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ONSOZ

Bruselloz, Tirkiye’nin de dahil oldugu Akdeniz’e komsu Avrupa tilkeleri ile
Kuzey Afrika iilkelerinde, Meksika ile Orta ve Giiney Amerika’da, Hindistan ve
Arap Yarimadasi’nda hiperendemik ve halk sagligina 6nemli etkileri olan oldukga
bulasict bakteriyel bir zoonozudur. Hastalik neredeyse tiim hayvan tiirlerinde ve
insanlarda goriiliir. Bruselloz insanlik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindandir.
Enfeksiyon hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Diinyanin
bir¢ok iilkesinde endemik goriilen enfeksiyonun yilda 500,000 insani etkiledigi ve
bundan 26 kat kadar fazla enfekte bireyin oldugu tahmin edilmektedir. Brusellozun
Tiirkiye’de sigir ve koyunlarda yayginligini tespit etmek i¢cin 2011 yilinda yapilan
calismada, hastaligin siirii prevalans: sigirlarda %7,8 ve koyunlarda %22,5 olarak
bildirilmigtir (Yumuk ve O’Callaghan 2012). Daha sonra 2017 yilinda Koyun ve
Kegi Brusellozu yoniinden serosurvey caligmasinda fert prevalanst %2,10 ve siirii
prevalanst %12,34 olarak hesaplanmistir (GTHB 2018). Brusellozun eradike edildigi
iilkelerde MLST ve MLVA gibi metodlar hastaliklarin orijinlerinin tespiti ve mihrak
arastirma konularma 1s1k tutmasi agisindan olduk¢a onemli molekiiler metodlardir.
Bu ¢alismada, tim Tirkiye’yi temsil edecek sekilde suslar segildi. Dogrulama
calismalarinin ardindan genotiplendirme i¢in MLST ve MLVA metodlar1 kullanildi.

Iki farkli metodun sonuglar1 yorumlaranarak degerlendirmeye alindi.
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Bu calismaya verdikleri her tiirli katki ig¢in Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Miidiirligii ile Gida ve Kontrol Genel Midiirliigiine tiim igtenligimle

tesekkiir ederim.

Verdikleri biit¢e olanaklarindan dolay1 tezi yapma firsati sunan Tarimsal

Aragtirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigii (TAGEM)’e tesekkiirii borg bilirim.

Bu tez ¢calismami, bana huzurlu, mutlu ve sevgi dolu hissetmemi saglayan her

asamasinda hep yanimda olan anne, baba, kardesim ve esine tesekkiir ediyorum.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Brucella melitensis Suslarimin Genetik Profillerinin MLV A (Multilokus
Degisken Sayida Ardisik Tekrar Analizi), MLST (Multilokus Dizi Tiplendirme)

Yontemleriyle Degerlendirilmesi

Kadir AKAR

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Doktora Tezi/lKONYA-2021

Brucella melitensis (B. melitensis) kaynakli Bruselloz enfeksiyonu iilkemizdeki kiigiikbag
hayvanlarinda yiiksek prevalans ile seyretmektedir. Bu g¢aligmada, 2009 ve 2017 yillar1 arasinda
Tiirkiye nin yedi cografik bolgesinde bulunan farkls ¢iftliklerden gonderilen atik yapan koyun, ke¢i ve
sigir konakgilarina ait numunelerden izole edilen ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligii
Brusella Asilar1 Uretim ve Referans Laboratuvarinda tiplendirilen 50 adet B. melitensis susunun
Multilokus Degisken Sayida Ardigtk Tekrar Analizi (MLVA) ve Multilokus Dizi Tiplendirme

(MLST) yontemleri ile genotiplendirilmesi amaglandi.

Calismada kullanilan izolatlar, Serum Dekstroz Agar Besiyerine pasajlandiktan sonra B.
melitensis olduklarma teyit etmek amaciyla klasik biyotiplendirme metodu yapildi ve biyovarlarina
gore tiplendirildi. Referans suslar1 ile 50 adet ¢alisma izolatimin DNA ekstraksyonu ticari kit
protokoliine uygun olarak gergeklestirildikten sonra suslar MLST ve MLVA ile genotiplendirildi.
Sonuglar Hunter Gaston Diversity Indexe (HGDI) gore degerlendirildi.

Genotiplendirme metotlart i¢in 17 adet B. melitensis btl, 2 adet B. melitensis bt2, 23 adet B.
melitensis bt3 ve 8 adet atipik B. melitensis izolati kullanildi. MLST metodunda 2 profil tespit edildigi
ve ayrim giiciiniin yeterli olmadigindan dolayr HGDI degeri hesaplanmamistir. MLV A metodu igin
HGDI degerlerinin 0,55 ile 0,88 arasinda degistigi, ama en ayirt edici lokusun Brucel6 (HGDI=0,88)
oldugu, onu Bruce04 (HGDI=0,86) ve Bruce30’un (HGDI=0,86) takip ettigi belirlendi. MLVA-16’ya
gore caligilan 50 adet izolatta 46 farkli genotip tespit edildi. Toplam 50 adet izolat profilinin 30
adedinin veritabani ile birebir eslestigi, kalan 20 adedinin veritabaninda yer almadig1 belirlendi. Bu 30
adet izolatin %93,3’iinlin insan izolatlar1 ile birebir ayn1 oldugu belirlendi. MLVA-8’e gore ise tiim
izolatlarda genotip 43’tin yaygin oldugu tespit edildi. MLST ile 39 susta 6zellikle Dogu Akdeniz

Bolgesindeki iilkelere ait izolatlarda baskin olarak belirlenen Sequence Typing (ST8) varligi tespit

Xiv



edilirken, 11 susta daha 6nceden tanimlanmayan bir profil saptandi. ST8’in ve yeni ST nin dizilimi
karsilastirildiginda, glucokinase geninde varyasyon oldugu tespit edildi. B. melitensis Rev-1 as1 susu
ST7 genotipinde oldugu ve saha izolatlar1 ile tamamen farkli oldugu belirlendi. MLST ve MLVA
metodlari ile B. melitensis biyovarlari arasinda ayrim yapilamadi. Bunun yanisira konakgi, bolge ve

yila gore suslar arasinda 6nemli farkliliklar bulunamadi.

Sonug olarak, MLV A metodunun ayrim giictiniin MLST’e gore daha yiiksek oldugu, MLST
metodunun o6nceki yapilan c¢alismalara gére belirlenen cografik kokenlere gore suslarin ayriminda
yararli oldugu belirlendi. Kullanilan her iki yontemin, yeni ¢ikacak hastalik vakalarindan elde edilen
izolatlarin takip edilmesine ve ayrica hastaligin kontrol ¢aligmalari i¢in bolgeye hakim genotipe gore
yapilacak olas1 ag1 ¢alismalarina yon verebilecegi diisiiniilmektedir. MLVA metodu ile belirlenen
profillerin insandakilerle ayni olmasinin konakgilar arasi gegis agisindan Tek Saglik konusunu
giindeme getirmektedir. Hayvan sagligini korumanin insan saghigi agisindan ¢ok onemli oldugu

goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyovar; Brucella melitensis; Genotiplendirme; MLST; MLVA.
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Brucellosis infection caused by Brucella melitensis (B. melitensis) progresses with a high
prevalence in ovine animals in our country. In this study, 50 B. melitensis strains isolated from
samples belonging to abortion made by cows, sheep and goat hosts sent from different farms in seven
geographical regions of Turkey between 2009 and 2017 and typed in Brucella Vaccines Production
and Reference Laboratory of Pendik Veterinary Control Institute, was aimed to be genotyped by using
Multilokus Variable Numbe Tandem Repeat Analysis (MLVA) and Multilocus Sequence Typing
(MLST) methods.

After the isolates used in the study were passaged into Serum Dextrose Agar Medium,
classical biotyping method was used to confirm that they were B. melitensis and typed according to
their biovars. After DNA extraction of reference strains and 50 study isolates was performed in
accordance with the commercial kit protocol, the strains were genotyped with MLST and MLVA. The

results were evaluated according to the Hunter Gaston Diversity Index (HGDI).

For genotyping methods, 17 B. melitensis btl, 2 B. melitensis bt2, 23 B. melitensis bt3 and 8
atypical B. melitensis isolates were used. Since 2 profiles were detected in the MLST method and the
discrimination power was not sufficient, the HGDI value was not calculated. It was determined that
HGDI values for MLVA method varied between 0.55 and 0.88, but the most distinctive locus was
Brucel6 (HGDI=0,88), followed by Bruce04 (HGDI=0,86) and Bruce30 (HGDI=0,86). 46 different
genotypes were detected in 50 isolates studied according to MLVA-16. It was determined that 30 of a
total of 50 isolate profiles matched exactly with the database, and the remaining 20 were not included
in the database. It was determined that 93.3% of these 30 isolates were identical to human isolates.
According to MLVA-8, genotype 43 was found to be common in all isolates. According to MLST
analysis, the presence of Sequence Typing (ST8), which was determined to be dominant in the isolates
belonging to the countries in the Eastern Mediterranean Region, was detected in 39 strains, while a
previously undefined profile was detected in 11 strains. When the sequences of ST8 and the new ST
were compared, a variation was found in the glucokinase gene. The B. melitensis Rev-1 vaccine strain

was determined to be in the ST7 genotype and completely different from the field isolates. No
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distinction could be made between MLST and MLVA methods and B. melitensis biovars. In addition,

no significant differences were found between strains by host, region and year.

As a result, it was determined that the discrimination power of MLV A method is higher than
MLST and MLST method is useful in differentiation of strains according to geographic origins
determined according to previous studies. It is thought that both methods used can guide the follow-up
of isolates obtained from new disease cases and also possible vaccination studies to be carried out
according to the dominant genotype for disease control studies. The fact that the profiles determined
by the MLV A method are the same as those in humans brings up the issue of One Health in terms of

transition between hosts. It is seen that protecting animal health is very important for human health.

Key Words: Biovar; Brucella melitensis; Genotyping; MLST; MLVA.
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1.GIRIS VE AMAC

Brucella melitensis, koyun ve kegilerde hastalik olusturdugu gibi sigirlarda
da yavru atmaya neden olmaktadir. Bu nedenle ¢iftlik hayvanlarinda oldukca
patojendir. Brusellozun Tiirkiye’de sigir ve koyunlarda yayginligini tespit etmek
icin 2011 yilinda yapilan ¢alismada, hastaligin siirli prevalansi sigirlarda %7,8 ve
koyunlarda %22,5 olarak bildirilmistir (Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi-Gida
ve Kontrol Genel Midurligii 2012). Bazi tllkelerde genis c¢apli eradikasyon
programlari ile hastalik eradike edilmis veya biiyilik oranda azaltilmistir (Whatmore
2007). Hastalikla ilgili Tirkiye’de 2012 yilinda Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan kitlesel asilama ile “’Kontrol ve Eradikasyon Projesi”’
basglatilmistir. 2015 yilina ait caligmalarda hayvan ve insan vakalarinda hastalik
cikist sayilari incelenmis ve hastaligin insidensinin diistiigli goriilmiistiir. Ayrica
hastalig1 etkin bir sekilde kontrol etmek ve eradikasyon asamasina getirmek igin,
kitlesel asilamanin siirdiiriilmesi gerektigi vurgulanmustir. insidensin azalmast,
sadece hastalik vaka sayisi degil, hastalik kaynagi olan bolgenin belirlenmesi

acisindan da onemlidir (Saytekin ve ark 2015).

Brucella spp.’lerin konakg1 dagilimi ve ekolojik yasam araligi oldukca genis
bir yalpazede seyretmektedir. Hastalik etkenlerinin biyoteror ajan1 olma potansiyeli
de hastaligin risk seviyesini yiikseltmekte ve miicadelenin 6nemini arttirmaktadir.
Brucella etkenleri i¢in bahsedilen riskler géz oniine alindiginda enfeksiyona neden
olan Brucella tirti ve susunun identifiye edilmesi ¢ok onemlidir. B. melitensis
kaynakli brusellozun hem {iilkemiz kii¢iik ruminant siiriilerinde yiiksek prevalans
degeri olmasi, hem de s6z konusu susun insan ve hayvan sagligi i¢in olusturdugu
riskler bulunmaktadir. B. melitensis konvansiyonel biyotipledirme metotlar1 ile
biyovar 1, 2 ve 3 olarak ayrilmaktadir. Koyun ve kecilerde yaygin olarak B.
melitensis biyovar 3 enfeksiyona yol agmaktadir. Enfeksiyonun enzootik olarak
gortldiigli bolgelerde koyun ve kegilerle yakin iliski icinde bakilan duyarli evcil ve
yabani hayvanlarda B. melitensis’e bagli Brusellozun yaygin oldugu belirtilmistir
(OIE 2009). Bruselloza neden olan Brucella tiirleri, giinimiizde c¢ogunlukla
bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle (Real-Time ve Multipleks PZR) identifiye
edilmektedir. Bu molekiiler yontemlerle biyovar diizeyinde siniflandirma

yapilamamaktadir. Ayrica bu metodlar epidemiyolojik arastirmalar igin belirli bir
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seviyede ayrim yetenegine sahip oldugu ve Brucella cinsi i¢indeki yiiksek genetik
benzerlik olmasi, alt tiplendirmeyi zorlastirmaktadir. Yapilan arastirmalar yasanan
tim bu zorluklarin gelismis molekiiler metotlar ile asilabilecegi goriislini
kuvvetlendirmistir. MLST ve MLVA analizleri ile her susun genetik profilleri tespit
edilerek hangi tiirlin veya biyovarin hangi profile sahip olacagi belirtilip, farkli
cografi yerlerden gelen suslar ile yakinliklar1 ortaya konulmaktadir (Vergnaud ve ark
2018).

Son zamanlarda, mikrobiyol popiilasyonlarin karakterizasyonunu ortaya
koymak i¢in yapilan ¢alismalarda bakterilerde Multilokus Dizi Tiplendirme (MLST)
metodu, tercih edilmektedir. Bu metot hem yerel ve hem de global seviyede
mikrobiyal tiplendirme ve epidemiyolojik ¢alismalar i¢in genis ¢apl
uygulanmaktadir. Bu sekilde olusturulan veriler, filogenetik iliski ve popiilasyon
yapist aragtirmalart igin de uygundur. Variable Number Tandem Repeat (VNTR)
temelli tiplendirme metotlar, ¢abuk degisen isaretleyici bdolgelerde varyasyon
indekslemesi acisindan o6zellikle epidemiyolojik arastirmalar i¢in bilgilendirici
niteliktedir. Multilokus Degisken Sayida Ardisik Tekrar Analizi (MLVA)
metodunda, farkli lokuslarda tekrar ederek yer alan TR (Tandem Repeat) sayilari ve
baz uzunluklarina gore karsilastirilabilir somut veriler elde edilmektedir. MLST
metodunda ise 6zellikle korunmus gen bolgelerinin sekanslari karsilastirilarak, suslar
arasindaki farkli genetik profiller ve baz dizilimler1 sekans verisi ortaya

konulmaktadir (Whatmore 2009).

Bu proje ile sigir, koyun ve kegi atik vakalarindan izole edilen B. melitensis
suslarinin birbirini destekleyen ve elde edilecek verileri zenginlestiren MLST ve
MLVA metotlar1 ile genetik profillerinin ortaya konulmasi, suslarn orjinlerinin
tespit edilmesi ve B. melitensis Rev-1 as1 susu ile benzerlik/farkliliklarinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Calisma sonucunda elde edilen veriler 15181nda sahada
sirkiile olan B. melitensis suslariin molekiiler profilleri belirlenerek hastaligin
molekiiler epidemiyolojisi hakkinda bilgi saglanacaktir. Bununla beraber bolgeye
Ozgii sus profilleri varligi ve baskin genotip tespit edilecektir. Bruselloz
epidemiyolojisinde elde edilecek gelismeler, dolayli olarak hastaligin gelecekteki
kontroliinde etkili olacaktir. Bu c¢aligma ile genetik profiller belirlenip filogenetik
agac olusturularak, suslarin c¢ikis yerleri ile ilgili daha somut veriler elde
edilebilecektir. Elde edilen profiller veri tabaninda karsilastirilarak, tlkeler arasi
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etken sacilimi ile ilgili daha fazla bilgi edinilecektir. Ayrica farkli yillarda gelen
izolatlar incelenerek profil degisimi olup olmadig1 belirlenecektir. Elde edilecek tiim
veriler Tirkiye’deki B. melitensis genetik profil yiikiinii arastirmaya yonelik
yapilacak diger calismalar icin temel teskil edecektir. Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Miidiirliigii Brusella Asilar1 Uretim ve Referans Teshis Laboratuvarinda
MLST ve MLVA yontemlerinin validasyonu bu ¢alismada gergeklestirilmesi ile rutin

analizlerde kullanilabilmesi amaglanmaktadir.

1.1.Hastahi@in Tanim

Bruselloz, Diinyada en sik goriilen antropozoonosis olmaya devam etmekte
olup, siklikla kronik, ¢ogu zaman yetersiz olan ve diisiik mortaliteye sahip bir
hastaliga neden olmaktadir (Pappas ve ark 2006a). Sigir, koyun, domuz ve keci gibi
ciftlik hayvanlarda atik ve kisirlik gibi iireme sorunlarina neden olan, son derece
Oonemli  sosyo-ekonomik sonuglart olan zoonoz bir hastalik olarakta
tanimlanabilmektedir (Godfroid ve ark 2010). En belirgin semptomlar1 aralikl ates,
titreme, terleme, zayiflik, miyalji, abort, osteoartikiiler komplikasyonlar, endokardit,
depresyon ve anoreksidir. Hastalik diigiitk mortalite ile yliksek morbidite ile seyreder.
Olim oraninn az ve hastah@in uzun siireli olmasi, ¢ok az miktarda
mikroorganizmanin aerosol yolla alinarak enfeksiyona neden olmasi sebebiyle,
etkenin potansiyel bir biyo-ter6ér ajan1 olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Ayrica,
Diinya Saghk Orgiitii (DSO), Kuzey Atlantik Antlasmas1 Orgiiti (NATO) ve
Biyolojik ve Toksin Silahlari Konvansiyonu (BTWC) gibi diger kuruluslarin
potansiyel biyolojik silahlarinin tabakalandirilmamis listelerine de dahil edilmistir
(Pappas ve ark 2006b). Gelismekte olan iilkelerde yilda yarim milyondan fazla yeni
Bruselloz vakasi goriilmektedir (Pappas ve ark 2006a).

Hastalik etkeni ¢iftlik hayvanlarini etkiledigi gibi vahsi yasamdaki hayvan
tirlerinden de izole edilmistir. Ayrica farkli konakgilarda farkli Brucella tiirleri
bildirilmistir (Pappas ve ark 2006b). Giiniimiizde Bruselloza neden olan 12 farkl: tiir
tanimlanmaktadir (Scholz ve ark 2018).

Klasik olarak, Brucella tiirleri konak¢i tercihine gore ve fenotipik
karakterizasyonun kombinasyonu araciligi ile tanimlanir. Bu sekilde, B. abortus tipik
olarak sigirlarda B. melitensis koyun ve kegilerle birlikte, B. suis domuzlarda ve B.

canis kopeklerde Bruselloz ile iligkilidir (Whatmore 2009). Koyunlardada, B. ovis



koglarda epididimitis olarak kendini gosterir (Godfroid ve ark 2010). Bununla
birlikte, sigirlarda B. melitensis’in enfeksiyonu bilidirimi gibi Brucella tiirlerinin
oncelikle tercih ettikleri konakg¢ilar1 disinda da izolasyonlar1 olmustur (Karagiil ve
ark 2015).

Bruselloz, ekonomik degeri yiiksek hayvanlar i¢in 6nemli bir hastaliktir
(Corbel 1997). B. melitensis, kiigiik ruminantlardaki Brusellozunun etiyolojik
ajamidir. Hayvancilik sektoriinde ekonomik kayiplara neden oldugu gibi halk
sagligini da ciddi sekilde etkiler (Tosser-Klopp ve ark 2014).

Kiigiik ruminantlarin Brusellozu sanayilesmis c¢ogu iilkede kontrol altina
alimmistir; ancak, bu hastalik, Akdeniz bolgesi, Orta Dogu, Orta Asya, Sahra alti
Afrika ve Latin Amerika'nin bazi kisimlar1 gibi temel ekonomik ge¢im kaynagi
kiiciik ruminant olan bolgelerde endemik seviyede devam etmektedir. B. melitensis
icin kiiciikbag hayvanlar birincil konakgilardir, fakat ayn1 zamanda ¢ok ¢esitli ikincil
konakgilar, sigirlar, devegiller ve yabani gevis getiren hayvanlarda da enfeksiyona
neden olmaktadir (FAO 2010).

Sigirlarda goriilen Bruselloza Bang Hastaligi ismi verilmistir, bulagici abort
ve epizootik abort terimleri de kullanilmaktadir (Matthew ve Leland 2004). Zoonotik
karakter gosteren ve etkeni B. canis olarak kabul edilen kopeklerdeki Bruselloz
hastalig1, tireme bozukluklariin 6nemli nedeni olarak goriilmektedir (The Center for

Food Security & Public Health 2012).

Insanlarda, Bruselloz kronik hallerde genel halsizlik, ates ve artrit gibi pek
cok farkli hastalik komplikasyonu olarak kendini gosterebilir. Hayvandan insana
gecis, atik dokulari ile temas veya enfekte olmus hayvanlarin pastorize edilmemis siit

ve siit tirlinlerinini tiiketilmesi yoluyla gergeklesebilir (Seleem ve ark 2010).

Insanlarda hastaliga neden olan farkli Brucella tiirleri arasinda (B. abortus, B.
melitensis, B. canis, B. inopinata ve B. suis), B. melitensis viriilensi en yiiksek olan
tiirdiir (Corbel 2006). Insan Brusellozu, ana klinik semptom (ates) ve cografi bolgeye
bagli olarak zaman i¢inde Malta atesi, Akdeniz atesi, Undulant atesi, Cebelitarik
atesi, Kaya atesi ve Neapolitan atesi gibi isimlerle adlandirilmistir (Rossetti ve ark
2017).



Brusellozun kaynagi, hayvan rezervuarlarinda hemen hemen her zaman
bulunmakla birlikte insandan insana bulasma ile ilgili az sayida rapor bildirilmistir
(Godfroid ve ark 2005). Brucella’' nin farkli konak hiicrelerinde basarili bir sekilde
hayatta kalma ve ¢ogalma kabiliyeti patojenitelerini agiklar. Brucella bakterilerinin
plasental trofoblastlarda yaygin olarak replikasyonu, hayvan konaklarinda abortla
iligkilidir ve makrofajlarda kaliciligt hem dogal hayvan konakg¢ilarinda hem de
insanlarda Brusellozun ayirt edici 6zelligi olan kronik enfeksiyonlara yol agmaktadir

(Roop ve ark 2009).

1.2. Hastah@in Tarihgesi

Bruselloz hastalig ile tam olarak hangi tarihte karsilasildigi bilinmemesine
ragmen, hastaligin tarih¢esinin insanlarla hayvanlarin ilk temas ettigi zamana kadar
uzandig1 distiniilmektedir. Arkeolojik ve antropolojik ¢alismalarla, Brusellozun 60
milyon yil O6nce hayvanlarda ve yaklasik 3 milyon yil Once insanlarda meydana
geldigine dair kanitlar ortaya konulmustur (Akpinar 2016). Giiney Afrika'da, 2.4-2.8
milyon yil O6nce yasamis bir insanin iskeleti iizerinde yapilan calismalar, bel
omurunda (L4-L5) saptanan kemik lezyonlarinin radyolojik, makroskopik ve
mikroskopik olarak Brusellozla ortiistiigiinii gostermektedir (D’anastasio ve ark
2009). Bruselloza 6zgii kemik lezyonlari, MS 79' da volkanik bir patlama ile tahrip
olmus Roma kenti kalintilarinda bulunan yetiskin iskeletlerinde yapilan antropolojik
caligmalarda da bulunmustur. Ayrica elektron mikroskobu ile yapilan bir ¢aligmada,
gomiilii karbonize peynir analizinde, morfolojik olarak Brucella'ya benzer kok

formlari tespit edilmistir (Capasso 2002).

Brusellozun tarihsel isimleri arasinda Dalgal1 ates, Bang hastaligi, Cebelitarik
hastaligi, Akdeniz atesi, Malta atesi, Konstantinopolis atesi ve Girit atesi
bulunmaktadir. Hastalik Malta adasinda ilk tespit edildiginde, hastalifa "Malta
hummas1" veya "Akdeniz atesi" ad1 verilmistir. Hastaligin klinik seyrindeki tipik ates
nedeniyle, hastalik “inat¢i ates” olarak adlandirilmistir. Tiirkiye'de, koyunlardan
insanlara bulasmasindan dolayr “koyun hastalig1”, hayvanlardan insanlara hastalik
bulasmasindan dolayr “mal hastali§1” veya ¢ig siitten yapilan peynirden
bulasmasindan dolayr “peynir hastalig1” isimleri verilmistir. Ancak, en sik olarak

Bruselloz ismi kullanilmaktadir (Yumuk ve O'Callaghan 2012, Akpinar 2016).



Bruselloz hastalig1 resmi olarak ilk kez 1860 yilinda Jeffery Allen Marston
tarafindan tanimlanmustir. Ingiltere'de Kraliyet Tip Akademisi'nde cerrahi asistani
olan Marston, hastalik bulgularini ayrintili bir sekilde yazmis ve hastaligi dalgali
atesi, diger ateslerden ayirmustir (Nicoletti 2002, Wyatt 2013, Akpmar 2016).
Marston hastalik etkeninin tam formunu tanimlayamasa da diger Akdeniz
ateslerinden ayirt edici bir tanim yapmustir (Akpiar 2016). isko¢ Doktor Sir David
Bruce 1887 yilinda hastalik etkenini morfolojik olarak tanimlamayi basarmustir.
Malta'da ateslenip o6len Ingiliz askerinin dalaklarindan, Micrococcus olarak
adlandirilan Gram negatif kokobasili izole etmistir. Ik kez goriilen hastaliga neden
olan organizmalarin adi Latince Micrococcus melitensis olarak adlandirilarak
“’melita” kelimesinden tiiretilmistir. Danimarkali Veteriner Bernard Lauritz Frederik
Bang 1895 yilinda, Bacillus abortus adi verdigi veya tanimladig
mikroorganizmalari, sigir plasentasi, fetus ve uterus duvari salgilar gibi sigirlara ait

materyallerden izole etmistir (Akpinar 2016, Rossetti 2017).

Wright ve Smith 1897 yilinda, insan ve hayvan serum agliitinasyon
testlerinde B. melitensis'in spesifik antikorlarini tespit ettikten sonra Brusellozun
zoonoz bir hastalik oldugunu bildirmistir. Giiniimiizde de kullanilmakta olan serum

agliitinasyon testi kullanilarak hastaligin tanis1 ilk kez gerceklestirilmistir (Akpinar

2016).

Themistocles Zammit 1905 yilinda, B. melitensis'i kegi siitinden ve
idrarindan izole etmistir. Ayrica kegilerin B. melitensis konakgisi oldugunu ve

insanlarin ¢ig siit ve siit tirtiinlerinden etkeni aldigini agiklamistir (Wyatt 2005).

Jacob Traum 1914 yilinda, B. suis'i Amerika Birlesik Devletleri Indiana

eyaletinde erken dogan domuz yavrularinin karaciger, mide ve bobreklerinden izole

etmistir (Wyatt 2005, Mantur ve Amarnath 2008).

Amerikali bakteriyolog Alice Evans 1918 yilinda, Malta atesi ve Bang
hastaliginin birbirleriyle olduk¢a benzer Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir.
Kecilerde, domuzlarda ve sigirlarda gozlemlenen etkenin sadece antijenik
farkliliklar1 oldugunu, ancak morfolojik, kiiltiirel veya biyokimyasal olarak aym
cinsten olduklarmi bildirmistir. Evans, Sir David Bruce'un anisina etkeni Brucella

olarak isimlendiren ilk kisi olmustur (Akpinar 2016).



Orpen 1924 yilinda, ingiltere'deki insanlarda B. abortus enfeksiyonlar1 rapor
etmistir. Porto Riko'da benzer caligmalar Morales-Otero tarafindan yiiriitiilmistiir.
Koyunlardaki B. ovis enfeksiyonu 1953 yilinda Van Drimmelen tarafindan
tammmlanmistir. B. neotoma, Amerika Utah eyaletindeki kenelerden 1957 yilinda,

Stoenn ve Blackman tarafindan izole edilmistir (Pappas ve ark 2005).

Beamic (1968); kopeklerde yapilan bir ¢alismada, B. canis izole edilmistir. B.
canis normal olarak av kopeklerinde yaygin olmasina ragmen, 1977 yilinda bir kadin

hastadan da izole edilmistir (Pappas ve ark 2005).

Ingiliz ve Amerikali arastirmacilar, 1994 yilinda, birbirlerinden bagimsiz
olarak yaptiklar1 ¢alismalarda, daha Once bilinmeyen Brucella organizmalarini
memelilerin karkaslarindan ve iskogya yunuslarindan izole etmisler ve B. maris adim
vermislerdir (Foster ve ark 2007). Ewalt, Ross ve arkadaslari, balinalar, yunuslar ve
foklardan B. pinnipedialis ve B. ceteace adli iki yeni Brucella tiirii izole ettiklerini
bildirmislerdir (Ewalt ve ark 1994, Akpmar 2016). Yeni Zelanda'da spinal
osteomiyelitli bir hastada da B. pinnipedialis izole edilmistir (Sohn ve ark 2003,
McDonald ve ark 2006).

Scholz ve ark (2008), Orta Avrupa'daki tarla farelerinden ve vahsi kirmizi
tilkinin mandibular lenf diigiimlerinden B. microti izole edilmistir. Bu tiiriin
insanlarda hastaliga neden olduguna dair bir kanit bulunamamis, ancak ozellikle

avcilar i¢in potansiyel bir risk olusturabilecegi bildirilmistir (Scholz ve ark 2009).

B. inopinata, klinik Bruselloz belirtileri olan yasli bir kadindaki meme

implant1 enfeksiyonundan 2010 yilinda izole edilmistir (Scholz ve ark 2010).

B. papionis, 2014 yilinda ABD’de bir arastirma enstitlisiinde 6lii dogan iki
babun plesentasidan izole edilmis, dogrulayict bagimsiz biyokimyasal testler, MLST

ve MLVA 16 yapilarak identifiye edilmistir (Whatmore ve ark 2014).

Ulkemizde Brucella etkeninin varligini bildiren ilk calismalar, 1905'te Doktor
Hiisamettin Kural ve Mahmut Sami Akalin tarafindan Kuleli Askeri Hastanesinde
tedavi edilen bir askerde B. melitensis'in izolasyonu ile baslamistir. Sigirlarda ilk
izolasyon 1931 ile 1932 wyillarinda Ziihtii Berke tarafindan gergeklestirilmistir.
Koyunlarda B. melitensis ilk olarak 1944 yilinda Aktan ve Kdoylioglu tarafindan

Bandirma Merinos c¢iftliginde tespit edilmistir. Ulkemizde insan ve hayvanlarda
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serolojik testlerle hastaligin ilk tespiti, 1943 yilinda Golem tarafindan yapilmistir.
Képeklerde B. canis ‘in serolojik olarak varligi, Istanbulluoglu ve ark (1983) yaptigi
calismada bildirilmistir. Tirkiye'de insan Brusellozun epidemiyolojisi ile ilgili
kapsamli ¢alismalardan birisi de Cetin ve ark. (1990) tarafindan 1984-1987 yillari
arasinda Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’ 1n
yardimiyla gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada 70,009 serum Ornegi incelenmis riskli
gruplarda %6.0 normal popiilasyonda %]1.8 oraninda seropozitiflik saptanmistir.
Ayrica bakteriye maruz kalan birey sayisinin 1,750,000 olarak tahmin edildigi
raporlanmistir (Cetin ve ark. 1990, Akpinar 2016).

1.3. Etken Ozellikleri

Bruselloz hastaligina neden olan Brucella tiirleri, insanlar1 ve gesitli memeli
hayvanlar1 enfekte edebilen Gram-negatif, aerobik, hareketsiz, kapsiilsiiz, sporsuz,
fakiiltatif hiicre i¢i bakterilerdir. Kokobasil (0.5-0.7 um x 0.6-1.5 um boyutlarinda),
morfolojiye sahip tek tek veya nadiren kisa zincir kiimeler halinde bulunurlar.
Serum-dekstroz agar veya diger berrak renkteki besiyerlerinde kolonileri seffaf,
kabarik, digbiikeydir, 151k altinda soluk bal renginde goriinen piiriizsiiz, parlak bir
yiizeyi vardir. (Ryan ve Ray 2004, Eisenberg ve ark 2012, Hull ve Schumaker 2018,
Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi bakteriler, Proteobacteriaceae'nin o-2 alt
grubunun bir pargasidir. Agrobacterium ve Rhizobium cinsinin bazi bitki
patojenlerine ek olarak hayvan patojenleri (Bartonella) ve firsatg1 bakterileri
(Ochrobactrum) ile yakin bir genetik iliski gostermektedirler (OIE 2009,
Lalsiamthara ve Lee 2017). Bakteri, katalaz ve iireaz pozitiftir. Oksidaz ise B.
neotoma ve B. ovis tiirleri haricinde digerlerinde pozitiftir (Scholz ve ark 2018).
Karbonhidrat: fermente edemezler ve nitriti nitratla oksitleyebilirler. Brucella
bakterileri, diger Gram-negatif bakterilerinden ¢ok daha az pirojenik bir
lipopolisakkarit hiicre duvarina sahiptir ve bu da Bruselloz hastaligindaki dalgali ates
tablosunun sebebi olarak bildirilmektedir. Flagella veya piluslart yoktur ve bipolar
boyama gostermezler. Brucella tiirlerinin koloni morfolojileri ¢cogu agidan benzerdir.
Rough lipopolisakkarit (RLPS) ve protein antijenleri sahip olan B. ovis ve B. canis
hari¢ olmak iizere diger tiirlerinin dis hiicre duvarlarinda smoth lipopolisakkarite

(SLPS) yapis1 vardir (Kaltungo ve ark 2014).

Pek c¢ok Brucella tiirtiniin izolasyonunda serum veya kana ihtiyag
bulunmaktadir. Biiyiime i¢in optimum sicaklik 37°C ve optimum pH 6.6-7.4’dir
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(Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi bakteriler sivi ortamda yavas gelisirler. Brucella
tiirleri aerobik olmasma ragmen, bazi suslarinin biiylimesi i¢cin %5-10’luk CO;
gereksinimi vardir (Matthew ve Leland 2004). Karbondioksit gereksinimleri;
glutamik asit, ornitin, lisin ve riboz kullanma yetenegi; hidrojen siilfit tiretimi,
tiyonin veya bazik fuksin boyalar1 varlifinda biiyiime; belirli lipopolisakarit
epitoplarina kars1 antiserumlarla agliitinasyon ve bakteriyofaj ile lizis duyarlilig ile
tirler ve biyovarlar ayrilmaktadirlar. Brucella kanli agar besiyeri plaklarinda
biiyiiyebilir ve biiylimesi i¢in X veya V faktorleri gerekli degildir (Purcell ve ark
2007).

Brucella cinsine ait; B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. neotomae,
B. ovis, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti, B. inopinata, B. papionis ve B. vulpis
olmak tizere 12 adet tiir vardir (Scholz ve ark. 2018, Whatmore 2009, Whatmore ve
ark 2014). ABD’de bir arastirma enstitiisiinde 6lii dogan iki babun plesentasindan
izole edilen ve diger Brucella suslari ile karsilastirildiginda metabolik aktivite, bazi
dogrulayic1 bagimsiz biyokimyasal testler ve ayrica MLST ve MLVA16 analizleri
yapilarak diger sus profillerinden farkliligi ortaya konularak B. papionis olarak
adlandirilmigtir (Whatmore ve ark 2014). Kemirgenlerden ve insanlardan yakin
zamanda izole edilmis ancak heniiz taksonomik olarak tarif edilmeyen diger gruplar
da bulunmaktadir (Hull ve Schumaker 2018). iki adet B. vulpis izolat: 2008 yilinda
Avusturya'daki kirmizi tilkilerin mandibular lenf diigiimlerinden izole edilmistir.
MLST analizi ile diger Brucella tiirlerinden farkli oldugu kanitlanip dogrulanmistir
(Scholz ve ark 2016) (Sekil 1.1.).



B, inopinata

BO2
B, rneotomuae

. suix biovar 5

B. ceti

V RB. pinnipedialis

Briccella
baboon isolate
| B. ovis
. suis biovar 2
z \ B. suiv biovars 1.3.4
B. canis
B. mreliterisis
B. micrott . abowties

Sekil 1.1. Brucella tiirlerinin filogenetik dagilim1 (Pappas 2010)

Insanlarda hastalik olusturan Brucella tiirleri azalan patojenitelerine gore; B.
melitensis, B. suis, B. abortus ve B. canis olmak siralanmistir. B. melitensis ve B.
suis, genellikle deve, domuz, koyun veya kegilerde hastalik yapici etkileri vardir.
Ayrica B. melitensis’lerin sigirlarda da oldukca patojen olduklar1 saptanmistir. B.
abortus, sigirlarda en yaygin goriilen tiir olup, B. canis kopeklerle ilgilidir (Matthew
ve Leland 2004). Bu tiirlere ek olarak B. ceti, B. pinnipedialis ve B. vulpis disiik
oranda patojen olduklar1 belirtilmektedir (Hull ve Schumaker 2018).

Genom tipik olarak iki dairesel kromozom igerir. DNA G + C igerigi (%
mol): 57.1-59’dur (Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi iiyeleri arasinda %90'dan
fazla genetik benzerlige ragmen, etken ajanlarin farkli konakgilar igin egilimleri
bildirilmektedir (Verger ve ark 1985, Cloeckaert ve ark 2002, Banai ve Corbel 2010,
Kaltungo ve ark 2014).

B. melitensis’e ait 3 adet biyovar, koyun ve kegileri enfeksiyona neden

olmaktadir. Cogu kegi 1rk1 hassastir, ancak koyun irklarindaki duyarhilik degiskendir.
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B. melitensis, sigir, deve ve kopeklerde, ancak nadiren atlarda ve domuzlarda rapor
edilmistir. Enfekte koyun ve kecilerdeki etken yabani gevis getiren hayvanlara
bulasabilmektedir. Koyunlar B. abortus enfeksiyonlarina karsi nispeten direnglidir
(Kaltungo ve ark 2014). Kegilerde B. abortus kaynakli enfeksiyonun prevalansi
oldukea diisiiktiir (Kaltungo ve ark 2014). B. abortus konake1 olarak sigirlar1 tercih
etmektedir. Bununla birlikte, bu tiir ile mandalar, develer, geyikler, kopekler, atlar,
kegiler, koyunlar ve insanlar enfekte olabildikleri bildirilmektedir (Kudi ve ark 1997,
Megid ve ark 2010). Atlarin B. abortus'a ve daha az siklikla B. suis'e karst duyarh
olduklar1 bildirilmektedir (Megid ve ark 2010). Bu patojen sigir, at, tavsan, tavsan,
ren geyigi, kopek ve insan gibi diger hayvan tiirlerini de etkileyebilir (Cizelgel.l)
(Kaltungo ve ark 2014).

Cizelge 1.1. Brucella tiirlerine ait konakgilar ve insanlardaki patojenitesi (Hull ve

Schumaker 2018)
Brusella Tiirleri Dogal Konakgilar Enfeksiyon giicii
B. melitensis Koyun, ke¢i ve develer Yiiksek
B. abortus Sigir, geyik ve bizonlar Yiiksek
B. suis Domuzlar, yaban tavsani, ren geyigi Yiiksek
B.canis Kopek tiirleri Orta dereceli
B.ovis Koyun Raporlanmamis
B.neotamae Col fareleri Raporlanmamis
B.ceti Deniz memelileri Diisiik
B.pinnipedialis Yiizgecayaklilar Diisiik
B.microti Kizil tilki ve Tarla faresi Raporlanmamis
B. inopinata Insan Yiiksek
B.papionis Babunlar Raporlanmamis
B. vulpis Kiuzil tilki Raporlanmamis

B. suis biyovar 1 ve 3'lin insanlar i¢in patojenik potansiyele sahip oldugu
belirtilmektedir (Kaltungo ve ark 2014). ilave olarak, biyovar 4 ve 5, sirastyla ren
geyigi ve kemirgenlerle spesifik olarak iligkili olduklar1 bildirilmektedir (Corbel
2006).

Kopekler, B. ovis ve B. neotomae enfeksiyonuna direnglidir, Sadece B. canis,

B. abortus, B. melitensis ve B. suis ile enfekte olabilmektedirler (Hollet 2006). B.
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canis genellikle evcil kdpekleri, vahsi etoburlart ve nadiren diger evcil hayvanlari ve
insanlar1 enfekte eder (Carmichael 1990). B. canis ile nadir insan enfeksiyonu
vakalar1 Dbildirilirken, B. ovis ve B. neotoma enfeksiyonu insan vakalari

bildirilmemistir (Yagupsky 2004).

OIE raporlarma gore, develerin herhangi bir Brucella tiirii igin birincil
konakg1 olarak goriilmedigini bildirmistir (Kaltungo ve ark 2014). Bununla birlikte,
hem B. abortus hem de B. melitensis'’e karsi hassastirlar (Fugier ve ark 2007,
Kaltungo ve ark 2014). Yeni Brucella tiirlerinin enfeksiyona neden olma kapasitesi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir deniz memelisi izolat1 ile olas1 bir laboratuvar
kaynakli enfeksiyon bildirilmis ve belirli bir dizi tipi (ST27) Peru ve Yeni

Zelanda'daki ii¢ insan enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir (Whatmore ve ark 2008).

1.4. Epidemiyoloji

1.4.1. Hayvanlarda Epidemiyoloji

Akut Bruselloz sadece gebe ruminantlarda goriiliir ve lireme organlarina ait
dokularda, etken fazla miktrada ¢ogaldiktan sonra plasental kolonizasyon ve abort ile
sonuclanmaktadir. Ayrica deneysel sonuglar, Brucella enfeksiyonu nedeniyle atik
yapan hayvanlarin yaklasik olarak %12'sinin, ilk gebeliklerinde organizmanin tespiti
olmadan ikinci ve bazen iigiincii kez atik yapabilecegini ve bu sebeple atik yapan

hayvanin siiriiden derhal ¢ikarilmasini dngérmektedir (Aparicio 2013).

B. melitensis tiirli i¢in konakg¢1 yelpazesini 6nemli oranda kegi ve koyunlar
olusturmaktadir. Patolojik ve epidemiyolojik acidan, kiiclik ruminantlarda B.
melitensis  enfeksiyonunun seyri, sigirlardaki B. abortus enfeksiyonuna
benzemektedir. Ruminantlarda Brusellozun ana klinik bulgulari, enfeksiyonun
ardindan gebeligin son iicte birinde olusan 6lii dogumlar seklinde goriilebilmektedir
(Elzer ve ark 2002, Blasco ve Molina-Flores 2011). Saglikli hayvanlar Brucella
enfeksiyonuna bir¢ok yolla maruz kalabilir, ¢ilinkii enfekte olmus disilerin dogum
stvilart veya fetiis, plasenta ve atik salgilar1 ile ¢ok sayida bakteri sagilir. Brucella
cinsi bakteriler soguk ve nemli kosullarda, acik havada birka¢ ay hayatta kalma
kabiliyetine sahiptirler. Brucella ayrica meme bolgesine kolonize olarak siit ile
sacilabilmektedir. Ilk atik sonrasinda gebe kalan disiler herhangi bir semptom
gostermemesine ragmen bakteri sa¢ilimma devam edebilecegi bildirilmistir (Banai

2007, Blasco 2010).
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B. melitensis, Brucella cinsinin viriilensi en yiiksek tiirlidiir ve ti¢ biyovari
bulunmaktadir; biyovar 1 ve 3, Akdeniz, Orta Dogu ve Latin Amerika'da kiigiik
ruminantlarda en sik izole edilenlerdir (Lucero ve ark 2008, Blasco ve Molina-Flores
2011). Bruselloz, ciddi zoonoz hastalik olmasinin yani sira hayvanlarda abortlara
sebep olmasindan dolayr dnemli kayiplara yol agmaktadir. Bu kapsamda hastalik,
hayvan ve hayvansal {irlin ticareti i¢in bir engel olusturmaktadir (Benkirane 2006,
Banai 2007, Seleem ve ark 2010). Hastalik ¢ogu gelismis iilkede kontrol altinda
olmasina ragmen, Akdeniz bolgesi, Orta Dogu, Orta ve Giineydogu Asya, Sahra alt1
Afrika ve Latin Amerika'nin bazi bolgelerinde 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir (Rossetti ve ark 2017). Muhtemelen diigiik gelirli iilkelerin diger
hastaliklara oncelik vermesi ya da teshis ve arastirmay1 destekleyecek tesisler, insan
yetenekleri veya spesifik testlerden yoksun olmasi nedeniyle hastalik gecmis
tarihlerde yeterince bildirilmemistir. Son 15 yilda, 6zellikle Dogu Avrupa, Balkanlar
ve Avrasya'da enfeksiyon yeniden ortaya ¢iktigi goriilmektedir (FAO 2010). Asya'da
Bruselloz enfeksiyonunun genis alanda seyrettigi bildirilmektedir. Hastaligin hig
rapor edilmedigi Japonya ve Kore Cumhuriyeti (Giiney Kore) disinda, Tirkiye,
Israil, Urdiin, Irak, Iran, Ermenistan, Giircistan, Afganistan, Rusya ve Mogolistan
gibi ilkelerde caprine Bruselloz mevcut olmasi ile beraber bilgi paylasiminin
kisitlandig1 Suriye, Liibnan, Hindistan, Cin, Endonezya, Myanmar gibi iilkelerde ise
endemik oarak seyrettigi bilinmektedir (Benkirana 2006, Gwida ve ark 2010,
Bamaiyi ve ark 2014, Miller ve ark 2016). Diinyadaki giincel B. melitensis kaynakli
Bruselloz hastaliginin dagilimi Sekil 1.2°de gosterilmektedir. Diinya Hayvan Sagligi
Bilgisi Veritaban1 (WAHIS) araciligi ile bu haritaya erisim saglanabilmektedir (OIE
2020).
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Sekil 1.2. Diinya haritasinda ki Brucella melitensis kaynakli hastalik dagilimi (OIE
2020).

B. melitensis, yalnizca sigirlart degil, ayn1 zamanda enfekte siit alan
buzagilarda da enfeksiyona neden olmaktadir (Kahler 2000, Alvarez ve ark 2011).
Kopeklerden de B. melitensis izole edilmis olup enfekte plasentalari ya da fetiis
parcalarin1 enfekte olmayan bolgelere tasiyabilme riskinden dolayr hastaligin

sacilim1 yoniinden kopeklerin 6nem arz ettigi bildirilmektedir (Hinic ve ark 2012).

B. melitensis, kegi siiriilerini enfekte ederek Caprine Bruselloza neden
olabilmektedir. Kegiler, belirli epidemiyolojik durumlar altinda B. abortus
enfeksiyonuna duyarl olabilir (Leal-Klevezas ve ark 2000, Ali ve ark 2015, Wareth
ve ark 2015); ancak siiriideki enfeksiyonu bireysel olarak siirdiirmezler. Benzer
sekilde, kegilerden B. suis izolasyonlar1 nadiren bildirilmistir, ancak son zamanlarda

bu sekilde bir enfeksiyon varligi bildirilmemistir (Rossetti ve ark 2017).

B. abortus enfeksiyonunda oldugu gibi, B. melitensis de konjenital yolla
yavruya gecebilir. Ancak bu yolla bulagma nadir olarak goriiliir. Hastalik annelerde
latent olarak seyrettigi i¢in yavruya bulagsma daha cok kolostrum veya ¢ig siit
tilketerek olmaktadir (Aparicio 2013). Diisiik yayilim hizina ragmen, bu tiir gizli
enfeksiyonlarin varligi, hastaliin yok edilmesini daha da zorlastirir, c¢ilinki

bakteriler, saptanabilir immun cevap olusturmadan varliklarini stirdiirmekte, enfekte
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hayvanlar da hastalik semptomu olusturmadan etkeni tagimaya devam etmektedir. Bu
nedenle, enfekte siiriilerde, disiler ile beraber yavrularininda, eradikasyon
programinin bir pargasi olarak siiriilerinden ¢ikarilmasi 6nerilmektedir (Banai 2007).
Gizli seyreden Brucella enfeksiyonunun gelismesini saglayan mekanizma tam olarak

bilinmemektedir (Blasco ve ark 2011).

Bruselloz seropozitif tespit edilen bazi disi toklularin dogum sonrasi siitleri
ile B. melitensis'i sa¢tig1 tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada yedi ay boyunca
seropozitif olan kuzularin postmortem testlerinin seronegatif oldugu bildirilmistir. Bu
durum ayn1 ahirdaki seronegatif annelerden dogan yavru kuzulardada
gozlemlenmistir (Aparicio 2013). Yapilan diger bir ¢alismada B. melitensis abort
yapmis seronegatif bir keginin vajinal akintisindan izole edilmistir. Seronegatif
hayvanlarin yayilma ic¢in potansiyel bir risk oldugu bildirilmistir (Herrera ve ark
2011).

Sigir Brusellozu genellikle B. abortus kaynakli goriilmektedir, insanlar dahil
olmak iizere sigir disindaki hayvanlar da hastaliga yakalanabilir ayn1 zamanda kalici
enfeksiyonlar ve sac¢ilimda 6nemli rol oynayabilirler. Tiirkiye’de sigirlarda en yaygin

goriilen biyovar B. abortus biyotip 3’tiir (Karagiil ve ark 2015).

Baz1 enfeksiyonlarin kaynaginin tespitinde biyovarlarin dagiliminin 6nemli
olabildigi bildirilmistir (Garin- Bastuji ve ark 2006, Aparicio 2013). Sigir Brusellozu,
sigirlarin yetistirildigi hemen hemen tiim {ilkelerde goriilmekle birlikte, baz1 kuzey
ve orta Avrupa tllkeleri, Avustralya, Kanada, Japonya ve Yeni Zelanda’nin
hastaliktan ari oldugu bildirilmektedir. 2008 yilinda, 12 Avrupa Birligi iilkesinin,
kiiclikbas brusellozu ile birlikte sigir brusellozundan da ari oldugu resmi olarak
kabus edilmistir. Giiney Avrupa’da sigir brusellozu durumu daha az elverislidir,
ancak orada bile goriilme siklig1 %1 °den azdir (EFSA 2010). Sekil 1.3’de Diinyadaki
giincel B. abortus kaynakli Bruselloz hastaliginin dagilimi gosterilmistir. Erisim
Diinya Hayvan Saghg  Bilgisi  Veritaban1 (WAHIS) araciligi ile
gerceklesebilmektedir (OIE 2020).
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Sekil 1.3. Diinya haritasindaki Brucella abortus kaynakli hastalik dagilimi (OIE
2020).

Sigirlarda Brusellozun sagiliminda, suni tohumlamada kullanilan enfekte
semen Onemli rol oynamaktadir. Siit isletmelerinde, sagim icin kullanilan meme
basliklar1 bakterilerin inekten inege bulagma riskini yiikselttigi i¢in sagim da dikkate

alinmas1 gereken bir konudur (Samartino 2003, OIE 2010).

Enfekte annelerden dogan fetiislerin %60 ila %70'inin enfeksiyonu tasidig
kanitlanmistir. Disi buzagilar, dogum kanalindan gegerken dogum sirasinda veya
enfekte ineklerden kolostrum veya siit emerek de enfekte olabilir. Cogu enfekte
buzagi cesitli antibakteriyel ajanlar ile tedavi edilmeye calisilmasina ragmen,
yetiskinlik donemine kadar bu buzagilar enfekte olmaya devam eder, serolojik
testlerde yanlis negatiflik alinsa dahi ilk hamileliklerinde abortlar goriilebilmektedir.
Bu tiir hayvanlar Bruselloz kontrolii ve eradikasyon ig¢in ciddi bir tehdit olusturur
(Aparicio 2013).

Serolojik testlerde negatif olan isletmeden alinan siit 6rneklerinden B. abortus
izolasyonun yapildig1 ve orneklerin biyotip 2, 3, 9 oldugu raporlanmistir (Aparicio
2013). Meksika'da, smooth fenotipli B. abortus saha susunun, seronegatif olan ve
normal olarak dogan buzagidan, diisiik dozlu RBS51 asis1 ile asilanan iki inegin

vajinal sivisindan izole edildigi bildirilmistirr (Arellano-Reynoso ve ark 2013).
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Bruselloz prevalansi yiiksek olan ahirlarda, yayilma i¢in dnemli bir risk faktori,
enfekte ineklerin siiriiniin meralarini kirletmesi ve Brucella'nin yeterli nem seviyeleri
ile uzun siire yasayabildigi durumdur. Mikroorganizma organik materyalin varliginda
daha da direngli hale gelir (Abernety ve ark. 2011). Sigirlarin hastaliga karsi
bagisiklik tepkilerinde onemli farkliliklar gosterdigi belirtilmis olsa da bu farkin
cogu genetik ile ilgili olabilir. Sigir wrklar1 genetik olarak Bruselloza karsi duyarl
veya direngli degillerdir. Siit ineklerinde Bruselloz insidansinin yiiksek olmasi,

yetistiricilik  diizeninden kaynaklanan yakin birlikte yasamanin sonucudur

(Westhusin ve ark 2007, Aparicio 2013).

B. suis enfeksiyonlar1 esas olarak domuzlar1 enfekte ederken, daha az siklikla
sigirlarda veya koyun ve kecilerde enfeksiyon olusturabilmektedirler. Diinyada
domuz Brusellozundan 1, 2 ve 3 basta olmak iizere 5 adet B. suis biyovari
bulunmaktadir (EFSA 2009). Her iki cinsiyeti de etkileyerek, kisirlik, abort, orsit,
kemik ve eklem lezyonlarina neden olabilmektedir. Biyovar 1 Amerika ve Asya'da
bulunurken biyovar 3 Cin, ABD ve Avrupa'da rapor edilmistir (OIE 2010).
Prevalans1 Gliney Amerika ve Gilineydogu Asya'nin bazi bdlgeleri hari¢ diisiik
oldugu bildirilmektedir. Avrupa Birligi i¢cinde, domuz Brusellozunun epidemiyolojik
durumu degismektedir. Bazi iilkeler hastaliktan eradike iken, bazilarinda sporadik
bazilarinda ise ciddi enfeksiyonlara neden oldugu bildirmektedir. Mevcut
epidemiyolojik veriler, Avrupa'da B. suis biyovar 2'nin domuzlarda en yaygin
enfeksiyon kaynagi oldugunu, ancak biyovarlar 1 ve 3'lin de mevcut oldugunu

gostermektedir (EFSA 2009; Godfroid ve ark. 2011).

B. suis giris bolgeleri, esas olarak oral, nazofaringeal, konjunktival ve vajinal
mukoza olmak tizere diger Brucella enfeksiyonu tipleri i¢in tanimlananlara benzer
yol izlemektedir. Genellikle klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce nispeten uzun bir
inkiibasyon siiresi vardir. Bunlar genellikle gen¢ hayvanlarda goriilmez ve
enfeksiyon olusturma durumlari hayvanlarin yasma, cinsiyetine ve fizyolojik

durumuna bagli olarak degismektedir (Aparicio 2013).

B. canis, tiim kopekleri enfekte ettigi gibi az da olsa insanlara da bulastigi
bilinmektedir (Moreno 2014, Kauffman ve Petersen 2019). Canine Brucellozis olarak
da isimlendirilen etken oral ve veneral olarak bulagmaya ek olarak disi kopeklerin

plasenta atiklar1 ve vajinal sekresyonlar1 ve erkeklerin spermalarinda yiiksek oranda
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bulunmaktadir. idrar ile bulasmaya iliskin bir kayit bulunmamasina karsin, salya,
nazal, okiiler sekresyon ve digkidan izolasyonun yapilabildigi bildirilmektedir. Alet,
ekipman ve insan faktorlerinin hastaligin bulasmasinda rol aldigi raporlarda

bildirilmektedir (Wanke 2004, Seleem ve ark 2010, Kauffman ve Petersen 2019).

1.4.2. Insanlarda Epidemiyoloji

Insan Brusellozunun yayginligi, gdcebe gobanlar, hayvancilik uygulamalari,
beslenme aligkanliklari, siit isleme yontemleri ve siit {irlinleri ve ayrica ¢evresel
sanitasyon gibi faktorlere baglidir (Zinsstag ve ark 2006, Gwida ve ark 2010).
Bruselloz, enfekte ciftlik hayvanlarindan insana pastorize edilmemis siit veya siit
Uriinlerini  tiiketme, soluma, konjunktiva veya cilt siyriklar1  yollaryla
bulasabilmektedir (Corbel 2006, Avila-Calderon ve ark 2013, Welburn ve ark 2014).
Bulasma ayrica enfekte hayvanlar, plasenta ile abort dokular1 veya iriinleri ile
dogrudan temas yoluyla da gergeklesebilir (Kose ve ark 2014). Bruselloz genellikle
mezbahalarda, Veteriner hekimlerde, laboratuar teknisyenlerinde, avcilarda,
ciftcilerde ve hayvancilik tireticilerinde goriildiigii icin genellikle bir meslek hastaligi
olarak kabul edilir. Brusellozun bulagmasi genellikle kan transfiizyonu, organ nakli,
kemik iligi nakli, emzirme yoluyla, cinsel temas veya dogustan yol ile olmaktadir
(Mantur ve ark 1996, Corbel 2006, Gwida ve ark 2010, Doedato ve ark 2011, Aznar
ve ark 2012, Tuon ve ark 2017, Frank ve ark 2018). B. ovis koyunlarda yaygin
olmasina ragmen insanlarda hastalia neden olmadigi belirtilmistir (Corbel 1997).
Brusellozis, Tirkiye’nin de i¢inde bulundugu Akdeniz’e kiyisi olan Avrupa iilkeleri,
Meksika, Hindistan, Kuzey Afrika, Arap Yarimadasi, Orta ve Giiney Amerika’da
hiperendemik olarak seyretmektedir. Buna karsin Kanada, Ingiltere, Avustralya,
Yeni Zelanda ve Kuzey Avrupa iilkelerinde oldukga nadir olarak goriilmektedir. Son
yillarda Kirgizistan, Tacikistan ve Kazakistan gibi Asya kitasindaki {ilkelerden yeni
odaklar bildirilmistir (Pappas ve ark 2006b, Kandemir 2015). Diisiik ve orta gelirli
tilkelerde, Brucella’nin ger¢cek insidansinin  saptanamamasi genellikle eksik
raporlama, yetersiz izleme verileri, mali kaynak ve kapasite eksikligi ve veteriner
hekimler ile saglik gorevlileri arasindaki sorunlardan kaynaklanmis oldugu ve tiim
bu faktorlerin hastaligin prevalansinin artmasina etken oldugu paylasiimaktadir
(Fournier ve ark 2015). Bruselloz igin baslica risk faktorlerinin belirlenmesi,
hastaligin dogasi ve insan Brusellozunun ortadan kaldirilmasi i¢in bulasma yollari

hakkinda kapsamli bir anlayisa ulasmak i¢in ¢ok onemlidir (Sofian ve ark 2008,
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Golshani ve Bouzari 2017). Endemik bolgelerde kontrol programlariin bulunmas,
akut Bruselloz vakalarinin aile fertlerinin taranmasmin Onemi son zamanlarda
vurgulanmistir (Almuneef ve ark 2004, Mantur ve ark 2006, Verma 2013, Esmaeili
2014).

1.4.3. Ulkemizde Bruselloz

Tiirkiye’de endemik olarak goriilen Bruselloz, dzellikle, Dogu, Giineydogu ve I¢
Anadolu’da yer alan illerde yogun olarak seyretmektedir. Yapilan hastalik
bildirimlerinde vaka sayisinda diisme goriilmesine ragmen, hayvan ve insan
Brusellozu heniiz kontrol altinda degildir (Saglik Bakanligi 2011). Tirkiye'de
1980'lere kadar insanlarda Bruselloz vakasi nadiren kaydedilmistir. Ornegin, 1930 ve
1980 arasinda, 2000'den az vaka kaydedilmistir. Resmi olarak 1980-2005
doneminde, toplam 189.226 insanda Bruselloz vakasi rapor edilmistir; bunlarin
yaklagik 90.000'i, yilda yaklasik 15.000 vaka olmak iizere 2000 ve 2005 yillari
arasinda bildirilmistir. Ancak kayda gecilmeyen vakalar da g6z Oniine alindiginda
tahmini oramin  1:30 civarinda oldugu ve gercek rakamlara ulagilamadigi
diistiniilmektedir (Durusoy ve Karababa 2010, Yumuk ve O'Callaghan 2012).
Tiirkiye'de ilk laboratuvar onayli Bruselloz vakasi 1915'te bildirilmistir. Ulkemizdeki
raporlar incelendiginde, 1915'ten 1963'e kadar 48 yilda 11. 621 kisinin Brusella
agliitinasyon testi ile test edildigi ve bunlarin yaklasik %9'unun pozitif oldugu tespit
edilmistir. Celik (1937), 1157 kisiden aldig1 ornekleri ¢alismis ve %2.6 oraninda
Bruselloz tespit etmistir. Golem (1943), 1154 kisiden aldig1 6rnekleri galismis ve
%5,9'unda pozitiflik belirlemistir. Akyay ve Giirsel (1957), Eskisehir ilinde 2424 kisi
ve 203 mezbaha iscilerinden aldig1 ornekleri ¢alismis ve sirasiyla %4,3 ve %23,1
oraninda Bruselloz tespit etmistir (Yumuk ve O'Callaghan 2012). Tiirkiye’de TC.
Saglik Bakanliginin OIE ile paylastig1 rapor dogrultusunda 2019 yili Bruselloz vaka
sayist 10244 olup, 2015 yilinda vaka sayisinin (4173) en diisiik seviyelere indigi
goriilmektedir. Ayni verilere gore son 6lim vakasi 2018 yilinda rapor edilmistir

(WAHIS 2019).

1.5. Patogenez
Bruselloz, genel itibar1 ile gebeligin son {i¢ ayinda abortlar, prematiire
dogumlar ile hayvanlarda infertiliteye neden olmaktadir. (Poester ve ark 2005).
Zoonotik potansiyeli nedeniyle bruselloz, hayvanlarda aborta neden olan diger bazi
hastaliklardan ayirt edilmelidir. Hayvanlarda enfeksiyonun akibeti; hayvanin yasina,
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tireme ve immiinolojik durumuna, dogal direncine, etkeni alis yoluna ve enfektif

susun viriilansina ve sayisina bagli olarak degismektedir (Neta ve ark 2010).

Brucella'nin neden oldugu ilk aborttan sonra, ilerleyen donemlerde tekrar
abort goriilse de inekler siklikla normal dogum yaparlar. Gerek enfekte annelerden
dogan vertikal yolla etkeni almig buzagilar, gerekse kontamine siitlerle beslenerek
enfekte olan buzagilar hastalik belirtisi gostermeksizin serolojik olarak negatif
kalabilirler. Ancak bu tir diiveler ilk gebeliginde asemptomatik enfeksiyon
sonucunda abort yapabilir ya da enfekte yavrular dogururlar. Enfekte sigirlar etkenin
bulasmasinda ana kaynaktir. Enfeksiyonun diger klinik belirtileri ise ineklerde siit
veriminin azalmasi siitteki somatik hiicrelerin sayisindaki artis1 ve bozulmus tireme

saglig1 ve verimliligidir (Neta ve ark 2010).

Enfeksiyon genellikle belli basli ayirt edici klinik semptomplar ile
seyretmesede enfekte bogalar, ates, istahsizlik ve depresyon gibi sistemik enfeksiyon
belirtileri gelistirebilir (Campero ve ark 1990). Bogalarda B. abortus'un neden
oldugu en onemli lezyon, genellikle seminal vezikiilit ve epididimit ile iligkili olan
orsittir (Neta ve ark 2010). Testis parankiminin kronik orsit ve fibrozunun bir sonucu

olarak, etkilenen bogalarda kalic1 kisirlik gelisebilir (Campero ve ark 1990).

Atik fetiislerin yani sira elimine edilen fetal membranlar ve uterus
sekresyonlar1 abort veya dogumdan sonra en Onemli enfeksiyon kaynaklaridir.
Hastalik, buzagilara vertikal olarak ve kontamine siit yoluyla da bulasabilir, ancak bu
enfeksiyon yollar1 ¢ok daha az 6nemlidir. Veneral bulasma, dogal kosullar altinda
onemli bir enfeksiyon yolu olmamakla birlikte, kontamine sperma ile suni

tohumlama potansiyel bir enfeksiyon kaynag: teskil etmektedir (Neta ve ark 2010).

Etkenin inhalasyonu sonucu solunum mukozasi, biitiinligli bozulmus deri
veya konjunktiva yoluyla enfeksiyon meydana gelebilmesine ragmen, en yaygin
enfeksiyon yolu gastrointestinal sistemdir ki buradan lokal lenf diigiimlerine yayilir
ve burada Brucella etkenleri fagositlerde hiicre iginde ¢ogalarak lenfatik damarlarin
invazyonunu takiben gelisen bakteriyemi sonucunda sistemik enfeksiyon meydana
gelmektedir (Ko ve Splitter 2003). Sistemik enfeksiyon, gebe uterusta, erkek genital
organlarinda ve meme bezlerinde etkenin kolonizasyonunu destekler (Ko ve Splitter

2003, Neta ve ark 2010).
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B. abortus'un, gebelikte son trimesterde yiiksek konsantrasyonlara ulasan
eritritol ve steroid hormonlarin etkisi altindaki uterusa karsi giiglii bir yonelimi
vardir. Eritritol, B. abortus tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak metabolize
edilebildiginden hayatta kalmasina yardimci olur (Samartino ve Enright 1996). Gevis
getirenlerin koryonik villuslarinin tabaninda bulunan eritrofagositik trofoblastik
hiicreler, B. abortus'un interkotiledoner trofoblastlara yayildigi yerden fetal plasental
dokularin birincil invazyon bolgesi olarak kabul edilir (Santos ve ark 1996). Brucella
cogalmasi, inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu, trofoblastik nekrozu, vaskiiliti ve
allantokoryon iilserasyonunu indiikler. Sonug¢ olarak, fetal-maternal metabolik

aligverisler bozulur ve abort ile sonuglanmaktadir (Nata ve ark 2010).

Histolojik olarak plasentadaki birincil hedef hiicreler olan trofoblastik
hiicreler siskin ve etken ile doldurulur. Nekroz, 6dem, fibrin birikimi ve bazi
durumlarda vaskiilit ile birlikte genellikle notrofilik ve histiyositik bir enflamatuar
infiltrat vardir. Endometriyumda ciddi bir nétrofil, lenfosit, plazma hiicresi ve
eozinofil birikimi vardir. Yangisal reaksiyon, multifokal erozyon veya ylizeysel

ilserasyonla beraberdir (Neta ve ark 2010).

Brucella enfeksiyonlarinin en 6nemli 6zelligi; etkenin hem retikiiloendotelial
sistemin fagositik hiicrelerinde hem de trofoblastlar gibi fagositik olmayan hiicrelerin
icinde c¢ogalabilmesidir (He 2012). Makrofajlar, dentritik hiicreler (DC) ve
trofoblastlar Brucella’lar igin 6nemli hedef hiicrelerdir (Xavier ve ark 2010). Etkenin
hedef hiicrelere ulagsmas1 i¢in solunum sistemindeki mukozal bariyeri, iirogenital
sistemi ya da sindirim sistemini ge¢mesi gerekir. Brucella, intestinal mukozaya
invazyonunu membrandz hiicreler (M hiicreleri) araciligiyla yapar. Intra-epitelyal
fagositler de transepitelyal gé¢ ve Brucella'nin lamina propria ve submukozaya
tasinmasini destekler. Fagositoza duyarli hale gelmis bakteri komplement ya da Fc
reseptorleri araciligr ile fagosite edilirken, fagositoza duyarl hale gelmeyen etkenler
lektin ve fibronektin reseptorlerinin etkilesimi ile hiicreleri ele gecirir. Opsonize
bakteri genellikle aktive olmus makrofajlar tarafindan hiicre icinde g¢ogalmaya
baslamadan fagolisosom i¢inde 6ldiiriiliir. Opsonize olmayan mikroorganizmalar ise
genellikle hayatta kalip, kendisini alan makrofajin i¢inde ¢ogalarak hedef hiicrelere

ulasir (Nata ve ark 2010, Xavier ve ark 2010). Attenue suslar da konak¢1 hiicrelere
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yapisir ve invaze eder, ancak hiicre i¢inde hayatta kalamazlar (Gorvel ve Moreno

2002, Nata ve ark 2010).

Brucella igin fagositik olmayan hiicrelerde spesifik bir reseptor
tanimlanmamakla birlikte, adezyona katilan spesifik bakteriyel molekiillerin kaniti
bulunmaktadir (Gorvel ve Moreno 2002). Brucellanin 41 Kd' luk (SP41) yiizey
proteini, konakg1 hiicrelere yapisma ve invazyonu ile iliskilidir (Castenada-Roldan
2006). In vitro caligmalar, epitelyal hiicrelerin etken tarafindan invazyonu, aktin
filamanlarinin, bakterinin konake1 hiicre zar1 ile etkilesim alanina alinmasiyla iligkili
oldugunu gostermistir (Guzman-Verri ve ark 2001). Epitel hiicresine penetrasyon,

aktin polimerizasyonu gerektirir (Kim 2015).

Etkenin fagositik olmayan hiicrelere yapigmasi ve internalizasyonu, Rho, Rac
ve Cdc42 gibi hiicre iskeleti diizenleyicileri olarak bilinen Rho alt ailesine ait
GTPaz'larin dolayli ya da dogrudan aktivasyonu ile ger¢eklesir (Guzman-Verri ve
ark 2001). Bu proteinler hiicre metabolizmasinin diizenlemesinde rol oynarlar.
Cdc42, fagositik olmayan bir hiicre ile temas sirasinda Brucella tarafindan dogrudan
aktive edilen tek GTPazdir. Rac ve Rho'nun aktivasyonu ise dolaylidir ¢iinkii
inhibisyonlar1 konak¢i hiicrelere invazyonu engellemektedir (Nata ve ark 2010).
Bunlara ek olarak, siklik GMP, PIP3-kinaz, tirosin kinaz ve MAP kinazlar1 i¢eren
diger proteinler Brucella’'nin konak¢i hiicre ylizeyine yapigsmasinda rol oynar

(Guzman-Verri ve ark 2001, Gorvel ve Moreno 2002).

GTPaz aktivasyonu ve F-aktin polimerizasyonu ayni zamanda makrofaj
yiizeyine yapisma ile de iliskilidir (Guzman-Verri ve ark 2001). Annexin [’de
yapismanin erken safhalarinda membran fiizyonunda rol oynayan bir proteindir
(Glowacka ve ark 2018). Bakteriyel internalizasyon, makrofaj hiicre zarinda olusan
mikro bolgeler olan, lipid pargaciklar tarafindan da meydana gelir. Bu yapi,
Brucella'min hiicre i¢i trafigine katkida bulunur (Sekil 1.4) (de Figureido ve ark
2015). Opsonize olmayan Brucella suslari, insan monositlerine ve murin
makrofajlarina lipidize olarak internalize olurlar. Bu islem, TLR4 ve PI3-kinazin
aktivasyonunu gerektirir. Bununla birlikte, insan dendritik hiicrelerindeki bu siirec,
yalnizca kismen lipidizasyona baglidir (von Bargen ve ark 2012). LPS'de O-
polisakkarit icermeyen (R-LPS) brucella suslari, Okaryotik hiicrelere lipid

parcaciklar1 vasitasiyla niifuz etmez ve bu nedenle makrofajlar tarafindan yok edilir
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(Glowacka  ve ark  2018).  Lipid  pargaciklari,  kolesterol, GPI
(glikosilfosfatidilinositol) ve GMI1 (gangliosidler) bakimindan zengindir.
Lipidizasyon ile iligkili proteinler: GPI ve GMIl'in yami sira Brucella igeren
makropinozomlarla kolesterol saglar ve makrofajlara internalizasyonu kolaylastirir.
Brucella, TLR'ler tarafindan taninir, ancak modifikasyonlar nedeniyle TLR'ler ile
etkilesimi Enterobakterilere gore 10 kat daha azdir (Glowacka ve ark 2018). Bu
nedenle, Niikleer Faktor kappaPy (NF-kf)'nin aktivasyonu ve inflamatuar sitokinlerin

iiretimi daha zayiftir (de Figureido ve ark 2015).
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Sekil 1.4. Makrofaj hiicrelerinde Brucella'nin hiicre igi trafigi (de Figureido ve ark
2015).

Etkenin hiicre icinde hayatta kalmasi, asitlesmis intrafagosomal ortama
direnme ve fagosom-lizozom flizyonunu inhibe etme yetenegine baglidir (Neta ve
ark 2010). Bu siiregler, hiicre i¢i hareketi yonlendiren, fagozomun normal
olgunlagma siirecini degistiren ve bakteri iceren fagozomlarin lizozomlarla
fiizyonunu bloke eden Brusella nin fogosite olmasi ile tetiklenir (Gorvel ve Moreno
2002). Etkenin hiicre ici iletisimi ve hiicre i¢i hayatta kalma kabiliyeti tim hiicre
tiplerinde ayn1 degildir. Ornegin, nétrofiller Brusella nin hiicre i¢i biiyiimesine izin

vermezken, organizma, patojenin hiicre i¢i trafiginin fagositik olmayan hiicrelere
23



benzer oldugu makrofajlar gibi diger fagositlerde iyi hayatta kalir (Gorvel ve Moreno
2002, Nata ve ark 2010). Brusella nin fagosite olmasindan kisa bir siire sonra, kii¢iik
GTP-baglayici protein Rab 5 ve Erken Endozomal Antijen 1 (EEAL) ekspresyonunu
saplayan erken fagosomal kompleks olusur (Chaves-Olarte ve ark 2002, Nata ve ark
2010). GTPazlar Brucella etkenin hiicre igi iletisimi sirasinda da aktive edilir, ancak
invazyon islemi sirasinda aktive edilenlerden farklidir. Dolayisiyla, invazyon ve
hiicre i¢i hareketten bagimsiz goriinmektedir (Guzman-Verri ve ark 2001, Gorvel ve
Moreno 2002). Hiicre i¢i hayatta kalmak igin, enfeksiyonun erken asamalarinda
Brusella igeren vakuoliin (BCV) asitlestirilmesi de gereklidir. Bu asitlestirilmis
ortam, hiicre i¢i sag kalimi destekleyen bakteriyel gen ekspreyonu profilindeki

degisimleri indiikler (Porte ve ark 1999).

HeLa hicrelerine inokule edildikten 2 saat sonra Brucella etkeni,
otofagosomlar igin bir belirte¢ olan lizozom ile iligkili membran glikoprotein 1
(LAMP1I) ile isaretlenmis cok membranh hiicre i¢i bolmelere lokalize olur. Brucella
iceren vakuol daha sonra kalretikulin ve sec61b gibi rough endoplazmik retikulumun
(RER) belirteclerini alir. Bu bulgular, etkenin fagosom kompartimanindan
organizmanin replikasyon i¢in optimal bir ortama sahip oldugu konake¢i hiicrenin
RER'sine dogru harekette oldugunu gostermektedir. Brucella ile enfekte olmus
hiicrelerin erken ultrastructurel analizi de RER'i replikasyon yeri olarak tanimlamistir
(Nata ve ark 2010). Brucella ¢ok membranli hiicre i¢i bdlmelerinde simirl
replikasyona sahipken RER, optimum bakteri replikasyonunu siirdiiren tek

organelidir (Chaves-Olarte ve ark 2002, Gorvel ve Moreno 2002).

Brucella, ekzotoksinler, sitolizinler, kapsiil, fimbria, flagellum, plazmidler,
lizojenik fajlar, antijenik varyasyon, endotoksik lipopolisakkarit (LPS) ve konake¢1
hiicre apoptoz indiikleyicileri gibi klasik viriilans faktorlerine sahip degildir (Moreno
ve Mariyon 2001). Brusella tiirlerinin viriilans mekanizmalari, organizmanin hiicre
i¢i replikasyon alanina ulagsmasina izin veren, invazyon ve hiicre i¢i hayatta kalma
yetenegi igin gerekli olan faktorlerdir (Guzman-Verri ve ark 2001, Moreno ve
Moriyon 2001).

Brucella LPS, organizmanin konakg¢1 hiicreleri isgal etmeden 6nce hiicre disi
ortamda viriilansta 6nemli bir rol oynamaktadir (Ko ve Splitter 2003). Bununla

birlikte, Brucella rough mutant suslarinin hiicre i¢i olarak smooth suslardan daha az
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hayatta kalma yetenegi vardir, ¢linkii LPS-O zinciri makrofajlarda Brucella'nin hiicre

icine girisi ve erken hiicre i¢i fazi i¢in gereklidir (Lapaque ve ark 2005, Nata ve ark

2010).

Hiicreye giris sirasinda Brucella etkeni, GTPazlarin toplanmasi ve dis zarin
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan BvrR/ BvrS adli iki bilesenli bir diizenleyici
sisteme dayanir. Boylece, bvrS-bvrR mutantlari, fagositik olmayan hiicrelerin
invazyonu ve hiicre i¢i sagkalim i¢in bozulur (Lopez-Goni ve ark 2002). Bu sistemin
iki bileseni, histidin-kinaz siiper ailesinin bir sensor protein iiyesi olan BvrS ve bir
regililatdr protein olan BvrR'dir. Bu sistem konakg¢i hiicrelerin invazyonunda rol
oynayan dis zar proteinlerinin (Omp) ekspresyonunu diizenler (Nata ve ark 2010).
Mutasyona ugramis bvrR ve 6zellikle bvrS'ye sahip olan Brucella suslari, Rho alt
ailesinin, oOzellikle Cdc42'nin, aktin polimerizasyonu ve konak¢t hiicrelerin
invazyonu i¢in gerekli olan GTPazlarimi1 alma yeteneginden yoksundur. Ek olarak,
konakg¢1 hiicrelerin bu mutantlar tarafindan invazyonu enzimatik islemlerle yapay
olarak uyarildiginda mutantlar konak¢i hiicre o6ldiirme mekanizmalarina daha
duyarhidir. Bu durumda hiicre i¢i sagkalimdaki zayiflamaya, mutantlarin fagosom-

lizozom flizyonunu 6nleyememesine neden olur (Lopez-Goni ve ark 2002).

Brucella siklik B-1,2-glukan sentetazinin tiikenmesi, farelerde B. abortus’un
hayatta kalmas1 ve HeLa hiicrelerinde hiicre i¢i replikasyon icin gerekli olan dis zarin
bilesenleri olan siklik  -1,2-glukan eksikligine neden olur. Siklik -1, 2-glukanlar,
Brucella enfeksiyonunun erken hiicre igi fazi esnasinda gereklidir, ¢iinkii etkenin
RER'e hareketi i¢in 6nemli olmasada, fagosom-lizozom flizyonunu onlerler (Nata ve

ark 2010).

Brucella temel bir viriilans mekanizmasi olan hiicre i¢i ¢ogalma yetenegi i¢in
de gerekliligi olarak kabul edilen VirB tarafindan kodlanan T4SS, hem HeLa
hiicreleri gibi fagositik olmayan hiicrelerde hem de fagositik hiicrelerde etkenin

hiicre i¢i bliyiimesi i¢in gereklidir (Nata ve ark 2010).

T4SS, T yardimer hiicre tip 1 (Thl) polarizasyonuna katkida bulunan IL-12
ve interferon (IFN)y gibi sitokinlerin erken yaniti i¢in gereklidir (Rolan ve Tsolis
2008). Brusella'nin nétrofiller, makrofajlar ve dendritik hiicreler (DC'ler) tarafindan
ilk kez taninmasi, Toll benzeri reseptorleri (TLR'ler) igerir (Nata ve ark 2010).
TLR'ler, patojen iligkili molekiiler modeller (PAMP) olarak bilinen
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mikroorganizmalarin korunmus bilesenleri tarafindan uyarilir. Lipoproteinler, LPS,
flagellin ve DNA gibi bakterilerden gelen PAMP'ler, sirasiyla TLR2, TLR4, TLRS
ve TLRY ile taninir (Takeda ve Akira 2005).

Brucella enfeksiyonu sirasinda, diizenleyici rol alan, T hiicreleri tarafindan
IFNy iretimi DC aktivasyonu ile sonuglanir. Farelerde yapilan ¢aligmalarda,
Brucella enfeksiyonuna karsi DC aktivasyonu ve olgunlasmasinda rol alan, T
hiicrelerinde IFNy iiretimi icin MyD88 (Miyeloid Differentiation 88) proteininin
gerekliligi ortaya konmustur (Copin ve ark 2007, Macedo ve ark 2008). Onemli
olarak, smooth Brucella LPS yapisi DC'leri IL-12 iiretecek sekilde uyarir ve bu da
CD4 + T hiicrelerini uyarilmasina neden olur (Billard ve ark 2007). Oksidatif
patlamalar ve nitrik oksit liretimi, makrofajlarin bakterileri 6ldiirdiigii ve IFNy ve
timor nekroz faktorii (TNFa) gibi dogustan gelen bagisiklik sitokinleri tarafindan
uyarildigi etkili mekanizmalardir (Nata ve ark 2010).

Dogal katil hiicrelerin (NK) sitotoksik aktivitesi de etkene karst dogal
bagisikligin bir pargasidir. Hayvan NK hiicreleri, makrofajlarin bakterisidal
aktivitesini uyaran bir sitokin olan IFNy 'nin salgilanmasi yoluyla dogrudan hareket
edebilir. Kompleman sisteminin proteinleri, esas olarak hiicre dis1 Brucellanin
opsonizasyonundaki ve aninda ortadan kaldirilmasindaki rolleri aracilifiyla ya da
antikor tarafindan nétralize edilen bakterilerle etkilesime girerek dogustan gelen

bagisiklik tepkisine katkida bulunur (Nata ve ark 2010).

Brucella etkenine karsi etkili adaptif bagisiklik tepkisi, spesifik T hiicresi
aktivasyonu ile tesvik edilen hiicre aracili bir bagisiklik gerektirir. Etken, o/f
reseptorleri ile iligkili ko-reseptor molekiillerinden CD4+ barindiran T yardimci
hiicreleri veya CDS8+ barindiran sitotoksik T hiicreleri tarafindan taninir ve
sonrasinda bakteriyel antijenler islenerek, antijene 6zgii MHC sif II veya I yoluyla
sunulur (Nata ve ark 2010). Bununla birlikte, y/d T hiicreleri in vitro kosullarda litik
aktiviteye sahiptir, TNFa ve IFNy gibi sitokinler iiretirler, boylece makrofajlari
aktive edebilir ve o/f T-hiicre aktivasyonunu modiile edebilirler (Ottones ve ark
2000).

Th1 hiicreleri tarafindan iiretilen baslica sitokin, makrofaj aktivasyonundan
ve Brucella enfeksiyonunun in vitro ve in vivo kisitlanmasindan sorumlu olan IFNy

dir. Ayrica Thl hiicrelerinden salgilanan IL-2 T-hiicresi klonal genislemesini
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destekler ve makrofajlarda etkenin ¢ogalmasinin kontroliine katkida bulunur.
Bunlarin aksine, IL-10 gibi bir Th2 yanit1 ile iliskili sitokinler, Brucella enfeksiyonu
sirasinda, inflamatuar yanit1 siirlandiran ve farelerde kalici enfeksiyon olusumunu

destekleyebilen bir etki gostermektedirler (Nata ve ark 2010).

1.6. Klinik Bulgular

1.6.1. Hayvanlarda Klinik Bulgular

Brusellozlu hayvanlarda tek klinik tablonun sekillenebilecegi gibi birden
fazla da klinik semptomla goriilebilecek hastalik oldugu bildirilmektedir (OIE 2012).
Brusellozun ana semptomu hayvanlarda bakterinin plasenta ve fetiise olan afinitesi
sonucu sekillenen abort semptomudur. Etken aborte olmus fetlis ve plasenta
dokularinda 6nemli yogunlukta mevcut olabilmektedir. Hayvanlarin gebelikleri
esnasinda etkenle karsilasmadan sonra atik semptomu tek sefer goriilebilecegi gibi
sonraki gebeliklerde atik semptomu goriilebilmektedir. Ayrica enfekte hayvan etkeni
hayatlarinin sonuna kadar tasimaya devam ederler. Dogum sonrasi da siitii ile etkeni
sagmaya devam ettikleri bildirilmektedir (Yumuk ve O'Callaghan 2012, Poester ve
ark 2013). Abort goriilen hayvanlarda yavru zarlarinin atilamamasi ile birlikte,
infertilite ve mastitis vakalar1 siklikla yasanabilmektedir. Etken ¢ok sik olmamakla
birlikte hayvanlarda bursa mukozalari, tendo zarlar1 ve eklemlere affinite gosterip bu
bolgelerde kronik yangilara neden olabilmektedir. Diz eklemlerinde artritislere de
sebep olabilmektedirler (Songer ve Post 2012, OIE 2016). Erkek hayvanlarda etken
kaynakli seminal vezikiilit, orsit ile epididimit siklikla goriilebilmektedir (Megid ve
ark 2010, OIE 2012, Poester ve ark 2013). Enfekte bogalarda sperma iiretiminin
azalmasi veya kalici infertilite semptomlar1 goriilmektedir (Poester ve ark 2013).

Gebe ineklerde 5 ile 8. aylar arasinda abort meydana gelmektedir (Megid ve
ark 2010). Genellikle gebe ineklerde abort bir kez meydana geldikten sonra
bagisiklik kazanilir. Abortun ardindan plasental retansiyon, metritise yol agabilir ve
bu da kisirliga neden olabilir. Bunlarin yaninda bazi enfekte inekler hastaligin
belirtilerini gostermeden de normal buzagilar1 dogurabilirler. Bogalardaki Bruselloz
esas olarak orsit, epididimit, ampiilit ve seminal vezikiilite yol acan {ireme sistemini
etkiler. Orsit genellikle tek taraflidir, ancak her iki testisin de etkilenme olasiligi
vardir (Kaltungo ve ark 2014).

Disi domuzlardaki Brusellozun en yaygin belirtisi gebeligin herhangi bir
zamaninda meydana gelen aborttur (OIE 2012). Kronik enfekte disi domuzlar da
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vajinal akinti genellikle yoktur. Hastaligin ekonomik olarak en 6nemli devami abort
yerine kisirliktir. Ureme sirasinda genital sistem yoluyla B. suis'e maruz kalan disi
domuzlar ve geng disi domuzlarin abort oraninin daha yiiksek oldugunu ve abortlarin
gebelik asamasindan ziyade B. suis'e maruz kalma siiresinden daha fazla
etkilendigini bildirmislerdir (Kaltungo ve ark 2014). Buna ek olarak, giftlesmesinden
sonraki 17 giin gibi kisa bir siirede embriyonik rezorpsiyonlara, B. suis'i yayan
domuzlar ile karsilagilmistir (Acha ve Szyfres 2003). Bruselloz, iireme sisteminde
lezyonlara neden olarak daha kalic1 olabilir ve bu da genellikle cinsel aktivitelere
gecici veya kalici hasarlar ile sonuglanir (OIE 2012). Her iki cinsiyette de
enfeksiyon, daha sonra topallik ve bazen posterior felg olarak ortaya ¢ikabilen sismis
eklemlere ve tendon kiliflarina neden olabilir. Cesitli organ ve dokularda gesitli
boyutlarda apseler de olabilir. Genital enfeksiyon gelismeyen domuzlar nadiren
hastaliktan iyilesir. Bununla birlikte, aksesuar seks bezlerindeki enfeksiyonlar
domuzlarda ¢ok yaygindir, ancak her zaman dogurganligr etkilemez (Kaltungo ve
ark. 2014).

Bruselloz enfeksiyonu olan atlar semptom vermeden iyilesebilir ve temastan
iki y1l sonra klinik belirtilerin goriilebilecegi bildirilmistir (Cvetnic ve ark 2005). Bu
tirdeki enfeksiyon ¢ogunlukla B. abortus'u igerir. Hastalik esas olarak supraspinoz
ve supra-atlantal bursa iltihab1 olarak kabul edilir. Sendromlar sirastyla “yumruklu
solmalar” ve “anket kotiiliigii” olarak bilinir. Bursa kesesi agik, viskoz, saman renkli
bir eksiidat ile belirgin bir sekilde dagilir ve kalinlasmis bir duvar gelistirir.
Lezyonlar patlayabilir ve sekonder etkenler ile kontamine olabilir. Vajinal akintilarda
organizmanin atilimi kisraklarda kisa siire ile gériilmektedir. B. abortus enfeksiyonu
nedeniyle atlarda bildirilen diger klinik bulgular artrit, aralikli topallik, uyusukluk ve
karpal eklemin sismesidir (Ocholi ve ark 2004, Kaltungo ve ark. 2014).

B. canis ile enfeksiyonun tireme sistemi ile iligkili degisken klinik bulgularla
sonuclandigin1 bildirmektedir (Shin ve Carmichael 2012). Enfeksiyonun spesifik
olmayan genel belirtileri arasinda uyusukluk, zayif tliy tabakasi, yorgunluk, kilo
kaybi, egzersiz intoleransi ve hastalik siirecinin erken donemlerinde lenfadenopati
yer alabildigi bildirilmektedir (Wanke 2004, Hollet 2006, Casford 2018, Kauffman
ve Petersen 2019). Bu enfeksiyon, yiikksek morbidite ve diisiik mortalite ile
asemptomatik ve hafif olarak seyredebilmektedir (Hollet 2006). B. canis enfeksiyonu

ilerledik¢e splenomegali ve tekrarlayan iiveit meydana gelebilir. Ek olarak, topallik,
28



kas giligsiizliigli, omurga agrisi ve norolojik disfonksiyon gibi ortopedik sorunlar,
spinal kompresyon ile iliskilendirilebilir (Wanke 2004, Casford 2018, Hensel ve ark
2018). Omurga hastalig1 erkek kopeklerde daha yaygindir, ¢linkii prostat B. canis
igin bir rezervuar gorevi goriir ve aralikli bakteremiyi tesvik eder (Hensel ve ark
2018, Kauffman ve Petersen 2019). Damizlik kopeklerde goriilen klinik belirtiler
esas olarak testislerdedir. Akut epididimit ve prostatit daha yaygin belirtilerdir, orsit
ise daha nadirdir (Olsen ve Palmer 2014, Casford 2018, Hensel ve ark 2018). Sperm
agliitinasyonu, sperm anormallikleri ve enflamatuar hiicreler gibi hastaliklar
spermatik degisikliklere yol agabildigi bilgisi paylasiimistir (Wanke 2004, Hollet
2006, Kauffman ve Petersen 2019). Disi kopek tiirlerinde Brusellozun karakteristik
isareti, 30-57 giin arasinda ortaya ¢ikabilecek ge¢ donem abort durumudur. Olgularin
yaklasik %75'inde 45 ila 55 giinliik gebelik daha sik goriilebilmektedir. Abortu alti
haftaya kadar devam eden mukoid, sero-sanguineous, kahverengimsi veya gri vajinal
akint1 takip eder. Brusellozlu disi kopeklerde 6strus ve tireme sekli degismez (Hollet
2006, Casford 2018, Hensel ve ark 2018, Kauffman ve Petersen 2019). Disi
kopekteki hastalik, dogum sonrasi donemde siklikla Glen hasta yavrularin
tekrarlanan abortlarina veya dogumuna neden olabilir. Ureme sonrasinda 2-3 hafta
icinde emilim veya erken embriyonik 6liim de goriilebilir. Daha sonra hastalikta,
goriiniiste normal yavrularin dogumu ortaya ¢ikabilir (Hollet 2006, Shin ve
Carmichael 2012, Kauffman ve Petersen 2019). B. suis ile deneysel olarak enfekte
olmus kopeklerin atesli ve asemptomatik oldugunu ve lezyon bulunmadiginm

bildirmislerdir (Mathur ve ark 2007).

Develerin hangi Brucella tiirii i¢in ana konak¢i oldugu bilinmemektedir
(Musa ve Shigidi 2001). Bununla birlikte, ke¢i, sigir ve koyun ile birlikte
otlatildiklarinda B. abortus ve B. melitensis ile enfekte olabilirler. Enfekte siitlerin
tilketilmesi ciddi bir halk sagligi problemi ortaya ¢gikarmaktadir (Musa ve ark 2008,
Gwida ve ark 2012). Develerde Brusellozun klinik belirtilerin nadiren goriillmesinden

dolayi, develer gizli tastyici olarak kabul edilmektedir (Kaltungo ve ark. 2014).

1.6.2. insanlarda Bruselloz

Insan Brusellozu, farkli klinik belirtilerle seyreden kronik bir enfeksiyondur
(Kaltungo ve ark. 2014). Hastaligin seyrine baglh olarak, insan Brusellozu ii¢ sekilde
smiflandirilir: akut Bruselloz; giigsiizliik, dalgali ates, bas agrisi, miyalji, kirmizi
dokiintii, splenomegali, hepatomegali ve gastrointestinal semptomlarla karakterize
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hastaliktir. Akut faz 6liimle, subakut veya kronik forma gegisle ya da iyilesme ile
sonuclanabilmektedir. Subakut Bruselloz akut seyre 6zgii hemen hemen tim
semptomlarin daha hafif olarak goriildiigii hastaliktir. Kronik Bruselloz, uzun siireli
belirti ve semptomlarin yorgunluk, tekrarlayan atesler, artrit, endokardit ve spondilit
olabildigi hastaliktir (Corbel 2006, Purcell ve ark 2007, Xavier ve ark 2010, Galinska
ve Zagorski 2013, Golshani ve Bouzari 2017,).

Hastalikta en yaygin klinik bulgu, sicakligin sabahlar1 37°C'den 6gleden sonra
40°C'ye kadar dalgalanan atestir. Diger belirtiler arasinda tuhaf bir kokuya sahip gece
terlemeleri, titreme, artralji, kas agrisi ve halsizlik yer alir (Megid ve ark. 2010,
Casford 2018, Hensel ve ark 2018). Ayrica halsizlik, uykusuzluk, istahsizlik, bas
agrisi, kabizlik, cinsel isteksizlik, sinirlilik ve depresyon da yaygin olarak goriilen
semptomlardir. Klasik bilgi Brusellozun insan uterusunda eritritol sekeri
bulunmadigi i¢in abortlara neden olmayacagini belirtmesine ragmen Brusellozun
insanlarda konjenital ve neonatal enfeksiyonlara neden olabilecegi bildirilmistir. Bu
durum, Brucella tiirlerinin fetal veya plasental dokulardan izole edildigi birkag vaka
ile kanitlanmistir (Karcaaltincaba ve ark. 2010, Roushan ve ark. 2011). Etkilenen i¢
organlara bagli olarak, spondilit, artrit, endokardit, orsit ve prostatit gibi
komplikasyonlar fark edilebilir (Acha ve Szyfres 2003, Kaltungo ve ark. 2014).
Menenjit,  ensefalit, meningo  ensefaliti, beyin  apsesi, yiz felci,
meningomiyeloensefalo-spondiloz ~ ve  iskemik  ataklar  gibi  norolojik
komplikasyonlarin da hastaligin baslangici sirasinda, iyilesme doneminde veya hatta
bir akut enfeksiyon iyilesmeden sonra olusabildigi bildirilmektedir (Tikare ve
Mantur 2008). Hastalik zayiflatici ve kronik olsada, Bruselloz, endokardit nedeniyle
tedavi edilmeyen birka¢ vaka harig, insanlarda nadiren Sliimciildiir (Kaltungo ve ark.
2014). Genellikle iltihapli lezyonlarla iliskili uzun siireli bir hastalik, B. suis
enfeksiyonlart ile iliskilidir. B. abortus, nadiren komplikasyonlara neden olan hafif
ila orta siddette sporadik hastalik ile iliskilidir. B. canis enfeksiyonunun B. abortus
enfeksiyonundan ayirt edilemeyen bir hastalik seyri vardir. (Lucero ve ark 2005,
Kauffman ve Petersen 2019). B. canis enfeksiyonu, sik niikslere neden olan sinsi bir
baslangica sahiptir ve insanlarda yaygin olarak kronik hastaliga neden olmaz. B.
pinnipedialis ve B. cetaceae’nin insanlarda Norobruselloza neden oldugu
bildirilmistir (Kaltungo ve ark 2014).
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1.7. Tanm Yontemleri

1.7.1. Direkt Tam Yontemleri

Hastaligin teshisi i¢in en giivenilir yol direkt tan1 yontemi olan Brucella'nin
izolasyonudur (Alton ve ark 1988, Perez-Sancho ve ark 2015). Hastaligin teshisinde
materyal olarak dalak, akciger ve mide igeriginin bulundugu atik fGtiis, vajinal
akintilar, siit, sperma ve eklem sivilar1 kullanilir. Bunlardan bagka meme, bas, genital
lenf diigiimleri, uterus ve meme dokusu teshis i¢in kullanilabilir (Robinson 2003,
OIE 2012, Perez-Sancho ve ark 2015).

Bakteriyoskopik Tan1 Yontemleri

Brucella etkeni i¢in Onemli materyallerden frotiler hazirlanip Modifiye
Koster boyama yontemi ya da Modifiye Ziehl-Neelsen boyama metoduyla boyanarak
mikroskopta incelenebilir. Brucella bakterileri, hafif asitle dekolarizayona direngli
olmalar1 sebebiyle modifiye koster boyama ile kolayca ayirt edilebilme ozelligi
gosterirler. Bu boyama yontemi 1s1 ile fikse edilmis biyolojik maddenin incelenmesi
icin kullanilan genel kuraldir. Mikroskop altinda mavi zeminde kirmizi tonlarinda
Brucella tiirleri tespit edilir. Ayrica Gram boyama yontemi de Brucella bakterisini
tan1 amacli kullanilmaktadir (Alton ve ark 1988, OIE 2016).

Kiiltiir

Brucella bakterisinin izolasyonunda altin standart yontem 6rneklerin kati besi
yerine inokulasyonu olarak kabul edilmektedir. Ciinkii hastaligin tanisinda izolasyon
yiiksek spesifitesinden dolay1 en giivenilir metot olarak kabul edilmektedir. OIE,
Brusellozun kesin tanisinin bakterinin izolasyonu ile olabilecegini bildirmistir (Alton

ve ark 1988, OIE 2012, Perez-Sancho ve ark 2015).

Izolasyon amaciyla Bakto-Triptoz, Tripkaz soy, Tripton soya, Triptik soy
besiyerleri kullanilir. Dehidre ticari besiyerleri agar ve %2-5 serum ilavesi ile
hazirlanmaktadir. izolasyon igin kullanilan diger besiyerleri Blood agar base,
Gliserol dekstroz agar, Columbia agar, Nutrient agar ve Serum dekstroz agardir.
Non-selektif Casteneda’s besiyeri, viicut sivilari, siit ve kanda bulunan Brucella
tiirlerinin dissosiyasyonuna engel olarak izolasyonunu kolaylastirir. Selektif olarak
Cita ve Farrell’s, Kuzdas ve Modifiye Thayer Martin besiyerleri kullanilmaktadir
(Alton ve ark. 1988, De Miguel ve ark. 2011, OIE 2016).
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Biyotiplendirme

Bakterinin serolojik o6zellikleri, boyalar ve faj hassasiyeti genellikle rough
kolonilerde degistiginden, asagida aciklanan tiplendirme testlerinde koloni
morfolojisine dikkat etmek Onemlidir. Koloni morfolojisini gdzlemlemek igin
Onerilen yontemler, Henry'nin egik olarak yansiyan 151k yontemi, Braun & Bonestell
tarafindan tanimlanan akriflavin testi veya White & Wilson’un kolonileri boyamada

kristal viyole yontemidir (Alton ve ark. 1988).

Brucella spp.’lerin tanimlanmasi, Gram veya Stamp boyamasi sonrasi
mikroskobik morfoloji, tireme 6zellikleri, tireaz, oksidaz testleri ve poliklonal anti-
Brucella serum ile agliitinasyon testleri ile gerceklestirilebilir (OIE 2016). Tir ve
biyovar tamimlama; faj lizisi ve anti-A, -M veya -R monospesifik serumlarla
agliitinasyon gibi ayrintili testler gerektirir. Tiflis, Weybridge, Izatnagar ve R/C
fajlarinin eszamanl kullanimi, Brucella tiirlerinin pratik bir sekilde tanimlanmasini
saglayan bir faj-tipleme sistemi saglar. Bununla birlikte, H,S tiretimi, bazik fuksin,
safranin ve tiyonin varliginda tireme igin ilave CO, gereksinimi gibi gesitli 6zellikler
rutin testlerle ortaya cikmaktadir (Alton ve ark. 1988; OIE 2016). izolasyon
sonrasinda tiirlerin ayrimi i¢in gostermis olduklar1 ozellikler asagidaki tabloda

belirtilmektedir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Brucella tiirlerinin biyovarlarinin ayrici 6zellikleri (Alton ve ark. 1988; Joint FAO / WHO Expert Committee on Brucellosis 1986,

Whatmore 2009; ve Whatmore ve ark. 2014, OIE 2016).

Boyalarda Ureme

Monospesifik serumla agliitinasyon

Referans Suglar

g % % = 2 Q O

Tiir S = = S v A M Sus e 5

m (o)) 28 [ N < z

g T @
O

1 +) + - + - 544 23448 10093
2 +) + - - - 86/8/59 23449 10501
3 (+) + + + - Tulya 23450 10502
B. abortus 4 (+) + - (+) - 292 23451 10503
5 - - + + - B3196 23452 10504
6 - ) + + + - 870 23453 10505
9 +/- + + + - C68 23455 10507
1 - - + + - 16M 23456 10094
B. melitensis 2 - + + + - 63/9 23457 10508
3 - - + + + + Ether 23458 10509
1 - + + ) + - 1330 23444 10316
2 - - + - + - Thomsen 23445 10510
B. suis 3 - - + + + - 686 23446 10511
4 - - + ) + 40 23447 11364
5 - - + - - 513 / 11996
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Cizelge 1.2 (Devam). Brucella tiirlerinin biyovarlarinin ayrict 6zellikleri (Alton ve ark. 1988; Joint FAO / WHO Expert Committee
on Brucellosis 1986, Whatmore 2009; ve Whatmore ve ark. 2014, OIE 2016).

Boyalarda Ureme Monospesifik serumla agliitinasyon Referans Suglar
E . :
= E’ £ = % ) @)
Tiir s £ 5 S z A M R Sus = 5
m > 0, = = < z
g T @
O
B. neotoma - + - - + - - 5K33 23459 10084
B. ovis + - + ) - - + 63/290 25840 10512
B. canis - - + ) - - + RM6/66 23365 10854
B. ceti ) - +) +) + ) - 94-74 / 12891
B. pinnipedialis +) - + €] (+) ) - 94-73 / 12890
B. microti - - + + - + - CCM4915 / /
B. inopinata - + + + - + 6436 / /
B. papionis - - - - + - - 958 / 13660

B. vulpis




Molekiiler Yontemler

Molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikmasi ile klasik Brusella tiirleri arasinda
yiikksek oranda DNA benzerlikleri oldugu ortaya konulmustur. DNA-DNA
hibridizasyonu c¢aligmalart alt1 klasik tiirler arasinda %90’1n {izerinde homoloji
oldugunu ortaya koymaktadir (Verger ve ark 1985, Whatmore 2009). Bu bulgular,
sonraki yillarda yapilan arastirmalarda molekiiler belirleyicilerin tanimlanmasina ve
cins Uyeleri arasinda ayrim yapmak i¢in uygun ¢alisma yaklagimlarina yoneltmistir.
Cogu durumda, cins diizeyi tespit i¢in basit bir tanimlama yeterli olsada, bazi
durumlarda tiirlerin veya alt tiirlerin seviyesinin belirlenmesi degerlidir. Ornegin,
eradikasyon programlarinda, tiir tayini 6nem arz eder ve alt tiplendirme,
epidemiyolojik veri olarak olduk¢a degerlidir (Bricker 2002, Al Dahouk ve ark
2007a, Bounaadja ve ark. 2009).

Brucella tiirleri arasindaki yiiksek DNA homolojisine ragmen, farkl tiirleri,
biyovarlar1 ve hatta as1 ya da saha suslarin1 tanimlamak igin farkli PZR protokolleri
tarif edilmistir (Mirnejad ve ark 2012, Nan ve ark 2014).

Brusella'nin insan ve hayvan dokular1 ya da hayvan iiriinlerinden elde edilen
kiiltirlerden cins seviyesinde identifikasyonu igin bir takim PZR analizleri,
bakterideki gen bolgelerinin kesfedilmesiyle gelistirilebilmektedir. Bu gen bolgeleri;
16S rRNA, BCSP31 (Brucella cell surface salt extractable protein), 1IS711 ve omp2
gen boliimleridir. 16STRNA kodlayan gen bolgesinden F4 ve R2 primeleri, outer
membran protein boélgelerinden (omp31l, omp2a, omp2b, omp25) proteinleri
kodlayan gen bolgelerinden secilen primerler ile omp2’yi kodlayan gen bolgesinden
JPF ve JPR primerleri, BCSP31 proteinini kodlayan genomik bdlgeden B4 ve B5
primerleri, IS711 bolgesinden 1S639 ve 1S313 kodlayan gen bolgesinden brucl ve
bruc5 primeleri ile etkenlerin cins diizeyindeki tanis1 gerceklestirilmektedir (Yu ve
Nielsen 2010).

Brucella'y: tiir seviyesinde ayirmak i¢in IS711 elemani kullanilarak gesitli
analizler gelistirilmistir. Bu amag i¢in en yaygin olarak kullanilan analiz, AMOS-
PZR olarak bilinen Brucella tiirlerini tanimlayabilen PZR metodudur. Bu metot ile B.
abortus biyovar 1, 2 ve 4, B. melitensis, B. ovis ve B. suis biyovar 1 ayrimlari
yapilabilmektedir (Bricker ve Halling 1994). Bu analiz, I1S711’e baglanmis ortak

primer ve bu ekleme bdlgesine baglanan ve farkli amplikon boyutlar1 nedeniyle tiir
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ayrimina yol agan tiire 6zgii bir primer kullanilmaktadir. Ayrica bu analiz, S19 ve
RB51 asi1 suglarimi igerecek sekilde modifiye edilmis ve eradikasyon programlari i¢in
saha ve as1 izolatlarin1 ayirt etmesi i¢in énemli bir gelisme saglanmistir. Primerlere
uygulanan bazi modifikasyonlardan sonra analizin performansinin artabilecegi
bildirilmektedir (Bricker 2002). Bunun aksine bu analizin Brucella’ nin bazi tiirlerini
veya tim biyovarlarmi tespit edememesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir

(Whatmore 2009).

Bakterinin tiim genomunun ¢alisilmasi sonucunda; B. abortus RB51, S19 ve
B. melitensis Rev-1’1 as1 suslarinin ayrimin1 gergeklestirebilen 'Bruceladder' isimli
multipleks PZR analizi gelistirilmistir (Garcia-Yoldi ve ark 2006). Analizde tiire
0zgl farkliliklara dayanarak tasarlanmis sekiz primer cifti kullanilmaktadir. Agaroz
jel elektroforez ile goriintiileme saglanip, her tiire 6zgii ayr1 profillerin olustugu bant
skalasi ile ayrim gergeklesmektedir. Yapilan ¢alismalarda incelenen B. canis ile B.
suis izolatlar1 arasindaki ayrimin tam olarak ger¢eklesmedigi diger izolat

ayrimlarmnin ¢ok basarili oldugu gosterilmektedir (Whatmore 2009).

Bruce-Ladder multipleks PZR'a ek olarak, bazi tek primer kullanilan
PZR'larinda yararli oldugu kanitlanmistir. Bunun i¢in, B. ceti ve B. pinnipedialis
iligkili olanlardan ayirt etmek icin bp26 geni kullanilmaktadir (Cloeckaert ve ark
2000). Baz1 galismalarda B. ceti kaynakli enfeksiyonlarin tespitinde Bruce-Ladder
bagimsiz bir test olarak yararli oldugu bildirilmektedir (Sohn ve ark 2003, McDonald
ve ark 2006, Whatmore 2009).

Garcia-Yoldi ve ark (2006), tiim tiirlerin ayirimini yapabilen bir multipleks
PZR metodunu gelistirmislerdir. Bu metot ile B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
ovis, B. neotomae, B. microti, B. ceti, B. pinnipedialis ve B. inopinata ayrimlari ile
asl suslart ayrimi rahatlikla yapilabilmektedir. Laboratuvarlar, hizli ve giivenilir
olarak bu multipleks PZR metodunu Brusellozun rutin teshisinde 6nemli arag olarak
kullanmaktadirlar (Mayer-Scholl ve ark 2010).

Pulsed-Field  Gel Elektroforez  (PFGE), Brucella  genomlarinin
karakterizasyonu amaciyla, elektrik alaninin periyodik olarak degistirilmesi ve bazi
enzimler yardimiyla yiiksek molekiiler agirlikli fragmentleri tiretmek i¢in degisken
alanh jel elektroforez kullanilan metotdur. Ik calismalar, test edilen bes tiiriin

hepsinin Xbal adi verilen enzim ile birlikte kullanildiginda farkl: profiller verdigini,
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ancak biyovarlarin ayirt edilemedigini gostermektedir (Allardet-Servent ve ark
1988). Sonraki ¢alismalarda, tim Brucellanin PFGE profilleri ve fiziksel
haritalarinin, B. suis ve B. canis referans suslar1 disinda ayirt edilebilir oldugunu

dogrulamak i¢in Pacl ve Spel enzimleri kullanilmaktadir (Whatmore 2009).

PFGE tabanli analizler genom yapisinin anlasilmas: igin elverisli
yontemlerdir. Ayn1 zamanda, diger bircok bakteri grubunda PFGE'nin yaygin olarak
kullanilabilecek epidemiyolojik bir ara¢ olmasina karsin, Brucella i¢in biyovar
seviyesinde alt tiir ayrimi yapilamadigi igin rutin olarak kullanilamayacagi

bildirilmektedir (Whatmore 2009).

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP), Brusella'da polimorfik
oldugu bilinen gen bolgelerine uygulanan tipleme araci olarak kabul edilmektedir (Al
Dahouk ve ark 2005a). Bu analiz, gesitli bakterilerin dis zar proteinini (omp)
kodlayan genlerine uygulanmaktadir. Brusella tiirlerinin ayriminda ve yeni tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilabilen bir yéntemdir (Bricker 2002). Onceki ¢alismalar
omp2 lokusu iizerine yogunlasarak bu bdlgenin omp2a ve omp2b olmak iizere iki zit
yonde siralanmis oldugunu gostermektedir (Ficht ve ark 1989). Sonraki ¢alismalar,
analizi gelistirmek igin, c¢alisilan farkli tirlere 6zgii polimorfizm varligini
gostermektedir (Whatmore 2009). Cloeckaert ve ark (1995), yaptiklari ¢alismada B.
abortus biyovar 3, 5, 6 ve 9'un baz1 B. melitensis izolatlarindan ve B. canis'i, B. suis
biyovar 3 ve 4'ten ayirmak igin kullandiklarini bildirmislerdir. B. suis biyovar 3 ve 4
ve B. canis’in hala ayirt edilemedigi bilidirilmistir (Cloeckaert ve ark 1995).
Incelenen diger omp genleri arasinda B. abortus'ta silindigi bilinen ancak B. canis, B.
suis biyovar 2 ve B. ovis’ te mevcut olan omp31 yer almaktadir (Garcia-Yoldi ve ark
2005, Whatmore 2009).

Ekleme dizileri (Insertion sequence) (IS), mutasyonlara ve genomik yeniden
diizenlemelere neden olan prokaryotik genomlar arasinda yer degistirebilen kisa
DNA dizileridir. Rastgele yerlestirme ve birden fazla genomik bdlgeye yerlesme
egilimleri olan IS elemanlari, izolatlar arasi ayrimi problar1 kullanarak
gerceklestirebilmektedir. Bir¢ok bakteri igin IS lokalizasyonu, tiplendirme ve
epidemiyolojik amaglar i¢in kullanilmaktadir. Brucella'da, 1IS6501 olarak da bilinen
IS711 bolgesi yerlesme dizisi, cins i¢inde dnemli bir g¢esitlilik kaynagini temsil ettigi

bilgisi paylasilmaktadir. 1S711 bolgesi, isaretli IS711 probu ile genomik aragtirmalar
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yapmak i¢in sentezlenebilir ve uygun bir veritabani vasitasiyla incelendiginde belirli
tiirlerin iiyelerini tespit etmek i¢in kullanilabilmektedirler. Ancak analizin, B. abortus
biyovar 3, B. suis biyovar 3 ve 4 ve B. canis gibi farkli tiirlerin referans suslarini

belirlemede zorluklart mevcuttur (Whatmore 2009).

Genom tabanli tipleme yaklagimlari ile yukarda bahsedilen metotlarin aksine
alt tlir diizeyinde giivenilir bir sekilde ayrim yapilabilmektedir. Bu metotlarda kii¢iik
istisnalar disinda klasik Brucella tiirlerinin genetik olarak ayrimlari yapilarak
dogrulanmistir. Son yillarda "genom temelli" yaklagimlar, "bant temelli"
yaklagimlarin aksine daha c¢ok kullanilir olmustur. Tercih edilen yaklagimlar,
multilocus tandem tekrar esasli veya multilocus sekans esaslidir. Bu yaklasimlarla
elde edilen veriler, internet ilizerinden erisilebilen uluslararasi veri tabanlarmin
gelistirilmesine olanak saglayip izolatlarin karsilagtirilarak izlenebilmeleri i¢in imkan

sunmaktadir (Whatmore 2009).

VNTR’lerde DNA ipliklerin kayarak yanlis eslesmeleri, replikasyon kaymasi
veya homolog tekrar dizileri arasinda DNA rekombinasyonu nedeniyle farkli sayida
allellikler saptanabilmektedir. Analizde kullanilan markirlar yiikksek hizli molekiiler
belirtegler olarak kabul edilmektedirler (Whatmore 2009). Bu tiir markirlara dayanan
analizlere, MLVA adi verilmektedir. Bu analizin, Brucella bakterisinin yani sira
Bacillus anthracis, Yersinia pestis ve Mycobacterium tuberculosis gibi ¢ok az
genomik ¢esitlilik sergileyen bakterilerde de kullanigli oldugu bildirilmektedir
(Mazars ve ark 2001, Whatmore 2009).

VNTR analizinin Brucella'ya ilk uygulamasi 2003 yilinda yayinlanan Hiper
degisken Octomeric Oligoniikleotid Parmak-Baskilar1 semasi (HOOF-Prints) ile
gerceklesmistir (Bricker ve ark 2003). Analize gore B. suis ve B. melitensis'in genom
sekanslari ile dokuz farkli genomik lokusta sekiz baz ¢ifti tandem tekrar dizilerini B.
abortus’un sekansinin karsilagtirllmasina dayanmaktadir. Dokuz lokusun sekizi ii¢
genom dizisi arasinda degisken oldugu saptanip her lokusta tekrarlanan birimlerin
sayisini tanimlamak i¢in PZR tabanli bu yontem gelistirilmistir. Yapilan ¢aligmalarla
analizin tiir i¢inde ayrim giicli ile polimorfik lokuslar incelenerek izolatlarin takip

edilebilecegi diisiincesini ortaya koymaktadir (Bricker ve ark 2003).

MLVA, VNTR’ ye dayali olarak mikrobiyal izolatlar1 alt tiplemek ig¢in

kullanilan molekiiler tiplendirme yontemidir. VNTR analizi, yiiksek oranda genetik
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olarak benzerlik gosteren bakteri izolatlar1 arasinda bile ¢ok fazla tekrar sayisi (allel)
sergilemektedir. Secilen gen bolgelerinin analizi ile belirlenen ardisik tekrar sayilar
sayesinde bakteride mevcut olast varyasyonun tespiti gerceklestirilmektedir.
Analizde her bakteri icin yeterince ayrim saglayabilen VNTR lokuslar1 secilip
primerler, her VNTR i¢in ardisik tekrarin disinda tasarlanmaktadir (Whatmore ve ark
2006). Sekil 1.5; Brucella bakterisinin alt tiir ve biyovarlarina ait dagilimlarn

gosterilmektedir.

B B.melitensis

I B.cetaceae
B.ovis
B.pinnipediae

B B.canis

I B.neotomae

I B.abortus

B B.suis

b3

b6

b2

b3

Sekil 1.5. Brucella farkl tiirlerinin biyovar dagilimlari (Le Fleche ve ark 2006)

MLVA analizi nispeten daha ucuz olmasina ek olarak daha genis veritabanina
sahip olmasi gibi avantajlar1 barindirmaktadir. Gelecekte, Brucella enfeksiyonlar
analizi i¢in kesinlikle 6nemli bir epidemiyolojik arac olarak kalacaktir. Bu yontemin
glivenilirligi WGS-SNP tabanli filogenetik analiz ile dogrulanmistir (Sun ve ark
2017). MLVA’nin  yeni ¢ikan hastalik vakalarinin  arastirilmasi,  sus
koleksiyonlarindaki izolatlarin profillerinin kalite kontrolii ve muhtemel yeni
izolatlarin tanimlanmasi i¢in yapilacak en uygun analiz oldugu kabul edilmektedir

(Vergnaud ve ark 2018).

MLST, bakterilerin epidemiyolojisini incelemek i¢in 6nemli bir metottur.
Filogenetik caligmalar i¢in de siklikla kullanilmaktadir. Klasik haliyle Multilokus
Sekans Tiplendirmesi, bakterideki varyasyona neredeyse ugramayan, degismeyen
gen bolgelerinin kisa fragmenlerinin dizilimini igermektedir (Whatmore 2009).
Bakterilerdeki degismeyen genlerde ¢ok az polimorfik bolge olmasina ragmen,
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birden fazla degismeyen genlerin birlesik dizilerinin kullanilmasi, uzun siirede
gelisen varyasyonlarin izlenebilmesi ve yiiksek ayrim giicii saglamaktadir (Margos
ve ark 2008). MLST metodunda yedi degismeyen gen bolgesi (glyceraldehydes 3-
phosphate) dhydrogenase (gap), 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyl transferase
(aroA), glicokinase (glk), chaperone protein (dnaK), DNA gyrase B subunit (gyrB),
anthranilate synthase (trpE) ve cobyric acid synthase (cobQ)), bir tane outer
membrane proteini (omp25), bir tane upstream and extreme 5' of hypothetical protein
(int-hyp) olmak iizere toplam 9 gen bolgesinden olusmaktadir (Whatmore ve ark
2007). MLST ile, nokta mutasyonlar1 dahi tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, suslar
arasindaki toplam dizi benzerligine bakilmaz. Bunun yerine, belirli bir lokus i¢in her
sekans, o lokus i¢in dnceden bilinen sekanslarla homojenlik agisindan degerlendirilir.
Dizi farkli ise, yeni bir allel olarak kabul edilir ve yeni bir allel numarasi atanir.
Dokuz gen bolgesinin galisilmasi ile her bir sus dokuz allel numarasindan olusan bir
profil ile karakterize edilir. Alellik profiller 9 karakterden olusan set olarak
diisiiniilebilir. MLST, genetik c¢esitliligi ve iligkileri degerlendirmek igin bir
genotipleme araci olarak kullanilan metot olup bakteri ¢esitliligini ve epidemiyolojik
karakterizasyonunu tanimlamak ve degerlendirmek i¢in  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Cao ve ark 2018).

MLST analizinin yapildig1 ¢alismada, o zamana ait bilinen tiim tiirlerin ve
biyovarlar1 iceren 160 adet Brucella izolatindan dokuz farkli gen bdlgesi
incelenmistir (Whatmore ve ark 2007). Genel olarak calisma, Brucellanin genetik
homojenligini, 160 izolatin tamaminda polimorfik oldugu tespit edilen alanlarin
sadece %1.5'i ile dogrulanmigtir. Bu konuyla ilgili ilk yapilan ¢alismalara gore, 27
farkli Sequence Typing (ST) tanimlanmis olup ST'ler arasindaki iliskiyi
tanimlayabilmek adina filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 1.6). Bu, daha once
karakterize edilen dort klasik Brucella tira, B. abortus, B. melitensis, B. ovis ve B.
neotomae'nin iyi ayrilmis kiimelere karsilik geldigini gostermektedir. B. suis, biyovar
5 harig, farkli ST'ye sahip diger dort biyovar aym kiime igerisinde yeralmaktadir. B.
canis ve B. suis biyovar 3 ve 4 izolatlar1 yakindan iligkili olsa da bunlardan ayirt
edilebilir. Deniz memelisi izolatlar1 olduk¢a zayif desteklenmis olmakla birlikte
belirgin bir kiimelenmeyi temsil etmistir. B. abortus ve B. melitensis'in klasik
biyovarlar1 i¢inde ve arasindaki genetik iliskileri belirlemek icin yeterli sayida 6rnek

ile sonraki ¢alismalarinda elde edilen veriler rapor edilmistir (Whatmore 2009).
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sST18 sT21
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0.0005
sT7
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Sekil 1.6. Multilocus Sequene Typing ile tiirlerin dagilimi (Whatmore ve ark 2007)

MLVA ile ilgili Le Fleche ve ark (2006), ¢alismasinda belirttigi ardindan
MLST ile ilgili Whatmore ve ark (2016), calismasinda da teyit edildigi tizere, B.
melitensis izolatlarinda yapilan biyovar diizeyi degerlendirmelerde epidemiyolojik
olarak smirli degere sahip oldugu biyovar ayrimini tam olarak gerceklestiremedigi
goriilmektedir. MLVA veya MLST ile epidemiyolojik agidan izolatlarin genotipik
profillerinin veritabaninda yer alan izolatlarin verileri karsilastirilmasinda buna
yonelik kullanilan 6zel programlar bulunmaktadir (Vergnaud ve ark 2018). Yapilan
MLST analizinde tespit edilen ST degerleri ile MLVAS8’e gore yapilan cografik
orijinler karsilastirildiginda ST8’in dogu Akdeniz grubu igerisinde oldugu
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Rev-1 asi susu ST 7 olarak saptanmis ve
MLVAS8’e gore yapilan cografik orijinler karsilastirildiginda ST7 genotipinin
Amerika grubu igerisinde yer aldig1 belirlenmistir (Whatmore ve ark 2016) (Sekil
1.7).
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Sekil 1.7. Brucella melitensis biyovarlarin Multilocus Sequence Typing analizindeki
Sequence Typing degerleri ve cografik iliskisi (Whatmore ve ark 2016)

Hem MLST hem de MLVA analizleri, Brucella tiirleri ve biyovarlarinin
genetik cesitliligi ve molekiiler epidemiyolojisini arastirmak i¢in degerli tamamlayici
araglardir. Brucella tiirlerini tanimlamaya yonelik kabul edilen katkilarina ek olarak,
her ikisi de biyovar seviyesinin altinda bir cografi kdken veya belirli bir konag:

temsil eden bir sus seviyesine kadar ayrim yapabilmektedir (Vergnaud ve ark 2018).

1.7.2. indirekt Tam Yéntemleri

Serolojik Tan1 Yontemleri

Brusellozun bakteriyolojik tanisi i¢in sinirli bir besi yeri ve protokol secenegi
olmasina karsin ¢ok fazla miktarda serolojik test bulunmaktadir (Alton ve ark 1988,
de Miguel ve ark 2011). Biiyilk bas hayvanlarda B. abortus enfeksiyonu igin
kullanilan serolojik testlerin kiigiikbas hayvanlarda B. melitensis enfeksiyonu tanisi
i¢cin de yeterli oldugu varsayilmaktadir. Buna gore, Rose Bengal Plate Test (RBPT)
ve Komplement Fikzasyon Test (CFT) ruminantlarda Brusellozun serolojik tanisi
icin en yaygin kullanilan testlerdir (Garin- Bastuji ve ark 2006). Kandan elde edilen
serum i¢in en sik kullanilan testler arasinda RBPT, Serum Agliitinasyon Test (SAT),
CFT, Indirekt Enzyme linked immunosorbent assay (I-ELISA) ve competatif
(CELISA) -ELISA, Floresan Polarizasyon Deneyi (FPA) ve lateral akis
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immiinokromatografi testleri bulunmaktadir. Bu testler sero-epidemiyolojik
arastirmalarin yanisira hastaligi izlemek i¢in de kullanilabilirler. RBPT taramasinin
ardindan RBPT-pozitiflerin CFT testine tabi tutulmasi ve degerlendirilmesi, hastalig
eradikasyonu icin miicadele veren iilkelerce yaygin olarak kullanilmaktadir

(Ducrotoy ve ark. 2015).

Kiiltiir ve PZR analizlerinin maliyeti ve diisiik bireysel duyarliligi nedeniyle
ve hastaligin eradikasyonu i¢in biiyiik 6lg¢ekli siirlilerde s6z konusu testlerden ziyade
Bruselloz hastalig1 icin serolojik testlerin kullanimi daha pratik bir yaklagimdir.
Ancak, uygun bir etkinlik ve giivenilirlik i¢in yeterli sayida testler kullanilmalidir.
Dikkat edilmesi gereken konu, serolojik testlerin spesifite sorunudur, ¢iinkii Brucella
epitoplarina kars1 gelisen antikorlar bazi Gram-negatif bakterileri (Yersinia
enterocolitica O:9) ile ¢apraz reaksiyonlar verebilmektedir. Ayn1 zamanda seroloji
temelli analizlerin biri ile teshis yapmak dogru bir yaklasim olmadig1 i¢in en az iki
analiz yapilmasi zorunludur. Brusellozun ortadan kaldirilmasi igin as1, test ve kesim

programlarmin birlikte kullanimi gerekmektedir (Garin-Bastuji ve ark 2006).

Brusellozun kontrolii i¢in tamponlanmis Brucella antijen testleri (Buffered
Brucella antigen tests) (BBAT) B. abortus S99 veya S1119-3 adi verilen suslardan
hazirlanmaktadir. RBPT’ de Rose Bengal boyasi ve BPAT de kristal viole ve brillant
yesili boylarinin  karisimlart ile suslar kanistirtlip, pH’s1 3,65 olan tampon
soliisyonlaridir. Bu testler oldukca yiiksek sensitiviteye sahiptirler. Bu nedenle
pozitif reaksiyonlar: tamamlayici testler ile birlikte kullanilmalidirlar. Nadiren yanlis
negatif sonuglarda olabilmektedir. Bu testler, enfekte siiriileri tespit etmek ig¢in
tarama testi olarak veya brusellozdan ari siiriileri izlemek amaciyla yeterli
goriinmektedir (OIE 2016).

CFT yaygm olarak kullanilmaktadir, ancak testi uygulamak karmasiktir ve
kullanilan soliisyonlarin dogru sekilde titrasyonu ve hazir halde tutulmasi ig¢in
laboratuvar alt yapisi ve yeterince egitimli personel gerektirmektedir. CFT en yaygin
kullanilan dogrulama testidir (OIE 2016). CFT, enfeksiyon ile Rev-1 asis1 arasinda

tam olarak ayrim yapmaz (Garin-Bastuji ve ark 2006).

I-ELISA, cok genis kullanim alani mevcut olan test, dogrulanmis antijen
olarak tiim hiicre, S-LPS veya OPS kullanilarak hazirlanan ¢esitli ticari I-ELISA
Kitleri mevcut bulunmakdir. Antijen olarak S-LPS veya OPS kullanan I-ELISA'lar,
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sigirlarda, koyun, ke¢i ve domuzlarda anti-Brucella antikorlarinin tespiti i¢in oldukca
yiiksek sensitiviteye sahiptirler. Ancak B. abortus S19 ve B. melitensis Rev-1
asilarindan kaynaklanan antikorlar1 ayirt edemezler. Yanlis pozitiflikler, domuz
rough Brucella suslarindan hazirlanan I-ELISA'lar ile azaltilabilir ancak tam olarak
¢oziilemeyebilir. Pozitif reaksiyonlar, RBPT ve CFT testleri kullanilarak da
dogrulanmalidir (OIE 2016).

c-ELISA, antijen olarak S-LPS veya OPS kullanilarak hazirlanan gesitli c-
ELISA kitleri mevcuttur. Bu testlerin validasyonlarinin OIE standardinda tarif
edildigi gibi yapilmis olmasi 6nerilmektedir. c-ELISA, her zaman olmamakla birlikte
sigir, koyun ve domuzlarda RBPT veya I-ELISA'dan daha yiiksek spesifiteye ancak
daha diisiik sensitiviteye sahip oldugu gosterilmistir (OIE 2016). Tim bu ELISA
testleri hem RBT hem de CFT acisindan sensitivite ve spesifite agisindan potansiyel
avantajlara  sahiptir, ancak bunlarin biiyiik Olgekte tanisal etkinlikleri
bilinmemektedir ve hala ¢ok sayida standartlastirma ¢alismasi gerekmektedir (Garin-

Bastuji ve Blasco 2004, Garin- Bastuji ve ark 2006).

FPA, antijen-antikor etkilesimini tespit etmek icin kullanilan basit bir
tekniktir. Cok hizli sonug verir. OIE tarafindan sigir Brusellozu tanisi igin kabul
edilen bu test su anda koyun ve keg¢ilerdeki sonuclarin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir (McGiven ve ark 2003, Collective 2004, Garin- Bastuji ve ark
2006). Diger serolojik testlerden farkli olarak, antijeni eklemeden 6nce her numune
icin bir bos numune ile okunmasi gerekmektedir. Bu nedenle, iki agsamadan
olusmaktadir. Antijen olarak B. abortus 1119-3 susunun S-LPS tabakasinda kii¢iik
molekiiller kullanilmistir. FPA'nin sigir brusellozundaki sensitivite ve spesifitesi, c-
ELISA testindekine yakindir. FPA, asilama sonucu olusan antikora baglh
reaksiyonlar1 azaltabilir ancak tamamen ortadan kaldiramaz. Pozitif reaksiyonlar
diger serolojik testlerde oldugu gibi dogrulayici metodlar kullanilarak aragtirilmalidir
(OIE 2016).

SAT, sigir brusellozunun kontrol ve surveyans programlari i¢in Kuzey
Avrupa'da uzun yillardir kullanilmaktadir. Kullanilan antijene Etilen Diamin
Tetraasetik Asit (EDTA) ilavesiyle spesifitesi onemli 6l¢iide artirilir. Antijen, fenol
iceren fizyolojik tuzlu su (FFTS) iginde B. abortus 99 veya B. abortus 1119-3

suglarinin siispanse edilmesi ile hazirlanir. Bir serumdaki Brucella agliitinasyon
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derecesi, ml bagina Internasyonel Unite (1U) cinsinden ifade edilmelidir. Pozitifiligin

degerlendirilmesinde, 30 veya daha fazla IU igeren bir serum pozitif olarak kabul

edilir (OIE 2016).

Native hapten (NH) ve sitosol (cytosol) protein tabanli testler, sigirlarda, B.
abortus S19 asilama sonrasi kullanimlarda spesifitesi oldukga yiiksektir ve bir tarama
testi olarak RBPT ile kombinasyonu basariyla kullanilabilmektedir. Testin
sensitivitesi CFT testine yakin ancak RBPT ve I-ELISA testlerinden diisiiktiir. Test
ters dairesel immunodiffiizyon (RDI) (Reverse Radial Immunodiffusion) ile
caligilmaktadir. NH testi ile 3-5 aylik buzagilar deri alt1 B. abortus S-19 agsisi ile
asillamadan 2 ay sonra tespit edilemezler. Ancak yetiskin sigirlar azaltilmis doz B.
abortus S-19 asilamasindan 4-5 ay sonra tespit edilebilmektedirler. Konjoktival as1
ile asilanan sigirlardan NH testi ile negatif sonu¢ alma siiresi daha da kisalmistir.
Sigirlarda Yersinia enterocolitica O: 9 ve kaynagi bilinmeyen yanlis pozitif serolojik
reaksiyonlarin, NH testi ile genellikle negatif sonuglar verdikleri bildirilmistir
(Munoz ve ark 2005). Bununla birlikte, NH ile RDI testi, asilamadan belirli bir
zaman sonra, asilanmis koyunlardan enfekte olan B. melitensis'in bagisiklik
tepkilerini ayirt edebildigi bildirilmektedir (Marin ve ark 1999, Garin- Bastuji ve ark
2006). Koyun ve kegiler i¢in ¢ift jel difiizyon veya RID testlerinde optimal tanisal
sensitiviteleri yaklagik %90 olarak bildirilmistir (OIE 2016).

Siit testleri, siit tanklarindan siitiin test edilmesi ile siit¢ii siiriilerin taranmasi
etkili bir sekilde gerceklestirilmektedir. Test sonucu pozitif olmasi durumunda,
tanktaki siite katkida bulunan tiim inekler i¢in kan testi gerekmektedir. Siit I-ELISA
ve Siit Halka Test (Milk Ring Test) (MRT)’leri olmak iizere iki farkli test
bulunmaktadir. Siit I-ELISA sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek bir testtir. Ozellikle
biiytik siirtileri kontrol etmek i¢in ¢ok onemli bir testtir (Perez-Sancho ve ark 2015).
Yanlis pozitif serolojik reaksiyonlar kan testlerine oranla daha az siklikla siit I-
ELISA'da go6zlemlenebilmektedir. Koyun veya kegi siitiindeki anti-Brucella
antikorlarinin teshisi i¢in kulanilacak I-ELISA sigirlar i¢in kullanilan testin aynisidir.
MRT, siit I-ELISA mevcut degilse uygun bir alternatiftir. Sigir siiriilerindeki
brusellozu taramak igin kullanilirlar. Kiigiikbas hayvanlardan elde edilen siit igin
uygun degildir. Testin giivenilirligi 100 bas inekten fazla olan biiyiik siiriilerde
azalmaktadir. Siirtideki hayvanlar 150 bastan az ise tanktan 1 ml, 150-450 bas
arasindaki siiriilerden 2 ml, 451-700 bas aras: siiriilerden 3 ml siit 6rnegi kullanarak
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test gerceklestirilmelidir. Testten 4 ay once asilanan sigirlarda, kolostrum alinan veya
mastitis olan hayvanlarda yalanci pozitif reaksiyonlar meydana gelebilmektedir (OIE
2016).

Enzimatik Hizih Immunofiltrasyon Testi (ERIFA) (Enzymatic rapid
immunofiltration assay), tavuklarda Mycoplasma gallisepticum enfeksiyonunun
teshisi i¢in kullanilan model Bruselloz teshisi i¢in hazirlanan ile aynidir. Model, ayr1
bir plastik kaset i¢cinde bulunan biiyiik gozenekli nitroseliiloz (NC) membran ile
hazirlanmaktadir. NC membran, test sirasinda kullanilan tiim reaktifleri yakalamak
icin tinitelere sabitlenen yiiksek kapasiteli emici bir ped yardimi kullanilmaktadir.
Serum numuneleri hazirlanan kimyasal reaktifler ile muamale edilip memrandan
gegirilirler. Bir dakika inkiibasyon sonrasi renk gelisimine goére sonuglar
yogunluklart ve gorsellestirme siirelerine gore degerlendirilmektedir (Genc ve ark
2011).

1.7.3. Hiicresel Bagisiklhik Testleri

Brusellin (Brucellin) deri testi, saflagtirillmis ve standartlastirilmig bir antijen
preparati kullanilmasi ile asilanmis siiriilerin taranmasinda alternatif bir teshis
metodudur (OIE 2016). Brusellin ticari olarak temin edilebilen bir preparat olup,
rough bir B. melitensis susundan hazirlanmaktadir (Garin- Bastuji ve ark 2006).
Brusellin deri testi yiiksek bir spesifiteye sahiptir ve asilama yapilmadiginda en
spesifik tani1 testlerinden biri olarak kabul edilir (Alton ve ark 1988, Garin- Bastuji ve
ark 2006, OIE 2016). Saha ¢alismalar1 Brucella ile enfekte domuzlarda spesifitesinin
oldukea iyi oldugunu géstermistir. Ayrica, bu test ile ¢apraz reaksiyona giren bakteri
enfeksiyona bagl yanlis pozitif serolojik reaksiyonlarin yorumlanmasina yardimei
olabilir, ¢iinkii ¢apraz reaksiyon veren bakteri enfeksiyonlar1 her zaman deri testinde
negatif sonug verir (Dieste-Pérez ve ark 2014, OIE 2016). Ulkemizde Konya
bolgesinde bir ¢alismada, koyun ve kegi Brusellozis’inin siirii bazinda taramalarinda
deri testlerinin kolay, kisa siirede degerlendirilmesi ve pratik uygulanigi sayesinde
asilanmig veya enfeksiyon siipheli hayvanlari, saglhikli hayvanlardan ayirmak igin
kullanilabilecegi ve allerjik deri testlerinin eradikasyon programlarina da dahil
edilmesinin faydali olabilecegi paylasilmistir (Kaya 1992). Kars bolgesinde sigir
Brusellozu ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada da mukoid B. abortus suslarindan
hazirlanan allerjenlerin rough suslardan hazirlananlara kiyasla kronik Brusellozis’in
tespitinde daha etkili oldugu gosterilmistir (Aslantas 2006). Yiiksek sensitiviteye
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ragmen, enfekte olmus tiim hayvanlar deri testi ile pozitif sonu¢ vermeyebilir. Ayrica
Rev-1 ile agilanmig hayvanlar bu testte yillarca reaksiyon gosterebilir. Bu nedenle, bu
test tek tan1 testi olarak veya uluslararasi ticaret amacinda kullanimi
onerilmemektedir. Sigir tiiberkiilozunda iyi bilinen tekrarlanan deri testi ile gelisen
anerji, Brusellozda mutlak degildir. Ayrica olumlu bir deri testini takip eden 24 giin

icinde yanitlarin azaldig: bildirilmektedir (Garin- Bastuji ve ark 2006).

Interferon gama salinim testi (IFN-y), tam kandaki lenfositlerin brusellin gibi
uygun bir antijen ile uyarilmasi esasina dayanmaktadir. Olusan IFN-y iiretiminin
tespiti Capture ELISA ile yapilmaktadir. Bu test ile brusellozun yanlis pozitif
serolojik reaksiyonlarinin ayirt edilmesinde faydali olmasina ragmen, daha spesifik
antijenlere hala ihtiyag¢ duyulmaktadir. Protokoliin farkli hayvan tiirleri ve
epidemiyolojik kosullarda standartlastirilmas: ve uygun sekilde dogrulanmalarinin
yapilmas1 gerekmektedir. Bu test i¢in su anda dogrulanmis bir protokol
bulunmamaktadir (OIE 2016).

1.8. Tedavi

Brucella hastaligi, < ihbari Mecburi Hayvan Hastaliklar1 ve Bildirimine
[liskin Y&netmeligi’nin icerisinde ihbari mecburi hayvan hastaliklar1 kisminda Sigir
Brusellozu ve Koyun-Keci Brusellozu olarak belirtilmistir (Ihbar1 Mecburi Hayvan
Hastaliklar1 ve Bildirimine 1liskin Y&netmelik 2011). Brusella miicadele
yonetmeliginde si8ir, koyun, keci gibi hayvanlarda Bruselloz hastaliginin varligi ya
da siliphe edilmesi durumunda derhal yetkili birimlere bildirilme zorunlulugu oldugu
aciklanmistir. Ayrica s6z konusu yonetmelikte yine sigir, koyun ve kegi cinsi
hayvanlarin hastalik tedavilerinin yasak oldugu da bildirilmistir (Bruselloz ile
Miicadele Yonetmeligi 2009). Brucella'nin hiicre igine yerlesebilen bakteri olmasi ve
cevresel kosullara adapte olabilmesi nedeniyle, tedavi basarisizli§1 ve niiks oranlari

yiiksektir ve tedavi basaris1 dogru ilag kombinasyonuna ve hastanin uyumuna

baghdir. (Yang ve ark 2013, Glowacka ve ark 2018).

Bruselloz, insanlarda nadiren dliime yol acan ve gesitli terapotik stratejilere
iyi yanit veren bir hastaliktir (Solis ve ark 2015). Bruselloza karsi1 basarilt bir tedavi
uygulamak i¢in, makrofajlara niifuz eden ve asidik ortamda aktif olan antibiyotikler
gereklidir (Ranjbar 2015). Bununla birlikte, tek antibiyotik tedavisi, hastaligin

niiksetmesine yol agtig1 igin Brusellozda yetersizdir (Pappas ve ark 2006b). Benzer
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sekilde, oksetetrasiklin, rifampin veya doksisiklin gibi tek bir ajanla yapilan tedavi,
yiiksek oranda niikslere (%9-25) neden olur ve tedavinin uzamasi ile tatmin edici
etkiler gozlenememektedir. Trimetoprim-siilfametoksazol veya siprofloksasin ile
tedavi, vakalarin sirasiyla %30 ve %83'linde niiks ile sonuclandig: bildirilmektedir
(Ranjbar 2015). Tedavi, hastaligin niiksetmesini, artrit, spondilit, sakroileit vb.
komplikasyonlart 6nleyerek semptomlarin hizla giderilmesini saglamaktir. Brucella
kaynakl1 enfeksiyonlarin tedavisinde iki antibiyotigin kombinasyonu tek antibiyotik
uygulamalarindan daha etkili olduklar1 belirtilmisti. DSO 1986' da alti hafta
boyunca rifampisin ile doksisiklin tedavisi énermis olup, daha sonra bunun yerini
streptomisin ile birlikte tetrasiklin tedavi prosediiri almistir. Giiniimiizde,
fluorokinolonlar veya rifampisin, doksisiklin-streptomisin ve doksisiklin-rifampisin
ile birlikte trimoksazol gibi diger antibiyotiklerin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir

(Skalsky ve ark. 2008, Glowacka ve ark 2018).

Brusellozun streptomisin ve doksisiklin (SD) ile tedavisi sirasinda, sirasiyla
%7.4 ve %4.8'de tedavi basarisizlig1 ve niiks oranlar1 kaydedilmistir. Doksisiklin ve
rifampin (DR) veya streptomisin ile tetrasiklin (ST) ile tedavi sirasinda neredeyse
benzer tedavi sonuglari gozlemlenmistir; bununla birlikte niiksetme oranlart SD
tedavisinde daha yiliksek oldugu kaydedilmistir. Brusellozun bagka ikili
kombinasyonlar1 oldugu bilinmektedir. Ornegin doksisiklin ve gentamisin (DG) ve
cocuklarda kullanilan kortimoksazol ve rifampisin antibiyotikleridir. Doksisiklin,
kotrimoksazol, rifampisin ile siprofloksasin veya ofloksasin ile tedavinin, niiks orani
ortalama %11,4 ve basarisizlik oran1 %12,2 olarak bildirilmistir (Alavi ve Alavi
2013, Glowacka ve ark 2018).

Doksisiklin, rifampisin ve aminoglikosit ile Gi¢lii ilag tedavisi kullanilan iig¢
klinik ¢alisma yapilmustir. Uglii ilag tedavisinin iistiinliigiine iliskin olarak iki ilacl
tedaviye kiyasla ag¢ik bir kanit yoktur. Bununla birlikte, ti¢lii ilag tedavisinin niiksleri
onlemede daha etkili oldugu, ancak kisa siireli tedavide ikili ilag tedavisinden daha
az basarili oldugu goriilmektedir (Solis ve ark. 2015). Yapilan bir caligmada iki ilag
tedavisinden daha diisiik tedavi basarisizlik oranlar1 nedeniyle karmasik vakalarda
(spondilit veya artritli) sekiz hafta boyunca ti¢li tedavi onerilmektedir. Komplike
olmayan kronik veya akut vakalarda ve endokardit, spondilit, artrit olmayan

karmasik vakalarda doksisiklin ve aminoglikozit tedavisi onerilmektedir. Komplike
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olmayan vakalarda streptomisin ve doksisiklin veya gentamisin de savunulmaktadir

(Alavi ve Alavi, 2013, Glowacka ve ark 2018).

Brusellozu tedavi etmek icin yeni stratejiler gelistirildigi bilinmektedir.
Brucella vakuollerinin endoplazmik retikulum (ER) ile baglantisi, ER yapisinin
modifikasyonunun konakgida stres yaniti sirasinda ER’nin yeniden modellenmesi ile
saglanabilecegi belirtilmistir. Tauroursodeoksikolik asit vasitasiyla konak¢inin
protein cevabinin bozulmasi ve Brucella spp. niikslerinin engellenebilecegi
paylasilmistir. Konake¢inin protein cevabi Brusellozda yeni hedef olarak secilip
caligmalarin yapilabilecegi paylagilmaktadir (Smith ve ark. 2013, Glowacka ve ark
2018).

Brusellozla miicadelesinde ginseng saponin fraksiyonu A'nin (RGSF-A)
etkisinin arastiritlmas1 ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir. Yapilan bir caligmada
bakteriyel enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi icin RGSF-A'nin etkisini incelemistir.
RGSF-A, Mitojenle Aktiflestirilen Protein Kinazlarin (MAPK) diizenlenmesinde yer
alir ve bu nedenle F-aktinin polimerizasyonunu simirlar ve hiicrelere bakteriyel
niifuzu engeller. RGSF-A, B. abortus'un hiicre igi iletisimini de etkiler ve B. abortus
iceren fagosomlarin (BCP) LAMP-1 ile etkilesimini destekler. LAMP-1,
lizozomlarin fagosomlarla hiicreye girmesinden sorumlu olan, BCP'lerin lizozom ile
baglanmasin1 ve bakterilerin yok edilmesini saglayan transmembran proteinidir
(Arayan ve ark 2015, Reyes ve ark 2016, Huy ve ark 2017). RGSF-A'nin ginsenosid
Rg3- panaxadiol saponin bilesenlerinin Brusellozu kontrol eden ana faktdr oldugunu
kanitlamistir. Kuskusuz, biyoaktif maddeleri (flavonlar, flavonoidler, antosiyaninler
ve taninler) onleyen veya hatta Brusellozla savasmada etkili olabilecek diger umut
verici bitkisel bitkiler Teucrium polium, Scophularia deserti, Alhagi, Okaliptiis,
sarimsak ve kizamik kokleri de vardir (Naghadi ve ark 2016, Huy ve ark 2017,
Glowacka ve ark 2018).

1.9. Koruma ve Kontrol

Diinyada hastaligin hayvanlarda ve insanlarda yayginligi ve ekonomik etkileri
gdz Onlinde bulundurularak kontrol programlart hazirlanmistir. Hayvan
Brusellozunun kontrol ve eradikasyonuna yonelik olarak hazirlanan programlar test
ve kesim, sanitasyon ve asilamayi igermektedir (Olsen ve Stoffregen 2005, Erganis
2010).
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DSO tarafindan hayvan Brusellozunu eradike etmek icin hazirlanan Akdeniz
Zoonoz Kontrol Programinda 6nerilen genel stratejiler sunlardir: Hayvanlar arasinda
yayilmanin Onlenmesi, Brusellozdan ari siirii ve bolgelerin izlenmesi, ari siirii ve
bolgeleri olusturmak i¢in enfekte hayvanlarin itlafi ve asilanmasidir (WHO 1998).
Bruselloza kars1 hijyen tedbirleri, enfekte olmus hayvan veya kontamine ortamlarda
bakteri ile temas olasiliginin azaltilmasi yoniinde c¢alismalar tedbirler olarak

sayilabilir (Perez-Sancho ve ark 2015).

Her iilke i¢in en uygun kontrol stratejisinin se¢imi, hayvancilik uygulamalari,
hastaligin epidemiyolojik modeli gibi ¢esitli faktorlerle birlikte veterinerlik
hizmetlerinin altyapisi ve finansmanina, hayvancilik ekonomisinin degerine ve ulusal
diizeydeki yiiriitiilen politikalara baglidir. FAO, Bruselloz hastaliginin azaltma ve
halk sagliginin korumasina yonelik yuritiilmesi gereken stratejileri dort ana kolda
belirtmistir; 1-) Hastaligin durumununu bilinmedigi ve kontrol programlarinin
olmadig1 durumlarda, hastlik durumunun daha iyi anlamak gerekir. Bunun igin temel
anket ve epidemiyolojik arastirmalarin gerceklestirilmesi ve uygun kontrol stratejisi
ve eylem plani gelistirilmesi gerekir. 2-) Hastaligin durumunun bilindigi ve kontrol
programinin devam ettigi durumlarda, hastalik orani diiser. Kontrol programi
uygulamaya devam ederek kalite ve ilerleme durumlar izlenmeli ayrica halk ve
hayvan saglig1 arasindaki is birliginin artmasi gerekmektedir. 3-) Hastaligin ¢iftlik
hayvanlarinda diisiik seviyelerde oldugu durumlarda, Hastaligin insan ve giftlik
hayvanlarinda etkisi azalir. Bunun i¢in uygulanan stratejileri revize etmek i¢in risk
analizi yapilir ve sonrasinda o plan uygulanir ve izleme ve gozetim gelistirilir. 4-)
Ciftlik hayvanlarinda ve insanlarda hi¢ Bruselloz olmadigi durumlarda, asili ya da
asis1z Bruselloz-arilik beyan edilir. Olas1 tiim siipheli Bruselloz vakalarini arastirilir

ve temizlenir. Hastaliksiz durumu izleyerek, siirdiirme yoluna gidilir (FAO 2014).

Hastalik durumunun bilinmedigi ve kontrol stratejisinin olmadigi durumlarda
ciddi serosurvey calismasi1 gerekir. Cikan sero-prevalans sonucuna gore stratejiler
belirlenir. Buna gore genel kaide sero-prevalans yiiksekse kitle asilmasi en uygun
strateji olarak kabul edilmektedir. Cikan sero-survey sonuglari %5’ten yiiksekse
sadece kitle asilama, %5ten az ise damizliklarin agilanmasi, %1 alt1 ise test ve kesim
stratejisi uygulamak uygundur. Sero-prevalansin kitle asilamayla hastalik oraninin
distiriilerek test ve kesim yapilabilecek seviyelere getirmek en uygun stratejidir.
Ulkemizdede 2011°de tamamlanan serosurvey caligmasinda sigirlarda — siirii
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prevelanst %7,8 koyunlarda siirii prevalansi %22,5 olmasi nedeniyle kitle agilama ile
miicadele yontemi Strateji olarak seg¢ilmistir (Garin-Bastuji ve ark 2006, Gida Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi- Gida Kontrol Genel Miudiirliigii 2012).

Epidemiyolojik olarak hastaligin girisini 6nlemek i¢in uygun biyogiivenlik
onlemlerinin kullanilmast kritik oneme sahiptir. Bu onlemler, yeni hayvanlarin
striiye dahil edilmeden Once Kkarantinada bekletilmesini, siipheli hayvanlarin
ayrilmasini, hayvan hareketlerinin kontroliinii, gebe disilerin dogumdan Once
izolasyonunu ve hastalik etkeni icermeyen sperma kullanimini igerir. Vahsi
hayvanlarin enfeksiyon kaynagi olarak goriildigii ortamlarda, hayvan ve yaban
hayat1 arasindaki temastan kacinilmasi veya temasi sinirlandirmak, hastaliktan
korunma agisindan oldukga onemlidir (Alton 1990, Adone ve Pasquali 2013, Rhyan
ve ark 2013, Kreizinger ve ark 2014, Perez-Sancho ve ark 2015).

Gogebelik, ortak meralarin kullanilmas: gibi bazi yonetim uygulamalari,
bakteri kontaminasyonuna sebep olurken, kontrol stratejilerini de olumsuz etkiler
(Reviriego ve ark 2000, Robinson 2003, Perez-Sancho ve ark 2015).

Gelismis iilkelerde, kirk yili askin bir siiredir, hayvanciliktaki Brusellozun
kontrol ve eradikasyon programlart ulusal veterinerlik hizmetleri tarafindan
uygulanmaktadir. Klasik olarak, enfeksiyonun zorunlu asilama ile kontrol edildigi ilk
asamadan sonra, asilama kademeli olarak kisitlanir ve enfeksiyonu ortadan
kaldirmak i¢in “test ve kesim” politikas1 uygulanir (Garin-Bastuji ve ark 2006). Bu
politikay1 tamamlamak igin genellikle on yildan fazla bir siireye ihtiya¢ vardir.
Ayrica politikanin basarili olarak uygulanabilmesinin enfekte hayvanlara tazminat
uygulamasi ile miimkiin olabilecegi bildirilmektedir. Avrupa Birligi (AB), bu tiir
ulusal programlari iiye iilkeler nezdinde desteklemektedir. Bu politika AB’ nin
kuzeyinde biiylikbas hayvanlarin yani sira koyun ve keci Brusellozu i¢in basarili bir
sekilde uygulanirken, AB’nin giineyinde bazi eradikasyon programlari, dzellikle de
koyun ve ke¢i Bruselloz eradikasyon programlart henliz tamamlanmamigtir
(Godfroid ve ark 2013).

Insan Brusellozunun yayilmasmi o6nlemek igin en etkili strateji, siit
tirtinlerinin pastérizasyonunun yani sira, sigir, koyun ve kegilerin asilanmasi yoluyla
dolayli olarak ger¢eklesmektedir. Brusellozu kontrol altina almak i¢in etkili asilar

olmasma ragmen, hastalik diinyadaki ¢ogu iilkede ortadan kaldirilamamistir
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(Dorneles ve ark 2015). Mevcut agsilar, serolojik testlerde pozitif reaksiyon
verdiginden asi1, hastalik ayrimi yapilamamaktadir (Olsen ve Stoffregen 2005,
Dorneles ve ark 2015). Olii asilarin koruyuculugu bulunmamakta, tim diinyada
asillama canli asilar ile gergeklestirilmektedir (Erganis 2015). Asilama programlari
cogunlukla disilere odaklanir ¢iinkii bazi asilarin erkek iireme sistemine zarar

verebilecegi 6ne siirlilmiistiir (Avila-Calderon ve ark 2013).

Asilama, endemik bolgelerde Brusellozun kontrolii i¢in muhtemelen en
ekonomik Onlemdir. Su anda asilama programlari, esas olarak B. melitensis ve B.
abortus'a bagl Brusellozun kontroliine yonelik uygulanmaktadir (Oliveira ve ark
2011, Marzetti ve ark 2013).

1.9.1. ideal Brucella Asis

Enfekte hayvanlar tespit etmek icin tan1 testlerinde karisiklik olusturabilecek
antikorlarin tiretimini tetiklememeli, giiclii bir Thl tipi yanit olusturabilen canh
bakteri igermeli, hayvanda hastalia veya kalici enfeksiyona neden olmayan
zayiflatilmig bir sus icermeli, insanlar i¢in patojenik olmamali, gebe disilere
uygulandiginda abortlara neden olmadan tek bir dozla uzun siireli koruma
saglayabilmeli, serolojik testlerde karigikliga sebep olmamali, stabil olup in vivo
veya in vitro sartlarda viriilan durumuna geri donmemeli, uygulamasi ekonomik,
tiretilmesi ve yonetilmesi kolay olmalidir (Schuring ve ark 2002, Ko ve Splitter
2003, Nicoletti 2010, Dorneles ve ark 2015).

Su anda kullanilan asilarin ¢ogu, B. abortus ve B. melitensis neden oldugu
hastalig1 6nlemeyi amaglamaktadir (Olsen ve Stoffregen 2005, Pandey ve ark 2016).
B. suis, B. ovis ve B. canis i¢in as1 suslari, deneysel olarak gelistirilmistir (Lopez-
Santiago ve ark 2019). Kas i¢i veya deri alt1 yolla asilama, hayvancilikta en sik
kullanilan yontemdir, ancak intra konjunktival uygulamanin daha iyi sonug verdigi
paylasilmaktadir (Olsen ve Stoffregen 2005). Sigirlarda B. abortus enfeksiyonunun
kontrolii i¢in: B. abortus 45/20, B. abortus susu 19 (S19) ve B. abortus RB51 olmak
tizere 3 canli atteniie as1 tavsiye edilmektedir (Schuring ve ark 2002, Moriyon ve ark
2004).

Brucella abortus S-19
B. abortus tiirii ilk olarak 1923'te siitten izole edilmistir. Oda sicakliginda bir
yil tutulduktan sonra yanliglikla zayiflatilmistir. B. abortus S-19 ismiyle sigirlarda as1
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olarak kullanim1 1941'de baslamistir (Schuring ve ark 1991, Scguring ve ark 2002,
Olsen ve Stoffregen 2005). S19 susu, erkek yetiskinlerde epididimitise neden oldugu
ve gebe disilerde abortla iligkili oldugu i¢in buzagilarda uygulanmasi tercih edilir
(He ve ark 2001). B. abortus S19 ile asilanan hayvanlar, sus smooth oldugundan
LPS'ye kars1 antikorlar gelistirir. Bu nedenle, bu sus ile asilanmis hayvanlar ile dogal
olarak enfekte hayvanlar arasinda ayrim yapmak serolojik testler ile miimkiin
degildir. Uygulamas1 SC ve konjuktival olarak gergeklestirilmektedir. Ayrica B.
abortus S-19 as1 susu insanlar1 enfekte edebilir (Olsen ve Stoffregen 2005, Dorneles
ve ark 2015, Simpson ve ark 2018). Son zamanlarda bagisiklik tepkisinin sigir irklart
arasinda farkli oldugu tespit edilmistir (Kumar ve ark 2019).

Brucella abortus 45/20
B. abortus 45/20 susu, 1922'de enfekte bir inekten elde edilen smooth sus

izolasyonundan tiiretilmistir. Sus 45 kobaya uygulandiktan sonra elde edilmistir ve
20 pasajdan sonra rough faz izole edilmistir; bu nedenle sus 45/20 olarak
adlandirilmigtir. Bu sus, bir adjuvan ile birlikte 1sitilarak inaktive edilerek
uygulanmaktadir. Viriilan smooth formuna geri donebilir, bu nedenle as1 olarak
uygulanmadan once inaktive edilmesi gerekir (Scguring ve ark 2002, Moriyon ve ark
2004, Olsen ve Stoffregen 2005). Maalesef, koruma ve antikor yanit deneyleri, aginin
etkinligi ile ilgili degiskenlik gostermistir. Ek olarak, bazi hayvanlarda asinin
enjeksiyon bolgesinde asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gozlemlenmistir. Bu problemler
nedeniyle bu tiiriin as1 olarak kullanilmamasi gerektigi diistintilmektedir (Dorneles ve
ark 2015).

Brucella abortus RB51

B abortus RB51 susu, viriilan smooth B abortus 2308 susunun rifampisin
veya penisilin igeren bir kiiltiir ortaminda arka arkaya pasajlamalar1 sonucunda elde
edilmistir. RB51 susu, rough bir fenotip gésterir ve LPS O-zincirinden yoksundur.
Oldukga stabildir ve patojen smooth fenotipe geri donmez (Schuring ve ark 1991).
O-zincirinin yoklugu, asidan kaynaklanan antikor olusumuna izin vermez. Boylece
serolojik testlerde as1 ya da saha kaynakli enfeksiyonlarin ayrimi gergeklesir. Ancak
ELISA testlerinde as1 ve saha susundaki c-oligosakkarit yapilarinin ortak olmasindan
kaynakli cut-off degerinin istiinde yalanci pozitiflikler siklikla goriilebilmektedir.
(Dorneles ve ark 2015). Asilama ile yiiksek koruma saglayan gii¢lii bir Th1 tipi hiicre

tepkisine neden olur. Bu tepki, enfekte olmus hiicreleri inhibe eden ve makrofajlarin
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bakterisit aktivitesini artiran sitotoksik T lenfositlerin aktivasyonuna yol acan IFN-y
yanitinin uyarilmasindan kaynaklanmaktadir (He ve ark 2001). As1 rifampisin ve
streptomisin antibiyotiklerine direngli olmasi kullanim ag¢isindan risk teskil
etmektedir (Moriyon ve ark 2004).

Brucella melitensis Revl

Canli B. melitensis Rev1l asisi, koyun ve kegilerde Brusellozun kontrolii igin
kullanilmaktadir. Bu sus, 1953 yilinda Herzberg ve Elberg tarafindan gelistirilmistir
ve Brucella tiirlerinin ortak o6zelliklerini gostermektedir, ancak streptomisine
direnglidir ve penisilin G'ye duyarlidir (Avila-Calderon 2013). Revl tiirii smooth
formdadir. B. melitensis 16M kokenlidir ve iiremesi igin ortama streptomisinin
eklenmesi gerekir (Schuring ve ark 2002, Moriyon ve ark 2004, Avila-Calderon ve
ark 2013). Uygulamasi1 SC ve konjuktival olarak gerceklestirilmektedir. Bu as1 susu
ayrica serolojik olarak tanida antikorlarin iiretimini de uyararak saha suslar ile as1
sus ayrimi yapilamamasina sebep olur (Avila-Calderon ve ark 2013). Canli suglarla
astlamanin sigir ve yaban hayati hayvanlarin i¢in olduk¢a koruyucu bir etkinlige
sahip oldugu kanitlanmistir. Bunun nedeni, bakterinin konakta belirli bir siire canli
kalmasi ve ¢ogalmasidir (Ko ve Splitter 2003, Zabalza-Barangua ve ark 2019).
Ayrica B. melitensis Rev. 1 insanlar1 enfekte edebilir. Gebe hayvanlarda abortu
onlemek i¢in as1 ilk gebelikten 6nce 3-7 aylikken Onerilir (Banai 2002, Avila-
Calderon ve ark 2013). Bir ¢alismada, B. melitensis Revl asisinin Ompl9
bolgesinden hazirlanan as1 kullanilarak asilanan hayvanlardan enfekte olan
hayvanlart ELISA yontemiyle ayirt edilebilecegi bilgisi paylasilmistir (Uslu ve
Erganis 2021).

Diger Asilar

Subunit asilar, rekombinant proteinler gibi, iimit verici a1 adaylaridir. Ciinkii
bunlar daha az biyolojik tehlike igerir. Iyi tanimlanmislardir, aviriilandirlar, bulasic
degillerdir ve cansizlardir (Pasquevich ve ark 2011). Bruselloza kars1 etkili bir aginin
gelistirilmesi i¢in, yeterli bir immiinolojik yanitin ortaya ¢ikarilmasi ve ardindan
koruyucu bagisikligir uyaran en iyi antijenin se¢ilmesi gerekir. Subunit asilar, daha
giivenli asilan gelistirmek i¢in umut verici bir segenek olarak goriinmektedir. Ciinkii
canli tiirlerin aksine viriilansi yeniden kazanamazlar (Avila-Calderon ve ark 2013).
Zayif immunojenik olduklarindan, bir adjuvanin birlikte uygulanmasi gerekir.

Subunit aginin basarisi, uygun tipte immiinomodiilator 6zelliklere sahip maddelerin
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kullanimina baglidir. Ayrica, subunit agmin basarisi, uygulama yolu ile iliskilidir

(Pasquevich ve ark 2010, Lopez-Santiago ve ark 2019).

DNA asilart hem humoral hem de hiicresel immiin yanit1 uyarabilmektedirler.
Protein asilarina oranla daha az immun yanit olusturduklari bildirilmistir (Avila-
Calderon ve ark 2013). Bruselloz da; 6rnegin, Omp 31 ihtiva eden bir DNA asisi,
IFA ile birlestirilmis rekombinant protein ile benzer koruma olusturmaktadir
(Cassataro ve ark 2005). Ayrica bir BSL-DNA asisinin, B. abortus a karsi ayni
rekombinant proteinden daha etkili oldugu bildirilmektedir (Velikovsky ve ark
2002). DNA asilarmin etkinligini artirma ¢aligmalart devam etmektedir. Bu asilar
hedef hayvan ve insanlara uygulanabilirligi agisindan g¢alismalar1 olduk¢a dnemlidir
(Avila-Calderon ve ark 2013).

1.9.2. Ulkemizde Koruma ve Kontrol Program

Ulkemizde koyun ve kegi Brusellozuna kars1 ilk miicadele 1952 yilinda
devlet ciftliklerinde baslatilmistir. Hayvanlar serolojik olarak test edilmis ve
prevalanslari %10’un {izerinde bulunmustur. Tasiyic1 olarak tespit edilen hayvanlar
kesime sevk edilmistir. Daha sonra test ve kesimden ziyade kitlesel asilamanin daha
dogru bir yol olacagi kanisina varilmis ve Rev-1 ile ilk asilamaya gecis 1968 yilinda
baslatilmistir. Ozel ciftlikler ise asilamaya 1974 yili itibari ile gegmislerdir.
Hastaligin eradikasyonu i¢in 1984 yilinda Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan
“Ulusal Brucella Kontrol ve Eradikasyon Projesi” adli projede 26 yil siiresince dogan
disi koyun, ke¢i ve sigir yavrularinin uygun yasta asilanmasi hedeflenmistir. Proje
sliresinin sonunda da seroprevalansi %1’in altina ¢ekmek amaglanmigtir. Hastaligin
yaygimligini tespiti amaciyla 1998 yilinda yapilan ¢alismada sigirda siirii prevalansi
%11,4 (fert prevalans1 %1,43), koyunlarda stirii prevalansi %15 (fert prevalansi 1,97)
olarak tespit edildigi bildirilmektedir. Kontrol programinin sonrasinda ise 2011
yilinda seroprevalans ¢alismasi gergeklestirilmis ve sigirlarda fert prevalanst %2,7 ve
stiri prevalans1 %7,8 iken koyunlarda fert prevalanst %3,4 ve siirii prevalanst %22,5
olarak bildirilmistir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi- Gida Kontrol Genel
Midiirliigii 2012, Yumuk ve O’Callaghan 2012).

Yapilan prevalans ¢alismasi sonucunda “Brucella’nin Konjuktival Asi ile
Kontrol ve Eradikasyonu Projesi” 2012 yilinda baslatilmistir. Bu kapsamda koyun-

kegiler i¢in 6 yil, sigirlar icin 10 yillik eylem planlar1 hazirlanmistir. Bu projede
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koyun ve kegilere 3-6 aylik donemlerinde tek doz, sigirlarda 6-12 aylik donemlerinde
cift dozla asilama yapilmas: kararlagtirilmistir (Gida, Tarim ve Hayvancilik

Bakanligi- Gida Kontrol Genel Miidiirliigi 2012).

Koyun ve keciler i¢in 6n goriilen eylem plani sonrasinda tim Tiirkiye’yi
temsil eden numuneler toplanarak serosurvey calismast 2017  yilinda
gerceklestirilmistir. Ulke genelinde Koyun ve Keci Brusellozu yéniinden fert
prevalansi %2,10 ve siirli prevalanst %12,34 olarak hesaplanmistir. Bulgular hastalik
prevalansinda, Haziran 2012°de tamamlanan ’Brucella’nin Konjuktival Asi ile
Kontrol ve Eradikasyonu Projesi” (fert prevalansi %4,7 ve siirii prevalans1 %30) ne
kiyasla diistis oldugu bildirilmistir (GTHB 2018). Sigirlar igin yapilacak olan
serosurvey ise 2022 yilinda planlanmaktadir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi-
Gida Kontrol Genel Midiirliigi 2012).

Bruselloz insan vakalar1 2005 yilindan itibaren azalma egiliminde olmakla
birlikte 2016°dan itibaren tekrar bir artis yaganmistir, 2005 yilinda 14.644 olan vaka
sayis1 2019 yilinda 10244’e inmistir (Cizelge 1.3) (WAHIS 2019).

Cizelge 1.3. Yillara gore insan Brusellozu vaka ve 6liim sayilart (WAHIS 2019).

Yil insan vakalar Oliim
2005 14644 1
2006 10790 0
2007 11803 0
2008 9818 1
2009 9324 0
2010 7658 0
2011 7177 0
2012 6759 0
2013 7225 0
2014 4475 0
2015 4173 0
2016 5148 0
2017 6457 0
2018 7219 1
2019 10244 0

2012/03 sayili "Brucella’nin Konjuktival Asi ile Kontrol ve Eradikasyonu
Projesi” nin yerini 2019/6 “’Brucellanin Konjuktival Asi Ile Kontrol ve
Eradikasyonu Genelgesi’” almistir. 2019/6 Brucella nin Konjuktival As1 ile Kontrol
ve Eradikasyonu Genelgesi Tarim ve Orman Bakanligi Gida Kontrol Genel
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Miidiirliigli tarafindan yayinlanmistir. Genelgeye gore; 2 yil boyunca asilama devam
edilecek olup sonrasindaki yil serosurvey g¢alismasi yapilip sonuglara gore asilama
siiresi uzatilabilecektir. As1 uygulama programi kapsaminda Trakya’da; 3-6 aylik disi
buzagilar B. abortus S-19 ile asilanacak, 4-12 ay sonra ilk asilanan hayvanlar tekrar
asilanacak, as1 kaydma bakilarak asilanmamis ergin hayvanlar B. abortus S-19 ile
asilanacak, gebe hayvanlar dogumdan sonra asilanacak, 3-6 aylik disi kuzu ve
oglaklar ile damizlik erkek hayvanlar B. melitensis Rev-1 asisiyla asilanmasina Karar
verilmistir. Hastalik mihrakinin yogun oldugu iller de (Agri, Ankara, Ardahan,
Bayburt, Cankiri, Erzincan, Erzurum, Kars, Konya, Sivas) gen¢ disi buzagilar B.
abortus S-19 ile asilanacak 4-12 ay sonra tekrar asilamalar1 yapilacak, as1 gegmisine
bakilmaksizin tiim disiler B. abortus S-19 ile asilanacak, gebe hayvanlar dogumdan
sonra asilanacak, 3-6 aylik disi kuzu ve oglaklar ile damizlik erkekler B. melitensis
Rev-1 asisiyla asilanmasina karar verilmistir. Diger Anadolu illerinde geng disi
buzagilar B. abortus S-19 ile asilanacak 4-12 ay sonra tekrar asilamalar1 yapilacak,
3-6 aylik disi kuzu ve oglaklar ile damizlik erkekler B. melitensis Rev-1 ile
asilanmasina, ayrica isteyen yetistiriciler il midiirliiklerinin bilgisi dahilinde ilk
astlamalarini B. abortus S-19 subcutan- deri alt1 olarak uygulayip, 4-12 ay sonra B.
abortus S-19 Kkonjoktival asis1 ile asilanacaktir. Asilamadan bir yil sonra
gonderilecek kan numuneleri RBPT ve CFT testleri ile degerlendirilecek olup, 30
International Complement Fikzation Test (ICFT) Unit’den yiiksek titreler pozitif
olarak degerlendirilerek sartli kesime gonderilecegi belirtilmektedir (TOB 2019).

Ancak subcutan agilama da titre yarilanma siiresi 1 yilin {izerindedir (Erganis 2019).
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. izolatlar

Bu caligmada; 2012 ve 2017 yillarinda diger Enstitii Midiirliikklerinden
Brucella spp. olarak identifiye edilen ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
Midiirligii’ne biyotiplendirme igin génderilen 50 adet izolat kullanildi. Ancak 2012
yilinda gonderilen suslarda Brucella melitensis biyotip 2 bulunmadigi igin 1 adet
numune 2009 yilindan secildi. Ayrica 2 adet numune Giineydogu Anadolu bolgesini
temsil etmesi adina 2011 ve 2013 yilindan secilerek tiim bolgeyi temsil etmesi igin
50 adet numune i¢ine eklendi. Calismada kullanilan izolat bilgileri Sekil 2.1 ve

Cizelge3.1°de gosterildi.
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Sekil 2.1. Caligsma izolatlarinin cografi dagilimi

Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gelen numuneler biyotip 6zelliklerine
ve tiim cografi bolgeleri temsil edecek sekilde farkli konakgilardan olmak iizere
secildi. Numune se¢iminden sonra biyotip dogrulamasi yapildi. Bu dogrulama igin
numuneler Tibilisi, izatnagar ve R/C faj1 ile birlikte %3 dekstroz ve %5 yeni dogmus
buzagi serumu igeren Triptik Soy Agar (TSA agar)’a pasajlandi. Bes giin inkiibasyon
stiresinin sonunda faj sonuglar1 kayit edildi ve daha sonra petriden bakteri %15’ lik
gliserol broth iceren kroviallerde toplandi. Streptomisinli, penisilinli, i-eritritolli,

bazikfuksinli, tiyoninli ve safraninli besiyerlerine ve H,S’de iiretimi gérmek

58



amactyla TSA igeren yatik agarlara ekimleri yapildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
tireme Ozelliklerine gore degerlendirildi ve kayit altina alindi. Biyotiplendirilen ve

raporlandirilan izolatlar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.1.2. izolasyon Besiyeri
Tryptone Soy Agar Besiyeri (TSA)

Numunelerin ilk izolasyonunda ve identifikasyonunda segici olmayan TSA
agar kullanildu.

TSA (CM0131, Oxoid) hazirlarken 1 litre igin 40 gram TSA tartimi yapildi.
Tartilan miktar 1 litre distile su iceren 2 litrelik bir siseye aktarilip karistirildi.
Sterilizasyon islemi i¢in 121 °C £ 3 °C de 20 dakika otoklavlandi. Daha sonra
sicakligr 56 C° olan benmaride sogutma islemi gerceklestirildi. Karigimin iizerine
steril yeni dogmus buzagi serumundan (RM0437, HiMedia) 50 ml eklendi. Diger
tiim bilesenler ilave edildikten sonra iyice karistirilip, 90 mm ¢apli steril bos petri
kaplarina her biri 23 ml olacak sekilde otomatik pipet araciligiyla taksim edildi
(Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar1 Uretim Laboratuvari 2015).

2.1.3. Biyotiplendirme Besiyerleri

Suglarin biyotiplendirilmesi amaciyla boyali (bazikfuksin, tiyonin, safranin),
antibiyotikli (penisilin, streptomisin) ve eritritol igeren besiyerleri kullanildi.

Tiyonin Besiyeri

TSA agara dogrulamak icin ekilen suslarin biyotiplendirme islemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Tiyonin besiyerinin 1 litresindeki bilesenler:

Stok tiyonin boyas1 (%0,1) 20 ml
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dektroz soliisyonu (%20°’lik) 50 mi
Distile su

Sterilizasyon islemi i¢in otoklavlanan TSA (236950, BD Difco) besiyeri,
sogutmak i¢in 56 C° ye ayarlanmis benmaride bekletildi. Uzerine 50 ml steril (%20’
lik) dekstroz soliisyonu (MC013, LABM), 50 ml steril yeni dogmus buzagi serumu
(RM0437, HiMedia) ve 20 ml boya soliisyonu (T-3387, Sigma-Aldrich) eklendi.

Tim bilesenler eklenip karistirildiktan sonra besiyeri steril 90 mm capli bos petrilere
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20 ml olacak sekilde dagitildi (Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar
Uretim Laboratuvari 2015).

Bazik Fuksin Besiyeri

TSA agara dogrulamak icin ekilen suslarin biyotiplendirme iglemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Bazik fuksin besiyerinin 1 litresindeki bilesenler:

Stok bazik fuksin boyasi (%0,1) 20 ml
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dekstroz soliisyonu (%20°lik) 50 ml
Distile su

Sterilizasyon islemi igin otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco),
sogutmak i¢in 56 C° ye ayarlanmis benmaride bekletildi. Uzerine 50 ml steril (%20’
lik) dekstroz soliisyonu (MCO013, LABM), 50 ml steril yeni dogmus buzagi serumu
(RM0437, HiMedia) ve 20 ml boya soliisyonu (632-99-5, Merck) eklendi. Sonra tiim
bilesenler eklendip karistirildiktan sonra taksim i¢in steril 90 mm ¢apli bos petrilere
dagitildi (Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar1 Uretim Laboratuvari
2015).

Safranin Besiyeri

TSA agara dogrulamak ic¢in ekilen suslarin biyotiplendirme islemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Safranin besiyerinin 1 litresindeki bilesenler:

Stok safranin boyasi (%0,5) 20 ml
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dekstroz soliisyonu (%20°1ik) 50 mi
Distile su

Sterilizasyon islemi igin otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco),
sogutmak i¢in 56 C° ye ayarlanmis benmaride bekletildi. Uzerine 50 ml sterilize
edilmis (%20’ lik) dekstroz soliisyonu (MCO013, LABM), 50 ml sterilize edilmis yeni
dogmus buzagi serumu (RMO0437, HiMedia) ve 20 ml boya soliisyonu (S-2255,

Sigma) eklendi. Tiim bilesenler eklenip karistirildiktan sonra taksim igin steril 90
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mm ¢apli bos petrilere 20 ml dagitildi (Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella
Asilar1 Uretim Laboratuvari 2015).

Penisilin Besiyeri

TSA agara dogrulamak icin ekilen suslarin biyotiplendirme iglemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Penisilin besiyerinin 1 litresinde ki bilesenler:

Penisilin 50001U
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dekstroz soliisyonu (%20°lik) 50 ml
Distile su

Sterilizasyon islemi igin otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco),
sogutmak igin 56 C° ye ayarlanmis benmaride bekletildi. Uzerine 50 ml sterilize
edilmis (%20’ lik) dekstroz soliisyonu (MCO013, LABM), 50 ml sterilize edilmis yeni
dogmus buzagi serumu (RMO0437, HiMedia) ve 20 ml antibiyotik soliisyonu
(AppliChem A1837,0025, 113-98-4) eklendi. Sonra tim bilesenler eklenip
karistirildiktan sonra taksim igin tiim steril 90 mm c¢apli bos petrilere dagitildi
(Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar1 Uretim Laboratuvari 2015).

Streptomisin Besiyeri

TSA agara dogrulamak ic¢in ekilen suslarin biyotiplendirme islemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Streptomisin besiyerinin 1 litresinde ki bilesenler:

Streptomisin 2,5mg
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dektroz soliisyonu (%20°1ik) 50 ml
Distile su

Sterilizasyon islemi igin otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco),
sogutmak i¢in 56 C° ye ayarlanmis benmaride bekletildi. Uzerine 50 ml sterilize
edilmis (%20’ lik) dekstroz soliisyonu (MCO013, LABM), 50 ml steril yeni dogmus
buzagi serumu (RMO0437, HiMedia) ve 20 ml antibiyotik soliisyonu (3810-74-0,

AppliChem A1852,0025) eklendi. Sonra tiim bilesenler eklendip karistirildiktan
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sonra taksim icin besiyeri steril 90 mm c¢apli bos petrilere 20 ml olarak dagitildi
(Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar1 Uretim Laboratuvari 2015).
Eritritol Besiyeri
TSA agara dogrulamak icin ekilen suslarin biyotiplendirme iglemlerini

yapmak i¢in kullanilan besiyeridir. Eritritol besiyerinin 1 litresinde ki bilesenler:

Eritritol 1gr
Triptik soyagar 40 gr
Steril Yeni Dogmus Buzagi Serumu 50 ml
Steril dektroz soliisyonu (%20°1ik) 50 ml
Distile su

On ml distile suda 10 gr eritritol (149-32-6, Sigma E7500) ¢o6zdiiriiliip
sonrasinda filtre edilerek steril edildi. Sterilizasyon islemi i¢in otoklavlanan TSA
besiyeri (236950, BD Difco), sogutmak igin 56 C° ye ayarlanmis benmaride
bekletildi. Uzerine 50 ml sterilize edilmis (%20’ lik) dekstroz soliisyonu (MCO013,
LABM), eritritol soliisyonu ve 50 ml steril yeni dogmus buzagi serumu (RMO0437,
HiMedia) eklendi. Sonrasinda tiim bilesenlerde eklenip karistirildiktan sonra taksim
icin besiyeri steril 90 mm ¢apli bos petrilere 20 ml olarak dagitildi (Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii, Brusella Asilar1 Uretim Laboratuvari 2015).

2.1.4. Diger Besiyerleri

%15’lik Gliserinli Triptik Soy Broth

Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan Brucella spp.’leri uzun siire muhafaza
etmek amaciyla %15 Gliserin (104092, Merck) iceren triptik soy broth (1309881013,
LabM) kullanildi ve -20 °C’de muhafaza edildi (Alton ve ark 1988). Sterilizasyon
amaciyla triptik soy broth, %15 gliserin ve distile su ilave edilerek hazirlandiktan
sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi. Bu islemden sonra steril kriyoviyallere her
biri 1 ml olacak sekilde dagitildi ve sonra kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

2.1.5. Morfolojik, Serolojik, Biyokimyasal ve Faj Test Geregleri

Bakteri Safligi ve Morfolojisinin Belirlenmesi

Izolatlarin safligini belirlemek igin ekilen kiiltiirdeki koloniler ticari Gram
boya seti ile Gram boyamas1 yapildi (111885, Merck). Gram boyama i¢in, Kristal-

viyole, lugol, asit-alkol ve Safranin boyalar1 kullanildi. Bu islem igin taze
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kolonilerden 6ze ucu kadar alindi ve bir damla distile su ile lam {istiine yayildi,
kurutma iglemi gerceklestirildi ve sonra 45 derecelik ag¢1 ile 3 defa lam atesten
gecirilerek tespit islemi gerceklestirildi. Sonrasinda hazirlanan preparat iizerine
kristal-viyole boya ¢ozeltisi damlatild1 ve 1 dakika bekletildikten sonra bol distile su
ile yikandi. Preparat istli lugol boya soliisyonu ile kaplandi ve 1 dakika
bekletildikten sonra bol distile su ile yikandi. Preparatin iizeri asit-alkol karigimi ile
kapland1 ve 10-15 saniye bekletildikten sonra distile su ile yikandi. Daha sonra
preparat lizerine safranin boya soliisyonu kaplandi ve 30 saniye bekletildi sonra bol
distile su ile yikandi. Kurutma kagidinda bekletildikten sonra mikroskopta incelendi.
Pembe- kirmizi renkte gorilen Gram negatif koko-basiller Brucella olarak
degerlendirildi (Alton ve ark 1975).

Antiserumlar

Biyotiplendirme agamasinda, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’nde {iretilen
liyofilize Brucella Monospesifik A ve M Antiserumlari (2010-1; PVKE) ile Brucella
Poliklonal A-M Antiserumu (2008-1; PVKE) 1 ml distile suyla sulandirilarak
kullanild1 (Alton ve ark 1988, OIE 2015).

Biyokimyasal Test Geregleri

Hidrojen Peroksit (H,0;) %3’liikk (108597, Merck) katalaz testi i¢in, oksidaz
identifikasyon stikleri (113300, Merck) oksidaz testi igin kullanildi. Serum Dekstroz
Agar (SDA) yatik agar tiiplerinde, kursun asetat (32307, Sigma Aldrich) emdirilmis
sterilize whatman kagitlar1 (1442-1, GE Healthcare) H,S iiretiminin tespit edilmesi
amaciyla kullanildi (Alton ve ark 1988, OIE 2015).

Fajlar

Biyotiplendirme asamasinda faj testleri igin, Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisi’'nde {iretilen liyofilize Tibilisi (Tb@ 10. RTD) (FTb-01-07; PVKE),
Izatnagar (F1z-05-07; PVKE) ve R/C (FR/C-08-07; PVKE) fajlari, distile suyla 1 ml
karistirilip kullanildi (Alton ve ark 1988, OIE 2015).

Standart Suslar

Referans suslar, B. melitensis Rev-1 (ATS-PVKE-08-04), B. melitensis 16M
(ATCC 23456) biyotip 1, B. melitensis 63/9 (ATCC 23457) biyotip 2 ve B.
melitensis Ether (ATCC 23458) biyotip 3 suslart kullanildi. Bu suslar Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii Brucella Referans ve As1 Uretim Laboratuvarinin

blinyesindeki sus koleksiyonundan temin edildi. Calisma  6rneklerinin
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biyotiplendirmesinde test ve kontrol amaciyla, besiyerlerinin kontrolii i¢in pozitif ve
negatif kontrol olarak bu suslar kullanildi (Alton ve ark 1988). Bu ¢alismada
kullanilan her iki test metodunda da referans suslarin DNA’lar1 pozitif kontrol
amaciyla ekstakte edilip calismaya dahil edildi. Ozellikle MLVA metoduna
baslamadan once kapillar cihazinda off-set degerlerinin belirlenmesi i¢in s6z konusu
DNA’lar kullanildi (Whatmore ve ark 2007, Garofolo ve ark 2013).

2.1.6. Molekiiler Yontemlerde Kullanilan Gerecler

DNA Ekstaksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu i¢in ticari kit (High Pure FFPET DNA Isolation Kit,
06650767001, Roche) kullanild:.

MLVA Primerleri

B. melitensis 16M referans susuna ait ilgili gen bolgelerinde yer alan tekrarli
tinitelerin gogaltilmasinda primer olarak kullanilan oligonukleotid dizileri 100uM
(Letgen, Tiirkiye) olacak sekilde sentezlettirildi (Cizelge 2.1). Stok primerler 10 uM

olacak sekilde Nuclease-free su ile 10 kat sulandirildi.
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Cizelge 2.1. MLVA primer dizileri ve uzunluklar1 (Garofolo ve ark 2013)

Beklenen PZR

Ge}l Biilgesi( Folrwalrd Relver?e UriinToplam

Primer Ismi (5'>3") (5'>3") Uzunlugu (Bp)
Bruce 30 PET-TGACCGCAAAACCATATCCTTC TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG 119-199
Bruce 08 PET-ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC 312-384
Bruce 11 6FAM-CTGTTGATCTGACCTTGCAACC CCAGACAACAACCTACGTCCTG 257-1076
Bruce 45 6FAM-ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG CGGGTAAATATCAATGGCTTGG 133-187
Bruce 19 NED-GACGACCCGGACCATGTCT ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT 79-205

Bruce 06 NED-GATTGCGGAACGTCTGAACT TAACCGCCTTCCACATAATCG 312-714
Bruce 42 VIC-CATCGCCTCAACTATACCGTCA ACCGCAAAATTTACGCATCG 164-914
Bruce 12 NED-CGGTAAATCAATTGTCCCATGA GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC 302-452
Bruce 18 PET-TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG 130-186
Bruce 55 PET-TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT 193-553
Bruce 21 6FAM-CTCATGCGCAACCAAAACA GTGGATACGCTCATTCTCGTTG 431-463
Bruce 04 VIC-CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG TGGTTTTCGCCAATATCAACAA 313-473
Bruce 07 NED-GCTGACGGGGAAGAACATCTAT ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA 134-246
Bruce 09 VIC-GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC GGGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG  124-292
Bruce 43 6FAM-TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC 170-194
Bruce 16 6FAM-ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT GGCCATATCCTTCCGCAATA 227-353

MLST Primerleri

B. melitensis 16M referans susuna ait ilgili gen bolgelerinde yer alan tekrarli
tinitelerin ¢ogaltilmasinda primer olarak kullanilan oligonukleotid dizileri 100uM
olacak sekilde sentezlettirildi. Stok primerler 10 uM olacak sekilde Nuclease-free su
10 kat sulandirildi (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2.MLST yonteminde kullanilacak genlere 6zgii primer dizileri ve
uzunluklar1 (Whatmore ve ark 2007)

Gen
Bo!ges'/ Forward Reverse "Ifel.<ra|: . Bant ..
Prlmer (5'>3') (5'>3") Unitesi Biiyiikliigii
Ismi (Bp) (Bp)
Gap YGCCAAGCGCGTCATCGT GCGGYTGGAGAAGCCCCA 6 589
aroA GACCATCGACGTGCCGGG YCATCAKGCCCATGAATTC 7 565
Glk TATGGAAMAGATCGGCGG GGGCCTTGTCCTCGAAGG 10 475
dnaK CGTCTGGTCGAATATCTGG  GCGTTTCAATGCCGAGCGA 7 470
gyrB ATGATTTCATCCGATCAGGT CTGTGCCGTTGCATTGTC 6 469
trpE GCGCGCMTGGTATGGCG CKCSCCGCCATAGGCTTC 6 486
cobQ GCGGGTTTCAAATGCTTGGA  GGCGTCAATCATGCCAGC 7 422
omp25 ATGCGCACTCTTAAGTCTC GCCSAGGATGTTGTCCGT 10 490
int-hyp  CAACTACTCTGTTGACCCGA GCAGCATCATAGCGACGGA 5 430

MLST ve MLVA Analizlerinde Kullanilan Kimyasallar

MLVA analizi i¢in Hi-Di formamid (4311320, Applied Biosystems) ve 1200
LizGene Scan Standart (4379950, Applied Biosystems) kullanildu.

MLST ve MLVA analizlerinin ilk PZR agsamalarinda 2x Taq PZR Master mix
(201443, Qiagen) kullanildi.

2.1.7. Goriintiileme ve Elektroforez Cihazlar

Jel elektroforez asamasi i¢in, %1,5 oraninda agaroz jel hazirlandi. Bu islemde
kullanilmak {izere 50 X TAE (Tris Asetat EDTA) soliisyonu (A4686, AppliChem
Panreac), 1X oranina indirmek igin distile su ile karigtirilarak kullanildi.

Jel hazirlamak igin, agaroz (A9539, Sigma)’dan 4,5 gr olarak alindi ve 1X
TAE buffer soliisyonu ile 300 ml’ye tamamlanip homojenligi saglanana kadar
eritildi. Eritilen agarozlu soliisyon biraz sogutuldu ve iizerine Sul %1°lik ethidium
bromide (Applichem, A1152) eklenilip iyice karistirildi. Kalip tepsisinin iizerine

taraklar yerlestirildikten sonra jel soliisyonu dokildi. Katilagmas: i¢in oda
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sicakliginda belirli siire beklenildi. Katilagtiktan sonra taraklar tepsiden ¢ikarildi.
Hazir haldeki jel elektroforez tankina uygun olucak sekilde yerlestirilip yliriitme
islemi gergeklestirildi. Yiikleme islemi igin 6X DNA Loading dye (G190A,
Promega) ve jelde DNA marker gérmek igin 2000 bp’lik ladder (Norgen Low
Ranger) kullanildi.

Sekans verilerinin fasta formatlari Genestudio Professional software ve
AliView software (Isveg) programlari kullanilarak okuma islemleri gerceklestirildi.

Kapillar elektroforez islemi igin, Genetic Analyzer 3130/3130x| (Applied
Biosystems®) cihazi kullanildi. Bu islem i¢in ABI PRISM gene analyser ve
GeneMapper Software 6 programlar1 kullanildi.

2.1.8. Kullanilan Diger Gerecler

MLST ve MLVA analizlerinde kullanilan diger geregler; otomatik pipetler
(100-1000 ul, 10-100 pl, 0,5-10 ul; Eppendorf), DNase / RNase’dan arindirilmis diiz
kapakli PZR tiipleri (Axygen), UV jel goriintiileme sistemi (Vilber-Lourmat), DNase
/ RNase’dan igermeyen steril filtreli pipet uglari (Kirgen), 1s1 dongii cihazi (Palm-
Cycler), elektroforez sistemi (Thermo EC105) ve Agaroz jel Elektroforez tanki
(Maxicell Primo EC340)’dur.

2.2. Yontem
2.2.1. Etkenin Identifikasyonu ve Biyotiplendirilmesi
Karbondioksit (CO2) ihtiyacinin Belirlenmesi

Izolatlar krovialler igerisinde 1 ml FTS olacak sekilde siispanse edildi.
Siispansiyonlar ekiivyon ¢ubugu ile TSA agara ince hat seklinde ekildi. Daha sonra
petriler 37 °C’de aerobik kosullarda, etiivde 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda liremenin olmasit negatif ve {remenin olmamasi pozitif olarak
degerlendirildi (Alton ve ark 1988).

Hidrojen Siilfiir (H2S) Cikisinin Belirlenmesi

Segilen izolatlar, TSA yatik agar igeren tiiplere ekiivyon gubuklariyla
ekimleri yapildi. Daha sonra, kursun asetat emdirilmis whatman kagitlari,
besiyerlerinin yiizeylerine degmeyecek sekilde tiip ile kapagi arasina sikistirildi.
Ekilen tiipler %6 CO,’li etiivde 37 °C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda kursun asetat emdirilmis kagit siyah renge doniismiisse test poztif olarak

degerlendirildi (Alton ve ark 1988).
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Penisilin, Streptomisin, Eritritol, Tiyonin, Bazik Fuksin ve Safranin
Varhginda Ureme

Krovialler igerisindeki siispansiyonlar, ekiivyon ¢ubugu ile TSA agara her
petride 5 6rnek olacak sekilde ekimleri yapildi. Daha sonra petriler 37 °C’de %6
CO2’li etiivde 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda yapilan
degerlendirmede liremenin olmasi pozitif ve iremenin olmamasi negatif olarak kabul
edildi (Alton ve ark 1988).

Faj Testleri

Krovialler igerisindeki siispansiyonlar ekiivyon ¢ubugu ile TSA agar ekimleri
gerceklestirildi. Ekim alaninin sag tarafi tibilisi ortasi izatnagar sol tarafina R/C
fajlarindan 20°ser pul damlatildi. Petrilerin kurumasi i¢in biraz beklenildi. Sonra %6
CO2’li etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
fajlarin damlatildig1 alanlarda, lizisin tam goriilmesi pozitif, fajlarin damlatildig:
alanda lizisin goriilmeme durumu negatif olarak kabul edildi (Alton ve ark 1988).

Brucella A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Agliitinasyon

Izolatlar krovialler igerisinde 1 ml FTS olucak sekilde siispanse edildi. Bu
stispansiyonlarin inaktive islemleri i¢in 65 °C’lik sicak su banyosunda 1 saat siire ile
bekletildi. Inaktive edilen izolatlar daha sonra temiz bir lam iizerine 25 pl olucak
sekilde damlatilip iizerlerine M ve A monospesifik antiserumlari 25 pl ilave edilip 1-
2 dakika karigtirtldi. Degerlendirme agamasinda agliitinasyon olusmasi pozitif olarak
kabul edildi (Alton ve ark 1988).

2.2.2. Molekiiler Yontemler

Orneklerden DNA izolasyonu

Brucella izolatlarindan DNA izolasyonu; High Pure FFPET DNA lzolasyon
Kiti (Roche, 06650767001) kullanilarak, tiretici firmanin onerileri dogrultusunda
gerceklestirildi. Kit protokoliine gore, 54 numunenin DNA ekstraksiyonlari
gerceklestirildi. Izolatlar1 pozitif kontrol, steril distile su negatif kontrol olarak
kullanildi Orneklerden 200’er ul alindi ve 1,5 ml’lik tiiplere konuldu. Ayn tiiplere
180’er pul baglanma tamponu, 70 pl proteinaz K soliisyonu (25 U/mg) eklendi ve
vorteks yardimiyla karistirildi. Bu karisim 600 rpmde 56°C’de 60 dk inkube
edildikten sonra aym tiiplerin iizerine 200’er ul DNA baglanma tamponu ilave
edilerek vortekslendi. On dakika 15°C’de inkiibe edildi. Karigimin iizerine 100 pl

izopropanol ilave edildi. Karisim pipetlenerek karistirildi ve toplama tiipleri igerisine
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yerlestirilen filtreli tiiplere aktarilarak 8000 g’de 1 dk. santriflij edildi. Santrifiijii
takiben sivi biriken toplama tiipleri atildi. Daha sonra filtreli tiipler yeni toplama
tiiplerine yerlestirildi. Tiiplere 500 pl yikama tamponu 1 eklenip 8000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 altta siv1 biriken toplama tiipleri atild1. Ustteki
filtreli tiipler yeni toplama tiipleri icine yerlestirilerek {izerine 500 pl yikama
tamponu 2 eklendi ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi. Bu basamak bir kez daha
tekrar edildi. Ardindan filtrede kalan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in 14000
g’de 10 saniye santrifiij edildi. Daha sonra filtreli tiipler yeni tiipler i¢ine yerlestirildi
ve lizerine eliisyon tamponundan 50°ser pl eklendi 5 dakika 15°C’de inkiibe edildi ve
8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi. Son olarak iistteki tiipler atildi ve saf DNA elde
edildi, ektraktlar PZR testinde kullanilincaya kadar, -20°C’de muhafaza edildi.

Orneklerin DNA Konsantrasyonunun Olgiilmesi ve Sulandirilmasi

B. melitensis oldugu tespit edilen 50 adet saha susu ve 4 adet Referans sus
(Ast susu Rev-1, B. melitensis bt1(16M), B. melitensis bt2(63/9), B. melitensis
bt3(Ether)) biyotiplendirildi. Biyotiplendirme i¢in elde edilen kiiltiirlerden manuel
olarak DNA ekstaksiyonlar1 yapildi ve DNA’lar elde edildi. DNA’larin
konsantrasyonlarini ve safliklari nonodrop cihazinda (Thermo Scientific 1000,
Amerika) tespit edildi. Uriinlerin nanogram degerleri 25 ile 340 arasinda bulundu.
Saflik degerleri (260/280) degerleri 1,6 ile 1,8 olarak, (260/230) degerleri ise 1,8 ile
2,0 arasinda degistigi goriildii. Daha sonra 50 nanogram iizeri olanlar yogun olarak
degerlendirildi ve sulandirma islemine tabi tutuldu. Bunun icin 200 pl’lik

ependorflara her birinde 100 pl ve herbirinin OD (Optik Dansite) degeri 10

nanogram olacak sekilde sulandirma islemi gerceklestirildi.

MLVA Metodu icin Primer Karisimlarimin Hazirlanmasi

Birinci PZR asamasi igin, ilgili gen bolgelerine uygun primerler ile PZR
gergeklestirildi (Garofolo ve ark 2013). Primer karisimi hazirlarken Cizelge 2.3’de
primerlerin uzunluklar1 ve dizilimleri belirtilen florasan isaretli 16 ¢ift primerler
kullanilarak 4’lii multipleks hazirlandi. Primer Mixler forwardlar ig¢in ayri olarak
Mlfw, M2fw, M3fw, M4fw seklinde reverseler i¢in ayr1 olarak M 1rw, M2rw, M3rw,

M4rw seklinde ayr1 olarak dorderli tiipler halinde hazirlandi.
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Cizelge 2.3. Multiplekslerin primer dizilimleri ve uzunluklari, florasan isaret
renklerine gore dizayn1 (Gorofolo ve ark 2013, LeFleche ve ark 2006)

Paneller Lokuslar  Vntr Kromozom Tekrar Beklenen Florasan
uzunluklar1  yerleri sayilart uzunluklar1 Isaret
(bp) (bp) (bp) Renkleri
Bruce 30 1505 1 8 151 Kirmizi
(PET)
- Bruce 08 1134 1 18 348 Kirmizi
(%)
2 (PET)
(o
— % Bruce 11 211 1 63 257 Mavi(FAM)
@ =
ELCB Bruce 45 233 1 18 151 Mavi(FAM)
Bruce 19 324 2 6 163 Sari(NED)
Multipleks  Bruce 06 1322 1 134 408 Sari(NED)
2 .
Bruce 42 424 1 125 539 Yesil (VIC)
Bruce 12 73 2 15 392 Sari(NED)
Bruce 18 339 2 8 146 Kirmizi
™ (PET)
< g
= 2z Bruce 55 2066 1 40 273 Kirmizi
S = (PET)
. =
Bruce 21 329 1 8 148 Mavi(FAM)
Bruce 04 1543 1 8 152 Yesil (VIC)
Bruce 07 1250 1 8 158 Sari(NED)
q‘ 0
@ 2 Bruce 09 588 1 8 156 Yesil (VIC)
<@
fc; E Bruce 43 379 1 12 182 Mavi(FAM)
a >
= Bruce 16 548 2 8 152 Mavi(FAM)

MLVA Metodu icin DNA Amplifikasyonu Hazirlanmasi
Birinci PZR asamasi: DNA ekstraktindan, Garofolo ve ark (2013)

bildirdikleri yontem kullanilarak ilgili gen bolgelerine uygun primerler ile birinci
PZR asamas1 gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi, 1siya dayanikli 200 upl’lik
niikleazdan armdirilmig PZR tiipleri icerisinde, finalde 10 pl miktarda olmak tizere; 5
ul 2X master mix PZR kit karisimi (Qiagen, 201443), 1 ul 10x Forward Primer
karisimi, 1 pl 10x Reverse Primer karisimi (Her primer igin 10 pmol/ pl), 1 pl Q
(buffer) soliisyonu, 1 pl niikleazdan arindirilmis ultra safsu ve 1 pl (10 ng) DNA
ornegi igermektedir. DNA amplifikasyonu (Multipleks2 hari¢); 95 °C’de 5 dakika

baslangi¢ denatiirasyon isleminden sonra, 95 °C’de 30 saniye (denatiirasyon), 60
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°C’de 90 saniye (ilk baglanma), 72 °C’de 30 saniye (uzama) toplam 30 dongii olacak
sekilde 60 °C’de 45 dakika (son uzatma), 4 °C’de friinler ¢ikartilana kadar
(sonlanma), Multipleks 2 igin ise baslangi¢ denatiirasyon islemi sonrasi dongii
sayisin1 26’ya diisiirerek diger 1s1 ve zaman degerleri ayni1 olacak sekilde protokol
ThermalCycler (PalmCycler) cihazinda yiiriitillerek amplifikasyon islemleri
tamamlanmistir (Qiagen Kit Protokolii).

MLVA Metodu i¢cin Hazirlanan PZR Uriiniiniin Dogrulanmasi

Elde edilen PZR iriinlerinin varligmmin kanitlanmasi ve Fragment analizi
oncesi kontrolii amaciyla %1,5 ’lik agaroz jelde, jel elektroforez cihazinda (Bio-Rad)
bantlar goriintiilenmistir. DNA bant biiytikliikkleri 100 bp’lik ladder kullanilarak
Olciilmiistiir.

MLVA Metodu i¢cin Hazirlanan PZR Uriiniiniin Fragment Analizi

Elde edilen amplifikasyon iirlinleri jel {izerinde dogrulandiktan sonra
fragment analizleri yapilmak iizere Applied Biosystems® 3130/3130xl Genetic
Analyzer kapillar elektroforez cihazina yiiklendi ve binler (piklerin goriilecegi
araliklar) olusturulmustur. Numuneyi cihaza yiikleme sirasinda uygulanan protokol
ise; Hi-Di formamid 10,25ul, GeneScan liz 1200 standart 0,3ul ve PZR firtint 1ul
M1 ve 1ul M2 toplam 2ul toplam hacim 12,55 olacak sekilde ilk kuyucuk, daha
sonra Hi-Di formamid 10,25ul, GeneScan liz 1200 standart 0,3ul ve 2ul M3 PZR
tirtinii toplam hacim 10,55ul ikinci kuyucuga ve Hi-Di formamid 10,25ul, GeneScan
liz standart 0,3ul ve 2ul M4 PZR iriinii toplam hacim 12,55ul olacak sekilde ti¢iincii

kuyucuga yerlestirilerek 41t multipleks hazirlanmistir.

Karigimlar kuyucuklara yiiklenmeden O6nce denatlirasyon amaciyla once 3
dakika Thermal Cycler’da daha sonra 1 dakika buz blogunda soklanarak pleyt septasi
kapatild1 ve Applied Biosystems® 3130/3130xl Genetic Analyzer cihazina yiiklendi.
Kapillar elektroforez cihazinin ABI PRISM gene analyser programi kullanilarak yeni
proje olusturuldu ve run modiilii komutu yine Garofolo ve ark (2015), yontemindeki
gibi ayarlanarak Referans numunelerin yiiriitiilme islemi gerceklestirildi. Oncesinde
yiirlitme modiilii olusturuldu. Bunun i¢in; long fragment analiz kismina 50-pop7,
1sitma sicakligi 60 °C, yliriitme oncesi zamana 180 saniye, yiiriitme Oncesi voltaji 15
kvolts, yiiriitme voltaji1 8.1 kvolts, pliskiirtme zamani1 10 saniye, hafiza gecikmesi
480, piiskiirtme voltaji 1.6 kvolts ve yiiriitme zamanm1 6000 saniye olarak alet
protokolii yazilarak cihaz hazir hale getirildi (Garofolo ve ark 2015).
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GeneMapper software 6 programina yliriitme Oncesi bazi tanitimlar yapildi.
Projeye isim verildi ismi MLVA Brucella oldu ve yeni binler (piklerin goriilecegi
aralik) Brucella ismi ile olusturuldu. Daha sonra 3 tane panel olusturuldu. M1-M2,
M3 ve M4 olarak isimlendirildi. Sonrasinda her bir panele markirlar eklendi.
Oncelikle M1-M2 panelin i¢ine bruce06, bruce08, brucell, brucel9, bruce30,
bruce42 ve bruce45 eklendi. M3 panelinin i¢ine bruce04, brucel2, brucel8, bruce21
ve bruce55 eklendi. M4 paneline ise bruce07, bruce09, brucel6 ve bruce43 eklendi
ve panneller GeneMapper software 6 programina bu sekilde tanitildi. GeneMapper
yonetim sekmesinde yeni analiz seg¢ildi ve binler (piklerin goriildigi aralik)
olusturuldu. Bu binler LeFleche ve ark. (2006) da paylastiklart niikleotide (bp)
karsilik gelen allel unit (tekrar {initeleri) tablosu ayni zamanda mlva.net’de
(http://mlva.i2bc.paris-
saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf)  bulunan
tabloya gore binler tekrar sayilari olusturularak binlerde tanimlandi. Bunun i¢in dnce
B. melitensis 16M referans caligilarak degerleri belirlendi. Diger B. melitensis
referanslarda c¢alisilarak off- set (tekrar sayisinin belirlendigi aralik) degerleri
ayarlamalar1 yapildi. Binlerin belirlendigi fragmentlerin uzunluklar1 Sekil 2.2°de
verildi. Tabloda alt1 ¢izili olan degerler Referans 16M’e gore hazirlandi. Daha sonra
Liz standart 1200 secilerek yiiriitme islemine gegildi. Yiiriitme isleminden sonra
oncelikle Liz standart 1200 test edilir kaymalar varsa olmasi gereken standarda gore

diizeltilir ve okuma islemine gegilir.
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Brucelio table for alleles assipnement [allele calling comeention to convert alleles size [bp) into number of repeats {(u)]

Panel 1 [sgmros=F3)
bruceS-BRU13ZZ 13bp A0Ebp 3w

140 (1u} | 274 (2u) A0E [Fu)

348 [4u)

543 fdu)

|
bruce0E-BRU1134 18bp 34Ebp du 312 (2u) |
257 [Zu)

“302 [Tu)

330 [3u) 366 [Su) 384 (6u)] |

bruce11-BRUZ11_63bp_257bp_Zu 320 [3u}

brucel2-BRUY3 15bp 392bp 13u *317 8y | 327-332 (ou) | 342-347 200) 362 (11u) | 377 (12u) | 352307 (13u) | 207-211 (140) | 422 j120) | 437 (144) | 452 (144 |

|
|
3EIfu) | S08(6u) | 635 (Bu) | 698 (Su) | BET (1Fg) | 1003 (1du) | 1076 (15u] |
|
|

bruced2-BRUM2S 125bp 539bp du 664 5u) | 7Esgsu) | siagmgy |

bruced3-BRUSTO_12bp_1E2bp 2u 170 (1u) | 1B2 [2u) 184 (3u)

bruced5-BRUZFI3 18bp 151bp 3u 133 (2u) | 151 Bu)

233 [2u)

| |
I |
| |
| |
168 (1) | 2692w | s1a(auy |  S30w
| | |
| | ssgauy | a87¢50 |
| | |

bruce55-BRUZDGE A0bp I73bp Ju

brucelE-BRUS3ID Ebp_ 146bp Su

193 {1u) 273 Bu) 313fdu) | 353 (5u) | 393 (6u) |  a337uy | | 553 [10u) |

130 (Ju) | 138 [(4u)

2A6Gu) | 154(6u) | 162 (Fu] | 170(Su) | 1FE(Su) | T186 (10w |

bruced1-BRUSIO Shp 148hp Gu 240 jSu) | 288 (Gu) 156 (Ful | 164 (Bu) | 172 - 175 (9u) |

Panel 25 [agarcs=3%)
bruceD4-BRU1593_Sbp 152bp 2u 124 (1) | 2152 @u) 160 [Fu) 168 [4u) 176 [Su) 184 (6u) 192 [Fu) 200 [Bu) 206 (Su) | 236 [20u) | 224 113wy | 232 (120) | 290 (130) | 248 (244 ]
— — 256 (150) | 264 (16u) | 272 (17u) IE0 (18 .u) 2ES (10u) | 296 (20u) 304 (21u) 312 [Z2u 320 (23] 360 [ZEu)
brucel7-BRULZSD Bbp_ 158bp_Su I 134 (3] 147 [3u) 150 [Au) 158 {Sus) 165 [6us) 174 [Tu) 182 {Bu) 190 [Gu) 198 {30u) | 206 (130 [ 234 350 | 222 1330 | 230 1000 ] ]
— — 246 [16u)
bruceDS-BRUSSES Bbp 156bp. Tu 124 (3u) | 132 (au) I 1ap(suy | 1486wy | ase@e) [ asac s | avEgowy | 10 [10w) I 1BE (11u] | 106 (12u) | 204 (130 | 222 (1440) | 230 (150 | 228 (160 |

236 [17u) | 244 (18u] | 252 (10w} | 260 (20w | 268 (21u} | 276 (23u) | 284 (23u) | 202 (24u)

oo — 124 (2u) | 152 B} 160 [du) 168(5u) | 176(6u) | 1saq7u) | 19y | o0y | 208(10u) | 218 [11u) | 224 120 | *232 (230 | 240 prau) | 248 (154 |
5254 [16u) 5270 (18u)
bruce30-BRLISOS Sbp 151bo 6w ] 21930 | 3373 | 335auy | 343i54) | 3536w} | 2159 (7u) | 167 (Bu 175 [Ou 183 (30u) | 269 (110) | 199 (19
Previous Panel 28 member
bruce1S-Bru32a._3bp,_163bp_36u 76 [Fu) | ] B2(9u | ] TsEf11u | | 163360 | | 165 (38u) | 172 (39u) ["175 (20u)| 178 (41u) | ] 164 (43u) |
167 [43u) | 190 (250) | 193 (@6u) | 202 25u) |

darfiker gray is the in sifce inferred size in 16M penome seguence [NC_003317 and NC_D0I33 15} * observed size in Nouzilly-Or=ay 16M reference strain

Thee indicated PCR product sizes are as obtained when using the primers published in Le Fleche et 2l 2006 BMC microbiology. They need to be sjusted if slternative primers sre wsed.
DA sizing squipment must be calibrated by using refenemnce strains 2= raw size estimabes may need o be adjusbed.

° ANalas chsarved in B. microti isclates  ANeles chsarved in B. cati isolates © Allele cbserved in B. inopinata

L= Flgche =t ol HME version 3.6 {last modiffed April 22 2013)

Version 3.6 minor format emors; Version 3.5 and 3.4 modifications conoerm the alleles size range for loous Brocoe21-BRUE29 Sbhp 148bp Gu- (172-175)bp encoded Su;

for loous bruce=12-BRUTI_15bp 392bp_13uc- (327-33Z)bp cncoded S (342-347) encoded 10w; [392-397 jbp encoded 130 and =l allcles larger than 407bp are called 18w

koo BrucelS-BRU3Z4_Gbp_163bp  1Eu iz renamed bruce19-BRUSZA Sbp 360 arnd new alleles size ranpge is pressnted

Sekil 2.2. Brucella Niikleotid(bp) karsilik allel degerleri tablosu (Le Fleche ve ark. 2006). (Alt1 ¢izili olan degerler B. melitensis 16M Referans
susu belirtmektedir) (http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table allele assignement_version3.6.pdf)
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Daha sonra yiiriitiilen numuneler GeneMapper Software programinda degerlendirildi.
Ik olarak deneme Referans B. melitensis 16M ile denendi daha sonra diger
referanslar ve ¢alisma 6rnekleriyle devam edildi. Buna gore B. melitensis btl (16 M)
referans sonuglarma gére Sekil 2.2°de belirtilen allel degerlerine gore bin setler
olusturuldu. Referans 16M’e ait piklerin gorildiigii sonuclar Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4’de gosterilmektedir. B. melitensis suslarmin tekrar sayilari ve HGDI
degerleri http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory power/index.php
kullanilarak hesaplandi (Huston ve Guston 1998).

MLST Metodu icin DNA Amplifikasyonu Hazirlanmasi

Birinci PZR asamasi: DNA izolasyon asamasindan sonra Whatmore ve ark
(2007), bildirdikleri yontem kullanilarak Cizelge 2.2. belirtilen gen bolgelerine ait
dizilimleri ve uzunluklar1 belirtilen primer ciftleri kullanildi. Reaksiyon karigimi,
1stya dayanikli 200 pl’lik niikleazdan arindirilmig PZR tiipleri igerisinde, finalde 20
ul miktarda olmak tizere; 10 ul 2X master mix PZR kit karisimi (Norgen, 28009), 1
ul Forward Primeri (2,5uM), 1 ul Reverse Primeri (2,5uM), 7 pl niikleazdan
arindirtlmis ultrasaf su ve 1 pl (10 ng) DNA 6rnegi eklenerek karisim vortekslenerek
spin islemi uygulandi. 95 °C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyon isleminden sonra,
95 °C’de 30 saniye (denatiirasyon), 58 °C’de 30 saniye (ilk baglanma), 72 °C’de 60
saniye (uzama) toplam 30 dongii olacak sekilde 72 °C’de 5 dakika (son uzatma), 4
°C’de oo dakika (sonlanma) olarak protokol ThermalCycler (PalmCycler) cihazinda
yiriitiilerek amplifikasyon islemleri tamamland: (Norgen Kit Protokolii).

MLST Metodu icin Hazirlanan PZR Uriiniiniin Dogrulanmasi

Hazirlanan her PZR f{iriinii singelplex olarak hazirlanmis ve sekans analizi
oncesinde daha ucuz maliyetle yapilan islemin kontrollii ve dogru olarak yapildiginin
gostergesi adina %1,5 ’luk agaroz jelde, jel elektroforez cihazinda (Bio-Rad)
bantlarin goriintiileme islemleri yapildi.

Elde edilen bant goriintiileriyle PZR iiriin varligindan emin okunduktan sonra
tim oOrnekler sekanslar1 i¢in Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Genetik

Laboratuvarina gonderilerek analizleri tamamlandi.
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MLST Metodu i¢in Hazirlanan PZR Uriiniin Sekans Verilerinin

Okunmasi, Degerlendirilmesi ve Allel Numaralarinin Belirlenmesi

Laboratuvardan elde edilerek sekans ham verileri Sekil 2.3’de belirtildigi gibi
GeneStudio programinda degerlendirilmis olup, diisiik kalitedeki sekans verileri
tekrardan PZR iiriinleri olusturularak sekanslar1 yapildi. Tiim 6rnek sekanslari ideal
uzunlukta okunup degerlendirildi. Hatal1 veriler ya da istenilen uzunlukta olmayan
veriler PZR asamasindan itibaren tekrarlandi. Okunan ham veriler AliView
programinda bolgelere gore Align (dizileme) islemleri gergeklestirildi. Tiim veriler

MLST veritaban1 (https://pubmist.org/Brucella/)’na yiiklendi ve Allel numaralar1 ve

ST numaralari tespit edildi. 50 Adet ¢alisma Ornekleri ve 4 Adet Referans suslarinin
(B. melitensis Rev-1 btl, B. melitensis btl (16M), B. melitensis bt2(63/9), B.
melitensis bt3 (Ether)) tiim gen bodlgelerinin allel numaralart ve ST degerleri asagida

Cizelge 3.4’de verilmektedir.

-
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Sekil 2.3. aroA gen bolgesi GeneStudio programinda degerlendirilmesi
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3.BULGULAR

3.1. Biyotiplendirme Sonuglari

Calisma izolatlarini  dogrulamak amaciyla biyotiplendirme islemleri
gergeklestirildi. Secilen izolatlara ait numune bilgileri ve biyotiplendirme ile ilgili
veriler asagidaki Cizelge 3.1’ de verildi. Buna gore sigirlara ait izolatlardan 2
adedinin B.melitensis btl, 6 adedinin B. melitensis bt3, 1 adedinin bazik fuksine ve
safranine duyarli B.melitensis bt3 ve 1 adedinin penisiline duyarli B.melitensis bt3
olan toplam 10 adet izolat, kegilerde 9 adedinin B. melitensis btl, 2 adedinin
B.melitensis bt3, 1 adedinin penisiline duyarli B.melitensis btl, 1 adedinin penisiline
duyarli B.melitensis bt3 olan toplam 13 adet izolat ve koyunlara ait 6 adet
B.melitensis btl, 15 adet B. melitensis bt3, 2 adet B.melitensis bt2, 2 adet penisiline
duyarli B.melitensis bt3, 1 adet safranine duyarli B.melitensis bt3 ve 1 adedinin
penisiline duyarli streptomisine direngli B.melitensis bt3 oldugu toplam 27 adet izolat

biyotip 6zelliklerine gore ¢alismaya alindi.
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Cizelge 3.1. Calismaya dahil edilen Brucella izolatlarinin Biyotiplendirme sonuglari

Numune Bilgileri Brucella spp. Ureme Ozellikleri Sonug
zlg " ;‘:ﬁnams] ?SII[\I/AN GELDIGI IL &%L];)iéi g(e)rzeksinimi i?rftimi Tiyonin fuakzsiiI; Safranin - Penisilin  Streptomisin i-ritritol -fl;ij?“iSi 2/1(1: ﬁntiserum glrlmserum DEGERLENDIRME

1 2017/89-9 Keci Antalya Korkuteli - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
2 2017/40-1 Kegi Istanbul Sile - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
3 2017/24 Koyun Balikesir Altieyliil - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
4 2017/22-25 Kegi Erzurum Hinis - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
5 2017/97 Sigir Manisa Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
6 2017/20-29  Koyun Konya Ahirly - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
7 2017/43 Koyun Bilecik Osmaneli - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
8 2017/49 Koyun Tekirdag Siileymanpasa - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
9 2017/20-28  Koyun Isparta Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
10 2017/22-86 Sigir Kars Arpagay - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
11 2012/422' Sigir Erzurum Pasinler - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
12 2017/20-25  Koyun  Afyonkarahisar Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
13 201;/22 2 Koyun Ardahan Hanak - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
Penisiline duyarli,

14 707.2017  Koyun Samsun Carsamba - - + + + - - + - + + Strz‘ﬁgﬁi”e
B.melitensis bt3
15 2017/89-14  Koyun Konya Cumra - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
16 2017/20-23  Koyun Nigde Merkez - - + + - + - + - - + + S; ffﬁ;;&ig‘;}ﬁ;
2017/22- Bazik fuksin ve

17 Sigir Bayburt Aydintepe - - + + - + - + - - + + Safranine duyarl
164 Lo
B.melitensis bt3

Penisiline duyarl

18 2017/99 Kegi Kirklareli Merkez - - + + + - - + - - - + B melitensis bt
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Cizelge 3.1. (Devam). Calismaya dahil edilen Brucella izolatlarinin Biyotiplendirme sonuglari

SIRA NO Nunjlﬂ as) H’T‘;\éSN GELDIGi iL GELDIGi iLCE Gereck(:iznimi ur::in . Tiyonin fii:"l'; safranin  Penisilin  Streptomisin eritir'itol Ti:’ai}:Si 'Z f amis’:rum antixrum DEGERLENDIRME
19 2017/89-17  Kegi Antalya Alanya - - + + + - - + - - + + PBe‘:]‘qse‘ll:t‘:;gLs‘y&gl
20 2017/515  Sigr Nigde Ciftlik - - + + + - - + - - + + P;‘;i‘::g;g‘s‘fgl
21 2017/71  Koyun Balikesir Génen - - + + + - ; + - + + Penisifine duyarh
22 2017/15-3 Koyun Yozgat Merkez - - + + + - - + - - + + Pgrrl:;lll:tré iggfgl
23 2009/32 Koyun Kocaeli Korfez - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2
24 2012/15 Kegi Adana Karaisali - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
25 2012/19 Koyun Bursa Osmangazi - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
26 203122{50_ Kegi Giimiishane Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
27 2012/56-14 Kegi [zmir Kemalpasa - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
28 2012/56-7 Koyun Usak Ulubey - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
29 2012/31 Kegi Balikesir Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
30 2012/72 Kegi Istanbul Maltepe - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
31 2012/56-41  Koyun Denizli Saraykoy - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
32 2012/33-29 Sigir Artvin Savsat - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
33 2012/38-75 Sigir Erzurum Olur - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
34 2012-26 Koyun Edirne Kesan - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
35 2012/44-36 Sigir Erzincan Refahiye - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
36 2012/66-48 Sigir Bayburt Aydintepe - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
37 2012/1 Koyun Mersin Mezitli - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
38 2012/56-44 Kegi Mugla Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
39 2012/56-35  Koyun Kiitahya Domanig - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
40 2012/60 Koyun Kirklareli Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
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Cizelge 3.1. (Devam). Calismaya dahil edilen Brucella izolatlarinin Biyotiplendirme sonuglari

SIRA NO NUI\S;II:\?RASI H’T*;;SN GELDIGI iL GELDIGi iLCE Gereckcs’iznimi ur:tzlsm , Tivonin fiizs:i safranin  Penisilin Streptomisin eritir'itol Ti:;:“ 'Z f antis‘;rum anti::rum DEGERLENDIRME
41 2012/48 Koyun Canakkale Biga - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
42 2012/44-52  Koyun Giimiighane Kelkit - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
43 205/;4' Kegi Artvin Savsat - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
44 2012/38-52  Koyun Erzincan Refahiye - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
45 2012/36 Koyun Balikesir Dursunbey - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
46 2012/41 Sigir Osmaniye Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
47 2011/77 Koyun Diyarbakir Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3
48 2013/206 Koyun Canakkale Gelibolu - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2
49 2012/77 Koyun Bursa Yildirim - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
50 2011/15-1 Kegi Kahramanmaras Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
51 Referans Rev-1 As1 Susu - - - - - - + + - - - + Rev-1
52 Referans B.melitensis btl (16M) - - + + + + - + - - - + B.melitensis btl
53 Referans B.melitensis bt2 (63/9) - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2

54 Referans B.melitensis bt3 (Ether) - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3



3.2. MLVA Metodunda Kullamlan PZR Uriinlerinin Dogrulanmasi
Sonuclari

Referans16M (B. melitensis btl) ve Referans 63/9 (B. melitensis bt2)’a ait
PZR iiriinlerinin dogrulama sonuglar1 Sekil 3.1°de sunulmustur. Iki adet referans
izolatin Cizelge 2.3’¢ gore hazirlanan multipleks1(M1), multipleks2(M2),
multipleks3 (M3) ve Multipleks4(M4)’e ait PZR firlinlerinin bant uzunluklar1 Sekil
3.1°de goriilmektedir.

Sekil 3.1. MLVA-PZR agaroz jel goriintiisii Referans16M ve Referans 63/9’a ait jel
goriintiisii. Referans63/9M1:145-250 ile 320-465 bp aras1 Referans63/9M2: 300-400
bp arasi, Referans63/9M3:120-200 ile 280- 450bp arasi, Referans63/9M4: 160-
350bp aras1. Referans 16M M1:180-320 bp arasi, Referans 16M M2:565bp, Referans
16M M3:130-465bp arasi, Referans 16M M4:220-380bp arasi bantlar goriildii.

3.3. MLVA Metodu i¢in Hazirlanan PZR Uriiniiniin Fragment Analiz
Sonuglar

Elde edilen PZR iiriinlerinin fragment analizleri i¢cin Applied Biosystems®
3130/3130x1 Genetic Analyzer cihazi kullanildi. Cihaza yiliklenen PZR iiriinleri
GeneMapper version6 programi ile yiiriitiildii. Bu yiirlitme isleminde ilk olarak 4
adet referans sus (B. melitensis Rev-1, B. melitensis 16M, 63/9, Ether) ve daha sonra
tim numuneler c¢alisildi. Tekrar eden wunite (allel) sayilart Cizelge 3.2°de
sunulmustur.

Referans B. melitensis btl (16M)’e ait Panell Sekil 3.2, Panel 2A Sekil 3.3 ve
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Panel 2B Sekil3.4’te ait lokuslara ait pikler ve piklere karsilik gelen tekrar (allel)
sayilar1 verilmistir. Sekil3.2’de Bruce 45 (145 bp=3u), Bruce 11 (254 bp=2u), Bruce
42 (536 bp=4u), Bruce 19 (163 bp=18u), Bruce 06 (565 bp=3u), Bruce30 (151
bp=6u) ve Bruce08 (345 bp=4u), Sekil 3.3’de Bruce 21 (429 bp=5u), Bruce 04 (319
bp=2u), Bruce 12 (389 bp=13u), Bruce 18 (145 bp=5u)ve Bruce 55 (262 bp=3u),
Sekil 3.4.’de ise Bruce 43 (179 bp=2u), Bruce 16 (232 bp=3u), Bruce 09(156 bp=7u)
ve Bruce 07(159 bp=5u) ait piklerin floresans isaretlerine gore olmasi gereken allel

(tekrar) sayilar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Referans 16M multipleksl ve multipleks 2 lokuslarinin pikleri GeneMapper ekran goriintiisii
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Sekil 3.3. Referans 16M multipleks 3 lokuslarin pikleri GeneMapper ekran goriintiisii

83



[ s - EEORER BTR | «BDi | O
Illu-.l.hvtln

) =30 4y Sk 66U TU 80 09U 100 11U 12U =130 14U 150 16U

.llllllll

Sekil 3.4. Referans 16M multipleks 4 lokuslarin piklerinin GeneMapper ekran goriintiisii
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Olusturulan binsetlerin offset (tekrar sayisinin belirlendigi aralik) degerleri,
yiritilen diger referans numunelerin (B. melitensis bt2 (63/9), B. melitensis bt3
(Ether)) pikleri ile database’de mevcut allel numaralarina gore revize edilerek
binsetler son halleri aldirildi. Buna gére Referans numunelerin tekrar (allel) (u)
numaralar1 Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Referans numunelerin tekrar (allel) sayilari

Ornek
Adi

Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc Bruc

e45

ell

e42

el9

e06 e30 e08 €21 e04 el2 el8 e55 e43 el6 e09 e07

Ref-Bru-

Ether

21

Ref-Bru-

16M

18

Ref-Bru-

20

63-9

Ref-
Revl

w
N
»~

18 3 6 4 6 2 13 8 3 3 3 6 4

Saha izolatlarindan Kars-Arpagay ve Afyonkarahisar-Merkez’e ait izolatin
Panell ,2A ve 2B’ye ait lokuslarinin uzunluklar1 (bp) ve bunlara karsilik gelen allel
(tekrar) sayilarina karsilik numaralar Sekil3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil
3.9 ve Sekil 3.10°da gosterildi. Sekil3.5’te Kars iline ait Panel 1°de Bruce 45 (145
bp=3u), Bruce 11 (316 bp=3u), Bruce 42 (412 bp=3u), Bruce 19 (178 bp=41u),
Bruce 06 (310 bp=1u), Bruce30 (134 bp=4u) ve Bruce08 (363 bp=5u), Sekil 3.6’da
Panel2A’ya ait Bruce 21 (445 bp=8u), Bruce 04 (343 bp=5u), Bruce 12 (389
bp=13u), Bruce 18 (137 bp=4u)ve Bruce 55 (224 bp=2u), Sekil 3.7°de ise
Panel2B’ye ait Bruce 43 (180 bp=2u), Bruce 16 (240 bp=4u), Bruce 09(124 bp=3u)
ve Bruce 07(151 bp=4u), Sekil 3.8’de Afyonkarahisar iline ait Panell’de Bruce 45
(145 bp=3u), Bruce 11 (316 bp=3u), Bruce 42 (288 bp=2u), Bruce 19 (178 bp=41u),
Bruce 06 (310 bp=1u), Bruce30 (143 bp=5u) ve Bruce08 (310 bp=2u), Sekil 3.9’da
Panel2A’ya ait Bruce 21 (444 bp=8u), Bruce 04 (359 bp=7u), Bruce 12 (389
bp=13u), Bruce 18 (137 bp=4u)ve Bruce 55 (223 bp=2u), Sekil 3.10’da ise
Panel2B’ye ait Bruce 43 (180 bp=2u), Bruce 16 (263 bp=7u), Bruce 09(124 bp=3u)
ve Bruce 07(159 bp=5u) belirlendi.
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Sekil 3.8. Saha izolat1 Afyohkarahisar-Merkez multipleks 1 ve multipleks 2 lokuslarina ait pikleri GeneMapper ekran goriintiisii
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Sekil 3.9. Saha izolat1 Afyohkarahisar-Merkez multipleks 3 lokuslarina ait pikleri GeneMapper ekran goriintiisii
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3.4. MLVA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

MLVA metot optimizasyonu islemleri i¢in referans suslar kullanildiktan
sonra 50 adet saha izolat1 analiz edildi.

Tiim veriler BioNumerics yazilim versiyonu 5.1 (Applied Maths, Sint-
Martins-Latem, Belgika) kullanilarak Sekil 3.11°de goriilen filogenetik agagta
iliskileri gosterildi. Unweighted pair group method with mathematical averaging
(UPGMA) yontemi ve izolatlar arasindaki iliski bantlara dayali “Dice” benzerlik
katsayisina gore degerlendirildi ve dendrogram olusturuldu.

MLVA16 metodu ile 46 farkli genotip tespiti yapildi. ki farkli kiimeden
olusan %68 oraninda benzerligin sekillendigi tespit edildi. Grup analiz sonuglarina
gore ¢alisma suslarinin temelde iki ana kola ayrildig: tespit edildi. Grup I’'nin 6 adet
sustan (8, 9, 12, 14, 16, 17) ve Grup II’in 44 adet sustan (1-7, 10, 13, 15, 18-50)
olustugu ve Grup I ve grup II'yi olusturan suslarin benzerliginin %71 oldugu
belirlendi. Grup I't meydana getiren suslarin %83,3’liniin 2017 yili koyun susu
oldugu ve tiim kegi suslarinin grup II’de yer aldigi belirlendi. Grup [1-B’nin
benzerligi %83 olup 5 adet sustan (15, 22, 37, 42, 46) olusmaktadir. Bayburt-
Aydintepe’ye ait oldugu 2012 ve 2017 yillarina ait konakgist sigir olan numuneler iki
ayrt genotip profile sahip ayrica iki farkli kiimede yer almaktadir. Erzincan-
Refahiye’ye ait 2012 yili konak¢ist koyun ve si8ir izolatlar1 ayni kiime icerisinde yer
almasma karsin farkli profil genotiplerine, Kirklareli-Merkez’e ait 2012 ve 2017
yillarina ait konakgis1 koyun ve keci olan izolatlarin ayni1 kiimede yer almasina karsin
farkli profil genotiplere sahip olduklar1 belirlendi. Artvin-Savsat’a ait 2012 yilina ait
konakgist sigir ve kegi olan izolatlar ayn1 kiime icerisinde yer almasina karsin yine
farkli profil genotiplerine sahiptirler. Ancak 2012 yil1 Artvin-Savsat konakgis1 kegi
izolat1 ile 2017 yili Kars-Arpacay konakgisit sigir izolatt profil genotipleri birebir
eslestigi belirlendi. Yine aym sekilde 2012 yil1 Usak-Ulubey konakgist koyun izolat
ile Balikesir-Merkez konakgis1 kegi izolat1 birebir ayn1 profil genotiplerine, 2017 yili
Antalya-Korkuteli konakgisi kegi izolati ile 2012 yili Kiitahya-Domani¢ konakgisi
koyun izolatlar1 ayn1 profil genotipleri, 2012 yili Izmir-Kemalpasa konakgis1 kegi
izolat1 ile Erzurum-Olur konakgisi sigir izolatlar1 ayni profil genotiplerine sahip
olduklar1 belirlendi. Sonu¢ olarak elde edilen filogenetik analiz sonuglarina gore

suslarin konakgilarina, yillarina, bolgeye gore ayrim yapilamadigi tespit edildi.
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MLVAI_Brid MLVA1S_Br19
ool W B ?§§i§332§§§§§§§§§ Strain  Geographicorigin  Host  Source  Year
_:153!33232430874354ITM21 Balkesir Sheep Oman 2017
153133232441 85535 4 [JTokey2d Kocaeh Sheep Organ 2000
—— 15 3133232441 844 37 4 Tokeyd Ngge Catfe Organ 2017
—— 153133232441 844 306 4 JTukeyd Edme Sheep Organ 2012
——— 153133232441 8 44 35 4 [JTurkeyd5 Balkesr Sheep Organ 2012
153133232441 844 4064 Torkey32 Atin Catfe Organ 2012
15313323244 864 354 Tokey2l bmr Goat Organ 2012
153133232441 864 354 Tukey3d Emuum Cale Organ 2012
15313323244 884 353 [JTreydl Denci Sheep  Omgan 2012
_':153133232441354349 Torkey4  Erurum Goat  Omgan 2017
153133232441 68543435 Tkeydd Mgh Goat Organ 2012
1 _‘1531332324«35434¢ Turkey 10 Kars Catle Omgan 2017
15313323244 854 344 Tukeydd At Goat Organ 2012
—— 153133232441 810 4 3 4 4 JTukeydd Erncan Sheep Organ 2012
1563133232441 804 34 4 [Tokey13 Adahan Sheep Organ 2017
153133232441 864 34 4 TorkeydS Emncan Catte Organ 2012
——— 153133232441 844344  Tukeydd Batun Catde Organ 2012
b 153133232443 854344 Tyl Emum Catde Organ 2017
153133232441 884 3438 Toeyll Amp Goat Ogan 2017
_{153133232441s54395ITM28W Sheep Organ 2012
153133232441 654365 Tukey2d Balkesr Goat  Omgan 2012
L— _|153|33232uts54304 Tukey!  Antalya Goat Ogan 2017
15313323244 854 36 4 [JJTurkeydd Kuahya Sheep Organ 2012
153133232441 684 306 4 [Tukeydd Krklre Sheep Organ 2012
— 153133232441 6804367 WTreyld Busa Sheep Ogan 2012
15313323243% 864365 Tokeydd sonbd Goat Organ 2012
15313323244 6864 365 TukeyS0 Kibamaomawas Goat Ogan 200
—— 153133232441 8443655 Tueyd A Goat Ogan 2012
—— 15 3133232441 844385 Tokey2d Gumushane Gost Organ 2012
—— 153133232441 844 365 [Tukeyd1 Conakiie Sheep Organ 2012
B 15313323244 874 375 [Tukey7 Bleck Sheep Organ 2017
1 153133232441 6874 365 [Tukeyd7 Dryarbake Sheep Ogan 2011
15313323244 884 3105 Tukey2 Istnbd Goat Organ 2017
15313323244 854 310 5 [Torkeyds Canakiae Sheep Organ 2013
[_‘:153133232441354370le3 Bakkesir Sheep Organ 2017
T 15313323244 854375 TukeyS Mnsa Case Organ 2017
1 l—153133232441854356.TM255\N Sheep Organ 2012
15313323244 843345 [JTorkeyd Kop Sheep Organ 2017
= 165313323244 6854583 Tokeyls Kriloes Goat Omgan 2017
15313323258 644350 WTreyls Kop Sheep Omgan 2017
B 1531432325%67435 ¢ [JTokeyd7 Mersn Sheep Organ 2012
1531332325% 654 355 [lTukeyd2 Gumushane Sheep Organ 2012
15313323253 8654 305 Tukeydd Osmanye Catte Organ 2012
15313323253%6854 3586 [JTukey2 Yorgat Sheep Organ 2017
— 15313223244 807 3115 JTokey? fspaa Sheep Organ 2017
—— 1 5 3132232441 857 36 5 [JJTurkeytd Nigoe Sheep Ogan 2017
A L——————— 15313223244 867 3105 Torkeyl7 Bapun Catde Organ 2017
! 123132232441 875375 JTorkeyi2 Aonkaaisx  Sheep Omgan 2017
8 133132232441 845358 [JTokeyd  Tekidg Sheep Organ 2017
133132232441 845364 HTwieyd Samsn Sheep Ogan 2017

Sekil 3.11. Multilokus Variable Tandem Repeat Analiz ile ¢alisilan 50 adet saha
izolatina ait dendogram analiz sonuglar1

Brucellavd 5 MLVA veritabaninda yapilan MLVAS8 (Panell)’e gore
degerlendirmede 5 farkli genotip tespit edildi. Calisilan 50 adet izolatin 43 adeti
genotip 43 (%86), 3 adeti genotip 42 (%6), 2 adeti genotip 62 (%4), 1 adeti genotip
61 (%2) ve 1 adedide daha once tesbit edilememis bir genotipe (1-2-3-13-2-2-3-2)
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(%2) ait oldugu belirlendi. MLVAS8 degerlendirmesine gore Tiirkiyede hakim
genotipin 43 oldugu belirlendi.

Brucella MLVA veritabaninda yapilan MLVA11l (Panell ve Panel 2A)
degerlendirmesine  gore, 8 farkli  genotip bulundu. Bunlar sirasiyla
103,104,114,116,121,122,125 ve daha 6nce tanimlanmamis bir genotip oldugu tespit
edildi. Calismada kullanilan 50 adet izolattan 1 adeti genotip 103 (%2), 4 adeti
genotip 104 (%8), 2 adeti genotip 114 (%4), 3 adeti genotip 116 (%6), 2 adeti
genotip 121 (%4), 1 adeti genotip 122 (%2), 36 adeti genotip 125 (%72) ve 1 adeti de
daha Once tespit edilemeyen genotipe (1-2-3-13-2-2-3-2-4-41-8) (%2) ait oldugu
saptandi. Calisma izolatlarinin %72’°si genotip 125’¢ ait oldugu tespit edildi.
MLVAI11 degerlendirmesine gore Tiirkiyede hakim genotipin 125 oldugu belirlendi.

Ayrica Brucellav4 5 veritabani MLVAI16 (Panell+Panel2A ve 2B) igin
yapilan aramasinda 50 adet izolatin 30 adedinin veritabaninda birebir eslestigi tespit
edilmistir. Geri kalan 20 adet izolat veritabaninda herhangi genotiple eslesmemis ve

yeni genotip olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada elde edilen 46 adet farkli genotipin konakgilara gore
aralarindaki iligkiyi gosteren dendogram Sekil 3.12°da goriilmektedir. Yesil renkteki
1 numara sigira, sar1 renk 2 numara kegiye, pembe renk 3 numara koyuna, sari-
pembe renk 4 numara kegi-koyuna, sari-yesil renk 5 numara kegi-Sigir genotiplerine
aittir. Etkenin koyun-kegi, kegi-sigir konakgilari igerisinde gegisleri goriilmektedir.

Bu genotiplerin yakinliklar: tespit edilmistir.
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Sekil 3.12. MLV A’ya gore genotiplerin yakinlik iliskileri. Genotiplerin konakg1
iligkilerini gostermek adina kullanilan program ile farkli renklendirmeler yapilmistir
1: sigir 2: kegi 3: koyun 4: kegi-koyun 5: kegi-sigir

MLVA ile calisma izolatlarinin ortalama HGDI degeri 0,9572 olarak
hesaplandi. Buna gore Panell’deki Bruce06, Brucel 1, Bruce43, Bruce45 lokuslar1 ve
Panel 2A’ daki Bruce2l lokusunun olduk¢a homojen oldugu ve cesitliliginin
olmadig1 goriildii. Panell de Bruce 08 (0,68), Brucel2 (0,68), Bruce42 (0,6),
Bruce55 (0,66) lokuslarin ayrica Panel2A’da Brucel8 (0,55), Brucel9 (0,67) ve
Panel2B’ de Bruce04 (0,86), Bruce07 (0,76), Bruce09 (0,71), Brucel6 (0,88),
Bruce30 (0,86) tiim lokuslarin tekrar sayilarmin farkli oldugu ve genetik olarak
cesitlilige sebep olan lokuslar oldugu belirlenmistir. MLVA16’ da Panel 2B’de yer
alan lokuslarin ayirt edici giiclerinin diger panellere oranla daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. HGDI degerlerinin 0,55 ile 0,88 arasinda degistigi, ama en ayirt edici
lokusun Brucel6 (HGDI=0,88) oldugu, sonra onu Bruce04 (HGDI=0,86) ve

Bruce30’un (HGDI=0,86) takip ettigi belirlendi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. MLVA-16 sonucunda toplam 50 adet Brucella melitensis izolatinin allel
(tekrar) durumlar1 ve HGDI degerleri

No Panel Lokus Allel Sayisi Tekrar Sayisi HGDI*
1 Bruce06 1 1 (50) 0
2 Bruce08 3 2(1),3(2),5(47) 0,68
3 Brucell 1 3(50) 0
4 Brucel2 3 12(1),13(48),14(1) 0,68
5 Panell  Bruce42 2 3(43),2(7) 0,6
6 Bruce43 1 2(50) 0
7 Bruce45 1 3(50) 0
8 Bruce55 2 1(1),2(49) 0,66
9 Brucel8 2 4(45),5(5) 0,55
10 Panel2A  Brucel9 3 36(7),41(42),43(1) 0,67
11 Bruce21 1 8(50) 0
12 Bruce04 7 4(12),5(19),6(7),7(5),8(3),9(3),10(1) 0,86
13 Bruce07 4 3(1),4(42),5(4),7(3) 0,76
14 Panel2B ~ Bruce09 3 3(48),4(1),5(1) 0,71
15 Bruce16 9 3(1),4(11),5(12),6(13),7(5),8(3),9(1),10(3),11(1) 0,88
16 Bruce30 7 3(3),4(18),5(20),6(6),7(1),8(1),9(1) 0,86
Toplam** 46 0,9572

*HGDI: Hunter-Gaston diversity index.

Yapilan MLVA8 (Panell) ve MLVALl (Panell ve Panel2A)
degerlendirmelerinde farkli genotiplerin olmasinin sebebi bu lokuslardaki degisik
tekrar sayilarindan (varyantlardan) kaynaklanmistir. MLVA16 degerlendirmesinde
50 sustan 46 farkli genotip eldesi ise Panel2B’de mevcut cesitlilikle alakali oldugu

goriildi.

Bionumerics software ile Akdeniz iilkeleri igerisinde yer alan ve MLVA ile
tiplendirme yapilarak veri saglanan 6nceki galisma sonuglar1 (Wareth ve ark 2020)
ile ililkemiz izolatlarinin benzerliginin degerlendirildiginde, Yunanistan ve bazi
Portekiz izolatlar1 ile genetik olarak yakin iliskili oldugu ancak Italya, Tunus ve
Misir izolatlart ile yakinliklarinin bulunmadii tespit edildi. izolatlar arasi bu iligki

Sekil 3.13’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. Calisma izolatlarinin Akdeniz izolatlar1 arasindaki genotiplerin
iliskilerinin belirlenmesi. izolatlarin kokenlerini belirtmek adina kullanilan program
ile farkli renklendirmeler yapilmistir. Koyu yesil: Tiirkiye, Mavi: Yunanistan, A¢ik

yesil: italya, Pembe: Tunus, Sar1 renk: Portekiz

3.5. MLST Metodundaki PZR Uriinlerinin Dogrulanmasi Sonuglar

Referans ve saha suslarindan toplam 54 adet ¢alisma numunelerinden PZR
tirtinleri elde edildi. Elde edilen PZR fiiriinleri analiz i¢in sekansa gonderilmeden
once primerlerin ¢alistigin1 ve PZR {iriin asamasinda protokoliin diizglin olarak
calistigin1 gosterebilmek adina jel goriintiilemesi gergeklestirildi. Jel goriintiileri
begenilmeyen ya da gerceklesmeyen PZR firiinlerin PZR asamalarindan itibaren
caligma tekrarlandi. Sekil 3.14°de Referans16M (B. melitensis btl)’ e ait 9 adet gen
bolgesine (trpE, gyr, aroA, dnaK, cobQ, int-hyp, glk, omp25, gap) ait PZR {iriinleri
MLST analizinde degerlendirmeye alindi.
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Sekil 3.14. Elde edilen amplifikasyon tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
M: Marker, trpE: 486 bp, gry: 469 bp, aroA: 565 bp, dnaK: 470 bp, cobQ: 422 bp,
intF: 430 bp, glk: 475, omp25: 490, gap: 589 bp

3.6. MLST Metodu icin Sekans Veri Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Referans suslar, saha izolatlarinin sonuglarin1 dogrulamak i¢in kullanilmis
olup, tiim gen bolgelerine ait sekans analizleri veritabanina yiiklendiginde elde edilen
allel (tekrar) sayilarinin uyumlu oldugu goriildii. Sekanstan gelen ham veri datalar
okunma islemleri gerceklestirilmis ve her gen bdlgesine ait consensuslar elde
edilmistir. Fasta formatindaki veriler veritabanina yliklenerek gen bolgelerine
karsilik gelen tekrar (allel) sayilari belirlendi. Her susa ait gen bolgelerinin allel
profilleri veritabanina karsilik gelen ST degerleri saptandi. Saha ve referans

izolatlara ait tekrar(allel) sayilar1 ve ST degerleri Cizelge 3.4’te sunulmustur.
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Cizelge 3.4. Multilocus Sequence Typing tiim genlerin allel numaralar1 ve Sequence

Typing degerleri

Izolatlar Gap aroA Glk dnaK  gyrB trpE cobQ inthyp omp25 ST
1 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
2 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
3 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
4 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
5 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
6 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
7 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
8 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
9 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
10 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
11 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
12 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
13 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
14 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
15 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
16 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
17 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
18 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
19 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
20 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
21 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
22 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
23 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
24 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
25 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
26 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
27 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
28 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
29 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
30 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
31 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
32 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni
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Cizelge 3.4 (Devami). Multilocus Sequence Typing tiim genlerin allel numaralari ve
Sequence Typing degerleri

Izolatlar Gap aroA  Glk dnaK  gyrB trpE cobQ int_hyp omp25 ST

34 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

35 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

36 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

37 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

38 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

39 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

40 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

41 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

42 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

43 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

44 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

45 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

46 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

47 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

48 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

49 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni

50 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni

51(Rev-1) 3 5 3 2 1 5 2 2 10 7 (REV-1)

52(Referans) 3 5 3 2 1 5 2 2 10 7 (16M)
53(Referans) 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 (63/9)
54(Referans) 3 2 3 2 1 5 3 2 9 9 (ETHER)

Ast susu Rev-1 ST7, B. melitensis btl (16M) ST7, B. melitensis bt2 (63/9)
ST8, B. melitensis bt3 (Ether susu) ST9 olarak bulunmustur. Bu sonuglarin veritabani
ile uyumlu olduklar1 saptandiktan sonra saha suslar1 calisilmis ve tablodaki sonuglar
elde edilmistir. Sonuglara gore Tirkiyede hakim genotip ST8 (3-2-3-2-1-5-3-2-8)
olup, bu genotip disinda daha 6nce raporlanmamis, yeni genotip (3-2-35-2-1-5-3-2-8)
tespiti de gerceklesmistir. Saha suslar1 arasindaki iki farkli genotip, MLST analizinde
kullanilan tiim gen bolgeleri glk hari¢ (gap, aroA, dnaK, gyrB, trpE, cobQ, int-hyp ve
omp25) kalan 8 gen bolgesinin de birbirleriyle homojen olduklari goriilmiistiir. Glk
gen bolgesinin ise hakim olan ST8’deki tekrar sayisinin 3 oldugu yeni olarak tespit

edilen genotipin tekrar sayisinin 35 olarak belirlenmis olup bu gen bdlgesinden
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kaynaklanan varyasyondan dolay1 oldugu goriilmektedir. As1 susu B. melitensis Rev-
1 susunun genetik profili ise ST7 olarak bulunmustur. Bu durum saha suslari ile as1
susu arasindaki farki ortaya koymaktadir. Saha izolatlar ile referans izolatlar arasi
farkli alleller Cizelge 3.4 te bolt ile gosterilmis olup, Sekil 3.15” aroA, Sekil3. 16’da
omp25, Sekil 3.17°de cobQ, Sekil 3.18’te glk gen bolgelerine ait sekans verilerinin
farklilasma sebepleri gosterilmektedir. Sekil 3.19°da trpE, Sekil 3.20°de dnaK, Sekil
3.21°de gap, Sekil 3.22°de gyrB ve Sekil 3.23’te int-hyp gen bolgelerine ait sekans

verileri ve genetik olarak mutasyon olmadig1 gosterildi.
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Raf.B.meltenssby

Ref 8. meltengishy3(Ether)
’x%m
Ozmanrye Markaz 2012

Néde Gt 2017
Atalys Alarrya 2017
Konya Qumra 2017

Konya Alwh 2017
Ref.Bmeitensishy 116M)
BW;;M%Z?W
Artvin t 201
Canakiale Biga 2012

Kahramanmaras Merkez 2011
Francan Refanype 2012

M Merkey 2012
[Mersi Meath 2012
Edrne Kegan 2012
Artyn Savgat 2012
Darval Saraykoy 2012

Eayburt Aydrtepe 2012
Erzncan Refahye 7012
Eraunum Ohr 2012
Baliesr Alteykd 2017
sa::‘l)wbey 2012
Kutaya Demanic 2012
Geloou 2013
Dyarbakr Merkez 2011
Antalya Korhuted 2017

Sekil 3.15. aroA gen bdlgesine ait sekans verilerin goriiniimi
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Ref.B.melitensistw3(Ether)
Ref.B.melitensisbyi({16M)
Edime Kegan 2012
Antalya Korkute 2017
Balikesir Ateylut 2017
Manisa Merkez 2017
Xonya Ahirh 2017

Bllecik Osmanet 2017
Isparta Merkez 2017
Kars Apagay 2017
rzurum Pasinler 2017
Afyon Merkez 2017
Ardehan Hanak 2017
Samsun Cargamba 2017
Konya Cumra 2017
Bayburt Aydintepe 2017
Kiridareli Merkez 2017
Antalya Alanya 2017
Balikesir Ginen 2017
Yozgat Merkez 2017
Koczel Kairfez 2009
Adana Karaisali 2012
Bursa Osmangazl 2012
|Gomushane Merkez 2012
Usak Ulubey 2012
Balikesr Merkez 2012
Istanbul Maltepe 2012
Denizl Saraykoy 2012
Artvin Savsat 2012
Erzurum Olur 2012
Bayburt Aydintepe 2012
Mersin Mezdh 2012
Mugla Merkez 2012
Kitatys Domans 2012
Kridareli Merkez 2012
Ganakkale Siga 2012
Gumiighane Kelkit 2012
Erzincan Refahiye 2012
Balikesir Dursunbey 2012
ursa Yildinm 2012
XahramanMarag Merkez 2011
Nigde Merkez 2017
Ref.B.melitensisbv2(63/9)
Diyarbakir Merkez 2011
Tekrdad Stleymanpaga 2017
Erancan Refahiye 2012
Conakkale Gelbolu 2013
Lzmir Kemalpaga 2012
Artvin Savset 2012
Ref.B.melitensisbv3(Ether)
Osmeniye Merkez 2012
[stanbul Sile 2017

Nigde Giftlik 2017
Erzurum Hing 2017

Sekil 3.16. omp25 gen bolgesine ait sekans verilerin goriiniimii
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Ref,B.melitensisbv3(Ether)
Ref.B.melitensishv2(63/9)
Istanbul Site 2017
Manisa Markaz 2017
Konya Ahirh 2017
Balikesir Merkez 2012
Artvin Savsat 2012
Canakkale Biga 2012
Diyarbakir Merkez 2011
Bursa Yildinm 2012
KahramanMarag Merkez 2011
Denlzll Saraykdy 2012
Erzurum Hinis 2017

Olur 2012
Osmantye Merkez 2012
trancan Refahiye 2012
eroncan Refahiye 2012
Gumughane Kelkit 2012
Kutahya Domansg 2012
Balikesr Gonen 2017
Ref,B.melitensisbv1(16M)
Edirne_Kegan 2012
Antalyas Korkutes 2017
Bilecik Osmanes 2017
Tekirdad Silleymanpasa 2017
Teparta Merkez 2017
Kars Arpagay 2017

Afyon Merkez 2017
Ardahan Hanak 2017
Xonya Gumra 2017
Bayburt Aydintepe 2017
Antlya Alarya 2017
Yozgat Merkez 2017
Kocael Korfez 2009
Adana Karaisal 2012
Bursa Osmangazi 2012
Gumughane Merkez 2012
[zrmir Kemalpaga 2012
Ugak Ulubey 2012
[stenbul Maltepe 2012
Bayburt Aydintepe 2012
Mersin Mezitli 2012
Mulla Merkez 2012
Kirdareli Merkez 2012
Artvin Savsat 2012
Balikesir Dursunbey 2012
Ganakkale Gelboly 2013
Balikesr Alheylul 2017
Erzurum Pasinler 2017
Samsun Carsamba 2017
Kiridarall Merkez 2017
Nigde Gritlik 2017

Nigde Merkez 2017

Sekil 3.17. cobQ gen bolgesine ait sekans verilerin goriiniimii
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Edirne Kesan 2012
Mersin Mazith 2012

Ref. . meltensisbva(Ether)
Rof.8. meRtensisth2(63/9)
Erzincan Refahiye 2012
Giirniighane Kelkit 2012
Aridarell Merkez 2012
Bayburt Aydintepe 2012
Erzurum Olur 2012

[zmir Kemalpaga 2012
Bursa Osmangaz 2012
Kocaeli Kietez 2009
Yozgat Merkez 2017
Balikesir Gonen 2017
nijde Giftik 2017
Kirklareli Merkez 2017
Sayburt Aydintpe 2017
Nijde Merkez 2017
Konya Gume 2017
Samsun Garsamba 2017
Ardahan Hanak 2017
Afyonkarahisar Merkez 2017
Erzurum Fasiler 2017
Kars Arpagay 2017
Isparta Merkez 2017
Tekirda] Sleymangaga 2017
Bileck Osmaneli 2017
Manisa Merkez 2017
|Ganakkale Galibalu 2013
Diyarbakyr Merkez 2011
Mugla Merkez 2012
Tstanbul Sile 2017
Erzincan Refahiye 2012
|Osmaniye Merkez 2012
Antafya Korkuteli 2017
Xahramanmarag Merkez 2011
|8alikasic Markez 2012
Istanbal Makepe 2012
Ugak Ulusbey 2012

Adana Karaisall 2012
Bursa Yikhnm 2012

Artvin Savsat 2012
Girniighane Merkez 2012
Antaiya Alany 2017
Konya Atirk 2017
Balikesir Dursunbey 2012
Kiitahya Doenanig 2012
Dentzll Saraykoy 2012

Sekil 3.18. glk gen bdlgesine ait sekans verilerin goriintimii
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Ref.B.melitensisbv3(Ether)
Ref.B, melitensisbv2(63/9)
MM&M« 2 011
GUmishane Kellit 2012
Canakkale Biga 2012
Kirklarek Merkez 2012
Erzurum Olur 2012
Artvin Savsat 2012
Usak Ukibey 2012
[zmir 012
Yozgat Merkez 2017

Ciftik 2017
Bayburt Aydintepe 2017
Nigde Merkez 2017
Ardahan Hanak 2017
Erzurum Pasinler 2017

I Tekirdag Stleymanpaga 2017
Erzurum Hins 2017
Afyonkarahisar Merkez 2017
(Manisa Merkez 2017

Bileck Osmaneli 2017
Balkesir Alteylil 2017
|Ref.B.melitensisbv 1(16M)
Ref.B.melitensis(Revl)
venizi Saraykdy 2012
tstanbul Maltepe 2012

Kirklarek Merkez 2017

Sekil 3.19. trpE gen bdlgesine ait sekans verilerin goriintimii
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Artvin Savsat 2012
Cnakkale Gelibolu 2013
Denizli Saraykdy 2012
Kiitahya Domanig 2012
Mugla Merkez 2012
Erzincan Refahiye 2012
Erzurum Olur 2012

Usak Ulubey 2012

fzmir Kemalpaga 2012
Giimiishane Merkez 2012
Yozgat Merkez 2017
Antalya Alanya 2017
Nigde Merkez 2017

Konya Gumra 2017
Samsun Garsamba 2017
Ardahan Hanak 2017
Afyonkarahisar Merkez 2017
Erzurum Pasinler 2017
Bilecik Osmaneli 2017
Manisa Merkez 2017
Bursa Yildinm 2012

Artvin Savsat 2012
Kirklareli Merkez 2012
Balikesir Merkez 2012
Bursa Osmangazi 2012
Kars Arpagay 2017

Konya Ahirli 2017

Antalya Korkuteli 2017
Ref.B.melitensisbv2 (63/9)
Kahramanmarag Merkez 2011
Bayburt Aydintepe 2012
Diyarbakir Merkez 2011
Osmaniye Merkez 2012
Giimiishane Kelkit 2012
Erzincan Refahiye 2012
Balikesir Alteylil 2017
Erzurum Hinis 2017
Kirklareli Merkez 2017
Adana Karaisali 2012
Kocaeli Korfez 2009
Balikesir Gonen 2017
Nigde Giftlik 2017

Istanbul Sile 2017
Ganakkale Biga 2012
Edirne Kesan 2012
Balikesir Dursunbey 2012
Ref.8.melitensisbv3(Ether)
Mersin Mezitli 2012
Bayburt Aydintepe 2017
Ref B.melitensis(Rev1)
Ref.B.melitensisbv1 (16M)
Tekirdag Suleymanpaga 2017
Isparta Merkez 2017

Sekil 3.20. dnaK gen bolgesine ait sekans verilerin goriiniimii

107



370 380 330 400 410
T R T T S A R T T B R T A R N R S OO

420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530
OO T T TR T T T L LT T8 T T I T S I T 1 A TR AL I I S IR R I 0 T I LT K SR SO MR TR 0 T8 RO R T M TR TR R RO U T o

Kahramanmarag Merkez 2011

Artvin Savsat 2012
Ref.B.melitensisbv3(Ether)
Ref.8,melitensisby 1&16M
Ref B.mellitensis(Revi)
Gelibolu 2013
Diyarbakr Merkez 2011
Osmaniye Merkez 2012

Kitahya Domanic 2012
Mudia Merkez 2012
Mersin Mezth 2012
Bayburt Aydntepe 2012

Ref.B.melitensisbv2(63/9)
Istanbul Maltepe 2012
fstanbul Sle 2017
Erzincan Refahiye 2012

Balkesir Albeyldl 2017
Antalya Korkuteli 2017

Sekil 3.21. gap gen bdlgesine ait sekans verilerin goriiniimii
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Edirne_Kesan_2012
Ref.B.melitensisbv3(Ether)
Ref.B.melitensisbv1(16M)
Ref.B.melitensis(Rev1)
Balikesir_Altieyldl_2017
Tekirdag_Sileymanpasa_2017
Isparta_Merkez_2017
Kars_Arpagay_2017
Erzurum_Pasinler_2017
Afyon_Merkez_2017
Ardahan_Hanak_2017
Samsun_GCarsamba_2017
Konya_Cumra_2017
Nigde_Merkez_2017
Bayburt_Aydintepe_2017
Kirklareli_Merkez_2017
Antalya_Alanya_2017
Nigde_Giftlik_2017
Balikesir_Gonen_2017
Yozgat_Merkez_2017
Kocaeli_Korfez_2009
Adana_Karaisali_2012
Bursa_Osmangazi_2012
Glmighane_Merkez_2012
Izmir_Kemalpasa_2012
Usak_Ulubey_2012
Balikesir_Merkez_2012
Istanbul_Maltepe_2012
Denizli_Saraykoy_2012
Artvin_Savsat_2012
Erzurum_Olur_2012
Erzincan_Refahiye_2012
Bayburt_Aydintepe_2012
Mersin_Mezitli_2012
Mugla_Merkez_2012
Kitahya_Domanig_2012
Kirklareli_Merkez_2012
Ganakkale_Biga_2012
Gimiishane_Kelkit_2012
Artvin_Savsat_2012
Erzincan_Refahiye_2012
Diyarbakir_Merkez_2011
Ganakkale_Gelibolu_2013
Bursa_Yildinm_2012
KahramanMaras_Merkez_2011
Erzurum_Hinis_2017
Manisa_Merkez_2017
Konya_Ahirl_2017
Istanbul_Sile_2017
Bilecik_Osmaneli_2017
Balikesir_Dursunbey_2012
Ref.8.melitensisbv2(63/9)
Osmaniye_Merkez_2012

Sekil 3.22. gyrB gen bdlgesine ait sekans verilerin goriintimi
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Ref.B.melitensisvi(Ether)
Edirne Kegan 2012
Antalya Korkuteli 2017
Istanbul Sile 2017
Balikesir Alteylal 2017
Erzurum Hinis 2017
Manisa Merkez 2017
Konya Ahirli 2017

Bdectk Osmanell 2017
Tekirdad Suleymanpasa 2017
Isparta Merkez 2017
Kars Arpacay 2017
Erzurum Pasmler 2017
Afyon Merkez 2017
Ardahan Hanak 2017
Samsun Cargambe 2017
Korrye Qurmra 2017

Nigde Merkez 2017
Bayburt Aydintepe 2017
Nidde Ciftik 2017
Bahkesir Gonen 2017
Yozgat Merkez 2017
Kocaeli Korfez 2009
Adana Karaisah 2012
Zzmir Kemalpaga 2012
Denizi Saraykoy 2012
Erzurum Olur 2012
Erzincan Refahiye 2012
Bayburt Aydintepa 2012
Mersn Mezith 2012
Mugla Merkez 2012
Kutzhya Domanic 2012
Kirklareli Merkez 2012
Canakkale Biga 2012
Gamighane Kelkit 2012
Artvin Savsat 2012
Erzincan Refahiye 2012
Osmaniye Merkez 2012
Diyarbalor Merkez 2011
Canakkale Gelibolu 2013
Bursa Yildinm 2012
KahramanMarag Merkez 2011
Balkesir Merkez 2012
Isanbul Maktepe 2012
Ref.B.melitensisbv1(16M)
Ref.B.melitensisbv2(63/9)
Antalya Alanya 2017
Gumushane Merkez 2012

Balikesir Dursunbey 2012
Keklarel Merkez 2017
Bursa Osmangas 2012

Sekil 3.23. int-hyp gen bdlgesine ait sekans verilerin goriiniimii
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3.7. MLST Metodundaki Degerlendirme Sonuclari

Tiim biyovarlara ait izolatlar ST8 (3-2-3-2-1-5-3-2-8)’e ait oldugu gorildii.
Yeni olarak belirlenen genotipe (3-2-35-2-1-5-3-2-8) ait spesifik biyovar ayrimi
yapilamadi. Calisilan izolatlarin 39 adedinin (%78) ST8’e ait oldugu, 11 adedinin
(%22) ise veritabaninda herhangi bir genotip ile eslesmemis ve yeni genotip olarak
isimlendirilmistir. Calisilan izolatlara ait yillar (2009-2017) g6z Oniinde
bulundurularak yapilan degerlendirme sonucu; profillerin degismedigi tespit edildi.
Veritabanindan alinan Cizelge 3.5’te Tiirkiye’ye ait suglarin farkli yillardaki insan ve
koyun susuna ait ve tamaminin ST8 oldugu belirlenmistir. Bu durum bu ¢alisma ile

ortlismektedir.

Cizelge 3.5. Veritabaninda Tiirkiye’ye ait izolatlarin Multilocus Sequence Typing
degerleri (pubmlst.org)

ST
Konakg¢1 Biyovar Yil gap aroA glk dnaK gyrB trpE cobQ int_ hyp omp25 (MLST)
Bilinmeyen 3 2005 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Koyun 3 1965 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Insan 2 2001 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Insan 3 2007 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Insan 3 2011 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Insan 2007 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8
Insan 2014 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8

Yapilan MLST analizi neticesinde incelenen izolatlarin Brucella’ya ait
olduklart belirlendi ve hakim olan genotip tespiti yapildi. Yapilacak olasi filogenetik

analiz sadece iki koldan olusacag: icin herhangi bir filogenetik aga¢ olusturulmadi.
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4. TARTISMA

MLST ve MLVA metotlari, salgin yapan sus kaynaklarinin belirlenmesi ve
bu suslarin kokenlerine 151k tutulmasin1 amaglamaktadir. Ayrica hastaligin goriildigi
bolgelerdeki genotiplerin tespit edilmesi, hayvan ve insanlar arasindaki etken
sirkiilasyonunun izlenebilmesi, tedavi veya eradikasyon i¢in hazirlanacak asida
hakim genotipin secilmesi gibi avantajlar1 vardir (Vergnaud ve ark 2018). Brucella
tiirleri arasindaki yiiksek DNA homolojisi ve alt tiplendirme metotlarinin simirh
ayrim yapmasi, hastaligin epidemiyolojik kokeninin arastirilmasini ve Brucella
izolatlarinin alt tiplendirmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle MLST ve MLVA gibi
genetik profilleri ortaya koyan metotlar, arastirmacilar tarafindan daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bu amagla bircok c¢alisma, genetik profil prensibini hedef alarak
yiirtitiilmektedir. MLVA analizinin kullanildig1 bir diger alan da asilarin genetik
stabilitelerinin kontroliidiir. MLV A16 analizi ile ¢ok kiiciik genomik varyasyonlari
saptamak miimkiin oldugundan sahada kullanilan asilarin genetik stabilitelerini
kontrol etmek miimkiindiir (Garcia-Yoldi ve ark 2007, Dorneles ve ark 2013).
Genetik cesitliligin olmamas1 veya c¢ok az olmasit asinin genetik olarak stabil
oldugunun kaniti olarak kabul edilebilir. MLVA16 analizinin bu 0&zelligine
dayanarak, Garcia-Yoldi ve ark (2007) ve Dorneles ve ark (2013), B. melitensis Rev-
1 ve B. abortus S-19, RB51 as1 suslarinin stabilitesini kontrol etmislerdir. Her iKi
calismada da as1 suslar1 arasinda calismaya ait gen bolgelerinde degisken varyant
tespit edilmemis ve asilarin stabil olduklari ortaya konmustur. Calisma sonunda,
MLVA16 analizinin resmi olarak asilar1 kontrol eden test metodlari arasina girmesi

gerektigi 6nerisinde bulunmuglardir.

Bu calismada B. melitensis izolatlarmin MLST ve MLVA yontemleriyle
genetik profilleri degerlendirilmesi amaglandi. Bu analizlerden elde edilen sonuglar,
bolgede hakim olan genotiplerin belirlenmesi, ayrica sirkiile olan diger genotiplerin
tespit edilmesi ve bunlarin epidemiyolojik olarak degerlendirmesini saglayacaktir.
Calisma esnasinda ulasilan kaynaklar goz oniine alindiginda Tirkiye’ de MLST ile
ilgili herhangi bir ¢alismaya ulasilamamistir. Bu ¢alismada segilen her iki metodun
beraber kullanimi iilkemizde yiiriitiilmiis caligmalar arasinda ilk olma o&zelligini
tasimaktadir. Bu ¢aligma ile Tiirkiye’nin tiim bdlgelerine ait ¢iftlik hayvanlari

kokenli B. melitensis suslarinin genotipleri elde edildi.
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4.1. MLVA ile Sonug¢larin Degerlendirilmesi

4.1.1. Akdeniz ve Avrupa Ulkelerindeki Durum

Bricker ve ark (2003), Brucella cinsi igindeki yiiksek genetik homojeniteye
baglh alt tiplendirmenin zorlugu nedeniyle DNA dizilimindeki degiskenligi
arastirmak igin ti¢ Brucella tiiriiniin genom sekansini yapmistir. Yapilan ¢aligma ile
B. abortus genomunun 9 lokusunda 8 baz ¢iftinin birbirini izleyen tekrar dizileri
ortaya konulmustur. Gelistirdikleri bu metot ile hastaliin kontrolii igin
epidemiyologlarin da erisebilecegi MLV A tabanli uluslararasi bir Brucella DNA veri
bankasini olusturulmustur. MLVA16 analizi yapilmak suretiyle MLVAS, MLVAI1l
ve MLVAL16 igin Brucella MLVA database (http://mlva.u-psud.fr)’i incelenmis ve
suslara ait genotipler belirlenmistir. Whatmore ve ark (2006), tiirler arasindaki
molekiiler ayrimi daha da gelistirmek ve gelecekte olusturulacak standardize edilmis
Brucella MLVA analizi i¢in ilave farkli lokuslar segtikleri bir ¢alisma yapmuislardir.
Yapilan ¢alismada Onceden bildirilmis 8 lokus ve ek olarak 13 lokustan olusan 21
farkli gen bolgesinin, VNTR metodu ile molekiiler alt tiplendirme sistemi
incelenmigtir. Tiir tayini i¢in 6 lokusun kullaniminin yeterli oldugu belirtilmistir.
Daha fazla sayida degisken lokus kullanimi ile endemik cografi bolgelerden gelen
izolatlarin, bu analiz yardimiyla ayirt edilebilecegi ortaya konulmustur. Calisma
sonucunda MLVA analizinin epidemiyolojik ara¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ayrica, Brucella tiirlerinin epidemiyolojik olarak izlenmesi ve
diinyadaki izolatlarin MLVA profilleriyle karsilastirilarak aralarindaki iliskinin
ortaya konulmasi agisindan énemli oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan ¢alismada
16 lokus analiz edilmis, ayrim giiciiniin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica
hakim genotiplerin belirlenmesi ve epidemiyolojik olarak izlenebilirligi ile ilgili

literatiirlerle uyumlu bulgular saptanmistir.

Le Flech ve ark (2006), Brucella cinsine ait referans suslar1 da igeren 257
adet izolat (117 B. suis, 43 B. melitensis, 52 B. abortus, 24 B. ovis, 1 B. neotamae, 17
B. canis, 1 B. pinnipedialis ve 2 B. ceticea) ve 3 asi susu ile ¢alisma yapmuslardir.
MLVAI1S (Panell’de 8 ve Panel2’de 7) analizi yaparak polimorfizim olan lokuslari
tespit ederek, tlir tamimlama ve klasik biyotiplendirme ile uyumluluklarini
incelemiglerdir. Referans sus ve saha izolatlarinin uyumlar1 kiimeler olusturularak
degerlendirmeye alinmistir. Her iki panel birlikte (MLVA16) degerlendirildiginde

204 farkli genotip saptanmistir. B. suis bt4 ile B. canis suslarmin ayrimi
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yapilamamigtir. B. melitensis biyovarlarinin (B. melitensis bt 1, 2, 3) uyumunun da
orta diizeyde oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢alisma izolatlar1 referans suslarla paralel
calisilmis ve klasik biyotiplendirme 6zellikleri yoniinden bazi lokuslarda homojenlik
bazi lokuslarda farkliliklar saptanmistir. Calisma sonuglari, tiirlerin ayrimi ve klasik
biyotiplendirme i¢in kismen uyumlu oldugunu goéstermis olup tam olarak

biyotiplendirme ile iligki kuramamiglardir.

Al Dahouk ve ark (2007), izolatlarin cografi orijinlerini belirlemek igin
sadece Panel 1’deki lokuslart kullanmislardir. Kullandiklari izolatlart “’Dogu
Akdeniz, Bati Akdeniz ve Amerika’’ olmak lizere ili¢ bolgeye ayirmislardir. Bu
lokuslar arasinda Panel 1 (Bruce06, Bruce08, Brucell, Brucel2, Bruce4?2, Bruce43,
Bruce45, Bruce55) kullanilmis ve MLVA8’e gore degerlendirme yapilarak
izolatlarin cografik agidan kokenleri ile ilgili bilgi edinilmistir. Calismalarinda
genotip 42, 43, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66’nin Dogu Akdeniz grubuna ve
genotip 49, 51 ‘in Bat1 Akdeniz grubuna ait oldugu tespit edilmistir. Genotip 47, 52,
53, 54, 55, 56’nin ise Amerika grubu igerisinde yer aldigi ortaya konulmustur. Al
Dahouk ve ark (2007)’nin yaptig1 ¢aligmada Tiirkiye’ye ait suslarin genotip 42, 43,
61, 62, 57 ve 58 oldugu tespit edilmistir. Ayrica Tiirkiye’deki izolatlarin ¢ok biiytlik
bir kismiin genotip 42, 43’e¢ ait oldugu ve tamaminin Dogu Akdeniz grubu

icerisinde yer aldig1 bildirilmistir.

Valdezate ve ark (2010), 13 yil boyunca Ispanya’daki 108 adet insan izolat1
calismislar ve MLVA16’ya gore 86 farkli genotip tespit etmislerdir. Izolatlarin
MLVAS’e gore Amerika (genotip 47, 48, 53, 55, 80 ve yeni genotip), Bat1 Akdeniz
(genotip 51) ve Dogu Akdeniz (genotip 42, 43, 63) gruplarina ait olduklar tespit
edilmistir. Ayrica Dogu Akdenize grubuna ait genotip 42’nin Ispanya’da yaygin
genotip oldugu (%55) saptanmaistir.

Aftab ve ark (2011), Danimarka’daki insanlardan elde edilen, 14 adedi B.
melitensis olarak identifiye edilmis 17 adet izolat kullanmislardir. Izolatlarn
tamaminin Dogu Akdeniz grubu icinde yer aldig: bildirilmistir. Hastalarin ¢ogunun
Tiirk vatandasi olduklart ya da Tirkiye’de bulunduklari bilgisi paylasilmistir.
MLVARS (panell) degerlendirmesine gore 11 izolatin genotip 42, 43, 57 oldugu
saptanmistir. Bu genotiplerin Tiirkiye, Yunanistan, Beyrut ve Suriye ile yakin iligki

icinde olduklar1 goriilmiistiir. Diger ii¢ izolat genotip 63, genotip 65 ve daha 6nce
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raporlanmamis bir genotip olarak tespit edilmistir. Genotip 63’{in Iran ile iliskili
oldugu, genotip 65’in Pakistan’a ait susla yakin iligkili oldugu ve raporlanmamis
yeni genotipin ise Somali’de bulunan ¢ok miktarda deve siitii tiiketen bir hastadan
izole edildigi bilgisi paylasilmistir. Danimarka’da artan Bruselloz vakalarmin
nedeninin ¢ogunlukla Akdeniz iilkelerinden kaynakli B. melitensis oldugu

raporlanmistir.

Ferreira ve ark (2012), Portekizdeki insan ve hayvanlara ait, 126’s1 B.
melitensis olan 290 adet B. melitensis, B. abortus ve ast susunu MLVA16 ile analiz
etmislerdir. Izolatlar arasi cesitliligi degerlendirmek ve epidemiyolojik iliskiyi
arastirmak i¢in yapilan bu analizde, MLV AS8’e gore izolatlarin %17’sinin Amerikan
grubu, %83’°niin Dogu Akdeniz grubu igerisinde oldugu saptanmistir. Bat1 Akdeniz
grubunda izolata rastlanmadigi bildirilmigtir. MLVAI11 degerlendirmesinde insan
izolatlarinin %85’inin genotip 116 ya ait oldugu goriilmiistiir. Portekiz’deki suslarin

diger Akdeniz tilkelerinden farkli olarak evrimlestigi bilgisi paylagilmistir.

Garofolo ve ark (2013), italyada yaptiklar1 calismada 84’ B. melitensis ve
122’si B. abortus’a ait olmak tizere 206 adet izolat ¢alismislardir. MLVA16’ya gore
56 farkli genotip tespit etmislerdir. Tespit ettikleri genotipleri, MLVAI11 analizi ile
kiiresel veri tabaninda kiyaslamislardir. MLVAI1I1 analizinde 15 farkli genotip
saptamislardir. Bunlar; 87, 91, 92, 96, 125, 138, 154, 155, 162 ve alt1 yeni genotiptir.
Baskin genotiplerin 87, 91 ve 96 oldugu bildirilmistir. B. melitensis izolatlarinin
MLVAS8’e gore yapilan degerlendirmesinde, Bati Akdeniz grubuna ait 81 adet,
Amerika grubuna ait 1 adet ve Dogu Akdeniz grubuna ait 2 adet genotip oldugu
saptanmistir. Nadir olarak farkli gruplar tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak

tilkeler aras1 ge¢is diisiintilmiistiir.

Gyuranecz ve ark (2016), Birlesik Arap Emirlikleri’'nde, 11 adet deve, 2 adet
sigir, 1 adet kegi ve 1 adet ceylan olmak tizere toplam 15 adet B. melitensis izolati ile
calismiglardir. MLVAS8 degerlendirmesinde genotip 42, 43, 64 ve iki adet
raporlanmamig yeni genotip, MLVA11 degerlendirmesinde genotip 108, 122 ve bes
adet raporlanmamis yeni genotip ve MLVA16 degerlendirmesinde 10 farkli genotip
tespit edilmistir. Birlesik Arap Emirlikleri'nden izolatlar, Dogu Akdeniz grubunda
bulundugu bildirilmistir.
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Hanot-Mambres ve ark (2017), Belcika’da 1996-2015 yillar1 arasinda
yaptiklar1 ¢calismada 37 adet insan izolat1 kullanmislardir. Klasik biyotiplendirmede
¢ogunun B. melitensis oldugu ve biyotip 3 oldugu vurgulanmistir. MLVAS (Panell)
degerlendirmesinde genotip 42, 43, 45, 51 ve MLVAI1 degerlendirmesinde genotip
91, 96, 104,115, 116, 125 saptanmistir. MLVA11 degerlendirmesinde suslarin izole
edildigi hastalarin Italya, Tiirkiye, Liibnan ve Peru’ya seyahat ettikleri bilgisi
paylasilmistir. Elde edilen genotipler seyahat edilen iilke sus genotipleri ile
uyumludur. MLV A16 degerlendirmesinde 37 izolattan 33 farkli genotip saptanmuistir.
Calismanin bir diger ¢iktis1 B. melitensis biyovarlarin tek basina MLVA yontemi
ile ayirt etmenin miimkiin olmadigidir. Calismada, Brucella izolatlarinin siirveyansi
icin klasik biyotipleme ve MLVA karakterizasyonunun birlikte kullanilmasi

gerektigi ortaya konulmustur.

Duvnjak ve ark (2018), Hirvatistan ve Bosna Hersek’ten 43 adet insan ve
hayvan B. melitensis izolatin1 ¢alismiglardir. MLVA16’da 25 yeni genotip ve
MLST de 2 yeni genotip tanimlamiglardir. MLV A8’de tlim izolatlarin Dogu Akdeniz
grubu igerinde yer aldigini, MLVAI1’e gore yeni hicbir izolat saptanamadigini ve
MLVA16’da 27 farkli genotipin tespit edildigini bildirmislerdir. izolatlarin Tiirkiye,

Yunanistan, Suriye izolatlariyla yakin iligki i¢cinde oldugu sonucuna varilmaistir.

Vergnaud ve ark (2018), Fransa’da 1974-2006 yillar1 arasinda olusturduklari
sus koleksiyonlarindan, 1404 adet insan ve hayvan izolatin1 cografi kokeni ve biyotip
ozelliklerine gore se¢mislerdir. Segilen izolatlar, B. melitensis (1050 adet), B.
abortus (213 adet), B. suis (122 adet), B. canis (1 adet), B. ovis (2 adet), B. neotamae,
B. ceti ve B. pinnipedialis (7 adet)’dir. Yapilan bu ¢alismayla, MLVA analizinin
bakteri popiilasyonlarinin genetik ¢esitliligini biiyiik 6l¢ekte ve hizla degerlendirmek
i¢in giiclii bir ara¢ oldugu gosterilmistir. MLVAI11’ e gore yapilan degerlendirmede
377 genotip saptanmustir. Saptanan bu genotiplerin 63 adedi daha once hig
raporlanmamistir. Caligma sonucunda MLVA'nin ayirt edici giicii nedeniyle, tiim
genom dizilimi i¢in Brucella suslarmin se¢ilmesinde ilk adim olmasi gerekliligi

vurgulanmigtir.

Wareth ve ark (2020), Misira ait suslarla ve Italya, Portekiz, Yunanistan,
Tunus suslarini karsilastirmiglar ve genetik olarak yakinliklar1 saptamislardir. Buna

gore Misir’daki B. melitensis izolatlarinin MLVA16 degerlendirmesinde 21 farkli
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genotip tespit edilmistir. Ayrica ltalya izolatlar1 ile daha yakin olduklar
bildirilmistir. Misir’da yapilan bu ¢aligma Akdeniz iilkeleri hakkinda az sayida veri

olmasi nedeniyle oldukc¢a degerlidir.

Sayour ve ark (2020), Misir’da yaptiklar1 ¢alismada insan, sigir, manda ve
develerden izole edilen 118 adet B. melitensis biyotip 3 izolatlarin1 kullanmislardir.
MLVAS ile yapilan degerlendirmede 3 farkli genotip oldugu ve izolatlarin biiyiik
cogunlugunun Bat1 Akdeniz kokenli oldugu tespit edilmistir. MLVAI11 ve MLVA 16

degerlendirmelerinde sirasiyla 8 ve 70 farkli genotip tespit edilmistir.

Bu calismada MLVA analizi, panell, panel 2A ve panel 2B den olusan 16
lokus ile yapildi. Calismada MLVAS (panell)’e gore 5 adet genotip tespit edildi.
Kullanilan izolatlarin %86’sinin MLVAS8 (panell)’e gore genotip 43 oldugu
saptandi. Ayrica genotip 42, 61, 62 ve daha dnce tanimlanmamis bir genotip daha
tespit edildi. Literatiirlerdeki (Al Dahouk ve ark 2007) gruplama sistemine gore bu
caligmada kullanilan izolatlarin Dogu Akdeniz grubuna ait oldugu belirlendi. Bati
Akdeniz veya Amerika grubuna ait hicbir genotip saptanmadi. Bu ¢alismada
MLVAS degerlendirilmesine gore elde edilen sonuglar, Al Dahouk ve ark (2007),
Valdezate ve ark (2010), Aftab ve ark (2011), Ferreira ve ark (2012), Gyuranecz ve
ark (2016), Hanot-Mambres ve ark (2017) ve Duvnjak ve ark (2018)’nin tespit
ettikleri genotipler ile benzer oldugu belirlendi. Ayrica Al Dahouk ve ark (2007)’ nin
caligmalarinda Tiirkiye izolat sonuglari, dnceki yapilan ¢alisma (Aftab ve ark 2011,
Hanot-Mambres ve ark 2017) ile uyumludur. Yapilan MLVA11l (Panell ve Panel
2A) degerlendirmesine gore 8 farkli genotip bulundu. Bunlar sirasiyla
103,104,114,116,121,122,125 ve daha 6nce tanimlanmamis bir genotiptir. Ayrica
baskin genotipin 125 oldugu goriildii. MLV A11 degerlendirilmesine gore elde edilen
bu sonuglar, Ferreira ve ark (2012) ¢aligmasinda saptadigi baskin genotip 116 ile
Garofolo ve ark (2013) ¢aligmasinda tespit ettigi genotip 125” ile Gyuranecz ve ark
(2016)’nin ¢alismalarinda genotip 108 ve 122 tespit etmeleri bakimindan benzerlik
gostermektedir. Ayrica Hanot-Mambres ve ark (2017) calismalarindaki hakim
genotipi 125 bulmasi ve genotip 104, 116 ¢aligma sonuglarinda tespiti ile uyumludur.
Ancak bu c¢alismada elde edilen sonuglar, Vergnaud ve ark (2018), Sayour ve ark
(2020) ve Wareth ve ark (2020) calismalarinda elde ettikleri genetik profiller ile
benzerlik gostermemektedir. Calismadaki MLVA16 degerlendirmesinde 50 izolattan
30 adedinin Le Flech ve ark (2006), Al Dahouk ve ark. (2007), Aftab ve ark (2011),
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Ferreira ve ark (2012), Garofolo ve ark (2013), Gyuranecz ve ark (2016), Hanot-
Mambres ve ark (2017), Vergnaud ve ark (2018) ¢alismalarina ait izolatlardan birebir
ayni profiller ile eslestigi saptandi. Degerlendirmedeki 20 adet izolat ise veri tabani
ile eslesmemis yeni profiller olduklar1 goriildi. Vakalarin ¢ogunun sebebi, endemik
iilkelere seyahatler ve diinyanin bir¢ok yerinde hayvan kontrol 6nlemlerinin
olmamasi nedeniyle goglere bagl oldugu goriilmektedir (Hanot-Mambres ve ark
(2017). Calismalarin yapildig1 tilkelerle goriilen bu birebir izolat eslesmesinin
nedenleri arasinda Tirkiye’de sirkiile olan hayvan izolatlar1 ile insanlarin ve
hayvanlarin temasi ya da insan ve hayvan hareketleri ile gerceklesebilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica bu benzerliklerin bir diger sebebi olarak ortak bir
genotipten farklilasmalarin sonucun da elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Suslarin
bolgesel 0Ozellikleri, benzerlikleri ve farkliliklar1 gibi bilgiler, Brusellozun

yayilmasinin olasi kaynaklarina, zayif noktalarina ve yonlerine isaret edebilir.

4.1.2. Orta Asya ve Uzak Dogu Ulkelerindeki Durum

Orta Asya ve Uzak Doguda, MLVA analizinin kullanildigin1 gdsteren birgok
literatiir bulunmaktadir. Jiang ve ark (2011), Cin’de 105 adet insan B. melitensis
izolat1 kullanilarak MLVAI16 analizi yapmiglardir. Calisma sonunda, MLVAS
(Panell) degerlendirmesinde baskin genotipin 42 oldugu ve tiim izolatlar1 Dogu
Akdeniz grubu iginde yer aldigi belirlenmistir. Diger gruplara ait izolat tespiti
yapilamamistir. MLVA16 degerlendirmesinde 69 farkli genotip tespit edilmistir.
Cin’de insan Bruselloz vakalarinin sebebinin B. melitensis’e ait oldugu ve MLVA
analizi ile biyovar ayriminin klasik biyotiplendirme diizeyinde yapilamayacagi

bilgisi paylasilmigtir.

Tay ve ark (2015), Malezya’da ilk defa insan izolatlarin1 kullandiklari
calismalarinda, 43 adet B. melitensis insan izolat1 ve 2 adet B. suis izolati ile
MLVAL16 (Panell, Panel 2A ve Panel 2B) analizi yapmislardir. MLVAS8 (Panell)
degerlendirmesine gore B. melitesis’e ait izolatlarin genotip 43 ve 44 oldugunu
saptamiglardir. Ancak hakim genotipin 43 oldugu ve izolatlarin tamaminin Dogu
Akdeniz grubu igerisinde yer aldigini bildirmislerdir. Yapilan MLVAI11 (Panell ve
Panel 2A) degerlendirmesinde, genotip 125 ve 109 tespit edilmis ancak baskin
genotipin 125 oldugu saptanmistir. MLVA16’ya gore 9 farkli genotip bulunmustur.
Ulkedeki farkli genotipleri saptamak icin daha fazla izolat calisilmasi gerektigi
calisma sonuglarinda bildirilmistir. Bu ¢alismada MLVAS ve MLVA11’de yapilan
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degerlendirmelerde ayni genotipler saptanmistir. Bu sonug Tiirkiye’deki izolatlarin
Malezya’daki izolatlarla yakin iliskide oldugunu gostermektedir. Malezya’ya ¢ok
sayida c¢iftlik hayvanlarinin ithal etmesinin hayvan popiilasyonunda Brusellozun
kalic1 olmasma neden oldugu diisiiniilmektedir (Tay ve ark 2015). iki iilke
araasindaki genotipik benzerligin {ilkeleraras1 hayvan transportu sebebiyle
olusabilecegi diistiniilmektedir. MLVA16’ya gore ise farkliligi olusturan lokuslarin

Brucel6 ve Bruce30’dan kaynaklandigi belirlenmistir.

Shevtsova ve ark (2015), Kazakistan’da 128 adet B. melitensis ve 124 adet B.
abortus olmak {izere 252 adet hayvan izolatini calismiglardir. MLVAS8’e gore
degerlendirilen B. melitensis izolatlarinin, genotip 42, 43 ve 63 oldugu, en yaygin
genotipin 42 ve Dogu Akdeniz grubu iginde yer aldigini bildirilmistir. MLVA16’ya
gore B. melitensis izolatlarinda 25 farkli genotip saptanmustir. Tiirkiye, Kazakistan ve
Cin izolatlar1 ile yakin iliski igerisinde olduklari goriilmistiir. Shevtsova ve ark
(2019), Kazakistan’da yaptiklar1 ¢alismada, 1327 insan Brucella izolati
kullanmiglardir. MLVAS8’e gore degerlendirmede en yaygin genotipin 42 (%91,25)
oldugu ve Dogu Akdeniz grubunda yer aldigi bildirilmigtir. MLVA1l
degerlendirmesine gore calisma sonunda, 9’u ilk kez olmak tizere 16 farkli genotipi
tespit edilmis ve yaygin genotipin 116 (%86,8) oldugu saptanmistir. Genotip 116’nin
Kazakistanin her yerinde mevcut oldugu ve Orta Asya’da B. melitensis suslari
arasinda da olduk¢a yaygm oldugu bildirilmistir. Calisma sonunda, insan
izolatlarinda goriilen cesitliligin daha 6nce hayvan izolatlarindan yapilan model ile

Ortlistiigii ortaya konulmustur.

Ma ve ark (2016), Cin’ deki insanlardan, evcil ve vahsi hayvanlardan elde
edilen 65 adet Brucella izolatini MLST ve MLVA metotlar1 ile ¢alismislardir.
MLVA yontemi ile izolatlar B. melitensis, B. abortus ve B. suis olmak iizere 3’e
ayrilmis ve verilerin Brucella 2012 MLVA veri tabanindaki herhangi bir veri ile
eslesmedigi tespit edilmistir. MLVAS (Panell)’de B. melitensis izolatlarinda genotip
42, 43, 47, 63 saptamiglar ve yaygin genotipin 42 oldugunu tespit etmislerdir.
Calismalarinda Dogu Akdeniz (Genotip 42,43,63) ve Amerikan grubunu (Genotip
47) tespit etmislerdir. MLVA16’ ya gore 60 adet B. melitensis izolatinda 34 farkli
genotip tespit edilmistir. Bu degerlendirmeye gore MLVA2012 database’de higbir
genotip eslesmedigi bildirilmektedir.
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Sun ve ark (2016), 50 adet B. melitensis ve 9 adet B. abortus izolatlarinda
MLVAI16 ve MLST metotlarin1 kullanmiglardir. MLV AS degerlendirmesine gore 42,
63 ve daha 6nce raporlanmamis bir genotip olmak iizere 3 genotip tespiti yapilmistir.
Izolatlarin Dogu Akdeniz grubu i¢inde oldugu bildirilmistir. MLVA16’ ya gore 28
farkli B. melitensis genotipi tespit edilmis, bunlarin 15 adedinin bolgeye 6zgii oldugu
ve 10 tanesinin komsu iilkeler ve Kazakistan’da goriilen genotiple ortak 6zellikte
oldugu bildirilmistir. Sun ve ark (2017), 110 adet B. melitensis izolatint MLVA8’e
gore degerlendirmisler ve 5 farkli genotip tespit etmislerdir. Bunlar 42, 43, 63 ve 2
adet yeni belirlenen genotiplerdir. En baskin genotip 42°dir. Izolatlarm Dogu
Akdeniz grubu igerinde olduklarini rapor etmislerdir. MLVAI16’ya gore 57 farkl
genotip belirlenmis ve bunlarin 41 adedinin daha ©nce hi¢ raporlanmadigi
belirtilmistir. Geriye kalan 16 genotipin daha once Kazakistan (Shevtsova ve ark.
2015) ve Tirkiye’de (Kilic ve ark. 2011) belirlenen genotipler olduklar
bildirilmistir.

Liu ve ark (2019), Cin’in Guanji bolgesinde B. melitensis (16), B. suis (17) ve
B. canis (7) e ait toplam 40 adet izolati MLST ve MLVA yontemleriyle
caligmiglardir. MLVAS degerlendirmesine gore B. melitensis izolatlarindan genotip
42, 58 ve 114 tespit edilmistir. Bu genotiplerden en baskin olanin genotip 42 oldugu
ve tim B. melitensis izolatlarinin Dogu Akdeniz grubunda oldugu bildirilmistir.
MLVAI11’ e gore baskin genotip 116 (%81,2) olarak saptanmistir. MLVA16’ya gore
ise 12 farkli genotip tespit edilmistir. Genotiplerin MLVA veritabani ile uyum

gostermedigi belirtilmistir.

Bu calismada, MLVAS, MLVAI11l ve MLVAI16 degerlendirmelerine gore
elde edilen sonuglar Uzakdogu ve Orta Asya’da yapilan ¢alismalarin sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Tay ve ark (2015)’nin MLVAR8’e gore genotip 43’1 ve
MLVAT11’e gore genotipi 125’1 saptamalart ¢aligma sonucu ile uyumludur. Ayrica
Jiang ve ark (2011)’nin MLVAS8’e gore hakim genotipi 42 saptamasi, Shevtsova ve
ark (2015 ve 2019) MLVAR8’e gore genotip 42 ve 43’0 tespit etmesi, Ma ve ark
(2016), Sun ve ark (2016 ve 2017) ve Liu ve ark (2019) MLVAS8’e goére genotipi
42’yi hakim genotip olarak saptamalar1 bu c¢alismada elde edilen sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Ayrica, MLVAI16 degerlendirmesinde calismamiza ait
Bursa 2012 izolat1 ile Jiang ve ark (2011)’na ait Cin izolat1 ile birebir eslestigi
saptandi. Orta Asya ve Uzak Dogu’da yapilan bu ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin,
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Dogu Akdeniz ve Tiirkiye izolat profilleri ile uyumlu oldugu goriildii. Brusellozun
tarihsel olarak varligi orta caga dayandifi metagenomik ¢aligmalarla ortaya
konulmustuir (Kay ve ark 2014). Cin’deki calisma sonuglar1 vakalarin ithalat
kaynakl1 olabilecegini gostermektedir (Jiang ve ark 2011). Tiirkiye’de sirkiile olan
izolatlarin Uzakdogu ve Orta Asya’daki izolatlarla uyumlu olmasi; iilkeler arasinda
mesafelerin uzun olmasina ragmen, hayvan ticaretleri ve tarihte bu bodlgeden
Anadolu topraklarina gog¢ sirasinda bile hastaligin bu cografyaya taginma fikrini akla

getirmektedir.

4.1.3. Ulkemizdeki Durum

Kili¢ ve ark. (2011), Tirkiye’deki tiim cografi bolgelerden gelen 162 adet
insan izolat1 arasindaki epidemiyolojik iliski ve genetik cesitliligt MLV A analizi ile
arastirmiglardir. Yapilan calisma sonucunda, MLVA genotip profillerinin, bazi
cografi bolgelerde smirlanmis oldugu, yillik olarak herhangi bir degisiklik
gostermedigi ve minimum 10 yillik zaman diliminde belirli alanlarda siireklilik
gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Elde edilen diger bir veri, Tiirkiye ve Dogu Akdeniz’de
yer alan komsu tlkelerdeki B. melitensis insan izolatlar1 arasindaki yakin iliskidir.
Yaptiklari bu ¢alismada MLVAS8 degerlendirmesinde 9 farkli B. melitensis genotipi
saptamiglar ve hakim genotip 43 olarak belirlemislerdir. Ayrica MLVAI1
degerlendirmesinde 14 farkli genotip ve MLVA16 degerlendirmesinde 105 farkh
genotip tespit etmislerdir. Kili¢ ve ark (2011) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda MLVA
analizinin, Brucella enfeksiyonunun kontrolii ve epidemiyolojik geri izlenmesinde
onemli oOlgiide katki saglayacagi vurgulanmiglardir. Aslan (2015), doktora tez
calismasinda Tiirkiye’deki klinik izolatlarin epidemiyolojik 6zelliklerini Pulsed-field
Gel Electrophoresis (PFGE) ve MLVA yontemleriyle incelemistir. Aslan (2015) ‘in
tez ¢alismasinda fenotipik olarak biyotiplendirilmis 118 adet hayvan Brucella izolati
(B. melitensis, B. abortus, B. suis) PCR ile tiir diizeyinde identifiye edilmis ve
izolatlarin genotipik ozelliklerini belirlemek i¢in PFGE ve MLVA-16 yontemleri
kullanilmistir. ~ Yapilan ~ MLVAS (Panell) ve  MLST11(Panell+2A)
degerlendirmelerinde 6 sar farkli genotip tespit edilmistir. MLVAS

degerlendirmesine gore hakim izolat1 genotip 43 olarak saptamustir.

Bu calismada, MLVAS (panell)’degerlendirmesinde elde edilen genotiplerin

Dogu Akdeniz grubu icerisinde yer aldig1 ve calismada kullanilan izolatlarin 2009-
2017 yillart arasinda yillik olarak genotipik degiskenlik gdstermedigi saptandi.
121



MLVAS degerlendirmesine gore hakim genotip 43’tiir. Bu veriler, Kilic ve ark
(2011) calismalarinin sonuglar1 ile uyumludur. Ayrica bu calismada MLVAI16
(panell, panel 2A ve panel 2B)’ degerlendirmesinde tespit edilen 16 adet izolat Kilig
ve ark (2011)’nin ¢alismalarinin sonuglari ile birebir eslesdi. Bu ¢alismada MLV AS
(Panell) degerlendirmesi ile elde edilen hakim genotip profili ile Aslan (2015)’1n
caligmasindaki  hakim genotip aymidir. MLVA16 (Panell+2A ve 2B)
degerlendirmesine gore gereck bu calisma gerek Aslan (2015) calismasi arasinda

pancl2A ve 2B kiigiik farkliliklar tespit edildi.

Sekil 3.1°deki grup analiz sonuglarina gore, Grupl’de yer alan suslarin
Akdeniz, Karadeniz, Marmara, Ege ve i¢ Anadolu Bolgesine ait oldugu belirlendi.
Grup II’nin ise Tirkiye’nin 7 bolgesine ait suslar oldugu tespit edildi. Bu veriler
kontrolsiiz hayvan hareketlerinin bolge i¢cinde yakin illerde olabilecegi gibi bolgeler
aras1 uzak iller arasinda olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica kegi-sigir, koyun-
keci konakcilar1 arasinda gecislerin olmast ayni1 profil genotiplerinin farkl
konakc¢ilarda da olabilecegi dolayisiyla genetik profilleri konak¢r ayrimi
yapilamayacagi goriilmektedir. Ayn1 zamanda 2012 ve 2017 yillarindaki Kiitahya ve
Kirklareli izolatlarinin farkli yillarda farkli konakc¢ilarda (kegi-koyun) bulunmasi
yine profil genotiplerinin yil ayrimi yapmaksizin sahada sirkiile olup sagilama sebep
olabilecegi tespit edildi. Yapilan veritabani karsilastirlmasinda 30 adet izolata ait
profil genotiplerinin birebir eslestigi, veritabaninda eslesen izolatlarin cografik olarak
cogu Tiirkiye’ye ait olmasma karsin Ispanya, Portekiz, Belgika, Fransa, Isvicre,
Suriye, Irak ve Birlesik Arap Emirlikleri iilkelerine ait profil genotipleri ile birebir
eslestigi ve tiim izolatlarin insan izolatlari oldugu tespit edildi. Diger iilkelerle
eslesme durumlar da Tiirkiye’den o iilkelere giden kisiler ya da o iilkelerden gelen
insanlarin burada hastaliga yakalanmasi ile oldugu diistiniilmektedir. Bu durum yine

konakgilar aras1 gegislerin rahat¢a oldugunu gostermektedir.

4.2. MLST Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Multilokus sekans tiplendirme, bakteriyel tipleme ve epidemiyolojik
calismalar i¢in bir ara¢ olarak kabul edilmistir ve elde edilen veriler, filogenetik
¢alismalar i¢in de idealdir (Sun ve ark 2017). Hem MLVA hem de MLST, Brucella
tirleri ve biyovarlarimin genetik cesitliligini ve molekiiler epidemiyolojisini
arastirmak i¢in degerli tamamlayici araglar olarak kabul edilmektedir (Vergnaud ve

ark 2018). Brucella cinsi igindeki genetik gesitliginin karakterize edilmesi amaciyla
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MLST analizi kullanilmaktadir. Tiirkiye’de yapilmis olan MLST analizi ile ilgili

literatiir bilgisi ile karsilagilmamistir.

Whatmore ve ark. (2007), 160 Brucella izolatinin 9 lokustaki genetik profilini
MLST ve MLVA ile analiz etmislerdir. Elde edilen sekans verileri ile 27 sekans tipi
arasindaki iliskiyi sematize etmislerdir. Incelenen lokuslarin biiyiik bir kisnu
degismeyen gen lokuslarini temsil etmektedir. Sekans verileri ile izolat profilleri
arasindaki iliskiyi gosterecek sekilde komsu-aga¢ dendogrami olusturulmustur.
Sekans/gen dizi analizi verileri ile Brucella taksonomisindeki var olan ¢eliskiyi
ortadan kaldirmak icin, atipik olarak yeni ortaya c¢ikan izolatlar komsu-agac

dendogramina yerlestirilmistir.

Chen ve ark. (2013), Mogolistan’in i¢ bolgelerinde yaptiklar1 ¢aligmada;
Brusellozun etiyolojik degisimini gostermek icin 60 adet izolat kullanmislardir.
Secilen izolatlar klasik biyotiplendirme ile dogrulanmis ve MLST analizi ile
genotipleri incelenmistir. Calismanin yapildigi yillar arasinda Brucella izolatlarinin
hem biyovar hem de genotiplerinde farkliliklar goriilmiistiir. Sonug olarak 14 farkli
ST degeri saptanmistir. Bunlarin 9 adeti (ST28-ST36) ¢alisma numunelerinin %64,3
kismi oldugu ve daha once raporlanmamis genotip olduklar1 bildirmislerdir.
Caligmaya gore 1950-60°11 donemler ve 1990-2000 yillar1 aras1 donemde ST8 hakim
genotip iken 1970-80°1i dénemlerde ST2 hakim genotip oldugu vurgulanmistir. Bu
degisikliklerin Cin’deki Bruselloz hastaliginin  insidansindaki  farkliliklari

belirlemede yardimei oldugu bildirilmektedir.

Whatmore ve ark (2016), genetik ¢esitliligin ayrim giiclinii arttirmak igin
daha 6nce kullanilan 9 gen bolgesine ilave olarak 12 gen bolgesi ekleyerek toplam 21
gen bolgesi incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada Brucella’ya ait tiim tiirleri igeren,
508 adet izolat kullanmislardir. Bu amagla; 172 adet B. abortus, 84 adet B.
melitensis, 100 adet B. suis, 24 adet B. canis, 11 adet B. ovis, 73 adet B. ceti, 20 adet
B. pinnipedialis, 7adet B. microti, 3 adet B. neotamae, 2 adet B. papionis, 2 adet B.
vulpis, 1 adet B. inopinata ve 9 adet smiflandirilamamis Brucella izolati
kullanmiglardir. Calisma sonucunda 100°den fazla ST degeri tanimlanmistir. Calisma
izolatlarm1 Al Dahouk ve ark (2007), yaptigt MLVA degerlendirmesindeki cografik
orjinler ve MLST metodu sonucu buldugu ST degerleri ile karsilastirmiglardir.

MLST degerlendirmesi sonucunda bulunan ST8’in B. melitensis izolatlar1 igerisinde
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Portekiz'den Afganistan ve Mogolistan'a kadar Avrupa ve Asya'da yaygin olarak
dagilmis oldugu tespit edilmistir. Al Dahouk ve ark (2007), yaptig1 ii¢ gruplamada
her biri B. melitensis biyovar referans suslarindan birini igerirken ("Bati Akdeniz"
Ether, biyovar 3; "Dogu Akdeniz" 63/9 biyovar2; "Amerikan" 16M biyovarl)
genotip ve biyovar arasinda net bir iliski tespit edilmemistir. Yaptiklari ¢alismada
"Amerika" grubundaki izolatlarin ¢ogunlugu biyovar 1'e (%81) ve "Bati Akdeniz"
grubundaki biyovar 3'e (%64) ait oldugu belirtilmistir. "Dogu Akdeniz" grubu ise her
ii¢ biyovarin da esit sayida dagildigi bildirilmistir. Biyotiplendirme ile
genotiplendirme arasinda B. suis, B. abortus ve B. melitensis arasinda azalan bir
uyum oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda sadece klasik biyotiplendirme ile elde
edilen biyovar ozelliklerinin epidemiyolojik olarak yeterli olmadigi molekiiler

metodlarla birlikte kullanilmasi1 gerektigi ortaya konulmustur.

Ma ve ark (2016), Cin’ in Qinghai-Tibet bolgesindeki insan, evcil ve vahsi
hayvanlardan elde edilen 65 adet Brucella izolat1 ile ¢alismislardir. Bu izolatlarin
tiirleri ve genotiplerini belirlemek i¢cin MLST ve MLVA metotlar1 kullanilmistir.
MLST metotu ile B. melitensis izolatlar1 i¢erisinde 3 farkli ST tipi rapor edilmistir.
Bunlarin; ST7, ST8 ve ST8’in atipik varyantt oldugu oldugu bildirilmistir. Caligsma
sonucunda B. melitensis’in incelenen alan igerisinde baskin tiir oldugu saptanmuistir.
Ayrica elde edilen verilerin incelenen alandaki Brucella popiilasyonu igin
karakteristik oldugu goriilmiistiir. Calismada elde edilen diger sonuglar ise, insan,
evcil ve vahsi hayvanlar arasinda c¢ok fazla genotip c¢esitliliginin olmadig ve

bolgedeki zoonotik konak¢inin insan oldugudur.

Sun ve ark (2016), Cin’in Xinjiang bolgesinden 2010-2015 yillart arasinda
izole edilen 50 adet B. melitensis ve 9 adet B. abortus izolatina MLVA16 ve MLST
analizleri yapmiglardir. MLST analizinde 59 izolattan 4 farkli genotip elde edilmis ve
tiim genotiplerin daha dnce raporlandigi goriilmistiir. 50 adet B. melitensis izolatlar
igerisinde 49 adeti ST8 ve 1 adeti yeni genotip ST37 olmak iizere toplam iki farkl
genotip tespiti yapilmistir. Sun ve ark (2017), Cin’de yaptiklar1 calismada 110 adet
B. melitensis izolatint MLST analizi ile incelemislerdir. izolatlarin 91 adedinin
hakim genotip olan ST8 oldugunu bildirmislerdir. Tespit edilen diger genotipler
ST137, ST138, ST139, ST140 ve ST141°dir. Izolatlardan 15 adetinin ST139’a ve
geriye kalan izolatlarin ise ST137, ST138, ST140, ST141 ait oldugunu tespit
etmiglerdir. Caligmada saptanan tiim yeni ST'ler, baskin ST8 ile birlikte Dogu
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Akdeniz soyunda yer almaktadir. Cin’deki B. melitensis suslarinin Dogu Akdeniz
bolgesinden olanlarla yakin bir filogenetik iliskisi goriilmiistiir. Bu sonug,
calismadaki MLVA analizinde elde edilen bulgularla uyumludur. Veritabanina gore
ST8, B. melitensis'te tanimlanan en yaygin ST'dir. Ayrica birgok Avrupa ve Asya

tilkesini kapsayan genis bir cografi dagilim gosterir.

Cao ve ark (2018), 2015-2016 yllarinda Cin’in bir¢ok bolgesindeki farkli
hayvan tiirlerinden izole ettikleri 66 adet izolatla MLST analizi yapmislardir.
Calisilan 59 adet B. melitensis izolatinin genotipleri ST8 (n=54), ST7 (n=3) ve ST3
(n=2) olarak saptanmistir. Cin’de en hakim genotipin ST8 oldugu bildirilmistir.
Calisma sonucunda, Brucella hastaliginin izlenmesi ve etkenin genetik
varyasyonlarint anlamak icin c¢ok sayida izolatla calisilmasi gerekliligi

vurgulanmistir.

Piao ve ark (2018), 1953 ile 2013 yillar1 arasinda Cin'de izole edilen 206 adet
Brucella izolatindan MLST analizini yapmislardir. Yapilan bu c¢alismada 32 adet
farklt MLST genotipi elde edilmistir. Bu genotiplerden ST8’in hakim genotip oldugu
ortaya konulmustur. Elde edilen 32 farkli genotipin 13 adedinin yeni ST (ST71-83)
oldugu tespit edilmistir.

Liu ve ark (2019), Cin’de 1961-2016 yillar1 arasinda insan, kdpek ve
domuzdan izole edilen 40 adet Brucella izolatina MLST ve MLVA analizi
yapmuglardir. Guangxi 6zerk bolgesinde yapilan bu ¢alismada B. melitensis, B. suis
ve B. canis olmak iizere 3 tiir incelenmistir. Bolgedeki popiilasyonlarda 2000
yilindan 6nce ST17 ve ST21 hakim genotipken, 2012 yilindan sonra elde edilen
izolatlar arasinda ST8’in hakim genotip oldugu tespit edilmistir. 2012 yilindan sonra
ST&’in hékim genotip olmas1 insan brucellosis vakalarindaki artisa baglanmistir.
Yapilan MLST analizi ile bu bélgedeki Brucella suslarinin genetik yapisinin 6nemli

oOlglide degistigi gosterilmistir.

Bu c¢alismada Whatmore ve ark (2007) calismasindaki metot birebir
uygulandi. Buna gore iilkemizdeki tiim bolgeleri temsil eden 50 adet izolat arasinda 2
farkli genotip elde edildi. Tiirkiye’deki B. melitensis’ ler i¢inde hakim genotipin ST8
(n=39) (3-2-3-2-1-5-3-2-8) oldugu ve elde edilen diger genotipin ise daha Once
raporlanmayan yeni bir genotip (3-2-35-2-1-5-3-2-8) (n=11) oldugu tespit edildi. Her
iki genotip arasinda sadece glk gen bolgesinde farklilasmanin oldugu diger gen
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bolgelerinde herhangi bir varyant degisimi olmadig: tespit edildi. Calisma sonunda
elde edilen bulgular Whatmore ve ark. (2007), Chen ve ark. (2013)’nin ST8
genotipini saptamasi, Whatmore ve ark (2016)’nin tiim ST degerlerini {ilke cografik
orjinlerine gore degerlendirerek ST8 genotipinin Tiirkiye ve Uzak Doguda hakim
genotip olarak bildirmesi, Ma ve ark (2016), Sun ve ark (2016 ve 2017), Cao ve ark
(2018), Piao ve ark (2018) ve Liu ve ark (2019)’nin yaptiklari galigmalarda ST8
genotipini ¢aligma bolgelerinde hakim genotip olarak tespit etmeleri ve bu ¢alismada

da ST8 genotipinin hakim olarak belirlenmesi ile uyumludur.

MLST analizinde; konakgis1 koyun, sigir, keci farketmeksizin ST8 ve yeni ST
genotipine sahip olduklar1 ayrica bolge, yil farketmeksizin ayni profil genotipleri
belirlendi. Dolayisiyla bu analiz ile profil genotipleri cografya, yil, konakg1, biyotip
ayrimina gore belirlenememektedir. Ancak bu metod ile daha 6nce Whatmore ve ark
(2016), paylastiklart sonu¢ ST8 genotipi Tiirkiye’nin i¢inde bulundugu cografya ile
uyumlu oldugu goriildi. Sonraki ¢aligmalarda yeni ST ler ile ilgili yapilan
calismalara da bu elde edilen veriler 1s1k tutacaktir. Ayrica referans B. melitensis
Revl Asi susunun ST7 olarak saptanmasi da saha suslarindan ayrildigi goriildii.
Eradikasyon calismalarinin temeli olan asilama programlart i¢in saha suslarinin
genetik  profillerine  yonelik ¢alismalarin  yapilmasinin  faydali  olabilecegi

diistiniilmektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

1. Tum Turkiye’yi temsil edebilecek sayidaki B. melitensis susunun ve referans
suslarinin tiplendirilmesinde MLST ve MLV A metodlarinin kullanilabilecegi,

2. MLVA-16 ile 46 farkli genotip tespiti yapildi.

3. MLVA-16, kitalararas1 izlemeye olanak taniyan genis bir Olgekte genetik
cesitliligin degerlendirilmesi igin gii¢lii bir aragtir.

4. Ulkemizde mevcut kullanilan asilarin kalitelerini ve genetik stabilitelerini
kontrol edilmesinde MLV A16 analizinin yer alabilecegi,

5. MLST analizi ile saha suslar1 ile as1 suslar1 ayrim1 yapilabilecegi,

6. MLST analizi ile ¢alisilan izolatlarda bolgelere, yillara, konakg¢ilara ve hatta
biyovarlarina gore tayin yapilamadigi,

7. ST8 ve yeni genotip tespit edildi.

8. Ozellikle yeni ST ile ¢aligma yapilmasinin gerekliligi,

9. B. melitensis Rev-1 as1 susunun ve B. melitensis 16M btl’in genotipi ST7
iken diger referans suslarinda baskin genotip ST8 (%78) olmakla beraber yeni ST
(%22) varlig1 tespit edildi. Bu sebeple yeni asilama stratejilerinin gelistirilmesinin
gerektigi,

10. Kullanilan iki metot sadece B. melitensis suslarina uygulanarak Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii Brusella Referans Teshis Laboratuvarina kazandirilmis
olup, ilerleyen donemlerde diger Brucella tiirlerini de iceren ¢aligmalarla daha da
giizel sonuclar elde edilebilecegi,

11. Ulkemizde daha 6nce MLST metodu ile Brusella spp.’nin filogenetigi
calisilmamis olup kendi izolatlarimizi daha giivenilir degerlendirebilmek adina veri
tabanimizin olusturulmasi ve daha fazla izolatin ¢alisilmasinin gerekliligi,

12. MLST ve MLVA metodlarinin g¢alisilmasi sonrasinda suslarin konakgilarla
olan iligkilerini daha da iyi anlayabilmek i¢in WGS (Whole Genome Sequence)
yapilmast,

13. WGS metoduna ek olarak suslarin proteomik ve genomik c¢aligmalarla

iliskilerinin daha da detayli bilgiler saglayacagi kanaatine varildi.
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