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Ozet: Dunyanin dnemli zoonoz hastaliklarindan olan Brusellozis; hayvanlarda genital organlara yerleserek yavru atmalara ve
infertiliteye neden clmakta, endemik oldugu Ulkelerde ekonomiyi clumsuz yénde etkilemektedir. Bu derlemede hayvanlarda brusellozisin
teshisi ve etkenlerin tiplendiriimesi ile ilgili moleklller metotlar aktarildi. Serolgjik metodlar derlemenin kapsami disindadir.

Anahtar sdzcukler: Brucellozis, Teshis, Biyotiplendirme.

Summary: As an important zonoosis which has been problematic in most countries on the World Brucellosis causes infertility and
abortion by infecting genitals of animals. It effects national economies negatively in the countries which the disease is endemic.
Molecular methods for typing and identification in diagnosis of the Brusellosis are reviewed. Serological methods are excluded.
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GIRIS

Brusellozis; sidir, koyun, kegi, domuz, kopek ve
kog gibi hayvanlarda &zellikle testis, meme, uterus
gibi genital organlara yerlegerek yavru atmalara ve
infertiliteye neden olan kronik, bulasici, nekrotik ve
yangisal infeksiyonlarla ortaya gikan zoonoz bir
hastaliktir (Buxton ve Fraser, 1977; Arda ve ark,,
1997; Bilgehan, 2000; Garin-Bastuji ve ark., 2005;
Kaylu ve ark, 2009).

Brucella cinsi mikroorganizmalar, 16S rRNA
sekans analizi sonucuna gore FProfecbactereaceae
sinifinin - a-altgrubunda  yer almaktadirlar. Bu alt
grupta ayrica Rhizobium, Agrobacterium, Bartonella,
Phyllobacterium ve Ochrobactrum dgibi bakterilerde
bulunmaktadir {De Lay ve ark., 1987; Moreno ve
ark., 1990; Corbel ve Moriyon, 2006). Meyer ve
Shaw tarafindan dlzenlenen Brucella cinsi, 6 ture
ayrilmigtir: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis,
B. nectomae ve B. canis (Nicoletti 2002). B.
melitensis 3, B. abortus 7 ve B. suis b biyotipe sahip
iken diger tarler igin  herhangi bir biyotip
bildirilmemigtir (Buxton ve Fraser, 1977; Alton ve
ark., 1988; Garin-Bastuji ve ark., 1998; OIE, 2009).
Son vyillarda, hentz yukaridaki siniflandirmaya
eklenmemis olsa da cgegitli kaynaklardan vyeni
Brucelia turleri izole edilmigtir. Deniz memelilerinden
(fok, yunus balidl) izole edilen iki tur énce Brucella
maris (Jahans ve ark., 1997) daha sonra da Brucella

ceti sp. nov.ve Brucella pinnipedialis sp. nov. (Foster
ve ark, 2007) olarak isimlendirilmigtir. Ayrica,
Microtus arvalis tord farelerden ve topraktan
Bruceila microti izole edilmigtir (Scheolz ve ark,
2008).

Brusellozis'de gorulen klinik belirtiler
enfeksiyonun teshisi icin yeterli degildir. Hastaldin
tanisinda, etken izolasyonu ve identifikasyonunu ile
molekUler teknikleri kapsayan direkt yéntemler ile
serclojik ve alerjik testleri kapsayan indirekt
yontemlerden yararlanilir (Aras ve Ugan 2002, OIE
2009). Fakat etken izolasyonunun her zaman
mumkun olmamasi nedeniyle siklikla serolojik
testlerden yararlaniimakla beraber etken izolasyonu
"altin standart" olarak kabul edilmektedir. (Alton ve
ark., 1988; lyisan ve ark., 2000; Aras ve Ugan, 2008;
OIE, 2009).

2. Brucella izolatlannin identifikasyonu
2.1. Bakteriyoskopi

Fétusun mide igerigi, fotal akciger, fotal
karaciger, vaginal akinti, kotiledon veya plasenta
orneklerinden hazirlanmig surme ve tuge preperatlar

Modifiye Ziehl-Neelsen (Stamp) wveya Koster
yontemleriyle  boyanarak  direkt  mikroskobik
muayene ile  Brucella  morfolojisine  sahip

mikroorganizmalar aranir. Boyamada zayIf asit-fast
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tzellige sahip olan Brucella'lar mavi zemin Uzerinde
kirmizi renkte géranudrler (Buxton ve Fraser, 1977
Alton ve ark., 1988). Chlamydophila abortus veya
Coxiella burnetti gibi dijer abort etkenleri yanls
pozitiflige neden olabilecedinden sonug kudltar ile
teyit edilmelidir.  Sat  ve sOt  drdnlerinin
muayenesinde, etken miktan genelde dugik
oldujundan wve vyad molekullerinin  géruntiyd
engelleyecedinden bu  metodun  sensitivitesi
dustktar (Alton ve ark., 1988; Garin-Bastuji ve ark,
1998; OIE, 2009; Garin-Bastuji ve ark., 20095).

2.2, Kultir
2.2.1. Temel Besiyerleri

Brucellalann izolasyonunda, temel besiyeri
olarak, Brucella, Trypticase soy, Tryptone soy,
Nutrient besi yerleri ile Kanli, Columbia ve Patato
agarlar kullanilabilecedi gibi laboratuarda nutrient
agarda (agar 20 g, pepton 10 g, NaCl 5 g, meat
ekstrakt 5g, distile su 1000 ml, pH 7.8) hazirlanabilir.

Bifazik besiyeri olan Castaneda vasat| da, kan, diger
vicut sivilar veya sutten Brucella izolasyonu
amaciyla kullanilmaktadir (Alton ve ark., 1988; OIE,
2009). Ozellikle B. abortus biyotip 2 ile B. suis’in
izolasyonlarinda bu besiyerlerine % 2-5 Brucella
antikoru igermeyen sidir veya at serumu katilmahdir.
Serum ilavesinin B, melifensisin  Uremesini de
arttirdid1 bildirilmektedir (Alton ve ark., 1988; Garin-
Bastuji ve ark., 2005). Diger faydall besiyerleri ise
Serum dekstroz ve Cliserol dekstroz agarlardir.
Serum dekstroz agar genellikle biyotiplendirmeler de
koloni morfolojisinin gozlemlenmesi igin
kullaniimaktadir (Alton ve ark., 1988; OIE, 2009).

2.2.2. Selektif Besiyerleri

Saha orneklerinin genellikle kontaminantlari
da igermeleri ve bunlarin Brucella etkenlerini ¢riecek
sekilde Uremeleri sebebi ile temel besiyerleri yerine
selektif besiyerleri etken izolasyonunda tercih
edilmektedir (Marin ve ark, 1996; Garin-Bastuji ve
ark., 1998). Brucella haricindeki diger

Tablo 1.Brucella’larin diger Gram negatif bakterilerden ayrimi (Alton ve ark., 1988; Garrido-Abellan

ve ark., 2001).

Testler Brucella B.bronchiseptica C.fetus Moraxella Acinetobacter Y.enterocolitica
Morfoloji Kbtk . Ktk . Virgﬁl Diplokok Diplokok Basil
kokohbasil kokobasil seklinde
37 CHareket - + + - - -
20 C Hareket - - - - - +
MacConkey'de laktoz a
ferment. ) ) ) Y v i
Glikoz iceren agarda b
asit teskili i ) ) v *
Hemoliz - + - v v -
Katalaz + + + v + +
Oxidaz +° + + + - -
Ureaz +d + - v v +
Nitrat indirgemesi +°© + + v - +
Sitrat kullanimi - + - - v -
S-Brucella antiserumu Af i i i i N
ile aglitinasyon
R-Brucella antisrumu L8 ) ) i i i

ile agllitinasyon

°. Genus icinde pozitif ve negatif tiirler

°. B. neotomae bazen {+)

"~ B. ovis, B. nectomae ve bazende B. abortus'un bazi suslan (-)
2. B. ovis ve bazende B. gbortus'un bazi suglar (-}

= B. ovis (-}

- B.ovis, B.canis ve diger turlerin R suglan harig.

£. B.ovis, B.canis ve diger tirlerin R suglan pozitif.
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mikrocrganizmalarin  Uremelerini  engellemek igin
temel besiyerlerine gesitli antibiyotikler eklenerek
selektif besiyerleri geligtirilmigtir.  Bu amagla,
gunumuzde vyaygin bir sekilde Farrell selektif
besiyeri kullaniimaktadir (OIE, 2009). Temel besiyeri
olan serum dekstroz agarin her litresine 100 mg
cycloheximide, 25 000 IU basitrasin, 5 000 U
polimikin B sudlfat, 20 mg vankomisin, 5 mg nalidiksik
asit ve 100 000 U nistatin ilave edilerek Farrell
selektif besiyeri hazirlanmaktadir (Farrell, 1974;
Alton ve ark., 1988; OIE, 2009). Bu besiyerinde
kullanilan basitrasin ve nalidiksik asit miktarlarinin 8.
melitensis’in bazl susglarinin aremesini inhibe ettidi
bildirilmigtir (Marin ve ark., 19986). Ayrica, Farrell
besiyeri B. ovisin Uremesini de engellemektedir.
Bunlardan  dolayr  atk  vakalarinda  etken
izolasyonunun sensitivitesini arttirmak igin Farrell ve
modifiye Thayer-Martin besiyerleri birlikte
kullaniimahdir (Marin ve ark., 1996).

2.2.3. identifikasyon ve Biyotiplendirme

Brucella turune ait suslarn birgodu (B.
abortus, B. ovis) Ureme sirasinda % 10 COJ'e ihtiyag
duyarken, B. melitensis, B. canis ve B. suis
suglarinin CO, ihtiyaci yoktur. Brucella kolonileri,
uygun besiyerine ekilmelerinden itibaren yaklagik 2
gunlik inkubasyon peryodu sonunda gorunur hale
gelirler. Kulturin negatif clarak degerlendirilmesi igin
8-10 gun beklenmelidir. Dért gunluk koloniler, 1-2
mm gapinda, duz kenarli, sar bal renginde ve
sebnem tanesi gérunUmoundedirler. Eskiyen koloniler

Tablo 2 Brucella tarlerinin ayrimi (Alton ve ark., 1988).

koyu bir renk alarak buyurler. Kolonilere yukaridan
bakildiginda konveks ve inci beyazi rengindedirler
{(Buxton ve Fraser, 1977; Alton ve ark., 1988; Arda
ve ark., 1997; Bilgehan, 2000; OIE, 2009).

Brucella morfolojisine sahip tum  koloniler
Gram boyama yontemi (veya Stamp yontemi) ile
degerlendiriimelidirler. Gram negatif kokobasiller
veya kisa gomaklar geklinde gorulen bakterilere ait
kolonilerden, anti-Brucella poliklonal serumu ile lam
aglitinayon testi yapilir ve pozitif sonug wveren
koloniler Brucella olarak kabul edilir (Alton ve ark.,
1988; OIE, 2009). Brucella tarlerinin
identifikasyonunda ayrica Ureaz, oksidaz, katalaz,
nitrat indirgeme, sitrat, indol ve Voges Proskauer
testleride kullanilir. Brucella'larin dijer Gram negatif
bakterilerden ayrimi tablo 1'de verilmigtir (Alton ve
ark, 1988; Arda ve ark., 1997; Garrido-Abellan ve
ark., 2001).

Smooth Brucella torleri Ureme suUresince
dissosiye olma egilimindedirler. Bir kdltaran koloni
morfoljisindeki degisiklik, antijenitesi ve
infektivitesinide degistirmektedir. Ozellike asi ve
antijen Oretiminde S kolonilerin secimine dikkat
edilmelidir. S-tipinde olmayan koloniler,
monospesifik serum veya smooth Brucelia fajlari ile
tiplendirilemediginden, tiplendirme i¢in  smooth
koloniler segilmelidir. Koloni morfolojisini belirlemek
icin cesitli yontemler kullanilimaktadir. ik olarak
Henry tarafindan 1933 yilinda bildirilen yontemde,
koloniler 45 °C'lik agl ile oblik I1gikta stereskopik

Faj Duyarhlig
Th Faiji R/C .
Tiirler Koloni Serum Oksidaz Ureaz Konakg
Morfolojisi  Gereksinimi RTD 10°xRTD RTD
B.melitensis Smooth - - - - + +° Koyun, kegi
B. abortus Smoath b + + - +© +4 S
B. suis Smooth - - + - + + Domuzvb
B.neotomae Smooth - A + - - +° Col ag. rati
B. ovis Rough + - - + - - Kog
B. canis Rough - - - + + + Kopek

a- Degisik oranlarda, bazi suglar hizh pozitiftir.

b- B. gbortus bivotip 2 harig {genelde ilk izolasyonunda serum gereksinimi vardir).

- B. gbortus bivotip 3 harig.

d- Referans sug 544 harig ve ara sira saha suglan negatiftir.
e- Hizh oranda pozitiftir.

f- Cok ince bir plak olugur.
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mikroskop altinda incelendijinde S koloniler mavi-
yesil refle verirken dissosiye koloniler donuk sari
renkte goérunudrler. Diger bir metotta, koloniler %
0.01'lik notral akriflavin ile emulsifiye edilirler. &
koloniler homojen bir sekilde suspanse oclurken,
dissosiye koloniler aglutine olurlar. Kolonilerin kristal
violet boya sollisyonu ile boyandigi ydntemde ise, S
koloniler boya almazken non-smooth koloniler
kirmizimsi bir renge boyanirlar ve yiizeylerinde ki
catlaklar el mercegi ile gorilebilir (Alton ve ark.,
1988).

Tir identifikasyonu, faj duyarhhigr ve baz
biyokimyasal testlere (Ureaz, oksidaz gibi)
dayanmakta iken ayrica referans laboratuarlarinca
gerceklestirilen oksidatif metabolik testler ile de
yapilabilmektedir. Brucefla tarlerinin ayrimi tablo
2'de verilmistir (Alton ve ark., 1988; Arda ve ark,

1997 Garin-Bastuji ve ark., 1998; Plommet ve ark,
1998). Tb, Wb ve |z fajlar smooth Bruecella turlerinin
aynminda ve R/C faji B.canis ve B. ovis’in lizisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Tb faji stabil
oldugundan referans faj clarak kabul edilmektedir
{Alton ve ark., 1988; OIE, 2009).

B. melitensis, B. abortus ve B. suis turlerinin
biyotip seviyesindeki identifikasyonu 4 ana testle
yapllmaktadir. Bu testler, CO, ihtiyaci, H,S dretimi,
boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarihid ve
monospesifik A ve M antiserumlar  ile
aglUtinasyondur. Brucella turlerine ait biyotiplerin
aynimi tablo 3’e verilmigtir (Alton ve ark., 1988;
Corbel, 1991; Arda ve ark, 1997 Garin-Bastuji ve
ark., 1998; Plommet ve ark., 1998; OIE, 2009).

Yeni izole edilen etkenlerin ilk
izolasyonundan hemen sonra CO, ihtiyact olup
olmadigi kontrol edilmelidir. B. abotusun bazi

Tablo 3. Brucelia biyotiplerinin ayrimi (Alton ve ark., 1988).

Monospesifik Serumla

Boya Duyarhhig

Agliitinasyon

.. L Co, H,S L. Bazik
Tiirler Biyotip . . Tiyonin . a A M R
lhtiyaci Uretimi Fuksin
1 - - + + - + -
B.melitensis 2 - - + + + - -
3 - - + + + + -
1 +° + - + + - -
2 +°© + - - + - -
3 +° + + + + - -
B.abortus 4 +°© + . 4b ) . i
5 - - + + - + -
6 - - + + + - -
9 +, - + + + - + -
1 - + + - + - -
2 - - + - + - -
B.suis 3 - - + + + - -
4 - - + £ + -
5 - - + - - -
B.neotomae - + & - + _ _
B.ovis + - + = - _ +
B.canis - - + K - - +

°. Boya konsantrasyonu, 20 pg/ml Serum dextroz agar (1:50 000}.
®_ ABD, Kanada ve ingiltere’de izole edilen bazi suslar negatiftir.

“-ilk izolasyonda genellikle pozitiftir.
o Suslarin cogu negatiftir.

®- 10 pg/ml tiyonin konsantrasyonunda tGreme sekilenir.54



Brucella Suglarimin. ..

Tablo 4.B. melitensis Rev1 ve B.

melitensis biovar 1 suglarinin ayrimi (Alton ve ark; 1988).

Besiyerlerinde lireme

s Koloni Tiyonin Bazik Fuksin Penisilin Streptomisin
u
: biiyiikliigii 20pg/ml 20 pg/mi 5 iu/ml 2,5 pg/ml
Biovar 1 Bayiak + + + -
Rev-1 Kigik - - - +
Tablo 5. B. abortus 519 ve B. abortus biovar 1 suslarimin ayrimi (Alton ve ark; 1988).
Besiyerinde lireme
Sus CO; ihtiyac Tiyonin blue i-erythritol Penisilin
1 mg/ml
2ug/mil 5iu/ml
Biovar 1 +a +a + +a
519 - - - -

°-ilk izolasyonda genellikle pozitiftir

biyotipleri sadece ilk izolasyonlarinda COy'e ihtiyag
duymalarina kargin her zaman bir stabiliteye sahip
dedildirler. Boya ve diger testlerde kullanilacak
atmosferin belirlenmesi igin ance CO, gereksinimi
belilenmelidir. H,S testinde de kaltur SDA igeren bir
tupe ekilip tapun pamuguna kursun asetath kadit
yerlestirilir. Kagit 4 gun boyunca gunluk degistirilerek
renk degisikligi kontrol edilmelidir (Alton ve ark,
1988).

Boya duyarlilik testlerinde baglica serum
dekstroz agar, trypticase soy agar ve tryptose soy
agarlar kullaniimaktadir. Kaltaran serum gereksinimi
olmasa bile, serum eklenmis boyall besiyeri (serum
Uremeyi iyilegtirebilir) ile serum eklenmemis olaninin
uremeleri  de  karstlagtinimalidir.  Agar  ¢esidi
kullanilacak boya konsantrasyonu etkilemektedir.
Serum dekstroz agara 20 pg/ml (1:50 000) craninda
bazik fuksin ve tiyonin eklenmektedir. Genellikle B.
melitensis kultarleri, B. abortus ve B. suis Kultdrleri
kadar bolca Ureme goéstermemektedir. Safranin O
duyarhlik testi, B.suis'in ayriminda kullaniimaktadir.
100 pg/ml oraninda safranin varli@inda, B. sufs
suglarinin godu inhibe olurken, B. melifensis ve B.
abortus (biovar 2 harig) susglarn etkilenmezler (Alton
ve ark., 1988).

S ve R forma sahip Brucella kultorleri
kendilerine uygun antiserumlar ile aglutine olurlar.
Smooth forma sahip bakteriler A, M veya her iki
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monospesifik antiserum ile aglitinasyon verirler.
Rutin tiplendirme testlerinde monospesifik A, M ve
Rough antiserumlar birlikte kullanilimaktadir. B.
melitensis’in biyotip 1'inde M antijeni, biyotip 2'sinde
A antijeni dominant iken biyotip 3'Unde A ve M
antijenleri esit miktarda bulunmaktadir. B. ovis ve B.
canis R antijeni tagimaktadirlar. Dominant ylzey
antijeninin monospesifik antiserumlarla
belirenmesinde tap ve lam aglutinasyon testlerinden
yvararlaniimaktadir (Alton ve ark, 1988; Garrido-
Abellan ve ark., 2001).

Canli agl suglan olarak kullanilan B. abortus
S19 ve B. melitensis Rev-1, arasira sut veya
patolojik materyallerden izole edilmektedir. Gebe
hayvanlarda, B. melifensis Rev-1 susu ile
asllanmalarindan sonra atiklar olugtudu bildirilmigtir.
B melitensis Rev-1 susunun streptomisin igeren
besiyerinde  Uremesi  orjinalliini  gostermesine
kargin, streptomisine badimli mutant susglanda
olusabilmektedir. B. melitensis Rev-1 agl sugunun
saha sugundan ayinmi tablo 4'te, B. abortus S19 agl
sunun saha sugundan ayirimi tablo 5'te gosterilmigtir
(Alton ve ark., 1988; OIE, 2009). Ayrica, B. abortus
RB51 agl susu, R koloni morfolojisine sahip olmasi
ve Rifampisin (250 pg/ml) varhidinda Uremesi ile
identifiye edilmektedir (OIE, 2009).

Hizli bakteriyel identifikasyon sistemlerinde
kullanilan Gram negatif enterik ve nonenterik
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identifikasyon kitleri (APl gibi) ile Brucelialar
Moraxella phenylpyruvica, Hamaophilus ve Nejsseria

Klevezas ve ark., 1995, Romerc ve ark., 1995; Da

Tablo 6. Brucelia turlerinin PZR-RFLP metodu ile ayrimi (Al Dahouk ve ark., 2005).

Gen Bolgesi

Brucella Tirleri

Omp2 Omp25 Omp31 Dnak Ery RpsL
B. abortus + - NA - 519 -
B. melitensis + + - 16M - Rev-1
B. suis + - - - - -
B. canis + - + - - -
B. ovis + + + - - -
B. neoteomae + - - - * -
B. maris + * * * * -

NA: Amplifiye olmamis; *: test edilmemis; 16M: B. meilitensis biyotip 1; S19: B. aborfus asl sus;

Rev-1: B.melifensis asl susu.

olarak yanlis identifiye edilebilirler (Bilgehan, 2000;
Findik, 2005).

2.3. Molekiiler identifikasyon Y&éntemleri
2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR metodu ilk olarak 1987 yilinda Mullis ve
Faloona tarafindan tanimlanmigtir. Daha sonraki
ylllar, birgok arasgtirici Brucelia’lari teghis etmek igin
PZR temelli gesitli metctlar geligtirmigtir (Bricker,
2002; Aras 2009).

Brucelfa tarlerini cins dizeyinde identifiye
etmek igin, ilk PZR metodu Fekete ve arkadaslari
tarafindan 1990 yilinda geligtiriimistir. Aragtiricilar,
B. abortus $19 sugunun 43-kDa OMP’sini kodlayan
gen bolgesinin 635 bp (baz pair)lik bir kismini
dizayn ettikleri primerlerle amplifiye etmiglerdir.
Yéntemin, tum Brucella turleri ve biyctipleri igin
gecerli ve oldukga hassas oldugunuda bildirmiglerdir
(Bricker, 2002). Daha sonraki yillar, Brucella cinsi
bakterilerin hepsinde bulunan 16S rRNA, 165-23S,
BCSP31 ve omp2 gen bolgelerini ¢odaltmaya
yonelik birgok PZR metodu geligtirilistir (Baily ve
ark., 1992 Herman ve De Ridder, 1992; Leal-
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Costa ve ark., 1996; Rijpens ve ark., 1996).

Brucella turlerini tor duzeyinde identifiye
etmek igin geligtirilen ilk PZR metodu Bricker ve
Halling (1994) tarafindan AMOS-PZR ismiyle rapor
edilmigtir. Arastiricilar, bir 1S (Insertion sequences)
elementinin (IS711) B. canis haricinde diger Brucella
tarlerinin tamaminda en az bir tane bulundugunu ve
kromozom Uzerinde sayl ve yerlesim yerlerinin
oldukga stabil oldugunu bildirmiglerdir. Bu metot,
multipleks olarak kullanilan & adet primer ile B.
abortus biyotip 1, 2 ve 4, B. melitensis, B. ovisve B.
suis  biyotip 11 tar  dizeyinde identifiye
edebilmektedir (Bricker ve Halling, 1994). Daha
sonra metot modifiye edilerek agl suglarn clan B.
abortus S19 ve RBbH1'e yonelik primerlerde
prosedure eklenmigtir (Ewalt wve Bricker, 2000).
Bricker ve ark (2003) AMOS PZR teknidini modifiye
ederek B. abortus tur spesifik PZR (BaSS PZR)
yontemini geligtirmiglerdir. Gupta ve ark (20086), B.
melitensisin omp31 gen bdlgesinin gogaltan yeni bir
single-step PZR metodu geligtirmiglerdir. Bu gen
balgesinin B, abortusta bulunmamasindan dolayi
yeni yontemin B. mefitensis igin oldukga hassas ve
Ozgul oldugunu bildirmiglerdir. Keid ve ark (2009),
Brucella ssp. 165-235 rRNA bolgesini belilemeye
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yonelik  hazirladiklart  primerlerle  képek kan
orneklerinden B. canis’i tur dizeyinde identifiye
ettiklerini bildirmiglerdir.

Garcia-Yoldi ve ark (2006) geligtirdikleri
multipleks PZR yantemi ile Brucellaya ait 7 turd ve 3
agl susunu  molekuler olarak identifiye etmeyi
basarmiglardir. Tur veya biyotipe 6zel primerlerini
omp31, omp25b, wboA, wboB, IS711, ety ve rpsL
gen bélgelerine yonelik dizayn etmiglerdir. Imaocka
ve ark (2007), BCSP31, omp31, omp2a ve omp2b
gen bolgelerine yonelik hazirladiklari  primerleri
kullandiklari  Combinatorial PZR  teknidi ile B.
abortus, B. melitensis, B. suis ve B. canis’i bagar ile
identifiye ettiklerini bildirmiglerdir.

2.3.2. Molekiiler Biyotiplendirme Metotlari

Brucella tar ve biyotiplerinin - molekuler
tiplendirme ve identifikasyonu amaciyla, DNA
Uzerindeki polimorfizmi belirlemek igin, PZR-RFLP

veya Southern blot  analizi  gibi  metotlar
kullaniimaktadir (Garin-Bastuji ve ark., 1998). Omp
gen bolgelerinin - yeterli miktarda polimorfizm
icermelerinden dolayi Brucella tarlerinin

tiplendiriimesinde en g¢ok kullanilan gen balgeleri
olmuslardir. OmpZa, Omp2b, Omp25 Omp31,
DnaK, Ery ve RpsL gen bolgeleri PZR-RFLP
yontemi ile ¢ogaltiip enzimlerle kesilerek Brucella
turlerinin ayriminda basari ile kullanmimistir (Garin-
Bastuji ve ark, 1998; Al Dahouk ve ark., 2005).
Spesifik primerle ¢odaltilip, restriksiyon enzimleri ile
kesilen gen bdélgeleri ve ait olduklari tir veya biyotip
tablo 6'da verilmigtir (Al Dahouk ve ark., 2005).
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