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OZET

Saytekin, A.M. (2017). Ruminant atiklarinda Brusella tiirlerinin multipleks PCR ve
konvansiyonel yontemler ile tanisi, ydntemlerin birbirleri ile karsilastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ABD, Doktora Tezi, Istanbul.

Bu ¢aligmada, ruminant atik 6rneklerinden, bruselloz etkenlerinin tiir ve cins diizeyinde
hizli tanimlanmasin1  saglayan direkt PCR  yontemlerinin  gelistirilmesi  ve
uygulanabilirliklerinin saptanmasi amaglandi. Bu amagla 166 ruminant ati§ina ait 137
akciger, 137 karaciger ve 52 fetiis mide sivisi olmak {izere toplam 326 6rnek incelendi.
Inceleme oOrneklerine, ilk asama olarak etken izolasyonu ve identifikasyonu ile
kiiltirden tiir spesifik multipleks PCR (m-PCR) uygulandi. Ayrica, direkt inceleme
orneklerine bu calismada modifiye edilen ve ismi “Modifiye Mayer-Scholl” olarak
adlandirilan PCR ile ufak degisikliklerle diizenlenen cins spesifik Bcsp31 PCR olmak
tizere toplam dort farkli yontem uygulandi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi.
Bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon, standart yontem olarak kabul edilerek
molekiiler yontemlerin sensitivite ve spesifiteleri hesaplandi. Inceleme ornekleri atik
seviyesinde degerlendirildiginde (n=166), Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yontemi igin
sensitivite ve spesifite degerleri sirastyla %94,11 ve %98,76, direkt cins spesifik Besp31
PCR igin degerler ise sirasiyla %95,29 ve %98,76 olarak tespit edildi. Tiim organ
ornekleri dikkate alindiginda ise (n=326), Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yo6ntemi igin
sensitivite ve spesifite degerleri sirasiyla %85,38 ve %98,06 direkt cins spesifik Bcsp31
PCR yontemi icin sirasiyla %83,62 ve %98,06 olarak hesaplandi. Sonug¢ olarak,
calismada kullanilan PCR yontemlerinin sensitivite ve spesifite degerleri atik diizeyinde
degerlendirildiginde,  “testlerin  tanisal  gilicli  yiikksek”, organ  diizeyinde
degerlendirildiginde “klinik olarak yararli” oldugu bulundu. Bu ¢alismada yapilan
degisikliklerle gelistirilen ve “Modifiye Mayer-Scholl” olarak adlandirilan yontem ile
direkt klinik 6rneklerden Brucella tiirlerine ait DNA’larin belirlenerek tiir diizeyinde
identifikasyonlarinin tanisal giicii yiiksek diizeyde yapilabilecegi ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Modifiye Mayer-Scholl, Bcsp31, Bruselloz, PCR
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ABSTRACT

Saytekin, A.M. (2017). Diagnosis of Brucella species in ruminant fetuses by multiplex
PCR and conventional methods and compare these methods with each other. Istanbul
University, Institute of Health Science, Microbiology Department. Doctoral Thesis.
Istanbul.

In this study, it was aimed to develop direct PCR methods allowing quick identification
of Brucella spp. from aborted fetus samples in genus and species level and to determine
the applicability of the methods. For this purpose, a total of 326 specimens consisted of
137 lungs, 137 livers and 52 fetal stomach fluid from 166 aborted ruminant fetuses were
examined. In first stage, bacterial isolation and identification method (culture) and
species specific m-PCR method from cultures were applied to the test samples. Also
two different methods, one of them was modified in this study namely Modified Mayer-
Scholl m-PCR (method A) and another one was modified with minor changes called
genus spesific Bcsp3l PCR (method B) were applied to clinical samples directly.
Totally four different methods were applied and their results were compared.
Sensitivities and specificities of the molecular methods were calculated by considering
culture as gold standard. Sensitivity and specificity for method A according to the
number of fetuses were 94.11% and 98.76%, respectively. For B, sensitivity was
95.29% and specificity was 98.76%. Sensitivity and specificity for method A based on
the number of organ samples were 85.38% and 98.06%, respectively. For B, sensitivity
was 83.62% and specificity was 98.06%. In conclusion, when the sensitivity and
specificity results of the PCR methods used in this study are evaluated based on the
fetuses, the diagnostic power of the PCR methods was found to be high. When they are
evaluated based on the organs, the methods were found to be clinically useful. It has
been shown that direct m-PCR method called modified Mayer-Scholl developed in this
study could be used at high diagnostic level for species-level identification.

Key words: Modified Mayer-Scholl, Bcsp31, Brucellosis, PCR



1. GIRIS VE AMAC

Bruselloz, Brucella cinsindeki tiirlerin evcil ve vahsi hayvanlarda olusturdugu
kronik, bulasici ve zoonoz karakterde bir hastaliktir. Tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de siklikla rastlanilan hastalik, yetistiricilerimizin ekonomik kayiplarina
neden olmasinin yaninda, siirdiiriilebilir hayvanciligimizi da olumsuz etkilemektedir
(Aydm 1997 pp. 110-125; Gezgen ve Seker 2014). Zoonoz olmasi sebebi ile yilda
yaklasik 500,000 insan bu hastaliktan etkilenmektedir. Ayrica hastalik, Latin Amerika,
Ortadogu, Afrika, Asya ve Akdeniz Havzasi olmak {izere diinyanin birgok bdlgesinde
endemik olarak devam etmektedir (Avila-Calderon ve ark. 2013, Kaynak: Pappas ve
ark. 2006 pp. 91-99).

Brusellozun laboratuvarda kisa zamanda ve dogru olarak tanisi oldukga
onemlidir. Bu sebeplerle, tan1 metodlari da hastalikla miicadele, koruma ve kontrol
stratejilerine uygun olarak gelistirilmekte ve artan ihtiyaglara cevap verebilecek
nitelikte; yeni, glivenilir, daha az maliyetli, pratik, bulas acisindan calisan personel ve
cevre icin daha gilivenli, kisa zamanda sonuglanabilen, spesifitesi yliksek testler i¢in
calisiimaktadir. Bu durum, brusellozun molekiiler yontemlerle cins diizeyinde tanisinda,
eskiden giiniimiize ¢ok biiylik ilerlemeler saglamistir. (Bricker 2002; Yu ve Nielsen
2010). Ayrica, biyolojik savas ve tarim terérizmi agisindan yeni bir doneme girilmis
olunmasi, tanida oldukca spesifik, hassas ve hizli sonu¢ veren test ihtiyacini

arttirmaktadir (Bricker 2002).

Bruselloz tanisi i¢in, konvansiyonel bakteri izolasyonu ve identifikasyonu altin
standart yontem olarak kabul edilse de, bunun igin uzun zaman, yogun emek, teknik
altyap1 (Biyogiivenlik seviyesi 3 laboratuvar) ve deneyimli personel gereksinimi vardir
(Bricker 2002; Yu ve Nielsen 2010). Asamalar karmasiktir ve test siiresi boyunca

laboratuvar personeli zoonoz etkenin potansiyel riski altindadir (Bricker 2002).

Ulkemizde hastaligin tamis1 daha g¢ok serolojik olarak antijen antikor
reaksiyonunun saptanmasi Vve/veya bakteriyolojik olarak etkenin cins diizeyinde
identifikasyonu ile yapilabilmekte, molekiiler yontemler ise oldukca sinirli olarak

kullanilmaktadir.



Ayrica, bruselloz ile miicadelede yogun ve Kkitlesel asilama stratejilerinin
yiiriitiiliiyor olmasi, atik vakalarinin en kisa zamanda ve asi suslarinin da ayrimini
yapabilecek sekilde degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir (Kaynak-Onurdag ve ark.
2016). Tir ve biyotip diizeyinde identifikasyon epidemiyolojik izlenebilirligi saglar. Bu

durum miicadele stratejilerinin olusturulmasinda da oldukga énemlidir.

Calismada, direkt ruminant atiklarindan bruselloz etkenlerinin tiir diizeyinde hizli
ve kolay tanimlanmasini saglayan bir PCR yonteminin gelistirilmesi, cins diizeyinde
tan1 yapan PCR yoOnteminin diizenlenmesi, gelistirilen yontemlerin konvansiyonel
bakteriyolojik yontemle karsilastirilmasi, yontemlerin  birbirlerine  uyumlulugu,
Ustiinliigii, avantajlari, dezavantajlar1 ve konvansiyonel kiiltiir yOntemine gore
kullanilan direkt PCR yontemlerinin sensitivite ve spesifitelerinin belirlenmesi ile

kullanilabilirliklerinin ortaya konulmas1 amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TANIM

Bruselloz, Brucella tiirlerinin uterus, meme, testis gibi genital organlara
yerlesmesi sonucunda nekrotik yangisal reaksiyonlarla ortaya ¢ikan, evcil ve vahsi
hayvanlarda yavru atmalara ya da infertiliteye neden olan, retikiilohistiositer, kronik ve
bulasict bir hastalik olarak tanmimlanmistir (Gezgen ve Seker 2014). B. abortus, B.
melitensis ve B. suis tiirlerinin ¢ogunlukla sebep oldugu bruselloz, ayn1 zamanda insan
ve hayvanlarda bu hastalik i¢in genel bir isim olarak kullanilmaktadir (OIE B6l. 2.1.4.
2016). Bruselloz etkenleri, evcil hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olurlar.
Etkenler, infekte ettikleri hayvanlarin siitleri, siitlii yiyecekler ve hatta et ile insanlara da
bulasabildikleri ve infekte edebildikleri igin halk sagligi yoniinden de énemli bir grubu
olusturmaktadir (Aydin 1997 pp. 110-125).

2.2. TARIHCE

Brusellozun tanimi, abort olgulart ile ilgili kadim kaynaklardan farkli olarak, en
eski kayitlardan birinde Jeffrey Alien Marston tarafindan 1859 yilinda yapilmustir.
Yazar kendi eserinde, hastalig: tifoid atesten farkli olarak tarif etmistir (Nicoletti 2002).
1887 yilinda David Bruce, Malta’da dlen bir askerin dalagindan izole ettigi etkeni
Micrococcus melitensis olarak isimlendirmis ve insanlardaki Malta Atesi hastaligi
etkeninin bu mikroorganizmalar oldugunu ortaya koymustur (Aydin 1997 pp. 110-125;
Nicoletti 2002; Songer ve Post 2012 pp. 200-207). Daha sonra Malta’l1 bir doktor olan
Themistocles Zammit ve ekibi, 1905 yilinda Malta’daki kecilerin en az %10’ nun kan ve
stitlerinden etkeni izole etmistir (Nicoletti 2002). Bdylece etkenin insanlara siitle

bulagabilecegi gosterilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125).

Danimarkal1 bir bilim insan1 olan veteriner patolog ve bakteriyolog Profesor
L.F.Bang, 1895 yilinda yavru atmis bir sigirin fotal membranlari ile uterus sivisindan
Gram negatif basilleri izole etmis ve bu farkli etkeni Bacillus abortus olarak
isimlendirmistir (Aydin 1997 pp. 110-125; Nicoletti 2002; Songer ve Post 2012 pp.
200-207).

Domuzlarda bruselloz, ilk defa Hutyra tarafindan 1909°da Macaristan’da
bildirilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125). Daha sonralari, Amerika’da Traum 1914



yilinda etkeni aborte domuz fetiisiinden izole etmistir (Aydin 1997 pp. 110-125;
Nicoletti 2002).

1918 yilinda Evans, B. melitensis ve B. abortus’un morfolojik, fizyolojik ve

serolojik yonlerindeki ayrintilari belirtmistir (Aydin 1997 pp. 110-125).

1920 yilinda da Meyer ve Shaw, bu iki etkeni bir grupta birlestirerek Bruce’nin

ismine izafeten Brucella adin1 vermislerdir (Scholz ve ark. 2010).

1929 yilinda Huddleson, Brucella suis ismini vererek etkeni tanimlamistir
(Scholz ve ark. 2010).

1952 yilinda Mc Farlane ve arkadaslari, ilk defa Yeni Zelanda’da koglarda
epididimis, tunika vajinalis, orsit ve vezikula seminalisten etkeni izole etmislerdir
(Aydin 1997 pp. 110-125). 1956 yilinda Buddle ve Boyes, Avusturalya ve Yeni
Zelanda’da epididimitisli koglardan izole edilen etkenin Brucella melitensis’in bir
varyant1 oldugunu ortaya koymuslar ve daha sonra etken, Brucella ovis olarak
isimlendirilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125; Nicoletti 2002; Scholz ve ark. 2010).

1957 yilinda Brucella neotomae ilk defa Stoenner ve Lockman tarafindan dag
farelerinden izole edilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125; Scholz ve ark. 2010).

Brucella canis, kopeklerin bulasict abort etkeni olarak 1968 yilinda Carmichael
ve Bruner tarafindan izole ve identifiye edilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125; Scholz ve
ark. 2010).

Brucella tiirlerinin deniz memelilerinden ilk izolasyonu 1994 yilinda Iskocya’da
bir fokbaligindan, bir domuzbaligindan ve bir yunusbaligindan, ayni yil Amerika
Birlesik Devletleri’nde ise bir siseburunlu yunusbaligindan yapilmistir. Daha sonralari
izolasyon sayis1 ve konak¢t hayvan g¢esitliligi artmistir. Atlantik beyaz yanh
yunusbaligi, ¢izgili yunusbaligi, minke balinasi, balonlu fokbaligi, boz fokbaligi, pasifik
liman fokbaligi, halkali fokbaligi, grolland fokbaligi ve bir avrupa su samurundan
izolasyon yapilmustir. Ayrica deniz memelileri suslarinin etkeni oldugu insan bruselloz
olgular1 da tespit edilerek bildirilmistir. Sonralari deniz canlilar1 kaynakli izolatlarin
ayni olmadigi goriilmiis, 2001 yilinda Cloeckaert ve arkadaslar tarafindan suslar ayrilip
isimlendirme calismalar1 yapilsa da o zamanlar gecerli bir bildirim yapilmadigi i¢in

2007 yilinda deniz memelilerinden izole edilenler Brucella ceti sp. ve



yiizgegayaklilardan izole edilenler ise Brucella pinnipedialis sp. olarak belirlenmis ve

isimlendirilmistir (Foster ve ark. 2007).

2008 yilinda, Cek Cumhuriyetinde yapilan ilk izolasyon ve takip eden ¢alismalar
neticesinde tarla faresinden tespit edilen yeni tir, Brucella microti sp. olarak
isimlendirilmistir (Scholz ve ark. 2008a). Sonralar1 bir kez topraktan (Scholz ve ark.
2008b) ve kizil tilkilerin mandibular lenf nodiillerinden izolasyon bildirilmistir (Scholz
ve ark. 2009).

2010 yilinda klinik bruselloz semptomlar1 gosteren 71 yasindaki bir kadin
hastanin gogiis implant infeksiyonundan izole edilen sus, Brucella inopinata sp. olarak

isimlendirilmistir (Scholz ve ark. 2010).

2014 yilinda Teksas’da bir hayvan tedavi merkezinde, 6lii dogum yapan bir
babuna ait serviks sivabindan izole edilen sus, Brucella papionis sp. olarak

isimlendirilmistir (Whatmore ve ark. 2014).

Ulkemizde ilk bruselloz olgusu, Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin
tarafindan 1915 yilinda Kuleli Askeri Hastanesi’nde tedavi goren bir askerde tespit
edilmistir. Hayvanlarda ise 1931 yilinda laboratuvar muayenesi sonucunda ilk bruselloz
olgusunu ortaya koyan Berke olmustur. 1943 yilinda Golen, insan ve hayvanlarda
brusellozun varligin1 serolojik yontemlerle ortaya koymustur. 1944 yilinda Aktan ve
Koylioglu koyunlarda B. melitensis’i ilk defa Bandirma merinos ¢iftliginde
saptamislardir (Aydm 1997 pp. 110-125).

2.3. ETIYOLOJI

Taksonomik olarak Alfa-Proteobacteria sinifi, Rhizobiales takimi, Brucellaceae
ailesinde yer alan ve konak hiicrelerinde fakiiltatif hiicre i¢i yerlesim gosterebilen
Brucella tiirleri, Gram-negatif, hareketsiz, kokobasil yada kiigiik ¢omak sekilli
bakterilerdir (Garrity 2005; Songer ve Post 2012 pp. 200-207; OIE Bél. 2.1.4. 2016).

Mikroskop sahasinda genellikle tek tek goziikseler de, ¢iftler yada kiigiik gruplar
halinde de bulunabilirler. Uzunluklar1 0,6 um’den 1,5 pm’ye ve genislikleri 0,5 um’den
0,7 um’ye kadar degisiklik gosterebilir. Morfolojileri degismez ve eski kiiltiirler harig¢
pleomorfik formlar gériilememektedir. Spor olusturmazlar ve kapsiilsiizdiirler. Modifiye
Ziehl-Neelsen boyama metodu ile kirmiziya boyanirlar (Alton ve ark. 1988; Garrity
2005).



Filogenetik tanima gore, taksonomistler bu cinsin Brucella melitensis isimli tek
bir tiirden olustugunu ileri sirmiislerdir. Bununla birlikte tarihi ge¢mis, Brucella
abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis ve B. neotomae’ den olusan 6 klasik
tiiriin akilda kalmasina neden olmustur. Her bir tiir, infeksiyon i¢in ana rezervuar olarak
gorev yapan Oncelikli bir konaga sahiptir. Bunlar A ve M lipopolisakkarit antijenlerine
kars1 hazirlanan monospesifik antiserumlarla agliitinasyon ve diger fenotipik 6zellikleri
temel alinarak daha fazla biyotipe ayrilmistir (Tablo 2.5) (Songer ve Post 2012 pp. 200-
207).

Brucella tiirleri, dezenfektanlara ve sicakliga karst dayaniksizdirlar.
Pastorizasyon islemi ile Oliirler. Karanlik yerlerde, doku, siit veya uterus akintilari
icinde uzun zaman canli kalabilirler. Etkenler, %0,1 siiblimede bir ka¢ dakikada, %2
formalin ve %1 lizol iginde 15 dakikada Oliirler (Aydin 1997 pp. 110-125). Otoklav
sterilizasyonu ile 121 °C de inaktive olurlar. Ayrica, dezenfeksiyon amaci ile farkli
kimyasallarin kullanimi da tavsiye edilmektedir. %2 formaldehit soliisyonu, %2,5
sodyum hipoklorid, %20 taze sonmiis kire¢ siispansiyonu veya %2-3 kostik soda etkisi
altinda, 1 saatte yok olurlar. Etkenler, uygun sicaklik ve pH sartlar1 altinda, su, atik fetiis
ve zarlarinda, giibre, yiin, saman, barinak, diski ve kiyafetlerde bir ka¢ ay canliliklarini
stirdiirebilirler. Brucella tiirlerinin dondurulmus etlerde canliligi yillarca siirebilse de,
taze ette canlilif1 oldukca kisa slirmektedir. Bunun sebebi her gram ette bulunabilecek
organizma sayisinin azligi ve hizlica diisen et pH’sina baglanmaktadir. Yine de
mezbaha calisanlart ve kasaplarin caligmalar1 sirasinda, 6zellikle bakterinin yogun
olarak bulunabilecegi meme bezi, lireme organlar1 ve lenf diiglimleri ile direkt
temaslar1, koruyucu ekipmanlar ile engellenmelidir. Etkenlerin farkli kosullar altinda
cevrede ve c¢esitli materyallerde canli kalma siireleri Tablo 2.1°de, cesitli gida
maddelerinde canli kalma siireleri ise Tablo 2.2°de gosterilmistir (Garrido-Abellan ve
ark. 2001).



Tablo 2-1: Brucella tiirlerinin ¢evrede ve ¢esitli materyallerde canlh kalma siireleri
(Garrido-Abellan ve ark. 2001)

Cevre / Materyal Sartlar Canh Kalma Siiresi
Direkt Giines Isi1g1 <31°C 4 Saat 30 Dakika
Su -4 °C 4 Ay

Su (Laboratuvar) 20 °C 2,5 Ay

Su (Gol) 37°C,pH=7.2 < 24 Saat
Su (Gol) 8°C,pH=6,5 >2 Ay
Toprak Laboratuvarda Kurumus <4 Giin
Toprak 18 °C de Kurumus 69-72 Giin
Toprak Islak <7 Giin
Toprak Nemli ortam >2 Ay
Toprak Sonbahar (%90 Nem) 48-73 Giin
Toprak Subat (Hizl1 Kurumus) 72 Giin
Idrar 37°C,pH=85 16 Saat
Idrar 8°C, pH=6,5 6 Giin

Cig Siit 25-37 °C 24 Saat
Cig Siit 8°C 48 Saat
Cig Siit -40 °C 2,5 Y1l
Peyniralti Suyu 17-24°C <5 Giin
Peyniralt1 Suyu 5°C > 6 Giin
Giibre / Tezek Yaz Mevsimi 24 Saat
Giibre / Tezek 25°C 1Ay
Gibre / Tezek Kis Mevsimi 2 Ay
Giibre / Tezek 8°C 1Yl
Gibre / Tezek -3°C 3 Ay

Sivi Glibre Yaz Mevsimi 3 Ay

S1v1 Giibre Kis Mevsimi 6 Ay

Sivi Giibre Tank I¢inde 15 Ay
Sivi Giibre Tank iginde (12 °C) >8 Ay
Yiin Depo i¢inde 4 Ay
Saman Birka¢ Giin yada Ay
Toz 3-44 Giin
Tahta Agil ¢iti yada zemini 4 Ay
Mera Giinesis181 <5 Giin
Mera Golge > 6 Giin




Tablo 2-2: Brucella tiirlerinin hayvansal siit iiriinlerinde canh kalma siireleri (Garrido-

Abellan ve ark. 2001)

Uriin Brucella Tiirii Sicaklik (°C) pH Canh Kalma Siiresi
Stit Brucella abortus 71,7 - 5-15 Dakika
Stit Brucella abortus 38 4,00 < 9 Saat

St Brucella abortus 25-37 - 24 Saat

Siit Brucella abortus 0 - 18 Ay
Krema Brucella abortus 4 - 6 Hafta
Krema Brucella melitensis 4 - 4 Hafta
Dondurma Brucella abortus 0 - 30 Giin
Tereyagt Brucella abortus 8 - 142 Giin
Peynir Cesitleri  Brucella abortus - - 6-57 Giin
Peynir Cesitleri  Brucella melitensis - - 15-100 Giin
Feta Brucella melitensis - - 4-16 Giin
Pecorino Brucella melitensis - - <90 Giin
Roquefort B. abortus ve B. melitensis - - 20-60 Giin
Camembert Brucella abortus - - <21 Giin
Erythrean Brucella melitensis - - 44 Gin
Cheddar Brucella abortus - - 6 Ay

Beyaz Peynir Brucella melitensis - - 1-8 Hafta
Peyniralti Suyu  Brucella abortus 17-24 4,3-59 <4 Gln
Peyniralt1 Suyu  Brucella abortus 5 5,4-5,9 > 6 Giin

2.4. EPIDEMIYOLOJI

Hastalik, Akdeniz iilkeleri, Afrika, Orta Dogu, Hindistan, Orta Asya, Orta ve
Giliney Amerika’da yiiksek derecede endemiktir. Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada’da uygulanan eradikasyon programlart sonucunda hemen hemen elimine

edilmistir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207).

Tirkiye’de cografik durum bulasici hastaliklarin yayilimi i¢in her zaman bir risk
faktoriidiir. Ulkemizi gevreleyen komsularimizda bruselloz endemiktir. Dogu ve
Gilineydogu komsularimiz ise yliksek hastalik prevalanslari sebebi ile bizim i¢in en
yiiksek riski olusturur. Illegal hayvan hareketleri ve kagakgilikla miicadele ayrica énlem
alinmasi gereken unsurlardir. Bolgedeki tiim iilkelerin igbirligi i¢inde hareket etmesi ile
kontrol ve eradikasyon stratejilerinin basariya ulasabilecegi diistiniilmektedir (Yumuk
ve O’ Callaghan 2012).

Sigir brusellozu genellikle B. abortus’a ait biyotiplerden kaynaklanir. Giliney

Avrupa, Afrika ve Bati Asya’nin bazi iilkelerinde oldugu gibi, kiiciikbas hayvanlarla



birlikte kapali tutulan sigirlar i¢in bruselloz, B. melitensis’ten de kaynaklanabilir.
Seyrek olarak, sigirlarin meme bezlerinde goriilen kronik infeksiyonlar B. suis kaynakl
olabilir. Ancak sigirlardaki B. suis’in abortlara sebep oldugu ve baska hayvanlara da
bulastig1 heniiz rapor edilmemistir (OIE Bol. 2.1.4. 2016). Sigirlarda bruselloz genel
olarak ineklerin bir hastaligidir. Bogalar infekte olabilir ancak etkeni ¢iftlesme ile

kolayca bulastirmadiklari bildirilmistir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207).

Koyun ve kegilerde bruselloz, biiyiikk 6l¢ide B. melitensis biyotiplerinden
kaynaklanmistir. Cok nadir olarak sporadik bazi vakalarda hastaliktan B. abortus ve B.
suis tiirleri sorumlu olmustur. Akdenizde kiigiikbas brusellozu endemik olsa da, hastalik
tim diinyada yaygindir. Meksika hari¢ Kuzey Amerika, Kuzey ve Orta Avrupa,
Gilineydogu Asya, Avusturalya ve Yeni Zelanda’nin hastaliktan ari oldugu kabul
edilmistir. Epidemiyolojik ve patolojik olarak B. melitensis infeksiyonu, sigirlardaki B.
abortus infeksiyonlarina ¢ok benzer (OIE Bo6l. 2.1.4. 2016). Tiim dokular, kiiltlirler ve
potansiyel kontamine materyaller, BSL3 seviyesindeki laboratuvarlarda ¢alisilmalidir
(OIE Bol. 2.7.2. 2015). Ciinkii organizma, Brucella tiirlerinin en virulanti olarak kabul
edilir. insan bruselloz vakkalarmin ¢ogundan sorumlu olmustur. Zaman zaman deve ve
alpakalardan izole edilmistir. Etkene bagl hastalik, Orta Dogu, Iber yarimadasi, Cin,
eski Sovyetler Birligi, Afrika’nin bazi kisimlari ve Latin Amerika’da endemiktir.
Onemli risk faktorleri ise kontamine genital akintilariyla temas ve ¢ig siit igilmesidir.
Ciftlesme ile bulasma, sigir brusellozuna goére daha yaygindir. Irk duyarlilig
koyunlarda degisken olsa da kegiler ¢ok daha duyarlidir. Baz1 hayvanlar infeksiyondan
kendiliginden iyilesse de biiyiik bir kism1 kronik tasiyict olarak kalmaktadir (Songer ve
Post 2012 pp. 200-207).

B. abortus ve B. melitensis infeksiyonlari ayrica tek ve ¢ift horgiiglii develerde,
Giliney Amerika devegilleri arasinda yer alan lama, alpaga, guanaco ve vicuna tiirlerinde
raporlanmistir. Tlave olarak evcil bufalo, Amerikan ve Avrupa bizonlari, yak, elk/wapiti,
Afrika bufalosu ve ¢esitli Afrika antilop tiirlerinde de bruselloz tespit edilmistir. Bu
hayvanlardaki tiim hastalik belirtileri, evcil ruminantlardaki belirtiler ile benzerdir.
Ayrica B. melitensis infeksiyonu, evcil ruminantlar ile yakin iligki i¢inde olabilecek

vahsi ruminantlarda da goriilmektedir (OIE Bo6l. 2.1.4. 2016).

Domuzlarda bruselloz, genellikle B. suis biyotip1, 2 veya 3 kaynaklidir. Oldukga

nadir olarak B. melitensis ve B. abortus kaynakli domuz brusellozlar1 da gézlenmistir.
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Giiney Amerika ve Gilineydogu Asya’da prevalans yiiksektir. Diger iilkedelerde hastalik
gorlilse de, prevalanst dusiiktiir. Amerika Birlesik Devletleri'nin baz1 giiney
eyaletlerinde, Avustralya ve bir ka¢g Okyanusya iilkesinde, yaban domuzlarindan B. suis
biyotipl izole edilerek hastalik etkeni olarak tespit edilmistir. Ayrica bu iilkelerde yaban
domuzu avcilari ve hayvan tiriinlerini igleyen insanlarda da brusellozun goriildiigii rapor
edilmistir. B. suis biyotip2 kaynakli infeksiyonlar, biyotipl ve biyotip3 kaynaklilara
gore konak cesitliligi, dagilimi1 ve patojenitesi bakimindan farklilik gosterir. Avrupa’da
biyotip2, Iskandinavya ile Balkan cografyasi arasinda genis bir bolgede dagilim
gostermektedir. Kita Avrupa’sinda ise yaban domuzlarinda biyotip2 prevalansi
yiiksektir. Bugiine kadar, insan bruselloz etkeni olarak ¢ok nadir rapor edilmislerdir.
Hastalik, yaban domuzlar1 veya yaban tavsanlarinin temizlenmesi veya derilerinin
yiiziilmesi islemleri ile ugrasan avcilarda goriilmiistiir. Avrupa yaban tavsanlarinin,
biyotip2 infeksiyonunun evcil ¢iftlik hayvanlarina bulasmasinda rezervuar rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Yine ¢ok nadir olarak Avrupa’da, yaban domuzlarindan sigir ve
koyunlara bulasmigs ve klinik belirtilerin olmadigi B. suis biyotip2 infeksiyonlari
raporlanmstir (OIE Bol. 2.1.4. 2016).

B. ovis infeksiyonlart Avusturalya, Yeni Zelanda ve Giiney Afrika’da
raporlandigr gibi Amerika ve Avrupa iilkelerinde de bildirimi yapilmistir. Biiyiik
olasilikla koyun yetistiriciligi yapilan birgok iilkede hastalik bulunmaktadir (OIE B6l.
2.7.9. 2015). Etkeninin gosterdigi yiiksek derecedeki konak spesifitesi nedeni ile
hastalik, koyunlarda goriiliir. Disilerde her ne kadar abortlara sebep olsa da oncelikle
erkekleri etkiler. Hastalik en ¢ok koctan koca ¢iftlesme icgiidiisii ile direkt olarak yada
infekte koglar tarafindan dollenen koyunlarla ¢iftlesme sonucu indirekt olarak bulasir
(Songer ve Post 2012 pp. 200-207; OIE Bol. 2.7.9. 2015). Hastaligin rapor edildigi
iilkelerde hastalik 6nemli derecede ekonomik kayiplara sebep olabilir (Lopez ve ark.

2006).

Brucella canis, kopek yetistirme ve bakimevlerindeki kopeklerden izole
edilmistir. Ancak tilki ve ¢akallarda da hastalik rapor edilmistir. Infeksiyon ¢ogunlukla
atik fetiisler, vajina akintilari, siit, semen yada idrardan aerosolize olan organizmalarin
solunumu yada mevcut organizmalarin sindirim yolu ile alinmasindan kaynaklanir.
Erkek kopeklerde bruselloz, orsitten daha ¢ok epididimitin eslik ettigi infertilite
semptomlari ile kendini gostermektedir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207).
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Brusellozlu hayvanlarda etkenler, retikiiloendotelyal sistem ve iireme sisteminin
hiicreleri iginde bulunarak omiir boyu kronik infeksiyonlara sebep olurlar. Boylece
hasta hayvanlar rezervuar olarak kalirlar (Songer ve Post 2012 pp. 200-207).
Brusellozlu ineklerin ¢ogu, yavru attiktan sonra haftalarca ve hatta aylarca siitleri ile
etkeni cikartir. Yavru atildiktan veya dogduktan sonra dogum akintilari ile etken
genelde 1-2 hafta siire boyunca sagilsa da, bu durum 6 ay veya daha uzun bir siire de
devam edebilir. Hastalik etkenleri, en ¢ok gebe hayvanlarin uterus igerigi, fotus ve fotal
membranlar, siit, idrar ve erkek hayvanlarda semen ile sagilir. Bulagma baslica sindirim
sistemi, saglam yada portantreli deri, konjuktiva, ¢iftlesme, memelerin kontaminasyonu
ve solunum yolu ile olabilir. Saglikli stiriilerdeki ilk infeksiyonlar, genelde disaridan
alinan hasta hayvanlarin fark edilmeden siirii i¢ine sokulmas: ile goriiliir. Buzagi1 yada
atik fetiislerin baska hayvanlarca yalanmasi, kopekler tarafindan atik fotus ve yavru
zarlarinin yenilmesi, kontamine ¢ig siitiin direkt olarak yada bu siitlerden pastorizasyon
islemi yapilmadan elde edilen iiriinlerin insanlar tarafindan tiiketilmesi, infeksiy6z
aerosollerin solunmasi, kontamine meralardaki gida veya sularin tiiketimi, infekte uterus
akintilar1 veya idrarla bulasik kuyrugun diger hayvanlarin deri ve konjuktivalarina
etkeni ulastirmasi, infekte siitiin yerde oldugu ortamlarda saglam hayvan memelerinin
bu siitle temasi, infekte erkeklerin mekanik olarak veya sperma icerigi ile hastalig
bulastirmalari, yine degisik hayvan ailelerine ait tiirlerin hastaligin yayilmasinda vektor
(baz1 artropodlar ve kemiriciler) ve rezervuar (bazi kuslar ve yabani ruminantlar) rol
oynamasi, olast bulag senaryolari i¢inde gosterilmistir (Aydin 1997 pp. 110-125; Songer
ve Post 2012 pp. 200-207).

Brucella tiirleri, konak disinda, ¢evrede uygun kosullarda uzun siire canh
kalabilirler. Karkas ve dokularda 0 °C de 6 aya, toz ve toprakta 125 giine kadar, diskida
1 y1l boyunca canliliklarini siirdiirebilirler. %1 sodyum hipoklorit, fenol bilesikleri, %70
etanol, iyodoforlar, gluteraldehit ve formaldehit igeren dezenfektanlarin ¢oguna

duyarhdirlar (Aydin 1997 pp. 110-125).

Insanlarda, B. melitensis, B. abortus ve B. suis, hastalik etkenleridir. Cok nadir
olarak B. canis infeksiyonlart rapor edilmistir. B. ovis ve B. neotomae kaynakli
infeksiyonlar ise insanlarda heniiz rapor edilmemistir. Bir adet deniz memelisi izolat:
kaynakli insan bruselloz vakasinda ise laboratuvar kazasi sonucu etkenin insana gectigi

rapor edilmistir. Bu izolata ait bir sekans pargasi olan ST27, Peru ve Yeni Zelanda’daki
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3 insandan izole edilen suslar ile iliskili olarak bulunmustur. Bu 3 insanin deniz
memelileri ile herhangi bir temaslarinin olmadigi1 ancak her ii¢ hasta i¢in ortak noktanin
¢ig balikla temaslart oldugu saptanmigtir. Ayrica Misir’da bir kedibaliginda B.
melitensis biyotip2 susunun varligi bildirilmistir. Tim bunlar, infeksiyonun yeni
kaynaklarinin baliklar olabilecegini diisiindiirmektedir. Cig siit ve bu siitlerden yeterli
151l islem uygulanmadan yapilan iiriinler insanlar i¢in infeksiyon kaynagini olustururlar.
Her ne kadar past6rizasyon, insanlar1 hastaliktan korusa da, hayvan sahiplerinin ¢ig siit
tiketme aligkanliklar1 ve aileleri ile birlikte infekte hayvanlarla direkt temas halinde
olmalari, hastalikla ilgili riskleri devam ettirmektedir (Yumuk ve O’ Callaghan 2012).
As1 uygulamalarinda meydana gelen aksakliklar da insanlar i¢in bir risk faktoriidiir.
Sindirim sistemi yolu ile infeksiyon olusabilmesi i¢in 5000 adet B. melitensis yeterli
iken B. abortus ve B. suis tiirleri i¢in bu say1 10°-10" adet civari olmustur. Hastaligin
inhalasyon yolu ile bulagsmasi icin B. melitensis i¢in 1300 adet jerm gerekliyken B.
abortus ve B. suis tiirleri igin bu rakam 100 adetin altindadir (Aydin 1997 pp. 110-125).

2.5. PATOGENEZ

Brucella tiirleri, retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin fakiiltatif hiicre igi
parazitleridir. Etkenlerin virulanslari, etken tiiriine, susuna ve infekte edici bakteri
miktarina gore degisiklik gosterir (Garrido-Abellan ve ark. 2001). Hastaligin bir
retikiilo-histiositer sistem hastalii olmasi ve belli organ yada dokulara yerlesmesi
patogenez i¢in Onemlidir (Aydin 1997 pp. 110-125). Brucella tiirlerinde diger
patojenlerden farkli olarak ekzotoksin, sitolizin, fimbria, kapsiil yada apoptoz
indiikleyici gibi klasik olmayan virulans faktorleri tanimlansa da, etkenin gergek
virulansi, konak hiicrelerini istila etme ve i¢inde kalma yetenekleri ile ilgilidir. Etkenler
birincil fagozomun lizozomla birlesmesini 6nleyen yada bundan kacan mekanizmalar
kullanirlar. Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-o) tiretimi, TNF-o’nin hiicre i¢i dldiirmede
gbrev yapmasi nedeni ile diger bir virulans mekanizmasi olabilir. Bazi etken tiirleri 1s1
ve proteaza duyarl bir faktor salgilar. Bu faktor etkenin insan makrofaji i¢inde canli
kalmasina ve hastaligin kronik bir durum almasina yardimci olur (Songer ve Post 2012
pp. 200-207).

Brucella tiirlerinin biiyiikk bir bdliimii, sahip olduklart yiiksek virulanslari
sayesinde hem esas konaklarinda hemde diger konaklarda akut infeksiyonlara sebep

olurlar. Bakteri “gizli patojen” olarak tinlenmistir. Ciinkii siddetli yangisal reaksiyonlara
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yol agmadan da infeksiyon olusturabilirler. Konaga ait retikiiloendotelyal sistem
hiicrelerinden makrofajlar ve plasentada bulunan trofoblast hiicrelerinde canli kalma ve
cogalabilme yetenekleri, etken virulansinin kilit noktasini olusturmustur. Gegtigimiz 20
yildan giiniimiize yapilan arastirmalar neticesinde, Brucella virulansinin genetigi ve
hiicre biyolojisinin anlasilmast noktasinda biiylik ilerlemeler olmustur. Bakteriler,
savunma mekanizmalarindan kagmalarini saglayan yag tasiyicilari ile hiicreye girerler.
Brucella spp.’lerin canli kalmalar1 ve ¢ogalmalari igin ilk basamak olarak hiicre iginde
bir replikasyon bolgesinin kurulmasi sarttir. Bunun i¢in de bakterilere ait
lipopolisakkarit ve bir periplazmik siklik beta-glukan gereklidir. Fagosomun asidik bir
hal almasi, VirB tip 4 sekresyon sistemini de i¢eren bir kag¢ virulens faktoriinii harekete
gecirir. VirB sisteminin, dengeleyici proteinleri hiicre i¢ine dogru ¢ektigi ve bu sekilde
Brucella tiirlerine hiicre i¢inde replikasyon mevkisi kazandirmak {izere konak hiicre
biyolojisini uygun hale getirdigi diisiintilmektedir. Boylece Brucella tiirleri, tipki diger
hiicre i¢i patojenler gibi endoplazmik retikulumun ¢ikis tarafindaki zar vezikiillerini

yakalayarak kendi replikasyon vakuollerini olusturur (Yumuk ve O’ Callaghan 2012).

Brucella infeksiyonlarina karsi olusan antikorlarin koruyucu etkileri yaninda,
zarar verici etkilerinin de oldugunu godsteren bir ¢ok kanit mevcuttur. Infeksiyonun ilk
zamanlarinda olusan IgM’ler ve hemen ardindan olusan diisiik diizeydeki IgG’ler,
bakterilerin komplement araciligi ile lizisine sebep olur. IgG diizeyinin zamanla
artmasi, bakterilerin lizisi i¢cin kompleks olusturan antikorlarin bloklanmasina neden
olur. Bu durum oldukga spesifik antikor olusumuna ragmen, bakteri lizisine kars1 olusan
direnci ve antikorlarin koruma etkileri ile yiiksek diizeyde antikor titreleri arasinda bir
iligkinin olmayigin1 agiklayabilir. Opsonize edici bu bloke edici antikorlar, Brucella
spp.’lerin i¢inde yasamak ve c¢ogalabilmek i¢in mekanizmalarimi gelistirdikleri
fagositler tarafindan da kolaylikla alinir. Fagositik hiicreler, Brucella spp.’leri elimine
edemedigi gibi, viicudun diger noktalarma yayilimma ve kalict infeksiyon

olusturmasinda rol oynarlar (Walker 1999 pp. 196-204).

Duyarli hayvanlar genellikle agiz mukozasini istila eden Brucella spp.’leri
yutarlar. Sindirim sistemi yoluyla ya da olast muhtemel farkli yollar ile mukozaya
ulagan bakteriler serbest bir sekilde ya da fagositler i¢inde ilk olarak bdlgesel lenf
nodiillerine girer ve yerlesirler. 2 hafta ile 7 ay arasinda degisen inkubasyon siiresi

icinde buralarda c¢ogalirlar. Daha sonra kana karigarak bir bakteriyemi dénemi
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gerceklestirir ve nihayetinde etkenler retikiiloendotelyal sistem hiicreleri (dalak,
karaciger, supramammar lenf diiglimleri, kemik iligi), meme bezleri ve lireme
organlarinda lokalize olurlar (Songer ve Post 2012 pp. 200-207). Seyrek olarakta eklem,
bursa ve tendo kiliflarina yerlesebilen etkenler erkeklerde testislere yerlesir (Aydin

1997 pp. 110-125).

Ruminantlarin f6tal sivilarinda ve kotiledonlarinda bulunan eritritol maddesinin
tremeyi arttirict etkisi ile plasentaya ait kotiledonlarin i¢inde ve g¢evresinde ¢ogalan
etkenler, fotal anoksi ve endotoksemiye sebep olarak nekrotik plasentit ve abort
sekillendirir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207). Gebe uterusa ulasan organizmalar
fetiise ait koriyonik villi epitellerinde {irer ve buradan koriyon ile uterus mukozasi
arasina yerlesir. Villilerin yag dejenerasyonu ve otolizinden sonra olusan fibrino-
purulent eksudat, fotal ve maternal zarlar arasindaki baglantinin gevsemesine, fotal
membranlarin ayrilmasina ve yavru atimina sebep olur. Bazen 6len yavru atilmaz ve
iceride kalarak mumifiye olur. Korion ile allantois zarlar1 arasindaki bag dokuyu ve
gbobek kordonunu istila eden mikroorganizmalar, buralarda seroz infiltrasyonlara sebep
olur. Boylece etkenler ana karnindayken yutulmak sureti ile ve kan yolu ile fotusa
gecer. Mide, incebagirsaklar ve parankimatdz dokularda yangisal reaksiyonlara sebep
olur. Yavru dogsa dahi septisemi ve konstitusyonel bozukluklar sonucu 6liir. Plasenta
cogu zaman disartya atilamayarak icerde kalabilir. Bu durum infeksiyonun yavas
gelistigi ve plasentanin infekte oldugu bolgelere bag dokunun {ireyerek fotus ile uterus
arasinda kuvvetli bir baglantinin kuruldugu zamanlarda goriiliir (Aydin 1997 pp. 110-
125).

Cok eski zamanlardan gilinlimiize kadar gegen siirede, patojen ile konak
arasindaki iligkinin evrimi, hastalikla miicadelede ¢o6ziim yollar1 arayan bilim
adamlarinin eski zamanlardan beri yogun olarak ilgilendikleri bir konu olmustur.
Infeksiyon neticesinde ortaya gikabilecek patolojik lezyonlar igin molekiiler temeller
artk daha net olarak anlasilmis ve ruminant konaZin genetik yapis1 ile
iliskilendirilmistir. Etkenin konak ile her diizeyde iginde oldugu etkilesim, azaltici
tekniklerin arttirilmast ile arastirilabilir ki bunlar yeni gelistirilen giiglii biyoinformatik
algoritmalar ile analiz edilmistir. Su siralarda artan patojen ve konak sayisi ile
organizmalarin tiim genom dizilimlerine ulagilabilmektedir. Gen ekpresyonunun invivo

manyetik rezonans goriintiileri, invivo ve invitro genomik ekspresyon analizleri,
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proteomiks, transgenik hayvanlar, invivo “Knock-out” ve biyoinformatik, kapsamli
biitlinsel yaklasimlarla brusellozun molekiiler patogenezinin ¢6éziilmesinde gittik¢e artan
oranda kullanilmaktadir. Brusellozlu hayvanlar ile yapilan deneysel caligmalar ile
ortaya cikarilacak veriler, yakin gelecekte bruselloza karsi caydirici bir silah olarak daha
makul olabilecek iist diizey asilarin dizayni, gercek zamanli teshisler icin patojen
spesifik “gen ekspresyonu isaretleri” nin gelistirilmesi, isaretleyiciler ile secilerek 1slah
edilmis hastalik direngli sigirlarin iiretimi ve gen hedefli “knock out” ve transgenik
sigirlarin tiretimini saglayacaktir. Bu deneysel ¢alismalardan elde edilecek sonuglar ile
brusellozun kontrolii i¢in direkt yontemler gelistirilecek, toplum sagliginda ilerlemeler

olacak ve saglikli gida iiretimi yapilabilecektir (Adams 2002).

2.6. KLINIK BULGULAR

Hasta hayvanlarin klinik tanis1 miimkiin degildir (Aydin 1997 pp. 110-125). Disi
hayvanlarda brusellozun en onemli semptomu infeksiydz abortlardir ve bakterilerin
plasenta ve fetiisii istila etmesi sonucunda olusur. Aborte plasenta ve fetiis, doku veya
stvida 10%/gr bakteri yogunluguna kadar etken icerebilir. Infekte hayvanlar sadece bir
kez abort yapmalarina ragmen, etkeni hayatlarinin geri kalaninda etkili bir sekilde
tagimayi stirdiiriirler. Bu siire boyunca ¢ok miktarda etkeni normal goziiken dogumlarda
bile siitleri ile sagarlar (Yumuk ve O’ Callaghan 2012). Yavru atmalar, hayvanlarin
omiirleri boyunca sadece bir kez olabilecegi gibi, takip eden gebeliklerde de goriilebilir.
Abortlar gebeligin her doneminde olabilecegi gibi genellikle gebeligin son aylarinda
goriiliir. Disi hayvanlarda ayrica infertilite ve mastit olgularina da sik rastlanilir. Dogum
veya abort sonrasi yavru zarlarinin atilamamasi hastalik semptomlar1 arasindadir.
Erkeklerde lireme organinda lezyonlar goriilebilir. En ¢ok epididimit, orsit tablosu ve
infertilite goriiliir. Siklikla olmasa da etkenler infekte hayvanda eklemlere, tendo
zarlarina, bursa mukuzalarina yerlesip kronik yangiya neden olabilirler. Daha ¢ok diz
ekleminde ve tek eklemde artritis goriilebilir (Aydin 1997 pp. 110-125; Garrido-Abellan
ve ark. 2001; Songer ve Post 2012 pp. 200-207; OIE Bd6l. 2.1.4. 2016).

Brucella ovis infeksiyonlarinda, koglarda goriilen infeksiyoz epididimit, orsit ve
infertilite, yaygmn hastalik belirtileri igindedir. Hastaligin en ciddi komplikasyonu
persistan nefrittir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207). Ayrica erkeklerde genital
lezyonlar ve fertilitede azalma goriilebilir. Koyunlarda ise plesentitis, abortlar ve

kuzularin perinatal 6liimlerinde artislar olabilir (OIE B6l. 2.7.9. 2015).
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Insanlarda akut atesli bir hastalik olarak goriilen bruselloz bu 6zelligi ile, Malta
hummasi, Akdeniz atesi, Dalgali ates gibi isimler alir. Tiirkiye’de ise bunlara ilave
olarak Peynir hastaligi, Mal hastalig1 yada Koyun hastalig1 gibi ¢esitli isimler ile ifade
edilir. Insanlarda en ¢ok dalgali ates ile kendini gdsteren hastalik, cogu hastada dalak
ve/veya karaciger biliylimesi yapar. Kroniklesen hastalikla birlikte hemen hemen biitiin
organlar etkilenir. Spondilit, endokardit, meningoensefalit ve norolojik komplikasyonlar
gorlliir. Hastaligin tedavisi i¢in en az 6 hafta siiren rifampin ile birlikte tetrasiklin,
gentamisin yada streptomisin kombinasyonlari tavsiye edilir. Brucella i¢in antibiyotik

direnci bir problem olarak goriillmemektedir (Yumuk ve O’ Callaghan 2012).

2.7. TANI
2.7.1. Direkt Tam

2.7.1.1. Bakteriyoskopi

Fetiistin mide igerigi, fotal membranlar, plasenta, kotiladonlar, uterus akintilari,
vajinal sivablar, fotal organlar ve semen gibi etkenin yogun olarak bulunabilecegi
materyallerden frotiler hazirlanip modifiye Ziehl-Neelsen ve Modifiye Koster boyama
yontemleri ile boyanarak incelenebilir. Brucella tiirleri aside dayanikli olmasalar da
hafif asitler ile dekolorizasyona direnglidir. Bu 6zellik, tanida modifiye Koster boyama
gibi ayirict boyama yontemlerinin kullanimint miimkiin kilar. Boyamada Brucella
tiirleri mavi zemin iizerinde kirmizi renk tonlarinda goriiniirler. Yine Gram ve Stamp
boyama yontemleri de tant amaci ile kullanilabilir (Alton ve ark. 1988; Aydin 1997 pp.
110-125; Garrido-Abellan ve ark. 2001; Songer ve Post 2012 pp. 200-207; OIE Bol.
2.1.4.2016).

Dokulardan, florosan antikor preparatlar veya peroksidaz ile isaretlenmis
antikor-konjugat temelli teknikler ile direkt inceleme yapilmasi, yogun kontamine

orneklerde kullanishi olabilir (Songer ve Post 2012 pp. 200-207; OIE B6l. 2.1.4. 2016).

2.7.1.2. Kiiltiir

Kiiltiir i¢in en iyi ornekler; atik fetlise ait dokular ve mide sivisi, plasenta, lenf
nodiilii, uterus ve vagina akintis1 ve erkeklerde semendir (Songer ve Post 2012 pp. 200-
207). Brucella etkenlerinin kiiltiirii i¢in genellikle kat1 besiyerleri kullanilir. Clinkii kati
besiyerleri koloni olusumunu sagladigi gibi dissosiasyonu da smurlar (Alton ve ark.

1988, Aydin 1997 pp. 110-125). Bazal Brucella besiyerleri, laboratuvar
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maniiplasyonlari ve marazi maddelerin kiiltiire edilmesi maksadi ile kullanilabilir.
Brucella besiyeri olarak ticari tiretimi yapilan ve dehidre toz olarak kullanima hazir
olarak sunulan Triptikaz soy, Bakto-Triptoz, Triptik soy, Tripton soya ve Tripkaz soy
besiyerlerinden biri, agarli veya agarsiz olarak ve genellikle %2-5 serum ilavesi ile
hazirlanabilir. Ayrica Nutriyent agar, Blood agar base, Columbia agar, Serum dekstroz
agar, Gliserol dekstroz agar, bazal Brucella besiyeri olarak kullanilabilir. Non-selektif
bi-fazik karakterli Casteneda’s besiyeri kan, siit veya diger viicut sivilarindan Brucella
tiirlerinin dissosiyasyonunu engelleyerek izolasyonunu sagladigi i¢in tercih edilmistir

(Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.1.4. 2016).

Selektif besiyerleri, ilk izolasyonlarda kontaminantlarin tiremesini Brucella
tirlerine oranla ¢cok daha fazla inhibe ettigi icin ve izolasyonda biiyiik kolaylik
sagladiklarindan, basar1 ile ve oldukga sik olarak kullanilmislardir. Selektif besiyerleri,
yukarida ismi gecen basal Brucella besiyerlerinden herhangi birine antibiyotik ilavesi
ve diger gerekli ilaveler yapilarak olusturulur. Selektif besiyeri olarak Farrell’s besiyeri
(Farrell 1974; Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015; OIE Bol. 2.1.4. 2016) ve Cita
besiyeri (De Miguel ve ark. 2011; OIE Bd6l. 2.1.4. 2016) ayr1 ayr1 yada izolasyon
sensitivitesini arttirmak ic¢in ayni anda paralel olarak kullanilmislardir. Ayrica yine bu
amagcla Modifiye Thayer Martin besiyeri (OIE Bo6l. 2.4.3. 2015; OIE Bol. 2.1.4. 2016),
Kuzdas ve Morse besiyeri ve selektif bi-fazik Casteneda’s besiyerleri kullanilabilir
(Alton ve ark. 1988).

Petriler, 37 °C de %10’a kadar CO>’li ortamda inkube edilir. Brucella spp.’ler,
aerofilik ireme karakteri gosterse de, bazi suslar gelisebilmek i¢in mikroaerob ortama
ihtiya¢ duyar. Bu nedenle diger aerofilik bakterilere gore daha yavag ve zor firerler.
Ureme igin tiamin, nikotinamid ve biyotine ihtiyag duysalar da X ve V faktore
gereksinim gostermezler. Besiyerine yapilacak %5-10 miktarinda serum ilavesi,
tiremelerini sitiimiile ederken sofra tuzu, tellurit yada selenit ilavesi liremeyi inhibe eder

(Alton ve ark. 1988; Garrity 2005).

Siv1 ortamda iyi bir havalandirma saglanmadig: taktirde tiremeleri zayif olur.
Smooth suslar 37 °C de 7 ginliik inkiibasyon sonunda orta derecede bir Ornek
bulaniklik ve hafif tozumsu kalint1 olustururlar. Non- smooth suslar ise graniiler kalinti
ile beraber degisik bulaniklik dereceleri ve zar formasyonu olusturabilirler (Alton ve

ark. 1988).
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Yari kat1 besiyerinde B. abortus ve B. ovis’in CO, bagimli kiiltiirleri, ylizeyin
birka¢ mm altinda tireme diski olustururlar. Oysa ki CO, bagimsiz Brucella suslari,
yiizeyin altinda derinlere dogru bir 6rnek bulanik form gosterirler. Yar1 kati agara

yapilan batirma inokulasyonlarda, hareket ve anaerobik tireme izlenmez (Alton ve ark.

1988).

Brucella kolonileri kati1 nutrient agarda genellikle inkubasyondan 3 giin sonra
goriiniir hale gelir. Siipheli Brucella kolonilerinin kontaminant ile kaplanma ihtimali
g6z oniinde bulundurularak bu zamana kadar kiiltiirlerin kontrolii tavsiye edilmektedir.
Selektif besiyerlerinde kolonilerin tiremesi bir ka¢ giin daha gecikebilir. Kiiltiirler,
selektif ve non-selektif besiyerlerinde 4. ve 5. giinlerde kontrol edilebilir. Ancak 8 ve
10. giinlere  hatta 14. giine kadar kontrol edildikten sonra, negatif olarak
degerlendirilmelidir (Alton ve ark. 1988; Songer ve Post 2012 pp. 200-207).

3-4 giinliik Brucella kolonilerinin oldugu transparan besiyeri petrileri, bir 151k
kaynagina tutulduklari zaman, koloniler yuvarlak, 1-2 mm ¢apli, piiriizsiiz kenarl, yari-
saydam ve agik bal renkli olarak goriiliir. Zaman ilerledikge, koloniler daha biiyiik olur
ve daha koyu renk alir. Ilk asamada konveks sekilli ve inci gibi beyaz goriilebilirler. Ilk
izolasyonlarda doku yag pargaciklar1 veya globiilleri sebebi ile atipik sekilli koloniler
goriilebilir. Izolasyonlarda petriler, sadece bir Brucella kolonisine rastlanilabilecegi
durumlarin olasilig1 goz 6niinde bulundurularak, ayrintili olarak incelenmelidir (Alton

ve ark. 1988).

Siipheli Brucella kolonilerinin kontaminant bakteri kolonileri ile ortiilmiis
oldugu durumlarda, selektif besiyerlerine tek koloni pasaji yapilmalidir. Eger siipheli
Brucella kolonileri saf olarak secilebiliyorsa, inokulasyon 6zesi birkag tipik koloniye
dokundurularak kati besiyerine koloniler birbirine yakin ve birbirinden ayrik olacak
sekilde pasaji yapilir. 4-5 giinlilk inkubasyondan sonra petri, iireyen kolonilerin
morfolojisi acisindan yukarida anlatilan hususlar dikkate alinarak, diisiik giic
mikroskobunda ve oblik 151k altinda muayene edilir. Koloniler homojen ise kiiltiir
identifikasyonuna baglanabilir. Eger koloniler saf degil ise bir kez daha koloniler

secilerek iglemler tekrar edilir (Alton ve ark. 1988).

[zolasyon siv1 besiyerinde yapiliyorsa, 3 giinliik siirede ve sik araliklar ile kati
agara alt kiiltlirler yapilmalidir. Bu uygulama, Brucella kolonilerini bulmayi ve

tanimay1 kolaylastiracagi gibi dissosiasyonu da sinirlandirir (Alton ve ark. 1988).
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Stipheli Brucella kiiltiirlerinin ayn1 anda bir kag gesit besiyerine pasaji ile saf
kiltiiriin goriilmesi ve kiltiiriin genel karakteristiklerinin belirlenmesi saglanabilir.
Ornegin Brucella kiiltiirlerinde, kanli agarda hemoliz, MacConkey agarda ise laktoz

fermentasyonunun goriilmemesi gerekir (Alton ve ark. 1988).

Brucella suslarmin koloni morfolojilerinin gozlenmesi olduk¢a Onemlidir.
Smooth Brucella suslar1 biiylime sirasinda kolonial degisime yatkindirlar. Kolonial
degisim, suslarin infektivite ve antijenitelerini de degistirir. Smooth koloniler genellikle
patojenik, rough varyantlar1 ise daha az infektiftirler ve antijenik karakterlerinde
eksiklikler tasirlar. Stabil rough Brucella tiirleri, smooth formlara geri doniisiimsiizdiir
ve kendilerine 6zgii infektivite seviyelerine sahiptirler. Smooth ve rough koloni
formasyonlarmin ayriminda kullanilan metodlar arasinda, direkt kolonilerin mikroskop
altinda oblik 1s1kla farkli kolonilerin farkli renkler ile gozlenmesi, 1/1000°1ik taze olarak
hazirlanan nétral akriflavin ¢ozeltisinin test edilecek koloniler ile siispansiyonunun
hazirlanmasi ve smooth kolonilerin siispanse kalmaya devam ederken rough kolonilerin
aninda aglutinasyona ugramast ve son olarak test edilecek kolonilerin 6nceden stok
solisyonu hazirlanan ve kullanimdan hemen oOnce tekrar stoktan 1/40 diliisyonu
hazirlanan kristal viole boya soliisyonunun petride mevcut kolonilerin iizerine
dokiilerek smooth kolonilerin boya almamasi ve rough kolonilerin boya almasinin

gozlenmesi yer alir (Alton ve ark. 1988).

Smooth ylizey antijenine sahip tiim Brucella tiirleri, kendilerine Kkarsi
hazirlanmis anti serumlar ile agliitinasyon reaksiyonu verirler. Bu durum rough yiizey
antijenine sahip rough Brucella tiirleri ve varyantlari i¢in gegerli degildir. Rough
Brucella tiirleri, kendilerine karsi hazirlanmis anti-rough serumlar ile aglutinasyon
reaksiyonu verirler. Brucella tiirleri ile karisabilecek Bordotella bronchiseptica,
Campylobacter fetus, Moraxella ve Acinetobacter gibi Gram negatif organizmalar,
Brucella suslarina kars1 hazirlanmig anti-smooth ve anti-rough serumlar ile aglutinasyon
reaksiyonu vermezler. Tanimlanmamis siipheli kiiltiirlerde slide agliitinasyon testi, ileri
identifikasyon testlerinden oOnce uygun giivenlik oOnlemleri altinda uygulanarak
bruselloz olgularinda 6n tanimlama yapilabilir. Bu uygulamalarda aglutinasyon hizi ve
kuvveti, paralelinde g¢alisilacak bilinen smooth ve rough Brucella kiiltiirleri ile ayni

zamanda kiyaslama testi yapilarak belirlenmelidir (Alton ve ark. 1988).
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Brucella kiiltiirleri fermentatif metabolizmadan ziyade oksidatif metabolizmaya
sahiptir. Katalaz pozitiftirler. B. ovis, B. neotomae ve bazi B. abortus suslari harig
oksidaz pozitiftirler. B. ovis ve yine bazi B. abortus suslari harig iireaz pozitiftirler. B.
ovis hari¢ tiim tiirler nitrat1 nitrite indirger. Brucella kiiltiirleri sitrat1 kullanmaz. indol
veya asetilmetilkarbinol (Voges-Proskauer test) iiretmez. Litmuslu siit veya sivi
jelatinde reaksiyon gostermez. Brucella suslarinin diger bakterilerden ayriminda dikkat

edilecek hususlar Tablo 2.3’te gosterilmistir (Alton ve ark. 1988).

Tablo 2-3: Brucella tiirlerinin bazi Gram negatif bakterilerden ayirt edilmesinde 6nemli
testler (Alton ve ark. 1988)

Bordetella Campylobacter Yersinia
Test Brucella o Ry Moraxella Acinetobacter entero-
bronchiseptica fetus a
colitica 09
.. Kiigiik Kiigiik il ; . . .
Morfoloji kokobasil kokobasil Virgiil sekil Diplokok Diplokok Basil
37Ce de hareket - + + - - -
20C° de hareket - - - - - +
MacConkey
agarda laktoz - - - D D -
fermantasyonu
Glukoz i¢eren
agarda asit 2 - - - D +
liretimi
Kanl ggarda _ + _ D D )
hemoliz
Katalaz + + D
Oksidaz b D
Ureaz +° + - D +
Nitrat d
rediiksiyonu * * * D i *
Sitrat kullanimi - + - - D -

B. neotomae fermentasyon gosterebilir.

B. ovis, B. neotomae ve baz1 B. abortus suglari negatiftir.
B. ovis ve bazi B. abortus suslar1 negatiftir.

B. ovis negatiftir.

D Degisken

Brucella etkenlerini , cins seviyesinde identifiye ettikten sonra tiir ve biyotip
seviyesinde identifiye etmek onem kazanir. Tiir seviyesinde identifikasyon, bakteriyofaj

lizisi ve secilmis aminoasit ve karbonhidratlar ile oksidatif metabolik profilin tespitine
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dayanir. B. melitensis, B. abortus ve B. suis i¢in biyotip seviyesinde identifikasyon ise
karbondioksit gereksinimi, hidrojen siilfiir lretimi, tiyonin ve bazik fuksin boya
hassasiyeti ile monospesifik A ve M antiserumlar ile agliitinasyon testleri ile yapilir
(Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.1.4. 2016). Brucella cinsine ait tiirlerin ayirt edici
karakteristik ozellikleri Tablo 2.4’te, tiirlere ait biyotiplerin ayirt edici 6zellikleri ise

Tablo 2.5’te gosterilmistir (OIE B6l. 2.1.4. 2016).

Simdiye kadar 40’1n tizerinde Brucella faj1 literatiirlerde tanimlanmus olsa da, bu
fajlarin morfolojileri, antijenik spesifiteleri, fiziksel ve kimyasal ajanalara karsi
direnglerinin benzer olmasi, tim Brucella fajlarinin muhtemelen tek bir viriis tiiriinden
ve virlisiin konake¢1 yelpazesi igindeki varyantlarimin cesitli gruplart ile beraber
olustugunu distindiirmektedir. Tbilisi (Tb) faj1 eski Rusya’da izole edilmistir. Rutin test
diliisyonunda (RTD) sadece smooth B. abortus kiiltiirlerini lize etse de, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (10° x RTD) B. suis ve B. neotomae tiirlerini de lize eder.
Weybridge (Wb), Izatnagar (I1z), R/C gibi fajlar daha sonralar1 tanimlanarak smooth ve
rough suslar dahil bakterilerin pratik identifikasyonunda kullanilmigtir (Tablo 2.4)
(Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.1.4. 2016).
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Tablo 2-4: Brucella tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri (OIE Bél. 2.1.4. 2016)

Faj Lizisi®
3 Th Wb iz, RI/C
T E
T = & N o=
c O ° o
. sf E e &£ ee p3 }P 0 OEE
B o o
= ¥ 4 o 9 x o x O 5 v
d e £ Sigir ve diger
i + + + + - . T
B.abortus S *) *) Bovidae ailesi
B.melitensis S - - ()0 o+ - +  +"  Koyun ve Kegi

- biyotipl:Domuz
biyotip2:Domuz
ve yabani tavsan
B.suis S - - + @ @ + + | biyotip3:Domuz
biyotip4:Rengeyigi
biyotip5:Vahsi

kemiriciler

B.neotomae S - B + o+ o+ - - + (6l agag sigant'
B.ovis R + - - - - + - - Kog

B.canis R - - - A - + + +  Képek

B.ceti S ND (5 + ) - (+) + Deniz memelisi
B.pinnipedialis S ND () +) # - (+)  +"  Yiizgecayakhlar
B.microti S . - + o+ o+ ND 4+ +1 Tarlafaresi
B.inopinata S ND - PL™" ND ND ND ND +  Bilinmiyor
B.papionis S PL™ PL™ + ND - - +  Bilinmiyor
W70 Cogu izolat pozitif / negatif m Parsiyel lizis
a Fajlar: Thilisi(Tb), Weybridge (Wh), Izatnagar1(lz;) ve R/C ND Belirlenmemis
b Normalde goriilen fazi: S:Smooth, R:Rough

¢ RTD: Rutin test diliisyonu

B.abortus biyotip2 genellikle ilk izolasyonda biiyiime i¢in seruma ihtiya¢ duyar

B.abortus biyotip3 {in baz1 Afrika izolatlar1 negatiftir

Intermediye olanlar (B.abortus 544 harig) ve bazi saha suslar1 negatiftir

g Bazi izolatlar Wb faj1 tarafindan lize edilir

Hizli reaksiyon gosteren suslar hari¢ yavas reaksiyon

B.suis biyotip2 nin bazi izolatlar1 Wb veya Iz1 faj1 ile negatif veya sadece parsiyel lizis verir
i Hizli reaksiyon

K Cok kiigiik, sik plaklar

Neotoma lepida
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Tablo 2-5: Brucella tiirlerine ait biyotiplerin ayirici karakteristik o6zellikleri (OIE Bol.

2.1.4.2016)
Monospesifik
Bgyalar(ga serumla Referans suslar2
= Ureme
£ agliitinasyon
c
Tiir 2 E
= T 3 = g e
g > R g ¢ % A M R Sus = O
> Q9 2 > N3 < z
o0 O T F oI
1 #H o+ - + + - - 544 23448 10093
2 #)° o+ - - + - - 86/8/59 23449 10501
3 @+ + + - - Tulya 23450 10502
B. abortus 4 o+ - + - - 292 23451 10503
5 - - + + - - B3196 23452 10504
6 - ©) + + + - 870 23453 10505
9 +/- + + + - - C68 23455 10507
1 - - + + - - 16M 23456 10094
B. melitensis 2 - - £ + i+ - - 63/9 23457 10508
3 - - + + + + - Ether 23458 10509
1 - + + 0 + r . 1330 23444 10316
2 - - + - + - - Thomsen 23445 10510
B. suis 3 - - + + + - - 686 23446 10511
4 - - + ©) + - 40 23447 11364
5 - - + - - - 513 / 11996
B. neotomae - + & - + - - 5K33 23459 10084
B. ovis + - ) - -+ 63/290 25840 10512
B. canis - - O] - - + RM6/66 23365 10854
. B1/94 BCCN
B. ceti ) - +) +) + ) - 94-74 / 12891
B. pinnipedialis @ -+ wo® O - 52/99153‘,3(:'\' /12890
CCM4915
B. microti - - + + - + - BCCNO07-01 / /
CAPM 6434
BO1 BCCN
B. inopinata - + + + - +° 09-01 CAPM  / /
6436
F8/08-60
B. papionis - - - - + - - CIRMBP / 13660
0958

(H)/(-)  Cogu izolat pozitif/negatif
a

[lk izolasyonda genellikle pozitif
Tiyoninin 10 pg/ml konsantrasyonunda iirer

Zay1f agliitinasyon
http://www.the-icsp.org/taxa/Brucellalist.htm

Serum dekstroz agardaki boya konsantrasyonu:20 pg/ml

B. abortus biyotip3 ve 6 ayrimu i¢in ilave olarak 40 pg/ml tiyonin kullanilabilir. Biyotip3= +, Biyotip6= -


http://www.the-icsp.org/taxa/Brucellalist.htm
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Baz1 Brucella suslari identifikasyon 6zellikleri agisindan belirtilen semaya tam
olarak uymayabilir. Atipik ozellik gosteren Brucella izolatlarinin varligi, bir ¢ok
arastirici tarafindan da bildirilmistir (Ewalt ve Forbes 1987; Garcia ve ark. 1988; Banai
ve ark. 1990; Corbel 1991; Erdenlig ve Sen 2000; Biiylikcangaz ve Sen 2007,
Biiyiikcangaz ve ark. 2009; Lucero ve ark. 2008; Erdenlig Giirbilek ve ark. 2014). Banai
ve ark. (1990), konvansiyonel semaya uymayan atipik suslarin yeni bir taksonomik grup
olusturmadiklarim1 ve bir ¢ok arastirictya Brucella cinsinin heniiz evriminin son
asamasinda olmayisinin bir gostergesi oldugunu disiindiirdiiklerini ve atipik suslarin
tekrarlayan izolasyonlarinin yapilmasinin, bunlara daha sonra yeni bir tiir ve biyotip

statiisii verebilecek onciil calismalar olabilecegini bildirmislerdir.

As1 suslar1 olan B. abortus S-19 ve B. melitensis Rev-1’in saha suslarindan
ayrimi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir. B. abortus S-19 as1 susu 1:500,000 oraninda
(2 pg/ml) tiyonin mavisi boya katkili SDA (Serum dekstroz agar) besiyerinde inhibe
olurken, B. abortus biyotipl saha suslari inhibe olmaz. 5 IU/ml oraninda penisilin
katkilt SDA besiyerinde as1 suslari inhibe olurken saha suglart tirer. 2,5 ng/ml oraninda
streptomisin katkili SDA besiyerinde B. melitensis Rev-1 asi1 susu iirerken saha suslari
inhibe olur. 1 mg/ml oraninda meso-eritritol katkili SDA besiyerinde B. abortus S-19
as1 susu inhibe olurken saha suslar1 iirer. B. abortus biyotip1 saha suslari ilk izolasyonda
tiremek i¢in mikroaerob ortama ihtiya¢ duyarlar. Asi suslar1 aerob ortamda tireyebilirler.
Bazi atipik saha suslarinin as1 suslarindan ayrimi icin sus virulens testi, deney hayvani
kullanarak yapilabilir. B. abortus S-19 as1 susunun tipik B. abortus biyotip1 6zellikleri
gosteren saha suslarindan ayrimi Tablo 2.6°da, B. melitensis Rev-1 as1 susunun tipik B.
melitensis biyotipl 0Ozellikleri gosteren saha suslarindan ayrimi Tablo 2.7°de
gosterilmistir (Alton ve ark. 1988).

Tablo 2-6: B. abortus S-19 as1 susunun tipik B. abortus biyotip1 saha suslarindan ayrimi
(Alton ve ark. 1988)

. . Katkili besiyerlerinde iireme
Karbondioksit

Sus gereksinimi Tiyonin mavisi i-eritritol PeTsmn
2pg/ml Img/ml 5 iii/ml

Tipik biyotip 1 + + + +

S-19 susu - - b -

a Genellikle ilk izolasyonlarda pozitif

b Eritritole tolerans i¢in mutasyon orani oldukga yiiksek olmasi gereken bazi siipheli S-19 lar diger testlerde

sus karakterlerini gostermelerine ragmen eritritol besiyerinde ireme gosterebilir.
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Tablo 2-7: B. melitensis Rev-1 as1 susunun tipik B. melitensis biyotip1 saha suslarindan
ayrimi (Alton ve ark. 1988)

Katkili besiyerlerinde iireme

Koloni

Sus biiyiiKliigii Tiyonin Basik fuksin Pepjsilin Streptomisin
20 pg/ml 20 pg/ml 5 iii/ml 2,5 ng/ml

Tipik biyotip 1 Biiyiik + + + -

Rev-1 susu Kiiciik - - - +

2.7.1.3. Molekiiler Yontemler

Glinlimiizde, bruselloz tanist i¢in kabul edilen altin standart yontem,
konvansiyonel etken izolasyonu ve identifikasyonudur. Ancak bu yontem, bazi
dezavantajlar igermektedir. Testin bu olumsuz yonleri, tanida olduk¢a spesifik, hassas
ve hizli sonu¢ veren farkli bir test ihtiyacinmi arttirmaktadir. Bu dezavantajlar
irdelendiginde; yontemin uzun siire almasi, teknik altyapi, deneyimli personel ve yogun
emek gerektirmesi (Bricker 2002; Yu ve Nielsen 2010), ¢cok sayida test icermesi ve tim
sonuglarin beraber yorumlanmasi gereksinimi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.1.4.
2016), karmasik asamalar icermesi, test siiresi boyunca laboratuvar personelinin zoonoz
etkenin potansiyel riski altinda olmasi, biyolojik savas ve tarim terérizmi agisindan
girdigimiz yeni donemle ilgili ihtiyaglar1 karsilayamamasi (hizli tan1 ve yiiksek hacimli
caligma olanag1) gibi olumsuzluklar karsimiza ¢ikar. Bu dezavantajlar1 gidermek iizere
Brucella etkenlerinin molekiiler tanisini saglayan yontemler, 1987 yilinda Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) (Polimerase Chain Reaction) testinin uygulanmasi ile birlikte
giinlimiize kadar oldukga gelistirilmistir (Bricker 2002; Yu ve Nielsen 2010). PCR testi,
kiiltiir yonteminin dezavantajlarini ortadan kaldirarak, diisiik maliyet, yiiksek hacimli
calisma olanagi, konvansiyonel sistemlere gore nispeten uygulama kolayligi, az el
isc¢iligi (Bricker 2002), ¢ok az miktarlarda dahi etkenin teshis edilebilme imkanini,
spesifik eradikasyon programlarinin yiiriitiilmesi ve epidemiyolojik izlenebilirligi
(Bricker 2002; Yu ve Nielsen 2010), reaktorlerin daha hizli belirlenmesi, etkenin
yayiliminin engellenmesi, ¢evre kontaminasyonu ve insana bulasma olgularinda erken

tedbir alinmasi gibi etkin ve hizli bir testin saglayacagi genel avantajlari kazandirir.

Direkt klinik 6rnekler ile saf bakteri kiiltiirlerinden uygulanabilen PCR testleri,
uygulandiklar1 6rnek materyallerine gore farkli sonuglanabilir. Bricker (2002),
brusellozun PCR ile tanisinda direkt klinik materyallerden (aborte fetiis, semen, kan,

siit... v.b) test 0rnegi hazirlanmasi i¢in ¢alisilirken, testin dogasindan kaynaklanan veya
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onceden tahmin edilemeyen bir ¢ok olumsuzluklarin karsimiza ¢ikabilecegini ve
bunlardan en yaygin olanlarinin PCR inhibitorlerinin de hedef DNA ile beraber
saflastirilmast ve asirt miktarda yabanci DNA’nin teste karigmasi olabilecegi ve bu
problemlerin dikkatli yapilacak denemelerle bertaraf edilebilecegini bildirmistir. Yu ve
Nielsen (2010), Brucella spp. identifikasyonu ve tiplendirilmesi ile ilgili cogu PCR’nin
bakteri kiiltlirlerinden hazirlanan veya ekstrakte edilen DNA’lar icin gelistirildigini,
Ozellikle multipleks PCR performanslari i¢in bakteri DNA’sinin kalite ve saflifinin ¢ok
onemli oldugunu, DNA o6rnegi ic¢indeki herhangi bir inhibitoriin PCR metodunun
kullanimini smirlayabilecegini bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar, elde edilebilecek
yanlis negatif sonuglarin, inceleme 6rneginin icerdigi EDTA, Rnase / Dnase, heme,
heparin, fenol, poliaminler, bitki polisakkaritleri, idrar, kalsiyum alginat ve bulunmasi
muhtemel diger bilesikler sebebi ile olusabilecegini, yanlis pozitifligin ise Ornegin
kontaminasyonu yada amplikon yiikleme hatalar1 sebebi ile olusabilecegini belirterek,
hali hazirda bu dezavantajlar1 bertaraf edecek PCR yontemlerinin gelistirilmesine
devam edildigini ve bu yontemlerin genis ¢apli klinik 6rnekler ile valide edilmesi

gerektigini bildirmislerdir.

Brucella spp.’lerin kiiltiirlerden, insan ve hayvan dokularindan ve hayvansal
tirinlerden cins diizeyinde identifikasyonu igin PCR tabanli testler; 31 kDa BCSP
(Brucella cell surface salt extractable protein), omp2, 16SrRNA ve IS711 bolimleri
basta olmak tizere Brucella tiirlerine ait diger 6zel gen boliimlerinin desifre edilmesi ile
geligtirilmigtir (Baily ve ark. 1992; Romero ve ark. 1995a; Matar ve ark. 1996;
Mukherjee ve ark. 2007). BCSP31 proteinini kodlayan gen boélgesinden B4 ve BS,
16SrRNA gen bolgesinden F4 ve R2, 16s-23S ve 16S-23S genler arasi kopyalanmig ara
parcalardan (Intergenic Transcribed Spacers) (ITS), Bru ITS-S ve Bru ITS-A, 16S-23S
IDNA ara boslugundan (Interspace) ITS66 ve ITS279, IS711 bodldesinden IS313 ve
1S639, per’i kodlayan gen bolgesinden brucl ve bruc5, omp2’yi kodlayan gen
bolgesinden JPF ve JPR primerleri ile dis membran protein bolgelerinden (omp2b,
omp2a, omp31l) ve Brucella ailesinin omp25/omp31 proteinlerini kodlayan gen
bolgelerinden rastgele segilen primerler, Brucella etkenlerinin cins diizeyi tanisi igin
kullanilmaktadir (Yu ve Nielsen 2010). Ozellikle B4 ve B5 primerleri ile giiniimiize
kadar ¢ok sayida calisma yapilmustir. ilk olarak Baily ve ark. (1992), Brucella cinsine
ait ve ait olmayan suslar1 kullanarak, B4 ve B5 adin1 vererek tasarladiklar1 primerleri ile

yaptiklar1 cins seviyesinde PCR’nin 10fg DNA miktarin1 dogru olarak saptayabilecek
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hassasiyette oldugunu bildirmislerdir. Da Costa ve ark. (1996), Bcsp3l gen
bolgesinden, 1s1 soku proteinlerini (HtrA, GroEL, DnaK ve Dnal) kodlayan gen
bolgelerinden ve 16s rRNA bolgesinden kisimlar1 ¢ogaltmak igin segilen primerler ile
Brucella suslarindan ve diger bakterilerden PCR yapmuslar, Brucella tiirleri ve
biyotiplerinin teshis basarisi bakimindan, kullanilan primerler i¢in bir farklilik tespit
etmeseler de, Ochrobactrum anthropi ve Phyllobacterium spp. tiirlerinin, Bcsp31,
DnaK, DnalJ, GroEL ve 16s RNA primerleri ile bant verdigini bildirmislerdir. Matar ve
ark. (1996), 20 hasta kaninin perifer mononiikleer hiicrelerinden ekstrakte ettikleri
DNA’lara Baily ve ark. (1992)’nin bildirdikleri PCR’yi uygulamislar ve tiimiinii pozitif
olarak tespit ettiklerini, ayn1 ¢aligmada 30 saglikli ve 9 tifoid atesli hasta kaninin ise
negatif sonug¢ verdigini bildirmislerdir. Queipo-Ortuno ve ark. (1997), B4 ve B5
primerlerini kullanarak uyguladiklar1 Besp31 PCR’de, 6nceden bruselloz tanisi yapilmis
hastalardan ve kontrol grubu hastalardan elde ettikleri periferal kan Ornegi ile
calismislar ve sonugta 50 bruselloz hastasinin tamamini1 dogru teshis ettiklerini, ayrica
kan 6rneklerinden 2-4 pg miktarinda total DNA ekstrakte edebildiklerini bildirmislerdir.
Casanas ve ark. (2001), B4 ve B5 primerlerini kullanarak uyguladiklari Besp31 PCR
icin referans suslar ile spesifite ¢aligmasi yapmiglar ve her reaksiyon ig¢in 100ng DNA
kalip kullanarak Brucella cinsindeki bakterileri pozitif, diger farkli bakterileri ise
negatif olarak teshis ettiklerini, sadece Ochrobactrum tiirleri ig¢in hatali olarak pozitif
reaksiyon belirlediklerini bildirmislerdir. Moussa ve ark. (2011), c¢alismalarinda
bruselloz siipheli 7 atik 6rneginden klinik 6rneklere ve seropozitif 23 hayvana ait doku
orneklerine, B4 ve B5 primerlerini kullanarak Bcsp31 PCR yapmuslar, 7 drnegin 4’{ini
ve 23 hayvanin 21’ini PCR ile pozitif olarak bulduklarini bildirmislerdir. Arasoglu ve
ark. (2013), Erzurum ilimizde yaptiklar bir ¢calismada, 334 inek siitii 6rnegine B4 ve B5
primerlerini kullanarak PCR uyguladiklarini ve g¢aligmalarinda 273 6rnekte pozitiflik
tespit ettiklerini ve PCR i¢in DNA’nin minimum tespit limitini Spg olarak
belirlediklerini bildirmislerdir. Mitka ve ark. (2007), bruselloz hastas1 200 insana ait
periferal tam kan, kan serumu ve akyuvar hiicre 6rneklerine, B4 ve B5 primerlerini
kullanarak PCR uygulamislar ve tam kanlardan %99, akyuvarlardan %100 ve serum
orneklerinden ise %97 oraninda pozitiflik tespit etmislerdir. Uyguladiklar1 PCR igin
analitik sensitivite olarak 10-100 fg arast DNA miktarii bildirmislerdir. Lopes ve ark.
(2014), Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada, 83 Brucella susunu, Besp31 gen bolgesinden

boliimleri ¢ogaltan ¢esitli primerler kullanarak uyguladiklart PCR ile cins diizeyinde
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dogruladiklarini bildirmislerdir. Erdenlig Giirbilek ve ark. (2015), Sanhurfa ilimizde
yaptiklar1 bir ¢alismada, Oncelikle 68’er adet klinik Ornegin tiimiinden DNA
ekstraksiyonlarin1 yapmislar ve ardindan bu DNA’lar i¢cin B4 ve BS5 primerleri
kullanilarak yapilan cins spesifik PCR sonucunda; siit 6rneklerinin 11’inden (%16,2) ve
akyuvar Orneklerinin 6’sindan (% 8,8) 223 bp’lik DNA amplifikasyonu saptandigini,

vaginal sivaplarin tamamindan ise negatif sonug aldiklarini bildirmislerdir.

PCR teknikleri ilk olarak bakteri izolatlar1 igin gelistirilmis olsa da giinlimiizde,
klinik 6rneklerden DNA tespiti i¢in de kullanilmaktadir. DNA ekstraksiyon metodlari
PCR sensitivitesini biiyiik Olclide etkilemektedir. Bu metodlarin ¢ogu insan klinik
ornekleri ile valide edilmistir. Veteriner klinik Ornekler ile ilgili ¢ok az bildirim
mevcuttur. Tiim bu uygulanan PCR teknikleri ile ilgili olarak sensitivite ve spesifite
hesaplamak olduk¢a zordur. Ciinkii uygulanan test protokollar1 her bir makalede farkli
olarak tamimlanmistir. Genel bir kural olarak bruselloz i¢cin PCR tekniklerinin
spesifiteleri %100’e yakin olsa da, tani sensitiviteleri kiiltiir yontemine gore daha
diisiiktiir. Su ana kadar tanm1 agisindan klinik 6rneklerden alinan en iyi sonugclar, kiiltiir
ve direkt PCR yoOntemlerinin kombine edilerek kullanilmasi ile elde edilmistir
(Godfroid ve ark. 2010). PCR ile brusellozun tanis1 ¢alismalarinda arastiricilar, farkl
klinik orneklere uyguladiklar1 farkli PCR’lerin tani sensitivite ve spesifitelerini,
birbirlerinden ¢ok az farklilikla ve yiiksek olarak bildirmislerdir. Fekete ve ark. (1992),
105 adet atik sigira ait akciger, karaciger, dalak, mide igerigi ve anneye ait plasenta ve
vaginal akinti klinik orneklerine, 43kDa’lik dis membran proteinini kodlayan gen
bolgesinden 607 Bp’lik kismi ¢ogaltan primerler kullanarak direkt olarak uyguladiklari
cins spesifik PCR’nin sensitivitesini %98, spesifitesini ise %96 olarak hesapladiklarini
bildirmislerdir. Romero ve ark. (1995b), B. abortus tiirlerine ait 16S rRNA {izerinde 905
Bp’lik boliimii ¢ogaltan F4 be R2 primerlerini kullanmislar, infekte siiriiden 56 adet ve
infekte olmayan siiriden 37 adet inek siitine bu cins spesifik PCR’yi direkt
uygulayarak, PCR’nin sensitivitesini %87,5 ve spesifitesini %100 olarak bildirmislerdir.
Queipo-Ortuno ve ark. (1997), 47 bruselloz hastasi insanin periferal kanlarina B4 ve B5
primerleri kullanarak uyguladiklart Besp31 PCR neticesinde, altin standart yonteme
gore hesapladiklar1 PCR’nin sensitivitesini %100 ve spesifitesini ise %98,3 olarak
bildirmislerdir. Gtiler ve ark. (2003), 126 kii¢iik ruminant atifina ait fotal mide
stvilarina uyguladiklar1 Brucella melitensis spesifik IS711 PCR’nin sensitivitesini
%97,4 ve spesifitesini %100 olarak bildirmislerdir. Miistak ve ark. (2009), 31 adet sigrr,
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8 adet koyun ve 1 adet keci atik mide s1vis1 6rneginden direkt olarak gerceklestirdikleri
cins spesifik PCR’nin altin standart yonteme gore hesapladiklar1 sensitivite ve
spesifitesini %100 bulmuslardir. Biiylikcangaz ve ark. (2011), 94 adet ruminant ati§ina
ait organ homojenatlarina, etkene spesifik Who-A’y1 kodlayan gen bolgesinden 460
Bp’lik kismi ¢ogaltan primerler kullanilarak Brucella cins spesifik PCR uygulamis ve
metodunun sensitivitesini %83 ve spesifitesini %94 olarak hesapladiklarini
bildirmislerdir. Erdenlig Giirbilek ve ark. (2015), 15 adet siit 6rnegine uyguladiklari
Besp31 PCR’nin kiiltiir yontemine gore hesapladiklari sensitivitesini ve spesifitesini

strast ile %78,9 ve %100 olarak bildirmislerdir.

[k tiir spesifik multipleks PCR testi (m-PCR) AMOS-PCR’dir. Ismini bu test ile
teshis edilebilen “abortus, melitensis, ovis ve suis” tiir isimlerinden alir. Ancak bu test
ile tim Brucella tiirlerinin ve as1 susglarinin ayrimi yapilamamaktadir (Yu ve Nielsen
2010; OIE Bol. 2.4.3.2015).

Yeni gelistirilen multipleks PCR testi (Bruce-Ladder) hizli ve basit olarak
identifikasyon saglar. Bu testin 6nceki PCR testlerine en biiyiik avantaji ¢cogu Brucella
tirtinii ve as1 suslarini tek basamakta tanimlamasi ve ayirt edebilmesidir. Ayrica yeni
kesfedilen Brucella tiirlerinin de tanimlanmasi ve ayirt edilebilmesi bu multipleks PCR
ile miimkiin olabilmektedir (Lopez-Goni ve ark. 2008; Godfroid ve ark. 2010; Yu ve
Nielsen 2010; OIE Bol. 2.4.3. 2015). Garcia-Yoldi ve ark. (2006), 8 ¢ift oligoniikleotid
primer dizayn ederek uyguladiklari multipleks PCR ile 72 adet referans Brucella susu
ve saha izolatim1 dogru olarak identifiye ettiklerini, ayni testle genetik ve serolojik
olarak Brucella cinsine yakin 23 bakteri susunun negatif sonu¢ verdigini, bdylece
yiiksek spesifiteye sahip ve bilinen tiim tiirleri ve as1 suslarini bir basamakta ayirabilen
bir test gelistirdiklerini bildirmislerdir. Lopez-Goni ve ark. (2008), Garcia-Yoldi ve ark.
(2006)’ nin daha 6nce standardize ettikleri protokolu kullanarak 7 farkli Avrupa iilkesi
laboratuvarinda, toplam 625 farkli hayvan ve cografik bolgeden temin edilen saha
izolatim ve standart Brucella referans suslarini, Bruce—ladder olarak isimlendirdikleri
multipleks PCR ile test etmisler ve tiirlere ait biyotiplerin tiir i¢inde ayni profili vermesi
ile biyotip ayriminin yapilamamasi disinda, bir basamakta tiim klasik Brucella suslari
ve as1 suslarmin ayrimini dogru olarak yapabildiklerini bildirmislerdir. Ancak B. canis
izolatlarmin bir kisminin B. suis olarak tespit edilmesinin testin tek olumsuzlugu

oldugunu bildirmislerdir. Mayer-Scholl ve ark. (2010), Garcia-Yoldi ve ark. (2006)’ nin
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protokoliiniine, B. microti tiriinii de tespit edebilen primer ¢iftini ekleyerek
uyguladiklart multipleks PCR ile hem B. microti tiirinii ayirt edebildiklerini ve hem de
birbirine ¢ok yakin profil veren B. ceti ve B. pinnipedialis tiirlerini, ortak bant profilleri
tizerindeki 794 Bp’lik bantta izlenebilen kiigiik yiikseklik farklar1 ile ayirt
edebildiklerini bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada referans suslar ve saha izolatlar
olmak iizere toplam 81 Brucella susunun dogru olarak identifiye edildigini ve iglerinde
Brucella ailesine yakin suslarin da oldugu 33 Brucella olmayan sustan da negatif sonug

alindigini bildirmislerdir.

Bakteri izolatlarindan Bruce-ladder multipleks PCR ile identifikasyon yontemi,
cesitli arastirmalarda, izole edilen bakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonu igin
standart bir test olarak uygulanmistir. Morales-Estrada ve ark. (2012), Meksika’da
toplam 5 yillik bir siirede hayvanlardan, insanlardan ve gida iiriinlerinden izole ettikleri
153 Brucella susunu, 8 ¢ift primer kullanarak uyguladiklar1 Bruce-ladder PCR ile tiir
diizeyinde identifiye etmislerdir. PCR’da her amplikon i¢in 15ng miktarinda DNA
kalib1 kullandiklarin1 bildirmislerdir. Lopes ve ark. (2014), Brezilya’da 1976 - 2013
yillar1 arasinda izolasyonu yapilan 62’si saha susu izolati ve 21’1 referans sus olmak
tizere toplam 83 Brucella susunu once konvansiyonel bakteriyolojik yontemle, daha
sonra da ayn1 suslar1 Bruce-ladder multipleks PCR ile tiir seviyesinde identifiye ederek,
PCR sonuglarmin bakteriyolojik yontemle uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Erdenlig
Giirbilek ve ark. (2015), izolasyonunu yaptiklar1 ve bakteriyolojik yontemle identifiye
ettikleri 15 adet B. abortus izolatina, Mayer-Scholl ve ark. (2010)’nin tarif ettigi sekilde
multipleks PCR uygulamislar ve sonugta tiim suslart B. abortus olarak identifiye
ettiklerini bildirmislerdir. Morales-Garcia ve ark. (2015), Meksika’da 14 insan, 13
hayvan ve 2 gida orjinli toplam 29 Brucella izolatin1 konvansiyonel yontemle ve Bruce-
Ladder multipleks PCR ile karsilastirmali olarak tiir seviyesinde identifiye etmisler ve
sonuclar1 tamamiyle uyumlu bulmuslardir. Nasruddin ve ark. (Tarihsiz), Malezya’da 9
adet keciden izole ettikleri Brucella izolatlarina, konvansiyonel yontem ve Bruce-ladder
multipleks PCR kullanarak yaptiklar tiir seviyesinde identifikasyon sonuclarinin

tamami ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir.

Testin dezavantaji, hatali bir sekilde baz1 Brucella canis suslarini B.suis olarak
tanimlayabilmesidir. Ayrica tiirlere ait biyotip seviyesinde de tan1 yapilamamaktadir.

Daha sonralar1 arastiricilar tarafindan Bruce-ladder multipleks PCR’de yapilan
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degisiklikler neticesinde, B. suis ile B. canis tiirlerine ait tiim suslarin ayirt edilebildigi
bildirilmistir (OIE B6l. 2.1.4. 2016). Bunlardan birisi, Bruce-ladder v2.0 (suis-ladder)
olarak Lopez-Goni ve ark. (2011) tarafindan, bir digeri de Kang ve ark. (2011)
tarafindan, mevcut PCR’ye 766 ve 344 Bp’lik yeni primer setleri ilavesi yapilarak
bildirilmistir.

Yeni PCR temelli test metodu olan random amplified polymorphic DNA PCR
(RAPD-PCR), tir ve biyotip diizeyinde ayrim yapabilmektedir. B. abortus
biyotiplerinden 1, 2 ve 4’1, 3, 5, 6 ve 9°dan ayirabilir. B. suis biyotiplerinin de ayrimi
yapilabilir. Dezavantaj olarak yine bir kisim B. canis suslari, B. suis biyotip 3 ve 4
olarak goriintii vermektedir (Yu ve Nielsen 2010). Brucella tiirlerinin PCR temelli
metodlar ile molekiiler identifikasyonu ve ayrimi ile ilgili, simdiye kadar en az 400

makale yaymlanmistir (Rosenberg 2014).

Brucella tiirleri i¢indeki biyotiplerin tam olarak ayrimini saglayabilecek PCR
temelli metodlarin olmamasi, diger molekiiler tiplendirme tekniklerinin gelistirilmesini
hizlandirmistir. Bu tekniklerden biri olan restriction fragment length polymorphisim
analaysis (RFLP), IS711 insertion sekansi sayilari ile temellenir. Ancak bu amagla
kullanilabilirligi ispat edilememistir. PCR restriction fragment length polymorphisim
(PCR-RFLP), Brucella tiirlerine ait dis membran proteinlerini kodlayan genlerin
restriksiyon analizine dayanir. Bu yontemin uygulanmasi kolaydir ancak polimorfizm

derecesi az ve saglamligi zayiftir (Godfroid ve ark. 2010).

Aragstiricilar tarafindan bir ka¢ yeni fingerprint teknigi ile izole edilmis belli
tirlerin ayn1 biyotiplerinin ayirt edilebildigi gosterilmistir. Single nukleotide
polymorphisms (SNPs), tiir icinde DNA sekanslarindaki tek niikleotid farkliliklarimi
bulur. Multilocus sequence analysis (MLSA), bir referans gen ¢iftindeki DNA sekans
cesitliliklerini bulur ve bu essiz allel profilleri ile suslari tanimlar. Multiple locus
variable number tandem repeat analysis (MLVA), tekrar eden sekanslari igeren
bolgeleri analiz eder (Godfroid ve ark. 2010). HOOF-Prints (hypervariable octameric
oligonucleotide fingerprints) olarak adlandirilan ilk MLVA testi, Bricker ve ark. (2003)
tarafindan gelistirilmistir. Hali hazirda en yaygin olarak MLV A15¢say V&€ MLV A160rsay
yada onlarin alt panelleri kullanilmaktadir. Cesitli Brucella tiirleri arasinda genetik
olarak yakin iliski olsa da, matrix assisted laser desorption / ionization time of flight

mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) yontemi kullanilarak ayrimini  yapmak
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miimkiindiir. Lista ve ark. (2011), biitiin klasik Brucella tiirlerini iceren 170 Brucella

susunu bu yontemle tiir diizeyinde identifiye etmistir (Rosenberg 2014).

Real-time PCR yeni gelistirilmis bir PCR teknigidir. Bu PCR’nin avantaji ¢ok
kisa siirede sonu¢ vermesi, elektroforetik analiz gerektirmemesi ve kontaminasyona
kars1 giivenilir olmasidir. Bu PCR ile bakteri kiiltiirleri, serum, kan ve parafine gomiilii
dokular analiz edilebilir. Insan brusellozunda tan1 amaci ile kullanilmaktadir (Yu ve
Nielsen 2010). AMOS PCR’nin genisletilmis sekli 3 farkli Real Time PCR ile
uygulamaya sokulmus, B. abortus biyotipleri, B. melitensis ve B. suis tiirleri florosan
rezonans enerji transferi kullanilarak identifiye edilmistir (Redkar ve ark. 2001). Yine
Bcsp31 gen bolgesinden B4 ve BS primerleri ve SYBR Green 1 kullanilarak Brucella
suslarinin cins diizeyinde tanisi yapilabilmektedir (Queipo-Ortuno ve ark. 2005). Baska
bir kantitatif real time PCR ise serum orneklerinden inaktif, seropozitif ve aktif insan
brusellozunda hastalik durumlarinin ayrimmi da igeren identifikasyon, Bcesp31 gen
bolgesinden Tagman prob ve primerler kullanilarak yapilmistir. (Queipo-Ortuno ve ark.
2008). Diger bir real time PCR c¢alismasinda ise Brucella tiirlerinin cins seviyesinde
tanis1 i¢in IS711, Bcesp31 ve per gen bdlgelerinden primerler ve Taqman problar
kullanilarak bir kiyaslama yapilmis ve IS711 temelli testin en hassas, spesifik, etkili ve

tekrar edilebilir oldugu bulunmustur (Bounaadja ve ark. 2009).

2.7.1.4. Hayvan Deneyleri

Siipheli  kiiltirler ve kontaminasyon ihtimali olmayan marazi maddeler,
kobaylara periton i¢i olarak, kontamine olan marazi maddeler ise hazirlanarak derialti
veya kasici yol ile enjekte edilirler. Her 6rnek i¢in en az 2 kobay kullanilir. Siit ve idrar
santrflij edildikten sonra dip tortular1 fizyolojik tuzlu su (FTS) ile, 0,5 ml sperma ise 2
kat FTS ile sulandirilarak 0,2 ml miktarlarinda inokule edilir. Bu rakam amnion si1visi,
sinovial sivilar, gogiis ve karm boslugu sivilari i¢in 2 kat FTS ile sulandirildiktan sonra
0,5 ml miktarindadir. Organlardan hazirlanan inokulumlar 0,5 - 0,1 ml, peynir
siispansiyonundan hazirlananlar ise 0,5 ml miktarlarinda olacak sekilde kobaya enjekte

edilirler (Aydin 1997 pp. 110-125).

Kobaylardan serolojik yoklamalar icin kalpten kan alindiktan sonra, birisi
enjeksiyondan 3, digeri ise 6 hafta sonra Oldiiriiliirler. Nekropside lenf yumrularinda
bliylime, karacigerde nekrotik odaklar, dalagin biiyiimesi, epididitimis, testislerde apse

ve eklemlerin sigsmesi gibi lezyonlar tespit edildiginde; karaciger, bobrek, dalak, uterus
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ve kemik iligi gibi lezyonlu organlardan uygun besiyerlerine ekimler yapilarak etken
izolasyonuna gidilebilir. Yine serolojik yoklamalarla da taniya yardimci olur (Aydin
1997 pp. 110-125).

Brucella tiirlerinin izolasyonunda ender olmakla birlikte 4-7 giinliik embriyolu

tavuk yumurtasi, inokulasyonlarda kullanilmaktadir (Aydin 1997 pp. 110-125).

2.7.2. indirekt Tam

2.7.2.1. Serolojik Testler

Bruselloz tanist i¢in her epidemiyolojik durumda ve tiim hayvan tiirleri igin
kullanilabilecek tek bir serolojik test bulunmamaktadir. Ozellikle ferdi uygulamalarda,
bruselloz tanist i¢in kullanilan testler bazi yetersizlikler icerir. Kullanilan metodlara
gore sonuclar degerlendirilirken, test sonucunu etkileyebilecek tim faktorler goz
oniinde bulundurulmalidir. Hayvanlarin asilanmis olmasi, asilanma zamani, kullanilan
asinin tiirli, uygulama yolu ve miktari, tespit edilen pozitifligin asiya bagli serolojik
reaksiyon sonucu olustugu ihtimalini  diisiindiirebilir. ilave olarak baz
mikroorganizmalara (6zellikle Yersinia enterocolitica O:9) karst olusan antikorlarin
testlerde capraz reaksiyon olusturabilecekleri (yalanci pozitiflik) ihmal edilmemelidir.
Bu yalanci pozitif serolojik reaksiyonlar, tiim hayvan tiirleri i¢in yasadiklar1 bolgelere

ve zamana gore degisik oranlarda goriilebilir (OIE Bol. 2.1.4. 2016).

Tamponlanmis Brucella antijen testleri (Buffered Brucella antigen tests)
(BBAT) iki farkli sekilde hazirlanabilir. Birincisi Rose Bengal boyasimin kullanildigt
testtir (RBT). Ikincisi ise, brillant yesili ile kristal viyolet boya karisimimin kullanildigt
Tamponlanmis Pleyt Agliitinasyon Testi (Buffered Plate Aglutination Test) (BPAT) dir.
Her iki test de, antijen olarak B. abortus S99 yada S1119-3 olarak isimlendirilen susun
tiretilmesi ve elde edilen bakteri antijeninin pH’1 3,65 civarina getirilmis tampon
soliisyonlar ile karistirilmasiyla hazirlanir. Testlerin sensitiviteleri oldukga ytiksektir.
Ancak bulunan pozitiflikler, epidemiyolojik caligmalarida igeren dogrulayici yada
tamamlayici stratejiler uygulanarak arastirilmalidir. Yanlis negatif reaksiyonlar oldukca
nadir olarak goriilebilir. Bu durum prozon fenomeni ile gerceklesebilir. Serumun dilue
edilmesi veya ileride yapilacak tekrar testlerle bu olumsuzluk asilabilir. RBT, infekte
stiriilerin tespiti i¢in yapilan taramalarda yada brusellozdan ari siirii yada ciftliklerde

infeksiyon yoklugunun izlenmesinde kullanilabilir (OIE B6l. 2.1.4. 2016).
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Serum Agliitinasyon Testi (Serum Agglutination Test) (SAT), Kuzey Avrupa
Ulkelerinde, sigir brusellozunun surveylans ve kontrol programlarinda uzun yillar
boyunca kullanilmistir. Antijen, B. abortus S99 yada S1119-3 susunun, Fenollii
Fizyolojik Tuzlu Su (FFTS) icinde siispanse edilmesi ile hazirlanir. Yanls pozitiflikleri
onlemek ve test spesifitesini arttirmak i¢in son konsantrasyonda 5mM miktarinda

EDTA ilave edilebilir (OIE B6l. 2.1.4. 2016).

Komplement Fikzasyon Testi (Complement Fixation Test) (CFT) karmasik bir
test diizenine sahip olmasinin yaninda, uygulanmasi i¢in yeterli laboratuvar altyapisi ve
dogru titrasyon ile kullanilan soliisyonlarin siirekli hazir tutulmasi igin egitimli
personele gereksinim gosterir. Tiim bu olumsuzluklara ragmen test, genis bir kullanim

alan1 bulmustur (OIE Bol. 2.1.4. 2016).

Indirekt ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) (Indirect ELISA) (I-
ELISA) ticari olarak gelistirilerek valide edilen bir ¢ok test kiti sayesinde, genis bir
kullanim alani bulmustur. Buna ragmen kullanimdan Once test validasyonlarinin
standartlarda anlatildigi sekilde (OIE Bol. 1.1.6. 2016) yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Testte antijen olarak, tiim hiicre, S-LPS yada OPS kullanilabilir. S-LPS yada OPS
kullanildiginda test, Brucella antikorlarini tespit edebilmede ¢ok yiiksek sensitivite
gosterir. Ancak as1 suslari ile de pozitif reaksiyon vermektedir. Hatta Brucella abortus
RB51 asisindan kaynaklanan antikorlar bile bu testle pozitiflik olusturabilir. Referans
serumla standardize edilen testin tani sensitivitesi RBT/BPAT testleri ve CFT testine
gore en az esit yada daha yiiksek olmalidir. Spesifitesi ise genellikle daha diisiik olur.
Pozitif reaksiyonlar BBAT ve CFT testleri ile de arastirilmalidir (OIE B6l. 2.1.4. 2016).

Yarismali ELISA (Competitive ELISA) (C-ELISA), S-LPS veya OPS antijenleri
ile ticari olarak hazirlanarak kullanima sunulmustur. Buna ragmen kullanimdan 6nce
test validasyonlarinin standartlarda anlatildig: sekilde (OIE B6l. 1.1.6. 2016) yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Testin bazi yanlis pozitif serolojik reaksiyonlar1 engelledigi

gosterilse de tamamini berteraf edememektedir. Yine asilamaya bagli pozitiflikler de

goriilebilir (OIE Bl. 2.1.4. 2016).

FPA (Florosan Polarizasyon Testi) (Fluorescence Polarisation Assay), antijen
antikor etkilesimini 6lgmek icin gelistirilmis basit bir tekniktir. Calisma prensibi olarak
diger serolojik testler gibidir ancak ¢ok hizli sonug verir. Bruselloz tanisi i¢in B. abortus

1119-3 susunun S-LPS tabakasinin OPS bdéliimiinde bulunan ve kii¢iik molekiiler
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agirligi olan (ortalama 22 kD) bir parca, fluoresin isotiyosiyanat (Fluorescein
isothiocyanate) (FITC) ile isaretlenerek antijen olarak kullanilir. Testin sensitivite ve
spesifitesi birgok C-ELISA ile ¢ok yakindir. Diger serolojik testlerde oldugu gibi bu test
icin de validasyonlarin uygun standarda gore yapilmasi tavsiye edilir. Yine asilamaya
bagli pozitiflikler bu test ile de tespit edilebilmektedir. Bulunan pozitiflikler dogrulayici
yada tamamlayici stratejiler ile arastirilmalidir (OIE Bol. 2.1.4. 2016).

Dogal (Native) hapten ve sitosol (cytosol) proteini temelli testler ruminantlar
icin oldukg¢a kullanighdir. Sigirlarda native hapten testleri, B. abortus S19 susu ile
asilama durumlarinda yiiksek spesifite gosterdigi gibi RBT ile kombine edilerek
hastalik taramalarinda da basari ile kullanilabilir. Testin optimal hassasiyeti (CFT’ye
yakin ancak RBT ve S-LPS temelli i-ELISA’dan oldukga diisiik) serumun dagilabildigi
polisakkarit antijen iceren hipertonik jel sisteminde, ters dairesel immunodifiizyon
(RID) (Reverse Radial immunodiffusion) sistemi ile elde edilebilir. Ayrica ¢ift jel
difiizyon (double gel diffusion) testi de ayn1 amagla kullanilabilmektedir. Dogal Hapten
testi ile as1 infeksiyonunun olmadigi durumlarda sero-negatiflik, 3-5 aylik geng
sigirlarin derialti asilamasindan 2 ay sonra, azaltilmis dozlar ile subkutan ergin
asilamasindan 4-5 ay sonra tespit edilebilir. Ozellikle konjuktival yol ile asilanan geng
ve ergin sigirlarda, sero-negatiflik agilamadan ¢ok daha kisa bir zaman sonrasinda tespit
edilebilir. Bu testte elde edilen pozitif sonuglarin Brucella tiirlerinin sagilimiyla
baglantili oldugu, deneysel ve gergek infeksiyon durumlarinda gosterilmistir (Jones ve
ark. 1980). Ayrica diger testlerde karsilagilan Yersinia enterocolitica O:9 ve sebebi
bilinemeyen ¢ok sayida yalanci pozitif serolojik reaksiyon (FPSR), dogal hapten yada
Brucella sitosol proteinleri kullanilarak uygulanan jel presipitasyon testlerinde negatif
olarak sonuglanmaktadir (Munoz ve ark. 2005). Bu dogal hapten testleri, yukarida
anlatildig1 gibi koyun ve kegiler i¢in de infeksiyona bagli veya bagli olmayan serolojik
yanitlarin ayriminda oldukga spesifiktir. Koyun ve kegiler igin optimal tani sensitivitesi
(%90 civan) ¢ift jel difiizyonu veya RID testleri ile elde edilebilir (OIE Bol. 2.1.4.
2016).

Siit testleri, siit toplama tankindan yapilarak etkili bir izleme saglanabilir.
Pozitiflik halinde, tanka siit veren tiim sigirlara kan testleri yapilmalidir. Siitten indirekt
ELISA (Milk i-ELISA), ozellikle biiyiik siiriilerin izlenmesinde kullanilan hassas ve
spesifik bir testtir (OIE Bol. 2.1.4. 2016). Siit indirekt ELISA, koyunlarda Brucella ovis
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infeksiyonlarinin tanisinda da oldukca basarili olarak kullanilmaktadir. Hatta bu amacla
tiretim agisindan avantajlar1 olan B. canis suslarindan (M-) hazirlanan antijenler ile en
az B. ovis suslarindan hazirlananlar kadar tatmin edici sonuglar elde edilmistir (Lopez
ve ark. 2006). Siit Halka Testi (MRT) (Milk Ring Test) ise sigir siiriilerinde siit i-
ELISA’nin yapilamadigi durumlarda alternatif olarak kullanilabilir. Bu test igin siit
toplama kazanina aktarilan siitler 150’den az hayvandan geliyorsa, siit kazanindan 1ml,
150-450 arasi hayvandan geliyorsa 2ml ve 451-700 aras1 hayvandan geliyorsa kazandan
3ml siit 6rnegi alinarak test edilmelidir. MRT, koyun ve kegi siitleri i¢in ¢ok kullanislt

degildir (OIE Bél. 2.1.4. 2016).

2.7.2.2. Hiicresel Bagisikhik Testleri

Brusellin (Brucellin) deri testi, asilanmamig siiriilerde izleme testi olarak
kullanilabilmektedir. Oldukga yiiksek spesifiteye sahip bu test ile serolojik olarak
negatif asilanmamis hayvanlar iginde reaktorler tespit edilebilir (Pouillot ve ark. 1997).
Ayrica test, koyun ve kegilerde B. melitensis infeksiyonlari i¢in de yiiksek sensitiviteye
sahiptir. Asilanmamis siiriilerde en spesifik test olarak degerlendirilmektedir.
Ruminantlar i¢in gelistirilen test, domuzlar i¢in de olduk¢a etkin olarak
kullanilmaktadir. Farkli bakterilerden kaynaklanan ¢ogu FPSR, bu test ile negatif
bulunabilir (Pouillot ve ark. 1997; Dieste-Perez ve ark. 2014). Brucella abortus S19, B.
melitensis Revl ve B. abortus RB51 asilarmin kullanildigi durumlarda ise bu test ile
yillarca pozitiflik alinabilir (Pouillot ve ark. 1997). Ayrica bu testin bireysel hastalik
aragtirmalarinda ve as1 uygulanan {ilkelerden ticari hayvan alimlarinda kontrol testi
olarak kullanilmas:i tavsiye edilmemektedir. Test, hastaligin olmadigi alanlarda siirii
stirveylansi igin tavsiye edilir. Testin spesifitesi ne kadar yiiksek olursa olsun, bulunan
pozitiflikler tamamlayici ilave tani testleri ile desteklenmelidir. Ayn1 hayvana iki kere
test uygulamasi gerektiginde, ilk testin hiicresel immun yanitta gegici yorgunluga sebep
olabilecegi diistiniilerek uygulanacak ikinci test, en az 6 hafta sonraya planlanmalidir
(OIE Bol. 2.1.4. 2016).

Interferon gama salmim testi (interferon gamma release assay), brusellin gibi
uygun bir antijenle, tam kanda mevcut lenfositlerin uyarilmasi temeline dayanir. Gama
interferon {iretimi, capture ELISA ile tespit edilir. Bu test, gercek hastalik olgulari ile
FPSR’lerin ayriminda faydali olsa da daha spesifik antijenlerin olmayis1 ve test

protokolunun standardizasyona ve degisik hayvan tiirlerinde ve epidemiyolojik sartlarda
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validasyona ihtiya¢ duymasi sebepleri ile rutin kullanimi ¢ok smirhidir (OIE Bol. 2.1.4.
2016). Weynants ve ark. (1995), calismalarinda B. melitensis B115 susundan elde
ettikleri stoplazmik protein karisimini, spesifik stiimiilan antijen olarak siipheli sigir tam
kanlar1 ile muamele etmigler ve ortaya ¢ikan gama interferon igerigini, sandvic ELISA
ile tespit ederek olusan antijenik uyarimi O6lgmiislerdir. Sonuglart ayni hayvanlara
uyguladiklar1 diger klasik bruselloz test sonuclari ile uyumlu bulduklarini hatta serolojik
yalanci pozitif reaksiyon gosteren hi¢ bir hayvanda, pozitiflik tespit etmediklerini
bildirerek, bu testi serolojik tanilar i¢in ideal tamamlayici alternatif test olarak

degerlendirmislerdir.

2.8. KORUMA VE KONTROL

Hastaligin dogasindan kaynaklanan bircok yonii, bruselloz ile miicadelede
kontrol ve eradikasyonu engelleyici etkiler yapmaktadir. Bunlardan en Onemlileri
degisken inkubasyon siireleri ve daha sonra seropozitif olabilecek hayvanlarin
tanmimlanamamasidir. Infekte siiriilerde sigirlarin yaklasik %15°i seropozitiflikten 6nce
abort yapabilirler. Bir ilave problem de gizliliktir. infekte annelerden dogan yavrularin
yaklasik %5’1 infeksiyonu devam ettirecek ve sadece ilk dogumlarindan sonra

seropozitif olacaklardir. Koyun ve keciler arasindaki gizli reaktorlerin orami ise

bilinmemektedir (Nicoletti 2010).

Bircok gelismis tlilkede, bruselloz eradike edilmis olsa da, diinyanin bazi
bolgelerinde biiyiik bir halk ve hayvan sagligi problemi olarak 6nemini devam
ettirmektedir. Tiirkiye’de hastaligin endemik olarak devam etmesi; hayvan siiriilerinin
kontrol dis1 hareketi, jeopolitik durum, cevre iilkelerde brusellozun endemik durumda
olmast ve buralarda politik durumun degisken olmasi, Tiirkiye’deki sinirli veteriner
hizmetleri ve hayvancilik uygulamalari, geleneksel olarak ¢ig siit ve {riinlerinin
tiiketilmesi ve infekte hayvanlarla yakin temasin siirdiiriiliiyor olmasi ile agiklanabilir

(Yumuk ve O’ Callaghan 2012).

Domuzlar1 ve vahsi yasam hayvanlarini bruselloza karsi korumak i¢in kullanima
uygun bir as1 hiinliz bulunmamistir. Ayrica insanlar i¢in de hastaliktan korunmak i¢in
as1 uygulamasi yapilamamaktadir. insanlar arasinda brusellozun dogal bulas kaynagi
olarak neredeyse her zaman bir hayvan rezervuar tespit edilmektedir. Cok sinirli sayida
vaka i¢in hastalik kaynagi insandan insana bulas olarak rapor edilmistir (Godfroid ve
ark. 2011).
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Bruselloz ile miicadelede geg¢misten giinlimiize ¢ok degisik as1 suslar1 degisik
yontemler ile hazirlanip kullanilmis olsa da, hali hazirda en ¢ok tercih edilen ve
kullanilan suslar canli, atenue suslardir. Bunlardan B. abortus S19 ast susu, tiim
diinyada s1g1r brusellozundan korunmak i¢in kullanilan en yaygin as1 susudur. ilk olarak
1923 yilinda Jersey 1rki bir inegin siitiinden izole edilerek 1930 yilinda tanimlanmastir.
Oda 1s1sinda bir yi1ldan uzunca bir siire bekletilen sus, ateniie olmus halde bulunmustur.
B. melitensis Rev1 as1 susu, B. melitensis’in gelisebilmesi i¢in streptomisine bagimli
viriilent bir susundan meydana getirilmistir. Bu virulent sus, as1 susuna doniistiiriiliirken
alt pasajlar1 neticesinde ¢ogu karakteristik 6zelligini kaybetse de streptomisine direncini
ve bir miktar da virulent yapisin1 devam ettirmektedir. Sus, koyun ve kegi siiriilerini B.
melitensis infeksiyonlarina kars1 korurken, koyun siirtilerinde B. ovis infeksiyonundan
da disi ve erkek hayvanlart korur. Ayrica bazi yayinlarda sigir siiriilerine
uygulandiginda, hayvanlar1 bruselloza karsi B. abortus S19 as1 susuna gore daha iyi
korudugu da belirtilmistir (Schurig ve ark. 2002). Blasco (2006), B. melitensis Rev1 as1
susu ile hazirlanmis konjuktival asilar ile immunizasyonun, hayvanlari B. melitensis
infeksiyonlarindan korumada uygulanabilecek en iyi metod oldugunu vurgulamistir. B.
abortus RB51 as1 susu ise son zamanlarda gelistirilmis, B. abortus 2308 susunun rough
karakterde rifampisin direngli mutant bir tiirevidir. As1 susunun rough karakterde
olmasi, bu sus kullanilarak yapilan agilama sonrasi olusabilecek seropozitifligin, rutinde
kullanilan smooth antijenler ile tespit edilmesini engelledigi bildirilmistir (Schurig ve
ark. 2002). Bu as1 kiiglikbas hayvanlarda B. melitensis infeksiyonlarina karsi etkin bir
koruma saglayamamaktadir. Koruyuculugu B. melitensis Revl as1 susu ile kiyas
edilemeyecek kadar azdir (El Idrissi ve ark. 2001).

Ulkemizde 1984 yilinda “Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi”
baslatilmis ve sadece geng¢ hayvanlara as1 uygulanarak projenin 26 yil siirdiiriilmesi
planlanmistir. 1989, 1990 ve 1991 willarinda yapilan seroprevalans c¢aligmalar
dogrultusunda ve 1991-1993 yillar1 arasinda Trakyada uygulanan azaltilmis dozlar ile
ergin hayvanlarin asilanmasi plot caligmalar1 sonucunda, azaltilmis dozlar ile ergin
hayvan asilamasi tiim {iilkede projeye dahil edilmistir. 1998 yilinda yapilan
seroprevalans calismasina gore bruselloz fert prevalansi sigirlarda %1,43, koyunlarda
ise %1,97, siirii prevalansi ise sigirlarda %11,4 ve koyunlarda %15 olarak belirlenmistir
(Iyisan ve ark. 2000). Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesinin ardindan 2011

yilinda hastaligin yaygimhigint belirlemek amaci ile yapilan seroprevalans caligmasi
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sonucunda ise sigirlarda bruselloz siirii prevalanst %7,8 ve fert prevalanst %2,7,
koyunlarda siirli prevalanst %22,5 ve fert prevalansi %3,4 olarak tespit edilmistir
(GKGM 2012). Proje sonunda, bulunan yiiksek seroprevelans degerlerinin, cesitli
nedenlere bagli olarak asilarin  hayvanlara yeterince uygulanamayist olarak
diisiiniilmektedir (Iyisan ve ark. 2000). Brusellozun eradikasyonunu saglamis iilkelerin
miicadele stratejileri incelendiginde, siirii prevalanslarmin %1 ve daha az oldugu
durumlarda test ve kesim metodu ile eradikasyon programlarinin uygulandigi, strii
prevalansinin daha yiiksek oldugu durumlarda ise asilama ve diger tedbirler ile
prevalansin 6nce %1’in altina ¢ekildigi ve daha sonra test ve kesim yontemi ile nihayi
hedeflere ulasildigi goriilmektedir. 2011 yilinda elde edilen seroprevalans verilerinin
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlii uzmanlar tarafindan degerlendirilmesi
neticesinde, lilkemizde bruselloz ile miicadelede kitle agilamasi yapilmasinin en etkili
yontem olacagt ve bu agilamanin da her yastaki hayvana giivenilir olarak
uygulanabilecek konjuktival yol ile yapilmasi kararlastirilmistir. Bu kapsamda sigirlar
icin 10 y1l, koyun ve kegiler i¢in 6 yil siirdiiriilecek “Brusellanin Konjuktival Asi ile
Kontrolii ve Eradikasyonu” projesi 01 Ocak 2012 tarihinden itibaren baslatilmis ve hali
hazirda yiiriitilmektedir (GKGM 2012). Hastaligin durumu ve asilamanin etkinligini
arastirmak icin yapilan ilk incelemelerde, 6zellikle kecilerde gebeligin ilk donemlerinde
yapilan asilamalarda asinin yiiksek oranlarda atiklara sebebiyet verdigi goriilmiistiir.
Asilamanin bagsladig tarihten itibaren hayvanlar i¢in yeni mihrak sayilari incelendiginde
ise; biiylikbas hayvanlar i¢in, 2012 yilinda 1696 olan yeni mihrak sayisi, 2013°te 1319,
2014’te 596 ve 2015 yilinda ise 315 olarak, kiiglikbas hayvanlar i¢in; 2012 yilinda 222
olan yeni mihrak sayisinin, 2013’te 512 (as1 atiklar1 ile beraber), 2014’te 75 ve 2015
yilinda ise 73 oldugu goriilmiistiir. Insanlar i¢in yeni mihrak sayilari incelendiginde ise
2012 yilinda 6759 olan vakka sayisi, 2013 yilinda 7225, 2014 yilinda 4403 ve 2015
yilinda ise 4173 olarak kayitlara gegmistir. ik incelemeler dikkate alindiginda, asilama
oranlarindaki artisin, hastalik prevalansmin diigmesini direkt olarak etkiledigi ve
miicadeleye ara vermeden kararlilikla devam edilmesi gerektigi anlasilmaktadir (OIE

Hastalik Raporu 2015; Saytekin ve ark. 2015).

Ulkemizde yiiriitiilen immunizasyon ¢alismalarinda, ilgili uluslararasi orgiitlerin
de tavsiye ettigi gibi, sigirlarda bruselloza kars1 B. abortus S-19 as1 susu, 1960 yilindan

giiniimiize kadar ve koyun ve kegilerde ise B. melitensis Rev-1 asi susu (Elberg ve
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Faunce 1957), 1968 yilindan giliniimiize kadar hastalikla miicadele i¢in kullanilmaktadir

(Iyisan ve ark. 2000; GKGM 2012).

01 Ocak 2012 yilindan itibaren derialt1 as1 formu yerine kitlesel asilamaya
uygun olan konjuktival as1 formu ile miicadeleye devam edilmektedir (GKGM 2012).
Konjuktival B. melitensis Rev-1 asis1, her dozunda 0,5 - 2 x 10° CFU (Colony Forming
Unit), Konjuktival B. abortus S-19 agisi ise her dozunda 5 - 10 x 10° CFU miktarinda
bakteri igerecek sekilde iiretilir ve uygulanir. G6z konjuktivasina damlatilarak
uygulanan bu asilar, iiretimi yapan firmalarin iiretim ruhsatlarinda beyan ettikleri
ambalaj ve uygulama sekilleri ile iirlinlerini kullanima sunmaktadir. Minas ve ark.
(2006), brusellozun yaygin oldugu, prevalansin yiiksek oldugu ve goger hayvanciligin
yapildigi iilkelerde, hastaligin eradikasyonu i¢in ilk basamak olarak hastaligin asilama
ile kontroliinii, bunun i¢inde B. melitensis Revl as1 susu ile hazirlanmis asilarin
konjuktival yol ile kitlesel asilama yapilarak uygulanmasi gerektigini bildirmiglerdir.
Fensterbank ve ark. (1987), calismalarinda dozunda 1 x 10° CFU Brucella melitensis
Revl bakterisi igeren ve geng hayvanlara konjuktival yolla uygulanan bruselloz asisinin,
subkutan yol ile uygulanan asi ile hemen hemen aymi korumayi saglandigini, hatta
olumlu olarak agilamaya bagl seropozitifligin agilamadan 4 ay sonra kayboldugunu ve
hastalikla miicadele stratejilerinde koyun ve keg¢i brusellozunun kontrol ve eradikasyonu
calismalarinda tek doz olarak konjuktival as1 formunun kullanilmasini tavsiye
etmislerdir. Zundel ve ark. (1992), calismalarinda koyun ve kecilere konjuktival yol ile
uygulanan B. melitensis Rev1 asisinin, subkutan tam doz uygulamalarina gore gebelikte
daha az riskli ve bazi istisnalar disinda asilamaya bagli serolojik yanitlarin ¢ok daha
kisa siirdiiglinii, hatta dozunda 1x10® CFU canli bakteri igeren konjuktival as1
uygulamasiin, gebelik ve seropozitiflik acisindan (%20 abort ve 3 ay siireli

seropozitiflik) diger uygulamalara oranla en giivenli oldugunu bildirmislerdir.

Brusellozun eradikasyon programlari geregi yapilan asgilamalar sonucunda
hayvanlarda agliitinojen antikorlar olusmakta ve asili hayvanlar ile infekte hayvanlarin
serolojik ayrimi noktasinda giicliikler yasanmaktadir. Bu ayrimi1 yapabilecegimiz bir test
bugiin i¢in mevcut degildir. Ancak IgG1 izotipi dogal olarak infekte olan hayvanlarda,
asilananlara oranla daha uzun siire kaldig1 i¢in bu izotipi saptayan testlerin daha
giivenilir oldugu kabul edilir. Bu izotip kanda en dominant olarak ve en uzun siireli

olarak kalir. Ayrica immun cevabin en erken dénemlerinde saptanabilir. Bu sebeple
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IgG1 izotipini saptayabilen Rose Bengal Plate (RBT) ve Komplement Fikzasyon (CFT)
testleri gerek bireysel ve gerekse siirli bazinda taramalar igin tavsiye edilen testlerdir.
Tiip Agliitinasyon testinin (TAT) ise, IgG1’leri saptayamamasi, non spesifik antikorlari
saptamasi, hastaligin erken ve ge¢ donemlerinde tanisal seviyeye ulasamamasi nedenleri
ile hayvanlar icin tanida pek giivenilir bir test olarak kabul edilmemektedir (lyisan ve

ark. 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. inceleme Ornekleri

Brusellozun tani yontemlerini karsilastirmak amaciyla, Eylil 2014 — Haziran
2016 yillar1 arasinda cesitli il ve merkezlerden Veteriner Kontrol Enstitiileri’ne
gonderilen 166 ruminant (114 koyun, 28 ke¢i, 23 sigir, 1 manda) atigina ait akciger,
karaciger ve fetiis mide sivilari inceleme 6rnegi olarak kullanildi. Gonderilen 166 atigin
114’tinde akciger ve karaciger 6rnegi, 23’tlinde akciger, karaciger, fetiis mide sivisi ve
29’unda sadece fetlis mide sivisi bulunmaktaydi. Toplamda 166 atiga ait 326 Grnek

incelendi. incelemeler atik ve organ diizeyinde degerlendirildi.

3.1.2. izolasyon Besiyerleri

3.1.2.1. Serum Dekstroz Agar (SDA)

Serum Dekstroz Agar, Brucella spp. izolasyonu ve identifikasyonunda genel
besiyeri, ayrica antibiyotikli ve boyali besiyerlerinde temel besiyeri olarak kullanildi.
Triptik Soy Agar (TSA) (Biolife, BH1813), verilen bilgiye gore hazirlanip 121 °C de 20
dakika otoklavda steril edildikten sonra 56 °C’ye sogutuldu. Uygun sicakliga getirilen
besiyerine filtre (Sartorius stedim minisart 0,2um, 16534) ile steril edilmis %20
dekstroz (LabM, MCO013) c¢ozeltisi, son karisimda %1 dekstroz olacak sekilde ve
inaktive edilmis buzagi serumu (Biochrome, S0115) son karisimda %5 olacak sekilde
eklendi. Izolasyon ve identifikasyonda kullanmak i¢in 90 mm ¢apli plastik petri
kutularma ve yatik agar olusturmak i¢in tiiplere dokiilerek etiketlendikten sonra +4 °C’
ye kaldirildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bo6l. 2.4.3. 2015).

3.1.2.2. Farrell’s Besiyeri

Farrell’s selektif besiyeri, SDA’ya Brucella selektif suplement (Oxoid,
SR0O083A) ilave edilerek hazirlandi. Bu amagla; 5 ml metanol (Riedel de Haen, 24229)
ve 5 ml steril distile su, hazir suplement flakonuna eklendi. Hazirlanan siispansiyon
karistirildiktan sonra 10-15 dakika 37 °C sicaklikta bekletildi. Tekrar karistirildiktan
sonra 500 ml ve 56 °C’ye sogutulmus SDA besiyerine ilave edildi. Izolasyon ve

identifikasyonda kullanmak i¢in 90 mm ¢apl plastik petri kutularmma dokiilerek
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etiketlendikten sonra +4 °C ye kaldirild1 (Farrell 1974; Alton ve ark. 1988; Marin ve
ark. 1996; De Miguel ve ark. 2011; OIE Bol. 2.4.3. 2015; OIE Bol. 2.1.4. 2016).

3.1.2.3. Cita Besiyeri

Cita besiyeri icin, distile su ile hazirlanan 500 ml’lik TSA (Biolife, BH1813)
kullanildi. Otoklavlandiktan ve 56 °C’ye sogutulduktan sonra, son karisimda %5 serum
olacak sekilde inaktive edilmis buzagi serumu ilave edildi. Daha sonra; vancomycin 10
mg (Sigma, V2002), colistin 3,75 mg (Sigma, C1511), nystatin 8,85 mg (Sigma,
N3503), nitrofurantoin 5 mg (Sigma, N7878) ve amphotericin-B 2 mg (Sigma, A4884)
miktarlarinda eklendi (Miguel ve ark. 2011). 90 mm c¢aph plastik petri kutularina
dokiilerek, etiketlendikten sonra +4 °C’ye kaldirildi1 (De Miguel ve ark. 2011; Vicente
ve ark. 2014; OIE Bo6l. 2.1.4. 2016).

3.1.3. identifikasyon Besiyerleri

Izole edilen suslarm biyotiplendirilmesi amaciyla kullanildi.

3.1.3.1. Penisilin Besiyeri

Penisilin besiyeri, as1 suslari ile saha suslarinin ayrimi i¢in kullanildi. Besiyeri
icin, ilk olarak penisilin stok soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in penisilin G potasyum
tuzunun (Fluca, 13750) distile su ile %0,3’liikk soliisyonu, filtre (Sartorius stedim
minisart 0,2um, 16534) ile steril edilerek kriyoviyal tiiplere dagitildi. Stok soliisyonlar,
kullanima kadar -20 °C’de saklandi. Besiyeri i¢in, otoklav sonrasi 56 °C’ye sogutulan
500 ml SDA’ya, 0,5 ml penisilin stok soliisyonu (son karisim 5 1.U/ml) ilave edildi.
Karistirildiktan sonra, 90 mm ¢apli plastik petri kutularina dokiildii ve etiketlendikten
sonra +4 °C’ye kaldirildi. Referans suslardan B. abortus S-19 (biyotipl) negatif, B.
abortus 544 (biyotipl) pozitif kontrol olarak kullanildi ve her parti {iretim igin kalite
kontrolii yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE B6l. 2.4.3. 2015).

3.1.3.2. Streptomisin Besiyeri

Streptomisin besiyeri, B.melitensis Rev-1 as1 susu ile B.melitensis saha
suslarmin ayrimi ic¢in kullanildi. Besiyeri i¢in ilk olarak streptomisin stok sollisyonu
hazirlandi. Bunun i¢in Streptomisin siilfat’in (Sigma, S-6501) distile su ile %0,3’lik
soliisyonu, filtre (Sartorius stedim minisart 0,2um, 16534) ile steril edilerek kriyoviyal
tiiplere dagitildi. Stok soliisyonlar, kullanima kadar -20 °C’de saklandi. Besiyeri i¢in,

otoklav sonrasi 56 °C’ye sogutulan 500 ml SDA’ya, 0,4 ml streptomisin stok soliisyonu
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(son karisim 2,5 pg/ml) ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra 90 mm ¢apli plastik
petri kutularina dokiildii ve etiketlendikten sonra +4 °C’ye kaldirildi. Referans suslardan
B. melitensis 16M (biyotipl) negatif, B. melitensis Rev-1 (biyotipl) pozitif kontrol
olarak kullanildi ve her parti liretim i¢in kalite kontrolii yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE
Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.3.3. Eritritol Besiyeri

Eritritol besiyeri, B.abortus S-19 as1 susu ile B.abortus saha suslarinin ayrimi
icin kullanildi. Besiyeri i¢in Oncelikle eritritol stok soliisyonu hazirlandi. Bunun igin
mezo-eritritol’den (Sigma, E7500) distile su ile %10’liik solisyonu, filtre (Sartorius
stedim minisart 0,2um, 16534) ile steril edilerek kriyoviyal tiiplere dagitildi. Stok
soliisyonlar, kullanimina kadar -20 °C’de saklandi. Besiyeri i¢in, otoklav sonrasi 56 °C
ye sogutulan 500 ml SDA’ya, 5 ml eritritol stok soliisyonu (son karisim 1mg/ml) ilave
edildi. Karnstirildiktan sonra 90 mm c¢apli plastik petri kutularina dokildi ve
etiketlendikten sonra +4 °C’ye kaldirildi. Referans suslardan B. abortus S-19 (biyotipl)
negatif, B. abortus 544 (biyotipl) pozitif kontrol olarak kullanildi ve her parti iiretim
icin kalite kontrolii yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.3.4. Tiyonin Besiyeri

Tiyonin besiyeri, as1 suslarinin saha suslarindan ayrimi ile B. abortus
biyotiplerinin ayrimi i¢in kullanildi. Besiyeri i¢in ilk once tiyonin (Sigma, T3387)
boyasina distile su ilave edilerek %0,1’lik tiyonin stok soliisyonu hazirlandi. Stok boya
soliisyonu, 100 °C sicaklikta 1 saat tutularak steril edildi. Otoklav ile steril edilmis 500
ml SDA’ya, hazirlanan tiyonin stok boya soliisyonundan 10 ml ilave edilerek, 1/50,000
oraninda (20 pg/ml) tiyonin boya igeren besiyerleri hazirlandi. 90 mm gapli steril plastik
petri kutularina dokiilerek etiketlendikten sonra +4 °C’ye kaldirildi. Referans suslardan
B. abortus 86/8/59 (biyotip2) negatif, B. abortus Tulya (biyotip3) pozitif kontrol olarak
kullanildi ve her parti iiretim icin kalite kontrolii yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol.
2.4.3. 2015).

3.1.3.5. Bazik Fuksin Besiyeri

Bazik fuksin besiyeri, B. melitensis Rev1 asi susunun saha suslarindan ayrimi ile
B. abortus biyotiplerinin ayrimi i¢in kullanildi. Besiyeri igin ilk once bazik fuksin
boyasina (Merck, 115937) distile su ilave edilerek %0,1’lik bazik fuksin stok soliisyonu
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hazirlandi. Stok boya soliisyonu, 100 °C sicaklikta 1 saat tutularak steril edildi. Otoklav
ile steril edilmis 500 ml SDA’ya, hazirlanan bazik fuksin stok boya soliisyonundan 10
ml ilave edilerek, 1/50,000 oraninda (20 pg/ml) bazik fuksin boya iceren besiyerleri
hazirlandi. 90 mm ¢apli steril plastik petri kutularina dokiilerek etiketlendikten sonra +4
°C’ye kaldirild1. Referans suslardan B. abortus 86/8/59 (biyotip2) negatif, B. melitensis
16M (biyotip1) pozitif kontrol olarak kullanildi ve her parti iiretim icin kalite kontrolii
yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.3.6. Safranin Besiyeri

Safranin besiyeri B. suis’in diger tiirlerden ayrimi i¢in kullanildi. Besiyeri i¢in,
oncelikle safranin boyasina (Sigma, S2255) distile su ilave edilerek %0,5’1ik safranin
stok soliisyonu hazirlandi. Stok boya soliisyonu, 100 °C sicaklikta 1 saat tutularak steril
edildi. Otoklav ile steril edilmis 500 ml SDA’ya, hazirlanan safranin stok boya
soliisyonundan 10 ml ilave edilerek, 1/10,000 konsantrasyonda (100 pg/ml) safranin
boya igeren besiyeri hazirlandi. 90 mm c¢apli steril plastik petri kutularina dékiilerek
etiketlendikten sonra +4 °C’ye kaldirildi. Referans suslardan B. suis 1330 (biyotipl)
negatif, B. melitensis 16M (biyotip1) pozitif kontrol olarak kullanildi ve her parti iiretim
icin kalite kontrolii yapildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.4. Diger Besiyerleri

3.1.4.1. Christensen Besiyeri

Christensen besiyeri, lireaz aktivitesinin 6l¢iilmesi amaci ile kullanildi. 0,5 gr
pepton (LabM, MCO008), 2,5 gr NaCl (Merck, 106400), 1 gr Monopotasyum fosfat
(KH,PO4) (Merck, 104873), 0,006 gr fenol red (Merck, 107241), 0,5 gr dekstroz (Lab-
M, MCO013) ve 20 gr agar (BD, 214010), 500 ml distile su ile tamamlanip
karigtirlldiktan sonra, 5 ml miktarinda test tiiplerine dagitildi ve 121 °C’de 20 dakika
otoklav ile steril edildi. 45 °C sicakliga soguduktan sonra test tiiplerinin herbirine son
konsantrasyonu %?2 olacak sekilde filtre ile steril edilmis %20’lik 0,5 ml iire soliisyonu
(Merck, 108487) ilave edildi. Meyilli bir yerde sogutulduktan sonra etiketlenerek
kullanim zamanina kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Alton ve ark. 1988). Her parti
tiretim igin B. ovis 63/290 susu negatif kontrol ve B. melitensis Ether susu (biyotip 3)
pozitif kontrol olarak kullanildi.
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3.1.4.2. %15 Gliserinli Triptik Soy Broth

%15 Gliserin (Merck, 104092) ilaveli triptik soy brot (Merck, 105459)
izolasyonu ve identifikasyonu yapilan Brucella spp.’leri, uzun siireli olarak -20 °C’de
saklamak icin kullanildi (Alton ve ark. 1988). Triptik soy broth, distile su ve %15
Gliserin ilavesi ile hazirlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika otoklav ile steril edildi ve

steril kriyoviyal tiiplere 1 ml dagitilarak kullanim zamanina kadar +4 °C’de muhafaza
edildi.

3.1.5. Morfolojik, Serolojik, Biyokimyasal ve Faj Test Geregleri

3.1.5.1. Bakteri Safhig1 ve Morfolojisinin Belirlenmesi
Stipheli bakteri kiiltiirinden Gram boyama i¢in hazir boyama seti kullanildi

(Merck, 111885).

3.1.5.2. Antiserumlar

Brucella Poliklonal A-M Antiserumu (2008-1; PVKE) ile Brucella Monospesifik
A ve M Antiserumlar1 ( 2010-1; PVKE), steril distile suyla sulandirilarak kullanildi
(Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.5.3. Biyokimyasal Test Gerecleri

Katalaz testi i¢in %3’liik Hidrojen Peroksit (H,O;) (Merck, 108597), oksidaz testi
icin oksidaz identifikasyon stikleri (Merck, 113300) kullanildi. Hidrojen Siilfiir (H,S)
tiretiminin tespiti amaci ile SDA yatik agar tiiplerinde Kursun Asetat emdirilmis hazir
kagitlar (Riedel-de Haen, 37104) kullanildi. Uremede CO; ihtiyacinin belirlenmesi i¢in
ilave CO; gaz1 igermeyen etiiv kullanildi (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.5.4. Fajlar

Faj testleri igin, Tibilisi (FTb-01-07; PVKE), izatnagar (FIz-05-07; PVKE) ve
R/C (FR/C-08-07; PVKE) fajlari, steril distile su ile sulandirilarak kullanild1 (Alton ve
ark. 1988; OIE Bol. 2.4.3. 2015).

3.1.6. Standart Suslar

B. abortus biyotipl, 2 ve 3 icin referans olan sirasiyla; B. abortus 544 (ATCC
23448), B. abortus 86/8/59 (ATCC 23449) ve B. abortus Tulya (ATCC 23450) suslari,
B. melitensis biyotipl, 2 ve 3 igin referans olan sirasiyla; B. melitensis 16M (ATCC
23456), B. melitensis 63/9 (ATCC 23457) ve B. melitensis Ether (ATCC 23458) suslari,
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B. suis biyotipl igin referans olan B. suis 1330 (ATCC 23444) susu, B. ovis i¢in referans
sus olan B. ovis 63/290 (ATCC 25840) susu ile B. abortus S-19 (ATS-PVKAE-13-04)
ve B. melitensis Rev-1 (ATS-PVKE-08-04) as1 susu, Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Brusella Referans ve As1 Uretim Laboratuvarinin sus koleksiyonundan temin
edildi. Referans suslar, bakteriyel identifikasyon ve biyotiplendirmede test kontrol
olarak, besiyerlerinin kontrol edilmesinde pozitif ve negatif kontrol suslari olarak,
molekiiler tanida DNA’lar1 izole edilerek pozitif kontrol olarak ve molekiiler minimum

tespit limiti belirlemek amaci ile referans sus olarak kullanildi (Alton ve ark. 1988).

3.1.7. Molekiiler Yontem Gerecleri

3.1.7.1. Kiiltiirden DNA Ekstraksiyonu Gerecleri

DNaz / RNaz’dan arindirilmis ve kapakli 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri
(Axygen), kriyovial tiipleri (Axygen), vorteks (lka ve WiseMix), mikrosantrifiij
(Hettich) ve spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop1000) kullanildi.

3.1.7.2. Inceleme Ornegi icin DNA Ekstraksiyon Kitleri

Direkt inceleme Orneklerinden (akciger, karaciger ve fetiis mide sivisindan)
DNA ekstraksiyonu i¢in DNeasy Blood & Tissue Ekstraksiyon Kiti (69506, Qiagen,
Almanya) kullanildi. Elde edilen DNA kontrolii, Purelink Genomik DNA Mini
Ekstraksiyon Kiti (K1820-01, Invitrogen, ABD) ile yapildi. Kit icerikleri asagida

listelenmistir.

DNeasy Blood & Tissue Ekstraksiyon Kiti; Proteinaz K, ATL Soliisyonu (Doku
Eritme Tampon Solisyonu), AL Soliisyonu (Eritme Tampon Soliisyonu), AW1
Soliisyonu (Yikama Tampon Soliisyonu 1), AW2 Soliisyonu (Yikama Tampon
Soliisyonu 2), AE Soliisyonu (Ayirma Tampon Soliisyonu), Spin Kolon Tiipleri ve

Toplama Tiiplerini igerir.

Purelink  Genomik DNA Mini  Ekstraksiyon Kiti; Proteinaz K,
Eritme/Yapistirma Tampon Soliisyonu, Parcalama Tampon Soliisyonu, Yikama
Tampon Soliisyonu 1 ve 2, Ayirma Tampon Soliisyonu, Spin Kolon Tiipleri ve Toplama

Tiiplerini igerir.



48

3.1.7.3. Tiir Spesifik Multipleks DNA Amplifikasyonu (m-PCR) Geregcleri
Organlardan kit ile ve izolatlarin kiiltiirlerinden kaynatma ile elde edilen

DNA’lara uygulandi.
Amplifikasyonda gerekli optimal ortam igin;

1-Enzim, dNTP, MQgCl,, gerekli tampon soliisyonlar ve su igceren hazir
multipleks PCR Kiti (Qiagen, 206143) kullanildi (Mayer-Scholl ve ark. 2010). Ayrica
direkt inceleme Orneklerinden elde edilen DNA’larin ¢ogaltilmasi igcin DMSO
(Dimetilsiilfoksit) (Merck, 802912) ve hazir kit igeriginde mevcut Q soliisyonu ilave
edildi.

2-Brucella tiirlerinin  (B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.canis, B.ovis,
B.neotomae, B.inopinata, B.pinnipedialis ve B.ceti) ve as1 suslarinin (B.abortus S-19,
B.melitensis Rev-1 ve B.abortus RB51) ayrimini tek basamakta yapabilen, Brucella
cinsindeki bakterilerin farkli gen bdlgelerinden biiyiikliigii 152 ile 2524 bp arasinda
degisen pargalar1 amplifiye eden 8 cift tiir spesifik primere (Garcia-Yoldi ve ark. 2006;
Lopez-Goni ve ark. 2008; OIE Bol. 2.4.3. 2015), B.microti primerleri de eklenerek 9
cift primer kullanildi (Tablo 3.1).

Primer karisimai;

Primerler, liyofilize pelet olarak Ingiltere Hayvan ve Bitki Saghg Ajansi
(APHA) araciligi ile Sigma-Aldrich firmasina sentezlettirildi. 100 uM konsantrasyonda
(100 pmol/ul) olacak sekilde steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR suyu ile
sulandirilarak stok konsantrasyonlar hazirlandi. Primer stok konsantrasyonlarmdan
gerekli miktarlar alinarak her bir primer i¢in son konsantrasyonu 2 uM (2 pmol/ul)

olacak sekilde son primer karigimi olusturuldu ve PCR’lerde kullanildi.
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Tablo 3-1: Hedef tiirlerin saptanmasinda tiir spesifik multipleks PCR primerleri’

Sira Hedef Primer Amplikon
. Ca gy g o e
No Tiirler Ad Primer dizilimi (5’ - 3') g)lguklugu Kaynak

BMEIO998f ATC-CTA-TTG-CCC-CGA-TAA-GG
1 1-3,5-13 1682! A
BMEIO997r  GCT-TCG-CAT-TTT-CAC-TGT-AGC

BMEIO535f GCG-CAT-TCT-TCG-GTT-ATG-AA
2 113 4502 A
BMEIO536r CGC-AGG-CGA-AAA-CAG-CTA-TAA

BMEII0843f TTT-ACA-CAG-GCA-ATC-CAG-CA
3 2-10vel3 1071 A
BMEII0844r GCG-TCC-AGT-TGT-TGT-TGA-TG

BMEI1436f ACG-CAG-ACG-ACC-TTC-GGT-AT
4 1-4,6-13 794 A
BMEI1435r  TTT-ATC-CAT-CGC-CCT-GTC-AC

BMEII0428f GCC-GCT-ATT-ATG-TGG-ACT-GG
5 1-10,12-13 587 A
BMEII0428r AAT-GAC-TTC-ACG-GTC-GTT-CG

BR0953f GGA-ACA-CTA-CGC-CAC-CTT-GT
6 3veb-8 272 A
BR0953r GAT-GGA-GCA-AAC-GCT-GAA-G

BMEIO752f CAG-GCA-AAC-CCT-CAG-AAG-C
7 13 218 A
BMEIO752r GAT-GTG-GTA-ACG-CAC-ACC-AA

BMEII0987f CGC-AGA-CAG-TGA-CCA-TCA-AA
8 1-5,7-13 152 A
BMEIN0987r GTA-TTC-AGC-CCC-CGT-TAC-CT

Bmispec_f AGA-TAC-TGG-AAC-ATA-GCC-CG
9 8 510 B
Bmispec_r ATA-CTC-AGG-CAG-GAT-ACC-GC

1- Brucella abortus 2- Brucella melitensis 3- Brucella suis 4- Brucella ovis 5- Brucella canis 6- Brucella neotomae
7- Brucella inopinata 8- Brucella microti 9- Brucella pinnipedialis 10- Brucella ceti 11- Brucella abortus S-19
12- Brucella abortus RB51 13- Brucella melitensis Rev-1

1B. abortus RB-51 i¢in amplikon biiyiikliigii 2524 bp dir.

2Deniz memelileri izolat1 Brucella suslari igin amplikon biiyiikliigii 1320 bp dir.

“Ornek olarak, B. abortus saha suslar icin 1, 2, 4, 5 ve 8 no’lu primer ciftlerinin olusturdugu farkli agirliklardaki
bantlar birlikte izlenmelidir.

A- (Lopez-Goni ve ark. 2008; OIE Bél. 2.4.3. 2015)

B- (Scholz ve ark. 2008a; 2008b; Mayer-Scholl ve ark. 2010)

3.1.7.4. Cins Spesifik Bcsp31 DNA Amplifikasyonu (Bcsp31l PCR) Geregleri
Amplifikasyonda gerekli optimal ortam igin;

1-FastStart Tag DNA Polimeraz enzimi (Roche, 120329370001), 10 x PCR
Soliisyonu + MgCl2 (Roche, 120329370001), 4 adet dNTP (Jena Bioscience,
1001S,1002S,1003S,1004S), DMSO, steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR suyu
(DEPC- Treated Water) (Ambion, AM9906) kullanildi.
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2-Primer olarak; 31 kDa’luk saf olarak elde edilebilen Brucella hiicre yiizeyi
proteinini (BCSP) (Brucella cell surface salt extractable protein) kodlayan gen
bolgesinden bliyilikligii 223 bp olan pargayr ¢ogaltan B4 (Forvard) ve B5 (Reverse)
primerleri (Sigma, 466) kullanildi (Tablo 3.2).

Primer ve dNTP stok karigimlart;

Primerler, liyofilize pelet olarak Ingiltere Hayvan ve Bitki Sagligi Ajansi
(APHA) araciligi ile Sigma-Aldrich firmasina sentezlettirildi. 100 uM konsantrasyonda
(100 pmol/ul) olacak sekilde steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR suyu ile
sulandirilarak stok konsantrasyonlar hazirlandi. Her bir primer stoktan sulandirilarak 10

uM’lik son konsantrasyonda (10 pmol/pl) primer karigimi hazirlandi.

dNTP karisimi i¢in her biri 100 mM konsantrasyonda olan 4 ¢esit ANTP stogu,
steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR suyu ile sulandirilarak, son konsantrasyon

20 mM olacak sekilde kullanima hazir karisim haline getirildi.

Tablo 3-2: Cins spesifik Bcsp31 PCR primerleri

Hedef Primer Amplikon

. Sy 4
Tiirler Ady Primer Dizilimi (5’ - 3") Biiyiikligii (bp) Kaynak

B4-BCSP31(F) TGGCTCGGTTGCCAATATCAA

1, 2,3,

456 223 C
U B5-BCSP31(R) CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG

1- Brucella abortus 4- Brucella ovis C- (Baily ve ark. 1992; Casanas ve ark. 2001)

2- Brucella melitensis 5- Brucella canis

3- Brucella suis 6- Brucella neotemae

3.1.8. Elektroforez ve Gériintiileme
10 X TAE (Tris Asetat EDTA) soliisyonu (Lonza, BE50844), distile su ile

sulandirilarak 1X oraninda kullanildi.

Agaroz jel, %1,5 oraninda hazirlandi. Bunun i¢in Agaroz (Sigma, A5093) 1,5 gr
tartildi ve 1X TAE soliisyonu ile 100 mlI’ye tamamlandiktan sonra, homojenizasyon
saglanana kadar eritildi. Biraz soguduktan sonra 2ul, %1’lik etidyum bromiir
(Applichem, A1152) eklendi. Taraklar uygun olarak yerlestirildikten sonra jel, kalip
tepsisinin lizerine dokiildii. Oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagmasi saglandr ve

taraklar c¢ikarildi. Jel kalib1 elektroforez tankina yerlestirilerek yiirlitme islemi yapild.
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Yiikleme boyasi olarak 6X DNA yiikkleme boyasi (NewEngland Biolabs,
F70215), DNA marker olarak 2000 bp’lik ladder (Qiagen Gel Pilot Mid Range)
kullanildi.

3.1.9. Diger Gerecler

Otomatik pipetler (0,5-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul; Eppendorf), 0.2 ml’lik
ince ¢eperli, diiz kapakli DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR tiipleri (Axygen), DNaz /
RNaz’dan ari steril filtreli pipet uglari (Ratiolab), 1s1 dongii cihazi (Palm-Cycler), agaroz
jel elektroforez sistemi (Bio-Rad), elektroforez cihazi (Bio-Rad PowerPac Basic), jel

goriintiileme sistemi (Vilber-Lourmat), kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Etken izolasyonu

Gelen ornekler, Farrell’s, Cita ve Serum dekstroz agara ekildi. Ekim yapilan
petrilerin tamami, %6 CO>’li ortamda 37 °C’de 6-8 giin inkiibasyona birakildi. Koloni
olusumu giinliik olarak kontrol edildi (Alton ve ark 1988; Aydin 1997 pp. 110-125; OIE
Bol. 2.1.4. 2016).

Ayni zamanda, ekimi yapilan organ 6rneklerinin her birinden steril sartlarda 25
mg, mide sivisindan 150 pl alinarak molekiiler analizler icin DNA ekstraksiyonu

islemine kadar -20 °C’de sakland.

3.2.2. Cins Diizeyinde Identifikasyon

Inkiibasyon siiresi sonunda {ireme saptanan kiiltiirlerden, tipik 1-2 mm ¢apinda,
saydam ve bal renkli koloniler secildi. Gram yontemi ile boyandi. Mikroskobik bakida
karakteristik Gram negatif kokobasil goriiniimlii kolonilerden elde edilen saf kiiltiirlere
poliklonal Brucella A-M antiserumu ile agliitinasyon, katalaz, oksidaz ve iireaz testleri
yapildi. Ayrica kiiltiir, DNA izolasyonu i¢in steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis
PCR suyu igeren kriyoviyallerde siispanse edildi (Alton ve ark 1988; OIE Bo6l. 2.4.3.
2015).

3.2.2.1. Brucella Anti A + M Poliserum ile Agliitinasyon
Test edilecek her bir siipheli kiiltiirden, FTS ile esit yogunlukta 1 ml’lik bakteri

stispansiyonu hazirlandi. Smooth Brucella spp. lere kars1 hazirlanmis poliserum ile esit
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miktarda temiz bir lam tizerinde karigtirildi. Agliitinasyonun varligi, etkenin Brucella

cinsine ait bir mikroorganizma olabilecegini gosterdi (Alton ve ark. 1988).

3.2.2.2. Katalaz Testi
Temiz bir lam tizerinde bir damla Hidrojen Peroksit (H20,) ve iizerine igne ug¢lu
Oze ile alan taze bakteri kiiltiirii karistirildi. Kabarcik olusumunun gézlenmesi ile

reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark. 1988).

3.2.2.3. Oksidaz Testi
Taze bakteri kiltiiriinden steril 0ze ile alinan bakteri, ticari olarak alinan oksidaz
¢ubugunun ucundaki isaretli bolgeye siiriildii. Kiiltiiriin stiriildiigii yerde 10 saniye

icinde koyu mor bir rengin goriilmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Alton ve

ark. 1988).

3.2.2.4. Ureaz Testi
Taze kiiltiir, i¢inde Christensen besiyeri olan yatik tiiplere ekildi. Tipler oda
isisinda 5 saatlik aralarla 24 saate kadar renk degisimi agisindan kontrol edildi. Rengin

saridan pembeye doniisiimii ile test pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark. 1988).

3.2.3. Etkenin Tiir Seviyesinde Identifikasyonu ve Biyotiplendirilmesi

3.2.3.1. Karbondioksit (CO,) Ihtiyacinin Belirlenmesi

Bu amagla izolatlar 1’er ml FTS igerisinde siispanse edildi. Siispansiyonlar ¢izgi
seklinde SDA’ya ekildi ve petriler aerob sartlarda 37 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Ureme
varlhigi negatif, yoklugu pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark. 1988).

3.2.3.2. Hidrojen Siilfiir (H,S) Gaz Cikisimin Belirlenmesi

Izolatlardan, SDA iceren yatik tiiplere ekimler yapildi. Sonra, hazir kursun asetat
emdirilmis filtre kagitlari, besiyerlerine degmeyecek sekilde tiiplerin agiz kisimlarina
yerlestirildi. 37 °C’de %6 CO;’li ortamda 5 giin inkiibe edildi. Kagidin renginin siyaha
dontismesi ile test pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark. 1988).

3.2.3.3. Penisilin, Streptomisin, Eritritol, Tiyonin, Bazik Fuksin ve Safranin
Varhginda Ureme

Izolatlardan, 1’er ml steril FTS igerisinde siispansiyonlar esit yogunluklarda
hazirlandi. Steril pamuk sivaplar kullanilarak bakteri siispansiyonlarinin ekimleri her bir

petride 5 drnek olacak sekilde tek cizgi halinde yapildi. Petriler %6 CO;’li ortamda 37
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°C’de 5 giin inkubasyona birakildi. Ureme varligi pozitif, yoklugu negatif olarak
degerlendirildi (Alton ve ark 1988).

3.2.3.4. Faj Testleri

Test edilecek her bir izolattan, steril FTS ile esit yogunlukta 1 ml’lik bakteri
stispansiyonu hazirlandi. Her bir bakteri stispansiyonundan steril bir sivap yardimiyla,
SDA besiyerine ekim yapildi. Ekim alaninin sol tarafina tibilisi ortasina izatnagar ve
sagma R/C fajlarindan 20 ul damlatildi. Petriler kuruduktan sonra, 37 °C’de %6 CO;’li
ortamda 24 saat inkiibe edildi. Fajin damlatildigi alanda, tam lizisin goriilmesi pozitif,

lizisin goriilmemesi negatif olarak degerlendirildi (Alton ve ark 1988).

3.2.3.5. Brucella A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Agliitinasyon

Test edilecek suslardan, steril FTS ile esit yogunlukta 1 ml’lik bakteri
slispansiyonu hazirlandi. Siispansiyonlar, 65 °C lik sicak su banyosunda 1 saat tutularak
inaktive edildi. Temiz bir lama 20 pl kadar bakteri siispansiyonu damlatildiktan sonra
iistline A ve M monospesifik antiserumlardan esit hacimde ilave edilip karigtirildi, 1-2

dakika i¢inde agliitinasyon vermesi pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark 1988).

3.2.4. Molekiiler Yontemlerle Etken identifikasyonu

3.2.4.1. Kiiltiirden DNA Ekstraksiyonu

Kiiltirden DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yontemi kullanildi (Lopez-Goni ve
ark. 2008; I¢a ve ark. 2012; OIE Bél. 2.4.3. 2015). Brucella spp. kolonilerinden alinan
bakteri, icleri 250 pl steril ve DNaz / RNaz’dan arindirilmis PCR suyu ile dolu agzi
kapakli steril kriyoviyal tiipler igerisinde siispanse edildi. Daha sonra, Kriyoviyal tiipler
i¢i su dolu beher i¢inde 10 dk. kaynatildi. Kaynayan siispansiyonlar steril pipet ile 1.5
ml’lik mikrosantrfiij tiiplerine aktarildi ve mikrosantrfiij ile 8000 rpm de 1 dk. santfiij
edildi. 200 pl siipernatant dikkatli bir sekilde baska bir steril mikrosantrfiij tiipiine
alinarak, amplifikasyon i¢in -20 °C’de saklandi. Multipleks PCR igin, izole edilen DNA
miktar1 Olgililerek (Thermo, NanoDrop1000) her reaksiyon tiipii i¢in 50 — 150 ng

miktarinda kullanildi.

3.2.4.2. inceleme Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu
Inceleme oOrneklerinden DNA ekstraksiyonu igin ticari kit kullamldi. Kit
iceriginde belirtilen yontem, 166 atiga ait 326 Ornege uygulandi. 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiipine alinmis olan 25 pg doku ve 150 pl mide sivisi 6rnegi lizerine, 20
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ul proteinaz K ve 180 ul ATL soliisyonu ilave edildi. 56 °C’de doku tamamen eriyene
kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 15 saniye vorteks ile karistirildi.
Uzerine 200 pl AL soliisyonu ilave edildi ve karistirildi. 200 pl etanol (%96) (Merck,
100971) ilave edildi ve tekrar karistirildi. Karisim, 2 ml’lik toplama tiipiiniin igindeki
DNeasy mini spin kolon igine aktarildi ve bir dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.
DNeasy mini spin kolon, tiipiin iginden ¢ikarilarak yeni 2 ml’lik toplama tiipiine
yerlestirildi, 500 ul AW1 soliisyonu ilave edildi, 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.
DNeasy mini spin kolon tekrar yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine konuldu ve 500 pl
AW?2 soliisyonu ilave edildi. DNeasy membranini kurutmak i¢in 14000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. DNeasy mini spin kolon, 1.5 ml’lik mikrosantrifiyj tiiplerine yerlestirildi
ve AE soliisyonu DNeasy membranin iizerine 200 ul miktarinda ilave edildi. Oda
1s1sinda bir dakika siireyle inkiibe edildi ve 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.
Siipernatant steril bir tiipe aktarildi ve son islem bir daha tekrar edildi. Elde edilen

toplam siipernatant, amplifikasyon isleminde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

3.2.4.3. Kiiltiirden Tiir Spesifik DNA Amplifikasyonu (m-PCR)

Bakteri kiiltlirlerinden elde edilen DNA ekstraktlarina uygulandi. Reaksiyon
karisimi, 200 pl’lik 1siya dayanikli niikleazdan arindirilmis 6zel PCR tiipleri igerisinde,
finalde 25 pl miktarda olmak tizere; 12,5 pl 2X multipleks PCR kit master karigimi
(Qiagen), 2,5 pl primer karisimi (her bir primer 2 pmol/pl), 9 pl niikleazdan arindirilmis
PCR suyu ve 1 pul (50 — 150 ng) DNA o6rnegi igerdi. DNA amplifikasyonu; 95 °C’de 15
dakika baslangi¢ denatiirasyon isleminden sonra toplam 25 dongii, 94 °C’de 30 saniye
(denatiirasyon), 58 °C’de 90 saniye (ilk baglanma), 72 °C’de 3 dakika (ilk sentez) ve
dongiilerin sonunda, 72 °C’de 10 dakika (son sentez) tutularak amplifikasyon
tamamlandi1 (Mayer-Scholl ve ark. 2010).

3.2.4.4. inceleme Orneklerinden Tiir Spesifik DNA Amplifikasyonu (m-PCR)
Elde edilen DNA ekstraktlarina uygulanacak PCR, Mayer-Scholl ve ark.
(2010)’nin  yontemi temel alinarak ve asagida detayli olarak verilen yontemler

kullanilarak modifiye edildi. Bunun igin;

1-Farkli ekstraksiyon kitleri kullanilarak, ekstraksiyon kalitesi incelendi.
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2-Kalip DNA miktar1 1 - 5 pl arasinda arttirilarak denendi. Arttirilan oranda
PCR karisimindaki su miktar1 azaltild1 ve degistirilen dongiilerle (25, 30, 35, 40 ve 45)

dama tahtas1 yontemiyle denendi.

3-Non spesifik bant olusumlarinin engellenmesi i¢in Q soliisyonu ve %4 DMSO
ilaveli ve ilavesiz denemeleri, ekstrakte DNA’min 50 kat sulandirmali m-PCR

denemeleri yapildi.

4-Kalip DNA miktar1 ve dongii sayis1 belirlenen modifiye m-PCR yonteminde
olusan bant kalitesini arttirmak amaciyla ilk baglanma 1silar1 58-65 °C arasinda

degistirilerek denendi.

5-Elektroforez asamasinda, agaroz jele yiiklenen amplikon miktar1 2 kat

arttirtlarak denendi.

Denemeler sonucu belirlenen ve modifiye edilen yonteme (5 ul kalip DNA, 35
dongii), ilk baglanma 1silarinin PCR kalitesi tizerine etkisini belirlemek amaciyla, ilk
baglanma (annealing) 1silarinda 58-65 °C arasinda 1’er derecelik artiglarla denemeler
yapildi. PCR karisimi; 200 pl’lik 1stya dayanikli niikleazdan armndirilmig 6zel PCR
tiipleri, finalde 25 ul PCR karisimi olmak tizere; 12,5 pl 2X multipleks PCR kit master
karisimi (Qiagen), 2,5 pl primer karigimi (her bir primer 2 pmol/ul), 1 ul DMSO, 4 ul
niikleazdan arindirilmig PCR suyu ve 5 pul DNA 6rnegi icerdi. DNA amplifikasyonu; 95
°C’de 15 dakika baslangi¢ denatiirasyon isleminden sonra toplam 35 dongii, 94 °C’de 30
saniye (denatiirasyon), 58-59-60-61-62-63-64-65 °C degisik sicakliklarda 90 saniye (ilk
baglanma), 72 °C’de 3 dakika (ilk sentez) ve dongiilerin sonunda 72 °C’de 10 dakika

(son sentez) tutularak tamamlandi.

3.2.4.5. Inceleme Orneklerinden Cins Spesifik Modifiye Bcsp3l DNA
Amplifikasyonu

Inceleme 6rneklerinden elde edilen DNA ekstraktlarina uygulandi. Queipo-
Ortuno ve ark. (1997)’ nin uyguladig1 yontem, reaksiyona giren primer miktarinin 0,1
uM’dan 0,2 pM’a, MgCl,; miktarinin 1 mM’dan 1,5 mM’a arttirilmasiyla, reaksiyon
hacminin %4’i oraninda DMSO eklenmesi ¢ogaltma icin 35 olan dongii sayisinin 30
dongiiye indirilmesi ve iriiniin yiriitiilmesi i¢in %2’lik yerine %1,5’luk agaroz jel
kullanilmasiyla modifiye edildi. Sonugta; her bir reaksiyon tiipiinde 50 pl son hacim
olmak tizere; primer miks stogundan Ipul (Son konsantrasyon 0,2 pM), dNTP miks
stogundan 0,5 pl (Son konsantrasyon 0.2 mM ), enzimden (5 1U/ul ) 0,25 ul (Son
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konsantrasyon 1,25 1U), 100 mM Tris-HCI pH:8,4, 500 mM KCI ve 15 mM MgCl,
karisimini igeren 10 X PCR soliisyonundan 5 ul (Son konsantrasyon 10 Mm Tris-HCI
pH:8.4, 50 mM KCI ve 1,5 mM MgCl, ), DMSO’dan 2 pul (Son konsantrasyon % 4),
PCR suyundan ise 31,25 pl kullanildi. Son olarak klinik 6rneklerden direkt olarak
ekstrakte edilen DNA templeyti 10 ul ilave edilerek PCR karigimi tamamlandi. DNA
cogaltmak i¢in, PCR tiipleri thermal dongii cihazina yerlestirilerek ¢ogaltma islemi 93
°C’de 5 dakika 6n denatiirasyonu takiben, toplam 30 dongii, 90 °C’de 1 dakika
(denatiirasyon), 60 °C’de 30 saniye (baglanma), 72 °C’de 1 dakika (sentez) ve
dongiilerin sonunda 72 °C’de 7 dakika (son sentez) 1s1 ve siireler uygulanarak

tamamlandi. Cogaltilmus tiriinler, %1,5 luk agaroz jelde yiiriitiildii.

3.2.5. Minimum Tespit Limitinin Belirlenmesi

Kullanilan PCR’lerin tani duyarliliklarint belirleyebilmek i¢in minimum tespit
limiti ¢alisildi. Bu amagla B. abortus Tulya (ATCC 23450), B. abortus S-19 , B.
melitensis 16M (ATCC 23456), B. melitensis Ether (ATCC 23458) ve B. melitensis
Rev-1 referans suslar1 kullanildi. Tiim suslar SDA besiyerine serit ¢izgi olusturacak
sekilde ekildi. 37 °C’de CO’li ortamda 5 giin inkubasyondan sonra toplanan
kiiltiirlerden kaynatma yontemi ile DNA’lar izole edildi. izole edilen DNA’larin
miktarlar1  spektrofotometrik  olarak  (Thermo, NanoDropl000) dlciildi  ve
konsantrasyonlart ng / pl cinsinden elde edildi. Ana stoklar, 10 ng/ul, 5 ng/ul, 1 ng/ul,
100 pg/ul, 10 pg/ul ve 1 pg/ul, 100 fg/ul, 10 fg/ul, 1 fg/ul miktarinda DNA igerecek
sekilde sulandirilarak PCR’lerde kullanildi (Mitka ve ark. 2007).

3.2.6. istatistiksel Analiz

Konvansiyonel yontemle yapilan bakteri izolasyonu ve identifikasyonu, standart
test metodu olarak kabul edildi. Direkt klinik materyallere uygulanan multipleks ve cins
spesifik PCR’lerin sensitivite, spesifite, pozitif tahmini deger, negatif tahmini deger ve

test gecerlilikleri, 2x2 tablosu kullanilarak hesaplandi (Shaikh 2011).
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Tablo 3-3: 2x2 tablosu ve veri analizi

Altin Standart Test
TOPLAM
Pozitif Negatif
Tam Testi Pozitif A (GP) B (YP) A+B (GP+YP)
Tani Testi Negatif C(YN) D (GN) C+D (YN+GN)
TOPLAM A+C (GP+YN) B+D (YP+GN) A+B+C+D (GP+YP+YN+GN)
GP: Gergek Pozitif :Altin standart test ve tani testi beraber pozitif olanlar.
YP: Yalanci Pozitif :Altin standart test negatif iken tani testi pozitif olanlar.
GN: Gergek Negatif :Altin standart test ve tani testi beraber negatif olanlar.
YN:Yalanc1 Negatif :Altin standart test pozitif iken tan1 testi negatif olanlar.
Duyarlilik(Sensitivite) : Tan1 testinin gergek pozitifleri  bulabilme
yetenegi, A/ (A + C) X 100 = % olarak ifade edildi.
Ozgiilliik(Spesifite) : Tan1 testinin gercek negatifleri bulabilme
yetenegi, D / (B + D) X 100 = % olarak ifade edildi.
Pozitif Tahmini Deger : Gergek pozitif olanlarin, tani testi ile bulunan

toplam pozitif olanlar i¢indeki yiizdesi, A / (A + B) X 100 = % olarak ifade edildi.

Negatif Tahmini Deger : Gergek negatif olanlarin, tani testi ile bulunan

toplam negatif olanlar igindeki yiizdesi, D / (C + D) X 100 = % olarak ifade edildi.

Test Gegerliligi : Tan1 testinin dogru tanit koyabilme yeteneginin

gostergesi, (A + D)/ (A + B+ C + D) X 100 = % olarak ifade edildi.

Testler, duyarlilik ve 6zgiilligiin toplami1 > 170 ise, klinik olarak yararli bir test,
duyarlilik ve Ozgilligiin toplami > 190 ise, tanisal giicli yiiksek bir test olarak
tanimland1 (Derhem 2015).
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Cins Diizeyinde Identifikasyon Sonuclar

Brucella siipheli kolonilerden Gram boyama yontemi ile yapilan boyama ile
saptanan, Gram negatif kokobasil gériintimlii izolatlara yapilan poliklonal Brucella anti-
serumu ile agliitinasyon testleri ile katalaz, oksidaz ve iireaz testlerinin pozitif oldugu
belirlendi. Bu sonuglara gore 166 atik orneginin 85’inden Brucella spp. izole ve
identifiye edildi. Hayvan tiirlerine gore 28 kegi atig1 6rneginin 14’tinden, 114 koyun
atik Orneginin 56’sindan, 23 sig@ir atik O6rneginin 15’inden cins diizeyinde etken
identifikasyonu yapild1 (70’1 kiigiikbas, 15’1 sigir). Bir manda atik Grneginden ise
izolasyon yapilamadi. Boylece toplam 326 organ 6rneginin 171’inden etken izolasyonu

ve cins diizeyinde identifikasyonu yapildi (Tablo 4.1).

4.2. Tiir ve Biyotip Diizeyinde identifikasyon Sonuclar
Cins diizeyinde belirlenen 85 atiga ait 171 izolata uygulanan biyokimyasal

testler sonucunda tiir ve biyotip diizeyinde identifikasyon yapildi.

Brucella spp. olarak adlandirilmis 171 izolat i¢inde, kiigiikbas izolatlarinin
(n=70) 52’si B. melitensis biyotip 3 saha susu, biri Penisiline duyarli B. melitensis
biyotip 3 saha susu, biri Tiyonine duyarli B. melitensis biyotip 3 saha susu, 13’i B.
melitensis biyotip 1 saha susu, biri Tiyonine duyarli B. melitensis biyotip 1 saha susu,

ikisi B. melitensis Rev-1 as1 susu olarak identifiye edildi (Tablo 4.1).

Cins diizeyinde adlandirilmis sigir izolatlarinin (n=15) 14’ B. abortus biyotip 3

saha susu ve biri B. abortus S-19 as1 susu olarak identifiye edildi (Tablo 4.1).



Tablo 4-1: Kiiltiir yontemi ile tiir ve biyotip diizeyinde identifikasyon sonuclari
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88 Koyun + + - -+ + o+ - + + -+ - + + B.m.bt3
89 Koyun + + . - - + + + - + + -+ - + + B.m.bt3
90  Sigir + + + 4+ 4+ + + 0+ - + + o+ o+ - + - B.abt3
107 Koyun + + + + o+ - + + + - + + B.m.bt3
108 Koyun + + - - -+ 4 - + + -+ - -+ 'Bmbtl
109 Sigir + - .+ + + + + - + + + + - + - B.abt3
110 Sigir + + + + + o+ - + + + + - + - B.abt3
111 Sigir + + + + + + - + + + + - + - B.a.bt3
112 Sigir + + + o+ + 0+ - + + o+ + - + - B.abt3
113 Sigir + + + + + + - + + o+ o+ - + - B.abt3
114 Sigir + + + o+ + 0+ - + + o+ + - + - B.abt3
115 Sigir + + + + + o+ - + + + + - + - B.abt3
116 Sigir . + + + o+ + 0+ - + + o+ + - + B.a.bt3
117 Sigir + - + + + + o+ - + + + + - + - B.abt3
118 Kegi + - -+ o+ o+ - + + -+ - -+ B.m.btl
119 Kegi + - -+ o+ o+ - + + -+ - - + B.m.btl
120 Kegi S O A N - + + -+ - -+ B.m.btl
121 Koyun + + + - - + + + - + + -+ - + + B.m.bt3
122 Sigir + o+ + + o+ - + + + - + - B.abt3
123 Sigir + + . o+ 4+ + + o+ - + + + + - + - B.abt3
124 Kegi + + + - -+ + o+ - + + - o+ - -+ B.mbtl
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125 Kegi + + - -+ + 4+ - + + -+ - -+ B.mbtl
126 Kegi + - - - - - + - + -+ - - + B.m.Revl
127 Koyun + . - - + + + - 4 4+ -+ - + B.m.bt3
139 Koyun + - -+ o+ o+ - + + - 4+ - + B.m.bt3
148 Kegi - -+ o+ o+ - + + -+ - -+ B.m.btl
149 Kegi . - -+ + o+ - + + - o+ - -+ B.m.btl
150 Koyun + + - -+ o+ o+ - + + - 4+ - + B.m.bt3
151 Koyun + + - -+ + o+ - + + -+ - + + B.m.bt3
152 Kegi + + - -+ o+ o+ - + + -+ - -+ B.m.btl
153 Koyun + + - -+ o+ 4 4 2 + - + - + + Bmbt3
154 Koyun + + . - - - + + - + + - + - + + 'Bmbt3
158 Koyun + + + - - + + 4+ - + + - e + + B.mbt3
160 Koyun + - - + 4+ - A + -+ - + + B.m.bt3
Referans Suslar
Brucella abortus 544 -+ o+ - + 4 + - - B.abtl
Brucella abortus Tulya + + o+ - + + + - - B.a.bt3
Brucella melitensis 16M - - + + + - + + -+ - - + B.mbtl
Brucella melitensis63/9 - - + + + - + + -+ - + - B.m.bt2
Brucella melitensis Ether - - + + + - + + -+ - + + B.m.bt3
Brucella abortus S19 -+ -+ 4 - - - + + - + - B.aSl9
Brucella melitensis Revl - - - - - + - + -+ - - + B.m.Revl

B.m.btl
B.m.bt2
B.m.bt3
B.a.btl
B.a.bt3
B.a.S19
B.m.Revl

FMS
1

2

: Brucella melitensis biyotip 1
: Brucella melitensis biyotip 2
: Brucella melitensis biyotip 3

: Brucella abortus biyotip 1
: Brucella abortus biyotip 3
: Brucella abortus S19
: Brucella melitensis Rev1

. Fetiis mide s1vis1

: Tiyonine Duyarli Atipik

: Penisiline Duyarl1 Atipik
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4.3. Molekiiler Yontemlerle Identifikasyon Sonuclari

4.3.1. Kiiltiirden m-PCR Sonuclari
Konvansiyonel yontemle (Kiiltiir) cins diizeyinde identifikasyonu yapilan

izolatlara uygulanan m-PCR ile, izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 yapildi.

Sonuglarin kiiltlir yontemi ile bire bir uyumlu oldugu goriildii (Tablo 4.2) (Sekil 4.1).

25 58 282585 B8, 8
> > » » x >~ » » > N P

2000 Bp

100 Bp

Sekil 4-1: Kiiltiirlerden Ekstrakte Edilen DNA’lar ile m-PCR Uygulamasina Ait Goriintii
Ornegi

M- Marker 2000Bp, 1- izolat no:50A (B. abortus), 2- izolat no:40A (B. melitensis), 3- izolat no:45A (B. abortus S-

19), 4- Izolat no:66A (B. melitensis), 5-izolat no:71K (B. melitensis), 6- izolat no:80A (B. melitensis), 7- izolat

no:87K (B. melitensis), 8- izolat no:119A (B. melitensis), 9- izolat no:117A (B. abortus), 10-izolat no:122A (B.

abortus), 11- izolat no: 126A (B. melitensis Rev-1), N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol (B. abortus S-19 referans
asl1 susu)

4.3.2. inceleme Orneklerine Uygulanan Direkt m-PCR Sonuglar

4.3.2.1. Modifiye Mayer-Scholl m-PCR Standardizasyonu I¢in Uygulanan Deneme
Sonuglar

Inceleme 6rneklerinden elde edilen DNA’lara direkt m-PCR uygulayabilmek
amaciyla uygulanan dama tahtasi yontemi sonucunda, 5 pl ekstrakte DNA ve 35 siklus

(dongii) uygun bulundu.

Calismada, ekstraksiyon asamasinda kullanilan farkli ekstraksiyon kitleri igin
ayni sonuglar alindi. DMSO ilavesinin bant kalitesi iizerine olumlu etkileri belirlenirken

Q soliisyonu ilavesi olumlu etki gostermedi. Kullanilan DNA kaliplarinin sulandirilmasi
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ve jelde yiirlitme asamasinda yiiklenen amplikon miktarindaki artisin olusan bant

kalitesi tizerinde olumlu etkileri izlenemedi.

Yapilan, dongii sayisi ve kalip DNA miktar1 eslesmelerinde, 5 ul DNA ekstrakti
disinda kullanilan DNA miktarlarinda, uygun bant olusumlar1 saptanamadi. Bant

olusumlari, 5 ul DNA ekstrakti kullanilan 25, 30 ve 35 dongiilerde saptandi.

5 ul ekstrakte DNA ve 25 dongiili m-PCR sonucunda bant profillerinden

bazilar1 oldukga silik ve zayif olarak izlendiginden bu PCR, tanida kullanilmaya uygun
bulunmadi (Sekil 4.2).

~ ~
N 0
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Sekil 4-2: Inceleme Orneklerinden Ekstrakte Edilen 5 pl DNA ile 25 Dongiilii Direkt m-
PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi

1- 72A, 2- 72K, 3- 73A, 4- 73K, 5- 74A, 6- 74K, 7- 74FMS, 8- 51A, 9- 57K, 10- 76A, 11- 76K, 12- 77A, 13- 77K,
14-78A, 15- 78K, 16- 78FMS, 17- 79A, 18- 79K, 19- Pozitif Kontrol (B. melitensis 16M), 20- Negatif Kontrol

5 ul ekstrakte DNA ve 30 dongiili m-PCR sonucunda, bant profilleri 25
dongiiye gore daha belirgin olsa da, PCR profillerinde belirgin olmayan, silik ve zayif
yapilar izlendigi, bazi bantlarin ise c¢ok belirgin oldugu, homojen bir goriintiiniin

saglanamadigi belirlendi. Bu nedenle tanida kullanima uygun bulunmadi (Sekil 4.3).
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Sekil 4-3: inceleme Orneklerinden Ekstrakte Edilen 5 ul DNA ile 30 Déngiilii Direkt m-
PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi

M- Marker 2000Bp, 1- 72A, 2- 72K, 3- 73K, 4- 74K, 5- 74FMS, 6- 76K, 7- 77K, 8- 78K, 9- 78FMS, 10- 79K, 11-

Pozitif Kontrol (B. melitensis 16M), 12- Negatif Kontrol, 13- 81A, 14- 81K, 15- 82A, 16- 82K, 17- 83A, 18- 83K,
19- 84A

5 pl ekstrakte DNA ve 35 dongiilii m-PCR sonucunda bant profillerinin belirgin
oldugu belirlendi (Sekil 4.4; Sekil 4.5).

Dongii sayisi (35) ve ekstrakte DNA miktari (5 pl) belirlenen m-PCR yontemine
uygulanan farkli ilk baglanma 1silarindaki 58-65 °C arasindaki artigin, bant profillerinin
gorintimlerini  olumlu bir yonde etkilemedigi saptandi. Bu nedenle uygulanan
PCR’lerde ilk baglanma 1sis1 olarak 58 °C tercih edildi.

Denemeler sonucu gelistirilen ve bu ¢alisma ile Modifiye Mayer-Scholl m-PCR
olarak adlandirilan bu yontem sonucunda, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te de izlendigi gibi,

olusan bant profillerinin diizgiin oldugu, yorumlanabilecek diizeyde oldugu belirlendi.

4.3.2.2. Modifiye Mayer-Scholl m-PCR Sonuglar:

Yapilan modifikasyonlar sonucu gelistirilen ve direkt olarak inceleme
orneklerinden elde edilen DNA’lara uygulanan bu m-PCR yontemi sonuglari, atik
diizeyinde degerlendirildiginde 166 atiktan 81’1 pozitif bulundu. Organ diizeyinde
degerlendirildiginde ise 326 inceleme Orneginin 149’undan tiir diizeyinde etken

identifikasyonu yapildi (Tablo 4.2) (Sekil 4.4; Sekil 4.5).
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Sekil 4-4: Modifiye Mayer-Scholl m-PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi (A)
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M- Marker 2000Bp, 1- 85A (B. melitensis), 2- 85K (B. melitensis), 3- 86A (B. melitensis), 4- 86K (B. melitensis), 5-
87A (B. melitensis), 6- 87K (B. melitensis), 7- 88A (B. melitensis), 8- 88K (B. melitensis), 9- 89A (B. melitensis), 10-
89K (B. melitensis), 11- 126A (B. melitensis Rev-1), 12- 8A (B. melitensis), 13- 45A (B. abortus S-19), 14- Negatif

Kontrol
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Sekil 4-5: Modifiye Mayer-Scholl m-PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi (B)

M-Marker 2000Bp, 1- 107A (B. melitensis), 2- 107K (B. melitensis), 3- 108A (B. melitensis), 4- 108K (B. melitensis),
5- 109A (B. abortus), 6- 109K (Negatif), 7- 110FMS (B. abortus), 8- 111FMS (B. abortus), 9- 112FMS (B. abortus),
10- 113FMS (B. abortus), 11- 114FMS (B. abortus), 12- Pozitif Kontrol (B. abortus Tulya), 13- 115FMS (B.

abortus), 14- 117A (B. abortus)
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4.3.3. inceleme Orneklerinden Cins Spesifik Modifiye Bcsp31 PCR Sonuglari
Inceleme drneklerinden elde edilen DNA’lara uygulanan Modifiye Bcsp31 PCR

sonuclari, atik diizeyinde degerlendirildiginde 166 atigin 82’si pozitif bulundu. Organ

diizeyinde degerlendirildiginde ise 326 6rnegin 146’s1 pozitif bulundu (Tablo 4.2).
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Sekil 4-6: Modifiye Besp31 PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi (A)

M- Marker 2000 Bp, 1- 84A, 2- 80K, 3- 79K, 4- 76K, 5- 69K, 6- 41K, 7- 39K, 8- 39A, 9- 19K, 10- 19A, 11- 9K, 12-
9A, 13- Pozitif Kontrol (B. melitens16M), 14- Negatif Kontrol, 15- 158FMS, 16- 156A, 17- 156K, 18- 157A, 19-
157K

Sekil 4.6’da; 8., 15. ve pozitif kontrol siitunlar1 pozitif, digerleri negatif olarak

degerlendirildi.
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Sekil 4-7: Modifiye Besp31 PCR Uygulamasina Ait Goriintii Ornegi (B)
M- Marker 2000 Bp, 1- 1A, P- Pozitif Kontrol ( B. abortus 544 susu), 2- 2K, 3- 30A, 4- 3A, N1- Negatif Kontrol 1,
5- 40A, 6- 41K, 7- 62K, N2- Negatif Kontrol 2, 8- 34A, 9- 161A, 10- 158A, 11- 159FMS, 12- 159A, 13- 160A, 14-
131FMS, 15- 137FMS, 16- 138FMS

Sekil 4.7°de 7. siitun ve pozitif kontrol pozitif, digerleri ise negatif olarak

degerlendirildi.
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Tablo 4-2: inceleme 6rneklerinden kullanilan yonteme gore elde edilen sonuclar

Ornek _ Kiiltiirden Direkt inceleme Orneginden
Identifikasyon Identifikasyon
Numarasi Konvar)siyop_el m-PCR Modifiye Mayer- Modifiye
(ON:) Cesidi Bakteriyolojik Yéntemi Scholl m-PCR Bcsp3l PCR
ve Kaynag Yontem Yontemi Yontemi
4 Koyun A B. mel?tens?s b?yot?ps B. mel?tens?s saha |B. mel?tens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
> Koyun K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
7 Koyun A B. mel?tens?s b?yot?ps B. mel?tens?s saha |B. mel?tens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
§ Keci A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
11 Koyun A B. melitens?s biyot?p3 B. mel?tensis saha |B. melitens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
20 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
21 Koyun A B. melitens?s biyot?p3 B. mel?tensis saha |B. melitens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
22 Koyun A B. mel?tens?s b?yot?ps B. melitens?s saha |B. mel?tens?s saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
29 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
35 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
36 Kegi A B. melitens?s biyotipl B. mel?tensis saha |B. melitensis saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha | Negatif Negatif
37 Kegi K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |Negatif Negatif
FMS | B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha |Brucella spp.
A Negatif Negatif B. melitensis saha | Brucella spp.
39 Koyun . . : :
K Negatif Negatif Negatif Negatif
40 Kegi A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |Negatif Negatif
K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |Negatif Negatif
41 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Negatif
42 Kegi A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
43 Koyun
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
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Ornek _ Kiiltiirden Direkt inceleme Orneginden
Identifikasyon Identifikasyon
Numarasi Konvar)siyop_el m-PCR Modifiye Mayer- Modifiye
(ON:) Cesidi Bakteriyolojik . . Scholl m-PCR Bcesp3l PCR
ve Kaynagi Yontem Yontemi Yontemi Yontemi
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
44 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
FMS |B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
45 Sigar A B. abortus S-19 B. abortus S-19 B. abortus S-19 Brucella spp.
K B. abortus S-19 B. abortus S-19 B. abortus S-19 Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
46 Koyun K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
47 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
48 Koyun A B. melitens?s biyot?p3 B. mel?tensis saha |B. melitens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
49 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
50 Sur A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Negatif
K B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
52 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
61 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
62 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K Negatif Negatif B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
63 Koyun |K B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha |Brucella spp.
64 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
65 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
66 Koyun |K B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
67 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
68 Koyun A B. melitensis Rev-1 B. melitensis Rev-1 | B. melitensis Rev-1 | Brucella spp.
K B. melitensis Rev-1 B. melitensis Rev-1 | Negatif Negatif
A B. abortus biyotip3 B. abortus saha Negatif Negatif
69 Sigr K Negatif Negatif Negatif Negatif
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Ornek _ Kiiltiirden Direkt inceleme Orneginden
Identifikasyon Identifikasyon
Numarasi Konvar)siyop_el m-PCR Modifiye Mayer- Modifiye
(ON:) Cesidi Bakteriyolojik Yéntemi Scholl m-PCR Bcesp3l PCR
ve Kaynagi Yontem Yontemi Yontemi
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
70 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS |B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
71 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
72 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
73 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
74 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
75 Koyun A B. melitens?s biyot?p3 B. mel?tensis saha |B. melitens?s saha |Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
76 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
77 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
78 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
79 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Negatif
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
80 Koyun A B. melitens?s biyotips B. mel?tensis saha |B. melitensis saha Bruce!la spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Negatif
81 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
82 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |Negatif Negatif
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
83 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
84 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |Negatif Negatif
85 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
86 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
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Ornek Kiiltiirden Direkt inceleme Orneginden
Identifikasyon Identifikasyon
Numarasi Konvansiyonel Modifiye Mayer- Modifiye
ph . . - m-PCR
(ON:) Cesidi Bakteriyolojik . . Scholl m-PCR Bcesp3l PCR
< . Yontemi .. . . .
ve Kaynag Yontem Yontemi Yontemi
87 Kovun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
y K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
88 Kovun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
y K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
89 Kovun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
y K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
90 Sigir K B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
FMS |B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
107 Kovun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
y K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A Tiyonine duyarl B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
B. melitensis biyotipl
108 Koyun Tivonine D |
K tyontne LUUYalll B melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
B. melitensis biyotipl
109 Stz A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
1211
& K Negatif Negatif Negatif Negatif
110 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
111 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
112 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
113 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
114 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
115 Sigir  |FMS | B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
116 Sigir EMS B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
117 S A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
1811
g K Negatif Negatif Negatif Negatif
118 Koci A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
€Cl1
¢ K B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
119 Keci A B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
eci ST L SR
¢ K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
120 Kegi
K Negatif Negatif B. melitensis saha | Brucella spp.
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Ornek _ Kiiltiirden Direkt inceleme Orneginden
Identifikasyon Identifikasyon
Numarasi Konvar)siyop_el m-PCR Modifiye Mayer- Modifiye
(ON:) Cesidi Bakteriyolojik . . Scholl m-PCR Bcesp3l PCR
ve Kaynagi Yontem Yontemi Yontemi Yontemi
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
121 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
122 Sigr A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
K B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
123 Sigr A B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
K B. abortus biyotip3 B. abortus saha B. abortus saha Brucella spp.
A B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha | Negatif Negatif
124 Kegi  |K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |Negatif Negatif
FMS | B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
125 Keci A B. melitens?s biyot?pl B. mel?tensis saha Negat?f Bruce!la spp.
K B. melitensis biyotipl |B. melitensis saha | Negatif Negatif
126 Keci A B. melitensis Rev-1 B. melitensis Rev-1 | B. melitensis Rev-1 | Brucella spp.
K B. melitensis Rev-1 B. melitensis Rev-1 | B. melitensis Rev-1 | Brucella spp.
127 Koyun A B. melitens?s biyot?p3 B. mel?tensis saha |B. mel_itensis saha Bruce!la spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
139 Koyun |FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
148 Ke¢i |FMS | B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
149 Ke¢i |FMS | B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
150 Koyun A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
151 Koyun A B. melitens?s biyotips B. mel?tensis saha |B. mel_itensis saha Bruce!la spp.
K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
152 Keci A B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
K B. melitensis biyotipl | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A Penisiline Duyarlt g oiensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
B. melitensis biyotip3
153 Koyun Penisiline Duyarl Lo Lo
K B. melitensis biyotip3 B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
A él.yr(r)]’;:intirgiusygir)%tip3 B. melitensis saha | B. melitensis saha | Brucella spp.
154 Koyun Tiyonine Duyarli . . . .
K B. melitensis biyotip3 B. melitensis saha | Negatif Negatif
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |Negatif Negatif
158 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
FMS | B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.
A B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |Negatif Negatif
160 Koyun |K B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha | Negatif Negatif
FMS |B. melitensis biyotip3 | B. melitensis saha |B. melitensis saha | Brucella spp.

A: Akciger

K: Karaciger

FMS: Fetiis Mide Sivisi
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4.4, Kullamlan U¢ Yontem fle Incelenen Orneklerden Elde Edilen Pozitiflik
Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Sonuglar karsilastirildiginda, o6rneklere uygulanan konvansiyonel izolasyon,
identifikasyon yontemi ile kiiltiirden m-PCR ile identifikasyon sonuglari, birebir ayni
elde edildi. Bu nedenle diger yontemlerle karsilastirma, kiiltiir ad1 altinda tek sonug

kabul edilerek yapildi.

Orneklere uygulanan kiiltiir yontemi ile elde edilen sonuclar Modifiye Mayer-
Scholl m-PCR ve Modifiye Bcsp31 PCR sonuglari ile karsilastirildi (Tablo 4.3; Tablo
4.4).

Tablo 4-3: identifikasyonda kullanilan yontemlerle tam sonuclarinin, sayisal
karsilastirilmasi

Uc yontemin incelenen 6rneklere gore elde edilen pozitiflik sonuclar

Ornekler Modifiye Mayer-Scholl -~
Kiltiir Modifiye Bcsp31 PCR
m-PCR

Atik (n=166) 85 81 82
Inceleme 6rnegi (n=326) 171 149 146
Akciger (n=137) 75 66 66
Karaciger (n=137) 70 57 54
Fetiis Mide Sivisi (n=52) 26 26 26

Kiiltiir ile Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yonteminin karsilastirilmasi;

1-Ornekler atiklar diizeyinde (n=166) dikkate alindiginda, kiiltiir ile incelenen
orneklerin (A ve/veya K ve/veya FMS) en az birinde olmak iizere 85 pozitiflik
belirlendi. M-PCR ile bu 6rneklerin 80’1 pozitif, 5’1 negatif bulundu (Tablo 4.2; Tablo
4.4).

Ancak kiiltiir negatif bir atik (ON:39), direkt m-PCR ile pozitif bulundu (Tablo
4.2; Tablo 4.4).

2-Tim organlar dikkate alindiginda (n=326), kiiltiir ile identifikasyonu yapilan
171 6rnegin 146’s1 direkt m-PCR ile pozitif bulundu. Kiiltiir ile identifikasyonu yapilan
25 6rnegin direkt m-PCR ile identifikasyonu yapilmadi (Tablo 4.2; Tablo 4.4).



73

Ancak kiiltiir ile identifikasyonu yapilamayan ii¢ 6rnek (Ornek No: 39A, 62K ve
120K), direkt m-PCR ile identifiye edildi (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

3-Ornek olarak akcigerlerin karsilastirilmas: sonucunda, kiiltiir pozitif 75
akcigerin 65’i direkt m-PCR ile pozitif bulundu. Kiiltiir pozitif olan 10 6rnek (ON: 37A,
40A; 61A; 69A; 82A; 84A; 124A; 125A; 158A; 160A) m-PCR ile negatifti (Tablo 4.2;
Tablo 4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir negatif olan érnek (ON:39A), direkt m-PCR ile
pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

4-Ornek olarak karacigerlerin karsilastirilmas: sonucunda, kiiltiir pozitif 70
karacigerin 55’1 direkt m-PCR ile pozitif bulunurken 15’1 (C)N: 37K; 40K; 44K; 61K;
68K; 76K; 83K; 84K; 124K; 125K; 127K; 151K; 154K; 158K; 160K) negatif bulundu
(Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir negatif iki karaciger drnegi (ON: 62K, 120K)
direkt m-PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

5-Ornek olarak fetiis mide sivilarmin karsilastirilmas1 sonucunda, Kiiltiir pozitif

26 FMS’nin tamami, direkt m-PCR ile de pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).
Kiiltiir ile Modifiye Besp31 PCR yonteminin karsilastirilmasi;

1- Atiklar i¢in sonuglar karsilastirildiginda (n=166), inceleme 6rneklerinin en az
birinden Brucella tiirii identifikasyonu yapilarak kiiltiir pozitif bulunan 85 atiktan 81’1,
inceleme Orneklerine uygulanan direkt Besp31 PCR’lerin en az biri ile pozitif bulundu.
Kalan dérdii (ON: 40; 61; 69; 84), inceleme orneklerine uygulanan direkt Bcsp31
PCR’ler ile negatif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Kiiltiir sonucu identifikasyonu yapilmayan bir atik (ON:39) direkt Besp31 PCR
ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

2- Tum organlar dikkate alindiginda (n=326), kiiltiir ile identifikasyonu yapilan
171 6rnegin 143’1, direkt Besp31 PCR ile pozitif bulundu. Kiiltiir ile identifikasyonu
yapilan 28 6rnegin direkt Besp31 PCR ile identifikasyonu yapilmadi (Tablo 4.2; Tablo
4.4).

Buna karsin, kiiltiir sonucunda identifikasyonu yapilmayan ii¢ drnek (ON:39A,
62K, 120K), direkt Bcsp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).



74

3-Akcigerler i¢in sonuglar karsilastirildiginda, kiiltiir pozitif 75 akcigerin 10’u
direkt Bcsp31 PCR ile negatif, 65’1 pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Ancak kiiltiir sonucu identifikasyonu yapilmayan bir akciger (ON:39A) direkt
Bcsp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

4-Karacigerler i¢in sonuglar karsilastirildiginda, Kiiltir pozitif 70 karacigerin

52’si direkt Besp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Buna karsin kiiltiir ile identifikasyonu yapilmayan iki karaciger (ON: 62K;
120K) direkt Bcsp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

5-Fetiis mide sivilar1 igin sonuglar karsilastirildiginda, kiiltiir pozitif 26 FMS’nin

tamamu direkt Bcsp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Kiiltiir ile Modifiye Mayer-Scholl m-PCR ve Modifiye Bcsp3l PCR

yontemlerinin karsilastirilmasi;

1- Atiklar i¢in sonuglar karsilastirildiginda (n=166), inceleme 6rneklerinin en az
birinden Brucella spp. identifikasyonu yapilarak kiiltiir pozitif bulunan 85 atiktan 80’1,
en az bir inceleme Grneginin en az bir direkt PCR’1 ile pozitif bulundu. Kalan dordii
(ON: 40; 61; 69; 84) her iki direkt PCR ile negatif bulundu. Kiiltiir pozitif bir atik
(ON:125) direkt m-PCR ile negatif bulunurken, direkt Besp31 PCR ile pozitif bulundu
(Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir sonucu identifikasyonu yapilamayan bir atik,
(ON: 39) akciger drnegine uygulanan her iki direkt PCR ile de pozitif bulundu (Tablo
4.2; Tablo 4.4).

2- Tiim organlar dikkate alindiginda (n=326), kiiltiir ile identifikasyonu yapilan
171 6rnegin 142’si her iki direkt PCR ile pozitif bulundu. Dérdii (ON: 41K; 50A; 79K;
80K) direkt m-PCR ile pozitif, direkt Bcsp31l PCR ile negatif sonug verdi. Biri (ON:
125A), direkt Bcsp3l PCR ile pozitif, direkt m-PCR ile negatif bulundu. Kalan 24
inceleme 6rnegi her iki PCR ile negatif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir sonucu identifikasyonu yapilmayan ii¢ inceleme
ornegi (ON: 39A; 62K; 120K) her iki direkt PCR ile de pozitif bulundu (Tablo 4.2;
Tablo 4.4).
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3-Akcigerler i¢in sonuglar karsilastirildiginda, kiltiir pozitif 75 akcigerin 64’1,
her iki direkt PCR ile pozitif, 9’u ise her iki direkt PCR ile negatif bulundu. Ancak
kiiltiir pozitif S0A 6rnegi, m-PCR ile pozitif, Becsp31 PCR ile negatif, kiiltiir pozitif
125A o6rnegi ise m-PCR ile negatif, Bcsp31 PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo
4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir sonucu identifikasyonu yapilamayan bir akciger
ornegi (ON: 39A), uygulanan her iki direkt PCR ile de pozitif bulundu (Tablo 4.2;
Tablo 4.4).

4-Karacigerler icin sonuglar karsilastirildiginda, kiiltiir pozitif 70 karacigerin
52’si, her iki direkt PCR ile pozitif, iic 6rnek (ON: 41K; 79K; 80K) direkt m-PCR ile
pozitif, direkt Besp31l PCR ile negatif bulundu. Kalan 15’1 her iki direkt PCR ile
negatifti. (Tablo 4.2; Tablo 4.4).

Bu sonucun aksi olarak kiiltiir identifikasyonu yapilamayan iki karaciger
inceleme 6rnegi (ON: 62K; 120K) uygulanan her iki direkt PCR ile de pozitif bulundu
(Tablo 4.2; Tablo 4.4).

5-Fetiis mide sivilar1 igin sonuglar karsilastirildiginda, kiiltiir pozitif 26 FMS’nin

tamamui, her iki direkt PCR ile pozitif bulundu (Tablo 4.2; Tablo 4.4).
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Tablo 4-4: Kiiltiir ile Modifiye Mayer-Scholl m-PCR ve Modifiye Bcsp31 PCR
yontemlerinin karsilastirilmasi

Yéntemler Atik Organ Akciger Karaciger Fetiis Mide
(n=166) (n=326) (n=137) (n=137) Sivist (n=52)

K(+) A(+) B(+) 80 142 64 52 26

K(+) A(-) B(-) 4 24 9 15 0

K(+) A(+) B(-) 0 4 1 3 0

K(+) A(-) B(+) 1 1 1 0 0

K(-) A(+) B(+) 1 3 1 2 0

K@) A(+) B(-) 0 0 0 0 0

K() A(-) B(+) 0 0 0 0 0

K(-) A(-) B(-) 80 152 61 65 26

TOPLAM 166 326 137 137 52

K: Kiiltiir identifikasyon (+): Pozitif

A: Modifiye Mayer-Scholl m-PCR (-): Negatif

B: Modifiye Besp31 PCR

4.5. Minimum Tespit Limiti Calismasinin Sonuclari

B.abortus Tulya (ATCC 23450), B.abortus S-19 , B.melitensis 16M (ATCC
23456), B.melitensis Ether (ATCC 23458) ve B.melitensis Rev-1 referans suslar1 igin
yapilan tespit limiti belirleme caligmasi sonucunda, tiim kullanilan suglar i¢in ayni
sonuclar olmak {izere, PCR ¢esitlerine gore sirastyla minimum tespit limitleri; kiiltiirden
m-PCR i¢in 5Sng (Sekil 4.8), inceleme 6rneginden Modifiye Mayer-Scholl m-PCR igin
500pg (Sekil 4.9) ve inceleme 6rneginden Modifiye Besp31 PCR igin Ing (Sekil 4.10)
olarak bulundu.
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Sekil 4-8: Kiiltiirlerden m-PCR I¢in Minimum Tespit Limiti Goriintiisii

B.melitensis Rev-1 susu. 1.siitun:10ng, 2.siitun: 5ng, 3.siitun: 1ng, 4.siitun: 100pg, 5.siitun: 10pg, 6.siitun: 1pg, 7.siitun: 100fg,
8.siitun:10fg, 9.siitun:1fg M:Marker 2000Bp
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Sekil 4-9: Modifiye Mayer-Scholl m-PCR I¢in Minimum Tespit Limiti Goriintiisii

B.melitensis Rev-1 susu. 1.siitun: 50ng, 2.siitun: 25ng, 3.siitun: 5ng, 4.siitun: 500pg, 5.siitun: 50pg, 6.siitun: 5pg, 7.siitun: 500fg,
8.siitun:50fg, 9.siitun:5fg M:Marker 2000Bp
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Sekil 4-10: Modifiye Besp31 PCR i¢in Minimum Tespit Limiti Goriintiisii

B.melitensis Rev-1 susu. 1.siitun: 100ng, 2.siitun: 50ng, 3.siitun: 10ng, 4.siitun: 1ng, S.siitun: 100pg, 6.siitun: 10pg, 7.siitun:
1pg, 8.siitun: 100fg, M:Marker 2000Bp

4.6. Istatistiksel Analiz Sonuclar

4.6.1. Modifiye Mayer-Scholl m-PCR i¢in Sensitivite ve Spesifite Sonuclar:
1-Tim atiklar icin (n=166), sensitivite (Se) %94,11, spesifite (Sp) %98,76, pozitif

tahmini deger %98,76, negatif tahmini deger %94,11 ve test gegerliligi ise %96,38

bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4-5: Atiklar icin Modifiye Mayer-Scholl m-PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim atiklardan direkt

Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

m-PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 80(GP) 1(YP) 81

Test Negatif 5(YN) 80(GN) 85
Toplam 85 81 166
Sensitivite = (80/(80+5))x100 = %94,11
Spesifite = (80/(80+1))x100 = %98,76

Se (94,11) + Sp(98,76) = 192,87 > 190, tanisal giicii yiiksek bir test.

Pozitif tahmini deger = (80/(80+1))X100 = %098,76
Negatif tahmini deger = (80/(80+5))x100 =%94,11

Test gegerliligi = (80+80)/(80+80+5+1)x100 = %96,38
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2-Tim organlar i¢in (N=326), sensitivite %85,38, spesifite %98,06, pozitif tahmini
deger %97,98, negatif tahmini deger %85,87 ve testin gegerliligi ise %91,41 bulundu
(Tablo 4.6).

Tablo 4-6: Organlar i¢in Modifiye Mayer-Scholl m-PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim inceleme 6rneklerinden Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

direkt m-PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 146(GP) 3(YP) 149

Test Negatif 25(YN) 152(GN) 177
Toplam 171 155 326
Sensitivite = (146 / (146+25)) x 100 = %85,38
Spesifite =(152/(152+3)) x 100 = %098,06
Se (85,38) + Sp( 98,06) = 183,44 > 170, klinik olarak yararl bir test.

Pozitif tahmini deger = (146 / (146+3)) x 100 = %97,98
Negatif tahmini deger = (152 / (152+25)) x100 = %85,87
Test gegerliligi = (146+152) / (146+152+3+25) x100 = %91,41

3-Tim akcigerler igin (n=137), sensitivite %86,66, spesifite %98,38, pozitif tahmini
deger %98,48, negatif tahmini deger %85,91 ve test gegerliligi ise %91,97 bulundu
(Tablo 4.7).

Tablo 4-7: Akcigerler icin modifiye Mayer-Scholl m-PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim akcigerlerden direkt Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

m-PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 65(GP) 1(YP) 66

Test Negatif 10(YN) 61(GN) 71
Toplam 75 62 137
Sensitivite = (65/(65+10))x100 = 986,66
Spesifite = (61/(61+1))x100 = 9698,38

Se (86,66) + Sp ( 98,38) = 185,04 > 170, klinik olarak yararl bir test.

Pozitif tahmini deger = (65/(65+1))X100 = 498,48
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Negatif tahmini deger = (61/(61+10))x100 = %385,91
Test gegerliligi = (65+61)/(65+61+10+1)x100 =%91,97

4-Tum karacigerler i¢in (n=137), sensitivite %78,57, spesifite %97,01, pozitif tahmini
deger %96,49, negatif tahmini deger %81,25 ve test gecerliligi ise %87,59 bulundu
(Tablo 4.8).

Tablo 4-8: Karacigerler i¢in Modifiye Mayer-Scholl m-PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim karacigerlerden direkt Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test) Toolam
m-PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) opla
Test Pozitif 55(GP) 2(YP) 57
Test Negatif 15(YN) 65(GN) 80
Toplam 70 67 137
Sensitivite = (55/(55+15))x100 = %78,57
Spesifite = (65/(65+2))x100 = %97,01

Se (78,57) + Sp(97,01) = 175,58 > 170, klinik olarak yararl bir test.

Pozitif tahmini deger = (55/(55+2))x100 = 996,49
Negatif tahmini deger = (65/(15+65))x100 = %81,25
Test gegerliligi = (55+65)/(55+65+2+15)x100 = %87,59

5-Tim fetiis mide sivilart igin (n=52), sensitivite, spesifite, pozitif tahmini deger,

negatif tahmini deger ve test gegerliligi %100 bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4-9: Fetiis mide sivilar1 i¢in Modifiye Mayer-Scholl m-PCR 2x2 tablosu ve
hesaplamalar

Tiim fetiis mide sivilarindan Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test) Toolam
direkt m-PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) P
Test Pozitif 26(GP) 0(YP) 26

Test Negatif 0(YN) 26(GN) 26
Toplam 26 26 52
Sensitivite = (26/(26+0))x100 = %100
Spesifite = (26/(26+0))x100 = %100

Se (100) + Sp (1 100) = 200 > 190, tanisal giicii yiiksek bir test.
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Pozitif tahmini deger = (26/(26+0))X100 = %100
Negatif tahmini deger = (26/(26+0))x100 = %100
Test gecerliligi = (26+26)/(26+26+0+0)x100 = %100

4.6.2. Modifiye Bcsp31 PCR i¢in Sensitivite ve Spesifite Sonuclar:

1-Tim atiklar i¢in (n=166), sensitivite %95,29, spesifite %98,76, pozitif tahmini deger
%98,78, negatif tahmini deger %95,23 ve test gegerliligi ise %96,98 bulundu (Tablo
4.10).

Tablo 4-10: Atiklar icin Modifiye Bcsp31 PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim atiklardan direkt Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

Bcsp31 PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 81(GP) 1(YP) 82

Test Negatif 4(YN) 80(GN) 84
Toplam 85 81 166
Sensitivite = (81/(81+4))x100 = 9%095,29
Spesifite = (80/(80+1))x100 = %98,76

Se (95,29) + Sp(98,76) = 194,05 > 190, tanisal giicii yiiksek bir test.

Pozitif tahmini deger = (81/(81+1))X100 = %98,78
Negatif tahmini deger = (80/(80+4))x100 = 9%095,23

Test gegerliligi = (81+80)/(81+80+4+1)x100 = %96,98

2-Tim organlar i¢in (N=326), sensitivite %83,62, spesifite %98,06, pozitif tahmini
deger %97,94, negatif tahmini deger %84,44 ve testin gegerliligi ise %90,49 bulundu
(Tablo 4.11).

Tablo 4-11: Organlar icin Modifiye Bcsp31 PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim organlardan Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

direkt Bcsp31 PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 143(GP) 3(YP) 146
Test Negatif 28('YN) 152(GN) 180

Toplam 171 155 326




Sensitivite = (143 / (143+28)) x 100 = 583,62
Spesifite = (152 / (152+3)) x 100 = 9698,06

Se (83,62) + Sp (98,06) = 181,68 > 170, klinik olarak yararli bir test.

Pozitif tahmini deger = (143 / (143+3)) x 100 = %697,94
Negatif tahmini deger = (152 / (152+28)) x100 = 9684,44
Test gecerliligi = (143+152) / (143+152+3+28) X100 = 9690,49
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3-Tium akcigerler igin (n=137), sensitivite %86,66, spesifite %98,38, pozitif tahmini

deger %98.,48, negatif tahmini deger %85,91 ve test gegerliligi ise %91,97 bulundu

(Tablo 4.12).

Tablo 4-12: Akcigerler i¢cin Modifiye Bcsp31 PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim akcigerden direkt Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

Besp3l PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 65(GP) 1(YP) 66

Test Negatif 10(YN) 61(GN) 71
Toplam 75 62 137
Sensitivite = (65/(65+10))x100 = %386,66
Spesifite = (61/(61+1))x100 = %298,38

Se (86,66) + Sp ( 98,38) = 185,04 > 170, klinik olarak yararl bir test.

Pozitif tahmini deger = (65/(65+1))X100 = %98,48
Negatif tahmini deger = (61/(61+10))x100 = %385,91

Test gegerliligi = (65+61)/(65+61+10+1)x100 = %91,97

4-Ttum karacigerler i¢in (n=137), sensitivite %74,28, spesifite %97,01, pozitif tahmini

deger %96,29, negatif tahmini deger %78,31 ve test gegerliligi ise %85,40 bulundu

(Tablo 4.13).
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Tablo 4-13: Karacigerler i¢cin Modifiye Bcsp31 PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim karacigerlerden direkt Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

Bcsp3l PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 52(GP) 2(YP) 54

Test Negatif 18(YN) 65(GN) 83
Toplam 70 67 137
Sensitivite = (52/(52+18))x100 =%74,28
Spesifite = (65/(65+2))x100 =%097,01

Se (74,28) + Sp(97,01) = 171,29 > 170, klinik olarak yararl bir test.

Pozitif tahmini deger = (52/(52+2))x100 = %296,29
Negatif tahmini deger = (65/(65+18))x100 =%78,31

Test gecerliligi = (52+65)/(52+65+2+18)x100 = %85,40

5-Tim fetiis mide sivilar1 i¢in (n=52), sensitivite, spesifite, pozitif tahmini deger,

negatif tahmini deger ve test gegerliligi %100 bulundu (Tablo 4.14).

Tablo 4-14: Fetiis mide sivilari icin Modifiye Bcsp31 PCR 2x2 tablosu ve hesaplamalar

Tiim fetiis mide sivilarindan Bakteriyel identifikasyon testi (Referans Test)

direkt Bcsp31 PCR testi Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Test Pozitif 26(GP) 0(YP) 26

Test Negatif 0(YN) 26(GN) 26
Toplam 26 26 52
Sensitivite = (26/(26+0))x100 = %100
Spesifite = (26/(26+0))x100 = %100

Se (100) + S, (100) =200 > 190, tanisal giicii yiiksek bir test.

Pozitif tahmini deger = (26/(26+0))X100 = %100
Negatif tahmini deger = (26/(26+0))x100 = %100

Test gecerliligi = (26+26)/(26+26+0+0)x100 = %100
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5. TARTISMA

Etken izolasyonu, arastiricilar tarafindan brusellozun klinik 6rneklerden tanisi
igin altin standart olarak kabul edilmistir (Alton ve ark. 1988; Yu ve Nielsen 2010; OIE
Bol. 2.1.4. 2016). izolasyonlarda kullanilan kat1 besiyerleri, Brucella kolonilerinin
saglikli gelisimini (Non-smooth varyantlart 6nlemesi) ve tanimlanmasini sorunsuz
olarak sagladigi i¢in ge¢misten giliniimiize olduk¢a yaygin olarak kullanilmistir. Sivi
besiyerleri, etkenin goéreceli olarak daha az sayida oldugu inceleme Orneklerinde, 6n
zenginlestirme amaci ile tercih edilmistir. Bruselloz tanisinda kullanilan selektif
besiyerlerinin hazirlanmasinda, bazal besiyeri olarak; kanli agar, triptik soy agar,
kolombiya agar, serum dekstroz agar veya gliserol dekstroz agardan her hangi birinin
tercih edilebilecegi bildirilmistir (Alton ve ark. 1988; OIE Bol. 2.1.4. 2016).
Arastiricilar, selektif besiyeri olarak onerilen Farrell’s ve Cita besiyerlerinin beraber
kullaniminin, izolasyon sensitivitesini en st diizeyde arttirdigini ve etkenin tanisini
kolaylagtirdigin1 bildirmislerdir (Vicente ve ark. 2014; OIE Bol. 2.1.4. 2016). Bu
calismada, tani icin olumlu katkilar1 g6z Oniinde bulundurularak, Farrell’s ve Cita
besiyerleri beraber kullanilmistir. Her iki selektif besiyeri i¢in de bazal besiyeri olarak
serum dekstroz agar secilmistir. Ayrica tiim ekimlerde serum dekstroz agar, Brucella
tirlerinin Uremesini inhibe edebilecek antibiyotik icermediginden ayr1 bir besiyeri
olarak ekimlerde paralel kontrol amaciyla kullanilmistir. Boylece iki farkli selektif
besiyeri ve bir genel besiyeri olmak lizere toplam {i¢ besiyeri, paralel kullanilarak

izolasyon sensitivitesi en iist diizeye ¢ikartilmistir.

Aragtiricilar, yaptiklart ¢cok sayida caligmada, bruselloz etkeni olarak {ilkemiz
kiiciikbag hayvanlarindan en sik olarak B. melitensis biyotip3, daha az olarak B.
melitensis biyotip1, biiyiikkbas hayvanlarindan ise en sik olarak B. abortus biyotip3 ve
daha az olarak da B. abortus biyotipl saha suslarinin izole edildigini bildirmislerdir
(Erdenlig ve Sen 2000; Biiylikcangaz ve ark. 2009; Biiyiik ve Sahin 2011; Cerek¢i ve
ark. 2011, Sayan ve Erdenlig Giirbilek 2014; Erdenlig Giirbilek ve ark. 2014; Erdenlig
Giirbilek ve ark. 2015; Karagiil ve ark. 2015). Bu c¢aligmada diger arastiricilarin
bulgularina benzer olarak kiiltiir ile koyun ve kegi atiklarindan izole edilen Brucella
izolatlarmin, 117 (%68,42)’si B. melitensis biyotip3, 29 (%16,96)’u B. melitensis

biyotipl, 4 (%2,34)i B. melitensis Rev-1, sigir atiklarindan izole edilen izolatlarin ise
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19 (%90,48)’u B. abortus biyotip3 ve 2 (%9,52)’si B. abortus S-19 olarak identifiye
edilmistir. Biyotiplerin dagilimi1 incelendiginde, sonuglarin 6nceki ¢alismalarda
saptanan tiir ve biyotip sonuglari ile benzer oldugu goriilmiistiir. Elde edilen veriler,
tilkemizde biyotip dagiliminin degismedigini, komsu iilkelerdeki biyotip dagilim
profillerine benzer oldugunu ve yeni Brucella biyotiplerinin aktif olarak hayvanlar

arasinda bulasmadigini diisiindiirmiistir.

Cok sayida arastirici, brusellozun kontrol ve eradikasyonu c¢alismalarinin
devam ettigi donemlerde, asi suslarinin da hayvanlardan zaman zaman izole ve
identifiye edildiklerini bildirmislerdir (Banai ve ark. 1990; Bardenstein ve ark. 2002;
Aras ve Ates 2011; Karagiil ve ark. 2015). Bu ¢alismada da, iki atiktan B. melitensis
Rev-1 ve bir atiktan B. abortus S-19 as1 susu izole edilmistir. Ulkemizde 2012 yilindan
bu zamana, yiritilen “Brusellozun Kontrol ve Eradikasyonu Projesi” kapsaminda,
abort vakalarindan zaman zaman asi suslarinin tespiti, olast bir durum olarak

degerlendirilmistir.

Bir ¢ok arastirict tarafindan, B. melitensis ve B. abortus suslarinin spesifik
konaklarindan farkli olarak, zaman zaman g¢apraz konaklardan da izole edilebildikleri
bildirilmistir (Aldomy ve ark. 1992; Ocholi ve ark. 2005; Biiyiikcangaz ve Sen, 2007,
Abdelkareem ve ark. 2011; Biiyiikcangaz ve ark. 2011; Morales-Estrada ve ark. 2012;
Erdenlig Giirbilek ve ark. 2014). Bu ¢alismada ise 6nceki ¢alismalarin aksine, biiyiikbas
hayvanlardan sadece B. abortus, kiigiikbas hayvanlardan ise sadece B. melitensis suslari
izole ve identifiye edilmistir. Bu sonucun ¢alismaya 6zgiin bir rastlanti olabilecegi veya
tilkemizde artan tek tiir isletmecilige (sigir yada kiigiikbas), egitim ve biling diizeyinin
artmast ile isletme sartlarinin iyilestirilmesine, biyogiivenlik 6nlemlerindeki artisa, ortak
mera kullanimindaki azalmaya veya uygulanan koruma ve kontrol stratejileri ile

bulasma riskinin azaltilmasi ile ger¢eklesmis olabilecegi diistiniilmistiir.

PCR, bakteri kiiltiirlerinden Brucella cinsinin identifikasyonu igin bir ¢ok
arastirici tarafindan kullanilmistir (Fekete ve ark. 1990; Baily ve ark. 1992; Herman ve
De Ridder 1992; Romero ve ark. 1995a; Da Costa ve ark. 1996; Casanas ve ark. 2001;
Biiyiik ve Sahin 2011; Singh ve ark. 2013). Kiiltiirden tiir spesifik PCR testi de
identifikasyonda kullanilmis ve kisa siirede sonu¢ vermesi nedeniyle Onerilmistir
(Bricker ve Halling 1994; 1995; Sifuentes-Rincon ve ark. 1997; Garcia-Yoldi ve ark.
2006; Lopez-Goni ve ark. 2008; Huber ve ark. 2009; Mayer-Scholl ve ark. 2010; Biiyiik
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ve Sahin 2011; Kang ve ark. 2011; Lopez-Goni ve ark. 2011; ica ve ark. 2012). Bu
calismada Brucella izolatlarindan elde edilen DNA’lara tiir spesifik multipleks PCR
uygulanmis ve elde edilen sonuglar, konvansiyonel biyokimyasal testlere dayanan
identifikasyon sonuglari ile karsilastirilmigtir. Tan1 yontemi sonuglariin, birbirleri ile
%100 uyumlu oldugu goriilmiistiir. Kisa siirede sonu¢ alinmis olmasi ve sonuglarin
konvansiyonel yontem sonuglarindan farklt olmamasi, testin avantajlar1 olarak
degerlendirilmis ancak identifikasyonun biyotip diizeyinde yapilamamasi, yontemin

epidemiyolojik ¢aligmalarda eksiklige neden olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Konvansiyonel olarak uygulanan kiiltiir yontemi ile identifikasyon altin standart
yontem olmasina ragmen, bir ¢ok arastirict ¢esitli PCR yontemleri kullanarak direkt
klinik materyalden kisa siirede identifikasyonun yapilabilirligini arastirmiglardir (Fekete
ve ark. 1992; Leal-Klevezas ve ark. 1995; Romero ve ark. 1995b; Matar ve ark. 1996;
Queipo-Ortuno ve ark. 1997; Cetinkaya ve ark. 1999; Giiler ve ark. 2003; O’Leary ve
ark. 2006; ilhan ve ark. 2007; Mitka ve ark. 2007; Mukherjee ve ark. 2007; Miistak ve
ark. 2009; Biiyiikcangaz ve ark. 2011; Moussa ve ark. 2011; Arasoglu ve ark. 2013;
Gopaul ve ark. 2014; Qasem ve ark. 2014; Erdenlig Giirbilek ve ark. 2015; Kaynak-
Onurdag ve ark. 2016).

Biiyiikcangaz ve ark. (2011), ruminant atiklarina ait organ homojenatlarina
etkene spesifik primerler kullanarak Brucella cins spesifik PCR uygulamislar,
uyguladiklart PCR igin kiiltiir yontemine gore hesapladiklari PCR sensitivitesini %83,
spesifitesini ise %94 olarak bildirmislerdir. Arastiricilar, kiiltiir yontemi ile daha yiiksek
oranda bruselloz tanisi koyabildiklerini belirtmisler, sebep olarak atik organ
homojenatlarinin igerebilecegi kontaminantlarin DNA’s1 ve konaga ait oOkaryotik
hiicrelere ait genomik DNA’nin PCR i¢in inhibitor etki olusturabilecegi yorumunu
yapmislardir. Inceleme oOrneklerinden verimli bir DNA ekstraksiyonunun 6nemini

vurgulamiglardir.

Erdenlig Giirbilek ve ark. (2015), ¢esitli klinik 6rneklere direkt cins spesifik
Bcsp3l PCR uygulamislar ve siit drneklerinin %16,2’sini ve akyuvar orneklerinin
%38,8’ini pozitif bulmuslardir. Kiiltiir yontemine gore hesapladiklart PCR sensitivitesini
% 78,9 ve spesifitesini % 100 olarak bildirmislerdir. Arastiricilar, etkenin hiicre i¢i bir
bakteri olmasi sebebiyle ve siitiin yag tabakasina yiiksek ilgi gdstermesi sonucu olusan

ekstraksiyon giicliiiinli, ayrica siit Ornegindeki etken varliginin az sayida olma
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olasiligini, uyguladiklar1 PCR yonteminin kiiltiir yontemine gore olas1 eksiklik sebepleri

olarak yorumlamislardir.

Direkt klinik materyallerden cins diizeyinde yapilan calismalar disinda, tiir
spesifik primerler kullanilarak az sayida olsa da ¢alismalar yapilmistir. Giiler ve ark.
(2003), 126 kiiglik ruminant atigma ait fetiis mide sivilarma 731bp’lik Brucella
melitensis spesifik 1S711 bolgesinden primerler kullanarak uyguladiklart direkt
PCR’nin sensitivitesini %97,4 ve spesifitesini %100 olarak bildirmislerdir. Kiiltiirii
pozitif oldugu halde PCR’1 negatif bulunan bir sonug i¢in, 6rnegin igerebilecegi
inhibitor faktorlerin varligini, olast 6rnekleme hatasini veya laboratuvar hatalarini sebep
olarak bildirmislerdir. ilhan ve ark. (2007), Van ilinde bir mezbahaya getirilen 162
koyuna ait kan ve lenfoid doku 6rneklerine 731bp’lik Brucella melitensis spesifik 1S711
bolgesinden segtikleri primerler ile direkt PCR uygulamiglar ve serolojik yonteme gore
hesapladiklart PCR sensitivitesini kandan ve lenfoid dokudan olmak iizere sirasiyla
%91,1 ve %100, spesifitesini ise sirasiyla %96,5 ve %98,2 olarak bulduklarini
bildirmislerdir. Kaynak- Onurdag ve ark. (2016), Edirne ilinde yetistirilen sigirlara ait
99 siit ornegine, gelistirdikleri real-time kantitatif PCR (gPCR) yontemini uygulamuslar,
14’1 as1 susu (B. abortus S19), ikisi saha susu (B. abortus saha) olmak {izere 16 siit
orneginde B. abortus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ancak arastiricilar ¢alismalarinda,
ikisi harig siitlerden bakteriyel izolasyon yapilamadigini, izolasyon yapilan iKi siitiin de
gPCR ile saha susu tespit edilen siit 6rnekleri oldugunu bildirmislerdir. Bruselloz
tanisinda kullanilan PCR yontemlerinin asi susu ve saha suslarmin ayrimini yapabilmesi

gerekliligini vurgulamislardir.

Sanches-Jimenez ve ark. (2014), kiltiirden tiir diizeyinde identifikasyon
amaciyla onerilen ve gelistirilen Bruce-Ladder multipleks PCR (m-PCR)’yi dort primer
cifti kullanarak modifiye etmisler ve kopeklerde tam kandan ekstrakte edilen DNA’lara
B. canis’in tiir diizeyinde direkt tanisini igin uygulamiglardir. Kan kiiltiiriine gore hesap
ettikleri PCR sensitivitesini %92,6 ve spesifitesini ise %90 olarak bildirmislerdir.
Calismalarinda kullandiklar1 tam1 yontemleri ile yaptiklar1 karsilastirmalar sonunda,
uyguladiklart PCR ydnteminin tam kandan B. canis identifikasyonu i¢in kullanilabilir
oldugu ve serolojik testle beraber kullaniminin tani hassasiyetini arttirmak i¢in daha
faydali olabilecegi kanaatine varmislardir. Bu arastirmanin disinda, m-PCR ile direkt

klinik 6rneklerden tiir diizeyinde yapilan herhangi bir ¢calismaya rastlanilamamastir.
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Bu ¢alismada, Brucella tiirleri m-PCR kullanilarak direkt klinik materyallerden
saptanmistir. Kullanilan yontem, Mayer-Scholl ve ark. (2010)’nin kiiltiirden
identifikasyonda kullanmak {tizere gelistirdikleri m-PCR’nin modifiye edilmesi ile
gelistirilmistir. Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yonteminde modifikasyon i¢in, PCR’de
kullanilan kalip DNA miktarlar1 arttirilmig, artan oranda su miktar1 azaltilmis, %4
oraninda DMSO ilave edilmis ve dongii sayilar1 arttirllmistir. Atiklara ait farkl
inceleme orneklerine Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yontemi uygulanmistir. Sonuglar
konvansiyonel bakteriyolojik yontemle identifikasyonda atik diizeyinde (n=166)
degerlendirildiginde, kiiltiirle identifikasyon standart kabul edilerek uygulanan
Modifiye m-PCR’nin sensitivite ve spesifite sonuglari, sirasiyla %94,11 ve %98,76,
inceleme Ornekleri organlar diizeyinde ise (n=326) sirasiyla %85,38 ve %98,06 olarak
hesaplanmistir. Derham (2015), hesaplanan test sensitivite ve spesifiteleri beraber
degerlendirildiginde sensitivite ve spesifite toplami 170 {istii degerde olan bir testin
klinik olarak yararl bir test, toplamlar1 190 iistii olan bir testin ise tanisal giicli yiiksek
bir test olarak degerlendirilebilecegini bildirmistir. Bu sebeple klinik materyallerden
direkt PCR ¢alisilmasi1 durumunda elde edilen verilerle, Modifiye m-PCR yo6nteminin
sensitivite ve spesifitesinin yiiksek oranda ve birbirine yakin degerlerde oldugu ve
direkt inceleme Orneklerine uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglara
gore, atik diizeyinde degerlendirildiginde Modifiye m-PCR’nin tanisal giicii yiiksek, bir
hayvana ait organ 6rneklerinin herbirine gore de, klinik olarak yararli bir yontem oldugu
belirlenmistir. Inceleme ornekleri ayr1 ayri organ olarak ele alindiginda, sensitivite ve
spesifitenin daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu durum organlar arasinda
etkenin saptanmasinin degisiklik gdstermesine baglanmistir. Ancak inceleme Ornegi
biitiin olarak atik oldugunda, arastirict bir kag organi materyal olarak kullanmakta ve
etkeni yakalama sansini arttirmaktadir. Bu ¢alismada da 6rnekler arasindaki spesifite ve
sensitivite farklar1 bu durumu agiklamaktadir. Kaynak- Onurdag ve ark. (2016)’nin
yaptig1 ¢alismada gelistirilen PCR ydntemi i¢in bulunan sonuglarin, bruselloz tanisinda
altin standart yontem olan kiiltiir yontemi ile dogrulamasmin yapilamamis olmasi,

Onerilen yontemin giivenirliligi agisindan 6nemli bir eksiklik oldugunu diistindiirm{istiir.

Romero ve ark. (1995b), sigirlara ait siit 6rneklerine bruselloz tanisi igin direkt
PCR uygulamiglar ve sonuglari degerlendirirken yanlis negatif bakteriyolojik
sonuglarin, inceleme Orneginin asir1 kontaminasyonu, bazi B. melitensis suslarinin

selektif besiyerlerinde inhibisyona ugramasi veya kiiltiir 6ncesi canlilifini kaybetmesine
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bagli olarak olusabilecegini ve tiim bu sartlarda bile, bakteri DNA’sinin hala PCR ile
saptanabilecegini bildirmislerdir. Biiyiikcangaz ve ark. (2011), kiiltiir sonucu negatif
iken PCR sonucu pozitif olan benzer durumlari, 6rnekler arasi veya canli olmayan
Brucella etkenleri arasi ¢apraz kontaminasyon, kiiltiire olamayacak durumdaki canli

etken varlig1 veya 6rnekte mevcut 6lii bakteri varligiyla agiklamislardir.

Romero ve ark. (1995b), sigirlara ait siit Orneklerine bruselloz tanisi igin
uyguladiklar1 direkt PCR sonuglarin1 degerlendirirken, yanlis negatif PCR sonuglarinin
sebebi olarak; olast PCR inhibitorlerinin varligini, tespit limiti altindaki organizma
sayisini, Ornekteki hedef DNA’nin bozulmasmi (degradation) ve yetersiz DNA
ekstraksiyonunu gostermislerdir. Bricker (2002), klinik 6rneklerden direkt yapilan
PCR’ler icin en yaygmn sorunun PCR inhibitorlerinin ve konakg¢iya ait hiicre
DNA’larmin hedef DNA ile beraber saflastirilmasi oldugunu bildirmistir. Yu ve Nielsen
(2010), bruselloz tanisinda kullanilan multipleks PCR metodlarinin basarist igin
ektrakte edilen DNA nin kalite ve safliginin ¢ok dnemli oldugunu, yanlis negatifliklerin
inceleme o6rneginde bulunan EDTA, RNaz / DNaz, heme, heparin, fenol, poliamin,
polisakkarit, iire, kalsiyum alginat ve benzer ajanlar gibi PCR inhibitorleri ile
olusabilecegini, yanlis pozitif reaksiyonlarin ise Ornek kontaminasyonu ve PCR

yiikleme hatalar1 ile olusabilecegini bildirmislerdir.

Bu calismada da klinik Orneklere uygulanan bu modifiye multipleks PCR
sonucunda, atik bazinda bir (ON:39), organ diizeyinde degerlendirildiginde ii¢ drnegin
(ON:39A, 62K ve 120K) kiiltiir ile negatif, direkt m- PCR ile pozitif olarak (yanls
pozitiflik) saptandigi belirlenmistir. Bu durum diger arastiricilarin ileri siirdiigii gibi
inceleme 6rneklerinde mevcut Brucella spp.’lerin canliligini kaybetmis olmasi, Brucella
spp.’lerin kiiltiire olamayacak kadar az miktarda olmasi ve/veya asir1 miktarda olan ve
selektif agarda da tiremesi engellenemeyen kontaminantlarin, Brucella spp.’lerin
tiremesini baskilamasiyla gerceklestigi diisiiniilmiistiir. Konvansiyonel bakteriyolojik
yontemle pozitif bulundugu halde klinik O6rnekten direkt m-PCR sonuglar1 negatif
bulunan organ diizeyinde 25 adet inceleme 6rnegi i¢in bu durum (yanlis negatiflik),
ekstraksiyon asamasinda hedeflenen DNA ile beraber yiiksek miktarda dkaryotik hiicre
ve kontaminant mikroorganizma DNA’sinin ekstrakte edilmesi veya dokuda mevcut
veya sonradan olusabilen kimyasallarin da ekstrakte edilerek inhibitor etki

olusturmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Arastiricilar, Brucella tiirlerine spesifik 31kDa Bcesp’yi ve bu proteini kodlayan
genetik bolgeyi hem immunolojik ¢alismalar i¢in (Mayfield ve ark. 1988) ve hemde
PCR ile Brucella tiirlerinin cins seviyesinde tanisi amaciyla g¢alismalarinda tercih
etmiglerdir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, kiiltiir i¢in (Baily ve ark. 1992; Da
Costa ve ark. 1996; Casanas ve ark. 2001; O’Leary ve ark. 2006; Lopes ve ark. 2014,
Mukherje ve ark. 2007) insan ve hayvan kanlarindan direkt identifikasyon i¢in (Matar
ve ark 1996; Queipo-Ortuno ve ark. 1997; O’Leary ve ark. 2006; Mitka ve ark. 2007,
Mukherje ve ark. 2007; Erdenlig Giirbilek ve ark. 2015), siitten direkt identifikasyonda
(O’Leary ve ark. 2006; Arasoglu ve ark. 2013; Erdenlig Giirbilek ve ark. 2015) ve lenf
nodiillerinden direkt identifikasyon i¢in (O’Leary ve ark. 2006) Brucella spp.
DNA’smin saptanmasina yonelik B4 ve BS5 primerleri ile ¢ok sayida ¢alismanin
yapildig1 goriilmistiir. Bu calismada da klinik inceleme o6rneklerinden ektraksiyonu
yapilan DNA’lara B4 ve B5 primerlerini kullanarak, Queipo-Ortuno ve ark. (1997)’nin
uyguladigr cins spesifik Besp31l PCR, modifiye edilerek uygulanmistir. Ancak bu
yontemle atik fotuslardan direkt tanida, Moussa ve ark. (2011)’nin ¢alismasi diginda bir
calismaya rastlanilamamistir. Moussa ve ark. (2011), yaptiklari ¢aligmada yedisi
bruselloz siipheli olgulardan ve 23’i seropozitif hayvanlardan (23 doku &rnegi) toplam
30 inceleme 6rnegini arastirmiglar, oncelikle sadece B4 ve B5 primerlerini kullanarak
uyguladiklar1 direkt PCR ile yedi 6rnegin dordiinii, Brucella spp. pozitif olarak
degerlendirmisler ve sonra bu primerlerinde iginde oldugu ii¢ ¢ift primerli multipleks
PCR uygulayarak bruselloz siipheli yedi 6rnekten dordiinii ve seropozitif 23 hayvana ait
doku oOrneklerinin 21’ini  PCR ile B. melitensis pozitif olarak bulduklarim

bildirmislerdir.

Calismamizda, B4 ve BS5 primerleri ile uygulanan Besp31 PCR yontemi
modifiye edilerek uygulanmis, sonuglart kiiltiir yontemi ile karsilastirilmis, atiklar
dikkate alindiginda, uygulanan Modifiye Bcsp31 PCR’nin sensitivite ve spesifite
sonuclart sirastyla %95,29 ve %98,76, organ diizeyinde inceleme oOrnekleri igin
sensitivite ve spesifite sonuclari ise sirasiyla %83,62 ve %98,06 olarak hesaplanmustir.
Moussa ve ark. (2011)’nin yaptig1 ¢calismada ise standart yontem olan kiiltiir yonteminin
kullanilmamasi, sonuglarin karsilagtirilmamasi ve PCR yonteminde ekstraksiyon

asamasindan bilgi verilmemesinin ¢alismanin eksikligi oldugunu diigiindiirmiistiir.
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Bu ¢alismada, atik bazinda ve organ diizeyinde direkt tan1 amaciyla modifiye
edilerek kullanilan ve ismi Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yo6ntemi olarak adlandirilan
PCR yonteminin sonuglari, kiiltiir sonuglar1 standart kabul edilerek incelendiginde,
testlerin atik bazinda hesaplanan sensitivite ve spesifite sonuglarin birbirlerine ¢ok
yakin oldugu saptanmistir. Bu durum 9 primer cifti kullanilan ve tiir diizeyinde
identifikasyonu saglayan Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yonteminin kullanilabilirligini

ortaya koymustur.

Yapilan caligmalarda tani amaciyla kullanilan yontemlerde (Kiiltir ve PCR)
organlarin {stiinliikleri incelenmis, fetiis mide sivisindan yiiksek oranda basari
saglandig1 ve bunu organlarin takip ettigi bildirilmistir (Cetinkaya ve ark. 1999; Giiler
ve ark. 2003; Miistak ve ark. 2009; Qasem ve ark. 2014). Bu ¢alismada inceleme
orneklerinin birbirlerine istiinliikleri icin kiiltiir ve direkt PCR sonuglarinda saptanan
pozitifliklerin sensitivite ve spesifitesi incelendiginde, ilk sirada fetiis mide sivis1 sonra
akciger ve en son olarak da karacigerin direkt PCR’ler igin inceleme Ornegi olarak
kullanilmasmin uygun oldugu saptanmistir. Fetiis mide sivisindan yapilan PCR’lerin
basarisi, bu sivinin dokulara oranla ¢ok sayida Brucella etkeni igermesi, daha az
yabanct DNA ve daha az PCR inhibitorii bilesik icerdigine baglanmistir. Etkenin
akcigerden, karacigere gore daha yiiksek oranda saptanabilmesi, etkenin aborte fetiis
akcigerine affinite gOstermesi ve sonugta plora-pndmoninin en yaygin rastlanilan

bozukluk olmasina baglanmstir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan PCR’ler i¢in minimum tespit limiti degerleri 10
fg ile 10 ng arasinda olmak fiizere diisiik (Baily ve ark. 1992; Cetinkaya ve ark. 1992;
Fekete ve ark. 1992; Mitka ve ark. 2007) ve yiiksek (Sifuentes-Ringon ve ark. 1997;
Arasoglu ve ark. 2013; Qasem ve ark. 2014) degerlerde hesaplanarak bildirilmistir.
Arasoglu ve ark. (2013), degisik PCR programlarinin uygulaniyor olmasinin, 6rnek tipi
ve hazirlanmasindaki farkliliklarin, muhafaza sartlar1 ve DNA ekstraksiyon
prosediirlerinin degisken olmasinin bu sekilde farkli minimum tespit limiti sonuglarina
sebep olabilecegini bildirmislerdir. Kahya ve ark. (2013), PCR’ler igin belirlenen siklus
sayisinin, kalip DNA konsantrasyonuna, primer uzamasi ve amplifikasyonunun etkinligi
(kullanilan enzimin kalitesine) ile ilgili oldugunu, az miktarda DNA ile baslandiginda
en fazla 40 siklus, daha fazla DNA ile baslandiginda ise ideal siklus sayisinin 30 olmasi

gerektigini, siklus sayisinin fazla olmasinin hatalara yol agarak spesifik olmayan ikincil
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tirtinlerin olusumuna neden olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da, uygulanan 3
PCR yo6ntemi i¢in minimum tespit limiti degerleri birbirlerinden ve benzeri
calismalardan farkli olarak; kiiltiirden m-PCR i¢in 5ng, Modifiye Mayer-Scholl m-PCR
icin 500pg ve Modifiye Besp31 PCR igin 1ng olmak iizere yiiksek olarak bulunmustur.
Ozellikle Modifiye Besp31 PCR igin bulunan degerin, benzer calismalara gore (Baily
ve ark. 1992; Mitka ve ark. 2007; Arasoglu ve ark. 2013) olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Besp31 PCR i¢in benzer ¢alismalara gore bulunan yiiksek minimum tespit
limiti degerinin, PCR spesifitesini arttirmak i¢in yapilan modifikasyonlardan birisi olan

“dongii sayisinin azaltilmasi” islemi ile gergeklestigi diistiniilmistiir.

Sonug olarak bu ¢alismada yapilan degisikliklerle Modifiye Mayer-Scholl m-
PCR olarak adlandirilan direkt m-PCR yontemi ile klinik 6rneklerden direkt Brucella
tirlerine ait DNA’larin belirlenerek tiir diizeyinde identifikasyonlarinin (tanisal giici
yiiksek diizeyde) yapilabilecegi ortaya konmustur. Ayrica brusellozun ¢ok onemli bir
hastalik olmas1 nedeniyle ve 6zellikle etkenin biyotip diizeyinde belirlenmesi gereken
caligmalarda, Modifiye Mayer-Scholl m-PCR yontemine paralel, klasik yontemleri
kullanarak ekim yapilmasi, konvansiyonel yontemle identifikasyona gidilmesi,
belirlenmis sonucu desteklemek, giiclendirmek amaciyla onerilebilir. Boylece Modifiye
Mayer-Scholl m-PCR yontemi sayesinde ¢ok kisa zamanda ve tiir diizeyinde sonuca
ulagilarak  gerekli tedbirlerin hizla alinmasi saglanabilecek, konvansiyonel
identifikasyonla da, PCR ile taninin konamadigi durumlarda sonug garanti altina alinmis

olacaktir.
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