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OZET

SIVAS VE TOKAT ILLERINDE TUKETIME SUNULAN ACIK SUTLERDE VE
SUT URUNLERINDE BRUCELLA ANTIKORLARININ ELISA YONTEMIYLE
ARASTIRILMASI VE BRUCELLA MELITENSIS VE BRUCELLA
ABORTUS’UN KEFIRDEKI YASAM SURELERININ TAYINi

Ayse Hilmeyra TASKIN
Yiiksek Lisans Tezi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Zeynep Siimer
2011, 88 sayfa

Bruselloz iilkemizde yaygin goriilen; halk saghgi, hayvan endiistrisi ve ekonomik
kayiplar1 yoniinden giincelligini koruyan 6nemli zoonotik bir enfeksiyondur. Bu ¢aligma
ile acikta satilan ¢ig siit ve siit irlinlerinin Brucella 1gG pozitifliginin saptanmasi
amaclanmigtir. Arastirmamizda ilk olarak 250 ¢ig siit, 100 beyaz peynir, 50 tereyag ve
50 adet yogurt 6rnegi olmak iizere toplam 450 6rnek Brucella 1gG pozitifligi yoniinden
ELISA yontemiyle arastirilmistir. Sivas il merkezi ve ¢evre kdylerinden alinan 150 adet
cig siit 6rneginin 85 (% 56.6) tanesi, Tokat il merkezi sokak siit¢iileri ile Tokat’in
Resadiye ve Pazar ilgelerinden temin edilen toplam 100 adet ¢ig siit 6rneginin 32 (%
32) tanesi Brucella 1gG yoniinden pozitif bulunmustur. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde iller arasindaki fark anlamlidir (p=0.000). Sivas il merkezinde
toplanan 50 adet beyaz peynir drneginin 2 (% 4) tanesi, Tokat il merkezinde toplanan 50
adet beyaz peynir Orneginin 9 (% 18) tanesi Brucella 1gG yOniinden pozitif
bulunmustur. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde iller arasindaki fark anlamlidir
(p=0.002). Yogurt ve tereyag drneklerinin hi¢gbirinde Brucella 1gG antikorlar1 yoniinden
pozitiflik saptanamamustur.

Calismamizda ikinci bir arastirma konusu olarak farkli yogunluklarda
hazirlanan Brucella melitensis (RSKK 310) ve Brucella abortus (RSKK 279) bakterileri
suslarmin, 3 farkli kaynaktan elde edilen (A, B marka ve ev yapimi) kefir icersinde
yasam siireleri arastirilmistir. Bakteriler A ve B marka kefirde 24, 48, 72. saat araliginda

canliligint siirdiirirken 240 saatten itibaren lireyememektedir. Ev yapimi kefir i¢ersinde

il



ise 0-24 saat araliginda canliligini siirdiiriirken 24 saatten itibaren lireyememektedir. Bu
calisma Sivas ve Tokat illerinde siit ve siit ilirlinlerinde Brucella cinsi bakterilerin
bulundugunu, siit ve siit iirlinlerinin bruselloz bakimindan risk olusturabilecegini
gostermistir. Ayrica probiyotik fermente bir siit igecegi olan kefirde Brucella’nin en ¢ok

10 giin canl kalabildigi tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Brucella, Bruselloz, ELISA, Siit ve Siit Uriinleri, Kefir
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ABSTRACT

RESEARCHING BRUCELLA PRESENCE BY ELISA METHOD IN MILK
AND MILK PRODUCTS WHICH ARE CONSUMED IN SIVAS AND TOKAT
TERRITORIES AND OBTAINING LIFE TIME OF BRUCELLA MELITENSIS

AND BRUCELLA ABORTUS BACTERIA IN KEFIR

Research Assistant Ayse Hiimeyra TASKIN
Master Thesis, Department of Microbiology ve Clinical Microbiology
Supervisor: Prof. Dr. Zeynep Siimer
2011, 88 pages

Brucellosis is a common and important zoonotic infection which is always up-to-date in
terms of public health, animal industry and econmical loss. In this paper it was aimed to
determine Brucella 1gG positivenss in raw milk and milk products sold unpacked. In
our study firstly, 450 samples consisting of 250 raw milk, 100 white cheese, 50 butter
and 50 yoghurt samples were researched by ELISA method in terms of Brucella 1gG
positivensis. 85(%56.6) of 150 raw milk samples obtained from Sivas city center and
neighbouring villages, 32(%32) of 100 raw milk samples obtained from Tokat city
center, milkmen on streets, Resadiye and Pazar borough of Tokat were detected
positive with regard to Brucella 1gG. When evaluated statistically, the difference
between the cities is significant (meaningfull) (p=0.00). 2(%4) of 50 white cheese
samples gathered from Sivas city center and 9(%18) of 50 white cheese samples were
detected positive in terms of Brucella 1gG. When evaluated statistically, the difference
between the cities is significant (p=0.02). None of the yoghurt and butter samples were
detected positive in terms of Brucella 1gG antibody

As a second research subject, the lifetime of the strains of Brucella melitensis
(RSKK 310) and Brucella abortus (RSKK 279), prepared in different density, in Kefir
obtained from three different sources (A, B brand and home-made) was studied.
Bacteria survive 24, 48, 72. hours in A and B brand kefir, and they cannot multiply as

from 240 hour. Bacteria in homemade kefir survive between 0-24 hour and cannot



multiply as from 24 hours. This study showed the presence of Brucella bacteria in milk
and milk products in Sivas and Tokat, and it indicated that milk and milk products can
creat risk in terms of Brucellosis. Also, it was concluded that in kefir, a probiotic
fermented milk drink, Brucella can survive at most 10 days.

Key Words: Brucella, Brucellosis, ELISA, Milk and Milk Products, Kefir
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1. GIRIS ve AMAC

Bruselloz Brucella cinsi bakterilerin si8ir, koyun, kec¢i, domuz ve kopek gibi
hayvanlarin, genital organlar1 (testis, uterus) ile memelerine yerleserek, abort (yavru
atimi), infertilite (kisirlik), mastitis (meme iltihab1), orsitis (testis iltihabi) ve artritis
(eklem iltihab1) gibi komplikasyonlara neden olan, diinyanin biiyiik bir kesiminde ve
ozellikle de endemik yorelerde yaygmn olarak goriilen, ciddi ekonomik kayiplara yol
acan Onemli bir zoonozdur. Etken gebe hayvanlarin koryonik membranlarinda iiremesi
durumunda genelde diisiiklere yol a¢gmasi nedeniyle enfeksiydz abortus, epizootik
abortus, yavru atma hastalig1 olarak da adlandirilir (1-3).

Diinyada bir¢ok iilkede bruselloz ile miicadele kampanyalar1 baglatilmis ve birkag
iilke sigir brusellozunu biiylik Olciide eradike etmeyi basarmis olmasina karsin, koyun
ve keci brusellozu ise basta gelismekte olan iilkeler olmak {izere diinyanin bir¢ok
yerinde halen yaygin bir sekilde devam etmektedir. Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika,
Avustralya ve Yeni Zellanda'da yillar siiren yogun cabalarla bruselloz biiyiik dlctide
eradike edilmistir. Buna karsin bazi Gliney Avrupa iilkelerinde, dzellikle Akdeniz
Bolgesi, Orta Dogu, Bati Asyanin gelismekte olan iilkelerinde yaygmligini
stirdiirmektedir. Akdeniz {iilkelerinde ise bu enfeksiyon bir ¢ok hastalik arasinda 6n
sirada yer almaktadir. (4-6).

Ulkemizde bu giine kadar koyun ve kegilerde goriilen bakteriyel orjinli yavru
atmalarin genellikle bruselloz sonucu olustugu, farkli bolgelerimizde hastalik
prevalansinin %0,6-%22 arasinda degistigi belirtilmektedir (7).

Geligmis iilkelerde hastalik genelde hayvanlarda kontrol altina alindig1 halde, yurt
dis1 seyahatlerinde bulunan veya giivenli olmayan hayvan {irlinlerini tiikketen bireylerle,
etkene maruz kalabilme olasilig1 yiiksek bazi meslek gruplarinda (cift¢iler, veteriner
hekimler, laboratuvar ve mezbaha calisanlarinda) goriilmeye devam etmektedir (5).

Diinya’da ve ililkemizde bruselloz i¢in temel bulas kaynagi pastorize edilmemis st
ve siit drlnlerinin tiiketimidir. Yurdumuzda oldukca fazla miktarda iiretilen siit
iriinlerinin biiyiik ¢cogunlugu hijyenik olmayan sartlarda, ilkel yontemlerle ¢ig siitten
tiretilmektedir. Anadolu’da bir¢ok yorede halkin hastalig1 ve bulag yollarini bilmelerine
karsin siit ve siit tirlinlerini kaynatmadan tiikettikleri, kaynatma ve pastorizasyon gibi
islemlerden gecirilmis siitlerden tereyagi ve peynirlerin gerek yapiminin zor olmasi

gerekse damak zevkine uygun olmamasi nedeniyle bu aligkanliklarmni birakamadan



iiretime ve tiikketime devam ettikleri ve her yil binlerce insanin bu hastaliga yakalandigi
bildirilmektedir. Ayrica hastalikla birlikte insanlarda meydana gelen fiziki yetersizlik, is
giicii kaybi1 ve tedavi i¢in yapilan masraflar iilke ekonomisine biiyiik bir yiik
getirmektedir. Teshis ve tedavi anlaminda biiylik ilerleme kaydedilmesine ragmen
bruselloz insan ve hayvanlar i¢in sik goriilen ciddi bir saglik sorunu olarak giincelligini
korumaktadir (8).

Bu calismanin amaci, Sivas ili ve baz1 kdyleri ile Tokat il merkezinde tiiketime
sunulan acik ¢ig siitlerde ve yogurtlarda yine bu illerimizde bulunan degisik market ve
semt pazarlarinda satilan beyaz peynir, tereyagi gibi siit tirlinlerinde ELISA yontemiyle
Brucella 1gG antikorlarini saptamak ve bruselloza yol agma riskini ortaya koymaktir.
Ayrica son yillarda giindemde olan fermente siit igecegi kefirin igerisinde Brucella
bakterisinin yasam siiresini belirlemek ve ev yapimi kefir ile ticari olarak tiiketime

sunulan farkli marka kefirlerdeki canli kalma siirelerini karsilastirmaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Brusellozun Tarihgesi

Hayvanlardan insanlara bulagsan ve zoonoz hastaliklarin énemli bir boliimiinii olusturan
bruselloz, diinyanin biiyiik bir kesiminde binyili agkin siiredir 6nemli bir problem olarak
kendini gostermektedir. Brucella bakterilerinin insanda olusturdugu enfeksiyonlar;
bruselloz, Malta atesi, Dalgali (ondiilan) ates, Bang hastalig1 olarak adlandirilir.
Hayvanlardan insanlara ge¢gmesi nedeniyle halk arasinda mal hastaligi, koyun hastali1
olarak da bilinmektedir (3-9).

Brucella enfeksiyonlarmin, insanlarm hayvanlarla olan iligkilerinin baglamasina
kadar uzanan bir tarihe sahip oldugu belirtilmektedir. M.0.450 yilinda Epidémies adl1
eserinde Hippocrates, ilk kez tekrarlanan ates sonucu 4 ay igerisinde 6ldiiriicli olan bir
hastaliktan bahsetmistir ve bu hastalig1 “humma” olarak tanimlamigtir (10,11).

1751 yilinda bir Akdeniz adas1 olan Minorca'da Ingiliz Ordusu'nda hekim olarak
gorev yapan Cleghorn, Hippocrates'in tanimladig1 hastaliga uyan atesli bir hastaliktan
bahsetmistir (11).

Bu hastaligi klinik 6zelliklerini kendi hastaligindan yola ¢ikarak ilk defa 1861
yilinda Misir'da Ingiliz Kraliyet kuvvetlerinde ¢alisan Jeffery Allen Marston
bildirmistir. Hastalik o zaman "Akdeniz Atesi" olarak bilinmekteydi. Marston ayni
zamanda, Malta atesi hakkinda detayli bilgileri belgeleyen ilk kisidir (11,12).

Etmen ilk kez, 1887 yilinda, Ingiliz hekim David Bruce tarafindan malta atesi
olarak ifade edilen hastaliktan 6len bir askerin dalagindan izole edilmistir. Bruce, bu
mikroorganizmaya dnce Micrococcus melitensis adin1 vermis, fakat daha sonra Bruce’a
atfen adma Brucella melitensis denilmistir (10,13).

Hutryra ve Marek, 1909 yilinda Macaristan'da, Traum, 1914'de ABD’nin Indiana
eyaletinde prematiire dogan domuzlarin karaciger, mide ve bobreklerinden bakteriyi
izole ederek buna Brucella suis ismini vermistir (11,14).

Yurdumuzda bu etkenin tespitine yonelik ilk c¢aligmalar, 1915 yilinda Kural ve
Akalin'in Istanbul'daki bir hastada, hastaligin tespiti amaciyla gergeklestirmis olduklar:
caligmalariyla baslamistir. Daha sonra etken, Berke tarafindan 1931 yilinda sigirlarda,
Golem tarafindan 1943 yilinda koyun ve kecilerde, Koyliioglu ve Aktan tarafindan da
1944 yilinda Bandirma merinos ¢iftligindeki koyunlarda tespit edilmistir (14,15).



2.2 Brucella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri:

Brucella’lar kiigiik, 0,5-0,7um eninde, 0,6-1,5 pm boyunda hareketsiz, sporsuz,
kirpiksiz, ¢cok defa ikiser ikiser u¢ uca durma aligkanliginda olan kok, kokobasil veya
kisa ¢omak goriinlimiinde gram negatif bakterilerdir. Bu durumlar: ile diplokoklara
benzerlik gosterirler. Bazi suslar diginda kapsiillleri yoktur (3,16).

Gram boyamada bipolarite gostermezler. Asitlere direncli bakteri olarak kabul
edilmemekle birlikte zayif asitlerle dekolarasyona direnglidir ve bu 06zellik etkenin
Ziehl-Neelsen boyamada kirmizi renkte boyanmasina neden olur (3,17).

Insanlar da dahil olmak iizere ¢esitli organizmalarda intraseliiler olarak yerlesen
patojenler olduklarindan ilk izolasyonlarinda iiremede gii¢liik gosterirler. Besiyerleri
icerisine serum, gliserin, et Ozeti, triptoz gibi kompleks peptonlu bilesikler, glikoz,
tiamin, niacin, nikotinik asit, vitaminler ve biotin gibi maddelerin eklenmesi iiremelerini
artirir. Inkiibasyondan 2-3 giin sonra kolonileri gériilebilmesine ragmen 4-5 giin sonra
2-3 mm biiylikliige ulasir. Kolonileri hemolizsizdir. Seffaf besiyerinde ¢ok agik bal
sarist, seffaf, konveks, diizgiin kenarli, S tipi, parlak, kiiclik, su damlas1 gibi koloniler
olustururlar. Pigment olusturmazlar. Optimum treme isilar1 37°C’dir. 20°C-40°C
arasindaki sicakliklarda da lireme olabilir. pH: 6.8-7’de tirerler. (3,17,18)

Brucella bakterileri Brain-Heart Infiizyon yarikati besiyeri, karaciger infiizyon
agar, trypticase soya agar1, Brucella buyyonu ve agar1 gibi besiyerlerinde iyi, kanl agar
ve ¢ikolata agarda zayif iirerken Eosine Methylene Blue (EMB) agar veya diger enterik

besiyerilerinde tiremezler (3,11).

2.3 Brucella Tiirlerinin Ayirt Edici Ozellikleri:

Brucella tiirleri Proteobacteria aleminde, Rhodospirilli sinifinda, Rhizobiales takiminda,
Brucellaceae ailesinde yer almaktadir. Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Komitesi,
Brucella Toksonomisi Alt Komitesi'ne gore bu cinste birbirleriyle morfolojik ve
kiiltiirel yonden benzerlik gosteren B.abortus (dokuz biyotip), B.melitensis (ii¢
biyotip), B.suis (bes biyotip), B.ovis, B.canis ve B.neotemae olmak iizere 6 tiir yer
almaktadir. Bunlardan B.neotemae ve B.ovis hari¢ hepsi insan i¢in patojendir. Ancak
diinya genelinde olgularin ¢ogundan en invaziv ve patojenik tiir olan B.melitensis
sorumludur. Patojenite yOniinden B.melitensis’i B.suis izlemektedir. B.abortus ise
insanlarda B.melitensis ve B.suis’e gore daha hafif seyirli infeksiyonlar olusturmaktadir.

1994'te Iskogya sahillerinde atik yapnus bir yunusun fetusunda farkli bir tiir izole



edilmig, incelenen DNA dizilerine gore Onceleri B.maris olarak isimlendirilmistir.
Ancak yapilan son arastirmalarda B.maris, B.pinnipediae ve B.cetaceae olarak
isimlendirilen iki yeni tlire ayrilmustir. Boylece Brucella’larm yunus, balina v.b. deniz
memelilerinde infeksiyonlara neden oldugu ispatlanmistir (11,19,20).

Brucella cinsi igerisinde yer alan baglica tiirler ve bu tiirlere ait 6zellikler asagida

kisaca 6zetlenmistir;

2.3.1 B. abortus
Serolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla belirlenebilen birbirinden farkli 9 biyotipi

bulunan B.abortus, sigirlarda enzootik karakterde yavru atma hastaligmin etkeni olup
temelde sigirlar1 enfekte etmesine ragmen deve, geyik, kopek, at, koyun, ke¢i, domuz ve
insanlarda da enfeksiyona neden olmaktadir. Agir gelisen bu mikroorganizma yavasga
yayilim gosterir ve yumusak huylu enfeksiyonlara neden olur. Ilk izolasyonlarinda %10
COy'e gereksinim duyarlar ve H,S iiretirler. Genelde iireyi hidrolize ederler fakat bazi
suslar lireyi hidrolize etmeyebilir. Bazik fuksin, metil viyole, pyronin, safranin O

varliginda tirerler. Tiyonin varliginda tiremezler. Nitratlar1 nitrite indirgerler (21,22).

2.3.2 B. melitensis

Tipik olarak koyun ve kecilerde brusellozun etkeni olan B.melitensis insanlarda da
Malta Hummas1 hastaligmi olusturmaktadir. insanlar icin en tehlikeli Brucella tiiriidiir.
Katalaz ve oksidaz pozitiftir. B. abortus’un aksine iiremeleri i¢in CO;'e gereksinim
duymazlar ve H,S iiretmezler. Cogunlukla {ireyi hidrolize ederler fakat bazi suslari
tireyi hidrolize etmeyebilir. Bazik fuksin, tiyonin, metil viyole varliginda iirerler.

Nitratlar1 nitrite indirgerler (21,22).

2.3.3. B. suis
B. suis diger Brucella tiirlerine kiyasla konak yelpazesi daha genis bir tiirdiir.

Domuzlari, ren geyiklerini, vahsi karibulari, kemiricileri enfekte eder. 5 biyotipi vardir.
Biyotip 2 harig biitiin biyotipleri insanlar1 enfekte eder. Katalaz ve oksidaz pozitiftirler.
Uremeleri icin CO,' e gereksinim duymazlar. Biyotip 1 ¢ok miktarda H,S iiretirken

diger biyotipleri iiretmezler. Ureyi ¢ok hizli hidrolize ederler. Tiyonin varhginda iirerler



fakat bazik fuksin, metil viyole, pyronin, safranin O ve malasit yesili varliginda

iiremezler (22)

2.3.4. B. neotomae

B.neotomae ¢o farelerini enfekte eder. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftir. Uremeleri
icin CO,'e gereksinim duymayan etken, H,S firetir ve iireyi ¢abuk hidrolize eder. Bazik
fuksin, tiyonin mavisi ve safranin O varliginda iiremezken, tiyonin varliginda iirerler.

Nitratlar1 nitirite indirgerler (22).

2.3.5. B. ovis

B. ovis koglarda epididimit enfeksiyonlarindan sorumludur. Koyun yetistiriciligi yapilan
bolgelerde 6zellikle ekonomik dnemi olan disi koyunlarda diisiiklere neden oldugu
bildirilmistir. Kegiler deneysel olarak B.ovis ile enfekte edilmistir. Diger hayvan
tiirlerini ve insanlar1 enfekte etmezler. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftirler. Uremeleri
icin CO;' e gereksinim duyarlar. H,S tiretmezler. Diger tiirlerin aksine {ireyi hidrolize
etmezler. Metil viyole ile inhibe olurlar. Bazik fuksin ve tiyonin varliginda tirerler.

Nitrat1 nitrite indirgemezler (21,22).

2.3.6 B. canis

B. canis erkek kopeklerde epididimoorsit, disi kopeklerde ise diisiiklere neden olur.
Insanlarda enfeksiyon yaptigi bildirilmis; fakat diger hayvan tiirlerinde enfeksiyon
heniiz bildirilmemistir. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Uremeleri icin CO,' e gereksinim
duyarlar. H,S iiretmezler. Ureyi c¢ok cabuk hidrolize ederler. Nitratlar1 nitrite

indirgerler. Uremeleri bazik fuksin ile inhibe olur. Tiyonin varliginda iireyebilirler (22).

Brucella tiirlerinin ve biyotiplerinin ayirici 6zellikleri toplu halde Cizelge 2.1°de

verilmistir.



Cizelge 2.1: Brucella cinsi icerisinde bulunan tiir ve biyotiplerin ayirtic 6zellikleri (1,2)

Boyali Besiyerlerinde

Ureme Agliitinasyon Tb Faj1 Erime En Cok Duyarl
Tiyonin Bazikfuksin| Anti | Anti | Anti 10.000x Konak
Tiir Biyotip CO, | HS| Ureaz |a |b |c |b c A M R |RTD| RTD
Brucella mellitensis ! - - D L A + - + -- -- -- Koyl{n
2 - - D - + + + + + - - - - Keci
3 -- -- D -- + + + + + + - - - Insan
1 + -- + 1-2h + + + + + Sigir Cinsi
2 + + I-2h |- |- |- |- -- + -- -- + + Insan
3 + -- + I-2h |+ [+ |+ |+ + + - -- + +
Brucella abortus 4 e * I2h - * - * - * *
5 -- -- 1-2h |- |+ + |+ + -- + -- + +
6 -- -+ 1-2h |- |+ |+ |+ + + -- -- + +
7 -- -+ 1-2h |- |+ |+ |+ + + + -- + +
8 + -- 1-2h |- |+ |+ |+ + -- + -- + +
9 -+ + 1-2h |- [+ [+ |+ + - + -- + +
: 1 ++ | 0-30dk [+ |+ |+ + + Domuz
B !
rucella suis ) - N Pl N P M - N - - - N fnsan
3 -- - 10-30dk |+ |+ |+ |+ + + - - - + Ren Geyigi
Brucella rangifer 4 - = 0-30dk ) * * * - - *
Brucella neotomae 1 - T 0-30dk |- - * - - - * Agag Ratlar1
Brucella ovis 1 + - - LA L R + - - + - - Kog
Brucella canis 1 -- - [0-30dk [+ [+ |+ |- -- -- -- + -- -- Kopek, Insan

a= 1/25.000, b= 1/50.000, c= 1/100.000, A= Mono Spesifik
D=degisken, Tb= Thbilisii RTD= Rutin Test Diliisyonu,

abortus serumu, M= Mono Spesifik melitensis serumu, R= Anti. Bruc. Serumu,

Boya deneyleri Trypticase Soy agar veya Tryptose Agar’da yapilmistir.




2.4  Brucella Tiirlerinin Antijenik Yapisi :

Somatik-lipopolisakkarit (S-LPS) antijenleri ve dis membran proteinleri harig¢

Brucella antijenleri tiim suslarda ortak komponentlere sahiptir (19).

B. melitensis, B. abortus ve B. suis' in lipopolisakkaritlerinin A (abortus)
ve M (mellitensis) olarak adlandirilan 2 farkli antijenik determinant1 vardir. Bu
determinantlar etkenlerin identifikasyonunda kullanildigi gibi ayni zamanda
Brucella bakterilerinin virulansindan da sorumludur (3,17).

Lam agliitinasyon ve Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
yontemleriyle A ve M epitoplarina spesifik monoklonal veya poliklonal antikorlar
saptanarak serovarlar arasi farklilikk ve A/M antjenik determinatlarinin orani
belirlenmektedir. B. abortus, B.melitensis ve B. suis'de A antijeni, M antijeni veya
hem A hem de M antijeni bulunabilmektedir. Fakat B. canis ve B. ovis'de A ve M
antijenik determinantlar1 bulunmaz. Somatik A ve M antijenleri Brucella
bakterilerinde ayr1 oranlarda bulunurlar. B.melitensis' te M antijeni A antijeninden
fazlayken (A/M = 1/20), B.abortus ve B.suis' de ise oran tam tersidir (A/M=
20/1). Bu nedenle agliitinin absorbsiyon testleri kullanilarak B.melitensis'i
digerlerinden serolojik olarak aywrmak miimkiin oldugu halde B.abortus ile
B.suis'i birbirinden ayirmak olanaksizdir (3,23).

Brucella cinsi bakterilerin ayrica yilizey katmanlar1 diger gram negatif
bakterilerde oldugu gibi; en icte sitoplazma membrani, bunu cevreleyen sert
peptidoglikan tabakasi ve fosfolipid-LPS-proteinleri (OMP) iceren dis
membrandan (OM) meydana gelir. Baz1 suslarda ayrica ylizeyel L zarf antijeni
varlig1 ortaya konmustur. Daha ¢ok B.abortus kdkenlerinde bulunan bu L antijeni,
onlarm immiin serumlarla agliitinasyonuna engel olmakta ancak serumlar
100°C'de yarim saat 1sitildiktan sonra ortadan kalkmaktadir. Bu ozelligi ile

Salmonella'lardaki Vi antijenine benzemektedir (3,24).

2.5 Direngclilik :

Brucella tiirleri 1s1 ve dezenfektanlara kars1 dayaniksiz olup, 60°C' de 1sitmakla 10
dakikada, 72 °C 15 sn’de, 100 °C hemen, %2'lik formol, %1’lik lizol eriyiginde

ise 15 dakikada Oliirler. Pastdrizasyon esnasinda cabuk Olmelerinin



epidemiyolojik degeri vardir. Bu yilizden usuliine uygun olarak yapilan pastorize
siitlerden hazirlanan peynir, tereyagi, krema gibi siit {iriinlerinden bruselloz
bulagsma riski bulunmamaktadir. Siit iginde 17 giin, taze beyaz peynirde 2,5-3 ay,
% 10 tuz iceren salamura peynirde 45 giin, % 17 tuz igeren salamura peynirde 1
ay, sogutulmus etlerde 14 giin yasadigi, tereyaginda 142 giin canli kaldigi
bilinmektedir. Kokusmayla canliliklarin1 kisa siirede kaybederler. Tuzlanmis
domuz etinde 3 hafta, cesme suyunda 8°C'de 57 giin, 25°C'de ise 10 giin
canliligin1 korudugu, insan idrarinda en az 7 giin, hayvan diskisinda agikta 100
gilin, ahrrlarin duvar ve dosemesinde 4 ay canli kaldigi bildirilmistir. Giines
gérmeyen toprakta 10 haftadan, giibrede 2 yildan, 4-8°C'de saklanan kegi
peynirinde ise 6 aydan daha uzun siire yasadigi gosterilmistir (10,25).

Kiiltiirleri buzlukta 3-6 ay kadar canli kalabilir. Diigiik yapmis hayvan
fetlisiinde 75 giin, enfekte ¢ig siitten yapilmis dondurmada 30 giin, yasayabilir.
Tulum ve kasar peyniri uzun siire bekletildigi icin, yogurt ise asiditesi fazla
oldugundan hastaligi bulagtirmazlar. 0°C'de 2.5 yil, dondurulmus dokularda
birkag yil, nemli toprakta 60 giin ve 20°C'de % 40 nemli ortamda 144 giin canli
kalabilir. Etlerin normal dinlendirilmesi siiresince olusan pH degisikligi (asitlik)

ette bulunabilecek Brucella mikroorganizmalarin dldiirmeye yeterlidir (3,26,27).

2.6  Bulas Yollan

Brucella bakterileri insanlara; enfekte hayvanin sekresyonlarmin, idrarin, diisiik
materyalinin hasarli cilt ile direkt temasi (%28-90), kontamine siit ve siit
iriinlerinin tiiketimi (%30-72), enfekte aerosollerin inhalasyonu ile bulasabilir.
Canli Brucella asilarmin inokiilasyonlar1 ile veteriner hekimlerde bulasa neden
olabilir. Ayrica bruselloz nedeni ile diisiik yapmis sigirin plasentas: uterusa
yapisiktir. Plasentayr ¢ikarmak igin veteriner veya hayvan bakicisinin eli ile
miidahale etmesi sirasinda direkt temasla bulasabilir. Brucella bakterisi ile
enfekte kan ve sivilarin veya canli Brucella asisimin kazayla konjunktivaya
sigramasi sonucu konjunktiva yoluyla da bulasabilir. Mikroorganizma ile ¢aligan
laboratuvar personeli de risk grubundadir. Laboratuvar ortaminda direkt
inokiilasyon veya inhalasyon yolu ile de bulas s6z konusudur. Inhalasyonla bulas

nedeniyle Brucella bakterileri potansiyel biyoterdrizm ajani olarak ilan edilmistir.



1940'l1 yillarda Amerika Birlesik Devletleri ve bazi iilkelerde B.suis bakterileriyle
biyolojik silah iiretimi yapilmistir (19,23,28).

Brusellozlu ineklerin ¢ogu aborttan sonra haftalarca, hatta aylarca
stitleriyle etkeni ¢ikarir. Abort tarihinden 30-40 giin sonra etken hayvanlarin
memelerine ve uterus yumrularina yerlesir. Etkenin siitle ¢ikist periyodik olup,
laktasyonun sonuna dogru siklasir. Ozellikle dogumdan hemen sonra yani agiz
stitii ile yaklasik 200.000/ml etken atilir. Brusellozlu analardan dogan buzagilarin
patojenle enfekte olduklari, bunlarin 7 giin ile 16 hafta arasinda digkilariyla
mikroorganizmayi ¢ikardiklar: saptanmistir (23,28).

Hayvanlar arasinda bulag sindirim, deri ve mukoz membranlar yoluyla
gerceklesir. Ayni1 zamanda enfekte boga ve koclarin semenlerinde de etken
bulunur ve giftlesme ile de bulagsma olur. Mikroorganizma viicuda alindiktan
sonra lenf nodlarma yerlesir ve bakteriyemi baslar. Baz1 hayvanlarda (sigirlarda
B.abortus) bakteri uterusa veya meme bezlerine yerlesir ve ¢ogalir. Zamanla siit,

vajinal akint1 ve idrara da gegebilir (10,28).

Insandan insana bulas nadirdir ve ancak enfekte donodrlerden kan
transflizyonu veya kemik iligi transplantasyonu yapilmasit sonucunda goriiliir.
Ayrica ayni siit ve siit lirlinlerini yemek-igmek ve hasta hayvan ile temas etmek
aile i¢i bulasa neden olmaktadir. Neonatal enfeksiyon transplasental yolla veya
enfekte anneden bebege gecebilir. Litaratiirde nadiren de olsa etkenin cinsel yolla
bulastig1 ileri siiriilen olgular bildirilmis ve spermde bakteri iiretilebilmistir

(19,23).

Brucella enfeksiyonu insanlara cesitli yollardan bulasmakla birlikte,
iilkemizde en ¢ok bulagsma ¢ig siitten yapilan peynir ve krema yaglarla olur.
Kirsal kesimde siitler pastorize edilmemektedir. Sicak yaz giinleri hayvanlardan
sagilan siitlere, higbir 1sitma muamelesi uygulanmadan peynir mayasi ilave edilir
veya santriflij esasimna dayanan yag makinelerinden krema yaglar elde edilir.
Hastaligin yogurt ile bulagmasi s6z konusu degildir. Clinkii yogurt yapilirken siit
mutlaka kaynatilir ve ilave edilen maya (yogurt) siitii asidifiye eder. Yine
kaynamig siitle hazirlanan kasar ve tulum peyniri ile de hastalik olusmaz. Siitiin
mutlaka pastorize edilerek tiiketildigi yerlerde, direkt temas ile bulasma, oral

yoldan bulasa gore daha 6n plandadir. Enfekte hayvanm etinin, 6zellikle dalak,
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karaciger gibi retikiiloendoteliyal sistem (RES) organlarmin yeterince

pisirilmeden yenmesi ile de enfeksiyon goriilebilir (3,19,23,27-29).

2.7 Patogenez

Brucella bakterileri, gastrointestinal sistem, deri, nadiren de solunum yolu veya
diger mukoza yiizeylerinden alindiktan sonra, ilk {iiremesini bolgesel lenf
bezlerinde (mezenterik, servikal, aksiller, supraklavikiiler) yapar. Kan yoluyla
RES organlarina yerlesir ve sonrasinda gelisen bakteriyemi sonucunda tiim
viicuda yayilir. Yerlestigi baslica organlar; karaciger, dalak, kemik iligi, bobrek,
endokard, santral sinir sistemi, testis ve overlerdir (19,29,30).

Brucella cinsi bakteriler Micobacterium ve Listeria gibi fakiiltatif
intraselliiler patojenler olup, konagin fagositik hiicreleri igerisinde ¢ogalabilirler.
Etkenin fagositik hiicreler i¢inde yasayip ¢ogalmasinda etkili oldugu ileri siiriilen
savunma mekanizmalar1 arasinda fagolizozom fiizyonunun engellenmesi (hiicre
duvarinda bulunan LPS’lerin olusturdugu adenin ve guanin monofosfat gibi
maddeler aracilifiyla), lizozomal enzimlere diren¢ gostermeleri, konaktan
hidrojen peroksit (H2O;) iiretiminin dnlenmesi ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) aktivitesine sahip olmalar1 ile reaktif oksijen metabolitlerini
uzaklastirarak oksidatif yikimlara karsi koymalar1 sayilabilir. Hiicre igerisinde
iremekte olan bakteri, ayni zamanda antikor tehtidinden ve kullanilan
antimikrobiyal ajanlardan uzun siire korunmus olur. Bu nedenle bruselloz
tedavisinin uzun siirmesi gerekmektedir (1,8,29,31-34).

Brucella bakterileri infekte ettigi konakta hem hiicresel hem de hiimoral
immun yanit meydana getirir. Humoral immiinite reenfeksiyona karsi korunmada
etkili iken, bakterisidal fazda, hiicresel immiinite daha Onemli bir gorev
almaktadir. Enfeksiyonun kontrolii ve eradikasyonu, T lenfositlerden salgilanan
lenfokinlerin makrofajlar1 aktive etmesi ile saglanir. Hastaligin 7-10. gilinlerinden
itibaren duyarli lenfositlerden salinmaya bagslanan lenfokinler makrofajlar1
uyarmakta, intraselliiler mikroorganizma 6ldiirme islemi hizlanmakta ve gecikmis
tipte asir1 duyarliligin da gelisimi ile organ graniilomlar1 meydana gelmektedir

(34).
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2.8  Klinik

Brucella enfeksiyonu ¢ok sayida semptoma sahip olmast nedeniyle tani
konulmas1 gii¢ olan bir hastaliktir. Enfeksiyon sistemik ve sistemik olmayan
birgok hastalig1 taklit eder. Hastaligin inkiibasyon siiresi 2-3 hafta arasindadir.
Bazi durumlarda bu siire haftalar hatta aylarca uzayabilir. Bunun nedeni de
bakterilerin intraselliiler yerlesme ve yasamasi olarak kabul edilir. Brucella
infeksiyonlarinin kendine 06zgii, diger enfeksiyonlardan ayirt edici belirtileri
yoktur. Klasik olarak titreme ile yilikselen ates, gece asir1 terleme, bas agrisi,
kiriklik, halsizlik, kilo kaybi, bel, sirt ve ense bolgelerinde eklemlerde siddetli
agrilar ve cesitli nonspesifik semptomlar goriilebilir. Haftalarca, aylarca siiren
periyodik atesler nedeniyle kullanilan "Ondiilan (Dalgali) ates" kavrami
B.melitensis  enfeksiyonu basta olmak {izere bruselloz yerine de
kullanilabilmektedir. Ozellikle geceleri yiikselen ates, giin icinde normale diiser.
Daha sonra hasta kendini iyi hisseder fakat zamanla hastalik kroniklesir (19).
Hastaligin birbirinden farkli 4 klinik tablosu bilinmektedir (27):

- Asemptomatik Enfeksiyon (Ambulan Tip)

- Akut Enfeksiyon

- Subakut Enfeksiyon (Ondiilan tip)

- Kronik Enfeksiyon

2.8.1 Asemptomatik Enfeksiyon;

Sadece yapilan serolojik taramalarla ortaya cikarilabilen, belli basl bir hastalik
tablosu ve yakinmaya yol agmayan durumdur. Bu enfeksiyon tiirii daha c¢ok
enfekte hayvanlarla sik temasta bulunan mezbaha ¢alisanlari, veteriner hekimler
ve hayvancilikla ugrasanlarda goriiliir. Kisi bakteriyi tasir ancak immiinitesi
baskilandiginda yani firsat¢1 uygun ortam buldugunda belirgin enfeksiyon tablosu

gelisir (19,27).

2.8.2 Akut Enfeksiyon;

Hastaligin tipik ve klasik formudur. Sikayet siiresi iki aydan kisa olan olgulardir.
Akut bruselloz hafiften ¢ok agir seyirli toksik tabloya kadar degisik bir spektrum
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gosterebilir. Genellikle 6gleden sonralar1 kendini gosteren huzursuzluk hissi,
yorgunluk, kirginlik, gii¢siizliik, istahsizlik, bas agrisi, artralji, miyalji gibi genel
enfeksiyon belirtileri ile sinsi olarak baglar. Aksam saatlerinde iisiime ve titreme
ile ates yiikselir, her giin yavas yavas artarak 8-10 giinde 39-40°C'ye ulasir.
Birkac¢ saat siiren ates, sabaha dogru bol terleme ile normale iner. Eger tani
konmamis ve tedaviye baglanmamissa ates tekrar her giin kademe kademe diiser
ve 2. haftanin sonunda normale iner. Hastada gegici bir iyilik hali baslamakla
birlikte, 8-10 giin sonra ayni atesli donem tekrar baglar (ondiilan ates)
(19,27,29,35).

2.8.3 Subakut Enfeksiyon;
Teshiste yanilgilara yol agan, hafif ates, halsizlik veya istahsizlik gibi
yakinmalarla kolaylikla grip oldugu sanilan bir klinik tablodur. Birkag tekrar

sonrasinda asemptomatik hale gecebildigi gibi, akut hastalifa da doniisebilir

(27,35).

2.8.4 Kronik Enfeksiyon;

Semptomlarin en az bir yil slirdiigii olgularda s6z konusudur. Bu olgularm biiytlik
cogunlugunu, hastaligin baslangicinda uygun protokollerle tedavi edilmemis veya
kemik, eklem, karaciger ve dalakta fokal siipiiratif tutulumu olan hastalar
olusturmaktadir. Daha ¢ok 40 yas {istli populasyonda goriiliirken ¢ocuklarda ¢ok
nadirdir (27,35).

2.9 Komplikasyonlar

Brucella enfeksiyonlari, akut sistemik belirtilerin yan1 sira veya bunlar olmadan,
0zgill organ tutulumlartyla da ortaya ¢ikabilir. Bu durum lokalize bruselloz ya da

komplikasyon olarak da adlandirilan organ veya sistem tutulumlaridir (35).
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2.9.1 Osteoartikiiler Sistem Tutulumu

Brusellozda en sik tutulan sistemlerden biridir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde
ates ve terleme azalirken, hareket sistemi bulgular1 6n plana ¢ikar. Hastaligin geg
donemlerinde, yakinmalarin nonspesifik olmas1 nedeniyle tan1 koymak giiclesir.
Hastalarin bir kismi norotik olduklar1 diisliniilerek psikiyatri kliniklerine dahi

gonderilebilirler (27,35).

2.9.2 Gastrointestinal Sistem Tutulumu

Akut sistemik brusellozlu hastalarin %75'inde goriiliir. Hastaligin baslangi¢
doneminde istahsizlik, karmn agrisi, kusma, diyare ya da kabizlik gibi
gastrointestinal semptomlar siktir. Brusellozlu hastalarda dalak ve karaciger
biiyiikliigii genellikle birlikte bulunur. Ozellikle B.abortus enfeksiyonlarmda
hiicresel bagisik yanit mekanizmalarmnm aktivasyonu sonucunda graniilomatoz
hepatit gelisimine rastlanir. B.melitensis’de ise graniilomatoz hepatit goriilmekle

birlikte, graniilomsuz diffliz hepatit de belirlenebilir (3,27,35,36).

2.9.3 Urogenital Sistem Tutulumu

Urogenital sistem tutulumu brusellozda nadir goriilmekle birlikte erkeklerde en
sik rastlanan bulgu %0,1-2,7 oranlarinda gelisen epididimoorsittir. Uygun sekilde
tedavi edildiginde hasarsiz olarak iyilesir (3).

2.94 Kardiyovaskiiler Sistem Tutulumu

Endokardit komplikasyonu olgularin %2'sinden azinda goriilmekle birlikte
bruselloza bagli en sik mortalite sebebidir. Coklukla tanist gecikmis, 3 aydan eski
olgularda goriiliir. Literatiirde bu olgularda tek basina antimikrobiklerle tedavinin
miimkiin olabilecegi bildirilmis olsa da, endokarditin cerrahi endikasyonlarindan

birisinin de Brucella endokarditi oldugu unutulmamalidir (3,19,27).
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2.9.5 Norolojik Sistem Tutulumu

Norobruselloz, hastaligin endemik oldugu bolgelerde nadir goriilen fakat ciddi
seyreden bir komplikasyonu olup brusellozlu hastalarmin %2-5'ini kapsamaktadir.
Bazen menenyjit tek klinik belirti oldugu halde bazen de hastaligin ge¢ doneminde
ortaya ¢ikar. Norobrusellozda tani, klinik bulgulari olan hastalarda serumda ve
beyin omurilik sivisinda (BOS) agliitinasyon testinin pozitifligi, BOS glukozunun
azalmasi, protein artigi, pleositoz varligir ile konmaktadir. BOS Kkiiltiiriinde
Brucella bakterileri izole edilebilmektedir. Ayrica BOS'da Brucella 1gG, Ig M ve
Ig A antikorlarmin ELISA ile arastirilmasi oldukga degerlidir (3,27,35).

2.9.6 Pulmoner Sistem Tutulumu

Brusellozlu olgularin yaklagik dortte birinde solunum semptomlar1 vardir. Daha
cok kontamine aerosollerin inhalasyonu veya bakterilerin akcigerlere bakteriyemi

ile yayilim1 sonunda goriilebilir (3,19).

2.9.7 Hematolojik Sistem Tutulumu

Hastaligin seyri swrasinda anemi, l6kopeni ve trombositopeni olusabilir. Bu
bulgular B.melitensis olgularinda diger tiirlere gore daha siklikta goriilmektedir

(19).

2.9.8 Kutanoz Sistem Tutulumu

Olgularm %>5'inde cilt bulgular1 goriilebilir. Makiil, papiil, ras, lilser ve eritema
nodozum, morbiliform, skarlatiniform, ekzematiforn tarzda dokiintiilerin yaninda
petesi, purpura ve kutandz vaskiilit cilt tutulumu goriilebilir. Bazen diisiik yapan
hayvanlarin plasentasini ¢ikarmak i¢in miidahale eden veteriner hekim, hayvan
saglik memurlar1 veya hayvan bakicilarinin 6nkollarinda bruselloza bagli dermatit

goriilebilir (3,35).
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2.9.9 Okiiler Sistem Tutulumu

Cok nadir goriilen belirtilerdir. Uveit, optik nérit, endoftalmit, lakrimal bezlerin

enfeksiyonu goriilebilir (27).

2.10  Teshis

Brucella enfeksiyonunun 6zgiil belirti ve bulgusu olmadig: i¢in hastalik dykiisii
teshiste olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle hastanin meslegi, hayvan temasi, pastdrize
edilmemis siit ve siit tiriinii titkketme Oykiisii ¢ok iyi sorgulanmalidir (36).

Brucella hiicre ic¢i bakteri olusu nedeni ile klasik belirtiler diginda her
hastalig1 taklit eder. Bu ylizden kesin tan1 etkenin izolasyonu ile konur (37).

Brusellozun tanisinda klinik ve otopsi bulgular1 hastaliktan siiphe
uyandirsa da kesin teshise yardimci olmaz. Kesin tani amaciyla laboratuar
ortaminda bakteriyoskopi, kiiltiir ekimi, hayvan deneyleri, bakteriyofaj ve alerjik
testlerle birlikte kontrol ve eradikasyon programlarmnm yliriitilmesinde kan
serumu, siit ve siit serumu, vaginal mukus ve seminal plazma ile yapilan baslica
serolojik teknikler; Rose Bengal Plate Testi (RBPT), Spot Testi, Brucella Kart
Testi, Serum Tiip Agliitinasyon Testi (STA), Coombs Testi, Kompleman
Fiksasyon Testi (KFT), Merkapto-Etanol/ Rivanol Tiip Agliitinasyon, Indirekt
Hemagliitinasyon Testi (IHT), Indirekt Floresan Antikor Testi (IFA),
Immunfloresan test (IFT), Radioimmunoassay (RIA), Siit Ring Testi, Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Brucella Capt (38-40).

Brusellozun laboratuvar tanisinda yapilacak islemler iki gruba ayrilir.
Rutin laboratuvar incelemeleri

Ozgiil laboratuvar incelemeleri

2.10.1 Rutin Laboratuar incelemeleri:

Bu incelemede sedimantasyon yiiksekligi, anemi, lokopeni, lenfomonositoz,
trombositopeni, hemolitik anemi, pansitopeni goriilebilir. Karaciger yerlesiminde
karaciger fonksiyon testlerinde bozulma gibi lokal tutulumlara baglh bulgular da

goriiliir (19,41).
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2.10.2 Ozgiil Laboratuvar incelemeleri:

- Direkt tan1 yontemleri

- Indirekt tan1 yontemleri olarak ikiye ayrilir.

2.10.2.1 Direkt Tan1 Yontemleri:

Hastalik etkeninin kiiltiirden izolasyonu veya niikleer materyallerin molekiiler

tani teknikleriyle gosterilmesi temeline dayanan yontemlerdir (19).

Kiiltiir:

Etkenin varligmm1 saptamada altin standart test kabul edilen kiiltiir ile
mikroorganizmalar izole edilir. Ancak hastalik prevelansmin ¢ok diisiik oldugu
iilkelerde ve bolgelerde mikroorganizmanin tanmmasmda  giicliiklerle
karsilagilmaktadir. Ayrica ¢ok zaman almasi, laboratuvar ¢alisanlarina bulagsma
riski, kontamine materyallerden izolasyon sansinin az olmasi ve 6zel besiyerlerine

gereksinim duymast gibi dezavantajlar1 oldugu bildirilmektedir (17).

Kanli agar plaginda 48 saatlik inkiibasyondan sonra nokta seklinde,
renksiz, nonhemolitik koloniler iirerse ve mikroskopide ince, solgun boyanan
gram negatif kokobasiller goriiliirse Brucella disiiniilmeli ve klinisyen
uyarilmalidir. Ornegi inceleyen herkes infeksiyonun aerosolle bulasma riskinin

yiiksek oldugunu bilmelidir (42).

Genelde gec iireyen bir bakteri olmakla birlikte BACTEC (Becton
Dickinson) BACT/ALERT (Bio-Merieux) sistemlerindeki aerobik kiiltiirlerde 2-3
giinde iiremektedir. Bakteriler ayrica komplikasyon gosteren olgularda; BOS,
eklem sivisi, periton, perikard sivilarindan, idrardan izole edilebilir; dalak,
karaciger, apse drneklerinden ve florali bolgelerden izolasyon nadirdir (19,42,43).

Flora bakterilerinin iiremesini engellemek i¢in steril olmayan viicut
bolgelerinden alman orneklerin kiiltliri segici besiyerlerine yapilmalidir. Et
ekstresi, triptoz, glikoz, ve tuz iceren ortamlarda bir¢ok tiirlin izole edilebilmesine
karsin, birgogu da tiamin, niasin, nikotinik asit, biotin ve serum gibi maddelerin
varliginda iireyebilmektedir. Brucella spp. iretilmesinde kullanilan besiyerleri,
antibiyotikli, glikozlu, serumlu buyyon ve agar, Brucella buyyonu ve agari,

cikolatamsi agar, albiim buyyonu ve agari, kanli agar, serum dekstrose agar ve
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tripticase soy agardir. Baz tiirler ise MacConkey agar, Thayer Martin, Martin-
Lewis besiyerlerinde de tirer (42).

Kalender ve ark., (2001), Elazig, Erzincan ve Tunceli illerinden 6rnek
olarak 78 tane taze tulum peyniri numunesi toplamiglardir. Bu ¢alismada; besiyeri
olarak Brucella selektif agar, serum dekstrose agar ve karaciger infiizyon buyyon
kullanarak %10 CO,'li ve aerop ortamda 7-10 giin inkiibasyona birakmislardir.
Orneklerin 16'sinda Brucella spp. susu izole etmisler, bunlarin 13 tanesini

B.melitensis ve 3 tanesini B.abortus olarak identifiye etmislerdir (44).

Nemli ortam  Brucella’larm  kolonilerinin ~ S-R doniistimiini

hizlandirdigindan 6zellikle iyice kurutulmus kat1 besiyerleri tercih edilir (45).

Molekiiler Yontemler:

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Brusellozun tamisinda 1990 yilindan itibaren kullanilmakta olan PZR
duyarliligmin yiiksek olmasi, hizli olmasi, herhangi bir viicut dokusunda
uygulanabilmesi ve bulastan 10 giin sonra bile pozitif sonu¢ vermesi ve
kontamine 6rneklerden etkilenmemesi nedeniyle tanida 6nemli rol oynamaktadir.
Tan1 amaclh kullanilabilecegi gibi, tiplendirmelerde, epidemiyolojik ¢aligmalarda
da kullanilir. Bruselloz tanisinda PZR Kkiiltiir ve serolojik testlerden daha
duyarhidir (42,45).

Hamdy ve ark., kiiltiir ile PCR teknigini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada,
geemisi bruselloz yoniinden pozitif bilinen bir ¢iftlikten 52 sigira ait siit 6rnegi
toplamiglardir. Arastiricilar, calismanin sonunda PCR ile % 55 pouzitiflik
saptarken Orneklerin % 46' sindan etken izolasyonu gergeklestirdiklerini ve PCR

testinin kiiltiirden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir (46).

Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri:

Genelde onerilmeyen bu testler, in vitro olarak ¢ok genis bir yelpazede duyarlilik
gostermelerine ragmen in vivo etkinligi oldukc¢a azdir. Bu da bakterinin
intraselliiler yerlesimi ile acgiklanir. Basarili bir tedavi i¢in, hiicre igine

penetrasyonu iyi olan ilaglar gerekir (47,48).
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E-Test Yontemi (AB Biodisk, Isvec):

Yayilim temeline dayanan, plastik stripler {izerinde bulunan antimikrobiyal ajanin
MIK degerinin saptanabildigi bir duyarlihk ydntemidir. Stripin bir tarafinda ilag,
belirli ve siirekli bir konsantrasyon degisimi olacak sekilde bulunur. Diger
yiizinde de antimikrobiyal ajanin stripin ucundan olan uzakliga karsilik gelen
konsantrasyonlar1 bir cetvel gibi siralanmigtir. Standart bakteri inokulumu, test
icin uygun kati1 besiyeri ylizeyine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda elips seklindeki inhibisyon alanmin stripi kestigi
konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenir. E-test stripleri -20 °C'de saklanir.

Kullanimdan 30 dakika 6nce ¢ikarilip oda sicakligina ulagmasi saglanir (19).

2.10.2.2 indirekt Tami Yontemleri (Serolojik Testler)

Hizl, pratik ve kisa zamanda ¢ok sayida saha oOrnegi ile calisilabilme
olanaklarindan dolay1 eradikasyon programlarinin temel unsurunu teskil eden
serolojik testler bruselloz tanisinda en ¢ok tercih edilen yOntemleri
olusturmaktadir. Bu yontemler hastaliga neden olan mikroorganizma ya da bu
mikroorganizmanin antijenlerine organizmanin verdigi bagisik yanit sonucu
olusan antikorlarin serolojik olarak belirlenmesi; antijenlere karsi organizmada
ortaya ¢ikan asir1 duyarhligin (alerji) 'deri testleri' ile arastirilmasi ile yapilan tani
yontemleridir (17,19).

Yanlig pozitif ya da negatif sonuglarin goriilmesi, antikorlarin her zaman
belli bir seviyede serumda olmamasi, Ozellikle yeni atik yapmis hayvanlarda
yaklasik 2-3 hafta sonra olugmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Arastiricilar serolojik
testlerin Ozellikle Yersinia enterocolitica 09, Escherichia coli 0:157, Francisella
tularensis, Salmonella urbana 0:30 ve Vibrio cholerae gibi baz1 Gram negatif
bakterilerle sekillenen infeksiyonlarda ¢apraz reaksiyon verebildiklerini
bildirilmektedir (17,42,49).

Hilbink ve ark., geyiklerde bruselloz sonucu olusan antikorlar1 saptamak
icin Serum Tiip Agliitinasyon Testi (SAT), Rose Bengal Plate Testi (RBPT) ve
Kompleman Fiksasyon Testi (KFT) kullanmiglar, incelenen 6rneklerin % 35' inde
pozitiflik saptamiglardir. Ancak, pozitif saptanan hayvanlardan etken izole
edememislerdir. Caligmay1 genislettiklerin de serolojik testlerin hayvanlarm daha

once gegirdikleri Y.enterocolitica O:9 infeksiyonu nedeniyle capraz reaksiyon
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verdigini saptamislar ve hayvanlarin bruselloz yoniinden negatif oldugunu

bildirmislerdir (50).

Hizh Agliitinasyon Testleri:

® Rose Bengal Plate Testi (RBPT):

Test “Rose Bengal” boyasi ile muamele edilmis 6lii B.abortus 99 S susunun
tamponlu eriyikteki (pH: 3.65) siispansiyonlarmmdan yaralanilarak yapilan lam
agliitinasyon testi (RBPT), kiiclik saglik birimlerinde veya polikliniklerde
bruselloz tanisinin kisa silirede konulmasini saglayan, hizli ve duyarlt bir testtir.
Lam iizerine 0.003 ml antijen ve ayn1 miktarda hasta serumu damlatilir. 4 dakika
stire ile karigtirilip agliitinasyon olup olmadig1 degerlendirilir. Y.enterocolitica
0:9 susuyla verdigi capraz reaksiyon nedeniyle yanlis pozitifliklere yol agabilir.
Kenar ve ark., (2001), tarafindan, Afyon merkez, Emirdag ve Bolvadin
ilcelerine bagl alt1 farkli kdyde farkli ciftliklerden 120 siit 6rnegine RBPT
uygulanmistir. Emirdag'dan toplanan siit 6rneklerinin 6'sinda (%5,0) pozitif sonug
gozlenirken diger bolgelerde toplanan 6rneklerde test sonuglari negatif ¢ikmustir

(45,51).

o Spot Testi:
Serum yerine tam kan kullanilarak yapilan bir agliitinasyon testidir. B.abortus'un
99-s kokeninden hazirlanan antijenler kullanilir ve 6zellikle kitle taramalarinda

parmaktan alinan kan ile ¢aligilir (42).

o Brucella Kart Testi

Esas olarak hayvan serumunu test etmek i¢in hazirlanmig, tamponlanmis ve
boyanmis bakteri siispansiyonun kullanildigi bir agliitinasyon testidir. insan
brusellozunun tanisinda bu yontem Onerilse de giiniimiizde degersiz oldugu

diistiniilmektedir (19).
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Tiip Agliitinasyon Testleri:

o  Wright Agliitinasyon Testi (Standart Tiip Agliitinasyonu)= Serum Tiip
Agliitinasyon Testi (STA)

Bruselloz tanisi i¢in, etkene kars1 olusan antikorlarin serumda saptanmasinda yeni
tan1 yontemleri ile birlikte degerlendirildiginde STA, Brucella agliitininlerini
saptamada yapilmasi en kolay, altin standart test olarak kabul edilir. Bu test ilk
kez Wright tarafindan 1897 yilinda uygulanmistir (19,52).

Kullanilan antijen B.abortus 99 veya B.abortus 1119 suslarmin S
kolonilerinden hazirlanan fenolle inaktive edilmis standart siispansiyondur
(pH:7.2-7.4). LPS benzerliginden dolay1 B.abortus, B.suis ve B.melitensis'le esit
sekilde sonug verir. STA testinin diisiik spesifitesi diger proteinlerle olan ¢apraz
reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. STA testi uygun tedavi protokoliiniin
seciminde ve hastaligin seyrini gostermede Onemli olan farkli immiinglobulin
siiflarini ayirt edemez (19,52).

STA testinde seri diliisyonlar1 yapilan hasta serumlar1 iizerine esit
miktarda standart Brucella antijeni ilave edilir. 18-24 saat 37°C'de inkiibasyondan
sonra, agliitinasyonun tiipiin dibinde yaygimn bir kiimelesme seklinde goriilmesi
pozitif olarak kabul edilmektedir (3,53).

Akut bruselloz belirti ve bulgular1 olan hastalarin taranmasimda STA testi
uygun bir testtir. Ancak inkiibasyon déoneminde, kronik brusellozda ve 6zellikle
asilanma veya infeksiyon sonucu olusan antikorlarn ayriminda kullanimi
smirhidir. Ayrica hastaliktan sonra titrenin uzun siire yiiksek kalmasi nedeniyle
tedavi takibinde ve B.canis enfeksiyonu tanisinda kullanilamamasi STA testinin

dezavantajlarindandir (19,54).

e Coombs Realktifi ile Yapilan Tiip Agliitinasyonu:

Klinik olarak bruselloz belirtileri oldugu halde yapilan agliitinasyon deneylerinin
olumsuz olmasi, brusellozda sik rastlanan bir durumdur. Olay antikorlarin
antijenlere baglandiklar1 halde agliitinasyon reaksiyonu olusturmasmi engelleyen
mekanizmanin bulunmasindan dogmaktadir. Bloke edici ya da blokan antikorlar

olarak tanimlanan bu tip immunglobulinlerin varliginda, antijen-antikor
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birlesmesi gerceklesmekte, fakat agliitinasyon meydana gelmemektedir. Bu
sekilde olan brusellozlu hastalarin serumlarindaki etken coombs testi ile ortaya
konabilir ki bu da bir agliitinasyon testidir. Coombs testinde, agliitinasyon
goriilmeyen tiipler yiiksek devirde santrifiijde ¢evrilir, (bu yiiksek devir
santrifiijleme ile mekanik olarak inkomplent antikorlarin agliitinasyonu provake
edilir) {i¢ kez yikanan ¢okeltide, coombs reaktifi ilavesi sonucu agliitinasyon olup
olmadigina bakilir. Ortama ilave edilen coombs reaktifi, antikorlar aras1 kopriiler
kurarak gercek seropozitifligin ortaya c¢ikmasmi saglar. Boylece blokan
antikorlarm etkisi coombs testi ile ortadan kaldirilabilir. Bu testin, 6zellikle WAT
ile diisiik titrede antikor iceren veya negatif sonu¢ alinan kronik olgularin

belirlenmesinde 6nemi vardir (3,19,45).

o Kompleman Fiksasyon Testi (KFT):

KFT en sensitif ve en spesifik konvansiyonel serolojik yontem olmasi nedeniyle
bruselloz tanisinda dogrulama testi olarak kabul edilmektedir. STA testi
sonuglarinin yetersiz kaldig1 veya negatif oldugu inkiibasyon donemi, ge¢ kronik

satha veya agilanmalarda KFT 6nemli tan1 yontemidir (42,47).

e  Merkapto-Etanol/Rivanol Tiip Agliitinasyonu:

STA ile saptanan immunglobulinlerin hangi siniftan olduklarmi belirlemek
miimkiin olmaz. Ancak deney Oncesi hasta serumu 2-merkapto-etanol veya
rivanol ile muamele edilirse Ig M simifi antikor molekiillerinin yikima ugratilmasi
miimkiindiir. Bu islemi takiben saptanacak pozitiflik IgG'lere bagli olarak
gelisecektir (19).

Brusellozun akut evresinde 6nce IgM, sonra IgG tipi antikorlarm olustugu,
kronik dénemde IgG tipi antikorlarin yapimi devam ederken IgM tipi antikorlarin
hizla kayboldugu, ancak bazi olgularda kronik donemde de IgM antikorlarmin
varliklarm siirdiirebildikleri bilinmektedir. Boyle bir durumda pozitif Wright
agliitinasyonunun IgM veya IgG smifi antikorlardan hangisi ile oldugunu ayirt
etmek 0nemlidir. Bunun i¢in hasta serumundaki IgM antikorlari, Rivanol veya 2-

Merkapto etanol ile ortadan kaldirilarak agliitinasyon deneyinde IgG antikorlarin
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varlig1 arastirilir. Bu sekilde islem gormiis serumlarla yapilan agliitinasyon
testinde olumlu sonu¢ elde edilmesi IgG antikorlarma bagli olup, hastaligin
kroniklestigi anlamini tasir (55,56).

Khorasgani ve ark., (2008) Iran’in Bushehr kasabasmnda 10.500 serum
ornegi lizerinde Oncelikle RBPT testini kullanmiglardir. RBPT testi sonucu pozitif
olan ornekler STA ve 2-merkaptoenol testi ile taranmistir ve RBPT, STA test
sonuclar1 sirasiyla %0,076 ve %0,057 bulunmustur. 2-ME testi ile yalnizca bir
ornekte pozitif sonug elde edilmistir (57).

o Indirekt Hemagliitinasyon Testi (IHT)

Bakterinin lipopolisakkarit (LPS) kisimlar1 ile kapli, tannik asitle muamele
edilmis koyun eritositlerinin kullandig1 bu testte ¢Ozlilmiis antijenlerden
yararlanilir. Cok duyarli olan bu ydntemde nanogram diizeyindeki

immiinglobulinler saptanabilir (55).

o Indirekt Floresan Antikor Testi (IFA):

Ozel bir lama tespit edilen Brucella antijeni iizerine, hasta serumu eklenip
inkiibasyon ve yikama islemleri uygulanmaktadir. Antijen antikor birlesmesini
gostermek i¢in, floresan madde ile isaretlenmis insan anti-globiilin serumu

kullanilmaktadir. Duyarl ve 6zgiil bir testtir (10).

o Immiinfloresan Test (IFT):

Konvansiyonel metodlarla karsilastirildiginda farkli antikor simiflarini saptamadan

baska bir avantaji yoktur (19).

e Radioimmunoassay (RIA):

Testte kullanilan anti-human antikorlar iyot ile isaretlenir ve Brucella’ya karsi

olusan antikorlar saptanir. Bu testin sensitivitesi yiiksektir. Fakat karisik olmasi
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ve radyoaktif madde kullanilmasi nedeniyle yaygm olarak kullanilmamaktadir

(52,58).

e Siit Ring Testi:

Enfekte hayvan siiriilerini belirlemede yararlanilan pratik bir tarama testidir. Taze
siitle yapilan bu test, daha ziyade inek siitlerinde giivenilir sonuglar vermekte,
koyun ve kegciler icin alerjik testler onerilmektedir. Test 1sitilmis, kaynatimis,

bozuk, pastorize, mastitli hayvanlarin siitlerinde uygulanmaz (52).

o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Sigir brusellozunun teshisi amaciyla kullanilan ELISA, yiiksek hassasiyet ve
ozgilliige sahip olmasi, ¢ok sayida numunenin calisilmasina imkan saglamasi,
kisa siirede sonug elde edilmesi gibi avantajlarindan dolay1 ¢esitli alanlarda tani
amagli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle de saha taramalarinda
biiyiik fayda saglayan bu yontem diger testlerden farkli olarak, tiim antikor
izotiplerinin giivenilir bir sekilde tespitine imkan verir (58).

ELISA testi ile hastaligin baslangicinda Ig M antikorlari, {i¢iincii haftadan
sonra ise IgG antikorlar1 serumda saptanabilir. Hastaligin seyri swrasinda IgG,
IgM, IgA antikor titrelerindeki degisiklikler ELISA yontemiyle klasik serolojik
testlerden daha iyi tespit edilir ve bu test kronik bruselloz tanisinda iyi bir
segenektir (43,59,60).

ELISA’nin kan kiiltiirii pozitif hastalarda spesifitesi % 99.5, sensitivitesi
% 100'diir (61).

Abuharfeil ve  Abo-Shehada (1998), koyunlarda  B.melitensis
enfeksiyonunu tespitte kullandiklar1 RBPT, CFT, ELISA yontemlerini
karsilagtirmiglar ve ELISA yOnteminin diger testlere oranla daha yiiksek bir
ozgilliige ve duyarliliga sahip oldugunu bulmuslardir (62,63).

ELISA'nin temel prensibi, bir enzime baglanmis antiglobulin kullanarak
ortamdaki antijen ile birlesen antikorlarin gosterilmesine dayanir. Bu amagcla,
antijen solid faz denilen genellikle 96 ¢ukurlu polyesteryn mikropleytlere pasif

bicimde adsorbe edilir. Bunun yani swra polyethylene, naylon boncuk veya
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nitroseliilloz pleytler de kullanilmaktadir. Antijen olarak; 1s1 ile 6ldiiriilmiis
B.abortus strainl9 veya strainl 119-3'lin potasyum klortirdeki ekstresi, sonikasyon
antijeni, dogal hapten polisakkarit, sitosol antijeni, otoklav ekstrakti, santrifiij
ekstrakti, smooth lipopolisakkarit ve dig membran proteini kullanilmistir. Antijen
adsorbe edilen ortama, ig¢inde antikor oldugu diisiiniilen madde ilave edilir.
Antikor antijen ile birlesir ve yikama ile bile ortamdan uzaklagmaz. Antijenle
birlesmeyen serum komplementleri bu yikama ile uzaklasirlar. Ortamda antikor
olup olmadigi, kullanilan antikor i¢in hazirlanmis antijen antikor veya
antiglobiilin yani konjugat kullanmak suretiyle anlasilir. Antikor varsa, konjugat
antijen-antikor kompleksi ile birlesir. Konjugat olarak genellikle; alkalin fosfataz,
galaktosidaz, horse radish peroksidaz enzimlerinden biriyle isaretlenmis rabbit
antibovin, goat anti-bovine IgG ile protein G antiglobulinleri kullanilmaktadir.
Olusan antijen-antikor-konjugat kompleksine ilave edilen substratin enzim ile
olusturacagi reaksiyon sonunda olusan renge bakilarak sonuglar ¢iplak gozle veya
mikroplate okuyucusunda okunarak degerlendirilir. Substrat olarak da 5-
aminoasitlik asit, ortofenil-diamin (OPD), 2,2-azino-3-¢til bentiozalin 6-siilfonat
(ABTS), P-nitrofenil, o-tolidin-5-amino-2-hidroksibenzoik asit kullanilmaktadir
(2,14,28,49).

e Brucellacapt:

Kuyucuklarda gerceklesen bir Coombs'lu Brucella agliitinasyon testidir. Coombs
testi ile sensitivite-spesifitesi ayni ve ikinci seviye bir testti. RB testi veya
dipstick test gibi hizli testlerin yerini alamaz, pahali komplex ve zaman alicidir

(19,42).

Brusellargen Deri Testi:

Hiicresel immiiniteyi gosterir. Ozellikle hastaligim erken donemlerinde, belirgin
antikor yanit1 bulunmayanlarda B.abortus kolonilerinden hazirlanmis brusellargen
deri testlerinden yararlanilir. Alerjik tanmi i¢in bakterilerden elde edilmis ve
saflastirilmis "Brusellargen" (niikleoprotein kompleksinden olugsmustur) deri i¢ine

siringa edilir. Test uygulanan bolgede deride, 24 saat i¢inde kizarti, 6dem ve
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sertlik seklinde goriilen reaksiyon pozitif kabul edilerek, bu kisilerin Brucella’lara

kars1 asir1 duyarli olduklar: anlagilir. (2,3)

Hayvan Deneyi:

Icerisinde Brucella bakterilerin bulundugu diisiiniilen ve dogrudan hastadan
alinan 5-10 ml miktarmda kan, kobaylarin deri alt1 kas veya peritonu i¢ine enjekte
edilerek yapilir. Brucella varsa hayvanlar 2-4 haftada ates ve septisemi belirtileri
ile hastalanirlar. Gebe hayvanlar yavrularm diisiiriirler. Oldiiriilen hayvanlarn
biiyiimiis lenf gangliyonlari, kan ve dalaklarindan yapilan preperatlarda
Brucella’lar1 gormek ve kiiltiir yontemleri ile iiretmek miimkiindiir. Zor ve zaman

alic1 bir deney olup artik kullanilmamaktadir (19).

2.11 Tedavi

Brusellozis olaylarinda hasta hayvanlar i¢in sagiltim uygulamasi yapilmaz ancak
koruma tedbirleri almnabilir. Hasta ve reaktdr olduklar1 saptanan hayvanlar
mecburi kesime sevk edilir ve ihbar1 zorunlu hastaliklar arasinda yer almasi
nedeniyle Hayvan Saglik Zabita Kanunu ve ilgili yonetmelik uyarinca resmi
islemler uygulanir (28).

Hastaligin tedavisi destek ve 6zgiil olmak {izere iki kisimda incelenebilir.
Destek tedavisinde ©nemli bir hus