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OZET

Trakya yoresinde Brucella etkenlerinin varligmin arastirildigi bu galismada, farkli ilge, koy ve igletmelerde yetistirilen
Brucella agis1 uygulanmamus, siitleri kullanimda olan 75 inege ait siit 6rnekleri tesadiifi olarak toplandi. Omeklerde, Brucella
tiirleri ve Brucella spesifik DNA’ st arastirildi.

Izolasyon icin siit érneklerinden Brucella selektif besiyerlerine ekimler yapildi. Siitte spesifik DNA’nmn saptanmasi i¢in
PCR kullanildi.

Bakteriyolojik galismalarmn sonucunda, 75 siit érneginin g (%4)" tinde Brucella spp. izole edildi. Izolatlarn biri B.
melitensis diger ikisi B. abortus olarak identifiye edildi.

PCR incelemelerinin sonucunda toplam 75 émegin 17 (%22,66)" sinde Brucella spesifik DNA’s1 saptand:. Izole edilen tig
oémegin PCR” da da pozitif oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Brucella spp., siit, PCR, kultiir, sigir

ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION ON THE PRESENCE OF BRUCFELLA SPP. IN MILK OF CATTLE RAISED
IN TRAKYA DISTRICT BY BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

In this study, presence of Brucella spp. in Trakya district was investigated. For this purpose, milk samples of 75
unvaccineted cattle raised in various districts, villages and farms, were randomly collected. The collected samples were used
for bacterial isolation and detection of Brucella specific DNA.

For isolation, the milk samples were inoculated onto Brucella selective media. PCR technique was applied for
determination of the specific DNA in the milk samples.

As a result of bacteriological studies, Brucella spp. were isolated from three (4%) of total 75 milk samples. One of the
isolates was identified as B. melitensis, while the others were B. abortus.

Brucella specifical DNA was amplified in 17 (22.66 %) of 75 samples by PCR. The culture positive milk samples were
also found to be positive by PCR.

Key words: Brucella spp., milk, PCR, culture, cattle.

* Bu arastirma birinci yazarin yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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Girig

Bruselloz, hem insan hem de hayvan
sagligm yakindan ilgilendiren ve hayvansal
tretim izerine 6nemli etkileri olan bulagict,
akut, subakut ya da kronik sevirli, zoonoz bir
infeksiy6z hastaliktir (Aiello ve ark., 1998;
Alton ve ark., 1988; Arda ve ark., 1999; OIE
Manual, 2004).

Bruselloz, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Teskilat: (FAQ), Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Uluslar aras1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE)
tarafindan diinyanin en yaygin zoonozu olarak
kabul edilmektedir (WHOQO, 2006). Ekonomik
yonden Bruselloz, vyavru atma, perinatal
mortalite, infertilite, sit ve et uretiminde
azalma, tibbi harcamalar, siiriiye yeni katilan
hayvanlarm masraflan, hayvan hareketi ve
ithracatinin engellemesiyle hayvancilik
endiistrisinde biiyiik oranda ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bunun yaninda insanlarda
Bruselloz” dan kaynaklanan ilag, hastane
masraflart ile i3 gici kayiplan hastaligin
ckonomik onemini attirmaktadir (Iyisan ve
ark., 2000; OIE Manual, 2004; WHO, 2006).

Bruselloz Diinya’da genis bir cografik
dagilima sahiptir. Prevalanst ilkeden ilkeye
degisiklik gostermektedir. Akdeniz ulkeleri
basta olmak iizere, Ortadogu, Afrika, bati Asya,
Latin Amerika ve Guney Amerika da ciddi halk
sagligt problemleri ve ckonomik kayiplara
neden olmaktadir (Abdussalam ve Fein, 1976;
Abela, 1999; Corbel, 1997; OIE Manual,
2004; Taleski ve ark., 2002).

Diinyanin birgok iilkesinde Bruselloz ile
miicadele kampanyalan baglatilmigtir. Kuzey
Avrupa ulkeleri, Kanada, Avustralya ve
Yenizelanda da yillar siren yogun cabalarla
Bruselloz biyilkk ol¢iide eradike edilmigtir
(Abdussalam ve Fein, 1976; Corbel, 1997;
Refai, 2002). Tirkiye de ise 1984 yilindan beri
strdiirillmekte olan agilama programina ragmen
bazi illerde infeksiyon orani oldukga viitksek
olup, hastalik yeterince kontrol altina
alinamamustir (Iyisan ve ark., 2000).

Hayvanlarda baglica bulagma yollart infekte
sigirlarm uterus akmtilar, siit, atik fetus ve
fetus zarlanindaki  mikroorganizmalar ile
kontanime olan su ve gidalarin sindirimi ve
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infekte  hayvanlarin  siitiniin =~ buzagilara
verilmesidir. Ayrica infekte uterus akintilan ve
idrarla bulagik olan kuyruklar diger hayvanlarin
deri ve konjuktivalarina ectkeni bulastirabilir.
Diger bulagma yollu ise testisi infekte olan
bogalarin ¢iftlesme sirasinda saglam disilere
ctkenleri bulagtirmasidir (Aiello ve Mays,
1998; Arda ve ark.,1999; FAO, 2000;
Radostitis ve ark., 1995).

Bakteri, infekte hayvanlarm siit, idrar, vajina
akintilari, abort sirasinda atilan fetus zarlan ve
fetusun kendisi ile etrafa sagilmaktadir. Ayrica
ctkenin sacilmasina aracilik eden diger canlilar
ise kuslar, yabani hayvanlar, ¢6l fareleri, sinck
ve kopekledir. Ozellikle coban képeklerinin atik
yapan hayvanlarin fetuslarimi pargalayarak ve
tasiyarak etkenlerin diger giftliklere
sacilmasimnda rol oynadigini bildirilmektedir.
Ayrica baz1 abort yapan sigirlar da hayat boyu
portor kalabil-mektedir. Meme bezleri ve meme
st lenf yumrularnnin infeksiyonu, laktasyon
doneminde siirekli veya aralikli  olarak
organizmanin  sagilmasina neden olarak,
hastaligin bulagmasinda 6nemli rol oynarlar
(FAO, 2000; OIE Manual, 2004; Radostitis
ve ark., 1994).

Dunya Saglik Teskilatt (OIE) raporlarina
gore her yil vaklagtk varim milyon insan
Bruselloz’a yakalanmaktadir. Brucella cinsin-
deki  etkenler laboratuvar  biyogiivenlik
kriterlerine gore siif-3 risk grubu olarak tanim-
lanmaktadir (OIE, 2004; WHO, 2006). Risk
altinda olan bireylerin ise laboratuvar
teknisyenleri, Veteriner Hekimler, hayvan
bakicilan, ¢iftgiler ve kesimhane galisanlari, ast
tretiminde ¢alisanlar ve sahada hayvanlara asi
uygulayanlar oldugu bildirilmistir. Infekte
hayvanlardan elde edilen kontamine siit ve siit
trimleri de halk sagligi yoniinden biyik
problem olusturmaktadir (Corbel, 1997; Tzmir
VHO, 2007).

Insanlara  bulasma  o6zellikle  pastorize
edilmemis siitten, vapilan peynir ve tereyaginin
sindirim yoluyla alinmasi, infekte hayvanlarin
dokulan ve viicut sivilarinin deri ¢atlaklan veya
konjuktivaya direkt temasi ve infeksiyoz
acrosollerin inhalasyonu (6zellikle laboratuvar
calisanlarinda) ile gergeklesmektedir. Et ile
bulagma i¢in henuz bir kayit yoktur, ancak ¢ok
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az vakada hastalikli sigir karkaslarindan patojen
etkenler izole edilmistir (Arda ve ark.,1999;
Noviello ve ark., 2004). Insanlar arasinda
hastaligin gecisi kolay olmamasina ragmen kan
transfiizyonu, organ ve kemik iligi nakli ile
mimkiin oldugu bildirilmigtir (OIE Manual
2004; WHO, 2006).

Sigirlarda  Bruselloz’un  en  belirgin
semptomlarindan biri abortdur ve &zelikle
gebeligin ¢ 6-8’inci  aylarinda  meydana
gelmektedir. Gebelik siiresini  tamamlayarak
dogan yavrular, dogumdan sonra hemen
olebilir. Ayrica kongenital dénemde infekte
olan buzagilar ya da dogum sonrasi kontamine
sit ile infekte olan hayvanlar serolojik
taramalarda negatif sonug verirler. Bu
hayvanlar yetigkin olup gebe kaldiklarinda,
ozellikle gebeligin  son aylarinda atiklar
meydana gelir. Diger semptomlarin ise erken
dogum, yavru zarlarmin atilmamasi, metritis,
gecici veya kalict kisirlik, siit verimi kaybi ve
subklinik mastitiler oldugu bildirilmektedir
(Aiello, 1998; Quinn ve ark., 1999; Sehin ve
Yildiz, 2006).

Brusellozun bulundugu boélgelerde gebe
sigirlarin %801 atik vapabilir veya canli fakat
zayif buzagi dogururlar. Ayrica hastalifin yeni
ciktig1 bolgelerde siit veriminde %20’°ye varan
azalma olabildigi bildirilmektedir (Arda ve
ark., 1999).

Gebe olan hayvanlar infeksiyona gebe
olmayanlardan daha duyarlidir ve gebe olan
hayvanlar infeksiyona vakalandigt zaman
genelde abort sekillenir. Ancak koyun ve
kegilerde abort oran1 sigirlardan daha yiiksektir.
Buna karst koyun ve kegilerde infertilite
oraninin  sigirlardan  daha digik  oldugu
saptanmustir (Tyisan ve ark., 2000).

Infekte hayvanlarm ¢ogu siitleri ile
mikroorganizma sacarlar. Memeler, B. abortus
igin ireme yoninden iyi bir ortam teskil eder.
Memeler kilinik olarak, normal bir gériniimde
ise de bakteri memelerde lokalize olarak
interstinyal ~ mastitis ve memeiisti  lenf
vumrularinda bityiimeye neden olur. Sekunder
ctkenlerin katilmasiyla siit veriminde azalma,
I6kosit  sayisinda artma, klor oraninin
yitkselmesi ve sit sekerinin azaldigr goriulir
(Arda ve ark., 1999; Corbel, 1997; Iyisan ve
ark., 2000).

Infeksiyonun ~ direkt tamis1 igin  etken
izolasyonu ve molekiller tam yontemleri
kullanilmaktadir (Cortez ve ark., 2001).
Indirekt tan1 igin gesitli serolojik testler
uygulanmaktadir. Bu amag i¢in Siit Ring Testi
(MRT), Rose Bengal Plate Testi (RBPT),
Serum agliitinasyon Testi (SAT), Komplement
Fikzasyon Testi (KFT), RIA ve ELISA en sik
kullanilan testlerdir. Ayrica alerjik testlerden de
Brucella skin test (Brucellin) bazi tlkelerde
kullanilmaktadir (Anderson ve ark., 1986;
OIE Manual, 2004).

Bakteri  izolasyonunun altin  standart
olmasina ragmen, ¢ok =zaman almasi,
laboratuvar  c¢alisanlarina  bulagsma  riski,

kontamine materyallerden izolasyon sansinin az
olmasi ve ozel besiyerlerine gereksinim
duymast gibi dezavantajlan oldugu
bildirilmektedir (Bricher, 2002; Cortez ve
ark., 2001;Giiler ve ark., 2003; WHO, 2000).

PCR testlerinden hizli ve kesin sonuglarin
elde  edilmesi,  kontamine omeklerden
etkilenmemesi ve canli ya da cansiz etkenlerden
DNA ckstraksiyon edilmesi gibi avantajlan
vardir. Buna karsi pahali olmasi, &zel
laboratuvarlar ve malzemelere gereksiniminin
en 6nemli dezavantajlari oldugu bildirilmigtir
(Bricher ve Halling, 1994; Herman ve De
Ridder, 1992; Leary ve ark., 2006; XiaoAn
ve ark., 2005).

Hizli, pratik ve kisa zamanda ¢ok sayida
saha Ornegi ile caligilabilme olanaklarindan
dolay1 serolojik testler Bruselloz™ un tanisinda
en cok tercih edilen yontemleri olusturmaktadir.
Yanlis pozitif ve ya negatif sonuclarin elde
edilmesi, antikorlarin her zaman belli bir
sevivede serumda olmamasi, o6zellikle vyeni
abort yapmis hayvanlarda yaklasik 2-3 hafta
sonra olusmasi gibi dezavantajlan vardir.
Aragtiricilar serolojik testlerin 6zellikle Yersinia
enterocolitica 0.9, Escherichia coli O:157,
Francisella tularensis, Salmonella urbana Q:30
ve Vibrio cholerae gibi bazi Gram negatif
bakterilerle sekillenen infeksiyonlarda kros
reaksiyon  verebildiklerini  bildirilmektedir.
Ayrica MRT nin subklinik mastitis olgularinda
ve laktasyonun son déneminde yanlis pozitif
reaksiyon gosterdigini bildirmiglerdir (Fekete
ve ark., 1992; Holt ve ark., 1994; Leary ve
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ark., 2006; Izgiir ve ark., 1992; SANCO,
2001; Unver ve ark., 2006).

Hastaligin siirii bazl taramalarinda serolojik
testler siklikla kullamilmakla beraber, gerek
hastaligin epidemiyolojik verilerinin
izlenmesinde ve gerekse eradikasyon prog-
ramlarmin olusturmasi i¢in etkenin direkt tam
vontemlerin  kullanilmas1  gerektigi  bildiril-
migtir (Alton ve ark., 1998; Hamdy ve Amin,
2002; Rijpens ve ark., 1996; Tasici, 2004).

Bu ¢alisma, Trakya yoresinde yetistirilen ve
sitleri toplanarak tiketime sunulan asisiz,
sagmal sigirlardan alinan siit 6rneklerinde
Brucella tirlerinin varhigimi bakteriyolojik ve
PCR vyontemleriyle karsilagtinlmali  olarak
aragtirmak amaciyla yapilmisgtir.

) Gerec ve Yéntem
Ornekler

Calismada Trakya yoresinde yetistirilen
siitleri tilketime sunulan 75 siit¢ii 1tk sigira ait
siit omekleri kullanildi. Her bir hayvana ait siit
omekleri 50” ser ml olarak iki steril tiipe alindi.
Siit 6rneklerinin biri izolasyon da, digeri PCR’
da kullanmak iizere soguk zincir altinda
Istanbul ~ Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalina getirildi (Tablo
1).

Besiyerleri

Izolasyon ve identifikasyon igin Brucella
Selektifi agar, Triptik Soy Agar, Serum
Dekstroz Agar (SDA), Kanli Agar, 1/25 000 ve
1/50 000" lik Tiyoninli agar, 1/25 000 ve 1/50
000’ lik Bazik Fuksinli agar, Gliserinli Brucella
buyyon ve antibiyotikli besiyerleri
(Streptomisin  (SIGMA  S6501) ilaveli SDA,
Penisilin  (SIGMA PEN-B) ilaveli SDA)
kullanilmistir (Alton ve ark., 1988; Bilgihan,
2004).

PCR Kiti ve diger PCR ic¢in kullanilan
gerecler

Sit  omeklerinde Brucella tirlerine  ait
spesifik DNA nin saptanmast amaciyla Sacace
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Biotechnologies Vet)  kiti

kullanildz.

Agaroz jelin hazirlanmasi, elektroforez ve
DNA  bantlarinin ~ boyanmasin  sirasinda
sulandirici  olarak 1X TBE  buffer
(APPLICHEM A 3945), amplifike edilmig
uriinlerin elektroforezinde % 2 oraninda agaroz
jel (Sigma E8751), PCR iiriinlerinin agarozjele
vitklenmesi i¢in vitkleme soliisyonu
(TAKARA-A125), clektroforezde DNA’larn
agirliklarinin saptamasi i¢in DNA Marker (Bio
Basic INC. 0409), Agaroz jeli boyama amaciyla
Ethidium Bromide (Sigma E8751) kullanldi.

(Bruc-Com.

Brucella  Tiirlerinin  Izolasyonu ve

Identifikasyonu

Toplanan siit 6rnekleri 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Ust stv1 ve krema tiipten
alindi, ¢okintii izolasyonda kullanildi. Her bir
sut omeginden Brucella selektifi besiyerine ¢ift
ckimler yapildi. Ekim yapilan besiyerlerinden
biri mikroaerobik digeri acrobik sartlarda, 37
‘C’de 5-7 giin siire ile inkitbasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen koloniler
Gram boyama yoéntemi ile boyandi. Gram
negatifi kokobasil goriniiminde olan koloniler
stipheli koloniler olarak degerlendirildi.

Siipheli kolonilerin identifikasyonu amaciyla
katalaz, oksidaz, tireaz, H,S tiretimi, tiyonin ve
bazik fuksinde treme testleri uygulandi,
karbondioksit gereksinimleri belirlendi.

Br. abortus supheli izolatlarin, as1 susu Br.
abortus S19°dan aynmi amaciyla izolatlar 5
IU/ml Penisilin igeren SDA’I1 besiyerine, izole
edilen B. melitensis supheli izolatlarnin as1
susu B. melitensis Rev 1’den ayrnmi amaciyla
izolatlar, 2,5 ug/ml streptomisin igeren SDA’l
besiyerlerine ¢izgi tarzinda ekildi. Ekim yapilan
besiyerleri 37 'C’de % 7 CO,’li ortamda 5 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda izolatlarin antibiyotikli besiyerinde
tireme durumu degerlendirildi.
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Tablo 1. Ornek alman siit sigirlarmn bulundugu ilgeler, yaslari, as: durumlar: ve abortus bilgileri

Table 1. Raising place, age, vaccination status, abortion information ofisampled cattle

Ornek

Yas

Ornek

No Yer vil As1  Abortus Bilgileri No Yer vil Ast Abortus Bilgileri
1 Istanbul Aveilar 5 + - 39 Kurklareli Vize 6 - -
2 4 + - 40 Diizova 6 - -
3 4+ - 41 Istanbul Silivri 3 - -
4 5 + - 42 Kadikoy 35 - -
5 4+ - 43 6 - -
6 Istanbul, 4 - - 44 3 - -
7 Arnavutkéy 4 - - 45 4 - -
8 5 - - 46 Tekirdag, Corlu 8 - 7 Aylik Atik /27.03.2007
9 12 - - 47 Karamehmet 3 - Erken Dogum /10.02.2007
10 s - . 48 Tekgg;‘egr f;‘ray S - 2.5 Ayhk Atk /29.04.2007
11 4 - . 49 Tek{]rgl‘;‘?ﬂgr"ﬂ“ 7 - 6Ayhk Atk /10.04.2007
Tekirdag Corlu PlasentaRetansiyonu
12 4 ) ) >0 Eser}lglg 4 ) /08.05.2007y
13 7 ifzfé_yohllfzﬁ(t)‘;( 51 Teklsr:;% ;"ﬂ“ S - 6 Aylik Atk /01.05.2007
14 3 ) ) 5o Tekirdag M.]_Eregli " 8 Aylik Atik Serolojik (+)
Yenigiftlik 11.03.2007
15 9 - - 53 4 + 7.5 Ayhik Atik /16.04.2007
16 istanbul Silivi 4 - - 54 et s 2nei § AVIK Ak
17 Canta 6 - - 55 Edirne Uzunkoépra 4 - -
18 4 - - 56 Calikoy 6 - -
19 4 - - 57 4 - -
Plasenta
20 > ) ) >8 3 ) Retansiyonu/20.04.2007
21 Istanbul Silivri 4 - - 59 6 - -
2 Gazitepe 4 - ; 60 Ed‘ﬁ:ﬁiﬁgﬁpm ] )
23 4 - - 61 5 - -
24 5 - - 62 7 - 7 Aylik Atik /03.05.2007
25 5 - - 63 4.5 - -
26 Kirklareli Vize 4 - - 64 7 - -
27 Cakilli 5 - - 65 5 - -
28 5 - - 66 5 - -
29 5 - - 67 3 - -
30 6 - - 68 5 - -
31 5 - - 69 6 - 6.5 Ayhik Atk /20.03.2007
32 Kirklareli Vize 6 - - 70 6 - -
33 Okgular 6 7 Aylik Atk 71 Buylﬁglﬁece 4 - ;
/14.04.2007 Hadimkoy
34 5 - - 72 4 - 8 Aylik Atik /07.03.2007
35 5 - - 73 3 - -
Tekirdag
36 > ) ) 74 Cerkezk('%y 4 ) )
37 Kirklareli Vize 7 - - 75 25 - 5 Aylik Atik /14.05.2007
38 Diizova 4 - -
(-) : negatif (-): negative

(+) : pozitif

(+): positive
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PCR

Incelenecek siit 6rnekleri 3000 rpm” de 15
dakika sogutmali santrifijde santrifiy edildi.
Ust stvi atildi, ¢okiintiye 100 ul DNA ve
RNA’siz FTS ¢klendi. Siispansiyon bir pipetle
steril DNA’s1z ependorf tiiplerine alindi.

Sit orneklerinden DNA  ekstraksiyonu ve
amplifikasyonu kitte belirtilen yoénteme gore
gergeklestirildi.

Elektroforetik Seperasyonu ve DNA’ nin
saptanmasi amaciyla DNA’s1 amplifiye edilmig
drinlerden 10 pl alinarak itizerlerine 2’er ul
yiikkleme soliisyonu eklendi. Bu karnigimlardan
10’ar ul agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
[k bosluga 6 ul DNA marker ve 2 ul yiikleme
soliisyonu, ikinci bogluga 10 ul pozitif kontrol,
tgiincti bosluga 10ul negatif kontrol ve diger
boslulara 6meklere ait amplifive DNA konuldu.
Elektroforez islemi 90 Voltta 45 dakika siireyle
gergeklestirildi. Islemin sonunda jel tanktan
almarak  hazirlanan  Ethidium  Bromide
soliisyonunda 45 dakika siireyle boyandi. DNA
bantlarinin olugumu U.V. transmilatér tizerinde
gozlendi.

Sonug¢larm Yorumlanmasi

Agaroz jel elektroforetik seperasyonun
sonucunda pozitif kontrolde spesif k bantin 460
pb molekiller agirliginda, negatif kontrolde
internal kontroliin 770 pb molekiiler agirliginda
olusumu gerekmektedir. Incelenen orneklerde
pozitiflik durumu 460 pb ve 770 pb’ lik bantlara
sahip olunmasit durumunda kabul edildi.
Negatiflik sadece 770 pb molekiiler agirliginda
internal  kontrol  bant olusumu  olarak
degerlendirildi.

Bulgular

Ekim vapilan Brucella selektif besiyerlerinin
acrobik ve mikroaerobik sartlarda 5-7 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda olusan kolonilerin
morfolojileri  stereo-mikroskopta  incelendi.
Smooth, seffaf, sebnem tanesi g&riiniimiinde
koloni morfolojisine sahip olan kolonilerden
Gram boyama yapildi. Gram negatif kokobasil
gorinimiinde olan koloniler siipheli olarak
kabul edildi. Incelenen 75 émegin 3% (13, 32
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ve 53 Nolu) Brucella spp. siipheli koloniler
olarak degerlendirildi.

Incelenen ii¢ izolatin oksidaz, katalaz ve
ureaz testlerinin pozitif oldugu belirlendi.
Siipheli ii¢ izolatin ikisinin (32 ve 53 nolu) % 7
CO,’li ortama gereksinim duyduklannin tespit
edildi. Diger izolatin (13 nolu) mikroaerobik ve
acrobik ortamm her ikisinde de redigi
belirlendi. H,S tiretimi, dort giinlikk inkiibasyon
suresi iginde bir izolatin (13 nolu) negatif
oldugu, iki izolatin (32 ve 53 nolu) 1. giiniin
sonunda pozitif reaksivon verdigi belirlendi.
Tiyonin varliginda iireme yoniinden dort giinlitk
inkiibasyon siiresi sonunda, 32 ve 53 nolu
izolatlarin her iki konsantrasyonda Tiyonin
igeren Brucella besiyerinde tiredigi, 13 nolu
izolatin {iremedigi belirlendi. Bazik Fuksin
iceren Brucella besiverlerine ekimleri yapilan
¢ izolatin her iki konsantrasyonda da uredigi
saptandi.

Sonug¢ olarak incelenen 75 siit 6émeginden
izole edilen 3 (%4) susun birinin B. melitensis
(13 nolu o6mege ait izolat), diger ikisinin B.
abortus (32 ve 53 nolu omeklere ait izolatlar)
oldugu belirlendi.

Antibiyotik igeren besiyerlerinde iireme
durumlan incelendiginde; iki adet B. abortus
izolatinin ve bir adet B. melitensis izolatinin as1
susu olmadig1 saptandi.

Kitle saglanan spesifik primerleri kullanarak
PCR ile incelenen 75 siit 6rneginin 17 sinin
pozitif oldugu saptandi.

B. abortus (32 ve 53 nolu omekler) ve B.
melitensis (13 nolu 6rek) izole edilen siitlerin
PCR’ da da pozitif oldugu belirlendi.
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N1 N2 6 5

Sekil 1. PCR sonuglar

Figure 1. Results of PCR

M- Marker.

P- Pozitif Kontrol

N 1 ve N 2 Negatif Kontrol
IN- Internal Kontrol

5 ve 6: Pozitif 6rnekler.

1,2, 3 ve 4: Negatif 6rnekler.

Tartisma ve Sonug

Onemli zoonozlardan biri olan Bruselloz” un
prevalanst ilkeler, iilke bazinda iller ve hatta
igletmeler arasinda farkliklar gostermektedir
(Aydin  ve ark.,, 1990; Corbel, 1997;
Demirézii ve ark., 1996; Erdogan ve ark.,
1993; Giiler ve ark., 2003; ilhan ve ark.,
1999). Miicadelede hastalik  odaklarinin
saptanmasi epidemiyolojik caligmalarda ve
eradikasyon programlarinda atilacak en énemli
adimlardan biri olarak bildirilmektedir (Alton
ve ark., 1988; Radostitis ve ark., 1994;
SANCO, 2001).

Tirkiye® de Bruselloz ile miicadele projesi
1984-2010 willarim kapsayan Tarim ve Orman

M: Marker

P: Positive Control

N1 and N2: Negative control
IN: Internal Control

5 and 6: Positive control
1,2,3 and 4: Negative control

Bakanligi tarafindan yapilmig, Tirkive bes
bolgeye ayrildigt bir aragtirmadir.

Bu projede 1989 wyilinda Bruselloz
prevalansinin  bolgelere  gore  degismekle
birlikte, % 0-10 arasinda oldugu bildirilmistir
(Iyisan ve ark., 2008). Erdogan ve ark.
(1993), 1989-1992 wyillart arasinda Trakya
bolgesinde sigir, koyun ve kegi atik
fetuslarindan ~ Brucella  spp. varhigm  ve
Bruselloz” un seroprevalansimi  aragtirdiklari
calismada, 97 sigir ve 154 koyun ve kegi
fetusundan sigirlarda % 13,4 oraninda B. abotus
koyun ve kegilerde % 20 oraninda B. melitensis
izole edilmis. Ayrica sigirlarda % 11, koyun ve
kegilerde 9% 16,13 oraninda seropozitiflik
saptanmigtir.
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Iyisan ve ark. (2008), Tiirkiye genelinde
Bruselloz seroprevalansinin sigirlarda % 1,43
oldugunu bildirmislerdir.

Demirdzii ve ark. (1996), Trakya yoresinde
Bruselloz® un seroprevalansini belirlemek igin
yaptiklann  ¢alismada, Istanbul, Tekirdag,
Kirklareli ve Edirne illerinde 6089 sigira ait kan
scrumunu RBPT ve KFT ile incelemisler,
seroprevalanst % 1,06 olarak saptamiglardir.

Tiiriitoglu ve ark. (2003), Burdur yoresinde
sigir  sitlerinde  Brucella spp. varligim1  ve
Brucella turlerine karst olusmus antikorlar
belirlemek amaciyla 101 sigira ait siit 6rnegini
toplamiglar. Sit o6rneklerinden etken izole
etmediklerini ancak MRT ile % 3 ve SAT’ la %
2,2 oraninda  pozitiflik saptadiklarim
bildirmiglerdir.

Bu caligmada Trakya yoresinde yetistirilen
75 sigira ait siit 6rneklerinde izolasyon orani %
4 olarak belirlenmigtir.

Sigir Bruselloz” unun primer etkeni B.
abortus’ tur, ayrica B. melitensis ve nadiren de
B. suis’ ten kaynaklanan infeksiyonlar da
gozlenmektedir (Arda ve ark.,1999; OIE
Manual, 2004; Qiunn ve ark., 1999;
Radostitis ve ark., 1994). Kec¢i ve koyun
Brusellozunun primer etkeni ise B. melitensis’
tir. Sigir, ke¢i ve koyunlarin bir arada
yetistirilmesi, B. abortus ve B. melitensis’ in
kendi primer konakgisi diginda diger hayvanlara
sacilmasina neden olmaktadir ( Corbel , 1997).

Bu g¢alismada bir sit o6meginden B.
melitensis izole edilmistir. Ciftlikte koyun ve
sigirlarin bir arada yetistirilmesi nedeniyle,
etkenin koyunlardan sigira bulastig
dusiiniilmiistiir.

Brucella turlerinin  belirlenmesinde  etken
izolasyonu ve PCR  kullanmldigi, etken
izolasyonunun “altin standart” bir yontem
olarak kabul edilmesine karsin, ¢ok zaman
almasi, laboratuvar ¢alisanlarina bulagma riski,
kontamine materyallerden izolasyon sansiin az
olmasi ve oOzel besiyerlerine gereksinim
duyulmast gibi  dezavantajlarinin  oldugu
bildirilmigtir (Bricher, 2002; Fekete ve ark.,
1992; Giiler ve ark., 2003; Hamdy ve Amin,
2002).

Ali. A. Abdelkareem, Serkan lkiz, Seyyal Ak

Brucella etkenlerinin izolasyonunun uzun
stirmesi, sutin digik mikrobiyal kalitesi
ve/veya Brucella selektif besiyerinin mantar
ctkenlerinin  gelismesini  Onlemede  yetersiz
kalmasindan kaynaklanan kaltiir
kontaminasyonlarinin, izolasyonda stk
karsilagilan sorunlardan biri oldugu
belirtilmistir (Kanani, 2007).

Bu c¢alismada sekiz sit  Orneginde
izolasyonda  mantar  kontaminasyonundan
kaynaklanan sorun vyasanmigtir. Kontamine
olmasi nedeniyle degerlendirilemeyen bu sekiz
omegin tgiinde PCR da Brucella spesifik
DNA’ s1 belirlenmistir.

PCR yonteminin hizli ve kesin sonug elde
edilmesi nedeniyle tercih edilmesinin yanisira,
malivetinin yitksek olmasi, 6zel laboratuvar ve
malzemeye  gercksinim  duyulmast  gibi
dezavantajlarinin oldugu bildirilmistir (Bricker
ve Halling, 1994; Hamdy ve Amin 2002;
Herman ve De Ridder, 1992; Leary ve ark.,
2006).

Giiler ve ark. (2003), vaptiklan
karsilagtirilmali bir ¢alismada, 126 koyuna ait
fetus omegini kiltir ve PCR yontemi ile
incelemigler, 39° ar omekte B. melitensis
izolasyonu ve PCR’ da da spesifik Brucella
DNA’ sini saptamiglardir. Saptanan 39 spesifik
Brucella DNA’ sma ait 6megin 38 inden
izolasyon yapildigi, izolasyon vapilmayan bir
stit oreginin PCR” mm pozitif oldugu, PCR™ 1
pozitif olan bir oOmekten de izolasyon
yaptlmadigini bildirmislerdir.

flhan ve ark. (2008), yaptiklari bir
caligmada kesime goétirilen 162 koyunda
izolasyon, PCR ve serolojik bulgu sonuglarini
karsilagtirmiglardir. Sonugta kandan iki, lenf
dokularmdan 28 B. melitensis izolasyonu, PCR’
da ise kanda 45, lenf dokusunda 47 pozitiflik
saptamiglar, 45 koyunun seropozitif oldugunu
belirlemislerdir. Aragtiricilar Brucella
etkenlerini saptamak i¢in PCR yonteminin daha
duyarlt oldugunu vurgulamislardir.

Romero ve ark. (1995), seropozitif olarak
belirlenen 56 inege ait sit Omeklerinde
izolasyon ile PCR yontemlerini
karsilagtirdiklart ~ bir  ¢alismada,  kiltiirde
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pozitiflik orant % 100, PCR’ da ise % 87,5
olarak belirlenmistir. Arastiricilar PCR’ da
pozitiflik oraninin daha disik olmasinin
nedeninin DNA amplifikasyonunu engelleyen
inhibitérlerin - neden  olabilecegi  gorisiine
varmiglardir. Giiler ve ark. (2003) da benzer
nedenlerden dolay: kiiltiirim PCR tekniginden
daha duyarli oldugunu vurgulamiglardir.

Hamdy ve ark. (2002), gegmisi Brucella
acisindan pozitif bilinen bir ¢iftlikteki 52 sigirm
sit omegini kiltir ve PCR yontemleriyle
incelemis, PCR’ da pouzitiflik oran1 % 55,
kiiltirde ise % 46 olarak saptamiglardir. PCR’
daki daha yuksek pozitiflik saptanmanin
nedeninin, bu yoéntem ile canli ve cansiz
bakterilerin  saptanabilmesinden ve ¢ok az
miktarda bakteriyi de saptayabilme
yeteneginden kaynaklanabilecegini
belirtmiglerdir. Gallien ve ark. (1998), ig
infekte sigirm i¢ organlarindan (Uterus, meme,
dalak, lenf diigimi, bobrek ve karaciger) PCR
ve bakteriyolojik inceleme yapmiglardir, PCR’
da 18 oOrnekte pozitif saptamiglardir. Pozitif
saptanan 18 organ ¢meginden 13° iinde etken
izolasyonu yapmiglar, sonugta PCR’> m
izolasyondan ~ daha  duyarh oldugunu
vurgulamiglardir.

PCR’ n izolasyondan daha duyarli oldugunu
vurgulayan Kanani (2007), 101 adet boganin
sperma Omeklerinin % 7,92° sinde etken
izolasyonu, % 18,8 inde PCR ile Brucella
spesifik DNA” s1 belirlemistir. Evangelista ve
ark. (2005), 27 seropozitif sigira ait kan ve siit
omeginde PCR, kiltir ve serolojik testleri
karsilagtirdiklart bir g¢aligmada, pozitif bulunan
27 6megin 17’sinde PCR ile Brucella spesifik
bantlar saptarken, 12° sinden B. abortus izole
etmislerdir.

Leal-Klavezas ve ark. (2000), vaptig1 bir
calismada sut orneklerinden PCR’ da % 64
oraninda pozitiflik saptarken ayni 6meklerden
etken izolasyonu yapamamiglardir.

Bu ¢alismada PCR ile 75 siit 6rneginden 17
(%22,6) ’sinde Brucella spesifik DNA
saptanmistir. Izolasyonun yapildigr ¢ siit
omeginde PCR’ da pozitif sonug vermistir.

Sonug olarak énemli zoonozlardan biri olan
Bruselloz” un Tirkive’ de duyarli hayvanlar

arasinda ve insanlarda olduk¢a yaygin
gorilmesi nedeniyle kontrol ve eradikasyonu ile
ilgili programlarin aksatilmadan ve dikkatlice
yuritiilmesi, bolgesel hastalik  oranlarinin
belirlenmesi  agisindan  benzeri  galigmalarin
belirli zaman araliklann ile tekrar edilmesi
gerekmektedir. Kisa siirede tani yapabilmek
amaciyla uygun laboratuvar kosullarinin
bulundugu ortamlarda PCR yonteminin siirevi
kisaltmas1 agisindan yararlt olacagli sonucuna
varilmisgtir,
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