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OZET

Bu calismada Bursa ili ve ¢evresindeki koyun ve sigir atiklarindan Brucella cinsi
bakterilerin izolasyon ve identifikasyonu yapilarak tiir ve biyotip diizeyinde etken
tammlanmas1 amaglandi. Yenisehir, inegol, Gonen, Mustafakemalpasa, Karacabey,
Iznik, Manyas, Susurluk ilgeleri ile Bursa merkezden alinan toplam 62 adet koyun ve
41 adet s181ra ait aborte fetus materyali degerlendirildi. izolasyon amaciyla Kanli
Agar ve Brucella Selektif Agar’a aborte fetiislerin abomasum icerigi ve i¢
organlarindan hazirlanan homojenatlar iokule edildi. Besiyerleri, 37° C’de, aerob ve
%5 CO, iceren etiivde 3- 8 giin inkiibe edildi. Siipheli kolonilerin poliklonal A+M
Brucella anti-serumlariyla agliitinasyon 6zellikleri incelendi. Agliitinasyon gosteren
izolatlar Brucella spp. yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. 23 adet ( % 37.09)
koyun ve 8 adet ( % 19.5) de sigirlardan olmak iizere toplam 31 adet (%30) izolat
Brucella spp. olarak tanimlandi. Izolatlarin biyotip diizeyinde identifikasyonlar
amaciyla akriflavin reaksiyonu, karbondioksit ( CO, ) gereksinimi, hidrojen siilfiir
(H,S) olusturma 6zelligi, fajlarla lizis, boya ve antibiyotik iceren besiyerlerinde iireme
durumu ile A ve M monospesifik anti-serumlarla agliitinasyon 6zellikleri incelendi.
Koyun izolatlarindan 5 adet ( % 21.73) B. melitensis biyotip 1, 1 adet (% 4.34) B.
melitensis biyotip 2 ve 16 adet ( % 69.56) B. melitensis biyotip 3 identifiye edilirken,
bir adet izolat H; S iiretimi nedeniyle atipik B. melitensis olarak degerlendirildi.
Sigirlardan elde edilen 8 adet Brucella spp. izolatinin 7 adedi (% 87.5) B. abortus
biyotip 3 ve 1 adedi (% 12.5) de B. melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi. Buna
gore Bursa ve cevresinde koyunlarda B. melitensis biyotip 3 ve sigirlarda da B. abortus
biyotip 3 ‘iin predominant oldugu tespit edildi. izolatlarin hicbirinin B. melitensis
Revl veya B. abortus S19 as1 susu olmadigi ve bolgede asilamadan kaynaklanan atik

olgularinin bulunmadig belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Brucella spp, sigir, koyun, abortus, biyotiplendirme.
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SUMMARY

ISOLATION OF BRUCELLA SPP. FROM CATTLE AND SHEEP
ABORTIONS IN TURKEY

The aim of this study was to isolate Brucella and identfy species and biovars from
aborted fetuses of cattle and sheep in Bursa province. Sixty two sheep and 41 cattle
aborted fetuses were evaluated for this purpose. Abomasum content and homogenates
from internal organs of the aborted fetuses were inoculated into Blood Agar and
Brucella Selective Agar and incubated at 37 °C, in an aerobic environment and 5 %
CO; content in incubator, for 3- 8 days. Agglutination properties of suspect colonies
(with A+M Brucella polyclonal antisera) were examined. Isolates showing
agglutination properties were considered to be an Brucella spp. A total of 31 Brucella
spp., of which 23 ( 37.09 %) are of ovine and 8 ( 19.5 %) of bovine origin was
isolated. For the purpose of biovar identification of the isolates acriflavin reaction,
CO; requirement, H,S production, lysis by phages, growth on dyes, agglutination in
A+M polyclonal antisera were used. Out of ovine isolates, five (21.73 %), one (4.34
%), and sixteen (69.56 %) were identified as B. melitensis biovar 1, biovar 2, and
biovar 3, respectively. However, one isolate showing H;, S positive was diagnosed as
atypical B. melitensis. Seven (87.5 %) of 8 bovine isolates were identified as B.
abortus biovar 3 and one (12. 5 %) was B. melitensis biovar 3. According to the
findings, B. melitensis biovar 3 in sheep and B. abortus biovar 3 in cattle were found to
be the predominant biovars. The isolates were neither B. melitensis Rev 1 nor B.
abortus S19 and no abortus case due to Brucella vaccination was observed in the

region.

Key Words: Brucella spp., cattle, sheep, abortus, biotyping.
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GIRIS

Brucellosis, insan ve hayvan sagligi acisindan, Akdeniz Zoonoz Kontrol Programi
(MZCP)’na bagh iilkelerin cogunlugunda saglik ve sosyo-ekonomik etkileri yoniinden hala
onde gelen zoonozlardan biri olmaya devam etmektedir (1, 2). Hastalik hayvanlarda
abortuslar, siit verimi kaybi, damizlik degeri kaybu, infertilite, veteriner ve asilama
masraflart nedeniyle hayvansal liretimde kayiplara neden olurken, infekte hayvanlarla
direkt temas veya kontamine siit ve siit iiriinlerinin tiikketimiyle de onemli bir halk sagligi
problemi olusturmaktadir. Ayrica hastalik hayvan ve hayvan iiriinlerinin ticaretine engel
teskil etmekte ve 6zellikle cogunlugu kirsal kesimde bulunan ve kisith imkanlara sahip bir
sektorii temsil eden hayvan yetistiricilerinin sosyo-ekonomik gelismesini etkilemektedir.
Halk arasinda Peynir Hastalig1 olarak da bilinen infeksiyonun insanlara bulagmasi ve
yayginlig1 yerel yemek aligkanliklarina, siit ve siit mamiillerini isleme yontemlerine, sosyal
orf ve adetlere bagh olarak degiskenlik gosterir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine
gore insanlarda diinya genelinde her y1l 500.000, Avrupa’da ise 10.000- 20.000 Brucellosis
vakasina rastlanilmaktadir (3). Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de insanlarda
Brucellosis hastaligina siklikla rastlanilmaktadir. Kose ve arkadaglar1 (4) tarafindan
yapilan bir ¢calismada Izmir bolgesindeki hastalarin kanindan izole edilen 11 adet Brucella
spp. susu biyotiplendirilmis ve bunun sonucunda 10 adedinin Brucella melitensis biyotip 3
ve 1 adet susun ise B. melitensis biyotip 1 oldugu belirlenmistir. Bursa bolgesinde yapilan
bagka bir ¢alismada insanlardan alinan 58 adet Brucella spp. izolatinin tiimiiniin
B.melitensis oldugu saptanmustir (5). Insanlarda brucellosisin 6nlenmesi, hastaligin
hayvanlarda kontrol ve eradikasyonuna baglidir (6).

Brucellosis’in 6nlenmesi ve kontrol stratejisi, infeksiyonun patogenezisi ve
epidemiyolojisine dayanmaktadir. Kuzey Avrupa, Kanada, Avustralya ve Yeni Zelanda’
da yillar siiren yogun ¢abalarla hayvanlarda brucellosis eradike edilmistir. Buna karsin
hastalik Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Bat1 Asya’nin gelismekte olan iilkelerinde Afrika ve
Latin Amerika’da insan ve hayvanlarda yayginligim siirdiirmektedir (3). Koyunlarda
brucellosis infeksiyonuna diinyanin pek cok bolgesinde rastlanmaktadir. Benkirane (7),
koyun ve kec¢i brucellosisinin diinyadaki durumunu degerlendirmis ve etkenin, Okyanusya
disinda biitiin kitalarda yaygin oldugunu belirtmistir. Giiney Afrika iilkelerinden Etyopya
ve Kenya’dan hastalik bildirilmistir. Asya’da ise hastalik Hindistan, Pakistan,



Banglades’te endemik olmasina karsin Giiney Bati1 Asya’da yer alan Malezya ve Tayland’
da sporadik olarak goriilmektedir. Mogolistan ile eski Sovyetler Birligi iilkelerinde
infeksiyon endemik seyretmektedir. Latin Amerika iilkelerinden Meksika, Peru ve
Arjantin’de koyun ve keci brucellosisi bulunmakla beraber bildirilen rapor sayist azdir (7,
8). Avrupa’da ise Belcika, Danimarka, Finlandiya, Almanya, Irlanda, Liiksemburg,
Hollanda, Ingiltere ve Isvec hastaliktan ari durumdadir (7, 9, 10). Bunun yaninda Fransa,
Italya, Ispanya, Portekiz ve Yunanistan’da eradikasyon amaciyla yapilan ¢alismalara
ragmen basarili olunamamistir. Hastalik Bat1 Asya ve Giiney Afrika’da endemik
seyretmektedir. Tunus, Liibnan, Misir, Urdiin, Irak, Filistin, Tiirkiye, Iran, Suudi
Arabistan, Kuveyt ve Umman’da serolojik ve bakteriyolojik ¢aligmalarla etkenin koyun ve
kecilerdeki yayginlig1 tespit edilmistir. Buna gore Akdeniz ve Arap iilkelerinde B.
melitensis biyotip 3 yaygin iken, Orta Dogu’da biyotip 1 ve 2’nin predominant oldugu
belirtilmistir (6- 8).

Sigirlarda brucellosis’in etkeni olan B. abortus ise tiim diinyada yayginligini
siirdiirmektedir. Avrupa’da Fransa, Italya, Yunanistan, Polonya, Portekiz ve Irlanda’da
etkene rastlanilmakla beraber, Almanya, Finlandiya, Liikksemburg, Isveg, Hollanda ve
Ingiltere’de hastalik goriilmemektedir (6, 9). Giineybat1 Asya’da yer alan Sri Lanka,
Tayland, Malezya’da sigirlarda brucellosis goriilmektedir. Mogolistan, Kore, Kuveyt ve
Tiirkiye’de ise hastalik endemik seyretmektedir (6). Cin, Banglades, Hindistan’da hastalik
goriilmektedir. Orta Dogu’da ise Afganistan, Irak ve Iran da hastalik bulunmasina ragmen
Israil’de bildirilmemistir. Amerika kitasinda siir brucellosisi endemik seyreder ve
Kanada disinda hemen her iilkeyi etkilemektedir. Okyanusya’da, Avusturalya ve Yeni
Zelanda B. abortus’ tan ari bolgelerdir (3, 6).

Ulkemizde sigir ve koyunlarda en énemli atik etkeni olan Brucella spp. serolojik
olarak bir¢ok caligmada tespit edilmis ve endemik oldugu verilerle saptanmistir (11- 14).
Iyisan ve arkadaslar1 (15) tarafindan Tiirkiye genelinde yapilan son serosurvey
calismasinda Brucellosis prevalansi sigirlarda % 1.43 ve koyunlarda %1.97 olarak tespit
edilmistir. Unver ve arkadaslar1 (16) tarafindan, Kars Bolgesinde molekiiler diizeyde
yapilan bir ¢calismada 62 adet atik sigir fetusu polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
( RAPD-PCR) teknigi ile incelenmis ve 37 adedinden ( %59. 7) Brucella spp. izole
edilmistir. 37 adet 6rnegin 32 adedine yapilan PCR sonucunda 27 adedinin pozitiflik
gosterdigi saptanmistir. Bir bagka calismada ise Kars bolgesinde 37 adet atik koyun
fetusundan elde edilen B. melitensis izolatlarinin IS711 geni kullanilarak molekiiler

karakterizasyonunu yapilmig, bunun sonucunda izolatlarin 14’tiniin B. melitensis olarak



tanimlannmustir (17). Tlhan ve arkadaslar1 (18), Van Bolgesinde atik yapmis koyunlarin siit
ve aborte fetus mide iceriginde B. melitensis’ in varligim bakteriyolojik yontemler ve PCR
ile aragtirmistir. Bu amagla 102 adet siit ve 135 adet atik fetus 6rnegi calisilmistir.
Aragtirma sonucunda siitlerin 8 (%7. 8)’ inden, mide igeriklerin ise 26 (%19. 2)’ sindan B.
melitensis biyotip 3 izole etmislerdir.

Ulkemizde de en 6nemli zoonozlardan biri olan Brucellosis’in siirii ve bolge bazinda
epidemiyolojik verilerinin izlenmesi, hastaligin proflaksisinde biiyiik bir 5Gnem
tasimaktadir. Buna karsin tilkemizde Brucella spp.’nin varligina ve ozellikle
biyotiplendirilmesine yonelik calismalar sinirlidir. Calismamizda Bursa ve gevresinde
sigir ve koyunlardan elde edilen aborte fetuslardan, Brucella spp.’nin prevalansi ve biyovar
dagiliminin belirlenmesi amag¢lanmistir. Etkenin, bakteriyolojik izolasyonu ve
identifikasyonu halen Gold Standard yontem olarak kabul edilmektedir (19).
Calismamizda, izolasyon ve biyotiplendirme amaciyla bakteriyolojik yontemler
kullanmilmistir. Bolgemizdeki sigir ve koyun atiklarinda Brucellosis’in payinin ortaya
cikarilmasi, etkenin biyotip dagiliminin belirlenmesi ve asi suslarinin abortus olgulari ile
iliskisinin tanimlanmasi, Brucellosis’in eradikasyon calismalarinda 6nemlidir. Ayrica bazi
biyotiplerin zamanla kaybolmasi, yeni varyantlarin ve atipik suslarin ortaya ¢ikmasi
yoniinden Brucella tiir ve biyotiplerinin periyodik olarak saptanmasi gerekmektedir. Bu
yoniiyle ¢calismamiz iilke ¢capinda olusturulmasi planlanan Brucella spp. biyotip haritasina

veri kaynag niteligindedir.



GENEL BIiLGILER

Brucellosis; si1g1r, koyun, ke¢i, domuz, gibi evcil hayvanlar ile deniz memelileri, ren
geyikleri ve sincaplara kadar de§isen hayvan tiirlerinde 6zellikle testis, meme, uterus gibi
genital organlara yerleserek yavru atmalara ve infertilitelere neden olan kronik, bulasici ve
nekrotik 0zellikte zoonoz bir hastaliktir (20- 25). Hastalik yavru atma, siit verimi kaybi,
damizlik degeri kaybu, infertilite, veteriner hekimlik ve asilama giderleri nedeniyle
hayvansal iiretimde kayiplara neden olurken, infekte hayvanlarla dogrudan temas,
infeksiy6z aerosollerin inhalasyonu ve 6zellikle kontamine siit ve siit {iriinlerinin
tiketimiyle de 6nemli bir halk saglig1 problemi olusturmaktadir.

[lk olarak Hipokrat tarafindan benzer semptomlarla tanimlanan hastalik, modern ¢agda
ilk kez Sir David Bruce tarafindan Malta adasinda, dalgal seyirli ates gosteren bir Ingiliz
askerinin dalagindan izole edilmistir. Etken “Microcoocus melitensis” olarak
adlandirilmistir (26, 27). Capasso (28), Roma imparatorlugu doneminden beri siiregeldigi
tahmin edilen bu hastaliga iligkin lezyonlari, ayn1 donemden kalma insan iskeletinde
saptamis ve ayrica elektron mikroskop yardimiyla fosillesmis peynirde bulunan Brucella
ile morfolojik yapis1 benzeyen kokoid yapidaki mikroorganizmalar1 tantmlamistir (29).
Ulkemizde etken ilk olarak Kural ve Akalm tarafindan 1915°de bir askerden izole
edilmistir. ilk izolasyon ¢alismalari ise sigirlarda 1931 yilinda Berke tarafindan,
koyunlarda ise 1944 yilinda Aktan ve Koyoglu tarafindan yiiriitiilmiistiir. 1k olarak
serolojik tan1 1943 yilinda Golem tarafindan yapilmstir (20).

Brucellosis, insan ve hayvanlarda Brucella genusunun iiyelerinden, birbirine benzer
ozellikte hastalik olusturan etkenlerin tiimiinii kapsayan bir terim olmasi nedeniyle Malta
atesi, Akdeniz atesi, dalgali humma, Bang’s hastalig1 gibi bolgesel olan, ¢esitli
semptomlar1 igeren ve hayvan hastaligi olan diger adlandirmalarin yerini almistir (20- 29).
Evans’dan beri ¢alisilan ve bu hastaliklarin hepsiyle iliskide olan bakterilerin
siniflandirilmas1 Meyer ve Shaw (30) tarafindan 1920 yilinda yapilmistir. Dokuz y1l sonra
Huddleson (31), etkeni domuzlardan izole ederek yeni bir tiir olan Brucella suis’i
tanimlanmistir. Buddle (32) 1956’da Brucella ovis’i tanimlayana kadar genus stabil olarak
kalmis ve bunu izleyen yillarda Stoenner ve Lackman (33) ¢6l faresinde (Neotomae lepida)

Brucella neotomae’ y1 tanimlamiglardir. Carmichael ve Bruner (34) 1968’de Brucella



canis’i bulmuglardir. Bu alt1 tiir genellikle klasik tiirler olarak refere edilmistir ancak
taksonomik yeri tartismali olan deniz memelisi izolatlarinin da bu listeye eklenmesi
gerektigi vurgulanmaktadir (35- 37).

Giiniimiize degin, Brucella genusu icerisinde alti tiir tammlanmistir: B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. ovis, B. canis ve B. neotomae. Bu siniflandirmada daha ¢ok etkenin
patojenitesi ve sirastyla koyun ve kegi, sigir, domuz, kog, kopek ve ¢ol faresi olmak iizere
konak¢1 duyarlilig1 baz alinmaktadir (38). Uc onemli tiir olan B. melitensis, B. abortus ve
B.suis konakgilarinda abortus ve infertiliteye neden olurken, ayn1 zamanda biiyiik oranda
ekonomik kayba da neden olmaktadirlar. B. ovis ve B. canis sirastyla koglarda ve
kopeklerde epididimitis ile karakterizedir. B. neotomae ile ilgili tek sus ¢ol farelerinden
rapor edilmigtir. 1990’lardan giiniimiize ay1 baligi, yunus, balina gibi pek ¢ok farkli deniz
memelilerinden cesitli Brucella suslar izole edilmektedir. (35- 37, 39- 44). Deniz
memelilerinden alinan Brucella izolatlari, fenotipik ve molekiiler karakteristikleri
acisindan daha onceki alt1 Brucella tiirtinden farklidir (37, 41, 45- 49). Konak¢1 secimi ve
molekiiler yapilar1 dikkate alinarak yapilan arastirma sonuglarina gore yiizge¢ ayaklilar ve
deniz memelilerinden B. pinnipedia ve B. cetaceae olmak iizere iki yeni Brucella izolati
elde edilmis ve bu yent tiirlerin Brucella genusu i¢ine girmeleri onerilmistir (37, 47).

Brucella genusu, filogenetik olarak Rhizobiaceae grubu bakterileri icerisinde yer
almaktadir (50). DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda, simdiye kadar bilinen
alt1 Brucella susu ile (51- 54) son zamanlarda izole edilen deniz memelisi tiirlerinin
arasinda da % 90’1n lizerinde homoloji oldugunu belirlenmistir (47). Bu nedenle Brucella
genusunun tek bir tiir olan B. melitensis olarak anilmasi ve diger tiirlerin de onun
biyovarlari olarak diisiiniilmesi onerilmektedir (53, 54). Patogenezi ve her bir tiiriin
konakci se¢cim Ozelligine uygun olarak, Brucella genusu alti tiir icerisinde
siniflandirilmaktadir. Alt1 Brucella tiiriinii ayirt eden dis membran proteinleri ve bunlarin
biyovarlarinin bir kismi Viscanio (55) tarafindan tanimlanmistir. Genomun molekiiler
agirhigr 2.37 x10° dalton ve G+C orani % 58- 59 olarak saptanmustir (6).

Brucella’nin diger bakterilerle olan filogenetik iliskisi rRNA sekans analizi ile
aciklanmistir. Opportunistik infeksiyonlardan sorumlu ¢evresel bakteri olan
‘Orchobactrum anthropi’, bilinen en yakin tiirdiir (57). Coklu replikonlara sahip a-2-
Proteobacterium’ lardan Agrobacterium, Phyllobacterium ve Rhizobium ayni1 grupta
olmalarina karsin, Brucella ile daha az yakinlik gostermektedirler. Bartonella grubu ise
Brucella ile rRNA bazinda affinite gosterirken, DNA bazinda benzerlik gostermemektedir

(58). Diger benzerlikler, hiicre membraninda lipid kompozisyonu ve hiicre i¢i gelisim ile



iligkilidir. Genusun lipid kompozisyonu konusunda yapilan ¢alismalarda Thiele ve
arkadaslar1 (59) tarafindan etkenin bitki patojenleri veya embosimbiyostlarla yakin iliskide
olabilecegi ortaya konulmustur. Etkenin doku tropizmi, virulensi ile eritritol arasindaki
iligkisi 1965’de Keppie ve Smith (60) tarafindan tanimlanmistir. Elberg grubu (61)
tarafindan Brucella’nin demir metabolizmasi tartistlmistir. Smith, B. abortus’un
trofobalastlara intraseliiler lokalizasyon karakteristigini son yiizyilin basinda
gozlemlemesine ragmen, Brucella’ nin intraseliiler varligina iligkin bulgular ancak son
yillarda agiklanabilmistir (52).

Verger ve arkadaslar1 (53) tarafindan yiiksek diizeyde DNA homolojisi gdsteren
Brucella’ larin monospesifik bir genus oldugu ve tiim tiplerinin B. melitensis’ in
biyovarlari oldugu one siiriilmiigse de, genusun eski siniflandirmasi (B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis ve B. canis) giinimiizde gecerliligini korumaktadir.
[k dort tiir smooth formda iken, B. ovis ve B. canis’in yanlizca rough formu goriilmiistiir.
B. melitensis i¢in 3 (1- 3), B. abortus i¢in 7 (1- 6 ve 9) ve B. suis i¢in 5 (1- 5) tane biyovar
belirlenmistir (19).

Pulsed Field Gel Elektroforez ( PFGE) kullanimi, Brucella genusunu icindeki
cesitliligin belirlenmesinde yol gosterici olmustur. Allerdet-Servent ve arkadaslari (62)
1988’de tiim DNA “in Xbal ile kesilmesiyle, PFGE sonrasinda 5 farkli fragment deseni
oldugunu ortaya koymuslar ve 5 Brucella tiiriiniin her birini test etmis ( B. neotomae bu
calismaya dahil edilmemistir) ancak bu yontemle biyovarlar1 birbirinden ayiramamiglardir.
Tiplendirme amaciyla tiim genoma uygulandiginda; restriksiyon endoniikleaz analizinin
basarisiz oldugu (63), ancak restriksiyon analizi sonrasinda se¢ilmis sekanslarin PCR ile
amplifikasyonunun, omp2, dnaK, htr ve ery genlerindeki polimorfizm varligini
belirleyebildigi goriilmiistiir (64, 65). Dis membran proteini (Outer Membrane Protein-
OMP) omp?2 geninin, biyovarlarin ayriminda kullanilan ve tiplendirme yontemlerinden biri
olan boya duyarliligin1 belirledigi ve bu nedenle taksonomik ag¢idan 6nemli oldugu
bildirilmektedir (66). Yakin iliskili omp2a ve omp2b genlerinin Brucella spp.’nin 36
kd’Iik major dig membran proteinini kodladigi, Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP) sablonlarina iliskin ¢alismalarla belirlenmis ve alt1 Brucella
tiirliniin tip suslarinin bu yontemle ayirabilecegi bulunmustur (62). Son yillarda Cloecart
ve arkadagslar1 (67), daha fazla sayida restriksiyon enzimi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) kullanarak Brucella tiirlerini
belirlemis ve Brucella’nin 25 kDa’luk major OMP’ini kodlayan omp25, omp2a ve omp2b

genleri i¢in sus spesifik marker gelistirmislerdir (68, 69). B. melitensis’de dis membran



proteinini kodlayan Omp31 geni ile de, Brucella iiyelerinin ayiriminin saglanabildigi
bildirilmistir. PCR-RFLP desenleri ve Southern Blot Hibridizasyon kombinasyonu
kullanilarak, B. suis biyovar 1, 3, 4, 5 ile karisabilme olasilig1 olan B. neotomae disindaki
tiirler de bu yontemle ayrilabilmektedir (70). B. abortus S19 susunun ‘ery’ geninde 7. 2
kb’lik delesyon bulunmaktadir. Susun erithritol sensitivitesi ve attenuasyonundaki en
onemli faktoriin bu 6zellik oldugu bildirilmistir (65). B. melitensis’deki dnaK geninin
EcoRV ile iki fragmana ayrildigi bildirilmis ve bunun disindaki biitiin Brucella tiirlerinin
tek fragman olusturdugu belirlenmistir. B. melitensis 16 M’in, Pacl, Xol, Spel ve Xbal
fragmanlarinin Southern Blot Hibridizasyonuyla restriksiyon haritasi ¢ikarilmis ve 2100 ve
1150 kb’lik iki replikon varligt belirlenmistir (69). Bagska bir ¢alismada ise 3100 kb
biiytikliiglinde tek replikon igceren B. suis biyovar 3 disinda diger alt1 Brucella tiirii ve
biyovarlarinda 2 adet replikon bulunmustur. Bu iki replikonun, bakterinin yagamsal onemi
olan genlerini igerdigi tespit edilmis olup bir megaplasmid ve bir kromozom olarak
degerlendirilmemis, bunun yerine iki bagimsiz kromozom olduklar diistiniilmiistiir. Yine
ayni arastiricilar tarafindan alt1 adet referens susta kromozomlarin varligr arastirilmigtir
(71). Arastirmalar sonucunda Brucella genomunun 2. 1 ve 1. 5 mbp’lik iki adet kromozom
icerdigi belirlenmistir. Her replikonun yasamsal dnemdeki metabolik ve replikatif
fonksiyonlar1 oldugu, bu nedenle bu parcalarin plazmidden ¢ok, kromozom olduklari
sonucuna varilmistir (72, 73). Brucella’da dogal plazmidler saptanmamaistir, buna ragmen
elektroporasyon ve konjugatif transfer sonrasi genis konake¢i plazmidleri ile
transformasyon sekillenmektedir (73). B. melitensis 16 M fiziksel haritasiyla
karsilastirlldiginda 6zellikle kiiciik kromozom igerisinde olmak iizere, suslar arasinda
farkliliklar bulundugu belirtilmistir. Brucella spp’nin 1- 34 kb arasinda kii¢iik insersiyon
ve delesyonlar i¢erdigi ve bu durumun Brucella’nin konakgilara adaptasyonunda onem
tasidigl vurgulanmaktadir. B. ovis’e spesifik 21 kb’lik bir fragman ile B. abortus 544’tin
kiigtik kromozomunda 640 kb’lik bir farklilik oldugu saptanmis, 640 kb’lik farklilik B.
abortus biyovar 1- 2- 3 ve 4 ‘de belirlenmesine ragmen diger biyovarlarda bulunmadig1
belirtilmistir. Bununla birlikte B. abortus’ taki inversiyon, etkenin ilk dort biyovarinin
tiremesinde karbondioksite gereksinimi olmasi ile agiklanmistir (69). Deniz memeli
izolatlar ile alt1 klasik Brucella susunun genomik DNA’lar1 Xbal ile kesilerek PFGE
profilleri elde edilmistir (74).

Brucella’lar kokobasil veya kisa comakgiklar olup 0. 6- 1. 5 um uzunlukta ve 0. 5- 0.
7um genisliktedirler. Brucella morfolojisi eski kiiltiirler disinda oldukca kalic1 6zellik

gosterir, eski kiiltiirlerde pleomorfik formlar olusturabilirler. Brucella’ lar hareketsizdir,



spor, flagella, pilus ve gercek kapsiil olusturmazlar. Gram negatiftirler ve genellikle
boyanmada bipolarite gostermezler. Gergekte asit-fast degildirler, ancak zayif asitlerle
dekolorasyona direnclidirler. Bu durum Brucellosis’in mikroskobik tanisinda kullanilan
Stamp boyamada etkenin hiicreler icinde kirmizi renkli goriinmesine yol acar. Etkenin
tiremesi icin optimum pH, 6.6 ile 7.4 arasinda olup en uygun pH’in 6.8 oldugu
belirtilmistir. Brucella spp. i¢in optimum tireme 1s1s1; 36- 38 °C’ olmasina ragmen, ¢ogu
sus 20- 40 °C arasinda iireyebilmektedir. Brucella spp. aerobik olmakla birlikte, 6zellikle
ilk izolasyonda baz1 suslarin gelisimleri i¢in %5- 10 CO, iceren atmosfere gereksinim
duymaktadirlar. B.melitensis siradan bir kati kiiltirde CO, ve serum gerektirmeksizin 37 °©
C’de aerobik kosullarda izole edilmektedir. B. abortus’un ise ilk dort biyovari ve B. ovis
karbondiokside gereksinim gosterirler. Bu 6zelligin ilk izolasyonda degerlendirilmesi
onemlidir aksi halde biyovarlarin kisa siirede karbondioksitten bagimsiz muttant
gelistirmeleri olasidir. Brucella’lar; biotin, thiamin ve nikotinamide de gereksinim
duymaktadirlar. Gelisimleri serum veya kanla artmakta, haemin (V faktorii) ve nikotinamid
—adenin- diniikleotid ( X-faktorii) gerekli olmamaktadir. Cogu Brucella susu, safra tuzlari,
telliirit veya selenit iceren besiyerlerinde inhibe olmaktadir (19). Etkenin iiretilmesinde
kullanilan besiyerleri cesitlidir (8, 19, 21, 22, 75). Saha orneklerinden ¢ok fazla sayida
kontaminant iiremesi nedeniyle izolasyon amaciyla selektif besiyeri tercih edilmektedir.
Farrell’s besiyeri (76) sigirlarda B. abortus’un izolasyonu i¢in gelistirilmis olmakla
birlikte, B. melitensis’in izolasyonunda da tercih edilebilecegi bildirilmistir (19). Ancak
nalidixic acid ve bacitracin’in B. melitensis’in bazi suslarinda inhibitor etki yaratabilecegi
bilinmektedir (77). Bu nedenle, dogal infekte koyunlarda Farrell’s besiyerinin
sensitivitesi, ondan daha az selektif oldugu saptanan Thayer- Martin’s modifiye
besiyerinden daha diisiik olabilmektedir (78). Izolasyon sansini arttirmak amaciyla,
etkenin Ozellikle ilk izolasyonunda Serum Dekstroz Agar, Albimi Brucella Agar veya
Kanli Agar kullanilmalidir (19). Farrell’s ve Modifiye Thayer-Martin’s besiyerinin
beraber kullanimiyla da bakteriyolojik taninin sensitivitesinin dnemli dl¢iide yiikseldigi
bildirilmistir (77). Hornsby ve arkadaslar1 (79) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Rifampin
Brucella Medium ( RBM), Malasit Green Brucella Medium (MGB) ile % 5 s18ir serumu
katilmis Tyrptose Agar’in kombinasyonunun B. abortus RB51 as1 susundan kaynaklanan
infeksiyonlar1 ayirabildigi bildirilmistir.

S1v1 besiyerinde gelisim, kuvvetlice karistirilmadi siirece genellikle zayif olmaktadir.
Notral pH saglanarak, siirekli ve giiclii aecrasyon ile Oniine geg¢ilebilse de statik siv1

besiyerinde Brucella spp.’nin gelisimi, smooth fazdaki kiiltiirlerin dissosiyasyonu ile



sonuc¢lanmaktadir (19). Yar1 kat1 besiyerinde, karbondioksit bagimsiz Brucella suslart
yiizeyin altindan tabanin birka¢ mm. iizerine dogru uniform bir turbidite olustururlarken,
karbondioksit bagimli suslar, besiyerinin yiizeyinden birka¢ milimetre asagida bir disk
olusturarak gelisim gostermektedirler (80). Uygun kat1 besiyerinde Brucella kolonileri 2
giinliik inkiibasyon sonrasinda goriilebilir duruma gelmektedirler. Koloniler maksimum
biiytikliige 5- 7 giin i¢cinde erisirler ve bu siire sonunda 1- 2 mm capta, smooth, saydam ve
bal rengi konveks Brucella kolonileri olusur. Kolonilere iistten bakildiginda konveks olup,
parlak beyaz goriiniirler. Daha sonra koloniler genislemekte ve daha koyu hale
gelmektedirler (23). Smooth (S) Brucella spp. kiiltiirleri, 6zellikle B. melitensis kiiltiirii,
subkiiltiirlerinde rough (R) formuna veya kimi zamanda mukoid (M) formuna dissosiye
olmaya egilimlidirler. Sonrasinda koloniler daha az saydam, daha fazla granuler, donuk
yiizeyli (R) veya yapiskan tekstiirde (M), yansiyan 1s1kta mat beyazdan kahverengiye
dogru degisen koloni rengi olusturmaktadirlar. S, R ve M formlar1 arasinda dissosiye
olmus kiiltiirlerde intermediate formlar sekillenmektedir. Koloni morfolojisinde, genelde
virulensdeki degisiklikler, serolojik 6zellikleri ve faj sensitivitesine bagl olarak degisimler
goriilebilmektedir (80).

Brucella spp.’nin metabolizmasi oksidatif olup, kiiltiirleri karbonhidrat i¢ceren
besiyerinde asitlesme 0zelligi gostermemektedir. Brucella spp. katalaz ve genellikle
oksidaz pozitif 6zellikte olup, B. ovis ve B. canis disindakiler nitrati nitrite
indirgemektedirler. B. melitensis, H,S iiretmemektedir, buna karsin B. abortus H,S
pozitiftir. Ureaz aktivitesi hizlidan yavasa dogru degisebilmektedir. Triptofandan indol
tiretimi ve glukozdan asetil metil karbinol iiretimi olmamaktadir (8, 19, 23, 75).

Tiim smooth Brucella suslari poliklonal antiserumlarla agliitinasyon testlerinde
birbirleriyle tam bir kros reaksiyon gostermelerine karsin non-smooth varyantlarla kros
reaksiyon olusturmamaktadirlar. Non-smooth kolonilerle kros reaksiyonlar absorbe
edilmemis anti-R serumu kullanilarak agliitinasyon testleriyle gosterilebilmektedir.
Lipopolisakkaritler (LPS), uygun koloni fazinda agliitinasyonla iligkili biiyiik ylizey
antijenleri barindirmaktadirlar. Smooth lipopolisakkarit ( S-LPS) molekiilleri ile smooth
Brucella suslar1 arasinda farkli oranlarda dagilimlar gosteren A ve M antijenlerini
icermektedirler. Monospesifik A ve M antiserumunun kullanimiyla, tiirlerin biyotiplerinin
ayrimi 6nem tagimaktadir (19).

Smooth Brucella suslari ile E.coli O:116, O:157, Kaufmann-White’in Salmonella
grubu N (0:30), Pseudomonas multophilia, Vibrio cholera ve 6zellikle Yersinia

enterocolitica O: 9 gibi ¢esitli Gram negatif bakteriler arasinda serolojik olarak kros
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reaksiyonlar oldugu bilinmektedir. Bu organizmalar, tan1 testlerinde Brucella spp’nin S-
LPS antijenleriyle kros reaksiyon vererek yanlis pozitiviteye neden olmaktadirlar (21, 23).

Brucella familyas1 tarafindan litik olarak kirktan fazla Brucella faji tanémmlanmistir.
Tiim fajlar Brucella genusu icin spesifik olup, diger bakteriler icin de aktif olup olmadigi
bildirilmemistir. Brucella fajlar ile lizisin, Brucella spp.’nin identifikasyonununda ve
genus diizeyinde ayriminda kullanigl bir test oldugu bildirilmistir. Brucella
tiplendirilmesinde siklikla kullanilan fajlar; Thbilisi (76), Weybridge (Wb), 1zatnagar,, (Iz;)
ve R/C’ dir. Ilk ii¢ faj, smooth Brucella suslariin ayriminda da kullanilmaktadir. R/C ise
B. ovis ve B. canis igin litik ozelliktedir (19, 21- 23).

Biyotipler arasinda farklilik gostermesine ragmen, tiyonin ve bazik fuksin (20pg/ml)
boyalarina kars1 duyarlilik, Brucella spp.’nin rutin tiplendirme testlerinden biridir. B.
melitensis ve B. abortus, her iki boyanin da varliginda gelisebilmektedir (19, 21).

[k izolasyonda, Brucella genusu in vitro olarak genellikle gentamicin, tetracycline ve
rifampicine’e duyarlidir. Cogu suslar ampicillin, chloramphenicol, cotrimoxazole,
erithromycin, kanamycin, novobiocin, spectinomycin’e de duyarli olsalar da, duyarlilik
derecesi; tiire, biyovara ve susa gore degismektedir. Cogu suslar, 3-laktamazlara,
cephalosporinlere, polimiksin, nalidixic acid, amphotericin B, bacitracin, cycloheximide,
clindamycin, lincomycin, nystatin ve vancomycin’e diren¢ gostermektedirler. Penicilin,
sigirlarin immunizasyonunda kullanilan as1 suslarindan B. abortus S 19’un ve streptomycin
ise koyun ve kecilerin asilanmasinda kullanilan B. melitensis Rev 1 sugsunun, saha
suslarindan rutin ayriminda kullanilmaktadir (8, 75, 80).

Sporsuz, patojenik diger bakterilerle karsilastirildiginda, uygun kosullarda
Brucella’nin, memeli konak¢isinin disinda, yasama yetenegi yiiksektir. Pastorizasyon
1s1sinda etken, 5- 15 saniye icerisinde inaktive olurken, 0° C ‘de 18 ay yasayabilmektedir.
Insanlarda en 6nemli bulasma kaynag1 olan peynirlerde ise etkenin 6mrii 4 giinden 6 aya
kadar degismektedir (80, 81).

Brucella’nin bulagsmasindaki baslica kaynaklar, dogum veya abort yapmis hayvanlarin
plasenta, fotal veya vaginal sivilaridir. Dogum veya abort sirasinda ¢ok fazla miktarda
mikroorganizma sacilimi sekillenmektedir (20- 23). Kecilerde organizmanin atilmasi iki
veya li¢ ay siirmekte ve atilan mikroorganizma miktari fazla olmaktadir. Koyunlarda ise,
etkenin atilimi kecilere gore daha kisa siireli olmakta ve 3 hafta kadar siirmektedir (80).
Brucella’nin sagilimi ayrica meme sekresyonu veya semen ile de olabilmektedir. Etken
tireme organlarindan, lenf yumrularindan ve bazen de artrit olusumu sonucunda eklem

stvisindan izole edilmektedir (19). Kalici infeksiyonlarda, meme bezleri ve supramammar
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lenf yumrulari, laktasyonda siirekli ve dalgali seyirli organizma sa¢iliminin en 6nemli
kaynagidirlar. Bu durum insan ve diger hayvanlara 6nemli bir bulagsma kaynagi
olusturmaktadir (20- 23).

Hayvanlar dogrudan infekte aerosoller veya etkenle bulasik materyallerin solunum,
sindirim, konjuktiva yolu ile alim1 sonucu infekte hale gelmektedirler. infeksiyonun diger
bulagma yolu ise Brucella’dan ari hayvanlarin otladig1 meralara infekte hayvanlarin
karigmasi veya materyaller ile giibrelerin kontamine olmasidir. Su ile bulasma ¢ok az
goriilmekte olup, yalnizca kisa mesafelerde olasidir. Erkeklerde, ireme organlarina
lokalizasyon genellikle Brucella’nin semen ile sagilimiyla sonu¢lanmaktadir. Buna
ragmen dogal ciftlesme kullanildiginda infekte erkeklerin duyarl: disilere bulastirma
riskinin diisiik oldugu bildirilmistir. Buna karsin infekte donorlardan alinan spermalar suni
tohumlama ile bulagma riskini tasimaktadir (23).

Kopeklerin, brucellosis’in mekanik ve biyolojik vektorii oldugu bildirilmistir. Infekte
ahirlarla temas halindeki kopekler bu etkenle infekte olmakta, ancak infeksiyonu hizlica
elimine etmektedirler. Bununla birlikte kediler ve vahsi karnivorlar, tilki ve kurtlar da,
fetus ve fotal membranlar gibi infekte materyalleri disariya tasimalari nedeniyle mekanik
yayicidirlar (82). Infekte koyun ve kegilerin olmadig yerlerde, sigirlarda B. melitensis
kaynakl1 bir infeksiyon oldugu bildirilmemistir.

Laktasyonda, organizmanin siitle siirekli veya intermittent sacilimi meme bezlerinin
kalic1 infeksiyonu ile iligkilidir (80). Siitte atilan Brucella sayisi oransal olarak diisiik olsa
da kuzulara, buzagilara ve dolayl olarak da sagim yapan kisinin eline bulagmasi acisindan
onemlidir. Sigirlarda da etkenin memeye kolonizasyonu sik goriilmekte ve siitle sagilimi
uzun zaman almaktadir. Kecilerde ise infeksiyon genellikle kisa siirmekteyse de, bazen de
kalic1 olabildigi bildirilmistir. Genellikle asili hayvanlarda, infeksiyon kisa stirmektedir.
Siitle mikroorganizma sacilimi ile karakterize persistent infeksiyon durumunda, etkenin
atilimi iki veya daha sonraki laktasyonlarda da siirebilmektedir (82).

Brucellosis’de disilerden bulasmada yavrularin az bir kismi, uterus yoluyla infekte
olmakta, cogu yavru ise infeksiyonu siit ve kolostrum ile almaktadir. Bu hayvanlar, etkeni
lenf yumrularina gastro-intestinal yolla drene etmekte ve fecesle sacabilmektedirler. Kuzu
ve buzagilar seksiiel olgunluga ulasinca tamamen duyarh hale gelmektedirler. Gebelikle
beraber riskin en iist diizeye geldigi bildirilmektedir (20- 23).

Koyunlarda ise irk duyarlilig infeksiyonun bulagmasi ve seyrinde énemli olmaktadir
(83). Corbel (38) tarafindan; koyunlarda siitcii irklarin, et¢i irklara gore etkene daha

duyarli oldugu bildirilmistir. Malta ve Giiney Amerika koyun 1rklar1 etkene nispeten
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direncli iken, Giineybat1 Asya ve Akdeniz’de yasayan kalin kuyruklu irklar infeksiyona
cok duyarhidirlar. Bu bolgelerdeki brucellosis probleminin koyun kaynakli oldugu, buna
karsin Latin Amerika’da ise B. melitensis’in yayllmasinda kecilerin daha etkin oldugu
belirtilmektedir. Hayvanlarin davraniglart da Brucella’nin bulasmasinda etkili olmaktadir.
Koyunlar kuzulama déneminde bir arada bulunurlarken, keciler boyle bir davranis
sergilememektedirler. Ciftlestirme sistemleri de ¢evresel etkenler gibi infeksiyonun
yayillmasinda 6nemli olabilmektedir. Karanlik ve kapali yerlerde yavrulama, acik ve kuru
havadakine gore bulagsmada daha etkilidir (83).

B. abortus, B. melitensis, B. ovis ve B. canis gibi tiirler vahsi hayvanlarda da
brucellosis’in kaynagidir (84). B. neotomae yalnizca, Amerika Birlesik Devletleri’nde
farelerden (Neotoma lepida) izole edilmistir (33) ve diger hayvanlarda da patojen olup
olmadigina iligkin bir bilgi bulunmamaktadir. B. ovis ve B. neotomae, insanlarda hastaliga
neden olmamaktadirlar (20, 21, 38). B.abortus ve B.ovis, diinyanin hemen her bolgesinde,
ozellikle vahsi hayvanlardan izole edilmistir (6, 84). Bizon (Bison bison), boynuzlu geyik
(cervus elephus), vahsi domuz (sus scrofa), Avrupa vahsi tavsam (Lepus capensis), tilki (
Vulpes vulpes), Afrika bufalosu (Syncerus caffer), Giiney Afrika geyigi (Taurorragus
oryx), Orta Afrika antilobu (Kobus elipsiprymnus), ren geyigi (Rengifer tarandus tarandus)
ve Kuzey Amerika Ren geyigi (Rengifer tarandus groenlandicus) Brucella spp. ile infekte
olabilmektedir. B. melitensis vahsi dogada ¢ok az goriilse de, yakin zamanda Avrupa
Apler’inde iki farkl tiirdeki dag kegisinden izole edilmistir (85, 86). Sigirlarda
brucellosis’in baskin oldugu donemlerde, vahsi hayvanlarda da kismen geyiklerde
seropozitiflik saptanmistir (86). Buna bagli olarak infeksiyonun kendini sinirlayici oldugu
veya sadece sigirlar arasinda yayildigi diisiiniilmiistiir. Brucellosis eradikasyon
programinda basari saglamis iilkelerde bile, vahsi dogada hayvanlar arasinda B. abortus
rezervuarlar1 oldugu bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki geyik ve bizonlar,
B.abortus rezervuaridirlar (87). Giiney Afrika’da bulunan Afrika bufalosundan % 23’liik
seropozitivite elde edilmis olmasina karsin, B.abortus i¢in rezervuar olmadigi
diistiniilmektedir. Giiney Afrika’da hipopotam, zebra, antilop, impala, geyik gibi tiirlerin
ise s18ir brucellosis’indeki epidemiyolojik onemleri yok denecek kadar azdir (88).

B. suis biovar 1, 2 ve 3, tiim diinyada halen yaygin bicimde goriilmektedir. Infeksiyon
Giiney Amerika ve Gilineydogu Asya disindaki iilkelerde evcil domuzlarda yiizyillardir
eradike edilmis durumdadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ve Avusturalya (B. suis
biyovar 1- 3) ile Avrupa’daki yaban domuzlarinda (B. suis biyovar 2) etkene yalnizca

sinirlt sayida rastlanilmaktadir. B. suis biyovar 2; biyovar 1 ve 3’ten sadece Avrupa’da
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bulunmasiyla ayrilmakta olup, bu biyovar ayn1 zamanda Avrupa yabani tavsanini infekte
ederek hayvanin, etkenin tasinmasinda rezervuar olmasina da neden olmaktadir. B. suis
biyovar 2 infeksiyonu insanda nadiren hastalik olusturabilmektedir. 1994 yilinda,
Bel¢ika’da yaban domuzlarinda B. suis biyovar 2 salgini tammmlanmistir. Hayvanlarda
bakteriyolojik olarak etken saptanmasina karsin patolojik lezyon genel anlamda
sekillenmemektedir. Bunun nedeni tam olarak tanimlanamasa da B. suis biyovar 2 nin
yaban domuzlarinda, evcil domuzlara gore daha az patojen oldugu veya infeksiyonun
ekolojisi ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. Vahsi domuzlarda B. suis infeksiyonu Hawai,
Amerika Birlesik Devletleri’nin giineydogu bolgesi, Avustralya’nin Queensland
bolgesinden bildirilmistir. Vahsi domuz ihracatindaki artis nedeniyle pek ¢ok insan
hastalik riski altindadir. 1983’te bir domuz yetistiricisinde B. suis biyovar 1 infeksiyonu
belirlenmistir (87).

Kuzey Kutbu, Sibirya, Kanada ve Alaska’daki ren geyiklerinde B. suis biyovar 4
infeksiyonu 6nemli bir zoonozdur. Bu infeksiyon, ayrica muslari ve kimi zaman da cesitli
karnivorlar1 infekte etmektedir. Ancak son serolojik arastirmalarda, Norve¢’in kuzeyinde
Finmark Bolgesinin ren geyiklerinde Brucellosis’e rastlanmadigi bildirilmistir (89). B. suis
biyovar 4 ile infekte ren geyiklerindeki etkenin sigirlara bulasmasi sonucu hastalik
sekillenmektedir, ancak patogenesisine iliskin daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerektigi
bildirilmistir (90).

B. melitensis kiigiik ruminantlar ve dolayisiyla insanlar icin olduk¢a 6nemli bir zoonoz
olma 0zelligi gosterse de, ilging olarak, vahsi yasamda B. abortus ve B. suis’den daha
sirll yayilm gostermektedir. Yayilim gosterdigi vahsi hayvan tiirleri, Fransa ve Italya
Alp’lerinde yasayan dag kecileridir. Bu tiirlerde; orsitis, epididimitis, poliarthritis, korliikk
ve norolojik semptomlara rastlanirken, abort rapor edilmemistir. Bu tiirlerin evcil
hayvanlarda rezervuar olabilecegi ile ilgili veri bulunmamaktadir (85, 86, 91). Suudi
Arabistan, Kuveyt, Umman, Irak, Iran, Sudan, Mistr, Libya, Somali’de koyun ve kecilerle
temasta olan tek horgiiclii develerde B. melitensis infeksiyonuna rastlanmistir. Etken,
develerin siitiinden izole edilmistir ve bu durum halk saglig1 agisindan 6nemli bir problem
olarak tanimlanmustir. Giiney Afrika’da da lamalar ve deve tiirlerinden etken izole
edilmistir (82). Misir’da ayrica bufalo, at ve domuzda da ayni1 hastalik rapor edilmistir.
Acikta yetistirilen domuzlar B. melitensis infeksiyonuna duyarhdirlar.

[k olarak 1994’te Iskocya sahillerindeki fok ve yunuslar ile dar burunlu yunusun
aborte fetusundan Brucella spp. izole edilmis ve boylece etkenin deniz memelilerinde de

infeksiyon yaptig1 belirlenmistir (92). Ewalt ve arkadaslar1 (39) aborte yunus fetusundan
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Brucella spp. identifiye etmislerdir. 1990’larda Avrupa ve Giiney Amerika’daki
okyanuslarda arastirilan yiizgec¢ ayaklilar ve deniz memelilerinden, bakteriyolojik ve
genetik olarak, klasik alt1 brucella tipinden farkli olan yeni suslar identifiye edilmistir (35,
48). Etkenler B. cetacea ve B. pinnipediae olarak adlandirilmistir (41). Ardindan Kuzey
ve Giiney Yarimkiirede farkli deniz memelilerinden alinan serum Orneklerinde Brucella
antikorlar1 aranmis ve yumusakcalar ile deniz memelilerinde Brucella antikorlarina
rastlanmustir (93, 94). Infeksiyon deniz memelilerinde de diger hayvanlarda oldugu gibi
veneral, kongenital olarak veya yeni doganlarin siitle beslenmesi ile yayilmaktadir. Bu
tiirlerde infeksiyon abortla seyretmektedir. Brucella spp.’nin, deniz memelilerinde
reproduktivite bozukluklarina yol agan en 6nemli etkenlerden biri olmasi nedeniyle, bu
tiirlerin popiilasyon dinamiginde de oldukca onemli rolii oldugunu belirtilmistir (95).
Etkenin deniz memelilerindeki patolojisi heniiz net olmamakla birlikte, Iskogcya
sahillerinde 3 yunusta meningoencephalitis goriilmiis ve beyinlerinden de Brucella spp.
izole edilmistir (94).

Kuzey Kutbu’ndaki kutup ayilar1 (Ursus maritimus), deniz besin zincirinin en 6nemli
tiikketicisi olup, foklar kutup ayisinin en onemli besin kaynagidir. Bu bolgedeki foklarda
Brucella antiserumlar1 bulunmustur (95). Yine bu bolgedeki 297 kutup ayisindan alinan
plasma orneklerinin % 5. 4’linde Brucella antikoruna rastlanmasina karsin bugiine kadar
kutup ayilarinda Brucella kaynakli bir infeksiyon bildirilmemistir. Deniz {iriinleri gida
zincirindeki Brucella kaynagini, cok sayidaki serolojik ve kiiltiir pozitif deniz memelisi
olusturmaktadir. Son deneysel calismalarda Nil pisi baliginda, B. melitensis biyovar 3’{in
i¢ organlardan izole edilebildigi ve bu baliklarin Brucella infeksiyonuna duyarli olduklari
bildirilmistir (96).

Brucellosis tiim diinyada ve iilkemizde siklikla goriilen 6nemli bir zoonozdur. Bu
amacla iilkemizde oldugu gibi, Brucella prevalansinin yiiksek oldugu diger iilkelerde de
kontrol ve eradikasyon programlari uygulanmaktadir. Bu baglamda Koruma Kontrol
Genel Miidiirliigii’niin koordinatorliigiinde ilki 1989 yilinda iilke capinda yapilan sero
surveyde, bolgelere gore degisen %0- 10 oranindaki brucellosis prevalansi, sigirlarda
%3.56, koyunlarda %1.26 olarak, 1990 yilinda ise sigirlarda %1.2, koyunlarda %2.08
olarak saptanmistir. 1991 yilinda yapilan sero surveyde ise toplam 7812 sigir kan
serumunda seroprevalans %1.01 iken, 11.112 koyun kan serumunda ise seroprevalansin da
%1.83 oldugu belirlenmistir. 2000 yilinda yapilan son sero-surveyde 79 ilden alinan

34.458 adet s1g1r ve 30.433 adet koyun olmak iizere 64.891 adet kan serumu materyal
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olarak kullanilmis ve Tiirkiye genelinde sigirlarda brucella prevalans: %1.43, koyunlarda
%1.97 olarak saptanmugstir (15).
S1gir brusellozu 175 iilkeden 120’sinde goriilmektedir. Bunlardan 33 iilkede hastalik

bulunmamakta, geriye kalan 22 tanesinde de yeterli veri bulunmamaktadir (81, Tablo 1).

Tablo 1: 1986 Kitalara gére Brusellosis Dagilimi (81)

Kita Brucellosis Brucellosis Yeterli Veri Bulunmayan | Toplam
Tanimlanmig | Tanimlanmamis Ulke Sayis1
Ulke Sayist Ulke Sayis1
Afrika 42 4 8 54
Amerika 26 7 4 37
Asya 27 6 9 42
Avrupa 18 12 0 30
Okyanusya 6 4 1 11
Rusya 1 - - 1
Toplam 120 33 22 175

Animal Brucellosis 1990 (81)

Avusturya, Danimarka, Estonya, Finlandiya, Macaristan, Izlanda, Liiksemburg,
Moldovya, Hollanda, Isvec, Isvicre ve Ingiltere Brucellosis yoniinden aridir. Bununla
birlikte, B. melitensis infeksiyonu Balkanlarda Makedonya ve Yunanistan’da olduk¢a
Oonemli bir infeksiyondur. Yunanistan’da B. melitensis’in yanisira B. abortus da 6nem arz
etmektedir. Hastalik B. suis biyovar 2 ile birlikte Yugoslavya’nin bazi bolgelerinde
endemik durumdadir. Hirvatistan’da da B. melitensis infeksiyonuna koyun, ke¢i ve
insanlarda siklikla rastlanilmaktadir. Bulgaristan’da ise Brucella’dan kaynaklanan bir
sorun yasanmamaktadir (10). Avrupa birligine iiye iilkeler icinde B. melitensis’ten ari
olanlar sunlardir: Belcika, Danimarka, Finlandiya, Almanya, Irlanda, Liiksemburg,

Hollanda, Isvec, Ingiltere, Fransa’nin 17 bolgesi, Ispanya’nin 2 bolgesi ( Tablo 2).
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(+)
(++)
)
(VB)

Tablo 2: Avrupa’da Hayvanlarda Brucellosis (3)

Ulke B abortus | B.melitensis | B.suis | B.ovis

Sigir Koyun / Ke¢i | Domuz | Kog¢
Belcika + - - -
Bulgaristan - - + +
Fransa + ++ ? +
Almanya + - ? +

Yunanistan + ++ VB VB
Irlanda + - - -

Italya + + - VB
Polonya + + - +
Romanya - - + -
Rusya ++ ++ + +
Yugoslavya + + + -
Ispanya + + - +
Cekoslovakya - - ? -

FAO-WHO-OIE Animal Health Year Books, 1994-1995 (3)

Bulunmamaktadir.

Sporadik olarak bulunmaktadir.
Yiiksek insidenste bulunmaktadir.
Kesin olmayan rakamlar.

Veri bulunmamaktadir.
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Asya kitasinda Bahreyn, Kibris, Japonya, Malezya (Sabah), Filipinler ve Singapur 4
Brucella tiirtinden ari durumdadir. Tiirkiye ve Kuveyt, B. abortus ve B. melitensis
yogunlugu ag¢isindan dikkat ¢ekici durumdadir. Cin’den tiim Brucella tiirleri bildirilmistir

(Tablo 3).

Tablo 3: Asya’da Hayvanlarda Brucellosis (3)

Ulke B. abortus | B.melitensis | B.suis | B.ovis

Si18ir Koyun / Ke¢i | Domuz | Kog¢

Tiirkiye ++ ++ - VB
[srail - + - -
Cin + + + +

Afganistan + + VB VB
[ran + + - -

Irak + + VB VB
Kuveyt ++ ++ - -

Umman ++ VB VB VB
BAE - + - +

Hong Kong VB VB ? VB
Tayland + - + -
Malezya + - ? -
Endonezya + VB + +

FAO-WHO-OIE Animal Health Year Books, 1994-1995 3)

(=) Bulunmamaktadir.

+) Sporadik olarak bulunmaktadir.
(++) Yiiksek insidenste bulunmaktadir.
@) Kesin olmayan rakamlar.

(VB) Veri bulunmamaktadir.

17



Amerika kitasinda Barbados, Falkland Adalari, Surinam dort brucella tiiriinden ari
durumdadir. Kitadaki B. abortus insidensi diger tiirlere oranla daha yiiksek olmasinin

yaninda B. suis infeksiyonu varlig1 da siklikla bildirilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4: Amerika Kitasinda Hayvanlarda Brucellosis (3)

Ulke B. abortus | B.melitensis | B.suis | B.ovis
Sigir Koyun / Ke¢i | Domuz | Kog
ABD + + +
Venezuella ++ - ++ ?
Arjantin ++ - + ++
Brezilya ++ - + -
Sili ++ - - +
Jamaika + - - -
Peru ++ VB VB ++
Meksika + + VB -
Kanada - - - +
Kiiba ? - ++ -
Dominik ++ - + -
Haiti + - - -
Bolivya ++ + + VB

FAO-WHO-OIE Animal Health Year Books, 1994-1995 (3)

(=) Bulunmamaktadir.

+) Sporadik olarak bulunmaktadir.
(++) Yiiksek insidenste bulunmaktadir.
@) Kesin olmayan rakamlar.

(VB) Veri bulunmamaktadir.
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Avustralya kitasinda B.ovis infeksiyonlari bildirilmektedir. Vanuatu dort brucella

tiiriinden ari durumdadir (Tablo 5).

Tablo 5: Okyanusya’da Hayvanlarda Brucellosis (3)

Ulke B. abortus | B.melitensis B.suis | B.ovis

Si8ir Koyun / Ke¢i | Domuz | Kog

Avustralya - - (+) +

Yeni Zelanda - - - ++
Vanuatu - - - -
Yeni Kaledonya - - - -

FAO-WHO-OIE Animal Health Year Books, 1994-1995 (3)

) Bulunmamaktadir.

+) Sporadik olarak bulunmaktadir.
(++) Yiiksek insidenste bulunmaktadir.
@) Kesin olmayan rakamlar.

(VB) Veri bulunmamaktadir.
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Afrika kitasinda Gambiya, Mali, Moritanya dort Brucella tiiriinden ari durumdadir. B.

abortus ve B. melitensis yaygin olarak goriilmektedir (Tablo 6).

Tablo 6: Afrika’da Hayvanlarda Brucellosis (3)

Ulke B. abortus | B.melitensis | B.suis | B.ovis
Sigir Koyun / Keci | Domuz | Kog
Maisir + + VB -
Kenya + + VB VB
Giiney Afrika ++ + - +
Afrika Cumbhur. ++ VB + VB
Libya + + - -
Mozambik ++ + ++ +
Zimbabwe + + - +
Tunus + ++ - -
Sudan ++ + - -
Namibya + - - ?
Nijerya ++ + + VB
Fas + ? - -
Nijer + + VB +

FAO-WHO-OIE Animal Health Year Books, 1994-1995 (3)

(=) Bulunmamaktadir.

+) Sporadik olarak bulunmaktadir.
(++) Yiiksek insidenste bulunmaktadir.
@) Kesin olmayan rakamlar.

(VB) Veri bulunmamaktadir.
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Koyun keg¢i Brucellosis’i tiim diinyada goriilmekte ve 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde endemik seyretmektedir (3, 6- 8). Infeksiyon, koyunlarda, endemik olarak
Akdeniz bolgesinde, ozellikle kuzey ve bati1 kiyilar1 ile Orta Asya’ya ve giineyde de Arap
Yarimadasi ile batida Mogolistan’a kadar uzanan bir bolgede goriilmektedir. Ozellikle
Meksika, Peru ve Kuzey Arjantin gibi Latin Amerika’nin bazi bolgeleri de infeksiyondan
onemli diizeyde etkilenmistir. Bu hastalik Hindistan ve Afrika’da da goriilmektedir.
Bununla birlikte Kuzey Amerika (Meksika disinda), Kuzey Avrupa, Giineydogu Asya,
Avusturalya ve Yeni Zelanda hastaliktan ari kabul edilmektedirler (6). B. melitensis insan
Brucellosis vakalarindan en fazla sorumlu olan tiir olarak goriilmekte (8) ve OIE
raporlarina gore lilkelerin sosyo-ekonomik yapilarina bagl olarak farkli oranlarda degisim
gostermektedirler (97).

B.melitensis’in ii¢ biyovari icinde Akdeniz iilkeleri ve Orta Dogu’da biyovar 3 baskin
iken, Latin Amerika’da ise biyovar 1’in baskin oldugu goriilmektedir. Biyovar 1 ve 2 baz1
Giiney Avrupa iilkelerinde rapor edilmektedir. B. melitensis biyovar 3 siklikla Misir,
Urdiin, Israil, Tunus ve Tiirkiye’den izole edilmistir. B.melitensis biyovar 2; Tiirkiye,
Suudi Arabistan ve biyovar 1 ise Libya, Umman ve Israil’den rapor edilmistir. B. abortus
biyovar 1 Misir’dan, biyovar 2 Iran’dan, biyovar 3 Iran ve Tiirkiye’den, biyovar 6 ise
Sudan’dan rapor edilmistir. insan brucellosisi acisindan en yiiksek insidansa sahip iilkeler
Suudi Arabistan, Iran, Filistin, Suriye, Urdiin ve Umman’dir. Bahreyn’de higbir hastalik
vakasina rastlanmamistir. Cogu insan vakalari, B. melitensis ve kismen biyovar 3
kaynaklidirlar. Ancak B. abortus gittikge artan vakadan sorumlu olmaktadir. 1995 yilinda
Yemen’de 330 vakanin 7°sinden B. melitensis sorumlu iken, 45’inden B. abortus identifiye
edilmistir (98).

Ulkemizde de sigir, koyun ve kegciler ile insanlarda brucellosis vakalarina siklikla
rastlanilmaktadir (99- 102). Sigirlardan alinan 6rneklerde Bursa ve ¢evresinde saptanan
prevalansin %0- 1 arasinda oldugu, i¢c Anadolu Bélgesi’nde yer alan Ankara, Kayseri ve
Malatya’da ise %1- 3 oraninda seropozitivite bulundugu saptanmis, prevalansin Eskisehir
ve Sivas’da %5- 10’un iizerinde oldugu tespit edilmistir. Kars ve Erzurum illerinde
Brucella prevalansinin sigirlarda %10’un {izerinde oldugu buna karsin Van, Mardin,
Samsun, Ordu ve Giresun’da da etkene kars1 seropozitiviteye rastlanilmadig: bildirilmistir.
Koyunlardaki seropozitivite Bursa ve ¢evresinde %0- 1 arasinda oldugu, Ankara ve cevresi
ile Antalya ve ¢evresindeki illerde % 5-10’un {izerine ¢iktig1 tespit edilmistir. Adana,
Gaziantep, Van, Agri ile Bartin’dan Artvin’e kadar ilerleyen Karadeniz Bolge sinir1 icinde

yer alan illerde, koyunlarda Brucella seropozitivitesi goriilmedigi, buna karsin Kars ilinde
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koyunlarda seropozitivite’nin %15 oldugu belirtilmistir (15). Erdenlig ve Sen (99)
koyunlarda yaptiklar1 bir ¢alismada Tiirkiye’ nin ¢esitli bolgelerinden elde edilmis 78 adet
Brucella izolatinin 69 adedinin (%88.5) B. melitensis biyotip 3 ve 9’unun (%11.5) B.
melitensis biyotip 1 oldugunu belirtmislerdir. Giiler ve arkadaslar1 (100) tarafindan yapilan
bagska bir ¢calismada Tiirkiye’de infeksiyoz nitelikteki koyun atiklarinin en 6nemli
nedeninin bakteriyolojik ve serolojik bulgularla brucellosis oldugu ve bunu
Campylobacteriosis’in takip ettigi belirtilmistir. 1982- 1986 yillar1 arasinda Yilmaz ve
arkadaslar1 (101) tarafindan yapilan bir calismada Ankara bolgesinden elde edilen koyun
ve keci atik fetuslarindan %18.52 oraninda Brucella spp. izole edilmis, 4658 adet koyun
kan serumdan da %13.89 oraninda Brucella agisindan seropozitivite elde edilmistir. 1993-
1997 yillar1 arasinda ise Karaman ve arkadaslar1 (102) 297 adet koyun fétusunu
mikrobiyolojik ac¢idan incelenmis ve bunlarin 100 adedinde (%33. 7) Brucella spp.’ye
rastlamiglardir. Ayni ¢calismada 34 ilden, toplam 12199 adet koyundan alinan kan
serumlari, serum tiip agliitinasyon (SAT) ve komplement fiksasyon (CF) testleriyle
incelenmis, bunun sonucunda koyunlarda 1909 adet ( %15. 6) kan serumunun Brucellosis
yoniinden seropozitiflik gosterdigi tespit edilmistir. Kuzey Anadolu Bolgesinde yapilan
baska bir ¢alismada ise 96 adet koyun ve 119 adet sigir aborte fetus materyali incelenmis
ve sirastyla % 32 ve % 41.66 oraninda Brucella spp. identifiye edilmistir (103). Giirtiirk
ve arkadaslar1 (104) Van ve ¢evresinde yaptiklar bir arastirmada, bolgedeki 10 adet
siiriiden saglanan koyunlara ait toplam104 adet kan serumunu Rose Bengal Pleyt
Agliitinasyon Testi (RBPT) ile incelenmis ve %23. 1 oraninda Brucella spp. antikoru
saptamislardir. 1980’den giinlimiize degin rakamlar incelendiginde Brucella infeksiyon
oraninda herhangi bir azalma goriilmemektedir. Brucellosis agilamasinin bagladigi 1984
yilindan sonraki birkag¢ yilda bir azalmanin oldugu fakat 1992 yilindan itibaren tekrar bir
artis yasandig belirtilmektedir (100).

Brucella’lar, retikiiloendotelyal sistemin fakiiltatif intraseliiler bakterileridirler.
Etkenin virulensi, tiirlerine, suslarina ve infekte ettigi inokulumun miktarina bagh olarak
degismektedir. Konakc¢i duyarliligi da gebelik durumuna gore degiskenlik gostermektedir.
Organizma viicuda girdigi zaman, konak¢inin makrofajlar1 ve T lenfositleri ile
karsilagsmakta, etken hiicresel savunma mekanizmasi ile elimine edilmeye caligilmaktadir.
Hiicresel immunitenin en ¢ok kullanilan mekanizmalari lenfosit stimiilasyonu, gecikmis
tipte hipersensitivite, ve y- interferon olusumudur. Hiicresel immunite, humoral tepki gibi
hizl1 bicimde ve birkag hafta i¢inde olusmamakta, tepkinin degisken ve belirlenmesi gii¢

olabildigi bildirilmektedir. Bakterinin viicuda ilk giris yeri orofarinksin mukoz
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membranlari, iist solunum yollar1 veya konjuktivadir. Bundan baska disi veya erkegin
genital kanali ve mukoz membranlarindan da bulasma sekillenmektedir. Viicuda girmeyi
basaran etken, konagin hiicresel yaniti ile karsilasmasina ragmen en yakin lenf yumrusuna
ulasabilmektedir. Ardindan konak¢inin makrofajlar1 ve T lenfositleri yoluyla selliiler
savunma mekanizmasi devreye girmektedir. Brucella ile infeksiyon genellikle hem
humoral hem de hiicresel tepki ile sonu¢lanmaktadir. Immun tepkilerin kapsami ve siiresi,
infekte eden susun virulensi, infekte inokiiliimiin biiytikliigii, gebelik, konak¢inin seksiiel
ve immun durumu gibi cesitli etmenlere bagli olmaktadir (8, 75, 82). Bunu izleyen
zamanda spesifik antikor olusumu ile humoral immun yamt sekillenmektedir. Infekte olan
ruminantin tiiriine, yasina, konak¢inin immunitesine, gebelik durumuna ve yayilma
gosteren Brucella spp.’nin virulensi ile sayisina bagli olarak hastalik olusmaktadir.
Bakteri, viicut savunmasini yenerse genellikle bakteriyemi ger¢eklesmektedir. Dogal
infeksiyonu izleyen 2- 4 hafta sonrasinda farkli oranlarda belirlenebilen serolojik tepki
olugmaktadir. Bakteriyemi 10- 20. giinden sonra kanda 30 giinden 2 aya kadar cesitli tan1
testleriyle belirlenebilmektedir (105- 107). Eger hayvan gebeyse, bakteriyemi, baslica
uterusun invazyonu ile ger¢eklesmektedir. Ayni zamanda infeksiyon cesitli lenf
yumrularina ve organlara, siklikla da meme ve dalaga yerlesmektedir. Brucella ile infekte
hayvanlarda klinik semptomlar cesitlilik géstermektedir. En 6nemli semptomlardan biri
abortustur veya hastalik dollenmeye ragmen diisiik dogum orani ile nitelendirilir. Abortus
genelde gebeligin son iki ayinda ortaya ¢ikmakta, bunu dogum sonrasinda bazen fotal
membranlarin retensiyonu izlemektedir. Erkeklerde, etken epididimis, testis ve aksesuar
seks organlarinda lokalize olmakta, bakteri semende bulunabilmektedir. Bu durum daha
sonra infertiliteye neden olarak, akut epididimitis ve orsitisle sonu¢lanmaktadir. Her iki
cinsiyette de artritis goriilebilmektedir. B. melitensis infeksiyonlarinda klinik goriiniim
hangi susla infekte olunduguna bagl olarak degisiklik gosterir. Infeksiyona yakalanan
gebe hayvanlar genelde dnce abortus yaparlar, eger etken tarafindan uterusun reinvazyonu
sekillenirse sonraki gebeliklerde membran ve sivilarla infeksiyonu sagabilirler. Gebe
olmayan hayvanlarin ise az sayidaki mikroorganizmaya maruz kalma sonucunda
infeksiyonun kendini sinirlamasi, immunize olma veya latent infeksiyon tasiyicisi haline
gelebilmeleri olasidir (108). Infekte hayvanlarda Brucella spp, iireme organlari, meme,
suprammamar lenf yumrular1 gibi lenfoid organlara ve kimi zaman da eklemler ve
sinoviyal membranlara yerleserek organlarda graniilomatoz enflamasyonlu lezyonlar
olusturmaktadir. Olusan lezyonlar patagnomonik degildir. Nekrotize plasentitis, palpe

edilebilir testikiiler degisiklikler, nekrotize orsitis ve epididimitis sonrasinda olusan
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granuloma, nekrotize seminal vaskiilit ve prostatitis ortaya cikabilmektedir. Akut
mastitiste palpe edilebilir yumrularla, sulu veya pihtil: siit olusumu goriilmektedir.
Patolojik olarak genellikle normal goriinmesine ragmen kimi aborte fetuslarda, viicut
bosluklarinda kanl1 s1v1 birikimi, dalak ve karacigerde biiyiime olusabilmektedir. infekte
fotal membranlarda kismi ya da biitiinsel degisiklikler olusmaktadir. Nekrotik kotiledonlar
kan kirmizis1 rengini kaybederek kalinlasmakta ve donuk gri renk almaktadirlar (20- 23,
38)

Brucella’nin yerlestigi bolgeye bagh olarak orsitis, epididimitis, hygroma, arthritis,
metrit, subklinik mastitis sekillenebilmektedir. Bir¢ok hayvan asemptomatik tasiyici ve
potansiyel yayict haline gelmektedir. Dogumunun sonuna dogru infekte olan disilerde
abortus sekillenmeyebilir. Hastaligin ikinci fazi, Brucella’nin eliminasyonuyla
sonuglanabilecegi gibi, persistent infeksiyon olusumu sonucunda etkenin siit veya genital
akintilarla stirekli ya da dalgali organizma sacmasi ile de karakterize olabilir. Hayvanlar
genellikle gebeligin 3. yarisinda abort yapmakta, ancak etken uterusa invaze olursa daha
sonraki gebeliklerde yavru membranlari ve sivilari ile sagcilma sekillenmektedir. Bunun
yaninda gebeligin tamamlanabilmesi de olasidir (38).

B. melitensis’de olugan immuntolerans nedeniyle latent infeksiyon riski biiyiik oranda
artarak, teshis edilemeyen immun yanit olugsmakta ve infeksiyon kalict duruma
gelmektedir. Latent B. melitensis infeksiyonunun gercek olusum mekanizmasi halen tam
olarak bilinmemektedir. B. melitensis ile bir kez infekte olmus birey, reinfeksiyona karsi
direng gelistirmektedir (105- 107). Arastirmacilar, immun direncin 8- 9 aylik siire
sonrasinda diigmeye basladig1 ancak gebelikte infeksiyondan 2 y1l sonra da siirdiigiinii ve
deneysel infeksiyondan sonra uzun siiren immunite sekillendigini rapor etmislerdir (80).
Gebe uterusun invazyonu sonrasinda fazla miktarda ve kalic1 antikor olusumu
sekillenebilmekte, diger yandan antikor yanit1 abort veya dogum sonrasinda da ortaya
cikabilmektedir. Laktasyondaki memenin invazyonu, uterus invazyonuna oranla daha az
immun tepkiye neden olmaktadir. Lenf yumrularinda lokalizasyon, immun yanitin
gelismesini tetiklemektedir. Olusan IgG, IgM’ye gore daha kalicidir. Her iki izotip de
infeksiyonun kronik agsamalarinda diismeye baslamaktadir. Serolojik tepki ge¢ici olup,
kimi zaman geng ve seksiiel gelismesini tamamlamamis hayvanlarda fark edilmeyebilir.

B. melitensis Rev 1 as1 susu geng¢ hayvanlarda subkutan yolla tam doz halinde
uygulandiginda agliitinasyon testinde uzun siiren serolojik tepki olusturmaktadir. Ayni

durum B. abortus S19 as1 susunda da goriilmektedir. Serolojik testlerde saha suslari ile as1
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suslar1 arasinda infeksiyon ile asilama antikorlarini ayirabilecek testler gelistirilmektedir
(8, 80, 105, 106).

Brucella genusunun iiyeleri, WHO laboratuar1 biyogiivenlik el kitabina gore Risk
grubu 3 olarak siniflandirilmiglardir. Calisan igin yiiksek risk iceren etken, toplum i¢in
daha diisiik risk icermektedir. B. ovis’in insan icin patojenik olmadig: kabul edilmektedir,
ancak diger baz1 Brucella genusu tiyelerinin laboratuarda caligilmasi sirasinda hem bireysel
hem toplum agisindan yiiksek oranda giivenlik onlemleri alinmalidir. B. melitensis ve B.
suis insanlar i¢in en patojen tiirlerdir, risk diizeyi organizmanin virulensi ile baglantili
olmasinin yaninda maruz kalinan materyaldeki mikroorganizma yiikii ile de iliskilidir (19).
Fotal membranlar, sivilar ve dokular gibi abortus materyalleri, graminda 10°” ten fazla
Brucella spp. igerirler iken, lenf nodiilleri ve siit ornekleri nispeten daha az
mikroorganizma ile yiikliidiirler (108) .

Insanlar, Brucella spp. ile aksidental olarak infekte olup, her zaman Brucella
infeksiyonunun son noktadaki konakgisidir. Insanlarda brucellosisin gercek insidensi
bilinmemektedir. Insanlarda brucellosis, bireysel bir hastalik olmasinin yaninda halk
sagligin1 da olumsuz yonde etkileyen bir infeksiyondur. Bireysel infeksiyonlarda oncelikli
risk grubunu veteriner hekimler, laboratuar teknisyenleri ve hayvan bakicilar
olusturmaktadirlar (109- 110). Koyunlarda kirkim sirasinda ortaya ¢ikan ham yiin,
calisanlar icin potansiyel infeksiyon kaynagidir (20- 23, 38). Insan infeksiyonunun primer
bulasma yolu deri- mukoz membranlar ve taze hayvansal iiriinlerin yenmesi ile direkt veya
indirekt kontaktir. Infekte siitlerin pastorizasyon yapilmadan peynir, tereyag ve krema
yapiminda kullanilmasi nedeniyle etken halk saglig1 acisindan risk tasimaktadir. Etken
kontamine siit icinde 10 giin, beyaz beynirde 2 ay ve tereyagi i¢inde 4 ay canliligini
korumaktadir (24, 25, 81). Insanlardaki brucellosis prevalansinin mevsimsel oldugu,
hayvanlardaki dogum doneminin hemen sonrasinda pik diizeye ¢iktig1 bildirilmektedir.
Insanlar B. abortus, B. melitensis, B. suis’e kars1 duyarh olup, 8- 20 giinliik inkiibasyon
periyodu sonrasinda degisik formlarda seyreden hastalik baglamaktadir. Genellikle,
seksiiel olgunluga erismis bireylerde ve 6zellikle de hamilelikte duyarlilik artmaktadir.
Aseptomatik form yaygindir ve sorumlu olan tip genellikle B. abortus’tur (26, 27, 29).
Hastaligin akut formu bas agrisi, kas ve eklem agrilari, genellikle gece olan dalgali ates ve
terlemeler ile kendini gostermektedir. Bazen brucellosis bulgular tek bir sistem veya
organ ile sinirli kalmaktadir. Akut infeksiyon veya sinirli brucellosis olgularinda, sistemik
hastaligin diger bulgularinin olmadigi durumlar ‘komplikasyon’ olarak tanimlanmaktadir.

En sik rastlanan tutulumlar spondilit, 6zellikle diz, dirsek ve kalga ekleminde periferal
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artrit veya epididimo-orsittir. Bununla beraber sinir sistemi, genito-iiriner sistem ile
karaciger-dalak tutulumlar1 ve kardiovaskiiler komplikasyonlar da olugabilmektedir.
Brucellosis “kronik” bir infeksiyon olarak tanimlanmakta, eger bir veya daha fazla form
icerirse, alt1 ay veya daha uzun bir periyotta tekrarlayici ya da kalic1 6zellik gostermektedir
(111-112).

Norvecte fok ve bazi balina tiirlerinin tiiketilmesi gelenektir ve bu tiirlerin hepsinde
Brucella spp. bulunmustur. Ancak Norvec’te simdiye kadar hicbir insanda infeksiyona
rastlanmamistir. Sadece bir laboratuvar calisan1 deniz memeli orjinli Brucella spp. etkeni
ile infekte olmustur. Bu durum deniz memelilerindeki Brucella spp.’nin insanlar i¢in de
patojen olabildigini gostermektedir (113).

Tiirkiye’de insanlarda yapilan bir ¢calismada Anadolu’nun Batisi ve Giiney Dogu’
sundaki kirsal bolgede Brucella prevalansi serolojik yontemlerle calisilmis ve batidaki
prevalansin, Giineydogu Anadolu’ya kiyasla cok daha diisiik oldugu saptanmustir (114).
Yine Izmir bolgesinde yapilan baska bir calismada insan kan kiiltiirlerinden elde edilen 11
adet Brucella izolatinin 10 adedinden B. melitensis biyotip 3 ve 1 tanesinden de B.
melitensis biyotip 1 izole edilmistir (115). Bu bakimdan Tiirkiye genelinde hayvanlardan
izole edilen Brucella tiirleri ile insanlardan izole edilenler arasinda tam bir korelasyon
oldugu saptanmustir. Insanlarda brucellosisden korunma, hayvan infeksiyonlarmin kontrol
altina alinmasi ile miimkiindiir (3, 6, 109, 116).

Brucella spp.’nin tanisi direkt ve indirekt olmak {izere iki kisimda incelenir. Direkt
tan1 bakteriyolojik ve molekiiler tan1 baslig: altinda iki kisma ayrilir. Alton (19),
hayvanlarda brucellosisin tanisinda en gercek¢i yolun etkenin izolasyonu oldugunu
aciklamistir. Etkenin mikroskobik tanisi, vajinal smearin ve ayrica plasenta veya aborte
fetus i¢ organlarinin Stamp’s Modifiye Ziehl-Neelsen Metoduna gore boyanmasi ile
konabilir. Ancak, morfolojik olarak etkene benzeyen Brucella ovis, Chlamidia psittaci ve
Coxiella burnetii gibi mikroorganizmalar tanida yaniltici olabilirler. Siirii bazinda
degerlendirmelerde siit 6rnekleri ve vaginal svaplar koyun ve kecilerde B. melitensis’in
izolasyonu icin en iyi ornekler olarak kabul edilmektedirler (83). Nekropsi yapilan
hayvanlarda ise dalak, iliak, meme ve prefemolar lenf yumrular1 izolasyon i¢in en iyi
orneklemenin alindig1 yerler olarak belirlenmislerdir (19, 80, 83). Saha 6rneklerinden
etkenin izolasyonu ¢ok sayida kontaminant bulunmasi nedeniyle gii¢ oldugu ve izolasyon
sansin arttirmak amaciyla selektif besiyerlerinin kullanilmasi gerektigi bildirilmistir (19,
76, 78, 80). Brucella spp.’nin izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan besiyerlerinin ii¢

bagslikta toplanabilecegi belirtilmistir. Buna gore 1. Brucella’nin izolasyonunda
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yararlanilanlar, 2. Kiiltiirlerin korunmasi ve identifikasyon gibi laboratuvar
manipiilasyonunda kullanilanlar, 3. Dignostik reagentler ve asilarin hazirlanmasinda
kullanilanlar (19). Kan kiiltiiriiniin disinda Brucella’larin ilk izolasyonunda solid besiyeri
kullanimi, dissosiasyonun engellenmesi ve Brucella kolonilerinin tanimlanabilmesine
olanak saglamasi bakimindan onerilmektedir (8, 75). Laboratuvar maniiplasyonlarinda
kullanilmak tizere kat1 besiyerine ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. B. abortus biyovar 2 ve B.
ovis gibi baz1 suglar iiremeleri icin seruma ihtiya¢c duymalar1 sebebiyle, kiiltiir besiyerinin
hazirlanmasinda buna dikkat edilmelidir. Bazal media, Bacto-Tryptose, Tryptic Soy gibi
agarlarla hazirlanarak, %2- 5 oraninda s1g1r veya at serumu ilave edilmesi gerektigi
bildirilmistir. Kullanilan serum Brucella antikoru icermemelidir ve filtrelenerek sterilize
edilmis olmasinin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Bu sekilde hazirlanan Serum Dekstroz
Agar, Brucella’nin biyotiplendirilmesinde kullanilan besiyerlerinden biridir. Selektif
besiyeri olarak cycloheximide, bacitracin, polymxine B sulphate, vancomycin, nalidixic
acid, nystatin iceren Kuzdas ve Morse besiyeri ile Farrell’s besiyerlerinin tercih edilmesi
gerektigi bildirilmistir (19).

Hornitzky ve Searson (117), 1986°da yaptiklar1 ¢alismada, bakteriyolojinin spesifik bir
yontem olmasinin yaninda, sensitivitesinin drnegin yapisi (fotal organlar, fotal
membranlar, lenf nodiilleri), ayn1 hayvandan alinan materyal sayis1, ornekteki Brucella
sayis1 ve canliligi ile baglantili oldugunu belirlemislerdir. Saha 6rneklerinden
bakteriyolojik tan1 zaman alic1 olmasinin yaninda, dokulardaki Brucella sayisi az miktarda
ise etken saptanamayabilmektedir. Brucellosisin tanisinda PCR teknikleri, bakterinin
canli olmadig1, 6rneklerin miktarinin az oldugu veya orneklerin kontamine oldugu
durumlarda Brucella ile infekte hayvanlarin saptanmasinda kullanigh bir yontemdir (118).
Bununla beraber klinik ve sahadan ornekleme ile ilgili ¢aligmalar azdir (119- 122), ve
bugiine kadar her tiirlii biyolojik 6rnekte sensitiflikte klasik bakteriyolojinin yerini tutan
hicbir teknik tantmlanmamistir (118). Cesitli yazarlar saf kiiltiirden PCR ile Brucella
DNA’sinin deteksiyonununun sensitivitesinin yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (118,
123- 125). Insanlarda ve hayvanlarda brucellosisin tanis1 amaci ile 1987 yilindan bu yana
cesitli PCR-tabanl tami teknikleri gelistirilmektedir. (106, 118, 123- 125). Brucellosis’in
teshisinde molekiiler tan1 yontemleri farkli uygulama alanlarina sahiptir. Bu alanlardan en
Oonemlisi saha drneklerinden Brucella spp.’nin ortaya konulmasidir (119- 122). Serolojik
ve bakteriyolojik tan1 yontemleri ile karsilasilan sensitivite, spesifite, zaman alici1 olmasi ve
saglik riski tasimasi gibi sorunlar, PCR tabanli tan1 yontemleri ile ¢6ziilmeye

calisiimaktadir. Cortez ve arkadaslari (121), sigir abortlarinda brucellosis’in direkt
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tanisinda PCR tekniginin kullanimini incelemislerdir. Arastiricilar atik sigir fetuslerinde
Brucella spp.’nin varligini ortaya koymak amaciyla B. abortus’un immunojenik 31 Kda
proteinini kodlayan genine ait genus spesifik primerlar1 kullanmiglardir. PCR’1n yani sira
bakteriyel kiiltiir incelemesinin de yapildigi ¢alisma sonucunda, genus spesifik PCR
tekniginin atik fetus 6rneklerinden brucellosisin direkt tanis1 amaciyla giivenle
kullanilabilecegi ve sonuglarinin bakteriyel kiiltiir sonuglari ile uyumlu oldugu
bildirilmistir. Benzer diger bir ¢calisma Giiler ve arkadaslar1 (126) tarafindan yapilmis ve
koyun atiklarinda PCR teknigi ile brucellosis’in tiir spesifik tanisinin miimkiin oldugu ve
bakteriyolojik kiiltiir sonuclari ile paralel sonuclarin elde edildigi bildirilmistir.

Saha orneklerinde PCR teknigi ile cins ve tiir diizeyi yani sira biyotip diizeyinde de
Brucella spp. identifikasyonu yapilmaktadir. PCR-RFLP ve Southern Blot Hibridizasyon,
DNA polimorfizminin tespitiyle Brucella tiirlerinin ve biyovarlarini1 ayriminda
kullanilmistir (127- 128). Automated Multiplex Oligonucleotide Synthesizer- PCR
(AMOS PCR) teknigi ile biyotip diizeyinde yapilan incelemeler sonucu saha drneklerinden
elde edilen izolatlarin ag1 suslu veya saha suslu olduklar1 ortaya konulmaktadir (129).

Smooth Brucella (B. abortus, B. melitensis ve B. suis) ile ilgili olarak, brucellosisin
tanisinda kullanilacak antijenin karakteristik yapis1 ve dogasinin nasil olacagina iligkin bir
ortak bilimsel diisiince bulunmamaktadir. Rose Bengal Pleyt Agliitinasyon (RBPT) ve CF
testleri serolojik tanida en yaygin olarak kullanilan testlerdir (130- 131). Bu testler Avrupa
Birliginde iiyelerinde de resmi prosediirde uygulanan testlerdir. (80). Her iki testte de
kullanilan antijen suspansiyonu (tiim hiicreler) B.abortus biyovar 1 ( A-dominant sustur)
ile yapilmistir ve ancak teorik olarak M-dominant suslardan kaynaklanan infeksiyonlarin
(B. melitensis biyovar 1, B. abortus biyovar 4, 5, 9 ve B. suis biyovar 5) atlanmasina neden
olabilmektedir (107, 132). Ancak yapilan son ¢alismalarda B. abortus biyovar 1 ile
hazirlanan (A dominant) klasik RB antijeninin, M dominant B. melitensis biyovar 1 ile
infekte olan koyun popiilasyonlarinda tanida yeterli oldugu ortaya ¢cikmustir (80).

Bakterinin dig membrani, Brucella’ya kars1 humoral yanittan sorumlu ana antijenleri
icermektedir (133). Diger Gram negatif bakteriler gibi, smooth yapidaki Brucella spp.’nin
dis membrani da fosfolipid, protein ve smooth lipopoplisakkaridleri (S-LPS)
kapsamaktadir. S-lipopolisakkaritler immunodominant antijenlerdir. RBPT, CF ve hatta
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi cogu serolojik test, bu antijenin
taranmasina kars1 gelistirilmis testlerdir. B. abortus biyovar 1 ( A-dominant) diisiik
frekansh a -1-3 bagl 4,6-dideoxy-4 formamido-D-mannopyroanoside rezidiisiine sahiptir.

Bunun tersi olarak da B. melitensis biyovar 1’in ( M-dominant) O zinciri de 1 a-1,3 ve 4 a-
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1,2 olmak iizere tekrarlayan pentasakkarid tinitelerine sahiptir. Sonug olarak A ve M
antijenik karakterleri, a-1,3 bagh residiilerin frekans cesitliliginde, O polisakkaride bagl
olarak degismektedir (132). M dominant B. melitensis biyovar 1 gibi infeksiyonlarin
taranmasinda, A dominant suglardan yapilan antijenlerin biiyiik sensitivite gosterdikleri
bildirilmistir (107, 132). B. melitensis biyovar 1 ile infekte olan koyunlarda hem B.
melitensis 16 M hem de B. abortus 2308 (biyovar 1-A dominant)’ e ait ham LPS
ekstraktlar indirekt ELISA’ya esit oranda duyarlidirlar (80). Farkli serolojik testler icin
tiir spesifik tanisal antijenlerin pratik anlamda kullanilmasi icin ileriye yonelik
arastirmalara gereksinim oldugu bildirilmistir (130, 132). Poliklonal antikorlarla test
edildiginde, Brucella tiirleri arasinda sitoplazmik proteinlerin immunoelektroforetik
sablonunda kiiciik farkliliklar bulunmaktadir (129, 130). Brucella’nin sitoplazmik
antijenleri tiir i¢in spesifiktir. Bu durum, Brucella S-LPS ‘leri ile kros reaksiyon veren
Yersinia enterocolitica O:9 gibi etkenlerin ayriminda kullanilabilmesine olanak
saglamaktadir (134). Brucella’nin bu sitoplazmik antijenleri koyun ve kecilerdeki Brucella
infeksiyonunun alerjik teshisinde basariyla kullanilmstir.

Diinyada ve Tiirkiye’de hayvanlarda brucellosisden korunma asilama ile yapilmaktadir.
Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan 1983 yilinda hazirlanan resmi olarak 1984 yilinda
yilinda yiiriirliige konulan “Tiirkiye Brucellosis Miicadele Projesi” ile Tiirkiye 5 bolgeye
ayrilmis, 4- 8 aylik dana ve 3- 8 aylik kuzu ve oglaklarin hepsinin asilanmasi bolgelere
gore asamal1 olarak baslatilmistir. Yalnizca geng hayvanlarin asilanmasi ile tiim
popiilasyonda immunite olusmasi uzun yillar alacagindan miicadelenin baslangicinda daha
kisa siirede ve etkili bir bagisiklik amaciyla geng ve erginlerin birlikte asilanmasi
onerilmektedir. Bu nedenle 1991 yilindan itibaren hastalik mihraklarinda ergin
hayvanlarin azaltilmis dozla asilama uygulamasi yine bu proje icinde baslatilmistir.
Brusellosise kars1 kullanilan asilar iilkemizde Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’na bagh
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nde iiretilmektedir. Koyun ve kegilerde
B. melitensis Rev 1, sigirlarda B. abortus S19 asis1 kullanilmaktadir. Geng ve ergin
hayvanlarda birbirinden farkli sayida bakteri iceren asilar kullanilmaktadir. Koyunlarda
kullanilan Geng Rev 1 asisi; B. melitensis Rev 1, susundan hazirlanan canli, attenue,
liyofilize bir asidir. As1 100 doz olarak iiretilmektedir ve her bir doz as1 1- 3 x 10° adet
Brucella hiicresi icermektedir. As1 3- 8 aylik disi ve erkek, kuzu ve oglaklara 1 ml deri alt1
yolla uygulanmakta ancak gebe hayvanlarda abortlar meydana getirmesi sebebiyle ergin
hayvanlara uygulanmamaktadir. Asi, yasam boyu siiren yeterli bir koruma saglamaktadir.

Ergin asis1 da B. melitensis Rev 1 susundan hazirlanmaktadir ve canli, attenue, liyofilize
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bir asidir. As1 100 doz olarak iiretilmekte ve her bir doz ast 5-10 x 10* adet Brucella
hiicresi icermektedir. As1 8 ayliktan biiyiik ergin disi koyun ve kecilere 12 ay ara ile iki
defa olmak iizere, 1 ml olarak deri alt1 yolla uygulanmaktadir. Asi, erkek hayvanlara
uygulanmamaktadir. Brucella spp.ile infekte oldugu laboratuvar raporu ile tespit edilen ve
atiklarin seyrettigi siiriilerde gebelik donemine bakilmaksizin tiim ergin disi hayvanlar
hemen asilanmaktadir. Ikinci yil aginin daha giivenli bir donem olan gebeligin son ay1
veya laktasyon doneminde yapilmasi 6nerilmektedir. Sigirlarda ise, S19 asisi, B. abortus
S19 susundan hazirlanan canli, attenue, liyofilize bir agidir. Her bir doz as1 40-120x10’
adet Brucella hiicresi icermekte, 4- 8 aylik disi danalara 4 ml deri alt1 yolla
uygulanmaktadir. Asi, en az yedi yil koruma saglamaktadir. S19 ergin asisi, B. abortus
S19 susundan hazirlanan canli, attenue, liyofilize bir agidir. Her bir doz as1 1-3x10° adet
Brucella hiicresi icermekte ve 8 ayliktan biiyiik disi sigirlara 1 ml deri alt1 yolla
uygulanmaktadir. Brucella spp. ile infekte oldugu laboratuvar raporu ile tespit edilen ve
atiklarin seyrettigi siiriilerde gebelik donemine bakilmaksizin tiim ergin disi hayvanlar
hemen agilanmaktadir. Ikinci y1l asinin daha giivenli bir dsnem olan gebeligin son ay1
veya laktasyon doneminde yapilmasi 6nerilmektedir. B. abortus S19, sigirlarda B.abortus
infeksiyonuna ve B. melitensis Rev 1’de koyun ve kecilerde B. melitensis ve B. ovis
infeksiyonuna kars1 koruma saglamaktadirlar (135- 137). Ancak her iki asinin da gebe
hayvanlara uygulanmasi halinde abortlara neden olmasi ve insanlara asilama esnasinda
bulagma riski bulunmasi gibi olumsuz yonleri de bulunmaktadir. Asilama sonrasi olusan
agliitinojen antikorlar nedeniyle, serolojik testlerle asili ile infekte hayvanlar birbirinden
ayrilamamaktadir. Kompetatif ELISA ve Floresans Polarizasyon Testi (FPA) gibi primer
baglanma testleri ile ag1 ile hastaliktan kaynaklanan antikorlar ayrilabilmektedir (105, 106).
B. melitensis infeksiyonunun yaygin oldugu iilkelerde, sigirlarin da bu etken ile infekte
olabildigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu kosullardaki hayvanlara diisiik
dozlarda uygulanan B. abortus S19 asisina gore B. melitensis Rev 1 asisinin, esit veya daha
fazla oranda koruyucu oldugu bildirilmistir. Bu sonuglara ragmen, B.melitensis Rev 1
asisinin sigirlarda kullanimi kisithidir (9, 136, 137).

Canl attenue, smooth B. suis 2 (S2) asis1, Cin’de iiretilmis olup, iilkede hayvanlarin
asilanmasinda kullanilmigtir. S2 asisi, koyun ve kegilerin icme suyu ile asilanmasina da
olanak saglanmaktadir. Virulensi, B. abortus S 19 ile aymidir ve kararl bir sus olmasinin
yaninda sigirlara ve gebe koyunlara yapilan asilamalarin sonucunda iyi bir korunma
saglandigi belirtilmistir (137, 138). B.melitensis Rev 1 asisinin, hayvanlardaki Brucellosis

infeksiyonlarina karsi en etkili as1 susu oldugu bildirilmektedir.( 137).
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Insanlarda korunmada B.melitensis Rev 1 ve B. abortus S 19, hastaliga neden
olabilmekte ve bu nedenle insanlarda asilama icin uygun olmadigi bildirilmektedir. Rusya
ve Cin’de B.abortus 19 BA ve B.melitensis 104 M suslar1 insan korunmasinda denemis ve
asilarin etkinliginin sinirli oldugu bildirilmistir. Schuring ve arkadaslar1 (139) tarafindan,
hayvanlarda ilk olarak 1991 yilinda canl attenue, kararli, rifampin- resistant mutant,
virulent rough Brucella 2308 susundan, RB51 asis1 kullanilmistir. Bu as1 koclarda B. ovis’
e kars1 koruma saglayamazken, B. melitensis ve B. suis’in rough suslariyla yeni as1
secenekleri aranmaktadir (140). Yeni asilama yaklagimlarindan digeri ise; etkenin tani
antijenlerinin identifikasyonu ve buna karsilik gelen genin silinmesiyle elde edilen canli
attenue smooth Brucella suslarinin kullanilmasidir. Bu mutantlar yeni tam testlerindeki
hedef proteinlere kars1 antikor yanit1 olusturmayacaklardir. Canli attenue asilara alternatif
olarak sadece koruyucu antijenleri i¢ceren subunit asilar gelistirilmesi 6nerilmistir. Subunit
as1, Smooth Brucella spp’e kars1 korumada O-PS ve S-LPS kombinasyonu veya L7/L.12
ribozomal proteinleri ile konjuge ve B. ovis’e kars1 korunmada ise Omp31 ile R-LPS
komplekslerini icermelidir. Plasmid DNA ile DNA asilamanin Mycobacterium gibi
intraseliiler bakterierde koruyucu immuniteyi tetikledigi bildirilmistir, L7/.12 DNA
astlarinin da Brucella spp.’ye kars1 etkinligi denenmekte oldugu bilinmektedir. HSP 62
geninin, tiim Brucella tiirlerine kars1 koruyucu etkili oldugu saptanmistir. Olii asilar ve
non-replikatif canli ve 1sinlanmis asilarin, canli as1 kadar koruyucu olmadigi agiklanmistir
(137).

Hastaligin siirli bazinda taramalarinda serolojik testler kullanilmakla beraber, gerek
hastaligin epidemiyolojik verilerinin izlenmesi ve gerekse eradikasyon programlarinin
olusturulmasi i¢in etkenin bakteriyolojik olarak izolasyon ve identifikasyonu gereklidir (8,
19, 80, 83). Calismamizda Bursa ve cevresinden elde edilen koyun ve sigir atik
fetuslarinin Brucella spp. agisindan bakteriyolojik olarak identifikasyonu ve
biyotiplendirilmesi amaclanmistir. Bu yoniiyle calismamiz Marmara Bolgesi’'ndeki koyun
ve s1gir atiklarinda Brucella spp’nin payin belirlemekle birlikte, bolgemizdeki biyotiplerin
dagilimin1 agiklamaktadir. Brucellosis ile miicadelede eradikasyon programlarinin

basarisi, hastaligin bolgedeki prevalansinin bilinmesi ve takip edilmesi ile miimkiindiir.
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GEREC VE YONTEM

GEREC

Saha Ornekleri

Bursa ve cevresinde biiylikbas ve kiigiikbas hayvancilik yapan isletmelerde atik yapan
62 adet koyun ve 41 adet sigirdan elde edilen toplam 103 adet aborte fetus materyali ile
bunlara ait plasental kotiledonlar, fotal akciger ve karaciger, borek, dalak ve kalp ile

abomasum iceri8i Brucella spp. izolasyonu amaci ile kullanildi.

Standart Brucella suslari

B.abortus 544 Biyotip 1 (ATCC 23 448)
B.abortus 86/ 8 /59 Biyotip 2 (ATCC 23 449)
B. abortus Tulya Biyotip 3 (ATCC 23 450)
B.melitensis 16 M Biyotip 1 (ATCC 23 456)
B.melitensis 63 /9 Biyotip 2 (ATCC 23 457)
B.melitensis Ether Biyotip 3 (ATCC 23 458)
B.suis 1330 Biyotip 1 (ATCC 23 444)
B.canis RM6 / 66 (ATCC 23 365)
B.ovis 63/290 (ATCC 25 840)

B.melitensis Rev 1

B.abortus S19

Testlerde kullanilan referans suslar, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii

Brucella Asilar1 ve Biyolojik Madde Uretim Laboratuvari’ndan saglandi.
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Thilisi Faji
Brucella abortus’un identifikasyonunda kullanilan Tbilisi faj1 Pendik Veteriner

Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Asilar1 ve Biyolojik Madde Uretim

Laboratuvari’ndan saglandi.

Brucella Antiserumlari
A ve M monospesifik antiserumlari ile A+M Brucella antiserumu Pendik Veteriner

Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Asilar ve Biyolojik Madde Uretim

Laboratuvari’ndan temin edildi.

Besiyerleri

SDA (Serum Dekstroz Agar)

Tryptone Soy Agar (Oxoid- CM 0131) hazirlandi, otoklavda sterilizasyonu sonrasinda
56 °C’ye kadar sogutularak icine %5- 10 oraninda steril buzagi serumu (Biochrom, United
Kingdom) ve son konsantrasyonu %1 olacak sekilde steril dekstroz ( Merck-1.08337.0250)

soliisyonu ilave edildi.

Brucella Selektif Besiyeri

Brucella Medium Base ( Oxoid, CM0169) i¢ine Brucella Selective Supplement
(Oxoid-SR 083A) katilarak saha drneklerinden Brucella spp. izolasyonu icin kullanildi.
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Kanh Agar

Blood Agar Base No: 2 ( Oxoid, CM 0271) icine % 5-10 oraninda steril defibrine

koyun kan katilarak saha orneklerinden Brucella spp. izolasyonu icin kullanildi.

Gliserinli Brucella Broth (Siv1 Gliserinli Besiyeri)

Brucella Broth ( Difco, No: 87576JC) icine % 15 oraninda gliserin katilarak Brucella

spp. izolatlarinin saklanmasinda kullanildi.

Boya Iceren Besiyerleri

Tiyonin’li besiyeri

Tiyonin (Sigma T- 3387)’in distile suda % 0.2’ lik stok soliisyonu koyu renkli
siselerde hazirland1 ve kapaklari sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1
saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ye kadar sogutuldu. Icine son konsantrasyonu % 5-10 olacak sekilde steril buzag
serumu (Biochrom) katildi. Besiyeri i¢ine tiyoninin stok soliisyonundan 5 ml (% 0.5)
eklenerek 1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen karigimlar petri

kutularina dokiildii.

Bazik Fuksin’li Besiyeri

Bazik Fuksin (Sigma / Aldrich B-0904) ’in distile suda % 0.2’lik stok soliisyonu koyu
renkli siselerde hazirland1 ve kapaklari sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan
suda 1 saat boyunca bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda
sterilize edildi ve 56 “C’ ye kadar sogutuldu ve i¢ine son konsantrasyonu % 5- 10 olacak

sekilde steril buzagi serumu (Biochrom) katildi. Besiyeri icine bazik fuksinin stok
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soliisyonundan 5 ml (% 0.5) ilave edilerek 1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde

edilen homojen karisimlar petri kutularia dokiildii.

Safranin-O’lu Besiyeri

Safranin O (Sigma S 2255)’ nun distile suda % 0.5’lik stok soliisyonu koyu renkli
siselerde hazirland1 ve kapaklari sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1
saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ ye kadar sogutuldu ardindan igine son konsantrasyonu % 5-10 olacak sekilde steril
buzagi serumu (Biochrom) katildi. SDA besiyerine Safranin-O stok soliisyonundan 10 ml
(% 0.5) ilave edilerek 1/10.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen

karigimlar petri kutularina dokiildii.

Antibiyotik iceren Besiyerleri

Streptomisinli Besiyeri

SDA’ya son konsantrasyonu 2.5 ug/ml olacak sekilde streptomisin (Sigma S 6501)

katilarak hazirlandi.

Penisilinli Besiyeri

SDA’ya son konsantrasyonu 5 IU/ml olacak sekilde Penisilin (Benzylpenicillin
1.000.000, PEN-B, Sigma) katilarak hazirlandi.
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I-eritritol’lii Besiyeri

[-erithritol (Sigma E-7500, meso-erihritol, 25 gr,)’ iin distile suda % 1’lik stok
soliisyonu koyu renkli siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon
amaciyla kaynayan suda 1 saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak
otoklavda sterilize edildi ve 56 °C’ ye kadar sogutuldu ve ardindan icine son
konsantrasyonu % 5- 10 olacak sekilde steril buzagi serumu (Biochrom) katildi. SDA
besiyerine I-erithritol stok soliisyonundan 50 ml (% 1) ilave edilerek son konsantrasyonu
Img/ml olacak sekilde hazirlandi. Elde edilen homojen karisimlar petri kutularina

dokiildii.

Peptonlu Tuzlu Su

Bakteri ve fajlarin hazirlanmasi ile tiim diliisyonlarda bu soliisyon kullanildi.

Pepton ( Sigma- P6463) 10 gr.
Sodyum Kloriir (NaCl) ( Merck- 1.06404.1000) 5 gr.
Distile su (pH 7.0-7.2) 11t

Akriflavin Soliisyonu

Notral akriflavin (Euflavine, Sigma A 8126)’in distile suda 1/1000’lik soliisyonu her

test icin giinliik olarak hazirlandi.

Biyokimyasal Testler

Katalaz Testi

% 35’lik Hidrojen peroksit, katalaz testi i¢in kullanildi.
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Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)

%40’ ik Ure (Ox0id-SR020K) solusyonu, etkenin iireaz aktivitesinin l¢iilmesinde
kullanilda.

Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Oxoid -

BR64A) kullanildi.

Cihazlar

Karbondioksitli Etiiv: Shel-Lab Model 2300, USA.

Stereomikroskop: Olympus SZ61, Binokiiler, USA.

Vorteks: IKA Vortex Tube Shaker, Model 312 12 24, GERMANY.

Ultraturraks: MICCRA D- 15, 1520 Watt, 8.800-33.600 rpm., GERMANY.
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YONTEM

Direkt Mikroskobik Muayene

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi ve Tarim 11 Kontrol Miidiirliigii’ne getirilen,
ayrica Bursa ili ile ¢evre il ve ilgelerdeki sigir ve koyun atik vakalarindan elde edilen
Brucellosis yoniinden siipheli 62 adet koyun ve 41 adet sigirlara ait toplam 103 adet aborte
fetusun laboratuarda aseptik sartlarda otopsileri yapildi. Fotal akciger, karaciger, kalp,
bobrek, dalak ve mide iceriginden siirme preperat hazirlanarak Modifiye Ziehl-Neelsen

teknigiyle boyandi ve mavi zemin iizerinde kirmiz1 kokobasiller arandi (19, 21).

Brucella izolasyon Yontemi

Organ Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Kontaminasyonlar1 engellemek amaciyla fotal karaciger, dalak, akciger, kalp ve
bobrek etanole batirilip atesten gecirildi. Dokular steril makas ve pens yardimiyla 50
ml’lik steril santrifiij siselerine kiiciik parcalar halinde aktarild: ve iizerine 10 kath steril
FTS ilave edilerek ultraturraks yardimiyla homojenize edildi ve suspansiyon seklinde

organ homojenati hazirlandi (19).

izolasyon

Organ homojenatlarinin i¢ine steril svap daldirilarak Brucella Selektif Agar ve Kanli
Agar yiizeyine ekimler yapildi. Mide igeriginden yapilan ekimler i¢in abomasum duvari
kizgin spatiille dagland: ve igerik steril enjektdr yardimiyla ¢ekilerek Brucella Selektif

Agar ve Kanli Agar yiizeyine birka¢ damla birakilmak suretiyle steril 6ze ile yayilmasi
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saglandi. Hazirlanan homojenat ve mide igerikleri CO ;, gereksiniminin belirlenmesi
amaciyla iki ayr1 petriye inokiile edildi. Her iki grup da 37°C’lik etiivde, 3-8 giin inkube
edildiler. ik gruptaki petriler aerobik ortamda inkiibe edilirlerken, diger grup petriler %5-
10 CO;’li ortamda inkiibe edildi. Her iki grup da etiivde en az 4 giin bekletildi. Ayrica tiir
ve biyotip tanisinda kontrol amach kullanilan standart suslarin SDA petrilerine ekimleri de
steril svap yardimiyla yapildi. Standart suslar ekim sonrasinda en az 4 giin CO;’li ortamda
inkiibe edildiler. Tipik Brucella spp. morfolojisine sahip koloniler SDA’ya ekim yapilarak
uygun kosullarda inkiibe edildi. S6z konusu izolatlarin tiir ve biyotip tayinleri standart

yontemlere gore yapildi (19, 21).

Identifikasyon Yontemleri

Cins diizeyinde identifikasyon

Bireysel Morfoloji

Inkiibasyon siiresi sonunda yiizeyinde gelisen kolonilerden Gram boyama metoduyla
bakterilerin bireysel morfolojileri incelendi. Gram negatif, kokobasil goriiniimiinde olanlar

Brucella spp. acisindan degerlendirmeye alind1 (19, 21)

Koloni Morfolojisi

Stipheli koloniler, koloni morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla 45°’1lik oblik 1s1kta

stereomikroskopta incelendi (19).
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Polivalan Brucella Antiserumu ile Agliitinasyon

Stipheli kolonilere polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi
uygulandi. Polivalan antiserum ile agliitinasyon vermeyen Rough formundaki Brucella

canis, kontrol olarak kullanild1 (19).

Akriflavin ile Agliitinasyon Ozelligi

Fizyolojik tuzlu su ile suspanse edilen izolatlardan birer damla temiz bir lam iizerine
aktarildi. Uzerine bir damla akriflavin soliisyonu konularak tahta bir ¢ubukla karistirildi.
Reaksiyon sonuclar1 bir dakika i¢inde olusan agliitinasyon durumuna gore okunarak
degerlendirildi. Testte kontrol olarak Rough koloni yapisi gosteren B.ovis 63/290 ve
smooth koloni yapis1 gosteren B.melitensis 16 M kullanildi (19).

Biyokimyasal Testler

Katalaz Testi

Temiz bir lam {izerine % 35’lik Hidrojen Peroksit’ten 25ul konularak, taze kati
kiiltiirden alinan Brucella spp. kolonileri ile tahta cubuk yardimiyla karistirildi. Testte
kontrol olarak kullanilan katalaz negatif 6zellikte olan Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus susu kullanildi (19).

Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)

Besiyeri hazirlanmasi amaciyla % 40’1ik Ure (Oxoid-SR020K) solusyonu kullanildi.
Steril tiiplere paylastirilan yari-kati besiyeri igine siipheli izolatlarin 6ze yardimiyla

ekimleri yapildi. Besiyerinin sar1 olan renginin pembeye doniismesi pozitif olarak
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degerlendirildi. Testte kontrol olarak iireaz aktivitesi agisindan negatif 6zellik gosteren B.

ovis susu kullanild1 (23).

Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Oxoid -
BR64A) kullanildi. Taze hazirlanmis Brucella spp. kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak,
22 °C ‘deki oksidaz ¢ubuguna degdirildi. Reaksiyonun olugmasi i¢in 2 dakika beklendi ve
oksidaz ¢ubugunun ucundaki eflatun bolgenin mor renge doniismesi, pozitif olarak
degerlendirildi. Testte kontrol olarak oksidaz negatif 6zellikteki B. ovis susu kullanildi

(19).

Tiir ve Biyotip Diizeyinde Identifikasyon

Brucella spp. izolatlarinin tiir ve biyotip diizeyinde identifikasyonlar1 amaciyla asagida

belirtilen testler kullanild1 (19, 21).

Karbondioksit (CO;) Gereksinimi

B. abortus’un bazi biyotipleri ve B.ovis ilk izolasyonda % 5-10 CO,’ye ihtiyag
duyarlar. Orneklerden ikiser adet Brucella Selektif Besiyeri ve Kanli Agar yiizeyine
homojenat ve mide igerigi ayr1 ayr1 olmak iizere ekim yapildi. Petrilerin bir grubu %5-10
CO; igeren ortamda inkiibe edilirken, diger grubu ise aerobik sartlarda bekletildi.
1nk1'ibasy0n siiresi sonunda orneklerin %5-10 CO,’1i ve aerobik ortamda tireme durumu

degerlendirildi.
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Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretimi

Izolatlarin H,S iiretim 6zellikleri kursun asetat strip metodu ile incelendi. Daha 6nce
SDA besiyerinde iiretilmis olan her bir Brucella spp. izolatindan igne ug¢lu 6ze yardimiyla
tek bir koloni alinarak yatik SDA tiiplerine ekimi yapildi. Serit seklinde kesilen ve kursun
asetat emdirilen kagitlar sterilize edilerek test icin kullanildi. Kagitlar, besiyerine temas
etmeyecek sekilde, tiip kenari ile vidali kapak arasina sikistirilarak yerlestirildi. Tiipler
%5-10 CO, iceren ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi boyunca kursun asetatl
kagitlar her giin degistirildi. Siire sonunda kagitlarda siyahlasma olmasi H,S iiretimi
acisindan pozitif kabul edildi. Testte kontrol susu olarak H»S pozitif olan B.abortus 544

susu ve H,S negatif olan B. melitensis 16M susu kullanildi.

Thilisi Faji ile Lizis

Thilisi Fajinin Rutin Test Diliisyonunun (RTD) Saptanmasi

Thilisi fajinin rutin test diliisyonunun saptanmasi amaciyla fajin konakg1 susu olan B.
abortus 544’iin SDA besiyerine ekimi yapildi. 37 °C’de 24 saatlik inkubasyon sonrasinda
olusan koloniler, peptonlu tuzlu su ile agar yiizeyinden yikanarak toplandi ve Mac Farland
No: 4’e gore yaklastk 10 ° / ml olacak sekilde suspansiyon hazirlandi. Bakteri
suspansiyonunun SDA besiyerine homojen bir sekilde ekimi yapildi ve petrilerin
yiizeylerinin kurumasi beklendi. Fajin lizis olusturdugu diliisyonu tespit etmek amaciyla
peptonlu tuzlu suda 1’er ml oraninda aktarilmak suretiyle 10 "den 10 * ¢ kadar on kath
diliisyonlar1 yapildi. Kuruyan SDA petrilerinin alt yiizeylerine bir cam kalemiyle fajlarin
diliisyonlar1 yazildi. Fajlarin her bir diliisyonundan SDA petrilerindeki ilgili yiizeye steril
ve ayri pipet uclar1 kullanilarak 20’ser ul damlatildi. Petri, yiizeyinin kurumasini takiben
% 5-10 CO,’li etiivde, 37 °C’de 24 saat inkube edildi. 1nkubasy0n siiresi sonunda
damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin goriildiigii en yiiksek faj diliisyonu fajin RTD

olarak saptandi (19)
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Thilisi Faji ile Lizis

Her SDA besiyerine 4 izolat olacak sekilde birbirine paralel yatay seritler halinde ekim
yapildi. Ekim islemi siv1 gliserinli besiyerinden steril svap yardimiyla gerceklesti. Ekim
sonrasinda hattin orta kismina gelecek sekilde, daha 6nce RTD ‘da hazirlanmis olan Tbilisi
fajindan 50 pl damlatildi. Tiim izolatlara ayn1 islem uygulandi. Faj soliisyonunun
emilmesi beklenerek petriler 37 °C’de %5-10 CO;: li ortamda inkiibe edildi. Sonuclar lizis
durumuna gore belirlendi. Thbilisi faj1 ile lize olan B. abortus 544 susu kontrol olarak

kullanild: (19).

Boyal Besiyerinde Ureme Durumu

Tiyonin Varhginda Ureme

Izolatlar tiyonin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay seritler
halinde inokiile edildi. Ekim islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla,
her petriye dort adet izolat inokiile edilecek sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO»-
li ortamda inkiibe edildi. Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben tiyoninli
besiyerinde lireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak tiyoninli besiyerinde

iireme gostermeyen B. abortus 544 susu kullanildi (19).

Bazik Fuksin Varhginda Ureme

[zolatlar bazik fuksin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay
seritler halinde inokiile edildi. Ekim islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar
yardimiyla ve her petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10
CO»- li ortamda inkiibe edildi. Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben bazik
fuksinli besiyerinde iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak bazik fuksinli

besiyerinde liremeyen B. abortus 86/8/59 susu kullanildi (19).
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Safranin —O Varhgmmda Ureme

Izolatlar safranin-O (1/10.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay seritler
halinde inokiile edildi. Ekim islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve
her petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO»-li
ortamda inkiibe edildi. izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben safranin-O iceren
besiyerinde tireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak safranin —O iceren

besiyerinde tiremeyen B. suis 1330 susu kullanildi (19).

Antibiyotikli Besiyerinde Ureme Durumu

Penisilinli Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen sigir orijinli izolatlarin, as1 susu olan B. abortus S19°dan ayrimi
amaciyla, tiim izolatlar 5 IU/ml penisilin iceren SDA besiyerine inokiile edildi. Ekim
islemi s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel
yatay seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 COy li
ortamda inkiibe edildi. Sigir orjinli izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben
penisilinli besiyerinde iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak penisilinli

besiyerinde iremeyen B. abortus S19 susu kullanild1 (19).

Streptomisinli Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen koyun orijinli izolatlarin as1 susu olan B. melitensis Rev 1’den
ayrimi amactyla streptomisin (2.5 pg/ml) iceren besiyerine ekimleri yapildi. Ekim islemi
s1v1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel yatay
seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 COy: li ortamda
inkiibe edildi. izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben streptomisinli besiyerinde
tireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak streptomycin igeren besiyerinde
tiremeyen B. melitensis 16M susu ile iireme 6zelligi gosteren B. melitensis Rev 1 kullanildi

(19).
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[-Eritritol iceren Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen sigir orijinli izolatlarin B. abortus S19 susundan ayrimi amaciyla
i-erithritol (1 pg/ml) iceren SDA besiyerlerine ekimleri yapildi. Ekim islemi siv1 gliserinli
besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel yatay seritler halinde
dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO,- li ortamda inkiibe edildi.
Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben i-eritritol iceren besiyerinde iireme
durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak i-erithritol i¢eren besiyerinde iiremeyen B.

abortus S19 susu kullanildi (19).

A ve M Monospesifik Anti-Serumlarla Agliitinasyon

Testi yapilacak her izolatin bir 6ze dolusu yogun kiiltiirii 0.25 ml fizyolojik tuzlu su
icinde suspanse edildi. Temiz bir lam iizerine A ve M monospesifik anti-serumlarindan
birer damla konuldu ve iizerlerine yine birer damla olacak sekilde incelenecek izolatin
suspansiyonundan eklenerek agac bir kiirdanla karistirildi. Reaksiyon sonucu birkag
dakika i¢inde olusan agliitinasyon durumuna gore degerlendirildi. Testte kontrol olarak
sadece A anti-serumu ile agliitine olan B. melitensis 63/9 ve sadece M anti-serumu ile
agliitine olan B. melitensis 16M ile her ikisi ile de agliitine olan B. melitensis Ether ve

hicbirisi ile agliitine olmayan B. ovis 63/290 kullanildi (19 ).
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BULGULAR

Etkenin Izolasyon ve Identifikasyonu

Hazirlanan organ homojenatindan ve mide iceriginden Kanli Agar ve Brucella Selektif
Agar’a yapilan ekimlerin ardindan inkiibasyon siiresi sonunda olusan kolonilerin
morfolojileri incelendi. Stereomikroskop altinda yapilan incelemeler sonrasinda smooth,
seffaf, sebnem tanesi goriiniimiinde morfoloji gosteren kolonilerden yapilan Gram
boyamada, Gram negatif kokobasiller goriildii. Incelenen toplam 103 adet atik 6rneginin
31 (%30) tanesinde Brucella spp. yoniinden siipheli koloniler tespit edildi. Sigir orijinli
toplam 41 atik fetus materyalinin 8 (%19. 5) adedinde ve koyun orijinli toplam 62 atik

fetus materyalinin 23 (% 37) adedinde Brucella spp. yoniinden siipheli koloniler saptandi.

Polivalan Brucella Antiserumuyla Agliitinasyon

Polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi sonucunda Brucella
spp. yoniinden siipheli 31 adet izolata ait kolonilerin tiimiiniin agliitinasyon gosterdikleri

belirlendi.

Akriflavin ile Agliitinasyon

Notral akriflavin ile muamele edilen toplam 31 adet izolatin hepsi homojen bir
suspansiyon olusturarak higbiri agliitinasyon gostermedi. Calisilan biitiin izolatlarin
smooth yapida oldugu tespit edildi. Testte kontrol olarak kullanilan ve rough koloni
yapisina sahip B. ovis 63/290, akriflavin ile agliitinasyon verirken, smooth koloni yapisina

sahip B. melitensis 16 M agliitine olmadi.
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Biyokimyasal Testler

Katalaz Testi

Brucella spp. yoniinden siipheli kolonilere uygulanan katalaz testi sonucunda,
hepsinde kopiiklenmenin sekillendigi ve katalaz pozitif 6zellikte olduklar tespit edildi.
Kontrol olarak kullanilan Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, katalaz testinde

negatif ozellik gosterdi.

Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)

Bir giinliik inkiibasyon sonrasinda biitiin besiyerlerinin renginde pembe renge
doniisiim sekillendi. Testte kontrol olarak kullanilan B. ovis iireaz aktivitesi a¢isindan

negatif ozellik gosterdi.

Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)

Incelenen 31 adet izolat, oksidaz cubugunun ucundaki eflatun bolgeyi, mor renge
doniistiirdii. Testte kontrol olarak kullanilan B. ovis oksidaz yoniinden negatif 6zellik

gosterdi.

Tiir ve Biyotip Diizeyinde identifikasyon Sonuclar

Karbondioksit (CO;) Gereksinimi

[lk izolasyonda 6rneklerin ekim yapildig1 petrilerin bir grubu 37 °C % 5-10 CO,
iceren ortamda inkiibe edilirken, diger grubu ise aerobik sartlarda inkube edildi.

1nk1'ibasy0n sliresi sonunda s1gir orjinli 15, 35, 52, 53, 60, 80 ve 89 no’lu izolatlar olmak
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tizere toplam 7 adet izolatin ilk izolasyonunda %5-10 CO>’li ortama gereksinim duyduklari
tespit edildi. Diger tiim izolatlarin hem aerobik hem de %5-10 CO;’li ortamda tireme
gosterdikleri saptandi. Testte kontrol olarak kullanilan B. abortus 544 susu sadece %5-10
COy’li ortamda iiredi ( Tablo 7)

Hidrojen Siilfiir (H,S) iiretimi

Dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda sigir orjinli 15, 35, 52, 53, 60, 80, 89 ve koyun
orjinli 27 no’lu izolatlara ait kursun asetath kagitlarda siyahlasma goriildii ve H,S tiretimi
icin pozitif kabul edildi. Testte kontrol susu olarak kullanilan B. abortus 544 susu H,S
pozitif iken, B. melitensis 16 M H,S negatif olarak saptandi (Tablo 7, Sekil 1).

Thilisi Faji ile Lizis:

Thilisi fajinin konakgist olan B.abortus 544’ in SDA besiyerine ekimi yapildi ve
inkubasyon siiresi sonunda damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin goriildiigii en yiiksek
faj diliisyonu 107 olarak tespit edildi. Dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda sigir orjinli
15, 35, 52, 53, 60, 80 ve 89 no’lu izolatlar ile kontrol olarak kullanilan B. abortus 544
susu’nun Tbilisi faji (10% RTD) ile lize oldugu saptand1. Diger izolatlar Tbilisi fajinin
RTD’da lizis gostermedi (Tablo 7, Sekil 2).

Boyali Besiyerlerinde Ureme

Tiyonin varhginda iireme
Tiyonin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine ekimi yapilan toplam 31 adet izolatin

tiimii dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireme gosterirken, kontrol olarak kullanilan

B. abortus 544 susu tireme gostermedi (Tablo 7, Sekil 3).
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Bazik Fuksin varhiginda iireme
Bazik fuksin (1/50.000) iceren SDA besiyerlerine ekimi yapilan toplam 31 adet

izolatin tiimii dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda tireme gosterirken, kontrol olarak

kullanilan B. abortus 86/8/59 tireme gostermedi (Tablo 7, Sekil 4)

Safranin —O varhiginda iireme
Safranin-O (1/10.000) iceren SDA besiyerlerine ekimi yapilan toplam 31 adet izolatin

tiimii, dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireme gosterirken, kontrol olarak kullanilan

B. suis 1330 susu iireme gostermedi (Tablo 7, Sekil 5).

Antibiyotikli Besiyerinde Ureme

Penisilinli Besiyerinde Ureme
Penisilin (5 TU/ ml) iceren SDA besiyerine ekimleri yapilan sigir orijinli toplam 7 adet

izolat inkiibasyon siiresi sonunda tireme gosterdigi tespit edildi. Testte kontrol amaciyla

kullanilan mutant as1 susu B. abortus S19 besiyerinde iiremedi (Tablo 7, Sekil 6).

Streptomisinli Besiyerinde Ureme
Calismada incelenen koyun orijinli toplam 23 adet izolatin hi¢biri streptomisinli

besiyerinde iireme gostermezken, kontrol olarak kullanilan B.melitensis Rev 1 susu’nun

tiredigi goriildii (Tablo 7, Sekil 7).
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[-Eritritol iceren Besiyerinde Ureme

Inkiibasyon siiresi sonunda i-erithritol iceren besiyerinde tiim izolatlar iireme
gostermesine karsin, kontrol amaciyla kullanilan B. abortus S19 i-eritritol igeren

besiyerinde tiremedi (Tablo 7, Sekil 8).

A ve M Mono spesifik Anti serumlarla Agliitinasyon

Calismada incelenen koyun orijinli 3, 11, 12, 23, 27, 28, 30, 38, 42, 43, 46, 50, 54, 95,
102, 103 ve 104 no’lu izolatlar ile sigir orijinli 59 no’lu izolat Brucella A ve M
monospesifik antiserumlari ile agliitinasyon gosterdi ve B. melitensis biyotip 3 olarak
identifiye edildi. 59 numarali izolat si8ir orijinli olmasina ragmen identifikasyonda B.
melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi. Sadece Brucella A antiserumu ile
agliitinasyon gosteren sigir orijinli 15, 35, 52, 53, 60, 80, 89 no’lu izolatlar, B. abortus
biyotip 3 olarak identifiye edildi. Sadece M antiserumu ile agliitinasyon gosteren 22, 41,
61, 62, 63 no’ lu izolatlar ise B. melitensis biyotip 1 olarak degerlendirildi. Geriye kalan
58 no’lu koyun orjinli bir izolat ise Brucella A antiserumu ile agliitine olurken, M
antiserumu ile reaksiyon vermedi ve B. melitensis biyotip 2 olarak degerlendirildi. Testte
kontrol olarak kullanilan B. melitensis 63/9 sadece A-antiserumu, B. melitensis biyotip
16M sadece M antiserumu ve B. melitensis Ether ise A ve M antiserumlarinin her ikisi ile
de agliitinasyon gosterdi. Sigir izolatlarinin kontrolii amaciyla kullanilan B.abortus 544,
B.abortus 86 / 8 / 59 ve B. abortus Tulya suslar1 ise A antiserumuyla agliitine olurken, M
antiserumu ile reaksiyon vermediler. Rough koloni yapisina sahip B. ovis 63/290 ise hicbir

anti-serumla agliitine olmadi.
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izolasyon ve Identifikasyon Calismalar1 Sonuclar:

Si1gir ve koyun atiklarindan elde edilen toplam 31 adet Brucella spp. izolatinin biyotip
dagilimlar1 Tablo 7°de gosterilmektedir. Buna gore 23 adet koyun izolatinin 5 adedi B.
melitensis biyotip 1, 1 adedi B. melitensis biyotip 2 ve 16 adedi B. melitensis biyotip 3
olarak identifiye edildi. 1 adet izolatin ise (No: 27) H,S yOniinden pozitivite gostermesi
nedeniyle Atipik 0zellikte B. melitensis biyotip 3 oldugu belirlendi. Sigirlardan elde edilen
8 adet Brucella spp. izolatinin 7 adedi B. abortus biyotip 3 ve 1 adedi de B. melitensis
biyotip 3 olarak identifiye edildi. Koyun ve si8ir izolatlarinin hicbirinden B. melitensis
Rev 1 ve B. abortus S19 as1 suslari identifiye edilmedi.

izolatlarin Bursa ve gevresindeki dagilimlar1 Tablo 8 ve Sekil 9’da agiklanmaktadir.
Buna gore koyunlardan elde edilen on bir adet izolat Bursa merkezinden olmak iizere, iki
adet Yenisehir, iic adet Mustafakemalpasa ile birer adet Biiyiikorhan, Iznik, Inegol ve
Mudanya il¢elerinden elde edilen drneklerden izole edildiler. Diger koyun izolatlar: ise
birer adet olacak sekilde, ¢cevre illerden biri olan Balikesir’in il¢eleri Gnen, Manyas ve
Edremit’ten elde edildiler. Sigir izolatlarinin dort adedi Bursa merkezden olmak iizere, iki
adedi Mustafakemalpasa’dan alinan 6rneklerden izole edildi. Balikesir’in Gonen ve
Edremit ilcelerinde ise birer adet Brucella spp. izolat1 saptandi.

Koyunlardan elde edilen izolatlardan, Bursa merkez ilceden B. melitensis’in her ii¢
biyotipi de izole edildi. Inegdl, Mudanya, Manyas, Mustafakemalpasa, Gonen ve
Yenisehir’den B. melitensis biyotip 3 identifiye edilirken, Biiylikorhan ve Susurluk’tan
elde edilen izolatlarda B. melitensis biyotip 1 tespit edildi. Yenisehir’den alinan koyun
izolatlarinin bir adedinden de atipik B. melitensis biyotip 3 identifiye edildi.

Bursa merkez, Mustafakemalpasa, Edremit’te sigirlardan alinan atik 6érneklerinden B.
abortus biyotip 3 ve Gonen bolgesinden elde edilen izolattan ise B. melitensis biyotip 3

identifiye edildi.
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Tablo 7: izolatlarm antibiyotik, boya ve i- erithritol katkili besiyerlerinde iireme durumu, biyokimyasal aktiviteleri, fajlarla lizis ve antiserumlarla agliitinasyon 6zellikleri

Sayi | Izolat Hayvan Koloni | Oksidaz | Katalaz | Ure | Akriflavin | H,S | Bazik | Tiyonin | Safranin O | Streptomisin | Penisilin | i- eritritol Thilisi Anti -A | Anti-M Anti- A+M Sonug
No Tiirti Tipi Fuksin _ faji
1le lizis

1 3 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
2 11 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
3 12 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biy.otip 3
4 15 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biy.otip 3
5 2 K Smooth + + + - - + + + - + + - - + + B. melitensis biyotip 1
6 23 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
7 27 K Smooth + + + - + + + + - + + - + + + Atipik B. melitensis
8 28 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
K 30 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
10 35 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B. abortusbiyotip 3
11 38 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
12 41 K Smooth + + + - - + + + - + + - - + + B. melitensis biyotip 1
13 42 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
14 43 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
15 46 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
16 50 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
17 52 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biyotip 3
18 53 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biyotip 3
19 54 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
20 58 K Smooth + + + - - + + + - + + - + - + B. melitensis biyotip 2
21 59 S Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
2 60 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biyotip 3
23 61 K Smooth + + + - - + + + - + + - - + + B. melitensis biyotip 1
24 62 K Smooth + + + - - + + + - + + - - + + B. melitensis biyotip 1
25 63 K Smooth + + + - - + + + - + + - - + + B. melitensis biyotip 1
26 80 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biyotip 3
2 89 S Smooth + + + - + + + + - + + + + - + B.abortus biyotip 3
28 95 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
2| e K Smooth + + + : : + + + . + + . + + + B. melitensis biyotip 3
30 103 K Smooth + + + - - + + + - + + - + + + B. melitensis biyotip 3
U o4 K Smooth + + + : : + + + . + + . + + + B. melitensis biyotip 3

*

K: Koyun S: Sigir
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Tablo 8. Brucella spp. izole edilen atik vakalarinin Bursa ili ve ¢evre illerdeki dagilimi

Ornek No | Orneklerin Gonderildigi Il-ilce | Hayvanin Tiirii Sonug

1 Yenisehir-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
2 Mustafakemalpasa-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
3 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
4 Merkez-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

5 Biiyiik Orhan-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 1
6 Gonen-Balikesir Koyun B.melitensis biyotip 3
7 Yenisehir-Bursa Koyun Atipik B.melitensis

8 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
9 Iznik-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
10 Merkez-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

11 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
12 Osmangazi-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 1
13 Inegol-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
14 Manyas-Balikesir Koyun B.melitensis biyotip 3
15 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
16 Mustafakemalpasa-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
17 Merkez-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

18 Mustafakemalpasa-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

19 Mustafakemalpasa-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
20 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 2
21 Gonen-Balikesir Sigir B.melitensis biyotip 3
22 Merkez-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

23 Susurluk-Balikesir Koyun B.melitensis biyotip 1
24 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 1
25 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 1
26 Mustafakemalpasa-Bursa Sigir B.abortus biyotip 3

27 Edremit - Balikesir Sigir B.abortus biyotip 3

28 Mudanya-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
29 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
30 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
31 Merkez-Bursa Koyun B.melitensis biyotip 3
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Sekil- 1: Izolatlarin H,S tiretimi
* 0 22,23,28 no’lu izolatlar H,S negatif, 27'no’lu izolat H,S pozitiftir.

Sekil- 2: izolatlarm Tbilisi faji ile lizis 6zellikleri

* B.abortus 544 Tblisi faji ile lize olurken, 42 ve 43 no’lu izolatlar lizis gostermedi.
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Sekil- 3: Izolatlarin tiyonin’li besiyerinde tireme 6zellikleri
* 42 ve 43 no’lu izolatlar tiyoninli besiyerinde iirerlerken, kontrol olarak kullanilan B.abortus 544 susu tiremedi

Sekil- 4: Bazik fuksin varliginda ireme
* Biitiin izolatlar ve kontrol olarak kullanilan B.canis bazik fuksin varliginda iireme gosterirlerken, B.abortus 86/8/59 iiremedi.
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Sekil - 5: Safranin-O Varliginda iireme

* Blitlin izolatlar safranin varliginda iireme gosterirlerken kontrol olarak kullanilan B.suis 13310 tiremedi.

Sekil- 6: Penisilin varliginda iireme
* Tim izolatlar penisilin varliginda iireme gosterirlerken, ast susu olan B.abortus S19 tiremedi
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Sekil - 7: Streptomisin varliginda iireme
* Higbir koyun izolat1 streptomisin varliginda iiremezken, as1 susu olan B.melitensis Rev 1 iiredi

Sekil - 8: I-eritritol varliginda tireme
* Tiim izolatlar i-eritritol varhiginda iirerlerken, B.abortus S19 tiremedi.
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Sekil - 9: Calismada elde edilen siir ve koyun Brucella izolasyonlarinin yerleri

. Sigir izolatlar:.

& Koyun izolatlart.

58



TARTISMA ve SONUC

Brucellosis; zoonoz bir hastalik olmasi, etkiledigi konaker cesitliligi, sayis1 ve Tiirkiye
ile diinya hayvanciligina verdigi biiyiik ekonomik kayip nedenleri ile kontrol altinda
tutulmasi gereken bir hastaliktir. Epidemiyolojik verilerle bolgesel olarak hastaligin
izlenmesi ve hastalik odaklarinin tespiti, brucellosis ile miicadelede 6nemlidir (7). Bu
nedenle ¢alismamizda Bursa ve cevresindeki koyun ve sigirlarda goriilen abortus
olgularinda, Brucella spp.’nin payinin ve biyotiplerinin belirlenmesi amac¢lanmistir.

Sigirlarda brucellosis’ in, diinyanin bircok iilkesinde yaygin oldugu rapor edilmistir (9,
10, 98). Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika iilkeleri, Avustralya ve Yeni Zelanda’da yillar
siiren yogun c¢abalarla brucellosis biiyiik dl¢iide eradike edilmistir. Buna karsin Giiney
Avrupa iilkelerinde 6zellikle Akdeniz bolgesi, Orta Dogu ve Asya’nin gelismekte olan
tilkelerinde, Hint Yarimadasi, Orta ve Giliney Amerika’nin bir kisminda insan ve
hayvanlarda yayginliginm stirdiirmektedir (3). B. abortus infeksiyonu, tiim diinyada yaygin
olmasina karsin, biyotip dagilim iilkeden iilkeye farklilik gosterebilmektedir. Buna gore,
Avrupa’da tiim eradikasyon onlemlerine karsin B. abortus biyotip 1- 5 ve 9 yaygindir (81).
[ran’da sigirlardan alinan siit 6rneklerinden elde edilen 397 adet Brucella izolatinin, 356
adedi B. abortus biyovar 3, 40 adedi B. abortus biyovar 9 ve 1 adedi biyovar 2 olarak
tespit edilmigtir. Misir’da 1999 yilinda yapilan bir ¢calismada s1gir ve mandalarda B.
abortus biyovar 1 tespit edilmistir. Tiirkiye’de ise sigirlarda B. abortus biyovar 3 en
prevalant biyovardir. Bunu sirasiyla 1, 2, 4 ve 6 izlemektedir (98). Ulkemizde
brucellosisin serolojik survey calismalar1 genis Ol¢iide yapilmasina karsin etkenin varligina
ve tiplendirilmesine yonelik ¢alismalar oldukca yetersizdir (141- 143).

Calismamizda kullanilan ve sigirlara ait olan 41 adet aborte fetus materyalinin 8 (%
19. 5) adedinden Brucella spp. izole edilmistir. izole edilen 8 adet Brucella spp. izolatinin
7 adedi ( %87. 5) B. abortus, 1 adedi (%12. 5) B. melitensis olarak identifiye edilmistir.
Yapilan biyotiplendirme testleri sonucunda B. abortus suslarinin tiimii biyotip 3 olarak
saptanmistir. Marmara Bolgesindeki B. abortus biyotip dagilimu ile ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir. Tiirkiye genelindeki verilerden elde edilen sonuglara gore B. abortus
biyotip 3 predominant olarak nitelendirilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda sigirlarda

brucellosis olgularinda Bursa ve ¢evresindeki baskin biyotipin B. abortus biyotip 3 oldugu
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ve bunun da Tiirkiye genelindeki biyotip dagilimi ile benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir
(98).

B. melitensis, koyun ve keci brucellosisinin en sik rastlanan nedenidir. Bu
hayvanlarda B. abortus kaynakli sporadik infeksiyonlara da rastlanmasina karsin klinik
hastalik nadir gozlemlenmektedir (8, 80). B. melitensis Akdeniz Bolgesinde endemiktir ve
diinyanin tiim bolgelerinde yaygin olarak goriiliir. Hastalik, Bat1 Asya, Afrika’nin bir
boliimii ve Latin Amerika iilkeleri’nde en 6nemli sorunlardan biri olma 6zelligini
siirdiirmektedir. Meksika disinda Kuzey Amerika ve Giiney Dogu Asya, Kuzey Avrupa,
Avustralya ve Yeni Zelanda’nin B. melitensis’ten ari oldugu kabul edilmektedir (8).

Orta Dogu, Akdeniz iilkeleri ile Arap Yarimadasi’ndaki iilkeler (3, 7, 144) ile Mistr,
Sudan, Tiirkiye ve Morokko’da B. melitensis biyovar 3’{in predominant oldugu
bildirilmektedir. Filistin, Urdiin, Libya ve Suriye’de ise biyotip 1’in baskin oldugu ancak
biyotip 2 ‘nin de goriildiigii saptanmistir. Latin Amerika’da ise biyovar 1’e daha sik
rastlanilmaktadir. Biyotip 1 ve 2, baz1 Giiney Avrupa iilkelerinden bildirilmistir (7).
Avrupa’da Ispanya, Malta ve Portekiz’de B. melitensis biyotip 1 yaygin iken Italya ve
Yunanistan’da ise biyotip 2 predominant sustur. Bununla beraber Yunanistan’da ve
Fransa’da biyotip 3’e de rastlanilmaktadir. Orta Asya’da B. melitensis biyotip 1 ve 2
goriilmekte iken Arap yarimadasinda ise her ii¢ biyotip de bulunmaktadir (144).
Tiirkiye’de ise yapilan calismalarda koyunlarda B.melitensis biyotip 3’iin predominant
oldugu ve bunu B.melitensis biyotip 1’in izledigi bildirilmektedir (17, 18, 100, 102, 103,
143, 145, 146).

Calismamizda 62 adet aborte koyun fetusu incelenmis, bunlardan 23 adedinden (% 37)
Brucella spp. izole edilmistir. Yapilan identifikasyon ¢alismalar1 sonucunda 16 adet (%
69.56) izolatin B. melitensis biyotip 3, 5 adet ( % 21.73) izolatin B. melitensis biyotip 1 ve
bir adet (% 4.34) izolatin ise B. melitensis biyotip 2 oldugu bulunmustur. Ulkemizde
koyun ve kegi izolatlarinin tiplendirilmesine yonelik yapilan ¢alismalar sinirli olup, B.
melitensis biyotip 2 predominant tiir olarak bildirilmektedir. Koyunlarda rastlanan diger
tiiriin ise B. melitensis biyotip 1 oldugu belirtilmistir (98). Buna karsin Erdenlig ve Sen
(99) koyunlarda yaptiklar1 bir caligmada Tiirkiye’de ¢esitli bolgelerden elde edilmis 78
adet Brucella melitensis izolatin biyotip diizeyinde identifiye etmis ve bunlarin 69
adedinin (%88.5) B. melitensis biyotip 3 ve 9’unun (%11.5) B. melitensis biyotip 1
oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar koyun izolatlarindan B. melitensis biyotip 2

identifiye etmemislerdir. Yaptifimiz ¢alismada 58 no’lu koyun izolatindan B. melitensis
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biyotip 2 identifiye edilmistir. Calismamiz bu yoniiyle Marmara Bolgesinde B. melitensis
biyotip 2’nin varligini bildirmektedir.

Brucella spp. standard biyotiplendirme semalarina gore biyotiplendirilmelerine karsin
(19, 21- 23), bu semalara uyum gostermeyen atipik suslarin varlig bildirilmektedir (147-
151). H,S ve CO; iiretiminden sorumlu olan genlerin mutasyonlar: sonucunda atipik
olarak degerlendirilen Brucella izolatlarina rastlanilmaktadir ( 19, 152, 153). Bu calismada
atik koyun fetusundan izole edilen bir adet izolatin (27 no’lu izolat), B. melitensis
genusuna ait ozellikleri tasidigi, ancak H,S iiretimi yoniinden pozitif oldugu tespit
edilmistir. Konfirmasyon amaciyla ayni test dort kez tekrar edilmis, buna karsin izolatin
ozelliginde degisiklik kaydedilmemistir. B. melitensis biyotip 3’e ait bulunan izolat
“Atipik B.melitensis” olarak tanimlanmistir. Corbel (151), 1980- 1986 yillar1 arasinda
farkl iilkelere ait 500 adet B.melitensis izolatin1 biyotiplendirmis; bu izolatlarin 29
adedinin bazik fuksinde liremesine karsin tiyoninde iiremedigi ve bu nedenle standard
biyotiplendirme semasina uygunluk gostermedigini bildirmis ve biyotiplerin
belirlenmesine yonelik kriterlerin tekrar gozden gecirilmesi gerektigini vurgulamistir.
Banai ve arkadaglar1 (147), ise iki yillik siirecte elde ettikleri B. melitensis izolatlarini
konvansiyonel biyotiplendirme testleri ile karakterize etmisler ve penisilin ile bazik fuksin
ve tiyonine duyarl atipik suslarin varligini bildirmislerdir. Bu arastiricilar atipik suslarin
yeni bir taksonomik grup olusturmadiklarini ancak Brucella spp. dis membran
proteinlerindeki (OMP;) yapisal degisiklikler sonucu yeni varyantlarin olusabilecegini ve
bu varyantlarin atipik suslarin varligindan sorumlu olabilecegini bildirmislerdir. B.
melitensis atipik suslarinin varligi, genellikle boyalar ve antibiyotiklere olan
duyarhliklarindaki farkli 6zelliklerden kaynaklanirken, (147, 149, 151) bu ¢alismada izole
edilen B. melitensis atipik susunun H,S {iretimi yoniinden farklilik gostermesi ilgingtir.

Sigirlarda brucellosis, daha ¢ok B. abortus, az siklikla B. melitensis ve nadiren B.
suis’den kaynaklanan bir infeksiyondur (6, 19, 23, 75). Sigir ve koyun yetistiriciliginin
birarada yapilmasi, B. abortus ve B. melitensis’in kendi konakgis1 disindaki konakg¢ilarda
da yayilmasina neden olabilmektedir (75). Giiney Avrupa iilkeleri, Israil, Kuveyt ve Suudi
Arabistan’da sigirlarda B. melitensis’ten kaynaklanan infeksiyonlar bildirilmektedir (6).
Calismamizda da, Balikesir ili, Gonen il¢esinden elde edilen bir adet sigir izolat1 (59
no’lu) B. melitensis biyotip 3 olarak identifiye edilmistir. Refai (98), Suudi Arabistan’da
son 10 yilda koyun, ke¢i, deve ve sigirlardan izole edilen tiim brucella izolatlarinin, B.
melitensis biyotip 2 olarak identifiye edildigini bildirmistir. Arastiricilar, B. melitensis’in

Giiney Avrupa’da sigirlardan diizenli olarak izole edildigini ve Avrupa Birligine iiye
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devletler tarafindan B. abortus’un yerini aldigini belirtmektedirler (9). Benzer bir tablo
olarak Giiney Amerika iilkelerinden Brezilya, Kolombiya’da, sigirlarda B. suis biyotip 1’
den kaynaklanan infeksiyonlarin yasandigi bildirilmektedir. Infeksiyonun insanlara
bulagsmasinda sigirlarin payinin domuzlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (6).
Godfroid ve arkadaslar1 (9), B. melitensis’in sigirlarda; koyun ve keci rezervuarlarindan
bulasma olmaksizin siirdan sigira bulasabilecegi ve bunun sonucunda kalict bir
infeksiyon yaratabilecegi konusunun énemi iizerine durmaktadirlar. Bununla birlikte
sigirlarda B. melitensis ile infeksiyon sonrasinda immun yanitin nasil gelistigi tam olarak
bilinmemektedir. B. melitensis ile infekte bir sigirda B. abortus S19 veya RB51 asilarinin
ne denli korudugu ve sigirlarda B. melitensis Rev 1 asisinin giivenligi konular1 g6z 6niinde
bulundurulmalidir. Aragtirmacilar, simdilik sigirlarda B. melitensis infeksiyonu ile ilgili
yeterli bilgiye sahip olunmadigi, yalnizca serolojik test performanslart ile ilgili yorum
yapilabilecegini, sigirlarda B. melitensis’in insidensi ve prevalansi hakkinda dogrulayici
caligsmalarin en kisa zamanda yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Gebe hayvanlarin subkutan yolla asilanmasi sonucu B. melitensis Rev 1 ve B.abortus
S 19 agilar1 hayvanlarda atiklara neden olabilmektedir (137, 154- 157). Subkutan
asitlamaya oranla konjuctival yolla asilama hayvanlarda daha az sayida abortuslara neden
olmaktadir, buna ragmen atik yapan hayvanlarda abortus sonrasinda as1 susunun sagilimi
olabilmektedir. Asilamanin yapildig1 gebelik donemi de, abortus sekillenmesi agisindan
onemlidir. Gebeliginin son ayinda asilanan hayvanlara gore ilk 2 ay1 i¢inde asilananlar,
abortus yoniinden daha biiyiik risk tasimaktadirlar (156, 157). Calismamiz sonucunda
izolatlarin hi¢ birinde as1 susu olan B. melitensis Rev 1 ve B.abortus S 19’a rastlanilmadi.
Calismada incelenen s1gir ve koyunlarin asili olup olmadiklar1 konusunda net bir bilgi
olmamasiyla beraber Bursa ve ¢cevresinde koyun ve sigir atiklarinda Brucella spp. asisinin
rolii olmadig tespit edildi.

Bu calismada Bursa ve cevresinden elde edilen koyun ve sigir atiklarinda Brucella
spp.’nin varhigi arastirildi. Brucella spp.’nin sigirlardaki ve koyunlardaki abortus
olgularindaki payinin sirasiyla %19. 5 ve % 37 oldugu belirlenerek, koyun atiklarindaki
Brucella spp.’nin paymin sigir atiklarindakine oranla yaklasik iki kat1 oldugu dikkati
cekmektedir. Oranlar degerlendirilirken Bursa ve gevresindeki biiylikbas hayvan
isletmelerinin son yillardaki modernizasyon ¢alismalar1 ve barindirilan hayvanlarin B.
abortus S19 asisi ile asilanmasi sonucunda atik olgularindaki Brucella spp.’nin payinin
degismesi beklenebilecegi gibi, sigir brucellosisinin belirlendigi mihraklarda devlet

tarafindan ihbar1 zorunlu olmasi ve hasta hayvanlarin tazminath olarak kesime sevkedilme
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zorunlulugu nedeniyle atik olgularinin ihbar edilmemis olma olasilig1 da g6z 6niinde
bulundurulmalidir. Koyunlarda brucellosis’in toplam atik olgularindaki % 37’lik pay1
yapilan diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Oldukg¢a 6nemli zoonoz bir hastalik
olan brucellosisin, atik vakalar1 arasindaki prevalansinin yiiksekligi nedeniyle koyun
abortuslarinda ve dolayisiyla popiilasyon dinamigindeki payr dikkate alinmalidir.

Brucella spp. biyotiplendirme ¢aligsmalar1 sonucunda, iilkemiz genelinde oldugu gibi
Bursa ili ve cevresinde de koyunlarda B. melitensis biyotip 3’iin predominant oldugu
saptanmustir. Cografik konum dikkate alindiginda, calismamiz Giineydogu Avrupa’ya
yakin bir bolgede yapilmis olmasina karsin bu iilkelerde predominant olan B. melitensis
biyotip 1 ve 2’nin yerine Ortadogu ve Giiney Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi B. melitensis
biyotip 3 predominant olarak saptanmistir. Bu durum, iilkemize Dogu Anadolu ve
Giineydogu Anadolu bolgelerinden yapilan kontrolsiiz hayvan nakillerinin biyotip
dagiliminda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Brucellosis’in iilke ¢capinda izlenmesi, eradikasyon programlarinin olusturulmasi
amaciyla Brucella spp.’nin prevalansinin belirlenmesi onemlidir. Diger yandan Brucella
spp.’nin baz1 biyotiplerinin zamanla kayboldugu, yeni varyant ve atipik suslarin ortaya
ciktigr bilinmektedir. Gergek hastalik odaklarinin belirlenmesi ve yeni varyant suslarin
izlenmesi agisindan biyotiplerin saptanmasi oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
yoniiyle ¢calismamamiz eradikasyon programlarinin diizenlenmesine ve iilke ¢capinda
olusturulmasi planlanan Brucella spp. biyotip haritasina veri kaynagi niteligindedir. Ancak
bu verilerin iilkemiz izolalarinin molekiiler karakterizasyonuna yonelik yapilacak

calismalar ile de desteklenmesi biiylik onem tagimaktadir.
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