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Ozet

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti'ndeki ¢iftlik hayvanlarinda endemik olarak seyreden

Bruselloz'un etiyolojisinin bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle ile arastirilmasi.
Mehmet Demirpenge
Prof. Dr. Omer Menduh Esendal
Doktora, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Bu doktora tez ¢alismasi, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti genelindeki sigir, koyun
ve ke¢i popiilasyonlarindaki, Bruselloz hastaliginin etiyolojisinin aragtirilmasi
amaciyla yapilmistir. Ciftlik havyalarindan toplanan klinik materyalden, Bruselloza
neden olan etkenler (B. abortus ve B. melitensis) OIE Terrestrial Manuel ve bilimsel
yayinlarda belirtilen bakteriyel ve molekiiler teshis metotlar kullanilarak

arastirilmistr.

Tez calismasinda, Brusella enfeksiyonu tespit edilen sigir, koyun ve kegi
stiriilerinden, siit, vajinal sekret, svab, ve atik fetus gibi materyaller toplanarak, CITA
ve Farrels s1v1 ve kat1 besiyerleri kullanilarak etken izolasyonu yapilmistir. Yapilan
serolojik testlerde seropozitif laktasyondaki ¢iftlik hayvanlarinda (190 sigir, 74
koyun ve 55 keg¢i) alinan toplam 319 ¢ig siit numunesi ve 32 abort fetal numuneden
(5 sigir, 18 koyun ve 9 keg¢i) elde edilen karaciger, dalak ve abomazal icerikli doku

ornekleri analiz edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda 319 siit numunesinin 90'indan (%28.2) ve 32 f6tal numunenin
19’undan (%59.4) geleneksel bakteriyolojik yontemlerle B. melitensis izole edilmis
ve tanimlanmistir. Kiiltiire edilen 109 izolatin tamamu, cins ve tiire 6zgii primerler ile
Real-Time PCR kullanilarak dogrulandi. On tanimlamanin ardindan, cesitli bolge ve
stiriileri temsil eden segilen 27 izolat, geleneksel yontemlerle biyotiplendirme
islemine tabi tutuldu. Biyotiplendirme ¢alismalar1 neticesinde, 20 (%74.1) adet izolat
B. melitensis biyotip 1 ve 7 (%25.9) adet izolat B. melitensis biyotip 3. olarak
tanimlandi. Bruce-ladder multiplex PCR testi, tiim izolatlarin saha suslar1 oldugunu

ortaya ¢ikardi. Bu ¢alismanin sonuglari, KKTC’deki s1gir popiilasyonu da dahil



olmak iizere ¢iftlik hayvanlarinda B. melitensis'in varligini dogrulamistir. Orneklerin
¢ogu seropozitif sigirlardan toplanmis olmasina ragmen, ¢alismada Brucella abortus
izole edilmedi. Calisma sonuglar1 insan sagligini korumak i¢in hayvan
popiilasyonlarinda hastaliga kars1 sik1 kontrol ve eradikasyon stratejilerinin
uygulanmasi ihtiyacini1 vurgulayarak, hayvanlarda brusellozun potansiyel halk sagligi

riskini ortaya ¢ikardi.

Etkenlerin izole edildikleri tiirler, siiriiler ve bolgeler dikkate alinarak; K.K.T.C'deki

Bruselloz'un etiyolojisi hakkinda ayrintili veriler toplanmistir.

Anahtar kelimeler: Brucella spp., Bruce-ladder multipleks-pcr, biyotiplendirme,

s1gir, koyun-kegi
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ABSTRACT

Investigation of the etiology of Brucellosis, which is endemic in farm animals in the
Turkish Republic of Northern Cyprus, by using bacteriological and molecular

methods.

Mehmet Demirpence

Prof. Dr. Omer Menduh Esendal

Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1

The aim of this PhD thesis is investigation of the species level identification and
biotyping of the agent that causes brucellosis in bovine, ovine and caprine
populations in Turkish Republic of Northern Cyprus using bacterial and molecular
methods described in OIE Manual and according last scientific developments.
During the studies samples such as milk, vaginal secretion, swab and abort fetus
tissues were collected from brucellosis infected bovine herds, ovine and caprine

flocks and bacteria were isolated suing FM and CITA culture medias.

A total of 319 raw milk samples obtained from seropositive dairy livestock (190
cattle, 74 sheep and 55 goats) and tissue samples including liver, spleen and
abomasal contents obtained from 32 aborted foetal samples (5 cattle, 18 sheep and 9
goats) were analysed for the presence and characterisation of the agent. B. melitensis
was isolated and identified from 90 (28.2%) out of 319 milk and 19 (59.4%) out of
32 foetal samples by conventional bacteriological methods. Identification of all 109
isolates was confirmed by using Real-Time PCR with genus and species specific
primers. Following preliminary identification, 27 selected isolates representing
various counties and herds were further analysed by conventional methods. Twenty
(74.1%) isolates were identified as B. melitensis biyotip 1 and 7 (25.9%) as B.
melitensis biyotip 3. Bruce-ladder multiplex PCR assay revealed that all isolates
were field strains. Results of the present study confirmed the presence of B.
melitensis in livestock including cattle population in North Cyprus. Even though
majority of samples coming from seropositive cattle, Brucella abortus was not

isolated in the study. The results also revealed the potential public health risk of



VII

brucellosis in livestock emphasizing the need of implementing strict control and
eradication strategies against the disease in animal populations in order to protect

human health.

Detailed information about the spreading of the disease between herds and species

were gained by considering the species, herds and region that agents are isolated.

Brucella spp., Bruce-ladder Multiplex-PCR, Biotyping, cattle, ovine-caprine
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KISALTMALAR

DSM.........ooeiiiin, Dymethyl Sulfoxide
FAO............... Diinya Tarim Orgiitii
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KKTC....oooioi . Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti

OIE......................... Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii
PBS.......o Phosphate Duffered Saline
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XM



BOLUM I
Giris
Bruselloz hem KKTC’de, hem de diger birgok iilkede, hayvanlarda farkli

saglik problemleri ve verim kaybi, insanlarda ise ciddi saglik problemleri yaratan

zoonoz bir hastaliktir.

Bruselloz, basta ¢iftlik hayvanlari olmak iizere ¢esitli hayvan tiirlerini ve diinya
capinda insanlar1 etkileyen, bildirimi zorunlu énemli bir bakteriyel zoonotik
hastaliktir. Hastaliga Brucella genusuna ait bakteriler neden olur. Simdiye kadar, cins
iginde hem genetik ve immiinolojik 6zelliklerine gore tanimlanan 12 adet tiir

bulunmaktadir. (Caine, & dig., 2017; Cvetnic & dig., 2015; De Massis & dig., 2019).

Bununla birlikte, bu tiirlerin her biri bireysel konak tercihleri, patojenite ve
epidemiyolojik 6zelliklerine gore, alt1 klasik Brucella tiirii ve son yirmi yilda daha
yakin zamanda tanimlanmus tiirler olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Alt1 klasik
Brucella tiirleri arasinda, Brucella abortus (7 biyovarli) esas olarak sigirlar1 enfekte
eder; B. melitensis (3 biyovarli) koyun ve kegileri etkiler; B. suis (5 biyovarli)
domuzlar enfekte eder; B. canis kopekleri etkiler; B. ovis 6zellikle koglart etkiler ve
B. neotomae ¢l agac faresini enfekte eder. Ote yandan, daha yakin zamanda
tamimlanan Brucella tiirleri arasinda, tarla faresinden (Microtus arvalis) izole edilen
B. microti; deniz memelilerinden ve foklardan izole izole edilen B. ceti; B.
pinnipedialis; insan meme implant: enfeksiyonundan izole edilen B. inopinata;
Babunlardan izole edilen B. papionis (Papio spp.); ve kizil tilkiden izole edilen B.
vulpis (Vulpes vulpes) bulunmaktadir. (De Massis, & dig., 2019; Ferro, & dig., 2020;
OIE, 2018).

Baslica B. abortus ve B. melitensis'in neden oldugu Bruselloz hayvancilikta, siit
veriminin azalmasi yani sira distik, kisirlik ve diger ilgili iireme bozukluklarinin bir
sonucu olarak biiyiikk ekonomik kayiplara neden olur (Caine, & dig., 2017; Khan &
Zahoor, 2018; Shalaby & dig., 2019). Enfekte hayvanlar, ekonomik etkilere yol
agmanin yani sira, pastorize edilmemis siit, et ve enfekte hayvanlarin yan triinleri
yoluyla ajanlarin insanlar tarafindan alinmasi sonu¢lanan 6nemli bir halk sagligi
sorunu olan insan brusellozunun en yaygin kaynagi olarak kabul edilmektedir (Caine,

& dig.,. 2017; Cvetni¢, & dig., 2015; Khan & Zahoor 2018).



B. abortus ve/veya B. melitensis'in neden oldugu bruselloz, Kuzey ve Orta
Avrupa'daki bazi iilkeler ile Kanada, Japonya, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi
hastaligin eradike edildigi belirli bolgeler disinda, hayvancilikta kiiresel olarak
yaygin bir dagilim gostermektedir (OIE 2018). Hem esas olarak B. abortus'un neden
oldugu s1gir brusellozu hem de B. melitensis'in neden oldugu kiigiikbas ve kegi
brusellozu endemik olma egilimindedir ve Akdeniz havzasindaki en 6nemli zoonotik
enfeksiyonlardan biri olarak kabul edilir (De Massis, & dig., 2019; Khan & Zahoor,
2018; OIE 2018).

Ulkemizde, 65.000 adet sigir ve 350.000 adet kiigiikbas hayvan
bulunmaktadir. Yiritiilen Bruselloz eradikasyon programlari ve uygulanan serolojik
prevalans ¢aligmalari ile hastaligin varlig1 ve yayginligi hakkinda birgok ¢alisma
yapilmis ve birgok veri elde edilmistir. Fakat hastaligin etiyolojisi, tiir ve biyotip

dagilimi hakkinda ¢ok sinirli veri bulunmamaktadir.

Sigir ve Koyun-kegi Brusellozu ile ilgili smirli sayida etken izolasyonu

yapilmis ve B. melitensis varligi tespit edilmistir.



BOLUM 11

Genel Bilgi

Bruselloz

Bruselloz ayn1 zamanda Dalgali Ates (Undulant Fever), Akdeniz Atesi
(Medditerranean fever), Malta Hummasi (Malta Fever) olarak bilinen, direkt ve
indirekt olak hayvan ve hayvansal orijinli gidalardan insanlara bulagsan zoonoz bir

hastaliktir (MJ. Corbel, 2006).

Bruselloz diinya genelinde saglik, hayvansal orijinili gida, veteriner halk
sagligi ve ekonomik etkileri olan en yaygin bakteriyel zoonotik hastaliktir. Gelismis
ilkelerde hastalik genis bilgi birikimine sahip olunmasi ve hastaligin kontroliinde
ilerlemeler saglanmasina ragmen, Bruselloz halen Latin Amerika, Akdeniz ve Orta
Dogu iilkelerinde endemik olarak seyretmektedir. Bruselloz Orta Dogu Ulkeleri ve
Tiirkiye i¢in ciddi bir problem olarak durmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
her y1l yaril milyon yeni insan Brusellozu vakasi bildirilmektedir (MJ Vorbel, 2006;
Siiheyla ve ark, 2009; Z Yumruk & David O’Callaghan, 2011).

Klasik Bruselloz tiirleri arasinda, 6zelliikle kiigiikbas hayvanlar1 ve sigirlar
etkileyen, B. melitensis ve B. abortus diinya genelinde 6nemli zoonozlardir. Diinya
genelinde en yaygin insan brusellozu sebebi olarak B. melitensis gosterilmektedir.
Ciflik hayvanlarindaki bruselloz diisiik gelir seviyesindeki, hassas ekonomiye sahip
ozellikle Orta Dogu tilkelerinde ciddi sosyoekonomik etkilere sahiptir. Insan
Brusellozunun endemik oldugu Suriye, Irak, Suudi Arabistan, Tiirkiye ve Iran gibi
Orta Dogu iilkeleri diinyanin en yiiksek hastalik incsidens oranina sahiptir (Ramin
Bagheri Nejad & dig., 2020).

Bruselloz Etiyolojisi

Bruselloz, insanlara da bulasabilen zoonotik karakterde, yliksek morbidite ile
seyreden ve Omiir boyu kisirliga neden olabilen en yaygin bulagkan hastaliklardan
biridir. Hastalik Brusella genusuna ait Gram negatif, acrob ve fakiiltatif hiicre i¢i

bulunana kokobasil bakteriler tarafindan meydana gelmektedir (Zahoor Khan, 2018).



Hastalik ilk kez Bruce tarafindan 1887 yilinda tanimlanmistir ve B.
melitensis, B. abortus, B. suis ve B. canis insanlar1 ve ¢iftlik hayvanlarini etkileyen
temel tiirlerdir (Matthew P. Rubach, & dig., 2013).

Brusella kiigtik, hareketsiz, Gram negatif, kokobasil, 0,5-0,7um genisliginde,
0,6-1,5 pm uzunlugunda, kapsiilsiiz, sporsuz ve flegallasiz bakterilere verilen genel
isimdir. Bakteriler genelde tekli, daha az siklikta ikili, kisa zincirler ve kiimeler
halinde gozlenirler. Brusella genusuna ait bakteriler aerobiktir fakat baz tiirlere ait
stislarin 6zelliikle ilk tiremelerinde %5-10 CO; ortamda kiiltiire edilmeleri
iiremelerini destekler. Uremeleri i¢in multiple amino asitler, tiamin, nikotinamid,
biotin ve magnezyum igeren kompleks besinlere ihtiyaglar1 vardir. Bazi suslarinin
tiremesi i¢in serum ve hemin (X faktor) ve nikotinamid-adenin (V faktor) gibi

biiyiime faktdrlerine ihtiya¢ duyarlar (Joint FAO, 1986%).

Brusellaya benzeyen bakteriler Roman déneminden kalma karbonlagmig
peynir igerisinde tespit edilmistir. Hastalik Akdeniz bolgesinde askeri kamplar ile
iliskilendirilmis ve Sir David Bruce, Hughes ve Zammit tarafindan ayrintili olarak
aragtirllmistir. Klasik olarak Brusella taksonomik olarak a-protebacteria sinifa ait alti
adet tiir (Brucella: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, and B.
neotomae) ve alt biyotipleri olarak siniflandirilir. (Zahoor Khan, 2018; Christopher,
2010).

Farkl1 tiir hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda yeni Brusella genusuna ait
yeni tiirler belirlenmistir. Deniz memelilerinden 1990 yillardan itibaren Brusellaya
benzeyen bakteriler izole edilmektedir. Yiiriitiilen taksonomi ¢aligmalari ile balina,
yunus ve musurgiller (liman yunusgiller) familyalarina ait deniz memelilerinde izole
edilen bakteriler; Brucella ceti sp. nov. ve fok tiirlerinden izole edilen bakteriler;

Brucella pinnipedialis sp. nov. olarak tanimlanmistir (Foster, & dig.,, 2007).

Cek Cumbhuriyeti’nde 2001 yilinda, tarla farelerinden (Microtus arvalis) izole
edilen iki adet bakteri susu yapila filogenetik ¢alismalar ile Brusella genusu ile

iligkilendirilmis ve B. microti sp. nov. olarak isimlendirilmistir (Holger, 2008).

! Joint FAO/Who Expert Committeee on Brucellosis, Sixth Report, World Helath Organization,
Geneva 1986.



Bir kadina ait meme implantindan izole edilen bakteri Brucella inopinata sp.
nov. (Scholz, 2010) ve bir banbundan izole edilen sus Brucella papionis sp. nov
isimlendirilerek, Brusella genusuna ait yeni tiirler olarak tanimlanmistir (Adrian,

2014).

Sosyo-ekonomik bir noktadan ¢ikisla, B. melitensis, B. abortus, B. suis, ve B.
ovis genellikle keg¢i, s1igir, koyun ve domuzlari enfekte eden ve hayvanlarin
veriminde azalmaya sebep olmasina ek olarak, ilk ii¢ tiir insanlarda Brusellozdan

sorumlu olan ana tiirlerdir. (Miguel, & dig.,., 2011)

Kec¢i-koyun Brusellozu’nun esas etkeni, B. melitensis (biyotip 1, 2 veya
3)’dir. Koyun ve kegilerde, nadir de olsa, dogal enfeksiyon olarak, B. abortus’un
neden oldugu sporadik vakalar da gézlenmistir. B. melitensis, Akdeniz bolgesinde
endemik olmasina ragmen, enfeksiyon tiim diinyaya yayilmistir. Kuzey Amerika
(Meksika diginda), Kuzey ve Orta Avrupa, Giiney Dogu Asya, Avusturalya ve Yeni
Zelanda’nin etkenlerden ari oldugu bildirilmektedir. (OIE, 2018)

Sigir Bruselloz'u genellikle B. abortus, daha az siklikla B. melitensis ve bazen
B. suis tarafindan kaynaklanmaktadir. Enfeksiyon diinyaya yayilmistir. Kuzey ve
Orta Avrupa, Kanada, Japonya, Avusturalya ve Yeni Zellanda gibi bazi iilkelerin,

etkenden ari oldugunu bildirilmistir (OIE, 2018).

Klinik olarak hastalik, diisiik (abort), sonun atilmamasi, orsitis, epididimitis,
ve nadir olarak artritis gibi semptomlarin bir veya birden fazlasinin goriilmesi ve
etkenlerin siit ve uterus akintilariyla sagilmasi ile karakterizedir. Teshis, Brusella
etkenlerinin abort fotal materyallerinden, meme dokusu sekretlerinden ve otopsi
sonrasi alinan dokulardan izolasyonu ile gerceklestirilir. Brusella enfeksiyonunun
muhtemel tanisi, spesifik hiicresel yanit veya Brusella antijenlerinin, serolojik

yanittyla yapilabilir (OIE, 2108).

B. melitensis, Malta atesine sebep olan ve insanlar i¢in yiiksek oranda
patojenik, diinyadaki en ciddi zoonoz hastaliklardan biridir. Bu nedenle, tiim enfekte
dokular, kiiltiirler ve potansiyel olarak kirlenmis malzemeler, uygun giivenlik

onlemleri alinarak elimine edilmelidir (OIE, 2018).



Kibris’ta Bruselloz’un Varhgi

Arsiv kayitlarina gore Bruselloz (B. abortus) adaya ilk kez ingiltere’den ithal
edilen siitcii inekler ile birlikte gelmistir. Alinan tiim karantina 6nlemlerine ragmen
hastalik Atalasa devlet siirlisiinden, yerel siiriilere bulagmistir. Serum aglutinasyon
testi temelli yiiriitiilen eradikasyon ¢alismalari neticesinde, adaya gelen B. abortus
kaynakl1 Sigir Brusellozu 1932 yilinda eradike edilmistir (Annual Report, 19807,
Yilik, 1985%).

Adaya B. melitensis’in ilk kez gelisi, 1930 yilinda Malta’dan ithal edilen
kecilerle olmustur ve hastalik yerel siirtilere bulagsmadan eradike edilmistir.
Belirlenen son tastyici 1932 yilinda tespit edilmistir ve baska vaka tespit
edilmemistir ve hastaligin yerel siiriilere bulastigina dair herhangi bir kanit
bulunamamustir ve hastaligin erdike edildigi kabul edilmistir (Annual Report, 1980%;
Yilik, 1985°).

Yaklasik 30 y1l boyunca Bruselloz tespit edilmemistir ve adanin hastaliktan
ari oldugu diistintilmektedir. 1960 yilinda abort yapan bir sigirin kan ve siit
orneklerinde Bruselloz antikorlari tespit edilmis fakat bakteriyel calismalarla bakteri
izolasyonu ve teshis yapilamamistir. Yapilan ¢caligmlarda 1966 yilinda diisiik yapan
bir ke¢i’den Brusella genusuna ait bakteriler izole edilmis fakat 1970 yilina kadar
teshis edilememistir. Ayn1 bolgede bulunan iki koyundan 1970 yilinda izole edilen
bakteriler B. melitensis olarak tanimlanmistir. Hastaligin 1960 yillarda Suriye’den
ithal edilen Damasco 1rk1 kegiler ile getirildigi diisiinilmektedir. Pilot olarak 1970
yilinda yapilan sorvey ¢alismasinda yerel siiriilerin %1’den azinda Bruselloz (B.

melitensis) tespit edilmistir (Annual Report, 1980%).

Yetmisli yillarda sigirlarda yapilan serolojik testlerde Bruselloz varligi ortaya
konmustur ve 1969 yilinda bir sigir plasentasindan izole edilen sus B. abortus biyotip
5 olarak tanimlanmustir. Fakat yapilan ileri ¢alismalarda bolgedeki diger sigir

stirtilerinden elde edilen izolatlar B. melitensis biyotip 1 olarak tanimlanmuistir.

2 Rebublic of Cyprus Ministry of Agriculture and Natural Resources Annual Report of the Department
of Veterinary Services for the Year 1980.
8 K.K.T.C Tarim ve Orman Bakanligi, Veteriner Dairesi, 1985 Yillig1.



Adadaki sigirlarda enfeksiyon yapan tiiriin B. melitensis oldugu kabul edilmistir
(Annual Report, 1980%).

Adada yasanan politik problemler 1s1ginda 20 Temmuz 1974 ’te ada iki
bolgeye ayrilmistir ve bu tarihten itibaren adadaki ¢iftlik hayvanlar1 da iki ayri
popiilasyon olarak konumlanmustir. Iki popiilasyon arasinda ¢ok az yasal olmayan

canli hayvan hareketi disinda herhangi bir temas bulunmamaktadir.

Uygulanan uzun soluklu eradikasyon projeleri ile adanin giineyinde bulunan
Kibris Cumhuriyeti 2013 yilinda brusellozdan ari oldugunu deklere etmistir
(Brucellosis Programs in Cyprus-2012, 2013°).

Kibris Cumhuriyeti, Avrupa Birligi Komisyon’u 2015/129 nolu karar
(Official Journal of the European Union, 26 Ocak 2015, 2015/129) ile koyun kegi
Brusellozu ve 2017/1910 nolu karar (Official Journal of the European Union, 17
Ekim 2017, 2017/1910) ile Sigir Brusellozu yoniinden tilkesel ari saglik statiisii

kazanmustir.

K.K.T.C.’deki sigir koyun ve keci popiilasyonu lizerinde 1970 yilindan bu
yana Brusellozun etiyolojisi hakkinda ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Sigir atik
numunelerinden 1981 yilinda izole edilen bir brusella izolat1 Pendik Veteriner
Arastirma Laboratuvarinda test edilerek B. melitensis tip | olarak tanimlanmustir
(Yilik 1985°%). Veteriner Dairesi Bakteriyoloji Laboratuvar 2011 yilindan itibaren
Brusellozun etken izolasyon ve identifikasyon galigmalarina tekrar baglamis ve elde

edilen veriler bu tez ile yaymlanmustir.

4 Rebublic of Cyprus Ministry of Agriculture and Natural Resources Annual Report of the Department
of Veterinary Services for the Year 1980.

5 Brucellosis Programs in Cyprus-2012, SCOFCAH May 2013,
https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/animals/docs/reg-
com_ahw_20130507_pres_brucellosis_cyprus.pdf, Erigim tarihi: 20.11.2020).

® K.K.T.C Tarim ve Orman Bakanligi, Veteriner Dairesi, 1985 Yillig1.



K.K.T.C.’deki Brusellozun Giincel Yayginhg:

K.K.T.C.”de endemik olarak seyreden Brusellozun eradikasyonu i¢in yillardir
miicadele ve eradikasyon programlari uygulanmaktir. Avrupa Birligi mali ve teknik
destegi ile 2015 yilindan itibaren siirdiiriilen Hayvan Hastaliklar1 Eradikasyonu
kapsaminda; 2016-2017 yillar1 arasinda uygulanan K.K.T.C. Sigir Brusellozis izleme
ve Kontrol Programi’ ve K.K.T.C. Koyun ve Keci Eradikasyon Brusellosiz izleme ve
Kontrol Programlari® uygulanmustir. Bireylerden alinan kan serumlar1 Rose Bengal
Pleyt Test (RBPT) ve ELISA testlerine tabi tutulmus ve pozitif birey ve siiriiler

belirlenmistir.

K.K.T.C.’deki koyun-kegi popiilasyonundan 3 699 adet siirtiden (siirii
kapsami %95,16) toplanan 266 581 (bireysel kapsam % 97) test edilmesi ile siirii
prevalansi %10,2 ve bireysel prevalans ise % 1,5 olarak belirlenmistir (14). Sigir
stiriilerinin 768 adetinden (siirii kapsami %77,26) toplanan 38 926 (bireysel kapsam
%84,10) test edilmesi ile siirii prevalansi %10,2 ve bireysel prevalans ise % 1,5
olarak belirlenmistir (S1g1r Brusellozis izleme ve Kontrol Programi®, K.K.T.C.

Koyun ve Kegi Eradikasyon Brusellosiz izleme ve Kontrol Programlar1®).

Tablol
K.K.T.C. Bruselloz Yayginligi 2017 Verileri

Hayvan Siirii Birey Test Pozitif ~ Test Pozitif Stirti Bireysel
Nevi Sayist Sayisi Edilen Stirii Edilen Birey Preva- Preva-

Siirii Birey lans1 lans
Sigir 994 46 284 768 78 38 926 491 %10,2 %1,5
Koyun

Keci 3887 274260 3699 377 266 581 4039 %10,2 %1,5

TKKT.C Sigir Brusellozis Izleme ve Kontrol Programi
(http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%202%20SIGIR%20BRUSELL OSIZ%2
OKONTROL%20PROGRAMI%?20-.pdf?ver=2018-04-05-143730-990, Erisim tarihi: 20.11.2020)

8K KT.C Koyun ve Kegi Eradikasyon Brusellosiz izleme ve Kontrol Programi
(http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB %20KP%203%20KOY UN%20VE%20KE%C3
%87%C4%B0%20BRUSELLOS%C4%B0Z2%20KONTROL%20PROGRAMI.pdf?ver=2018-04-09-
114304-850, Erisim tarihi: 20.11.20)



http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%202%20SIGIR%20BRUSELLOSIZ%20KONTROL%20PROGRAMI%20-.pdf?ver=2018-04-05-143730-990
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%202%20SIGIR%20BRUSELLOSIZ%20KONTROL%20PROGRAMI%20-.pdf?ver=2018-04-05-143730-990
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%203%20KOYUN%20VE%20KE%C3%87%C4%B0%20BRUSELLOS%C4%B0Z%20KONTROL%20PROGRAMI.pdf?ver=2018-04-09-114304-850
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%203%20KOYUN%20VE%20KE%C3%87%C4%B0%20BRUSELLOS%C4%B0Z%20KONTROL%20PROGRAMI.pdf?ver=2018-04-09-114304-850
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/VDM%20HASB%20KP%203%20KOYUN%20VE%20KE%C3%87%C4%B0%20BRUSELLOS%C4%B0Z%20KONTROL%20PROGRAMI.pdf?ver=2018-04-09-114304-850

Enfekte siislerde serolojik olarak pozitif belirlenen hayvanlarin kesimi ile
eradikasyon ¢alismalar siirdiirtilmiistiir. Hayvan Hastaliklar1 Eradikasyon Programi
cergevesinde uygulanan 2. Tur ¢alismalari (2018-2019) sonucunda Sigirlardaki
brusellozun siirii prevalansinin %8,29 ve bireysel prevalansin % 1,34 olarak
belirlenmistir. Koyun kegilerdeki siirii prevalansinin % 6,17 ve bireysel prevalansi
% 1,17 distigii tespit edilmistir (KKTC’de Brusellozun Ortadan Kaldirilmasina
Yénelik Kaydedilen flerlemeler®)

Tablo 2

K.K.T.C Bruselloz Yayginlig1 2019 Verileri

Hayvan  Siirii Birey Test Pozitif Test Pozitif Stirii Bireysel
Nevi Sayisi Sayisi Edilen Stirii Edilen Birey Preva- Preva-

Stirii Birey lans1 lans
Sigir 764 39377 712 59 38876 520 %8,29 %1,34
Koyun

3772 259503 3744 231 258099 3014 %6,17 %1,17
Keg¢i

Devam eden Bruselloz eradikasyon ¢alismlar1 sonucu 3. Tur sorvey
uygulamasi Aralik 2020°de tamamlanmistir. Bu ¢alisma neticeisnde sigirlardaki siirii
prevalansinin % 5.82 ve koyun ke¢i populasyonundaki siirii prevasansinin % 5.09
diistiigli kaydedilmistir. Yillara gore siirii koyun ke¢i ve sigir populasyonundaki siirii

prevalansindaki degisimi Sekil X ve Sekil Y 2de verilistir.

9 KKTC’de Brusellozun Ortadan Kaldirilmasma Yéonelik Kaydedilen Ilerlemeler,
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Brusellozun%20ortadan%20kaldrimasna%20yonelik%20kaydedile
n%z20ilerlemeler%20(2016-2019%20donemi)%2028 02_2020_1.pdf?ver=2020-11-20-104600-897,
Erigim tarihi: 20.11.2020)



http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Brusellozun%20ortadan%20kaldrlmasna%20yonelik%20kaydedilen%20ilerlemeler%20(2016-2019%20donemi)%2028_02_2020_1.pdf?ver=2020-11-20-104600-897
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Brusellozun%20ortadan%20kaldrlmasna%20yonelik%20kaydedilen%20ilerlemeler%20(2016-2019%20donemi)%2028_02_2020_1.pdf?ver=2020-11-20-104600-897
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http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813

11

Sekil 2
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http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813
http://veteriner.gov.ct.tr/Portals/95/Y%C4%B1ll%C4%B1k%20Faaliyet%20Raporlar%C4%B1/Veteriner%20Dairesi%202021%20Yl%20Faaliyet%20%20Raporu%2015_03_2022.pdf?ver=2022-03-22-114541-813
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K.K.T.C.’deki Brusellozun insanlardaki Durumu

KKTC’deki ¢iftlik hayvanlarinda Bruselloz endemik olarak seyretmesine
ragmen insanlardaki Bruselloz’un seyri konusunda ¢ok sinirli bilimsel bilgi
yayimlanmustir. Insan Brusellozuna iliskin Ozdogag vd. (2018) tarafindan farklh
serolojik testler kullanilarak, veteriner hekimler, kasaplar ve hayvan yetistiricilerinin
de dahil oldugu bilimsel ¢alismada sero-pozitif oran1 % 3.1, % 6.5 olarak

belirlenmistir.

KKTC Saglik Bakanligi tarafindan yaymlanan bildirimi zorunlu hastalik
istatistiklerine gore, yilda sadece birkag insan bruselloz vakasi (2014 yilinda 3 vaka;
2015'te 6; 2017'de 5; 2019'da 4) bildirilmistir. Son genel niifus sayimina gore, KKTC
niifusii 286.257 kisi olarak tahmin edilmistir®2.

12 https://saglik.gov.ct.tr/ONLINE-
H%C4%B0ZMETLER/%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0K%C4%B0-
B%C4%B0LG%C4%B0LER/%C4%B0HBARI-ZORUNLU-HASTALIKLAR-
%C4%BOSTAT%C4%B0ST%C4%BOKLER%C4%B0 (Erisim: 05.03.22)



https://saglik.gov.ct.tr/ONLINE-H%C4%B0ZMETLER/%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0K%C4%B0-B%C4%B0LG%C4%B0LER/%C4%B0HBARI-ZORUNLU-HASTALIKLAR-%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0KLER%C4%B0
https://saglik.gov.ct.tr/ONLINE-H%C4%B0ZMETLER/%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0K%C4%B0-B%C4%B0LG%C4%B0LER/%C4%B0HBARI-ZORUNLU-HASTALIKLAR-%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0KLER%C4%B0
https://saglik.gov.ct.tr/ONLINE-H%C4%B0ZMETLER/%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0K%C4%B0-B%C4%B0LG%C4%B0LER/%C4%B0HBARI-ZORUNLU-HASTALIKLAR-%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0KLER%C4%B0
https://saglik.gov.ct.tr/ONLINE-H%C4%B0ZMETLER/%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0K%C4%B0-B%C4%B0LG%C4%B0LER/%C4%B0HBARI-ZORUNLU-HASTALIKLAR-%C4%B0STAT%C4%B0ST%C4%B0KLER%C4%B0
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BOLUM 111

Yontem

Numunelerin Toplanmasi

Brusellozun bakteriyolojik teshisi icin tercih edilen en degerli klinik 6rnekler
atik yavru organ ve dokularidir. Ayn1 sekilde atik yapmis hayvandan alinacak siit ve
vajinal svablar dnemli klinik materyallerdir (OIE, 2018). Veteriner Dairesi
Bakteriyoloji laboratuvarina tireticiler tarafindan getirilen abort numunelerinin
karaciger, dalak ve fotal mide igerigi numune olarak kullanildi. Yine bruselloz
yoniinden pozitif olarak tespit edilen sagmal sigir, koyun ve kecilerden aseptik
kosullarda siit numuneleri toplandi. Yeni abort yapmis hayvanlardan vajinal svab

numuneleri toplanda.

Numuneler toplanirken temel hijyen kurallari, kisisel bulagsmay1 dnleyecek
bireysel biyogiivenlik 6nlemleri ve ¢iftlikler arasi bulasmay1 6nleyecek gerekli

biyogiivenlik tedbirleri alindi.

Her numune, alim tarihi, koy, siirii, ¢iftlik konumu, isletmem sahibi, hayvan
ve numune tiiriine ait ayrintili bilgilerin icerdigi sekilde bireysel olarak

etiketlendirildi. Numunelere iliskin ayrintili kayitlar tutuldu.

Dokular

Numuneler, aseptik olarak, steril aletlerle ¢ikarildi. Doku numuneleri, kati
besiyeri iizerine inokule edilmeden once, yag gibi dis materyaller uzaklastirilarak
hazirlanir, kiiglik pargalara boliindii (OIE, 2018). Karaciger ve dalak gibi kat1 dokular
pastor pipet yardimi ile aseptik olarak numuneler alinarak kati besiyerlerine
pasajlandi. Fotal mide icerigi veya karin igi sivilar ise steril svab kullanilarak kati

besiyerlerine aktarild.

Siit

Siit numuneleri, tiim memenin yikanip, kurutulmasi ve meme baslarinin
dezenfekte edilmesinden sonra dikkatlice toplandi. Siit numunelerinin her meme
lobundan siit 6rnegi igerecek sekilde ve her meme lobundan 10-20 ml siit alindi. 11k

stit sagilip, atildiktan sonra, siit direkt olarak, steril sigeler icerisine sagildi. Siitiin
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sagimci elleriyle temas etmesinden kaginildi. Siit, aerosol yolla personeli kontamine
etmesinden kaginarak santrifiij edilmeli ve tortu ve krema kat1 besiyerine, ayr1 ayri
veya karigtirilarak inokule edildi. Eger Brusella toplu siit 6rneklerinde saptanmus ise,
bunlarda Brusella etken sayis1 genellikle az oldugundan, bu tiir numunelerden

izolasyon sansi ¢ok az olmaktadir (OIE, 2018).

Serolojik olarak Brusellozdan pozitif olarak belirlenen laktosyondaki sigir,
koyun ve kegilerden yukarida belirtilenlere uygun olarak siit numuneleri toplandi.
Numuneler soguk zincir kosullarini koruyarak en kisa siirede laboratuvar ulastirildi.
Numunelerin bir kismi1 direkt olarak ¢aligilmis bir kismu ise -18 °C derecede

dondurularak ekim yapilana kadar muhafaza edildi.

Siit numuneleri Farrels ve CITA formulasyonunda hazirlanan sivi besi
yerlerine inkiibe edildi. Zenginlestirile besiyerinde drnekler % 5-10 CO igeren
etiivde, 37 °C derecede alt1 haftaya kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince katt
selektif besiyerine haftalik alt pasajlar yapildi. Alt1 hafta boyunca iireme goriilmeyen

ornekler negatif olarak degerlendirildi.

Toplanan numune sayist

Veteriner Dairesi tarafindan yiiriitilen Hayvan Hastaliklar1 Eradikasyon
Projesi kapsaminda bruselloz yoniinden pozitif olarak belirlenen; 11 sigir, 7 koyun
ve 5 kegi siiriistinden; 180 bireye ait, 319 adet siit numunesi ve 5 adet vajinal svab
numunesi toplandi. Veteriner Dairesi Bakteriyoloji Laboratuvarina analiz igin
getirilen 20 adet stirtiden, 27 adet bireye ait, 32 adet fetiis numunesi Bruselloz
yoniinden kiiltiir caligmalarinda kullanildi. Arastirma siiresi boyunca toplanan

numene sayilar1 Tablo 3.’te 6zetlenmistir.

Labortuvardaki is yogunluguna ve toplanan 6rnek sayisina bagl olrak
numunelerin bir kism1 alindig1 anda kiiltiir ¢alismalarina tabi tutuldu. Bir kismi ise -

18°C’de dondurularak kiiltiir ¢alismalar1 yapilana kadar muhafaza edildi.
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Tablo 3

Toplanan Numuneler

Siit Numunesi Fetiis Numunesi
Nevi Siirti Birey =~ Numune Siirti Birey Fetiis
Sigir 11 104 190 5 5 5
Koyun 7 47 74 10 15 18
Keci 5 29 55 5 7 9
Toplam 23 180 319 20 27 32

Etken izolasyonu

Bakteri Morfolojisinin ve Boyanma Ozellikleri

Brusella etkenleri, kokobasil veya kisa ¢comak seklinde ve 0.6-1.5 um
uzunluk ve 0.5-0.7 um kalinlik boyutlarindadirlar. Etkenler genellikle tekli, daha az
siklikta ciftler halinde veya kii¢iik gruplar halinde bulunurlar. Eskimis kiiltiirler
disinda, Brusella etkenlerinin morfolojileri oldukga sabittir. Eski kiiltiirlerde
polimorfik olarak gozlenebilirler. Gram negatif ve genellikle bipolorite gdstermeden
boyanan Brusella etkenleri, hareketsiz, sporsuz, flagellasiz ve pilusuzdur; kapsiil

olusturmazlar. (OIE, 2018; FAO 1986)

Brusella etkenleri, tam olarak asid-fast degildirler fakat zayif asitlerle
dekolarizasyona dayaniklidirlar ve Ziehl-Neelsen boya yontemini modifikasyonu
olan Stamp metoduyla kirmizi olarak boyanirlar. Organlardan veya biyolojik
stvilardan hazirlanan preparatlarin muayenesinde genellikle uygulanan bu yontemde,
oncelikle 1s1 veya etanol ile sabitleme (fikzasyon) yapilir. Bu yontemle Brusella

etkenleri, mavi zemin tizerinde kirmizi olarak boyanir. (OIE, 2018; FAO 1986)

Brusella etkenlerinin morfolojisine sahip, hiicre i¢i, zayif asit-fast veya

immuno-spesifik boyanan organizmalar, Brusellosiz olasi tanisi i¢in kanittir. Ancak
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bu metotlar, Brusella etkenlerinin az sayida oldugu ve degerlendirmeye yag
damlaciklarin varliginin mani oldugu siit ve siit tiriinleri gibi, 6rneklerde diistik
duyarliliga sahiptir. Stamp boyama yonteminde pozitif sonuglar1 degerlendirirken,
dikkatli olunmalidir. Ciinkii bu yontemle, aborta sebep olan diger organizmalarin
[(6rnegin; Chlamydophila abortus (eskiden Chlamydia psittaci) veya Coxiella
burnetii)] Brusella etkenlerinden ayrimi zordur. Bu nedenle; hem pozitif, hem de

negatif sonuglar, kiiltiir yapilarak dogrulanmalidir. (OIE, 2018; FAO, 1986)

Klasik Bakteriyolojik Kiiltiir Calismalart

Temel Besiyeleri

Brusella etkenlerinin direk izolasyonu ve kiiltiirii i¢in kat1 besi yerleri
kullanilmaktadir. Genis bir yelpazede, ticari temel besiyerleri mevcuttur. Or:
‘Brucella medium base’, ‘tryptose (or trypticase)—soy agar (TSA)’ gibi. B. abortus
biyotip 2 gibi bazi suslarin gelisimi i¢in, %2-5 oraninda, sigir veya at serumu
eklenmesi gereklidir. Bir¢ok laboratuar, sistematik olarak, temel besi yerlerine,
‘blood agar base’ (Oxoid) veya ‘Columbia agar’ (BioMérieux) serum eklemekte ve
iyi sonuglar almaktadirlar. Serum-dekstroz agar (SDA) veya gliserol dekstroz agar
(GDA) gibi besi yerleri, basariyla kullanilir. GDA genellikle, koloni morfolojisinin
g6zlenmesi igin kullanilir (OIE, 2018).

Selektif Besiyerleri

Yukarida belirtilen tiim temel besi yerleri, selektif besi yeri hazirlanmasinda
kullanilabilir. Brusella etkenleri disindaki organizmalarin {iremesini baskilamak i¢in
uygun antibiyotikler eklenir. En yaygin kullanilan selektif besi yeri, “Farrell’s
medium”dur. Farrell’s medium, temel besiyerine, alt1 antibiyotik katilmasi ile
hazirlanan bir besiyeridir. Bir litre agara belirtilen miktarlarda bu antibiyotikler
eklenir; polymyxin B sulphate (5000 units = 5 mg); bacitracin (25,000 units = 25
mg); natamycin (50 mg); nalidixic acid (5 mg); nystatin (100,000 units); vancomycin
(20 mg). Ticari olarak toz halde bu saplement mevcuttur (Oxoid SRO083A) (OIE,
2018).
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Fakat ‘Farrell’s medium’da kullanilan ‘nalidilixic asit’ ve ‘bacitracin’
konsantrasyonlar1 bazi B. abortus ve B. melitensis suslar1 iizerinde inhibe edici etkiye
sahiptir. Bu nedenle, ‘Farrel’s medium’ ve modifiye edilmis ‘Thayer-Martin
medium’un birlikte kullanimu, kiiltiir duyarligmi énemli élgiide artirir. Ozetle,
modifiye edilmis ‘Thayer-Martin medium’ belirtilen sekilde hazirlanabilinir; ‘GC
medium base’ (38 g/litre; Biolife Laboratories, Milan, Italya) haemoglobin (10
g/litre; Difco ilave edilerek) ve colistin methanesulphonate (7.5 mg/litre),
vancomycin (3 mg/litre), nitrofurantoin (10 mg/litre), nystatin (100,000 International
Units [IU]/litre =17.7 mg) ve amphotericin B (2.5 mg/litre) (tiim iriinler; Sigma
Chemical, St Louis, United States of America [USA]). B. melitensis’in aksine, birkag
B. abortus susunun iiremesi, %5-10 CO, atmosferik ortamina baghidir (OIE, 2018).

Brucella etkenlerinin izolasyonunda CITA isimli yeni bir besiyeri
formulasyonu belirlendi. Besiyeri kanli agar tlizerine %5 steril buzagi serumu ve
vancomycin (20 mg/litre), colistin methanesulfonate (7.5 mg/litre), nitrofurantoin (10
mg/litre), nystatin (100,000 International Units [1U)]/litre), and amphotericin B (4
mg/litre) eklenerek hazirland1 (De Miguel, & dig., 2011).

CITA besiyeri antibiyotik karigimi belirtildigi gibi hazirlandi. Yukarida
belirtilen miktarlarda; vancomycin, colistin ve nystatin 50 ml steril bir kap igerisine
konur ve 10 ml 1:1 oraninda saf metanol ve steril su soliisyonu iginde ¢oziildii.
Nitrofurantoin steril bir tiip igene konur ve 1 ml of 0.1 M NaOH soliisyonu igerisinde
¢ozdiiriildi. Kullanmadan 6nce 0.22 pum filtreden gegirilerek sterilize edildi. Son
olarak 10 mg amphotericin B, 1 ml dimethyl sulphoxide igerisinde ¢6ziiliir ve {izerine
9 ml steril phosphate-buffered saline (PBS) (pH=7.2 + 0.2). Amphotericin B final
konsantrasyonu 1 mg/ml oldugundan 1 1t besiyeri i¢in 4 ml soliisyon kullanild:.
Hazirlanan amphotericin B 5°C + 3°C birkag giin muhafaza edilerek tekrar kullanildi
(OIE, 2 018).

CITA besiyeri numuneler ilizerinde bulunan kontaminant bakterileri inhibe
ederken, tiim Brusella tiirlerinin mTM ve Farrell’s besiyerlerine gore daha iyi
tiremelerini saglar. Saha numunelerinde Brusella tiirlerinin izolasyonu i¢in FM ve
CITA besiyerlerinin birlikte kullanilmast maksimum teshis duyarlilig1 saglamaktadir

(De Miguel ve ark. 2011).
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Etken sayisinin, abort materyallerinden daha diisiik oldugu siit, kolostrum ve
bazi doku gibi drnekler i¢in zenginlestirme tavsiye edilir. Siit s6z konusu oldugunda,
santrifiij yapilarak hem krema hem de tortudan kiiltiir yapilmasi basariy1 artirir. Bu
durumda, aerosol bulagsmadan kaginmak i¢in siki giivenlik 6nlemlerinin uygulanmasi
gerekmektedir. Pratik olarak siit kiiltiirlerinde teshis duyarliligini artmak i¢in, her
meme lobundan alinan 0,5 ml siit numunesinin FM ve CITA besi yerlerine birlikte

kiiltiirii ile saglanabilir (OIE, 2018).

Zenginlestirme s1v1 besiyerleri, ‘serum-dextrose broth’, ‘tryptose broth (veya
trypticase)—soy broth (TSA)’ veya ‘Brucella broth’ en azindan ‘amphotericin B (1
ng/ml)’, ve ‘vancomycin (20 pg/ml)’ (final konsantrasyonda), katilarak
hazirlanabilinir. Zenginlestirme besi yerleri, 37°C’de, %5-10 (v-v) CO2 igeren
ortamlarda, alt1 haftaya kadar inkiibe edilmeli ve her hafta selektif kat1 bir besiyerine

subkiiltiir yapilmahdir (OIE, 2018).

Uygun bir kat1 besiyeri iizerinde, 2-3 giin inkiibasyon periyotundan sonra,
Brusella kolonileri goriintir. D6rt giinliik inkiibasyon sonrasi, Brusella kolonileri,
yuvarlak,1-2 mm ¢apinda ve diizgiin kenarli olur. Koloniler, giin 15181 altindaki
saydam besiyeri iizerinde, yar1 saydam ve soluk bal renginde gériiniir. Ustten
bakildig1 zaman, koloniler, konveks ve inci beyazi renginde goriiniir. Sonra,
koloniler daha biiyiik ve biraz daha koyu renk alirlar. Smooth (S) Brusella kiiltiirleri,
biiyiimeleri esnasinda bozulma egilimi gosterirler. Ozellikle subkiiltiir sonrasi1 rough

(R) forma doniistirler (OIE, 2009).

Kullanlan Selektif Besi Yerleri

Calisma botunca teshis duyarliligini artirmak i¢in FM ve CITA besi yeri
birlikte kullanilmistir. Doku numuneleri ve vajinal svab numuneleri direkt olarak kati
FM ve CITA besiyerlerine kiiltiire edilmistir. Siit numuneleri ise FM ve CITA
formulasyonlarinda hazirlanan siv1 besiyerlerinde 6n zenginlestirme yapilip kati

besiyerlerine kiiltiire edilmistir.

FM besiyeri Brucella Agar Base (Oxoid, CM0169), Brucella Selective
Supplement (Oxoid, SRO083A) ve Horse Serum (Oxoid, SR0O035C) kullanilarak
firmanin talimatlarina uygun olarak asagidaki tabloda belirtilen sekilde

hazirlanmastir.



Tablo 4

FM Kati Besiyeri Formulasyonu

Kullanilan Kimyasal veya Islem Islem

Brusella Agar Temel Besiyeri (Otoklav)
Brucella Agar Base CM0169 22.5gr
Steril Distile Su 500 ml
pH (uygulanabilirse) Gerekmez
Suplement
Brucella Selective Supplement (SRO083A) 1 Ampiil
Metanol 5ml
Steril Distile Su 5ml
Sterilizasyon Islemi (Otoklav 121 °C 15 dak)

Suplement Ekleme ve Porsiyonlama
Brusella Agar Siispansiyonu (50 °C) 500 ml
Brucella Selective Supplement (SRO083A) 10 mi
Horse Serum (SR0035C) (56 °C) 25 mi
Steril Dextrose Solution 10 ml
Petri Aktarma

Siit numunelerini 6n zenginlestirmesinde kullanilan FM s1v1 besiyeri
Tryptone Soya Broth (Oxoid, CM0129), Brucella Selective Supplement (Oxoid,
SR0083A), Horse Serum (Oxoid, SRO035C) firmanin talimatlarina uygun olarak

asagidaki tablodaki oranlarda hazirlandi.

Tablo 5

FM Swvi Besiyeri Formulasyonu

Kullanilan Kimyasal veya Islem Islem
Tryptone Soya Broth T. Besiyeri (Otoklav)
Tryptone Soya Broth 15gr
Steril Distile Su 500 ml
pH (uygulanabilirse) Gerekmez
Suplement
Brucella Selective Supplement (SRO083A) 1 Ampiil
Metanol 5ml
Steril Distile Su 5ml

Sterilizasyon Islemi (Otoklav 121 °C 15 dak)
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Tablo 5 (Devami)
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Suplement Ekleme ve Porsiyonlama

Tryptone Soya Broth Siispansiyonu (50 °C)
Brucella Selective Supplement (SRO083A)

Horse Serum (SR0035C) (56 °C)
Steril Dextrose Solution

20 ml Plastik Tiip (Kirmiz1 Kapak)

500 ml

10 mi

50 mi

10 ml

10 ml Aktarma

CITA besiyeri i¢in gereken antibiyotik suplement karigimi; Vancomycin
(Sigma V-2002), Colistine (Sigma C-1511), Nystatin (Sigma N-3503),
Nitrofurantoin (Sigma N-7878), Amphotericin B (Sigma A-4888), Metanol (Merk,
1719107 348), DSM (Dymethyl sulfoxide) (Merk, K43987812 308) ve steril distile
su (poliferma) kullanilarak asagidaki tabloda belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 6

CITA Antibiyotik Suplement Formulasyonu

Kullanilan Kimyasal veya Islem Islem
Vancomycin (Sigma V-2002) 20 mg
Colistine (Sigma C-1511) 7,5mg
Nystatin (Sigma N-3503) 17,7 mg
Steril Distile su 5ml
Methanol (Merk) 5ml
Nitrofurantoin (Sigma N-7878) 10 mg
0,1 Molar NaOH 1ml
Filtrasyon 0,22 ul
Amphotericin B (Sigma A-4888) 4 mg
DSM (Dymethyl sulfoxide) 1ml
Phosphate Buffered Saline (PBS 7,2) 9ml

1 It besiyeri i¢in 4 ml kullanilir

Sterilizasyon Islemi (Filtrasyon 0,22 ul)

Antibiyotik karigimi yukarida belirtilen sekilde hazirlanmis ve besiyerlerine
katilmistir. CITA kat1 besiyeri Blood Agar Base (Oxoid, CM0055) ; Horse Serum

(Oxoid, SR0035C), kullanilarak firmanin talimatlarina uygun olarak asagidaki

tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.



Tablo 7

CITA Kat1 Besiyeri Formulasyonu
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Brusella CITA Temel Besiyeri (Otoklav)

Blood Agar Base CM0055 20 gr
Steril Distile Su 500 ml
pH (uygulanabilirse) Gerekmez
Suplement

CITA supplement

Sterilizasyon Islemi (Otoklav 121 °C 15 dak)

Otoklav Bandi

Suplement Ekleme ve Porsiyonlama

Blood Agar Base Siispansiyonu (50 °C) 500 ml
CITA supplement

Horse Serum (SR0035C) (56 °C) 25 ml
Steril Dextrose Solution 10 ml
Petri Aktarma

CITA s1v1 besiyeri ise s1vi besiyeri Tryptone Soya Broth (Oxoid, CM0129),
Horse Serum (Oxoid, SR0035C) kullanilarak asagidaki tablodaki oranlarda

hazirlandi.

Tablo 8

CITA Swvi Besiyeri Formulasyonu

Kullanilan Kimyasal veya Islem Islem
Tryptone Soya Broth T. Besiyeri (Otoklav)

Tryptone Soya Broth (Oxoid, CM0129) 15gr
Steril Distile Su 500 ml
pH (uygulanabilirse) Gerekmez
Suplement (CITA)

Sterilizasyon Islemi (Otoklav 121 °C 15 dak)

Otoklav Band1

Suplement Ekleme ve Porsiyonlama

Tryptone Soya Broth Siispansiyonu (50 °C) 500 ml
Horse Serum (SR0035C) (56 °C) 50 ml
Steril Dextrose Solution 10 ml

20 ml Plastik Tiip (Kirmiz1 Kapak)

10 ml Aktarma
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Besiyerleri firma talimatlarina uygun olarak hazirlanmis ve 121 °C 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Besiyerlerine katilacak suplementler asepsi kosullarina
uygun olarak besiyerlerinin uygun scakliga gelmesinden sonra katildi. Besiyerlerine
katilan at serumu 0,22 ul capli filtreden gegirilerek steril hale getirildi ve 56 °C
sicakliktaki beriyerlerine eklendi. Hazirlanan her parti besiyerinin sterilite kontroli
icin bir adet petri ekim yapilmadan 48 saat inkube edildi. Besiyerlerinin kalitesi ve

calisip ¢alismadigi uygun pozitif kontrol suslar1 kiiltiire edilerek kontrol edildi.

Zenginlestirme besiyerleri, 37 °C’de, %5 CO- igeren ortamlarda, alt1 haftaya
kadar inkiibe edildi ve her hafta selektif kat1 bir besi yerine subkiiltiir yapildi. Kati
besiyerleri ,37 °C’de, %5 CO> igeren ortamlarda en az iki hafta inkiibe edildi.
Calismada inkiibasyon i¢in “Thermo Scientific Heracell 150i CO; inkubator” etiiv
kullanildi.

Uygulanan Biyogiivenlik Onlemleri

Brucella bakterisi hem saglikli deri hem de hava yolu ile bulasabileceginden
tiim kiiltiir calismalar1 biyogiivenlik II seviyesindeki ¢alisma Kabinleri igerisinde
gerceklestirildi. Calisanlar1 ve ¢evreyi korumak adina numuneler ve kiiltiirler sadece
kabin igerisinde ¢alisildi, kullanilan alet, malzeme ve sarf malzemeler otoklavlandi

veya direkt olarak yakma firinda yakildi.

Sekil 3

Siit Numunlerinden On Zenginlestirme Kiiltiir Calismalari




Brucella Genus Seviyesinde identifikasyon
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Brusella bakterilerinin tanimlanmasi, bakteri morfolojisi, Gram boyanma

ozelligi, koloni morfolojisi, biiylime karekteristligi, iireaz ve oksidaz aktivitesi ve

polivanal brusella antiserum ile lam aglitunasyon testi ile yapilmaktadir (OIE, 2018).

Tablo 9 Brucella Genusuna Ait Tiirlerin Ayirict Karakteristik Ozellikleri (OIE, 2018)

Brucella Genusuna Ait Tiirlerin Aywrict Karakteristik Ozellikleri (OIE, 2018)

o)
2 = Fajlar ile lizis
= —
S B b Wb Iz R/ 2
£ © c S
Tiir s 2 < Konak
o N <
— ©
= £ S N
L2 35 ‘D 3
o o X =
X N @) -]
B. abortus S -d + + + + - ()¢ (HF Sigir cinsi hayvan
B. melitensis S - - (-)e + - + +" Koyun ve kegi
Bv.1 domuz
Bv2. Domuz, tavsan
B. suis S - - + B - + +  Bv.3 Domuz
Bv.4 Rengeyigi
Bv 5. Rodentler
B. neotomae S - -k + + + - - + (ol agag faresi
B. ovis R + - - - - + - - Koyun
B. canis R - - - - - + + + Kopek
B. ceti S ND ) +) +) - +) + Deniz memelileri
B. pinnipedalis S ND ) *) +) - +) + Foklar
B. microcoti S - - - + + ND + +" Tarla faresi
B. inopinata S ND - PL™ ND ND ND ND + Bilinmiyor
B. papionis S pL™ pLM + ND - + Bilinmiyor

(Alton et al. (1988), Joint FAO/WHO Expert Committee o
Whatmore (2009), ve Whatmore et al. (2014) alinmstir.)

n Brucellosis (1986),

(+)/(-) ¢ogu izolat pozitif/negatif; a faj: Thilisi (Tb), Weybridge (Wb), Izatnagarl (1z1) and R/C; b

normal faz: S: smooth, R: rough; ¢ RTD: rutin test dilisyonu d B. abortus bv. 2 genellikle ilk tiremede

serum ihtiya¢ duyar; e Bazi1 B. abortus bv. 3 izolatlar1 negatif; f orta oran, 544 susu disinda ve bazi

saha suslar1 negatif; g bazi suglar W bile lize olur; h yavas oran, bazi saha suglar1 desinda; | bazi B.

suis bv. 2 suslar1 degil veya sadece kismi olarak Wb veya Izlile lize olur; j hizla oran; k dakika

plakalri; | Neotoma lepida; m kismi lizis; ND belirli degil.
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Bakteri Morfolojisi

Brusella selektif besiyerlerinde inkiibasyon siiresi (4-5 giin) sonunda iireyen
mikroorganizmalarin morfolojilerini degerlendirmek amaci ile Gram boyama yapilda.
Boyamada Gram negatif kokobasiller dikkate alindi. Arastirmada ticari Biomerieux
SA gram boya seti kullanild1 ve asagidaki resimde goriildiigii gibi Gram negeatif
kokobasiller brusella yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4
Gram Negatif Kokobasil Brucella spp. Mikroskobik Goriintiisii

Koloni Morfolojisi

Ureyen mikroorganizmalarm olusturdugu Brucella cinsine 6zgii kolonilerin
yapist (1-2 mm ¢apinda, yuvarlak, saydam, smooth, bal rengi koloniler) arastirildi.
Reyen koloniler incelendi ve Brusella tipik koloniler degerlendirildi.

Sekil 5

Brucella spp. tipik koloni goriintiisii
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Brucella Anti-A+M Poliserumu ile Lam Aglutinasyon Testi

Stipheli kolonilerden bir 6ze dolusu kiiltiir ile smooth Brucellalara kars1
hazirlanmis adsorbe olmamis poliserumdan bir 6ze dolusu alinarak karistirildi ve
agliitinasyonun varligi arastirildi. Agliitinasyonun goriilmesi, Brucella spp.’ye 6zgii
bakteri ve koloni morfolojilerinin gézlenmesi, izolatin Brucella genusuna ait bir
mikroorganizma olabilecegini gosterdi. Arastimada Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii tarafindan tretilen, Brucella A+M Pozitif Kontrol Serumu kullanilarak lam

aglitunasyon testleri gergeklestirildi.

Sekil 6 Lam aglutinasyon test pozitif 6rnek goriintiisii
Lam aglutinasyon test pozitif ornek goriintiisii

Oksidaz Testi

Taze bakteri kiiltiiriinden steril platin 6ze veya cam ¢ubuk ile alinan bir par¢a
kiiltiir ticari olarak alinan oksidaz ¢ubugunun ucundaki isaretli bolgeye siiriildii.
Kiiltiirtin siiriildiigti yerde 10 saniye i¢inde koyu mor bir rengin goriilmesi pozitif
reaksiyon olarak degerlendirildi. Ticari aksidaz test (Oxoid, MB02666A) kullanildi.

Sekil 7

Oksidaz Pozitif Ornek Gériintiisii
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Ureaz Testi

Bir 6ze dolusu taze kiiltiir, iginde {ire besiyeri olan yatik tiiplere ekildi. Tiipler
oda 1s1sinda 5 saatlik aralarla ve 24 saat sonra tiiplerdeki renk degisimi agisindan
kontrol edildi. Rengin saridan pembeye doniisiimii lireaz aktivitesini gosterdi. Bu
rengin degisim zamani belirlenerek ilgili izolatin iireyi hangi hizla parcaladig:
belirlendi (hizli, orta ve yavas). Calismada siv1 iire besiyerleri kullanildi. Siv1 iire

besiyerleri asagidaki tabloda belirtilen miktar ve kimyasallar kullanilarak hazirlandi.

Tablo 10

Ure siv1 besiyeriformulasyonu
Kullanilan Kimyasal veya Islem Islem
Triptofan 0,3 0r
KH2PO4 0,1gr
K2HPO4 0,1gr
NaCl 0,5gr
Ure 0,2 gr
Pheno-red (%0,2) 0,125 ml
Ethanol (%96) 0,1 ml
Distile Su 100 ml
PH 6,7
Sterilizasyon (0.45 pum capli filtre)
Filtrasyon (0.45 um ¢apl filtre) Filtrasyon
Suplement Ekleme ve Porsiyonlama
Ure Broth siispansiyonu 100 ml

2,5 ml, kiiclik 10 ml cam siyah kapakli tiipe aktarilacak. Aktarma

Inkiibasyondan sonra besiyeri rengi pembeye donen drnekler iireaz pozitif

olarak degerlendirildi.

Sekil 8

Ure Pozitif Ornek Goriintiisii
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Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calisma boyunca kiiltiirii yapilan tiim 6rnekler yukarida belirtilen
bakteriyolojik testlere tabi tutuldu. Kiiltiir sonucunda tipik koloni formunda ve
uygulanan testler sonunda Gram negatif, {irez, oksidaz ve lam aglitunasyon testinden
pozitif sonug olarak belirlenen suslar Brucella spp. olarak degerlendirildi (OIE,
2018; Saavedra, &dig., 2019; Shalaby, &dig., 2019). Tiim izolatlar ileriki testler ve
kiiltiir bankasi olusturmak i¢in %10 gliserin eklenen Tryptone Soya Broth (Oxoid,
CMO0129) s1v1 besiyeri igerisinde -18°C de dondurularak muhafaza edildi.

Tiir ve Biyotip Tanisi

Smooth ve Rough Kolonilerin Ayirimu:

Brucella spp.’in tip tayinlerinde kiiltiiriin koloni morfolojisi 6nemli
oldugundan, koloniler 45°C’lik oblik 1s1kta stereoskopik mikroskopla incelendi ve
ardindan ayn1 amagla akriflavin soliisyonu ile kolonilerin aglutinasyon 6zellikleri
incelendi. Bunun i¢in bir lam tizerine taze olarak hazirlanarak akriflavinden bir
damla kondu ve bir 6ze yardimi ile birkag koloni alinarak bu damla i¢inde siispanse
edildi. Rough koloniler akriflavin solusyonu ile hemen agliitine olduklari halde
smooth koloniler homojen bir suspansiyon gosterdi. Mukoid kolonilerde ise ipligimsi
bir uzama olustu. Her test i¢in B. ovis 63/290 susu rough koloni yapisinin tanisi igin
kontrol olarak kullanildi. Rough ve smooth kolonilerin ayiriminda ayrica kristal
viyole solusyonu kullanildi. Stok boya solusyonu 1:40 oraninda sulandirildiktan
sonra petrinin ylizeyi tamamen kaplanacak sekilde petrilere dokiildii ve 15-20 saniye
beklendi. Bu siirenin sonunsa petrinin yiizeyinde kalan siv1 bir pastor pipetinin
yardimu ile i¢inde dezenfektan bulunan bir kaba dikkatlice bosaltild1 ve hemen
ardindan koloniler stereoskopik mikroskopta incelendi. Smooth koloniler boya
almazken, rough koloniler kirmizi ve morun degisik niianslari ile boyandi ve

kolonilerin ylizeyinde radial catlaklar gortild.
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Thilisi Faji ve R/C Faji ile Lizis:

Yatik serum dekstroz agar (SDA) tiiplerine referans suslar ve testi yapilacak
izolatlarn kiiltiirlerinden ekilip 37 °C’de, 24 saat inkubasyona birakilir ve bu siirenin
sonunda olusan koloniler pepton-salin ile agar yiizeyinden yikanarak toplanir ve Mac
Farland no: 4’e gére ml’sinde yaklasik 1x10° bakteri bulunacak sekilde suspansiyon
hazirlanir. Her bir bakteri suspansiyonuna daldirilan steril bir svapla agar ylizeyine
birbirine paralel olarak 5 serit halinde ekim yapilir. Seritlerin sol tarafina Tbilisi
fajinin RTD’undan, ortasina 10 000 x RTD’undan ve sagina R/C fajindan 20 pl
damlatilir. Petriler kuruduktan sonra % 5-10 CO; igeren ortamda, 37 °C’de, 24 saat

inkiibe edilir. Sonuglar lizis durumuna gore degerlendirilir.

Karbondioksit (CO2) Gereksinimi ve Hidrojen Siilfiir (H2S) Uretimi

Inkiibasyon siiresi (4-5 giin) sonunda selektif Brucella besiyerlerinde iireyen
her bir Brucella izolatindan igne uglu bir 6ze ile tek bir koloni alinarak ikiser adet
yatik SDA tiiplerine pasajlari yapilir. Kursun asetatl kagit serit, besiyerine temas
etmeyecek sekilde, tiip kenari ile vidali kapak arasina sikistirilarak yerlestirilir.
Birinci tiipler % 5-10 COzigeren etiivde, digerleri ise aerob kosullarda 37°C’de, 4
giin siireyle inkiibe edilirler. Kursun asetatli kagitlar inkubasyon siiresi boyunca her
giin degistirilir. Inkubasyon siiresi sonunda sonuglar, iireme durumlarina ve kursun

asetatl1 kagitlarda olusan renk degisikligine gore degerlendirilir.

Tiyonin ve Bazik Fuksin Varliginda Ureme

Inkiibasyon siiresi (4-5 giin) sonunda selektif Brucella besiyerlerinde iireyen her bir
Brucella izolatindan igne uglu bir 6ze ile tek bir koloni alinarak bir adet yatik SDA
tiipiine pasajlar1 yapilir. Tiim Brucella suslart CO2’li ortamda iireyebileceklerinden
tiim referens suslar ve test izolatlar1 CO2’li etiivde 37 °C’de, 24 saatlik inkubasyona
birakilir ve inkiibasyon siiresinin sonunda olusan koloniler pepton-salin ile agar
yiizeyinden yikanarak toplanir ve Mac Farland no: 4’e gére ml’sinde yaklasik 1x10°
bakteri bulunacak sekilde suspansiyon hazirlanir. Her bir bakteri suspansiyonuna
daldirilan steril bir svapla test ve kontrol suglarinin tiyonin ve bazik fuksinin
1/50.000 konsantrasyonunu i¢ceren SDA’lara ekimleri yapilir. Ekimler agar ylizeyine
birbirine paralel olarak 5 serit halinde yapilir. Petriler kuruduktan sonra % 5-10 CO>
igeren ortamda, 37 °C’de, 4-5 giin inkiibe edilirler.
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A ve M Monospesifik Anti-serumlar ile Aglutinasyon:

Testi yapilacak her bir izolatin bir 6ze dolusu yogun kiiltiirti 0.25 ml fizyolojik tuzlu
su iginde suspanse edilir. Bir lam iizerine A ve M monospesifik anti-serumlardan
birer damla konulur ve iizerlerine yine birer damla incelenecek izolatin
suspansiyonundan eklenerek agag bir kiirdanla karigtirilir. Reaksiyon sonuglar1 bir

dakika i¢inde olusan aglutinasyon durumuna gore okunarak kaydedilir.

Safranin O iceren Besiyerinde Ureme:

SDA’a 100 pg/ml (1/10 000) konsantrasyonunda katilarak hazirlanan safranin O’lu
besiyerinde B. suis ve B. abortus biyotip 2 suslar ircyememektedirler. Bu amagla,
diger boyal1 besiyerlerine ekimlerde belirtilen yontemle tiim test izolatlarinin
safranin O’lu besiyerine ekimleri yapilir ve 3-4 giinliik inkubasyon sonrasinda

sonuglar, izolatlarin tireme durumlarina gore degerlendirilir.

Biyotiplendirme calismalar:

Biyotiplrndirme ¢alismalar1 Istanbul Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii,
Brucella Asilar1 Uretim Laboratuvari altinda olan Brusella Tiplendirme
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu amagla aragtirmada numune alinan her bir
ciftligi temsilen 27 adet Brucella spp. izolat1 biyotiplendirme laboratuvarina
gonderilmis ve yukarida belirtilen testler uygulanarak klasik yontem kullanilarak

biyotiplendirilmistir.

Tablo 11

Brucella melitensis Izolatlarinin Fenotipik Karekteristigi (Quinss, &., 1994)

zolat CO2 H2S Boya Varliginda Thilisi Faz Monosfesifik Sonug
Ureme ile Lizis Serum
‘:N: Thionin  Fuchsin 10x A M R
5]
a) RTD
:5 20pg/ml - 20pg/ml E
20 - - >20h +* + - - + - - Biyotip 1

7 - - >20h e + - -+ + - Biyotip3
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Real-Time PCR Cahsmalari

Kiiltiir galismalarinda Brucella spp. olarak tanimlanan tiim izolatlar hem
Brusella genus spesifik hem de B. melitensis spesifik RT PCR ile test edilmistir.
Kaynatma yontemi ile bakterilerin DNAlar1 ektrakte edilip asagida belirtilen sekilde

test caligmalar1 yapilmistir.

DNA Ekstraksiyonu:

Brusella izolatlarindan DNA ekstraksiyonu i¢in, steril 6ze yardimiyla bir
koloniden alinan bakteriler 200 ul saline i¢erisine aktarildi. Hazirlanan siispansiyon
10 dakika kaynatma islemine tabi tutuldu ve 12,000 g devirde 20 saniye siire ile
santrifiij edildi. PCR amplifikasyonlarinda, kaynatma yontemi ile elde edilen
slispansiyonun siipernatant kismindan, 2 pl stvi DNA templeyti (0.1 - 0.05 pg/ul
DNA, yaklasik olarak) olarak kullanildi (OIE, 2009).

DNA ektraksiyon ¢alismalarinda ¢apraz kontaminasyon kontrolil i¢cin hem

laboratuvarda tanimlan E. coli suslar1 hem de su negatif kontrol olarak kullanildu.

Real-Time PCR’da Kullanilan Materyal ve Kitler

Real Time-PCR uygulamalari, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanan, Tubitak TOVAG 1040237*® Nolu
projede Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU tarafindan tasarlanan Brucella cins
spesifik (Bru3F/Bru3R) ve Brucella melitensis spesifik (BrumelF/BrumelR)
primerleri kullanilarak yapildi (Tablo 12) (Sareyyupoglu, & dig., 2008). Real Time-
PCR uygulamalari, “TaKaRa Ex TaqTM R-PCR Custom”; “Qiagen OneStep RT-
PCR, cat: 210212 ticari PCR kiti; “Biotium Eva Green Dy, cat:3100 ve “Qiagen
Rotor-Gene Q” Real-Time PCR cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

Calismada pozitif kontrol olarak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanan B. abortus ve B. melitensis suslarindan
hazirlanan DNA lizadlar1; negatif kontol olarak ise laboratuarimizda izole edilen E.

coli suslarindan hazirlana DNA lizadlar1 kullanildi.

13 Sareyyiipoglu B, Diker KS, Giingédrdii S (2007). Koyunlarda abortif bakteriyel infeksiyonlarm
tanisinda multiplex-PCR tekniklerinin gelistirilmesi. Tubitak TOVAG 1040237 Nolu 1001 Arastirma
Projesi.
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Tablo 12

Brusella ve B. melitensis Spesifik Primer Dizilimleri (Sareyyupoglu, & Dig., 2008)

Primer Primer Dizisi Uzunluk Hedef Hedef
Adi (bp) Biytikligi  Gen
BrumelF TAGCTTACCCGCCAATCTTC 20
170 bp IS711
BrumelR GCGCTATGATCTGGTTACGTTG 22
Bru3F TAACCCCGGATATGAATCTGAAC 23

245pp  1S711
Bru3R TGGATATTACTGCTCTACCTTCTGTG 26

TaKaRa Ex TaqTM Real-Time PCR karisimi (Mehmet, & dig., 2012)

Real-Time PCR karigimi, final hacim 25ul olacak sekilde asagidaki tabloda
belirtildigi gibi hazirlandi.

Tablo 13 TaKaRa Ex TaqTM PCR karisimi

TaKaRa Ex TagTM PCR karigimi

Reaktif Hacim
1 TaKaRa Ex Taq HS (5 units/p) 0.25 pul
2 5xReal Time PCR Buffer (2.1) Sul
3 Mgﬁ 50 mM 1.25 ul
4 dNTP Mixture (10 mM) 0.75ul
5 Eva Green 1.25ul
6 Forward Primer (10 uM) 0.5 ul
7 Reverse Primer (10 uM). 0.5 pul
8 Steril su 14.5ul

9 DNA template 2 ul




OneStep Real-Time PCR karisimi

Real-Time PCR karigimi, final hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki tablo 14’te belirtildigi gibi

hazirlandi.
Tablo 14

OneStep Real-Time PCR karisimi

Reaktif Hacim
1 2 X reaction mix 10 pl
2 PCR water 6 ul
3 Eva Green I ul
4 Forward Primer (10 uM) 0.5 ul
5 Reverse Primer (10 uM). 0.5 ul
6 DNA template 2 ul

Real-Time PCR Amplifikasyon Kosullart (Mehmet, & dig., 2012)

Real-Time PCR uygulamalarinda asagidaki tablo 15’te belirtilen kosullar

uygulandi.

Tablo 15 RT-PCR Amplikasyon Kosullar:

RT-PCR Amplikasyon Kosullar

Islem Sicaklik ve Siire
1 Hot Start Enzim Aktivasyonu 95 °C 10 sn.
2 Denaturasyon 95 °C’de 5 sn.
3 Primer baglanmasi 55 °C’de 20 sn.
4 Polimerizasyon 72 °C’de 15 sn.
5 Melting 60 - 90 °C

Siklus basina 0.2 °C sicaklik artig1 ve veri toplama

32
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Real-Time PCR Optimizasyonu

Hem Brucella genus spesifik hem de B. melitensis spesifik Real-Time PCR
optimizasyonunda Takara ve OneStep RT-PCR kitleri kullanildi. Optimizasyon
calismalar1, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden temin edilen B. abortus ve

B. melitensis spesifik DNA lizadlar1 kullanilarak gergeklestirildi.

Her iki lizad PCR kalitesinde su ile on (10) katli olarak alt1 (6) kez
sulandirildi. Brusella genus spesifik RT-PCR igin her iki lizada ait sulandirma
kullanild1. B. melitensis spesifik RT-PCR ¢alismalarinda sadece B. melitesis spesifik
DNA lizad sulandirmasi kullanilirken, B. abortus lizadlar1 negatif kontrol olarak
kullanild1. Optimizasyon ¢alismalarin tiimiinde negatif kontrol olarak; E. coli
suslarindan hazirlanan DNA lizadlari, saf su ve sadece PCR karisimini igeren negatif

kontroller kullanildi.

Calismalar sonucunda her iki kit igin de tespit edilebilen en diisiik sulandirma
(deteksiyon limiti; limit of detection, LOD) pozitif kontrol olarak belirlendi ve

numunelerin Real-Time PCR ¢alismalarinda kullanilda.
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Takara kit Genus spesifik Real-Time-PCR Optimizasyon

Genus spesifik primerler kullanilarak B. abortus ve B. melitensis spesifik
DNA izolatlarinin on (10) katli sulandirilmasi kullanilarak yapilan RT-PCR
caligmasi sonucunda asagidaki resimde goriildiigli gibi her iki lizad sulandirmalari

azalarak reaksiyon verdi.

Optimizasyon i¢in hazirlanan tiim sulandirmalar belirtilen kosullarda Real-
Time PRC analizine tabi tutuldu. En yogun sulandirma lizadlar1 olan -1x
sulandirmalar 14 ct degeri verirken; -6x sulandirma ct degerleri 32 ve 34 olarak
belirlenmistir. Her iki lizad i¢inde -5x sulandirma lizad pozitif kontrol olarak
kullanilmasina karar verildi. B. abortus sulandirmalar 83.34-83.40 °C’de, B.
melitensis sulandirmalari ise 83.36-83.50 °C’de erime egrisi (Melting Murve)

olusturdu.

Tiim negatif kontrollerde herhangi bir amplifikasyon egrisi goriilmemis ve

negatif sonug gézlendi.

Sekil 9

Takara Kit ile Yapilan Genus Spesifik Real-Time PCR Optimizasyon Calismast
Ekran Goériintiisii
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Takara kit ile B. melitensis spesifik Real-Time PCR Optimizasyonu

B. melitensis spesifik DNA lizadinin on (10) katli sulandirilmasi ve B.
abortus lizadinin -1X ve -2X on katli sulandirmasi kullanilarak yapilan RT-PCR

caligmasi sonucunda asagidaki resimde goriildiigli gibi olmustur.

B. melitensis lizad sulandirmalar1 azalarak pozitif reaksiyon vermistir. B.
abortus lizadlar ise negatif olarak gézlemlendi. Reaksiyona katilan negatif
kontrollerin tamaminda amplifikasyon goriilmedi ve -5x on katli sulandirma son
anlaml pozitif kotrol olarak kullanimasina karar verildi. Tiim 6rnekler yaklasik

olarak 84.4 °C’de erime egrisi (melting curve) olusturdu.

Sekil 10
Takara Kit ile Yapilan B. melitensis Spesifik Real-Time PCR Optimizasyon Calismasi

Ekran Goriintiisti
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OneStep RT-PCR kit ile Brucella genus spesifik RT-PCR Optimizasyon

B. abortus ve B. melitensis spesifik DNA lizadlarinin on (10) katli
sulandirilmasi kullanilarak yapilan Real-Time PCR ¢alismasi sonucunda asagidaki
resimde gortldigi gibi her iki lizad sulandirmalari azalarak reaksiyon verdi. Tim
negatif kontroller negatif olarak belirlendi ve -5x on katli sulandirma pozitif kontrol
olarak kullanilmasina karar verildi. OneStep RT-PCR kitine Eva Green boyasi
eklenerek ve reverz transkripsiyon (reverse transcription, RT) asamasi atlanarak real-

time PCR optimizasyonu gergeklestirildi.

Sekil 11

Onestep RT-PCR Kit ile Yapilan Brusella Genus Spesifik Real-Time PCR

Optimizasyon Calismasi Ekran Goriintiisii
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OneStep RT-PCR kit ile B. melitensis Spesifik RT-PCR Optimizasyonu

B. melitensis spesifik DNA lizadinin on (10) katli sulandirilmasi ve B.
abortus lizadinin stok ve -1X sulandirma soliisyonu kullanilarak yapilan RT-PCR
calismasi sonucunda asagidaki resimde gortldigi gibi B. melitensis lizad
sulandirmalari azalarak pozitif reaksiyon (ct: 11.74 - 31.40) verdi. B. abortus
lizadlar1 ise negatif olarak gozlemlendi. Tiim negatif kontroller negatif olarak
belirlendi ve -5x on katli sulandirma pozitif kontrol olarak belirlendi. Tiim 6rnekler
87.10 °C’de Melting Curve olusturdu.

Sekil 12

Onestep RT-PCR Kit ile Yapilan B. melitensis Spesifik Real-Time PCR Optimizasyon

Calismasi Ekran Goriintiisti
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Bruce Ladder multipleks PCR ¢alismalari

Bruce Ladder multipleks PCR ¢alismalar1 Istanbul Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii, Brucella Asilar1 Uretim Laboratuvari altinda olan Brusella Tiplendirme
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu amagcla aragtirmada numune alinan her bir
ciftligi temsilen 27 adet Brucella spp. izolati ve 22 adet RPCR ¢aligsmalarinda B.
melitensis olarak belirlenen DNA lizati, biyotiplendirme laboratuvarina gonderildi ve

asagida belirtilen sekilde PCR ¢aligsmalar1 yapildi.

DNA extraksiyonu

Petrilerdeki bakteri kolonilerinden hazirlama: Steril 6ze yardimiyla bir
koloniden alinan bakteriler 200 pl saline igerisine aktarildi. DNA ekstraksiyonu i¢in
10 dakika kaynatma islemi yapilarak, santrifiij (12,000 g devirde 20 saniye) edildi.
PCR amplifikasyonu (0.1 - 0.05 pg/ul DNA, yaklasik olarak) i¢in 1.0 pl siipernatant
(ist faz) DNA kalib1 olarak eklendi (OIE, 2007).

Bruce-ladder PCR karisimi (her bir reaksiyon icin toplam son hacim 25 ul)

Tablo 16

Bruce-ladder PCR karisimi

Reaktif Final yogunluk Hacim

PCR buffer 10x 1x 2.5ul

dNTPs (2 mM) 400 pM her biri i¢in 5.0 ul

Mg2+ (50 mM) 3.0 mM Lol
Bruce-ladder sekiz ¢ift S

] ) 6.25 pmol her biri i¢in 7.6 ul

primer cocktail (12.5 uM)
H>O (PCR-grade) _ 7.1 ul
DNA polymeraz* 15U 03ul

*Bu test ayni tiip igerisinde 8 ¢ift primer ile uygulanan bir multiplex PCR oldugundan en iyi sonuglar
yiiksek kalitede DNA polimeraz (6rnegin, Immolase DNA polymeraz [Bioline], Titanium Taq DNA
polymeraz [Clontech], veya PFU DNA polymeraz [Biotools B&M Labs.]) kullaniimasi ile elde
edilmektedir. NOT: Her zaman negatif kontrol icin DNA’siz ve pozitif kontrol i¢in B. suis DNA’s1
eklenmelidir.
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Her PCR c¢aligsmasi i¢in 1 pl kalip DNA eklenir.
Bruce Ladder PCR ile amplifikasyonu:
PCR amplifikasyonu asagidaki tabloda belirtilen sicaklik ve siirelerde, 25

siklus olarak uygulandi.

Tablo 17

Bruce Ladder Multiplekx PCR amplifikasyon kosullar

Islem Sicaklik / Siire
1 [k denatiirasyon 95°C’de, (7 dakika)
2 Template (kalip) denatiirasyon 95°C’de 35 saniye
3 Primer baglanma 64°C’de 45 saniye
4 Primer ekstansiyon 72°C’de 3 dakika
5 Son ekstansiyon 72°C’de 6 dakika




Kullanlan Oligoniiklotidler
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PCR ¢aligsmalarinda OIE manuel’de belirtilen asagidaki tabloda ayrintilar

belirtilen oligoniikleotid ¢iftleri kullanildi (Lopez-Goni ve ark., 2008).

Tablo 18

Bruce-ladder Multiplex PCR Tekniginde Kullanilan Oligoniikleotid Listesi

Primer” Sequence (5°-3) Amplicon  DNA targets Source of genetic
six (bp) differences
BMEI0998f ATC-CTA-TTG-CCC-CGA- 1682 Glycosyltransferase, 1S711 insertion in
TAA-GG gene whoA BMEI0998 in
B. abortus RB51, and deletion
GCT-TCG-CAT-TTT-CAC- of 15,079 bp in BMEI0993-
BMEI0997r TGT-AGC BMEI1012 in B. ovis
BMEI0535f GCG-CAT-TCT-TCG-GTT- 450 (1320b)  Immunodominant IS711 insertion in
ATG-AA antigen, gene bp26 BMEI0535-BMEI0536
in Brucella strains
CGC-AGG-CGA-AAA-CAG- isolated from marine
BMEI0536r CTA-TAA mammals
BMEI10843f TTT-ACA-CAG-GCA-ATC- 1071 Outer membrane deletion of 25,061 bp in
CAG-CA protein, gene omp31 BMEII826-
BMEII0850 in
GCG-TCC-AGT-TGT-TGT- B. abortus
BMEI10844r TGA-TG
BMEI1436 ACG-CAG-ACG-ACC-TTC- 794 Polysaccharide deletion of 976 bp in
GGT-AT deacetylas BMEI1435 in B. canis
BMEI1435 TTT-ATC-CAT-CGC-CCT-
GTC-AC
587 Erythritol
BMEI10428f GCC-GCT-ATT-ATG-TGG- catabolism, deletion of 702 bp in
ACT-GG gene eryC BMEI10427-
(Derythrulose-1- BMEII0428 in
AAT-GAC-TTC-ACG-GTC- phosphate B. abortus S19
BMEI10428r GTT-CG dehydrogenase)
GGA-ACA-CTA-CGC-CAC- deletion of 2653 bp in
BR0953f CTT-GT 272 ABC transporter BR0951-BR0955 in
binding protein B. melitensis and
GAT-GGA-GCA-AAC-GCT- B. abortus
BR0953r GAA-G
BMEIO752f CAG-GCA-AAC-CCT-CAG- 218 Ribosomal protein point mutation in
AAG-C S12, gene rpsL BMEI0752 in
B. melitensis Rev.1
BMEI0752r GAT-GTG-GTA-ACG-CAC-
ACC-AA
BMEI10987f CGC-AGA-CAG-TGA-CCA- 152 Transcriptional deletion of 2,203 bp in
TCA-AA regulator, CRP BMEI10986-
family BMEII0988 in
GTA-TTC-AGC-CCC-CGT- B. neotomae
BMEI10987r TAC-CT




BOLUM IV

Bulgular

Yirttiilen bakteriyel kiiltiir, tiir ve cins diizeyinde identifikasyon ve

molekiiler ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular agagida belirtilmistir.

Kiiltiir Sonuclari

Brusella pozitif siiriilerden toplanan siit ve vajinal svab numuneleri ve abort

problemi yasayan siiriilerden Veteriner Dairesi Bakteriyoloji Laboratuvari’na

gonderilen fatiis numunelerine uygulanan bakteriyel kiiltiir caligmalar1 sonucu, 90
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adet siit numunesi ve 19 adet fetiis numunesinden Brucella spp. izole edildi. Calisilan

5 adet vajinal svab numunesinden herhangi bir Brucella iiretilemedi. Yapilan kiiltir

caligma sonuclari agagida 6zetlenmistir.

Siit Numunelerinin Kiiltiir Sonuglart

Serolojik testlerle Brusella pozitif olarak belirlenen 23 adet siiriiden toplanan

stit 6rneklerinden 21 adet siiriiden Brucella spp. izole edildi. Kiiltiir calismalarinda

iki adet s1gir siiriisiinden Brucella spp. izole edilemedi. Ornek alinan siiriilerin

%91,3’den Brucella spp. basarili bir sekilde izole edildi.

Siit numunelerinin 5 tanesinde farkli bakteriler izole edildi. Numune alinan

180 bireye ait 180 adet siit numunesinden, 61 adet bireye ait 90 adet numunede

Brucella spp. izole edildi. Siiri, tiir, birey ve numunelere ait kiiltiir sonuglar1 Tablo

18.’de 6zetlenmistir.

Tablo 19

Stit Numunelesi Kiiltiir Sonuglar

Hayvan Ornek (Siit) Kiiltiir Pozitif Yiizde (%)

Nevi Siri  Birey Num. Sari  Birey  Num. Stirii Birey  Num.
Kegci 5 29 55 5 5 5 100,0 17,2 9,1

Koyun 7 47 74 7 17 17 100,0 36,2 23,0
Sigir 11 104 190 9 39 68 81,8 37,5 35,8
Toplam 23 180 319 21 61 90 91,3 33,9 28,2
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Fetiis Numunelerinin Kiiltiir Sonuclart

Abort problemi yasayan 20 adet (keci:5; koyun:10; sigir:5) siiriiden 27 adet
bireye ait 32 adet fetiise nekropsi gergeklestirildi ve karaciger, dalak, fetal mide
igerigi gibi dokular kiiltiire edildi. Kiiltiir ¢aligmalari sonucu 11 (kegi:2; koyun:5,
sigir:4) farkli siirtiden gelen, 13 (keci:2; koyun:7, sigir:4) bireye ait, 19 (kegi:3;
koyun:12, s1igir:4) fetiis numunesinin farkli dokularindan Brucella spp. izole edildi.

Kiiltiir ¢aligmalar1 sonucu eldilen bilgilerin ayrintili 6zeti tablo 19.’da verilmistir.

Tablo 20

Fetiis numuneleri kiiltiir sonuclar

Hayvan Ornek (Siit) Kiiltiir Pozitif Yiizde (%)

Nevi Strii  Birey Fetis Strii  Birey Fetiis Sirii  Birey  Fetiis
Kegi 5 5 5 2 2 3 40 40.0 60.0
Koyun 10 15 18 5 7 12 50 467  66.7
Sigir 5 7 9 4 4 4 80 571 444

Toplam 20 27 32 11 13 19 55 48.1 594

Brusella Genus Seviyeside Yapilan identifikasyon Sonuclari

Kiiltiir sonucu brusella spesifik FM besiyeri ve CITA yeri lizerinde brucella
tipik bal renkli koloniler identifkasyon amaciyla bakterityolojik testlere tabi tutuldu.
Koloni morfolojisi tipik, Gram negatif kokobacil bakteri morfolojisine sahip,
oksidaz, iireaz ve brucella anti A+M antiserum ile yapilan lamaglitunasyon testinde
pozitif olarak belirlenen izolatlar Brucella spp. olarak degerlendirildi. Besiyerlerinde
tipik olmayan koloni olusturan yine ayni testlere tabi tutularak Brucella spp. negatif

olarak degerlendirildi.

Yapilan identifikasyon testlerinde tablo 20°de ayrintilar1 verilen 90 adet siit
numunesinden ve 19 adet fetiis numunesinden izole edilen izolat Brucella spp. olarak
tanimlandi. Tiim izolatlar molekiiler testler ve kiiltiir bank olusturmak tizere

dondurularak muhafaza edildi.
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Tablo 21

Brusella genus seviyesi identifikasyon sonuglart

Hayvan Siit Kiiltiir Pozitif Fetiis Kiiltiir Pozitif

Sonug
Nevi Sirii Birey Num. Sirii  Birey  Fetiis
Kegi 5 5 5 2 2 3 Brucella spp.
Koyun 7 17 17 5 7 12 Brucella spp.
Sigir 9 39 68 4 4 4 Brucella Spp.
Toplam 21 61 90 11 13 19 Brucella spp.

Real-Time PCR Sonugclari

Genus diizeyinde Brucella spp. olarak tanimlanan 109 adet izolattan
kaynatma yontemi ile DNA lizadlar1 hazirlandi. Tiim lizatlar 6nce Brucella genus
spesifik primerler kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile test edildi. Daha sonra

tiim izolatlar B. melitensis spesifik Real-Time PCR yontemi ile tekrar test edildi.

RT-PCR testleri uygulanan 109 lizat tamam1 hem Brucella genus spesifik
hem de B. melitensis spesifik primerler ile uygulanan RT-PCR testlerinde pozitif
olarak tespit edildi. Real-Time PCR uygulanan 109 (Kegi:8, koyun:29, sigir: 72) adet
izolat B. melitensis olarak tanimlandi. Izolatlarm siirii, birey ve numune bazinda

ayrintilt sonuglar ve elde edilen bulgular Tablo 22.’de belirtilmistir.

Real-Time PCR ¢alismalarinda kullanilan farkli kitler, pozitif ve negatif
kontroller ve 6rnek ¢aligmalar ve optimizasyon boliimlerde ayrintili olarak

verilmistir.
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Tablo 22

Real-Time PCR Sonuclar

Hayvan Siit Kiiltlir Pozitif Fetiis Kiiltiir Pozitif Sonug
Nevi Sirii ~ Birey Num. Siiri Birey  Fetiis

Kegi 5 5 5 2 2 3 B. melitensis
Koyun 7 17 17 S 7 12 B. melitensis
Sigir 9 39 68 4 4 4 B. melitensis
Toplam 21 61 90 11 13 19 B. melitensis

Takara Real-Time PCR Kit spesifik PCR bulgularilar

Asagidaki resimde Takara Real-Time PCR kit ve Brucella genus spesifik
primerler kullanilarak 13 adet numune igin uygulanan Real-Time PCR testi ekran
goriintiisii goriilmektedir. Orneklerin tamammin ct degeri 9,33 ve 15 arasi degerler
olarak gozlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan B. melitensis -5x sulandirma lizad1
(ct 29.82) ve B. abortus -5x sulandirma lizad1 (ct 30.30) pozitif olarak belirlendi.
Tiim negatif kontroller negatif olarak tespit edildi. Orneklerin tamami ve pozitif
kontrollerin tamami 83,10 °C civarinda melt curve gosterdi. Yapilan Real-Time PCR

testi sonucu tiim 6neklerin Brucella genusuna ait oldugu degerlendirildi.

Sekil 13
Takara Kit ile Yapilan Genus Spesifik Real-Time PCR Calismasi Ekran Gériintiisti
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OneStep RT-PCR kit genus spesifik PCR bulgular:

Asagidaki resimde OneStep Real-Time PCR kit ve Brucella genus spesifik
primerler kullanilarak 15 adet numune i¢in uygulanan Real-Time PCR ¢alismasinin
ekran goriintiisii goriilmektedir. Orneklerin tamaminin ct degeri 9,56 ve 16,26 arasi
degerler olarak gozlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan B. melitensis -5x
sulandirma lizad1 (ct 31.88) ve B. abortus -5x sulandirma lizad: (ct 30.74) pozitif
olarak belirlendi. Tiim negatif kontroller negatif olarak tespit edildi. Orneklerin
tamamui ve pozitif kontrollerin tamami 85,90 °C civarinda melt curve gosterdi.
Yapilan Real-Time PCR ¢alismasi sonucu tiim 6rneklerin Brucella genusuna ait

oldugu degerlendirildi.

Sekil 14

Onestep Kit ile Yapilan Genus Spesifik Real-Time PCR Calismast Ekran Goriintiisii
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Takara Real-Time PCR kit B. melitensis spesifik PCR bulgular:

Asagidaki resimde Takara Real-Time PCR kit ve B. melitensis spesifik
primerler kullanilarak 13 adet numune igin uygulanan Real-Time PCR galismasinin
ekran goriintiisii goriilmektedir. Orneklerin tamaminin ct degeri 9,57 ve 14.5 arast
degerler olarak gozlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan B. melitensis -5x
sulandirma lizad1 (ct 29.96) pozitif olarak belirlendi. B. abortus lizad1 ve tiim diger
negatif kontroller negatif olarak tespit edildi. Orneklerin tamami ve pozitif
kontrollerin tamami 84,20 °C civarinda melt curve gosterdi. Yapilan Real-Time PCR

calismasi sonucu tiim orneklerin B. melitensis oldugu degerlendirildi.

Sekil 15 Takara Kit ile Yapilan B. melitensis Spesifik Bir Real-Time PCR Calismas: Ekran Goriintiisii

Takara Kit ile Yapilan B. melitensis Spesifik Bir Real-Time PCR Calismasi Ekran

Goriintiisti
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OneStep RT-PCR kit B. melitensis Spesifik PCR Bulgulart

Asagidaki resimde OneStep RT-PCR kit ve B. melitensis spesifik primerler
kullanilarak 14 adet numune i¢in uygulanan Real-Time PCR ¢alismasinin ekran
goriintiisii goriilmektedir. Orneklerin tamaminin ct degeri 9,67 ve 15.71 arast
degerler olarak gozlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan B. melitensis -4x
sulandirma lizad1 (ct 27.14) pozitif olarak belirlendi. B. abortus lizad: ve tiim diger
negatif kontroller negatif olarak tespit edildi. Orneklerin tamami ve pozitif
kontrollerin tamami 87,10 °C civarinda melt curve gosterdi. Yapilan Real-Time PCR

calismasi sonucu tiim 6rneklerin B. melitensis oldugu degerlendirildi.

Sekil 16

Onestep Kit ile Yapilan B. melitensis Spesifik Bir Real-Time PCR Calismasit Ekran
Goritintiisii
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Biotiplendirme Sonuglar:

Biyotiplendirme ¢alismalar igin kiiltiir ve RT-PCR ¢alismalarinda B.
melitenis olarak tanimlanan 30 adet -18°C’de dondurulmus izolat Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii, Brusella Biyotiplendirme Laboratuvari’na gonderilmistir.
Izolatlarin yeniden kiiltiir calismalarinda 2 adet izolat {iremedi ve bir adet izolatin
kontamine oldugu belirlendi. Génderilen 27 adet izolat yeniden iiretilerek
biyotiplendirme ¢aligsmalar1 yapildi. Biyotiplendirme ¢alismalar1 boliim 5.4.’de
belirtilen uygulamalar ile yapild:.

Biyotiplendirme ¢aligsmalar1 sonucunda 27 adet izolatin 20 tanesi B.
melitensis biyotip 1, 7 tanesi de B. melitensis biyotip 3 olarak tanimlandi. Kegiden
izole edilen 4 adet susun; 3 tanesi B. melitensis Biyotip 1, 1 adedi ise B. melitensis
biyotip 3 olarak tanimlandi. Koyunlardan izole edilen; 10 adet izolatin; 9 tanesi B.
melitensis Biyotip 1, 1 tanesi B. melitensis biyotip 3 olarak ve sigirlardan izole edilen
13 susun 8 tanesi B. melitensis Biyotip 1; 5 tanesi ise B. melitensis biyotip 3 olarak

tanimlandi.

Biyotiplendirme ¢alismalarinda B. melitensis biyotip 3 olarak tanimlanan 2
adet izolatin ve B. melitensis biyotip 1 olarak tanimlanan 1 adet izolatin atipk olarak
Penisiline direngli oldugu belirlendi. Biyotiplendirme ¢alismalarinin ayrintilar1 Tablo
23’te belirtilmistir.

Tablo 23

Biyotiplendirme Sonug¢lar

% %
Hayyan izolat Biyotip 1 Biyotip 3 o o
Nevi Biyotip1  Biyotip 3
Keci 4 3 1 75,0 25,0
Koyun 10 9 1 90,0 10,0
Sigir 13 8 5 61,5 38,5

Toplam 27 20 7 74,1 25,9
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Bruce-Ladder Multipleks PCR Sonugclar:

Bruce Ladder Multiplex PCR galismalar1 Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisiinde gercgeklestirildi. Bu amagla kiiltiir caligmalar1 ve RT-PCR ¢alismalari
ile B. melitensis olarak tanmimlanan 27 adet izolat ve RT-PCR c¢aligsmlari ile B.
melitensis olarak tanimlanan 22 adet DNA lizad1 biyotiplendirme laboratuvari

tarafindan test edildi.

Tiim izolatlar B. melitensis saha susu olarak tanimlandi. DNA lizadi olarak
gonderelen 22 adet 6rnekde ayn1 sonuglar1 verdi. RT-PCR sonuglar1 ve Bruce Ladder
PCR sonuglar1 ayni olarak belirlendi. Asagidaki resimde PCR sonuglari belirtilmistir.
Bruce Ladder Multipleks PCR calismalar1 sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil

12.”de verilmistir.

Sekil 17 Bruce-ladder multiplex PCR Sonuclart Jel Gériintiisii

Bruce-ladder multiplex PCR Sonuglar: Jel Goriintiisii

1682bp 1 2 3 456 7 8 9101112 13141516 17 18 M
1071bp
794bp " e—y ' - - -
587bp
192021 2223 N M
450bp
152bp

Lane 1: Pozitif kontrol (B. melitensis Ether referans sus, ATCC 23458)
Lanes 2-23: Saha izolatlar1
Lane M: Marker (2000 bp)

Lane N: Negative Kontrol

2000bp

1000bp

750 bp
500bp

250bp

100 bp
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Asagidaki haritada izolasyon gerceklestirilen ve tanimlanan izolatlarin elde edildigi

stiriilerin lokalizasyonlar1 belirtilmistir. Kirmizi noktalar B. melitensis Biyotip 3 ve

sar1 sekiller ise B. melitensis Biyotip 1 izolatlarini temsil etmektedir. Yuvarlak isaret

ile belirtilen isaretler sigir 0rneklerini; dikdortgen ile belirtilen sekiller kegi

orneklerini gdstermektedir.

Sekil 18

Siiriilere Ait Biyotip Dagilim Haritast

G NG L
Baoiht

Kaplica Mehmetgik
AauAog FaAdtela
Sadl{?égmkoy Tatlisu Bafra
AkavBoy Bokohiba
}éamxaka Alsancak Esentepe
aotheia
- Acpapco Gime — Catalkdy Ay. AuBpoatog, .\{arkny
Gamlibel Kepiveta Ao Ay. HAiag
Moprou EnikTTog Yeni =kele
T, oo
Gegitkale
Aeukovolko
Aé @ o Yeni Bogazici
a - ‘\ /\EUK(AJUlCl Ay. Zepyiog
1a il s i
s o S e @ Tt
1
', \_. Gemikonag! Sew Lb il Eykwpn
/ \ Kapapoordor USW‘CI e YN ZTDOBO)\UC \\\ a
Smem SN I'Imm Zw&cm Méviko Strovolos™ *~y Q Yo Gazimagusa
\ ogan
'\\ Lefker n>y, - = Meniko /n\ l\uc‘rjq ANOXWOTOQ
' Medkay WL/ iy
da NN‘Tﬂ?f,‘.’ : SRR oo e
Kompog . 0o -
1 NS vt
_ Cyp rus | | e N Dasaki Achhas I"IJaﬂegﬁx':‘s’Jnl‘
aao¢ Mapov | \ A \ ¢
‘aphos Forest ’ ) Mo N )
Kahonavaywtng : 3, 2 Pyla) h Ay. Nana
Kalopanayiotis Aayoubepa (41 Td I 'y @ Ayia Napa
Usoodera Apabinnou
g
Aradippou
Xio
Tavayid Aypog Kopvog
‘anagia Agros Kornos Adpvaxu



51

BOLUM V

Tartisma ve Sonug

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti ekonomisinde hayvancilik sektorii temel
gelir kaynaklarindan birisidir. Veteriner Dairesi 2020 yillik raporuna gore; 828
biiyiikbas isletmesinde 66,997 sigir ve 4,103 kiigiikbas isletmede 263,494 koyun ve
93,849 adet ke¢i bulunmaktadir. Bruselloz KKTC’de endemik seyreden bildirimi
zorunlu bir hastaliktir ve hastaligin seyri Veteriner Dairesi tarafindan rutin olarak
yapilan serosurveylerle takip edilmektedir. Simdiye kadar KKTC’deki ¢iftlik
hayvanlardaki Brusellozun prevalansini izlemek ve eradikasyonunu saglamak amaci
ile serojik testlere dayanan birgok kontrol ve eradikasyon ¢aligma yapilmasina
ragmen, hastaliga neden olan etkenlerin varligini ortaya koyacak kapsamli

bakteriyolojik ¢calimalar yapilmamuistir.

Ciftlik hayvanlardaki Brusellozun kontrol ve eradikasyonuna yonelik, test ve
pozitif hayvanlarin kesim stratejisine dayanan Ulusal Bruselloz Kontrol ve
Eradikasyon Programi uygulanmaktadir. KKTC’de Bruselloz hastaligina karsi
astlama yasaktir ve 1980 yilindan itibaren as1 uygulanmamaktadir. Sigir, koyun ve
keci popiilasyonundaki, Bruselloz siirii prevalansi, 2015 yilindan itibaren uygulanan
ulusal program sayesinde ciddi olarak gerilemesine ragmen tiim iilke capinda

eradikasyon heniiz saglanamamustir.

Insanlar pastorize edilmemis siit veya siit iiriinleri tiiketerek veya enfekte
sigirlarla veya atik materyelerine temas yolu ile Bruselloz enfeksiyonuna
yakalanabilirler. Mukoza ve/veya yaralarin enfekte sigirlarin abort fetiis sivilar1 veya
dokulari ile temasi, insan Bruselloz i¢in 6nemli bir hastalik kaynagi olabilir. Sigir
veya sigir iriinleriyle ilgili meslekler, insan brusellozu igin en biiyiik risktir.
Mezbaha, ¢iftlik, laboratuvar ¢aliganlari ve veteriner hekimler, Brucella enfeksiyonu
icin bilinen risk gruplaridir. B. melitensis biyotip 1, sigir ¢iftliklerinde sagimci olarak

calisan ¢iftlik is¢ilerinin kanindan izole edilmistir (Osman, & dig., 2015).

KKTC Saglik Bakanligi tarafindan yaymlanan bildirimi zorunlu hastalik
istatistiklerine gore, yilda sadece birkag insan bruselloz vakasi (2014 yilinda 3 vaka;
2015'te 6; 2017'de 5; 2019'da 4) bildirilmistir. Son genel niifus sayimina gére, KKTC
niifusii 286.257 kisi olarak tahmin edilmistir. Yillardir Bruselloz ¢iftlik
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hayvanlarinda endemik olmasina ragmen, insan vakalarinin orani diisiik olarak
degerlendirilmektedir. Ulkede ¢ig ve/veya pastdrize edilmemis siit ve siit {iriinii
kullanimi ve ¢ig et ve et {irlinli tiiketimi yaygin olmamasi, Bruselloz'un insanlara

bulagmasi potansiyel azaltmaktadir.

Ciftlik hayvanlarda, siiriilerin bruselloz ile tanimlamasi genellikle abort gibi
tipik klinik belirtiler, seroloji ve etkenin izolasyonununa dayanir. Bir veya daha fazla
enfekte hayvanda bruselloz tanisinin yapilmast, bir popiilasyondaki enfeksiyonun
oldugu kabul edilir. Bu nedenle, ¢iftlik hayvani isletmelerinde enfeksiyonun kontrolii
ve eradikasyonunda brusellozun hizli ve dogru teshisi son derece 6nemlidir
(Saavedra, & dig., 2019). Brucella organizmalarinin kesin olarak tanimlanmasini
saglayan tek bir test olmadigi i¢in, dogru bir tanimlama i¢in serolojik, bakteriyolojik
ve molekiiler yontemlerin kombinasyonu kullanilmalidir (OIE, 2018). Bazi
zorluklara ragmen, organizmanin uygun patolojik 6rneklerden izolasyonu, 6zgiinligii
ve izolatin biyotiplendirilmesine uygunlugu nedeniyle brusellozun laboratuvar teshisi
i¢in altin standart tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir Ote yandan molekiiler
yontemler, 6zellikle Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) temelli yontemler,
enfeksiyon tanisinda giderek daha basarili bir sekilde kullanilmaktadir. (Geresu &
Kassa, 2016; Yu & Nielsen 2010).

Bu ¢alismada Brucella organizmalarinin 6rneklerden izolasyon duyarliligini
artirmak i¢in, daha once belirtildigi gibi hem Farrell's Medium (FM) hem de CITA
besiyeri paralel olarak kullanildi (De Miguel, & dig., 2011; De Nardi Junior. & dig.,
2015; Kolo, & dig., 2019). Calismada test edilen 32 adet aborte fetiis ve 319 siit
orneginden olusan toplam 351 numuden; fetiis 6rneklerinden 19 sus (%59.4) ve siit
orneklerinden 90 sus (%28.2) olmak {izere toplam 109 adet Brucella susu (%31.1)
izole edildi. izolasyon sayilarina gére aborte fetiislerden elde edilen izolatlarin biiyiik
cogunlugu 6rneklem bityiikliigiine paralel olarak koyun orijinli (12/19; %63,2) iken,
izolasyon orani acisindan biiyiik cogunlugu sigir kdkenlidir (4/5; %80). Ote yandan,
hem izolasyon sayilar1 hem de oranlari agisindan siit 6rneklerinden elde edilen
izolatlarin ¢ogunlugu s1gir kokenlidir (sirastyla 68/90; %75.6 ve 68/190; %35,8)
(Tablo 19 ve 20). izole edilen tiim suslar, daha nce agiklanan kriterlere gore B.
melitensis olarak tanimlandi (OIE, 2018; Saavedra, & dig., 2019; Shalaby, & dig.,

2019). Tanimlanan izolatlar molekiiler yontemler kullanilarak dogrulandi. Yiiz dokuz
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izolatin timii, Brucella cins ve B. melitensis tiir 6zgii primerler ile Real-Time PCR
kullanilarak analiz edildi. Bu ¢alisma ile KKTC’deKi ¢iftlik hayvanlarinda B.

melitensis izolasyonu belgelenmistir.

Elde edilen sonuglari, daha 6nce yapilan ¢alisma sonuglarina uyumlu olarak,
hastaligin endemik oldugu Akdeniz Havzasinda Brucella tiirlerinin izolasyonunu
gostermektedir. Itkaya (De Massis, & dig., 2019), Misir (Khan, & dig., 2019;
Shalaby, & dig., 2019), Hirvatistan (Spi¢i¢, & dig., 2010; Cvetni¢, & dig., 2015),
Arnavutluk (Fero, & dig., 2020) ve Tirkiye (Sidamonidze, & dig., 2017).

On tanimlamanin ardindan, segilen 27 izolat, daha énce agiklandig: gibi
konvansiyonel biyotiplendirme yontemlerle analiz edildi (OIE, 2018; Saavedra, &
dig., 2019; Shalaby, & dig., 2019). Calismada, 20 (%74.1) izolat B. melitensis
biyotip 1 olarak ve 7 (%25.9) izolat B. melitensis biyotip 3 olarak tanimland1 (Tablo
23). Calisma boyunca bagka higbir Brucella tiirii ve/veya biyovar tespit edilmedi.
Tanimlanan 20 B. melitensis biyotip 1 izolatinin, ti¢ii (%15.0) kegi, dokuzu (%45.0)
koyun ve sekizi (%40.0) sigir kokenliydi. Benzer sekilde, 7 B. melitensis biyotip 3
izolatin, biri (%14.3) kegi, biri (%14.3) koyun ve besi (%71.4) sigir kokenliydi.
Hayvan tiirleri agisindan, 4 ke¢i susunun ti¢ii (%75.0) B. melitensis biyotip 1 ve biri
(%25.0) B. melitensis biyotip 3 olarak; 10 koyun susun dokuzu (%90.0) B. melitensis
biyotip 1 olarak ve biri (%10.0) B. melitensis biyotip 3 olarak ve 13 sigir susunun
sekizi (%61,5) B. melitensis biyotip 1 ve beis (%38,5) B. melitensis biyotip 3 olarak
tanimlanmustir (Tablo 23).

Bu calismada elde edilen sonuglar, B. melitensis'in varligin1 gosteren 6nceki
calismalarla uyumludur. italyan Ulusal Bruselloz Referans Laboratuvari’na 2007-
2015 yillar1 arasinda sigirlardan izole edilen suslarin tiplendirilmesi i¢in gonderilen
toplam 2.981 sustan Brucella saha suslarinin analizini i¢eren bir ¢alismada, B.
abortus biyotip 1, 3 ve 6 varlig1 %90.1 siklikta ve B. melitensis biyotip 3 varlig
%9.9 siklikta bildirilmistir. Ote yandan ayni ¢alismada, koyun ve kecilerden izole
edilen 2.279 susun analizinde, B. abortus biyotip 1 ve 3 %4,3 siklikta, B. melitensis
biyotip 1 ve 3 %95.3’liik siklikta ve B. ovis % 0.4’liik siklikta oldugu ortaya
konmustur (De Massis, & dig., 2019). De Massis vd (2019) ¢alismasindan farkli

olarak, bu ¢aligmada ne B. abortus ne de basgka bir Brucella tiirii izole edilmemistir.
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Ote yandan, B. melitensis biyotip 1 ve 3 izolasyon oranlar1 sig1r ve koyunlardan elde

edilen, kiigtik farkliliklarla benzerlik géstermistir.

Brucella tiirlerinin tanimlanmasi i¢in farkli primer kombinasyonlari1 kullanan
birka¢ multipleks PCR protokolii tanimlanmistir (Sumathi, & dig., 2019). Bricker ve
Halling (1994) tarafindan 1994 yilinda, B. abortus, B. melitensis, B. ovis ve B. suis'i
tiir dlizeyinde tanimlamak igin, bes primer kullanarak AMOS PCR ad1 verilen bir
multipleks PCR protokolii olusturulmustur. Daha yakin zamanlarda, alt1 karasal tiir
ve deniz tiirleri ile B. abortus S19, RB51 ve B. melitensis Rev. 1 as1 suslarini dahil
olmak iizere, tiim Brucella tiirlerini cins diizeyinde tanimlayabilen 8 primer
kullanarak, Bruce-ladder multiplex PCR test protokolu tanimlanmistir (Lopez-Goiii,
& dig., 2008). Mayer-Scholl vd. (2010) tarafindan Bruce-ladder multiplex PCR
gelistirilmis ve B. microti, B. inopinata, B. ceti ve B. pinnipedialis dahil olmak iizere
tiim taninan Brucella tiirlerini ayirt edebilen bir multipleks PCR daha da

gelistirilmistir.

Bu ¢alismada B. melitensis olarak biyotiplendirilen se¢ilmis 27 izolat
bakteriyoloyolojik ve serolojik yontemlerle biyotip 1 ve biyotip 3 olarak tanimlanmis
ve ayni1 izolatlatlar Bruce-ladder multiplex PCR analizine tabi tutularak
dogrulanmistir. Uygulanan Bruce-ladder PCR analizinde; 4 keg¢i, 10 koyun ve 13
sigir orijinli olmak lizere test edilen tiim izolatlar, 1682, 1071, 794, 587, 450 ve 152
bp amplikon boyutlarina gére B. melitensis saha suslar1 olarak belirlenmistir. B.
melitensis Ether susu ve test edilen tiim siipheli izolatlarda 1071 bp'lik amplikon
tespit edilmesi, tiim izolatlarin saha alan suslari oldugunu gostermistir. Ek olarak,
sirasiyla 587 bp fragmanlarinin mevcudiyeti ve 218 bp tespit edilmemesi nedeniyle,
tets edilen higbiri izolatin B. abortus S19 veya B. melitensis Rev 1 as1 suslari
olmadig belirlenmistir (Dadar, & dig., 2019; Sumathi Dadar, & dig., 2019; Tekle, &
dig., 2019).

Bu sonuglar 336 si1g1r, koyun ve kegi 6rneginden; yedisi koyundan, altisi
kegiden ve bir tanesi sigirdan olmak {izere ayn1 amplikon boyutlarina sahip 14 B.
melitensis izolatinin tespit edildigi ¢alisma bulgulariyla tam bir uyum igindedir
(Cvetni¢, & dig., 2015). Spi¢i¢ vd. (2010) tarafindan, Hirvatistan'da sigirlarda ilk kez
B. melitensis biyotip 3 tespit edilmistir. Sumathi vd. (2019) tarafindan yapilan Bruce-
ladder multiplex PCR'de ¢alismasinda beklenen boyutlar1 1682, 1072, 794, 587, 450
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ve 152 bp amplifikasyon {iriinleri tespit edilmis ve etkilenen koyun ve kegi
ciftliklerinden elde edilen bes izolat B. melitensis saha siisii olarak tanimlamis ve

dogrulanmustir.

Tekle vd. (2019) tarafindan sekiz izolat arastirlmasinda; B. melitensis
suslarinin ¢ogunlugu tarafindan yaygin olarak gogaltilan 1682 bp'lik bant boyutu
fragmani tespit edilmemesine ragmen yazarlar, izolatlarin mikrobiyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleriyle birlikte diger bes diizenli fragmanin amplifikasyonu ile
Bruce-ladder multiplex PCR testinin sonuglarina dayanarak tiim suslarin B.
melitensis olarak tanimlamiglardir. Bu ¢alismada, 1682 bp fragmani sadece bir izolat
tarafindan amplifiye edilmemis olsa da (resim, linel9), bu izolatta Tekle ve. (2019)
belirtilen kriterler isiginda B. melitensis olarak tanimlanmistir. Dadar vd. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada aborte koyun fetiislerinden Bruce-ladder multiplex
PCR testi ile belirlenen B. melitensis Rev 1 as1 susunun varligini belirlenmistir.
Yirtitiilen ¢alismada, Dadar vd. (2019), aksine higbir as1 susu tespit edilmedi. KKTC
de ¢iftlik hayvanlarinda bruselloza kars1 asilama uygulanmadigi igin asi suslarinin

tanimlanmamasi beklenen bir sonugtur.

Brucella tiirlerinin genellikle konakgiya 6zgii oldugu degerlendirilse de, ayni
ahirlari, meralar ve tesisleri paylasma, enfekte hayvanlarin kontrolsiiz hareketi veya
ciftliklerin yakinlig1 gibi belirli kosullar altinda hayvanlarda tiirler arasi
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi ¢ok nadir degildir (Kolo vd. 2019; Morales-Estrada
vd. 2012; 2016). Kolo vd. (2019), seropozitif olarak kesilen sigirlardan yedi susu
izole ederek ilk kez Giiney Afrika'daki sigirlarda B. melitensis'in varligini
bildirmistir. Bu yedi sustan besi B. abortus biyotip 1, 2 izolat B. melitensis biyotip 2

ve B. melitensis biyovar 3 olarak biyotiplendirildi

Meksika'nin brusellozun endemik oldugu bolgesinde Morales-Estrada vd.
(2016) sero pozitif inek ve kegilerde B. abortus, B. melitensis ve B. suis ile ¢apraz
enfeksiyonlar tespit edilmistir. Calismada 3 adet B. abortus biyotip 1 izolat1 inek ve
ke¢i giibresinden; 3 adet B. melitensis biyotip 1 inek giibresinden ve 1 adet B. suis
biyotip 1 izolat inek giibresinden izole edilerek tanimlanmistir. Spigié ve ark. (2010)
tarafindan Hirvatistan'da, ilk kez ineklerde B. melitensis biyotip 3 bildirilmistir. Daha
sonra Cvetni¢ vd. (2015) tarafindan, 2009-2013 yillar1 arasinda 336 sigir, koyun ve

kegi drneginde mikrobiyolojik analizler yapmis ve yedisi koyundan, altis1 kegiden bir
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tanesi sigirdan olmak iizere 14 (%4.2) 6rnekte B. melitensis izole edilmistir. Shalaby
vd. (2019) tarafindan sig1r uterus ve/veya lenf diigiimleri gibi doku 6rneklerinden B.
melitensis biyotip 3 izolasyonunu bildirmistir. Khan vd. (2019) enfekte sigirlarin
lenf diigiimlerinden, siit ve fetal abomazal iceriklerinden 17 adet B. melitensis biyotip

3 susu tanimlanmastir.

Sigirlar, enfekte domuzlar, kegiler veya koyunlarla birlikte otladiklarinda, B.
suis ve B. melitensis ile enfekte olabilmektedir. Karisik hayvancilik alanlarinda tiirler
arasi ge¢is bir sorun olabilmektedir. B. abortus koyunlar da dahil olmak tizere sigir
disindaki tiirlerden izole edilmistir ve sigirlarda B. melitensis bulunmasi sigirlarin bu
Brucella tiirtine duyarliligini géstermektedir. Sigir siit ve vajinal sekretlerden B.
melitensis'in izolasyonu, etkenin enfekte sigirlardan da bulasabilecegini
gostermektedir. Ancak sigirlarda B. melitensis prevalansi ve bu patojenin
bulagmasinda sigirlarin 6nemi ¢ok detayli olarak ¢alisilmamistir. Ayrica sigirlarda B.
melitensis enfeksiyonlarina kars1 asilamanin etkinligi arastiritlmamistir. Sigirlarin
Rev. 1 asisi ile agilanmasi icerdigi bazi riskler nedeni ile tavsiye edilmemesine
ragmen, bu aginin sigirlarda kullanimi B. melitensis kars etkili olabilir. Asilama
baslamadan 6nce enfekte olmus karma siiriilerde bulunan Brucella tiirlerinin

bilinmesi zorunludur (Smits, 2013).

Misir'da yapilan bir ¢alismada, higbir zaman kiigiikbas hayvanlar ile birlikte
yetistirilmemis abort yapan ineklerden izole edilen B. melitensis'in inekten inege
muhtemel bulagsma yolu olarak rapor edilmistir. Ayni ¢aligmada ayrica “multilocus
variable-number tandem-repeat analysis (MLVA)” sonrasinda ayni hayvandan farkli
B. melitensis genotiplerinin izole edilebilecegi tespit edilmistir (Hegazy, & dig.,
2022).

Kiiltiir pozitif/seronegatif diisiik yapan ineklerin uterus akintisi ile brusella
sacilimi, enfeksiyonun korunmasina ve daha fazla yayilmasina neden olan ciddi bir
sorun oldugu diistiniilmektedir. B. melitensis biyotip 3, 5 siit ineginden 2'sinde abort
sonrasi tespit edilmistir (El-Diasty, & dig., 2018). MLV A-15 teknigi kullanilarak
Misir’da yapilan bir ¢alismada, ruminantlardan elde edilen Brucella izolatlarinin
biiyiik bir kisminin (13/17) B. melitensis olarak tespit edilmistir. Ayni ¢calismada
ineklerden alinan farkli otopsi materyallerinden (lenf diigiimleri, fetiis, dalak) biyotip
3 izole edilmistir (Menshawy, & dig., 2014). Bu ¢alismada, B. abortus herhangi bir



57

sigir 6rneginden izole edilmezken, yukarida bahsedilen ¢aligmalarla uyumlu olarak
sekiz B. melitensis biyotip 1 ve bes B. melitensis biyotip 3 suslari sirasiyla %61.5 ve
%38.5 siklikta izole edilmistir. Bu durum, KKTC’deki farkli hayvan tiirlerinin bir
arada yasadigi gelenksel hayvancilik yapisi ve iilkede bruselloz eradikasyon

caligmalaridaki kesintiler ile agiklanabilir.

Bu calismada sigirlarda B. melitensis'in bulasmasinda ve yayilmasinda rol
oynayan risk faktorlerinin belirlenmesine yonelik herhangi bir arastirma
yapilmamistir. Bu nedenle KKTC’de sigirlarda B. melitensis'in yaygin olmasinin
nedenleri konusunda sadece yorum yapilabilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, etkene
yonelik infeksiyonlarin giiglii bir nedeni 1960 yilinda Suriye'den ithal edilen Sam
kegileri ile B. melitensis'in en son yayilmasi olabilir. O zamandan beri, kat1 ticaret
kisitlamalar1 ve ¢iftgiligin dogasi nedeniyle B. melitensis endemik hale gelmis ve

sigirlar dahil tiim ¢iftlik hayvanlarina bulagmistir.
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BOLUM VI

Sonuc ve Oneriler

Bu ¢alismanin sonuglari sigir, koyun ve kegilerde B. melitensis Biyotip 1 ve 3
yaygin olarak bulunan genotipler oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, hayvan
sahiplerinin brusellozun ekonomik ve zoonotik etkileri konusunda
bilin¢lendirilmesinin artirilmasi, etkin kontrol stratejilerinin ve uygun 6nleyici
tedbirlerin uygulanmasinin ve kesintisiz olarak devam edilmesi gerektigi sonucuna

varilmastir.

Bu c¢alismanin soncunda amaglandigi gibi KKTC’deki ¢iftlik hayvanlarinda
endemik olarak seyreden Bruselloz hastaliginin etiyolojisi ile ilgili ayrintili veriler
elde edilmistir. Sigir, koyun ve keci 6rneklerinden izlosyon edilen tiim izolatlat hem
molekiiler hemde klasik yontemler ile B. melitensis olarak tanimlanmistir. Brusella
tiirleri arasinda insanlar i¢in en patojen tiir olarak belirtilen B. melitensis yaygin
olamasi ciddi bir halk saglig tehdini ortaya koymaktadir. Bu nedenle 6zellikle risk
grubu meslek gurbuna dahil veteriner hekimler, laboratuvar ¢alisanlari, hayvan
yetistiricileri ve diger hayvanlar ile temasi olan kisilerin bu risk temelinde gerekli

hijyen ve biyogiivenlik 6nlemleri almalar1 6nerilmektedir.

Yine sigirlarda sadece B. melitesis tiirii saptanmas1 ve B. abortus etkenlerinin
tespit edilmemesi bilimsel olarak ilging bir durumu ortaya koymaktadir. Tartisma
boliimiinde ayrintili olarak bunun nedenleri ortaya komustur ve tartisilmistir. Tiirler
arast bulagsmaya neden olan igletmlerde farkli tiirlerin birlikte barindirilmast,
isletmelerin yakinlig1 ve organize hayvancilik bélgesi uygulamalarinin bunun bir
nedeni olarak goriilmekte ve bu uygulamalarda hem isletme sahiplerinin, hem de
resmi makamlarin 6nlem almast tiirler aras1 bulasmanin ve ayni zamanda hastaligin
yayilimini azaltacagi kanaatini olusturmaktadir. Sigirlarda B. melitensis’in yaygin
olarak bulunma nedeni ile etkenin sigirlardaki sagiliminin ve yayiliminin daha

ayrintili olarak arastirilmasi yararli olacaktir.

KKTC’de simdiye kadar eradikasyon metodu olarak test ve enfekte

hayvanlarin eleminasyonu yontemi uygulanmaktadir. Fakat Bruselloza karsi agilama
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uygulamasi eger planlanirsa sigirlar da kullanilacak ast susunun iyi degerlendirilmesi

ve etkinliginin ne olacagi lizerinde iyice durulmalidir.

Bitoyip diizeyinde yapilan ¢alismalar da koyun, ke¢i ve sigirlarda B.
melitensis Biyotip 1 ve B. melitensis Biyotip 3 varligini ortaya koymustur. Bu da bu
iki biyotipin ¢iftlik hayvanlarinda sirkiile oldugunu gdstermektedir. ileride yapilacak
biyotiplendirme galismalari ile mevcut bilgiler karsilastirilarak eradikasyon

sonuglarinin degerlendirilmesi ve yayilimin izlenmesi saglanabilecektir.

Izolatlarm MLV A, MLST ve tiim genom dizilimi gibi daha karmasik
molekiiler araglarla molekiiler karakterizasyonu yoluyla KKTC deki ¢iftlik
hayvanlarinda enfeksiyonun epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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