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ONSOZ

Brusellozis, 6zellikle sigir, koyun ve kegi gibi evcil hayvanlarda yavru atma,
siit veriminde azalma, et tiretimi kaybi, damizlik degeri kaybi, kisirlik gibi zararl
etkileri yaninda hayvanlardan insanlara bulasan, ekonomik a¢idan ve is giicii kayb1
nedeniyle halk sagligi yoniinden ¢ok Onemli bir hastaliktir. Hastaligin g¢abuk
yayilmasi, tedavinin zor ve uzun siireli, masrafli olmasi, kontrolii ve miicadelesinin

glic olmas1 6nemini daha da artirmaktadir.

Brucellozis insanlara hastalik etkenleri ile kontamine ¢ig siit ve siit
irlinlerinin tiiketilmesi, enfekte hayvanlar ve karkaslari, atik yavru ve atik yapan
hayvanlarin genital sekresyonlari, idrar ve diskilar: ile direk temas yoluyla bulasir.

Insandan insana bulasma ve et tiiketimiyle bulasma nadirdir.

Bolgemizde yasayan insanlari gelirlerinin biiyiik bir kismin1 hayvancilik ve
hayvansal iiriinler olusturmaktadir. Uretimlerin teknolojik agidan yetersiz olusu,
ozellikle siit ve siit trlinlerinin geleneksel yollarla tiretilmesi, pazara getirilmesi,
iirlinlerin agikta satilmasi gibi olumsuzluklar nedeniyle brusellozis, bolgemizde halk
saglig1 agisindan 6nemini korumaktadir. Calismamizda piyasada satisa sunulan ¢ig
siit, peynir ve tereyaglarinin Brucella spp. etkenleri yoOniinden arastirilmasi

amaclanmstir.

Doktora egitimim boyunca her konuda yardim ve destegini gordiigiim Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilimdali. bagkani Prof.Dr.Abamiislim GUVEN’e, tez
calismalarimin her asamasinda beni yonlendiren, bilgi ve yardimlarin1 esirgemeyen
danisman hocam Saym Yrd.Dog¢. Dr.Ufuk KAMBER’e, ¢ok degerli hocalarim Sayin
Do¢.Dr. Leyla VATANSEVER, Yrd.Do¢.Dr. Nebahat Bilge ORAL, Yrd.Do¢.Dr.
Cigdem SEZER’e, 2011 yilinda Universitemizden ayrilan Yrd.Dog.Dr.Berna
DUMAN AYDIN ve mesai arkadasim Ogr.Gor.Dr.Aksem AKSOY’a tesekkiir
ederim.

Tez c¢alismam siiresince laboratuvar ortaminda yardim ve destegini

esirgemeyen  Yrd.Dog.Dr.Ozgiir CELEBI, Ars.Gor.Dr.Fatih BUYUK ve



Mikrobiyoloji AD. Ogretim iiyelerine, PCR laboratuarindaki yardimlarindan dolay1
Ogr.Gor.Dr.Seyitali BINGOL’e, 6rneklerin  toplanmasinda  yardim  eden
Ogr.Gor.Faruk KARDAS’a, Veteriner Hekim Erhan CEKIN’e, tez yaziminda
yardimlarindan  dolayr degerli mesai arkadasim Yrd.Dog.Dr.Kadir ONK,
Ogr.Gor.Asuman GUNERHAN ve Ogr.Gor.Dr.Alper TAZEGUL’e, calismamda
destegini esirgemeyen Ingilizce dgretmeni Teyzem Melek OZTURK’e ve doktora
programu siiresince gostermis olduklar1 biiylik sabir ve desteklerinden dolayr ¢ok
degerli esim Filiz, kizlarim Ece Nur ve Giiliz Inci GULBAZ’a sonsuz tesekkiir

ederim.
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1. GIRiS

Brucellozis diinyada yaygimn olarak goriilen insan, evcil ve yabani hayvan
saglhigini yakindan ilgilendiren ve hayvansal iiretimde 6nemli verim kayiplarina yol
acan Brucella cinsine ait tiirler tarafindan olusturulan bulasici, akut, subakut veya

kronik seyirli zoonoz bir infeksiy6z hastaliktir (11,20,33,90,113,122).

Brucella “Akdeniz Atesi”, “Dalgali Ates”, “Malta Hummas1” ve “Bang
Hastalig1” olarak insanlarda, “Infeksiyoz Abortus”, “Enzootik Abortus”,
“Kontagiydz Abortus” ve “Brusellozis” olarak da hayvanlarda bilinmektedir

(11,90,91) .

Brucella etkeni, Proteobacteria dlemi, Rhodospirilli smifi, Rhizobiales takimu,
Brucellaceae ailesinde yer almaktadir. Uluslararast Sistematik Bakteriyoloji Komitesi
Brucella Taksonomisi Alt Komitesi’ne gore Brucella cinsinde birbirleriyle
morfolojik ve kiiltiirel yonden benzerlik gdsteren B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
ovis, B. canis ve B. neotemae olmak iizere 6 tiir yer almaktadir. Ayn1 zamanda,
gerceklestirilen DNA dizi analizleri caligmalar1 deniz memelilerinden izole edilen iki
yeni tiir olarak B. pinnipediae ve B. cetaceae tlrlerinin varligini ortaya ¢ikarmistir

(33,90,91).

Infeksiyon, sigirlarda B. abortus, kiigiik ruminantlarda B. melitensis veya B.
ovis, domuzlarda B. suis ve kopeklerde B. canis tarafindan olusturulmaktadir. Son
zamanlarda deniz memelilerinin de dahil oldugu pek c¢ok hayvan tiiriinde B.
pinnipeds ve B. cetacea tiirleri de saptanmistir. Etken 6zellikle testis, meme, uterus
gibi genital organlara yerleserek yavru atma, damizlik degeri kaybi, infertilite, siit
verimi kaybi, ilaglama ve asilama masraflari nedeniyle hayvansal iiretimde dnemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Brucella, infekte hayvanlarla direkt temas
veya kontamine ¢ig siit ve siit iirlinlerinin tiilketimi sonucu insanlara da bulasarak is
gilicii kaybma, fizik yetersizligine bununla beraber tedavi ve hastane masraflari

sonucu biiyiik dl¢iide ekonomik kayba da yol agmaktadir (11,33,113,122).



Brusellozis bazi Avrupa Birligi {lilkelerinde, Kuzey Amerika iilkelerinde
Avustralya ve Yeni Zelanda’da eradike edilmesine ragmen, gelismekte olan
Tirkiye’de dahil olmak tizere Akdeniz’e kiyis1 olan tilkelerde, Ortadogu, Arap Yarim
Adasi, Hint Yarim Adasi, Bat1 Asya iilkeleri, Afrika, Orta ve Gliney Amerika’nin bir
kisminda hastalik insan ve hayvanlarda hala etkili olmaktadir (11,33).

Tiirkiye’de siirdiiriilmekte olan kontrol ve asilama programlarina ragmen bazi
illerde hastalik oldukca yaygin olmakla birlikte kontrol altma alimamadigi
bildirilmektedir (65). Kesin tani icin laboratuar testlerine ihtiya¢ duyulmasi,
hastaligin bildirilmemesi ve/veya bildirimdeki duyarsizliklar nedeniyle, Tiirkiye’de
Brusellozis prevalansini kesin olarak saptama imkani olmamakla birlikte son yillarda
yapilan ¢alismalar sonucunda bildirimlerde kayda deger bir artis goriilmektedir.
Tiirkiye’de brusellozis olgusu insanlarda ilk defa 1915 yilinda Kural ve Akalin
tarafindan Istanbul'da Kuleli Askeri Hastanesinde bir askerde saptanmustur.
Hayvanlarda ise Brucellozis Berke tarafindan 1932 yilinda sigirlarda, Koyliioglu ve
Aktan tarafindan 1944 yilinda da Bandirma Merinos Ciftligi’ndeki koyunlarda
serolojik olarak tespit edilmistir (11).

Tirkiye’de 1984 yilinda Brucella kontrolii ve eradikasyonu i¢in 26 yillik bir
proje baslatilmistir. Plan cercevesinde 4-8 aylik yaslardaki disi buzagilarin Brucella
abortus S-19 susu asilarla asilanmasi, kuzu ve oglaklarin da B. melitensis REV-1
susu asilarla asilanmasi uygun goriilmiistiir. 1989 yilinda Brucella seroprevelansi
sigirlarda %3.56, koyun ve kegilerde %1.26 iken, 1990 yilinda bu oran sigirlarda %
1.2, koyun ve kegilerde % 2.08 ve 1991 yilinda sigirlarda % 1.01, koyun ve kecilerde
ise % 1.83 olarak bulunmustur (65).

Charisis’in 1999 yilinda Akdeniz {ilkelerinde yaptig1 bir arastirmada,
Tirkiye’de insan bruselloz sikliginin tanimlanmadigini ve insan vakalarmimn 1986
yilinda 3.03/100.000 den 1996’ya 15.11/100.000 gibi ciddi bir artig gosterdigini
vurgulamistir. Bu artisin  muhtemelen gelismis takip ve tani tekniklerinin
kullanilmasiyla daha iyi sonuglarin alinmasi ve raporlarin daha iyi tutulmasina baglh

oldugu diisiiniilmektedir (30).



Brucella, hayvanlarda yasam boyu infeksiyona neden oldugu i¢cin meme ve
meme istii lenf yumrularinin devamli infeksiyonuna sik¢a rastlanmaktadir. Bu
ylizden Brucella’larm devam eden laktasyon periyotlarinda etkenlerin siitle
atilmalarina sebep oldugu bildirilmektedir. Bu nedenden dolay: siitten izolasyon

yapilmasi tavsiye edilmektedir (11).

Brucella biyolojik silah olma 6zelligine sahip bir zoonozdur. Brucella gegmiste
bir saldir1 araci olarak arastirma konusu olmustur ve hala ¢cogu listelerde B kategorisi
patojeni olarak yer almaktadir. Brucella hayvan veya insan populasyonlarina saldiri
amactyla kullanilabilir. Hastaligin endemik olmadig1 bdlgelerde muhtemelen etkisi
cok biiyiik olabilir. A.B.D’de devlet destekleme programi tarafindan biyolojik silah
amactyla deneysel olarak yapilan calismalarda B.melitensis ve B.suis etkenlerinin
zaylf infeksiyon kombine dozunu aerosol olarak kullanilan bir biyolojik silah

gelistirmislerdir (105,129) .

Brucella’nmn tanisinda direkt ve indirekt yontemler kullanilmaktadir. Indirekt
tan1 i¢in ¢esitli serolojik testlerden yararlanilmaktadir. Bu testler hizli, pratik ve az
maliyetli olmasina ragmen, bazi durumlarda yanlis pozitif veya negatif sonuglar
vermesi dezavantajlaridir. Ayrica kesin tani i¢in birden fazla testin yapilmasindan

dolay1 da tercih edilmemektedir (11).

Brucella ile miicadele genel hijyenik tedbirlerin yani sira asilama, test ve kesim

ile bu ik1 yontemin birlikte uygulanmasi gibi ii¢ temel yonteme dayanmaktadir (11).

Bu calismada, Kars’ta satisa sunulan ¢ig siit, ¢ig siitten yapilmis peynir ve
tereyag1 Orneklerinde Brucella etkenlerinin varliginin izolasyon, identifikasyon ve

molekiiler tekniklerden PCR yontemleriyle arastirilmasi amaglanmusgtir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Tarihce

Millattan sonra 79 yilinda Roma’nm iki iinlii kenti, Pompeii ve Herculanum
Veziiv yanardagmin faaliyeti sonucu tamamen yanarak kiil haline gelmistir. Buradaki
kalintilar arasinda bulunan yetiskin iskeletlerinde yapilan antropolojik incelemeler
sonucunda brusellozun tipik kemik lezyonlar1 goriilmiis ve burada gomiilii olarak
bulunan karbonlagsmis peynirlerin elektron mikroskoplariyla yapilan incelenmesinde
Brucella’ya morfolojik yonden benzeyen kok tarzinda formlarin oldugu tespit

edilmistir (26).

Uzun yillar oncesi bile insanlar i¢in patojen olan bu mikroorganizmay1 ilk
izole eden ve Ingiliz ordusunda hekim olarak gérev yapan mikrobiyolog Sir David
Bruce’dur. Brucella ismide bu arastirmaciya ithafen verilmistir. Bruce tarafindan
etken 1887 yilinda Streptococuss melitensis olarak adlandirilmistir. Ayni y1l Hughes,
etkeni Undulant Fever (Dalgali Ates) olarak isimlendirmistir. Bruce, 1886 yilinda
Malta adasinda, atesli bir infeksiyon sonucu dlen Ingiliz askerinin dalak pulpasindan
izole ettigi bakteriyi deneysel olarak maymunlara bulastrmis ve hastaligin
maymunlarda ortaya ciktigimi gozlemlemistir. Kiiciik bir kok seklinde goriilen bu
etkene Micrococcus melitensis, infeksiyona ise "Malta Hummas1" veya "Akdeniz

Hummas1" adin1 vermistir (18,27,64,86).

Danimarka'da 1895 yilinda Bang ve Stribolt, abort yapmis bir inegin fetal
membranlar1 ve uterus sivilarindan izole ettikleri Gram negatif basile Bacterium
Infectiosa Bang admi vermislerdir. Bang, 1897 yilinda etkenin saf kiiltiiriinii elde
ederek saglikli hayvanlarda deneysel olarak infeksiyon olusturmayr basarmistir

(11,18,86).



Koyunlarda ilk izolasyon 1900 yilinda Garcia ve Iscara tarafindan yapilmistir
Dr. Zammit, 1905 yilinda kegi siitlerinden etkeni izole etmis ve kegilerin doguma
yakin zamanlarda sik sik abort yaptiginmi1 bildirerek etkeni Micrococcus olarak
adlandirmistir. Macaristan'da ilk olarak domuzlarda brusellozis Huntyra tarafindan
1909 yilinda bildirilmistir (11). Koyun brusellozisine Brucella melitensis'in neden
oldugu 1910 yilinda Dubois tarafindan bildirilmis ve etkenin siit ile yayildigir Spink
tarafindan agiklanmistir (27). 1914 yilinda Traum A.B.D.'nin Indiana eyaletinde
erken dogum yapan domuz yavrularmin karaciger, mide ve bobreklerinden B. suis'i

izole etmistir (11).

Evans 1918 yilinda, sigir, koyun, keci ve domuzlarda Bruce, Bang ve Traum
tarafindan bulunan etkenlerin morfolojik, kiiltiirel ve serolojik benzerliklerin
bulundugunu ve birbirlerine ¢cok yakin mikroorganizmalar olduklarini belirtmistir
(11) Meyer ve Shaw, 1920 yilinda B. abortus. B. melitensis ve B. suis’1 bir grupta
toplayarak tiimiine, bu konuda ilk 6nemli ¢alismalar1 yapan Bruce'un ismine ithafen
Brucella grubu mikroorganizmalar, meydana getirdikleri hastaliga da brusellozis

adim vermislerdir (11,86).

Koclarda epididimitise neden olan B. Ovis’i, 1952 yilinda ilk kez Yeni
Zelanda'da McFarlan ve arkadaslar1 izole etmistir. Buddle ve Boyes 1953 yilinda bu
etkenin B. melitensis'in bir varyant1 oldugunu ileri stirmiisler ve etkene B.ovis ismini
1956 yilinda vermislerdir (11,86). Stoenner ve Lackman 1957 yilinda ABD'nin Utah
eyaletinde ¢0l farelerinden B. neotomae'yi izole etmislerdir. B. canis 1966 yilinda av
kopeklerinde abortla seyreden bir salgmin arastirilmasi sirasinda izole edilmis ve
1968 yilinda Carmicheal ve Bruner tarafindan B. canis olarak isimlendirilmistir

(11,87).

Tirkiye'de ilk Brusellozis vakasi 1915 yilinda Kuleli Askeri Hastanesi'nde,
Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafindan tedavi edilen bir askerde

laboratuar yontemleri ile teshis edilmistir (11).



2.2. Brucella’min Genel Ozellikleri

Brucella cinsi; konak tercihi, antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore 6
tirden olusur: B.melitensis (koyun ve keci), B.abortus (sigwr), B.suis (domuz),
B.canis (képek), B.ovis (koyun) ve B.neotomae (agag rat1). B.abortus, B.melitensis,
ve B.suis benzer ciddi hastalik tablosu olustururlar (72,83). Son yillarda Brucella
tiirlerine deniz memelilerinden izole edilen B. pinnepediae ve B. cetaeae etkeni de
dahil edilmistir. B. pinnepediae fok, denizaslani, mors (deniz ayisi)’da, B. cetaeae
yunus baligi, domuz baligi, balinadan izole edilmis ve insanlar i¢in infeksiy0z
oldugu bildirilmistir (94,110). Koyun ve kecilerde patojen olan B.melitensis
insanlarda da yiiksek patojeniteye sahiptir ve siklikla insan brusellozisine yol agar.
Bunun aksine B.ovis ve B.neotomae ile insan infeksiyonu heniiz bildirilmemistir.

B.canis ise insanlarda nadir enfeksiyon olusturur (110).

Brucella grubu mikroorganizmalar, Gram negatif, hareketsiz, sporsuz,
flagellasiz olup, fakiiltatif intraselliiler bakterilerdir, bircok hayvan tiiriinii ve insani
etkilemektedir (31). Gergek kapsiilleri yoktur, ancak hastalik olgularindan yeni izole
edilen smooth (S) karakterindeki suslarda kapsiil bulundugu bildirilmektedir. Etkenler
0.6-1.5 wm uzunlugunda, 0.5-0.7 um eninde kisa comak, kok ya da koko-basil
seklinde cok kisa zincirler veya kiimeler olusturabilen mikroorganizmalardir. Basit
boyalarla kolayca boyanirlar. Kiiltiirlerden yapilan frotilerde tek tek rastlanmalarina
karsilik, enfekte dokulardan ya da eksudatlardan yapilan frotilerde kiimeler halinde
gortliirler. Etkenin Brownier hareketi oldukga belirgindir (11,15,90).

Brucella’lar  fakiiltatif intraselliiler patojen mikroorganizmalardir (62).
Fagositik hiicreler i¢inde canliliklarmi koruyabilir ve iliremeye devam edebilirler.
Brucella suslarmin  hiicre icinde yasama sekilleri olduk¢a ilgi ¢ekicidir.
Lipopolisakkaritler hiicrede 6zel fagositik etki ile parazit haline dontistiiriilerek hiicre
icinde oksidatif yasamayi1 Onleyen bir etken gorevi yapar. Yapilan caligmalar
sonucunda diisiik molekiiler agirlikli birlesenlerin bu tarz etkileri oldugu
goriilmiistiir. Yine B.abortus ile iliskili olarak da adenin ve guanin monofosfatin bu
olaya etki ettigi kanitlanmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli birlesenlerin hiicre

icerisinde yagamlarin1 devam ettirip ettirmedikleri ise daha kanitlanmamastir (6).



Besiyerlerinde Ureme

Brucella grubu mikroorganizmalarin liremeleri yavas olup, zenginlestirilmis
kat1 besiyerlerindeki liremesi ancak ikinci giinden sonra fark edilir (11,15,92). 2-3
giinliik koloniler yuvarlak, konveks, diizgiin kenarl ve 0,5-1 um uzunlugunda 0,5-0,7
um eninde kisa comak, kok ya da koko-basillerdir. Ilk izolasyonlarda koloni {iremesi

genellikle {i¢iincii giinden sonra baglar ve maksimal gelisme 5-7 glinde tamamlanir

(11).

Brucella’lar mikroaerofilik 6zelliginden dolay1 % 5-10 CO; ye ihtiyag gosterir,
20-40°C’de de iireyebilirler fakat optimum tireme 1silar1 37°C ve pH 6.6-7.4 tiir
(11,15,33). Genel besiyerlerinde tiremeleri gii¢ oldugundan iiremeleri i¢in Ozel
besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar (4). Besiyerlerine glukoz, ascites, karaciger ekstresi,
kan, serum veya protein katilmasi mikroorganizmalarin liremeleri iizerine olumlu
etkide bulunur. Mikroorganizmalarin ¢ogalmasini artirict bir faktor olarak eritrol de
kullanilmaktadwr. Brucella etkenlerinin kiiltiirleri i¢cin, ¢cogunlukla kat1 besiyerleri
kullanilir. Bunun sebebi kati besiyerleri koloni olusmasini saglamasinin yani sira
dissosiasyonu da sinirlarlar. Kan, periton ve pleura bosluklarindaki sivi materyalin
kiiltiirli i¢cin s1v1 besi yerlerinden yararlanilabilir. Bazi suslar (B. abortus biyotip-11)
zorunlu serum gereksinimindedirler. Hemolitik degildirler. Basit boyalarla kolayca
boyanirlar. Kiiltiirlerden yapilan frotilerde tek tek rastlanmalarina karsilik, enfekte
dokulardan ya da eksudatlardan yapilan frotilerde kiimeler halinde goriiliirler. Smooth
suglar diizgiin, parlak yiizeyli olup, mat sar1 renkte goriiniirler ve yansiyan isikta
hafif mavimsi yesil renkte verirler. Koloniler 6-7 giinliikk bir inkiibasyon sonunda
matlasir ve disosiye olmaya baglarlar. R koloni formundakiler daha biiyiik c¢apta,
yassi, mat ve graniilli bir yiizeye sahiptirler. Bundan dolayr Smooth Brucella
kiiltiirleri rough formlardan ayrilirlar. Belirtilen bu iki ana koloni formundan bagka,
intermedier (1) ve mucoid (M) 6zellik gosteren koloni varyasyonlarina ve bunlarin da
alt formalarma rastlanabilir (11,15,92). Bu grup mikroorganizmalarin bahsedilen bu
iki ana koloni formundan baska intermedier (I) ve mukoid (M) 6zellik goésteren

kolonileri ve bunlarin alt formlarinin bulundugu da bildirilmektedir. Sivi besiyerinde



yavas lrerler ve homojen bir bulaniklik yaparak dipte yumurta aki benzeri tortu

birakirlar (11).

Direnclilik

Brucella grubu mikroorganizmalarin tamami pastorizasyon sartlarinda 65 °C
de 10-15 dakikada oOliirler (11). Foster-Lear ve Metzger B. abortus'un 62°C'de 23
dakikada ve 72°C'de 14 saniyede 6ldiigiinii saptamuglardir. Otoklavda 121°C 15 dakikada
kuru sicaklikta 160-170°C de en az 1 saatte Oliirler (91). Brucella etkenleri
antibiyotik ve dezenfektanlara karsi da duyarhdir, % 1 lizol ve formalin i¢inde 15
dakikada, % 0,1 siiblimede birka¢ dakikada Oliirler. Kokusma sonucu kisa zamanda
canliliklarmi kaybederler. Karanlik yerlerde, doku, siit veya uterus akitilar1 i¢inde
uzun zaman canli kalabilirler. Giines gérmeyen toprakta 70, suda 35 giin kadar

yasayabilirler. Kiiltiirlerdeki etkenler -20°C 'de 3-6 ay canli kalabilirler (11,128).

2.3. Brucella Tirleri

2.3.1. Brucella abortus

Danimarkali veteriner patolog ve bakteriyolog olan L.F. Benhard Bang

1895°te sigirlarda B. abortus olarak isimlendirilen bir etken izole etmistir (87).

Serolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla birbirlerinden farkli 9 biyotipi
bulunan B. abortus sigirlarin enzootik yavru atma hastaliginin etkenidir. Koyun,

keci, domuz ve insanlarda da hastalik olusturur (11,15,27).

Sigir brusellozu genellikle B.abortus tarafindan, daha az olarak B. melitensis

ve nadiren de B.suis tarafindan meydana gelir (91).

B. abortus, kiigiik, kokoid, Gram negatif, hareketsiz ve sporsuz ¢omakg¢iklar
tarzindaki bir mikroorganizmadir. Etkenin brownier hareketi olduk¢a belirgindir.
Boyutlar1 0,5-1 mikron kadardwr. Hastalik olgularindan yeni izole edilen ve S-

karakterindeki suslarda kapsiil tespit edilmistir. Kiiltiirlerde tek tek rastlanmasina



karsilik dokulardan veya eksudatlardan yapilan frotilerde, kiimeler halinde goriliirler

(11,15,109).

B. abortus’un sigirlarda bulasmasi enfekte bir hayvanin diskisi, idrar1 veya
uterus akintistyla kontamine siit, gida veya suyun sindirilmesiyle, derinin temasiyla

ya da enfekte boga ile ¢iftlestirmeyle olur (27,114).

Inkiibasyon periyodu genellikle 30-60 giindiir. Enfeksiyon sigirlarda genellikle
plasentitise bagli bakteriyemiden sonra lokalize olur. Eger hayvan gebe degilse
lokalizasyon memelerde ve lenf nodiillerine yakin olur. Organizma siitle atilir. Etken
karacigere, akcigere, lenf nodiillerine veya dalaga lokalize olabilir. Lokalize oldugu

yerlerde granulamatoz odak olusturur. Sigirlar yillarca enfekte kalabilir (27).

Bogalarda enfeksiyon testis ve sperma kesesine lokalize olabilir. Hastaligin
sonunda irinlesme yaygindir ve etken sperma ile atilabilir. Saglam bogalar enfekte
ineklerle ciftlestirildiginde genellikle enfeksiyonu kapmazlar fakat enfekte bogalar
ineklere hastaligi bulastirabilirler (27,114).

Hastalik bir veya daha fazla belirtilerle karakterizedir: yavru atma, plasentanin
atilmamasi, orsitis, epididimitis, bununla birlikte nadir olarak siitle ve uterus

akintilariyla organizmanin atilimi soncu arthritis goriiliir (91).
2.3.2. Brucella melitensis

B.melitensis birgok karakteristik 0Ozelligi ile (morfolojik, kiiltiirel ve
biyokimyasal) B.abortus'a benzer. Monospesifik serumlarla ortaya konulabilen 3

biyotipi bulunmaktadir (11,15,22).

B.melitensis koyun ve kecilerdeki brucellozis'in etkenidir. B. abortus ve B.
melitensis koyunlarda, kegilerde oldugu gibi benzer enfeksiyonlar gosterir. B.
melitensis’in baslica etkisi abortlar, 6lii dogum ve zayif yavru dogumlardir.
(15,27,90). Patojen, fakiiltatif intraselliiler bir bakteri olan B. melitensis insanlarda ki

Brucella hastaliginin (Malta Hummasi) asil etkenidir (39). Sporadik olarak B.
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abortus’ta hastalik olusturabilir. Koyun ve kecilerde brusellozis'in en ¢ok yaygin
oldugu iilkeler; Fransa, italya, Almanya, Yunanistan, Sardunya, Malta, Isvicre,
Portekiz, Cekoslovakya, Tunus, Cezayir, Tiirkiye, Yugoslavya, Iran, Rusya, Amerika,
Meksika ve Latin Amerika'dr. Bulasma, genellikle, sindirim sistemi, deri, konjunktiva,
ciftlesme ve meme basi kanali yollar1 ile olusur. Infeksiyon kaynaklar1 arasinda atik
yavru, yavruya ait membranlar, uterus akintilari, siit, idrar ve sperma basta gelmektedir.
Koyunlarda siit ve uterus akintilarindaki mikroorganizma sayisi kegilerinkinden daha
azdrr. Ilk infeksiyon disaridan infekte hayvanlarin siiriiye bilinmeden sokulmasi

suretiyle bulasir (11,15).

Infekte hayvanlarda abortuslarn disinda mastitis, genel diiskiinliik, zayiflama,
brongite bagl kisa Oksiiriik, eklem siskinlikleri, topallik tespit edilebilir. Genellikle
saglam bir siriiniin B. melitensis'le bulasmasnda yavru atma olaylar1 ¢ok artar ve
siddetli seyreder. Ayni siirii ikinci ve sonraki yillar daha az yavru atar. Bazi olaylarda
plasenta igerde kalabilir ve septisemilere, kisirliga neden olabilir (11,90). Bulasik siiriide
bakimsizlik ve paraziter hastaliklarm bulunusu abortuslar1 artirabilir. Abortusdan dnce
hastalik etkeni siit ve idrarla disar1 ¢ikar. Abortusdan sonra ise uterus akmtilari ile
acilir. Akut olaylarda, mastitis, topallik ve higroma goriilen belirtiler arasindadir.
Mastitis olaylarinda memelerin klinik goriinlisii normaldir fakat siitte bazi1 fiziksel
degisiklikler gortlebilir. Siit sagildiginda kolayca pihtilasir. Siit miktar1 6nemli 6lgiide

azalir ve siitiin renginde de degismeler goriiliir (11,15).

Bir defa abort yapan hayvanlar ender olarak iigiincii defa abort yaparlar (90).
Koyunlarda infeksiyon siiresi kecilere gore daha kisadir (11). Mastitisin klinik
belirtileri yaygin degildir (90). Mastitis olgularinda memenin kesitinde igi nekrotik
kitlelerle dolu lezyonlar goriiliir. Bunlarin biiyiikliikleri bezelyeden ceviz biiyiikligiine
kadar degisir. Ezildiginde kumlu yapr hissi verirler. Duvarlar1 tam olmayan fibrinéz bir
kapsiille cevrilir. Kotiledonlarm ortalar1 boz, sar1 renkte, nekroze olmus ve ¢evreleri koyu
kirmizidir. Uterus mukozast siskincedir. Atik yavruda milier nekrozlar, hepatitis
tablosu goriiliir. Gebe olmayan koyun uterusunun ise duvari kalmlagmis, mukozasi
kabarik ve yer yer kirmizi benek ve mukéz eksudatla kaplhdir. Akut orsitis ve
epididimitis erkeklerde ortaya ¢ikabilir ve infertiliteyle sonuglanabilir. Arthritis her iki
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cinsiyette de goriiliir. Bircok gebe olmayan koyun ve keciler asymptomatik kalirlar.
Epididimisde nekroz odaklar1 vardir. Testisler 2-3 misli bliylimiistiir. Lenf yumrularinda
biiyiime goriiliir. Koyun ve kegilerde infeksiyonun teshisi, aynen sigr brusellozunda
oldugu gibidir. Ancak allerjik testlerden, 6zellikle, koyunlarda yararlar saglanmakta ve bu

amagla bildirilen allergenlerin kullanilmasindan 1iyi sonuglar almmaktadir (11,15,88).
2.3.3. Brucella suis

Domuzlarda Brucellozis't ilk defa 1909 yilinda Huntyra Macaristan'da
bildirmistir. Traum 1914°de infeksiyonun Amerika'da da bulundugunu agiklamistir.
Amerika Birlesik Devletlerinde ki bir Brucella tiirii abort domuz fetiisiinden izole

edilmis ve bu bakteri B. suis olarak isimlendirilmistir (11,15,87).

B. suis’in neden oldugu hastalikta, domuzlarda en yaygin semptom yavru atmadir
ve bu yavru atma gebeligin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikabilir (90). Abortla birlikte
steriliteye neden olur. Erkeklerde orsitis ve yavrularda fazla 6liimlere yol agan kronik ve
bulasic1 karakterde infeksiyonlara neden olur. B. abortus ve B. melitensis 'm neden oldugu

infeksiyonlarm orani1 domuzlarda azdir (11,15,93,109).

B. suis genel karakterleri bakimindan Brucella grubundaki diger etkenlere
benzemekle birlikte B. melitensis ve B. abortus'dan baz1 6zellikleriyle ayrilir. B. suis
Gram negatif kokobasil veya kisa ¢omak seklindedir. Etken fakiiltatif intraselliiler
patojendir (93). Etkenin 5 biyotipi bulunmaktadir. Biyotip 1, 2, 3 domuzlarda
brusellozun baslica etkenidir. Biyotip-2 epidemiyolojik calismalar sonucu Avrupa
tavsanlarinda, biyotip-3 ise ren geyiklerinde patojendir. Biyotip 4 ren geyikleri ve
karibu’larda patojendir ve domuzlarda bulunmaz. Biyotip 5 diger biyotiplerden

farkli olup koyun ve kegilerde de hastalik olusturabilir (11,15,93,109).

Infeksiyon siiriiye disaridan reaktdr hayvanlarm sokulmasi suretiyle gecer.
Hastaliga genellikle erginlerde daha fazla rastlanmaktadir. Bir hayvandan digerine
bulasma, sindirim sistemi ve ¢iftlesme ile olur. Deneysel olarak konjuktiva, deri alti,
damar i¢i yolla infeksiyon olusturulmustur. Bulasmada kenelerin de rolii oldugu

bildirilmektedir. Atik yavru, yavru zarlari, uterus akintilary, siit ve sperma birer mikrop
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kaynag1 olarak gorev yaparlar. Etkenin patogenezisi sigirlardakinin aynisidir, mikrop
kanda iki aylik bir siire kadar bulunduktan sonra uterus, lenf yumrular1 ve eklemlere

yerlesir (11,15).

B.suis diinyada domuz yetistiricili§i yapilan bolgelerde bulunmaktadir. Basta
Amerika, Avrupa iilkeleri gibi bir¢cok devlette evcil domuzlardan eradike edilmistir.
Fakat Amerika, Avrupa ve Avustralya’yr da kapsayan bazi bdlgelerdeki yabani
domuzlar etkenin kaynagi olarak hala kalmaktadir. Bu kaynaklardan zaman zaman
hastaligin yayilmasindan dolay1 evcil siiriilerde ve insanlarda sporadik bigimde
salgmlar rapor edilmektedir. B.suis Giliney ve Orta Amerika (Meksika da dahil) ve
Asya’nin bazi iilkelerindeki evcil siiriilerde devam etmektedir. Bazi Afrika
iilkelerinden, Uganda ve Fildisi Adas1 da dahil, ara sira vakalar rapor edilmektedir

(93).
2.3.4. Brucella ovis

Hastalik etkeni ilk defa Yeni Zelanda'da Mc Farlane ve arkadaslar: (1952)
tarafindan koglarda epididimitis, tunica vaginalis, testis ve vesicula seminalis'den
izole edilmistir. Etken pleomorfik, Gram negatif kokobasil veya kisa ¢omaklar
seklinde oldugu ve % 10 CO; li ortamda gelistigini bildirmislerdir. Bu etkeni Buddle
ve Boyes (1953) B. melitensis'in bir varyanti olabilecegini ortaya atmislardir. Fakat

sonradan etkene B. ovis adi1 verilmistir (11,15,72,95).

Etken koyunlarda klinik veya subklinik karakterli semptomlara neden olur. B.
ovis, koglarda epididimitis, orsitis gibi genital lezyonlara, disilerde yavru atma,
plasentitis ve perinatal 6liimlere neden olur. Yeni Zelanda’da erkek kizil geyiklerde
de benzer semptomlar rapor edilmistir. Insanlarda bu etkenden ileri gelen bir

hastalik goriilmemistir (11,95,97,109).

Etken bakteriemi doneminden sonra viicudun ¢esitli yerlerine ve Ozellikle
epididimislere lokalize olur. Hastalik kog¢larda daha az oranda steriliteye neden
olurken, koyunlarda nadir olarak yavru atma, plasentitis ve perinatal donemde

Oliimlere neden olur. Disilerde B. ovis yavru atma ve plasentitise de sebep olabilir
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fakat bu yaygm olarak goriilmez. Kog¢larin skrotumunda akut 6dem ve epididimitis
dikkat ¢eken semptomdur. Bu epididimitis tablosu sismis ve kalinlagsmistir.
Epididimitis tek tarafli veya bazen ¢ift tarafli olabilir. Hastaligin sonunda scrotum
sert ve 0demli, testisler atrofik bir durum alir. Koglarda sperm miktarinda azalma ve

kalitesinde diistigler goriilebilir (11,94,97).

2.3.5. Brucella neotomae

Stoanner ve Lackman 1957°de aga¢ rati (Neotomae lepida)’ndan Brucella
etkenlerine benzer etkenler izole etmisler. Farkli boyanma 6zellikleri, CO; ihtiyaglari
ve H»S iiretmelerine dayanarak Brucella’nin farkli bir tiiri oldugunu ve bu tiirii 5.
neotomae olarak isimlendirip insan ve evcil hayvanlar i¢in patojen olmadigim

bildirmislerdir (25).

2.3.6. Brucella canis

Erkek ve disi kopeklerde infeksiyoz karakterde brucellozisin etkenidir. Diger

hayvan tiirlerinde hastalik olusturdugu simdilik bildirilmemistir (11,96).

Gebe kopeklerde o6lii dogum ve abortlara neden olurlar, abortlarin cogu,
ozellikle gebeligin 7.-9. haftalarinda ortaya cikar. B. canis dogurgan hayvanlarda
iireme yetenegini sonlandirabilir. Etken 6zellikle zoonoz ozellikte olup nadiren

insanlarda hastalik olusturur (11,15,96).

Brucella canis, Carmichael (1967) tarafindan izole ve identifiye edilmistir. Disi
kopeklerde abortuslara neden olmasinin yan 1swra, erkek kdpeklerde epididimitis,
testikiiler atrofi ve bazen de kisirlik olusturur. Laboratuar kazalar1 ve infekte
kopeklerden bulagsma sonucu hastaligin insanlarda da goriilmesi B. canis in halk sagligi
yoniinden Onemini ortaya koymaktadir. Hastalik kopeklerin cok fazla temasta

bulundugu tireme doneminde yiiksek oranda goriilmektedir (11).

B.canis, fetiis, plasenta, fetal sivilar ve bir abort ya da 6lii dogumdan sonra
gelen vaginal akintilarda bulunur. Bu etken bir aborttan sonra 6 haftaya kadar gelen

vaginal akintilarda bulunabilir. Ayrica, Ozellikle Gstrus sirasinda, siite ek olarak,
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normal vaginal sekresyonlarla sacilir. B.canis’in yiiksek konsantrasyonlari,
enfeksiyondan sonra iki aya kadar semende bulunur ve daha kiiciik miktarlarin
intermittent sacilmasi yillarca olusabilir. B.canis idrarda da bulunur ve diisiik
konsantrasyonlarda salyadan, nazal ve okiiler sekresyonlardan ve diskidan
salgilanabilir. Diger taraftan, kedi ve kopekler infekte siitleri igmekle veya aborte

olmus materyalleri yemek suretiyle de infeksiyona yakalanabilirler (11,96).

B. canis'm en karekteristik 6zelligi mukoid yapida olmasi ve smooth Brucella, nin
yiizey antijenlerinin par¢alanmamasindan, B. abortus, B. suis ve B. melitensis’in
serolojik teshisinde kullanilan antijenler, B. canis'e kars1 olan antikorlarm ortaya
c¢ikarilmasinda dogru sonug vermesini gili¢lestirir. Bu nedenle serolojik teshiste modifiye
merkapto-etanol aglutinasyon testinden yararlanilmaktadir. Etkenin mukoid 6zelligi
giivenilir ve saglam bir antijenin ve bir aglutinasyon test prosediiriiniin gelistirilmesini
giiclestirmektedir. Serolojik testleri etkileyen diger bir olumsuz faktorde B. canis ile
infekte olmayan kopeklerin serumlarinda aglutinasyon reaksiyonuna neden olan

maddelerin varligidir (11).

2.4. Brucella’nin Taksonomi Calismalar

1986 yilinda Brucella Taksonomisi alt komitesi karisikligi onlemek icin bu
smiflandirmada klasik tiir isimleri kullanilmasinin gerekliligini zorunluluk olarak kabul

etmistir (84).

Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Komitesi Brucella Taksonomisi Alt
Komitesi’ne gore bu soyda birbirleri ile morfolojik ve kiiltiirel yonden benzerlik
gosteren 6 tiir yer almakta olup bunlar icerisinde insanlar i¢in patojen olan 4 tiir
bulunmaktadir. Bu tiirler konakg tiiriine gore smiflandirilmis olup, koyunlarda ve
kecilerde B. melitensis (3 biyotip), sigirlarda B. abortus (9 biyotip), domuzlarda B.
suis (5 biyotip) kopeklerde B. canis, koglarda B. ovis ve ratlarda B. neotoma olarak
adlandirilmaktadir. B. melitensis, B. abortus, B. suis insanlar i¢in patojen oldugu, B.

ovis ve B. neotoma insanlar i¢in patojen olmadigi bildirilmistir (43).
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Brucella’nin tek bir monospesifik genus mu veya ¢ok smifli bir genusmu oldugu
hala arastirmacilar i¢in tartisma konusudur. Biyokimyasal farkliliklari, boyanma ve faj
hassasiyetlerine, konakgi tercihlerine gore alt1 tiire ayrilirlar ve bunlardan bazilar1 da
biyotiplere ayrilirlar (Deniz memelilerinden izole edilenler heniiz isimlendirilmeleri
onaylanmadigmdan hari¢ tutulmuslardir). Fakat DNA-DNA hibridizasyon ve 16sRNA
geni kullanilan siraya dayali yaklasimlara gbére bu gruplar arasinda homojenlik ortaya
cikarllmustir. Sonug olarak B. melitensis tek bir tiir olarak isimlendirilmesi Gnerilmistir.
(128). Ama bu oneri digerlerinde tiir ad1 kullanilirken bu tiir icin evrensel olarak kabul
gormemistir. Smirlayict haritalama ve capraz hibridizasyon kullanilan metotlar gen
indeksini ortaya ¢ikarmis ve bu sonuglarm genusun klasik taksonomisi ile uyum halinde

oldugunu ortaya koymustur (80,81,128).

Deniz memelilerinden izole edilen Brucella tirleri bu genusun yeniden
isimlendirilmesine neden olacaktir. Ciinkii taksonomisi belirlenmeyen bu izolatlarm ¢ok

sayida farkli gruplardan olusabilecegine dair genetik kanitlar bulunmaktadir (31).
2.5. insanlarda Brusellozis

Insan brusellozisi diinya ¢apinda ¢ok yaygin olan bir hastaliktir (34,41,104).
Insan brusellozisine neden olan dort tiir vardir. Bunlar B.melitensis, B.abortus, B.

suis biyotip 1-4 ve nadir olarakta B.canis veya marine mammal brucella’dir (90).

Diinya genelinde insanlardaki vakalarm ¢ogunu, en invaziv ve patojen olan B.
melitensis olusturmasina ragmen, patojenite yoniinden bunu sirastyla B. suis ve B. abortus
takip eder. B.abortus biyotip 5, B. suis biyotip 2 ve B.canis ile infeksiyon insanlarda
nadirdir. B.neotomae ve B.ovis’ den kaynaklanan hi¢ bir infeksiyon ise bildirilmemistir

(54,55).

Insanlarda hastaligin goriilme siklig1 koyun, keci ve sigirlarda infeksiyonun
yaygimhigma baghdir. Hastaligin goriildigli risk guruplari; veteriner hekimler,
hayvan bakicilary, kasaplar, mezbaha c¢alisanlar1 ile et ve siit isletmelerinde
calisanlardir, bunlar hayvanlar ve hayvansal lriinlerle her zaman direkt temas

halinde olduklarindan enfeksiyon riski ile kars1 karsiyadirlar. Insandan insana
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bulagsma nadirdir. Brucella mikroorganizmalarmi ihtiva eden havanin solunmasi
sonucu da mukoza ya da konjonktivalardan etkenler bulasabilirler. Bu tiir bulagsma

daha c¢ok laboratuar calisanlarinda goriiliir (11,64).

Hastalik Brucella bakterileri ile olusturulur. Etkenler insanlarda akut ya da
sinsi baslangi¢cli olabilen, bazen atipik belirti ve bulgularla seyredebilen ve kronik
hastaliga kadar degisebilen klinik tablolara yol agabilirler. Insan brusellozunun
epidemiyolojisi son 10 yildan daha fazla siiredir uluslararasi seyahatlerin
gelismesiyle birlikte sosyoekonomik ve politik nedenlerden, farkli hijyenitelerden
dolayr siddetli degisiklige ugramistir (41,104). Hastalik diinyada bazi iilkelerde
eradike edilmisse de giiniimiizde bir ¢ok iilkede yeniden 6nem kazanan enfeksiyon
olma 6zelligindedir. Diinyada en sik goriilen zoonotik enfeksiyon olma 6zelliginde
ve yillik yarim milyondan fazla olgu goriilmekte, bazi iilkelerde prevalansi
10/100.000’e kadar ¢ikmakta ve Onemli oranda ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir (41).

Insanlarda bruselloza yatkinlik bagisiklik durumu dahil, infeksiyonun giris

yolu, inokulumun biiyiikligii, Brucella tiirleri gibi ¢esitli faktorlere baghdir (129).

Etkenin viicuda alinmas1 derideki kesik ve yaralardan, mukozalardan, etkeni
thtiva eden havanin solunmasiyla ve en yaygin olarak ta pastorize edilmeden
tiikketilen siit ve siit iiriinlerinden olmaktadir (129). Insandan insana bulasma ¢ok az

olarak anne siitii, nadiren cinsel temas ve kan transfiizyonu iledir (41).

Saglik Bakanlig1 verilerine gore 1970-1999 yillar1 arasindaki 30 yillik siire
icinde 98.502 olgu bildirimi yapilmistir. Bruselloz herhangi bir yasta goriilebilir,
ancak Amerika’daki istatistik sonucglarina gore hastalik 20-40 yaslar1 arasindaki geng
erkeklerde daha sik goriildiigii ortaya konmustur. Ulkemizde de enfeksiyonun

ozellikle 15-45 yasinda pik yaptig1 gézlenmistir (41).

Y1l icerisinde mevsimlere gore dagiliminda ise bahar aylarinda hastaligin daha

aktif oldugu goriilmektedir. ilkbahar ve yaz aylarinda insanlarin kirsal kesime
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seyahat etmesinin siklig1, siit ve siit Uiriinlerinden taze peynir ve krema tiiketiminin

artmasi nedeniyle hastaligin goriilme orani da artmaktadir (41).

Brucella enfeksiyonlarinda ti¢ haftalik inkiibasyondan sonra, septomlar aniden
veya daha sonra ortaya ¢ikabilir. Bazen inkiibasyon siiresi bir haftadan ii¢ aya kadar
cikabilir. Bruselloz hastaliginin klinik belirtileri diger enfeksiyonlara benzemesi
nedeniyle teshisi zordur (6). Insanlarda akut bruselloz, diizensiz ates, iisiime-titreme,
gece terlemesi ve halsizlik-yorgunluk, kronik bruselloz ise siklikla subfebril ates,
halsizlik-yorgunluk, anksiyete ve depresyon ile seyreder (41). Genelde ates, kas ve
eklem agrilar1 ve siddetli bas agris1 gibi septomlar gozlenir. Ayrica dalak, karaciger
biliylimesi ve lenfadenopati de gozlenebilir. Brucella enfeksiyonlarmim septomlari

kronik seyirli ya da uzun bir siirecte artan veya azalan bir seyir izler (6,33).

Hastaligin tedavisi antibiyotiklerle yapilmaktadir. Ancak hastaligin tedavisinde
baslangigta basarisizlik ve tedavi edilen olgularda ise relaps gdzlenmesi nedeniyle

problemler bulunmaktadir (41).
2.6. Hayvanlarda Brusellozis

Hastalik etkeni tasiyicilar1 B. abortus i¢in en ¢ok sigwr, sonra domuz, kegi ve
koyunlardir. Sigirlarda B. melitensis ve nadiren de B. suis’ten kaynaklanan
infeksiyonlarda gozlenmektedir. Kec¢i ve koyun Bruselloz’unun asil etkeni B.
melitensis’ tir. B. melitensis en ¢ok keci, koyun ve sonra sigir ve domuzlarda, B.suis
daha ¢ok domuz ve sonra sigwr ve at gibi hayvanlarda enfeksiyon yaptiklari
bilinmektedir. Sigir, keci ve koyunlarin bir arada yetistirilmesi, B. abortus ve B.
melitensis’in kendi ana konakg¢is1 diginda diger hayvanlara yayillmasma neden
olmaktadir. Bu ti¢ Brucella tiirii degisik sekillerde karisik enfeksiyon olusturabilirler
(11,27,33,68,86,90).

Hayvanlar arasinda enfeksiyon kaynagi olarak atik yavrular, fétal membranlar,
uterus akintilari, siit, idrar ve sperm Onemli rol oynamaktadir (11,115). Gebe
hayvanlarda gebeligin ikinci doneminden baglayarak plasenta ve endometrium’da

kolonilesmeler oldugu (bundan dolay1 fetiis O0limii ya da abortlar sekillendigi)
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bildirilmistir. Brucella etkenlerinin hizla ¢ogalarak bagirsaklara kadar yayildigi da

bilinen sonuglardandir (88).

Patojenite

Brusellozun'in retikiilo-histositer bir sistem hastalii olmast en Onemli
ozelligidir ve belli organ ve dokulara yerlesir. Etkenler viicuda girdikten sonra
bolgesel lenf yumrularma ve buradan da birkag giin i¢inde kan dolagimina karisirlar.
Kanda 2-3 hafta kalirlar ve bakteriyemi sonucu kan ile doku ve organlara yayilip
sonra kandan yavas yavas cekilirler. Bu siire¢ sonunda organlarda lezyonlar olusmaya
baglar. Hastalik etkenleri zamanla organlardan dalak, meme ve lenf yumrular1 gibi

dokulara yerlesir ve uzun siire bu dokularda canliliklarmi korurlar (11).

2.7. Hastah@m Halk Saghg ve Ekonomik Yonden Onemi

Brusellozun Diinya {izerinde en yogun olarak goriildigi iilkeler; Avrupa,
Kuzey ve Gliney Amerika, Afrika, Asya, Orta Dogu ve Akdeniz iilkeleridir. Bir¢ok
iilkede hastaliga kars1 6dnlemler alinmasia ragmen, brusellozis hem insanlarda hem
de hayvanlarda diisiis egilimi gostermemektedir. Hastaligi kontrol altina almis olan

iilkelerde bu konuda ¢aligsmalar yogun sekilde devam ettirilmektedir (20,104).

Bruselloz ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Insanda uzun siiren
tedaviler ve hastaliktan kaynaklanan gili¢ kaybi nedeniyle insanlarmn siirekli
calisamamasi, gebe hayvanlarda ise yavru atma, ergin hayvanlarda kisirlik, siit

veriminin diismesi ve canli agirlik kayiplar1 ekonomik acidan 6nem tasimaktadir

(41).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Brucella ¢alismalarinda giivenlik seviyesi II
veya lizeri glivenlik kabinlerinde calisilmasimi, kullanilan ara¢ ve gereglerin sterilize
edilmesi gerektigini savunmaktadir. Solunum yolu ile bulasma s6z konusu
olabilecegi i¢in de calismalarda maske takilmasinin gerekliligini zorunlu kilmistir

(129,133).
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2.8. Insanlara Bulasma

Brusellozis’in yaygm oldugu bolgelerde ¢ig siit ve ¢ig siitten liretilen peynir,
krema, tereyagi ve ¢ig et, 1yi pisirilmemis et ve sakatatlar gibi gidalarin insanlar i¢in
enfeksiyon kaynagi oldugu bildirilmektedir Ozellikle Brucella’nmn insanlara
bulagsmasinda, ¢ig siitten yapilan ve olgunlasmadan tiiketime sunulan peynirler biiyiik
oneme sahiptir (11,44,64). Siite meme ve supra mammary lenf nodiillerinden gecen
Brucella etkenlerinin sayismm 10° ile 2x10° organizma/ml arasinda olabilecegi

tahmin edilmektedir (33).

Hayvanlarla direk temasta bulunanlarda; peynir, tereyagi ve kaymak iiretenler
ve bunlar1 salamura etmeden veya tuzsuz tiiketenlerde; besiciler, kasaplar ile siit
toplayicist ve siit irlinleri imalathanelerinde c¢alisanlarda brusellozis goriilme

oraninin daha yiiksek oldugu saptanmustir (37,44).
2.9. Epidemiyoloji

Bazi iilkelerin hastaligi eradike programlari ile yok etmesine ragmen, diinyanin
bir¢cok bolgesinde hala yerlesik olarak bulunmaktadir (130). Brusellozun diinyadaki
yaygimhigi ile ilgili hi¢bir genel tahmin yapilamamaktadir. Bunun nedenleri arasinda
bir¢ok tilkede insan ve hayvanlardaki hastaligin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli bilgi
noksanlig1 ya da teshis i¢in laboratuar eksikligi, bazen de resmi yetkililerin hastalig1
ortaya cikarmaktaki isteksizligi sayilabilir. Buna ek olarak, insanlardaki bazi
bruselloz vakalarinin hafif veya dogru olarak teshis edilmeyen klinik semptomlar

gostermesi de bir bagka gerekcedir (33).

Diinyada yillik 500.000 brusellozis olgusu oldugu tahmin edilmektedir.
Brusellozis diinyanm her bdlgesinde goriilmekle birlikte Portekiz, ispanya, Giiney
Fransa, Italya, Yunanistan, Tiirkiye ve Kuzey Afiika iilkelerinin yer aldig1 Akdeniz
Havzasi, Giiney dogu Avrupa ile Arap Yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve

Giiney Amerika’da hiperendemiktir. Buna karsin ingiltere, Kuzey Avrupa iilkelerinin



20

biiylik cogunlugu, Avustralya, Yeni Zelanda ve Kanada’da ise brusellozis eradike

edilmistir (53,104).

Giiney ve Orta Amerika’da, Karayipler ve Meksika dnemli bir insan ve hayvan
bruselloz kaynagi olarak yer almaktadir. Hayvanlarda bruselloz Giiney Amerika
boyunca varligmni siirdiirmektedir. Ancak hastalik insanlarda yerlesik degildir. Gliney
Amerika, basta Peru ve Bati Arjantin insan brusellozunda B.melitensis’in yaygin
oldugu ve Dogu Arjantin ve diger Giiney Amerika bolgelerinde de B.abortus’un

yerlesik bir etken oldugu diisiintilmektedir (104).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1960’lara kadar, insanlardaki bruselloz
vakalarinin B. abortus tan kaynaklandigi ve 1947°de 6321 vaka ile bruselloz hastalik
diizeyinin ¢ok yiiksek seviyelere ¢iktig1 bildirilmistir. Brusellozun yok edilmesi i¢in
baslatilan bir eradikasyon kampanyasi insanlarda ve hayvanlarda hastalik
vakalarinda 6nemli bir oranda diislis saglamistir. Ancak ABD’de bizonlarm ve elk
geyiklerinin yasadigi vahsi yasam alanlar1 enfeksiyon odagi olarak kalmastir.

Sigirlarda enfeksiyonun bu habitat ¢cevrelerinden yayildigi rapor edilmistir (53).

Avrupa Birligi tarafindan, Isveg, Danimarka, Finlandiya, Birlesik Krallik
(Kuzey Irlanda haric), Avusturya, Hollanda, Belgika ve Liiksemburg brusellozsuz bir
bolge olarak kabul edilmistir. Ayrica Norveg ve Isvigre’de brusellozsuz iilkeler
olarak kabul edilmektedir. Kuzey irlanda’da 1998 den sonra, toplam 98 vaka ile bir
B.abortus salgin1 gelismistir. Akdeniz havzasi da bir endemik insan brusellozu
bolgesi olarak taninir. Hastaligin ilk gorildigi Malta’da ise bugiinlerde tek tiik
vakalarin goriildiigii bildirilmektedir. Fransa basarili bir eradikasyon programi
uygulamustir. Ispanya’da her ne kadar insan brusellozunun azaltilmasinda ¢ok biiyiik
ilerleme saglanmis olsa da, bu iilke hala yilda en fazla vaka goriilen Avrupa
iilkesidir. Portekiz’de insan brusellozunu azaltmada onemli bir ilerleme kaydetmistir.
Yunanistan diinya c¢apinda en yiiksek vaka olan iilkeler arasinda 25. sirada olmaya

devam etmektedir (104).
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Bruselloz Dogu Avrupa iilkelerinde yerlesik degildir. Ozellikle Polonya’da,
hastalik veterinerlerle sinirlidir. Rusya’da bruselloz genellikle Kafkas bolgelerinde
cok sik goriilmektedir. Bu bolgede ki vaka orani 1/10.000°dir. Yine de biiyiik ol¢iide

rapor edilmeyen vakalarda bulunmaktadir (104).

Orta Dogu genellikle yerlesik bir bolge olarak diistiniilmiistiir. Ciinkii on
iilkeden besi bu bolgedeki en yliksek insan brusellozu oranina sahiptir. Suriye,
OIE’den alman bilgilere gore, endise verici bir oran olan yillik 1 milyonda 1603 vaka
sayisi ile biitiin diinyada hastaligin en yiiksek oraninin oldugu tilkedir, Mogolistan da
onun arkasindan ikinci swradadir. Bu iilkeler son yillarda diinyada en 6nemli insan
brusellozunun yerlesim yeri olarak ortaya c¢ikmiglardir ve hastalik kontrol
edilememektedir. Siirekli artan vakalar ve Ozellikle yetersiz saglik alt yapilari
nedeniyle ¢ok ciddi bir toplum sagligi sorunu olusturmaktadir. Kuzey Afrika’da
bruselloz icin yerlesik bir alan olarak diistiniilmektedir. Bruselloz sahra ¢6lii altindaki
Afrika boyunca varligini siirdiirmesine ragmen esas olarak yaygnligi konusunda ¢ok

sey bilinmemektedir (104).

Brusellozis iilkemizde ilk olarak 1915°de rapor edilmis ise de en genis ve
kapsamli arastirmalar 70.000 serum 6rneginin test edildigi 1984-1987 yillar1 arasinda
yapilmistir. Hastalik prevelansinin % 1.8 ile % 6 arasinda degiskenlik gosterdigi
bildirilmistir. Bu prevelans diizeyi ile yaklasik 1.75 milyon insanin brusellozdan
etkilendigi hesap edilmistir (112). Yine iilke capinda 1989 yilinda bolgelere gore
yapilan serolojik tarama sonuclar1 % 0-10 oranindaki hastalik prevalansi, sigir ve
koyunlarda sirastyla % 3.56, % 1.26, 1990 yilinda % 1.2, % 2.08; 1991 yilinda %
1.01, % 1.83 olarak belirlenmistir (11).

2.10. Korunma

Hayvanlarda, ekonomik olmamasi ve hastalik tasiyiciliinin ortadan
kaldirilamamasi nedeniyle tedavi uygulanmamaktadir. Ancak koruma amaciyla basta
asilama olmak tizere gerekli tedbirler alinmaktadir. As1 olarak koyun ve kegilerde B.
melitensis Rev 1, sigirlarda B. abortus S 19 asis1 kullanilmaktadir. Trakya

Bolgesi’nde 1991 ve 1993 yillar1 arasinda yapilan pilot ¢aligma sonrasinda biitiin ergin
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sigir ve koyunlarm diisiik doz Brucella asilar ile asilanmalar: {ilkesel kontrol ve
eradikasyon programi uygulamaya konulmustur. Son yillarda Tiirkiye’de brusellozis
ile ilgili yapilan en kapsamli ¢alisma, 1997 yilinda baslatilan Tarim ve Koyisleri
Bakanlig1 projesidir. Bu proje ile sigir ve koyun brusellozis prevalansinin belirlenmesi
ve brusellozis kontrol programmin yeniden gézden gegirilmesi amacglanmistir. 2000
yilinda yaymnlanan calisma sonuclarinda, iilke capinda her ilin dorder ilgesinden
tesadiifi ornekleme yoluyla 34.458 adet sigir, 30.433 adet koyundan olmak iizere
toplam 64.891 serum Ornegi alind1g1, serumlarm Rose-Bengal testi ile taranip pozitif
bulunan bu serumlarin Komplement Fikzasyon testi(CFT) ile dogrulanmasinin
yapildig1 arastirma sonucu brusellozis prevalansinin sigir populasyonunda % 1.43,

koyun populasyonunda ise % 1.97 olarak bulundugu bildirilmistir (65).
2.11. Teshis

Hastaligin klinik semptomlarina bakilarak teshisi miimkiin olabilir. Ama
Brucellanm teshisinde standart yontem kiiltiirel tekniklere dayali bakteriyel
izolasyondur. Brucella etkenlerinin kiiltiirel tekniklerle izolasyonunun zaman almasi,
sitiin mikrobiyal kalitesinin diisik olmasi sonucu etkenlerin dominant flora
tarafindan baskilanmasi, selektif besiyerinde mantarlarin gelismesinden dolay1
kiiltiirel teknigin bircok olumsuz yonleri bulunmaktadr (31). Kiiltiirel tekniklerin
disinda Serum Aglutinasyon testi (SAT), Rose Bengal Testi (RBT), Complement
Fiksasyon Testi (CFT) ve Enzim-Linked Immunosorbent Assay Testleri (ELISA)
gelmektedir (4). Son yillarda c¢ok hassas, direkt etkenin varligini ortaya koyan

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilmaktadir.

Insanlarda bu hastaliktan siiphe edildigi zaman, teshis genellikle serolojik
yontemlerle yapilir. Oligo Polisakkarit (OPS)’e kars1 direkt antikorlarin
belirlenmesine dayanir. Bir¢ok sayida serolojik teknigin gelistirilmesine ve test
edilmesine ragmen, altin standart olarak bilinen tiip agliitinasyon testi daha cok
kullanilir. Tip aglutinasyon testini dogru yorumlamak i¢in uzun zamana ve
deneyime ihtiya¢ vardir. Bu test i¢in indirect Coombs testi dahil, Rose Bengal ve
Slide  Aglutinasyon testleri  gelistirilmistir  (89,131). Mikroorganizmalar1

kiimelestirmede kullanilan serum yeterliligini Ol¢cen bu test, anti-O-polisakarit
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antikorun varligmni yansitir. Monomerler igindeki IgM’yi aymrmak i¢in 2-
mercaptoethanol ya da dithiothreitolile serum tedavisinden sonra tiip agliitinasyon
testin kullanimi IgG antikorunu meydana ¢ikarir. 1/160 titre ve yukarisi hastaligin
varlig1 i¢in pozitif distniiliir. Hastalarin ¢ogu zaten klinik sunum sirasinda yiiksek
titrelere sahiptir. Bu yiizden, titrede 4 kat1 bir artis goziikebilir. [gM hastaligin erken
safhalarinda yiiksektir ve basarili bir tedaviden aylar, hatta yillar sonra bile 1/20 gibi
diisiik seviyelerde kalmaya devam edebilir (23). Serum testi, diislik seyreltmelerde
ortaya c¢ikabilecegi i¢in, her zaman en az 1/320 seyreltme icermelidir. Tip
agliitinasyon testi B. canis antikorlarmi meydana ¢ikarmaz, cilinkii pirizli
organizmanin yiizeyinde O-polisakarit yoktur. Immunoenzimatik yontemler (mesela
enzime bagli immunosorbent yontemleri (ELISAs)) B. canis ile birlikte kullanim

icin gelistirilmistir, ancak 1yi bir sekilde standartlasmamustir (64).

Serolojik testlere ek olarak, teshis, mikrobiyolojik kiiltiir ile takip edilmelidir.
Kiiltiirler, laboratuar ¢alisanlar1 i¢in asir1 derecede bulasici olmalar1 nedeniyle sadece

biyolojik tehlike ambleminin oldugu yerlerde ekimleri yapilmalidir (56).
2.11.1. Serolojik Yontemler

Brucella nin serum ya da siitteki belirli antikorlarin ortaya ¢ikarilmasi teshisin
temelini olusturmaktadir. Bu amagla serolojik testlerden yararlamilir. En etkili
yontem genellikle enfeksiyon kapmis hayvanlarda, etkeni belirlemek icin spesifite ve
hassasiyeti yiiksek, ucuz ve hizli bir test kullanarak ortaya koymaktir. Incelemeye
uygun olan numuneler daha sonra, yapilacak son teshis i¢in daha sofistike, 6zel teyit
edici testler kullanilir. Anti-B.abortus serumunun kullanilmasma kars1 standardize
edilmis antijenler kullanan testleri kullanmak kesinlikle esastir. Uygun kalite kontrol
serasmin her test grubunu kapsamasi gerekir ve eger kalite kontrol kriterleri

karsilanmiyorsa testler tekrarlanmalidir (64,129).

Serolojik  sonuglar, hastalik sikligina, as1 kullannomma ve diger
mikroorganizmalarla enfekte olmalar1 gibi yanlis pozitif reaksiyonlarmn ortaya
cikmasma kars1 degerlendirilmelidir. Laboratuara dayali teshisle birlikte, tek tek

hayvanlarin denetim izini, numune numarasi ve hayvan ile sonu¢ arasindaki bagin
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tam ve kesin olmasi amaciyla test sonucunun dogru bir sekilde belirlenmesi

zorunludur (64,129).

Rose Bengal Plak Testi (RBT)

RBT, Brucella antijen testleri olarak bilinen testlerden biri olup diisiik pH
derecesinde antijene baglanan IgM antikorlarmin varligmi ortaya koyan, antijen
varligina dayanan bir testtir. RBT, tamponlanmis plak agliitinasyon testleri ve kart
testi gibi testlerle diinya capinda Brucella bakterilerinin serolojik teshisinde ¢ok

yaygin kullanilmaktadir (64,129).

RBT boyanmis antijen damlalarinin ve serumun bir plak iizerinde karistirildig:
ve agliitinasyonun pozitif bir reaksiyon anlami ortaya c¢ikaran basit bir nokta
agliitinasyon testidir. Bu test miikkemmel bir goriintiileme testi olmasma ragmen
ozellikle asilanmis olan hayvanlarin teshisi i¢in yiiksek derecede hassas olabilir. Yine
bu test ¢ok sayidaki numuneleri islemek i¢cin 6zel yapilmis aletler gerektirebilir

(129).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA )

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) teknolojisi giiniimiizde cok
biiyiik cesitlilikte insan ve hayvan hastaliklarini teshis etmede kullanilmaktadir.
ELISA testleri basit, hassas ve spesifik testlerdir. ELISA testleri esasta insan ve
hayvan tiirlerinden alinan her tiirlii serum ve gidalar i¢in kullanilabilseler de sonuglar
kullanilan metodolojiye ve laboratuarlar gore degisiklik gosterebilir. Sigir, koyun ve
keci stitlerinde Brucella antikor varligini ELISA uygulamasiyla belirlemek icin
bircok arastrmaci tarafindan calisma yapilmistir (29,49,127). ELISA kiiciik
laboratuarlarda kullanmak icin Komplement Fiksasyon Testinden(CFT) ¢ok daha
uygundur. Fakat ELISA’lar RBT den daha hassas olsa da, bazen RBT nin pozitif
oldugu enfeksiyon kapmis hayvanlar1 ortaya ¢ikarmazlar (129).

Brucella etkenlerinin teshisi amaciyla kullanilan ELISA tekniginde antijen

olarak Brucella’larm tim hiicreleri, lipopolisakkaritleri, tuzla ekstrakte edilen
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proteinleri, nativ hapten polisakkariti ve dis membran proteinleri kullanilabilir.
Serumda Brusellozun baslangicinda 6zgiil IgM, {iclincii haftadan sonra ise 6zgiil [gG
antikorlar1 saptanabilir. Akut ve kronik bruselloz tanisinda Ig smiflarmin profilini
veren, hizli, duyarl, spesifik, glivenilir ve genis kitlelerin taranmasinda en uygun
yontem ELISA’dir. ELISA yontemiyle brusellozun seyri sirasinda IgG, IgM, IgA
antikor titrelerindeki degisiklikler klasik serolojik testlerden daha iyi1 tespit edilir ve
kronik bruselloz tanisinda iy1 bir yontemdir (10,12).

Serum Agliitinasyon Testi (SAT)

Hastaligin teshisinde 6nemli olan temel testlerden birisidir. Genellikle, erken
olgularin ortaya konulmasinda kullanilan bu testin uygulanmasinda ve
degerlendirilmesinde dikkat edilmesi gereken hususlar onemlidir. Bu test, gerek
asillama ve gerekse infeksiyon sonu olusan spesifik antikorlar1 belirler, ancak
ayrimlarin1 yapamaz. Abortuslardan hemen sonra kandaki antikorlari saptayamaz.
Kronik olgularda ise negatif calisabilir.  Ayrica, kullanilan antijenin
hazirlanmasindaki ve uygulanmasindaki aksakliklar da testi olumsuz yonde

etkileyebilir (15).

Serum Aglutinasyon Test (SAT) bruselloz teshisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ve uygulamasi basit ve ucuz olmasma ragmen hassasiyet ve
spesifitesi diisiiktlir. Bu nedenle test sadece alternatif tekniklerin yoklugunda

kullanilmaktadir (6,129).

Komplement Fiksasyon Testi (CFT)

Komplement Fiksasyon Testi(CFT) bruselloz tanisinda ilk defa Larson (Larson
1912) tarafindan kullanilmistir. Komplement Fiksasyon Testi (CFT) zaman alan,
yogun is gilicii isteyen, bir¢ok aymracin kullanildigi ve bazi serumlarda anti-
komplement aktivitesinin karsilagildigi bir yontemdir. Komplement Fiksasyon
Testi’nin (CFT) hassasiyet ve spesifitesi yiiksek, ancak, uygulanmasi i¢cin 1yi
laboratuar olanaklar1 ve egitilmis personel gerektiren karmasik bir yontemdir. Eger

bu kosullar yerine getirilir ve diizenli olarak yiriitiilir ise ancak o zaman
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memnuniyet verici olabilir. Veteriner hekimlikte brusellozu teshis etmek icin CFT
uzun yillar kullanilmistir. Bunun sebebi Brucella asisi ile asilandiktan sonra ortaya
cikan antikorlara nispeten duyarsiz olup hastaliga karsi olusan antikorlar1 tespit eder.
CFT testi ile 2ME testi sonuglar1 paralellik gostermesine ragmen her giin taze
ayrraclarin hazirlanmasi ve kompleks metodoloji, kullanim alanini kisitlamaktadir.

(6,129,132)

Serum aglutinasyon testine oranla, 6zellikle, kronik olgularda daha spesifik bir
testtir. Ancak, spesifik olmayan ve inkomple antikorlarin araya girdigi durumlarda
hemen daima negatiftir. Infeksiyonun ortaya cikarilmasinda énemli bir test olarak
degerini korumakta ise de arastiricilar, bu testle birlikte Coombs (Antigulobulin)

testinin uygulanmasiyla daha kesin sonug aliacagini ileri stirmektedirler (15).

Komplement-fiksasyon testinin (CFT) diyagnostik hassasiyeti, tamponlanmis
agliitinasyon testlerinden daha diisiiktiir, ama bu spesifite klasik testler i¢inde en
yiiksek olandir. Sonug¢ olarak, CFT, Bruselloz i¢in siklikla onaylayici test olarak
kabul edilmektedir (89).

2.11.2. Biitiinleyici testler

Bir¢ok farkli serolojik testler kullanilmaktadir, bunlardan daha ¢ok kullanilan
SAT’mn gesitlerinden olan Rivanol ya da 2-ME testi yaygin olanlaridir. Bu testler
spesifik olmasina ragmen birgok dezavantajlar1 bulunmaktadir. Standart test yerine

boyle testlerinin kullanimi tavsiye edilmemektedir (129).

Milk testi

Siit isletmelerinde pratik ve ucuz olmasit nedeniyle brusellozun ortaya
konmasinda ideal bir testtir. Test diizenli olarak tekrarlanabilir ve serum antikorunun
iyl bir yansimasmi saglar. Yayik ya da siit tankindaki siitlerde, siirii igindeki
enfeksiyon kapmis hayvanlar1 ortaya ¢ikarmak icin kullanilabilir ve daha sonra kan
testi kullanilarak degerlendirilebilir. Bu teshis yontemi, cok etkilidir ve genellikle siit

isletmeciligi yapilan ciftliklerde tercih edilmektedir (129).
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Milk Ring Testi

Milk Ring Testi (MRT) basit ve etkili bir yontemdir, ama sadece inek
siitlerinde kullanilabilir. Bir damla haematoxilin boyali antijen, bir bardak ya da
plastik bir tiip icinde kiiclik bir miktar siit ile karistirilir. Eger siitte spesifik bir
antikor var ise antijene baglanarak siitiin iizerinde kremayla birlikte mavi bir halka
seklinde goriiliir. Bu test hassas olmasina ragmen biiyiik bir siirli i¢indeki az sayida
enfeksiyon kapmis hayvanin belirlenmesinde basarisiz olabilir. Yine bu testin
spesifitesi diisiiktiir. Bu nedenle hatali sonuglarin yiizdesi yiiksek olur. ELISA testleri
bu testten ¢ok daha hassas ve spesifiktir (6,129).

intradermal Test

Brucellin INRA ya da Busellarjen OCB gibi standardize edilmis hazir antijen
kullanilan bu testte, bruselloz goriilmeyen bdlgelerdeki siiriilerin  durumunu
gozlemlemek i¢in kullanilabilir. Bu yontem hassas ve spesifiktir, ancak asilanmis

hayvanlarda yanlig pozitif reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir (129).

Diger Testler

Slide Agliitinasyon testi, diger geleneksel testlere kiyasla diisiik hassasiyetli bir
testtir (7). Buffered Plate Agglutination testi (BPAT), Buffered Acidified Plate
Antigen testi (BAPAT), Rose Bengal Testi (RBT) ile hassasiyet ve spesifitede ayni
diizeydedirler ve 6zellikle IgG;’in belirlenmesinde daha fazla analitik hassasiyete
sahiptirler. Her ne kadar bu ii¢ testin diyagnostik seviyeleri farkli olsa da, SAT ’dan
daha fazla hassasiyet ve spesifite gosterdikleri tizerinde goriis birligi vardir. Riv.T ve
2-mercaptoethanol testlerinde IgM’nin kiimelesim hareketi diyagnostik spesifiteyi
gelistirmek amaciyla ¢ikarilmak zorundadir. IgG; reaktivitesinin miktar1 gelismis

diyagnostik spesifiteye yol agmaktadir (89).
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2.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi ile Brucella’nin Tamsi

Molekiiler diyagnostik teknikler diyagnostik uygulamada 6nemli bir devrimi
temsil eder (32,78). ilk kez K. Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanan ve
kendisine 1993 yilinda Nobel 6diiliinii kazandiran bu yontem, giiniimiizde molekiiler
biyolojinin vazgec¢ilmez araclarindan birini olusturmaktadir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) belirli bir DNA bdlgesinin in vitro
sartlarda enzimatik olarak ¢ogaltilarak antijenin varliginin ortaya konmasina dayali
bir tekniktir. Hedef genetik materyalin, oligoniikleotit primerler, deoksiniikleotid
trifosfatlar(dNTP’ler), tampon sistemi ve 1stya dayaniklit DNA polimeraz enzimi
varliginda farkli 1s1  degisimleri yardimiyla ¢ogaltilmasi PCR’mm temelini

olusturmaktadir (45).

PCR yontemi ilk olarak 1987 yilinda Mulis ve Faloona tarafindan
tanitilmasindan sonra Brucella’'nin tanisinda 6nemli gelismelere yol agmistir. 1987
yilindan sonra Brucella’nin tanisinda birgok PCR yontemi gelistirilerek kullanilmustir.
Gilinlimiizde konak¢1 dokulari, siit veya vaginal akintilardan aliman siipheli bakteri
kolonilerinin tespitinde PCR yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Duyarliliginin
yiiksek ve hizli olmasi herhangi bir viicut dokusunda uygulanabilmesi ve etkenin
bulagsmasindan 10 giin sonra dahi pozitif sonu¢ vermesi PCR’in  6nemli
avantajlaridir. Farkli hedef genler, primer ¢iftleri, uygulama teknikleri ve
ekstraksiyon yontemleri iceren farklt PCR yontemleri, hem hayvan hem de insan

Brucella infeksiyonlarinin tespitinde de kullanilmaktadir (42,85,103).

Brucella’nin varligimdan giiniimiize kadar birgok teshis yontemleri gelistirilmis
olsa da, son yillarda kullanimi yayginlasan molekiiler yontemlerle Brucella’nin
teshisi oldukca onem kazanmistir. Molekiiler yontem olarak kullanilan PCR ile
BCSP31 geni (31 kDa kodlayan), 16 S rRNA geni kodlayan ve dis membran proteini
kodlayan genler kullanilarak alt tiplendirmeler yapilmaktadir. PCR ile yaklagik 700
cfu/mL bakteri saptanabilmektedir. Duyarlilik ve 6zgiilligi %98,3-100°diir (21).
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Daha once tiir olarak tanimlanabilirken biyotip ayrimi yapilamamaktaydi, daha
sonraki PCR teknolojisindeki gelismelerle PCR ile biyotip ayirimini yapabilen
yontemler de gelistirilmistir. Fekete ve ark. (47) ilk olarak 1990 yilinda Brucella’nin
tiir spesifik identifikasyonunda PCR’1 kullanmiglardir Bu yontemlerle Brucella
cinsine ait tiirlerde korunan genetik bir lokus olan BCSP31 veya 16S rRNA genleri
saptanabilmektedir (21).

Bir ¢ok tiir ya da 16S rRNA geni, 16S-23S gen aras1 bosaltan bolgesi, OMP2
ve BCSP31 gibi farkli gen dizilerinden kaynaklanan primerleri kullanan geleneksel
spesifik tiir deneyler olusturulmustur. Bu deneyler brusellanin farkli klinik tiirlerinin
belirlenmesinden uyarlanmiglardir. Calismalarin ¢ogunlugunda, geleneksel PCR
klinik tiirlerden alman Brucella DNA’si1 belirlemede iyi bir arag oldugunu

kanitlamistir (32,78).

Leal-Klevezas ark. (77) belirlenebilir antikor miktarlarinin, B.abortus olan
kecilerin yapay asilamasindan ilk 12-16 giin sonra bile kaydedilmedigini belirtmistir.
Diger taraftan, hastalik kroniklestiginde, antikor titri belirlenemez bir seviyeye
diisebilir ve bu da ozellikle Brucella spp. hiicre i¢i organizmalarinda olur.
Serokonversiyon olmayan gizli enfeksiyon, 6zellikle pubertal 6ncesi hayvanlarda bu
sorunu karmasik hale getirir. Yine Leal-Klavezas ve ark. (78) yaptig1 bir ¢alismada
stit 6rneklerinden PCR’ da % 64 oraninda pozitiflik saptarken ayn1 6rneklerden etken

izolasyonu yapamamuislardir.

Queipo-Ortuno ve ark. insan brusellozu i¢in hizli bir diyagnostik alet
gelistirmek amaciyla PCR’da Light Cycler (1s1k dondiiriiciisii) sistemini ve SYBR
Green 1’1 kullanmiglardir. Bu Real-Time PCR testlerde, B.abortus’un dis zarmin
imunefektor 31 kDa proteinini kodlayan 223 bp gen dizisini meydana ¢ikarmay1
hedeflemektedir. Arastirmacilar, aktif bruselloz olan 60 hastadan alinan 62 serum
orneklerini incelemisler ve analizin %91,9 hassasiyeti ve %96,4 spesifitesi oldugu

sonucuna varmiglardir (108).
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Brusellozda Real-Time PCR Kullanimi

Real-time PCR’mn tanitimi, geleneksel PCR’a kiyasla performansin gelistirilmis
hassasiyetini, spesifitesini ve hizin1 sunar. Farkli belirleme kimyasal maddeleri
kullanan birka¢ Real-Time PCR deneyi olusturulmustur. Ayrica, bunlarm bazilar:
insan ve hayvan kaynaklarindan alinan ¢esitli klinik Orneklerle toparlanmistir.
Arastirmacilar, Real-Time PCR’nin klinik 6rnekler i¢cin ¢ok hassas bir yontem
oldugunu onaylamiglardir (38,45,74,107,111). Bununla beraber, standart serolojik ve
bakteriyolojik yontemlerle karsilastirildiginda, dogal olarak enfeksiyon kapmis olan
ineklerden alinan kan siit ve lenf 6rneklerinde Real-Time PCR kullanmada higcbir

avantaj bulamamstir (79).

Real-Time PCR kullanilarak bruselloz tanisiyla ilgili ilk ¢aligma Redkar ve ark.
(111) tarafindan yapilmistir. Real-Time PCR testinin yapilmasi i¢in; hedef DNA, iki
primer, dort niikleotid trifosfat (dNTP), polimeraz enzimi, tampon ¢6zelti i¢inde
magnezyum iyonlar1 gereklidir. Reaksiyon thermocycle cihazinda 1s1 dongiileriyle
yapilmakta; c¢ift zincirli hedef DNA’nin denaturasyonu i¢in 1s1 yiikseltilir ve sonra
primerlerin tek zincirli DNA’daki hedef bolgelere hibridizasyonu saglamak i¢in 1s1
diistiriiliir. Daha sonra polimeraz enzimi yardimiyla tek zincir DNA kaliplarina

baglanan primerler 5-3 yoniinde uzatilir (21,32,74).

Real-Time PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen iirtinlerin varliginin
saptanmast; ¢ift zincirli DNA arasina giren bir floresan boya veya floresan ile isaretli
problar araciligiyla yapilir. Bu amag¢ icin Syber Green veya floresan problar
kullanilmaktadir (45,82). PCR ile bruselloz tanmisinda Tagman probu; jel

elektroforeze gore daha 6zgiil bulunmustur (19).

Gilintimiizde gida kaynakli patojenlerin tespitinde Real-Time PCR’a dayali
uluslararas1 standart metotlarin gelistirilmesi i¢in yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.
Hatta bazi patojenlerin tespitinde kullanilan ticari Real-Time PCR kitleri piyasaya
sunulmustur. Real-Time PCR teknikleri, kiiltiirel yontemler ve geleneksel PCR

tekniklerine kiyasla; hizli ve multipleks Ozellige sahip olmalar1 ve uygulama
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kolaylig1 gibi cok 6nemli avantajlara sahiptir. PCR ile uygun 6rnek alindiktan sonra

24 saat icinde etken saptanabilmektedir (32,38,45,74,82,108,111).

Diger yandan, Real-Time PCR olduk¢a dinamik bir teknik olmanin yaninda
ortamdaki canli ve 6lii hiicre ayirimini1 yapmamaktadir. Real-Time PCR’m bir diger
dezavantaj1 ise pahali olmasidir. Ancak bildirilen tiim dezavantajlarina ragmen Real-
Time PCR, sonsuz acilimi olan ve giderek kendine yeni kullanim alanlar1 bulan bir
tekniktir. Iste patojen bakterilerin tespiti de bu alanlardan birisidir. Dolayisiyla Real-
Time PCR, cesitli gidalarda patojen mikroorganizmalarin tespitinde gelecek vaat

eden bir yontem olarak degerlendirilmektedir (32,38,45,74,82,108,111).



Tablo 1:Brucella Genusu Tiirlerinin ve Biyotiplerinin Ayiric1 Karakterleri (6,25,27,91)

Boyalarda tireme

B.Fuksin Thionin Aglutinasyon
&
e g
> Ei 3 Konake1
| E| & = O
Biyotip ) b c a b c = = = =
Biyotip CO, H,S Ureaz > £ ~
1 _ _ D + + | -+ 1+ - + - - Koyun
B. melitensis 2 - - D + + - + + + - - - Kegi
3 _ _ D + + - + |+ + + - - Insan
1 +,- + 1-2h + + - - + - - -
2 +,- + 1-2h - - B - - + - - +
+
3 +,- + 12h + + + + + - - +
- Sig1ir
4 +,- + 12h + + - - _ + ; .
B.abortus 5 - - 1-2h + + i + + - + - +
6 - - 1-2h + + i + + + - - + )
- Insan
7 - +,- 1-2h + + + + + + - +
8 + - 12h + + i + + - + - +
9 - + 1-2h + + i + + - + - +
1 - + 0-30dk - - + + + - - - Domuz
+
2 - - 0-30dk - - - + + - - - Domuz
+
B.suis 3 - - 0-30dk + + + + + - - - Domuz,insan
++
4 - - 0-30dk + + + + + + - - Ren geyikleri
+
5 - + 0-30dk - - + + - + - - Kemiriciler
B.neotomae 1 - + 0-30dk - - + + + - + - Neotomae lepida
B.ovis 1 + - 0 + + - + - - + - Kog
B.canis 1 - - 0-30dk - “+ |+ + - - + - Kopek, Insan

32
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Tablo 2: Brucella Genusu Tiirlerinin ve Biyotiplerinin Dekarboksilasyon ve Fermentasyon

Ozellikleri (6,11)

uizi-

uruide-

zopsy-

muo-7

zoyn3-q

zoqu-(1

zoperes-q

zouiqere-1

yise yruwein|s -

‘Tedse -]

uruere -|

dnofig

1

1

1

Biyotip

B. melitensis

B.abortus

B.suis

B.neotomae

B.ovis

B.canis

+ : Pozitif

: Negatif

D: Degisken
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Tablo 3: Brucella tiirleri, biyotipleri, konakg tercihleri ve tiir identifikasyonu (18,103)

Tiir Biyotip Konake1 Tanimlayan Tiir identifikasyonu
Koyun, Fuksin(+) Thionin(+)
Kegi Safranin inhibisyonu (-)
Deve H,S tretimi (-)
B. melitensis 1-3 Bruce,1887 Ureaz 24 saatte (+)
COy tiretimi (-) Tibilis faj lizis (-)
Weybridge faj lizis (-)
Sig1ir Fuksin(+) (Biyotip 2 harig)
Deve Thionin(-) (Biyotip 1-2 ve 4)
Yak Safranin inhibisyonu (-)
Bufalo H,S tiretimi (+),(Biyotip 5 harig)
B. abortus 1-6,9 Bang,1897
24 saatte lireaz(+),
CO, tiretimi (+)(Biyotip 1-4)
Tibilis faj lizis (+)
Weybridge faj lizis (+)
Domuz (biyotip 1-3) Fuksin(-)(biyotip-3 hari¢)Thionin(+)
Yabani Tavsan (biyotip 2) Safranin inhibisyonu (+)
Ren geyigi (biyotip-4 H,S tretimi (+)(biyotip-1
B. suis 1-5 geyigi (biyotip4) Traum,1914 ._Z (. )biyotip-1)
Karibu (biyotip-4) Ureaz 15 dakikada (+)
Yabani COy tiretimi (-)Tibilis faj lizis (-)
kemiriciler(biyotip-5) Weybridge faj lizis (+)
Kopekgiller Fuksin(+,-) Thionin(+)
Safranin inhibisyonu (-)
Carmichael ve o
H,S iiretimi (-)
B. canis -- Bruner . )
Ureaz 15 dakikada (+)
1968 o o
COy tiretimi (-)Tibilis faj lizis (-)
Weybridge faj lizis (-)
Koyunlarda Fuksin(-) baz tiirler i¢in
Safranin inhibisyonu (-)
Van Drimmelen, o
B. ovis -- 1953 H,S tretimi (-) tireaz (-) CO, liretimi (+)
Tibilis faj lizis (-)
Weybridge faj lizis (-)
Kemirgenlerde Fuksin(-) Safranin inhibisyonu (-)
Stoenner ve H,S tretimi (+)
B. neotomae -- Lackman Ureazl15 dakikada (+)
1957 CO; tiretimi (-) Tibilis faj lizis (+,-)
Weybridge faj lizis (+)
Balina Fuksin(+) Thionin(+)
Yunus Safranin inhibisyonu (-)
Domuz Balig1 H,S tretimi (-) tireaz (+)
B. pinnepediae o o
(pinnipediae) Ewalt ve Ross, CO; tiretimi (-)Pinnipediae

ve B. cataceae

Fok (cetaceae)

1994

CO, tiretimi (+)cetaceae

Tibilis faj lizis (-)

Weybridge faj lizis (+)pinnipediae
Weybridge faj lizis (-)cetaceae
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2.13. Tedavi

Bruselloz hastaliginin etkeninin intraselliiler olmasindan dolayr uzun siire
tedavi gerektirir (60). Brucella bakterileri, ¢ok sayida oral yolla alinan antibiyotiklere
ve aminoglikozlara kars1 hassastir. Tek bir ilagla tedavi yiiksek bir niiksetme orani ile
sonuclandigindan miimkiin oldugu zaman kombine kiirler kullanilmaktadir.
Tedavinin baslangicinda ilk 2 haftadan 3 haftaya kadar kas yoluyla verilen 1 g/d
streptomisinle birlikte oral yolla verilmesi gereken 6 haftalik bir 200 mg/d doksisilin
kiirii, hasta olan yetiskinin tedavisinde etkilidir. Spondilitis olan hastalarin daha uzun
bir tedaviye ihtiyaci olabilir. Alt1 haftalik oral yolla alinan 900 mg/d rifampin ve 200
mg/d doksisilin kiirii etkili olmaktadir. Ancak, birka¢ inceleme, streptomisin ve
doksisilin kombinasyonu ile yapilan tedavinin rifampin ve doksisilin kombinasyonu

ile yapilan tedaviden daha az siklikta niiksle sonucglandigini 6ne siirmektedirler (83).

Bruselloz sonucu olugsmus endokarditis, en az 6 hafta boyunca rifampin,
streptomisin, ve deoksisiline ile tedavi edilebilir. Yine hastalik sonucu olusmus
Merkezi Sinir Sistemi enfeksiyonlarinda rifampin ve trimethoprin/sulfametaxazole
kombinasyonuna cevap vermektedir, ancak uzun bir tedavi gerektirebilir. Bu
antibiyotik kombinasyonu 8 yasin altindaki ¢ocuklarin enfeksiyonunda da etkilidir.
Birlesik Gida ve Tarim Organizasyonu-Diinya Saghk Orgiiti Uzman Komitesi,

enfekte hamile kadmnlarin rifampin ile tedavisini tavsiye etmektedir (64).
2.14. Literatiir Bilgisi

Bruselloz, diinyanin bir¢ok iilkesinde insan ve hayvan saghigi acisindan hala
onde gelen zoonzlardan biri olmaya devam etmektedir. Hastalikk hayvanlarda
abortuslar, siit verimi kaybi, infertilite, hastalifa bagli olarak veteriner ve asilama
masraflar1 nedeniyle hayvansal iiretimde kayiplara sebep olurken, hastalik tasiyan
hayvanlarla direkt temas veya kontamine siit ve siit iiriinleri tiikketimiyle de dnemli
bir halk sagligi problemi olarak goriilmektedir. Bruselloz diinyada oldugu gibi
iilkemizde de insan ve hayvanlarda siklikla rastlanilan bir hastaliktir. Bu konuda
yapilan ¢alismalarda; Tiirtiitoglu ve ark. (124) Burdur yoresinde sigir siitlerinde

Brucella spp. varligmi ve Brucella tiirlerine karsit olusmus antikorlar1 belirlemek
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amaciyla 101 inek ve 226 koyundan 630 siit 6rnegini toplamiglar. Siit 6rneklerinden
etken izole etmediklerini ancak Milk Ring Test (MRT) ile inek siit orneklerinin
12’sinde (% 3), koyun siit 6rneklerinin 40°mnda (%17.7), SAT’ ile inekte 9 (% 2,2) ve
koyunda 31’inde (%13.7) pozitiflik saptadiklarini ve bruselloz oranmin ineklerde
%1, koyunlarda % 3,5 olarak tespit edildigini bildirmislerdir.

Giilliice ve Leloglu'nun (60) Kars merkez ve ilgelerine bagli yerlerde yaptigi
calismada, Brucella enfeksiyonunun oldugu bilinen 22 yerlesim biriminden alinan
712 adet inek siitii 6rnegi ELISA ve Milk Ring Test (MRT) ile arastirilmis, MRT
ile %56), ELISA ile %65,59 pozitif sonu¢ saptanmistir.

Terzi (123) Samsun’da 50 adet inek siitii ve 50 adet keci siitlerinde Brucella
antikorlarmin saptanmasi amaciyla yaptig1 bir ¢aligmada, toplam 100 adet siit
orneginde agliitinasyon testi (Whey-AT) ve Milk Ring Test (MRT) ile Brucella
antikorlarmin varligi arastirilmig, Milk Ring Test (MRT) sonuglarma gore inek siitii
orneklerinin %20, keci siitii orneklerinin de %12’si Brucella antikorlar1 yoniinden
pozitif bulunmustur. Serum agliitinasyon testinde (Whey-AT) saptanan antikor
titrelerine gore inek siitli 6rneklerinin %8’1 pozitif, %6’s1 siipheli, %86°s1 negatif, kegi
sitli  Orneklerinin ise %6’s1 pozitif, %4’t slpheli, %90°1 da negatif olarak

bulunmustur.

Zowghi ve ark. (134) Iran’da yaptiklar1 bir calismada; incelenen 6,472 adet
inekten 1,056 tanesi serolojik olarak pozitif, bu ineklerden alinan 6,472 siit 6rneginin
1,632’si ise MRT testi ile pozitif olarak bulunmustur. Biitiin siit 6rneklerine kiiltiir
islemi uygulanmis, 397 adet B. abortus izolat1 elde edilmistir. Izolatlarn 119’u

seronegatif ineklerden izole edilmistir.

Barrow ve ark. (17) 1161 adet taze krema ve krema iirlinleri O6rnegini
bakteriyolojik yontemler ve hayvan deneyi kullanarak incelemisler ve 19 adet B.

abortus 1zolat1 saptamislardir.
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Tagc1 (121) Ankara’da tiiketime sunulan market, pazar ve pastanelerden alinan
35 mutfaklik tereyagi, 35 krema ve 35 kremsantili pasta Orneklerinin hic¢birinin

Brucella bakterileri ile kontamine olmadigmi bildirmistir.

Kiipliili ve Sarimehmetoglu (75), dondurma 6rneklerinde Brucella izolasyonu
ile ilgili yaptiklar1 bir calismada 80 vanilyali, 75 ¢ikolatali ve 62 meyveli olmak
iizere toplam 214 dondurma 6rnegini incelemisler. Bunlardan ¢ikolatali ve meyveli
dondurmalardan Brucella izole edemezken vanilyali dondurmalarin 5 tanesinde B.

abortus 1zole ettiklerini bildirmislerdir.

Leal-Klevezas ve ark. (78) PCR hassasiyetini, klinik olarak saglikli olan 300
keciden alman 23 siit ve kan oOrnekleri lizerinde yaygin olarak kullanmilan bazi
serolojik ve bakteriyolojik tekniklere kars1 kiyasladiklar1 ¢alismalarinda; kan
orneklerinin serolojik yontemde %60 pozitif iken,%86’smin PCR’da pozitif
oldugunu gostermislerdir. Etkeni sadece bir kan 6rneginden izole etmislerdir. Siit
orneklerinin %64’ PCR’da pozitif bulunurken kiiltiirlerde bakterilerin tiremedigini
bildirmisler. Bu incelemeyle, PCR’1n hassasiyetinin RBT ve kiiltiirel tekniklere

kiyasla daha yiiksek oldugunu ag¢iklamislardir.

[Than ve ark. (66) 102 siit 6rneginin Farrel dekstroz agarla %7,8’inin Brucella
pozitif olarak tespit etmisler. Siit orneklerine PCR fiiriinleriyle yaptiklar1 analiz
sonucunda 24 ornekte (%23,5) B. melitensis DNA’smin731 bp genisliginde bant
verdigini bildirmislerdir. Yine Milk Ring Testi (MRT) ile 102 sigirm %?27,4’
Brucella pozitif oldugunu vurgulamislardir. PCR ve kiiltiir analizleri sonuglarini
karsilastirdiklarinda, her iki testin sonucunda 8 pozitif ve 78 negatif oldugunu, PCR
ile MRT ni karsilastirdiklarinda 22 6rnegin pozitif, 72 6rnegin ise negatif oldugunu
aciklamiglardir. PCR ve MRT testlerini karsilastirdiklarinda aralarinda %96 gibi bir

uyum oldugu kanisina varmislardir.

Atas ve ark. (13) Sivas il merkezinde satisa sunulan taze ve salamura beyaz
peynir Oorneklerinden alinan 135 adetinin 8’inde (% 5.9) Brucella cinsi bakteriler izole

edilmistir. Bu oOrneklerden % 2.9’u B. melitensis, % 2.9’u B. abortus olarak
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tiplendirilmistir. Market ve sarkiiterilerde satisa sunulan 120 adet salamura beyaz

peynir 6rneginde Brucella cinsi bakterilere rastlanmamustir.

Romero ve ark. (116), seropozitif olarak belirlenen 56 siit Orneklerinde
izolasyon ile PCR yontemlerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, kiiltiirde pozitiflik
oranin1 % 100 bulurken, PCR’da % 87,5 olarak belirtmislerdir. Arastirmacilar PCR’
da pozitiflik oraninin daha diisik olmasinmn nedeninin DNA amplifikasyonunu

engelleyen inhibitorlerin neden olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Akcankale (2) Burdur il merkezi ve ilgelerinde kurulan semt pazarlarindan
kendi yaptiklar1 peynirleri satan yetistiricilerden temin ettigi 50’ser adet inek ve
koyun siitiinden yapilmis toplam 100 taze beyaz peynir 6rnegini Brucella varlig
yoniinden incelemis ve 100 adet peynir orneginin %7’sinde Brucella spp. izole

etmistir.

Patel ve ark. (102) 13 sigir ve 40 bufalodan elde edilen toplam 53 adet siit
ornegini PCR ve ELISA teknikleri ile Brucella antikorlarmini belirlemek amaciyla
analiz etmisler. Analiz sonucunda 9 6rnek PCR yontemiyle pozitif bulunurken,
ELISA ile 15 6rnekte pozitiflik tespit etmislerdir. Hem PCR ve hem de ELISA ile 6
ornekte pozitiflik tespit edilirken, PCR yontemiyle pozitif bulunan 3 6rnegi ELISA

ile negatif tespit etmislerdir.

Funk ve ark. (49) indirekt ELISA yontemiyle 147 siit 6rnegini incelediklerinde

13 6rnegin pozitif oldugunu 134 6rnegin negatif oldugunu belirlemislerdir.

Al-Mariri ve ark. (5) PCR’la sigir siitiinde B. abortus "un teshisi i¢in 50 6rnegi
incelemis, siitun aritma sistemi kullanarak direkt DNA ekstraksiyonu yaptiklarinda
46 oOrnekte etkeni identifiye etmisler ve sensitiviteyi %92 olarak bulmuslardir.
Alkalin DNA ekstraksiyon yOntemini kullanarak 44 Ornegi identifiye etmisler
sensitiviteyi %88 olarak bulmuslardir. MRT ile identifikasyon sonucunda ise 36

ornekte Brucella tespit etmigler sensitiviteyi % 72 olarak belirtmislerdir.
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Hamdy ve Amin (63) Brucella tiirlerini tespit etmek i¢in 52 sigir, 21 koyun, 18
keci ve 12 deveden topladiklar1 103 siit 6rnegini sirasiyla Standart Tiip Aglutinasyon
testi (SAT), Rose Bengal Plate testi (RBPT), Milk Ring testi (MRT) ve Polimeraz
Chain Reaction (PCR) teknikleri ile incelemislerdir. PCR’la 29 sigir, 10 koyun, 13 keg¢i
ve 1 deve siit 0rneginden Brucella DNA’s1 ampflie etmislerdir. Direkt kiiltiir metoduyla
ise 24 sigwr, 12 koyun, 10 keg¢i siit orneginde pozitif bulmuslardir. Deve siit

orneklerinden ise herhangi bir Brucella tiirii tespit edememislerdir.

Giilliice ve ark. (59) Erzurum piyasasindan topladiklari ¢esitli peynir 6rneklerinde B.
abortus antijenlerinin sikligmi ELISA teknigi ile arastrmiglardir. Arastirmalarinda toplam
120 beyaz peynir, 60 civil peynir ve 52 lor peyniri 6rnegini incelemisler ve 120 beyaz
peynir 6rneginin %21.66'sinda B.abortus antijeni saptanmslardir. Civil peynir ve lor peyniri

orneklerinde ise B. abortus antijenine rastlamamiglardir.

Gupta ve ark. (57) gecmislerinde abort yapmis kecilerden toplanan 54 siit
ornegini incelemisler ve serolojik yontemlerle sadece %359 oOrnekte B.melitensis
tespit edebilmisler, PCR yontemi ile ise %88.8 ornekte pozitif bulmuslardir. Bundan
dolay1 PCR’1n yiiksek hassasiyet ve 6zgiinliigliniin kegilerde Brucella 'nin teshisi i¢in

degerli bir arag olacagi kanaatine varmislardir.

Zuniga ve ark. (135) B.abortus’un fermente siit {irlinleri ve buzdolab1 1sisinda
canliliklarin1 arastirdiklar1 bir ¢alismada B.abortus iokule ettikleri fermente siit
iirlinlerinde bu bakterilerin canli kalabilecegini, ayrica pastdrize edilmeyen kontamine

fermente siitten Brucella nin bulasabilecegini ifade etmislerdir.

Vanzini ve ark. (127) siit 6rneklerinde B.abortus antikorlarinin varligmin tespiti
icin indrect Enzyme-Linked immunosorbent Assay (iELISA) ve Brucella Ring testini
(BRT) karsilastirmak i¢in yaptiklar1 bir ¢alismada, infekte oldugu bilinen 54 siit
orneginin %98.1’ini, ELISA ile %72.2’sini BRT ile pozitif bulmuslardir. Infekte
olmayan 42 ornekte ise ELISA yontemiyle 5, BRT ile de 4 6rnek pozitif bulunmustur.
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Abdulkareem (1) Trakya yoresinde 75 siit 6rnegini kiiltiir yontemi ve PCR teknigi ile
analiz ettigi ¢aligmasinda kiiltlir yontemiyle 3 izolattan Brucella siipheli koloni tespit
etmistir. Daha sonra tiim 6rneklere uyguladigi PCR teknigi sonucunda bu 3 izolatla beraber
17 6rnegin Brucella pozitif oldugu ve bunlardan yalnizca 1 tanesinin B.melitensis oldugunu

bildirmistir.

Tungbilek (125) Ankara’da kurulan semt pazarlarinda satisa sunulan 66 adet beyaz
peynir ve degisik semtlerdeki marketlerden saglanan 34 beyaz peynir numunesini Brucella
yoniinden incelemis, toplam 100 adet numuneden %4’{inde etkeni izole etmistir. Izole

edilen bu 4 numunenin de semt pazarlarindan temin edilen peynirler oldugunu belirtmistir.

Aydin (14) 2006-2007 tarihleri arasinda Mersin ili merkeze bagh 10 farkli
koyden 240 ¢ig inek siitii, 122 ¢ig koyun siitii, 95 ¢ig keci siitii 6rnegi, Mersin
merkezde bulunan 40 farkli pastaneden 105 dondurma Ornegi, Mersin merkezde
kurulan semt pazarlarinda ve sarkiiterilerde satisa sunulan 102 adet c¢ig siitten
yapilmis taze beyaz peynir 6rnegi olmak iizere toplam 664 adet siit ve siit {iriinleri
orneklerini Brucella cinsi bakterilerin varlig1 acisindan arastirmistir. Bakteriyolojik
degerlendirme sonucunda 240 inek siitii 6rneginden ve 105 dondurma orneginden
sadece 1’er Ornekte Brucella cinsi bakteri izole etmis, inek siitiinden izole edilen
susun B. melitensis biovar 1, dondurma Orneklerinden izole edilen susun ise B.

melitensis biovar 3 oldugunu bildirmistir.

Keskin ve ark. (70) 10 siirtideki 116 keciden 222 adet siit 6rnegi toplamislar ve

PCR yontemiyle incelediklerinde 50 siit 6rneginde B. melitensis saptamiglardir.

Celebi ve Otlu (36) Kars merkez ve Selim ilgesine bagl kdylerde atik yaptigi
bilinen sig1r siiriilerinde bulunan ve hastaliga karsi asilanmamig 250 inekten aldiklar1
500 siit ve vaginal svap Orneklerini Brucella cinsi bakteriler yoniinden Kkiiltiirel
olarak degerlendirmisler. Inceleme sonucunda 250 siit 6rneginin %4.4’{inden ve 250
vagtinal svap Orneginin %6.4linden olmak iizere toplam %35.4 Ornekten Brucella
spp. izolasyonu yapmislardir. Bu izolatlarin PCR incelemesinde hepsinin Brucella

spp. ve saha suslar1 oldugunu bildirmislerdir. izole edilen tiim suslar1 B. abortus
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biyotip 3 olarak tiplendirmisler, ayrica bu izolatlarin RAPD-PCR ile incelemesi
sonucunda DNA profillerinin, B. abortus S19 ile homoloji gosterdigini tespit

etmislerdir.

Siit, peynir ve tereyagi disinda hayvanlarin sekresyonlari, kan serumlari,
plasentalari, mide icerigi ve i¢ organlarinda Brucella etkenlerinin varligi iizerine
bir¢cok arastirma yapilmistir. Biiylikcangaz ve Sen (24) 2004 ve 2005 yillarinda
Marmara Bolgesinde atik si1gir fetiisliniin i¢ organlar ve abomazum igeriklerinden 8
(%19.5)'inde izole etmislerdir. Chahota ve ark. (28) 290 sigirin uterus atig1 ve
plasentalarindan yapilan analizler sonucunda sadece 5 tanesinden B.abortus biyotip 1
izole etmislerdir. Geng ve ark. (50), Gen¢ ve Kamber (51), Giiler ve ark. (58), Verger
ve ark. (126) atik sigir fetiisiinden yapmis olduklar1 caligmalar sonucunda %31.03-

%359.7 arasinda Brucella tespit etmislerdir.

Solmaz ve ark. (118) Van il merkezi ve koylerinden alinan 320 adet siit sigir kan
serumlarmda RBPT ve SAT yontemleriyle, Parin(106) Aydmn ili ¢evresinde bulunan
sigirlardan rastgele 6rnekleme metodu ile toplanan 200 adet sigir kan 6rneginin 57’°sinde
mPCR, Sahin ve ark.(119) 2001-2006 yillar1 arasinda ge¢mislerinde abort hikayeleri
olan 27 siiriiden alinan 626 serum Ornegini Rose Bengal Plate testi (RBPT), Serum
Agglutination Test (SAT) ve ELISA yontemleriyle, Geng ve Ark. (52) asilanmamis
163 abort yapmis sigir kan serum Orneklerinde Competetive Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (C-ELISA), Complement Fixation Test (CFT), Rose Bengal
Plate Test (RBPT) ve Serum Agglutination Test (SAT) ile incelemisler, caligmalar

sonucunda %6.25-%68.1oraninda Brucella tespit etmislerdir.

Omer ve ark. (98) 1294 inekten aldiklar1 110 (%8.5) ornekte seropozitiflik
tespit etmisler. Bunun yaninda test edilen 62 erkek sigirdan sadece 1’inde (%1.6)
seropozitiflik  oldugunu kaydetmislerdir. Laktasyon ve gebelik durumuna
bakilmaksizin yetiskin sigirlarda seropozitifligin yiliksek oldugu, dogum yapmamis
geng ineklerde ise seropozitiflik oranim1 %3,5 olarak bildirmislerdir. Kaoud ve ark.
(69) 26 sigir, 45 koyun ve 55 kegi stiriisiinden topladiklart 1670 serum Ornegini
RBPT (Rose Bengal Plate Test) ve iIELISA testi ile analiz etmisler, RBPT ile koyun
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stirtisiinde %26.66, keci siiriisiinde %18.88 ve sig1r siirlistinde %21.6 olarak iELISA
testi ile koyun siirtisiinde %21.20, keci siiriisiinde %14.5 ve sigir striisiinde %17.22

olarak Brucella prevelansini belirlemislerdir.

Ilhan ve ark. (67), kesime gotiiriilen 162 koyunla yaptiklar1 bir ¢calismada
izolasyon, PCR ve serolojik bulgu sonuclarm karsilastirnuslardir. Izolasyon sonucunda
kandan iki, lenf dokusundan 28 B. melitensis, PCR yontemiyle kanda 45, lenf
dokusunda 47 pozitiflik saptamiglar, 45 koyunun Brucela yoniinden seropozitif
oldugunu belirlemislerdir. Brucella etkenlerini saptamak i¢in PCR tekniginin daha

duyarl oldugunu vurgulamislardir.

Otlu ve ark. (100) Kars’m 9 farkli kdylinden abort yapmis 167 kan drnegini
Serum Aglutinasyon testi (SAT) ile incelemisler ve bunlarm 71’inde (%40,11)

B.melitensis pozitif bulmuslar.

Apan ve ark. (9) 301 sigir ve 503 koyundan toplam 804 serum Ornegini arastirmalar1
sonucu RBPT ile 52 (%6.47) seropozitiflik gozlemlemisler. Pozitif tespit edilen hayvanlar
SAT testi ile de aymi sonuclar1 vermistir. CFT testi ile yapilan dogrulama tayininde
sigirlarda seropozitifligi %1 ve koyunda %8 olarak bulmuslardir.

Ongor ve ark. (101) koyun siiriisiinde atik yapmus koyunlarda Brucella
melitensis'e kars1 olusan antikorlar, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
serum aglutinasyon test (SAT), 2-mererkaptoetanol Mikroaglutinasyon test (2-ME-
MAT), Dithiothreitol Mikroaglutinasyon test (DTT-MAT), Rose Bengal Plate test
(RBPT), Komplement Fikzasyon testi (CFT) ile saptamislar. Elazig ve cevresinde
atik yapmis 36 koyun siiriisiinden elde edilen toplam 500 adet kan serumunda ELISA
ile 103(%20,6), RBPT ile 55 (%]11), SAT ile 84(%16,8), CFT ile 89(%17.8), 2-ME-
MAT ile 79(%15.8) ve DTT-MAT ile 81 (%16.2) ornekte pozitiflik saptamiglar. Bu
degerler karsilastirildiginda; ELISA ile CFT, SAT, 2-ME-MAT ve DTT-MAT
arasinda istatistiksel bir farkliligin olmadigi (p>0,05) fakat ELISA ile RBPT

sonuglar1 arasinda 6nemli 6l¢iide bir farklilik oldugunu belirtmigler(p<0.001).
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Sahin ve Yildiz (120) Hatay yoresinde ELISA yontemiyle kan orneklerinde
yaptiklar1 inceleme sonucunda 462 koyunun 155" (%33.5) ve 458 kecinin 177'sinde
(%38.6) Brucellozis seropozitif bulmuslar. Abort yapan 72 koyunun 56'sinda (%77.8),
157 keginin 71’inde (%45.2) ve abort yapmayan 390 koyunun 99'unda (%25.4), 301
kecinin 106'sida (%35,2) hastaligin seropozitif oldugu ve hem koyun hem de
kecilerde abort yapanlardaki seropozitiflik oranlarinin, abort yapmayan hayvanlardaki

oranlardan 6nemli derecelerde yiiksek oldugunu saptamislardir.

Girtiirk ve ark. (61) Van yoresinde yaptiklar1 bir calismada Van Belediyesi
mezbahasinda kesimi yapilan 636 adet koyun ve bolgede atik yapmis 469 koyunun
kan serumlari ile 518 adet si@irin siitlerini incelemisler. Kan serumlarinda RBPT ile
yapilan serolojik incelemede, mezbahada kesimi yapilan koyunlardan 29’unda
(%4.5), yavru attig1 bilinen koyunlarin ise 63 liniin (%13.4) Brucella spesifik antikor
varligini tespit etmislerdir. Sigirlardan alinan 518 siit 6rnegi siit halka testi ile yapilan
serolojik incelemede 11 adet (%2.1) siit 6rneginde Brucella ydniinden pozitif

bulmuslardir.

Celebi ve Atabay (35) 400 koyun serumunu, Complement Fixation Test (CFT),
Rose Bengal Plate Test ( RBPT), Rivanol Agglutination Test (RAT) ve Serum
Agglutination Testleri (SAT) ile incelemisler ve CFT ile 135 (%33.75), RBPT ile
139 (%34.75), RAT ile 142 (%35.5) ve SAT ile 147 (%36.7) tanesinde Brucella

antijenini pozitif bulmuslardir.

Amin ve ark (8) B. melitensis ile infekte olduklar1 bilinen karantinaya alinmis
ciftliklerden serolojik olarak pozitif olan hayvanlara ait 65 boga ve 55 koca ait semen
ornegini kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle incelemislerdir. Arastirmacilar 64
bogadan aldiklar1 6rneklerin 4'{inde koglardan alman Orneklerin ise 3'linde B.
melitensis biyotip 3 izole ve identifiye etmislerdir. 120 6rnegin tamamia uygulanan

direkt PCR metodu ile 7 boga ve 5 ko¢ o6rneginde B. melitensis saptamisglardir.

Cetinkaya ve ark. (37) 16 adet koyun mide icerigini Brucella yoniinden PCR ve
kiiltiir  teknikleriyle incelemisler. Kiiltlir yontemiyle 5 Ornegi pozitif olarak
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degerlendirmisler, PCR yontemiyle bu 5 6rmek incelendiginde 4’ pozitif, 1 6rnek ise

negatif olarak tespit edilmistir.

Insanlarda bruselloz olgularinimn arastirildig1 calismalarda; Al- Attas ve ark. (3)
bruselloz hastalarindan alinan 17 kan 6rneginin sadece 14’linii tedaviye baglamadan
once pozitif bulmuslardir. Teknik olarak orneklerde, seroloji, kiiltiirel metotlar ve
PCR kullanmiglardir. Biitlin 6rneklerin Standart Tiip Agliitinasyon testi (STA) ile
yiiksek titre gosterdigini ve %57 pozitif oldugunu, PCR ile %100 hassasiyetlik
derecesinde biitlin Orneklerin pozitif oldugunu bildirmislerdir. PCR’m  hem
hassasiyet, hem de spesifitesinin kiiltiir ve serolojide oldugundan 6nemli derecede
daha ytliksek oldugunu o6ne slirmiislerdir. Salehi ve ark. (117) 95 abort fetiis ve 25
insan kan kiiltiiriini RFLP-PCR analiz yontemini kullanarak incelemisler. 95 fetiis
orneginin 92’s1 (%97) B.melitensis biyotip 1 ve 3 6rnek (%3) B.abortus olarak tespit
etmislerdir. 25 insan kan kiiltiiriinii incelediklerinde 24°i (%97) B.melitensis biyotip
1 ve 1 (%4) O6rnek B.abortus olarak belirlemislerdir. Elfaki ve ark. (42) Suudi
Arabistan’da 25 hastada serolojik, kiiltiir ve PCR yOntemiyle Brucella DNA’sn1
belirlemek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada 25 hastanin serolojik yontemle 21’inde,
kiiltiir yontemiyle 9’unda ve PCR yontemiyle de 24’tinde pozitif bulmuslardir.
Fekete ve ark. (48) anneye ve fetiise ait 105 numuneyi PCR ve bakteriyolojik
yontemlerle incelemisler ve bu numunelerden 56’sin1 kiiltiirel metotla, 55’ini PCR ile
pozitif bulmuglardir. Hassasiyetin %98 oldugunu vurgulamislardir. Dizer ve ark. (40)
2000-Mayis tarihleri arasinda anamnez ve fizik muayene bulgulariyla bruselloz oldugu
diistiniilen, Rose Rengal Lam Agliitinasyon testi (RBT) ve Wright Tiip Agliitinasyon
testi (TAT) pozitif bulunarak tanis1 kesinlesen 24'i erkek, 8'1 kadin hastada bruselloz
tan1 yontemlerinin etkinligini arastrmislar. Olgularin %100'tinde RBT ve TAT, 12
(%37,5) hastada Brucella I1gM pozitif bulmuslar. ELISA yontemiyle bakteriye karsi
olusan antikorlarin tespitinin, hastaligin tan1 ve tedavisinin takibinde anlamli oldugunu
bildirmislerdir. Hastalarm %18.7'sinde kanda, %28,I'inde kemik iliginde iireme
saptamiglardir. Kocoglu ve ark. (73) 15 yasm istiinde olan 67 kiside Brucella
antikorlarmin varligmi1 Rose Bengal (RBT) ve Serum Aglutinasyon Testi (SAT) ile
arastirmiglar ve incelenen 67 olgunun 10’unda (%15) RBT pozitif, sekizinde (%12)

SAT pozitif bulmuglardir. Khosravi ve ark. (71) 30 hastanin kan serumlarmni kiiltiir
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ve PCR yontemleriyle incelemisler. Kiiltiir ve biyokimyasal yontemlerle 8 (%26,6)
hastada B.melitensis identifiye etmisler. PCR teknigi ile serumlarm 28’ini (%93,3)
pozitif bulmuslardir. Otlu ve ark.(99) Kars’ta 2004-2006 yillar1 arasinda brusellozis’in
prevelansini arastirmak i¢in ¢iftgilerden, veterinerlerden ve sigirlardan aldiklar1 kan
serumlarini incelemisler. Toplam 407 serum 6rnegini 27 farkls siirtideki abort hikayesi
olan sigirlardan, 130 erkek, 116 kadin olmak {izere 246 serum Ornegini ¢ift¢ilerden ve
28 serum Ornegini de veterinerlerden toplamislardir. Bu serum 6rneklerini RBPT, SAT
ve ELISA testleriyle Brucella antikorlar1 yoniinden analiz yapmuslardir. Sigir
serumlarindan yapilan analizlerde RBPT ile 134 (%32.92) ve SAT ile 141 (%34.64)
pozitiflik belirlenmistir. Cift¢ilerden alman serum orneklerinde pozitiflik oran1 RBPT
ile 32 (%13), SAT ile 35 (%14.22) ve ELISA yontemindeyse 44 (% 17.88) olarak
bulunmustur. Cinsiyet bakimindan cift¢iler arasinda seropozitiflik bakimindan énemli
bir fark bulunmamistir. Veteriner hekimlerden alman 28 serum Orneginin serolojik
incelemesi sonucu 13 (%46.42) pozitiflik saptamislardir. Bu sonuglara gére bolgemizde
hem insanlarda hem de sigirlarda brusellozis’in olduk¢a yaygim bir prevelansa sahip

oldugunu saptamiglardir.



46

3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

Bu calismada Mayis 2009 - Temmuz 2010 tarihleri arasinda 215’1 inek siitii,
50’s1 peynir ve 50’si de tereyagi olmak iizere toplam 315 adet 6rnek Brucella cinsi

bakterilerin varlig1 agisindan aragtirildi.

Tablo 4: Incelenen 6rnek sayilari

Incelenen Materyal Ornek Sayisi
Peynir 50
Tereyagi 50
Stit 215
TOPLAM 315

Analizde kullanilan numuneler Kars’ta bu iriinlerin satigini yapan ¢esitli
market, mandira ve bakkallardan alinarak soguk zincir altinda hizli bir sekilde
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim

Dali Laboratuarina getirildi, 6rnekler analize alinincaya kadar +4°C” de bekletildi.

Siit numuneleri marketlerde kullanilan steril posetlerde aseptik kosullarda
yaklagik 200 ml olacak sekilde alindi, peynir ve tereyagi da yine aseptik sekilde

ayni posetlerde en az 100 gr olacak sekilde laboratuara getirildi.

3.1.1.Brucella  Etkenlerinin Izolasyon ve Identifikasyonu I¢in

Kullanmilan Besiyerleri

Brucella Medium Base (Oxoid CM0169): 45 g besiyeri 1 litre distile su
icerisinde eritilip otoklavda 121°C'de 15 dk. steril edildi. Sonra 50°C’ye kadar
sogutulup icerisine 2 flakon Brucella Selektif Supplement (Oxoid SR0083) eklendi
ve pH 7.2 £ 0.2’ye ayarlanarak petri kutularina dokiiliip +4°C'de buzdolabina
konuldu. Hazirlanan Brucella Medium Base ayrica Brucella Agar besiyerinin

hazirlanmasinda da kullanildi.
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Brucella Broth Besiyeri: Hassas terazide 28 gr Brucella Broth tartildi ve 1 litre
distile su igerisinde ¢oziindiiriildi. 10 g/1 glukoz (Merck 1.083461000) ilave edildi.
Otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra icine % S5 oraninda 56°C’de 30 dak. inaktive edilmis at serumu (Oxoid
SR0035) ve 1 flakon/500ml Brucella Selective Supplement (Oxoid SR0083) ilave
edildi. Iyice karistirilip pH 7.0+0.2’ye ayarlandi. Kullanilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edildi(6,46).

Brucella Agar Besiyeri: Brucella Medium Base’den 45 gr tartildi ve 1 litre
distile suda ¢ozdiiriildii sonra i¢cine 10 g/1 glukoz (Merck 1.083461000) eklendi.
Otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra % 5 oraninda 56°C’de 30 dak. inaktive edilmis at serumu (Oxoid SR0035) ve 1
sise/500ml Brucella Selective Supplement (Oxoid SR0083) eklendi. lyice karistirilip
pH’st 7.0£0.2 ayarlandi. Petri kaplarna yaklasik 4 mm kalinhiginda dokiildii.
Soguduktan sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi

(6,46).

Christensen's Ure Agar (Oxoid CMO053): Brucella bakterilerinin iireaz
aktivitelerini saptamak amaciyla kullanildi. Besiyerinden 21 g tartilarak lizerine 1 It.
distile su eklendi ve sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C'de 15 dk. steril
edildi. Sonra 50°C 'ye kadar sogutuldu ve icerisine steril % 40'lik {ire soliisyonundan
(Oxoid SR020) 5 ml ilave edilip, tiiplere 5’er ml dagitilarak katilagmasi saglandi.
Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi (16).

Serum Dekstroz Agar: Tryptic Soy agardan (Oxoid CMO0131) 40 g tartilarak
950 ml distile su icerisinde eritildi. Otoklavda 121°C'de 15 dk. steril edildi ve 50
°C'ye kadar sogutulduktan sonra icerisine son konsantrasyonu % 5 olacak sekilde
serum-dekstroz soliisyonu ilave edildi. pH 7.2 + 0.2 ayarlandi. Sonra petrilere ve
vida kapakli tiiplere dagitildi. Kullamlincaya kadar +4 °C'de buzdolabinda
sakland1.(6).
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Brucella Selective Supplement (Oxoid SR0083) Brusellalarin besiyerinde
izolasyon seciciligini artrmak amaciyla Brucella Agar ve Brucella Broth’un bilesimine
ilave edildi. 1 flakon supplementin igine 5’er ml distile su ve methanol katilarak 35°C’de
10-15 dk. etiivde inkiibe edildi. Daha sonra Brucella Agar ve Brucella Broth besiyerlerine
1 flakon/500 ml. kullanild:.

3.1.2.izolatlarin H,S, oksidaz ve katalaz aktivitelerini belirlemek icin

kullanilan malzemeler

Kursun Asetat Kagidi:

Brucella bakterilerinin H,S aktivitelerini saptamak amaciyla kursun asetatl

kagitlar(Merck 1.09511) kullanildi.

Oksidaz Ayiraci

Brucella izolatlarinin oksidaz aktivitelerini saptamak amaciyla ticari olarak

temin edilen oksidaz ayiraci GBL Idantirosa 534100 kullanilda.

Katalaz Ayiraci

Brucella izolatlarinin katalaz aktivitesini saptamak amaciyla ticari olarak temin

edilen katalaz ayract GBL Idantirosa 0532 kullanildu.

Gram Boya Seti:

Brucella kolonilerinden hazirlanan preparatlarin Grama Boyama yontemi ile
mikroskopik olarak incelenmesi i¢in kullanildi. Gram boyama; hazirlanan preparatin
iizerine kristal viyole boyas1 damlatilarak 2 dakika bekletildi ve lugol ¢ozeltisi ile
yikanarak kristal viyole uzaklastirildi. Preparata tekrar lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1
dakika bekletilip, distile su ile yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirildi. Preparatin
iizerine %96 'lik etil alkol damlatilarak 10 saniye bekletildi, distile su ile yikandi ve

eosin-fuksinle 20 saniye boyandi. Preparat distile su ile yikanarak havada kendi
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halinde kurumaya birakildi, preparata immersiyon yagi damlatilip 100 'Lik objektifle
incelendi. Mor renkli bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise

gram negatif olarak degerlendirildi.

3.1.3.PCR I¢in Kullanilan Arac ve Gerecler:

3.1.3.1. PCR Kitleri

1-Brucella Genius Dedection PCR Kit (FC BIOTEC.0303)

Brucella izolatlarmin cins diizeyindeki molekiiler tanisinda, Brucella
genomlarmin incelenmesi sonucunda belirlenen en sik tekrar bolgelerine spesifik
primerler kullanilarak hazirlanan, tekrar bolgeleri bakteri tiiriine gore 6 ile 17
arasinda degisen, her biyotip i¢in 06zgiil gen bolgeleri incelendikten sonra secilen,
primer dizilimleri en gelismis Genbank datalar1 incelenerek hazirlanan ve PCR
yontemi ile test edilmis 10-100/DNA kopyasi saptayabilme yetenegine sahip oldukca
hassas ve 0zgiil nitelikte Brucella yiiksek duyarlilikli PCR kiti (FC- Biotek Code:
0303) kullanildi. Bu yontemde Brucella spp. tiirleri % 1,5’luk agaroz jelde 250 bp

biiytikliiglinde amplifiye {iriin olusturmaktadir.

2-Brucella Multiplex PCR Kit (FC BIOTEC, 0301)

Brucella izolatlarinin tiir diizeyinde molekiiler tanisinda bakteri tiirlerinin
genomlarmin incelenmesi sonucu olusturulan, tek bir PCR tiipiinde B.abortus, B.
melitensis, B. ovis ve B. canis’1 farkli PCR bantlar1 ile tanimlayan, her tiir i¢in 6zgiil
gen bolgeleri tiir genomlar1 incelendikten sonra segilen, primer dizilimleri en
gelismis Genbank verileri incelenerek hazirlanan ve PCR yontemi ile test edilmis 10-
100/DNA kopyasi1 saptayabilecek kadar duyarliligi yiiksek olan Brucella Multiplex
PCR kiti (FC- Biotek Code: 0301) kullanildi. Bu yontemde 1,5’luk agaroz jelde B.
abortus yaklasik 650, 450 ve 305 bp biiyiikliigiinde 3 farkli bant profili B.melitensis
650 ve 360 bp biiytlikliiglinde 2 farkl bant tipi olusturmaktadir.
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3.1.3.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler:

PCR cihazi1 (Bio-Rad, MJ mini Gradient Thermal Cycler,)
Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad, Mini-sub cell gt)
Elektroforez Tanki ( Minicell Primo EC 320 )

Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Sogutmali eppendorf santrifiij (HERAEUS Biofuge Fresco)
Pikofiij (Labnet, C1301)

Blok 1sitic1 (Pro-Lab)

UV transilluminator (UVP, 3uvt-Benchtop, LMS-20E)

. Derin Dondurucu (Bosch)

. Etiiv (niive)

Mikroskop(Olympus)

. Otoklav (Niive- OT 020)

. Hassas Terazi (Scaltec)

. Buzdolabi1 (Bosch)

. Vortex (NM- 110)

. Distile su cihazi (Niive NS 108)
. Otomatik pipet seti (Ependorf)

. Oze

. Petri kutular

. Desikator

. Lam

. Lamel

Havan

. Mikropipet uglar1
. Pipet ucu

. Balon joje

. Ependorf tiipler
. Cam flakon

. Deney tiipleri
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3.1.4.DNA ekstraksiyon icin kullanilan malzemeler

1- DNA ekstraksiyon kiti (Fermentase)
2- Proteinaz-K
Hazir olarak alinan liyofilize 10 mg Proteinaz-K (Sigma) 1 ml steril distile su
ile ¢oziilerek 10 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi. 50 ul’lik porsiyonlara ayrild.
0°C’de sakland:.
3- TE tampon ¢ozeltisi
10 mM Tris-HCl ( pH:8) 0.08 g.
ImM disodium EDTA 0.019 g.
Tartilan kimyasal maddeler 50 ml distile su i¢inde ¢cozdiiriildii.

4- Kloroform-izoamil Alkol Céozeltisi

96 ml kloroform icerisine 4 ml izoamil alkol ilave edildi ve karistirildi

(Cozelti ekstraksiyon isleminin gerceklestirildigi giin hazirlandi.

5- %70’lik etil alkol

70 ml absolu etil alkol 30 ml distile su ile karistirild1 ve +4 °C’de saklandi.

6- %95’lik etil alkol (100 ml icin)

95 ml absolu etil alkol 5 ml distile su ile karistir1ild1 ve +4 °C’de saklandi.



52

Elektroforez icin Kullanilan Soliisyonlar

1-10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu (pH 8.8)

Tris Base .........cc...... 108 g
Borik Asit .................. S5¢g
EDTA ..o, 83¢g

Bu maddeler balon jojeye konup iizerine biraz distile su ilave edilerek eritildi
ve pH’s1 8.8’¢ ayarlandi. Daha sonra 1 litreye tamamlanip karistirilarak oda

1s1sinda muhafaza edildi.

2- Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

10X TBE Buffer stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis
olan 1X TBE tamponu elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez tankina

konularak kullanildi.

3- % 1.5’luk Agaroz jel soliisyonu

Ethidium Bromide (Sigma E7637)

Proteinaz K (Sigma P 2308)

Agaroz Jel (Sigma A-9539 Lot 013K0008)

Loading dye (6x) Fermentase R0611)

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas SM 1331)

0.75 g agaroz tartilip 50 ml 1X TBE Buffer igerisinde ¢6zdiiriildii ve bu ¢ozelti

mikrodalga firinda eritildi.



53

3.2. METOD

3.2.1.  Orneklerden Brucella izolasyonu ve identifikasyonu:

3.2.1.1. Kiiltiirel Yontem

Orneklerden 10 ml siit, peynir ve tereyag: drneklerinden ise 10 gr almarak, 90
ml Brucella Broth besiyeri bulunan posete konularak stomacherde 2-3 dakika
homojenize edildi. Zenginlestirme amaciyla her karisimin ’er ml” sinden igerisinde 9
ml Brusella Broth bulunan iki adet test tiipline inokiile edilerek vortekslendi.
Tiiplerden biri aerobik, digeri %10’luk CO;’li ortamda 37+£2°C’de 5-7 giin siireyle
inkiibe edildi. Aerobik ve %10’luk CO,’li ortamda inkiibe edilmis homojenatlardan
Brusella Agar besiyerine bir 6zeyle ¢izme yontemi ile ekim yapildi. %10’luk CO;’li
ortamda inkiibe edilmis tiiplerden Brusella Agar’a ekim yapilan pasajlar yine
%10’luk CO;’li ortamda, aerob ortamda inkiibe edilmis tiiplerden yapilan pasajlar da
aerob ortamda 37 °C’de 5-7 giin inkiibe edildi (7).



Sekil 1: Orneklerden Yapilan Ekimler

2teril pogetlerde stomacher da h:ﬂqemzas}mﬂ

Brucella Broth Bssiverine Elim Bucella Broth Besiyerine Blim
. ————uE- [ T s,
37 °C de Aerop orfamda inldibazyon 379 de 955-10 COy’li ortamda orfamada inldibazyon
Brmeslla Apar BesivennsElam Bruedla Agar Besivenns Floim

37 °C de Aerop orfamda inldibazyon 379 de 955-10 COy’li ortamda orfamada inldibazyon
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Biyokimyasal Ozelliklerin Tespiti

1- Gram Boyama Ozelliklerinin Tesbiti

Inkiibasyondan sonra etiivden cikarilan besiyerleri biyogiivenlik satlar1 altinda
koloni morfolojileri yoniinden incelendi. Besiyerleri iizerinde {lireyen Brucella
siipheli kolonilerden Gram boyama yapmak iizere preparat hazirlanip, preparatlar
immersiyon objektifle mikroskopta incelendi. Gram negatif Ozellikteki kiigiik
kokobasil seklindeki kolonilere ait izolatlara oksidaz, katalaz deneyleri yapildi.
Oksidaz ve katalaz deneyler sonucu pozitif olan koloniler Brucella pozitit olarak

degerlendirildi.

2- Ureaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kolonilerden yatik Christensen’s Ure Agar besiyerlerinin yiizeylerine siirtme
ve dip kisimlarmna batirilarak 6ze ile ekim yapildi. Ekim yapilmis Christensen’s Ure
agarlardan biri aerob ortamda, digeri %5-10’luk CO’li anaerobik jar icersinde

37°C’de inkiibe edildi.

3- Karbondioksit (CO;) gereksinimi ve hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi:

Inkiibasyon siiresi (4-5 giin) sonunda selektif Brusella besiyerlerinde iireyen her
bir Brusella izolatindan igne uglu bir 6ze ile tek bir koloni alinarak ikiser adet yatik
Serum Dekstroz Agar (SDA) tiiplerine pasajlar yapildi. Kursun asetath kagit serit,
besiyerine temas etmeyecek sekilde, tiip kenar1 ile vidali kapak arasma sikistirilarak
yerlestirildi. Birinci tiipler % 5-10 CO; iceren anaerobik jarda, digerleri ise aerob
kosullarda 37°C’de, 4 giin siireyle etiivde inkiibe edildi. Kursun asetath kagitlar
inkubasyon siiresi boyunca her giin degistirildi. Inkubasyon siiresi sonunda sonuglar,
ireme durumlarma ve kursun asetatli kagitlarda olusan siyah renk degisikligi pozitif

olarak degerlendirildi(109).
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3.2.1.2. Molekiiler Yontem:

1-DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in olusturulan protokol asagidaki gibi yiiriitiilmiistiir.

. Brucella agarda iiretilen kolonilerden yaklasik 2x10° olacak sekilde (Mac

Farland No: 4’e gore) 1,5 ml FTS iceren ependorflara konularak homojenize
edildi.

Alinan koloni 6rnegi 1.5 veya 2 ml’lik ependorflara konularak +4 °C’de
5000 g’de (7253 rpm) 10 dk santrifiij edildi. Peletin {istiindeki siipernatant
dokiildi.

Peletin istiine 180 pl Digestion Soliisyonu eklenerek vortekslendi. Daha
sonra iizerine 20 pl Proteinaz K eklenerek tekrar vortekslendi.

56C’de 30 dk inkubasyonda tutuldu. inkubasyon esnasmnda her 5-10 dk’da
bir vortekslendi.

Ornege 200 pl Lisis Soliisyonu eklenerek 15 sn siireyle vortekslendi.

400 pl %50 ethanol eklenerek tekrar vortekslendi.

Hazirlanan Lizat Genjet tiiplerine aktarilarak. 1dk 6000 g’de (8000 rpm)
santrifiij edildi. Alttaki toplama kabmda biriken sivi atilarak {istteki
saflagtirma tiipli yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

Uzerine 500 ul ethanollii Yikama Soliisyonu I eklendi. Sonra 1dk 8000 g’de
(9175 rpm) santrifiij edildi. Toplama kabindaki siv1 atilarak saflastirma kabi
tekrar yerine yerlestirildi.

Daha sonra bunun tizerine 500 pl ethanollii yikama soliisyonu II eklenerek 3
dk. en az 12000 g (11237 rpm)’de santrifiij edildi. (saflagtirma tiipiinde sivi
kaldiysa toplama kabindaki siviy1 atip tekrar santrifiij edildi).

Saflastirma tiipleri steril edilmis ependorflara yerlestirildi.

. 200 pl Elution buffer eklendi (saflastirma kabinin tam ortasina denk gelecek

sekilde) oda 1sisinda 2 dk. beklendikten sonra 1 dk. 8000 g (9175 rpm)’de
santrifiij edildi.

Saflastirma kabi atildi.

Ependorfdaki DNA 6rnegi analiz i¢in hemen kullanildi kullanilmayan kisim -

20 C’de muhafaza edildi.
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PCR ISLEMi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) isleminde hatali sonuglar1 ortadan

kaldirmak amaciyla 6ncelikle asagidaki hususlara dikkat edildi.

1-Reaksiyon karigimlarinin dis ortam kaynakli DNA molekiilleri ile
kantaminasyonunu Onlemek amaciyla kullanilan sarf malzemelerin ve ¢ozeltilerin

steril olmasi sagland.

2-Reaksiyon bilesenleri ekstraksiyon isleminin yapildig1 biyogiivenlik
kabininden ayri, temiz bir kabinde hazirlandi. PCR reaksiyonunda 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAse ve
RNAse enzimlerinden armdirilmis steril 0.2 pL’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-Walled
PCR Tubes) kullanildi.

3-Reaksiyonun gercgeklestirilmesi i¢in de thermal cycler cihazi ile 0.5-10 pL,
10-100 pL ve 50200 pL’lik otomatik pipetler kullanildi.

PCR Protokolii

1- Amplifikasyon

Her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’lik tiipler igerisinde hazir olan 45 pul’lik reaksiyon
karistmma 5 ul DNA ekstrakti ilave edildi ve amplifikasyon islemi iiretici firma
tarafindan verilen talimatlar dogrultusunda gerceklestirildi. Pozitif kontrol olarak
Brucella PCR kiti tretici firmasindan gelen pozitif kontroller kullanildi. Negatif

kontrol olarak distile su kullanildi.
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2- Reaksiyon Isilar1 ve Dongii Sayilan

Thermocycle cihazina yerlestirilen ependorflardaki DNA’lar swrasiyla ilk
denatiirasyon icin 94°C’ de 3 dk. 1 dongii, denatiirasyon i¢cin 94°C’ de, primer
baglanmasi (Annealing) icin 60°C’ de, Zincir uzamasi (Elongasyon) i¢in 72°C’ de
45’er sn. 40’ar dongii ve Son uzama (Post elongasyon) i¢inde 72°C’ de 10 dk. 1 dongii
seklinde isleme tabi tutuldular. Islem bittikten sonra, ornekler elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’deki buzdolabina kaldirild1.

3- Agaroz Jel Elektroforez islemi

PCR’da amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilen
DNA’larin uzunluklari, 100-1000 bp standart uzunluktaki 5 adet DNA fragmentleri

ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre stok
solusyon seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve bu

soliisyon hem elektroforez tankinda hem de agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda

kullanildz.

Agaroz jelin hazirlanmasi

Bir balon jojede 0,75 gr agaroz 50 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga
firmmda 3 dk. seffaf hale gelinceye kadar eritildi. Buhar ¢ikis1 durduktan sonra
etidiyum bromid’den 2 gl eklendi. Erimis halde ve etidiyum bromid iceren agaroz jel,
uygun sayida araliga sahip taragin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildii. Dokme
islemi esnasinda jel iginde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik
30 dakika boyunca sogumaya birakilan jel, soguma esnasinda etidiyum bromidin 1s1
etkilenmemesi ve aktivitesini yitirmemesi i¢in 1siktan korundu. Katilasmasi ig¢in
yaklasik 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina

yerlestirilerek PCR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirildi.
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Daha 6nceden PCR islemi i¢in hazirlanmis olan buzdolabindaki 6rneklerden
5’er pl almarak ependorf tiipleri i¢inde yiikleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol,
% 0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra da elektroforez tankinda
bulunan jelin kuyucuklarina sirasiyla 6rnek sulandirmalar1 konuldu. Tankin kapagi
kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim
verilerek elektrik akimi ge¢mesi saglanarak Ornekler 3040 dakika boyunca
yiiriitiildii. Yikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin goci takip edilerek
jelin 2/3’1ik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312
nm dalga boyunda 151k veren UV-transiliiminatorde incelendi ve jel goriintiileme

sisteminde (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildi.

Agaroz Jelde Brucella DNA’sinin varh@inin tespiti

Agaroz jel elektroforez isleminden sonra, B. abortus i¢in 400-500 bp’lik DNA
molekiiler agirlik standardinin arasinda yer alan 498 baz ¢ifti uzunlugunda bantlarin
goriilmesi durumunda B. abortus, 700-900 bp’lik DNA molekiiler agirhik
standardinin arasinda yer alan 731 baz ¢ifti uzunlugunda bantlarin goriilmesi

durumunda ise B. melitensis olarak pozitif kabul edildi.

Brucella Etkeninin Tiplendirilmesinde Kullanilan PCR Protokolii

Amplifikasyon

Her 6rnek 0,2 ml’lik tiipler icerisindeki 45 pl’lik reaksiyon karigtmma 5 pl
DNA ekstrakti eklendi ve amplifikasyon islemi {iiretici firma tarafindan verilen
talimatlar dogrultusunda gergeklestirildi. Pozitif kontrol olarak Brucella PCR kiti
iiretici firmasindan gelen pozitif kontroller kullanildi. Negatif kontrol olarak distile

su kullanildi.
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Reaksiyon Isilar1 ve Dongii Sayilan

Thermosycle cihazina yerlestirilen ependorflardaki DNA’lar sirasiyla ilk
denatiirasyon icin 94°C’ de 2 dk. 1 dongili, denatiirasyon i¢cin 94°C’ de, primer
baglanmasi (Annealing) i¢in 58°C’ de, Zincir uzamasi (Elongasyon) i¢in 72°C’ de
45’er sn. 40’ar dongili ve Son uzama (Post elongasyon) i¢cinde 72°C’ de 10 dk. 1 dongii
seklinde isleme tabi tutuldular. Islem bittikten sonra, ornekler elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’deki buzdolabinda muhafaza altina alind1

Agaroz jelin hazirlanmasi

Bir balon jojede 0,75gr agaroz 50 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga
firminda 3 dk. homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan
sonra etidiyum bromid’den 2 pl eklendi. Erimis halde ve etidiyum bromid igeren
agaroz jel, uygun sayida bolmeye sahip taragin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca
dokiildii. Dokme islemi esnasinda jel i¢cinde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat
edildi. Yaklasik 30 dakika boyunca sogumaya birakilan jel, soguma esnasinda
etidiyum bromidin 1s1 etkilenmemesi ve aktivitesini yitirmemesi i¢in giin 151¢mdan
korundu. Katilasana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
elektroforez tankina yerlestirilerek PCR orneklerinin yiiklenmesine hazir hale

getirildi.

Daha 6nceden PCR islemi yapilmis olan buzdolabindaki 6rneklerden 5’er ul
almarak ependorf tiipleri 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, % 0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra da
elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin
kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA
akim verilerek Ornekler 3040 dakika boyunca yiiriitildii. Yiikleme tamponunda
bulunan brom fenol mavisinin gocii takip edilerek jelin 2/3’lik kismina ulastiginda
elektroforez durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k veren

UV-transiliiminatorde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlar1 yapildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada 2009-2010 yilinda Kars’ta satiga sunulan 215 ¢ig siit 6rnegi, 50
taze beyaz peynir ve 50 tereyagi 6rnegi olmak tizere toplam 315 6rnek Brucella cinsi

bakterilerin varlig1 yoniinden incelemeye alind.

Alman oOrneklerden siitten 10 ml. Peynir ve tereyagindan 10 ar gr. hijyenik
kosullarda Brucella Broth besiyerinde homojen hale getirilerek yine 9 ml Brucella
Broth igeren 2 ayri tiipe 1’er ml ilave edildi. Tiiplerden biri 37 °C de etiivde 5-7 giin
inkiibasyona birakildi. Diger tiip 37°C de etiivde % 5-10’luk CO;’li ortamda 5-7 giin
inkubasyona birakildi. 5-7 giinlin sonunda iireme goriilen tiiplerden Brucella Agar
besiyerine ince uglu 6ze yardimiyla 2’serli ekimler yapildi. Bunlardan biri 37°C de
etiivde 5-7 giin inkiibasyona birakildi, digeri de 37°C de etiivde % 5-10 ‘luk CO,’ li
ortamda 5-7 giin inkubasyona birakildi. (Resim 1)

Resim 1: Brucella kolonilerinin Brucella Agar’da goriiniimii



Tablo 5: incelenen 6rneklerden Brucella izolasyon sonuglari
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Incelenen | Ornek | Ureme | Gram | Oksidaz | Katalaz Ureaz H,S
Materyal | Sayisi Boyama
+ | -+ | -+ | -]+ -
Peynir 50 -
Tereyagi 50 -
Stit 215 17 819 4 5 4 5] 4 5

Bu verilere gore 215 siit 6rneginden 17 tanesinde lireme oldugu ve {ireme olan
kolonilere yapilan Gram boyamada 8 6rnek Gram pozitif, 9 6rnek Gram negatif

olarak belirlendi. Gram negatif 6rneklere yapilan oksidaz, katalaz ve iireaz deneyleri

sonucu sadece 4 (% 1.86) ornekten Brucella pozitif olarak tespit edildi.

Stipheli orneklerden alman koloniler Gram boyama yontemiyle boyanarak
mikroskop altinda 100’Lik objektifte incelendi. Yapilan inceleme sonucunda 4 adet

ornegin Gram negatif oldugu belirlendi. Ayrica yapilan katalaz, oksidaz ve {ireaz

deneyleri sonucu pozitif olduklar1 gézlendi (Resim 2).

Resim 2: Brucella bakterilerinin Gram boyama sonucunda mikroskobik goriiniimii

Daha sonra Brucella pozitif 6rnekler i¢cin PCR islemi uygulandi. PCR islemi
icin dnce DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak DNA’lar1 elde edildi. Bu 6rneklerden
elde edilen DNA’lar daha sonra cins ve tiir bazinda iiretici firma tarafindan verilen

protokoller uygulanip agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi (Resim 3,4).
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Resim 3: izolatlara uygulanan PCR yéntemi ile cins bazinda saptanan Brucella DNA’sinmn %1,5
lik agaroz jeldeki goriintiisii.

I-nolu kolon; 100 bp DNAstep ladder plus marker
2-5 nolu kolon; izolatlar
7-nolu kolon; pozitif kontrol

8-nolu kolon; negatif kontrol

Agaroz jelde elde edilen goriintiiye gore kiiltiirel yontemle elde ettigimiz 4 adet

izolatin PCR yontemiylede 200-300 baz ¢ifti araliginda bant olusturmasi sonucu bu 4
izolatin Brucella oldugu teyit edilmistir.



64

1000
300
200

600

500
400

300
200

100

Resim 4: izolatlara uygulanan Multiplex PCR kiti yardimiyla Tiir bazinda saptanan Brucella
DNA’simin % 1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii

1- nolu kolon; 100 bp DNAstep ladder plus marker

2- nolu kolon; Brucella melitensis (Kontrol)

3- nolu kolon; Brucella abortus (Kontrol)

4- nolu kolon; Brucella ovis (Kontrol)

5- nolu kolon; Brucella canis (Kontrol)

6-9 nolu kolon izolatlar

10- nolu kolon Mikrobiyoloji AD’dan alinan pozitif Brucella abortus kontrol
susu

11- nolu kolon negatif kontrol

PCR yontemiyle belirledigimiz 4 izolati Multiplex PCR kiti kullanarak tiir
bazinda inceledigimizde 3 nolu kolonda bulunan B.abortus pozitif kontrol ile bizim
elde ettigimiz 4 izolatin ayni bant aralifinda oldugu gozlemlenmistir. Sonug olarak

elde edilen izolatlarm tamamimin B.abortus oldugu PCR yOntemiylede

kanitlanmustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Brucella iilkemizde oldugu gibi diinyadaki bir¢ok iilkede sigir, koyun, keci ve
domuzlarda ¢ok sik goriilen bulasici, akut veya kronik seyirli, nekrotik yangisal
enfeksiyonlarla kendini gosteren, eradikasyonu zor olan zoonotik bir hastaliktir
(11,15,20,76). Hastaligin bulasma kaynaklarinin basinda gelen siit ve iiriinlerinin
bircok isletme ve evlerde halen geleneksel yontemlerle iiretilmesi sonucu halk

sagligini tehdit edici boyutlarda oldugu bilinmektedir.

Calismamizda bolgede iiretilen siit ve bazi siit iirlinlerinde Brucella etkeninin
prevelansi belirlenip, PCR gibi molekiiler tekniklerle etkenin varligmin daha kisa
siirede ve kesin olarak arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada Kars ili merkezinde
satisa sunulan 215 ¢ig siit, 50 peynir ve 50 tereyagi olmak {izere toplam 315 6rnek

incelenmistir.

Bu calismada incelenen 215 adet ¢ig siit 0rneginin 4’tinde (%1.86) B. abortus
tespit edilmistir. Bu deger ¢ig siitlerde yapilan arastirmalarda Brucella orani; Zowghi
ve ark. (134)’nm ¢ig inek siitiinde %25.22, Leal-Klevezas ve ark. (78) ¢ig keci
stitlerinde PCR’la %64 oraninda, Tiirtiitoglu ve ark. (124) MRT ile inek siit 6rnekleri
de % 3, koyun siitlinde ise %17.7, Giilliice ve Leloglu’un (60) inek siitli 6rneklerinde
MRT ile %56, ELISA ile %65.59 oraninda bildirdikleri degerlerden diisiik
bulunurken; Giirtiitk ve ark. (61)’nin sigir siit Orneginde serolojik inceleme
sonucunda %2.1, Celebi ve Otlu (36)’nun inek siitli Orneginde bakteriyolojik

inceleme sonucunda %4.4 oranin da bildirdikleri degere benzer bulunmustur.

Cig siit disinda incelenen peynir ve tereyagi numunelerinde Brucella
izolasyonu tespit edilmemistir. Bu ¢alismada, peynir ve tereyagida Brucella tiirlerine
rastlanilmamas1 bazi arastrma (13,14,59,121) sonuglar1 ile benzerlik gdstermektedir.
Fakat Atas ve ark. (13)’nin taze ve salamura beyaz peynir 6rneklerinde % 5.9, Giilliice
ve ark. (59) beyaz peynir, civil peynir ve lor peyniri 6rneklerinde %21.66, Akcankale
(2)’nin taze beyaz peynir Orneginde % 7 ve Tuncbilek (125)’in beyaz peynir
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orneklerinden %4, Barrow ve ark. (17)’1 krema ve krema triinlerinde %1.64 pozitiflik

elde ettikleri Brucella oranlarmdan farklilik gostermektedir.

Bu arastrmada ve daha Once yapilmis olan arastirmalarda peynir ile
tereyaglarinda brucella etkenlerinin izole edilmemesinin son yillarda brucella ile
miicadelenin giderek artmasi ile basarili sonuglar alinmasindan ve bunun sonucunda
da brucella enfeksiyonu yoniinden azalma oldugu distiniilmektedir. Ayrica 6zellikle
son yillarda treticilerin brucella hastaligima maruz kalmasi, artik peynir tiretiminde
cig siitle degil, siitlin 1sitilarak veya pastorize edilerek kullanilmasindan
kaynaklandig1 bilincinin olusmasi brucella enfeksiyonunun daha az rastlanmasina
sebep olabilecegi tahmin edilmektedir. Bunlarin disinda son yillarda ailesel
isletmeler giderek biiytik siit isletmeleri haline doniismesi, pazara sunulan hayvansal
driinlerin denetlenmesi buna bagli olarak marketlerin hayvansal iirlinleri hiyenik
kosularda ve saglikli hayvanlardan elde edilen f{iriinlerden tercih etmeleri

brucella’nin daha az goriilmesi nedenleri arasinda sayilabilir.

Bu c¢alismada Kars ve cevresinde brusellozun c¢ok yaygmn olmasi
disiiniildiigiinde bu oranin ¢ok diisiik kalmasmin sebebi bire bir goriisiilen
ireticilerin son yillarda bilinglenmesinin ve atik yapan hayvanlarin siitlerinin satisa
sunulmamasinin, ayn1 zamanda satiga gelen siitlerin hijyenik kosullarda muhafaza
edilmesinin biiyiik etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda enfeksiyonun belli
bolgelerde siklikla goriilmesinin sebebi, gen¢ hayvanlarda yapilmasma riayet
gosterilmesi gereken koruyucu asilamalardir. Ancak maalesef bu agilamalara riayet
gosterilmemekte ve hayvanlar korunamadigi enfeksiyonla ilk gebelik doneminde
tanismakta, yavrularinda abort sekillenmektedir. Bu da biiyiik maddi kiilfet

getirmektedir.

Bu ¢alismada bakteriyolojik yontemlerle belirlenen 4 adet Brucella izolatinin
DNA ekstraksiyonu yapilarak PCR teknigiyle Brucella izolatinmn %100 B.abortus
oldugu tespit edilmistir.
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Arastirmamizda hassasiyet oranmin, diger arastirma sonuglarina gore yiiksek
cikmasi, PCR teknigini kullanmamizdan kaynaklanabilir. PCR teknikleri ile siit ve
siit trlinlerinde brucella tirleri tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmstir.
Bu arastrmalar sonucunda PCR tekniklerinin hizli, hassasiyetli, spesifitesi ve
otomasyona uygun olmasi gibi avantajlarindan dolayr gida kaynakli patojenlerin
tespitinde umut verici bir yontem oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada, siit ve siit
irlinlerinde bulunabilecek patojenlerin tespitinde PCR tekniklerinin kullanim

imkanlar1 ile yontemin bu alandaki gelecegi degerlendirilmistir.

Brucella belirlenmesinde kullanilan PCR teknigi ile hassasiyet oranini;
Romero ve ark. (116), seropozitif olarak belirlenen 56 siit 6rneklerinde izolasyon ile
PCR yontemlerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada, kiiltiirde pozitiflik oran1 % 100,
PCR’ da ise % 87,5 olarak, Al-Mariri ve ark.(5) PCR’la sigir siitiinde B.abortus’un
teshisi icin 50 Ornegi incelemis, siitun aritma sistemi kullanarak Direkt DNA
ekstraksiyonu yaptiklarinda 46 6rnegi identifiye etmisler ve sensitiviteyi %92 olarak

tespit etmislerdir.

Brucella belirlenmesinde kullanilan PCR teknigi ile diger yontemlerde
hassasiyet oranini; Gupta ve ark. (57) kecilerden toplanan 54 siit Ornegini
incelemisler ve serolojik yontemlerle sadece 32 (%59) Ornekte B.melitensis tespit
edebilmisler, oysa PCR ile 48 (%88.8) ornekte pozitif bulmuslar. Bundan dolay1
PCR’mn yiiksek hassasiyet ve Ozgiinliigiiniin kecilerde Brucella’nin teshisi igin

degerli bir arag olacagi kanaatine varmislardir.

Bizim calismamizda ise 215 siit 6rneginden 4 adet Brucella pozitif oldugu
tespit edilmis olup bu 6rneklerin hepsinin PCR ydntemiyle B.abortus oldugu kesinlik

kazanmustir.

Abdulkareem (1) Trakya yoresinde 75 siit 6rnegini kiiltiir yontemi ve PCR
teknigi ile analiz ettigi bir ¢calismada kiiltiir yontemiyle 3 izolattan Brucella siipheli
koloni tespit etmistir. Daha sonra tiim Orneklere uyguladigr PCR teknigi sonucunda

bu 3 izolatla beraber 17 6rnegin Brucella pozitif oldugu ve bunlardan yalnizca 1
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tanesinin B.melitensis oldugunu bildirmistir.

Patel ve ark. (102) 13 sigir ve 40 bufalodan toplam 53 adet siit Ornegi
toplamiglar ve bu oOrnekleri PCR ve ELISA teknikleri ile Brucella antikorlarmi
belirlemek amaciyla analiz etmisler. Analiz sonucunda 9 6rnek PCR yontemiyle
pozitif bulunurken ELISA ile 15 ornekte pozitiflik tespit etmislerdir. Hem PCR ve
hem de ELISA ile 6 Ornekte pozitiflik tespit edilirken, PCR yontemiyle pozitif
bulunan 3 6rnegi ELISA ile negatif tespit etmislerdir.

Al-Mariri ve ark. (5)’nin Alkalin DNA ekstraksiyon yontemini kullanarak 44
ornegi identifiye etmisler ve sensitivite oranimni %88 olarak bulmuslar. MRT ile
identifikasyon sonucunda ise 36 O0rnekte Brucella tespit etmisler sensitivite oranini

%72 olarak belirtmislerdir.

Hamdy ve Amin (63) sigir, koyun, ke¢i ve deve siitlerinde Brucella tiirlerini
tespit etmek i¢cin 52 sigwr, 21 koyun, 18 keci ve 12 deveden topladiklar1 103 siit
ornegini sirasityla standart tiip aglutinasyon testi (SAT), Rose Bengal Plate testi
(RBPT), Milk Ring testi (MRT) ve Polimeraz Chain Reaction (PCR) teknikleri ile
Brucella tiirlerini tespit etmek i¢in incelemisler. PCR’la 29 sigir, 10 koyun, 13 keci
ve 1 deve siit orneginden Brucella DNA’s1 ampflie etmislerdir. Direkt kiiltiir

metoduyla 24 sig1r, 12 koyun, 10 keci siit 6rneklerinde belirleyebilmislerdir.

Vanzini ve ark. (127) siit 6rneklerinde B.abortus antikorlarmin varliginin
tespiti i¢in indrect Enzyme-linked immunosorbent Assay (iELISA) ve Brucella Ring
testini (BRT) karsilastirmak i¢in yaptiklar1 bir calismada infekte oldugu bilinen 54
siit drneginin %98.1°’i ELISA ile %72.2’si BRT ile pozitif bulmuslardir. Infekte
olmayan 42 Ornekte ise ELISA yontemiyle 5, BRT ile de 4 Ornek pozitif

bulunmustur.

Tirtlitoglu ve ark. (124) sigir siitlerinde Brucella spp. varligim ve Brucella
tiirlerine karsi olusmus antikorlar1 belirlemek amaciyla 630 siit orneklerinden

bakteriyolojik muayenelerinde Brusella tiirlerini izole etmediklerini, ancak MRT ile
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inek siit 6rneklerinin % 3, koyun siit orneklerinin %17.7’sini pozitif olarak tespit

edildigini bildirmislerdir.

Gillice ve Leloglu’'un (60) 712 adet inek siitli Orneginde Brucella
enfeksiyonlarina karsi olusturulan antikorlar ELISA ve Milk Ring Test (MRT) ile
arastirilmis, MRT ile %56, ELISA ile %65,59 pozitif sonug saptamislardir.

Terzi (123) Samsun’da 50 adet inek siitii ve 50 adet kegi siitli olmak {izere
toplam 100 adet siit 6rneginde Brucella antikorlarinin varligint Serum Agliitinasyon
testi (Whey-AT) ve Milk Ring testi (MRT) ile arastirmislar. Milk Ring testi (MRT)
sonuglarina gore inek siitii 0rneklerinin %20, keci siitli Orneklerinin de %12’si
Brucella antikorlar1 yoniinden pozitif bulunmustur. Serum Agliitinasyon testinde
(Whey-AT) saptanan antikor titrelerine gore inek siitii 6rneklerinin 4'i pozitif (%8),
3'i siipheli (%6), 43"l negatif (%86), keci siitli 6rneklerinin ise 3" pozitif (%6), 2’si
siipheli (%4), 45’1 de (%90) negatif olarak bulmustur. Keskin ve ark. (70) 222 adet
siit orneginden PCR yOntemiyle incelediklerinde %22.5 siit 6rneginde B. melitensis

saptamiglardir.

[lhan ve ark. (66) 102 siit drneginin Farrel Dekstroz Agarla 8’inin (%7,8)
Brucella pozitif olarak tespit etmisler. Siit orneklerine PCR {iriinleriyle yaptiklari
analiz sonucunda 24 ornekte (%23,5) B. melitensis DNA’smin 731 bp genisliginde
oldugunu bildirmiglerdir. Yine Milk Ring testi (MRT) ile 102 sigir siitiiniin 28’inin
(%27,4) Brucella pozitif oldugunu vurgulamislardir. PCR ve kiltiir analizleri
sonuglarint karsilastirdiklarinda, her iki testin sonucunda 8 pozitif ve 78 negatif
oldugunu PCR ile MRTyi karsilastirdiklarinda 22 6rnek pozitif, 72 6rnek ise negatif
oldugunu agiklamiglardir. PCR ve MRT testlerini karsilastirdiklarinda aralarinda

%96 gibi bir uyum oldugu kanisina varmislardir.

Giirtiirk ve ark. (61) sigirlardan alinan 518 siit 6rnegi siit halka testi ile yapilan
serolojik incelemede 11 adet (%2.1) siit 6rneginde Brucella yodniinden pozitif
bulmuslardir. Celebi ve Otlu (36) bakteriyolojik inceleme sonucunda 250 siit
orneginin 11 (%4.4) Brucella spp. izolasyonu yaptiklarint ve bu izolatlarin PCR
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incelemesinde hepsinin Brucella spp. ve saha suslar1 oldugunu belirtmislerdir. izole

edilen tiim suslar B. abortus biyotip 3 olarak tiplendirmislerdir.

Aydm (14) Mersin ili merkeze bagh 10 farkli kdyden 240 ¢ig inek siitli, 122
¢ig koyun siitii, 95 ¢ig keci siitli 6rnegi, Brucella cinsi bakterilerin varligi agisindan
arastirmistir. Bakteriyolojik degerlendirme sonucunda inek siitiinden izole edilen sus

B. melitensis biovar 1 olarak tiplendirmistir.

Funk ve ark. (49) ELISA yontemiyle 147 siit 6rnegini incelediklerinde 13

ornegin pozitif 134 6rnegin negatif oldugunu belirlemislerdir.

Brusellozisin kontroliinde en etkili yontem enfekte hayvanlarin siit, siit
iirtinleri, kan ve diger dokulardan Brucella antikorlarinin serolojik, bakteriyolojik ve

molekiiler tekniklerle tespit edilip kontrol altina alinmalaridir (7,129).

Brusellozisle miicadelede, ¢iftlik hayvanlarinin asilanmasi, hasta hayvanlarin
siriiden ayiklanmasi, halkin  bruselloz ve bulasma yollar1 hakkinda
bilin¢lendirilmesi, siit ve siit iirlinlerinin tiretimi ve pazarlama agamasinda daha etkin
denetlenmesi sonucu hastalik oraninin ve brusellozun kaynagini 6nemli derecede
azaltacag1 kanisindayiz. Brusellozisden korunmanin en iyi yolu insan tiikketiminde
kullanilan tiim siitlerin diizgiin sekilde pastorize edilmesidir. Yine halkin siit ve siit
driinlerinin islenmesinde gerekli hijyenik ve teknik kosullarin saglanmasi, halkin
siitiin pastOrizasyonu konusunda egitilmesi gerekmektedir. Yine dikkat edilmesi
gereken konulardan bir digeri de hayvan barmaklar1 ve ekipmanlart diizenli
periyotlarla dezenfekte edilmesi gerekmektedir. Hayvanlarda hastalikla miicadelede
onemli bir yontemde asi uygulamalaridir. Insanlar i¢inde as1 ile ilgili calismalar

onemli yol alinmistir.

Lezzet kiiltlirline asir1 riayet gosterilerek yapilan, kaynatilmamis stitlerle
gerceklestirilen yoOresel peynir mayalamalar1 da yine insanlara bulasmada koprii

durumundadr.
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Calismada satisa sunulan siitlerde Brucella’nin varlhigi ¢ig siit ve siit
iirlinlerinden hastaligin bulasma riskinin géz 6niinde bulundurulmasi gerektigi ortaya

cikmustir.
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6. OZET

Kars Yoresinde Satisa Sunulan Cig Siit, Peynir ve Tereyaginda Brucella

Tiirlerinin izolasyonu Identifikasyonu ve Molekiiler Tekniklerle Belirlenmesi

Bu calisma ¢ig siit, taze beyaz peynir ve tereyagi 6rneklerinde Brucella cinsi
bakterilerin varligini belirlemek amaciyla yapildi. Bu amagla 215 adet ¢ig siit 6rnegi

ile 50’ser adet taze beyaz peynir ve tereyag ornegi incelenmistir.

Orneklerde Brucella spp. tiirlerinin varh@: klasik kiiltiir teknigi kullanilarak
saptanmistir. Bunu takiben klasik kiiltiir tekniginde pozitif olarak belirlenen
orneklere ait suslar ise PCR teknigi ile dogrulanmistir. Calisma sonucu incelen 215
adet ¢ig siit orneginin 4’ii Brucella abortus yoniinden pozitif bulunmasma karsm,
taze beyaz peynir ve tereyagi Ornekleri ise Brucella spp. yOniinden negatif
bulunmustur. Ayni sekilde klasik kiiltiir tekniginde pozitif olarak belirlenen

orneklere ait suslarin tamami PCR teknigi ile pozitif bulunmustur.

Calismada taze beyaz peynir ve tereyag 6rneklerinde Brucella spp. bulunmamais
olup, bunun muhtemel nedeninin iiretimde kullanilan siitiin 1s1 iglemi gormesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmistiir. Bununla birlikte ¢ig siit kullanimimin ise halk saglhigi
acisindan potansiyel bir risk olusturacagi ve siit iirlinleri iiretiminde pastorize siit

kullanilmasinin 6nemli oldugu goriisiine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Brucella, Cig Siit, Peynir, Tereyagi, PCR
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7. SUMMARY

The Identification Of Brucellosis Types In The Raw Milk, Cheese And
Butter That Are Launched For Sales In Kars District And The Determination
Of It With Molecular Techniques

This study has been carried out in order to determine the existence of
Brucellosis types of bacteria in raw milk, fresh white cheese and butter samples. For
this purpose, 215 raw milk samples and 50fresh white cheese and butter samples

have been analysed.

The existence of Brucellosis spp. types in the samples has been determined
using the classical culture technique. Following this, the strains that belong to the
samples positively determined in classical culture technique have been confirmed by
PCR technique. Despite Brucella abortus was positive in four raw milk samples out
of 215; fresh white cheese and butter samples were Brucellosis spp. negative.
Similarly, all of the strains belong to the samples determined positively in classical

culture technique were found positive by PCR technique.

In the study, it has not been found Brucellosis spp. in fresh white cheese and
butter samples and the heat process used in production has been considered the
possible cause of it. However, it has been agreed that it is greatly important that the
use of raw milk is a potential risk for the public health and it is a must to use

pasteurized milk for the production of dairy products.

Key Words: Brucella, Raw Milk, Cheese, Butter.
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