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Ozet

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

Anahtar sozciikler: Brucella, sigir, abort, RAPD

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

Summary

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

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

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

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

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

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



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

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

MATERYAL ve METOT

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

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

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

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

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

BULGULAR

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

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

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

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

* PCR ile iglenen izolat sayis.

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

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

kaltiir Srnekleri

g 800 bp

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

cu olugan iiriinlerin agaroz jel elektroferizini takiben elde edilen

temsili bir resim.

Figure 1. Representative agarose gel picture of PCR products from

Brucella isolates.



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

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

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

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

kulttr omeklari

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

TARTISMA ve SONUC

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

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

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

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

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

KAYNAKLAR

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

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

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

(2): 213- 221, 1997.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(9]



14

17

19

20

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

27

28

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

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

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

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

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



