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OZET
Afyon Bolgesinden Toplanan Siit ve Taze Peynir Orneklerinden Brucella
Tiirlerinin Saptanmasi
Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerle olusan koyun, ke¢i, sigir, manda ve

domuz gibi hayvanlarin et, siit, idrar gibi viicut sivilari, infekte siit ile hazirlanan siit



tiriinleri ve hayvanlarin gebelik materyali aracilig1 ile insanlara bulasabilen; titreme
ile yiikselen ates, kas ve biiyiik eklemlerde agri ile seyreden bir zoonozdur.

Zoonozlar toplum saghigim1 ekonomik agidanda etkileyen sorunlardan
birisidir. Biitiin diinyada oldugu gibi lilkemizde de sayilar1 giderek artan zoonotik
hastaliklar grubu igerisinde yer alan bruselloz eski bir tarih¢esi olan ve hala
giincelligini koruyan bir hastaliktir. Ulkemiz gibi ekonomisi tarim ve hayvanciliga
dayali iilkelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir

Bu calismada Afyon yoresinden toplanan 100°er adet siit ve taze peynir
orneginden kiiltiir yontemleriyle Brucella tiirleri arastirilmistir. Kiiltiir yontemleriyle
stit orneklerinden 25 (%25) tanesinde Brucella tiirleri saptanmistir. Bu 25 (%25)
ornekten; 5 (%35) tanesinin B.abortus, diger 20 (%20) 6rnegin ise B. melitensis
oldugu tespit edilmistir.

Siitlerde yapilan Ring testinde 35 (%35) ornekte pozitiflik bulunmustur.
Pozitif orneklerin 15 (%15) tanesi ineklerden alinan siitlerde, 20 (%20) taneside
koyunlardan alinan siitlerdi. Yine siitlerde yapilan Whey-AT testi ile 15 (%15)
ornekte pozitiflik bulunmustur.

Toplanan taze peynir Orneklerinin yalniz 2’sinde (%2) Brucella spp.
tretilmistir.

Anahtar Sozciikler: Siit, Peynir, Brucella, Ring Testi

SUMMARY

Determining the Brucella Kinds Collected From Milk and Fresh Cheese

Samples in Afyon Region



Brusellosis is a zoonose which froms with the types of Brucella bacteries and
infects the people with the meat, milk, body fluid as urine of animals like sheep,
goats, oxes, buffalas, pigs and also with milk-products from infected milk and with
the pregnance material of animals; this progresses in muscles and big joints with
trembling and high temprature.

Zoonoses are big problems of social health. Brusellosis which takes part in the
group of zoonose illneses in our country as well as in all the world, is a big disease
that has an old history and protects its popularity. It causes great economical loses in
countries whese economy depends on agriculture and stok-breeding as in our
country.

Brucella spp. are studied in this work with cultural methods taken from 100
different milk and fresh cheese samples in Afyon. Brucella spp.’s are found out in 25
(25%) samples with the cultural methods. 5 (5%) samples are B. abortus, the other
20 (20%) samples B. melitensis from theese 25 (25%) samples.

In Ring tests searched in milk, in 35 samples (35%) have a positiveness. Theese
15 (15%) are from cows, 20 (20%) are from sheep milk. However, with the Whey-
AT tests 15 samples (15%) have positiveness. Too.

Keywords: Milk, Cheese, Brucella, Ring Test.

1.GIRiS
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Brucella cinsi bakteriler ile olusan ve Ondiilan ates, Malta Hummasi, Akdeniz
Hummasi, Bang hastalig1 gibi isimlerle bilinen bruselloz insan ve hayvanlarda ciddi
klinik tablolara ve ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (1).

Insanda hastalik yapan dort tiirii vardir. B.melitensis, B.suis, B.abortus ve
B.canis. Bu bakteriler esas olarak hayvanlarda genital organ, meme bezleri ve
plasenta infeksiyonlarina yol acarlar. B.abortus sigirlarda, B.canis kopeklerde, B.
melitensis ise koyun ve kegilerde hastalik olusturur. Niikleik asit incelemeleri ile
aslinda bu dort tiiriin B.melitensis’in biovarlar1 oldugu anlagilmistir (1-4).

Brucella’lar, insan ve birgok hayvan tiiriinli infekte edebilen gram negatif,
fakdiltatif intraselliiler bakterilerdir. Glinimiizde 6zellikle patojenite ve konak se¢imi
g6z Oniinde bulundurularak, 6 tiir tanimlanmaktadir: B.melitensis, B.abortus, B.suis,
B.neotomae, B.ovis ve B.canis. Diinyadaki en patojen Brucella tiirleri; insanlarda ¢ok
siddetli infeksiyonlara yol a¢an ve koyun, kegi gibi hayvanlarda bruselloza neden
olan B.melitensis, sigirlarda goriilen brusellozun en 6nemli etkeni olan B.abortus,
domuz brusellozunu olusturan B.suis 'tir. Bu ti¢ Brucella tiirii konaklarinda disiiklere
ve dolayisiyla biiyiik ekonomik kayiplara yol agarlar (1-3).

Zoonozlar toplum sagligini etkileyen sorunlardan birisidir. Biitiin diinyada
oldugu gibi ililkemizde de sayilar1 giderek artan zoonotik hastaliklar grubu igerisinde
yer alan bruselloz eski bir tarihgesi olan ve hala giincelligini koruyan bir hastaliktir.
Ulkemiz gibi ekonomisi tarim ve hayvanciliga dayal iilkelerde biiyiik ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (1).

Hastalik bir¢cok organi tuttugundan degisik klinik formlarda goriilebilir.
Klinik belirti ve bulgular ¢ok ¢esitlidir. Ates, gece terlemesi ve eklem tutulumu olan
kisilerde ilk akla gelmesi gereken hastaliklardandir (4-6).

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerle olusan koyun, kegi, sigir, manda ve
domuz gibi hayvanlarin et, siit, idrar gibi viicut sivilari, infekte siit ile hazirlanan siit
tirtinleri ve hayvanlarin gebelik materyali araciligi ile insanlara bulagabilen; titreme
ile yiikselen ates, kas ve bilyiik eklemlerde agr1 ile seyreden bir zoonozdur (1-3).

Tiim infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi brusellozda da tan1 etkenin direkt

ve/veya indirekt yontemlerle gosterilmesi esasina dayanir (1).
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Bu calismada; Afyon yoresinden toplananan 100’er adet siit ve peynir

orneginden Brucella tiirlerinin izole edilmesi amaglandi.

1.1.Tarihge

Aristole’un (M.O. 382-322)’de domuzlarda ve koyunlardaki atiklardan bahsetmesi,
18.ylizyilin sonlarinda Almanya’daki inek ve kisraklardaki atiklara iligkin
degerlendirmeler ilk belgeler olup, 1804’te Leclainche ve Nocard atiklarin bulasici
olduklarini, John Lawrence ise 1805 yilinda ineklerde gebeligin ilk donemlerinde
atiklarin fazla oldugunu saptamislardir (7).

David Bruce, Malta’da 1887 yilinda geng bir askerin dalak pulpasindan izole
ettigi bakteriyi, deneysel olarak maymuna vermis ve maymunda hastalig1 meydana
getirerek, bu etkene Micrococcus melitensis adimi vermistir. 1892’de Huges, bu
etkeni Streptococcus melitensis olarak adlandirmistir. 1886°da Nocard, atik yapan
sigirlarda izole ettigi bu mikrooorganizmalara B. abortus Bang adin1 vermistir (7).

Bang ve Stribolt;1895’te fotal membranlardan ve uterus sivilarindan saf gram
negatif Bacillus'u aywrarak bu organizmalarin iireme i¢in COz’e gereksinim
duyduklarini ve ineklerde diisiik yapan etkenin B. abortus oldugunu agiklamislar ve
bu etkene Bacterium infectiosa Bang (Bacillus Bang ) adin1 vermislerdir.
Arastirmacilar, 1897 yilinda etken izolasyonunu basarmislar ve bunun saf kiiltiirii ile
saglikli hayvanlarda yeniden hastaligi meydana getirmislerdir (7).

Mc Fedyan ve Stockman, 1909°da Ingiltere’de bunu dogrulayici ¢aligmalar
yapmiglardir. Zammit, ilk olarak 1905°te insanlarin keci siitii ile infekte oldugunu ve
kecilerin kan serumlarinda bu etkene kars1 6zgiil antikorlarin olustugunu bildirmistir.
Garcia ve Iscara ilk olarak (1906), koyunlarda Brucella etkenini izole etmislerdir.
Domuzlarda bruselloz, ilk kez Macaristan’da Hutyra (1909) tarafindan bildirilmistir
(7).

Mayer ve Show (1920), gerek insan gerekse siir ve domuzdan izole edilen
ve birbirine benzeyen bu ii¢ etkenin ayni grupta toplanmasini ve bu konuda ilk
onemli ¢aligmalar1 yapan Ingiliz arastirmaci Dr. Bruce’un adina izafeten, bu grup
bakterilere “Brucella” ve yaptigi hastaliga da “Bruselloz” adinin verilmesini

onermislerdir (7).
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B. ovis ise, ilk olarak Avusturalya’li aragtirmaci Gun (1942) tarafindan
incelenmis, koglardaki epididimite sebep oldugu ortaya atilmistir. 1951°deki atiklarin
riketsiya bakterileri ile beraber oldugu bildirilmis, 1952 yilinda ilk izolasyon atik
materyallerden ve koglarin  epididimitinden  yapilmis ve ayrilan bu
mikroorganizmanin B. melitensis’in bir mutanti oldugu diisiiniilmiistiir (7).

B. canis, Aruner ve Carmichal (1967) tarafindan, kopeklerin bulasic diisiik
etkeni olarak izole ve identifiye edilmistir (7).

Tirkiye’de ilk bruselloz teshisi, Golem ve Erdal tarafindan bildirildigine
gore; Dr. Kural ve Akalin tarafindan tedavi edilen bir askerin serumu ile serolojik
olarak yapilmstir (7).

Sigirlarda ilk olarak bruselloz, sigir ithali ile goriilmeye baslanmistir ve ilk
izolasyon da Berke tarafindan 1931 yilinda yapilmistir. Golem, 1943 yilinda

Tiirkiye’de insanlarda ve hayvanlarda bruselloz serolojik teshisini ilk kez yapmistir

(7).

1.2.Genel Ozellikleri

Filogenetik olarak Brucella cinsi, bakterilerin Rhizobiaceae grubuna aittir. Ayrica
Proteobacteria sinifinin o-2 alt smifi ile yakin olarak alakalidir. DNA-DNA
hibridizasyon ¢alismalari, bilinen 6 Brucella tiirii arasinda %90’dan daha fazla
benzerligi ortaya koymaktadir (1).

Brucella’lar kok, kokobasil veya kisa ¢gomaklar halinde olup hafif konveks ve
uclar1 yuvarlaktir. Ozellikle {ireme sivi besiyerlerinde 4-6’lik zincirler halindedir.
Boyutlar1 0.5-0.7x0.6-1.5u civarindadir. Gram negatif, sporsuz ve hareketsizdirler,
kirpik meydana getirmezler, aside direngli degildir. Aerob sartlarda iyi iirerler, CO;
ile iiremeleri artinlir. Ozellikle B.abortus ilk izolasyonda %5-10 CO,’li ortama
gereksinim duymaktadir (3,4-6).

Kolonileri kiigiik, yuvarlak, kabarik, saydam, sebnem tanesine benzeyen,
kaygan S seklindedir (7). Ekzotoksin meydana getirmezler. Kiiciik olduklarindan,
molekiiler hareket nedeniyle yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Ilk izolasyonda

S tipi koloni , eski kiiltiirlerinde R tipi koloni olusur (3,8).



13

Adi boyalarla kolayca boyanirlar. Modifiye Ziehl-Nelsen’de kirmizi
goriiniirler. Optimal iireme 1s1s1 37°C olmakla birlikte, 10-40°C’de de iireyebilirler.
Inkiibasyonda 2-3 giin sonra kolonileri goriilebilir. Zengin besiyerlerinde diizgiin
kenarli, konveks, nemli, parlak koloniler olustururlar. Kolonileri hemolizsiz ve
pigmentsizdir. B.melitensis ve B.abortus 'un bazi kolonileri eski kiiltiirlerde esmer
renkte goriilebilir. B. ovis ve B. canis kolonileri normal olarak, piiriizli, R koloni
seklindedir. Brucella cinsindeki bakteriler katalaz ve oksidaz pozitiftirler.
Karbonhidratlardan asit ya da gaz olusturmazlar. Metil red, Voges-Proscauer
negatiftirler. Ayrica nitratlari; nitritlere ¢evirirler (1,3,6,8).

Somatik A ve M antijeni ayrica bir yiizeyel L zarf antijeni bulunur (9).
Bakteri 1s1 ve dezenfenktanlara duyarlidir. Brucella bakterileri; 60°C’de 1sitilmakla
10 dakikada, %1 fenol eriyiginde ise 15 dk’da oliirler. Siit i¢inde 17 giin ,
tereyaginda 142 giin canli kaldigi, dondurmalarda 1 ay, tuzlanmis domuz etinde 3
hafta, cesme suyunda 8°C’de 57 giin, 25°C’de ise 10 giin canliligim korudugu, insan
idrarinda en az 7 gilin, hayvan diskisinda agikta 100 giin canl kaldig bildirilmistir
(8). Sigir fecesinde 824 giin canli kaldig1 gosterilmistir (1,3,8).

Ik izolasyonda olduk¢a yavas iireyen bakterinin kolonileri 48 saat sonra
goriilebilir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 6nerilen brucella besiyerleri;
Serum Dekstroz Agar (SDA), Serum Patates Infiizyon Agar, Tripticase Soy Triptase
Agar ve Kanli1 Agardir (3,8).

Brucella Tiirleri:

B.melitensis: Koyun, keci, sigir ve insanlarda bruselloza neden olur.

B.abortus: Sigir, koyun, ke¢i, domuz ve insanlarda enzootik yavru atma
hastalig1 ve bruselloza neden olmaktadir.

B.suis: Domuz, koyun ve kegilerde hastalik yaparlar. 4. biyotip Brucella
rangifer ren geyiklerinde hastalik etkenidir (9).

B.ovis: Koglarda epididimit etkenidir.

B.neotomae: Neotoma lepida adli ¢ol faresinden izole edilmistir. Insanlarda
ve evcil hayvanlarda hastalik yaptig1 gézlenmistir.

B.canis: Kopeklerde ve insanlarda bruselloz yapar (9).



Tablo 1.Brucella 'nin bazi tiirlerinin 6nemli 6zellikleri (9)
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TEST B. melitensis | B. abortus B. suis
1/50.000°1ik tiyonin’de {ireme

+ - +
1/25.000’lik  bazik fiiksinde
ireme + + -
1/50.000°lik Metil Viole’de + + -
ireme
1/100.000 lik Pironin’de {ireme + + -
Maltoz’dan asit olusturma - - +
Mannoz’dan asit olusumu - + +
Ramnoz’dan asit olusumu - + -
Inozitol’den asit olusumu - + -
Trehaloz’dan asit olusumu - - +
CO;’ye ihtiyag Yok Var Yok
H,S olusumu 1 giinde 2 giinde 3-5 giinde
Ureyi hidrolize etme Degisken 1-2 saat 0-30 dakika
A antijeni bulunma orani Az Cok Cok
M antijeni bulunma orant Cok Az Az
L antijeni bulunmasi Yok Var Yok

1.3. Antijenik yapi:

B.melitensis, B.abortus ve B.suis, A (abortus) ve M (melitensis) olarak
isimlendirilen, 1siya dayanikli, agliitinasyon reaksiyonlarindan sorumlu, ylizey
antijenlerine sahiptirler (3,8,9,10).

B.abortus ve B.suis’de A antijeni fazla, M antijeni az, B. melitensis’de ise M
antijeni fazla, A antijeni az miktarda bulunur. Bu miktarlar oran olarak ifade
edildiginde, B.abortus ve B.suis’de A’nin M’ye oran1 20/1 iken, B.melitensis’de bu
oran 1/20’dir. Goriilecegi gibi serolojik metotlar ile B.melitensis’i B.abortus ve
B.suis’ten ayirt etmek olasi goriilememektedir (9).

Brucella’larm, ayrica Salmonella’larin Vi antijenlerine benzeyen, L
antijenleride gosterilmistir. Daha ¢ok B.abortus tiplerinde bulunmus olan L antijeni,

yeni izole edilen bakterilerde var olup, onlarin immun serumlarla agliitinasyonuna
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engel olmaktadir. Bu olay, serumlar 100°C’de yarim saat 1sitildiktan sonra ortadan
kalkmaktadir(3-8).

Brucella cinsi bakteri antijenlerinin Yersinia enterocolitica, Franciella
tularensis ve Vibrio cholera gibi bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verdigi saptanmustir.
Brucella’larin antijen yapisinda S-R koloni degisikligine bagli olarak farkliliklar
bulunur. R kolonilerin bakterileri, tripaflavinin sudaki 1/1000 eriyigi ile cam
tizerinde kiimelenme 6zelligi gosterirler (3-8).

Ayrica S-R koloni degisikligi en iyi Gliserol Dekstroz Agar’da dort giin
tiretildikten sonra iizerlerine 6nce amonyum oksalat-kristal viyole boyas1 damlatilip,
iistten oblik aydinlatma ile kolonilerin incelenmesi ile anlagilir. Bu durumda S
koloniler soluk sari1 renkte goriiliirken, R kolonileri kirmizi renkte ve graniillii
goriiniimdedirler. Bu koloni ayirimimi antijen hazirlanmasi i¢in S kolonilerinin
se¢iminde dnemi vardir (8,9).

B. melitensis, B.abortus, B.suis tiirleri; major yiizey antijeni olarak, O zinciri
iceren smooth lipopolisakkarit (S-LPS) tasidiklarilarinda smooth (S), O zinciri
bulunmayan rough lipopolisakkarit (R-LPS) varliginda ise rough suslar (R) olarak
ortaya cikarlar. B.ovis ve B.canis major yiizey antijeni olarak R-LPS tasidiklarindan
dolay1 R suslardir (1,14,15).

En Onemli viriilans faktorii S-LPS’tir. S-LPS’nin yapisindaki O zinciri
Brucella hiicre yiizeyinin en 6nemli antijenik yapisini olusturur. Ayrica infekte
viicutta antikor cevabi i¢in immiinodominant olup, giiniimiizde S Brucella suslari
tarafindan olusturulan infeksiyonlarin serolojik tanisi i¢in kullanilan testlerde major
antijenik yapidir (13,14).

Lipopolisakkaritlerin yani sira, Brucella’min dis membrani major dis
membran proteinleri tarafindan (Outer Membrane Proteins-OMPs ) olusturulur.
Mikroorganizmanin yiizeyinde koruyucu &zellige sahip iki immunojenik fraksiyon
bulunmaktadir: Sodyum Dodesil Sulfat Insolubl ( SDS-1) hiicre duvari fraksiyonu ve
sicak tuzlu su ( Hot saline= HS ) ekstrakti (13).

B.abortus 'un SDS-I fraksiyonu molekiiler agirliklar1 25-27 ( Grup 3 ) ve 36-
38 kDa ( Grup 2 ) olan, ayrica peptidoglikanla sikica bagli iki biiyiik membran

proteini tarafindan olusturulur. Grup 2 proteinleri porin proteinleri olarak adlandirilir.
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B. melitensis’in SDS-I fraksiyonu yine peptidoglikanla sikica bagli, 31-34 kDa (
Grup 3 ) agirhiginda baska bir major OMP igerir. Dis membran proteinlerinin
immunojenik o6zellikleri zayiftir ve kendilerine karsi heterojen bir antikor cevabi
olusur. Bu tiirlerde asil immunojenik cevap, S suslarinda SDS-I fraksiyon yapisinin
%1’den daha azini olusturan S-LPS tarafindan saglanir (1).

B.ovis dogal olarak bir R patojen olup yiizeyinde O zinciri tasimaz. B.ovis’in
HS eksrakt1 antijenik 6zellige sahiptir. Bu eksrat R-LPS ve Grup 3 proteinlerinin
daha baskin oldugu major membran proteinleri tarafindan olusturulur. Grup 3
proteinlerinden ozellikle 31-34 kDa agirhiginda olanlar, B.ovis infeksiyonlarinda
kuvvetli bir antikor yanit1 olustururlar (1,13).

Major dig membran proteinlerinden 36-38 kDa agirlifinda olanlar Grup 2
porin proteinleri, 25-27 kDa ve 31-34 kDa agirliginda olanlar Grup 3 proteini olarak
isimlendirilirler ve immiinojenik ozellikleri azdir. Ozellikle 31 kDa agirligindaki
Grup 3 proteini, B.ovis infeksiyonlarinda antikor yanitindan sorumlu olan dis
membran proteinidir. Son zamanlarda 25-27 kDa’daki dis membran proteinlerinin
B.melitensis, B.abortus, ve B.suis’in virulansinda rol oynadigi da gosterilmistir. Omp
25 genlerinin uzaklagtirildigi mutant suslar asilama c¢alismalarinda kullanilmaktadir
Q).

1.4. Patogenez ve Patoloji

Brucella agiz mukozasindan girerse lenf yollari ile bogaz, bagirsak mukozasindan
gecerse mezenter lenf bezleri konjuktiva ve deriden girerse lenf nodiillerine yerlesir.
Sonra ductus yolu ile kana ulasarak bakteriyemi meydana getirirler ve lenf bezleri,
karaciger, kemik iligi ve diger retikuloendoteliyal sistemde (RES), 0.2-2 mm
capinda ufak nodiil seklinde fokiisler yaparlar (3,8,16).

Brucella fakiiltatif intraselliiler bir patojen olup, konak¢inin fagositik
hiicreleri iginde ¢ogalabilir(10-13). Fagosite edilen bakterinin PMN’in intraselliiler
6ldiirme mekanizmalarindan nasil kurtuldugu tam olarak anlasilmamistir(16).

Fagosit icindeki bakteriler ayn1 zamanda antikorlar ve g¢esitli
antibiyotiklerden de korunabilir. Fagozom adi verilen bu fagositler lenf bezleri,

karaciger, dalak, kemik iligi siniizoidlerini doldururlar. Burada catlayan fagositlerden



17

aciga cikan bakteriler bu kez siniizodlerin retikuloendotelyal hiicreleri tarafindan
yutulur. Bunlarin harap olmasi ile artik bakterinin tiremesi durur (3,12-14,16).

Infeksiyonun bu patogeneze uygun olarak subakut ve kronik bir gidisi
vardir. Brucella bakterilerine karsi tam olmayan kazanilmis immiinite gelisir.
Humoral immiin cevap; serumdaki bakteriyolizin, presipitin ve agliitininlerle
hiicresel immiinite kazanilmis immiinite ile beraberdir (15,16).

Ozellikle karaciger, dalak ve kemik iliginde epiteloid hiicreler, plazma
hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerle ¢evrili graniilomlar olusur. Nonkazifiye olan bu

graniilomlar brusellozdaki karakteristik histopatolojik goriiniimii olusturur (3,14,15).

1.5. immiinoloji

Brusellozda hem humoral hem de hiicresel immiinite rol oynar. Humoral
immiinitenin olusmas1 reinfeksiyondan korunmayi saglar. Bununla birlikte,
brusellozun bakterisidal faz1 hiicresel immiinitenin olusmasiyla gergeklesir (10).

Spesifik immiin yanit baslarken doku makrofajlar1 ve kanda dolasan
monositler cogalir. Infeksiyon, T lenfositlerin toplanmasi ve makrofajlarin
bakterisidal mekanizmalarin1 aktive edici lenfokin salgilanmasi ile kontrol altina
almir (3,8).

Hiicresel immiinitenin olugsmasi esnasinda Brucella’nin protein antijenlerine
kars1 gecikmis tip hipersensitivite gelisir. Gecikmis tip hipersensitivite, infeksiyonu
sinirlandiran doku graniillomlariin olusmasinda 6nemlidir (10).

Bruselloza karst humoral yanit olusurken 6nce IgM tipi antikorlar meydana
gelir ve bunu 7-14 giin sonra IgG tipi antikorlarin olusumu izler. Daha sonra her iki
antikor titresi de yiikselir. Iyilesme déneminde IgG sinifi antikorlarin titresi birkag ay
igerisinde diiger, buna karsilik diisiik diizeyde [gM antikorlar1 infeksiyonda birkag yil
sonrada serumda bulunur. IgG tipi antikorlarin kalic1 olmasi ya da ikinci kez titrenin

yiikselmesi infeksiyonun devam ettigini veya relapsi gosterir (10).

1.6.Klinik
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Kulugka siiresi 1-3 hafta, arasinda degisirse de, bazen 6 veya 7 haftay1 bulmaktadir.
Ates ylikselmesi, bazen titreme olabilmektedir. Hastalik gece terlemeleri, bitkinlik,
daha cok diz, bel ve dirsek gibi klinik tablolar gosterebilir. Ates oOzellikle B.
melitensis  infeksiyonlarinda 10-15 giin 38%-39°C bazen daha uzun atessiz bir
devreden sonra yeni bir dalga seklinde tekrarlar( Ondiilan tipte ates). Geceleri ve
sabaha kars1 ates diismeleri ile birlikte terlemeler saptanir. Klinik olarak; subklinik,
akut, subakut ve kronik bir seyir saptanir. Hastalik genellikle 6gleden sonra artan
halsizlik, istahsizlik, myalji, atralji, ates ve gece yarisindan sonra artan bol terleme
ile seyreder (17,18).

Akut vakalarda en sik rastlanan fizik muayene bulgulari splenomegali,
hepatomegali, lenfadenomegali ve omurga {izerine basmakla agr1 olmasidir. Subakut
vakalarda en belirgin belirtiler yorgunluk, sinirlilik, bas ve bel agrisi, ondiilan atestir.
Hastalik bir yildan uzun siirdiigii taktirde hastaligin kroniklestigi kabul edilir (17,20).

Brusellozda merkezi sinir sistemi tutulmasi %2-5, endokard tutulumu %84,
tirogenital sisteme yerlesme %?2-40, karaciger tutulumu %50, akciger tutulumu %15-
25, deri belirtileri %5, gdz tutulumu sonucu oftalmopatiler, keratit, retinopati ve iiveit
gelisebilmektedir (17,18).

Degisik organ tutulumu ve genis yelpazeli bir hastalik olan bruselloz tiim
diinyada yaygin bir toplum saglig1 sorunudur. Gelismekte olan iilkelerde yaygindir.
Hayvanlarda temas derecesine bagli olarak 20-40 yas grubunda daha sik goriliir
(17,20).

Nadir olmakla beraber bruselloz kliniginde psikiatrik bozukluklar, vaskiilit,
pndmoni, dermatit, dokiintii, eritema nodosum, interstiyel nefrit, endokardit ve iiveite

rastlanmaktadir (17).

1.7. Brusellozun Klinik Formlari

Bruselloz sistemik bir infeksiyon hastaligidir. Hastalik bir ¢cok organi tuttugundan
degisik klinik formlarda goriilebilir. Klinik belirti ve bulgular ¢ok cesitlidir. Ates,
gece terlemesi ve eklem tutulumu olan kisilerde ilk akla gelmesi gereken

hastaliklardandir (17,18).
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Semptomlarin siiresine gore brusellozun temelde ii¢ farkli klinik formu

vardir. Bunlar:

1. Akut
2. Subakut
3. Kronik

Bu klinik formlarin disinda asemptomatik, subklinik, fokal ya da komplikasyonlu,

relaps veya reinfeksiyon seklinde de goriilebilir (3,17).

1.7.1. Akut Bruselloz: Hastalik belirtilerinin baslamasindan sonraki sekiz haftalik
stireye kadar olan donemidir. Hastalik 2-3 haftalik bir inkiibasyon siiresi sonunda
hafiften ¢ok agir seyirli toksik bir tabloya kadar degisik formlarda goriiliir. Hastalarin
yarisi ani baslangic gosterir. Akut basglayan agir seyirli bruselloz sepsis gibi
degerlendirilebilir. Buna karsin hafif ve orta seyirli vakalar da influenza tablosuyla
gelebilir. Bu vakalar da klinik olarak tan1 koymak pek miimkiin degildir (3,17).

Ozellikle risk gruplarinda yiiksek ates, terleme ve yaygm viicut agrilari
varliginda brusellozda ayirici tani diisliniilmelidir. Genellikle 6gleden sonra yiikselen
intermittan veya remittan ates goriiliir. Ates; lisiime ve titreme ile yiikselir, gece
yarisindan sonra bol terleme ile diiser ve 3-5 giinliik atessiz donemden sonra tekrar
ayni ates periyodu goriiliir. Ates 7-10 giinde yavag yavas diiser ve 3-5 giinliik atessiz
donemden sonra tekrar ayni ates periyodu goriiliir.

Tarif edilen bu ates sekli, bruselloz i¢in tipik ondiilan ates trasesi olarak
tanimlanmakla birlikte, pratikte ondiilan atese sik rastlanmamaktadir (3,17,18).

Cocuklarda ondiilan ates genellikle goriilmez. Eriskinde ise uzun siire
tedavisiz hastalig1 olanlarda daha ¢ok rastlanir. Bruselloz, hayvan plasentasindaki
eritriole affinite gosterir. Insanlarda ise eritriol miktar1 azdir. Hayvanlarda spontan
abortuslara sebep olabilir. Insanlarda abortusa neden olsada bu diger bakteriyel
infeksiyonlardan daha sik degildir (18).
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1.7.2. Subakut Bruselloz:

Subakut bruselloz 2 aydan 1 yil siireye kadar olan hastalik dénemine denir. Akut
bruselloz vakalarinin tedavi edilmeyen bir kismi subakut doneme gecebilir yada
hastalik subakut sekilde baslayabilir. Orta derecede artrit ve epidimoorsit bu
donemde daha sik goriiliir (17,18).

1.7.3. Kronik Bruselloz:
Semptomlarin tanidan sonra bir yildan daha fazla siirmesidir. Belirtiler genellikle ¢ok
agir degildir, semptomlar siliktir. Klinik tam1 olduk¢a giictiir. Olgularin %85’
asemptomatiktir. Relaps ve komplikasyonlarin oldugu donemdir. Kronik form
cocuklarda nadirdir. Eriskinlerde bas agrisi, halsizlik, depresif ataklar, uykusuzluk,
emosyonel labilite ile kronik yorgunluk sendromu sik goriiliir. Hafif lenfadenomegali
vardir. Fizik bulgular akut veya subakut vakalardaki kadar zengin degildir (17,18).
Kronik bruselloz dort sekilde ortaya ¢ikabilir;

1. Sinsi seyredebilir

2. Akut hastalik sonrasi tekrarlayan relapslar
3. Kalici hastalik
4

. Fokal organ tutulumlar1

1.7.4. Asemptomatik-Subklinik Bruselloz:
Hastalarin subklinik, klinik bruselloz gecirme oranlar1 degisir. Semptomsuz meslek
hastalig1 seklinde yalmiz serolojik olarak belirlenebilir. Cocuklarda bir kisim vaka

asemptomatik seyirli olabilir (17,18).

1.7.5. Relaps-Reinfeksiyon:

Bruselloz tam tedavi edilmesine ragmen %5’in iizerinde relaps goriiliir. Genellikle
hastaliktan 3-6 ay sonra gelisir. Tedavili veya tedavisiz iyilestikten sonra yeniden
akut olarak baslar. Yiiksek ates veya daha siddetli semptomlarla seyredebilir. Relaps
ve reinfeksiyonun ayirt edilmesi zordur. Hastalarda humoral ve hiicresel cevap

oldugu halde olusan antikorlarin koruyuculugu yoktur (17,18).
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1.7.6. Fokal Bruselloz:
Bruselloz lokal bir organi tutabilir. Fokal bruselloz; genellikle sistemik hastaligin
belirli bir organda daha fazla yakinma ya da komplikasyonun gostergesidir. Akut

bruselloz vakalarinin disinda hemen her sistemi tutan fokal formuna rastlanabilir

(17,18).

1.7.7. Osteoartikiiler Tutulumu:

Brusellozun en sik goriilen fokal formudur. Kemik ve eklem yakinmalar1 tim
brusellozlu hastalarin %20-85’inde rastlanir. Eklem bulgular1 hastaligin 3. ve 4.
haftasinda en siktir. Spontan agri disinda hareketle de duyarlilik artar. Tedavi
basladiktan sonra kisa siire igerisinde sikayetler azalir veya kaybolur. Artrit,
spondilit, osteomyelit, tenosinovit ve bursit goriilebilir. Osteoartrikiiler tutulumu olan
hastalarin  %80’inde sakroileit veya spondilit vardir. Spondilit ileri yaslarda,
sakroileit daha ¢ok genclerde goriiliir. Spondilit genellikle hastaligin 1-2. ayinda
ortaya ¢ikar. En sik lumbar ve torasik vertebralari tutar. Sirt ve bel agrisi olan
hastalarin ¢ogunda sakroileit vardir. Periferal artrit siktir. Diz ve kalga eklemi en sik
tutulur. Biiylik eklemlerde siipiiratif veya reaktif artropatiler goriilebilir. Sinoviyal
stvidan Brucella izole edilebilir. Osteomyelit nadirdir, en ¢ok vertebralarda goriiliir
ve spinal tiiberkiilozu taklit eder. Spinal brusellozda gereginde cerrahi girisim

uygulanabilir (17,18).

1.7.8. Gastrointestinal Sistem Tutulumu:

Vakalarin %70’inden fazlasinda gastrointestinal sistem tutulumu olur. Istahsizlik,
karin agrisi, bulanti, kusma, diyare veya kabizlik olabilir. Akut veya kronik seyirli
vakalarin %30-60’da karaciger fonksiyon testlerinde 1.5-2 kat artis vardir. Hastalarin
%15-60"1nda yumusak hassas hepatomegali bulunur. Nadir olarak hastalar kolesistit,
pankreatit ve spontan bakteriyel peritonit gelisebilir. Akut ileit ve kolit tablolari
bildirilmistir. Karaciger ya da dalak absesi varliginda cerrahi girisim gerekebilir.
Karacigerde granulomlarla seyredebilir. Safra akimini bozarak sariliga sebep olabilir.

Gastrointestinal tutulumu belirgin olanlar salmonellozla karisabilir (3,17,18).
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1.7.9. Sinir Sistemi Tutulumu:

Norolojik tutulum sikligi %2-25 arasinda bildirilmistir. Meningosefalit, myelit,
periferik néropati, radukiilit, nevrit yapabilir. Kronik hastalarda depresyon ve mental
bozukluklar olabilir. Merkezi sinir sistemi tutulumu hastalarin %2-5’de ortaya ¢ikar.
Kendini genellikle meningosefalit seklinde gosterir. Brucella menenjitinde, beyin
omurilik sivisinin (BOS) tetkikinde ¢ogu lenfosit olan hiicre artisi, proteinde artma,
glikoz normal veya hafif diisiiktiir. BOS’tan izolasyonu zordur ancak spesifik

antikorlar bulunur. BOS antikor seviyesi kandakinden daha diisiiktiir (17,18).

1.7.10. Urogenital Sistem Tutulumu:

En sik rastlanilan iirogenital sistem tutulumu tek tarafli epididimoorsittir. Idrar
kiiltiri genellikle negatiftir. Bruselloz oldukga seyrek olarak akut interstiyel nefrit,
pyelonefrit, prostatit, fokal ve diffiiz glomeriilonefritler ve bdobrek abselerine yol
acabilir. Kadinlarda salpenjit, servisit, pelvik abse goriilebilir. Bobrek parankiminde

tiiberkiiloza benzer graniilamatoz lezyonlara ve kalsifikasyonlara neden olabilir

(3,18).

1.7.11. Deri ve Yumusak Doku Tutulumu:

Brusellozlu hastalarin %5’inde cilt bulgular1 bulunabilir. Cogu nonspesifik gegici
olan eritema nodosum, eritem, petesi, iirtiker, impetigo, ras, skarlatiniform dokiintii
ve kutandz vaskiilit tanimlanmistir. Yumusak doku ve subkutan abseler goriilebilir.
Lezyonlar genelde kasintisiz, yliz avug i¢i ve tabanlara yayilmistir. Direk
inokulasyon, hipersensivite, immiinokomplekslere veya hematolojik
komplikasyonlar sonucu gelisebilir. Hayvan bakicilar1 ve veterinerlerde temas

lezyonlar seklinde goriilebilir (3,17).

1.7.12. Kardiyovaskiiler Sistem Tutulumu:
Hastalarin %1-2’inde kardiyovaskiiler tutulum bildirilmistir. Bruselloz sirasinda
endokardit, myokardit ve perikardit gelisebilir. Endokardit %2’den az vakada olur.

Fokal brusellozun en sik 6liim nedenidir.
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En sik aort sonra mitral kapak tutulur. Hastalarda uzun siireli ilag¢ tedavisinin
yaninda hemodinamik bozukluk varsa cerrahi girisimde gerekebilir. Perikardit

endokarditin bir komplikasyonu yada primer perikardit seklinde olabilir (3,17,18).

1.7.13. Solunum Sistemi Tutulumu:

Inhalasyonla veya bakteriyemi sonucu etken akcigere yerlesebilir. Influenza benzeri
semptomlarla, kuru veya yas Oksiirik olabilir. Oksiirik her zaman akciger
tutulumunu gostermez. Bruselloza bagli bronsit, pndmoni, hiler lenfadenopati,
graniilamatoz lezyonlar, plevral epangman, pndmotoraks, ampiyem ve akciger absesi

bildirilmistir (18).

1.7.14. Hematolojik Tutulumu:

Brusellozun hematolojik komplikasyonlar1 hafif anemiden hipersplenizme bagl
pansitopeniye kadar genis bir spektrum gosterir. Seyrek olarak hemolitik anemi ve
dissemine intravaskiiler koagiilasyon gelisebilir. Hastalarda burun kanamalar1 ve

purpurik dokiintiiler olabilir. Lenfadenopati %10-20 vakada tespit edilir (17).

1.7.15. Goz Tutulumu:
Bruselloz goziin tiim tabakalarini tutabilir. Papillit, papilla 6demi, keratit, retinopati,

nevrit, liveit yapabilir (3,17).

1.8. Tam
Brucella cinsi bakterilerin hiicre i¢i paraziti olmasi, insanlarda klasik belirtileri
disinda her tiirlii hastalig1 taklit etmesi, bakteri izolasyonundaki bazi gii¢liikler, son
olarak tiplerin alisilmis serolojik  ve fizyolojik yollarla birbirinden ayirmanin
zorlugu, hastaligin klinik ve serolojik tanisinda bazi giigliikkleri beraberinde
getirmektedir (3,8).

Rutin laboratuvar incelemelerinde; siklikla, anemi, 16kopeni; lenfomonositoz,
nadiren trombositopeni, hemolitik anemi, yaygin intravaskiiler koagiilasyon,
pansitopeni seklinde hematolojik bozukluklar goézlenmektedir. Komplikasyonlu

durumlarda 16kositoz ve polimorf niiveli 16kosit (PMN) egemenligi hakim olabilir
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Karacigerde sik yerlesim gosterdiklerinden karaciger fonksiyon testlerinde
yiikselmeler saptanabilir. Idrarda febril albiiminiiri, {irobilinojen artis1 goriilebilir
(3,5,8).

Brucella cinsi genetik olarak benzerlik gosteren alt1 tiir icermektedir. Insan
infeksiyonlarindan B. melitensis, B. abortus, B. suis ve ender olarak da B. canis
tiirleri izole edilmektedir. B. ovis ve B. neotomae digerleinden fenotipik farkliliklart
olan ve insanlardan izole edilmeyen tiirlerdir (3,5,8).

Aerop, gram negatif kokobasiller olan Brucella’larin rezervuari sigir, domuz,
keci, koyun, bizon geyik, kdpek ve kurt gibi evcil ya da yabani memelilerdir (3).
Insan brusellozunun klinik belirtilerinin gesitliligi ve ¢cogu kez sinsi seyretmesi ile
Klinik tanida giicliiklere neden oldugundan, kiiltiirde etkenin kendisinin ya da
molekiiler yontemlerle niikleik asitlerinin gosterilmesi ya da bakterinin antijenlerine
kars1 olusan immun yanitin saptanmasi gerekmektedir (7). Bakteriyolojik izolasyon
temeline dayali direkt yontemler hemen her yerde kullanilan, ancak zor, zaman alici
ve bakterinin laboratuar calismalar1 sirasinda solunum yoluyla kolayca bulasma
ozelliginden dolay1 tehlikelidir (8,19,20).

Sarbon, veba, tularemi, Q atesi etkenlerinin yani sira Brucella bakterileri de
kolay bulagmalar1 ve yaptig1 hastaliklarin ¢ok ¢abuk yayilmasi nedeniyle terorist
tilkelerinin kullanabilecegi biyolojik saldir1 araglar1 arasinda siniflandirilmiglardir
(1,3,5,8,10).

Tanida hastanin hikayesi, fiziki muayenesi, radyolojik bulgular ve laboratuar
verileri gereklidir. Kesin tan1 mikrobiyolojik yontemlerden elde edilen bulgular
sonunda konulabilmektedir. Tanida kullanilan teknigin duyarliligi genellikle 6rnek
igerisinde bulunan mikroorganizmalarin sayisina baghdir. Ozgiilliigii ise; spesifik
organizmanin mikroskobik olarak morfolojisinin diger mikroorganizmalardan farkli
olup olmamasina, antikor ya da genetik probun cins ya da tiire 6zgii olup olmamasina
bagl olarak degismektedir. Cok ¢esitli ve diger hastaliklarda da olan klinik belirtilere
neden olan insan brusellozunun tanisinda mikrobiyolojik yontemlerden alinan

sonuglar 1s181nda bile zorluklar yasanabilmektedir (3,5,8,9,19,20).
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1.8.1. Bruselloz Tamisinda incelenecek Ornekler:

Brucella spp. kiiltiirii yoniinden incelenen Orneklerin basinda kan ve kemik iligi,
daha az olarak da dalak ve karaciger biyobsileri, abse, BOS, eklem, periton ve
perikard sivilar1 ve idrar 6rnekleri gelmektedir (3). Serolojik ¢aligmalar amaciyla en
stk alinan Ornek ise serumdur. Akut donemde serolojik c¢alismalar igin serum
ornekleri hastaligin baslangicinda; iyilesme doneminde ise akut donemde 21 giin
sonra alinmasi uygundur. Kiiltiir i¢in alinan bakteriyolojik 6rnekler en ge¢ 2 saat
icerisinde uygun besiyerlerine ekilmelidir. Eger bu siire igerisinde ekimlerin
yapilmasi miimkiin olmayacaksa 4-10°C’de saklanmasi gerekmektedir (19,20).

Rutin laboratuvar incelemelerinde; siklikla, anemi, I6kopeni; lenfomonositoz,
nadiren trombositopeni, hemolitik anemi, yaygin intravaskiiler koagiilasyon,
pansitopeni seklinde hematolojik bozukluklar gézlenmektedir. Komplikasyonlu
durumlarda 16kositoz ve segment egemenligi hakim olabilir. Karacigerde sik
yerlesim gosterdiklerinden karaciger fonksiyon testlerinde yiikselmeler saptanabilir.
Idrarda febril albiiminiiri, iirobilinojen artis1 goriilebilir (19).

Bruselloz tanisinda kullanilan baslica yontemler:

1. Kiiltiir Yontemleriyle etkenin izolasyonu
2. Indirekt Tanm Yéntemleri

e Tiip Agliitinasyon Testleri

e Spot Test

e Kompleman Birlestirme Testi

e Brucellacapt Testi

e Brucella Dipsitik Test

e Hizli Agliitinasyon Testleri

e Enzyme Linked Immunosobent Assay ( ELISA )

e Immuno Floresan Teknigi ( IFA )

e Radioimmuno Assay ( RIA)

e Floresan Polarizasyon Deneyi ( FPD )

e Deri Testleri
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e Opsonositofajik Test
3. Molekiiler Yontemlerle Brucella Antijenlerinin ve DNA’sinin Aranmasi

4. Deney Hayvanlarma Inokiilasyon

1.8.2. 1. Kiiltiir Yontemleriyle Etkenin Izolasyonu:

Fakiiltatif hiicre i¢i paraziti olan Brucella bakterilerinin kiiltiirden izolasyonu 7-21
giin arasinda bir zamani gerektirmektedir. Rutin kiiltiirler bir hafta boyunca takip
edilerek siire sonunda iireme saptanamamasi halinde negatif sonu¢ bildirilir. Bu
bakterilerin optimal 1s1 gereksinimleri 35°C dolaylarindadir. Ozellikle B. abortus’un
ilk izolasyonunda %10 CO; igeren atmosferik kosullarin tercih edilmesi uygundur.
Steril olmayan vuciit bolgelerinden alinan 6rneklerin kiiltiiriiniin, kontamine flora
bakterilerin iiremesini engellemek i¢in secici besiyerlerinde yapilmasi uygun
olmaktadir. Et ekstresi, triptoz, glikoz ve tuz igeren ortamlarda bir¢ok tiirliniin izole
edilebilmesine ragmen bir cogu da tiamin, niasin, nikotinik asit, biotin ve serum gibi
maddelerin varliginda tireyebilmektedir. Brucella’larin tiretiminde; %5 koyun Kanli
Agar, Triptoz Agar, Triptikaz Soy agar, Serumlu Dekstroz Agar, Gliserol Dekstroz
Agar ve kan kiiltiirii siseleri kullanilan besiyerlerinden bazilaridir (19).

Castaneda besiyeri olarak bilinen nonselektif bifazik besiyeri kan ve diger
vuciit sivilar1 ya da siitten Brucella izolasyonunda tercih edilen besiyeridir. Tiim
temel ortamlar Brucella  bakterilerinin digindaki organizmalarin {iremesini
engellemek icin antibiyotik ilave edilerek segici hale getirilebilir. Bu amagla, belirli
oranlarda Polimiksin B, Basitrasin, Sikloheksimid, Nalidiksik asit, Nistatin,
Vankomisin igeren antimikrobik komplekslerin kullanilmasi uygun olmaktadir (19,
22).

Brucella tiirlerinin direkt izolasyonu ve kiiltiirii amaciyla genellikle kati
besiyerleri tercih edilmektedir. Kat1 besiyerlerinin en énemli avantajlarindan birisi
gelisen bakteri kolonilerinin morfolojisinin incelenmesi ile tantya katki saglamasidir.
Kati yiizeyde elde edilmis kolonileri 1-2 mm ¢apinda, nonhemolitik, sebnem tanesine
benzer saydam, kiiciik kabarik, S tipi kolonilerdir. Yavas lireyen bakterinin kolonileri
48 saat sonra gozle goriilebilir biiyilikliige erismektedir. Koloniler eskidikg¢e caplari

bliylir ve matlagir. Gram boyamada c¢ok kiiciik, zayif boyanan gram negatif
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kokobasiller seklinde gozlenir. Gram morfolojisi Franciella tularensis ile benzerlik
gosterir. Kolonilerine uygulanan oksidaz ve katalaz testlerinden pozitif sonug alinir.
Hareketsiz olan organizmalar nitrat rediiksiyonu yapar. Christian Ure Agar’inda B.
suis i¢in bir saat, B. abortus ve B. melitensis i¢in 24 saat igerisinde lireaz aktivitesi
olumlu olarak saptanir (19, 20).
Kan Kiiltiirii:
Insan brusellozunda Brucella’lar en ¢ok akut dénemde kan kiiltiirii incelenmesi ile
elde edilebilirler.

Kan kiiltiirtinde dikkat edilmesi gereken noktalar:

1. Bruselloz nedeniyle ortaya ¢ikan atesin ikinci giiniinden sonra kan
kiiltiirlerinden olumlu sonuglar alinabilmektedir. Olumlu sonug elde
edebilmek icin farkli zamanlarda alinan birden fazla kan kiiltliriiniin
yapilmasi uygundur (3).Yapilan kiiltiirlerden alinan pozitif sonuglarin
oran1 yoreden yoreye ve laboratuvardan laboratuvara oldukca
degismektedir. Atesin yiiksek oldugu donemde izolasyon siklig1 fazla
ise de bunun disinda da sonug alinabilir.

2. Kan aseptik kosullarda ya antikoagiilanli tliipe alimip hemen
laboratuvara gonderilip ekimi yapilmali, ya da daha iyisi
antikoagiilanlt hazirlanmis besiyerlerini hasta bagina gotiirerek
dogrudan ekim yapilmalidir.

3. Selektif olmayan sivi besiyerleri kullanilir. Sivi besiyerine (50-100
ml) fazlaca (5-10 ml) kan ekilmelidir. EKimlerden birisi CO’li ortama
konulmak iizere ¢ift yapilmalidir.

4. Sivi ekimlerde ikinci giinden itibaren 2-3 giinde bir kat1 besiyerlerine
aktarmalar yapilarak 37°C’de bekletilip koloni olusup olusmadigi
izlenir. Bu aktarmalar da 2-3 hafta bekletilerek incelenmelidir.

5. Castaneda yontemi bu bakimdan en pratik yontem olup 120ml’lik
dort kose siselerde kullanilacak besiyerinin agarli kati sekli yatik
olarak, ayrica 20-30 ml ayn1 besiyerinin sivi seklini bulunduracak

sekilde hazirlanirlar. Kan ekimi sivi kisma yapilir. 2-3 giinde bir kez
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egmek suretiyle kat1 besiyeri yiizeyine bulastirilip yine dik durumda
37°C’de bekletilerek koloni olusmast izlenir.

6. Koloniler kiigiik, konveks, diiz yarisaydam (donuk) durdukga
esmerlesen kolonilerdir (8,19,20).

Kan kiiltiirleri sadece sivi ortamlarda (buyyon kiiltiiri) ya da bifazik
ortamlarda yapilabilmektedir. Buyyonda yapilan kan kiiltiirleri bir ay inkiibe edilerek
Brucella  bakterilerinin izolasyon sansmin artirilmasi amaglanir. Castaneda
tarafindan gelistirilen ayn1 kan kiiltiirii sisesine siv1 ve kati besiyerini igeren bifazik
ortamlarda kiiltiirii yapilir. Besiyerine kan 6rnegi ekildikten sonra, kati1 ortam iizerine
stvi besiyerinin gegmesini saglayacak sekilde sise egdirilerek kanin besiyerine
yayilmasi saglanir. Sise dik pozisyonda etiivde inkiibe edilir ve ii¢ giin boyunca her
giin incelenir. Kat1 kisimda koloni olusumu halinde alt kiiltiirler yapilir. Eger koloni
olusmamissa yine ii¢ giin boyunca inkiibasyona tabi tutularak yeniden incelenir bu
yontemle genellikle kiiltiir bir hafta i¢inde pozitif sonug¢ verir, 15 giinden sonra
pozitif sonu¢ almak nadirdir. Ancak olumsuz sonuglar 21 gilinden sonra rapor
edilmelidir (5,8,19,20).

Bakterilerin izolasyon siiresini kisaltmak amaciyla “Lizis Konsantrasyon
Yontemi” uygulanmaktadir. Bu yontemde ozmotik basingla kan hiicreleri lize
edilerek hiicre i¢i bakterilerin agiga ¢ikmasi saglanir. Santrifiigasyonla yogunlagtiran
bakteri stispansiyonu agar igeren besiyerine ekilir(19,20).

Brucella  bakterilerinin  fagosit  hiicreler iginde yasamalar1 ve
retikiiloendoteliyal sistem (RES)’de lokalize olmasi nedeniyle kemik iligi, karaciger
ve lenf nodiillerinden izolasyonu daha kolay olmaktadir. Brusellozlu olgularin kan
kiiltiirlerinden izole edilemeyen bakterilerin, kemik iligi kiiltiirlerinden %20 oraninda
izole edildigi bildirilmektedir. Bu degerlerin istatistiksel olarak ©nemli oldugu
bildirilmektedir. Kemik iligi kiiltiirlerinden pozitif sonu¢ alma siiresi kan kiiltiiriine
oranla daha kisa olmaktadir. Bakterilerin kiiltiirden izolasyonunu smirlayan en
onemli faktorlerin baginda antibiyotik kullanimi1 gelmekte, antibiyotik kullananlardan
kemik iligi kiiltiirlerinin yapilmasi durumunda daha olumlu sonuglarin alindig
bildirilmektedir. Bu nedenle, bruselloz kuskusu olan olgulardan kan kiiltiirii

negatifligi durumunda kemik iligi kiiltiiriiniin yapilmas1 6nerilmektedir (5,8,20).
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Brucella bakterilerinin izolasyonunda kisa siirede sonug alabilmek amaciyla

ticari otomatik kan kiiltiir sistemlerinden de yararlanilmaktadir (19).

Otomatik Kan Kiiltiir Sistemleri:

Otomatik kan kiiltiir sistemleri ile 2 giin gibi kisa siirelerde iireme saptandigi
bildirilmigtir. Bakteriyemi biitlin hastalarda goriilmedigi i¢in lireme saptanmayabilir.

Hemokiiltlirin basarisiz oldugu durumlarda kemik iligi kiiltiirii Onerilir.
Gutozza ve ark.’na gore; antibiyotik kullanmislarda kan kiiltiirii ile %350 olan
izolasyon orani kemik iligi kiiltlirlerinde %90, antibiyotik kullanmayanlarda kan
kiiltirleri ile %75 olan izolasyon orant kemik iligi kiiltiirlerinde %92.5’e kadar
yiikselmektedir. Yine bu arastirmacilara gore kemik iligi kiiltiirlerinde 4.32 giin olan
lireme zamani, kan kiiltiirlerinde 6.65 giin olarak bulunmustur (15,19).

Brusellozun kesin tanisinda kan, kemik iligi kiiltiirleri ile bakterinin tiremesi
esastir. Ekimler cift yapilarak birisi normal atmosfer kosullarinda digeri %5-10
COy’li atmosferde tiretilmelidir. Kiiltiir pozitiflikleri %3-90 arasinda degismektedir.
Yurdumuzda oncelikli antibiyotik kullanimi nedeni ile kandaki bakteri sayisinin az
olmasindan bu oran diisiik bulunmaktadir (19).

[k izolasyonlarda bakteriler yavas iirediklerinden 30 giin bekletilmeden,
kiiltirler olumsuz diye atilmamalidir. Brucella bakterilerinin kolonilerine benzeyen
kolonilerden saf kiiltiir yapilmali ve CO;’e ihtiyaci, H2S olusturma, tiyonin ve bazik
fuksin’li besiyerlerinde liremeleri gibi testler uygulanmalidir. Monospesifik A, M ve
R serumlari ile agliitinasyonuna bakilarak tan1 konulabilir (19-21).

Brucella’lar ayrica komplikasyon gosteren olgularda; BOS, eklem sivisi,

periton, perikard sivilarindan ve idrardan izole edilebilir (19-21).

1.8.3. 2. indirekt Tam Yontemleri

Bu yontemler hastalia neden olan mikroorganizma ya da bu mikroorganizmanin
antijenlerine organizmanin verdigi bagisitk yanit sonucu olusan antikor ve
otoantikorlarin serolojik olarak belirlenmesi; antijenlere karsi organizmada ortaya
cikan agir1 duyarliligin (allerji) “deri testleri” ile arastirilmasi ile yapilan tani

yontemleridir. Bruselloz tanisinda kullanilan serolojik testlerde kolera, tularemi ve
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yersinyoza karsi agilanmiglarda ya da bu hastaliklart olan kisilerde ve ayrica E. coli
0:157 ve 0:116, Salmonella (Kaufmann- White grup N), Stenotrophomonas
maltophilia ve Yersinia enterocolitica serotip 0:9 ile c¢apraz reaksiyonlar
alinabilmektedir (19-21).

Bruselloz tanisinda siklikla kullanilan serolojik ydntemlerle antikor

aranmasina dayanan indirekt tan1 yontemleri asagida verilmistir:

a. Tup Agliitinasyon Testleri:

Brusellozun tanisinda kullanilan standart serolojik test, Standart Tiip Agliitinasyon
(STA) testidir. Bu test ilk kez Wright tarafindan 1897 yilinda uygulanmistir. Bu
testin dezavantaji yogun emek gerektirmesi ve diger gram negatif bakterilere karsi
olusan antikorlarla ¢apraz reaksiyon vermesidir (19-21).

Farkli immunoglobiilinlerin saptanmasi amaciyla 2- merkaptoetanol (2ME)
testi ve Dithiothretiol testleri gelistirilmistir. Bu testler IgM pentamerinin disiilfit
baglarinin indirgenmesini temel alan testlerdir. Serum 2ME ya da Dithiothretiol
muamele edildiginde IgG molekiilleri etkilenmez fakat IgM molekiilleri agliitinasyon
yapma yeteneklerinin kaybeder. STA agliitinasyon yapan antikorlarin (IgG ve IgM)
total miktarin1 belirlerken, 2ME testi bu maddeye direngli olan IgG’nin tespitinde
kullanilabilir. IgG antikorlar1 aktif infeksiyonun bir gostergesi olmasindan dolay1
onemlidir (3,5,8,19-21).

STA testi 1/160 ya da daha yukar titrelerde pozitif ise 2ME testinden
genellikle pozitif sonu¢ alinmaktadir (3,5).

STA’da agliitinasyon vermeyen antikorlar1 tespit etmek (blokan antikorlarin
etkisini engellemek) icin Coombs antiglobulin testi uygulanir. Coombs testinde
sulandirimlara anti-human gamaglobulini ilave edilir. Daha sonra baglanmamis
globulinler yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Test tiipleri yeniden inkiibe edilir.
STA’da almman pozitiflik orami ile karsilagtirildiginda bu test sonucu pozitif
sulandirim oraninda STA testine gore 4 kat gibi bir artis gozlenirse test sonucu
pozitif olarak degerlendirilir. Brusellozda blokan antikorlar ¢ok oldugu i¢in bu teste

pek fazla gereksinim duyulmamaktadir. Serum agliitinasyon testlerinin IgM, IgA ve
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IgG antikorlarin1 birlikte tespit etme avantaji olmasina ragmen oOzellikle diisiik
titrelerde tanidaki spesifitesi diisiiktiir. Serumun diisiikk sulandirimlarinda “’prezon
olay1”” ortaya ¢ikmakta ve agliitinasyon maskelenebilmektedir. Bu durumda STA
testi yiiksek diliisyonla tekrar edilmelidir. Diliisyon fazla oldugunda antikor
konsantrasyonu azalarak agliitinasyon i¢in optimum konsantrasyona ulastiginda

agliitinasyon olusabilecektir (3,5,8,10,19,20).

b. Spot Test ( tam kan kullanilarak yapilan lam aglutinasyon deneyi):

Ozellikle kitle taramalarinda yogun Brucella bakteri siispansiyonundan &zel olarak
hazirlanmis antijenin bir damlasi iizerine parmak ucundan alinan bir damla tam kan

damlatildiginda olumlu olgularda agliitinasyon goriiliir (8).

c. Kompleman Birlestirme Testi:

Hastaligin ileri evrelerinde ya da kronik hastalikta predominant olan IgG
antikorlarin tanisinda 6nemli olmaktadir, fakat antikomplementer aktivitenin ortaya
¢ikmasi, kompleman gibi kararsiz reaktiflerin kullanilmasi, hastaligin baslangic
donemlerinde kompleman fiksasyonuna yanitin tespit edilmesindeki yetersizlik ve

teknik gereksinimler gerektirmesi gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir (3,8,19).
d. Brucelacapt Testi:
Immunocaptiire-agliitinasyon teknigi temelinde insan brusellozunun tanis1 igin yeni

bir test olan Brucellacapt testi Orduna ve Ark.(5) tarafindan gelistirilmis ve baslangig

serumlarindan Brucellacapt ve CB test pozitif oldugu gosterilmistir (4,20).
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e.Brucella Dipsitik Test:

Brucella spesifik IgM antikorlarinin arastirilmast i¢in basit dipstik kiti
gelistirilmistir. Dipstik 1s1ya direngli antijen santrifiigasyon ile hiicre kalintilarinin
kaldirilmasini takiben 95°C°de 1sitilmus su ile yikanmig B. abortus 119-2 sivi kiiltiirii
bit nitroselluloz banda belli bir ¢izgi olarak uygulanmistir. Bir internal kontrol i¢in
bir anti-human IgM antikorlart ayri bir ¢izgi olarak nitroselluloza kaplayarak
uygulanmistir. Bruselloz siipheli fakat RB negatif hastalardan alinan serumlarda

spesifite %98.6 bulunmustur (19-21).

f. ELISA ve RIA:

Standart Tiip Agliitinasyon (SAT) siipheli oldugunda ELISA ve RIA kullanilabilir.
RIA, kompleks, zahmetli ve radyasyon tehlikesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaz.

ELISA testi; hizli, yliksek duyarlikli, spesifik ve Brusella spesifik IgG, IgM,
IgA antikorlarm1 kan ve BOS’da tamimlamaktadir; SAT’dan farkli olarak
immiinoglobiilinlerin farkli siniflarini ve titrelerini tayin etmek miimkiindiir. Yine de
anti-globiilin karakterine, kullanilan testin tipine bagli olarak degisik sonuglar ve
farkli raporlar vardir. ELISA Brucella tanisinda kullanilan en hassas ve hizli testdir.
ELISA ile yalanci pozitif sonug solid fazda uygun antijen kullanilmadig1 zaman (
B.abortus’da Smut LPS’1 ile bovin IgM’in non spesifik baglandig1 igin) goriiliir
(5,19,20).

Brusellozun seyrinin belirlenmesinde 6zgiil antikorlarin aranmasi hekime
hastasina uygulayacagi tedavide yol gosterici olmaktadir. Hastaligin baslangicinda
IgM antikorlari, tiglincii haftadan sonra da 6zgiil IgG antikorlar1 serumda saptanabilir
diizeylere ¢ikmaktadir. ELISA yontemi, Brucella akut ve kronik bruselloz tanisinda
Ig smiflarmin profilini veren hizli, duyarli ve 06zgiil giivenilir bir yontemdir.

Brusellozda tarama testi olarak kullanilabilecegi bildirilen, serolojik tanida se¢enek
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yontemlerden biridir. Yanlis pozitif ELISA sonuglar1 B. abortus lipopolisakkariti ile

bovine IgM’lerinin nonspesifik baglanmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (5,19-21).

Yeni gelistirilen ELISA testleriyle de tanida duyarliblk ve 6zgillik
artirtlmaya c¢aligmaktadir. Son zamanlarda gelistirilen > commpetitive enzyme
immunoassay (CELISA)’in 6zgiilliigl %96.5-100; duyarlilig1 ise %94.8-100 arasinda
bulunmustur. CELISA’da infeksiyon boélgelerinden elde edilen ¢oklu Brucella
tiirlerine kars1 tek tek olusan monoklonal antikorlar aranabilmektedir. Bu teste
kullanilan monoklonal antikorlar bakteriye ait smooth lipopolisakkarit (S-LPS) i¢in
Ozguldiir. CELISA S-LPS’nin O polisakkaritine kars1 olusan 6zgiil M antikorlarinin
aranmas1 esasina dayanan bir testtir. M antikorlari, capraz reaksiyon veren

antikorlarla yarisir (5,19,20).

g. Floresan Polarizasyon Deneyi (FPD):

Bu deneyin esast florokrom ile isaretli ¢ozelti igindeki az miktardaki bir ¢oziiniir
antijen ile antikoruyla kompleks olusturmus antijen molekiilii arasinda rotasyonal
farkliliklara dayanmaktadir.

Kiiciik molekiil, hizl1 bir sekilde doner ve 151k hizla depolarize olur. Daha biiyiik olan
kompleks molekiil ise daha yavas doner ve 15181n depolarizasyonu yavaslar. FPD
reaksiyona girmeyen reaktiflerin ortamdan uzaklastirmasini gerektirmeyen bu
nedenle hizli, taginabilir ekipmanla yapilabilen laboratuvar ve sahada uygulanabilir
olan homojen bir deneydir. FPD deneyinin sigir, domuz, koyun ke¢i ve bizon gibi

hayvan brusellozunun serolojik tanisinda uygun oldugu kabul edilmektedir (19,20).

h. Deri Testleri:

Geg tip asir1 duyarhilik testleri Bruselloz tanisinda yardimer olmakta, 6zellikle gevis
getiren hayvanlarda yaygin olarak kullnilmaktadir. Insanlara uygulanan bu testlerde
antijen olarark 6ldiiriilmiis Brucella bakterileri, saflastirilmis bakterilerin 21 giinliik

kiltlir stiziintileri ve ticari olarak hazirlanmis saflastirilmis rekombinant bakteri



34

proteinleri  kullanilmaktadir. Testte kullanilan antijenlerin  lipopolisakkarit
icermemesi gerekir. Aksi halde diger Gram negatif bakteri infeksiyonlarinda ¢apraz
reaksiyonlar alinmasi nedeniyle testin tanisal degeri olmaz. Brusellin alerjik deri
testleri tarama testi ya da tamamlayici test olarak yararli olmaktadir. Brusellozun
alerjik tanisinda en sik kullanilan test ‘’Brucellergen’’ deri testidir. Brucellergen bir
niikleoprotein kompleksi olup deri i¢ine siringa edildikten sonra 24 saat igerisinde
siringa yerinde kizariklik, 6dem ve sertlik meydana gelmesi durumunda kisinin
Brucella bakterilerine kars1 asir1 duyarli olduguna karar verilir(19).

Glinlimiizde Brucella grubu bakterilerin tiim tilirlerinin, bir ¢ok kiigiik

karakteristiklerle birbirinden ayrilan, bir ¢ok biyotipin bulundugu bilinmektedir (19).
1. Opsonositofajik Test:

Brucella infeksiyonlarinin serolojik tanisinda, opsonositofajik testten de faydalanilir.
Bu test hasta serumundaki fagositozu kolaylastiran ve opsonin adi verilen
antikorlarin ortaya ¢ikarilabilmesi icin kullanilan bir testtir. Tani; hasta, 16kosit ve
bakteri siispansiyonun birbirleri ile karistilmasindan sonra 15 dakika, 37°C’de inkiibe
edilmesi ve buradan hazirlanarak Giemsa ile boyanan preparatin incelenmesi ile
konur. Bir 16kosit tarafindan fagosite edilen ortalama bakteri sayisi, fagositik endeksi
verir. Bu say1 6, 10 veya daha fazla olursa test pozitiftir (19,20).

Bruselloz tanisinda kullanilan serolojik test ne olursa olsun, konunun bagka
bir énemli yamida, antijenin hazirlandig: bakteri tiiriidiir,. Ulkemizde en sik goriilen
etken B. melitensis oldugundan, bizdeki antijenler B. melitensis suslarindan
hazirlanmaktadir. Bu konunun serojik testin negatif oldugu durumlarda hatirlanmasi
gerekir (19).

Brucella tiir ve tiplerin ayriminda gereken incelemeler:

1. Uremek igin oksijen gereksinimi

2. Bakterinin HyS iiretimi

3. Boyalar karsisinda iireme ve boya inhibisyon deneyleri
4. Ureaz etkinligi
5

Monospesifik serumlarla agliitiinasyon
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6. Tb-Tbilisi fajina karsilik duyarlilik deneyi
7. Diethyldithiocarbamate (DEDTC) testleri (3,5,8,9).

Tiim identifikasyon testleri miikemmel bir sekilde yapilacak olursa hangi
biyotip oldugu ortaya konulabilir. Konvansiyonel testlere paralel, fajlara duyarlilik
testleri de suslarin siiflandirilmalarinda biiyiik kolayliklar saglar. Bununla beraber,
stipheli durumlarda sus hakkinda kesin karar verebilmek i¢in, Oksidatif-Metabolik
Test ¢ok dnem tasiyan bir testtir (7,10).

Giiniimiizde halen kullanmilmakta olan Klasik Biyokimyasal identifikasyon

Yontemleri Huddleson (1929) tarafindan agiklanmistir (7,10).

1.8.4. 3. Molekiiler Tani

Bruselloz zoonotik bir hastalik oldugu i¢in yasayan ajanlarin ellere bulagmasi
laboratuvar ¢aliganlari i¢in risktir. DNA teknolojisi kullanilarak tan1 yapilabilir. PCR
temeline dayanan kitler gelistirilmistir ve Brucella spp.’nin hizli tanimlanmasinda
kullanilmistir. Bu tan1 ¢aligmalar1 disinda allerjik testlerde kullanilabilir (19,-25).

Birgok PCR temelli deney, Brucella'min tanisinda diagnositik kapasiteyi
gelistirmistir. PCR, yiliksek 0Ozgiillik ve duyarlilik gosterir (Akut ve kronk
hastaliklarda). Hizli tan1 ve standardizasyon oOzellikleri gostermektedir. Insan
Brucella tanisinda PCR kan kiiltiir tekniklerinden daha duyarli ve konvensiyonel
serolojik testlerinden daha 6zgiildiir. Ana genetik hedef olarak brusella BCSP-31
geni 16S-23S ribozomal RNA operonu kullanilmaktadir (20,25).

Yapilan bir calismada; 3 farkli PCR metodu karsilastirilmis ve calismada
brusella DNA’smin 3 primer c¢ifti ile insan DNA’sim1 etkiledigi bulunmustur. Bu 3
primer cifti 3 farkli segment icermektedir;

1. Birgen 31-kDa B.abortus antijenini kodlar (primer B4/B5)
2. B.abortus’u 16S-RNA dizisi (primer F4-R2)
3. Dis membran protenini kodlayan (OMP-2) bir gen (SPR/SPL)

Deneyler géstermistir ki Brucella DNA —2’sinin saptanmasinda duyarliliklari
farklilik gostermistir. F4/R2 ve B4/B5 insan DNA’sinda etkili bulunmus primer

SPF/SPR ise etkisiz olarak bulunmustur. Son yillarda Brusellozun hizli tanisinda
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kemik iligi aspirasyonu ve periferik kan drnekleri ile PCR ¢alismalar1 ¢ok olumlu
sonuclar verdigi bildirilmistir. Yalniz bu ¢alismalarin antibiyotik kullanimindan 6nce
yapilmas1 gerekmektedir (19,20,23).

DNA teknolojisi Brucella spp.’nin ¢abuk tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
Pahali olan bu teknik {ilkemizde yaygin olarak kullanilmamaktadir (19,22).

Bu tani1 ¢alismalar1 disinda alerjik testlerde kullanilabilir. Brucellergen adi
verilen antijen bakteri nukleoproteinlerinden hazirlanir. 48 saatlik bakteri kiiltiirii
filitratlarindan hazirlanan abortin ve mellitin testleride kullanilabilir. Hastalikta
olusan IgG antikor seviyesini gosterir (22,24).

Brucella’lar iki kromozoma sahip olup, bu da ii¢ rRNA operonu igeren
kromozomal bolgelerin degisik diizenlemeleri ile agiklanmaktadir. Kromozomlarda
bulunan genlerin en 6nemlileri 6zellikle major dis membran proteinlerini kodlayanlar
olup, Brucella tiirlerinin ve biovarlarinin belirlemesinde agik bir rol oynamaktadirlar.
Ornegin; 36-38 kDa agirligindaki major porin dis membran proteinleri ( Grup 2 )
omp?2 lokusunda kodlanmaktadir. Bu lokus biribiriyle ¢cok yakin benzerlik gdsteren
(>% 85 ) omp20 ve omp2b genlerini icermektedir. Benzerlik oranlart %34 olan
olan diger iki Brucella geninden; omp25; 25-27 kDa; omp3l, 31 -34 kDa
agirh@indaki ( Grup 3 ) dis membran proteinlerini kodlamaktadir. Brucella tiirleri
ve biovarlarinda, dis membran proteinlerinin kodlayan genlerin PCR-RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism ) paternleri Tablo 2’de gdsterilmistir
(19,20).
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Tablo 2. Brucella tiirleri ve biovarlarinda dis membran proteinlerini kodlayan
genlerin PCR-RFLP paternleri (26).

Brucella spp. Biovar ompZ2a omp2b omp25 omp31
B melitensis 1 B, C B,D, E B A

2 B E B A

3 B B,D,E B A

R B,C B B A
B. abortus 1 A A A -

2 A A A -

3 B B A -

4 A B A -

5 B B A -

6 B B A -

9 B B A -

R A A C A -
B. suis 1 D B A A

2 E F A B,C

3 D G A A

4 D G A A

5 F B A A
B. ovis - G H 1,J C D
B.canis - G A E,F
B. neotomae - H K A

R: Rough suslar.

Her biiyiik harf, bir gen icin kullanilan restriksiyon enzimi ile ayni paterni gostermektedir. Tek bir gen

i¢in ayni1 harf restriksiyon paternini yansitirken, diger bir gen i¢in ayn1 paterni gostermez.
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1.8.5. 4. Deney Hayvanlarina inokiilasyon

Elde edilen kiiltirler ve kontamine olmayan marazi maddeler intraperitonal,
kontamine olan materyal ise, deri alt1 ve kas i¢i olarak enjekte edilir, her 6rnek igin
en az iki kobay kullanilir (7,10).

Stit ve idrar santrifiij edildikten sonra dip tortu fizyolojik tuzlu su ile
sulandirilip, 0,5ml miktarinda verilir. Organlardan yapilan emiilsiyondan 0,5-1ml
enjekte edilir(7,10,19,20).

Peynirden yapilan siispansiyondan ise 0,5ml enjekte edilir. Inokiilasyon
yapilan kobaylardan birisi 3 hafta digeri 6 hafta sonra Ooldiriiliir. Kobay
oldiiriilmeden 6nce serolojik yoklamalar i¢in kalpten kan alinir, otopsilerinde lenf
yumrularinda biiyiime, epididimit, testislerde apse ve eklemlerin sismesi... vb. tesbit
edilir. Karaciger, dalak, bobrek uterus, kemik iligi gibi lezyonlarda 6zel besi

yerlerine ekimler yapilir. Etken izolasyonuna gidilir (7,1019,20).

1.8.6. Tiirkiye’de Brucella Kokenleri

Brucella cinsi iginde B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B.canis ve B.
neotomae olmak iizere 6 tiir tespit edilmistir. B. melitensis’in 3, B. abortus’un 6 ve
B. suis’in 5 biyotipi bulunmaktadir. B. ovis, B. canis ve B. neotomae tiirlerinde ise
herhangi bir biyotip bildirilmememistir (27).

B. melitensis’in mevcut 3 biyotipinden, biyotip 1 Latin Amerika, Ispanya,
Portekiz ve Malta’da en yaygin olarak gériilen biyotiptir. Italya ve Yunanistan’da en
fazla biyotip 2 yaygindir. Biyotip 3 en yaygin olarak Fransa ve Kuzey Afrika’da
goriilmektedir ancak Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye’de de bildirilmektedir. Bat1 ve
Orta Asya’da biyotip 2 ve 3 en yaygin biyotiplerdir. Ancak Suudi Arabistan, Kuveyt,
[ran ve Irak’ta her ii¢ biyotip de yaygin olarak bulunmaktadir (27).
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B. abortus biyotip 1 diinya genelinde sigirlardan en sik izole edilen biyotiptir.
Biyotip 1,2 ve 4 Kuzey ve Giiney Amerika’da en sik goriilen biyotiplerdir. Biyotip 3
ve 6 Afrika ve bazi Asya iilkelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Biyotip 5 ve 9
nadir olarak goriilmektedir (27).

Tiirkiye’de standart metotlara gore Brucella izolatlarinin identifikasyonlari son
yillarda ele alimmistir. Asagida Tablo.3 ve Tablo.4’de sigir ve insanlardan izole

edilen brucella kokenleri verilmistir.

Tablo 3. Sigirlardan izole edilen Brucella kokenleri (27).

Brucella kokeni Izolat say1s1 Oran (%)
B. abortus biyotip 3 35 100
B. melitensis spp. - S19 ve Revl as1

Suslarma rastlanilmadi.

Toplam 35

Tablo 4. Insanlarda izole edilen Brucella kokenleri (27).

Brucella kokeni Izolat sayis1 Oran (%)

B. melitensis biyotip 3 115 89.8

B.melitensis biyotip 1 12 9.3

B. abortus biyotip ? 1 Atipik izolat 0.78
Toplam 128

1.8.7. identifikasyon Yontemleri
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Tiir idendifikasyonu baslica iki ana yontemle tayin edilir. Bunlar fajlarla lizis ve
monometrik metotlarla izolatin 14 ¢esit amino asit ve karbonhidrat substanslarinin
oksidasyon ile metabolize etme kabiliyetlerinin incelenmesidir (27).

Oksidatif metabolik testler zaman alic1, yetismis elemana ihtiya¢ gosteren ve
pahali testler oldugundan ancak referans laboratuarlarinda taksonomik amach
caligmalarda kullanilmaktadir. Rusya’nin Tbilisi eyaletinde izole edilip Tbilisi (Th)
ad1 verilen faj son derece stabil oldugundan referans faj olarak tiir tayininde genis
capta kullanilmaktadir. Tb faji rutin test diliisyonunda (RTD) yani tam bir lizisin
goriildiigii minimal faj konsantrasyonunda sadece smooth B. abortus kiiltiirlerini lize
eder. R/C faji rough tiir ve suslar i¢in referans fajdir. Brucella kiiltiirlerinin tiir
tanisinda iliskin 6zellikleri tabloda gdsterilmistir (27,28).

Izole edilen suslarm tiir ve biyotip tanisinda kiiltiiriin koloni morfolojisi son
derece onemlidir. Her zaman non-smooth koloni yapisina sahip B. ovis ve B. canis
disinda diger tiirler taze olarak izole edildiklerinde genellikle smooth koloni yapisina
sahiptir. Non-smooth kiiltiirleri monospesifik A ve M serumlar1 ve smooth Brucella
fajlari ile tiplendirmek ig¢in smooth koloniler segilmesi gerekmektedir. Brucella cinsi
mikroorganizmalarda dissosiasyon degisik metotlarla saptanmaktadir. Bunlardan en
basit olam1 %0.1’lik akriflavin solusyonunda kolonilerin emulsifiye edilmeleridir. S
koloniler homojen bir emiilsiyon gosterirlerken, non-smooth koloniler derhal
agliitine olurlar (26-28).

Bir diger metot da kolonilerin kristal viole boya solusyonu ile boyanmalridir.
S koloniler bu metotla boya almazlar buna karsin, dissosiye koloniler kirmizi ve
morun ¢esitli niianslar1 ile boyanirlar ve ylizeyleri radikal catlaklar gosterir.
Dissosiasyon kontroliinde koloniler ayrica stereoskopik mikroskopta, 45°C ag ile
oblik 1sikta incelenirler. S koloniler oblik 1s1kta mavi-yesil reflii verirler, dissosiye
koloniler ise donuk sar1 bir renk gosterirler (27,28).

Brucella tiirlerinin biyotip diizeyindeki identifikasyonlar1 baslica 4 ana test
ile yapilmaktadir. Bunlar CO, gereksinimi, hidrojen siilfit (H,S) tliretimi, bazik fuksin
ve tiyonin boyalari ile inhibisyonuna duyarlilik ve monospesifik A, M ve R serumlar1
ile agliitinasyondur. Brucella cinsine ait tiirlerin biyotip seviyesindeki ayirici

ozellikleri asagida Tablo 5’de gosterilmistir.(27,28).
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Tablo 5. Brucella tiirlerinin ayirici 6zellikleri (27)

Tiir Koloni Serum Fajlarla liziz Oksidaz Ureaz
Morf. ihtiyact Tb R/C
RTD 10’xRTD  RTD
B. melitensis Smooth - - - - + ¥
B. abortus Smooth -2 + + - - +
B. suis Smooth - - + - + +
B. netomae Smooth - - + - - +
B. ovis Rough + - - +
B.canis Rough - - - + + +

*Brucella abortus biyotip 2 seruma ihtiyag gosterir.

Tiyonin ve bazik fuksin varhginda iireme ve Tbilisi faj tiplendirmesi:
Sonuglar, inkiibasyon peryodunun sonunda iiereme ve lizis durumlarina gore
degerlendirilmektedir (27,28).
A ve M monospesifik anti-serumlar ile agliitinasyon
Reaksiyon sonuglar1 bir dakika i¢inde olusan aglutinasyon durumuna gore okunarak
degerlendirilmektedir.As1 suslarindan ayiriminda ¢esitli testler kullanilmaktadir. B.
abortus S19 as1 susu virulent saha susundan CO;’¢ bagimli olmamasi, 2ug/ml
tiyonin mavisinde tirememesi ve 5 IU penisilin/ml’de inhibe olmasi ile ayrilir. B.
melitensis Rev 1 as1 susi, saha susundan 20ug/ml bazik fuksin ve tiyoninde
iirememesi, 2.5 pg/ml streptomisin konsantrasyonunda inhibe olusu ile ayrilmaktadir
(27,28).

Tarim ve Koyisleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Midiirliigi
biinyesinde kurulan ‘’Ulusal Brucellosis Komitesi’” iilke genelinde hastaligin
epidemiyolojik verilere kaynak olabilecek biyotip haritasinin ¢ikarilmasi igin,

Tirkiye genelinde izole edilen Brucella spp. izolatlarinin biyotiplendirilmesi i¢in
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Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne gonderilmesine karar vermistir.

(28).

1.9. Tedavi

Brusellozda tedavi, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin de onerdigi sekilde ikili, baz1
durumlarda da {glii kombine antibiyotik uygulanmasi seklindedir. Tek antibiyotik
kullaniminin tedavi basarisizligmma yol agma nedenleri; hizli direng gelisimi ve
bakterinin intraselliiler olarak ¢ogalabilmesi nedeniyle tek ilacin yetersiz kalarak
relapsa yol agmasidir (3-9).

1981 yilinda DSO tarafindan bruselloz tedavisi; tetrasiklin 2 gr/giin, oral ( 6
saat ara ile 500mg) 6 hafta + streptomisin 1gr/giin, IM (total 20 gr olacak
sekilde) 3 hafta siireyle kullanilmasi seklinde dnerilmistir (3,8,9).

1986°da ise, uzun etkili bir tetrasiklin tiirevi olan doksisiklinin 200mg/giin
(12 saat aara ile 100 mg) + rifampisinin tek doz 600-900 mg/giin kombine olarak 6
hafta uygulanmasi onerildi (3,8,9,16).

Doksisiklin + rifampisin kombinasyonu ile doksisiklin + streptomisin
kombinasyonunun  karsilastirildigt bir calismada her iki rejimin de 45 giin
uygulandiginda esdeger etkinlikte oldugu saptanmis; ancak spondiliti olan hastalarda
doksisiklin + streptomisin kombinasyonu daha etkili bulunmustur (3,5).

Streptomisin kullanilan kombinasyonda streptomisine bagli ototoksisite,
rifampisin kullanilan kombinasyonda ise rifampisine bagli hepatoksisite agisindan
hastalar yakindan takip edilmelidir (3,5,8,16).

8 yasin Tlzerindeki ¢ocuklarda; oral doksisiklin (5mg/kg/giin) veya
oksitetrasiklin (30 mg/kg/giin) 3 hafta siire ile + gentamisin, IM (Smg/kg/giin ) ilk 5
giin kombine tedavisinin verilmesi onerilir (5,8,16).

8 yasin altindaki gocuklarda; TMP/SMZ (Trimetoprim/Sulfometoksazol) 3
hafta siireyle + gentamisin ilk 5 gilin verilmesi Onerilmistir. Tetrasiklini tolere
edemeyen kisilerde veya gebelerde (TMP/SMX + rifampisin veya TMP/SMZ +
gentamisin kombinasyonlari onerilebilir (3,16).

Bruselloza bagli menenjit, endokardit gibi komplikasyonlarin tedavisi 6zel

durumlardir ve tedavide kullanilacak rejimler konusunda goriis birligi yoktur. Cogu
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aragtirmaci, icerisinde doksisiklinin bulundugu ikili veya ii¢lii kombinasyonlarin,
hastanin verdigi cevap dikkate alinarak 6-9 ay gibi uzun siire uygulanmasini
onermektedir. Doksisiklin kan-beyin bariyerini, diger tetrasiklinlerle kiyaslandiginda
daha iyi geger ve TMP/SMZ veya rifampisin ile kombine edilerek brusella menenjiti
veya endokarditinde kullanilabilir. Brusella menenjiti tedavisindeii, bakterinin
duyarli oldugu belirlenen III. kusak sefalosporinler, beyin-omurilik sivisina iyi
gecebilmeleri nedeniyle tercih edilirler. Bazi brusella endokarditi vakalari,
antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilebilmekle birlikte, ¢ogu vaka medikal tedaviye
ilaveten cerrahi girisimi de gerektirir (8,16).

In vitro ¢alismalar florokinolonlarin brusella bakterilerine etkili oldugunu
gostermekle birlikte, bu ajanlar tek kullanildiklarinda yiiksek oranda relaps
saptanmustir (3,16).

Bruselloz  tedavisinde, antimikrobiyal tedaviye ilaveten hastanin
semptomlarina yonelik olarak anlajezik ve antiflamatuvar ilaglardan da
yararlanilabilir.  Kortikosteroidler —norobruselloz ~ vakalarinda, antimikrobiyal
tedavinin yaninda beyin 6demini gidermek, yapisikliklari gidermek veya Onlemek
amactyla onerilebilir (3,8,16).

Antibiyotikler Brucella mikroorganizmalarina karsi etkilidir. Fakat hastaligin
tedavisi gii¢ olabilir. Brucella etkenleri hiicre iginde bulunduklarindan (tiiberkiiloz
hastaliginin etkeni Mycobacterium tuberculosis gibi ) birden fazla antibiyotigin uzun
siire ( en az 6 hafta ) uygulanmasin1 gerektirir. Ayrica bakterilerin viicutta nereye
gizlendiklerinin bilinmemesi ve kemik iligi gibi yerlerde de infeksiyon olusturmasi
nedeniyle uzun siireli bir tedavi uygulanir. Kisa siireli tedavi enfeksiyonun
niiksetmesine neden olmaktadir. Tedaviye baslama zamani ve hastaligin siddetine
bagl olarak iyilesme birka¢ hafta ile birka¢ ay arasinada degisebilir. Oliim aroni
diistiktiir (3,5,8,16).

Bilimsel ag¢idan 6nemli ve gbz dniinde bulundurulmasi gereken diger bir konu
ilaglara diren¢ ihtimalidir. Brucella etkenlerinin antibiyotiklere direngli suslarinin
oldugu bildirilmistir. Bruselloz tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan antibiyotikler (
Rifampicin ve streptomycin gibi) ayn1 zamanda tiiberkiiloz tedavisinde de

kullanilmaktadir. Patojenik Mycobactrium tuberculosis suslarina karsi ¢oklu ilag
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direncine sahip suslarin mevcudiyeti bruselloz tedavisi igin tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilmaya alternatif bir tedavi problemini ortaya ¢ikarmaktadir (1,3,5,8,16)).

Tedavide kombine antimikrobiyal kullanimi1 gereklidir; doksasilin 2x100 mg+
rifampisin 1x600 mg, 6 hafta kullanilir. Artrit gibi fokal infeksiyon varliginda tedavi
10 hafta gibi uzun tutulmalidir. Rifampisin yerine streptomisin (1g/giin, IM., 21 giin)
‘de kullanilabilir (8,16).

Relapslarda ilk uygulanan protokol, hasta yedi yastan kiigiik ise ii¢ hafta ko-
trimaksazol+5 giin gentamisin veya rifampisin+ ko-trimaksazol, kronik olgularda ek
levamizol, gebelerde rifampisin veya gentamisin+(dogum Oncesi degil ise) ko-
trimaksazol 4-6 hafta, norobrusellozda beyin omurilik sivist (BOS) bulgular
diizelinceye kadar /6 hafta-6ay) rifampisin+3.kusak sefalosporin, endokarditte 6
aylik ticlii (doksisklintstreptomisintrifampisint 3. kusak sefalosporin) tedavisine ek
olarak kapak relasmani ve artritte ise uzun siireli U¢li tedavi ve gereginde

antienflmatuvar ilaglar uygulanmalidir (3,5,16).

1.10. Epidemiyoloji
Ulkemizde Burselloz, morbiditesi oldukga yiiksek olmasina karsin mortalitesi ¢ok
diisiik bir infeksiyon hastaligidir (1,5,10). Yillara gore iilkemizdeki bruselloz

vakalar1 ve 6liim oranlar1 Tablo 6.da gdsterilmistir .

Tablo 6. Yillara Gore Ulkemizde Bruselloz vakalari ve 6liim oranlari (10)

YILLAR VAKA SAYISI OLUM (%)
1970-1980 909 3(0,3)
1981-1990 17,920 8(0,04)
1991-1993 17,650 6(0,03)

Her yas grubunda goriilen ancak 0-4 yasta nadir olan brusellozun tilkemizde
1970-1995 yillar1 arasinda Dbildirilen olgu sayisi asagidaki Tablo 7°da
gosterilmistir(1).
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Tablo 7. Tirkiye’de Bruselloz ( 1970-1995) (1)

YILLAR Bildirilen olgu sayist
1970-1980 909

1981-1990 17920

1991 4658

1992 6197

1993 6795

1994 8363

1995 8184

Bu tablodan iilkemizde bruselloz olgularinin artti§i kanist uyanmaktadir
ancak diinya literatiiriindeki istatistiklerin de gosterdigi gibi iilkemizde de olgu
sayisinin artmasi hastaligin yayginlasmast seklinde yorumlanmamakta, bu durum
hastaligin daha iyi bilinip daha iyi tan1 konuldugunu géstermektedir(1).

Afyon yoresinde hayvanciligin yaygin olarak yapilmasi nedeniyle bruselloz
yaygin olarak goriilmektedir. Afyon Il Saglik Miidiirliigii raporlarma gére 1999-2003

yulari arasinda bildirilmis bruselloz vakalar1 Tablo 8’da verilmistir.

Tablo 8. Afyon’da Bruselloz (1999-2003)

Yillar Bildirilen Olgu Say1s1
1999 170
2000 200
2001 323
2002 259
2003 148

Bruselloz insan ve hayvanlarda 6nemli derecede morbiditiye neden olan bir

antropozoonozdur (3,5,8,10,16).Insan brusellozu, 1861°de Martson tarafindan Malta
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Adast’nda rapor edilmistir. Hastalik etkeni ilk kez 1886’da Bruce tarafindan Malta
hummasi nedeniyle 6len hastalarin dalak pulpasindan izole edilmis ve ‘’Micrococcus
melitensis’” olarak adlandirilmistir. Zammit, Horrocks ve Kennedy, bu tipik
mikrokoku Malta kegilerinin kan, siit ve idrarinda gostererek, bruselloz rezervuarinin
keciler oldugunu ortaya koymus ve o donemde pastorize edilmemis ke¢i siitiiniin
tiiketimi Onlenerek hastalik insidansinda dramatik azalma saglanmistir (16,28-33).

Bang 1895°te sigirlardan B. abortus’u, Traum 1914°te domuzlardan B. suis’i,
Carmichael 1966’da kopeklerden B.canis’i izole etmistir. B. ovis 1953’te
koyunlardan, B. neotomae 1957°de koglardan izole edilmistir (10,34,38).

Bazi gelismis iilkelerde bruselloz hayvanlar arasinda tamamen eradike
edilmis olmakla birlikte, iilkemizde olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Ozellikle Ig
Anadolu, Dogu Anadolu, Giiney Dogu Anadolu bdlgelerimizde hayvanlarda
yaygindir. Kirsal kesimde B. melitensis, biiyiik sehirlerde B. abortus infeksiyonuna
daha sik rastlanir. Ulkemizde B.suis infeksiyonuna rastlanamamustir (10,18,19,28).

Tiirkiye’de belli yakinmasi olmayan ve risk grubu olusturmayan kisilerde
%5.8-14.4 oraninda, risk grubu olan kasaplar arasinda %2-14 ve ciftciler arsinda
%1.8-25 oraninda seropozitiflik saptanmistir (30-34).

Brucella bakterilerinden B. melitensis esas olarak koyun, ke¢i ve develerde;
B. abortus sigir, manda, develerde; B.suis ren geyigi ve domuzlarda hastalik yapar.
Primer olarak kopeklerde hastalik yapip nadiren insan infeksiyonlarina neden olan B.
canis’e ait birkac olgu Bursa ilimizden bildirilmistir(24-28).

Bruselloz, insanlarda cesitli yollardan bulasir. Ulkemizde en sik bulas
sindirim yolu ve direkt temasla olmaktadir. Sindirim yolu ile bulas, ¢ig siitten yapilan
peynir, krema ve yaglarla olur. Kirsal kesimde siitler pastorize edilmemekte ve
kaynatilmadan peynir yapilmaktadir. Hastali§in yogurt ile bulagsmasi ise miimkiin
degildir. Bunun nedeni kaynatma ve maya nedeniyle olusan asidik ortamdir
(20,31,38).

Direkt temas diger bir bulagma yoludur. Hasta hayvanin siitii, idrar1, genital
akintis1 ve gebelik iirlinli cok sayida bakteri icerir. Bu materyallerin direkt temas ve
inhalasyonu yoluyla hastalik bulasabilir. Bu nedenle Bruselloz veteriner hekim,

teknisyen, laboratuvar c¢alisanlari, ¢iftci, kasap, mezbaha calisanlari ve siit
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endistirsinde c¢alisanlar icin mesleksel risk olusturmaktadir. Bakteri deri ve
konjuktiva yolu ile bulasabilecegi gibi, 6zellikle laboratuvar ¢alisanlarii¢in aerosol
halinde bulunan bakterinin inhalasyon yolu ile bulasiciligi yiiksektir (27).
Brusellozun kisiden bulasmasi nadir olmakla birlikte miimkiindiir. Orsitli
hastalarin spermlerinden izole edilen bakterinin cinsel temas yolu ile gegtigi
bildirilmistir. Brusellozun kemik iligi transplantasyonu ile, ayrica mastitli anneden
siit yolu ile bulastig1r gdsterilmistir. Anne siitii disinda da gebelik esnasinda ya da
perinatal bulasabilecegi gosterilmistir. Biitlin bu bulas yollarinin disinda; plesantal
ekstratlar ve fetal hiicreler kullanilarak hazirlanan kozmetik {iriinleri ile bulasan
birkag bruselloz olgusu Fransa’da bir giizellik salonundan bildirilmistir. Brusellozun

hayvanlar arasinda yayilimida; hayvan cikartilar1 ve gebelik materyali yolu iledir

(27,29).

1.10.1. Hastah@in Gegis Yollar

Infeksiyon baslica su yollardan bulasur:
Agiz yolu ile

Temas

Inhalasyon

Inokiilasyon

o B~ w0 D

Cinsel temas

1. Agiz yoluile:

Herhangi bir igleme tabi tutulmamis sigir, koyun, keg¢i siitii ve etten elde edilen
tiriinlerin tiiketimi ile enfeksiyon alinir. Kaymakta bakteri sayilidir. Yag damlaciklar
yiizeye c¢ikarken Brucella’lar1 birlikte cikartirlar yag daha g¢ok eksimis siitten
yapildig1 icin, olusan asitten mikrooorganizmalar 6liir, dolayisiyla yag ile olusacak
infeksiyon orani daha azdir. Dondurmada bu oran 6nem tagsir (1,8,10,16).

Olgunlasmamis peynir ile Brucella gegisi nadirdir. Ancak yeni ve kaynatilmamis
ve 60°C’de 1sitilmamis ¢ig siitten yapilmis peynirler 1yi bir infeksiyon kaynagidir.

Incelenmemis  veya iyi oOrtiilmemis etler, geregi gibi hazirlanmamis salam,
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kontamine hayvan idrar ve diskilariyla bulasmis ¢ig sebzeler, hayvan ¢ikartilari
kirlenmis sular da infeksiyon kaynagini olusturur (1,5,8,16,20,33).

Yapilan arastirmalarda Brucella bakterilerinin ¢esme suyunda 37 giin, donma
derecesinde 2.5 yil, peynirde 2 ay, O dercedeki dondurmada 1 ay, toprak ve
meralarda 3 ay canli kaldiklarin1 géstermistir (1).

Kara sinekler 24 saat tasiyici kalmislardir. Brusella 60 derecede 10 dakika da
Oliirler. Et pisirilerek  yendiginden infeksiyonun naklinde rolii  yoktur.
Memleketimizde ¢ig kofte yeme adeti nedeniyle etle gegis olasidir (1,3,5,8,10,16,19).

Agiz yolu ile geciste mide asiti asiditesi bir koruma olusturursa da, asit azlig1

veya anti-asitle tedavi infeksiyonu kolaylastirir (1).

2. Temas yolu:
Hasta hayvanlarin diisiik materyali, vaginal akinti, idrar ve diger ¢ikartilar1 temas
sonucu hastaligin bulasma olasilig1 yiiksektir. infekte materyalin zedelenmis deriye
temast bulagma sansin1 daha da artirir. Bir deneysel arastirmada iyice kazinmis
kobay derisine temas yolu ile enfeksiyon bulagma sansi %90 iken, hafif zedelenmis
deride bu oran %30 olarak saptanmistir (1,3,5).

ABD’de hastalik %90 enfekte materyalle temas yolu ile olusmaktadir. Bu
hayvanlarda direk temasi olan veteriner, ¢ift¢i, kasap, ¢oban, mezbaha ve depo
iscileri, et endiistirisinde ¢alisanlar daha ¢ok hastaligi alirlar. Bunlar da bruselloz
meslek hastalifidir. Temas yolu ile bulasmada en ¢ok eller rol oynamaktadir. El
disinda; deri, mukoza ve konjuktiva yolu ile infeksiyon alinabilir. Erzurum’da
yapilan 341 kisilik bir calismada Celebi ve arkadaslar1 hastaligi et kombinasi is¢ileri
arasinda yaygin olarak bulmuslardir (1-5).

Liibnan’da 1995°te yapilan 597 kisilik calismada, kasaplarda %54, ciftcilerde
%35, veterinerlerde %1, laboratuvar galisanlarinda ise %8 oraninda seropozitiflik
bulmuslardir (1,5).
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3. Inhalasyon:
Agil tozlari, hayvan tasiyan vagon, kamyon, bulagik toprak, mezbaha ve g¢iftlik
civari, laboratuvar tozlarinin inhalasyonu ile veya konjuktivaya temasla infeksiyon
almabilir (1).

4. inokulasyon:

Brucella’larla ¢alisanlarda kaza inokulasyonlari olur. Hatta hayvanlara S19 susu
ile as1 yaparken kaza neticesi igneyi kendine batiranlarda agir infeksiyonlar meydana
gelmistir. S19 zayiflatilmig bir sus olmakla birlikte géze sigramasi, el ve parmaklara
ignenin batmasi ile infeksiyon meydana gelebilir (1,33).

Virulan suslarla calisan laboratuvarlarda ekim esnasinda veya pipetleme ile

bulasik materyali ¢ekislerinde kaza inokiilasyonlari olmustur (1,31-33).

5. Cinsel temas :

Coitus’la hastalik alinabilecegi bir kisim yazarlar tarafindan bildirilmistir. Kadin
stitii, vaginal flora ve insan sperminden Brucella izole edilmistir. Glans penis yolu ile
maymunlar infekte edilmistir (33).

Kan nakli ile hastalik gecebilir. Brucellalar 6 aya kadar kanda canli kalirlar. Acil
kan transfiizyonlarinda bu durum g6z 6niinde bulundurulmalidir (33,35).

Insanlara Brucella’'nin gegisi ve diinyanin degisik yerlerinde prevalansi yerel
beslenme adetlerine, krema, tereyag ve peynir gibi siit {iriinlerini imal y&ntemleri,
sosyal adetler, hayvan ¢iflikleri tiirii, bolgede bulunan Brucella tiirleri, yorenin iklim
kosullar, kisisel ve yoresel hijyen sartlarina baglidir. Cevre sanitasyonu ozellikle
inhalasyon ve temas yolu gegislerinin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar (35).

Cesitli epidemiyolojik ozelliklere gore Brucella olgularinin dagilimi soyle

siralanabilir:

b) Cografi Dagilimi: Bruselloz hemen diinyanin her yerinde yaygindir.
Rezervuar hayvanlarin dagilimina goére insan brusellozunda degisik dagilim gosterir.

Amerika, Ingiltere, Orta ve Kuzey Avrupa, Giiney Afrika ve Japonya’da B. abortus,
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keg¢i yetistiriciliginin yaygin oldugu sup-tropikal bolgelerde B. melitensis daha siktir
(33-37).

c) Yas ve Cinse Gore Dagilim: Bruselloz her yas ve cinste goriilmesine
ragmen, hayvanlarla temasin sikligina bagli olarak bazi gruplarda daha sik goriliir
(37).

Cocuklar diisiiniilenin aksine biiylikler kadar hastaliga duyarhdirlar. Cig siit igme,
peynir yeme ve hayvanlarla direkt temas sonucu g¢ocuklar infekte olurlar. Erkekler
hayvanlarla daha ¢ok temas etmeleri sonucu daha sik hastalanirlar. Ulkemizde
yapilan arastirmalarada erkek ve kadinda hastalik orani birbirine esit bulunmustur.
Amerika’da ise erkeklerdeki hastalik oram1 kadinlarin 3 katidir.Yine hayvanlarla

temas derecesine bagli olarak 20-40 yas grubunda hastalik daha sik goriiliir (37).

d) Mesleklere Gore Dagilim: Veteriner hekimler, hayvan yetistiricileri,
mezbaha is¢ileri, et endistrisinde calisanlar, siit ve siit iriinleri satan ve imal

edenlerde Brucella incelemesi yapan laboratuar personeli daha sik hastalinir (36,38).

e) Mevsimlere Gore Dagilimi: Bruselloz her mevsimde goriilmekte ise de
bahar ve yaz aylarinda, hayvanlarin dogurganlik mevsimleri olmas1 ve abortuslarin
olmasi nedeniyle ¢evrenin kontamine olmasi, hayvanlarla temasin artmasi, siit
tiriinlerinin tiiketilmesinin artmast ile hastalik daha fazla goriiliir. Ote yandan zaman
zaman hastaligin hayvanlar arasinda salgin halini almasi insanlarda da hastaligin

yiiksek oranda goriilmesine neden olur (36,44).

1.12. Korunma

Insanlarda brusellozun &nlenmesi, evcil hayvanlarda brusellozun kontrolii ve
eradikasyonuna baglidir. Bu agidan veteriner hekimlerin doktorlarla isbirligi halinde
¢alismasi 6nem tasir. Brusella bakterisi ile infekte olmamus siit danalar1 B. abortus 19
susu, siit kuzular1 B. melitensis Rev 1 susu asis1 ile asilanir. Ozellikle kirsal kesimde
yasayan halk bilinglendirilmeli, ¢ig siitten peynir ve yag yapimi onlenmelidir. Siitlin

pastorize edilerek tiiketilmesi, peynirlerin salamura yapilip teneke iizerinde ve satis
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yerlerinde yapilis tarihlerinin belirtilmesi, infeksiyonun epidemik oldugu yorelerde
kasar ve tulum peynirinin tiiketilmesi onerilir (35,38).

Hastaligin temas yoluyla bulagin1 6nlemek i¢in; mezbaha iscileri, vetrinerler,
hayvan saglik memurlari, hayvan bakicilari, et paketleyicilerinin, hayvanlarin atiklar
ile temas etmemeleri ve eldiven giymeleri 6nerilmektedir (33,34).

Pastorize olmamis ve iyice kaynatilmamig siit ve boyle siitlerden yapilan peynir,
krema, dondurma gibi siit iriinleri tiiketilmemelidir. Pastorize edilip edilmedigi
bilinmeyen siit ve siit {irlinleri yenilip igilmemelidir (33-36)).

Hayvan yetistiricileri yavru atan hayvanlarin tiim atiklari ile atiklarin temas
ettigi yem ve altliklar1 ¢iplak el ile dokunmadan imha etmelidir. Atiklar ¢evreye
atilmamali, oOzellikle kedi ve kopeklere verilmemelidir. Ahir ve agillarda
dezenfeksiyon yapilmalidir. Yavru atimi goriildiigiinde hemen bir veteriner hekime
haber verilmeli ve hastaligin teshisi konulduktan sonra hayvanlar mutlak
asilatilmalidir (35).

Ayrica koruyucu olarak gen¢ hayvanlarin asilatilmasina 6nem verilmelidir.
Ciinkii insanlarda brusellozun Onlenmesi hastaligin hayvanlarda kontrol ve
eradikasyonuna baglidir. Yapilan tiim ¢alismalara ragmen insanlarda kullanilabilecek
bir as1 heniiz bulunamamustir (33-35).

Insanlarin brusellozdan korunmasi; dogrudan dogruya &zellikle koyun, kegi,
sigir ve domuz gibi evcil hayvanlarin kontrolii ve erdikasyonu ile ilgilidir.
Hayvanlar, 6zellikle sigirlar arasindaki brusellozun kontrolii i¢in diinya FAO/WHO

eksperler komitesi birbirine bagli li¢ program dnermektedir:

1. Hayvanlar1 hastaliktan korumak

2. Testler ile hasta hayvanlarin belirklenip, kesilmesi,

3. 4-8 aylik disi danalarin S19 asis1 ile asilanmalari. Bu 6neriler dogrultusunda
Ulkemizde 1983 yilinda Tarim Orman ve Koy Isleri Bakanlig: tarafindan 26
yilda gerceklesmesi planlanan ve Tirkiye’ye 218 milyarlik bir katkida
bulunacak ¢ Tiirkiye Brucellosis Miicadele Projesi’> hazirlanmis ve

caligmalara baglamistir.
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Koyun ve kegilerin  bagisiklanmasinda B. melitensis’in  sus Revl
kullanilmaktadir.
Brusellozdan korunmak i¢in alinmasi gereken onlemleri su sekilde siralayabiliriz:

e Risk altindaki personelin (mezbaha iscileri, et paketleyicileri, laborantlar,
veterinerler ve hayvan bakicilar1 ) eldiven, tiim kollarim1 orten giysiler
giymeleri, gozliik takmalari,

e (Qiizellik enstitlilerinde kullanilan plasentalarin saglikli sigirlardan elde
edilmesi,

e Brucella  bakterilerine kiimes hayvanlar1 da duyarli oldugundan,
ozellikle, hasta olan kiimes hayvaninin kesiminde Onlem alinmasi ve
yumurtalarin ¢ig yenmemesi,

e Siitlerin pastorizasyonu,

e Taze peynir ve krema yag1 imalatinin dnlenmesi,

e Taze peynir yapiminda son peynirlerin yeterince tuzlanmasi ve en az iki
ay bekletildikten sonra yenmesi ( Her peynir tenekesinin {izerinde
mayalanma tarihlerinin bulunma zorunlulugunun getirilmesi),

e Etlerin iyice pisirilmeden yenmemesi,

e Endemik bolgelerde hayvan idrar1 ile kirlenmis sebzelerden de bulas
olabilecegi diisiiniilmeli ve sebzelerin dezenfekte edildikten sonra veya
pisirilerek tiikketilmesine ¢aligilmasi,

e Bruselloz siipheli kisilerin cinsel temasi yasaklanmali,

e Son olarak bruselloz olgularmin mutlaka Saglik Bakanligi’na ihbar
edilerek o bolgenin bruselloz yoniinden genis incelenmesinin yapilmasi

saglanmalidir (1,33,35).

1.13. Direnclilik

Brucella bakterileri 60°C’de 1sitilmakla ve 10 dakikada fenol eriyiginde liirler. Siit
icinde 17 giin yasadigi, tereyaginda 142 giin canli kaldigi, dondurmalarda 1 ay,
tuzlanmis domuz etinde 3 hafta, cesme suyunda 8°C’de 57 giin, 25°C’de ise 10 giin

canliligimi korudugu, insan idrarinda en az 7 giin, hayvan diskisinda acgikta 100 giin,
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ahirlarin duvar ve dosemesinde 4 ay canli kaldigr bidirilmistir. Pastorizasyon

esnasinda cabuk 6lmelerinin epidemiyolojik degeri vardir (16).

1.14. Bagisikhk:
Hastaliktan sonra kismi bir bagisiklik olusur. Kazanilan bu bagisiklik, nisbidir.
Ciinkii tekrarlar sik goriliir ve bagisiklik kanda antikorlarinin bulunmasi ile
saglanmaz.

Mevcut bilgiler etkili bagisikligin, hiicresel tipte bagisiklik oldugunu
diistindiirmektedir. Ciinkii Brucella infeksiyonu gecikmis tipte bir hipersensitivite
olusturmaktadir (16).

1.15. Prognoz:
Bruselloz hafif seyreden ve 6liim orani diisiik olan bir hastaliktir. Fakat uzun stirdigii
ve viicut direncini kirarak sekonder infeksiyonlara sebep oldugundan, énemli bir

hastalik olarak ele alinmalidir (16).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismada, Afyon merkez ve kdylerinden topladigimiz 100’er adet siit ve peynir
ornegi Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
soguk zincirle getirilerek ekimleri yapildi.
Toplanan peynir ve siitlerin 25 tanesi inek, 75 tanesi koyunlardan alinmastir.
Stit ornekleri hayvanlarin meme baglar1 sabunlu bez ve alkol ile
temizlendikten sonra ilk sagim disar1 atilmak suretiyle vidali kapakl:i tiiplere 10 cc
siit alinip soguk zincirle laboratuvara getirildi. Toplanan taze peynir 6rnekleri etilen
oksitte steril edilmis ziplog posetlere alinip yine soguk zincir ile laboratuvara
getirildi. Toplanan 6rnekler bekletilmeden ¢ift ekimleri yapildi.
Kullanilan Besiyerleri:
Kanli Agar
Serum Dekstroz Agar (SDA)
Brucella Agar
Brucella Selektif Agar
Tiyoninli Besiyeri
Bazik Fuksinli Besiyeri
Chrystensen Ure Agar
Antibiyotikli Besiyerleri:
Serum Dextrose Agar (SDA)

Basitrasin  ( Merck 1.06992 ) 25000 1U/1
Cycloheximide ( Merck 1.023238) 100 mg/I
Polymiksin B sulfate (Merck 1.06994 ) 6000 U/l

Ethyl Violet 1,25 mg/l

Steril tuzlu su:

NaCl 8,50

Distile su 1000 ml karistirilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlandu.

Antijen ve Kontrol Serumlari:
Brucella siitlerde ring testi ve (Milk Ring Test= MRT) ve tiip agliitinasyon test
antijenleri, pozitif ve negatif kontrol serumlar1 ile monospesifik anti-serumlari

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandi.
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Kontrol Suslar::

Calismamizda kontrol susu olarak B. melitensis ve B. abortus saha suslar1 kullanildu.
Serum:

Atlardan alinan kanlarin serumu ayrildiktan sonra, filtreden gegirilerek sterilize
edildi, steril tiiplere 20 mL dagitilarak 37°C’de 2 giin birakilarak kontaminasyon

yoniinden kontrolii yapildi.

2.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.2. Kanh Agar ( Merck 1.10886 )

2.1.3. Serum-Dextrose Agar ( SDA)

Brucella antikorlarini ihtiva etmeyen ve 56°C’de 30 dakika inaktive edilmis at
serumunun 5 ml’si i¢in 1 gr saf dekstroz konuldu ve eritildi ve filtreden gegirilerek
steril siselere taksim edildi ve buzdolabinda saklandi.

2.1.3.Brucella Agar( Merck 1.10490)

Dehidre besiyeri 41g/L konsantrasyonda distile su iginde eritildi ve otoklavda 121
C°de 15 dakikada sterilize edildi. Besiyeri sarims1 kahve renklidir. Brucella Selektif
Agar hazirlamak igin sterilize edilmis 50°C ‘a sogutulan besiyerine her biri filtre ile
sterilize edilmis 25000 TU/L , Basitrasin (Merck 1.06992), 6000 1U/L Polymyxin B
sulfate (1.06994), 100 mg/L Cyclohexmide ve 1.25mg/L ethylviolet ilave edilip
karistirlldi ve petri kutularina dokiildi. Inkiibasyonun %10 CO, atmosferinde
yapildi. Brucella bu besiyerinde 2-7 mm ¢apinda soluk amber renkli, nemli ve hafif
opalesent ve saydamimsi koloni yapar.

2.1.4. Thioninli Besiyerleri:

1:100.000, 1: 50.000, 1:25.000 oranlarinda bu boyay1 igeren plak besiyerlerinin
hazirlamak i¢in iglerinde 100 mL Brucella Agar bulunan ii¢ balon joje alindi.
Besiyerleri 1sitilarak eritildi ve 48°C’de tutulurken birinci balona tiyonin saf sudaki
%0.1’lik eriyiginden 1mL, ikinci balona 2 mL ve {iglincli balona 4 mL eklendi ve

karistirildi ve hemen plaklara dokiildii.
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2.1.5. Fuchsinli Besiyerleri:

1.100.000 ve 1:50.000 yogunluklarinda hazirlamak i¢in ayn sekilde i¢lerinde 100 ml
Brucella Agar bulunan iki balona 48°C’de tutularak %0.1°lik fuchsin eriyiginden
birinci balona 1 mL, ikinci balona 2 mL eklendi, karistirtlip plaklara dokiildii.
Besiyerleri hazirlandiktan sonra Brucella bakterilerinden plak yiizeylerine ¢izgi
ekimler yapildi. Ekimler ¢ift olarak yapildi ve ¢ift ekimlerden birisi %10 CO;’li
ortamda, digeri normal atmosferde 37°C’de inkiibe edildi. Uremelerinin olup

olmadigina 48 saat sonra bakildi.

2.1.6. Ure Agar (Oxoid CM53):
2,4 g besiyeri 95 ml distile su ile iyice karistirilip, karisimin iyice erimesi i¢in 2 saat
kaynatildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sicakligt SOOC’ye ulastiginda 2 cc iire

hazirlanan besiyerine eklenip, steril cam tiiplere 4-5 mL dokiildii.

2.2. Siit Kiiltiirii:

Toplanan siit 6rneklerinin 25 tanesi Brucella siipheli ineklerden, 75 tanesi yine
Brucella siipheli koyunlardan alinmistir. Laboratuara gelen, siit 6rnekleri 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki krema ile sediment karisimindan
0ze ile Kanli Agar, Brucella Agar ve SDA besiyerlerine ekim yapildi, ekimler ¢ift
yapilip biri aerop ortamda digeri %10 CO’li ortamda 3-5 giin siireyle 37°C’de

inkiibasyona birakild.

2.3. Peynir Ekim Metodu:

Steril ziplog posetlerde laboratuvara getirilen peynir Ornekleri 5’er gr tartilarak
iizerine 25 ml 45-50°C’lik steril fizyolojik tuzlu su ile stenomaherde (karistirici)
homojenize bir sekilde ezildi. Hazirlanan bu homojen karisimdan Kanli Agar,
Brucella Agar ve SDA besiyerlerine 0.1 ml ekim yapildi. Peynir 6rneklerinde de
ekimler ¢ift yapilip biri aerob digeri %10 CO;’li ortamda 3-5 giin iiremeye birakildi.
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2.4. Siitlerde Ring Testi:

Bu calismada hayvanciligin ve siit inek¢iliginin yaygin olarak yapildigi Afyon il
merkezi ve kdylerinden toplanan 100 siit drnegi materyal olarak kullanilmistir. Once
B. abortus Ring test antijeni ( Biosystems Costabrava Co. Barcelona, Spain )
kullanilarak lamda agliitinasyon testi yapilmistir.

Her bir siit 6rneginde 0.08, 0.04, 0.02,0.01 ve 0.005 mL alinip, iizerine
birakilan birer damla antijen ile ileri geri hareket ettirilerek karigsmasi saglanmis, 1
dakika i¢inde olusan reaksiyon gozlenmistir. Siipheli ve pozitif reaksiyon veren
stitlerle tiipte agliitinasyon testi yapilmistir. Ayrica siit drnekleri iyice karistirilarak
11x100 mm’lik test tiiplerine konulmus tizerine tetrazoliumla boyanmig B. abortus
antijeninden (Ring Antijeni) 0.03 mL damlatilip hafifce karistirilmistir. lyice karisip
karismadig1 kontrol edildikten sonra tiipler 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Krema tabakasi koyu renkli ve kremanin altindaki siit, beyaz veya beyaza ¢ok
yakinsa test (+) pozitif, krema tabakasi beyaz, siit koyu renkli veya krema tabakasi
siitle ayn1 renkte ise test (-) olarak degerlendirilmistir. Ayrica krema halkasi ve
stitteki renk degisimlerine gore ++, +++, ++++ pozitif olarak derecelendirilmistir.

Laktasyonun ilk ve son zamanlarinda alinan siitler ile az yagli, homojenize,
donmus bayat ve mastitli hayvanlarin siitleri testin sonuglarint olumsuz

etkileyebilecegi gerekcesiyle kabul edilmemistir.

2.5. Siit Serumu ile Agliitinasyon (Whey-AT) Testi:

Toplanan siit 6rneklerinin serumlar1 ayrilarak, siit serumlarmin 1:5, 1:10, 1:20, 1:40
ve 1:80 dilisyonlar1 hazirland1 ve iizerlerine 0.5ér ml Brucella tiip antijeni ilave
edilerek 1:10’dan 1:160°a kadar diliisyonlar1 hazirlandi. Tiipler 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Serum antijen karigimalarinda 1:40 ve {izeri pozitif olarak

degerlendirildi. Alt titrelerde pozitif olan 6rnekler ise siipheli olarak kabul edildi.

2.6. identifikasyon Metotlari:
Brucella kolonileri genellikle besiyerine ekim yapildiktan sonra, ti¢iincii giinde
gortliir hale gelmeye baslarlar. Genellikle petri lizerinde tek koloni goriiliir, bu

nedenle petriler 151k kaynagma tutuldugunda ve besiyeri igerisinden incelendigi
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zaman, koloniler ince seffaf, sar1 bal rengindedir. Daha sonra genislerler, renkleri
daha koyu kahverengiye calar; ama yine yar1 seffaftirlar. Ustten bakildigi zaman
koloni digbiikey ve inci gibi beyazdir. Etil violet ile boyanmis besiyerlerinde hafifce
renklidir. Ekimin dordiincii giinii negatif olarak kabul edilen kiiltiirler sekizinci ve
onuncu giin incelenmek iizere tekrar inkiibe edildi. Sekiz ve onuncu giin sonunda
tiremesi olmayan kiiltiirler negatif kabul edildi.

Etiivden 4. giinde cikarilan petrilerde iireyen mikroorganizmalarin meydana
getirdigi kolonilerin morfolojik yapilar1 incelendi. Stipheli kolonilerden 6ze ile, bir
lam iizerinde, anti-brucella serumu ile agliitinasyon testi uygulandi.

Lam {izerine, bir damla anti-brucella serumu ve kii¢iik bir miktar koloniden
alinarak, iyice karistirildi. Brucella kolonilerinde hemen bir agliitinasyon goriildii.

Brucella bakterilerinin morfolojisini daha iyi incelemek i¢in Gram boyama
yontemi ile boyanan preparatlar 100x’liik immersiyon objektifde incelendi. Gram

negatif kokobasiller goriiniimde bakteriler goriildii.

2.7. Gram Boyama Yontemi:

Hazirlanan preparatlar havada kurumaya birakildiktan sonra alevde tespit edildi.
Oncellikle lamin her tarafim kaplayacak sekilde Kriystal violet damlatilip 1 dakika
bekletilen preparat daha sonra ¢esme suyunda yikanmustir. Preparat iizerine liigol
damlatilarak yine 1 dakika bekletildi ve yine c¢esme suyunda yikandi. Yikanan
preparat iizerine alkol damlatilarak 30 saniye bekletilip yikandi. Son olarak basic
fuksin damlatilp yine 30 saniye bekletildi ve yikandi. Kurumaya birakilan preparatlar
mikroskopta incelendi. Brucella siipheli kolonilerden hazirladigimiz preparatlar da
Brucella bakterisi yaninda Ozellikle Proteus spp. ve Pseudomonas spp.’ler
mikroskopta goriildii. Bunlarin yaninda diger gram negatif bir¢ok ¢ig siit ve taze

peynirde bulunan flora elemanlar1 da gozlemlendi.
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2.8. Tip Tayininde Kullamlan Yontemler:
izole ettigimiz Brucella grubu bakterilerin tip tayininde , rutin Kklasik standart

yontemler kullanildi.

1. CO;gereksinimi
2. Hidrojen Siilfiir Uretimi (H,S):
Petride {ireyen suslara ait kolonilerden igne uglu 6ze ile tek koloni alinarak yatik
SDA agara ekim yapildi. Kursun asetatli kagit besiyerine kesinlikle temas etmeyecek
sekilde tiiple tipa arasina sikitirilarak yerlestirildi.
H,S kagith tiipler 37°C’de inkiibe edilen ornekler ilk 2-3 saatte ve daha

sonraki saatlerdeki kararma siireleri kontrol edildi ve kararma zamanlar1 kaydedildi.

3. Boyalarla Birlikte Ureme
Brucella Selective Agar ve SDA’daki Brucella siipheli kolonilerden Fuksinli ve
Tiyoninli besiyerlerine birbirine paralel ¢izgi ekimler yapildi. Petriler %10 CO2’li ve
aerob kosularda 3-5 giin siireyle inkiibe edildi. Sonuglar lireme durumuna gore
degerlendirildi.
Her boya testi yapilirken, mutlaka referans suslarla paralel calisilarak, kontrol
yapilmali, bu ¢aligmada da bu hususlara dikkat edildi.

4. Ureaz Deneyi
Ure Agara Brucella kolonilerinden igne 6ze ile tek koloni alinarak ¢izgi ekim
yapildi. 37°C’de inkiibe edildi, birer saat araliklarla besiyerindeki renk degisimi olup
olmadig: kontrol edildi.

5. Monospesifik Antiserumlarla Agliitinasyon
Bu amagla Weybridge’den temin edilen, monospesifik B. melitensis ve B. abortus
antiserumlar1 kullanildi.test yapilirken, her serum diliisyonundan bir damla bir lam
tizerine damlatildi. Test edilecek kiiltiirden ¢ok kiiciik bir miktar bir 6ze yardimiyla
alinip her biri damla iizerine konuldu. Siispansiyonlarin her birinin asag1 yukari ayni
miktarda olmasina ve ¢ok yogun olmamasina 6zen gosterildi. Reaksiyon sonuglari 1

dakika igerisinde degerlendirildi.
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6. Brucella Fajlari ile Duyarhhik Testleri

Tip tayininde kullanilan Brucella Faji: Tblisi’dir.

Test edilecek kiiltlirlerin, yatik agarda kiiltiirleri hazirlandi. Kiiltiirlerin 10 milyar
bakteri/mL olacak sekilde stispansiyonlar1 hazirlandi. SDA’l1 petrilere steril bir swap
batirilarak, soldan saga dogru siiriilerek ekim yapildi. Tblisi fajimn 10'-10%-10*
RTDr’lart kullanildi. Her damlasi 0,02 ml, olacak sekilde ayarlanmis pastor pipetleri
ile her ¢izgi ilizerine, degisik konsantrasyonlardan birer damla damlatildi. Damlalar
iyice emildikten sonra, petriler CO;’li ve aerobik ortamda olmak iizere etiive

konuldu. 37°C’de, 4 giin beklendi, tireme lizis durumlarma gore degerlendirildi.



61

3. BULGULAR

Toplanan siit numunelerinin  25(%25)’inde Brucella bakterisi iretilebilmistir.

Bolgemizde degisik merkezlerden toplanan toplam 100 siit 6rneginde Brucella

antikorlarinin varlig: kiiltiir yontemleriyle (%25), ve siitlerde serolojik bir yontem

olan Ring testi (%35) ile saptanmustir.

Tablo 9. Toplanan siit 6rneklerinin alindig1 yer, isletmeler ve 6rnek sayilari.

Isletme/K5y/Kasaba Ornek Tiirii Koyun/inek Ornek Sayist

Salar Kasabast Sit Koyun 8

Siiliimenli Siit Inek 4

Atakoy Siit Koyun 20

Nuribey Kasabasi Siit Koyun 22

Atakdy Siit Inek 6

Ozel Bir Hayvan Uretim | Siit Inek 15

Ciftligi

Farkli Marketler Siit Koyun 25

Farkli Marketler Taze penir Koyun 50

Farkli Marketler Taze peynir Inek 50

TOPLAM 100 adet siit ve 100
adet peynir

Bu calismada toplanan siit 6rnekleri Kanli Agar, Brucella Agar, SDA ve BSA

besiyerlerinin her birine ¢ift ekimleri yapilmig ve bu ekimlerde biri aerob ortamda

digeri ise %10 CO7’li ortamda 37°C’de 3-5 giin inkiibe edilmistir.

Kanli Agar ve Brucella Agara ekilen siitlerde Brucella kolonilerinin yaninda

¢ig siit florasindaki diger bakterilerin de iiredigi gozlenmistir. Brucella digindaki

bakterilerin {iremesinin en fazla oldugu besiyerinin SDA ve Brucella Selektif Agar
(BSA) oldugunu gbzlemledik.

Kanli Agar, Brucella Agar, BSA ve SDA’ya ekimleri yapilan siit 6rneklerinden

Kanli Agar’da yalmiz 1 (%1) tanesinde Brucella siipheli koloni gozlendi. Bu

kolonilerin Brucella anti-serumu ile agliitine oldugu goriildii. Ancak Kanli Agarda

saf Brucella kolonilerinin diger flora elemanlar1 ile karismis oldugu gozlendi.
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Brucella Agarda 10 (%10) Brucella spp. {iretebildik. Brucella Selektif Agar
(BSA)'da 23 (%23), SDA’da ise 25 (%25) Brucella spp. iiretebildik. Ureyen bu
kolonilerin Brucella anti-serumu ile agliitine olduklar1 gbzlemlenmistir.

Brucella Agar, Brucella Selektif Agar (BSA) ve SDA besiyerinde ekilen
orneklerin kolonileri 4 giinde gozle goriliir hale geldi. Koloniler incelendiginde 2-3
mm ¢apinda yuvarlak, diiz kenarli, seffaf, sar1 bal renginde, sebnem tanesine
benzeyen koloniler gozlendi. Koloniler {istten bakildiginda bombeli, inci
beyazhiginda goriildii. Kolonilerin S tipi olduklar1 belirlendi. Izolasyonu yapilan ve
smooth olduklar1 belirlenen Brucella Kolonilerinin tiirlerinin belirlemek amaciyla
yapilan testler asagida belirtilmistir.

Bu ¢alismada kullandigimiz kati1 Brucella besiyerlerinden Brucella Agar ve
kanli Agara oranla SDA besiyerinde ve Brucella Selektif Agarda daha fazla Brucella
bakterisi iretilebilmistir. Bu g¢alisma sonucunda Brucella bakterilerinin en iyi
Serum-Dextroz Agar (SDA) ve Brucella Selektif Agarda iiredigi saptanmaistir.

Ozellikle Brucella Selektif Agarda Brucella disinda herhangi bir bakteri
tirememistir. Yine SDA’da Brucella disindaki bakterilerden higbirisi tirememistir.

Tiir ayirmminda asagidaki yontemler izlenmistir:

1. Karbondioksit Gereksinimi:
Siit 6rneklerinin yalniz 5 (%5)’in % 10 COg’li ortamda tiredigi gozlendi. Diger 20
(%20) ornegin CO’li ortamda {iiremedigi kaydedildi. Peynir 6rneklerinden
higbirisinde %10 COy’li ortamda lireme saptanamamistir. Ancak aerob ortamda
(SDA besiyerine ekilmis) inkiibe edilen 2 (%2) 6rnekte iireme gézlenmistir.
B. abortus’larin %10 CO’li ortamda iiredigi, B. melitensis’in %10 CO;’li

ortamda tiremedigi aerob ortamda tiredigi gézlendi.

2. H,S Uretimi:
Siit orneklerinden alinan Brucella spp. kolonilerinin sadece 5 (%5) tanesi kursun
asetath kagidi 1-2 saatte kararttigi gozlendi, diger 20 siit 6rneginden alinan
kolonilerin kursun asetatli kagitta ilk 1-2 saatte kararma meydana getirmedigi ancak

bazilarinda saatler sonra ¢ok az miktarda bir kararma meydana geldigi gozlendi.
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Peynir orneklerinden elde ettigimiz 2 (%2) 6rnekten alinan Brucella spp.
kolonilerinden ikisinde de H,S olusumu gézlenmedi. H,S olusumu gozlenmeyen bu
bakterilerin B. melitensis olduguna karar verildi.

1-2 saat sonunda siit orneklerinden yapilan ekimlerde H,S olusturan 5 (%S5)
ornegin B. abortus , H,S olusturmayan 20 (%20) adet 6rnegin ise B. melitensis

olduguna karar verildi.

3.Boyalarla Birlikte Ureme:

Siit 6rneklerinden elde ettigimiz 25 (%25) adet Brucella spp. kolonilerinden hem
bazik fuksinli besiyerine hem de tiyoninli besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda
basik fuksinli besiyerininin 1/25.000, 1/50.000 ve 1/100.000°1ik konsantrasyonlarinin
tiimiinde lireme sadece 5 (%5) Ornekte saptanabilmistir. Diger 20 adet 0rnegin ise
bazik fuksinin 1/25.000 konsantrasyonunda iiremedigi ancak diger iki
konsantrasyonda tiredigi saptanmistir. Tiyoninli besiyerinde 20 (% 20) tane ornekte
tireme saptanabilmistir. Peynir 6rneklerinden 2 (%2) adet Brucella spp. olarak
saptadigimiz orneklerin yine bazik fuksinin 1/25.000 konsantrasyonda iiredigi ancak
diger konsantrasyonlarda tiremedigi saptanmistir. Tiyoninli besiyerinde 2 6rnekte de
ureme saptanmistir.

Bazik fuksinin tim konsantrasyonlarinda iireyen 5 (%5) adet siit drneginin, B.
abortus, bazik fuksinin 1/25,000 konsantrasyonunda {iremeyen, 1/50,000 ve
1/100,000’lik konsantrasyonlarda ilireyen ve tiyoninli besiyerinde iireyen 20 (%20)
adet Ornegin ise B. melitensis olduguna karar verildi. Yine basik fuksinin ilk
konsantrasyonunda iireyen diger iki konsantrasyonunda iiremeyen peynirden izole

ettigimiz 6rneklerin B. melitensis olduguna tiyoninde de tiremesiyle karar verdik.

4. Ureaz Deneyi:
Ure Agara ekimleri yapilan 37°C’de inkiibe ettigimiz; siitten izole edilmis olan 25
adet Ornekten yalniz 5 (%5)’inde 2-3 saat sonunda pembe renk olustugu goézlendi. 24
saat sonunda incelenen diger 20 Ornekten sadece 1-2’sinde pembe renk olusumu
gozlenmemistir; digerlerinde pembe renk 24 saat sonra gozlemlenmistir. Peynir

orneklerinden izole etmis oldugumuz 2 (%2) suslardan yapilan ekimlerde ise iire



64

agarda ilk 2-3 saatte renk degisimi gozlenmemistir. 24 saaat sonunda da fenol
kirmizist renginde degisim gozlenmistir.

Fenol kirmizisinin degisme zamanlar1 kaydedildi. 2-3 saatten sonra pembe renk
olusturanlar B. abortus daha uzun zamanlarda ve degisik siirelerde pembe renk

olusturanlarin ise B. melitensis olduguna karar verildi.

5. Monospesifik Antiserumlarla Agliitinasyon
B. abortus anti serumu ile siitten izole edilen 5 (%5) susun, B. melitensis antiserumu
ile 20 (%20) susun agliitinasyon verdigi saptandi. Peynir 6rneklerinden izole edilen
2 (%2) adet susun ise B. melitensis antiserumu ile agliitinasyon oldugu gozlendi. Bu

sonuclar diger yontemlerle yaptigimiz tespitleri de dogrulamis olmaktadir.

Tablo 10. Siit ve Peynir Orneklerinden elde ettigimiz Brucella tiirlerinin say1si

Tiir Stit Peynir
B. abortus 5 -
B. melitensis 20 2
TOPLAM - 25 2

6. Brucella Faj Duyarhlik Testi
Siit ve peynir orneklerinden tespit edilen 13 Brucella susunda biyotiplendirme
yapilmustir. Biyotiplendirme Pendik Merkez Veteriner Arastirma Enstitiisii ile
beraber yapilmustir. Bu suslardan 5 tanesinin Faj Tblisi’nin, 10* RTD, 10? RTD ve
10* RTD’larda lize oldugu saptanmistir. Diger 8 susun ise Tbilisi fajinin 10* RTD,
10? RTD ve 10* RTD’larda lize olmadig1 saptanmustr.
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Tablo 11. Brucella Suslarimin Biyotiplendirilmesi

SUSNO |BASIK |TIYONIN |CO, H,S Thilisi faj | A BiYOTiP
FUKSIN lisiz

19 + + - - - + B.melitensis
biyotip 3

42 T + - - - + B. melitesis
biyotip 3

61 T T+ N - - + B. melitensis
biyotip 3

75 ¥ + - - - + B.melitensis
biyotip 3

84 T T+ R - - + B.melitensis
biyotip 3

12 ¥ + - - - + B.melitensis
biyotip 3

8 T T - - - + B.melitensis
biyotip 3

60 T T - - - + B. melitensis
biyotip 3

56 T + + + + + B. abortus
biyotip 3

53 + + + + + + B.  abortus
biyotip 3

71 n " ¥ ¥ + + B. abortus
biyotip 3

15 + + + + + + B.  abortus
biyotip 3

5 ¥ + + + + + B. abortus

biyotip 3




66

Siitlerde Ring Testi:

Afyon merkez ve koylerinden toplamis oldugumuz 100 adet siit 6rneginde
yapilan bu testte 35 (%35) ornekte pozitiflik saptanmustir. Pozitiflik; +, 2 +, 3 + ve 4
+ olarak degerlendirilmistir. Saptanan 35 (%35) 6rnekten 5 tanesi +, 6 tanesi ++, 15
tanesi +++, 14 tanesi de 4 + olarak bulunmustur. Bu 6rneklerin 15 tanesi ineklerden

almis oldugumuz siitlerden, 20 tanesi de koyunlardan almis oldugumuz siitlerdendir.

Grafik 1. Siitlerde Yapilan Ring testindeki pozitiflik dereceleri ve pozitif

ornek sayilari.

pozitif bulunan 6rnek sayisi
(o]

+ 2+ 3+ 4+

pozitiflik dereceleri

Lamda pozitif sonug veren siitlerin tamaminda, tiipte yapilan Ring testinde de
pozitif reaksiyon alinmigtir. Kiiltiirde {ireyen Brucella kolonilerinden hazirlanan
gram preperatta gram negatif Brucella bakterileri gézlenmistir. Ring testini pozitif
buldugumuz inek ve koyunlardan alinan kan orneklerinde Rose Bengal testi de
pozitif olarak bulunmustur. Wright agliitinasyon testinde ise 20 ise 6rnek, 1/160 ve
tizeri titrelerde pozitif olarak bulunmustur. Diger 15 6rnegin; 10 tanesinde 1/160
titrede pozitif bulundu, 5 Ornek ise 1/80 ve daha az titrelerde pozitif olarak

saptanmuistir.
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Biz bu calismada Whey-AT testi ile topladigimiz 100 adet siit 6rnegininl5’ini
(%15) pozitif olarak belirledik. Toplanan siit 6rneginin 5 (%5)’inide siipheli olarak
belirledik.
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4. TARTISMA

Birgok gelismis lilkede az goriilen bir hastalik olan bruselloz, {ilkemiz gibi
gelismekte olan iilkelerde ve hayvancilik bdlgelerinde hala 6nemini korumaktadir.
Mortalitesi diisiik olmasina ragmen, morbiditesi yiiksek olan bu zoonotik hastalik
tilkemizde 1991-1993 yillar arasinda 17000 kiside saptanmistir. Hayvanlarda iiretim
kayb1 ve diisiiklere, insanlarda is giicii kaybina neden olmasi ile ekonomik zarara yol
agmaktadir (1,5).

Diger tiim infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi brusellozda da kesin tani
kiiltiir ile konulur. Ancak her zaman etkeni iiretmek miimkiin degildir. Siit ve peynir
ile yapilan bir¢ok calismada Brucella spp.’ler siitten daha kolay izole edilmistir
(5,19).

Tanida zaman zaman giicliiklerle karsilagilmasi, hastaligin kroniklesebilme
yeteneginde olmasi ve pek ¢ok hastalikla benzer bulgular géstermesi nedeniyle kesin
tanis1 onem kazanmaktadir(1,5).

Taze peynirin infeksiyon kaynagi oldugu tilkelerin basinda Akdeniz tlkeleri,
Fransa, Italya, Yunanistan ve Orta Asya iilkeleri gelmektedir. Bunun nedenini
giiniimiizde dahi halen bazi yorelerde ¢ig siit i¢iminin devam etmesine ve peynir
yapiminda da pastorize ya da pismis siitlerin heniiz yaygin olarak kullanilmamasina
baglayabiliriz (19,37,41).

Mendez Martinez C. (40), ve ark. pastdrize olmayan keg¢i peynirlerinden
yapmis olduklar1 ¢alismada %10 oraninda Brucella saptadiklarini bildirmislerdir.
Roberts D. (61), keci siitlerinde Ring testi ile pozitiflik tespit edemedigini
belirtmistir.

Parlakgiil D. (29), Istanbul piyasasindaki peynirlerden yapmis oldugu calisma
da Brucella bakterisi tiretememistir. Ancak Listeria spp. tiretebildiklerini bildirmistir.
Giilliice M. (41), ve ark. Erzurum bolgesinden temin ettikleri peynir drneklerinde
Brucella antijenlerini ELISA yontemiyle arastirmislardir. Yapilan bu ¢aligmada 120
beyaz peynir, 10 ¢ivil peyniri ve 52 lor peyniri 6rnegini kullanmislardir. Beyaz
peynir Orneklerinin  26’sinda  (%21.66), B. abortus antijeni saptadiklarini
bildirmislerdir. Diger iki peynir 6rneginde ise B. abortus antijeni saptayamadiklarini

bildirmislerdir.
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Unel S. (42), Balikesir yoresi beyaz peynirlerinde %16 oraninda Brucella
saptamiglardir. Mert A. (43), Ankara yoresinde pazarlanan taze beyaz peynirlerde %
19.3 , Tungbilek M. (44), yine Ankara piyasasindan toplanan peynirlerde %5.2
oraninda Brucella saptamislardir.

Ayaz Y. (45); ve ark. ise Ankara’da cesitli marketlerden topladigi beyaz
peynirlerden Brucella izole edemedigini belirtmektedir. Sert S. (46), ve ark.
Erzurum piyasasindan topladiklar1 30 adet beyaz peynir 6rneginin higbirisinden
Brucella izole edemedigini kaydetmislerdir.

Biz ¢alismamizda toplamis oldugumuz peynir drneklerinden 2 (%?2) tane B.
melitensis {iretebildik. Peynir 6rneklerinden ¢alismamizda oldukga diisiik bir aranda
Brucella tiirlerinin izole edebildik. Bakteriyolojik yontemelerle peynirden yapilan
pek cok calismada da Brucella tiirleri izole edilememistir. Ancak 6zellikle ELISA
yontemiyle peynirden Brucella izole edilebilmistir. Bu sonuglar ve bizim elde
ettigimiz sonuglardan Brucella tiirlerinin peynirden daha zor izole edilebildigi veya
bekletilen peynirler de Brucella bakterilerinin 6ldiigii kararina vardik.

Hem bizim yapmis oldugumuz c¢alismamizda, hem de daha 6nce yapilmis
calismalarda, peynir 6rneklerinde Brucella saptanmasi, tilkemizde halen geleneksel
usullerle ve ¢ig siitten peynir yapiminin devam ettigini gostermektedir. Nitekim
tilkemizde ve hayvanciligin yaygin olarak yapildigi Afyon yoresinde kdy ve mandira
peynirlerinin biiyiikk bir kisminin ¢ig siitten ve ilkel sartlarda yapildigi
belirtilmektedir. Cig siitten yapilan peynirlerin en az 90 giinliik olgunlasma dénemini
tamamlamadan tiiketime verilmemesi gerektigi de belirtilmistir (41).

Brucella tiirleri ile infekte edilmis hayvanlarin laktasyon dénemindeki siit ve
stit Urlinlerinin tiiketilmesi ile her yil binlerce insan hastaliga yakalanmakta ve
sonugta hastalik insanlarda is giicii kaybina neden olmaktadir. Ulkemizde bildirim
yetersizlikleri ve subklinik olgularin varligi nedeniyle gercek bruselloz insidansi
saptanamamakla birlikte, Brucella spesifik antikor tagiyan 1.750.000 bireyin oldugu
sanilmaktadir (1,5,19). Ispanya’da 1996 yilinda pastdrize edilmemis peynir
tiiketimine bagl bir B.melitensis epidemisi bildirilmistir (40).

Tantillo G. (25), ve ark. siit ve peynir 6rneklerinden direk yontemler ve PCR

yontemiyle %46 oraninda Brucella spp. elde ettiklerini bildirmislerdir. Redkar
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R.(50), ve ark. Real-Time PCR yontemiyle Brucella tiirlerini elde ettiklerini
bildirmektedir.

Leal Klevezas D. S. (39), ve ark. infekte hayvanlardan aldiklar1 kan ve siit
orneklerinden kiiltiir yontemleri ve Single-Step PCR ile yapmis olduklar1 ¢alismada
toplam 22 siit orneginde %14, Brucella tespit ettiklerini bildirmislerdir. Kiiltiir
yontemiyle %10 Brucella tiretebildiklerini bildirmislerdir. PCR yontemiyle ise %17
oraninda Brucella tespit etmislerdir.

Afyon ve civarinda hayvanciligin yogun olarak yapildigi merkezlerde
besiciler, kasaplar ile siit toplayicisi ve siit iiriinleri imalethanelerinde ¢alisan toplam
320 kiside Rose Bengal ve Wright agliitinasyon yontemi ile Brucella antikor
tiitresinin arastirildigir bir calismada, besicilerde %13.27, kasaplarda %38.57, siit
tirtinleri ¢alisanlarinda da %15.68 Brucella agliitininlerinin saptandigi bildirilmistir
(52).

Biz yapmis oldugumuz c¢alismada Brucella siipheli aldigimiz 25 sigir siit
orneginin yalniz 5’sinden B. abortus elde edildi. Bu hayvanlardan alinan kan
orneklerinin 15’in de Rose Bengal’i pozitif saptadik. Diger 75 koyun siitiiniin
20’inde kiiltiirde B. melitensis ayirtabildik.  Kiiltiirde peynirden B. abortus’un
oldukca gii¢ iiredigi kanaatine vardik. Siit 6rneklerinden yalniz 5 tanesinde B.
abortus izole edebildik.

Bu oranlarin normal populasyona gore yiiksek olmasi infekte gidalar yaninda
direkt temasla da ( diisiik materyali, hayvanin genital akintisi ya da idrarin hasarl
ciltle temas1 yoluyla) bulasmn yaygm olmasi ile aciklanabilir. Ulkemizde yapilan
degisik caligmalarda farkli merkezlerde ¢ogunlukla risk grublarinda bruselloz siklig
%5.6-25.0 arasinda bildirilmistir olup, sonuglar tilkemizde brusellozun yaygmligimin
bir diger gostergesidir (41,45,47).

Uraz G. (47) ve ark. farkli yorelerden topladiklari ¢ig siit 6rneklerinden Ring
testi ile Brucella varligimi arastirmislar ve toplanan 211 siit 6rneginin 32’sinde
(%15.16)Brucella varligimi tespit etmiglerdir. Bu 32 siit Orneginin 27’sinin
isletmelere ait siit Orneklerinden, 5 tanesinin de sokak siitii 6rnegi oldugunu

bildirmislerdir.Uraz G. (47), yapmis oldugu bu ¢alismada Brucella tespit edilen siit
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orneklerinin yorelere gore grublandirdiginda en yogun 11 6rnekle Burdur, 10 6rnekle
de Ankara ve ¢evresinin bulundugunu bildirmektedir.

Altindis M. (48), ve ark. Afyon yoresinden toplanan siit 6rneklerinde Ring
testi ile Brucella varligmi arastirmislardir. Ozellikle Emirdagi-Sogukkuyu’dan
alinan siit drneklerinde (%5) pozitiflik saptadiklarini belirtmektedirler.

Altun B. (49), ve ark. Ankara’da satilan siitlerden yapmis olduklari ¢alismada
300 siit Orneginden c¢alisma yapmuslar ancak Brucella bakterisini izole
edemediklerini bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda tespit ettigimiz oranlar diger calismalarla benzer
oranlardadir, ayn1 zamanda yapilan bir¢ok ¢aligmada Brucella izole edilemezken biz
caligmamizda hem kiiltiir yontemleriyle hemde siitlerde Ring testi ile Brucella
tiirlerini izole edebildik. Ozellikle peynir drneklerinden diger galismalarda oldugu
bizim ¢aligmamizda da Brucella spp. daha zor iiretilmistir; ancak pek ¢ok ¢alismada
peynirden Brucella spp. izole edilememistir. Biz ¢alismamizda peynir 6rneklerinden
%2 oraninda B. melitensis izole ettik.

Adigiizel A. (53), Erzurum’a bagli 20 yerlesim biriminden rastgele 560 siit
Ornegi toplanmis ve B. abortus’a spesifik antikorlarin varligini ~ ELISA ile
degerlendirmistir. Sonug¢ta bunlardan 96’sinin (%17) pozitif olarak buldugunu
belirtmistir.

Topladigimiz 100 adet siit 6rneginin 25 (%25)’inden Brucella spp.’leri
tiretebildik. Bu 25 siit 6rneginin 5 tanesini B. abortus, 20 tanesini de B. melitensis
olarak elde ettik. Ayrica topladigimiz siitlerden yaptigimiz Ring testi ile de 35 adet
ornekte pozitiflik saptadik. Bu bulgular 1s18inda ¢alismamizda yiliksek oranda
Brucella iceren 6rnegin oldugu goriinse de, hem ayni yontemlerle yapilmis olan
calismalarin azligi ve orneklemenin i1yi yapilamamis olmasi, boyle bir genelleme
yapilmasini gii¢lestirmektedir.

Bruselloz sistemik bir hastalik olup insanda bir¢ok organ ve dokular
etkilemektedir. Mikroorganizma viicuda giris yerinden lenfatik yayilimla regional
lenf nodiillerine, duktus torasikusa ve oradan da kan yoluyla kemik iligi, karaciger,

dalak ve diger organlara ulasir (54).
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Glinlimiizde hala biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikmakta olan bruselloz
insidansi lilkeden tilkeye farkli oranlarda bildirilmekte , hatta onyedi iilkede eradike
edildigi iddia edilmektedir. Ancak buna ragmen B. abortus’un olusturdugu sigir
brusellozu ¢ok yaygin olma 6zelligini korumakta ve B. melitensis’in etkeni oldugu
koyun ve kegi brusellozu ise insandaki en ciddi klinik tablo olusturma ozelligini
devam ettirmektedir (56,57).

Brucella’nin zor iireyen bir bakteri oldugu ve spesifik kiiltiirlerde daha tireme
gozlenecegi bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da sonuglar bu dogrultuda
bulunmustur (58).

Tiirtitoglu H. (59), ve ark. Burdur yoresinden topladiklari siit 6rneklerinden
bakteriyolojik yontemlerle Brucella izole edemediklerini, fakat Ring testi ve Whey-
agliitinasyon testi ile inek siitlerinde Ring testi ile 12 drnekte (%3), koyun siitlerinde

yine Ring testi ile 40 inekte (%17.7) pozitiflik saptadiklarini belirtmislerdir. Whey-
agliitinasyon testi ile inek ve koyun siit Orneklerinin sirasiyla 9’unda (%2.2) ve
31’inde (%13.7) pozitiflik belirlediklerini bildirmislerdir.

Kenar B. (60), siitlerde Ring testi ile Konya, Kayseri, Nigde ve Nevsehir
illerinden aldig1 inek siitii orneklerinde sirasiyla %13,93, %0,92, %24,15 ve %3
oranlarinda pozitiflik saptadigini bildirmistir.

Giilliice M. (61) ve ark. Kars yoresinde yapmis olduklar1 ¢calismada siitlerde
Ring testi ile %56,32, ELISA ile ise %065,59 olarak pozitiflik saptadiklarini
bildirmislerdir. Yine; Nada H.S. (62), 20 koyun siitii 6rneginde % 20, 50 keci
siitiinde % 12 oraninda pozitiflik saptadigini bildirmistir. Tuncer G. (63) Izmir
civarindan toplanan 19 ¢ig siit 6rneginden Ring testi ile 7 Ornekte pozitiflik
saptadigini belirtmistir.

Yapilan pek ¢ok calismada Brucella tiirlerinin izole edilememe nedenti;
toplanan siit Orneklerinin oOncelikle laktasyonun ilk haftalarinda alinmamasi,
orneklerin rastgele toplanmasi, bunlarin yaninda farkli zamanlarda alinmamasi ve
orneklerin toplandigi hayvanlarin  farkli meme loblarindan alinmamasina
baglanmistir. Tiritoglu H. (59), yapmis oldugu c¢alismada Brucella izole

etmemesini de bu nedenlere baglamaktadir. Biz yapmis oldugumuz g¢alismalarda
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bunlara dikkat ederek orneklerimizi topladik ve Brucella tiirlerini izole edebildik.
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5. SONUC ve ONERILER
Bruselloz, insanlarda fiziki yetersizlige ve dolayisi ile is giicii kayiplarina neden
olmaktadir. Bir¢ok sistemde tutulumu olmasindan dolay:1 olduk¢a gii¢ tedavi edilen
bu hastalik dncelikle infekte hayvan iiriinlerinden insanlara bulasmaktadir. Ozellikle
slit ve peynir gibi temel gidalardan insanlara bulas oldukea yiiksek oranlardadir.
Sonugclar:

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada toplamis oldugumuz taze peynir
orneklerinden yalniz 2 (%2)’sinde Brucella spp. iiretilebilmistir. Ancak toplanan siit
orneklerinden 25 (%25)’inden Brucella izole edebildik.

Siitlerde Ring testi ile 35 (%35) 6rnekte pozitiflik saptadik.

Whey-AT ile 15 (%]15) siit 6rnegi pozitif olarak belirlendi. Yine bu testle 5
(%5) ornekte siipheli olarak bulundu.

Yaptigimiz  bu g¢alismada Brucella’nin en iyi SDA ve BSA’da iiredigi
kararina vardik. Kanli Agar’da yalmiz 1 (%]1) Brucella siipheli koloni gozlendi.
Brucella tiirlerinin SDA ve BSA’da iiremelerinin nedeninin; bu besiyerleri iginde
olan Brucella disindaki bakterilerin tiremelerini baskilamak i¢in kullandigimiz
basitrasin, polimiksin B ve sikloheksimid gibi antibiyotiklerden kaynaklandigi
kararina vardik. Clinkii 6zellikle Kanli Agar’da saf Brucella kolonisi elde edemedik.

Oneriler:

Bruselloz daha c¢ok besin yolu ile bulasan bir nfeksiyon hastaligi olduguna
gore belirli risk gruplarinda daha ¢ok goriilmesinden dolayr meslek hastaligi olarak
da kabul edilmektedir. Ancak son zamanlarda infekte besin tiiketen tiim kesimleri de
etkilediginden hastaligin toplumsal bir 6nemi vardir. Korunma yontemleri su sekilde
siralanabilir:

1. Oncellikle hastaligin bulas yollar1 konusunda halkin bilgilendirilmesi
gerekmektedir. Taze peynirlerin yeterince tuzlanmasi ve en az 2 ay
bekletildikten sonra tiiketilmesi Onerilmeli, ayrica siitlerin pastdrizasyonu
saglanmalidir. Acik satilan siitlerin ve sokak siit¢iilerinin denetimi yapilmali,
Infeksiyonun epidemik oldugu yorelerde kasar ve tulum peynirinin

tiiketilmesi, etlerin iyice pisirildikten sonra yenmesi 6nerilmelidir.
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. Ailede bruselloz tanis1 almig kisi disindaki diger bireylerin de tarama
testlerinden ge¢meleri gerekmektedir.
Risk altindaki personel eldiven goézlik kullanmali, kollar1 orten giysiler
giymelidir. Giizellik enstitiilerinde iiriin hazirlamada “’saghikli’’ sigir
plasentast kullanilmasina 6zen gosterilmelidir. Endemik bodlgelerde hayvan
idrarlart ile kirlenmis sebzelerin iyice yikanmadan yenmemesine dikkat
edilmelidir.
Brusellozlu bireylerde cinsel iliski yasaklanmali veya Onlem alinmali,
Brusellozlu olgularin Saglik Bakanligi’na ihbar1 kesinlikle yapilmalidir.

. Insanlarin brusellozdan korunmasinda ve hastaligin eradikasyonunda,
hayvanlarin periyodik kontrolii de gerekmektedir. Brucella bakterisi ile
infekte olmus siit danalar1 B. abortus 19 susu, siit kuzular1 B. melitensis Rev

1 susu ile asilanmalidir.
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