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CiG SUT VE PEYNIiRLERDE BRUCELLA SPP’NiN KONVANSiYONEL VE
MOLEKULER METODLARLA ARASTIRILMASI

Sevgi ERDOGDU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans, Ocak 2017
Danmisman: Dog. Dr. Secil ABAY
KISA OZET

Bu ¢alismada, Kayseri ilinde tiikketime sunulan ¢ig siit ve peynirlerde Brucella spp.

varliginin konvansiyonel ve molekiiler metotlarla arastirilmasi amaglandi.

Bu amagcla 100 adet ¢ig siit, 100 adet taze beyaz peynir ve 100 adet salamura beyaz
peyniri olmak iizere toplam 300 &rnek Brucella spp. yoniinden analiz edildi. Izolasyon
icin, Farrell yonteminden ( Farrel Broth’da 6n zenginlestirmeyi takiben Farrell agara
ekim) yararlanild. Izolatlarin identifikasyonu icin fenotipik testler ve molekiiler metod

(AMOS-PCR) kullanild:.

Caligsma sonucunda; analiz edilen 100 siit 6rneginin 1’1, 100 taze peynir drneginin 2’si
Brucella spp. yoniinden pozitif saptanirken 100 adet salamura peynir Orneginde
Brucella spp. tespit edilemedi. Elde edilen izolatlarin fenotipik identifikasyonu
sonucunda siit 6rneginden elde edilen 1 izolat, B. abortus biyotip 1, taze peynirden elde
edilen 2 izolat B. melitensis biyotip 3 olarak tanimlandi. Ayrica izolatlar AMOS-PCR
ile de tiir ve biyotip diizeyinde dogrulandi.

Calismada, Kayseri sehir merkezindeki ¢esitli satis alanlarinda tiiketime sunulan siit ve
peynirlerde elde edilen Brucella spp. izolasyon oranlar1 diisiik olmasina ragmen
enfeksiyonun siddeti dikkate alindiginda, Brucella tiirlerini igeren siit ve peynirlerin

halk saglig1 agisindan potansiyel risk olusturdugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Peynir, siit, Brucella, AMOS-PCR
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INVESTIGATION OF BRUCELLA SPP. IN RAW MILK AND CHEESE BY
CONVENTIONAL AND MOLECULAR METHODS

Sevgi ERDOGDU
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
Master Thesis, January 2017
Supervisor: Associate Prof. Secil ABAY
ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the presence of Brucella spp. in cow raw milk
and cheese served for consumption in Kayseri province by conventional and molecular

methods.

For this purpose, A total of 300 samples consist of 100 raw milk, 100 fresh white cheese
and 100 pickled white cheese were analyzed for Brucella spp. The Farrell method
(following pre-enrichment in Farrell broth, culture was made in Farrell agar) was
utilized for the isolation phenotypic tests and molecular method (AMOS-PCR) were

used for the identification of isolates.

In conclusion, Brucella spp. could not be detected from 100 pickled cheese while 1 of
the 100 milk samples and 2 of 100 fresh cheese samples examined were found to be
positive for Brucella spp. One isolate from milk and two isolates from fresh cheese
were identified as B. abortus biotype 1 and B. melitensis biotype 3 respectively with
phenotypic tests. In addition, isolates were also confirmed at the species and biotype
level by AMOS-PCR.

In this study, although the isolation rate of Brucella spp. obtained from milk and cheese
served for consumption in Kayseri city center, is low, considering the severity of
infection, milk and cheese that contained Brucella spp. constitute a potential risk for
public health

Keywords: Cheese, milk, Brucella, AMOS-PCR
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1.GIRIS VE AMAC

Brucellozis, sigir, koyun, ke¢i, domuz, kog vs. gibi hayvanlarda, 6zellikle, testis, meme,
uterus gibi genital organlara yerleserek yavru atmalara ve infertiliteye yol acan kronik,
bulasici, nekrotik ve yangisal infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir hastaliktir.
Brucella cinsindeki etkenler evcil hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olurlar
(1). Enfeksiyon, hayvanlardan insanlara dogrudan temas, siit ve siit {iriinlerinin taze
olarak tliketilmesi, enfekte damlaciklarin inhalasyonu ve bazen et tiikketimi ile
bulasabilen bir enfeksiyon hastaligidir. Gelismis iilkelerde tamamen ortadan
kaldirilmakla birlikte, hayvanciligin yogun yapildigi, ¢ig siit ve siit iriinlerinin
tilkketiminin yaygin oldugu lilkemizde ve gelismekte olan iilkelerde halen 6énemli bir

halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir (1, 2).

Insan brusellozu, veterinerler, c¢iftciler, ¢obanlar, hayvan bakicilari, siit ve peynir
imalathanelerinde calisanlar, kasaplar ve mezbaha is¢ilerinde goriilen bir meslek
hastalig1 olarak da tanimlanmustir (3, 4). Insanlarda titreme ile yiikselen ates sonrasi kas
ve siddetli eklem agrilar1 ile seyreden, tiim viicudu etkileyen uzun siireli sistemik bir
enfeksiyon meydana getirir (2, 3, 4). Insanlarda fiziki yetersizlik, is giicii kaybinin

yanisira tedavi ve hastane giderleri de dnemli ekonomik kayba neden olmaktadir (4).

Brucella spp., Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat: (FAO), Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Diinya Hayvan Sagligi Teskilat1 (OIE) tarafindan diinyada en yaygin zoonoz
olarak kabul edilmektedirler (5).

Brusellozis, diinyada 6zellikle Akdeniz iilkeleri, Orta Dogu, Bati Asya, Afrika ve
Giliney Amerika’da insanlarda endemiktir (6, 7). Kuzey Avrupa, Kanada, Kuzey
Amerika {ilkeleri, Giiney Asya, Avustralya ve Yeni Zellanda gibi tilkelerde ise biiyiik

oranda eradike edilmistir (8).



Ulkemizde Brusellozisle miicadele igin 1984 yilinda uygulanmaya baslanan "Ulusal

"o

Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi"’nin (agilama, test ve kesim) 2010 yilinda
tamamlanmasini takiben, 2011 yilinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan
yapilan ilk degerlendirmelerde sigirlarda hastaligin siirii prevalansi %7,8 (fert prevalansi
%?2,7), koyunlarda siirii prevalanst %22,5 (fert prevalanst %3,4) olarak belirlenmistir.
Bu projeyle siirii prevalansinin %1'in altina ¢ekilemedigi ve prevalansin yiiksek oldugu
saptanmistir. Ulkemizde kitlesel asilamanin en etkili eradikasyon ydntemi olabilecegi,
bu asilamanin her yastaki hayvana gilivenilir olarak uygulama yolunun ise konjuktival
yolla asilama olacagina karar verilmistir. Proje 2012 yilinin basindan itibaren sigirlar

icin 10 yil, koyunlar i¢in 6 yil siireyle uygulamaya konulmustur. Amag, siirii

prevalansinin oncelikle %1’in altina ¢ekilmesidir (4, 9).

Ayrica aerosol haldeki Brucella spp.’lerin insanlar igin son derece bulasici olmasi ve
enfektif dozunun ¢ok diisilk olmasi sebebiyle etken biyolojik savas amaglari igin
potansiyel bir ajan olarak diisiinlilmektedir. Silah haline getirilmis ilk biyolojik ajan,
1954 yilinda ABD tarafindan biyolojik-savas programi kapsaminda, B. suis olmustur.

Nitekim, Brucella tiirleri Risk grubu 3 organizma olarak siniflandirilmistir (10, 11).

Ulkemizde siit ve siit iiriinleri (beyaz peynir, tereyagi, krema, kaymak, dondurma vb.)
sevilerek tiiketilmektedir. Yoresel taze peynir yapimi ¢ig siitlin 32-35°C’lere kadar
isitilip ve mayalanmasi ile saglanir. Peynirin bu sekilde yapilmasi insanlar agisindan
gerek damak tadi gerekse maddi agidan (1sitma maliyeti, peynir randimani) tercih
nedenidir. Ozellikle taze peynir, tereyagl ve krema gibi iiriinler pastdrize edilmemis

stitten tiretildigi bolgelerde insanlar i¢in infeksiyonun kaynagini olusturur.

Bruselloz’ un tanisinda direkt ve indirek yontemler kullanilmaktadir. indirekt tani igin
cesitli serolojik testlerden yararlanilmaktadir. Bu testler hizli, pratik ve az maliyetli
olmasina ragmen, dezavantajlart baz1 durumlarda yanlis pozitif veya negatif sonuclar
vermeleridir (10). Ayrica bazi durumlarda kesin tanm icin birden fazla testin bir arada
kullanilmas: gerekebilmektedir. Brucella spp.’nin izolasyonuna dayanan kiiltiirel
yoklamalar “Altin Standart” olarak kabul edilmekte ve her zaman gegerliligini

korumaktadir.

Bu calismada, Kayseri ilinde pazar, market ve sarkiiterilerde tiiketime sunulan ¢ig siit ve
peynir 6rneklerinde Brucella spp. varliginin konvansiyonel kiiltiir yontemi ve molekiiler

yontemle ile arastirilmast amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Brusellozisin Tarihgesi

Enfeksiyon, ilk olarak Hippocrates tarafindan Akdeniz kiyilarinda yasayan insanlarda
goriilen semptomlarla ilgili olarak “humma” olarak tanimlanmistir (12). 1800’ld
yillarda “Akdeniz hummas1”, “Malta hummas1”, “Gibraltar hummasi” ve “Kirim
hummas1” gibi isimler almigtir. Ingiliz askeri literatiiriinde “Kolordu Hastaligr” (Corps
Disease) olarak ta isimlendirilmistir (13, 14). Bunun yan sira klinik seyirdeki tipik
atese gore “dalgali humma (undulant fever)”, B. melitensis’in koyunlardan insanlara
bulagsmasi nedeniyle “koyun hastalig1”, hastaligin hayvanlardan insanlara bulagmasi

nedeniyle de halk arasinda “mal hastalig1” gibi isimler de alir (12, 14,15).

Hastaligin ilk bildirimi 1861 yilinda Malta'da, ingiliz Ordusu'nda yardime1 cerrah olan
J.A. Marston tarafindan yapilmig ve Malta atesi olarak adlandirilmistir (13). Malta
atesinin kaynagm arastiran Ingiliz ordusu hekimlerinden David Bruce, 1887 yilinda
hastaliktan &lmiis Ingiliz askerlerinin dalak pulpalarindan ¢ok kiigiik kok seklinde
bakteriler izole etmis ve bu bakterileri “Micrococcus mellitensis” olarak adlandirmistir
(13, 14). Danimarkali veteriner hekim Bernard Laurits Fredrick Bang, 1897 yilinda
sigirlarda abortun nedeni olarak "Bacillus abortus" olarak tanimlanan ve tiremeleri i¢in
COz’e gereksinim gosteren hiicre i¢i bir mikroorganizmay: tespit etmis ve olusan

enfeksiyonu 'Bang's Hastalig1' olarak isimlendirmistir (1, 13, 16).

Malta Atesi’nin etkeni “Micrococcus melitensis, Bang's Hastaligi’nin etkeni ise
'‘Bacillus abortus' olarak tanimlanmus, iki hastaligin iligkili oldugu o dénem igin
diistinlilmemistir. Yaklasik 18 yil sonra Zammit adli arastirict 1905 yilinda etkeni
infekte keci siitlinden izole etmis ve enfeksiyonun kaynaginin kegci siitii oldugunu
bildirmistir (13). Amerikan mikrobiyolog Alice Evans 1918'de Bacillus abortus ile
Micrococcus melitensis’in morfolojik ve biyokimyasal olarak yakin iligkili olduklarini

bildirmistir. (14, 17). Traum adli arastirici, 1914 yilinda ABD’de prematiire dogan



domuz yavrularmin karaciger, mide ve bobreklerinden etkeni izole etmis etkenin B.
abortus’a benzerligini belirtmistir, ancak daha sonra bu etkenin Brucella suis oldugu
belirlenmistir. Meyer ve Shaw, 1920 yilinda birbirine ¢ok benzeyen bu ii¢ etkenin, bu
konuda ilk 6nemli ¢alismay1 yapan David Bruce’un onuruna ithafen Brucella genusu

altinda yeniden klasifiye edilmesini 6nermislerdir (13,14).

Diger Brucella tiirleri ise 1950’den sonra tamimlanmistir. Simmons ve Hall,
Avustralya’da, Buddle and Boyes ise Yeni Zelanda’da koglarda epididimitisin etkeni
olarak B. ovis’i izole etmislerdir. (18). Brucella canis kopeklerin bulasici abortus etkeni
olarak Charmichael ve Brunner isimli arastirmacilar tarafindan 1967 yilinda izole ve
identifiye edilmistir (13, 19). Brucella neotomae ismi verilen Brucella tiiri ABD’nin
Utah eyaletinde orman ratlarindan izole edilmistir (13, 14). Son yillarda pek ¢ok yeni
Brucella tirtiniin (B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B. inopinata) farkli
kaynaklardan izole edildigi bildirilmistir (20, 21).

Tiirkiye’de Malta atesi ilk olarak 1915 yilinda bildirilmistir. ik bruselloz hastas1 1915
yilinda Istanbul’da Kuleli Hastanesinde, Dr. Hiisamettin Kural ile Dr. Mahmut Sabit
Akalin tarafindan Istanbul Bogazi Muhafiz erlerinden birinde tespit edildigi, kayitlara
girmistir. Istanbul’da s1g1rlarda laboratuvar analizi ile brusellozu 1931 yilinda ilk ortaya
koyan Ziihtii Berke olmustur. Goélem tarafindan 1943 yilinda koyun ve kegilerde
Brucella bakterileri izole edilmistir. Bandirma’da merinos ciftliginde 1944’te Koyliioglu
ve Aktan tarafindan Brucella mellitensis saptanmigtir. Ankara’da ise insan ve sigirlarda
brusella enfeksiyonunu ilk ortaya koyan Siireyya Tahsin Aygiin oldugu belirtilmektedir
(1, 13). Brucella canis enfeksiyonu ise iilkemizde serolojik olarak ilk defa 1984 yilinda
Diker, Istanbulluoglu ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Bu arastirma ile

insanlarda Brucella canis enfeksiyonu Tiirkiye’de ilk kez bildirilmistir (22).
2.2. Brucella Tiirlerinin Taksonomisi

Brucella tiirleri, “Rhizobiales” takimindaki Brucellaceae ailesinde Proteobacteria alfa 2
alt grubunda smiflandirilir (23, 24). Brucellaceae ailesi Brucella, Mycoplana ve
Ochrobactrum genuslarin1 igermektedir. Bu genus toprak organizmalari (Srnegin
Ochrobactrum spp.), bitki simbiyontlar1 (6rnegin Rhizobium spp.) ve fitopatojenler
(6rnegin Agrobacterium spp.) ile yakindan iligkilidir (15, 20). Bununla birlikte, son
yillarda bu aile icerisine katilan Pseudochrobactrum, Daeguia ve Crabtreella genuslari

ile de yakin iliskili oldugu saptanmistir. Brucella cinsinin, bu genuslar icerisinde



genelllikle cevreden izole edilen Ochrobactrum cinsi ile fenotipik ve genetik olarak ¢ok
daha yakin olduklar1 bildirilmistir (20).

Brucella tiirleri, retikuloendotelial sistemin fakiiltatif intraseluler parazitidir. Brucella
genomu %57 G+C icerigine sahip 2,1Mb ve 1,5 Mb iki adet kromozom igerir. B. suis
biyovar 3 ise istisna olarak tek bir 3,1 Mb kromozoma sahiptir (23, 24, 25).

Bununla birlikte, konak spesifitesi, fenotipik oOzellikler, virulens c¢esitliligi ve
genotiplendirme verileri temelinde, Brucella genusunda B.abortus, B.melitensis, B.suis,
B.canis, B.ovis ve B.neotomae olmak fizere 6 tiir ve bu tiirlere ait 17 biyovarin klasik
taksonomik plani, 2003 yilinda onaylanmistir (20, 25, 26). DNA-DNA hibridizasyon
calismalar1; bilinen 6 Brucella tirii arasinda %90’dan fazla benzerligi ortaya
koymaktadir (20, 23).

Son yillarda gesitli kaynaklardan izole edilen B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B.
inopinata gibi yeni tanimlanan tiirlerle beraber Brucella cinsinde yer alan tiir sayist 10’a
ulagmistir (20, 21).

Fok (Phoca vitulina), yunuslar (Tursiops truncates, Delphinus delphis, Lagenorhynchus
acutus, Stenella coeruleoalba), balina (Balaenoptera acutorostrata) ve diger tiirler dahil
cesitli deniz memeli tiirlerinden de Brucella etkenleri izole edilmistir (27). ilk olarak
1994 yilinda Iskogya’da sig su fokundan izole edilen Brucella etkeni, B. maris olarak
adlandirilmis ve nomenklatiire eklenmistir. Deniz memelilerinden izole edilen bu tiirler
kara hayvanlarindan izole edilen Brucella tiirlerinden fenotipik ve molekiiler olarak
farklilik gostermektedirler. B. maris, baslangigta, tiim deniz memelilerine 6zgii bir sus
olarak diisiiniilmiis ancak konak¢1 o6zgilinliigiine dayali olarak iki veya daha fazla
biyovara ayrildig bildirilmistir. Son arastirmalara gore ise B. maris in, iki tiir igerdigi

bildirilmistir (28, 29).

Bunlar; B. pinnipedia, ayibaligi, fok ve su samuru ve denizaslani gibi ylizgeg¢
ayaklilarda izole edilen tiirler olarak, B. cetaceae yunus, balina gibi deniz

memelilerinden izole edilen tiirler olarak siniflandirilmistir (28, 29).

2008 yilinda tarla farelerinde (Microtus arvalis) yeni bir tiir olarak B. microti izole
edilmistir. (20, 21). Brusellozis semptomlari goriilen 71 yasinda yasl bir kadinin meme
implantindan yeni bir Brucella tiirii izole edilmistir (30). Bu tiir Brucella inopinata

olarak isimlendirilmis olup, olarak konakeis1 bilinmeyen (hayvan) tek tiirdiir (21). Son



olarak 2014 yilinda Whatmore ve ark yeni dogmus 2 maymundan yeni bir Brucella tiirii
izole etmisler ve tir adim1 Brucella papii sp. nov. olarak isimlendirildigini
bildirmiglerdir (31), ayni arastirict 2015 yilinda ise beyaz bir aga¢ kurbagasindan
(Litoria caerulea), atipik Brucella tiirii izole ettigini bildirmistir (32).

Brucella spp, bireylerde kronik enfeksiyon olusturabilme ve belirli hayvan tiirlerine ait
popiilasyonlarda bulasma bakimindan gii¢lii bir konakg1 tercihine sahiptir. B abortus’un
ana konakgis1 sigirdir; B melitensis, koyun ve kegiler; B suis, domuz; B canis, kopekler;
B ovis, koyunlar; B neotomae, kemirgenler (¢ol fare) ve B. suis, domuza ek olarak ren
geyigi ve tavsanlarda enfeksiyona neden olur. B. suis, konak-patojen iliskileri ile en
genis konakg¢1 yelpazesine sahiptir. Bununla birlikte, hemen hemen tiim Brucella tiirleri,
tercih edilen konakgilart digindaki memeli tiirlerinde enfeksiyona neden olabilir.
Ornegin hem B. melitensis hem de B. suis sigir memelerinde kolonize olabilir ve bu

nedenle inek siitiinde saptanabilmektedirler (20, 21, 26, 27).

Her bir Brucella tiriiniin de biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleriyle birbirlerinden
ayrilabilen gesitli biyotipleri vardir. B.melitensis’in 3 biyotipi, B.abortus’un 7 biyotipi,

B.suis’in 5 biyotipi ve diger tiirlerin ise birer biyotipleri vardir (10, 20).

Diinyada insanlarda goriilen ¢ok siddetli Brucella infeksiyonlarindan genellikle B.
melitensis, B. abortus, ve B. suis izole ve identifiye edilmistir. B. canis insanlarda daha
az oranda infeksiyon olustururken B.ovis ve B.neotomae insanlar i¢in patojen degildir
(15, 20, 27). Marine Brucella tiirleri insanlarda norolojik rahatsizliklara neden
olmaktadir (27, 29).

2.3. Brucella Tiirlerinin Morfolojisi

Brucella cinsi bakteriler; kiiglik (0.5-0.7 x 0.6—1.5 um), kok, kokobasil veya kisa basil
seklindedirler. Cogunlukla ikiserli u¢ uca olan bu bakteriler bazen sivi besiyerinde 3-
5’1i zincirler yapabilirler. Aerobiktirler, anaerob otamlarda ureyemezler. B. abortus
biyovar 1,2,3,4 ve B. ovis gibi bazi tirler ilk izolasyonda Ureme kosullari ig¢in %5-10
COg’ye ihtiyag duyarlar (10, 24).

Gram negatif, flagellasiz, sporsuz ve hareketsiz olan bu bakteriler (20, 24) kiiclk
olduklarindan molekiiler hareket nedeniyle yerlerinde titresirler (Braunien hareket).

Organizmadan yeni ayrildiklarinda S tipi kolonilerde ince bir kapsiillerinin bulundugu



saptanir. Pasajlarda ve R koloni sekillerinde bu kapsiiller kaybolur. Basil seklinde

olanlar bazen diizensiz boyanma 6zelligi gosterirler (1, 33).
2.4. Brucella Tiirlerinin Kiiltiir Ozellikleri

Brucella tiirlerinin ¢ogu ilk izolasyonlarinda besiyerinde yavas iirerler. Laboratuvara
adapte izolatlar nitrojen kaynagi olarak amonyum tuzlarini igeren sentetik
besiyerlerinde tiremesine karsin ¢ogu Brucella tiirli, tireme igin kan, serum veya doku
ekstraktlarinin eklendigi zengin kompleks besiyerlerine ihtiya¢ duyar (34). Brucella
spp. Ozellikle ilk izolasyonda, ¢oklu amino asitler, tiyamin, biyotin, nikotinamid ve
pantotenik asit iceren kompleks ortamlar gerektirir. Bununla birlikte, haemin (X
faktorli) ve nikotinamid adenin diniikleotidi (V faktorii) gerekmemektedir (35). Ayrica
tireme i¢in demir ve manganez igeren iz metalleri de gereklidir. Demir, sekestrasyonda
kullanilan siderefor ve depolama gorevi olan bakterioferritin i¢in gereklidir (35). Cogu
Brucella tiirleri protein ve pepton igeren besiyerlerinde tiremesi sirasinda alkali ortamin
olugmasini saglar. Olusan alkali ortam bakterinin {iremesini sinirlandirmasinin yant sira

eski kiiltiirlerde kolonilerin etrafinin yesilimsi kahverengi renk almasini da saglar. (34).

Optimal iireme sicakliklar1 37 °C (20-40 °C arasinda iireyebilirler) ve optimal pH 6.6-
7.4 arasindadir. pH’nin 3.5 ve altina diistiigli durumlarda etken hizlica Sliir. Serum
dekstroz agar veya diger besiyerlerinde ekimden 48-72 saat sonra koloniler olustururlar.
Koloniler yuvarlak, kii¢ciik, saydam, konveks, sebnem tanesine benzeyen kaygan ve S
tipindedir ancak LPS'nin O zincirlerinin kaybedilmesi ile koloniler disoasiasyona ugrar,
rough (R) ya da mukoid varyantlar olusabilir. Ilk izolasyonlarinda B.ovis ve B.canis, R

koloni olustururlar (10, 36).

Brucella kolonileri nonhemolitik ve pigmentsizdir. B. abortus ve B. melitensis'in bazi
turlerinin kolonileri eski kuilttirlerinde esmer renklidir (37). Uremesi igin karbondioksite
ihtiya¢c duyan B. abortus ve B. ovis yar1 kati besiyerinde yiizeyin birka¢ milimetre
altinda disk olusturacak sekilde iirer. Diger tiirler ise yar1 kat1 besiyerinin yiizeyinden

dibine kadar homojen bulaniklik olusturacak sekilde tirer (34).
2.5. Brucella Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Brucella spp.’nin metabolizmasi1 oksidatiftir ve enerji ¢esitli amino asit ve karbonhidrat
substratlarinin kullanilmasiyla tretilir. Bir¢ok sus igin i-eritritol tercih edilen bir enerji

kaynagidir. Tiim suslar katalaz pozitiftir ve bircogu oksidaz pozitiftir (oksidaz negatif



olan suslar da bildirilmistir). Cogu ayni zamanda nitrat rediiktaz {ireterek nitratlart
nitritlere indirgerler. Kiikiirt igeren amino asitlerden H,S iiretimi, tiirler ve biyovarlar
arasinda degisir identifikasyonda 6nemlidir (10, 23, 24, 37). H,S iiretimi, B.suis 3-5 giin
ve en fazla miktarda, B.abortus 2 giin ve az miktarda; B.melitensis ise en 1 giin siireyle

ve en az miktarda gerceklestirilir (38).

Karbonhidratlardan asit veya gaz olusturmamakla beraber glikozu az miktarda
kullanirlar. O- nitrofenol-B-D-galaktoz genellikle hidrolize edilmez. Proteolitik aktivite
azdir. Sitrat tek karbon kaynagi degildir. Asit jelatini eritmezler ve indol olusturmazlar.
Asetil metil karbinol (Voges Proskauer) olusturmazlar. Metil kirmizisi testi negatiftir.
Ureaz aktivitesi degisken olup B. suis ve B. canis yiiksek iireaz aktivitesine sahip
olmasina karsin diger tiirlerin bazilarinda lireaz aktivitesi zayiftir. B. ovis’te ise iireaz

aktivitesi yoktur. (24, 34)

Brucella spp.’nin identifikasyonunda ve biyotiplendirilmesinde fajlar siklikla
kullanilmaktadir. S koloni olusturan tiirleri i¢in kullanilan fajlar, Tb (Tbilisi), Wb
(Weybridge), BK; (Berkeley) ve 1z; (Izatnagar) iken rough koloni olusturan tiirler i¢in
R, R/O, R/C ve lIz; fajlar1 kullanilir. Dogru biyotiplendirmenin yapilabilmesi igin uygun
fajlarin kullanilmasi gereklidir (35).

Biyokimyasal 0Ozellikleri, boya maddelerinin {iremeleri {izerindeki etkileri antijen

yapilar ve faj duyarliliklari temel alinarak Brucella tiirlerinin biyovarlari belirlenir (39).



Tablo 2.1. Brucella genusunda yer alan tiirler ve biyovarlarin ayirici 6zellikleri (20)

Tiirler © N CO, H,S Boyali Besiyerinde | Monospesifik
3 8 ihtiyact | iiretimi Ureme antiserum ile Rutin Test Dilusyonunda Faj ile lizis
o 2 agliitinasyon
Thionin® | Fuchsin® A M R Th Wb Bk, Fi R/C | Tbx10?
B. abortus 1 (+)° (+) + - + + - - L L L L NL L
2 + (+) + - - + - - L L L L NL L
3 + (+) + + +9 + - - L L L L NL L
4 + (+) + - + - + - L L L L NL L
5 + - - + + - + - L L L L NL L
6° + - +) + + + - - L L L L NL L
7 + - (+) + + + + - L L L L NL L
9 + - + + + - + - L L L L NL L
B. suis 1 + - + + - + - - NL L L PL NL L
2 + - - + - + - - NL L L PL NL L
3 + - - + + + - - NL L L PL NL L
4 + - - + ) + + - NL L L PL-L NL L
5 + - - + - - + - NL L L PL NL L
B. melitensis 1 + - - + + - + - NL NL L NL NL NL
2 + - - + + + - - NL NL L NL NL NL
3 + - - + + + + - NL NL L NL NL NL
B. ovis - + - + (+) - - + NL NL NL NL L NL
B. canis + - - + - - - + NL NL NL NL L NL
B. neotomae + - + - - + - - NL-PL L L L NL L
Yeni Tanimlanan
Tiirler
B. ceti + ) - (+) (+) + ) - NL® LP L | NL-PL | NL
B. + (+) - + + + | ¢ - NL® LP L | NL-PL [ NL
pinnipedialis
B. microti + - - + + - + NL L NL L
B. inopinata + - + + + - +' NL NL PL

Faj lizis: RTD= Rutin Test Dilusyonu, Tb= Tbilisi, Wb= Weybridge, Bk2= Berkeley, Fi= Firenze, R/C= Rough suslar, Tbx10%= RTDx10%,
L= confluent lizis, PL= pargali lizis, NL= lizis yok, o= ¢ogu susda lizis yok, f= ¢ogu susda lizis, (+)= ¢ogu sus pozitif, (-)= ¢ogu sus negatif

4 konsantrasyon=1/50.000 w/v, ® negatif olmasina ragmen gogu sus pozitif, *Biyotip 3 ve 6'nin daha belirgin olarak farkhilagmasi igin ek olarak 1/25 000 (w / v) tiyonin kullanilir.
Biovar 3 = +, biovar 6, ° Bu biyotipin baz1 suslar1 fuksin tarafindan inhibe edilir. ® Baz1 izolatlar fuksine direng gosterebilir. "zayif agliitinasyon
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2.6. Brucella Tiirlerinin Antijenik Ozellikleri

Brucella hiicre zar1 3 katmandan olusur; en igteki tabaka sitoplazmik zar, ara tabaka,
periferik sitoplazmik zar ve en distaki katman dis zardir. Dis zar, lipopolisakarid,
protein ve fosfolipid tabakadan olusur ve hiicre duvarini olusturmak i¢in peptidoglikan
tabakasina sikica baglidir. Brucella, lipopolisakkarid yapisinda (LPS) O-zincirinin
varligina veya yokluguna gore smooth (S) ve rough (R) koloni olusturma o6zelligi

bakimindan 2’ye ayrilir (40).

LPSnin hidrofilik kismi O-zincir antijenini igerir (yalmizca smooth Brucella'da
bulunur). B. abortus biovar 1 gibi tiirler A epitopunu (96 ila 100 glikosil altbirimi
boyutunda dallanmamis bir homopolimer 1,2-bagh 4,6-dideoksi-4-formamido-D-
mannopiranozun, perosamin) tasirken M epitopunu tasiyan Brucella hiicrelerinde (B.
melitensis biovar 1 gibi) O-antijeni, dort 1,2 ve bir 1,3-bagl perosamin kalintisindan
olusan dogrusal bir pentasakkarit birimi igerir. Brucella tiirlerinin S suslarinda yer alan
perosamin homopolimer O zinciri, ayirt edici LPS yapisin1 olusturup, Brucella'nin

tanimlayici bir 6zelligidir (36).

Di1s zardaki protein dis zar proteinleri (OMP, outher membran protein) olarak
adlandirtlir. Brucella OMP'leri, Brucella nin makrofajlarda hayatta kalmas ile iligkili
olup ¢ok kuvvetli antijenik Ozellige sahiptir. Brucella OMP'lerinin {i¢ ailesi tespit
edilmistir: OMP2 ailesi, OMP25/OMP31 ailesi ve bu ikisinin disinda bulunan tiim
OMP’leri kapsar. Ilk 2 aile yaygin olarak incelenmis ve baslica Brucella virulensi ile
ilgili koruyucu antikorlar ve antijenleri icermektedir. Bu OMP'ler iizerinde yapilan
arastirmalar, Brucella antijenlerinin; T hiicreleri araciligi ile makrofajlarin canliligini
uyaran ve Onleyen mekanizmay1 ortaya cikararak giivenli ve etkili Brucella asilarinin

gelistirilebilmesine katki saglayacagi bildirilmistir (40).

Iki 6nemli Brucella tiirii i¢in; 1932'de, B. abortus (A dominant) ile iliskili A antijeni ve
B. melitensis (M dominant) ile iligkili M antijeni olmak iizere iki farkli antijen tespit
edildi. Daha sonra, Brucella'nin iki tiirtinde de A ve M epitoplarinin, S-LPS'nin O yan
zincir polisakariti tizerinde yer aldigi gosterilmistir. Ayrica O-zincirindeki A ve M

epitoplarinin miktarlar1 farklidir (10, 35).



11

Bu epitoplar R koloni olusturan (O-polisakkarit bulunmayan) tiirlerde yoktur. S-LPS,
immiinodominant epitopdur ve bruselloz i¢in serolojik testlerin ¢ogunda kullanilan
antijendir. S-LPS'nin yapisi, serolojik testlerde benzer 0 zincirine sahip diger bakteriler
(Francisella tularensis, Escherichia coli 0:157, Xanthomonas maltophilia, Vibrio
cholerae ve Yersinia enterocolitica 0:9) ile gapraz reaksiyonlarin olugmasina neden
olmaktadir (10, 35).

Baz1 suslarda ayrica yiizeyel L zarf antijeni varligi ortaya konmustur. Daha ¢ok B.
abortus tiiriinde bulunan bu L antijeni yeni izole edilen bakterilerde var olup, onlarin
immiin serumlarla agliitinasyonuna engel olmakta, 100°C'de yarim saat 1sitildiktan
sonra ortadan kalkmaktadir. Bu 6zelligi ile Salmonella'lardaki Vi antijenine benzerlik

gostermektedir (37).

Brucella tiirlerinin tanimlanmis bir ekzotoksini yoktur, endotoksini de diger gram
negatif bakterilerin endotoksinleri kadar toksik degildir. Hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkarid (LPS) tabakanin endotoksin aktivitesi bulunur. Ozellikle LPS tabakada
yer alan O polisakkarid zinciri bakteri virulansinda 6nemli yer tutar. Enterobakterlerden
cok daha zayif toksik olmakla birlikte makrofaj degradasyonuna ve bagisik yanita
direnci cok daha kuvvetli 6zelliktedir. O zinciri tizerinde bulunan {i¢ epitop (A, M ve C)

tiir/biyovara bagl olarak farklilik gosterir (24).

Brucella etkenleri, insan viicuduna girdikten kisa bir siire sonra, polimorfoniikleer
16kositler ve aktive makrofajlar etkenin oldugu bolgeye go¢ eder. Humoral (kompleman
aracilikll) ve hiicre aracili immiin yanitlar, Brucella organizmalarinin ortadan
kaldirilmasinda énemli rol oynamaktadir. Brucella aslinda hiicresel patojendir, etkenin
ortadan kaldirilmasinda ve hiicresel immun yanit biiyiik rol oynamaktadir. Bakteriyel
invazyonun erken safhasinda, bakterinin ekstraseliiler eliminasyonu, komplement ve
immunglobulin M (IgM) tarafindan gerceklestirilir. Brucella bakterileri, baslangigta
IgM olan spesifik antikorlarin liretimini indiikleyebilen antijenlere sahiptir, birkag¢ giin

sonra IgG ve IgA antikorlar saptanabilir (35).
2.7. Brucella Tiirlerinin Genomik Ozellikleri

Tim Brucella tiirlerinde replikasyon ve metabolik fonksiyonlar i¢in temel genlerin

bulundugu 2.1 ve 1.2 mega baz ¢ifti (Mbp) boyutunda iki sirkiiler kromozom vardir.



12

DNA daki Guanin/Sitozin (G+C) oran1 Brucella tiirlerinde olduk¢a (%55-58) yakindir
(41).

DNA-DNA hibridizasyonu, Brucella'nin bilinen tiirleri arasinda ayirt edilemedigini
gostermesine ragmen, kromozomal DNA'nin (restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasi)
elektroforetik analizinde, tiirler arasinda belirgin farkliliklar oldugu saptanmistir.
Genom haritasi ile bu farkliliklar belirlenmistir. Brucella igin ortalama genom boyutu
yaklasik 3.5x10° baz ciftidir. Kromozom boyutunda ve diizenindeki kiigiik
varyasyonlar, tlirler ve biyovarlar arasinda biiyiik oranda delesyonlar, eklemeler ve ters
doniistimlerle ilgilidir. Bu farkliliklar, tiirler ve biyovarlar icin tutarlidir. Brucella suis
biovar 3; 3.2x10° baz ciftli tek bir genis kromozom igerir. Brucella’lar arasinda genetik
degisimin tespit edilememesinin sebebi, bakteride korunan hiicre i¢i bir yapinin var
olmasi ile agiklanmaktadir. Bu bilgiye dayanarak brucella i¢inde plasmid veya lizojenik

faj eksikligi de bildirilmistir (42).

Laboratuvar ¢alismalarinda, Brucella'da ekstra kromozomal DNA tespit edilememistir.
Ancak son yapilan caligmalarda birgok susta kiiciik bir plazmitin ¢oklu kopyalar
saptanmis, islevi belirlenememistir. Brucella izolatlarinda plasmid ile kodlanmis
antibiyotik direnci heniiz bildirilmemistir. Bununla birlikte, plazmidlerle dogal olarak B.
abortus’a diren¢ aktarimi gdézlenmemesine ragmen deneysel kosullar altinda

Escherichia coli'den elde edilen plazmidlerle antibiyotik direng aktarimi saglanmistir
(35).

2.8. Brucella Tiirlerinin Patojenitesi

Brucella gii¢lii doku tropizmi gosterir ve makrofajlarin, dendritik hiicrelerin ve plasental
trofoblastlarin vakuolleri ic¢inde replike olur. Bununla birlikte, patojen mikroglia,
fibroblastlar, epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri de dahil olmak {izere ¢ok g¢esitli
memeli hiicre tiplerinde ¢ogalma kabiliyetine sahiptir. Brucella'nin hiicre i¢i yagsami
dogal ve kazanmlmis bagisiklik yanitlarina maruz kalmayir smirlar, etkeni bazi
antibiyotiklerin etkilerinden kurtarir (43). Virulent suslarda fagozom-lizozom
flizyonunu engelleyen spesifik mekanizmalar henliz tam olarak agikliga
kavusturulamamis olmakla birlikte, brusella virulans faktorleri arasinda yer alan iki
komponentli BvrR/BvrS sistemi ve virB tip 1V sekresyon sisteminin fagozom-lizozom

flizyonunu engelledigi gosterilmistir (44). Fagozomun asidifikasyonu, VirB tip IV
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salgilama sistemi de dahil olmak iizere c¢esitli viriilans faktorlerinin ekspresyonunu

uyarir.

VirB sistemi, efektor proteinleri konakgi hiicre icine yer degistirir ve bu yer
degistirmenin de hiicre i¢i ¢ogalma i¢in konak¢r hiicre biyolojisini uyardigi
bildirilmektedir. Ayrica brucella, legionella da dahil olmak iizere diger bazi hiicre i¢i
patojenler tarafindan kullanilan bir taktik olarak endoplazmik retikiillumun ¢ikis
yerlerinde membran vesikiillerini yakalayarak, ¢ogaltma vakuoliinii olusturur (15).
Tipik etkenin enfekte konakeilardaki patolojisinde ii¢ farkli agama goriiliir. Birinci
asamada, klinik semptomlar goriilmeden 6nce inkubasyon periyodu belirgindir. Ikinci
asamada, patojenin konak¢1 dokusunu istila edip yayilmasi ile akut faz gelisir. Ugiincii
asamada, ise ciddi organ hasar1 ve konakgi hiicrenin 6liimiiyle kronik faz olusur (43).
Biitiin bu mekanizmalara ragmen, makrofajlar brusella bakterilerini 6ldiirmede etkili
olabilmektedir. Makrofajlara giren virulent B. abortus suslarinin ilk birkag¢ saatte %80-
90’1 oldirtilmekte, kalan direngli bakteriler ise makrofaj icinde yasamaya devam
etmektedir (44).

Lipid tabaka
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Sekil 2.1. Brusellamin makrofaj icine girisi ve replikasyonu: Lipid tabakadan makrofaj i¢ine
giren brusellanin etrafi membran ile cevrilerek erken ‘brusella igeren vakuol’ (BIV)
olusur. Erken BIV gecici olarak erken endozom ile etkilestikten sonra iki farkli yol
izleyebilir. Virulent suslar endositik yoldan kacgarak replikatif yolu izler ve
endoplazmik retikulum ile etkilesime girerek ¢ogalirlar. Mutant suslar ise endositik
yolda ilerler ve lizozom tarafindan parcalanirlar (44)
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2.9. Brusellozisin Epidemiyolojisi

Brusellozis, diinyanin pek ¢ok yerinde yaygin zoonotik bir hastaliktir. Ozellikle
Akdeniz iilkeleri, Orta Dogu, Arap Yarimadasi, Orta ve Giliney Amerika, Asya ve
Afrika'da yaygindir. Diinyada resmi olarak brusellozun eradike edildigi sadece 17 iilke
vardir, ancak seyahat nedeniyle insanlar arasinda endemik iilkelerde bile vakalar
yasanmaktadir. Endemik bolgelerde hastalik, cinsiyet farki gozetmeksizin tiim yas
gruplarimi etkilemektedir (35). Tiirkiye’de Brusellozis, eradike edilememis ve halk
saglign acisindan risk olusturmaktadir. insan brusellozunun her vakasi hayvansal
kokenlidir ve bu nedenle hastalifin kontrolii dncelikle veteriner sahada saglanmalidir

(15).

Brusellalarin tiirlerine gére epidemiyolojileri ve hastalik yapma potansiyelleri farklidir.
Brucella melitensis, keci, koyun ve deve; B. abortus sigir; B. suis domuz ve B. canis
kopekte infeksiyon olusturmasinin yani sira, bu dort Brucella tiirii insan brusellozisinin
etiyolojisinde rol oynarlar. B. melitensis insan brusellozunun en yaygin, invaziv ve
patojenik nedenidir. Bu tiirii sirasi ile B. suis ve B. abortus takip etmektedir. Bu i tiir
ayn1 zamanda CDC’nin potansiyel biyolojik silahlar listesinde de yer almaktadir (45). B.

canis ise insanlarda ¢ok nadirdir (10).

Hastaligin inkiibasyon periyodu gebelik, maruz kalinan mikroorganizma sayisi, yas gibi
faktorlerden etkilenmekle birlikte, deneysel arastirmalarla 53-251 giin arasinda
bildirilmistir. Etkenin yayilim1 temel olarak enfekte ineklerin yavru atimi veya dogumu
sonrast enfekte fOtus, fotal membranlar, uterus salgilar1 ve siitleri aracilifiyla
olmaktadir. Siitle sagilim aralikli olarak uzun siire devam eder. Evcil hayvanlarda
bulagma sindirim sistemi, ¢iftlesme, memelerin kontaminasyonu, deri ve konjuktivalarin
direkt temast sonucu olusur. Son yillarda Brucella vektor ve rezervuarlar iizerinde
yiiriitiilen arastirmalar degisik familyalara bagh vahsi hayvanlar, artropodlar, kemiriciler

ve etgillerin hastaligin yayilmasinda rol oynadigini ortaya koymustur (41).

Brusellozis insanlara, enfekte hayvanlardan, enfekte hayvanlarin siitleri, bu siitlerden
hazirlanan krema, tereyag, taze peynir, dondurma gibi tiriinlerden ve bu hayvanlarin atik
materyallerinden bulagsmaktadir. Insana bulasma, enfekte hayvanlarin pastdrize
edilmeyen irlinlerinin tiiketilmesi, enfekte hayvanlarla direkt temas ya da

sekresyonlarina deri yolu ya da konjunktival yolla temas yollari ile olur.
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Siit, bruselloz bulagimindan temel sorumlu besindir. Bunun disinda farkli taze peynir
triinleri Ozellikle ke¢i ve koyun peynirleri bulasmadan ikinci sorumlu besinlerdir.
Brusella bakterileri bu iirlinlerde 20 giin ile 3 ay arasinda degisen siirelerde
yasayabilmektedir. Et {iriinleri bruselloz i¢in ¢ok nadiren kaynak olustururlar. Bu
durumun ¢ig et tiiketim oranlarinin diisilk olmasimin yaninda kas dokusu icindeki

mikroorganizma sayisinin ¢ok diislik olmasi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (21, 46).

Ciftci, veteriner, laboratuvar calisanlari, et ve siit endiistrisinde ¢alisanlar gibi risk
grubunda yer alan insanlarda meslek hastalifi olarak da gozlenmektedir (3).
Enfeksiyonun kisiden kisiye bulasmasi ile ilgili vakalar bildirilmistir (47) ancak ¢ok
nadirdir. Insanlarda Brusellozis, enfekte sivilarin aerosol inhalasyonuyla solunum
mukozasindan etkenin girmesine bagli olarak da gelisebilir. Laboratuvar kaynakli
olarak, calisanlarda enfeksiyon bildirilmistir (48). Laboratuvarda kiiltiirlerin
koklanmasi, agik alanda calisma, eldiven, maske ve gozliikk gibi koruyucu ekipman
kullanilmamasi veya agizdan pipetleme sirasinda canli brucella siispansiyonlarinin agza
alinmas1 gibi nedenlerle etkene maruz kalinabilmektedir (49). Laboratuarla iligkili
enfeksiyonlar, bildirilen bruselloz vakalarinin % 2'sini olusturmaktadir Bu veri klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda brusella enfeksiyonu alma riskinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Etkene kazara mazur kalma durumunda ¢alisanlarin bulundugu yere ve
bakteri miktarina bagli olarak enfeksiyon oranimin % 30 ila% 100 arasinda degismekte
oldugu bildirilmistir (48). Ayrica hayvanlarin asilanmasi ya da sagaltimi sirasinda

bulagsma olusabilmektedir (3).



'Brucella
iceren et ve
pastorlze

infekte hayvan ve
sivilariile direk temas, -
solunum, ya da kazara
sindirim yoluyla

Sindirim yoluyla
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Vicut sivilari ile yayilir, bakteri toprak,
hava, su ve aborte fetusta canli kalabilir

Sekil 2.2. Brucella spp.’lerin insan ve hayvanlarda bulagmasi, yayilimi
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Tablo 2.2. Brucella tiirleri, biyovarlari ve konakgilart (21)

Brucella Tiirleri Biovarlari Rezervuar Insan icin patojenitesi

B. melitensis 1-3 Keci, Koyun Yiksek
B. abortus 1-6,9 Sigir Yiiksek
B. suis 1-3 Domuz Yiiksek

2 Yaban domuzu, tavsan Yok?

4 ren geyigi Yiksek

5 kemirgenler Yok
B. neotomae - Col faresi Yok
B. ovis - Kog Yok
B. canis - Kopek Orta
B. ceti - Su memelileri Bilinmiyor”
B. pinnipedialis - Yiizgeg ayaklilar Bilinmiyorb
B. microti - Col faresi, tilki Bilinmiyor
B. inopinata - Bilinmiyor Yiiksek

a Fransa’da immun sistemi baskilanmis bir avcida B. suis biyovar 2 infeksiyonu bildirilmistir
b Etkenin ingiltere’de bir insanda laboratuvar kontaminasyonu bildirilmistir. Enfeksiyonun hangi deniz

memelisinden kaynaklandig1 tespit edilemese de iki dogal kazanmilmis vaka bildirilmistir.

2.10. Brucella Tiirlerinin Diren¢ Ozellikleri

Brucella tiirleri, hipoklorit ¢6zeltileri, %70 etanol, izopropanol, iyodoforlar, fenolik
dezenfektanlar, formaldehit, glutaraldehit ve ksilen gibi en yaygin olarak bulunan
dezenfektanlar tarafindan kolayca 6ldiiriiliir. Bununla birlikte, organik madde ve diisiik
sicakliklar dezenfektanlarin etkinligini azaltir. Brucella'yr kontamine yiizeylerde yok
ettigi bildirilen dezenfektanlar arasinda %?2.5 sodyum hipoklorit, kuaterner amonyum
bilesikleri,% 2-3 sodyum hidroksit,%20 taze sonmis kire¢ slispansiyonu veya %2
formaldehit soliisyonu (hepsi bir saat boyunca test edilmistir) yer almaktadir.
Kontamine deride etanol, izopropanol, iyodoforlar, fenoller veya seyreltilmis hipoklorit
cozeltileri kullanilabilir, ancak alkil kuaterner amonyum bilesikleri bu amag icin
onerilmemektedir. Kirli ekipman iizerinde Brucella tiirlerini yok etmek icin [121 ° C
(250 ° F) nemli 1s1 en az 15 dakika] otoklav kullanilmaktadir. Bu organizmalar ayrica
kuru 1s1 ile [320-338 ° F (160-170 ° C) en az 1 saat boyunca] de inaktive edilebilirler.
Inaktivasyonda kaynatma 10 dakika genellikle sivilar igin etkilidir. Brucella tiirleri

gama 1s1nlamasi ile de inaktive edilebilir (50).
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2.11. insanlarda ve Hayvanlarda Brusellozis

Bruselloz sigir, koyun, ke¢i, domuz, kdpek gibi evcil hayvanlar ile yabani hayvanlarin
Ozellikle genital sistemini etkileyen kronik seyirli, bulasici, zoonotik karakterde bir
hastaliktir. Hastalik disilerde yavru atimi, plasenta retensiyonu, vajinal akinti, infertilite,
embriyonik ve neonatal 6limler ile seyrederken, erkeklerde epididimitis, orsitis, tek ya
da c¢ift tarafli testis atrofisi, sperm anomalileri ve infertiliteye neden olmaktadir.
Kopeklerde lenfadenopati, hepatopati, splenomegali, uveitis ve discospondilitis de
gozlenebilir. Atlarda hastaligin tipik klinik bulgular1 graniilomatdz supraspindz veya
supraatlantal bursa lezyonlar1 olup bazi olgularda asemptomatik bir seyir goriilebilir

(27, 41). Hayvanlarda enfeksiyona neden olan Brucella tiirleri Tablo 2.2.”de verilmistir.

Bakteriler aborte plasenta ve fetlis dokularinda ¢ok yiliksek yogunlukta iireyebilir veya
doku ve swvilar 10% bakteri/g bakteri icerebilir. Enfekte hayvanlar, hayatlarinin geri
kalaninda Brucella tasiyicist olmalarina ragmen yalnizca bir kez abort yapabilirler. Bu
stire zarfinda gorlinliste dogum, normal sekillenmesine ragmen salgilar1 ve siitleri ile
beraber cok sayida mikroorganizmay: etrafa sacarlar (15, 45). Bu nedenle, insanda
goriilen enfeksiyon, ¢ig siit, krema ve peynir gibi siit lrlinlerinin tiiketilmesi veya
ozellikle dogum sirasinda enfekte hayvanlara direkt temas ile ortaya cikabilir.
Pastorizasyon, Tiirkiye'nin bir¢ok bolgesinde kent niifusunu etkili bir sekilde korur;
ancak hayvan sahipleri ve aileleri ¢ogu kez ¢ig siit icmekle enfekte hayvanlarla

dogrudan temasta bulunmalar1 sebebiyle risk altindadir (15).

Insanlarda brusellozun inkiibasyon periyodu normalde 1-3 hafta olmakla birlikte,
enfeksiyon belirtileri gostermeden 6nce birkag ay olabilir. B. melitensis akut enfeksiyon
ile iligkili iken, diger tiirlerle olan enfeksiyonlar genellikle subakut ve uzun siirelidir.
Brusellozun en yaygin semptomlari, viicut 1sisinin sabah 37 °C'den 6gleden sonra 40
°C'ye kadar degisebilen dalgali yiikselmesi; kendine 6zgii kokusu olan gece terlemesi,
titreme ve halsizlik. Ayrica yaygin semptomlar arasinda halsizlik, uykusuzluk,
anoreksiya, bas agrisi, eklem agrisi, kabizlik, sinirlilik ve depresyon vardir. Brusellozda,

komplikasyonlar ve i¢ organ tutulumu da goriiliir.

Semptomlar1 enfeksiyon bolgesine bagl olarak ¢ok cesitlilik gosterebilir ve ensefalit,
menenjit, spondilit, artrit, endokardit, orsit ve prostatiti icerir. Genellikle gebeligin

birinci ve ikinci trimestrindeki spontan abort, Brucella ile enfekte olan gebelerde
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goriiliir. Nadir goriilen komplikasyon olmasina ragmen, Brucella endokarditi (olgularin
<% 2'si) en sik B. melitensis enfeksiyonu ile iliskilidir ve en ciddi komplikasyondur. Bu
tiirlin olusturdugu Brusellozis kaynakli 6liimlerin en az% 80'ini olusturmaktadir. Akut
faz sirasinda uygun tedavinin olmamasi c¢esitli dokularda brusella lokalizasyonuna
neden olabilir, organlar1 etkileyebilir ve tedavisi ¢ok zor olan subakut veya kronik
hastaliga neden olabilir. Brusellozun belirtileri genellikle enterik ates, sitma, romatizmal
ates, tiiberkiiloz, kolesistit, tromboflebit, mantar enfeksiyonu, otoimmiin hastalik ve

tiimorler gibi diger hastaliklarla karistirilabilir (45).
2.12. Siit ve siit iiriinlerinde Brucella spp.

Enfekte sigir, koyun, ke¢i, manda, yak, deve ve ren geyigi siitleri cok sayida Brucella
organizmasi icerebilir. Bu siitlerden yapilan krema veya peynir gibi {riinlerin
tilkketilmesi ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Ayrica taze siitten hazirlanan yumusak
peynirler, de ¢ok sayida Brucella organizmasi igerir. Bu tiir iirlinlerin islenmemis siitten
hazirlanmas1 kesinlikle onerilmemektedir. Yerel bolgelerde bunu uygulamak zor olsa
bile, peynir tiiketime sunulmadan 6nce alt1 ay saklanmalidir. Sert peynirler laktik asit
fermantasyonu sonucu asitlenme nedeniyle genellikle daha az tehlikeli olabilirler.
Peynir yapimi sirasinda birakilan pastorize edilmemis peynir altt suyu, hayvanlari
infekte edebilir. Peynir yapiminda kullanilan bu kaplar kullanmadan 6nce dezenfekte
edilmezse, diger malzemeleri tasimak i¢in kullanilan kaplar1 da kirletebilir. Peynir
yapiminda kullanilan rennet, Brucella ile enfekte hayvanlarin midelerinden hazirlanirsa,
enfeksiyon kaynagi olabilir. Tereyagi, eksi siit, eksi krema ve yogurt da asitlendirme
islemlerine tabi tutulur. Asit ortami bakterilerin giivenilir sekilde dldiiriilmesi i¢cin pH
3,5'in altina diigmesini saglayarak Brucella icerigini biiyiik dl¢lide azaltmaktadir (35,
51).

Ozellikle enfekte siitten hazirlanan dondurma farkli kaynaklardan gelen siitlerin
harmanlanmasiyla yapildig1 icin tehlikeli olabilir. Brucella, 37 °C'de muhafaza edilen
taze pastorize edilmemis siitte ve 8 °C'de muhafaza edilen siitte 48 saate kadar birkag
saat hayatta kalabilir. Dondurma {iretimi sirasinda siit veya kremanin dondurulmasi

Brucella bakterilerini 6ldiirmez (51).

Bu amagla kullanilan biitiin siit ve krema 1s1l islemden gecirilmelidir. Kaynatma veya
yiksek sicaklik (pastorizasyon) Brucella'yr siitte 6ldiirmektedir. Brusellozisin

bulundugu bdlgelerde iiretilen tiim siitlerin pastorize edilmesi gerekir. Pastorize etme
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imkan1 bulunmadig1 durumlarda siit, minimum 80-85 ° C sicakliga 1sitilmali ve sicaklik

en az birka¢ dakika boyunca bu seviyede tutulmali veya kaynatilmalidir (51).
2.13. Brusellozis’in Teshisi

Brusellozun kesin tanist klinik 6rneklerden bakterinin izolasyonu ile konulur (Altin
standart). Insanlarda Brucella spp. hastaligin evresine ve tutulum yerine gére viicut
sivilarindan ve doku biyopsi Orneklerden izole edilebilir. Ancak, bruselloz esas olarak
retikuloendotelial sistemi (RES) tutan bir enfeksiyon oldugu i¢in kan ve kemik iligi
kiltlir icin tercih edilecek klinik o6rneklerdir. Kan kiiltiirli, protokoliiniin standardize
edilmis olmasi, diger 6rneklere gore daha kolay alinmasi, tekrar edilebilirliginin yiiksek
olmas1 ve gliniimiizde otomatize kan kiiltiir sistemlerinin varlig1 nedeniyle en ¢ok tercih

edilen yontemdir (10).

Hayvanlarda gozlenen yavru atimi, epididimitis ve orsitis gibi bulgular hastaligin klinik
olarak tanimlanmasi icin yeterli degildir. Bu gibi belirtiler trikomoniazis, vibriozis,
leptospirozis, listeriozis, enfeksiydoz bovine rinotrakeitis ve g¢esitli mikotik
enfeksiyonlarda da goriilebilir. Kesin tan1 laboratuvar incelemeleri ile gergeklestirilir.
Bakteriyolojik tani icin atik yavru, yavru zarlari, plasenta, siit, vajinal akinti, sperma
eklem sivisi, dalak, meme ve genital sisteme ait lenf nodiilleri gibi Ornekler
degerlendirilebilir. Hastaligin serolojik tanisi i¢in ise kan ve siit serumu 6rnegi incelenir

(41).
2.13.1. Bakteriyolojik Teshis
2.13.1.1. izolasyon

Brucella spp. kiiltiirii i¢in kanl agar, ¢ikolata agar, triptikaz soy agar ve serum dekstroz
agar kullanilmaktadir. Baz1 suslar, bazal besiyerine lireme i¢in rutin olarak eklenen sigir
veya at serumu (% 2-% 5) gerektirebilir. Ekim yapilmis petriler, hem aerob hem de % 5
ila % 10 CO0,'de 35° C ila 37° C'de inkiibe edilmelidir. Bakterinin klinik orneklerden ilk
izolasyonunda petride pigmentsiz ve hemolitik olmayan kolonilerin goriiniir hale
gelmesi birkag¢ giin hatta bir hafta siirebilir. Koloniler S Brucella suslar1 i¢in konveks,

yuvarlak, yari seffaf ve 0,5 mm ila 1 mm capindadir (52).

Bakterinin koloni morfolojisi, antijenik 6zellikleri, faj duyarliligi ve virulensi, bakteri
kiiltiir siiresinin uzun olmasi (dort giinden fazla olmasi) ve pasajlanmasina bagli olarak

degisebilir. Boylece Brucella kolonileri R forma doniisiir, donuk, kuru, sarimsi-beyaz
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graniiler goriinimle daha az digbiikey ve daha opak olarak gozlenir. Ayrica buyyon
kiltiriinde on zenginlestirme ve diizenli araliklarla pasaj ile kombine edildiginde
bakterinin klinik Orneklerden izolasyon orani daha yiliksek olabilir. Cesitli teknik
iyilestirmelerle kiiltiir yontemlerinin hassasiyeti giderek arttirilmistir (52). Farrell ve ark
(53)’nin  gelistirdigi  besiyeri Brucella spp.’nin izolasyonunda basar1 ile
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda ozellikle beseri hekimlikte Bruselloz tanisinda kan
kiltiir sistemleri manuel ve otomatize olmak iizere iki bolimde incelenmektedir.
Manuel kan kiiltiir sistemleri besiyerinin i¢erigine gore sadece sivi besiyeri (monofazik)
ve kat1 ve s1vi1 besiyerlerini bir arada igeren kiiltiir siseleri (bifazik) olarak ayrilmaktadir.
Giliniimiizde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda “3. kusak yari-otomatik siirekli

takip kan kiiltiirti sistemleri” kullanilmaktadir (10).
2.13.1.2. identifikasyon
Brucella spp.’nin Fenotipik Yontemlerle Identifikasyonu

Brucella izolatlariin tiir ve biyotip seviyesinde fenotipik yontemlerle tanimlanmasi igin
koloni morfolojisi, Gram ve Stamp boyama yontemleri ile mikroskobik morfoloji,
oksidaz, katalaz ve hareket testi, H,S iiretimi, {ircaz aktivitesi, Brucella’ya 6zel anti
serum ile agliitinasyon ve faj duyarlilik testleri kullanilir (Tablo 2. 1). Siipheli Brucella
izolatlarinin, tiirler ve biyovar olarak kesin tanimlanmasi i¢in referans laboratuvara

gonderilmesi epidemiyolojik caligmalar agisindan daha yararhidir (1, 39, 51).
Brucella spp.’nin Molekiiler Yontemlerle identifikasyonu

Son yillarda alternatif olarak 16S-23S rRNA, BCPS31 ve omp 2a genleri ve genus
spesifik insertion sekanslari IS 711 (IS650)’na ait primerler kullanilarak da Brucella
spp.’nin, PCR yontemi ile identifikasyon yapilmaktadir. Kandaki Brucella etkenlerinin

dogrudan tespiti i¢in PCR tabanli analizler yapilmaktadir (51).

Molekiiler tami i¢in klinik, gida (siit, peynir vb) ve gevresel ornekler kullanilabilir.
Insanlarda kan, doku &rnekleri (kemik iligi vb), idrar, BOS (beyin omurilik sivis1) ve
diger viicut sivilar1 PCR i¢in uygun klinik 6rneklerdir. Bruselloz tanisinda kan ve serum
ornekleri, olgularin akut evrede basvurmasi ve drneklerin kolay alinmasi nedeniyle en

fazla tercih edilen klinik 6rneklerdir (10).
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Bu sekilde herhangi bir test rutin laboratuar testlerine dahil edilmeden 6nce, duyarlilik,
Ozgiillik ve tekrarlanabilirlik i¢in gecgerliligi onaylanmalidir. Bununla birlikte,
geleneksel kan Kkiiltiirlerinin yerini alip alayamayacagina karar vermeden once daha

fazla uygulama yapilmasi gereklidir (51).
AMOS-PCR

Klasik olarak, Brucella spp. idendifikasyonu Kkiiltiirel ve fenotipik testlere
(biyotiplendirme) dayanir. Biyotiplendirmede, en iyi sekilde optimize edilmis ve ticari
olmayan reaktifler kullanilir. Ayn1 zamanda deneyimli personel, biyolojik korumanin
saglandig1 giivenli bir ortam gerektirir ve zaman alicidir. ilk PCR tespit yontemleri 16S
rRNA ve besp31 genlerine dayaniyordu. 16S rRNA'ya dayanan PCR yontemleri, tim
Brucella tiirlerinde ortak olan bir DNA pargasini g¢ogaltir, ancak yakindan iligkili
Ochrobactrum tiyeleri ile ¢apraz reaksiyona girer. Brucella tiirlerini tanimlamak i¢in
RecA, omp2 veya 16S-23S genlerine ait dizilerde kullanilmaktadir. IS711 (GenBank
accession no. M94960) genetic insertion sequence elementi, ayrica IS6501 olarak da
bilinirdi. 1S711, klasik olarak Brucella tiir ve biyovarlarinin molekiiler karakterizasyonu
i¢in bakterinin genomlarinda icerdigi IS711 kopyalarinin say1 ve dagilimi temel alinarak
kullanilan elementtir. IS711’in kullanildig1 molekiiler yontemler, klasik Brucella tiir
identifikasyonunu sagladig1 (B. canis hari¢) ve bir dereceye kadar da biyovar spesifik
oldugu igin tutarli ve tiirlere 6zeldir. Boylece, IS711 elementi, Brucella'daki kisith
olusumu ve ¢ok sayida kopyanin varligi nedeniyle genel tanimlama amaglari i¢in tercih

edilen hedef gen haline geldi ve klinik 6rneklerde de dogrudan test yapilmasini saglar
(54).

AMOS PCR, Brucella tiirlerinin idenifikasyonu i¢in kullanilan en popiiler PCR
analizlerinden biridir. Bu yontem, Brucella kromozomunda yerlesen IS711 sekansinin
tiire 6zgii lokalizasyondan kaynaklanan polimorfizm tizerine kuruludur ve B. abortus'u
(biyovar 1, 2, ve 4), B. melitensis’i (biovar 1, 2 ve 3), B. ovis’i ve B. suis’i (biovar 1)
identifiye edebilmektedir. Son zamanlarda B. abortus S19 ve RB51 as1 suslart gibi ek
suslarinin da tanimlanabilmesi ve tilirlerin tanimlanma performansi arttirilmasi igin

metoda yeni spesifik primerler eklenerek metod modifiye edilmistir (54, 55).
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2.13.2. Serolojik Teshis

Bruselloz ilk kez 1897'de Wright ve Smith tarafindan serolojik bir testle basit bir tiip
agliitinasyon testi kullanilarak teshis edildi. Ardindan, testin dogrulugunu artirmak i¢in
tiip aglutinasyon testinde ve gesitli testlerde degisiklikler yapilmistir. Brucella spp.’nin
ilk izolasyonundan bu yana, 100 yildan fazla siire igerisinde, tanida ¢ok sayida serolojik
test kullanilmistir. Bugiine kadar gelistirilen testler % 100 dogru sonug¢ verdigi
soylenemez. Genellikle serolojik tani, yiiksek sensitiviteye sahip bir tarama testi ve
takiben dogrulayici spesifitesi yiiksek bir testi iceren bir dizi serolojik testle yapilir.
Brusellozisin serolojik teshisi igin standart tiip agliitinasyon testleri (SAT) (2-
merkaptoetanol veya ditiotreitol gibi ilave indirgeyici ajanlar ile SAT, glikoproteinleri
cokertmek icin rivanol ilaveli SAT, IgM'yi azaltmak i¢in etilen diamin tetraasetik asit
ilavesi ile SAT, Agliitinasyonu artirmak i¢in antiglobulin iceren SAT ve milk ring testi),
komplement fikzasyon testi, pasif hemagliitinasyon testi, fluoresan antikor teknigi, ve

ELISA gibi pek ¢ok serolojik test kullanilmaktadir (1, 10, 56)

Bu arada, serolojik testlerin sonucunu etkilemeyen bir as1 kullanimi ve primer baglanma
testlerinin gegerliligi ve yaygin kullanimi, taniy1 daha kolay hale getirirken, miikemmel
serolojik bir test hala gelistirilmemistir. Bagisik yanitin farkli fonksiyonlarini igeren
birkac¢ test kullanimi, enfeksiyonun dogru teshisi konusundaki problemlerin ¢éziimii

i¢in 6nem arz etmektedir (56).
2.14. Korunma ve Kontrol

Gelismis diinyada, hayvansal bruselloz kontrolii, etkili hastalik gdézetimi ve hayvan
hareketi kontrolii ile birlesince, asilama, test-ve-kesim programlar1 ve sucuk
pastorizasyonu ile insan brusellozunun kombinasyonu yoluyla basarili bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Ancak gelismekte olan iilkelerde, test taramasi sirasinda hayvanlar1 kesilen ciftcileri
kisith kaynaklardan dolay: test ve katliam kontrolii miimkiin degildir. Brucella tiirlerine
mesleki maruziyet énemli bir bulagsma sekli olarak goriilebilirken, enfekte olmus
hayvanlarin siit tiriinlerinin tiikketimi, enfeksiyonun endemik goriilmedigi tilkelerde bile
onemli bir bulagsma yoludur. Gelismis iilkelerde, hayvansal brusellozu; kontrolii,
asilama, test-ve-kesim programlar etkili hastalik gézetimi ve hayvan hareketi kontrolii

kombinasyonlari ile basarili sekilde kontrol altina alinmistir.
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Gelismekte olan iilkelerde ise test ve kesim ile enfeksiyonun kontrolii neredeyse hig
uygulanamamaktadir. Ciinkii enfeksiyon taramasinda hayvanlari kesilen ¢ift¢ilere sinirh

kaynaklar nedeniyle tazminat 6demesi yapilamamaktadir (21, 54).

Basarili eradikasyon programlari her zaman igin pahali, uzun ve zordur. Bunun sebebi
uygun olmayan siirii yonetim kosullaridir (yogun yetistirme, yaylacilik ve birka¢ hayvan
tiirliniin bir arada bulunmasi vb.). Cogu zaman, belirgin altyapr sorunlar1 ve agir
kosullar1 olan iilkelerde yer alan endemik bolgelerde mevcut asilarin etkin kullanimi,
yeterli veterinerlik hizmetleri gerektirir. Miikkemmel bir as1 uygulamasi Brusellozisin

kontrol ve eradikasyonunu kolaylastirabilir (54)

Aragtiricilara gére mitkemmel bruselloz asisi sunlar1 yapabilmelidir: a. saglam ve yasam
boyu siiren bagisikligi tetiklemeli; b. belirli bir konak¢iya 6zgli olmayan Brucella
tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyona karsi korumali; c. hayvanin fizyolojik durumuna
zarar vermemeli d. tek bir dozda etkili olmali; ( serolojik teshis testlerine karismamali
(yanlis negatif-pozitiflik durumu olusturmamali); e. insanlar i¢in virulent olmamali veya
antibiyotiklere karsi diren¢ tasimamali; f. ¢evreye yayilmamali g. tutarli olmali h.
uygun fiyatli olmalidir. Sinirlamalarina ragmen, B. abortus S19 ve B. melitensis Rev.1
gibi zayiflatilmig suslar bazi1 gelismis iilkelerde brusellozun eradikasyonunda basariyla
kullanilmistir. Ancak eradikasyon programlarinda bu asilarin kullanimi sonrasi serolojik

testlerde hayvanlarin enfekte ya da asili oldugu belirlenememistir (21, 54).

Smooth Brucella tiirlerinde (B. abortus, B. melitensis, B. suis) bulunan
lipopolysaccharide (S-LPS) enfeksiyonlarda en 6nemli antijen olup serolojik olarak O
polisakkariti tagimalar1 sebebiyle immunodominant epitoplardir (54). O-polisakkarit,
Brucella’nin virulensi i¢in onemlidir ve R mutantlar1 fazla zayiflatildigi durumlarda
yetersiz korumaya neden olabilir. R agilartyla agilanan ruminantlarin O-polisakarit'e

kars1 antikor gelistirdikleri bilinmektedir (21).

B. melitensis Revl susu, insan igin oldukg¢a bulasict olmasimna ragmen, konjunktival
yolla standart dozda uygulandiginda, koyun brusellozunun kontrolii i¢in mevcut olan en
iyi asidir. Bununla birlikte, Rev1 asis1 gebe hayvanlara uygulandiginda virulensi yiiksek
oldugu i¢in abortlara sebeb olur (45). Endemik bdlgelerde hayvanlar, viriilent S koloni
olusturan Brucella’ya maruz kaldiginda saglikli asilanmis hayvanlar, enfekte olanlardan

S-LPS testleri kullanilarak ile ayirt edilmesi zor olabilir.
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Baz1 serolojik testlerde ¢ekirdek epitoplara (S ve R-LPS tarafindan paylasilan) maruz
kalinmasindan dolay1 R asilarinin etkinligi sinirhidir. Smooth Brucella antijenleri, rose
bengal ve komplement fikzasyon testlerinde kullanilir ve R’ye spesifik antikorlar
saptanamaz (21). Yeni R, B. melitensis asilarmin sahada degerlendirilmesi gerektigi
bildirilmektedir. Yalnizca asilama, Brusellozisin eradikasyonunu saglayamaz ¢iinkii
Brucella asilar1 tarafindan olusturulan bagisiklik kesin degildir ve enfeksiyonun artisini
engelleyemez. Bu nedenle as1 politikasi iyi bir slirii yonetimi ile birlestirildiginde basari

sans1 daha yiiksektir. (45).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada, Kayseri ilinde bulunan pazar, market ve sarkiiterilerde tiiketime sunulan 100
adet ¢ig inek siitli, 100 adet taze beyaz peynir ve 100 adet salamura beyaz peyniri olmak
tizere toplam 300 6rnek materyal olarak kullanildi. Calismada kullanilan siit ve peynir

ornekleri 2012 yilinda Mayis-Haziran aylari igerisinde alindu.

Stit 6rnekleri 50°ser ml, peynir 6rnekleri ise steril bistiiri ve pens yardimiyla yaklasik
100 gram olacak sekilde, steril plastik kaplara alinarak soguk zincirde laboratuvara

getirildi. Analizler yapilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de sakland.

3.1.2. Brucella spp. izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar
Brucella izolasyonunda ve identifikasyonunda kullanilan besiyerleri asagida verilmistir:

Brucella Broth Base (Himedia M.348)

Icindekiler Miktar g/l
Pancreatic Digest Of Casein 10.0
Peptic Digest of Animal Tissue 10.0
Dextrose 1.0
Yeast Extract 2.0
Sodium Chloride 5.0
Sodium Bisulfite 0.1

pH 7.00.2
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Hazirlamisi: Brucella broth base’den 28 gr tartilarak 1 litre distile su igerisinde
¢oziindiiriildi, otoklavda 121°C’ de 15 dakika (dk) steril edildi.

Brucella Selective Supplement (Oxoid SRO083A)

Icindekiler Her bir vial 500 ml besiyeri i¢in kullanihr.
Polymixin B 2.500 IU

Bacitracin 12.500 1U
Cycloheximide 50.0 mg

Nalidixic acid 2.5 mg

Nystatin 50.000 U
Vancomycin 10 mg

Hazirlamisi: Bir vial supplement icerisine, 5 ml steril distile su ve 5 ml metanol ilave
edilerek 37°C’ de 10-15 dk inkiibe edildi. Her bir vial 500 ml besiyeri i¢in kullanildi.

At Serumu (Oxoid SR 35) - Glikoz (Merck 1.083461000) ¢ozeltisi

Inaktive edilen (56 °C’de 30 dk) 100 ml at serumuna, 20 g glikoz ilave edilerek
¢oziindiirildii. Hazirlanan at serumu-glikoz ¢ozeltisi 25 pum’lik enjektor filtresinden

(Minisart® NY25 Syringe Filters) gecirilerek steril edildi.
Farrell Broth’un Hazirlanisi

Farrell broth, brucella broth base besiyerine at serumu-glikoz ¢ozeltisi ve brucella
selektif supplement ilavesi ile hazirlandi. Bu amacla hazirlanan ve steril edilen (121
°C’de 15 dk) 500 ml Brucella broth base besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutuldu. 25 ml at
serumu-glikoz ¢dzeltisi ve 1 vial brucella selective supplement eklendi. Iyice karigtirild

Kullanilincaya kadar buzdolabinda + 4 °C’de muhafaza edildi (53, 57).
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Brucella Medium Base (Himedia M.1638)

Icindekiler Miktar g/l
Peptone 10.0
Meat extract 5.0
Glucose 10.0
Sodium chloride 5.0
Agar 15.0
pH 7.0+0.2

Hazirlanisi: Brucella agar base’den 22,5 g tartilarak, 500 ml distile su icerisinde
¢Oziindiiriildi. Otoklavda 121 °C’ de 15 dk steril edildi.

At Serumu (Oxoid SR 35)
Inaktive edilen 100 ml at serumu (56 C°’de 30 dk) kullanildi.
Farrell Agar’in Hazirlanisi:

Farrell agar, brucella medium base, inaktive at serumu ve brucella selektif supplement
ilavesi ile hazirlandi. Bu amagla hazirlanan ve steril edilen (121 °C’de 15 dk) 500 ml
brucella medium base 50 °C’ ye kadar sogutuldu. Igerisine 35 ml (%7) inaktif at serumu
ve 1 vial brucella selective supplement (Oxoid SRO083A) eklendi. lyice karistirildi.
Hazirlanan besiyeri 20’°ser ml olacak sekilde steril petrilere dagitildi (53).

Blood Agar Base No:2 (Oxoid, CM271 B, ingiltere)

Icindekiler Miktar g/l
Proteose pepton 15.0
Liver digest 25
Yeast extract 5.0
Sodium chloride 5.0
Agar 12.0

pH7.4+0.2
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Hazirlamisi: Blood agar base besiyerinden 40 g tartildt ve 1 litre su igerisinde
¢Oziindiiriildi. pH 7.4 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda eritildi.
Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildikten sonra 50 °C’ye sogutuldu ve {izerine %7
steril defibrine koyun kani eklendi. Besiyeri her biri 20 ml olacak sekilde petrilere
dokiildii ve donmaya birakildi. Kullanilincaya kadar +4 C’de muhafaza edildi.

Oksidaz Test

Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) test kiti kullanild
Katalaz Test

Hydogen Peroxide (H,O,) (Merck, 107209, Almanya)

Hazirlamisi: Ticari % 30’luk hidrojen peroksitten 3 ml alinarak 27 ml distile su ile

karistirildi ve % 3’liik H,O; solusyonu hazirlandi.
Mikroaerobik Ortam Kitleri

Brucella spp.’lerin iiretilmesi i¢in aerob ortamin yaninda gerekli mikroaerobik ortami
saglamak i¢in, anaerobik jarlar (Merck, M116387, Almanya) ve mikroaerobik ortam
saglayici ticari gaz kitleri (Thermo Scientific™, CNO025A, USA) kullanild:.

Thioninli Besiyeri
1/100000, 1/50000 ve 1/25000 oraninda thionin iceren besiyerleri

Thionin besiyeri igin 3 adet 100 ml Brucella agar hazirlandi, otoklavda 121°C’de 15 dk
steril edildi. 50°C’ye kadar sogutuldu. Birinci besiyeri igerisine 5 ml at serumu, 1 g
glikoz ve 1 ml thionin (saf sudaki %0.1’lik soliisyon), ikincisine 5 ml at serumu, 1 g
glikoz ve 2 ml thionin (saf sudaki %0.1°lik soliisyon) ve {i¢linciisiine 5 ml at serumu, 1
g glikoz ve 4 ml thionin (saf sudaki %0.1°lik soliisyon) ilave edilerek karistirildi ve
petrilere dokiildii. Petrilerin iizerine thionin oranlar1 (1/100000, 1/50000 ve 1/25000)
kaydedildi. Boya tolerans testlerinde kullanilmak tizere +4 °C *de sakland1 (39).

Fuchsinli Besiyeri

Fuchsin besiyeri igin 2 adet 100 ml Brucella agar hazirlandi, otoklavda 121°C’de 15 dk
steril edildi. 50°C’ye kadar sogutuldu. Birinci besiyeri igerisine 5 ml at serumu, 1 g
glikoz ve 1 ml fuchsin (saf sudaki %0.1’lik soliisyon) ve ikincisine 5 ml at serumu, 1 g

glikoz ve 2ml fuchsin (saf sudaki %0.1°lik soliisyon) ilave edilerek karistirildi ve
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petrilere dokiildii. Petrilerin lizerine fuchsin oranlari (1/100000 ve 1/50000) kaydedildi.

Boya tolerans testlerinde kullanilmak iizere +4 °C ’de saklandi (39).
3.1.3. Standart Sus

Brucella spp.’nin izolasyonu, izolatlarin fenotipik testler ve molekiiler analiz ile
identifikasyonu asamalarinda Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan B. melitensis ve B. abortus saha suslari

(koyun ve si1g1r abort vakalarindan izole edilen ve PCR ile tanimlanan) kullanildi.
3.1.4. Molekiiler analizde kullanmilan kimyasallar
DNA Ekstraksiyon Kiti

Brucella izolatlarindan DNA izolasyonunda, MoBio Ultra Clean™ Microbial DNA
(Mo Bio Laboratories, 12224-250 ABD) ekstraksiyon Kiti kullanildi.

Primerler

Calismada AMOS-PCR analizinde kullanilan primerler Tablo 3.1.”de verildi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan Primerler ve Beklenen Bant Biiytikliikleri

Amplikon
Primer Sequence 5°-3’ biyiikliigiic = Kaynak
(bp)

TGC CGATCACTT AAGGGCCTT
IS711 CAT
B. AAA TCG CGT CCTTGC TGG TCT 731 Bricker ve
melitensis GA Halling
B abortus  OAC GAACGG ATT TTT TCC ATT 298 1994 (55)

CCC
B. ovis CGGGTTCTG GCACCATCGTCG 976

Tris-Borik asit-EDTA Solusyonu (Thermo Scientific B52, ABD)

Hazirlamsi: Tris-Borik asit-EDTA hazir stok soliisyonundan 50 ml alinarak distile su

ile 1 1t’ye tamamland1 ve 0.5xTBE olarak kullanild1.
Agaroz (HyAgarose LE, Vivantis, Malezya)
AMOS-PCR sonuglarinin degerlendirilmesi amaciyla ile %1.5 agaroz jel kullanildi.

Hazirlamsi: Yogunlugu % 1.5 olan jel hazirlamak amaciyla agarozdan 0.75 gr

tartilarak, 50 ml 0.5xTBE’de ¢06ziindiiriildii. Mikrodalga firinda eritildi ve yaklasik
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50°C’ye sogutuldu. Icerisine 3 ul ethidium bromide (Gerbu 1341, GmbH, Almanya)

eklendi ve elektroforez tankina dokiilerek kullanima uygun hale getirildi.
3.2. YONTEM

3.2.1. Brucella spp.’nin izolasyonu

3.2.1.1. Siit 6rneklerinin incelenmesi

Siit &rnekleri 6000-7000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ustteki kaymak tabakasi
uzaklagtirildi. Alt kisimda yer alan siit 6rneginden 5’er ml alinarak 6n zenginlestirme
amaciyla igerisinde 45 ml Farrell broth bulunan iki tiipe bek alevi yaninda ilave edildi.
Tiipler 37°C de 5 giin siireyle biri aerob, digeri ise mikroaerob ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince tiipler her giin karistirildi. Inkubasyon sonunda etiivden ¢ikarilan
tiipler karistirildiktan sonra tiiplerin her birinden 0.1 ml alinarak Farrell agara ekimleri
yapildi. Ekim yapilan petriler ilk izolasyonda kullanilan atmosforde (6n zenginlestirme
inkubasyonu aerob- Farrell agarda inkubasyon aerob; 6n zenginlestirme inkubasyonu %
5-10 CO’li ortamda - farrell agarda inkubasyon % 5-10 CO;’li ortamda) 37°C’de 3-5
giin siireyle inkube edildi. Siire sonunda etiivden c¢ikarilan petriler Brucella spp.
yoniinden incelendi. Brucella siipheli kolonilerden 3 tane segilerek kanli agara

pasajlandi ve siipheli kolonilerin saf kiiltiirleri elde edildi.
3.2.1.2. Peynir Orneklerinin Incelenmesi

Her bir peynir 6rneginin farkli bolgelerinden yaklasik 10 gram alindi. Steril filtreli
stomacher posetlerine konuldu. Uzerine 90 ml steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ilave
edildi ve stomacherde orta hizda 3 dk karstirilarak homojen hale getirildi. On
zenginlestirme amaciyla icerisinde 90 ml Farrell broth bulunan iki stomacher poseti
alindi. Homojen hale getirilmis peynir 6rneginden 10 ml alinarak bu posetlere bek alevi
yaninda ilave edildi. Stomacher posetlerinin agizlar lastik ile gevsek olarak kapatildi.
Ekim yapilan stomacher posetleri, 37°C de 5 giin siireyle biri aerob, digeri ise
mikroaerob (Thermo Scientific™, CN0025A, USA) ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon
siiresince ekim yapilan posetler yavasga karistirildi. Inkubasyon sonunda etiivden
cikarilan posetler karistirildiktan sonra her birinden 0.1 ml alinarak Farrell agara ekim
yapildi. Ekim yapilan petriler ilk izolasyonda kullanilan atmosforde (6n zenginlestirme
inkubasyonu aerob- farrell agarda inkubasyon aerob; 6n zenginlestirme inkubasyonu %
5-10 COy’li ortamda- farrell agarda inkubasyon % 5-10 CO;’li ortamda) 37°C’de 3-5
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giin siireyle inkube edildi. Siire sonunda etiivden ¢ikarilan petriler Brucella spp.

yoniinden incelendi. Brucella siipheli kolonilerden 3 tane segilerek kanli agara

pasajland1 ve saf kiiltiirleri elde edildi.

Resim 3.1. On zenginlestirmeye tabi tutulan siit ve peynir érnekleri ile Farrell agar ve broth

3.2.2. Brucella spp. identifikasyonu

Makroskobik morfolojilerine gore Brucella siipheli kolonilerden elde edilen saf
kiiltiirlerin identifikasyonu i¢in Gram boyama, katalaz, oksidaz, hareket, CO;
gereksinimi, H,S firetimi, {ireaz aktivitesi, boya tolerans testleri, monospesifik

serumlarla aglutinasyon gibi fenotipik testler kullanildi.
3.2.2.1. Fenotipik Testler
Gram Boyama

Kanli agardan alinan siipheli koloniler, lam {izerine damlatilan bir damla serum
fizyolojik tuzlu su i¢inde homojenize edildi. Preparat havada kurutulduktan sonra fi¢
kez alevden gecirilerek tespit islemi gerceklestirildi. Preparat kristal moru ¢ozeltisi
(GBL 5026/01) ile 2-3 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su ile yikandi. Daha
sonra lugol ¢ozeltisi (GBL 5026/02) ile 1-2 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su
ile yikandi. Preparatin {izerine damla damla denatiire alkol ¢ozeltisi (GBL 5026/03)
damlatilarak dekolarizasyon islemi gerceklestirildi. Distile su ile yikand1 ve preparat
safranin ¢ozeltisi (GBL 5026/03) ile 30 saniye boyandi. Preparat distile su ile yikand1 ve
kurutuldu. immersiyon objektifte incelendi (39).
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Katalaz Testi

Hidrojen peroksit (H20,)’in % 3’liikk soliisyonundan bir damla temiz lam iizerine
damlatildi. Bir 6ze dolusu alinan koloni lam tizerindeki H,O; ile karistirildi. Kisa siirede

kabarcik seklinde gaz olugmasi, pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (1).
Oksidaz Testi

Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) kiti kullanildi. Kagit seridi lizerine
iretilen saf ve taze kiiltirden 6ze ile bir koloni alinarak siirtildii. Seritte 1-2 dk
sonrasinda mavi-mor rengin olusmasi pozitif olarak degerlendirildi. Ac¢ik sar1 renk

olusumu ise negatif olarak degerlendirildi (58).
Hareket Muayenesi

Temiz bir lam {izerine bir damla fizyolojik tuzlu su damlatildi. Siipheli izolattan bir
koloni alinarak suda homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak hazirlanan preparat
immersiyon objektifinde incelendi. Hareket muayenesinde bakterinin hareketsiz ya da

titresim halinde gézlenmesi pozitif olarak degerlendirildi.
Hemoliz Testi

Farrell agar’da izole edilen Brucella siipheli kolonilerden kanli agara tek koloni diisecek
sekilde ekim yapilarak saf kiiltiirleri elde edildi. 37 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda
olusan kolonilerde hemoliz olugumunun gozlenmemesi, hemoliz negatif olarak

degerlendirildi.
Thionin ve Fuchsin Boya inhibisyon Testi

Elde edilen izolatlardan ¢esitli oranlarda boya igeren besiyerlerine ekim yapildi.
37°C’de 48 saat siireyle aerob ve mikroaerob inkubasyona kaldirildi. Inkubasyon
sonunda petrilerdeki lireme durumu kaydedildi ve sonuglar Tablo 2.1.°e gore

degerlendirildi.
Monospesifik Antiserumlarla Agliitinasyon

Elde edilen izolatlar, Brucella A ve M antiserumlar1 ile lam agliitinasyon testine tabi

tutuldu.
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3.2.2.2. Brucella spp. izolatlarinin AMOS-PCR Yéntemi ile Identifikasyonu
Genomik DNA Ekstraksiyonu

Brucella spp izolatlarindan DNA ektraksiyonu i¢in ticari DNA ekstraksiyon Kiti
kullanildi. DNA ekstraksiyonu, iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda yapildi. Elde
edilen DNAlar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandh.

AMOS-PCR Analizi

Siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen ve fenotipik testlerle identifiye edilen Brucella

spp. izolatlari, AMOS-PCR ile molekiiler analize tabi tutuldu (55).
PCR karisiminin hazirlanmasi:

PCR islemi, toplam 50 pl hacimde gergeklestirildi. PCR karisimi i¢in, 10xPCR buffer
(Applied Biosystems N8080129), 1.5 mM MgCl, (Thermofisher, R0971), her bir dNTP
(Fermentas R0241)’den 0.25mM, IS711 primerinden 1 pM olmak {izere, diger
primerlerden (Tablo 3.1.) 0.2’ser uM ve 1U taq DNA polimeraz (Thermofisher
EPO402) enzimi kullanildi. Karisimin tizerine 5 pl ekstrakte edilmis hedef DNA ilave
edildi. PCR’de kullanilan amplifikasyon kosullar1 asagida verilmistir.

Amplifikasyon kosullari:

95°C 1.15 dk denatiirasyon
55.5°C 2 dk 35siklus | primer baglanmasi
72 °C 2 dk primer uzamast
72°C 5dk final uzama

Elektroforez ve amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR drUnleri, etidium bromide ilave edilmis
(3ul/50ml), %1.5°1ik agaroz jelde; 120 volt gerilimde 500 amperde 60 dk, elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra, jel dokumantasyon sistemi (Vilber Lourmat, Fransa)
kullanilarak gorunttilendi. Bu test sonunda Brucella tiirleri; elde edilen bant
buyukldkleri ile beklenen bant buyuklikleri karsilastirilarak tanimlanmiglardir (Tablo
3.1).



4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Testlerle izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari

4.1.1. Siit Ornekleri

Calismada incelenen 100 adet ¢ig inek siitii 6rneginin 1 (%]1)’i Brucella spp. yoniinden

pozitif bulundu. Bu izolat fenotipik testlerle B. abortus biyotip 1 olarak identifiye edildi

(Tablo 4.1, Tablo 4.2)

4.1.2. Peynir Ornekleri

Incelenen 100 adet taze peynir drneginin 2 (%2)’si Brucella spp. ydniinden pozitif

bulundu. Bu izolatlarin her 2’si de fenotipik testlerle B. melitensis biyotip 3 olarak

identifiye edildi. Salamura peynir Orneklerinden ise Brucella spp. izole edilemedi

(Tablo 4.1, Tablo 4.2)

[zolatlarin fenotipik dzellikleri ile ilgili detayli sonuglar Tablo 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Elde edilen Brucella izolatlarinin fenotipik test sonuglari

Boyalarda Ureme Agliitinasyon Tb fajuile
= lizis (RTD)
. < o ) = L — - - -
Tiir s = L8 E| s E| Thioni | Fuchsin | Anti | Anti
3 > | 9F ®F 2gn A M
\'4 m O = T3 =« alblc b c
B. abortus Siit 1 + + + -l-1-] + + + - +
B. melitensis Tazg 3 i i + el sl o« + + + i
peynir
B. melitensis Tazg 3 + el sl o« + + + i
peynir
a= 1/25000 b= 1/50000 ¢=1/100000

A=monospesifik abortus serumu

M= Monospesifik melitensis serumu

RTD= Rutin Test Dilusyonu
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Resim 4.1. Brucella spp. kolonilerinin A. Farrell agar ve B. Kanli agardaki goriiniimii

Tablo 4.2. Siit ve peynir 6rneklerinden Brucella spp. izolasyon ve identifikasyon sonuglari

Brucella spp.

Kaynak Ornek pozitif 6rnek B. abortus B. melitensis
sayisi
sayis1
Siit 100 1 + -
Taze peynir 100 2 B n
Salamura peynir 100 - - -

4.1.3. AMOS-PCR sonuglari

Siitten izole edilen ve fenotipik testlerle identifiye edilen 1 adet B. abortus izolati,
yapitlan AMOS-PCR sonucunda 498 bp de bant verdi. AMOS-PCR analizi B.
abortus’un 1, 2 ve 4 biyotiplerini (498 bp) saptamaktadir. Bu izolat B. abortus biyotip
1, 2 ve 4 pozitif olarak belirlendi (Resim 4.1.).

Taze peynir 6rneginden izole edilen ve fenotipik testlerle identifiye edilen 2 adet B.
melitensis izolati, AMOS-PCR analizi sonucunda 731 bp de bant verdi. AMOS-PCR, B.
melitensis’in 3 biyotipini de saptamakta olup bu izolatlar molekiiler analizle B.
melitensis biyotip 1, 2 ve 3 pozitif olarak belirlendi. (Resim 4.1.) Boylece fenotipik

testler ile identifiye edilen izolatlar molekiiler analiz ile de dogrulandi.
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Resim 4.2. Brucella izolatlarina ait AMOS-PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforez (%1.5) goriintiisii
M: 100 bp DNA Ladder, 1: Pozitif Kontrol B. melitensis (731 bp) 2: Pozitif kontrol

B. abortus (498 bp), 3-4: B. melitensis (taze peynir izolat1) 5: B. abortus (siit izolat1),
6: Negatif kontrol, steril distile su.



5. TARTISMA VE SONUC

Brucellozis, zoonotik bir infeksiyon olup insan ve hayvanlarda Brucella cinsine ait
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan subakut veya kronik seyirli bir hastaliktir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore her yil 500.000’den fazla insan Brucellozis
vakasi bildirilmektedir (59, 60). Insanlarda Brucellozis, kontamine siit, islem gdrmemis
siit ve siit tiriinleri, ¢ig veya yeterli pisirilmemis etlerin tiiketimi ile olusabilecegi gibi
infekte hayvanlar, hayvan karkaslar1 ve atik materyalleri ile direkt temas yoluyla da

meydana gelmektedir (61, 62).

Brucella etkenlerinin insanlara bulagmasinda, infekte hayvanlardan elde edilen siit ve
stit diriinlerinin ¢ig olarak tiiketilmesi, ozellikle ¢ig siitten yapilan ve olgunlasmadan
tiketime sunulan taze beyaz peynirlerin 6nemli rol oynadigi cesitli ¢aligmalarda
bildirilmektedir. Yurdumuzun gesitli bolgelerinde siit orneklerinden Brucella spp.
izolasyonu ve identifikasyonuna yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Kasimoglu ve ark. (63)
Kirikkale’de yaptiklar1 ¢alismada 35 adet ¢ig siit ve 35 inek siitli 6rneginden, Tiriitoglu
ve ark. (64) Burdur bolgesinde toplanan inek (404 adet) ve koyun siitii (226 adet)
orneklerinden ve Karadal ve ark. (65) Nigde ilinde satisa sunulan 100 adet koyun ve

keci siitiinden Brucella spp. izolasyonu yapamadiklarini bildirmislerdir.

Abdelkareem (66) Trakya bolgesinde 75 sigir siitii 6rneginin 3 (%4)’iinde Brucella spp.
izole etmis ve izolatlarin 2’sini B. abortus, 1’ini ise B. melitensis olarak adlandirmistir.
Aydin (67) Mersin ilinde 240 ¢ig inek siiti orneginden 1(%0.42)’inde B. melitensis
biyovar 1 izole ettigini, 122 ¢ig koyun siitii ve 95 ¢ig kegi siitiinden ise Brucella spp.
tiretemedigini bildirmistir.

Giilbaz (68) Kars yoresinde 215 adet ¢ig siit 6rneginden 4(%1.86)’tinii B. abortus
yoniinden pozitif bulmustur. Kaynak-Onurdag ve ark. (69), Edirne’den topladiklar1 99
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inek siitiiniin %2,2 sini molekiiler ve fenotipik yontemlerle Brucella spp yoniinden

pozitif bulduklarini bildirmislerdir.

Yukarida bildirilen bu ¢alismalarda siitte Brucella izolasyonunun ya yapilamadigi ya da
izolasyon oraninin diisiik oldugu goriilmektedir. Bu sonuclarla uyumlu olarak
calismamizda Kayseri ¢evresinde pazar, market ve sarkiiteride satisa sunulan ¢ig inek
slit orneklerinden diisiik oranda (%1) Brucella spp. izolasyonu yapilmistir ve bu izolat

B. abortus biyotip 1 olarak fenotipik ve molekiiler yontemle identifiye edilmistir.

Yurdumuzda Brucella spp. nin izolasyonu ve molekiiler identifikasyonuna yonelik
aragtirmalar da bulunmaktadir. Celebi (70) tarafindan Kars ydresinde 2009 yilinda
yapilan bir ¢alismada 250 inek siitii 6rneginin 11(%4.4)’inden B. abortus biyotip 3 izole
edildigi bildirilmistir. Yine Kars yoresinde Biiyiikk ve Sahin (71), 265 siit 6rneginin
41(%15.47)’inden Brucella izolasyonu yaptiklarini bildirmislerdir. Erdenlig Giirbilek ve
ark. (72), Sanliurfa’da 68 inek siitii 6rneginin 15(%22.05)’inden B. abortus biyotip 3
izole ettiklerini bildirmislerdir. Eren (73), Afyon bolgesinde 100 siit 6rneginin 25
(%25)’inde konvansiyonel yontemlerle Brucella spp izole ettigini ve bu izolatlarin
fenotipik testlerle 20 (%80)’sinin B. melitensis, 5 (%20)’sinin B. abortus olarak
identifiye ettigini bildirmistir. Bu arastirmalarda ise siit 6rneklerinde Brucella spp.
izolasyon oranlarinin yiiksek oldugu goriilmektedir (4.4-%25). Bu yiiksek izolasyon
oranlari; siit drneklerinin Brucellosis’li ya da bu enfeksiyonu gegiren hayvanlardan
alinmasina ve siitlin icerdigi bakteri sayisina bagli olabilir. Caligmamizda, kullanilan siit
ornekleri direk olarak hayvanlardan alinmamis olup bir tankta ya da bir kapta toplanmis
olan farkli hayvanlarin siitlerini igceren ve satisa sunulan 6rneklerdir. Calismamizda
izolasyon oraninin diisiik olmasinin baska bir sebebi, etkenin siit icerisinde diliie
olmasma baglanabilir. Ayrica c¢aligmalarda izolasyon sonuglarinin  farklilik
gostermesinde; etkenin izolasyonunda kullanilan besiyerleri, kullanilan iireme kosullar
ve etkenin fenotipik tanmimlanmasinda kullanilan biyokimyasal aktivitelerin

degerlendirilmesi (subjektif olmasi) etkilidir.

Diinyanin bir¢ok yerinde yapilan c¢alismalarin ise daha ¢ok seropozitif hayvanlardan

alinan siit 6rneklerinde Brucella izolasyonuna yonelik oldugu goriilmektedir (74-81).

Zowghi ve ark. (74), seropozitif ve seronegatif ineklerden almis olduklar1 6472 siit
orneginin 397 (%6.13)’sinden B. abortus izole etmisler ve seropozitif hayvanlarda daha

yiikksek B. abortus izolasyon orani (%17.03) bildirmislerdir. Seropozitif ineklerden
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alinan siit 6rneklerinde; Langoni ve ark. (75) 49 siit 6rneginin 15(%30.6)’inden Brucella
abortus, Abdalla ve Hamid (76) 147 siit 6rneginin 11(%7,5)’inden B. abortus (fenotipik
yontemlerle), Ibrahim ve ark. (77), 302 siit drneginin 105’inden (%34.8) Brucella spp.,
Shahzad ve ark (78) 84 siitiin 5 (5.95)’inden Brucella spp. (fenotipik ve molekiiler
yontemlerle), Maymona ve ark. (79) 10 inek siitii 6rneginin 2’sinden B. melitensis
biyotip 3, Mugizi ve ark. (80) 207 siit 6rneginin 11(%5.3)’inden B. abortus’un 3 farkli
(1, 3 ve 7) biyotipini ve Rodriguez ve ark. (81) 25 inek siitiiniin 9(%36)’undan B.

abortus izole ettiklerini bildirmislerdir.

Yapilan bu calismalarda seropozitif hayvanlara ait siit orneklerinde Brucella spp.
izolasyon oranlariin yiiksek olmasi; etkenin enfekte ve hastaligi geciren hayvanlarin
%80’inde lenf nodiillerine kolonize olmasi ve laktasyon boyunca kronik yada aralikli

olarak etkenin siitle sacilimina baglanabilir (82).

Diinyada ve iilkemizde hayvanlardan alinan siit 6rneklerinde Brucella izolasyonu ve

direk PCR yonteminin bir arada kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir (82-86).

Hamdy ve Amin (82) 52 seropozitif inek siitiiniin 24(%46,15)’tinden B. abortus izole
ettiklerini, 29 (%55.76) siitten ise direk PCR ile Brucella DNA’sin1 saptadiklarini rapor
etmiglerdir. Ebrahimi ve ark. (83), 360 kegi siitiiniin 12’sinden B. melitensis iiretmisler
ve direk PCR ile 10 6rnegi B. melitensis yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Siitten direk DNA ekstraksiyonu sonrasi yapilan PCR ile Terzi ve ark. (84), 70 ¢ig siit
orneginin 5(%7,1)’ini, Ning ve ark. (85) 55 inek siit drneginin (seropozitif hayvanlara
ait) 25’ini Brucella DNA’s1 yoniinden pozitif saptamislardir. Arasoglu ve ark. (86) ise
334 inek siitii 6rneginin (seropozitif hayvanlara ait) iki tip Brucella abortus spesifik gen
primeri kullanarak, sirasiyla 273(%81,7)’nde ve 317(%94,9)’sinde Brucella DNA’s1

saptadiklarini bildirmislerdir.

PCR, orneklerde canli ya da o6lii bakteri DNA’sin1 saptamaya yonelik bir yontemdir.
Bakteriyel hedef DNA’nin izolasyonunda, gida bilesenlerinin (protein, yag ve kalsiyum
iyonlar1) inhibitor etkisi, ekstraksiyonun etkinligini azaltabilir (87). Bu nedenle,
calismalarda PCR metodunda kullanilan ekstraksiyon prosediirlerine gore elde edilen

sonuclar da farklilik gdsterebilmektedir.

Yine yurdumuzda siitlerde Brucella antikor varligmin gesitli serolojik testlerle (milk

ring test (MRT), siit Whey agliitinasyon testi ve Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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(ELISA) arastirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda siitlerde Brucella

antikor varliginin %15.6 ila %65.59 arasinda degisen oranlarda saptandigi bildirilmistir
(84, 88-91)

Koyun ve kegiler B. melitensis’in, sigir ise B. abortus’un ana konakgilaridir. Ozellikle
infekte hayvanlarin siitleri yiiksek miktarda etken igerir. Beyaz peynirin ham maddesi
stitlerdir. Bu sekilde Brucella etkenlerini igeren ve pastorize edilmeyen peynirler

insanlar i¢in 6nemli bir infeksiyon kaynagidir.

Bu c¢alismada, 100 taze peynir 6rneginin 2’si (%2) Brucella spp. varligi yoniinden
pozitif olarak belirlendi. Bu izolatlarin fenotipik testlerle identifikasyonunda B.
melitensis biyotip 3 oldugu saptandi ve molekiiler yontemle ile de B. melitensis (biyotip
1,2 ve 3) oldugu dogrulandi. Yiiz adet salamura peynir 6rneginden ise Brucella spp.

izole edilemedi.

Ulkemizin farkli bdlgelerinde gesitli peynir drneklerinden Brucella spp. izolasyonuna
yonelik ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Sert ve Kivang (92) Erzurum ilinde yaptig
calismada tiiketime sunulan 24 adet civil ve 18 adet taze lor peyniri 6rneginden, Ayaz
(59) Ankara’da yapmis oldugu bir calismada beyaz peynirlerden, Tungbilek (93)
marketlerde satilan, (imal tarihi ile orijini bilinmeyen peynirlerden alinan) 34 peynir
orneginden, Parlakgiil ve Yildirici (94) Istanbul’un semt pazarlarindan aldiklarr 30
beyaz peynir, 30 tulum peyniri ve 30 lor peynirinden, Yildiric1 (95) Istanbul ilinde 50
degisik tulum peyniri 6rneginden, Serpe ve ark. (96) 100 adet yumusak tuzsuz beyaz
peynir ve 150 adet yumusak peynir (mozzerella)’den, Tiriitoglu ve ark. (64) Burdur ili
semt pazarinda satilan 114 beyaz peynir 6rneginden, Urcar (97) Erzurum bdolgesinde 50
adet peyaz peynir ve 50 adet ¢ivil peynirden, Giilbaz (68) 50 adet taze peynirden, Urhan
(98) 50 adet peynirden, Karadal ve ark. (65) Nigde ilinde satisa sunulan 50 koyun ve

ke¢i peynirinden Brucella spp. izolasyonu yapamadiklarini bildirmislerdir.

Diinyada bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda iilkemizdeki ¢calismalara benzer olarak
Miyashiro ve ark. (99), Brezilya’da 192 peynir 6rneginden, Di Giannatale ve ark. (100)
Italya’da 315 mozzerella peynirinden, Brucella spp. izolasyonu yapamadiklarini
bildirmislerdir. Brucella spp. izolasyonu yapilamamasimin nedeni; alinan peynir
orneklerinin yapildig: siitiin kaynagi, etkenin siitteki kontaminasyon seviyesi, peynir

tiretim stireclerindeki degisiklikler, liretim sartlari, peynirin olgunlagsma siiresine bagh



42

olabilir. Ayrica alinan peynir numunesinde rastgele érnekleme yapildig1 i¢in bakterinin

bu kisimlarda bulunmamasi da baska bir faktor olarak diistiniilebilir.

Diinyada ve yurdumuzda peynir Orneklerinden Brucella spp.’nin saptandigi
calismalarda ise farkli izolasyon oranlari bildirilmistir. Eren (73) Afyon bdlgesinden
topladigr 100 adet taze peynir Orneginin 2’sinde (%2), Brucella spp. izole ettigini
bildirmistir. Akbarmehr (101) Iran da 1000 adet peynir 6rneginin 22 (%?2.2)’sinden
Brucella spp.( %0.7°si B. melitensis ve %1.5’i’B. abortus) izole etmistir. Patir ve
Dincoglu (102) Elazig'da tiikketime sunulan 30 adet taze beyaz peynirin, 1(%3.33)’inde
ve 55 adet tulum peynirinin 1(%1.81)’inde Brucella spp. varligin1 saptamislardir. Elde
ettikleri izolatlarin B. abortus ve B. melitensis oldugunu bildirmislerdir. Tungbilek (93)
Ankara’da kurulan semt pazarlarinda satilan 66 beyaz peynir Ornegininin 4 (%
6.06),’tinden Brucella spp. izole etmis ve fenotipik yontemlerle izolatlarin 3(%75)’{ini

B. mellitensis 1(%25)’ini B. abortus olarak identifiye etmistir.

Namin (103) Istanbul iline bagl degisik semtlerin halk pazarlarindan topladig 120
beyaz peynir Orneginin 8(%6,66)’inden Brucella spp. izole etmis ve izolatlarin
5°(%62,5)’ini B. abortus ve 3 (37,5)’tint B. mellitensis olarak saptamistir. Akcan (104)
Burdur ilinde yapmis oldugu calismada incelenen 100 adet peynir Orneginin 7
(%7)'sinden Brucella spp. izole etmis ve izolatlarin 5(%10) 'ini B. abortus ve 2(% 4)
'sini B. melitensis olarak saptamigtir. Acedo ve ark. (105) 335 adet Meksika beyaz
peynirinden (yumusak) 25 (%7.46)’inde Brucella izole etmislerdir. izolatlarn 21°i B.
abortus olarak tiplendirmiglerdir. Abbas and Talei (106) 100 yumusak peynir 6rneginin
8’ini Brucella yoniinden pozitif olarak saptamislar ve izolatlarin 5’ini B. melitensis,
3’ini B. abortus olarak identifiye etmislerdir. Alim ve Tomul (107) 2003 yilinda,
Sivas’ta topladiklar1 42 peynir 6rneginin 3’iinde (%7.1) ve 2004 yilinda topladiklar1 47
peynir 6rneginin 4’tiinde (%8.5) Brucella spp.’yi izole etmislerdir. Atas ve ark. (108)
Sivas’ta acikta satisa sunulan 135 adet taze beyaz peynir Orneginin 8 (%5.9)’inde
Brucella spp. izole etmis ve izolatlarin 4 (% 2.9)’linii B. melitensis, 4 (% 2.9)’{nii ise B.
abortus olarak adlandirmiglardir. Kara ve Akkaya (109), Afyon bolgesinde 100 adet
taze peynir ve 50 adet afyon tulum peynir 6rneginden sirasiyla %9 (%2 B. abortus, %7
B.melitensis) ve %6 (%2 B. abortus, %4 B. melitensis) oraninda Brucella spp. izole
etmigler ve 50 adet koyun tulum peynirinden ise Brucella spp. izole edemediklerini

bildirmislerdir. Bugdayc1 (110) Kayseri’de 100 adet taze beyaz peynir 6rneginin (¢ig
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stitlerden yapilmis) 13 (% 13)’inii Brucella yoniinden pozitif saptamis, izolatlarin 12
(% 92,3)’sini B. mellitensis, 1(% 7,7)’ini B. abortus olarak identifiye etmistir. Unel
(111) Balikesir bolgesinde yaptig1 ¢calismada beyaz peynir drneklerinden %16 oraninda

Brucella spp. izole etmistir.

Sancak ve ark. (112) Van’da 40 adet taze otlu peynir orneginin 7 (%17.5)’sinden
Brucella izole etmisler ve bu izolatlarin 6(%85.7)’sinin B. mellitensis, 1(%14.3)’inin B.
abortus oldugunu bildirmislerdir. Mert (113) Ankara’da 150 beyaz peynir Grneginin
29(%19.33)’undan Brucella izole etmistir ve izolatlarin 26(% 90)’sin1 B. mellitensis 3(
% 10)lnt B. abortus oldugunu saptamistir. Kalender ve ark. (114) tarafindan Elazig,
Erzincan ve Tunceli illerinden toplanan 78 taze tulum peyniri Orneginin
16(%20,5)’sindan Brucella spp. izole edilmis; izolatlarin 13(%81.3)’4 B. mellitensis,
3(%18,7)’i de B. abortus olarak identifiye edilmistir.

Bu ¢alismalarda gesitli peynirlerden Brucella spp. izolasyon oranlari %2-20.5 arasinda
farklilik gostermektedir. Calismamizda taze peynir Orneklerinden %2 oraninda B.
melitensis izole edilmistir. Calismamizin bulgular1 Eren (73), Akbarmehr (101), ve Patir
ve Dingoglu (102)’nun bulgular ile uyumlu iken diger ¢alismalarda (93, 103-114)
bulgularimizdan daha yiiksek izolasyon oranlar1 bildirilmistir. Yiiksek izolasyon
oranlary, peynir yapiminda c¢ok miktarda etken igeren siitlerin hammadde olarak
kullanilmasina bagli olabilir. Séyle ki; Ulkemizde ydresel taze peynir yapimi ¢ig siitiin
32-35°C’lere kadar 1sitilip ve mayalanmasi ile saglanir. Peynirin bu sekilde yapilmasi
insanlar agisindan gerek damak tadi gerekse maddi agidan (1sitma maliyeti, peynir
randimani) tercih nedenidir. Yiiksek diizeyde Brucella etkeni igeren siitler yeterli 1s1l
isleme tabi tutulmadigi igin peynirde Brucella spp.’nin kaynagini olusturmaktadir.
Hasta hayvanlarin bulundugu bdlgelerde siitle bakteri sagilimi yiiksek olabilecegi icin
analiz edilen peynir 6rneklerinde Brucella spp. varligi da o oranda artabilmektedir. Yine
peynir Orneklerinin rastgele alinmasi, kullanilan izolasyon yontemleri, peynirlerin
olgunlagsma siireleri gibi faktdrlerde bu izolasyon oranlar {izerinde etkilidir. Ayrica
bildirilen ¢alismalarda peynir 6rneklerinden B. melitensis’in daha yiiksek oranda izole
edildigi goriilmekte olup bu caligmada da taze peynir 6rneklerinden elde edilen iki izolat

B. melitensis olarak identifiye edilmistir.

Siit orneklerinde oldugu gibi peynir 6rneklerinden de direk PCR teknigi ile Brucella

spp. DNA’s1 saptanmasina yonelik ¢aligmalar mevcuttur. PCR yontemi kullanarak,



44

Ongor ve ark. (115) 40 adet beyaz peynir 6rneginin 2 (%5)’sini, Miyashiro ve ark. (99),
Brezilya’da 192 peynirden 37’sini, Silva ve ark. (116) Brezilya’da ¢alismada 66 peynir
(¢ig siit kaynakli) 6rneklerinin 14(%21.21)’tind, Tantillo ve ark. (117) 46 koyun ve keg¢i

peynirinin %46’sim1 Brucella spp. yoniinden pozitif saptamislardir.

Bu c¢aligmalarda direk Brucella DNA’s1 saptanmakta olup bu DNA’larin canli ya da 6l
Brucella bakterisine ait olup olmadigi bilinmemektedir. Bu 6rneklerden bakteri izole
edilmedigi siirece peynirin canli Brucella bakterisi ile kontamine oldugu sdylenemez.
Bu sebeble bakteri izolasyonuna dayanan kiiltiirel yoklama her zaman gecerliligini

korumaktadir.

Calismamizda salamura peynirlerden Brucella spp. izolasyonu yapilamamuistir.
Salamura peynirde Brucella spp. izolasyonuna yonelik smirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Caligmamizla uyumlu olarak Atas ve ark. (108) market ve
sarkiiterilerden alinan 120 adet salamura beyaz peynir 6rneginde Brucella spp. izole
edemediklerini bildirmiglerdir. Brucella etkenlerinin % 20 tuz igeren salamurada ¢ig
siitten yapilmis peynirde 35-40 giin (12°C’de) yasayabildigi rapor edilmistir (118).
Peynirin salamurada igerisine homojen tuz gecisinin saglanmasi, salamura igerisinde
kalis siiresi gibi faktorlerin de Brucella izolasyonunun yapilamamasinda etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Tiirk Gida kodeksine gore; ¢ig siitten yapilan peynirde koagulaz pozitif stafilokoklarin
varlig1 ile ilgili ve ¢ig siit veya pastdrizasyondan daha az sicaklik uygulanmis siitten
tiretilen tereyag ve krema icin de E. coli varlig: ile ilgili diizenleme mevcuttur. Ancak
peynirlerde Brucella bakterilerinin varliginin arastirilmasina iliskin herhangi bir
diizenleme bulunmamaktadir. Sadece Tirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi (Teblig
No:2015/6)’nde yer alan iki madde bulunmaktadir. Madde 5. b bendi: peynire islenecek
siit, ¢ig olarak peynire islenebilecegi gibi termizasyon, pastdrizasyon veya daha yiliksek
sicakliklarda uygulanan bir 1s1l islemden sonra da peynire iglenebilir. ¢ bendi; ¢ig siitten
veya termizasyon islemi uygulanan siitlerden {iretilen ve telemesi haslanmamis
peynirler taze olarak piyasaya arz edilemez. Bu peynirler iiretimden sonra en az 4 ay
uygun kosullarda olgunlastirildiktan sonra piyasaya arz edilir (119). Bu sebeble
piyasaya siiriilen peynirlerin Brucella etkenleri yoniinden herhangi bir kontrol

mekanizmasina tabi tutulmadig1 goriilmektedir.



45

Sonug olarak, calismamizda elde edilen Brucella izolasyon oranlari diisiik olmasina
ragmen etkeni iceren bu siit ve peynirlerin tiiketiminin halk sagligi a¢isindan risk
olusturdugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde insanlarda 2000-2005 yillar1 arasinda 90000
(her y1l yaklasik 15000) Brucella vakasi bildirilmis ve bununla birlikte, bu saymnin
gercegi yansitmadigl da belirtilmistir. Clinki tescilli kayit dig1 vakalarin tahmini orani
1:30 civarindadir (15). Insanlarda Brucella vakalarinin hayvansal kaynakli oldugu
bilinmektedir. Gerek insanlarda gerekse hayvanlarda Brucellozisin eradikasyonu ig¢in
temel olarak hayvanlarin asilanmasi ve kontrol programlarimin basarili bir sekilde
uygulanmasi, Ozellikle beseri ve veteriner hekimlerin gili¢lii bir isbirligini zorunlu
kilmaktadir. Cig siit ve peynirlerin tiiketimden 6nce Brucella igermemesi konusunda

yeterli yasal diizenlemelerin de yapilmasinin yararli olacag: diistintilmektedir.
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