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ISTANBUL'DAKI SUT VE SUT URUNLERINDEN BRUCELLA
TURLERININ iZOLASYONU VE iDENTIFIKASYONU

OZET

Genellikle enfekte hayvanlara dogrudan temas ile ya da kontamine ¢ig siit ve siit
tirlinlerinin  tiikketilmesi yoluyla insanlara bulasabilen Bruselloz biiyiik Olglide
ekonomik kayiplara yol acabilen halk sagligi ve gida giivenligi acisindan tehlikeli bir
hastaliktir. Bu nedenle bu hastaligin gidalarda ve ozellikle siit ve siit iirlinlerinde
tanimlanmasi oldukca &nemlidir. Bu calismada Istanbul/Beylikdiizii semtinden alinan
toplam 100 adet siit ve siit iirliniinde (¢ig siit (25 adet), peynir (45 adet), tereyagi (15
adet) ve kaymak (15 adet)) Brucella spp. varhigimi aragtirmak amaglanmistir.
Omeklerden Brucella spp. izolasyon ve identifikasyonu igin, kiiltiir, biyokimyasal
testler, siit ring testi, agliitinasyon reaksiyonu testleri kullanilmistir. Siit ring testinde
4 adet pozitif bulunmustur. Yiiz adet numuneden izole edilen siipheli kolonilerden
biyokimyasal testler ve agliitinasyon testleriyle son olarak bes adedi belirlenmis, ancak
Istanbul Pendik Veteriner Kontrol Ensitiitiisii'nde yapilan dogrulamada higbiri
Brucella spp. olarak identifiye edilmemistir.

Hicbir 6rnekte Brucella spp. tesbit edilmemis olmas nedeniyle, Istanbul/Beylikdiizii
semtinde rastgele Ornekleme ile secilen, siit ve irlinlerinin Brucella yoniinden
giivenilir oldugu ve halk saglig1 agisindan bir tehdit olusturmadigi sdylenebilir. Daha
once Tiirkiye’de yapilmis cok sayida arastirmada siit ve siit lirtinlerinde diisiik de olsa
Brucella tespit edilmis olmas1 dikkate alindiginda, enfeksiyonun ciddiyeti agisindan,
daha fazla numune alinarak arastirmanin genisletilmesi ve arastirmalara devam
edilmesi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Brucella spp., Cig siit, Peynir, Kaymak, Tereyagi



ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BRUCELLA SPECIES FROM
MILK AND DAIRY PRODUCTS IN ISTANBUL

ABSTRACT

Brucellosis, which can be transmitted to humans by direct contact with infected
animals or by consuming contaminated raw milk and dairy products, is a dangerous
disease in terms of public health and food safety that can lead to economic losses. For
this reason, it is of vital importance to define this disease in food, especially milk and
dairy products. In this study, it was aimed to investigate the presence of Brucella spp.
in 100 milk and dairy products (raw milk (25 samples), cheese (45 samples), butter
(15 samples) and cream (15 samples)) taken from Istanbul / Beylikdiizii district.
Culture, biochemical tests, milk ring test, agglutination reaction tests were used for
Brucella spp. isolation and identification from samples. 4 positives were found in the
milk ring test. Finally, five of the suspicious colonies isolated from 100 samples were
determined by biochemical tests and agglutination tests, but none of them were
identified as Brucella spp. in the verification performed by the Istanbul Pendik
Veterinary Control Institute.

Since Brucella spp. had not been detected in any of the samples, it can be said that
milk and its products selected by random sampling in Istanbul / Beylikdiizii district are
safe in terms of Brucella and do not pose a threat to public health. The fact that
Brucella had been detected, even by a small margin, in milk and dairy products in
numerous researches previously conducted in Turkey calls for the continuation and
expansion of research by taking more samples, which proves useful taking into account
the severity of the infection.

Keywords: Brucella spp., Raw milk, Cheese, Cream, Butter
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1. GIRIS

Brucelloz, Akdeniz hummasi, Malta atesi olarak da isimlendirilen zoonotik bir
enfeksiyondur. Hastalik etkeni ilk kez 1887 yilinda Dr. Sir David Bruce tarafindan
Malta adasinda, bir Ingiliz askerinin dalagindan izole edilmistir. Brucella,
Brucellacaea familyasinda, gram negatif, kokoid formlu, sporsuz, kapsiilsiiz,
hareketsiz, aerob, katalaz, oksidaz ve nitrat pozitif, zoonotik 6zellikle bir bakteridir.
Brucella 37°C’da (20-40 °C araliginda) ve pH 5,8-8,7 arasinda optimal {iirerken
buzdolabr sicakliginda iireyemez ve yine diisitk pH degerlerinde hizla inaktive olur

(Erol ve ark., 2011; Thakur ve ark., 2012).

Brucellozu 6nlemek igin enfekte oldugu bilinen hayvanlardan elde edilen pastorize
olmayan siit ve siit Uriinlerini tilketmemek; enfekte hayvanlarla temas etmemek,
eldiven veya maske kullanmak gibi uygulanabilecek basit ama faydali énemler
enfeksiyon riskini azaltir. Yeni endemik bolgelerin ve ulusal sinirlarin 6tesinde 6nemli
derece eradikasyon programlarinin teshis edilmesi gerekmektedir, ¢linkii ¢alismalar
yakin gelecekte hastaligin ilerlemesinde ciddi bir artis olacagini ve problemin her yil

daha siddetli biiyiidiigiinii ortaya koymustur (Arasoglu ve ark., 2013).

1.1. Tarihge

Zoonozlar halk saghigina etki eden problemlerden biridir. Diinyanin tamaminda
oldugu gibi Tiirkiye’de de sayilar1 gittik¢e yiikselen zoonotik hastaliklar kiimesi icinde
mevcut olan Brucelloz kadim bir tarihgesi bulunan ve halen giincelligini korumakta
olan bir enfeksiyondur. Tiirkiye ile ziraat ve hayvanciliga 6nemli iilkelerde biiyiik

maddi zararlara sebebiyet vermektedir (Cengiz, 2007).

Tiirkiye’de yapilan arastirmalar Brucella’nin genis bir sahada godzlemlendigini
soylemektedir. Bu vaziyet ililkemizde Brucella ile alakali olarak farkindaligin
artirilmasina ihtiya¢ duyuldugunun kanitidir. Bu hastalik genel olarak 6liime sebebiyet

vermemektedir. Fakat yavru atmaya sebep olusu ve dolayisiyla siit verimliligini



olumsuz etkileyisi, kisirliga yol agisinin yan1 sira damizlik kiymetinin kaybina neden

olmas1 onu ahir hayvanlariin en 6nemli hastaliklar1 arasina koyar.

Bakterinin hiicre i¢i yerlesimi sebebiyle uzun siire antibiyotik uygulanmasi gerekli
olup, uygulanmadig1 durumda sagaltim basarisizliklari ve niiksetmeleri goriilmektedir

(Eren, 2004; Cengiz, 2007; Aslan, 2015; Kara, 2011).

Insan Brucelloz 'unun ilk dogru identifikasyonunu Marston isimli bir cerrah yapmustir.
Etken olan ajan ise 1886 yilinda Bruce tarafindan Malta Hummasindan vefat eden
askerlerin dalaklarindan Micrococus melitensis olarak tespit edilmistir (Madkour,
2001). 1905°te Zamiit kegileri Brucella min kaynagi oldugunu kesfetmis ve pastorize
edilmemis keci siitlerinin tiikketilmesine engel olarak orduda askerlerde gézlemlenen
bulasma ve oOliimlerde yiiksek ivmeli bir yavaglama saglamigtir. 1914’te Traum
tarafindan B. suis domuzlardan izole edilmistir. 1996’da Carmichael tarafindan

kanisglerde ve onlarin egiticilerinde salgin olarak B. canis tanimlanmistir (Eren, 2004;

Cengiz, 2007; Aslan, 2015; Kara, 2011).

1994°te Ingiliz ve Amerikan arastirmalar birbirilerinden miistakil bir bicimde Iskog
sahillerinde yasayan deniz memelilerinin cesetlerinden ve Kaliforniya’da bulunan bir
yunus baligindan daha evvel bir 6rnegine sahit olunmamis bir Brucella izole edilmis,
bu izolatlarin ayiric1 sekilleri, boya duyarliliklar1 ve faj duyarliliklarinin ayni oldugu
tespit edilmis olup bu tiir B. maris olarak isimlendirilmistir. Ek olarak Sibirya’da
geyiklerden B. rangiferi adinda bir ¢esit daha izole edilmistir (Eren, 2004; Cengiz,
2007; Aslan, 2015; Kara, 2011).

Brucelloz (B. melitensis) Tiirkiye’de ilk olarak 1915 yilinda Kuleli Hastanesi’nde,
gorevli bir askerde Kural ve Akalin tarafindan teshis edilmis, 1931°de biiyiikbaglarda
Berke, 1943°te kiiglikbaslardan Golem, 1944 yilinda ise Koyliioglu ve Aktan Brucella
cinsi bakterileri bildirmislerdir (Cengiz, 2007).

B. melitensis’in sebep oldugu 4000°den fazla vakanin ortaya ¢iktigi alanlar olaganiistii
salginsal olarak tanimlaniyor olup bu iilkelerin basinda Peru, Latin Amerika,
Yunanistan, Meksika, Ispanya, Irak, Iran, Kuveyt gelmektedir. Brucelloz insan ve
hayvanlarda bulasicilik orani yiiksek bir hastalik olup, diinya iizerinde yillik olarak
ortalama yarim milyon yeni vaka bildirilmektedir (Cengiz, 2007).



1.2. Genel Ozellikleri

16S-rRNA'larinin filogenetik analizine goére, Brucella cinsi, Alphaproteobacteria
smifina, Rhizobiales takimina aittir (Corbel ve ark., 2005). Ayriyeten Proteobacteria
klasinin a-2 alt klas1 ile yakindan ilgilidir. DNA-DNA melezleme c¢alismalari, bilinen
6 Brucella ¢esidi arasinda %90’dan daha fazla benzerlik sergilemektedir. Brucella
tirlerinin filogenetik iliskisi Sekil 1.1°de goriilmektedir. Uzun yillar boyunca Brucella
taksonomistleri, ince fenotipik ve antijenik farkliliklar ve diferansiyel konak

ozgiilligline dayanan alt1 klasik tiirli igeren bir siniflandirma sistemi gelistirmislerdir.

Brucella yaklasik 0,6 ila 1,5 pm arasinda olgiilen Gram-negatif kokobasildir (kisa
cubuklar). Spor yapmazlar ve kapsiil veya flagelladan yoksundurlar ve bu nedenle
hareketsizdirler. D1s hiicre zari, baskin bir lipopolisakarit (LPS) bilesenine ve ii¢ ana
protein grubuna sahip diger Gram-negatif basillerinkine ¢ok benzemektedir. Brucella
metabolizmasi1 esas olarak oksidatiftir ve geleneksel ortamlardaki karbonhidratlar
iizerinde ¢ok az etki gosterirler. Aeroblardir, ancak bazi tiirler CO2 eklenmis bir
atmosfer gerektirir (ylizde 5-10). 37 °© C'lik optimum sicaklikta etki yavastir ve yeterli
biliylimeyi desteklemek i¢in zenginlestirilmis ortama ihtiyag¢ vardir. Brucella kolonileri

uygun kati ortamlarda 2-3 giin i¢inde goriiniir hale gelir (Alton ve Forsyth, 1996).

§T6
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ST27

B. neotomae
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Sekil 1.1: Brucella tiirlerinin filogenetik iligkisi (Alton ve Forsyth, 1996)
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1.2.1. Bakteri Tiirleri
Hastaliga sebep olan Brucella cinsinin baslica tiirleri:

1- B. melitensis (koyun, kegi, s1g1r)

2- B. abortus (koyun, kegi, sigir, domuz)

3- B. suis (koyun, domuz ve kegilerde)

4- B. ovis (koglarda epididimit etkenidir)

5- B. neotomae (Neotoma lepida adinda bir ¢dl faresinden izole edilmis olan bu
tiir, evcil hayvanlarda ve insanlarda hastalik yaptig1 gézlemlenmistir).

6- B. canis (insanlarda ve kopeklerde Brucelloz hastaligi yapar).

Brucella izolatlarinin daha fazla oldugu bilinmektedir, gesitli deniz memelileri
tiirlerinde izolatlarin tanimlanmasi ile baglangigta diistintildigiinden daha yaygindir.
Klasik tiirlerin bazilar1 biyovarlara ayrilir, ancak bu biyovarlarin bazilarinin ayrimi ¢cok

kiigiik farkliliklara dayanir ve zor ve biraz siibjektif olabilir (Alton, 1996).

Ug tiir (B. abortus, B. melitensis, B. suis) énemli insan patojenleridir; B canis daha az
oneme sahiptir. Tiirler iireaz ve HzS iiretimi, boya hassasiyeti, hiicre duvar antijenleri

ve faj hassasiyeti ile ayrilir. Ana tiirler ¢oklu biyovarlara ayrilir.

Baglica alt1 tiir ve bu tiirlere ait 15 biyovarin varligi bilinmekte iken (Erdogu, 2018),
son yillarda Brucella cinsine B. pinnipedia, B. cetaceae, B. microti, B. inopinata ve B.
papionis olmak iizere yeni tiirler dahil edilmistir. B. melitensis (3 biyotip) temelde kegi
ve koyunlarda; B. abortus (9 biyotip) manda ve sigirlarda; B. suis (5 biyotip)
domuzlarda hastalik olusturmaktadir. B. canis kopeklerde enfeksiyon yapmakta ancak
insanlarda nadiren goriilmektedir. B. neotoma kemirgenlerde enfeksiyon yapmaktadir.
B. ovis koyunlardan izole edilmektedir. B. neotomae ve B. ovis insanlarda hastalik
yapict degildir ve birer biyotipi bulunmaktadir. Vakalarin biiyiik bir ¢ogunlugu en
belirgin ve hastalik yapict olan B. melitensis yiiziinden olmaktadir. Hastalik yapicilik
agisindan bu tiirin ardindan B. suis gelmektedir. B. abortus ise B. melitensis ve B.
suis’e gdre insanlarda daha hafif yapida enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Insanlarda
B. neotomae, B. ovis ve B. suis biyotip 2’ye bagli hi¢bir bulasma goriilmemistir. B.
canis ve B. abortus biyotip 5 ise insanlarda ¢ok nadir enfeksiyona neden olmustur
(Tasg1, 2004; Aslan, 2015).

Bakterinin ¢ogalmasi sivi besi yerlerinde 4-6’lik zincirler seklindedir. Aerob

kosullarda iyi ¢ogalirlar, CO2 ile iremeleri arttirihir. Hususen B. abortus ilk



izolasyonda %5-10 karbondioksidli ortama ihtiya¢ hissetmektedir. Kolonileri ufak,
dairesel, sisik, transparan, ¢ig tanesine benzeyen, akici S seklindedir ekzotoksin
olusturmazlar. Ilk izolasyonda S ¢esidi koloni, eski kiiltiirlerinde R ¢esidi koloni
meydana gelir. Normal boyalarla boyanmalar1 kolaydir. Modifiye Ziehl-Nelsen’de
kirmizi rengi alirlar. En uygun ¢ogalma sicakligi 37°C “dir, fakat 20-40°C de
iireyebilirler. Brucella’lar kok, kokobasil veya kisa ¢ubuklar seklinde bulunup biraz
icbiikey olup ve uglar1 dairesel sekildedirler. Bilhassa tiremeleri sivi besiyerlerinde 4-
6’lik zincirler seklinde olmaktadir, asidik direngleri diisiiktiir. Aerob kosullarda iyi
cogalirlar, COy ile tiremeleri arttirilir. Kulugkada da 2 veya 3 giin igerisinde kolonileri
gozlemlenebilir. Zengin besi yerlerinde diiz kenarl, i¢bilikey, nemli ve parlak koloniler
inga ederler. Hemoliz ve pigmentler bu kolonilerde bulunamaz (Erol ve ark., 2011,
Kara, 2011; Altay, 2008; Dubey ve ark., 2017).

B. abortus ve melitensis’in eski kiiltiirlerdeki bazi kolonilerini esmer renkte
gozlemlemek miimkiindiir. B. canis ve B. ovis kolonileri olagan durumda, R koloni
seklinde ve piirtizliidiir. Brucella cinsi bakteriler katalaz testlerinde pozitiftirler ancak
oksidaz testlerinde nadiren negatif ¢ikma ihtimalleri olmakla birlikte pozitiftirler.
Karbonhidratlar1 kullanarak asit veya gaz meydana getirmezler. Metil red, Voges-
Proskauer negatiftirler. Ayrica nitratlari nitritlere indirgerler. Somatik A ve M

antijenleri ve ayri olarak yiizeysel L zarf antijeni mevcuttur (Altay, 2008).

Ik izolasyonda bir hayli yavas cogalan Brucella kolonileri ancak 2 giin sonra
gdzlemlenebilir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tavsiye edilen Brucella besi yerleri;
Serum Patates Infiizyon Agar, Tripticase Soy Triptase Agar, Serum Dekstroz Agar
(SDA) ve Kanl1 Agar olarak siralanabilir (Erol ve ark., 2011; Kara, 2011; Altay, 2008;
Dubey ve ark., 2017).

1.2.2. Brucelloz

Hastalik ilk kez 1887 senesinde Dr. Sir David Bruce tarafindan Malta adasinda, ingiliz
bir askerin dalagindan izole edilmistir. Bu hastalik; Akdeniz Hummasi, Malta Atesi,
Peynir Hastaligi, Mal Hastalig1 gibi cesitli adlandirmalara sahiptir. Brucella bakterisi
zoonotik hastaliklara sebebiyet verebilecek olup, hayvanlardan insanlara gecen bir

turdir.



1.2.2.1. insanlarda Brucelloz

Brucelloz semptomlar agisindan tiim hastaliklar1 taklit edebilen bir hastalik kiimesidir.
Enfeksiyonun ortaya cikisiyla hastaligin gelisip biiyiimesi arasindaki gecen siire 5
giinden 5 aya kadar siirebilmektedir. Yaklasik 2 veya 4 haftalik inkiibasyon sonrasi

bazi belirtiler erkenden kendini gosterirken bazilari ise uzun siire gelisme saglayabilir.

Hastalik birden fazla organa etki ettiginden farkli klinik sekillerde gézlemlenebilir ve
uzun siireli sistemik bir enfeksiyon meydana getirebilir. Ates ylikselmesi, asir1 terleme,
halsizlik, sirtta agr1 hissi, kas eklemler veya karinda agri, gozle goriilebilir hizli kilo
kaybi, sigsmis lenf diiglimleri, Okstiriik, bas agris1 gibi semptomlar goriilebilir Gli¢
kaybi, giindelik isleri yapamama ve sonucunda verimsizlige bagli iktisadi olarak

olumsuz etkilenme ortaya ¢ikabilir (Erdogu, 2018).

Brucelloz, hayvanlarla veya salgilarla dogrudan temas yoluyla, kirli siit ve siit iiriinleri
tiiketilerek bulasabilen 6nemli bir zoonozdur. Baslica sirayet etme sekilleri halk
arasinda goriilen temas ve gida kaynakli olanlardir. Hayvanlarla direkt temas olmasa

dahi siit tirtinleri veya siitiin kendisi bu hastali§a yakalanmaya sebep olabilir.

Bruselloz, kiigiikbas (koyun ve kegi) ve biiyiikbas (sigir, domuz, manda gibi)
hayvanlarin kontamine etleri, siitleri, idrarlari, viicut sivilart ve bu sivilarin bir
kismiyla hazirlanmis olabilecek {irlinler ve hayvanlarin hamilelik maddeleri araciligi
ile insanlara bulasabilir (Karadal ve ark., 2016; Cengiz ve Dolapg¢1, 1997; Say1, 2013).
Brucelloz, Tirkiye’de ve diinyanin birgok tilkesinde geleneksel yollarla iiretilen siit ve
stit Urlinleri tliketimi nedeniyle halk sagligi yonelik biiyiik bir tehdit olarak bilinir
(Gulbaz, 2016).

Hayvancilik ile ugrasan insan topluluklar yiiksek risk altinda sayilmaktadir. Sindirim
veya temas yoluyla sirayet etmesinde en yiiksek riskli meslek gruplari, laboratuvar

calisanlari, ciftciler, veteriner hekimler, gobanlar ve kasaplar olarak sayilabilir.

1.2.2.2. Hayvanlarda Brucelloz

Hayvanlardaki etkisi ise daha ziyade kilo kaybi olmakla birlikte ekonomik zarara
sebep olmaktadir. Hastalik, hayvanlarda 6-8 aylik iken diisiiklere veya dogum sonrasi
Oliimlere sebep olmasi agisindan yavru atma hastaligidir. Bir diger belirtileri ise

Mastitis (meme yangisi) ve topalliktir (Cengiz, 2007; Eren, 2004).



Atik bir olguda 1000 ila 10000 milyar bakteri yayilmaktadir. Bu bakteri sayis1 60.000
ila 600.000 gebe hayvani enfekte etmeye yeterlidir (Saddique ve ark.2019). Tehlikenin
ciddiyetini rakamlar desteklemektedir. Enfeksiyonlu bir hayvandan elde edilen siit
veya et Brucella bakterilerinin tasiyicisidir. Sehirde tiiketilen 1s1l islem gérmemis siit
ve siit Uriinleri Brucella tasima riski altindadir. Atik yapmis bir hayvan tasiyici
statiisiinde sayilip viicudundaki Brucella etkenleri meme bezine yapisir ve sagilan siit
ile disart sagilir. Bu sekilde sagilan iirlinlerin oral olarak kaynatilmadan tiiketilmesi,

sindirim yoluyla hastaligin bulagmasina sebep olur.

Hastaligin baglica bulasma sekli dogum esnasinda ve kiirtaj olma durumlarinda gelen
akintilar oldugundan, bu hayvanlarin diger saglikli olan hayvanlardan ayri tutulmalari
ve atik maddelerin, enfekte olan kisimlarin sirinin kalan kismina, insan
topluluklarina ve etraftaki diger mezralara sirayet etmesinin engellenmesi i¢in uygun
bir sekilde yok edilmesi gerekmektedir. Mezralar ve alet edevatlari hastaligin
yayilmasini engellemek adina ayrica dikkat ve 6zen gosterilmelidir. Kontamine olan
giibreyi kullanmaktan en az 3 ay ¢ekinilmelidir (Karadal ve ark., 2016; Cengiz ve
Dolapg1, 1997; Sayi, 2013).

Brucelloz 6nlemek igin bilinen enfekte hayvanlardan, asla pastorize edilmeden siitleri
tiiketmemek ve hastaligi tasima riski olan hayvanlarla birarada bulunmamak, eldiven
veya maske takmak gibi basit ama koruyucu yontemler enfeksiyon olasiligini azaltir
(Gulbaz ve Kamber, 2016).

1.2.3. Tiirkiye’de ve diinya’da Brucella

Brucella cinsi gesitleri i¢inde B. canis, B. melitensis, B. ovis, B. abortus, B. suis ve B.
neotomae olacak sekilde alt1 ¢esit saptanmustir. B. suis’in bes, B. abortus 'un dokuz ve
B. melitensis’in ¢ adet biyotipi mevcuttur. Diger cesitlerdeyse hicbir biyotip
gozlemlenmemistir (Eren, 2004; Atay, 2018).

B. melitensis’in bulunan 3 biyotipinden, birincisi Ispanya. Latin Amerika, Malta ve
Portekiz’de siklikla goriilen bir biyotiptir. Ikincisi ise ¢ogunlukla Yunanistan ve
Italya’da gozlemlenmektedir. Ugiincii biyotip ise Fransa ve Kuzey Afrikada yaygin bir
sekilde goriilmekle beraber, Ispanya, Tiirkiye ve Yunanistan’da da bu tip vakalar
bildirilmistir. Bat1 ve Orta Asyada ikinci ve liglincii biyotipler yaygin olmakla birlikte
Kuveyt, Suudi Arabistan, Irak ve Iran’da yaygin olarak her ii¢ biyotip bulunmaktadir
(Eren, 2004; Atay, 2018).



B. abortus birinci biyotip olarak sigirlardan diinya genelinde en ¢ok izole edilen
biyotiptir. Birinci, ikinci ve dordiincii Kuzey ve Giiney Amerika’da siklikla
karsilasilan biyotiplerdir. Ugiincii ve altinci biyotipler Afrika ve bir takim Asya
bolgelerinde yaygin bir sekilde gozlemlenmektedir. Besinci ve dokuzuncu biyotipler
sik goriilmezler (Eren, 2004; Atay, 2018).

1.2.3.1. Tiirkiye’de Brucella prevalansi ile ilgili yapilan arastimalar

Asagida yer alan 2008-2017 yillar1 arasindaki vakalar1 gosterilmektedir. Tablodan da
anlagilacagi iizere 2008 yilinda en iist seviyede meydana gelen vakalar yillar igerisinde
farkindaligin arttirilmast ve gerekli tedbirlerin alinmasiyla 2014 ve 2015 yillarinda
gozlemlenen ciddi diisiis gostermistir. Ancak 2016 ve 2017 yillarinda Brucella

vakalarininda tekrar artis gézlemlenmektedir (Anonim 2).
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Sekil 1.1.2. Tiirkiye’de son yillarda Brucelloz vakallari

Tiirkiye’de siit ve siit tirinlerinde Brucella bakterisi varligi ile ilgili arastirmalar, diisiik

de olsa bu gidalarda Brucelloz riskine isaret etmektedir.

Erdogdu ve ark., (2018), Kayseri’de, Brucella spp.’nin arastirilmasi amaciyla
yaptiklar1 arastirmada 100 adet ¢ig siit, 100 adet taze beyaz peynir ve 100 adet
salamura beyaz peyniri olmak iizere toplam 300 6rnek toplamislar, siit 6rneklerinin
birinde (%1) ve peynir 6rneklerinin ikisinden (%2) Brucella spp. Saptanirken salamura
peynir orneklerinden Brucella spp. izolasyonu yapilamamustir. Siit 6rneginden elde
edilen izolat, Brucella abortus biyotip 1, taze peynirden elde edilen izolatlar ise

Brucella melitensis biyotip 3 olarak belirlenmistir.



Karadal ve ark., (2016) Nigde’da pazarlardan 100 adet ¢ig siit ve 50 adet peynir
toplayarak B. melitensis in varligin1 arastirdiklar1 ¢alismada incelenen 6rneklerin B.

melitensis igermedigini belirlemislerdir.

2016 yilinda Kars’ta 315 numune iizerinde yapilan ¢alismada 4 (%1,86) numunede
PCR yontemiyle Brucella saptanmistir. Cikan Brucella iizerinde gram boyama,

oksidaz, katalaz ve H2S testleri kullanmistir (Gulbaz ve Kamber, 2016).

Altun ve ark., 2016 yilinda Sanliurfa’da 80 taze peynir iizerinde yapilan ¢alismada
ELISA yontemiyle %16,25 , PCR yontemiyle ise %22,5 Brucella spp. olarak identifiye
edilmistir. Ayn1 calismada 178 adet ¢ig siit 6rneginden (48 inek siit, 65 koyun siit, 65
kegi siit) sirasiyla ELISA teknigi ile %16,6 %6,1, %6,1 PCR teknigi ile %18,75, %7,6,
%6,1 Brucella saptanmustir.

Kala, 2009 yilinda Burdur’da 100 taze peynir lizerinde yapilan ¢alismada 5 6rnek
(%10) B. abortus ve 2 ornek ise (%4) B. melitensis olarak identifiye edilmistir.
Abdelkareem ve ark., 2008 yilinda Trakya’da 75 farkli inekten alinan siitler
incelendiginde bunlardan ii¢ tanesinde (%4) Brucella spp. sptanmustir. Izolatlarin biri
B. melitensis diger ikisi B. abortus olarak identifiye edilmistir. PCR incelemelerinin
sonucunda toplam 75 numunenin 17 (% 22,66)’ sinde Brucella spesifik DNA
saptanmustir. sptanmustir. Izolatlarin biri B. melitensis diger ikisi B. abortus olarak
identifiye edilmistir. PCR incelemelerinin sonucunda toplam 75 numunenin 17 (%

22,66)’ sinde Brucella spesifik DNA saptanmustir.

Ongér ve ark., tarafindan 2006 yilinda Elazig’da yapilan calismada 40 peynir
orneginden immunumagnetic separation PCR yontemle Brucella spp. izole edilmistir.
Atas ve ark. tarafindan 2005 yilinda Sivas ilinde yapilan g¢alismada 135 tane
numuneden % 5.9 Brucella izole edilmistir. Bu numunelerden dort tanesi (% 2.9) B.
melitensis dort tanesi ise (%2.9) B. abortus olarak tiplendirilmistir. Alim ve Tomul,
2005 Sivas’ta 2003 yilinda 42 peynir 6rneginden 3 tane %7.1 ve 2004 yilinda 47 taze
peynir Orneginden ise 4 tane %8,5 Brucella spp. saptanmistir. 2004 yilinda Eren
tarafindan yapilan ¢alismada Afyon yoresinden toplanan 100 adet ¢ig siit ve 100 adet
taze beyaz peynir, numunelerinden kiiltiir yontemleriyle Brucella tiirleri arastirilmistir.
Kiiltiir yontemiyle elde edilen siit numunelerinden 25 tanesinde Brucella tiirleri
saptanmigtir. Bu 25 numuneden 5 tanesinin B. abortus, diger 20 tanesinin ise B.

melitensis oldugu sonucuna vartlmistir.



Siitlerde yapilan Ring testinde 35 numunede pozitiflik bulunmustur. Pozitif 6rneklerin
15 tanesi ineklerden alinan siitlerde, 20 tanesi de koyunlardan alinan siitlerdi. Yine
stitlerde yapilan Whey-AT testi ile 15 6rnekte pozitiflik bulunmustur. Toplanan taze

peynir drneklerinin ise yalniz 2’sinde Brucella spp. tiretilmisti .

Budagic, 2003 yilinda Kayseri’de yapilan c¢alismada 100 adet beyaz peynir
numunesinin 13’iinde Brucelloz etkenleri saptanmistir. Pozitif 13 numunenin 12’si B.
melitensis, 1 tanesi ise B. abortus olarak saptanmistir. Gulluce ve ark., 2003 yilinda
Erzurum’da 120 adet beyaz peynir ELISA yontemi ile %21,66’inda B. abortus antijeni
saptanmustir. Tiirtitoglu ve ark., 2001 yilinda Burdur’da yapilan ¢alismada 101 farkli
inekten 404 adet, 113 farkli koyundan 226 siit numunesi temin edilmis ve siit ring
testinde inek siitlerinin %3’linde, koyun siitlerinin ise %17,7’sinde Brucella
saptanmistir. Altun ve ark., 2002 yilinda Ankara’da 300 siit lizerinde yapmis oldugu

calismada hi¢bir numunede Brucella saptanmamustir.

Patir ve Dincoglu, 2001 Elazig’da yaptiklar1 ¢alismada, topladiklar1 30 adet beyaz
peynir numunesinin %3,3’tinde, 55 adet tulum peyniri numunesinin ise %1,8’inde
Brucella spp. tespit edilmistir. Adigiizel tarafindan 2001 yilinda Erzurum’de yapilan
calismada toplam 560 Cig siit numunesinden %17 oraninda Brucella spp. izolasyonu
yapilmistir. Kalender ve ark., 2001 Elazig, Erzincan ve Tunceli’den 78 adet taze tulum
peyniri orneginin %20,5’inde Brucella spp. izole edilmistir. Bu numunelerden

%81,3°1 B. melitensis ve %18,7’si B. abortus olarak identifiye edilmistir.

Sancak ve ark.’nin, 1993 yilinda Van’da yaptig1 40 adet taze van otlu peynirde %17,5
oraninda brucella spp. izole edilmistir. Bu numunelerden %15’ini B. melitensis,
%2,5’ini ise B. abortus olarak saptanmistir. Tungbilek tarafindan 1984 yilinda
Ankara’da yapilan ¢alismada 100 adet beyaz peynir %4 Brucella spp. izole edilmistir.

Bu numunelerden %1 ini B. abortus, %3’tiniide B. melitensis olarak saptanmistir.

1990 yilinda Istanbul’daki bazi semtlerde 100 adet numune ile yapilan ¢alismada sekiz
adet peynirde Brucella saptanmistir. Bunlardan bes tanesi B. abortus, ii¢ tanesi ise B.

melitensis olarak neticelenmistir (Namin, 1990).

Kenar tarafindan 1990 yilinda yapilan calismada, siit ring testi yontemiyle siit
numunesinden %13,93 Konya’da, %0,92 Kayseri’de, %24,15 Nigde’de ve %3
Nevsehir oraninda Brucella spp. pozitif saptanmistir. Sarisayin ve Eroglum, 1987 yili

Marmara ve Trakya’daki 260 adet tereyag ve kaymak numunesinde higbir Brucella

10



spp. tespit edilmemistir. Ayaz tarafindan 1986 yilinda Ankara’de yapilan ¢aligmada

94 peynir numunesinden Brucella spp. hi¢bir tespit edilmemistir.

Sert ve Kivanig tarafindan 1984 yilinda Erzurum’de yapilan ¢aligmada 30 adet peynir
numunesinden higbir Brucella spp. tespit edilmemistir. Mert, 1984 yilinda Ankara’da
yapilan ¢alismada sunulan beyaz peynirlerde %19,3 oraninda Brucella spp. %10 B.

abortus %90 ise B. melitensis saptanmustir.

1.2.3.2. Diinya’da siit iiriinlerinde Brucella prevalans1 ile ilgili yapilan

arastimalar

Islam ve ark.’nin 2019 yilinda Banglades’te 115 siit ile yapilan ¢alismasinda, iki
numunede (%1,7) Brucella izole edilmistir. Ashrafganjooyi ve ark.’nin 2017 yilinda
Iran’da 700 siit ile yapilan ¢alismasinda, %1,28 oranindaki numunede Brucella tespit
edilmistir. Lindahl-Rajala ve ark.’nin 2017 yilinda Tajikistan’da 564 siit ile yapilan

calismasinda, %10,3 numunede Brucella bulunmustur.

Dubey ve ark., (2017), Hindistan’da yaptiklar1 aragtirmada, 85 siit 6rneginden 23'i
(%27.05) siit ring testi ile Brucella antikorlar1 igin pozitif bulmustur; ayrica toplam
168 6rnegin (145 siit tiriinii ve 23 siit ring testi pozitif siit 6rnegi, 14’ PCR ile pozitif

olarak saptamislardir.

[ran’in Yazd bélgesinde, 2016 yilinda, 198 ¢ig siit numunesi ile yapilan calisma
sonucunda 4 numunede B. abortus,1 numunede B. melitensis saptanmistir (Jamali ve
ark., 2016).

Mugizi ve ark., tarafindan, 2015 yilinda Uganda’da 207 siit ile yapilan ¢alismada, 11
(%5,3) numunede Brucella saptanmistir. Almariri, 2015 yilinda, 2002-2007 yillart
arasin1  kapsayan Suriye’de 2372 siit numunesi ile uzun soluklu ¢alisma
gerceklestirilmistir. Sonug olarak numunlerin 1352 adedi (%57’si) Siit Ring testi ile
Brucella antikorlar1 i¢in pozitif bulunmustur, 596 (25%) ornek PCR ile ve

bakteriyolojik izolasyon yontemleri pozitif olarak neticelenmistir.

Ali tarafindan 2014 yilinda Irak’ta yapilan ¢alismada 120 adet taze peynirden %9,16
Brucella spp. tespit edilmistir.

Irak’ta 420 siit numunesi ile ¢alisma yiiriitiilmiis ve numunelerin %24,2’si yani 62
tanesi pozitif ¢itkmistir. Bu numunelerin de 33 tanesi B. abortus, 25 tanesi ise B.

melitensis olarak belirlenmistir (Abbas ve Aldeewan, 2009). Irak’ta 100 numune
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tizerinde yapilan ¢alismada siit, peynir ve dondurma numuneler ile Brucella incelemesi
yapilmistir. Numuneler sonucunda dort tane B. abortus ve bes tane de B. melitensis
saptanmistir (Abbas ve Talei, 2010).

Miyashiro ve ark., (2007), tarafindan Brezilya’da 192 peynir ile yapilmis olan

arastirmada, 37 (%19.27) numunede Brucella saptanmustir.

Tantillo ve ark., (2001), tarafindan Italya’da PCR teknigi ile yapilmis olan
calismasinda 46 taze peynir 6rneginden %21,7’sinde Brucella spp. saptanmustir.
Acedo ve ark., tarafindan 1997 yilinda Meksika’da yapilan ¢alismada 335 peynir
numunesinden %7,5 Brucella spp. bulunmustur. 289 siit 6rneginden %2,4 oraninda

Brucella spp. pozitif saptanmustir.

1.2.4. Canh Kalma

Brucella sicaklik ve dezenfektanlara duyarlilik gosterirler. Brucella bakterileri;
60°C’ye 1sitildiklarinda 10 dakika igerisinde, %1 fenol eriyiginde ise 15 dakika
icerisinde Oliirler. Tereyaginda 142 giin, siit igerisinde 17 giin hayatta kalabildigi,
dondurmalarda 1 ay, tuzlanmig domuz etinde 3 hafta, insan idrarinda en az 7 giin,
8°C’deki ¢esme suyunda 57 giin, 25°C’deki ¢esme suyunda ise 10 giin canliligini
korudugu, hayvan gaitasinda agik sekilde 100 giin canli kaldig1 bildirilmistir (Erol ve
ark., 2011; Kara, 2011; Altay, 2008; Dubey ve ark., 2017). Biiyiikkbas hayvan
gaitasinda acgikta yiiz giin, ahirlarin yer ve duvar désemesinde dort ay hayatta kaldigi

raporlanmistir (Eren, 2004; Dabanlioglu, 2005).

1.2.5. Gériiniim ve Boyanma Ozellikleri

Brucella spp. bakteriler gram negatif, hareketsiz, sporsuz, 0.6-1.5, 0.5-0,7 milimetre
olgiilerinde kokobasillerdir. Hacimlerinin ufakligindan molekiiler hareketle olduklari
yerde titresim hareketi gosterirler (Braunien hareket). Hakiki asit-fast olmadiklari
halde zayif asitlerle dekolarizasyona rezistansli olduklarindan modifiye Ziehl-Neelsen
boyama yontemi ile kirmizi renge boyanirlar. Kiiltiirlerde teker teker bulunmalarina
karsin dokulardan yapilan baskilarda gruplar seklinde goriiliirler. Bipolar boyanma
ozellikleri yoktur. Kapsiilleri S seklinde ve mukoid koloni olusturan yapilarda

gosterilebilir. R kolonilerde ve pasajlarda bu kapsiillere rastlanmaz (Dabanlioglu,
2005).
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1.2.6. Degisik Ortamlardaki Yasam Siireleri ve Antibiyotik Duyarhhklar

Brucellalar 60 °C’de 10 dakikada, %1 fenolde 15 dakika iginde Sliirler. Siit i¢erisinde
17 giin, %10 tuz ihtiva eden salamura peynirinde kirk bes giin, tereyaginda 142 giin,
diisiikk yapmis hayvan fetusunda ise 75 giin yasar. Hayvanlarin yasadigi ahir tozlarinda
6 hafta, suda 10 hafta hayatta kalabilirler. Isiya ve iyonize radyasyona duyarhdirlar.
Karanlik yerlerde, siit, doku, giibre ve vajinal (uterus) akintilarinda uzun bir zaman
hayatta kalabilirler. Dezenfektan ve antibiyotiklere farkli olgiilerde duyarlidirlar.
Etkenler %0,1 sublimede birka¢ dakika i¢inde, %2 formalin ve %1 lizol iginde 15
dakika i¢inde oliirler. Brucella tiirlerinin ¢ogu tetrasiklin, gentamisin ve rifampisine

duyarhdir. Bir¢ok Brucella tiirii polimiksin, basitrasin, sefalosporin, nystatin ve

linkomisine direnglidir (Eren, 2004; Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

1.2.7. Ureme, Biyokimyasal ve Direnglilik Ozellikleri

Brucella spp. bakteriler ¢esitli aminoasitleri igerisinde bulunduran karmasik
besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar. Nikotinamid, tiyamin ve biyotin iireyebilmeleri icin
temel ihtiyaglarindandir. Kan ve serum iiremelerini olumlu bir sekilde etkiler. Brucella
spp. oksidatif metabolizma ile temel enerjisini elde eder. B. abortus 'un bazi tipleri ve
B. ovis iremek i¢in %10 karbon diokside ihtiya¢ duyarlar. 20-40 °C arasinda
tireyebilmelerine ragmen optimum tireme kosullar1 37 °C ve pH 6.6-7.4 dir. Bu
bakterilerin izole edilisi ve tiretilmeleri genellikle kati besi yerlerinde olur. Kolonileri
kiiciik, kabartmali, S seklinde ve saydam renkli ¢ig taneleri gibidir. Brucella spp.
tipleri katalaz pozitif ve eritrositleri sindirmezler veya indol ve asetil metal karbonil
(Voges-Proskauer) olusturmazlar. Sitrat asitli besi yerlerinde tiremezler, Metil red ve
o-Nitrophenyl-Beta-D-galactopiranoside (ONPG) negatiftirler. B. neotomae disinda
besiyerlerinde karbonhidratlari asidize etmezler. B. ovis, B. neotomae ve B. abortus 'un
bazi suslar1 haricinde tiim Brucella tiirleri oksidaz pozitiftir. H2S ve tireaz aktivitileri

degiskendir. B. ovis harig diger tiirler nitratlari indirgerler (Eren, 2004; Cengiz, 2007).

Brucella cinsi mikroorganizmalarda, simdiye dek bir plazmidin varhigi
saptanamamistir. Bakterilerde pilus mevcut olmayip konjugasyon bildirilmemistir.
Brucella spp. faj enfeksiyonunu takiben bazi antibiyotiklere rezistans
olusturduklarindan transdiiksiyon yaptiklari kabul edilmektedir. Dogal kosullar altinda
nadir olmakla beraber bakterilerin degisime ugradiklar1 bildirilmistir (Eren, 2004,
Cengiz, 2007).
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1.2.8. Koloni morfoloji ozellikleri

“Smooth” Brucella cinsleri iireme esnasinda ¢ogunlukla ayrisma egilimi sergilerler.
Bir kiiltiiriin koloni morfolojisinde gecirdigi transformasyon, antijenitesindeki ve
enfeksiyon olusturmadaki alisma siirecinde gecirdigi transformasyon ile yakindan
alakalidir. Izole edilen yapilarin tiir ve biyotip teshisinde kiiltiiriin koloni morfolojisi
biiyiikk 6nem tagsir. Tiim zamanlarda “non-smooth” koloni halinde olan B. ovis ve B.
canis harig, diger ¢esitler izole edildiklerinde ¢ogunlukla “Smooth” koloni yapisina
sahiptirler. “Non-smooth” kiiltiirleri monospesifik A ve M antiserumlar1 ve “Smooth”
Brucella fajlar1 ile siniflandirmak uygun olmadigi i¢in tiplendirme amaciyla “Smooth”

koloniler se¢ilmesi gereklidir (Eren, 2004; Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

“Non-smooth” koloniler ‘rough’ (R), mucoid (M) ve intermed (I) koloni tiirleri olarak
gruplandirilirlar. I kolonilerini S kolonilerinden ayirt etmek giigtiir ancak hafifce mattir
ve akriflavinle agliitinasyon tepkimelerinde ¢ok ince tanecikler meydana getirirler. M
kolonilerine 6ze ile temas edildiginde ipliksi bir uzama sergilerler, koloniler transparan
ve griye yakin bir renktedirler. R kolonileri kuru, mat ve tanecikli bir sekle sahip olup
sartya yakin bir renkleri vardir. Ayrisma derecesine bagli olarak tuzlu suda

otoagliitinasyon sergilerler (Eren, 2004; Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

“Non-smooth” Brucella canlilar1 nétral pH’da degerlerinden diisiik seviyede kolayca
kendiliginden agliitine olurlarken alkali pH’da degerlerinde sabit kalirlar. Brucella
cinsi mikroorganizmalarda ayrismalarda farkli yontemler tespit edilmektedir.
Bunlardan en kolay olan1 %0.1’lik akriflavin ¢dzeltisinde kolonilerin emiilsifiye
edilmeleridir. S koloniler homojen bir emiilsiyon ortaya koyarken, ‘“non-smooth”
koloniler hemen agliitine olurlar. Bir diger yontemde kolonilerin kristal viyola boya
sollisyonu ile boyanmalaridir. S koloniler bu yontemle boyanmazlar fakat, ayrisik
koloniler kirmizi ve morun farkli tonlarinda boyanirlar ve ylizeyleri yar1 g¢apsal
yarilmalar sergiler. Ayrisma kontroliinde koloniler stereoskopik mikroskopta, 45
derece aci ile egik 1s1kta mavi yesil bir yansima verirler, ayrisik kolonilerin rengi ise

donuk sar1 olarak gozlemlenir (Eren, 2004; Cengiz, 2007; Aslan, 2015).
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1.2.9. Uremeleri icin gerekli besiyerleri ve ozellikleri

Cogunlukla yavas ve zor treyen Brucella’larin yerlerinde g¢ogalmalar1 giigtiir.
Bilhassa ilk izolasyonlarinda besi yerlerine glukoz, asit sivisi ve serum katilmasi
tireme tizerine pozitif bir etkide bulunur. B. abortus biyotip 2 ve B. ovis, iremeleri igin
besi yerine %5-10 ol¢iisiinde eklenmis seruma ihtiya¢ duyarlar. Brucella spp.’in
yeterli bir havalandirma olmadig1 zaman sivi besi yerlerinde {iremeleri zayiftir.
Duragan kuluckadan 7 giin sonra smooth yapilar dipte hafif bir tortu birakarak bir
bulaniklik yaparlar. Non smooth yapilar dipte tanecikli bir tortu ve tstte film seridi
seklinde bulunurlar. Brucella spp.” in duragan kuluckada sivi besiyerinde tiretilmesi,

“smooth” formdan “non smooth” forma gecise yani ayrismaya neden olur (Eren, 2004;

Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

Brucella spp.’nin izolasyonunda simdiye dek birden fazla besiyeri olusturulmustur. Bu
bakterilerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan temel besiyerleri serum-dextrose agar,
serum —tryptose agar ve serum-tyrticase agardir. Bunlar ayrica kullanilan se¢ilmis besi
yerlerine 6rnek olusturur. Brucellalarin bulagtiklart materyallerden izole edilisinde
diger mikroorganizmalarin liremelerini engellemek ve durdurmak icin temel besi
yerlerine farkli antibiyotiklerin ve boyalarin katilmas1 yoluyla bir¢ok segici besiyerleri
gelistirilmistir. Morgan; temel besi yerine %0.5 dlciisiinde eklenen Tween-40" 1n B.
abortus biyotip 2’nin iiretiminde serumun gorevini gérecegini bildirmis ve basitrasin,
polimiksin ve aktidion eklenen serum dekstroz agarin (SDA) biitiin Brucella
cinslerinin {iremesine yardimct ideal besiyeri oldugunu bildirmistir (Eren, 2004;

Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

1.2.10. Besiyerlerindeki kulucka siireleri ve goriiniimleri

Brucella kolonileri uygun ve kati besi yerlerine ekildikten sonra takriben {i¢ glinliik bir
kulugkadan sonra gozle goriilebilir duruma gelirler. Besiyerlerine ekilmeleri {iremeyi
belirli bir zaman igin erteleyebilir. Kolonilerin goriiniir hale 4. giinde gelmemesi
durumunda kiiltiirlerin olumsuz degerlendirilmesinden evvel 8-9 giinliik bir kuluckaya
birakilmasi tavsiye edilir. Koloniler 3-4 giinliik kulucka sonrasinda dolaysiz giines
15181 altinda gozlemlendiklerinde 1-2 milimetre ¢apa sahip, bal renginde, transparan,
diiz kenarli ve ¢ig tanesi goriiniimiindedirler. Zaman ile renkler koyulasip hacimleri
biiyiise de transparan olarak kalirlar. Kolonilere iistten bakildiginda i¢biikey bir sekle

sahip olduklar1 ve inci beyazi renginde olduklar1 gézlemlenir. Gram boyama yaparken,
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gram negatif kokobasiller veya kisa basiller olarak goriilen organizmalarin
kolonilerinden Brucella’ya 6zgii antiserumlarla lam aglutinasyon testi yapilir. Pozitif
olan aglutinasyon testi, izole edilenin Brucella olusunun ilk delilidir. Bundan sonraki
uygulanacak prosesler tiir ve biyotip teshisini gerg¢eklestirmek i¢indir (Eren, 2004;
Cengiz, 2007; Aslan, 2015).

Orneklerden Brucella spp. izolasyon ve tanimlanmasi igin, Fenotipik testler, siit ring
testleri, agliitinasyon reaksiyonu testleri kullanilmistir ( Erol ve ark., 2011; Thakur ve
ark., 2012).

1.3. Immiinoloji

Brucelloz’da hem humoral kaynakli hemde hiicresel bagisiklilik rol oynar. Humoral
kaynakli bagisikligin meydana gelmesi yeniden bulasma tehlikesinden korunma
saglar. Bunun yaninda, Brucelloz’un bakterisidal faz1 hiicresel bagisikliligin meydana

gelmesiyle gergeklesir (Eren, 2004; Cengiz, 2007).

Enfeksiyon, T lenfositlerin bir araya gelmesi ve makrofajlarin bakterisidal
mekanizmalarin1 aktif hale getirici lenfokin salgisi ile kontrol altina alinabilir.
Hiicresel bagisikligin meydana gelmesi sirasinda Brucella’nin protein antijenlerine
dair ge¢ kalmis tip asir1 duyarlilik meydana gelir. Ge¢ kalmis tip asir1 duyarhilik,
bulagsmaya ket vuran histograniilomlarin olugsmasi agisindan 6nem arzeder (Eren,

2004; Cengiz, 2007).

Brucelloz’a kars1 viicutsal sivilardan olusan yanit gerceklesirken 6nce IgM tipi
antikorlar meydana gelir ve bundan 7-14 giin sonrasinda IgG tipi antikorlarin meydana
gelir. Bundan sonra her iki antikorun birim hacimdeki miktari bilinen standart artar.
Iyilesme déneminde IgG sinifi antikorlarin birim hacimdeki miktar: bilinen standardi
birka¢ aylik bir siire zarfinda diisiis gosterir. Buna karsilik diisiik diizeyde IgM
antikorlar1 enfeksiyonda birkag¢ yil sonra da serumda bulunur. IgG tipi antikorlarin
kalic1 olmas1 durumunda ya da ikinci kez birim hacimde miktar1 bilinen standarda
yiikselmesi halinde enfeksiyonun devam ettigini veya niiksettigi anlamina gelir (Eren,

2004; Cengiz, 2007).

Hastalik atlatildiktan sonra tam olmamakla beraber bir bagisiklik kazanilir. Olusan bu
bagisiklik, gorecelidir. Ciinkii bu niiksedisler ¢ok gdzlemlenir ve bagisiklik kanda

antikorlarinin mevcut olmasi ile saglanmaz. Elde edilen mevcut bilgiler 15181inda etkili
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bagisikligin, hiicresel tipte bagisiklik oldugu kanaatine vardirmaktadir. Sebebi ise
Brucella enfeksiyonunun gecikmis tipte bir asir1 duyarlilik olusturmasidir (Eren, 2004;
Cengiz, 2007).

1.4. Klinik

Inkiibasyon zamani 1-3 hafta aras1 degiskenlik gdsterse de bile bazen 6 yahut 7 hafta
siirmektedir. Zaman zaman titreme ile birlikte ates yiikselmesi de goriilebilmektedir.
Gece terlemeleri, yorgun ve halsizlik hissi, dizler, dirsekler veya beldeki agrilar gibi
klinik bulgular sergileyebilir. Ates, 6zellikle Brucella melitensis enfeksiyonlarinda 10-
15 giin igersinde 38-39 °C bazen daha uzun atesli olmayan bir miiddetten sonra yeni
bir akim halinde niikseder (Ondiilan Ates). Seher vakti ve geceleri atesin diismesi ile
terlemeler saptanir. Klinik olarak; kronik, subakut, subklinik ve akut bir gidisat tespit
edilir. Hastalik ¢ogunlukla 6gleden sonra artig gdsteren bitkinlik, atralji, myalji,

istahsizlik, ates ve gece yarisindan sonra artan asiri terleme ile devam eder (Eren,

2004; Cengiz, 2007).

Akut olgularda siklikla gozlemlenen fiziki muayene sonuglart ise; hepatomegali,
lenfadenomegali, splenomegali ve omurga iizerine baskiyla agri meydana gelmesidir.
Subakut olgularda en gézlemlenebilir bulgular, asabiyet, bas ve bel agrisi, ondiilan tipi
atestir. Hastaligin bir seneden fazla devam etmesi durumunda kronik hale geldigi
kanisina varilir. Brucelloz’da merkezi sinir sistemi tutulmasi %2-5, akciger tutulumu
%15-25, cilt semptomlar1 %35, tirogenital sisteme yerlesme %2-40, karaciger tutulumu
%50, endokard tutulumu %84, goz tutulumu sonucu oftalmopatiler, retinopati, keratit

ve iiveit gelisebilmektedir (Eren, 2004; Cengiz, 2007).

Farkli organ tutulumu ve yaygin spektrumlu bir hastalik olan Brucelloz’un diinya
genelinde yaygin bir halk sagligi problemidir. Gelismekte olan iilkelerde daha yaygin
oldugu sdylenebilir. Hayvanlara temasa bagli bir sekilde 20-40 yas araligindaki
insanlarda daha sik goriiliir. Seyrek olmakla birlikte Brucelloz kliniginde psikyatrik
bozukluklara, vaskiilite, pnomoniye, dermatite, dokiintiiye, eritema nodosuma,

interstiyel nefrite, endokardiet ve tiveite rastlanmaktadir (Eren, 2004; Cengiz, 2007).
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1.5. Tedavi

Brucelloz tedavisi i¢in tetrasiklin, streptomisin, rifampin ve doksisiklin ikli veye ti¢lii
kombine olarak en az 6 ile 8 haftalik bir siire ile kullanilmalidir. Brucelloz’da tedavi
ise, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nin de tavsiye ettigi bigimde ikili, baz1 vaziyetlerde
de iiclii kombin antibiyotik aplikasyonu bigimindedir. Bir antibiyotik uygulanmasinin
tedaviyi basarili bir sekilde bitirmemesinin sebebi, seri direng gelisimi ve bakterinin
hiicre i¢i olarak iireyebilmesi ve hastaligin relapsina yol agmasidir (Eren, 2004,

Cengiz, 2007; Dabanlioglu, 2005).

1.6. Korunma

Insanlarda Brucelloz’un 6niine gecilmesi, hayvanlarda Brucelloz’un kontrolii ve yok
edilmesine baghdir. Bu agidan veterinerlerin beseri hekimlerle koalisyon seklinde

calismasi biiyiik 6nem arz eder (Aslan, 2015; Kara, 2011).

Brucella bakterisi ile enfekte olmamus siit kuzular1 Brucella melitensis Rev 1 susu asis1
ile siit danalar1 ise Brucella abortus 19 susu ile asilanir (Erdogdu, 2018). Bilhassa
kirsal bolgelerde ikamet eden insanlarin bu husustaki farkindaligi arttirilmal, ¢ig
stitten siit lirtinleri elde edilmesinin 6niine gegilmelidir. Siitiin pastorize edilerek, 1s1l
islemden gecirilerek, peynirlerin tuzlanarak, satis noktalarinda {iretilme tarihleri
belirtilerek, enfeksiyonun salgin oldugu bolgelerde kasar ve tulum peyniri

tiuketilmelidir.

Enfeksiyonun temas yoluyla bulagmasinin Oniine gegmek igin; veterinerler, et
paketleyicileri, hayvan bakicilari, hayvan saglik memurlari, mezbaha ¢alisanlari,
hayvanlarin atiklarina dokunmamalar1 ve eldiven kullanmalar1 tavsiye edilmektedir.
Is1l islemden gegmemis ve uzun siire kaynamamas siit ve bu siitten elde edilen peynir,
dondurma, krema gibi tirinleri yenilmemelidir. Pastorize edildigi kesin olmayan siit

ve siit tirtinleri tilketilmemelidir (Aslan, 2015; Kara, 2011).

Alanda ¢aligmakta olan sahislar, insanlara bulastirmayr ve salginin hayvandan
hayvana ve geride kalan baska siiriilere edilgen olarak sirayet edisini engellemek igin,
muhafazay1 saglayici giivenli elbiseleri giymek ve kullanilmakta olan tiim aletleri
dezenfekte etmek gibi basit ve temelde etkili olan tedbirleri almahidirlar (Karadal ve
ark., 2016; Cengiz ve Dolapg1, 1997; Atas ve ark., 2007; Eren, 2004; Biiyiikkcangaz ve
ark., 2009; Mohamed, 2015; Abdelkareem ve ark., 2008).
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Hayvan bakicilar1 yavru atan hayvanlarin tiim atiklari ile atiklarin degdigi yemleri ve
atiklar1 elleri ¢iplak sekilde dokunmadan, gerekli tiim tedbirleri aldiktan sonra yok
etmelidir. Atiklar ¢evreye rastgele atilmamali, kedi ve kdpeklere verilmemeli, ahir ve
agillar dezenfekte edilmelidir. Yavru atim1 meydana geldigi durumlarda bir veteriner
hekime acilen haber verilmeli ve hastalik tanis1 konulduktan sonra hayvanlara mutlaka

as1 yapilmalhidir (Eren, 2004; Cengiz, 2007; Dabanlioglu, 2005).

Buna ek olarak, gen¢ hayvanlara as1 yapilmasina dikkat edilmelidir. Ciinkii insanlarda
brucellozun &niine gegilmesi hayvanlarda hastaligin kontroliine ve yok edilmesine
baglidir. Insanlarda kullanilabilecek bir as1 yapilan tiim calismalara ragmen heniiz

mevcut degildir (Aslan, 2015; Kara, 2011).

Insanlarin Brucella’dan korunmast; direkt olarak 6zellikle kegi, koyun, domuz ve sigir
gibi evcil hayvanlarin enfeksiyon agisindan kontrolii ve enfeksiyonun yok edilmesi ile
ilgilidir. Hayvanlarda bilhassa sigirlar arasindaki Brucella’nin kontrolii i¢in diinya

FAO/WHO uzmanlar heyeti birbirine bagli {i¢ program dnermektedir:
1.  Hayvanlan hastaliklardan korumaya calismak.

2. Testlerle hastalanan hayvanlarin belirlenip, acilen mezbahaya sevk edilmesini

saglamak.
3. 4-8 ayhga ulasan disi danalarin S-19 asisi ile agilanmalarini saglamak.

Bu oneriler 1s18inda Ulkemizde 1983 yilinda Tartm Orman ve Koy Isleri
Bakanlig: tarafindan yirmi alt1 yilda tamamlanmas1 planlanan ve Tirkiye’ye
218 milyarlik bir katkida bulunacak “Tiirkiye Brucellosis Miicadele Projesi’’
hazirlanmig ve ¢aligmalara baslanmistir. Koyun ve kegilerin asilanmasinda B.

melitensis’in sus Rev1 kullanilmaktadir.
Brucella’dan korunmak i¢in uygulanmasi gerekli olan tedbirleri asagidaki gibi
sayabiliriz:

* Risk altindaki ¢alisanlarin (et paketleyicileri, laborantlar, mezbaha ¢alisanlari,
hayvan bakicilari ve veteriner hekimler) eldiven kullanmalari, tiim

ekstremitelerini orten kiyafetler giymeleri, gozliik takmalari.

* Brucella bakterisinin konak¢i spektrumuna kiimes hayvanlar1 da dahil
edildiginden, bilhassa, hastalikli olan kiimes hayvaninin kesiminde tedbir

alinmasi ve ¢ig olan yumurtalarin tiiketilmemesi,
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« Siitlerin 151l proses gérmesi,

* Taze peynir imalatinda yeterince tuzlanmasi ve asgari 2 ay bekletildikten sonra
tiketilmesi (Her peynir tenekesinin tizerinde mayalanma tarihi bulunma

mecburiyetinin koyulmast),

Etlerin tamamen pisirilmeden tiiketilmemesi,

* Salgindan etkilenen bélgelerde hayvan digkisi ile kontamine olmus sebzelerden
de enfekte olunabilecegi disiiniiliip, sebzelerin iyice temizlenip pisirildikten

sonra tiiketilmesine dikkat edilmeli,
* Brucelloz siiphesi olan kisilerin cinsel iliskiye girmesi engellenmeli,

* Son olarak Brucelloz vakalarmin kati suretle Saglik Bakanligi’na bildirilerek o
bolgenin Brucelloz agisindan genis ¢apta incelemeye alinmasi saglanmalidir

(Eren, 2004; Kara, 2011; Dabanlioglu, 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 2.1.1 ve sekil 2.1.1 de sirasiyla analizde kullanilan cihazlarin listesi ve

fotograflar1 goriilmektedir.

Cizelge 2.1.1. Kullanilan cihazlar listesi.

Cihaz Ismi Model Markasi
ve Kod
Otoklav Cihazi 0OT40L Niive
Biyolojik Kabin Class Il Delta
Inkiibatér (Etiiv) En 055 Niive
Inkiibatér (Etiiv) MIN-550 Microtest
Hassas Terazi GR-200 AND
Su Banyosu (Benmari) NB5 Niive
Etiiv ED 240 BINDER
Buzdolabi AL370EY Altus
Stomacher Cihazi T2AL250V  Easy MIX
Steril Tek Kullanimlik Pipetler No: 012018 FIRATMED




Biyolojik Kabin Su Banyosu (Benmatri)
Class Il DELTA NB5 NUVE

J

Stomacher Cihazi Koloni Sayim Cihaz1 Hassas Terazi
Easy MIX GR-200 AND

Inkiibatér (Etiiv)
En 055- NUVE MIN-550 Microtest ED 240 BINDER

Inkiibatér (Etiiv)

Sekil 2.1.1. Analizde kullanilan cihazlar
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2.1.2. Kullanilan Malzameler

Cizelge 2.1.2°de Kullanilan malzeme listesi goriilmektedir.

Cizelge 2.1.2. Kullanilan malzeme listesi.

e Malsome Ad e
1 Brucella Agar Base (Himedia). MO74 1 Adet
2 Brucella Selective Supplement SVL (Himedia). FD161 2 Adet
3 Urea Agar Base (Himedia) M112 1 Adet
4 Urea 40% (Himedia) FD048 1 Adet
5 Oxidase test strip (130717 (Bioanalyse) STR00150 2 Adet
6 Lam I[SOTHERM 1 Adet
7  Steril Stomacher Poseti, PE, Filtreli 190x300 mm 2 Adet
8  Steril Petri kutusu - P.S. 90x 17mm 1 Adet
9 5% Koyun Kanli Agar 20x90mm SP-1021 1 Adet
10 MacConkey Agar 500 G 105'2";;%‘500 1 Adet
11 Gram boyama (kristal violet, lugol, alkol, safranin) BesLab 500 ml

seti

2.1.3. Numune Alma

Bu calisma Istanbul/Beylikdiizii'nde pazar yerleri ve yerel marketlerde agik olarak
satilan stit iriinlerinde Brucella varligini aragtirmak amaciyla yapilmstir.
Arastirmanin yapildigi 45 adet, peynir, 25 adet siit, 15 adet tereyagi ve 15 adet kaymak
olmak iizere toplam 100 adet ambalajsiz agik satilan numune 17.03.2019 — 2.12.2019

tarihleri arasinda ilgenin farkli semt parekende marketleri ve semt parekende
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pazarlarindan (Beylikdiizli Pazar1, Giirpinar Pazari, Beygah Pazar1) temin edilmistir.
Toplanan tim numuneler aseptik sartlarda, steril numune posetlerine alinmis ve her
biri hassas terazide 25 gr olarak tartilarak Stomacher posetlerine konulmustur. Cizelge

2.1.3°de alinan numunelerin ayrintili listesi goriilmektedir.

Cizelge 2.1.3. Alinan numuneler.

Numuna Alma Yeri Peynir Sit  Kaymak Tereyag
Beylikdiizii Halk Pazar1 30 11 10 9
Giirpinar Halk Pazar1 2 1 0 0
Beygah Pazari 2 4 2 1
Market (1) Beylikdiizii 0 3 2 1
Market (2) Beylikdiizii 0 2 0 0
Market (3) Giirpinar 0 1 0 0
Market (4) Beylikdiizii 5 0 0 0
Market (5) Beylikdiizii 0 0 1 1
Market (6) Beylikdiizii 5 0 0 0
Market (7) Beylikdiizii 1 2 0 3
Market (8) Beylikdiizii 0 1 0 0
Toplam 45 25 15 15

2.1.4. Kullanilan Besiyerleri - Besiyeri hazirlama

2.1.4.1. Brucella Selektif Agar

Brucella Agar Base (HI-M074), 43,1 gram miktarinda hassas terazide tartilmis, balon
jojeye aktarilmis ve iizerine distile su ilave edilerek karistirllmistir. Daha sonra su
banyosuna alinarak berraklasincaya kadar kaynatilmistir. Oda sicakliginda 40-45
‘C’ye sogutulmus ve pH ayarlanmigtir. 121 °C’de 15 dakika, 1.2 atm’de
otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilinca 45-50°C’ye sogutulmustur. Tekrar pH
kontrol edilmistir. Supplement (HI-FD161) 10 ml distile su ve 10 ml %99’luk
methanol ile karistirilmis ve besiyerine aktarilmistir. Aseptik olarak steril % 5 v/ v
inaktive edilmis At Serumu eklenmis (RM 1239, 56 ° C'de 30 dakika 1sitilarak inaktive
edildi) ve fuksinli Besiyeri i¢in %0,1’lik basic fuchsin (ChemBio CB2475-02)
besiyerine aktarilarak besiyeri iyice karistirtlmistir. Ortaya ¢ikan karigim steril petri

kaplarina dokiilmiistiir (Sekil 2.1.2°de goriilmektedir).
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_ , ‘
Sekil 2.1.2. Fuksin eklenmis Brucella Selektif Agar

2.1.4.2. MacConkey Agar

MacConkey Agar dehidre besiyeri (Merck 105465.0500) hassas terazide 50,0 gram
tartilmis ve bir litrelik balon jojeye aktarilmistir. Uzerine bir litrelik distile su ilave
edilerek karigtirilmistir. Besiyeri su banyosunda berraklasincaya kadar kaynatilmigtir.
Berraklastiktan sonra oda 1sisinda 45-50 C’ye sogumasi beklenmis ve pH
ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dakika, 1.2 atm’de otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyeri 45-50 °C’ye sogutulmus ve pH kontrol edildikten sonra steril petri kaplarina
dokiilerek katilagsmasi beklenmistir (Sekil 2.1.3).

Sekil 2.1.3. MacConkey Agar.

2.1.4.3. Simmons Citrate Agar Besiyeri Hazirlama

Simmons Citrate Agar Dehidre Besiyeri (Merck VM323501), hassas terazide 22,5 gr
tartilmis ve bir litrelik balon jojeye aktarilmustir. Uzerine distile su ilave edilerek
karistirilmistir. Besiyeri su banyosuna alinarak berraklasincaya kadar kaynatilmigtir.

Berraklagan besiyeri su banyosundan alinarak, oda sicakliginda 45-50 °C’ye
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sogtulmus ve pH ayarlanmistir. Kapakli deney tiiplerine 8 ml aktarilmistir. Besiyerin
bulundugu tipler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Otoklavdan c¢ikarilan
besiyerleri 45-50 °C’ye sogutulmus ve tiipler yatik sekilde tezgahlara dizilerek
sogutulmustur. Kullanilana kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil
2.1.4).

Sekil 2.1.4 Sitrat ve Hareket Testi.

2.1.4.4. Motility Test Medium

Motility Test Medium (BBL- Ref:211436/L0t:6131860), 22 gr besiyeri hassas terazide
tartilmis ve bir litrelik balon jojeye aktarildiktan sonra, iizerine distile su ilave edilerek
karigtirilmistir. Besiyeri su banyosuna alinarak berraklasincaya kadar kaynatilmistir.
Berraklagan besiyeri su banyosundan alinarak, oda sicakliginda 45-50 °C’ye
sogutulmus ve pH ayarlanmistir. Steril kapakli deney tiiplerine 9 ml aktarildiktan
sonra, besiyerinin bulundugu tiipler 121 °C’de 15 dakika, 1.2 atm’de otoklavlanmustir.
Otoklavdan ¢ikarilan tiiper dik sekilde sogutulmus ve buzdolabinda 4°C’de muhafaza

edilmisgtir.

2.1.4.5. Urea Agar Base

Urea Agar Base (Himedia, M112) 2,4 gram miktarinda tartilmig ve 100 ml’lik balon
jojeye aktarildiktan sonra distile su ilave edilerek karistirilmistir. Coziilene kadar su
banyosunda kaynatilmis ve oda sicakliginda 45-50 °C’ye sogutulduktan sonra ve pH
6,8 °C + 0,2 olarak ayarlanmistir. 115°C’de 20 dakika otoklavlanlanmis ve otoklavdan
¢ikinca 45-50°C’ye sogutulduktan sonra supplement (Urea %40) (Himedia, FD048)
eklenmistir. Esit miktarlarda steril petri kaplarina dokiilerek katilasincaya kadar
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beklenmis ve buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmistir. Sekil 2.1.5°de Urea Agar

Base yapimi goriilmektedir.

Sekil 2.1.5. Urea agar base yapimu.

2.1.5. Steril FTS Hazirlama

Steril %0,85 Sodyum Kloriir (Merck 1.06404.1000) 9 g ; Distile su llitre iginde
¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan 45-50
°C’ye sogutulmus ve Kullanilana kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

25 gr tartilarak her bir numuneden steril stomacher posetine konulmustur. Numune 75
ml steril Fizyolojik Tuzlu Su ile sulandirilmistir. Steril posetlerindeki numuneler
homojenizatér cihazlar (stomacher) (Easy MIX, T2AL250V) ile homojen hale
getirilmistir. Her stomacher posetindenki numuneden Brucella Agar besiyerine 2

paralel ekim seklinde 0,5 ml aktarilarak drigalski spatiilii ile yayilmistir. Parelel
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ekimlerin ikiger adeti aerobik ve mikroaerofilik sartlarda 37 °C’de yedi giin inkiibe
edilmistir. Ureyen siipheli koloniler pasajlanarak saflastirildiktan sonra MacConkey
(Merck 105465.0500) Agar’a aktarilmistir. 37 °C’de yedi giin inkiibe edilmis ve Laktoz
(+) pembe koloniler elenmistir. Ancak laktoz (-) renksiz koloniler i¢in diger testlerin
yapimina devam edilmistir. Siipheli kolonilere katalaz testi uygulanmistir. Cikan
sonuglarda negatif olanlar (-) elenmis ve pozitif (+) olanlar ise oksidaz testine tabii
tutulmustur. Oksidaz testi yapilirken sonuglar (-) degisken ya da (+) mor renkte olunca
testlere devam edilmistir. Siipheli koloniler Simmons Citrate Agar (Mercak
VM323501) tiiplerine pasajlanmistir. 37 °C’de yedi giin inkiibe edilmistir. Bir haftanin
sonunda ¢ikan sonuglar eger (+) mavi ise elenmis, (-) yesil ise hareket testine
gecilmigtir. Hareket testi i¢in her bir numuneye ikiser tiip Motility Test Medium (BBL
Ref:211436/Lot:6131860) hazirlanmistir. MacConkey’den alinan koloniler bu tiiplere
inokule edilmistir. Bir tiip 37 °C’de diger tiip ise 20 °C’de yedi giin inkiibe edilmistir.
Sonuglar eger 37 °C (+) ve 20 °C (+) yani hareketli ise sonuglar elenmistir. Ama 37
°C (-) ve 20 °C (-) yani hareketsiz ise iireaz testi yapilmistir. Urea Agar’a yapilan
ekimler 37 °C’de yedi giin inkiibe edilmistir, sonuglar pozitif (+) pembe (-)
sar1/turuncu olunca hemoliz testine ge¢ilmistir. Hemoliz testi i¢in hazir kanli agar (SP-
1021) kullanilmistir. MacConkeyden alinan koloniler kanli agara ekim yapilmigtir. 37
°C’de yedi giin inkiibe edilmistir. Hemoliz sonucu pozitif (+) ise izolat elenmis ancak
negatif ise agliitinasyon testine gecilmistir. Asagida uygulanan tiim testlerin yapilisi

Ozetlenmistir:

Cizelge 2.1.4. Izole edilmis Brucella spp’nin biyokimyasal testleri (Aras ve ark.2009).

Testler Brucella Aciklama
Morfoloji Kiiciik kokobasil
Hareket 37 °C’de -
Hareket 20 °C’de -
Mac Conkey’de Laktoz -

fermantasyonu

Hemoliz -

Katalaz +

Oksidaz + B. ovis, B. neotomae ve

bezende B. abortus'un

bazi suslari (-)
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Ureaz + B. ovis ve bezende B.
abortus'un bazi suslar1 (-)

Sitrat Kullanimi -

A-Brucella antiserumu B. melitensis (az)

ile agliitinasyon B. abortus (¢ok)
B. suis (¢ok)

M-Brucella antiserumu ile B. melitensis (¢ok)

agliitinasyon B. abortus (az)
B. suis (az)

Sekil 2.2.1. Numuna hazirlama.

2.2.2. Gram Boyama

Steril FTS den (steril %0,85 Sodyum Kloriir (Merck 1.06404.1000) ¢6zeltisi) alinarak
lam iizerine damlatilmis ve izole edilen kolonilerden 6ze ile alinarak FTS igerisinde
yayilmasi saglanmistir. Yayma kurutulduktan sonra {i¢ defa alevden gecirilerek tespit
islemi yapilmistir. Ug dakika boyunca kristal violet’da bekletilerek su ile ytkanmistir.
Preparat iizerine lugol ¢ozeltisi eklenerek bir dakika boyunca bekletilmis ve bolca
distile su ile yikanarak armdirilmis ve 15-30 saniye araliinda etil alkolde
dekolarizasyon iglemi yapilmistir. Lamlar bol distile suyla yikanmis ve bir dakika
boyunca safranin (sulu fuksin) de bekletildikten sonra tekrar distile suyla yikanmig ve
kurutma igleminin ardindan immersiyen yagi damlatilmistir. 100X immerisyon
objektifinde mikroskop altinda incelenmistir. Sekil 2.2.2°de Gram Boyama ve Sekil
2.2.3’de Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
tarafindan fotograflanan Brucella kolonileri goriilmektedir. Ayrica Sekil 2.2.4.

Brucella izolasyon ve identifikasyon asamalar1 izlenmektedir.
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Sekil 2.2.3. TC. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol

Enstitiisii tarafindan fotograflanan Brucella kolonileri.
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NUMUNE ALMA (STERIL KABA)

100 GRAM/ML MiKTARINDA

[]

EKiM (BRUCELLA SELEKTIF AGAR) ve

iNKUBASYON (MiKROAEROFiLiK/AEROBIK)

!

iZOLASYON (KOLONi SECiMi) ve EKiM

37 °C’DE 10 GUN

1

MAC CONKEY AGARA EKiM

LAKTOZ (-)

i

Katalaz

:

|

Laktoz (+) Elendi

Katalaz (-) Katalaz (+) Oksidaz Sitrat (+)
. —_— desisk i sitrat >
elendi (degisken) elendi
Sitrat (-)
Ureaz (+) B.Ovis ve bazen de
B.Abortusun bazi susulari (-) Hareket
20°C’de, °37Chde
20°C’ (-) v
Agliitinasyon Hemoliz Hemoliz | o 37¢ () 20°C’ (+) elendi
(+) olmali 0 °37C (+) elendi

Hemoliz (+) elendi

Sekil 2.2.4. Brucella izolasyon ve identifikasyon asamalari.
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2.2.3. Siit Ring Testi

Steril tiipe 1 ml siit numunesinden konulmus ve siitlin ilizerine bir damla antijen
(PENDIK, SRT/01/17) ilave edilerek karistirilmistir. Bir saat 37 °C’de inkubatorde
bekletilmistir. Siitilin iist yiizeyinde mavi halka olusumu pozitif reaksiyonu isaret eder.
Halka olugmuyorsa sonu¢ negatiftir (Arda, 1990). Sekil 2.2.5’te Siit Ring Testi

asamalar1 goriilmektedir.

Sekil 2.2.5. Siit Ring Testi

2.2.4. Biyokimyasal testler

2.2.4.1. Katalaz Testi

Lam tizerine % 3’liik H20- (hidrojen peroksit) birer damla olarak damlatilmis ve

stipheli koloniler, Agardan alinarak lam {izerinde hidrojen peroksit ile muamele
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edilmis ve ortaya cikan kabarciklar gozle goriilebilir gaz ¢ikisiyla pozitif olarak
degerlendirilmistir (Alton, 1988; Abdelkareem ve ark.,2011). Sekil 2.2.7°de katalaz,

iireaz ve oksidaz testleri goriilmektedir.

2.2.4.2. Oksidaz Testi

Sitokrom c oksidaz enziminin varligini tespit etmek i¢in kullanilan bir testtir. Etkenin
oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Bioanalayse,
STR00150) kiti kullanilmistir. Oksidaz ¢ubugunda ¢ikan sonugta mor renk olusumu
pozitif olarak degerlendirilmistir (Alton, 1988; Dolapg¢i, 2016). Brucella spp.
genellikle oksidaz pozitiftir, ancak B. ovis, B. neotomae ve bazende B. abortus'un bazi

suslar1 negatif sonug verebilir (Alton, 1988; Dolapg1, 2016; Aras ve ark., 2009).

2.2.4.3. Ureaz Testi

%40' ik iire soliisyonu, etkenin lireaz aktivitesinin Olgiilmesinde kullanilmistir
(MacFaddin, 1985). Siipheli, kolonilerinden yogun bir siispansiyon hazirlayarak, %40
oraninda Urea Solution (Himedia, FD048) eklenmis, iire agar (Himedia, M112) base
besiyeri ylizeyine bir 6ze dolusu inokiile edilmis ve 18-24 ° C'de 35-37 ° C'de bir
inkiibasyondan sonra pembe-kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.
Brucella spp. genellikle oksidaz pozitiftir, ancak B. ovis ve bezen de B. abortus'un bazi
suslar1 negatif sonug verebilir (Aras ve ark., 2009). Sekil 2.2.6°de iireaz testi ve kanl

agara ekim yapilmis petriler goriilmektedir.

- - .

Sekil 2.2.6. Ureaz testi ve kanl1 agara ekim.
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2.2.4.4. Hareketlilik Testi

Siipheli kolonilerden Motility Test Medium (BBL- Ref:211436/Lot:6131860) igeren
tiplere igne uglu 06ze ile aktarilmig, inkubasyondan sonra degerlendirilmesi
yapilmistir. Mikroaerofilik kosullarda 37 °C ve 22’de “C'de 4 giin siireyle, ekim
cizgisinde biiylime belirgin olana kadar inkiibe edilmistir. Hareketliligi belirlemek i¢in
tilp 1518a tutularak ekim ¢izgisine bakilmistir. Pozitif hareketlilik testi, ekim hattindan
uzayan bulanik bir alanla belirlenir. Negatif bir testte ekim hatti boyunca gelisme
goriiliir ancak, ancak ¢izgiden gevreye yayilan bir bulanik opak alan yoktur (Dolapgi,

2016). Sekil 2.1.4°de goriilmektedir.

2.2.4.5. Kanh Agar Ekim ve Hemoliz Testi

MacConkey Agardan alinan koloniler kanli agar besiyerine (5% Koyun Kanli Agar)
(SP-1021) pasaj yapildiktan hemoliz olusturup olusturmadigr degerlendirilmis ve

hemoliz var ise elenmistir.

Ancak hemoliz yoksa diger testlerin yapimina devam edilmistir (Aras ve ark., 2009).

Sekil 2.2.7°da siipheli kolonilerden kanli agara ekim ve hemoliz testi goriilmektedir.

2.2.4.6. Sitrat testi

Sitrat testi (Mercak VM323501), bir organizmanin sitrati tek karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanma yetenegini tespi eder. Amonyum dihidrojen fosfat ve sodyum sitrat,
sirastyla tek azot ve karbon kaynagi olarak islev goriir, sitrat kullanimi alkalin
reaksiyonu lretir ortamin rengi yesilden parlak maviye doniisiir (organizma sitrat
pozitiftir). Sitrat kullanim1 yok ise rengi degismeden kalir (yesil) (organizma sitrat
negatiftir) (Alton, 1988; Dolap¢1, 2016). Sekil 2.1.4°da goriilmektedir.

Sekil 2.2.7. Siipheli kolonilerden kanli agara ekim ve hemoliz testi.
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Katalz testi

')_5'5-’7_,01

Ureaz testi

Oksidaz testi

Sekil 2.2.8. Katalaz, lireaz ve oksidaz testleri
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2.2.5. Agliitinasyon Reaksiyonu

B. melitensis, B. abortus ve B. suis, A (abortus) ve M (melitensis) olarak
isimlendirilen, 1siya dayanikli, agliitinasyon reaksiyonlarindan sorumlu, yiizey
antijenlerine sahiptirler. B. abortus ve B. suis’de A antijeni fazla, M antijeni az, B.
melitensis’de ise M antijeni fazla, A antijeni az miktarda bulunur (Bilgehan, 2000;
Arda, 2000). Bu prensibe dayanilarak gelistirilen agliitinasyon reaksiyonu uygulanmis
ve sonuglart bir dakika icinde olusan aglutinasyon durumuna gore okunarak
degerlendirilmistir. A ve M mono spesifik anti serumlari ile A+M Brucella anti serumu
TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi1 Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Brucella
Asilar1 ve Biyolojik Madde Uretim Laboratuvari’ndan temin edilmistir. izole edilen
her koloni bir mono spesifik sera anti-A, ve anti-M ile karistirilarak agliitinasyon i¢in
incelenmistir. Cikan sonu¢ negatif (-) oldugunda numune elenmis ancak pozitif (+)

oldugunda Brucella bakterisinin oldugu sonucuna varilmistir (Eren, 2004).

2.2.6. Identifikasyon ve Dogrulama

Yiiz koloni iizerinde yapilan ¢alismalar neticesinde olarak ortaya ¢ikan bes siipheli
koloni, dogrulamak amaciyla soguk sartlarda TC Gida Tarim ve Hayvancilik

Bakanlig1 Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gonderilmistir.

TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nde, S6z
konusu izolatlarin tiir tayinleri standart yontemlere gore yapilmistir (Alton GG ve ark.,

1988). Uygulanan yontemler asagida gortildiigi gibidir:

2.2.6.1. Kullanilan soliisyon ve besiyerleri:

Serum Dekstroz Agar (SDA)
Boyal1 besiyerleri;
A) Thionin besiyeri
B) Bazik Fuksin besiyeri
C) Safranin besiyeri

Antibiyotik igeren besiyerleri;
A) Streptomisin besiyeri
B) Penisilin besiyeri

i-eritritol besiyeri
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Pepton salin solusyonu;

Akriflavin solusyonu;
Kristal viyole stok solusyonu:
1. A Soliisyonu
2. B Soliisyonu
3. Stok Kristal Viyole Soliisyonu
4. 1/40’ ik Kristal Viyole Soliisyonu
Ure besiyeri (Christensen Medium)
Kursun asetatl kagitlar
Oksidaz ¢ubugu
Brucella fajlan
Brucella anti serumlari
A) A+M Brucella poliserum
B) Brucella monospesifik A ve M antiserumlar1

C) Brucella Rough (R) antiserum

2.2.6.2. Test Prosediirii

Brucella genus seviyesinde identifikasyon

Izolatlarin cins diizeyinde tanimlanmas1 amaciyla, konvansiyonel yontemler (koloni
morfolojisi, Gram boyama, tireme 6zellikleri, akriflavin testi, oksidaz ve iireaz testi),
smooth ve rough kolonilerin ayirimi, poliklonal serum ile lam agliitinasyonu (Brusella
anti-A+M poliserumu ile lam aglutinasyon testi) ve Polimeraz Zincir rekasiyonu
yontemleri uygulanmustir. Faj testleri olarak, fajlarin rutin test diliisyonunun (RTD)

saptanmast, Tibilisi faji ve R/C faj1 ile lizis testi yapilmustir.

Siipheli kolonilere polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi
uygulanmistir. Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Oxidase test stripleri
kullanilmistir. Taze hazirlanmig Brucella spp. kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak, 22
°C 'deki oksidaz ¢ubuguna degdirilmis ve reaksiyonun olugmasi i¢in 2 dakika
beklendikten sonra oksidaz ¢ubugu ucundaki bolgenin mor renge doniismesi pozitif
olarak degerlendirilmistir. Ureaz Testi (Christensen's Metodu) icin besiyeri
hazirlanmas1 amaciyla % 39'lik Ure solusyonu kullanilmistir. Steril tiiplere
paylastirilan yari-kat1 besiyeri igine siipheli izolatlarin 6ze yardimiyla ekimleri

yapilmigtir.  Besiyerinin ~ renginin  pembeye  doniismesi  pozitif  olarak
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degerlendirilmistir. Brusella spp.’in tip tayinlerinde kiiltiiriin koloni morfolojisi
onemli oldugundan, koloniler 45°C’lik oblik 1sikta stereoskopik mikroskopla
goriintiilenmis ve daha sonra ayni amagla akriflavin soliisyonu ile kolonilerin
aglutinasyon ozellikleri degerlendirilmistir Ve hepsinin S tipi koloni olup olmadig:
gbzlenmistir. Rough (R) ve smooth (S) kolonilerin ayiriminda ayrica Kristal viyole
solusyonu kullanilmistir. Thbilisi faji ve R/C faj1 ile lizis degerlendirmesi igin, Yyatik
Trypticase soy agar tiiplerinde {ireyen suslar agar yiizeyinden yikanarak toplanmis ve
Mac Farland 4’e gore yaklasik 1X10° /ml bakteri bulunacak sekilde suspansiyon
hazirlanmistir. Calismada kullanilan fajlarin  rutin test dillisyonlar1 (RTD)
belirlenmistir. Her bir bakteri suspansiyonundan steril bir svab ile agar yiizeyine
yapilan ekimlerin {lizerine 20-30 pl Thbilisi ve R/C fajlar1 damlatilmistir. Petriler
kuruduktan sonra %5-10 CO: igeren ortamda ve aerobik olarak 37 °C’de, 24 saat

inkiibe edilerek sonuglar lizis durumuna gore degerlendirilmistir.

Tiir ve biyotip tamisinda kullanilan yontemler

Izolatlarin cins diizeyinde tanimlanmasi amacryla, Karbondioksit (CO2) gereksinimi
ve hidrojen siilfiir (H2S) tiretimi, Tiyonin ve bazik fuksin varliginda tireme, A ve M
monospesifik anti-serumlar ile aglutinasyon, Safranin O igeren besiyerinde lireme

tesleri yapilmistir.

Izolatlarin karbondioksit (CO2) gereksinimi tesbiti i¢in, SDA yatik besiyerlerine
ekilen bakterilerin hem aerobik hem de %5 CO'li ortamda 5-8 giin inkiibasyon
sonunda iireme (koloni sayisi) agisindan degerlendirilerek, iireme i¢in CO2'e
gereksinim duyup duymadigm ortaya koyulmustur. Izolatlarin Hidrojen Siilfiir H2S
iiretim 6zellikleri kursun asetat strip metodu ile incelenmistir. HS iiretimi tesbiti igin,
kursun asetatl kagit seritler, besiyerine temas etmeyecek sekilde, tiip kenari ile vidal
kapak arasina sikistirilarak yerlestirilmistir. Birinci tlipler %5-10 CO- igeren etiivde,
digerleri ise aerob kosullarda 37°C’de, 4 giin siireyle inkiibe edilmislerdir. inkubasyon
stiresi sonunda sonuglar, iireme durumlarina ve kursun asetatli kagitlarda olusan renk
degisikligine gore degerlendirilmistir. Stire sonunda kagitlarda siyahlagsma olmasi HoS
tiretimi agisindan pozitif kabul edilmistir. Sonuclar iireme durumlarina gore
degerlendirilmistir. A ve M Monospesifik Anti-serumlar ile aglutinasyon testi igin,
her bir sustan alinan bir 6ze dolusu yogun kiiltlir 0.25 ml fizyolojik tuzlu su i¢inde
suspanse edilmistir. Bir lam iizerine A ve M monospesifik anti-serumlardan birer

damla konularak iizerlerine birer damla incelenecek susun suspansiyonundan eklenmis
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ve reaksiyon sonuglari bir dakika icinde olusan aglutinasyon durumuna gore

degerlendirilmistir.

Calismada incelenen izolatlarin B. abortus S19 susundan ayrimi1 amaciyla i-erithritol
(1 pg/ml) iceren SDA besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekim islemi sivi gliserinli
besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel yatay seritler
halinde dort izolat olacak sekilde inokule edilmistir. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO2’ li
ortamda inkiibe edilmistir. izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben i-eritritol
igceren besiyerinde lireme durumuna gore degerlendirilmistir. Safranin-O , Tiyonin ve
bazik fuksin varliginda ilireme deneyi icin, inkiibasyon siiresinin sonunda olusan
koloniler pepton-salin ile agar yiizeyinden yikanarak toplanmis ve yaklasik 1x10%/ml
bakteri bulunacak sekilde suspansiyon hazirlanmistir. Her bir bakteri
suspansiyonundan steril bir svab ile test ve kontrol suslarinin tiyonin ve bazik fuksinin
igeren besiyerine ekimleri yapilmistir. Izolatlar tiyonin (1/50.000), bazik fuksin
(1/50.000), safranin-O (1/10.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay
seritler halinde inokiile edilmis ve 37 °C’de, %5-10 CO>’ li ortamda inkiibe edilmistir.
Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben besiyerlerinde iireme durumuna gére

degerlendirilmistir.

Anti serum A ve M Agliitinasyon

Sekil 2.2.9. Agliitinasyon reaksiyonu.
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3. BULGULAR

Bu calismanin yapildig1 Istanbul/Beylikdiizii ilcesinde numunelerin aliacagi semt
pazarlar1 ve marketleri dolasarak ilgili yerler belirlenmis ve 45 adet peynir, 25 adet
stit, 15 adet tereyagi ve 15 adet kaymak olmak {izere toplamda yiiz numune 17.03.2019

—2.12.2019 tarihleri arasinda temin edilmistir.

Peynirlerden izole edilen 45 koloni, siit numunelerinden izole edilen 25 koloni,
tereyagindan izole edilen 15 koloni, kaymaktan izole edilen 15 koloni siipheli olarak
degerlendirilmistir. Kolonilere bakildiginda 2-3 mm c¢apinda yuvarlak, sar1 bal
renginde, seffaf, diiz kenarli, koloniler gozlenmistir. Kolonilere {iist taraftan
bakildiginda bombeli, inci beyazliginda olduklar1 gdzlemlenmistir. Kolonilerin S tipi
olduklarina kanaat getirilmis ve izolasyonu ve yukarida bahsedilen diger testleri
yapilan Brucella kolonileri “TC. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii”’ne soguk zincirde gotliriilmistiir. Ancak siipheli 5

koloninin higbiri Brucella olarak identifiye edilmemistir.

Sekil 2.2.10°da siipheli numulerin “T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 Pendik

Veteriner Kontrol Enstitiisii” tarafindan gonderilen sonug raporu goriilmektedir.
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Sekil 2.2.10. Siipheli numunelerin “TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 Pendik

Veteriner Kontrol Enstitiisii” tarafindan génderilen sonug raporunu gostermektedir
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4. TARTISMA

Gelismis olan bircok lilkede az goriilen bir hastalik olan Brucelloz, iilkemizde oldugu
gibi gelismeye devam eden diger lilkelerde ve hayvancilik bolgelerinde hala 6nemini
korumaktadir. Sigirlarda kisirlik, yavru atimi ve siit veriminde azalmaya neden
oldugundan ciddi ekonomik kayiplara yol actig1 asikar olan bu hastaligin insanlara da
bulasarak halk sagligi acisindan tehlike olusturdugu kacginilmaz bir gercektir. Bu
caligmalarda ve daha once yapilmis diger calismalari inceledigimizde, alinan siit,
peynir, tereyagli ve kaymak gibi numunelerde Brucella’nin saptanmis olmasi
iilkemizde halen geleneksel usuller ve hijyenik olmayan ortamlarda c¢ig siitiin
tehlikelerine aldiris edilmeden peynir liretimine devam edildigini gostermektedir.
Ulkemizde hayvancilikla ugrasan bolgelerde ortaya ¢ikan haberleri de takip
ettigimizde vatandaslarimizin konuyla ilgili olarak ciddi bir bilince ulagmas1 gerektigi
anlagilmaktadir. Ozellikle hayvancilikla ugrasan insanlarin kendi alanlarinda devlet
destekli egitimler almas1 geregi kacinilmaz bir gergektir.

Bu aragtirmada, yiiz numune igerisinde son olarak elde edilen sonuglara gore bes adet
izolatin higbiri Brucella olarak identifiye edilememistir. Brucella cinsi bakteri
antijenlerinin Yersinia enterocolitica 09, Franciella tularensis, Vibrio cholera, E. coli
0116 ve 0157, Xanthomonas maltophilia gibi bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verdigi
saptanmistir. Agliitinasyon testlerinde ¢apraz reaksiyonlar sonuglarin yorumlanmasini
giiclestirebilir (Corbel ve ark., 1989; Kili¢ ve ark., 2013; Dabanlioglu, 2005). Pendik
Veteriner Kontrol Enstitlisii'ne gonderilmis olan siipheli numunelerin, Brucella spp.
olarak identifiye edilmemis olmasinin sebebi agliitinasyonda yanlis pozitif reaksiyon
olabilir. Sonu¢ olarak bu arastirmada, yliz numuneden soyutlanan izolatlarin higbiri
Brucella olarak identifiye edilememistir. Siit ve siit tiriinleri ile ilgili yapilan Altun,
(2002); Sarisayin ve Eroglum, (1987); Ayaz, (1986); Sert ve ark., (1985) ’nin sonuglar
da buna benzerdir.

Ulkemiz’de ¢ig siit drnekleri iizerinde yapilan bazi arastirmalarda Brucella spp. varlig
%0 ile %28.8 (Erdogdu ve ark., 2018; Altun ve ark., 2017; Gulbaz ve Kamber, 2016;
Abdelkareem ve ark., 2011; Eren, 2004; Altun ve ark., 2002; Adigiizel, 2001) arasinda

degismektedir. Erdogdu ve ark.’nin arastirmasinda (2018), Kayseri’de konvansiyonel
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ve molekiiler yontemiyle, 100 ¢ig siit Brucella spp. yoniinden incelenmis ve siit
orneklerinin birinde (%1) Brucella spp. saptanirken, elde edilen izolat, Brucella
abortus biyotip 1 olarak belirlenmistir. Altun ve ark., 2017 yilinda Sanliurfa’da 178
adet ¢ig siitle (48 inek siit, 65 koyun siit, 65 kegi siit) yaptig1 calismada ELISA teknigi
ile sirasiyla %16,6, %6,1, %6,1, PCR teknigi ile %18,75, %7,6, %6,1 Brucella
saptanmistir. Gulbaz ve Kamber, tarafindan 2016 yilinda Kars’ta 215 ¢ig siit numunesi
ile yapilan ¢alismada 4 (%1,86) numunede PCR yontemiyle Brucella belirlenmistir.
Abdelkareem ve ark., 2011 yili’nda, Trakya’da 75 farkli inekten alinan siitleri
incelendiginde ii¢ tanesinde (%4) Brucella spp. saptamustir. Izolatlarin biri B.
melitensis diger ikisi B. abortus olarak identifiye edilmistir. PCR incelemelerinin
sonucunda toplam 75 numunenin 17 (% 22,66)’ sinde Brucella spesifik DNA
saptanmistir. Altun ve ark., 2002 Ankara’da 300 adet ¢ig siit iizerinde yapilan
caligmanin higbirinde Brucella spp. tespit edilememistir. Adigiizel tarafindan 2001
yilinda Erzurum’da yapilan ¢calismada toplam 560 ¢ig siit numunesinden %17 oraninda
Brucella spp. izolasyonu yapilmustir.

Diinya’da ise siit orneklerinde %1.28-%25 arasinda degisen oranda Brucella
saptanmustir (Islam ve ark., 2019; Lindahl-Rajala ve ark., 2017; Ashrafganjooyi ve
ark., 2017; Jamali ve ark., 2016; Mugizi ve ark., 2015; Almariri, 2015; Ali, 2014;
Abbas ve Aldeewan, 2009; Acedo ve ark., 1997). Ornegin; Islam ve ark.’nin 2019
yilinda Banglades’te 115 siit {lizerinde yaptifi ¢alismada, iki numunede (%]1,7)
Brucella izole edilmistir. Ashrafganjooyi ve ark.’min 2017 yilinda, iran’da 700 siit
numunesi ile yaptig1 arastirmada, %1,28 oranindaki numunede Brucella belirlenmistir.
Tacikistan’da 564 siit ile yapilan calismada, %10,3 numunede Brucella tespit
edilmistir (Lindahl-Rajala ve ark., 2017).

Jamali ve ark.,’nin 2016 yilinda iran’m Yazd bolgesinde, bakteriyolojik izolasyon
yontemleri ile 198 ¢ig siit numunesi ile yapilan ¢aligmasi sonucunda 4 numunede B.
abortus, 1 numunede B. melitensis saptanmistir. Mugizi ve ark., 2015 yilinda
Uganda’da 207 siit tizerinde yapilan ¢alismasinda, on bir (%5,3) numunede Brucella
izole edilmistir. Ali tarafindan 2014 yilinda Irak’ta yapilan ¢alismasinda 120 adet
slitten %9,16 Brucella spp. tespit edilmistir. Abbas ve Aldeewan, 2009 yilinda
yayinladigi makalesinde; Irak’ta 420 siit numunesi iizerinde ¢alisma yliriitilmiis ve
numunelerin %14,7’si yani 62 tanesi pozitif ¢cikmistir. Bu numunelerden 33 tanesi B.
abortus, 25 tanesi ise B. melitensis olarak sonuglanmustir, Siit Ring testi ile 102 tanesi

(%24°1) Brucella antikorlart yoniinden pozitif bulunmustur. Acedo ve ark. 1997
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yilinda tarafindan Meksika’da yapilan calismada, 289 siit 6rneginden %2.4 oraninda
Brucella spp. pozitif saptanmustir.

Tiirtitoglu ve ark.’nin, 2001 yilinda Burdur’da yapilan ¢calismasinda 101 farkli inekten
404 adet, 113 farkli koyundan 226 siit numunesi temin edilmis ve siit ring testi
yontemiyle inek siitlerinden 40 tanesinde (%17,7) koyun siitlerinin ise 12 tanesinde
(%3) Brucella saptanmistir. Kenar, tarafindan 1990 yilinda yapilan ¢alismada siit ring
testi yontemiyle numunelerde %13,93 Konya’da, %0,92 Kayseri’de, %24,15 Nigde’de
ve Nevsehir’de ise %3 oraninda Brucella spp. pozitif saptanmustir.

Yapilmis olunan, Istanbul’daki bu galismada 25 ¢ig siit drneginden siit ring testinde 4
adet (%16) pozitif sonug elde edilmistir. Ancak siit ring testi pozitif olan numunelerin
hi¢birinde Brucella izole ve identifiye edilememistir. Bunun nedeni; agliitinasyonda
yanlis pozitif reaksiyonu veya bunun yaninda ¢ig siitiin sonradan kontaminasyonu da
olabilmektedir. Bu sonuglara benzer baska ¢alismalar da yapilmistir (Dubey ve
ark.,2017; Almariri, 2015; Abbas ve Aldeewan, 2009; Eren, 2004; Tiiriitoglu ve ark.,
2001; Kenar, 1990). Dubey ve ark., tarafindan 2017 yilinda Hindistan’da yapilan
arastirmada, 85 siit 6rneginden 23'i (%27.05) Siit Ring testi ile Brucella antikorlari
icin pozitif bulunmustur. Ayrica toplam 168 6rnegin (145 siit tirlinleri ve 23 (siit ring
testi pozitif siit drnegi)), 14’1 PCR ile pozitif olarak saptamiglardir. Almariri, 2015
yilinda, 2002-2007 yillar1 arasini kapsayan Suriye’de 2372 siit numune ile uzun
soluklu ¢alisma gerceklestirmistir. Sonug olarak 1352 numunenin %57’si Siit Ring
testi ile Brucella antikorlar1 i¢in pozitif bulunmustur, ancak sadece 596 (25%) 6rnek
PCR ile ve bakteriyolojik izolasyon yontemleri pozitif olarak neticelenmistir. Bu
yapilan arastirmalarda da bazi siitlerde siit ring testi pozitif oldugu halde Brucella izole
ve identifiye edilememis olmas1 benzerdir.

Tiirkiye’de ve diger iilkelerde peynir 6rnekleri ile yapilan aragtimalarda, Brucella spp.
izolasyon oranlar1 (%2-%20,5) araliginda saptanmistir. (Erdogu ve ark., 2018; Altun
ve ark., 2017; Kara, 2011; Kale, 2009; Atas ve ark., 2007; Ongér ve ark., 2006; Alim
ve Tomul, 2005; Eren, 2004; Gulluce ve ark., 2003; Budagic, 2003; Kasimoglu, 2002;
Kalender ve ark., 2001; Patir ve Dingoglu., 2001; Namin, 1990; Sancak ve ark., 1993;
Ayaz, 1986 Tungbilek, 1984; Mert, 1984).

Erdogu ve ark., tarafindan 2018 yilinda Kayseri’de yapilan ¢calismada toplam 100 adet
taze beyaz peynir ve 100 adet salamura beyaz peynir numunesi toplamiglar, beyaz
peynir 6rneklerinin ikisinden (%2) Brucella spp. saptanmis, ancak salamura peynir

orneklerinden Brucella spp. izolasyonu yapilamamistir. Taze beyaz peynirden elde
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edilen izolatlar Brucella melitensis biyotip 3 olarak belirlenmistir. Altun ve ark., 2017
yilinda Sanlurfa’da 80 taze peynir lizerinde yapilan ¢alismada ELISA yontemiyle
%16,25, PCR yontemiyle ise %22,5 oraninda Brucella spp. olarak identifiye
edilmistir. Kale, 2009 yilinda Burdur’da 100 taze peynir ile yapilan ¢calismada 5 6rnek
(%10) B. abortus ve 2 ornek ise (%4) B. melitensis olarak identifiye edilmistir. Atas
ve ark., 2007 Sivas ilinde yapilan ¢alismada 135 peynir numunesinden %5,9 Brucella
izole etmistir. Bu izolatlardan dort tanesi (%2,9) B. melitensis dort tanesi ise (%2,9) B.
abortus olarak tiplendirilmistir.

Ongor ve ark., tarafindan 2006 yilinda, Elaz1g’de yapilan ¢alismada 40 peynir
orneginden immunumagnetic separation PCR yontemiyle %35 Brucella spp. izole
edilmistir. Alim ve Tomul, 2005 Sivas’ta 2003 yilinda yaptiklar1 aragtirmada, 42
peynir drneginin 3 tanesinde (%7,1) ve 2004 yilinda 47 taze peynir drneginin ise 4
tanesinde (%8,5) Brucella spp. saptamistir. Budagic, 2003 yilinda, Kayseri’de yaptigi
caligmasinda 100 adet beyaz peynir numunesinin 13’iinde Brucelloz etkenleri
saptamistir. Pozitif 13 numunenin 12’si B. melitensis 1 tanesi ise B. abortus olarak
belirlenmistir. Gulluce ve ark., 2003 yilinda Erzurum’da 120 adet beyaz peynir
orneginde ELISA yontemi ile %21,66’inda B. abortus antijeni saptamistir. Patir ve
Dingoglu tarafindan, 2001 yilinda Elaz1g’da yaptiklari ¢aligmada, topladiklar: 30 adet
beyaz peynir numunesinin %3,3’tinde, 55 adet tulum peyniri numunesinin ise
%1,8’inde Brucella spp. tespit edilmistir. Kalender ve ark., (2001), Elazig, Erzincan
ve Tunceli’den 78 adet taze tulum peyniri 6rnegi toplamislar ve 6rneklerin %20,5’inde
Brucella spp. izole edilmistir. Bu numunelerden %81,3’i . melitensis ve %18,7’si B.
abortus olarak identifiye edilmistir. Namin (1990)’in Istanbul’daki bazi semtlerde 100
adet numune ile yaptig1 calismada sekiz adet peynirde Brucella saptanmistir. Sancak
ve ark. (1993), Van’da yaptiklar1 calismada, 40 adet taze van otlu peynirde %17,5
oraninda Brucella spp. izole etmistir. Bu numunelerden %15’ini B. melitensis,
%2,5’ini ise B. abortus olarak saptanmistir. Namin’in, 1990 yilinda Istanbul’daki bazi
semtlerde 100 adet numune ile yaptigi ¢alismada sekiz adet peynirde Brucella
saptanmistir. Bunlardan bes tanesi B. abortus, ii¢ tanesi ise B. melitensis olarak
belirlenmistir. Ayaz, tarafindan 1986 yilinda Ankara’da yapilan ¢aligmada toplanan 94
peynir numunesinin higbirinde Brucella spp. tespit edilememistir. Sert ve Kivang,
tarafindan 1984 yilinda Erzurum’da yapilan ¢alismasinda, 30 adet peynir
numunesinden higbirinde Brucella spp. saptanamamustir. Tungbilek’in, 1984 yilinda

Ankara’da yaptig1 ¢alismasinda 100 adet beyaz peynirden %4 Brucella spp. izole
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edilmistir. Bu numunelerden %1°i B.abortus, %3’i B.melitensis olarak saptanmustir.
Mert’in, 1984 yilinda Ankara’da yaptigi calismasinda beyaz peynirlerde %19,3
oraninda Brucella spp. belirlenirken, bunlarin %10’u B. abortus, %90’1 ise B.
melitensis olarak tespit edilmistir.

Diinya’da ise peynir 6rneklerinde ¢ok sayida ¢alisma yapildig1 goriilmektedir. Tiim
calismalar incelendiginde peynirlerde pozitif ¢ikma orami (%7.5-%21.7) oldukga
yiiksektir (Kara ve ark. 2011 Abbas ve Talei, 2010; Miyashiro, ve ark. 2007; Tantillo
ve ark., 2001; Acedo ve ark., 1997). Abbas ve Talei, (2010), Irak’ta 100 peynir
numunesinde Brucella incelemesi yapmustir. Sonug olarak peynirlerden 3 tane B.
abortus ve 5 tane de B. melitensis identifiye edilmistir. Miyashiro ve ark. tarafindan,
2007 yilinda, Brezilya’da 192 peynir ile yapilan ¢alismada, 37 (%19.27) numunede
Brucella identifiye edilmistir.Tantillo (2001) tarafindan, Italya’da PCR teknigi ile
yapilan g¢alismasinda 46 taze peynir Orneginde %21.7 oraninda Brucella spp.
saptanmistir. Acedo ve ark. 1997 yilinda tarafindan Meksika’da yapilan ¢alismada 335
peynir numunesinden %7.5 Brucella spp. bulunmustur.

Peynirden yiiksek oranda Brucella saptanmis olmasinin sebebi, yiiksek diizeyde
Brucella igeren siitlerin yeterli 1sil islem uygulanmadan hammadde olarak
kullanilmasindan kaynaklanabilir. Ayrica peynirin {iretim prosesi, olgunlasma siiresi,
ornekleme biiyiikliigii ve yontemi, izolasyon yontemleri gibi birgok neden izolasyon
orani iizerinde etkili olabilmektedir.

Tiirkiye’de ve diger iilkelerde kaymak ve tereyag ornekleri ile ¢ok az sayida caligma
yapildig1 goriilmektedir ve tiim ¢alismalar incelendiginde, bu arastirmada oldugu gibi
pozitif ¢cikma orani oldukea (%0 -%1) diisiiktiir (Gulbaz ve Kamber, 2016; Abbas, ve
Talei, 2010; Sarisayin ve Eroglum, 1987). Gulbaz ve Kamber, tarafindan 2016 yilinda
Kars’ta 50 tereyag nuunesinde Brucella spp. hi¢ saptanmamigtir. Abbas ve Talei’nin
2010 yilinda yapilan ¢aligmasinda ise Irak’ta 100 krema tizerinde Brucella incelemesi
yapilmistir. Sonug olarak kremalardan 1 tane (%1) B. abortus identifiye edilmistir.
Sarisayin ve Eroglum tarafindan, 1987 yilinda yapilan arastirmada, Marmara
Bolgesi’nde topladiklar1 260 adet tereyag ve kaymak numunesinden hicbirinde
Brucella spp. tespit edilememistir.

Eren tarafindan, 2004 yilinda, Afyon yoresinden yapilan ¢calismada toplanan 100 adet
¢ig siit ve 100 adet taze beyaz peynir, numunelerinden kiiltiir yontemleriyle Brucella
tiirleri arastirilmistir. Kiiltiir yontemiyle elde edilen siit numunelerinden 25 tanesinde

Brucella tiirleri saptanmistir. Bu 25 numuneden 5 tanesinin B. abortus, diger 20

46



tanesinin ise B. melitensis oldugu sonucuna varilmistir. Siitlerde yapilan Ring testinde
35 numunede pozitiflik bulunmustur. Pozitif 6rneklerin 15 tanesi ineklerden alinan
stitlerde, 20 tanesi de koyunlardan alinan siitlerdi. Yine siitlerde yapilan Whey-AT testi
ile 15 ornekte pozitiflik bulunmustur. Toplanan taze peynir orneklerinin ise yalniz

2’sinde Brucella spp. tiretilmistir.
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5. SONUC

Arastirmanin yapildig1 Istanbul/Beylikdiizii ilgesinde numunelerin almacagi semt
pazarlar1 ve marketleri dolasarak ilgili yerler belirlenmis ve 45 adet peynir, 25 adet
stit, 15 adet tereyagi ve 15 adet kaymak olmak {izere toplamda yliz numune temin
edilmistir. Yiiz tane numune igerisinde son olarak elde edilen bulgulara gore bes adet
stipheli numune T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii’ne gonderilmistir. Ancak bu slipheli numunelerde Brucella varligi tespit
edilememistir. Istanbul’da Beylikdiizii’nde satilan siit ve siit iiriinlerinde Brucella
bakterisine rastlanmamis olmasi sevindiricidir. Ancak tiim bunlara ragmen
Brucella nin her haliikarda ciddi bir tehlike olusturdugu gergegini degistirmemektedir.
Bu konuda Istanbul ¢apinda daha fazla 6rnekle ve daha ¢ok yerden numune alinarak

daha genis capta arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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