ve ark 2002).

Rev-1 aisinin, doza ve hayvanin gebelik durumunglibalarak atga neden
olmasi ve uzun slUre devam eden immin cevagtwhaasi nedeniyle dozun
azaltiimasi yoluna gidilrgtir. Azaltilmis doz (16-10° cfu) Rev-1 asi, ergin
ve gebe hayvanlarda nispeten daha guvenle kullaktadir (Fensterbank ve ark
1987, Garrido-Abellan ve ark 2001). Fakat sahgigellar gosterngtir ki, azaltilmsg
doz Rev-1 gsida vaginal yolla sacilabilmekte ve abortlara eamedlabilmektedir
(Fensterbank ve ark 1987).

Asilama ile olgan serolojik cevabi azaltmak icin ggiiilen diger bir metotta
konjunktival ailamadir. Standart doz (0.520° cfu) Rev-1 aisi, 30-50 pl
konjunktival olarak inokile edild@inde klasik derialti yolla uygulanarsiale benzer
bir koruma olgurken, olgan serolojik cevap 6nemli Olciide azalmaktadir. Bu
nedenle bu yolla yapilasidamanin test ve kesime dayali eradikasyon progidami
daha uyumlu oldgu bildiriimektedir (Fensterbank ve ark 1987, Zundelark 1992).
Asilamadan 4 ay sonra hayvanlarin hi¢ birisinde sgkolitre gézlemlenmengtir
(Fensterbank ve ark 1992).

1.8.2. Dger Canlh Asllar
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B. suisS2 (biyotip 1), oral yolla kullanilan attentie bindar. Sgir, koyun,
keci ve domuzlari Brusellozis'ten korumak amac@la’de (Xie 1986) ve Libya’'da
(Mustafa ve Abusowa 1993) kullaniimaktads.. melitensissus 5'de, sgir, koyun,
keci ve geyikleri hastaliktan korumak icin Cin’dellaniimaktadir. Fakat busdarin
hi¢ birinin Rev-1 ve S19sdari kadar koruma ggamadgi rapor edilmgtir (Schurig
ve ark 2002).B. abortusrough a1 swu RB51'in kecileri B. melitensi® kasl
korudysu, fakat koclariB. ovis’e kagl korumada yetersiz kalgh bildirilmektedir
(Garrido-Abellan ve ark 2001). Hidrissi ve ark (2001)'da yaptiklari deneysel
calsmada, RB51 @asinin koyunlar B. melitensi® kari koruyamadiini ve
abortlarin gercekkgigini bildirmislerdir.

1.8.3.inaktif Asilar

Smooth B. melitensissisu olan H38'den, formaldehit ile inaktive edilip
mineral yg& adjuvanti ile inaktif @ hazirlanmgtir. Bu &I abortlara kan iyi bir
koruma sglarken serolojik cevap ofturmakta, lokal reaksiyona neden olmakta ve

kisa sureli koruma ggamaktadir (Schurig ve ark 2002).
1.9. Brusellozis Kontrol ve Eradikasyon Stratejiler

Kontrol stratejisinin se¢iminde asil amag, hagtalihalk ve hayvan gagi
Uzerindeki etkilerini en az seviyeye indirecgkkilde, hayvan populasyonunda
enfeksiyonu azaltmaktir. Sonraki adim, test ve rkesiontemi ile bélgenin
hastaliktan eradike edilmesidir. Eradikasyondanraohastafiin yeniden giini

engellemek igin dlcimler yapiimaldir (Garrido-Alagl ve ark 2001, Minas 2006).

Cizelge 1.9. B. melitensis kontrol ve eradikasyon stratejilerinin avantaj ve
dezavantajlari (Minas 2006).

Strateji Avantaj Dezavantaj

-Yiksek masraf
Eliminasyon -Tam etkili veteriner
yapilanmasina ihtiya¢ vardir

Enfekte hayvanlarin eliminasyonu
(distik prevalans)

-Abortlarin azalmasi
-Serolojik testler
asili/fenfekte hayvan ayrimi

Geng hayvanlaringganmasi ve
enfekte hayvanlarin elimine edilmesi
(orta prevalans)

Sard immunitesi yavaolusur

yapabilir

-Dustik maliyet -Gebelerde abort ofur
Tum hayvanlaringlanmasi (ylksek -Kolay yonetim -Serolojik testler ali/fenfekte
prevalans) -Sirt immunitesi cabuk  ayrimi yapamaz

gelisir -Halk sali g1 etkilenebilir
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B. melitensiskontrol ve eradikasyon stratejileri, tim hayvamagilanmasi,
enfekte hayvanlarin elimine edilmesi ile gen¢ hajyaan gilanmasi ve enfekte
hayvanlarin elimine edilmesi olarak siralanabilitifas 2006). Stratejinin seciminde
prevalansin miktari 6énemlidir. Genel olarak yukspkevalansta (> %5) tim
hayvanlarin slanmasi, orta prevalansta (%2-5) genc¢ hayvanlagilanmasi ile
birlikte enfekte olanlarin kesilmesi ve diik prevalansta (< %2) ise sadece test
edilerek enfekte hayvanlarin elimine edilmesineadidyir program secilmektedir. Bu

programlarla ilgili avantaj ve dezavantajlar ¢izely9’da verilmgtir (Minas 2006).

Bu calsmada, Konya yoresindeki koyun sdrilerinden atik emtleri
toplanarak etken izolasyonu ve identifikasyonunilyagsi, izole edilerB. melitensis
swlarinin RAPD yontemi ile DNA parmak izleri belirlerek genotiplendiriimeleri
ve birbirlerine olan genetik yakinliklarinin tesmtlilerek yaygin olarak bulunan
genotipin belirlenmesi hedeflendB. melitensisRev-1 asi sisunun da RAPD
yontemi ile dgerlendirilip saha sgiarinin bant modelleri ile kanlastiriimasi ve surt
asllamalari sonrasisaswuna bgll atik vakalarinin agurilmasi amaclandi. Ayrica,
atik materyallerinden izole edilédd. melitensissaha sglarinin, B. melitensiRev-1
asl s,sundan koken alip almaginin PZR-RFLP yontemi ile agarilmasi ve atik
gorilen koyun surtlerinden kan serumlari toplanaRBPT, mSAT ve IELISA

testleri ile dgerlendirilerek enfeksiyonun yaygiginin tespit edilmesi amaclandi.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. GEREC
2.1.1.B. mdlitensis izolasyonunda Kullanilan Ornekler

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi ve Konyatarmer Kontrol ve
Arastirma Enstitisi'ne, 2007-2008 kuzulama donemindanyda il ve ilge
getirilen 86 adet atik koyun fetusu gtremanin materyalini okiurdu. Seksen alt
atik koyun fetusunun 14’0 Selcuk Universitesi Viter Fakiltesinden, 72’si Konya
Veteriner Kontrol ve Argtirma Enstitiisi’'nden temin edildi. Orneklerin ilged gore
dagihmi cizelge 2.1'de gOsterilmgtir. Ayrica, Konya Veteriner Kontrol ve Asairma
Enstitisi’nce, 2006-2007 kuzulama doéneminde Konghldsine ait atik koyun
fetuslarindan izole edilmi 12 adetB. melitensiswsuda aratirmaya dahil edilmitir
(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1.Atik koyun fetuslarinin ilgelere gore glami.

. " Orneklerin Toplam
Ilce Ornek sayisi U
alindig surd sayisi | hayvan sayisi

Meram 10 10 1380
Selguklu 7 6 755
Karatay 12 12 3510
Cumra 8 7 1180
Sarayonu 3 3 450
Eregli 4 4 760
Aksehir 8 8 850
Kadinhani 4 4 420
Karapinar 3 3 900
Yunak 7 3 920
llgin 3 3 440
Beysehir 2 2 350
Doganhisar 1 1 100
Seydgehir 4 4 810
Hadim 2 2 280
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Bozkir 2 2 340
Ahirli 1 1 60
Tuzlukcgu 5 4 380
Toplam 86 79 13885

2.1.2. Koyun Kan Serumlarinin Temini

B. melitensigzole edilen aborte koyun fetuslarinin ait gidu24 ayri koyun
surusinden, her bir striyd temsil edebilecek ordadadiifi drnekleme ile toplam
588 adet koyun kan serum oOgneemin edildi (Cizelge 2.3). Atik vakalarinin
gorulmesinden 15 gin sonrgletmelere gidilerek 2 yave Usti koyunlarin vena
jugularislerinden 5’er ml kan 6rnekleri 13 x 100 thknvakumlu cam tuplere alindi.
Toplanan kan 6rneklerinden elde edilen kan serurdBfC de 30 dakika tutularak

inaktive edilip, serolojik testlerde kullanilincakadar -20°C de muhafaza edildi.

Cizelge 2.2Konya Veteriner Kontrol ve Agirma Enstitiisi’nden alinan 2006-2007
kuzulama dénemine a#. melitensiszolatlarina dair bilgiler.

No Illce Sirudeki hayvan sayisi Sdrudeki atik sayisi  ghdurumu
1  Aksehir 100 6 Alsiz
2  Aksehir 150 16 Aisiz
3 Cumra 190 21 ASIZ
4  Karatay 120 6 Asiz
5 Meram 100 8 Alsiz
6 Karatay 500 18 Al
7  Seydsehir 250 6 Alsiz
8  Seydjehir 200 35 Aisiz
9  Ahirli 60 10 Alsiz
10 Aksehir 85 7 Al
11 Karatay 500 18 All
12 Kadinhani 130 11 #siz

2.1.3. StandartBrucella suslari

B. melitensisRev-1 ile B. melitensisbiyotip 1 16M (NCTC 10094) slar
Pendik Veteriner Kontrol ve Agairma Enstitisi'ndenB. canisNCTC 10854 sgu
Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisirnden Be abortusS99 syu S.U. Veteriner

Fakultesi kulttr kolleksiyonundan temin edildi.
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2.1.4. Besiyerleri
2.1.4.1. Serum dekstroz agar (SDA)

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B) hazirfaratoklav edildikten
sonra 56°C’ye sautulup 950 mililitresine, milipor filtre ile steide edilmi % 20
dekstroz iceren Horse Serum (Oxoid, SR0O035C) stdksgonundan 50 ml eklendi
(Alton ve ark 1988, OIE 2004).

2.1.4.2 Brucella selektif besiyeri

SDA’a Brucella selektif suplement (Oxoid, SRO083A) ilave edilerek
hazirlandi (Alton ve ark 1998, OIE 2004).

Cizelge 2.3B. melitensiszole edilen surulere ait veriler.

No Isletmenin Suriudeki hayvan  Sdrideki atik Asl Alinan kan
bulundugu ilce sayisl saylsi Durumu  serum sayisi

1 Meram 147 17 Asiz 25
2 Aksehir 97 7 Al 25
3 Tuzlukgu 100 5 Alsiz 25
4 Karatay 250 30 #ll 25
5 Cumra 150 15 AsIZ 25
6 Aksehir 130 15 Ail 25
7 Karatay 140 10 #ASI1Z 25
8 Karapinar 300 10 Al 28
9 Hadim 90 12 Aisiz 22
10 Sarayonu 100 30 #s1z 25
11 Cumra 60 5 Asiz 17
12 Meram 94 6 Alsiz 25
13 Aksehir 150 42 Alz1z 25
14 Meram 49 3 Al 22
15 Selguklu 130 12 sz 25
16 Ereli 75 17 Asili 23
17 Yunak 400 80 All 50
18 Yunak 400 80 All -
19 Meram 350 57 Asiz 26
20 Cumra 170 17 Al 24
21 Meram 50 20 Asiz 16
22 Karatay 150 18 Asiz 25
23 Karatay 700 10 Al 35
24 Tuzlukgu 200 15 AsI1Z 25

2.1.4.3. Safranin, tiyonin ve bazik fuksinli besiyeeri

Distile su ile safraninden (Sigma, S2255) % 0,5 tikonin (Sigma, T3387)
ve bazik fuksinden (Sigma, B0904) % 1 lik stok sgtinlar hazirlandi ve kaynar
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suda 1 saat tutuldu. Otoklav edigi000’er ml TSA'lara tiyonin ve bazik fuksin
stok boya solusyonlarindan st ml (20ug/ml) ilave edilerek 1/50000
konsantrasyonunda tiyonin veya bazik fuksin icdoesiyerleri hazirlandi. Safranin
stok solisyonundan ise 1000 ml TSA'a 20 ml ilaveileeek 1/10000

konsantrasyonunda safraninli besiyeri hazirlandpeti kutularina dokuldu (Alton
ve ark 1998, OIE 2004).

2.1.4.4. Penisilin ve streptomisinli besiyerleri

Otoklav sonrasi 56 °C ye @atulan 1000’er ml SDA’lardan birisine 5000 U
penisilin (Sigma, P7794) (5 1U/ml) gkrine 2,5 mg streptomisin (Sigma, S6501) (2,5
pag/ml) ilave edildi ve petrilere g@eildi (Alton ve ark 1998, OIE 2004).

2.1.4.5. Dger besiyerleri

Calsmanin ceitli safhalarinda Blood Agar Base(Oxoid, CM0271B)
Triptone Soya Agar (TSAPxoid, CM0131B) Simon Sitrat AgafOxoid, CM0155)
Nutrient Broth (NB)(Oxoid, CM0001B),Siilfid/ndol-Motilite Agar ($M) (Oxoid,
CM 01435), MacConkey AgafOxoid, CM0007B) veBrain Heart Infusion Broth
(BH/B) (Oxoid, CM0225B) kullanild.

2.1.5. Kristal Violet Solliisyonu

Kristal violetin (Sigma, C3886) 2 grami 20 mibsolutetanolde ve 0,8 gram
amonyum oksalat 80 ml distile suda co6zdurilduktemra her iki sollisyon
karstirildi ve stok solisyon elde edildi. Stok boyaUsgbnu distile su ile 1:40
oraninda sulandirllip smooth kolonilerin belirlersimele kullanildi (Alton ve ark
1988).

2.1.6. Akriflavin Soltisyonu

Notral akriflavinin (Sigma, A8126) distile suda @0’lik dilisyonu her test
icin gunlik olarak hazirlandi (Alton ve ark 1988).

2.1.7.Brucdla Antiserumlari

Poliklonal Brucellaantiserumu ile A ve M monospesifik antiserumlandike

Veteriner Kontrol ve Argtirma Enstitisinden temin edildi.
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2.1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, RAPD-PZR/e RFLP) Testleri
2.1.8.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda Fermentas’in Genomic DNA Reaifon Kiti (Cat.
#K0512) kullanildi.

2.1.8.2. DNA amplifikasyonu’'nda kullanilan malzemetr
2.1.8.2.A. Thermal cycler

Ependorf (Mastercyclegradient 5331 000.010, Germany) marka thermal

cycler kullanildi.
2.1.8.2.B. Primerler
2.1.8.2.B.1B. melitensis spesifik PZR primerleri

Primer olarak, sadec®urucella tirlerinde bulunan, tekrarlayan genetik
elementiS712in gen bdlgesine yonelik secilen,
B. melitensispesifik (5-AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA-3’) ve
IS711 spesifik (5-TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT-3’)ligonukleotid
primerleri (Bricker ve Halling 1994) sentezlettil(IDT). 100 uM’lik Primerler ¥4

oraninda sulandirilarak 1puM konsantrasyonunda hkidia
2.1.8.2.B.2. RAPD-PZR primerleri

RAPD-PZR parmak izi analizi i¢in secilen

P1 (GGA CTG CAT AAA ATT GGC AC) (Fekete ve ark 199
P3 (CGGCCACTGT) (Fekete ve ark 1992),

P4 (CGGCCCCTGT) (Fekete ve ark 1992),

P5 (CGGCCCCGGT) (Fekete ve ark 1992),

OPLO4 (GACTGCACAQC) (Tcherneval ve ark 2000) ve
OPA 17 (GACCGCTTGT) (Gtiler ve ark 1998b)

10-mer ve 20-mer oligonukleotid primerleri sentéaliédi (IDT). 100 puM’hk

primerler ¥4 oraninda sulandirilarak kullanildi.

2.1.8.2.B.3. PZR-RFLP Primerleri
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Primer olarak, Brucellam@® gen bélgesine yonelik secilen,
Foward P1 (5'- TGG AGG TCA GAA ATG AAC -3') ve
Reverse P2 (5- GAG TGC GAA ACG AGC GC -3) oligataotid primerleri
(Bardenstein ve ark 2002) sentezlettirildi (IDTROM’lik Primerler ¥4 oraninda

sulandirilarak 1uM konsantrasyonunda kullanildi.
2.1.8.2.C. Deoxynucleotide set

dNTP’ler (Fermentas, R0182) 25 um oraninda ultfasgale sulandirilarak
kullanildi.

2.1.8.2.D. Tag polimeraz

Taqg DNA polimeraz (MBI Fermentas, EP0282) kullanild
2.1.8.2.E. Film

Bio-Rad Gel Doc (Model #2000) goriuntileme sistemiidnildi.
2.1.8.2.F. Marker

Vivantis VC 100bp DNA Ladder Plus veya Fermentas&kuler 100bp
DNA Ladder Plus (Cat.#SM0321) 0.5 ul kullanild1.

2.1.8.2.G. Pozitif ve negatif kontrol

BHiB'ta Uretilen B. melitensis16M NCTC 10094 referans gina DNA
ekstraksiyonglemi uygulandi ve PZR’a tabi tutuldu. Elde ediledRPlrina pozitif
kontrol olarak kullanildi. Steril ultra saf su isegatif kontrol olarak kullanildi.

2.1.8.2.H. Agaroz jel elektroforezi icin gerekli ¢cieltiler

1) Tris asetat (TBE) tamponu (10X)

Tris base 60.5¢g

Borik asit 30.85¢
NaEDTA.2H,0O 3.72 ¢

H.O (Distile su) 1 L'ye tamamlandi.

Kullanilincaya kadar oda sicaginda kullanildi.
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2) Agaroz gel (%1.5) (w/v)

Agaroz 3 g (W)
TBE 200 ml

3) Etidyum bromdr stok soliisyonu (10mg/ml)

Etidyum Bromdr 20 mg
Distile Su 1.98 ml

Karanlikta muhafaza edildi ve stok soliisyon ag@tez0.5 pg/ml oraninda katildi.
4) Yikleme tamponu
6X Loading dye solution (MBI Fermentas, R0411)

Orneklerin jele yiklenmesi icin 22 gdze sahip (20x8) taraklarda: 1,4 pl (6x)

yukleme tamponu ile 7 pul PZR Grtna kullanigom.
2.1.8.2.1. PZR-RFLPrestriction enzimi

Vivantis Pst lrestrictionenzimi (Cat#1320) kullanildi.
2.1.8.21. RAPD-PZR parmak izlerinin bilgisayarda numerik analizi

PubMLST data analizi web sayfasinduty://pubmlst.org/ bulunan bir java

script (Veri analizi i¢in hazirlanmi yazilim) uygulamasi kullanilarak gar
arasindaki benzerlikler hetdnweighted Pair Group Method with Aritmetic Means
(UPGMA) hem deNeighbor JoiningNJ) metodlari ile belirlendi.

2.1.9. Rose Bengal Pleyt Test (RBPT) Antijeni

RBPT antijeni, Vetal A. ile Pendik Veteriner Kontrol ve Agarma

Enstitisinden temin edildi.
2.1.10. Serum Aglutinasyon Test (SAT) Antijeni

SAT antijeni, Vetal AS. ile Pendik Veteriner Kontrol ve Agarma

Enstitiisiinden temin edildi.
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2.1.11. Enzim Linked Immunosorbent Assay Test'ind&ullanilan Malzemeler
2.1.11.1. Enzim linked immunosorbent assay test kit

ELISA test Kiti Institut Pourquietden (Version: P04310/04, France) temin
edildi.

3.1.11.2. ELISA okuyucusu

ELISA pleytlerinin okunmasinda, Anthos Il Labteesfruments marka (A
5022, Salzburg ve MWGt Lambda Scan 200 Bio-Tek.Imst. USA) ELISA

okuyucusu kullanildi.
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2.2. YONTEM
2.2.1. Etken izolasyonu

Cssitli i sletmelerden getirilen atik koyun fetuslarinin miderigi, karacger,
dalak, akgter, kalp ve bobreklerindeBrucella Selektif Besiyeri, MacConkey ve %
5 koyun kani iceren Kanli Agara derhal ekimler Yapi Tim o6rnekler ikjer
besiyerine ekildi ve ekim yapilan petrilerin yaregrobik dger yarisi % 5-10 CO
ihtiva eden mikroaerofilik etiive kaldirilarak 378€ 8-10 gun inkibe edildi. Koloni
olusumu gunltik olarak kontrol edildi. Ayric&. melitensiRev-1 ve kontrol amagcli
kullanilan standart slarin Brucella Selektif Besiyerine ekimleri de ayrekilde
yapildi (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, OIED2).

2.2.2.B. mdlitensis suslarinin identifikasyonu

Ureme gorulen petri kutularinda tipik 1-2 mm cakicBrucella kolonileri
secilerek Gram yontemi ile boyandi. Karakteristita@ negatif kokobasil ya da kisa
basil sekillerini gosteren, Oksidaz, Katalaz, Ureaz pézitan ve poliklonaBrucella
antiserumu ile aglutinasyon veren mikroorganizmd@atiB’a ekilerek daha sonra
biyokimyasal testler, A ve M monospesifik aBliticella serumlari ile aglitinasyon
ve molekuler tekniklerin yapilmasinda kullanildili@x ve ark 1988, OIE 2004).

izolatlarin koloni morfolojilerini belirlemek iginkristal violet soliisyonu
petrideki kolonilerin tizerine 10-15 saniye damthtiDaha sonra boya pastor pipeti
ile uzaklgtirildi ve koloniler hemen bir el mergieile muayene edildi. Boya almayan
koloniler S, kirmizimsi golgeli boyananlar ise Rd« olarak dgerlendirildi. Ayni
amagcla, taze hazirlangnnétral akriflavinden lam tzerine bir damla aliniprkag
koloni ile sispanse edildi. R koloniler hemen agkitoldyu halde S koloniler
homojen bir siispansiyon goésterdilBr.canisNCTC 10854 sgu R koloni tanisi igin
kontrol olarak kullanildi (Alton ve ark 1988).
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Ayrica, koloni morfolojisi belirlenen izolatlara trat indirgeme, sitrat, indol,
Voges-Proskauer testleri uygulandi (Alton ve arB89rda 2000, Ucan ve Ergani
2005).

2.2.3. Tur ve Biyotip Tanisinda Kullanilan Yontemle
2.2.3.1. Uremede serum gereksinimi

Brucella swlarindan, serum ihtiva eden SDA ve serum icermey8d’'a
ekim yapildi ve petriler % 5-10 G@eren ettive kaldirildi. Petriler 37°C de 2-3 gln
inkiibe edilip tremeler kaitastirildi (Alton ve ark 1988).

2.2.3.2. Uremede karbondioksit (CQ) ihtiyaci

Bu amaclaBrucellaizolatlari, 1’er ml Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) igemde
yogun birsekilde stispanse edildi. Sispansiyonlardageikadet yatik TSA tlplerine
ekim yapildi ve tuplerden birisi normal etivegeti % 5-10 CQ iceren etlve
kaldirildi. Tapler 37°C de 2-3 gun inktbe ediligineler kagilastirlldi (Alton ve ark
1988).

2.2.3.3. Hidrojen sulfid (H,S) Gretimi

Taze kdlturlerden TSA iceren yatik tuplere ekim iiéigtan sonra % 10’luk
notral kugun asetat emdirilmgi filtre kagitlari besiyerlerine demeyeceksekilde
tuplere yerlgtirildi ve 37°C de 2-7 gin inkibe edildi. Kun asetatl katlar ginluk
degistirildi. Kagidin renginin siyaha dogihesi pozitif olarak kabul edildi (Alton ve
ark 1988).

2.2.3.4. Tiyonin, bazik fuksin, safranin, penisilin ve stregomisin varliginda

ureme

Kdlturlerin sispansiyonlari, 1 ml steril FTS icaénde ait yogunluklarda
hazirlandi. Steril pamuk sivaplara bakteriyel sispenlar emdirilip her bir boyali
petride 5 o6rnek olacakekilde tek c¢izgi halinde ekimler yapildi. Kontroktpsi
olarak TSA kullanildi ve ona da ayekilde ekim yapildi. Petriler ettive kaldirilarak
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37°C de 3-4 gun inklibe edildi ve surenin sonurmlarklerin varlgl kontrol edildi
(Alton ve ark 1988).

2.2.3.5. Monospesifik anti-serumlar ile aglitinasyo

Test edilecek her bir stan, FTS ile gt yogunlukta 1-2 ml'lik bakteri
suspansiyonu hazirlandi. Suspansiyonlar 65°C’likaksisu banyosunda 1 saat
tutularak inaktive edildi. Petri icine yeskgilmis bir lama A ve M serum
dilisyonlarindan birer damla damlatildi. Her serurb&rer damla bakteri
suspansiyonundan damlatilip kamldi. Serumlarin 1 dakika icinde aglitinasyon

vermesi pozitif olarak dgsrlendirildi (Alton ve ark 1988).
2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, RAPD PZR & PZR-RFLP) Metotlari
2.2.4.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda Fermentas’'in Genomic DNA Reaifon Kiti (Cat.
#K0512) dretici firmanin belirgi sekilde kullanildi. Sivi besiyerinde Uretilgni
bakteri kultird 7500 rpm’de 10 dakika satriftij edive st kisim atilarak pelet 200
ul distile su icerisinde siuispanse edildi. Daha a&aierine 400 pul lizis solliisyonu
ilave edilip 65 °C’de 10 dakika inkibe edildi. S@&@nunda tipe 600 pl kloroform
ilave edilip bir ka¢ kez alt st edildi ve 10000nrpe 2 dakika santriftj edildi.
Ustteki ak6z kisim yeni bir tiipe alinip tizerine §dQresipitasyon soluisyonu ilave
edildi ve 1-2 dakika kagtirilip 10000 rpm’de 2 dakika santrifij edildi. Uktsim
atildiktan sonra pelet 100 pl 1.2 M NacCl icerisimiispense edildi. Uzerine 300 pl
soguk etanol ilave edilip -20 °C’de 10 dakilka tutuktian sonra 10000 rpm’de 5
dakika santrifij edildi. Pelet % 70 etanol ile k#z daha yikandi ve pelet 100 pl

distile su icerisinde slispanse edilerek DNA eld&led
2.2.4.2. Ekstraksiyonu yapilan DNA’larin absorbandayini

Ekstraksiyonu yapilan DNA orneklerinin saflik ve ktair tayinlerini
hesaplamak icin 260 nm ve 280 nm dalga boylarindak odansiteleri (OD)
spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131, Germany)akilarak saptandi. Distile
su blank olarak kullanildi. 5 pl eksrakte edilen MHNrnesi distile su ile 100 ul'ye
tamamlandi ve 260 nm (OD260) ve 280 nm (OD280) tigirdleri yapildi. DNA

orneklerinin konsantrasyonlari ng/ml cinsinden eddédi
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OD260 ve OD280 derlerine gore hesaplanan DNA miktarlar birbiri ile
oranlanarak (OD260 / OD280), bu oranin 1,8-2,0 iad#s bulunanlar PZR’da
kullanildi.

2.2.4.3. PZR ile DNA amplifikasyonu

Amplifikasyon, her bir oligonikleotid primerindenS{¢11ve B. melitensis
spesifik primerler) 1 uM iceren 50 ul PZR kaminda uygulandi. 10X tepkime
tamponundan (60 mM Tris-HCI (pH 9), 15 mM (Ws8Qy, 1,5 mM MgC}) 5 pl,
her bir primerden (1uM) 1ul, 37.25 pl steril nudledree su, 0,25 ul (1,25 U) Taq
DNA Polimeraz (5 U/ul), 0.5 pl (250 pM) dNTP kami ve 5 pl (50 ng (1) kalip
DNA kullanilarak PZR gercekiérildi. Bu karisim 1s1 dongu cihazinda, 95 °C’'de 3
dakika 6n denatirasyondan sonra her dongusu 9% °2’dakika, 55.5°C de 2
dakika ve 72 °C’'de 2 dakikalik adimlardan galn 35 dongulik bir reaksiyon ile
cogaltildi. Son uzatma olarak 72 °C’'de 4 dakika tutitdn sonra PZR drtnleri 0.5
png/ml etidyum bromid ve % 1,5'lik agaroz iceren ggtaminda elektroforez edildi.
Marker olarak 100 bp’lik okturan marker kullanildi. 731 bp bluyukiindeki bantlar
pozitif olarak dgerlendirildi. Pozitif kontrol olarakB. melitensisRev-1 sgunun
DNA ekstraksiyonu kullanildi (Bricker ve Halling 99).

2.2.4.4. RAPD PZR
2.2.4.4.A. RAPD PZR ile DNA amplifikasyonu

Amplifikasyon, her bir oligonikleotid primerindeR1, P3, P4, P5, OPA 17
ve OPLO4) 6,25 pM igeren 25 pl PZR kaminda her primer icgin ayri olarak
uygulandi. 10X tepkime tamponundan (with 50 mM KeJ% ul, primerden (6,25
UM) 0,5 ul, 19,75 ul steril nukleaz-ari su, 0,1(QJ5 U) Tag DNA Polimeraz (5
U/ul), 1 pl (ImM) MgCh, 1,5 pl (150 uM) dNTP kanmi ve 1 pl (50 ng () kalip
DNA kullanilarak RAPD PZR kagimi hazirlandi. Bu kagim 1si dongu cihazinda,
94 °Cde 3 dakika 6n denattrasyona tabi tutuldu.réSber dongusiu 94 °C de 1
dakika, 35 °C de 2 dakika ve 72 °C de 1 dakikadiknéardan olgan 10 dongu ve
daha sonra her dongistu 94 °C de 1 dakika, 50 Zdd&ika ve 72 °C de 1 dakikalik
adimlardan olgan 30 donguluk bir reaksiyon ile galtildi. Son uzatma olarak 72 °C
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de 4 dakika tutulduktan sonra PZR drtnleri 0,5 gtidyum bromid ve % 1,6lik
agaroz iceren jel ortaminda elektroforez edildi.rikéa olarak 100 bp’lik olgturan
marker kullanildi (Fekete ve ark 1992, Tchernevanke2000).

2.2.4.4.B. RAPD-PZR fingerprintlerinin bilgisayarda numerik analizi

B. melitensis swlarinin  RAPD analizi sonucu elde edilen bantlardan
yararlanilarak bantlarin vaginda bir, yoklgunda sifir olacakekilde veri matrisleri
olusturuldu. Elde edilen veri matrislerinden yararlakagenetik benzerlik gerleri
Nei ve Li'nin (1979) formuline (F=2NAB/NA+NB; NABA ve B sylar1 arasindaki
ortak bant sayisi, NA: A suna ait bant sayisi, NB: B gina ait bant sayisi) gére
hesaplandi. Ayrica, veri matrisleri MS Windows Xie& programina kaydedilerek,

PubMLST data analizi web sayfasinddty://pubmlst.org/ bulunan bir java script

uygulamasina yuklenerek kimeleme analizi (clustealiz) yapildi ve sglar
arasindaki benzerlikler hetdnweighted Pair Group Method with Aritmetic Means
(UPGMA) hem deNeighbor Joining(NJ) metodlari ile belirlenerek dendogramlar
elde edildi.

2.2.4.5. PZR-RFLP
2.2.4.5.A. PZR ile DNA amplifikasyonu

PZR amplfikasyonu, 5 pl (50 ng Pl kalip DNA ile 45 ul PZR kagimi
(50mM KCI, 1,5 mM MgC}, 0,1 (wt/vol) triton X-100, 0,2 mg/ml bovine serum
albumen (Sigma, A8531), 10 mM tris-HCI (pH 8.5)01@M her bir dNTP’den, 10
pM her bir primerden, 0.5 U Taqg polymerase) kulak gerceklgtirildi. Karisim,

ISI déngusl cihazinda 95 °C’de 3 dakika 6n densyora tabi tutulduktan sonra her
dongusu 95 °C’de 20 saniye, 50 °C’de 1 dakika vé(7@e 1 dakikalik adimlardan
olusan 35 dongultk bir reaksiyon ile gatildi. Son uzatma olarak 72 °C’de 7 dakika
tutulduktan sonra PZR urunleri 0,5 pg/ml etidyurarbid ve % 1,5'lik agaroz iceren
jel ortaminda elektroforez edildi. Marker olarak O1®p’lik olusturan marker
kullanildi. 282 bp buyudkigiindeki bantlar pozitif olarak derlendirildi. Pozitif
kontrol olarak B. melitensis 16M ve B. melitensis Rev-1 sglarinin DNA

ekstraksiyonlari kullanildi (Bardenstein ve ark 2P0
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2.2.4.5.B. PZR urunlerinin Pst 1 enzimi ile kesilmesi

PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen 282 bp blygikhideki PZR
ardndndn 10 pl'si 0,2 ml’lik tipe alindi. Daha sartipe Uretici firmanin belirgi
sekilde 1 pl (10 U)Pstl restriction enzimi, 2 ul 10X Buffer ve 17 pl stewuclease-
free su eklenerek thermal cycler cihazinda 37 °Clde saat tutularak PZR

artnlerinin enzimle kesilmesi gandi.

Elde edilen PZR drtnleri 0,5 pg/ml etidyum bromel% 3’lik agaroz iceren
jel ortaminda elektroforez edildi. Marker olarak O1®p’lik olusturan marker
kullanildi. 282, 238 ve 44 bp buyuldiindeki bantlara sahip gar B. melitensifkev-
1 yonunden pozitif olarak gerlendirilirken, 238 ve 44 bp buyuldtindeki bantlara

sahip sglar ise negatif olarak gerlendirildi (Bardenstein ve ark 2002).
2.2.5. Serolojik Testler
2.2.5.1. Rose bengal pleyt testi (RBPT)

Koyun sirdlerinden toplanan kan serumlari ve amigda sicakfiina (22 + 4
°C) getirildikten sonra beyaz bir seramik pleyt rize serum orngnden bir damla
(30ul) damlatildi. Uzerine ayni miktarda antijeavié edilip, yaklgtk 2 cm capinda
bir daire olgturacaksekilde antijen ile serum 4 dakika boyunca #amnildi. Stre
sonunda aglitinasyonun gercekiesi Brusellozis yoninden pozitif olarak
deserlendirildi (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 199%ygani ve istanbulluglu
1999, OIE 2004).

2.2.5.2. Mikro serum aglitinasyon testi (mSAT)

MSAT testi, Alton ve ark (1988)'1nin bildirgli tip aglitinasyon testinin
pleyte uyarlanmasi ile gercekieildi. Test icin 96 g6zl U tabanh mikropleytler
kullanildi. Mikropleytin ilk g6zlerine 80ul der tiim gozlere 50 pl % 0,5 fenol iceren
fizyolojik tuzlu su (FTS) datildi. Her bir serum 6rngninden 20 pl alindi ve
mikropleytlerin ilk gozlerine ilave edilip homojduir sekilde karstirildi. Ik g6zden
ikinci gbze 50 pl dilusyon aktariimak suretiyle sgize kadar 2 kath serum
sulandirmasi yapildi. Daha sonra tim gozlere raiktarda SAT antijeni ilavesiyle
1/10, 1/20, 1/40, 1/80... dilisyonlar elde edildi.kktipleytler 37 °C de 17-24 saat
bekletildikten sonra sonuclar glrlendirildi. 1/40 ve daha yuksek titrede 80
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I.U./ml'ye kaslilik olan ++ (%50 berrak) pozitif reaksiyon goste®mgisiz hayvanlara
ait serumlar ile 1/80 ve daha yluksek titrede pbazi&aksiyon gosteren si
hayvanlara ait serumlar Brusellozis yoninden piokiéibul edildi (Alton ve ark
1988).

2.2.5.3. Enzim linked immunosorbent assay testi (HEA)

ELISA testi, Institut Pourquier (Version #P04310/64ance) ELISA test Kkiti
ile Oretici firmanin belirtigi sekilde kullanilarak gercekdérildi. Pozitif ve negatif
kontrol serumlari ile test edilecek serum 6rneki&f20 oraninda dilie edilerek
mikropleytin ilgili gozlerine 100 pl miktarinda geuldi ve 21 °C’de 1 saat inkibe
edildi. Pleyt 3 kez yikandiktan sonra kuyucukla@0 1ul konjugat (Peroksidaz
enzimli) ilave edildi ve 21 °C’de 30 dakika inkubdildi. Mikropleyt tekrar 3 kez
yikandiktan sonra tim gozlere 100 pl substrat (TH)e edilip 21 °C’de 20 dakika
inkUbe edildi. Stirenin sonunda kuyucuklara 100 tpp solisyonu (0.5 M $50Oy)
ilave edilip ELISA okuyucusunda 450 nm’de sonuctdundu. Her 6rnek igin
ELISA indeksi (% S/P = Ornek OD-Negatif Kontrol G®zitif Kontrol OD-Negatif
Kontrol OD) hesaplandi. ELISA indeks @i % 120 Ustl olan drnekler pozitif, %
110-120 arasgupheli ve % 110 alti olan 6rnekler negatif olaragetlendirildi.

2.2.6.Istatistik

Serolojik veriler Minitap-SPSS paket programi ileabz edildi vet-testi ile
degerlendirildi. Istatistik olarak Gnemlilik p<0.05 deri ile ifade edildi.

2.2.7. Etik Kurul Karari

Selguk Universitesi Veteriner Fakultesi Etik Kuridan 07.06.2007 tarih ve
2007/ 024 nolu etik kurul karari alingtir.
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3. BULGULAR
3.1.Brucella Swslarinin izolasyon veldentifikasyonu

Konya Merkez vellgelerinden Brusellozisiiphesi ile Selguk Universitesi
Veteriner Fakuiltesi ve Konya Veteriner Kontrol verafirma Enstitisiu
laboratuarlarina getirilen toplam 86 adet atik koyfetUslerinin cgtli doku ve
organlarindan yapilan bakteriyolojik muayene sonde, 24 tanesinden (% 27.9)
Brucella spp. ve 3 tanesinden (%3.®)ampylobacterspp. izolasyonu yapildi.
Izolatlarin tamami, fettislerin hem mide igemde hem de der ic organlarinda
Ureme gosterdi. Etken izole edilen 24 surlyskiii bilgiler cizelge 3.5'te verildi.
Ayrica, Konya Veteriner Kontrol ve Agarma Enstitist’nce, 2006-2007 kuzulama
doneminde Konya bdlgesine ait atik koyun fetlustim izole edilmi 12 adetB.

melitensissusunun, tir ve biyotip testleri yukaridaki 24 izoilat birlikte yapildi.

Selektif Brucella besiyerine yapilan ekimlerin 4-5. ginlerinde salu
Brucella stpeli koloniler, Gram boyama ile boyanarak Gram atéd<okobasiller
goruldd. Bu kolonilerden poliklonaBrucella anti-serumu ile yapilan aglitinasyon
testinde hepsinin aglitinasyon reaksiyonu v@rajérildi. Daha sonra yapilan
oksidaz, katalaz ve Ureaz testlerinin tim izolaitan pozitif oldusu belirlendi.
Koloni morfolojilerini belirlemek igin yapilan krtal violet ile boyamada, 36 izolatin
hepsinin boya almayan S karakterde bakteriler @ldtespit edildi (Resim 3.1.).
Ayrica koloni morfolojileri, notral akriflavin ileaglitinasyon olgturmamalari ile de
teyit edildi. Kontrol amacl kullanilaB. canissusunun (dg@al R su) kristal violet ile
boyandgl ve noétral akriflavin ile aglitinasyon aliwrdusu da gozlendi. Ayrica,
koloni morfolojisi belirlenen 36 izolatin hepsinisitrat, indol, Voges-Proskauer,
hareket ve hemoliz testlerinin negatif, nitrat ngéime testinin pozitif oldiu

goruldu. Sonuclar cizelge 3.1’de gosterildi.

3.2.Brucellaizolatlarinin Tur ve Biyotip Test Sonuclari
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3.2.1. CQve Serum Gereksinimi ile BS Uretimi Sonuglari

Ekim yapilmg yatik SDA tiplerin, % 5-10 C£i ve aerobik ortamlarda
inkilbasyonu sonunda her iki ortamda da Greme glexgtigk goruldd. Ayni tiplere
yerlestirilen ve gunluk dgistirilen kursun asetatll katlarda da, 4 ginin sonunda
herhangi bir renk dgsikli gi gézlemlenmedi. Ayrica, TSA iceren petrilere yaplil
ekimlerde de, aerobik kallarda Greme gercelde. Sonucta, 36 adeBrucella
izolatininda serum ve G@e gereksinim gostermeglive H,S Uretmedii belirlendi
(Cizelge 3.2).

Resim 3.1B. melitensiszolatlarinin koloni morfolojilerinin kristal vi@t boyama ile
gosterilmesi, mor koloniler "R", beyaz koloniler"'S

3.2.2. Tiyonin, Bazik Fuksin ve Safranin Oiliceren Besiyerlerinde Ureme

Sonuglari

Tiyonin, bazik fuksin (1/50 000) ve safranin O (@/Q00) iceren boyali TSA
besiyerlerine, tum izolatlar ile standartsismn ekimleri yapilip 3-4 gun inkibe
edildiler. Inkiibasyonun sonunda, tiyonin iceren besiyeriBdemelitensisRev-1
standart @ swu ile 17 nolu izolatin iremeglive diger izolatlarin ireme gostegii
goruldu. Bazik fuksin iceren besiyerinde, 17, 28, 20 ve 34 nolu izolatlar il&.
melitensisRev-1 a1 swunun dremedi fakat diger sylarin tamamin Uregdi tespit
edildi. Safranin O iceren besiyerinde ise, 17,28,,34 nolu izolatlar il&. melitensis

Rev-1 dginda tim izolatlarin Gregi belirlendi (Cizelge 3.2).

3.2.3. Streptomisin ve Penisiliigceren Besiyerlerinde Ureme Sonuglari
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Streptomisin iceren (2,5 pg/ml) besiyerinde, 17uniablat ile B. melitensis
Rev-1 g1 swu Urems, diger izolatlarin higbiri Greme gostermeytmi. Penisilin iceren
(5 IU/ml) besiyerinde ise, 9, 17, 24, 25, 31, 32,®lu izolatlar ileB. melitensis
Rev-1 syu Ureme gostermemifakat B. melitensisl6M standart sw ile diger
izolatlar Ureme gOstergtir (Cizelge 3.2). Sonuc¢ olarak, streptomisin igere
besiyerinde Ureyebilen 17 nolu saha izolatingedtestlerde d8. melitensiRev-1
asl ssu ile ayni sonuclar sergileglive B. melitensidRev-1 ai swsu oldugu kanaatine

varildu.
3.2.4. A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Aglitirasyon Test Sonuclari

Monospesifik anti-M stok serum solisyonunBnmelitensisL6M ile, anti-A
stok serumunund®. abortusS99 syu ile 1 dakika icinde aglitinasyon verecek
sekilde FTS ile sulandirmalari gerceftieldi. 3, 17, 26 ve 33 nolu test izolatlar
(biyotip 1) sadece M anti-serumu ile aglutinasyastgrirken dier izolatlar (biyotip
3) her iki anti-serum ile de aglitinasyon gostalendir (Cizelge 4.2). Sonug olarak,
36 taneB. melitensisizolatinin 4 tanesinin biyotip 1 ve 32 tanesini loiyotip 3

oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.1Brucellaizolatlarinin biyokimyasal test sonuclari.

Sahadairizole edilen Sglar

Testler § ® 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 9314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 35 36
Gram boyama - - - - - - - - - - - - - - - - - -4 - o - - - - - - ..o
letlz't?ﬁ;:%nu e e I
Koloni morf. s §$ §$ §$ $S §$ S S S S S S S S S S S §S§sss § § 8§ 8§ 8§ 8§ 8§ §S s s s s s s s
Oksidaz e L L 1S
Katalaz e L L 1S
Ureaz e L L 1S
Hareket - - - - o oo oo a4 e e e e e e e e e e e - - - - ..o a4 -
Hemoliz - - - - o oo oo a4 e e e e e e e e e e e - - - - ..o a4 -
Nitrat e L L 1S
Sitrat - - . e e oo e oo e e e e e e e e e e e e e .
indol e e oo o oL oo oo oo oL oo o oo e aa o e e e e e e
VP - - - - - e - e e e e e e e

a- Standart suB. melitensid6M (NCTC 10094),
b- 1-12, Konya Veteriner Kontrol ve Agarma Enstitiisi’'nden temin edildi,
c- 13-36, sahadan izole edildi.
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Cizelge 3.2Brucellaizolatlarinin tir ve biyotip test sonuclari.

Monospesifik
Boya varlginda Ureme serumla Penisilin  Streptomisin
aglitinasyon varliginda  varliginda
[zolatlar Serum CO, H,S Bazik ureme ureme

intiy  inty. aret. YoM qusin  Sarann A M

16M° - - - + + + _

+

Rev-1 - - -

1
+

1° - - -

+ |+

e A A S A R
1

Oo|N[O|O|b~W|IN
'
1
1

=
o
1
1
1

-
=
1
1
1

=y
N
1
1
1

=
w
1
1
1

H
I
1
1
1

=
(2]
1
1
1

R A S N A S
|||+
||| ]|+
||+
[+ [+ ]+

1

=
»
1
1
1

=
~

1

1

1

1

1

1

1
+

=
(o}
1
1
1

=
©
1
1
1

N
o
1
1
1

N
=
1
1
1

N
N
1
1
1

||+ +
1

N
w
1
1
1

N
I
1
1
1

S B S R R R

N
(2}
1
1
1

o e e A S S o o
e e A S S S

N
»
1
1
1

N
(o]
1
1
1

N
©
1
1
+

w
o
1
1
1

w
=
1
1
1

+ 4|+ 4|+ +

w
N
1
1
1

w

w

1

1

+|+ |+
+ [+ [+ +

w
N
1
1
1

w
ol

N
\‘
1
1
o I o I I o o I ol o [ R [ o g I
1
1
o I I o I O o I I o I I o I R [ P o I R o [ IS o (o IS B [ TS B I [ R g I

+
+
+|4+ |+

36 - - -

+
+

% B. melitensid6M,
b_ B. melitensiRev-1,
€. 1-36 arasi saha izolatlari.
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Sonuglari

Calsmada, toplam 36 adeBrucella izolati ile B. melitensisl6M ve B.
melitensisRev-1 referans slarinin, IS711ve B. melitensisspesifik primerleri ile
yapilan PZR sonucunda timskr agaroz jel elektroforezinde 731 Bp melitensis
tur spesifik bantlari verdi (Resim 3.1). Tum sahkalatlari B. melitensisolarak
belirlendi.

Resim 3.2B. melitensisl6M, B. melitensiRev-1 ve 1-36 saha garinin PZR ile
spesifik bantlarinin goriantilenmesi.

) 10 11 1213 14 15 16 17

731 bp

1818 20 21 22 23 24 25 28 2T

3000 bp

1000 bp
500 bp

731 bp

100 bp

M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 1@4melitensis6M, R:B. melitensifkev-1 ve
1-36: Saha silarinin ait 731 bp’likB. melitensigir spesifik bantlari.

3.4. RAPD-PZR Sonuglari

Alti farklh primer kullanilarak yapilan RAPD-PZRIleémi sonucunda, agaroz
jel ile yapilan gortntilemede, OPA17 primerinin IBPLO4 primerinin 20, P1
primerinin 11, P3 primerinin 12, P4 primerinin 18 ¥5 primerinin 11 adet bant
olustugu gozlemlendi.B. melitensisswlari arasindaki polimorfizmi belirlemede, 6
primerinde kullanilabilegg kanaatine varildi. FakaB. melitensifRev-1 @i sisunun
bantlari ile dger sylara ait bantlar incelenginde en fazla gucli bant sayisina P5
primerinin sahip oldgu, Rev-1 & swunun ayriminda ve saha strinin

genotiplendirmesinde P5 primerinin daha faydalcaiakanaatine varildi. Boylece,
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P5 primeriB. melitensisuslar arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde valaun

genotiplendirmesinde kullanildi.

P5 primeri ile yapillan RAPD-PZR sonucund&, melitensisl6M referans
swu 2000, 1250, 980, 650, 400, 310, 280 ve 190 bmbliizere toplam 8 bar,.
melitensisRev-1 g1 susu 650, 400, 310 ve 190 bp toplam 4 bant, 17 ndha $zolat
olanB. melitensiRev-1 a1 susu 980, 650, 400, 310 ve 190 bp toplam 5 bant verdi.
Diger saha izolatlar1 ggsik buyukluklerde bantlar vermiolup Resim 3.2'de
gosterildi. Ayrica, OPA17, OPLO4, P1, P3 ve P4 prieri ile elde edilen bantlar
sirasiyla Resim 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7'de godter

P5 primeri ile elde edilen bantlar kullanilar&k, melitensisulari arasindaki
polimorfizm, benzerlik katsayilari hesaplandi vetilnems cift grup aritmetik
ortalamali gruplandirma analizi (Unweighted Pairo@r Method with Aritmetic
Means, UPGMA) ileSekil 3.1'de verildi. Ayrica, korsu birlestirme (Neighbor
Joining, NJ) metodu ile dgekil 3.2’de dendogramlari gosterildi. UPGMA metodu
ile elde edilen dendogramda, referang Bumelitensisl6M tek baina bir grupta yer
alirken, saha slarinin tamami ile Rev-1sa swu diger bir grupta yer aldi ve
toplamda 2 ana grup ile 14 alt grup glu Alt gruplarin en geginde 10 s ve 7 alt
grupta da birer suyer aldi. NJ metodunda ise 3 farkl ana grugtolwe refarans su
B. melitensisl6M tek baina bir grupta yer alirken gr sylar 2 ayri ana gruba
bolundi.B. melitensisswlarinin 14 alt gruba ayrilgt ve UPGMA metodu ile ayni
dagihmi sergiledikleri goraldu. Ayrica, OPA17, OPLOR]L, P3 ve P4 primerlerinin
olusturdusu bantlar kullanilarak UPGMA metodu ile elde edildendogramlar
sirasiylaSekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7’'de, NJ metodu ilestasiylaSekil 3.8, 3.9,
3.10, 3.11 ve 3.12'de gosterildi.

P5 primeri ile elde edilen bantlar kullanilarakslau arasi genetik benzerlik
degerleri, Nei ve Li'nin (1979) bildirdii metoda gore hesaplandi (Cizelge 3B).
melitensisl6M ve B. melitensidRev-1 referans slari ile 36 adeB. melitensissaha
izolatlari arasinda ki benzerlik glerleri, % 50,0'den % 99,9’a kadar gerbir
arahkta dgilim gosterdi.B. melitensisL6M ile B. melitensiRev-1 referans stari
arasinda ki benzerlik geri % 66,6 olarak hesaplanirkeB, melitensisRev-1
referans @ swu ile 17 numarali saha izoldL melitensiRev-1 g1 swu arasinda %
88,9’luk genetik benzerlik geri hesaplandi.
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3.5. PZR-RFLP Sonuglari

B. melitensisl6M veB. melitensidRev-1 referans slari ile 36 adeBrucella
saha izolatininpmp2gen boélgesine yonelik secilen P1 ve P2 primerleriyapilan

PZR klemi sonucunda tim skar agaroz jel elektroforezinde 282 bp bantlaridver
(Resim 3.8).

PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen 282 bp blygikhideki PZR
ardnlerinin, Pstl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu o restriksiyon
parcalari agaroz jelde goruntilendi (Resim 3®)melitensisl6M ve B. melitensis
Rev-1 referans slari ile 17 nolu saha izolatl 282, 238 ve 44 bp diyziinde
bantlar sergilerken @ger saha izolatlari 238 ve 44 bp buyi@Ediade bantlar
olusturmwlardir. Sonug olarak, 17 nolu saha izolatiBnmelitensiRev-1 a1 swsu
oldugu molekuler yontemle de (RFLP) teyit edildi.

Resim 3.3B. melitensisl6M, B. melitensiRkev-1 ve 1-36 saha garinin P5 primeri
ile RAPD-PZR sonuglarinin goérintilenmesi.

M 1EM R

—
e
|
—
—
—
—_—
—

M -18 18 20 21 22 23 24 25 96 7 B 29 30 31 32 33 34 35.36 M
= = B 8 * ¥ % ol - P B = = E —_—

N
e

- B T O ] T g .

e R e G i — = s S

ey & W FoR F0 0@ pow e pon g g oS

M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 1@4melitensid6M, R:B. melitensiskev-1 ve
1-36: Saha stlarinin P5 primeri ile elde edilmRAPD-PZR bantlari.
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Sekil 3.1.B. melitensissuslarinin P5 primeri ileelde edilen RAPFPZR profillerinin
UPGMA metodu ile elde edilen dendogre

Fhylogenetic tree

S5tn—-16M
Reu-1
e | =23
= ]
e | =29
< | =38
el 15
e | —16
e | -17
el —-13
e | =28
L | =22
s | =24
e | =25
e | =26
e | =27
e | —12
e | —-19
L | =21
e | =31
e | =34
S | —1
e | =8
e | =9
mel—18
e l-11
el -13
Wi | =36
e | -5
e | =3
Lo | —14
e | =33
e | =35
e | =32
LI | =5
e | =7
S | =2
< | =

MMM OMMODOoOOMDDDoOOmMODODoDoOoOmOoDOoODmomommmmomm

nl

Stn-16M: B. melitensi<16M,
Rev-1: B. melitensifke\-1,

B. mel 1-36:B. melitensissaha sglari.
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Sekil 3.2.B. melitensissuslarinin P5 primeri ile elde edilen RAI-PZR profillerinin
NJ metodu ile elde edilen dendogre

Fhylogenetic tree

B.mel-1
B.me -3
B.me-9
B.mel-18
B.mel-11
B.m=l-13
BE.me | -36
E.me -4
B.m=1-5
| B.mez -7
E.me|-&
B.me 32
B.mel-33
B.me1-35
B.me -2
4‘—‘B.mel—3
B.m=l-14
Rew-1
B.mel-23
B.me-25
B.me-29
B.me 3G
EB.mel-12
B.me1-19
J— B.m=l-21
E.me1-31
—|B.mel—34
B.m=l1-15
B.m=l-16&
B.m=l-17
B.msl-18
B.me -2
B.mel-22
B.mel-24
B.me1-25
B.mel-25
B.mel-27
Sth-16M

Stn-16M: B. melitensi<16M,
Rev-1: B. melitensifke\-1,

B. mel 1-36:B. melitensissaha sglari.
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Cizelge 3.3B. melitensistandart sglari ile saha sglar1 arasindaki genetik benzerlikgzleri, Nei ve Li (1979)’ nin benzerlik indeksinérg hesaplandi (P5 primerine gore).
S Revl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 189 120 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3% 3
16M 66.6 75.0 57.1 71.4 62.5 71.4 66.7 61.5 75.0 75.05.07 75.0 714 75.0 714 76.9 76.9 76.9 76.9 714 976714 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 666.61.5 75.0 80.0 61.5 80.0 75.0
Revl 66.6 80.0 80.0 66.6 60.0 54.4 66.6 66.6 66.6 66.66.6 66.6 80.0 88.9 88.9 88.9 88.9 80.0 88.9 080.88.9 99.9 88.9 88.9 88.9 88.9 99.9 99.9 99.9 88.86.6 72.7 88.9 72.7 66.6
1 85.7 85.7 875 85.7 93.3 76.9 99.9 99.9 99.9 99.91.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 714 76.9 71.26.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.57.58 93.3 61.5 93.3 99.9
83.3 85.7 66.6 76.9 72.7 85.7 85.7 85.7 85.7 666.85.7 83.3 72.7 72.7 72.7 72.7 66.6 72.7 66.6 72.80.0 72.7 72.7 72.7 72.7 80.0 80.0 80.0 72.7 71.26.9 72.7 76.9 85.7
3 71.4 83.3 76.9 72.7 85.7 85.7 85.7 85.7 83.3 .785 99 90.9 90.9 90.9 90.9 83.3 90.9 83.3 90.9 80.90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 72.7 85.7 923277 923 85.7
4 71.4 80.0 76.9 87.5 87.5 87.5 875 714 875147 615 61.5 61.5 61.5 71.4 61.5 71.4 61.5 66.6 .56161.5 61.5 61.5 66.6 66.6 66.6 76.9 87.5 80.0 976.80.0 875
5 92.3 90.9 85.7 85.7 85.7 85.7 66.6 85.7 83.32.7 72.7 72.7 72.7 66.6 72.7 66.6 72.7 60.0 727277 727 72.7 60.0 60.0 60.0 545 85.7 92.3 545 .39285.7
6 83.3 93.3 93.3 93.3 93.3 61.5 93.3 76.9 66.66.6 66.6 66.6 61.5 66.6 61.5 66.6 54.5 66.6 66.66.6 66.6 54.5 54.5 54.5 50.0 80.0 85.7 50.0 85.73.3 9
7 76.9 76.9 76.9 76.9 54.5 76.9 72.7 60.0 060.60.0 60.0 545 60.0 545 60.0 66.6 60.0 60.0 60.60.0 66.6 66.6 66.6 60.0 76.9 83.3 60.0 83.3 76.9
8 99.9 99.9 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 976 76.9 71.4 76.9 714 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 976.66.6 66.6 66.6 61.5 875 93.3 61.5 93.3 99.9
9 99.9 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.96.97 714 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 .6 66 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9
10 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.91.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.66.6 6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9
11 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.46.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9
12 71.4 83.3 90.9 90.9 90.9 90.9 99.9 990.99.9 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.00.9 85.7 76.9 90.9 76.9 71.4
13 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 .471 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 561.87.5 93.3 61.5 93.3 99.9
14 90.9 90.9 90.9 90.9 83.3 90.9 83.30.99 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 72.7 785923 72.7 92.3 85.7
15 99.9 99.9 99.9 90.9 99.9 90.9 99.988.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.93.38 80.0 83.3 76.9
16 99.9 99.9 90.9 99.9 90.9 99.9 88.99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.80.0 83.3 76.9
17 99.9 90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 999. 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.83.3 76.9
18 90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 99.9 .999 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 383.76.9
19 90.9 99.9 90.9 80.0 90.9 90.9 0.99 90.9 80.0 80.0 80.0 90.9 85.7 76.9 90.9 76.9 471
20 90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.999.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9
21 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.980.0 80.0 80.0 90.9 85.7 76.9 90.9 76.9 71.4
22 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 988. 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9
23 88.9 88.9 88.9 88.9 99.9 .999 99.9 88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6
24 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 8.98 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9
25 99.9 99.9 88.9 88.9 88.980.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9
26 99.9 88.9 88.9 88.9 80.076.9 83.3 80.0 83.3 76.9
27 88.9 88.9 88.9 80.0 976. 83.3 80.0 83.3 76.9
28 99.9 99.9 88.9 66.6 .772 88.9 72.7 66.6
29 99.9 88.9 66.6 727 8.8 727 66.6
30 88.9 66.6 72.7 88.972.7 66.6
31 769 66.6 99.9  66.661.5
32 933 769 933 7.
33 66.6 99.9 933
34 66.6 615
35 93.3
. 16M: B. melitensis6M, Rev1:B. melitensiRev-1, 1-368. melitensisaha sglari.
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Resim 3.4B. melitensi 16M, B. melitensigkev-1 ve 136 saha sgiarinin OPA17
primeri ile RAPDPZR sonuglarinin gorintilenme

M 16M R

24 25 26 27 2B

G 0= 12 13- 14~ 1516 17
| — =

29 30 31 32 33 34 35 36 M
-

M: Marker 100 bd3000bp, Fermentas), 16MB. melitensid6M, R:B. melitensisRev-1 ve
1-36: Saha sglarinin OPAL7 primeri ile eldedilmis RAPD-PZR bantlar

Sekil 3.3. B. melitensisswlarinin OPA17
primeri  ile elde edilen RAP-PZR
profillerinin UPGMA metodu ile elde edile
dendogrami.

Phylogenetic tree

Stn-16M
B.me | -35

4{ 1B.me |-36
B.me|-13

a.1

Stn-16M: B. melitensid6M, Rev-1: B.
melitensisRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.

Sekil 3.8.B. melitensissuslarinin OPA17
primeri ile elde edilen RAP-PZR
profillerinin NJmetodu ile elde edile
dendogrami.

Phylogenetic tree

Bume 1-35
B.mel-36

Str-16M

Stn-16M: B. melitensi<16M, Rev-1: B.
melitensiRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.
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Resim 3.5B. melitensi 16M, B. melitensigkev-1 ve 136 saha sgarinin OPLOA4
primeri ile RAPDPZR sonuglarinin gorintilenme

M 16M R

——————— — —— I —— — — —— ——

M 18 19 20 21 23 24 25 26

—
e —

—— . e R e e . . S e e P E—— g |IIIIIIII.

207300 31 32 3334 35 36 M
- -

M: Marker 100 bd3000bp, Fermentas), 16MB. melitensid6M, R:B. melitensisRev-1 ve
1-36: Saha sgiarinin OPLO4 primeri ile elde edilnRAPLC-PZR bantlar

Sekil 3.4.B. melitensisularinin OFLO4
primeri ile elde edilen RAP-PZR
profillerinin UPGMA metodu ile elde edile
dendogrami.

Phylogeretic tree

Stn-16M: B. melitensid6M, Rev-1: B.
melitensiRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.

Stn-
me

Sekil 3.9.B. melitensiswlarinin OPLO4
primeri ile elde edilen RAP-PZR
profillerinin NJmetodu ile elde edile
dendogrami.

Phylogenst iz tree

Bamel-1

B.me|-35
B.me|-26

EB.mel-4

Stn-16M

.1

Stn-16M: B. melitensi<16M, Rev-1: B.
melitensiRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.
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Resim 3.6B. melitensi 16M, B. melitensigkev-1 ve 136 saha sgarinin P1 primer
ile RAPD-PZR sonugclarinin géruntilenme

MIBMR 1 2 34 5 6 7 89 1011 121314151617 M

M 18 19 202122 23 24 25 2627 28 29 3031 32 33 34 3536 M

M: Marker 100 bd3000bp, Fermentas), 16MB. melitensid6M, R:B. melitensisRev-1 ve
1-36: Saha sgarinin P1 primeri ile elde edilmRAPLC-PZR bantlari.

Sekil 3.5.B. melitensisuslarinin P1 primer Sekil 3.10.B. melitensissuslarinin P1primeri
ile elde edilen RAPIPZR profillerinin ile elde edilen RAPIRZR profillerinin NJ
UPGMA metodu ile elde edilen dendogre metodu ile elde edilen dendogra

Fhylogenstic tree
Fhylogenetic tree

Stn-16H

T @1

Stn-16M: B. melitensid6M, Rev-1: B. Stn-16M: B. melitensi<16M, Rev-1:B.
melitensisRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis melitensisRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglart. saha sglari.
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Resim 3.7B. melitensi 16M, B. melitensigkev-1 ve 1-36 sahaigdarinin P3 primer

ile RAPD-PZR sonugclarinin géruntilenme

M 16M R

M- 18 18 20 2923

3 24 25 26 27

) 1112 13 14 15 16" 17

28 20 30 31 32 33 34 3536 M

el .H-._-ﬂl
| =]

— — g —

M: Marker 100 bd3000bp, Fermentas), 16MB. melitensid6M, R:B. melitensisRev-1 ve
1-36: Saha sgarinin P3 primeri ile elde edilmRAPLC-PZR bantlari.

Sekil 3.6.B. melitensistslarinin P3 primeri
ile elde edilen RAPIRZR profillerinin
UPGMA metodu ile elde edilen dendogre

Phylogenetic tree

Str-16M
B.me | -28
B.me|-12
B.me|-18

Rew-1
B.me -1
B.me|-13
B.me | -28

a.1

Stn-16M: B. melitensid6M, Rev-1: B.
melitensiRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.

Sekil 3.11.B. melitensissuslarinin P3 primeri
ile elde edilen RAPIRZR profillerinin NJ
metodu ile elde edilen dendogra

Phylogenetic tree

Bame | —28

B.m
Stn-1eH

a.1

Stn-16M: B. melitensi<16M, Rev-1: B.
melitensiRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl.
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Resim 3.8B. melitensi 16M, B. melitensigkev-1 ve 136 saha sdarinin P4 primer
ile RAPD-PZR sonugclarinin géruntilenme

MI1GMR 1 2 3 B 7 8 91011 1213-1415 16 17 M

-— — -hhh--— — P v = g—

— e

vt —
M 18 1920 2122 23728 N

-

M: Marker 100 bd3000bp, Fermentas), 16MB. melitensid6M, R:B. melitensisRev-1 ve
1-36: Saha slarinin P4 primeri ile elde ediljmfRAPLC-PZR bantlart.

Sekil 3.7.B. melitensisularinin F4 primeri Sekil 3.12.B. melitensissularinin P4 primeri
ile elde edilen RAPRZR profillerinin ile elde edilen RAPIRZR proillerinin NJ
UPGMA metodu ile elde edilen dendogre metodu ile elde edilen dendogra
Phylogenetic tree Fhylogenetic tree
4@1?\—}?25 Bame | =33 a
S
Bame =3
Bame -4
B.me|-16
B.me|-32
B.me|-24
B.mel-11
Bume =14
B.me -1
B.me|-17
B.me|-28
B.me|-26
Bame =5
Bimel 55
B.me -7
B.me -3
Bame -8
Bimel18
B.me|-23
B.mel-19
Bame =31
Bame|—33
B.me|-18
_ 4,—:3.“\-25
Bame =21
’_'_:B.me\—3ﬁ
Bame | —28
L EB.mel-3&
B.me|-22
] e Eimelnit
Bame | —27
— B.me =34 Stn—16n
a1 .1
Stn-16M: B. melitensid 6M, Rev-1:B. Stn-16M: B. melitensi16M, Rev-1:B.
melitensisRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis melitensisRev-1,B. mel 1-36: B. melitensis
saha sglarl. saha sglarl.
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Resim 3.9B. melitensisl6M, B. melitensiRev-1 ve 1-36 saha garininom@® gen
bolgelesi PZR-RFLP amplifikasyon bantlarinin gotiiemmesi.

11 R S s T A |

282 bp

282 bp

M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 1@4melitensid6M, R:B. melitensiskev-1 ve
1-36: Saha silarina ait 282 bp’lik bantlar.

Resim 3.10B. melitensisl6M, B. melitensifkev-1 ve 1-36 saha garininom@® gen
bolgesi PZR-RFLP amplifikasyon drdnlerinirPstl ile  kesim bantlarinin

goruantilenmesi.

MIi6MR 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1011 12 13 14 15 16 17 M
% — | . . . i
3 . — v

1000
500

100

M IE 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M

Al TR e TTeTewYY
100 c—
500 —_—

100

Pstl kesimi sonucu olimus bantlar 238 ve 44 (gérinmiyor) bp, kesilmgbant ise 282 bp
olarak gorulmektedir. M, Marker 100 bp (3000 bprrientas); 16MB. melitensisl6M; R,

B. melitensikev-1 ve 1-36, Saha gari.
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3.6. Serolojik Test Sonugclar
3.6.1. RBPT Songlari

B. melitensigzole edilmg atik fettslerin ait oldgu surilerden toplanan 588
kan serumu RBPT ile test edildi. Kan serumlarintigplam 242 (% 41.1)'G RBPT
antijeni ile 4 dakika icerisinde aglitinasyon ve(gResim 3. 11) ve Brusellozis
yonunden pozitif olarak kabul edildi. 346 adet (8.9 Ornekte negatif olarak
bulundu. Pozitif kan serumlarinin sirilere gorgildai cizelge 3.3'te verilngtir.
RBPT ile dger testlerden elde edilen seropozitiflik oranlaukayese edilginde,

sonuglar arasindaki farkin istatistiksel olarakrose old@gu tespit edildi.

Resim 3.11. RBPT antijenleri ve gan aglitinasyon reaksiyonlari.

—-

RBPT
Antigen

LA

3.6.2. mSAT Sonuclari

MSAT testi ile incelenen 588 adet kan serum gimie 219 (% 37.2)'u pozitif
titre verirken, 369 (% 62.8)'u negatif bulundu (€lige 3.3). Pozitif kan serumlarinin
48'i 1/40 (a1s1z hayvanlara ait), 74’0 1/80, 52'si 1/160, 3218820, 10'u 1/640 ve
3’0 1/1280 titre verdi (Resim 3.12). mSAT ilegdr test sonuclari arasinda ki farkin
istatistiksel olarak 6nemsiz olgu tespit edildi.
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Resim 3.12. mSAT ile antikor titrelerinin belirleesi.

3.6.2. IELISA Sonuglari

Arastirmada kullanilan 588 adet kan serum @mim 254 (% 43.2)’0 IELISA
testi ile pozitif bulunurken, 334 (% 56.8)'U neddtulundu (Cizelge 3.3).

Resim 3.13. Serolojide kullanilan iELISA test Kiti.
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Cizelge 3.4Atik yapms surilerden toplanan kan serumlarinin RBPT, mSAT ve
IELISA test sonuclari.

RBPT mSAT EUSA
. Kan druden
Sard = o o o = S = Izole
seum - R 0§ 8 8 0§ 3 N S o4 N o edien
sayisi 2 — — - S a5 |9 s Biyotip
1 25 10 40 5 3 - - - - 8 32 9 36 Biyotip 3
2 25* 11 44  x* 7 2 1 - - 10 40 12 48 Biyotip 3
3 25 7 28 3 2 2 1 - - 8 32 10 40Biypotip3
4 25* 9 36  ** 3 2 3 - - 8 32 10 40 Biyotip 3
5 25 8 32 2 3 1 2 - - 8 32 9 36 Rev-1
6 25* 7 28 1 2 3 - - - 6 24 6 24 Biyotip 3
7 25 10 40 4 1 2 1 - - 9 36 9 36 Biyotip 3
8 28* 9 32,1 -** 4 1 2 - - 7 25 8 28,5 Biyotip 3
9 22 10 455 5 2 3 - - - 10 455 9 40, Biyotip 3
10 25 9 36 5 2 1 - - - 8 32 11 44 Biyotip3
11 17 8 47 - 3 2 1 1 - 7 411 8  47Biyotip3
12 25 8 32 5 1 2 1 - - 9 36 10 40 Atipik
13 25 11 44 2 3 2 1 2 - 10 40 12 48 Atipik
14 22* 19 86,4 -** 5 5 4 2 1 17 77,2 18 81,8Biyotip1l
15 25 9 36 4 1 1 2 - 8 32 10 40 Atipik
16 23* 12 52,2 -** 5 2 3 1 - 11 47,8 11 47,8 Atipik
17 50* 22 44 - 10 6 1 - - 17 43 26 52 Biyotip 3
18 e Atipik
19 26 9 346 3 4 2 1 - - 10 38,5 11 42,3Atpik
20 24* 19 79,2 -+ 4 4 4 3 1 16 66,7 17 70,8 Atipik
21 16 10 625 3 1 3 1 1 1 10 625 12 75Biyotip 1
22 25 10 40 3 3 2 1 - - 9 36 11 44 Atipik
23 35* 10 28,6 -** 4 2 2 - - 8 22,9 9 25,7Biyotip 3
24 25 5 20 3 1 2 - - - 6 24 6 24 Biyotip3
Topl 588 242 41,1 48 74 52 32 10 3 219 37,2 254 43,2

am

* Asth surdler,
** 1/40 titre as1h hayvanlarda negatif olarak kabul ediftim.
*** 17 ve 18 nolu siruler aynidir (ayni surtidentkatkeni izole edilmtir).
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Cizelge 3.5Brucellaspp. izole edilen 24 koyun sirtsine ait bilgiler.

Faktor Kategori Cevap Oran (%)
Kucik (1-50) 2 8,3
P Orta 13 54,2
Surt buyuklgu Biyuk (150- ...) 9 37,5
Serbest otlatma/mera 24 100
Saru yonetimi koyunu
Sinirli alanda yegtirme - -
Koyun ve kecilerin bir Evet 17 71
arada yettirilmesi Hayir 7 29
Surlye yeni hayvan alimi Evet 4 16,7
Hayir 20 83,3
Kopeklerle temas Evet 24 100
Hayir - -
Diger koyunlar ile temas Evet 24 100
Hayir - -
Evet 6 25
Dezenfektan kullanimi Hayir 18 75
. . . Evet - -
Veteriner hizmeti Hayir 24 100
Daha onceki yillar attk ~ Evet 20 83,3
varligl Hayir 4 16,7
Daha 6nceki yillar Evet 2 8,3
Brucellavarligi Hayir ? ?
Abort orani %5 3 12,5
>%5 21 (mak. %40) 87,5
Ergin Rev-1 aisinin son Evet 10 41,7
2 yil icinde kullanimi Hayir 14 58,3
Geng Rev-1gsinin Evet - -
kuzulara uygulanmasi  Hayir 24 100
Kuyu suyu, akarsu 24 100
Su kayng Musluk suyu - -
Umuma aclk otlaklarin  Evet 24 100
kullanimi Hayir - -
Kog¢ katiminda 6ding kog Evet 21 87,5
kullaniimasi Hayir 3 12,5
Yeni kog satin alinmasi Evet 2 8,3
Hayir 22 91,7
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4. TARTISMA

Brusellozis; giir, koyun, keci, domuz, kopek ve ko¢ gibi hayvadéar
Ozellikle testis, meme, uterus gibi genital orgamlgerlaerek yavru atmalara ve
infertiliteye neden olan kronik, bulei, nekrotik ve yangisal infeksiyonlarla ortaya
ctkan zoonoz bir hastaliktir (Buxton ve Fraser 19%itla ve ark 1997, Bilgehan
2000, Garin-Bastuji ve ark 2005).

Brusellozis, FAO, WHO ve OIE tarafindan dinyanin yaygin zoonoz
hastalgl olarak kabul edilmektedir (Yurtalan 199®rucella cinsindeki etkenler,
evcil hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara nedielugu gibi enfekte hayvanlarin
sitleri, sutll yiyecekler ve hatta et ile insanldea bulatiklari ve enfekte ettikleri
icin halk s&lg yoninden de onemli bir grubu eturmaktadirlar (Arda ve ark
1997). Insan ve hayvan gagina caitli zararlari nedeniyle, Brusellozis'e ga

ekonomik kayip buyuktar (Yurtalan 1999).

Ulkemizde 1984 yilindan bemBrucella kontrol ve eradikasyon programi
uygulanmasina ganen mali kaynak yetersigl, asi uygulamalarinin aksamasi,
yetistiricilik yapisi ve gitim eksikligi gibi sebeplerden hastalik yeterince kontrol

altina alinamangtir (lyisan ve ark 200dyisan 2008).

Brusellozis’de gorulen Kklinik belirtiler enfeksiyan tehisi icin yeterli
degildir. Hastalgin kesin tanisinda, etken izolasyon ve identifikemynu ile
molekiler metotlari kapsayan direkt yontemler ilkerotojik ve alerjik testleri
kapsayan indirekt yontemlerden yararlanilir. (Ergae ark 1992, Arda ve ark 1997,
Castrucci 2000,lyisan 2000, Quinn ve ark 2002, OIE 2004). Brusétlozr
teshisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasygiintemi "altin standart" olarak
kabul edilmektedir (Alton ve ark 1988).

Epidemiyolojik aratirmalarda geleneksel (biyotiplendirme, serotipieme,
faj tiplendirme gibi) ve molekler tiplendirme y@mleri kullaniimaktadir. Fenotipik
yontemler nispeten daha zayif ayrim gucune sahgbugal icin ginimuzde
tiplendirme daha ¢ok molekiiler yontemlerle yapiltagk.izole edilen sglar caitli
molekdler tiplendirme yontemleri ile genotiplentimekte, birbirlerine olan genetik
yakinliklari belirlenmekte ve ayni kaynaktan koledip almadiklar belirlenmektedir
(Guler 1998, Olive ve Bean 1999). Bu yontemlerdehPR-PZR metodu, der
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yontemlere gbre daha hizli ve pratiktir (Olive veal8 1999). PZR-RFLP yOntent,
meliensisRevl a1 susunun saha glarindan ayriminda Bari ile kullaniimaktadir
(Cloeckaert ve ark 1995, Bardenstein ve ark 200@eckaert ve ark 2002b).

Bu calsmada, Konya bdélgesinden toplanan 86 atik koyurstetdan 24 adet
B. melitensisswu izole edildi. Konya Veteriner Kontrol ve Aftarma Enstitlisi’'nce,
2006-2007 kuzulama doneminde Konya bdlgesine aitlkatyun fetuslarindan izole
edilmis, 12 adetB. melitensisswu ile sahadan izole edilen 24 adet izolatin tir ve
biyotip duzeyinde identifikasyonlari yapildi. 36eadzolatin B. melitensisoldugu
PZR yontemi ile teyit edildi. Toplam 36 ad8t melitensisusunun RAPD yontemi
ile DNA parmak izleri belirlenerek genotiplendirraal yapildi ve birbirlerine olan
genetik yakinlklari tespit edildi. Saha izolattan B. melitensiRev-1asi susundan
koken alip almadiklari PZR-RFLP yontemi ile ortag@nuldu. B. melitensisizole
edilen sirulerden elde edilen toplam 588 adet karuns Ornginin serolojik
yoklamalart RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile yapid

4.1.Brucella Suslarinin izolasyon veldentifikasyonu

B. melitensis turlerinin, genel besiyerlerinde Ureme 0Zglle sahip
olmalarina kann, serum ilavesinin B. melitensish Gdremesini  arttirch
bildirilmektedir (Alton ve ark 1988, Garin-Bastuje ark 2005)icerisinde % 5-10 at
veya koyun serumu ve % 1 dekstroz bulunduran setekstroz agar genellikle
biyotiplendirmelerde koloni morfolojisinin godzlenmimesi icin kullaniimaktadir
(Alton ve ark 1988, OIE 2004). Bu ¢ghada da, % 5 serum, % 1 dekstroz ve
Brucella selektif suplement iceren selektif besiyeri kuildn inkiilbasyon sonunda
tum izolatlarin, tipik Brucella koloni morfolojisine sahip oldiu, antiBrucella

poliklonal serumu ile aglutinasyon gosteidyorulda.

"R" koloniler, monospesifik serum veya smoorucella fajlari ile
tiplendirilemedginden, tiplendirme i¢in smooth kolonilerin secilmggsrekir (Alton
ve ark 1988). Bu calmada incelenen tim izolatlarin koloni morfolojilendtral
akriflavin ile aglitinasyon ve kristal violet ileogama yontemleri ile test edildi ve

izolatlarin tamaminin S karakterde atdiubelirlendi.
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Atik koyun fetlslerinden izole edilen 36 aducellaizolatinin tamaminin,
primer konakg¢isi koyun ve keci ol@ melitensioldugu (Alton ve ark 1988, Arda
ve ark 1997, OIE 2004), tur spesifik PZR yontemialtaya konuldu.

B. melitensis, B. abortuge B. suistirlerinin biyotip seviyesindeki fenotipe
dayali identifikasyonu 4 ana testle yapiimakta&uw. testler, karbondioksit (C{p
ihtiyaci, hidrojen suilfid (HS) dretimi, boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyaigl ve
monospesifik A ve M antiserumlari ile aglitinasyan@Alton ve ark 1988, Corbel
1991, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 19B&mmet ve ark 1998, OIE
2004). Bu calmada incelenen 36 izolatin tamaminin, hem % 5-19 iC&en hem
de aerobik ortamda Ureglive H,S pozitif olduklari gozlendi. Bazen G@ereksinimi
ve H,S dretimini kodlayan genlerde ghcak mutasyonlar sonucu, bu iki test
yoninden atipik sdiar olwabilecgi bildiriimektedir (Alton ve ark 1988).
Blyukcangaz vesen (2008), Marmara bolgesindeki atik koyun fetustdan izole
ettikleri 23 adeB. melitensiszolatindan bir tanesinin43 Uretimi nedeniyle atipiB
melitensissusu oldugunu bildirmglerdir. Bu calgmada elde edilen sonuclar, toplam

36 izolatin bu iki 6zellik ydoninden atipik olmggdn gosterdi.

Boya duyarlilik testleri icin bazik fuksin, tiyoniwe safranin O iceren
besiyerleri kullanilir (Alton ve ark 1988). Cghada kullanilan referans gardan,
boya iceren besiyerlerinde Ureme yoniunden beklereaksiyonlar alindi.B.
melitensisL6M her ¢ boyanin vaginda da tredi v8. melitensifRev-1 a1 siu ise
uc ortamda da beklerigligibi ireme gostermedi. 17 nolu saha izolatinindmade
diger izolatlarin tamami tiyonin vaginda treme gosterdi. Bazik fuksin vgrhda,
17, 27, 28, 30 ve 34 nolu izolatlar Greme gostekaealger saha izolatlarinin bazik
fuksine direncli oldgu gozlendi. 17, 27, 28 ve 34 nolu izolatlar safnad@’ya
duyarli bulunurken gier 32 izolatin direncli oldgu belirlendi. Dolayisiyla, 17 nolu
izolatin tiyonin, bazik fuksin ve safranin O duyhgindan, 27, 28 ve 34 numaral
izolatlarin bazik fuksin ve safranin O duyagihdan ve 30 numarali izolatin bazik

fuksin duyarlilgindan dolay: atipilB. melitensisuslari oldysu belirlendi.

Canli g1 swlarl olarak kullanilanB. abortusS19 veB. melitensisRev-1,
bazen sit veya patolojik materyallerden izole editadir (Pishva ve Salehi 2008,
Aldomy ve ark 1992, Banai ve ark 1990). Penisiknstreptomisin duyarhlik testleri

asl ve saha sgarinin ayriminda kullaniimaktadir (Alton ve ark88). B. melitensis
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Rev-1 a1 swunun ayrimini yapabilmek icin, 2.5 pg/ml streptamise 5 1U/ml
penisilin iceren TSA besiyerleri kullanildi (Altore ark 1988). Cajmada incelenen,
referans sy B. melitensiRev-1 ile 9, 17, 24, 25, 31, 32 ve 34 nolu sahéatlar
penisilin iceren besiyerinde Ureme gostermezkgard9 saha izolati ile standargsu
B. melitensisl6M penisiline direncli bulundu. Streptomisin vanhda,B. melitensis
Rev-1 g1 swu ile 17 numarali saha izolati treme gosterdgeDi35 saha izolat ise

streptomisine duyarli bulundu.

Ara sular veya atipik sglar, ara sira 6érneklerden izole edilebilmekte ve
degisik fenotipik karakterler sergilemektedir. Bu durumtiir ve biyotip
identifikasyonunu  engellemektedir. Bundan dolayi, olektler metotlarla
identifikasyon 6nem kazanmaktadir (Garin-Bastujiavk 1998, Corbel ve Moriyon
2006). Bu sglarin hastaliin orjini ve epidemiyolojisi ile yakin gkisi oldugu
disinulmektedir (Banai ve ark 1990, Corbel 1991). Busgnada ara siar (9, 24,
25, 27, 28, 30, 31, 32, 34 nolu izolatlar) moleky@ntemlerle tiplendirildi.

Banai ve ark (1990)jsrailde 2 yil boyunca topladiklarB. melitensis
swlarini tiplendirmgler ve ilk kez atipik B. melitensis biyotip 1 sylarini
bildirmislerdir. Aragtiricilar, B. melitensisiyotip 1 sylarindan 26 tanesinin bazik
fuksin, tiyonin ve penisilin varfinda tdremedgjini rapor etmgler ve bunlarinB.

melitensisiyotip 1'in alt varyantlari oldgunu savunmglardir.

Corbel (1991), 1980-1986 yillari arasinda Avrupay# Afrika ile Glney ve
Orta Amerika ulkelerinden Weybridge Merkez Veterih@boratuarina gonderilen
500 adetB. melitensisswunu biyotiplendirmg ve 29 tanesinin boya duyarlilik
testlerine goére atipikB. melitensisswsu oldysunu rapor etmstir. Arastirici, B.
melitensidn 3 biyotipinden de atipik sgarin bulundgunu ve atipikB. melitensis
swlarinin tamaminin bazik fuksin (20 pg/ml) ve saina® (200 pg/ml) varfinda
uredigini fakat tiyonine (20 pg/ml) duyarli olduklarinildirmistir. Ayrica, tiyonine
duyarli bu atipik sglarin mevcut siniflandirmaya uymgdci ve klasifikasyon

sisteminin modifikasyonunu onerstir.

Lucero ve ark (2006), Arjantin’de insanlardan izeltikleri 9 adet atipikB.
melitensisbiyotip 1 sgunun, penisilin, tiyonin, bazik fuksin ve safraf@nduyarlilg
ve kiguk koloni morfolojileri ileB. melitensifRev-1 g1 susuna benzediklerini fakat
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streptomisin (2.5 mg/ml) vaginda inhibe olduklarini bildirngier ve bu sglarin B.

melitensisin yeni mutant varyantlari olduklarini ileri strghérdir.

Bu calsmada, bazik fuksin ve safranin O’ya duyarl buluriédh) 28 ve 34
numaral izolatlaratipik olarak dgerlendirildi. Bu syglar bazik fuksin ve safranin
O’ya duyarli olglari ile Lucero ve ark (2006)’inin bildirgii atipik swlara benzerlik
gostermektedirler. Fakat, Lucero ve ark (2006)1wsaptadil atipik sular B.
melitensisbiyotip 1'e ait iken bu cajmada saptanan atipik gar B. melitensis
biyotip 3’e ait bulundu. Sadece bazik fuksine duyatan 30 numarall izolat ile
penisilin iceren besiyerinde tUreme godstermeyen49,28, 31, 32 ve 34 nolu saha
izolatlarida atipik B. melitensisswlari olarak dgerlendirildi. Bu 7 atipik B.
melitensissusunun, Banai ve ark (1990) ile Lucero ve ark (20068)'saptad) atipik
swlarla benzgtigi belirlendi. Fakat, Banai ve ark (1990) ile Lucex® ark
(2006)'Inin saptagh atipik sylar B. melitensisbiyotip 1'e ait iken bu ¢agmada
saptanan 9, 24, 25, 30, 31, 32 ve 34 nolu atipskasB. melitensisiyotip 3’'e ait

bulundu.

Brucella izolatlari, boya ve penisilin duyark yoninden atipik 6zellikler
sergileyebilirler. Bu atipik silara yeni bir tir veya biyotip statlst verilmedearcé
bu izolatlarin dinyanin @esik yerlerinden tekrarlanan izolasyonlarinin yapéma
gerekmektedir (Alton ve ark 1988). Ayrica, bu ygaryantlarin olgmasi,Brucella
porin proteinlerinin dgisiminden kaynaklangh disinulmektedir (Banai ve ark
1990). Biyotip spesifik molekller g¢kis metotlarinin gedtirilimesi ve her
laboratuarda kullanilabilecekekilde validasyonlarinin yapilmasi, atipik skuin

biyotip seviyesinde identifiye edilmesine olanaklagacaktir.

Gebe hayvanlarda, B. melitensisRev-1 sgu ile allanmalarindan sonra
atiklar olytugu bildirilmistir (Alton ve ark 1988)B. melitensiRev-1 &I suiu, saha
swundan 2.5 pg/ml streptomisin va@ihnda Uremesi, 20 pg/ml bazik fuksin ve
tiyonin ile 5 IU/ml penisilin variginda drememesi ve kolonilerinin daha kiuguk
olmasi ile ayriimaktadir (Alton ve ark 1988). Buigaada, streptomisin vaginda
Ureme gosteren ve penisilin, tiyonin, bazik fuksensafranin O’ya duyarl olan 17
numaraliB. melitensisbiyotip 1 saha izolatinin, koloni morfolojisinindbger saha
izolatlarindan kiguk oldtunun belirlenmesiyl®. melitensis Rev-1 &1 susu oldugu

kanaatine varildi.
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Banai ve ark (1990)ddsrail’de koyun ve kecilerin vaginal sivap ve atik
fetuslarindan izole ettikleri 35 adBt melitensiszolatindan 7 tanesiniB. melitensis
Rev-1 &I swu oldysunu bildirmilerdir. Bir keci surtsiden ardi ardina 2 fal
melitensisRev-1 a1 swsu izole ettiklerini de vurgularglardir. Aldomy ve ark (1992),
Urdun'de atik yapngi koyun siiriilerine ait toplam 206 adet vaginal sivapatik
fetlis drneklerinden 31 ad& melitensissusu izole etmglerdir. izole ettikleri 31
izolattan 4’UnunB. melitensisbiyotip 1 oldgunu ve bunlardan bir tanesinin &e
melitensisRev-1 a1 suu oldysunu bildirmglerdir. Nashwa ve ark (2007), Misirda
seropozitif koyunlarin lenf yumrularindan 2 taBemelitensiRev-1 g1 swu izole
ettiklerini rapor etmilerdir. Pishva ve Salehi (200dyan’da atik gtir fetislerinin 2
tanesinderB. melitensidgkev-1 a1 swu izole ettiklerini bildirmglerdir. Bu calgsmada,
streptomisin varfiinda tGreme gosteren, penisilin, tiyonin, bazik fuokge safranin
O’ya duyarli ve molekuler olarak. melitensiRev-1 a1 suu olarak belirlennyi bir
izolat (17 numaral) bulundu. Ulkemizde incelenasylin atiklarindan, ilk keB.
melitensisRev-1 &I swsu izole edilm§ oldu. Ulkemizde koyun atiklarindaB.

melitensisRev-1 &1 sisunun da sorumlu oldiw ilk kez ortaya konuldu.

Koyun ve kegcileriB. melitensisre B. ovise kagl korumak i¢inB. melitensis
Rev-1 canh @ swu 1957 yilindan beri etkili bigekilde kullaniimaktadir (Elberg ve
Faunce 1957, Alton ve ark 1988). By awsunun, humoral immin cevap eturmasi
ve virllensini arttirma @liminde olmasina bz olarak hayvanlarda abortlara ve
insanlarda enfeksiyona neden olmasi dezavantajarak sayilabilir (Squarcione ve
ark 1990). Ulkemizde, standart doz (1-2%t€u) B. melitensi®Rev-1 aisi, 3-8 aylk
kuzu ve g@laklara derialti yolla uygulanmaktadir. Bu dog @de gebe hayvanlar
asllandginda dgisik oranlarda abortlagekillenebilmektedir (Zundel ve ark 1992,
Bardenstein ve ark 2002). Standart derile asilanan genc¢ hayvanlar nadir olarak
persiste kalabilmekte ve horizantal yayillim godiénecktedirler (Bardenstein ve ark
2002).Gebe hayvanlardaasilama sonrasi abort vakalarini dnlemek icin azalgil
doz (16-10° cfu) B. melitensiRev-1 aisi uygulamaya gecirilngse de (Fensterbank
ve ark 1987, Garrido-Abellan ve ark 2001), azalylmdoz B. melitensisRev-1
asisisininda vajinal yolla sacilabifgli ve abortlara neden olabifgdi gosterilmitir
(Fensterbank ve ark 1987). Konjuktivgilamanin, abort riskini ve serolojik immun
cevabi azalty bildiriimektedir (Fensterbank ve ark 1987, Zundelark 1992, OIE

2004). Ayrica, B. melitensisRev-1 aisinin, orijinal tohumdan hazirlanirken 3
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defadan fazla pasajlanmamasi 6nerilmektedir (Alterark 1988). Al Uretiminde,
virllens artgl ve imminojenite yonunden testler dizenli olarabiymalidir (Alton
ve ark 1988, OIE 2004). Farkli losikarin, sahip olduklari farkli seviyelerde ki
virllenslerine bgli olarak, farelerde dgsik oranlarda imminojenite goésterdikleri
rapor edilmgtir (Bardenstein ve ark 2002). Attenilie caBhucella asilarinin da
insanlar igin risk olgturdusu, bu sebeple sa uygulayicilarinin @ uygulamalari
sirasinda el, yuz ve gozlerini koruyacak énlemleradari bildirilmistir (Squarcione
ve ark 1990).

"S" forma sahipBrucella turleri, A, M veya her iki monospesifik antiserum
ile aglutinasyon verirler (Alton ve ark 1988). (rair polisakkarit zincirinin iki
farkli yapisindan kaynaklanan A ve M epitoplari diiglere gére farkli oranlarda
bulunmaktadir (Diaz ve ark 1975, Meikle ve ark 198farquis ve Ficht 1993,
Aragon ve ark 1996, Moriyon ve Lopez-Goni 1998).melitensin biyotip 1'inde
M antijeni, biyotip 2'sinde A antijeni dominant ikebiyotip 3'Unde A ve M
antijenleri git miktarda bulunmaktadirB. melitensisbiyotipleri birbirlerinden
sadece monospesifik antiserum aglutinasyonu ilelnagktadirlar (Alton ve ark
1988). Bu cakmada elde edilen sonuclara gore, 36 izolattan i3&stdnem A hem de
M, 4 tanesi de sadece M monospesifik antiserumwagléitinasyon gercekjerdi.
Bdylece, sahadan izole edilen 36 aBemelitensisusundan, 3 tanesinin (3, 26, 33
numaral izolatlar)B. melitensisbiyotip 1, 32 tanesinin dB. melitensisbiyotip 3
oldugu sonucuna varildi. Streptomisin direnci veeadi test sonuglarina gorB.
melitensisRev-1 &1 susu oldusu belirlenmg olan 17 numarali izolattd&. melitensis
biyotip 1 olarak siniflandiriingtir.

B. melitensisiyotip 3, en ¢cok Akdeniz ve orta gio Glkelerinden, biyotip 1
Latin Amerika,Ispanya, Malta ve Portekiz'den izole edilmektedin@o-Abellan
ve ark 2001, Benkirane 2005). Brusellozis'in yayglarak goéruldgi Akdeniz
ulkelerindeB. melitensishiyotip 3 ve 1'in yaygin biyotipler oldiu bildiriimektedir
(Garrido-Abellan ve ark 2001). Yakin glo tlkelerinden, Tunusisrail, Urdiin ve
Misir'da en yaygin bulunaB. melitensisiyotipinin biyotip 3 oldgu bildirilmistir.
Biyotip 1'in Libya, Umman vdsrail’den, biyotip 2'nin de Suudi Arabistan’dan oap
edildigi bildirilmi stir (Refai 2002). Di Giannatale ve ark (2008), 20D6 yillari

arasinddtalya genelinden, koyun ve kegi atik vakalarindane ettikleri toplam 346
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adetB. melitensigzolatinin tamaminin biyotip 3 ol@unu rapor etmgierdir. Ancora
ve ark (2003), 2001-2003 yillari arasiritiElya’da, sahadan izole ettikleri toplam152
adetB. melitensigzolatinin tamaminin biyotip 3 ol@unu bildirmglerdir. Aldomy
ve ark (1992), Urdun'de, atik yapgnkoyun sirilerinden izole ettikleri 31 adgt
melitensisizolatindan, 4 tanesinin biyotip 1, 27 tanesiniryotip 3 old@gunu
bildirmislerdir. Miguel Gomez ve ark (2003lspanya’da insanlardan izole ettikleri
11 adetB. melitensiszolatindan, 6 tanesinin biyotip 1, 1 tanesinigdbip 2 ve 4

tanesinin biyotip 3 oldgunu rapor etnsierdir.

Ulkemizde yapilan tiplendirme cainalarinda, Erdergi-Cener ve ark (2008),
koyun atiklarindan izole edilg61 adetB. melitensigzolatini tiplendirmgler ve 40
tanesinin biyotip 3 ve 21'inin biyotip 1 olgunu bildirmklerdir. Blylkcangaz ve
Sen (2008), Bursa Bdlgesi koyun atiklarindan izdigkleri 22 adetB. melitensis
izolatindan, 5’'inin biyotip 1, 1'inin biyotip 2 vel6’sinin biyotip 3 oldgunu
belirlemigler ve Bursa ve cevresinde koyunlarda melitensis biyotip 3’Un
predominant oldgunu rapor etrgierdir. ilhan ve ark (2008a), Van Bolgesi koyun
sutlerinden izole ettikleri 8 addB. melitensis sisununun tamaminin biyotip 3
oldugunu bildirmglerdir. Erd@an ve ark (1993), Trakya Bdlgesi atik koyun ve kegci
orneklerinden izole ettiklerB. melitensisizolatlarinin 25’inin biyotip 1, 3’Unln
biyotip 2 ve 1’inin de biyotip 3 oldiunu bildirmglerdir. Guler ve ark (2003), 1998-
2001 yillari arasinda, Konya ve cevresinden eldi&let atik koyun fetlslerinden
izole ettikleri toplam 39 adeB. melitensissusundan 37’sinin biyotip 3 ve 1’inin
biyotip 1 olduyunu rapor etrgierdir. Kése ve ark (2003)zmir Bolgesi'nden elde
ettikleri 11 adet insan kaynalk. melitensisgzolatinin 10’unun biyotip 3 ve 1’inin
biyotip 1 oldgunu bildirmilerdir. Simsek ve ark (2004)j¢c Anadolu Bolgesi'nden
elde ettikleri 70 adet insan kaynaBI melitensiszolatinidan, 65’inin biyotip 3 ve

5’inin biyotip 1 oldwunu rapor etmgierdir.

Bu calsmada incelenen 36 ad&. melitensisizolatindan 3 tanesinirB.
melitensisbiyotip 1, 32 tanesinind®. melitensisbiyotip 3 ve 1 tanesinind®.
melitensisRev-1 &1 swu oldusu belirlendi. Dolayisiyla, calmada elde edilen
bulgular, son yillarda tlkemizde koyun atiklarigaygin olarakB. melitensiiyotip
3’'Un ve daha az olarak da melitensigiyotip 1'in sebep oldgunu géstermektedir.

Akdeniz ve yakin dgu Ulkelerinde oldgu gibi Turkiye’de deB. melitensidiyotip 3
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ve biyotip 1'in en yaygin goruleB. melitensisbiyotipleri olduysu saptandi. Elde
ettigimiz bulgular, Ulkemizde son yillarda yapilan gadalardan, Blyukcangaz ve
Sen (2008), Erdeng-Cener ve ark (2008)ilhan ve ark (2008a)Simsek ve ark
(2004), Guler ve ark (2003) ve Kose ve ark (2008)buldygu sonuclar ile benzer
bulunmutur. Tim bu cakmalar gostermektedir ki, Turkiye ve Konya Bolgesi
koyunlarinda yaygin olaraR. melitensisiyotip 3 ve daha az olarak & melitensis
biyotip 1 atiklara sebep olmaktadir. Gaiada elde edilen bulgular, Efghn ve ark
(1993)'inin buldgu sonuclar ile farkhlik géstermektedir. Bu farkhl calsmalarin
yapildg! yil ve bolge farkhlgi ile aciklanabilir. Ancak, ayni bdlgede yapilamie
calismalarda (Buyikcangaz vgen (2008) ve ErdergiCener ve ark (2008)),B.
melitensis biyotip 3'u dominant biyotip olarak belirlemesi, llgr icinde bazi
biyotiplerin gerilem§ olabilecgini gostermektedir. Bundan dolayB. melitensis
biyotiplerinin  belirli araliklarla belirlenmesi egemiyolojik agidan 0nem
tasimaktadir.

Ayrica, biyotiplendirme yapilirken, yetersiz ayrgiictine sahip monospesifik
antiserumlarin kullanilmamasina dikkat edilmelids.. melitensisbiyotip 2 olarak
siniflandirilan bazi siarin, referans laboratuarlarinBa melitensisiyotip 3 olarak
yeniden siniflandirilgy bildirilmektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001).erbir stok
serum soltisyonunun (monospesifik anti-A ve antib8) damlasi, homokgu olan
kontrol kalttrt ile 1 dakika icinde lamda aglutigas verirken, dier iki kontrol
kaltara ile aglutinasyon vermeyeceg&kilde fenollti FTS ile sulandiriimalidir (Alton
ve ark 1988).

Bu calsmada, 2007-2008 kuzulama doéneminde, Konya merkez ve
ilcelerinden Brusellozigiphesi ile laboratuara getirilen toplam 86 adet ktyun
fetus ornginin, 24 tanesinden (% 27,9. melitensisve 3 tanesinden (%3,5)
Campylobacterspp. izole edildi. Orneklerin toplarigisiriler baz alinginda ise,
atik vakasi gorilen toplam 79 surinin 24’Gndenmelitensisizole edilmi olup

surulerderBrucellaizolasyon orani da % 30,4't0r.

Konya ve ¢evresinde, Brusellozis’in yayggnhi tespit etmek amaciyla gt
arggtiricilar tarafindan birgok agarmalar yapilmgtir. Baysal (1987), Konya Bolgesi
koyun ve keci atik vakalarini incelegnmve 1100 vakanin 244’GUnden (% 22R)

melitensisizole ettgini rapor etmgtir. Kenar ve ark (1990), Konya ve cevresinden
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topladiklari 303 adet atik koyun fetistinin 43’Und#®n 14,1) B. melitensisizole
ettiklerini bildirmislerdir. Ergang ve ark (1992) Konya Bdlgesi’nden topladiklari 47
atik koyun fetlstunin 14’anden (% 3B) melitensiszole etmglerdir. Kaya ve ark
(1995), Konya yoresinden 58 atik koyun fetistuniim@g&n (% 53,4)B. melitensis
izole ettiklerini bildirglerdir. Kiran ve ark (1998), Konya Bdolgesi'nden lebklar
238 adet atik koyun fetlsunin % 31,1'indgnmelitensidespit etmglerdir. Konya
Veteriner Kontrol ve Argtirma Enstitiisiine, 1987-1998 yillar arasinda dgeir799
adet atik koyun materyafrucellayoninden incelenmive % 24’'nderB. melitensis
izole edilmitir (Guler ve ark 1998a). Karaman ve Kicukayan (0@993-1997
yillari arasindaj¢ Anadolu Bélgesi'nden topladiklari toplam 297 adak koyun
fetusunu incelemler ve % 33,7’sinden (100 addByucella spp. izole etmierdir.
Ergani ve ark (2002), Konya ve cevresinden topladiklai koyun fetuslarinin %
53.4’UndenB. melitensisizole etmglerdir. Guler ve ark (2003), 1998-2001 yillan
arasinda Konya ve cevresinden topladiklari topl@® ddet atik koyun fetusunun
39'undan (% 30,9B. melitensiszole ettiklerini bildirmglerdir. Klicikayan ve ark
(2007), 2003-2007 yillari arasindg, Anadolu Bolgesi’nden topladiklari toplam 463
adet atik koyun fetusunu incelegher ve % 30’'undan (139 addByrucella spp. izole
etmislerdir. Bu ¢alsmada tespit edileB. melitensiszolasyon orani (% 27,9 veya %
30,4) ile Kuclukayan ve ark (2007), Giler ve arkQ@2)) Karaman ve Kugcukayan
(2000) ve Kiran ve ark (1998)'in bulgu sonuclar arasinda bir fark gorilmetini
Kaya ve ark (1995) ile Erganive ark (2002)'nin elde ettikleri nispeten yuksek
oranin c¢akllan numune sayisinin daha az olmasindan kayndkleoesi gibi,
orneklenen surulerin farklgindan da ileri gelebile@e distintlmektedir. Brusellozis

halen Konya Bolgesi koyunlarinda en 6nemli baktgdratik etkenlerinden birisidir.
4.2. Molekdler Yontemler
4.2.1. PZR

Brucella turlerini, tir dizeyinde identifiye etmek icin ggirilen ilk PZR
metodu Bricker ve Halling (1994) tarafindan, AMOZHP olarak rapor edilngtir.
PZR klemi sonundaB. melitensistiriine spesifik 731 bp’lik bant ajmaktadir
(Bricker ve Halling 1994). Bu camada da, gerek referans ve gerekse saha
suslarinin1S711genetik elementine yonelik yapilan analizlerin@d bp’lik bantlar

elde edilerek tim slar B. melitensi®larak identifiye edildi.
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PZR teknginde, DNA orngi olarak, kultirlerden elde edilen DNA'lar
kullanilabildigi gibi dogrudan numuneden elde edilen bakteri DNA’lart da
kullaniimaktadir (Bricker 2002). AMOS-PZR metodundogrulugunu belirlemek
icin, 231 drnek PZR ve konvansiyonel biyokimyasadtler ile test edilngive iki
yontem arasinda % 100 uyumluluk belirlegtni(Ewalt ve Bricker 2000).

Guler ve ark (2003), 126 adet atik koyun fetisuntete ettikleri 39B.
melitensisswsunu, AMOS-PZR ybntemi ile analiz etgfer ve sglarin tamaminin
731 bp’lik B. melitensisspesifik bant verdini bildirmislerdir. PZR ydnteminin,
kaltarlerin dgrulanmasinda veya identifikasyonunda oldukca siyes# bgarili bir
yontem oldgunu bildirmilerdir. ilhan ve ark (2008a), 102 adet koyun siit
ornesinden izole ettikleri 8 add®. melitensissusunu, AMOS-PZR yontemi ile analiz
etmisler ve syglarin tamaminin 731 bp’liB. melitensisspesifik bant vergini rapor
etmislerdir. Arastiricilar, PZR yonteminin sensitivitesinin kiltiretodundan daha
yiiksek oldgunu bildirmilerdir. ilhan ve ark (2008b), 324 adet koyun kan ve lenf
bezi drnginden 30 adeB. melitensisizole etmgler ve bu sglarin tamamininB.
melitensisoldugunu AMOS-PZR yontemini kullanarak teyit egherrdir. Kirkan ve
ark (2008), 222 keci sut orgeaden DNA ekstraksiyonu yaparak AMOS-PZR
yontemi ile analiz etngler ve 50 tanesindB. melitensisspesifik 731 bp’lik bant elde
etmilerdir. Amin ve ark (2001), Misirda, koc ve galardan elde ettikleri toplam
120 adet semen orgieden 7 adeB. melitensisswsu izole etmgler ve AMOS-PZR
metodu ile de dgrulamslardir.

Bu calgsmada kullanilan topam 36 adBt melitensisswsu, biyokimyasal
testlerden sonra molekiler olarak da PZR yonteeilmelitensisolarak identifiye
edildi. Elde ettgimiz PZR bulgulari,ilhan ve ark (2008a)ilhan ve ark (2008b),
Guler ve ark (2003) ve Amin ve ark (2001) ile uyuntdulunmytur. Tr spesifik
PZR yontemi, kultarlerden yapilan identifikasyoulay biyokimyasal yontemlere
gore daha kisa surede (1 gun) sonu¢ vermektedinc@dyakteri izolati inaktive

edilip calsildigl icin daha guvenlidir.
4.2.2. RAPD-PZR

RAPD-PZR metodu, ilk olarak Welsh ve McClelland 909 ile Williams ve
ark (1990), rastgele galtilmis polimorfik DNA olarak tanimlanglar ve genetik
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polimorfizmi belirleyen yeni bir teknik olarak ogta koymylardir. RAPD-PZR
metodu, bir populasyonda izole edilen benzer f@iotozelliklere sahip sgarin
sikliginin belirlenmesinde kullanilan genotipik bir métot (Guler 1998). Bu
calismada, B. melitensisswuslarinin genotiplendirmesinde, ayrim guci en yiksek
primeri belirlemek amaciyla 6 ggik primer denendi ve en fazla sayida gugcli bant
sergileyen primerin P5 primeri olgu tespit edildi. PS5 primeri ile elde edilen
bantlardan yararlanilarak UPGMA metodu ile elddezddendogramda, referansssu
B. melitensisl6M tek baina bir grupta yer alirken, sahasksuinin tamami ile Rev-1
asl swu diger bir grupta yer aldi ve toplamda 2 ana grup 4ealt grup olgtu. Alt
gruplarin en buyglinde 10 syve 7 alt grupta da birer syer aldi. NJ metodu ile
elde edilen dendogramda, 3 farkh ana gruptalwe referans suB. melitensisL6M

tek bgina bir grupta yer alirken giér sylar 2 ayri ana gruba bolundB. melitensis
swlarinin 14 alt gruba ayrilgh ve UPGMA metodu ile ayni gdimi sergiledikleri

goralda.

Calsmada, P5 primeri ile elde edilen bantlar kullarakaslar arasi genetik
benzerlik dgerleri, Nei ve Li’'nin (1979) bildirdii metoda (F=2NAB/NA+NB) gore
hesaplandiB. melitensisl6M ve B. melitensiRev-1 referans slari ile 36 adeB.
melitensissaha izolatlari arasinda ki benzerlikgederi, % 50.0'den % 99.9'a kadar

gens bir aralikta dgihm goésterdi.

Fekete ve ark (1992Brucellatir ve biyotiplerinin tamamini iceren 25 adet
referans ssu RAPD-PZR ile genotiplendirglerdir. Bu amagla 5 ayri primeri
degerlendirmgler ve en fazla polimorfik bant (12 bant) sergileyB5 primerini,
Brucella tarlerini tiplendirmede en karili primer olarak rapor etgierdir. Primer
sekansindaki tek baz geiminin bile sonucu tamamen gigtirebildigini
bildirmislerdir. Sylar arasi genetik benzerlik katsayisinin % 57-9&siada
degistigini ve sularin genetik olarak yakin gkili oldugunu rapor etnsierdir.
Tcherneva ve ark (2000Brucellareferans sglari, 27 adeB. canissaha sg 4 tane
B. ovis saha izolati veProteobacteria grubu bazi bakterileri, OPLO4 ve P5
primerlerini kullanarak RAPD-PZR ile tiplendirgherdir. P5 primerini,Brucella
turlerini tiplendirmede OPLOA4 primerinden dahgdvdl bulmylardir. P5 primerini
kullanarak olgturduklari NJ ve UPGMA dendogramlarindB, melitensisiyotip 2
ile 3 ayni alt grupta yer alirke®. melitensisL6M (biyotip 1)’in farkl bir grupta yer

98



aldigini ve Proteobacteriagrubu bakterilerind®rucellasuslarindan farkl bir grupta
yer aldgini rapor etmglerdir. Suylar arasi genetik benzerlik katsayisinin % 20-97
arasinda dastigini bildirmislerdir. Genellikle % 50’in altinda ki benzerlik
katsayilari,B. ovis, B. caniyve B. suisten kaynaklanmgtir. B. melitensisularinin
kendi aralarinda ki ve ger sylar ile olan benzerlik katsayilari % 50- 85.7 andsi
degismistir. Arastiricilar, yontemin basit, hizh ve hassas @ualou ve Ozellikle
Brusellozis sorunu olan bolgelerdeki epidemiyolojikalsmalarda, Brucella
etkenlerini tiplendirmede faydali olagai bildirmislerdir. Unver ve ark (2006), Kars
ve cevresinden elde ettikleri 37 ad&. abortus izolatini RAPD-PZR ile
tiplendirmisler ve elde ettikleri polimorfik bantlarB. melitensidgkev-1 ileB. abortus
S19 al swlarinin bantlari ile karlastirmislardir. Saha sdarinin % 44.4'GnunB.
abortus S19'a ve % 55.6'sininB. melitensis Rev-1'e benzer DNA profili

sergiledgini rapor etmglerdir.

Bu calsmada da, 6 dgsik primer kullaniimg olup, B. melitensissuslarini
tiplendirmede en arili primerin P5 primeri oldgu belirlenmgtir. Bu sonug, Fekete
ve ark (1992) ile Tcherneva ve ark (2000)’'nin bidguile paralellik gosterngtir. P5
primeri, bizim calfmamizda 11 adet polimorfik bant amplifiye ederkEakete ve
ark (1992)'nin yapfi calsmada da 12 tane bant amplifiye etmie bizim

calismamizla ¢ok yakin sonuc verstir.

Calsmada, Nei ve Li'nin (1979) bildirgi metoda goreB. melitensid6M ve
B. melitensiRev-1 referans slari ile 36 adeB. melitensissaha izolatlari arasinda
ki benzerlik dgerleri, en az % 50.0 en ¢ok % 99.9 olarak tespitiedBu genetik
benzerlik sonuclari, Fekete ve ark (1992)'nin Iedisi % 57-98 oranindaki
benzerlik katsayilari ve Tcherneva ve ark (2000)Bi1 melitensiswlari icin tespit
ettikleri % 50- 85.7 oranindaki benzerlik katsayilde uyumlu bulundu. Unver ve
ark (2006), sglarin benzerlik katsayilarini hesaplamadiklari igarilastirma

yapilamadi.

Bu calsmada kullanilan sgar, DNA parmak izlerine gére, UPGMA metodu
ile elde edilen dendogramda 2 ve NJ metodu ile eldieen dendogramda 3 ana
gruba ayirdi. Her iki dendogramda da ana gruplatdaanesiniB. melitensisL6M
referans sgu tek baina olwturdu gekil 4.1 vesekil 4.2). Bu sonug Tcherneva ve ark

(2000)'nin yaptgl calsma ile uyumlu bulundu.
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UPGMA dendograminda 2 ve NJ dendograminda 3 anasgkillenmis ise
de her iki dendogramda da 14 alt gruba ayslasuicerir sekilde bélinmglerdir.
Boylelikle, Konya ve cevresinde ga sebep olan 36 atik etkeninin ayni kaynak veya
klondan koken almagh anlaildi. Meramilgesinde bir birlerine yakin 3 kdyden izole
edilen 26, 31 ve 32 numard@i melitensiszolatlari, dendogramlarda 3 ayri altgrupta
yer aldi ve ortak kaynaktan yaylimadiklari grith. Bu ¢ surtde gecgyillarda da
atik vakalarinin gorilmesi, surllere birbirlerindéulasmanin olmadii, farkh
yillarda farkli kaynaklardan enfekte olduklari ve ¢pine kadar enfeksiyonun devam
ettigi disunulmektedir. Ayni siriden izole edilen 29 ve 30mawall izolatlar,
dendogramlarda ayni altgrupta yer aldi ve ayni ddonkoken aldiklari tespit edildi.
B. melitensifkev-1 referanssaswu ile 23, 28, 29 ve 30 numarall saha izolatlarnayn
alt grupta yer alirken, 17 numaral saha izolaand. melitensisRev-1 a1 suuda
15, 16, 18, 20, 22, 24, 25, 26 ve 27 numaral sadlatlari ile ayni alt grupta yer aldi
ve bu iki alt grup arasindaki genetik benzerlik ®hBolarak hesaplandi. Konya
Bolgesi'nde afta sebep olan en yaygin genotipin, 36 tane sahatimdan 10
tanesini iceren (en bluyuk) alt gruptaki 15, 16, 18, 20, 22, 24, 25, 26 ve 27 nolu

suslarin oldigu belirlendi.

Calsmada kullanilan saha garindan, B. melitensis biyotip 1 olarak
identifiye edilen 3, 26 ve 33 numarali izolatlarkla alt gruplarda yer aldi. Fakat, 3.
ile 26. izolatlar arasinda % 90.9, 3. ile 33. ilalaarasinda % 92.3 ve 26. ile 33.
izolat aralarinda % 83.3 gibi ylksek bir genetikzerlik tespit edildiB. melitensis
16M ile B. melitensisRev-1 referans slari arasinda ki benzerlik geri % 66.6
olarak hesaplanirkerB. melitensisRev-1 referans sa swu ile 17 numarali saha
izolatl B. melitensisRev-1 a1 swu arasinda % 88.9'luk genetik benzerlikgde
hesaplandiB. melitensifRev-1 referanssaswu ile saha izolatB. melitensiRev-1
asl ssu ayni alt grupta yer almagnolsa da ayni ana grupta yer gldve iki sy
arasinda sadece 1 tane polimorfik bant farki gidgoruldi.

Atipik suslardan, safranin ve bazik fuksine duyarlslau (27, 28 ve 34 nolu
izolatlar) ayni ana grupta fakat ayri alt gruplayea aldi. 27 ve 28 nolu izolatlar ile
28 ve 34 nolu izolatlar arasi benzerlik katsayis88® ve 27 ile 34 nolu izolatlar
arasinda ise % 80.0 olarak hesaplandi. Penisiliyartl atipik sglar olan, 9, 24, 25,

31, 32 ve 34 numaralil izolatlar farkli ana grupaliegruplarda dalim gosterdiler.
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Bu atipik sylardan 28 numarali izold&. melitensiRev-1 standartsa susu ile ayni
alt grupta yer alirken ger sylar farkh alt gruplarda yer aldi. Dolayisiyla, @k

suslar arasinda klonal bir gkinin bulunmadg anlaildi.

RAPD-PZR yontemi ile 36 saha izolatinin birbirlerinolan genetik
yakinliklari hesaplandi vB. melitensissularinin yiksek DNA homolojisine sahip
oldugu belirlendi. Konya Bolgesinde &a sebep olan 36 add®. melitensis
izolatinin ayni kaynaktan kdken almgdsaptandi. Ayni alt grupta yer alan 10 adet
izolatin en yaygin gorilen genotip offlu gézlendi. Farkli alt gruplarda yer alan
atipik sylarin farkh klonlardan kdken algh belirlendi. B. melitensisRev-1 3ai
swunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyeagefakat ayni ana grupta yer alan
benzer polimorfik batlara sahip izolatlardaiiphe edilmesi gerelgi belirlendi.
Yontemin uygulama ve yorumlamasinin basit @ldu Brucellozis'in

epidemiyolojisinde kullaniimasinin faydagtayaca disunilmektedir.
4.2.3. PZR-RFLP

Brucella tir ve biyotiplerinin molekiler tiplendirme ve ilikasyonu
amaciyla, DNA (zerindeki polimorfizmleri belirlemeicin, PZR-RFLP metodu
kullaniimaktadir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Cliaert ve ark (1995), tirBrucella
turlerinde varlgl PZR ile gosterilmi olan om@®a ve om@®b gen bolgelerindeki
polimorfizmi PZR-RFLP yontemi ile ortaya koysiardir. Bardenstein ve ark
(2002),B. melitensiosm® gen bdlgesindeki polimorfizmleriAstl enzimi ile ortaya
konularak biyotip identifikasyonu yaptiklarini bichislerdir. PZR-RFLP analizi
sonucu,B. melitensisRev-1 a1 suu ile B. melitensisl6M standart sw, 282 bp
(PstlL kesim yeri bulundurmayaom@®a amplikonu), 238 bp ve 44 bpni®2b’nin
Pstl ile kesilmesi sonucu aojan amplikonlar) olmak Gzere ¢ ayri restriksiyon
parcasi sergilemektedir. Fakat sahadan izole eBilenelitensish ¢ biyotipi de iki
tane fargment orrige (om@Ra veom@b’nin kesilmesi sonucu ogmus 238 ve 44 bp)
gostermektedir (Bardenstein ve ark 2002). Busgada, om@® gen bolgesine
yonelik yapilan PZR analizinde, gerek referans exekse saha slarinin tamaminda
282 bp’lik bantlar amplifiye edildi. Daha sonra, RarinleriPstl enzimi ile kesildi.
Referans @ swu B. melitensisRev-1, referans su B. melitensisl6M ve 17 nolu
saha izolatB. melitensiRev-1 @i swlari 3 ayri restriksiyon banti (282, 238 ve 44
bp) sergilerken, gier 35 saha izolati sadece 2 restriksiyon banti (&3814 bp)
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gosterdi. Ayrica, bu ¢gimada atipik olarak identifiye edilen 9 izolattataBesi ali
surulerden izole edildi ve bu garin B. melitensisRev-1 a1 swundan koken

almadgl da PZR-RFLP yontemi ile molekiler olarak beliden

Bardenstein ve ark (2002)srail’de, insan ve hayvanlardan izole ettikleri
normal ve atipikB. melitensisulari ile saha izolatB. melitensiRev-1 a1 sularini
PZR-RFLP yontemi ile dgerlendirmilerdir. Referans ve saha izol&1 melitensis
Rev-1 a1 suslari ile B. melitensisl6M (biyotip 1) referans sunun, restriksiyondan
sonra 3 ayri bant (282, 238 ve 44 bp) sergiiedibildirmislerdir. Saha izolatB.
melitensidlerin U¢ biyotipi, B. melitensisbiyotip 2 referans sw ile B. melitensis
biyotip 3 referans slarinin ise 2 restriksiyon banti (238 ve 44 bp)tgtdiklerini
rapor etmglerdir. Bu yontemin, atipikB. melitensisiyotip 1 izolatlarinin Rev-1sa
swundan koken alip almadiklarini belirlgohi aciklamsglardir. Nashwa ve ark
(2007), Misirda seropozitif koyunlarin lenf yumanindan izole ettikleri 2 tanB.
melitensisRev-1 @1 swu ile 4 adetB. melitensishbiyotip 3 izolatlarini, molekuler
olarakda ayirabilmek icin PZR-RFLP yontemi ile ilereislerdir. om@® gen
bdlgelesine yonelik primerlerle amplifikasyon yapRstl enzimi ile muamele
etmisler ve saha izolaB. melitensifRev-1 &l swlarinin 3 (282, 238 ve 44 bp) &
melitensisbiyotip 3 saha izolatlarinin 2 adet restriksiyomtna(238 ve 44 bp)
sergiledgini rapor etmglerdir. Ayrica, yonteminB. melitensisRev-1 a1 swsunu 1
gln icinde identifiye etgini ve oldukca hassas ve 6zgul oidnu bildirmglerdir.
Unver ve ark (2006), Kars ve cevresinden izolékletti 14 taneB. melitensisusunu,
om@® gen bodlgesine yonelik primerler kullanarak PZRERFle incelemglerdir.
Izolatlarin tamaminin 238 ve 44 bp’lik restriksiybantlari sergilediklerini ve hic
birisinin B. melitensiRev-1 a1 suu olmadgini rapor etmilerdir. Pishva ve Salehi
(2008), iran’da, 70 atik @r fetusundan izole ettikleri 50 addrucella spp.
izolatindan 2 tanesinin, PZR-RFLBleminde 282, 238 ve 44 bp’lik restriksiyon
fragmentleri sergilegdini ve B. melitensiRev-1 g1 susu olarak identifiye ettiklerini

rapor etmglerdir.

Bu calsmada,om® gen bolgesine yonelik secilen primerlerin kulldr@
PZR-RFLP yontemi ile deerlendirilen 36 saha ve 2 adet referansusdan, B.
melitensisRev-1 a1 swu, B. melitensisl6M referans s ile 17 nolu saha izolati

282, 238 ve 44 bp'lik restriksiyon bantlar gostederdir. Boylelikle, konvansiyonel

102



tiplendirme yontemleri il. melitensi®kev-1 g1 swu olarak dgerlendirilen 17 nolu
saha izolatinin @& swundan koéken al@ molekuler olarak da teyit edilgioldu.
Rev-1 &I swu supheli izolatlarin PZR-RFLP yontemi ile identifigeliimesi ile ilgili
elde ettgimiz sonug, Pishva ve Salehi (2008), Nashwa ve(2007), Unver ve ark
(2006) ve Bardenstein ve ark (2002)'nin b@dwsonuclar ile uyumlu bulundu.

Brucella turlerinde bulunarom® gen bdlgesi, bir birlerini takip eden iki
homolog lokus kopyadami®a veom@®b) olismaktadir ve 25-36 kDa OMP’lerini
kodlamaktadir (Ficht ve ark 1988. melitensifkev-1 a1 swu ile B. melitensisl6M
swununomp®a gen bolgelerindBst kesim boélgesi olmagdi icin sadece 282 bp’lik
fragment amplifiye edilmektedir. Fakat bu ikisan haricindeki referans ve saha
izolatl B. melitensissuslarinin om@®a gen bolgelerind®st kesim bélgesi oldgu
icin, bu sylardan yapilan PZR-RFLRlemlerinde 238 ve 44 bp’lik restriksiyon
bantlari elde edilmektediB. melitensish tim referans ve saha izolatlarimm@®b
gen bolgelerPst kesim boélgesine sahip olduklarindan 238 ve 44ilbpéstriksiyon
fragmentleri olgmaktadir. om@a gen bdlgesinde ki bu polimorfizm farkg.
melitensisRev-1 &I sisunun molekdler ayrimini mumkin kilmaktadir (Bardems
ve ark 2002). Konvansiyonel tiplendirme yontemtetalama 2 hafta surerken, PZR-
RFLP yoOntemi ile tiplendirme 24 saat surmektedirZRFRFLP ybntemi,
konvansiyonel tiplendirme testleri ile % 100 uyurblulundu.B. melitensifkev-1 ai
swunun identifiye edilmesinde olduk¢ca hassas ve Opglilgu ve zaman tasarrufu

sagladigl sonucuna varildi.
4.3. Serolojik Yontemler

Enfeksiyonun tghisinde, klinik bulgularin gier enfeksiyonlarla kagmasi,
Ozellikle buytk surilerde izolasyon ve identifikasyn gic ve zaman alici olmasi
gibi nedenlerle rutin thiste ve epidemiyolojik calmalarda genellikle serolojik
testlerden yararlaniimaktadir (Alton ve ark., 198&pez, 2006). Brusellozis'in
teshisinde kullanilan en yaygin testler PAT, RBPT, SAXFT, Coombs Test, RT,
MT, Milk Ring Test ve ELISA’dir (Arda 1997, Ucan &k 1999, OIE 2004).

Ulkemizde enfeksiyonun yaygigini belirlemeye yonelik ggli calismalar
yapiimstir. Turkiye’de hayvanlarda Brusellozis'in prevesam belirlemek amaciyla
yapilan Tarim ve Koyleri Bakanlgl (TKB) Arastirma Projesi ile 1998-1999
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yillarinda 79 ilden tesadiifi drnekleme ile alinaplam 34958 adet&r kan serumu
ve 30433 adet koyun kan serumu RBPT ve KFT'leriifleelenmgtir. Hastalgin

prevelansi grlarda % 1,43, koyunlarda ise % 1,97 olarak tesgilmistir.

Brusellozis’in surt prevelansi ise her koy bir s@téirak kabul edildiinde sgirlarda
1313 koyde % 11,5, koyunlarda ise 1077 koyde % [ak belirlenmgtir. Bu

bulgular hayvan hareketlerinin fazla olmadve atik vakalarinin nadir olgu Orta
ve Dggu Karadeniz Sahieridindeki iller dginda, tlke genelinde hastah yaygin
oldugunu gostermektedir. Ayni cainada, Konya ilinden toplanangsm ve koyun
kan serumlarinda sirasiyla % 0,9 ve % 2,2 poxittispit edilmitir (iyisan ve ark.
2000).

Kenar (1990), Konya ilinden tesadufi 6rneklemetdpladgl 422 koyun kan
serumunu RBPT ile incelemve % 1,2 oraninda seopozitiflik belirlegtir. Gller ve
ark (1998a), Konya Veteriner Kontrol ve Amama Enstitistine 1987-1998 yillari
arasinda getirilen atik yapgnsirtlere ait 925 adet kan serum @ne Brucella
yoninden incelergier ve kan serum orneklerinin % 24,8'iBrucella yoninden
pozitif bulduklarini bildirmglerdir. Ayni Enstitiye 1980-1986 yillari arasindduk
yapmsg koyun sdrilerinden getirilen 760 adet kan serumuftu 25,8’i Brucella
yoninden pozitif bulunmyur. Kiran ve ark (1998), Konya Bolgesindg, melitensis
izole edilmi surilerden topladiklart 1119 adet kan serumunuB298’iinden anti-
Brucella antikorlari tespit etnglerdir. Coker ve ark (1990), Konya vistanbul
illerinde bulunamB. melitensisle enfekte sirilerden elde ettikleri 75 adet koyan
serumu Orngini RBPT, RT ve SAT testleri ile gerlendirmsiler ve sirasiyla % 69,3,
% 85,2 ve 70,6 oranlarinda pozitiflik belirlegt@rdir.

Cetinkaya ve Ongor (2000), Elgzve cevresinde atik yapsn27 koyun
surusinden aldiklari toplam 142 adet kan serum githeKFT, ELISA ve
Immuinocomb testleri il@rucella yéninden incelengier ve sirasi ile % 40, % 41.5
ve % 43.7 oraninda pozitiflik saptagtardir. Esendal ve ark (2000), Brusellozis
supheli 250 adet koyun-kec¢i kan serumunu RBPT, SAT Goombs testleri ile
deserlendirmiler ve érneklerin % 37.6’sini RBPT ile ve % 44.4@ SAT ile pozitif
bulduklarini bildirmglerdir. Ayrica, SAT negatif drneklerin % 11.5'iniGoombs
testi ile 3-5 dilisyon daha yuksek titre vegidi rapor etmglerdir. Karaman ve Giler
(1988), Ankara ve cevresinden topladiklari atiknggpkoyun surilerine ait 92 adet
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kan serumunu, Brusellozis yoninden SAT, RT ve KT dezerlendirmgler ve
sirastyla % 34, % 31 ve % 33 oraninda pozitiflikitemislerdir. Ongor ve ark
(2001), Elazg ve cevresinde bulunan atik yagn®6 adet koyun surusinden elde
ettikleri 500 adet kan serumunu serolojik testlerdezerlendirmgler ve KFT ile %
17.8, RBPT ile % 11, SAT ile % 16.8, 2-Merkaptoetanesti ile % 15.8 ve ELISA
ile % 20.6 pozitif sonug elde etiklerini bildirgherdir. Sahin ve Yildiz (2006), Hatay
flinde ki koyun surilerinden tesadufi ornekleme flepladiklar 462 adet kan
ornesini Brucella yoninden iELISA testi ile derlendirmiler ve orneklerin %
33.5'nin pozitif old@gunu bildirmglerdir. Atik yapmg 72 koyuna ait kan serum
orneklerinin de % 77.8'inirBrucella pozitif oldusunu rapor etngierdir. Celebi ve
Atabay (2009), Kars Yoresinde atik yagri6 koyun surisunden topladiklari toplam
400 adet kan serum Orgiri Brucellayoninden RBPT, SAT, RT ve KFT testleri ile
degerlendirmgler ve sirasiyla % 34.7, % 36.7, % 35.5 ve % 38réhinda pozitiflik

belirlemilerdir.

Bu calsmada,B. melitensiszole edilen 24 tane koyun sirtisinden elde edilen
toplam 588 adet koyun kan serumu @ndRBPT, mSAT ve IELISA testleri ile
degerlendirildi ve sirasiyla % 41.1, % 37.2 ve % 4pdazitiflik belirlendi (cizelge
4.4). Final test olarak kullanilan iELISA testi i®irti bazinda en diik pozitiflik
orani % 24 ve en yiuksek oran % 81.8 olarak betliileAsili ve aisiz surllerin
seropozitiflik oranlari arasinda istatistiksel alarbir fark tespit edilmedi. Atipik
swlarin izole edildgi surdlerin seropozitiflik oranlari ger surilere goére biraz
yuksek olarak belirlenmiolsada istatistiksel olarak bir fark tespit editn iELISA
ve RBPT'leri, 1gG’leri spesifik olarak tespit ettdcinden dolay! bu testlerin paralel
calistigl gozlemlendi. Bu ¢cajmada kan serum oOrgietemin ettgimiz toplam 24
suriiniin % 83.3’'Unde 6nceki yillarda da atik vakatoruld(gl, dolayisiyla bu
surulerde enfeksiyonun kronik olgm ve inkomple antikorlarin oftugu
disinulmektedir. Bundan dolayr mSAT testinin dahgidiioranda pozitif sonug

sergiledgi sonucuna varildi.

Bu calsmada elde e@imiz sonuclar, Celebi ve Atabay (2009), Cetinkaga v
Ongor (2000) ve Esendal ve ark (2000)'in buldukimuclar ile benzer bulundu.
Iyisan ve ark (2000) ile Kenar (1990)'In belirlgidsonuclarin, bizim buldiumuz

sonuclardan bir hayli diik olmasi, o cajmalarda hayvanlarin tesadufi érnekleme
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ile secilmesine karn bizim calsmamizda maksatli 6érnekleme ile secilmesinden
kaynaklanmaktadir. Sahin ve Yildiz (2006) ile Coker ve ark (1990)niaspit
ettikleri sonuclarin  bu c¢amadaki bulgulardan yiksek olmasi, siri
varyasyonlarindan, sadece atik yapan hayvanlandeek @linmasindan ve az sayida
ornek kullaniimasindan kaynaklargrlabilir. Guler ve ark (1998a) ile Kiran ve ark
(1998)'nin Konya Bdlgesi'nde, Karaman ve Giller @pi#& Ankara Bolgesi'nde
gerceklatirdikleri calisma bulgularina gore agtioldugu gorinmektedir. Bu asf)
enfeksiyonun prevalansindaki atéin veya siriler arasi glam farkhligindan
kaynaklanmyg olabilir. Ongoér ve ark (2001)nin daha ik oranda pozitiflik
belirlemeleri bolgesel farklilktan kaynaklanmaktad
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5. SONUC ve ONEHLER

Konya Merkez vellgelerinden temin edilen toplam 86 adet atik koyun
fetusunun 24 tanesinden izole edilBnucella izolatlarinin tir ve biyotiplerinin
belirlenmesi sonucunda, koyun atiklarinddnmelitensish sorumlu oldgu ve en
yaygin gorulen B. melitensis biyotipinin 3. biyotip oldgu ortaya konuldu.
Brusellozis kontrolinde yun bir sekilde kullanilan g swuu B. melitensisRev-1,
Tarkiye'de ilk kez bir atik koyun fetistinden izokildi. Rev 1 & swunun
molekiler tghisinde kullanilan PZR-RFLP yodntemi, konvansiyorigilendirme
testleri ile % 100 uyumlu bulundB. melitensisRev 1 &I swunun identifiye
edilmesinde oldukc¢a hassas ve 0zgul pldue zaman tasarrufu @adigi sonucuna

varildi.

RAPD-PZR yontemi ile 36 saha izolatinin birbirlerinolan genetik
yakinliklari hesaplandi ve ayni kaynaktan koken aaliklari saptandi. Ayni alt
grupta yer alan 10 adet izolatin en yaygin gorigenotip oldgu ve farkli alt
gruplarda yer alan atipik slarin farkli klonlardan kdken algh belirlendi. B.
melitensis Rev-1 &I swunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyegefakat
yontemin  uygulama ve yorumlamasinin  basit @ldu Brusellozis’in

epidemiyolojisinde kullaniimasinin faydagtayaca gorGsune varildi.

Konya’'daB. melitensig bal atik gorilen koyun surtlerinde % 24-81.8 gibi
yuksek oranlarda enfekte hayvan bulufwwe bu yiksek oranin halk @hg1 ve
ulke hayvancifii agisindan tehdit ojturdusu kanisina varildi. Ayrica, Brusellozis
kontrol ve eradikasyon camalarinin aksatiimadan yudritilmesi ve enfeksiyonun
yayginlginin belirlenmesi amaciyla benzer galalarin belirli araliklarla yapilmasi

gerekmektedir.

Ileriki calismalarda, RAPD-PZR ile yaygin olarak tespit edilemgma sahip
bakterilerin antijenik yapilarinin agarilmasina yonelik ¢cagmalar yapilmalidir.
Ulkemizde, surilere ait kayitlar diizenli olarakutotali ve allama programlari

yapilirken bu bilgiler g6z 6ntiinde bulundurulmalidir
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER i ENSTITUSU

Koyun Atiklarindan izole EdilenB. melitensis Suslarinin Random Amplifiye
Polimorfik DNA-PCR (RAPD) Yo6ntemi ile Genetik Analizi

Zeki ARAS
Mikrobiyoloji (VET) Anabilim Dall

DOKTORA TEZ i/ KONYA-2009

Bu calsmada, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi veny@ Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitisii’'ne, 2007-2008 kuzulama dénemindmmya il ve ilce merkezleri ile kdylerinde
bulunan 79 ayri koyun sirisiinden yavru atikayeti ile getirilen 86 adet atik koyun fetusundan
izole edilen 24 adeéB. melitensiswu ile Konya Veteriner Kontrol ve Astirma Enstitlisii'nce, 2006-
2007 kuzulama déneminde Konya boélgesine ait atukofetuslarindan izole edilgil2 adetB.
melitensissusunun konvansiyonel testleri ve biyotiplendirmesipyadi. Sahadan izole edileB.
melitensisswlarinin RAPD yontemi ile DNA parmak izleri belirlerek genotiplendirmeleri ve
birbirlerine olan genetik yakinliklari tespit ediéé& yaygin olarak bulunan genotip belirlendi.
melitensisRev-1 asi sisu da RAPD yontemi ile dgrlendirilip saha sgarinin bant modelleri ile
karsilastirildi. Ayrica, atik materyallerinden izole edil& melitensissaha sglarinin, B. melitensis
Rev-1 a1 swundan kéken alip almagll PZR-RFLP yontemi ile asgarildi. Atik goérilen koyun
surdlerinden kan serumlari toplanarak RBPT, mSAT ikeISA testleri ile dgerlendirilerek

enfeksiyonun yayginh tespit edildi.

Biyotiplendirme sonucunda, 36 tari® melitensisizolatinin 3 tanesinin biyotip 1, 32
tanesinin biyotip 3 ve bir tanesiniB. melitensisRev-1 a1 swsu oldusu belirlendi. Saha izolats.
melitensisRev-1 g1 sisu molekuler olarakda PZR-RFLP y6ntemiyle teyit édiB, 24, 25, 27, 28, 30,
31, 32 ve 34 numaral izolatlarin, penisilin veygohin ve bazik fuksine duyarhlik gdstermeleri
nedeniyle atipik olduklari saptandi. Otuz alti adelatin B. melitensisoldugu, tiir spesifik AMOS-
PZR metodu ile de dwpulandi.

RAPD-PZR metodu kullanilarak, sahaglam ile B. melitensisRev-1 &I swunun DNA
parmakizleri ¢gikarildi ve UPGMA ile NJ dendogramlalusturuldu. Her iki dendogramda dastarin
14 alt gruba ayrilgn ve ayni dgilimlari sergiledikleri gérildi. Konya Bdélgesi'naggiga sebep olan
36 adetB. melitensidgzolatinin ayni kaynaktan kéken almgdsaptandi. Ayni alt grupta yer alan 10
adet izolatin en yaygin gorilen genotip @dwodzlendi. Farkl alt gruplarda yer alan atipiklatn
farkh klonlardan koken aldi belirlendi. Referans slar ile 36 adetB. melitensissaha izolatlar
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arasinda ki genetik benzerlik g#leri, % 50.0'den % 99.9'a kadar gebir aralikta dgihm gosterdi.
B. melitensiRRev-1 g1 sisunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyegidelirlendi.

B. melitensisizole edilen 24 koyun sirisinden elde edilen top&88 adet koyun kan
serumu Orngi, RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile gerlendirildi ve sirasiyla % 41.1, % 37.2 ve %
43.2 pozitiflik belirlendi.

Sonug olarak, Konya Boélgesi'nde atiklara sebep d&@ammelitensissuslarinin RAPD-PZR
yontemi ile farkhlik gosterdii, en ¢ok izole edilen ve tiplendirilen biyotipiridbip 3 oldwu ve gi
swu B. melitensisRev-1'in ilk kez bir atik fetlsten izole edifli ortaya konuldu. RAPD-PZR
yontemin uygulama ve yorumlamasinin basit @ldu Brusellozis'in  epidemiyolojisinde

kullanilmasinin fayda gtayaca kanaatine varildi.

Anahtar Soézcikler: Brucellozis; B. melitensis;B. melitensisRev-1; Genotiplendirme;
RAPD-PZR; PZR-RFLP.
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7. SUMMARY

T.R.
SELCUK UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCE

Genetic Analysis ofB. melitensis Strains Isolated From Aborted Sheep by
Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD) Method

ZEKI ARAS
Department of Microbiology (VET)

THESIS OF DOCTORATE-2009

In this study, by a total of 86 aborted sheep fegusrought from different sheep herds (n=79)
in lambing season 2007-2008 from Konya and itslram@as to Selcuk University Veterinary Faculty
and Konya Veterinary Control and Research Institutembers of 12 and of 2Brucella melitensis
(B.melitensis were isolated and identified by the Faculty amel Research Institute, respectively. The
strains isolated isolated from aborted sheep fetuse Konya Veterinary Contol and Research
Institute in lambing season 2006-2007 were idegdithy conventional tests and biotyping procedures.
DNA fingerprints, genetic relationships and comngenotypes of field isolated d3. melitensis
strains were determined by RAPD methBd melitensidRev-1 vaccine strain was checked by RAPD
method and fingerprint obtained was compared witis¢ of field isolates. In additioB, melitensis
strains isolated from field were evaluated by RRZR to determine origins of them for belonging to
the vaccine strain Rev-1. Serum samples were ¢etlefrom infected sheep herds (n=24) and
evaluated by RBPT, mSAT and iELISA tests in ordedétermine nature of spread of infection.

Of the 36B. melitensigsolates, 3, 32 and 1 were identified as biotypbidtype 3 and.
melitensisRev-1 vaccine strain, respectively. Field isolaBdnelitensisRev-1 vaccine strain was
confirmed by RFLP-PZR. Isolates of 9, 24, 25, 28, 20, 31, 32 and 34 were detected for being
atypical since they were susceptible of penicithn thionin and basic fuschin. A total of 3&

melitensigsolates were confirmed by species specific AMQRP

DNA fingerprints of field isolates anB. melitensisRev-1 vaccine strain were obtained by
RAPD-PZR method and UPGMA and NJ dendograms wezated. Strains were separated similarly
14 subgroups in both dendograms B36nelitensigsolates from Konya region were detected that they
had not from the same source. A number of 10 issliicated in the same subgroup were observed
the most common genotypes. Atypical strains thedtied in different subgroups have different clonal
origin. Levels of genetic similarity between refece strains and field isolates were 50,0-99,9%t Tha

between reference vaccine strdn melitensisRev-1 and field isolate®. melitensisRev-1 was
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88,9%. It was also detected tiBatmelitensidRev-1 vaccine strain cannot be identified by RAPZR
alone, while isolates located the same main groitip Bv melitensidRev-1 can be suspected for being

the vaccine strain.

A total of 588 serum samples collected frBomelitensissolation positive herds (n 24) were
examined by RBPT, mSAT and iELISA tests. Of the 588um samples, 41,1%, 37,2% and 43,2%
were found to be positive by RBPT, mSAT and iELISéspectively.

ConsequentlyB. melitensistrains were isolated in Konya region were foumthé different
by RAPD-PZR.B. melitensishiotype 3 was found the most common biotyBemelitensisRev-1
vaccine strain were isolated from aborted fetusiirkiye for the first time. RAPD-PZR method was
found for being an ease to use and interpretafitiis can be used for studies on epidemiology of
Brucellosis.

Key Words: Brucellosis;B. melitensisB. melitensifkev-1; Genotyping; RAPD-PZR; PZR-
RFLP.
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