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Ozet

Bu calismada, Kars yoresinde atik yapan ineklerden alinan cesitli 6rneklerden Brucella etkenlerinin bakteriyolojik ve molekiiler
yontemlerle arastirilmasi ve atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla brusellozise karsi
asllanmamis ve atik yapan 284 inekten alinan 265 siit ve 261 vajinal sivap 6rnedi ile 97 inege ait atik fotal doku 6rnegdi incelendi.
Bakteriyolojik inceleme sonucunda 265 sit 6rnegdinin 41 (%15.47)'inden ve 261 vajinal sivap 6rneginin 25 (%9.57)'inden ve 97 atik
fétus 6rneginin 40 (%41.23)Indan olmak tizere toplam 106 (%17.01) érnekten Brucella spp. izolasyonu yapildi. ineklerin 8 (%3.30)'inin
hem siit hem de vajinal sivap érneginden Brucella spp. izole edildi. izolatlarin 105 (%99.05)'i Brucella abortus ve 1 (%0.94)'i Brucella
melitensis olarak identifiye edildi. izolatlarin tiimi saha susu olarak saptandi. 105 B. abortus izolatinin 92 (%87.61)'si B. abortus biyotip
3,2 (%1.90)si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)'si B. abortus biyotip 9 ve 1 (%0.95)'i B. abortus biyotip 1 olarak tiplendirildi. Atik fétus doku
orneginden izole edilen 1 adet B. melitensis susu B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. B. abortus olarak identifiye edilen 8 sus klasik
yontemlerle biyotiplendirilemedi ve atipik B. abortus olarak belirlendi. Brucella cins spesifik PZR kiti ile tim izolatlar Brucella spp. ve
Brucella tiir spesifik PZR kiti ile 105 izolat B. abortus ve 1 izolat B. melitensis olarak teyit edildi. Calismada, hastalik icin risk olusturabilecek
epidemiyolojik faktorler incelendi ve bu faktorlerin brusella pozitifligine katki sagladiklari belirlendi.

Anahtar sézciikler: Brucella spp., inek, izolasyon ve biyotiplendirme, PZR, Epidemiyoloji

Investigation of Brucella Species from Various Samples of Aborted
Cattle in Kars Province (Turkey) by Cultural and Molecular
Methods and Epidemiological Analysis of Cases

Summary

In this study, investigation of Brucella agents from various samples obtained from aborted cattle in Kars province by bacteriological
and molecular methods and determination of epidemiological and clinical characteristics of cases were aimed. For this purpose 265
milk and 261 vaginal swab samples were obtained from 284 aborted cattle that were not vaccinated against brucellosis and 97 tissue
samples of aborted foetuses were examined. As a result of bacteriological examination, Brucella spp. were isolated from total of 106
(17.01%) samples, in 41 (15.47%) out of 265 milk, 25 (9.57%) out of 261 vaginal swab and 40 (41.23%) out of 97 aborted foetus samples.
Brucella spp. were isolated from both milk and vaginal swab samples of 8 (3.30%) cattle. Among 106 isolates, 105 (99.05%) and 1
(0.94%) were identified as Brucella abortus and Brucella melitensis, respectively. All of the isolates were detected as field strains. Among
105 B. abortus isolates, 92 (87.61%), 2 (1.90%), 2 (1.90%), 1 (0.95%) were typed as B. abortus biotype 3, B. abortus biotype 6, B. abortus
biotype 9 and B. abortus biotype 1, respectively. One B. melitensis strain isolated from aborted foetus tissue was typed as B. melitensis
biotype 3. Eight B. abortus strains couldn’t be biotyped by classical methods and they were determined as atypical B. abortus. All of the
isolates were confirmed as Brucella spp. with Brucella genus-spesific PCR and 105 isolates were identified as B. abortus and one isolate
was identified as B. melitensis with Brucella species-specific PCR. In the study, some epidemiological factors that pose a risk for the
disease were also investigated and it was found that these factors contributed to brucella positivity.

Keywords: Brucella spp., Cattle, Isolation and biotyping, PCR, Epidemiology

& lletisim (Correspondence)
+90 474 2426836/1171
< fatihbykO8@hotmail.com


http://vetdergi.kafkas.edu.tr/

810
KarsYoresinde AtikYapan ...

GiRiS

Brusellozis, hayvanlarda abort ve infertilite ile karakterize
olan ve Brucella cinsi bakteriler tarafindan olusturulan,
enfeksiyoz, bulasici ve dnemli bir zoonotik hastaliktir 2.
Uluslararasi Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella
Taksonomisi Altkomitesi Brucella cinsi icerisinde; Brucella
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae,
B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B. inopinata sp. nov.
adli 10 farkh tur bildirmistir 34. Sigirlarda enfeksiyondan
B. abortus sorumlu tutulmustur °. Fakat B. melitensis ve
nadiren B. suis'in saptandidi sigir enfeksiyonlari da mev-
cuttur S,

Brusellozis, diinyada en yaygin zoonoz olarak kabul
edilmektedir. Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Bati Asya’nin
gelismekte olan Ulkelerinde, Afrika ve Latin Amerika'nin
bir kisminda insan ve hayvanlarda yayginligini stirdir-
mektedir 7. Turkiye'de ve Kars yoresinde brusellozis
endemik seyreden bir hastaliktir ve epidemiyolojisi tam
olarak bilinmemektedir 8 Kars ili ve ¢evresinde yapilan
calismalarda sigir abortlarindan %30-40 oraninda Brucella
spp. izole edilirken ™", %30-70 oraninda Brucella antikorlari
tespit edilmistir *'2,

Bu calismada siit, vajinal sivap ve atik fotuslardan
Brucella cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu, identifi-
kasyonu, biyotiplendirilmesi ve molekiler yontemlerle
arastirilmasi, Kars yoresinde st sigirlarinda brusellozisin
cografi dagiiminin belirlenmesi, atik olgulari ile ilgili epi-
demiyolojik verilerin ve klinik 6zelliklerin ortaya konulmasi
ve yorumlanmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyalini, Kars ili ve ilcelerine ait islet-
melerde Mart 2009 ile Mart 2010 tarihleri arasinda atik
yapan ve asisiz oldugu bilinen ineklere ait sit ve vajinal
sivap ornekleri ile 2005-2010 yillar (ilk iki ay) arasinda
teshis amacl Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikro-
biyoloji Laboratuarlarina getirilen atik fétus érnekleri

olusturdu. Ornekleme yapilan 86 farkl isletmedeki toplam
inek sayisi 4.276, boda sayisi 47 ve koyun odagi 14 olarak
saptandi. Calismada 284 farkli inegin 242'sinden hem
st hem de vajinal sivap olmak Uzere toplamda 265 siit
ve 261 vajinal sivap 6rnedi ile 97 farkli inegin fotal doku
ornegi Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla incelendi
(Tablo 1).

Sat ve vajinal sivap o6rneklerinden direk ve Farrell
Broth’da 6n zenginlestirme sonrasi Brucella selektif
supplement (Oxoid, SRO083A) ilave edilmis Farrell Agar
ve Brucella Selektif Agar (Oxoid CM0169) ile Kanli agara
(Oxoid CM0271) ekim yapildi. Atik fétusa ait organ ve doku
ornekleri %5-10 koyun kani ilave edilmis kanli agara ekildi.
Tum 6rnekler icin ikili ekim yapilarak bir tanesi aerob digeri
ise %5-10 CO,'li ortamda, 37°C'de 5-7 glin sure ile inklibe
edildi.

Sat, vajinal sivap ve atik fotus 6rneklerinin ekim ve
inkiibasyonunu takiben, besiyerleri Brucella cinsi bakte-
rilerin olusturduklar koloni morfolojisi yoniinden ince-
lenerek stipheli kolonilerden preparat hazirlandi, Gram
boyama yontemi ile boyanarak mikroskopta incelendi.
Gram negatif kokobasil olarak gorilen etkenlerin katalaz,
oksidaz ve Ureaz aktiviteleri belirlendikten sonra izolatlarin
identifikasyonu ile biyotiplendirilmesi Alton ve ark.”
tarafindan bildirilen ydntemlere goére yapildi. Sonuclar,
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisi’'nde yapi-
lan calismalar ile dogrulandi.

Bu calismada molekiler yontemlerle 41 sut, 25 vajinal
sivap ve 40 fotus Brucella izolati incelendi. Bu amagla
Brucella cins spesifik PZR kiti (FC BIOTEC, 0303) ve Brucella
tlr spesifik (Multiplex) PZR kiti (FC BIOTEC, 0301) kulla-
nildi. DNA ekstraksiyonu daha énce bildirilen ™ kloroform
ekstraksiyon yontemi kullanilarak yapildi. Her bir 6rnek
icin 0.2 ml'lik tupler icerisinde hazir olan 45 pl'lik reaksiyon
karisimina 5 pl DNA ekstrakti eklendi ve amplifikasyon islemi
Uretici firmanin talimatlar dogrultusunda gergeklestirildi.

Atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik ozelliklerin
degerlendirilmesi amaciyla modifiye bir kesitsel ¢alisma

Tablo 1. Yerlesim yerlerine gére incelenen érnek cinsi ve sayisi

Table 1. Types and the number of samples examined according to locations

Bolge isletme Sayisi Siit Vajinal Sivap Fotus
Akyaka 5 7 0 6
Arpacay 8 0 0 13
Digor 5 4 2 8
Kagizman 4 3 2 8
Merkez 42 187 197 38
Sarikamig 3 2 0 6
Selim 10 54 55 9
Susuz 9 8 5 9
Toplam 86 265 261 97
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seklinde yduratilen bu arastirmada, ornekleme kiime
ornekleme yontemi ile yapildi. Arastirma verilerinin analizi
bilgisayar ortaminda Minitab paket programi (Minitab
Release 12.1 for Windows, State College, PA) kullanilarak
yapildi. Verilerin analizinde ylizdelik oran ve Ki-kare testi
kullanild.

BULGULAR

Bakteriyolojik inceleme sonucu 265 siit 6rnedinin 41
(%15.47)'inden, 261 vajinal sivap drneginin 25 (%9.57)inden
ve 97 fétus 6rnedinin 40 (%41.23)indan Brucella spp.
izolasyonu yapildi. Calismada 8 (%3.30) hayvana ait hem
st hem de vajinal sivap 6rneginden Brucella spp. izole
edildi. St ve vajinal sivap orneklerinden 6n zenginles-
tirme oncesi ve sonrasi en ¢ok izolasyon Farrell Agarda
bunu takiben Brucella Agar ve Kanli Agarda yapildi. Or-
neklerin 24 (%36.36)'l Farrell Broth'da zenginlestirmeyi
takiben kati besiyerlerinde kiltir sonucu uretildi. Calig-
mada en fazla izolasyon fotal atigi takiben 3 ile 30. giin
arasinda alinan orneklerden, en az izolasyon ise 91. gun-
den sonra alinan 6rneklerden yapildi (Tablo 2).

St ve vajinal sivap 6rneklerinin ekimi sonucunda 4-5.
glnlerde olusan kolonilerin Brucella A ve M antiserumu
ile yapilan agliitinasyon testinde 1 adet st izolati harig (A
antiserumu ile negatif ve M antiserumu ile pozitif), tim
izolatlar A antiserumu ile pozitif ve M antiserumu ile negatif
aglutinasyon reaksiyonu verdiler. Ayrica notral akriflavin
solisyonu ile yapilan agliitinasyonda tiim izolatlar smooth
koloni yapisi gosterdiler. Siit ve vajinal sivaplardan izole
edilen ve Brucella spp. olarak tanimlanan 66 izolatin timi
Thilisi Faji'nin rutin test diliisyonu (RTD) ve 10*xRTD ile lizis
olusturmalari nedeniyle B. abortus olarak identifiye edildi.
Ayrica izolatlarin 63'U ilk izolasyonlarinda %5-10 CO,'li

Tablo 2. Atik sonrasi 6rnek alma zamani ve izolasyon oranlar
Table 2. The sampling time after the abortion and isolation rates
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ortamda Uredi ve 64U H,S pozitif saptandi. Atik fotuslar-
dan izole edilen 31 sus A antiserumu ile ve 1 sus M anti-
serumu ile pozitif reaksiyon olusturdu. izolatlarin 25'inin
smooth ve 7’sinin kismi rough koloni yapisinda oldugu
saptandi. Atik fotus doku orneklerinden izole edilen ve
Brucella spp. olarak tanimlanan bir izolat, ilk izolasyonda
aerob ortamda Uremesi, H,S testinin negatif olmasi ve
Thilisi Faji'nin RTD ve 10*xRTD ile lize olmamasi nedeniyle
B. melitensis olarak identifiye edildi.

Biyotiplendirme c¢alismalari sonucu st izolatlarinin
37 (%90.24)'si B. abortus biyotip 3, 2 (%4.87)'si B. abortus
biyotip 6, 1 (%2.43)'i B. abortus biyotip 1 ve 1 (%2.43)'i
B. abortus biyotip 9; vajinal sivap izolatlarinin timu B.
abortus biyotip 3; atik fotus izolatlarinin 30 (%96.77)'u B.
abortus biyotip 3 ve 1 (%3.22)'i B. abortus biyotip 9 olarak
belirlendi. Atik fétustan izole edilen 1 adet B. melitensis
susu ise B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. Calis-
mada fotuslardan izole edilen ve konvansiyonel yon-
temlerle B. abortus olarak identifiye edilen 8 susun tama-
minin monospesifik M antiserumu ile pozitif agliitinasyon
vermesi ve bunlarin 7’sinin Thilisi fajinin degdisik kon-
santrasyonlariyla (RTD ve RTDx10% ve R/C fajlari ile lizis
Ozelliklerinde farkliliklarin olmasi nedeniyle bu 8 sus
atipik B. abortus olarak tanimlandi (Tablo 3). Calismada
105 B. abortus izolatinin tamami ve 1 adet B. melitensis
izolati saha susu olarak belirlendi.

Sut, vajinal sivap ve atik fotus 6rneklerinden izole ve
identifiye edilen 106 izolatin Brucella cins spesifik PZR Kkiti
ile yapilan analizi sonucunda yaklasik 250 bp'lik bantlarin
gorilmesi ile tim izolatlar Brucella spp. olarak belirlendi
(Sekil 1a). Sut, vajinal sivap ve atik fotus orneklerinden
izole ve identifiye edilen ve atipik izolatlar da dahil kon-
vansiyonel yontemlerle ve Brucella cins spesifik PZR kiti

Brucella spp. izolasyon Durumu 3-30. Giin 31-60. Giin 61-90. Giin 91-120. Giin 121.Giin Sonrasi  Toplam
izole edilen 32 17 5 2 2 58
izole edilemeyen 46 73 41 28 38 226
Toplam 78 920 46 30 40 284
Tablo 3. Brucella izolatlarinin biyotip dagilimi ve iireme &zellikleri
Table 3. Biotype distribution and growth characteristics of Brucella isolates
Biyotip izolat Sayisi  Ornek Tiirii co, HS Tionin  B.Fiksin A SerumAgl. MSerum Agl. Thilisi Faji
B. abortus biyotip 1 1 Sut + + - + + - +
Sut (37)
B. abortus biyotip 3 92 V. sivap (25) + + + + + - +
Fotus (30)
B. abortus biyotip 6 2 Sut - - + + - +
B. abortus biyotip 9 2 St (1) Fotus (1) - + + - + +
B. melitensis biyotip 3 1 Fotus - - + + + + -
Atipik B. abortus 8 Fotus “F “F -/+ “F -/+ < -/+
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ile Brucella spp. oldugu dogrulanan 105 adet Brucella spp.
susunun tiima Brucella tir spesifik PZR kiti ile 650, 450 ve
305 bp boyutunda bant profilleri gostererek B. abortus,
klasik yontemlerle B. melitensis olarak identifiye edilen
1 adet sus ise 650 ve 360 bp boyutunda iki bant profili
vererek B. melitensis olarak belirlendi (Sekil 1b).
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Sekil 1. Brucella cins ve tur spesifik PZR sonuglari

250 bp

yol acan enfeksiy6z bir hastalik olarak giincelligini koru-
maktadir '*'6. Diinyanin bircok Ulkesinde ve Tirkiye'de
ineklerde abortlara neden olan etkenlerin teshisine yonelik
bircok ¢alisma yapilmistir %718, Peter '°, abort olgularinin
ancak %50-65'inin etiyolojisinin belirlenebildigini ve bun-
larin %50-65’inin bakteriyel, %15-25inin viral ve %20
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a: Brucella cins spesifik PZR sonuglari, 1 nolu kolon; Molekdler agirlik marker (1 kb DNA ladder, Fermantas, Litvanya), 2
nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4 nolu kolon; izolat, 5 nolu
kolon; negatif kontrol b: Brucella tir spesifik PZR sonuglari, 1 nolu kolon; Molekdler agirlik marker (1 kb DNA ladder,
Fermantas, Litvanya), 2 nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4
nolu kolon; B. abortus saha izolati, 5 nolu kolon; B. melitensis saha izolati, 6 nolu kolon; negatif kontrol

Fig 1. The results of Brucella genus and species-specific PCR

a: Results of Brucella genius-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas, Lithuania),
lane 2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; isolate, lane 5; negative
control b: Results of Brucella species-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas,
Lithuania), lane2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; B. abortus field
isolate, lane 5; B. melitensis field isolate, lane 6; negative control

Atik olgularinin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerine
bakildiginda en fazla 6rnek alinan ve Brucella spp. izolas-
yonu yapilan hayvanlar arasinda Montofon melezi, 5 yas,
1 veya en fazla 3 defa gebelik geciren, 6nceki yillardaki
gebelikleri normal sonuglanan, boga ile gebe kalan ve 7
ile 9. aylar arasinda atik yapan ineklerin cogunlukta oldugu
belirlendi. istatistiksel olarak degerlendirildiginde hastalik
yoniinden sayilan biitlin bu risk faktorleri ile brusellozis
gorilme sikhgr arasindaki iliski dGnemli (P<0.05) bulundu.
Calismada ineklerde abort haricinde klinik belirti olarak
metritis (%8.66), retensio sekundinarum (%6.29), infertilite
(%1.57) ve mastitis (%1.57) saptandi. Calismada sadece
97 inege ait fotus Ornedinin patolojik incelemesi yapild.
Olgularin cogunda fotusta siskinlik, deri altr 6dem ve
pnomoni tablosuna rastlandi.

TARTISMA ve SONUC

Brusellozis, gelismekte olan Ulkelerde insan ve hayvan
saghigini olumsuz etkileyen ve biyiik ekonomik kayiplara

-25'inin mantar enfeksiyonlarindan kaynaklandigini bildir-
mistir. Abort olgularinda bakteriyel etken olarak siklikla
Brucella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Chylamydia
abortus, Salmonella spp., Leptosipira spp. gibi mikro-
organizmalar izole edilmistir '%'¢1%2! ve olgularin cogunda
Brucella turlerinin ilk sirada yer aldigi bildirilmistir %22,
Ulkemizde yapilan arastirmalarda ozellikle Kars ve yére-
sinde brusellozisin endemik oldugu ortaya konulmus-
tur 2151623, Bu calismada ineklerden %25.72 oraninda
Brucella izolasyonu yapildi. Bu bulgular yorede yapilan ve
brusellozisin endemik oldugunu vurgulayan calismala-
rin 151623 sonuclarina benzer niteliktedir.

Hayvanlarda brusellozisin teshisine yonelik calismalar
daha cok kan serumu °'> ve sut 6rneklerinin 2#% serolojik
ve atik fotus materyallerinin "2 kultirel incelenmesi
seklindedir. insanlar icin 6nemli bir bulasma kaynagi olan
st ve sut Urlinleri ile vajinal akintidan etken izolasyonuna
yonelik calismalar oldukga sinirhdir 262722, Kiiltirel calisg-
malarda seropozitif inek slitlerinden 2*% %30-88 oraninda
Brucella spp. izole edilirken, stri taramasinin yapildigi
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calismalarda 2% bu oran sit 6rnekleri icin %4-8 ve vaji-
nal sivap 6rnekleri icin %6-10 olarak saptanmistir. Bu
calismada sut 6rneklerinin 41 (%15.47)'inden, vajinal sivap
orneklerinin 25 (%9.57)'inden Brucella spp. izole edildi.
Bu izolasyon oranlari seropozitif inek sitlerinde yapilan
calismalarin 2*2 oranlarina gore duslktur. Seropozitif inek-
lerden daha fazla Brucella spp. izolasyonunun beklenen bir
durum olmasi bu calismadaki izolasyon oranlarinin daha
diistik olmasinin sebebi olarak gosterilebilir. Bu calisma-
daki izolasyon oranlari siirii taramasinin yapildigi cahs-
malara ?** oranla daha fazladir. Bu durum calismada ince-
lenen orneklerin tamaminin yavru atan ineklerden alin-
masi ve brusellozisin yérede endemik seyretmesi gercegi
ile agiklanabilir. Bu calismada 8 inege ait siit ve vajinal sivap
orneginden es zamanli olarak B. abortus izole edildi. Bu
bulgular ineklerin abort sonrasi sit, fotal sivilar, uterus ve
vajinal akintilari gibi cesitli salgilari ile Brucella etkenlerini
es zamanl olarak ¢ikarabilecegini gostermektedir.

Brucella etkenleri atigi takiben fétusa ait doku ve or-
ganlarda yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu tlr 6rnek-
lerin kiltiranln yapilmasi izolasyon sansini artirmakta-
dir 3. Atik fotus doku 6rneklerinden Brucella etkenlerinin
izolasyonuna yodnelik bircok calisma 011722 yapilmistir.
Saglam ve ark.’® Kuzeydogu Anadolu Bolgesi'nden alinan
96 atik inek fotusunu etiyolojik ve patolojik olarak ince-
lemisler ve orneklerin 40 (%41.6)'Indan Brucella spp. izole
etmiglerdir. Sahin ve ark."" Kars yoresinde 87 atik inek fotu-
sunu bakteriyolojik olarak incelemisler ve 35 (%40.22)'in-
den B. abortus izole ve identifiye etmislerdir. Bu calismada
97 atik fotus 6rnegdi Brucella etkenlerinin izolasyonu ama-
ayla incelendi ve orneklerin 40 (%41.23)'indan Brucella
spp. izole edildi. Bu bulgular brusellozisin endemik sey-
rettigi Kars yoresinde daha 6nce yapilan calismalarin "
sonuclariyla benzerlik gostermektedir.

Brucella etkenlerinin izolasyonunda 6rneklerin uygun
bir kati besiyerine direk inokulasyonu en yaygin yéntem-
lerden birisidir. Brucella turlerinin cogu kanli agar, cikolata
agar, triptik soya agar gibi standart kati besiyerinde Urer-
ler. Fakat kontamine doku veya sekresyonlardan etken
izolasyonunda Martin-Lewis, Farrell Besiyeri gibi selektif
besiyerleri ve %5 at serumu ile zenginlestirilmis genel
besiyerleri kullanilabilir 332, Brucella mikroorganizmasinin
distk sevide bulundugu siit, kolostrum ve bazi doku
orneklerinde etken izolasyonunda zenginlestirme one-
rilmektedir. Zenginlestirme, serum dekstroz broth, triptoz
broth, soya broth veya Brucella broth gibi besiyerlerine
birkag¢ antibiyotigin ilavesi ile elde edilebilir 32 Brucella
etkenlerinin Uretilmesinde cesitli besiyerlerinin etkinlik-
lerinin degerlendirildigi bircok arastirma 2#2>2 mevcuttur.
Bu calismada Brucella etkenlerinin izolasyonu amaciyla
Farrell Agar, Brucella Agar ve Kanl Agar kullanilmig ve en
yuksekizolasyon Farrell Agarda elde edilmistir. Bu sonuglar,
Brucella etkenlerinin Uretilmesinde cesitli besiyerlerinin
etkinliklerinin degerlendirildigi arastirmalarin %28 sonuglari
ile benzer niteliktedir. Ayrica ¢alismada elde edilen izolat-
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larin 24 (%36.36)'Unun Farrell Brothta zenginlestirmeyi
takiben izole edilmis olmasi Brucella etkenlerinin izolas-
yonunda 6n zenginlestirmenin dnemini vurgulayan aras-
tirmalarla 2*? uyum icerisindedir.

Bruselloziste atigi takiben genellikle ilk haftalarda stt
ve vajinal akinti gibi sekretlerle Brucella turleri yogun bir
sekilde atilmakta ve ilk 6 haftalik stirede en yiiksek seviyeye
ulasmaktadir. Bazi calismalarda etkenin sitle yillarca (7-9
yil) atildigi bildirilmistir **34. Bu ¢alismada sut ve vajinal
sivap orneklerinin biyik bir kismi (%59.15) atik sonrasi
3 ile 60. glinler arasinda alindi. Atigi takiben Brucella et-
kenlerinin cesitli sekretlerle ilk 6 haftalik donemde ytiksek
oranda atildigi gercegine uygun bir sekilde, bu dénemler
icerisinde alinan 6rneklerde daha fazla Brucella spp. izole
edildi. Atigi takiben 6rnek alma zamani ile etken izolasyon
orani arasindaki iliski istatistiksel olarak énemli (P<0.05)
bulundu. Calismada atigi takiben 90 glin sonra ve hatta
birkac olguda 1 yil sonra bile etkenin izole edilebilmesi,
etkenin uzun yillar stt ile atilabilecegdini gostermektedir.

Hayvanlardan izole edilen Brucella tiirleri ve biyovarlari
Ulkeden tlkeye farkhlik gosterebilecegi gibi bir tlkenin
degisik bolgeleri arasinda da farklilk gosterebilir. Hasta-
lIga neden olan baskin Brucella tir ve biyovarlarinin
belirlenmesi enfeksiyonun epidemiyolojisi ve kontrol calis-
malari agisindan oldukca 6nemlidir. Turkiye'de sigir ve
koyun brusellozis etkenlerinin biyotiplendirilmesine y6-
nelik cok sayida calisma mevcuttur ¢17.202135 Calismalarin
sonucunda Turkiye'de 7% ve Kars yoresinde '%*' sigirlarda
atiklara sebep olan baskin suslarin B. abortus biyotip 1 ve
3 oldugu ortaya konulmustur. Bu ¢alismada izole edilen
105 B. abortus susunun 92 (%87.61)'si B. abortus biyotip 3,
2 (%1.90)'si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)'si B. abortus
biyotip 9 ve 1 (%0.95)'i B. abortus biyotip 1 olarak tip-
lendirildi. Fotus doku 6rneginden izole edilen bir adet
B. melitensis susu ise B. melitensis biyotip 3 olarak belir-
lendi. Bu sonuglar Turkiye'de yapilan identifikasyon ve
biyotiplendirme calismalarinin 7202635 sonuglariyla farkhlik
goOstermektedir. Bunun nedeni olarak calisilan bolgelerin
ve materyallerin fakli olmasi gosterilebilir. Kars yoresinde
sigirlarda gorilen brusellozis olgularinda diger calisma-
lara %22 benzer sekilde bu calismada da B. abortus biyo-
tip 3’Un baskin oldugu fakat B. abortus biyotip 1'in
oraninin giderek azaldigi belirlendi. Calismada ayrica
Turkiye'de varligi daha dnce bildirilen 353 B. abortus biyo-
tip 6 ve B. abortus biyotip 9, Kars yoresinde ilk kez sap-
tandi. Arastirmalarin yapildigi zaman periyotlarinin farkli
olmasi ve yorede yogun hayvan hareketleri nedeniyle
degisik zamanlarda hastaliga neden olan tiir ve biyotiple-
rin degisebilme potansiyeli bu farkhliklarin nedenleri
olarak distintlmektedir.

Brucella tirlerinin genis konak ¢esitliligi vardir. Fakat
enfeksiyonlarin patojenitesinde c¢ok siki bir konak spe-
sifitesi gorilir ve turler arasinda kros enfeksiyon oldukca
nadirdir. Enfekte koyun ve kecilerle temas halinde olan,
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ayni ortamlarda barindirilan ve ayni meralarda otlatilan
ineklerin B. melitensis ile enfekte olabilecekleri bildirilmis-
tir . Bu calismada sigir kokenli siit, vajinal sivap ve fotus
doku orneklerinden izole edilen toplam 106 Brucella
susunun identifikasyon calismalari sonucu 105'i B. abortus
ve bir izolat B. melitensis olarak belirlendi. B. melitensis'in
izole edildigi fotusun alindigi isletmedeki ineklerin 4-5
adet keci ile birlikte barindinldigi bildirildi. Kars yoresinde
yapilan diger calismalarin '%2'?° sonuclarina benzer bir
sekilde bu calismada da sigir brusellozisinden cogunlukla
B. abortus saptandi. Ayrica yorede varligindan daha 6nce
bahsedilmis ?2 olmasina ragmen sigir abort olgularindan
gercek anlamda ilk B. melitensis izolasyonu yapildi. Daha
once bildirilenlere 237 benzer sekilde bu calismada da B.
melitensis'in sorumlu oldugu sigir abort vakasi saptanmis-
tir. Bu durumun isletmede farkli hayvan tirlerinin bir
arada beslenmesi ve yakin temasindan kaynaklanabile-
cegi ihtimalini akla getirmistir. Odaktaki ineklerin kegiler
ile beraber barindiriimasi, B. melitensis'in kegilerden bula-
sabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmistir. Fakat kecilerde
brusellozis yoniinden herhangi bir mikrobiyolojik yoklama
yapilmadidi icin bu ihtimal kesinlik kazanmamistir.

Brucella turleri arasindaki genetik homojenite yiiksek
olmasina ragmen bazi metabolik ve biyokimyasal 6zel-
liklerinden yararlanilarak tlr ve biyotip tayini yapilabil-
mektedir. Fakat konvansiyonel semaya uymayan yeni ve
atipik Brucella varyantlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
Uluslararasi Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella Tak-
sonomisi Altkomitesi halen Brucella icin iyi bir klasifikas-
yon semasi olusturamamistir 3, Cesitli arastirmalarda pe-
nisilin duyarl ve bakteriyofaj direncli smooth B. abortus
kaltarlerinin 34°yani sira boya duyarli, M antijene sahip
B. abortus izolatlari da bildirilmistir . Bu calismada yapi-
lan biyotiplendirme sonucunda 105 B. abortus susunun 8
(%7.61)'i standart biyotiplendirme profiline uygun olarak
tiplendirilemedi ve atipik B. abortus suslari olarak belirlendi.
Bu bulgular yapilan diger calismalarin 3442 sonuclan ile
benzerlik gostermektedir. Bu sonuglardan da anlasilacagi
Uzere bir lilke ya da bdlgede standart biyotiplendirme
semasina uymayan atipik izolatlarin goriilmesi her zaman
olasidir. Bu tur izolatlarin tekrarlayan izolasyonlarinin
yapilmasi, ileride bu izolatlara yeni bir biyotip statisu
verilmesinin ilk asamasidir ve bunlar epidemiyolojik aras-
tirmalarda degerli veriler olustururlar.

Brucella etkenlerinin konvansiyonel yontemlerle tanim-
lanmasinda karsilasilan bazi giclikler nedeniyle son yil-
larda insan ve hayvanlardan brusellozisin tanisi ve cins, tir
ve biyotip dlizeyinde identifikasyonuna ydnelik molekdler
teknikler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir “44. Bu tek-
niklerden in vitro DNA amplifikasyonunun yapildigi PZR
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu teknik, drneklerin
kaltirind takiben izolatlar lizerine ** uygulanabilecegi
gibi izolasyona gerek duyulmadan kan, siit, vajinal akinti,
atik fotus doku orneklerinden etkenin aranmasina yonelik
direk PZR "®seklinde de yapilabilmektedir. Bu ¢calismalar ile

brusellozisin teshisinde PZR'nin daha hizli, giivenli, yiksek
sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu bildirilmistir. Bu
calismada izole edilen 106 Brucella susunun cins spesifik
PZR kiti ile yapilan analizi sonucu timu Brucella spp.,
multipleks PZR kiti ile yapilan analiz sonrasi 105'i B. abortus
ve 1'i B. melitensis olarak belirlendi. Kulturel sonuglarla
Brucella cins ve tur spesifik PZR kitleri karsilastinldiginda
elde edilen sonuclar ayni bulundu. Brusellozisin teshisinde
altin standart olarak kabul edilen bakteri izolasyonu ile
molekdiler teshis amacli kullanilan bu PZR kitlerinin ben-
zer sonuglar vermesi, bu kitlerin spesifitelerinin yiksek
oldugunu gostermektedir. Klasik identifikasyon yontem-
lerine gore daha kolay ve kisa siirede sonug vermesi ne-
deniyle tercih edilebilir niteliktedir.

Bruselloziste olasi enfeksiyon kaynaklarinin ve risk fak-
torlerinin belirlenmesi sonraki epidemilerin dnlenmesi agi-
sindan olduk¢a 6nemlidir ve buna yonelik bircok calisma
yapilmistir 7447 Bu calismalarda 7#64” daha ¢ok stirti biyuk-
Ggu, sekli, idaresi, hijyen ve biyoguvenlik acisindan risk
degerlendirmesi yapilmis ve sayilan tum bu faktorler
brusella seropozitifligi icin birer risk olarak distntlmas-
tdr. Yas, irk, cinsiyet ve abort varhidi gibi faktorlerin ise bi-
reysel seropozitiflik agisindan farkli etkilerinin olabilecegi
ortaya konulmustur.

Bu calismada hastalik yoniinden risk olusturabilecek
yas, gebelik sayisi, gecen yillara ait atik varligi, tohumlama
sekli ve atigin gerceklestigi gebelik donemi gibi faktorler
degerlendirildi. ineklerin yas dagiimina bakildiginda en
fazla atik yapan ve izolasyon yapilan yas 5 yas olarak be-
lirlendi ve yas ile brusellozis goériilme sikhgr arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli (P<0.05) bir iliski saptandi. Bunun
nedeni olarak yasl hayvanlarin verim dusukligu ve tekrar
atik yapma olasiliklari nedeniyle isletmelerde tutulmamasi
ve dolayisiyla 6rnekleme esnasinda yash hayvan bulma
olasiliginin az olmasi seklinde aciklanabilir. Calismada 1
veya en fazla 3 defa gebelik gecirenlerde brusellozis daha
fazla saptandi ve brusellozis ile gebelik sayisi arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) bulundu. Bu du-
rum hayvanlarin yaslari, dol verimi 6zellikleri ve dolayisiyla
hayvanlarin Gretime devam etmek icin elde tutulabilirlikleri
ile iliskilendirilmistir.

Bruselloziste ilk atigi takiben genellikle sonraki gebe-
likler normal dogum ile sonuglanir. Fakat bazen ilk atigi
takiben 2 veya 3 yil Ust Uste veya aralikli olarak atiklar
sekillenebilir 32. Bu calismada 6nceki yillarda gebelikleri
normal sonlanan 290 hayvan olmasina ragmen, atik yapan
23 ve cesitli infertilite problemleri olan 7 hayvan belirlendi.
Gegmis yillarda atik yapan ve infertilite problemleri olan
hayvanlar hari¢ buylk bir cogunlugunun ilk kez atik
yaptidi tespit edildi. Calismada ayni zamanda 27 inegin
ilk gebeliklerinde atik yaptigi belirlendi. Bu bulgular ile
yukarida aciklanan hipotez dogrulanir niteliktedir.

Calismada atik yapan ineklerin tohumlama sekilleri
ile atik ve izolasyon oranlar karsilastirildi ve aralarinda
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istatistiksel olarak dnemli (P<0.05) bir iliski saptandi.
Dogal asim ile gebe kalan 357 inek ve sun-i tohumlama
yapilan 24 inek saptandi. Calismadaki tim isletmelerde
toplam 47 adet boga ve bu bogalarin cogunun ortak
kullanildigi bildirildi. Bu bulgular brusellozis gibi veneral
yolla bula-sabilecek hastaliklarda dogal asim ile etkenlerin
daha fazla bulasabilecegi gercegiyle uyum icerisindedir.

Brusellozis genellikle ineklerde gebelidin son (g aylik
déneminde atiklara sebep olmaktadir. Bunun yani sira
gebeligin ilk donemlerinde erken embriyonik 6limlere
ve atiklara sebep olabilecegi gibi gebeligin sonlanmasina
yakin 6li dogum veya cansiz, yasama giici zayif canl
buzagdi dogumlari da goriilebilmektedir 432, Bu calismada
atik ve izolasyon oranlari ile ineklerin gebelik donemleri
arasindaki iliski istatistiksel olarak dnemli (P<0.05) bulun-
du. En fazla izolasyon 7 ile 9. aylar arasi, bunu takiben sira-
siyla 4 ile 6. aylar arasi ve 1 ile 3. aylar arasindaki gebelik
doénemlerinde yapildi. Calismada ayrica 6li dogum (21
inek) ve zayif buzagi dogumu (13 inek) yapan ineklerden
de 6rnekleme yapildi ve Brucella izole edildi. Bu bulgular
brusellozisin ineklerde 6zellikle gebeliklerinin son (g aylk
doneminde daha fazla gorildigi ve onemli derecede
abortlara yol actigi gercegi ile uyum icerisindedir.

Sonug olarak bu calisma ile Kars yoresindeki ineklerden
%25.72 oraninda Brucella izolasyonu yapilmis ve hasta-
igin yorede endemik oldugu bir kez daha ortaya konul-
mustur. Sigir brusellozisinin bu yuksek prevalansi ve in-
san brusellozis vakalarinin yillar icerisinde giderek artmasi,
yorede ve llke genelinde brusellozise yonelik eradikas-
yon programlari ve uygulamalarinin yetersiz kaldigini
distndirmekte ve brusellozisin tGlkemizde hem insan
saghgina hem de hayvancilik sektoriine olumsuz etkileri
nedeniyle dnemli bir sorun olmaya devam ettigini gos-
termektedir. Bu sorunun bilincinde olarak, brusellozisin
eradikasyonu konusunda ¢ok sayida disiplinin bir arada
programli bir sekilde calismasi gerekmektedir. Zoonotik
hastaliklarin insanlara bulagsmasinin 6nlenmesinde temel
gorev veteriner hekimlerin olmasina ragmen insanlarda
ve hayvanlarda brusellozisin kontroli tip ve veteriner dok-
torlarinin 6ncelikli konularindan birisi olmali ve ortaklasa
calismalar yuratilmelidir. Bu tur kesit calismalarda zaman
sikintisi oldugundan brusellozis ile ilgili risk faktorlerinin
belirlenmesinde biiylik 5neme sahip kohort calismalarinin
sayllarinin artirilmasi gerektigi diisintilmektedir.
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