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TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi1 durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigim, kullamlan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigimi, tezin
herhangi bir kisminin bu liniversite veya baska bir iiniversitedeki bagka bir tez ¢alismasi
olarak sunulmadigim beyan ederim.
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Brucelloz, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu en sik goriillen zoonotik
hastaliklardan biridir. Hastalik sigir, koyun, ke¢i, kopek ve domuz gibi memeli
hayvanlarin disilerinde genital organlarina yerleserek yavru atma, infertilite, mastitis,
erken dogum, plasenta retensiyonu ve metritise; erkeklerde ise orsitise (erbezi iltihabi)
neden olur. Bu ¢alismada, Tokat ili ve ilgelerine ait kdylerden toplanan 161 inek, 58
koyun ve 33 kegi siitii 6rneklerinde Brucelloz etmeni Milk Ring Test (MRT) ve direkt
ekim yOntemi ile aragtirtlmigtir.

Calisma sonucunda 161 inek siitinden 24’1, 58 koyun siitinden 20’si ve 33 kegi
stitinden 5’inin MRT sonucu pozitif bulunmustur. Toplamda 252 adet ¢ig siit
Srneginden 49 adedinin, yani % 19.41°inin MRT sonucu pozitif bulunmugtur. MRT’si
pozitif olan 49 6rnekten yapilan kiiltiir sonras1 2 adet siit drneginden Brucella izole
edilebilmistir. Brucella izole edilen 2 siit 6rneginin de aymi siirtiden 2 farkli koyuna ait
oldugu belirlenmistir. Boylece tiim ¢alisilan 6rneklerin % 0.79°unda, MRT pozitif ¢ikan
orneklerin % 4.08’inde ve koyun siitii 6rneklerinin % 3.45’inde Brucella etkeni izole
edilmigtir.

Tokat ili ve ilgelerine ait kdy ve kasabalardan toplanan siitlerle yapilmis ilk ¢aligma
Ozelliginde olan aragtirmamiz sonucunda orneklerin % 19.41’inde MRT sonucu pozitif
bulunmus, % 0.79’unda ise etmen direkt ekim yontemiyle izole edilmistir. Béylece, bu
caligmayla Tokat ili ve ilgelerindeki hayvanlarda belirli oranda Brucella etmeninin var
oldugu belirlenmis ve siit {irlinlerinin Brucelloz bakimindan risk olusturabilecegini
gostermistir.

2011, 47 sayfa
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Ms Thesis

INVESTIGATION OF BRUCELLA SPP IN THE MILKS DONE FROM THE
VILLAGES TOKAT PROVINCE
Hiisniye RUSTEMOGLU

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Asst. Prof. Dr. isa KARAMAN

Human Brucellosis is one of the most common zoonotic disease caused by bacteria of
the genus Brucella. The disease in mammals such as cattle, sheep, goats, dogs and pigs,
settled the genital organs of females, caused throwing puppies, infertility, mastitis,
premature birth, placenta and metritis retension, and caused orchitis (testicular
inflammation) in males. In this study, we have investigated Human Brucellosis factor
in161 cows, 58 sheep and 33 goat milk samples gathered districts and villages in the
province of Tokat, by using Milk Ring Test (MRT) and the direct sowing method.

We have found positive24 of 161 cow’s milk, 20 of 58 sheep's milk, 5 of 33 goat's milk
as a result of the MRT. In total, 49 of 252 pieces of raw milk samples, 19.41% MRT
had a positive result. After the culture of the 49 MRT positive samples, Brucella could
be isolated in two sample. Each of the 2 milk samples which isolated Brucella were
determined to be 2 different sheep, belonging to the same flock. Therefore, Brucella
were isolated 0.79% of all studied samples, 4.08% of samples with MRT positive and
3.45% sheep milk samples

As a result of our investigation of property in the first study on milk samples were
collected Tokat province and the districts towns and villages, found a MRT positive for
19:41% of all samples and, the agent was isolated 0.79% of samples by the direct
sowing method. Therefore in this study, specific amount of Brucella were determined in
animal in districts of the province of Tokat. Our study shown that dairy products may
constitute a risk with respect Brucellosis.

2011, 47 pages

Key words: Tokat, Brucella, MRT, Milk



Yrd. Doc. Dr. Isa KARAMAN damsmanliginda Hiisniye RUSTEMOGLU tarafindan
hazirlanan bu ¢aligma 12/08/2011 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi ile Biyoloji

Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan : Yrd. Dog¢. Dr. Cemal KAYA imza :
Uye : Yrd. Dog. Dr. Isa KARAMAN imza :
Uye : Yrd. Dog. Dr. Iskender PARMAKSIZ imza :

Yukaridaki sonucu onaylarim

Dog¢. Dr. Naim CAGMAN
Fen Bilimleri Enstitiisti Miidiirii
dod.



ONSOZ

Caligmamin bagindan sonuna, gerek numune toplama agamasinda gerekse laboratuvar
caligmalarim boyunca desteklerini higbir sekilde esirgemeyen sayin damigsman hocam
Yard. Dog. Dr. Isa KARAMAN’a, boliimde g¢aligma olanaklarim bize tamdig igin
Biyoloji bolim bagkam saym Prof. Dr. Zekeriya Aytag’a, 6rnek toplama asamasindaki
yardimlarindan dolay: sevgili arkadaglarim Merve Dilmag’a, Kemal Arik’a, sevgili
kardesim Songiil Akkanet’e,

Ayrica laboratuvarinda hicbir olanadi esirgemeyen ve kontrol Brucella suslarini temin
eden GOP Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskam sayin
Giilgiin Yenigehirli’ ye,

Yiksek lisans egitimim boyunca gosterdigi {stiin sabrindan dolayr esim Aydm
Riistemoglu’na,

Son olarak tez Orneklerimden izole ettigim Brucella izolatlarimi tiplendiren Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Asilar1 ve Biyolojik Madde Uretim
Laboratuvari’’nin sorumlusu ve tiim caliganlarina ¢aligmalarima katkilarindan dolay:
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hiisniye RUSTEMOGLU
Agustos, 2011

fii



ICINDEKILER

Sayfa
DZET i st e e e e e s e i
ABSTRACT ..coivvnirinin svrsimmoissionssroonssiaisioss oot b iotos 0 o oottt o st ii
ONBOIZ .ot o s e 8 s 11
[CINDEKIEER om0 e v
SIMGE %e KISAL EMATAR PIZIN .o e i it vi
SERIELERDIEING s inmmiiminriinet ol ot e v viii
CIZELGEEERDIZR. i iimminsitase s b e e ix
e AR e PR s e o e TS 1
2. KURAMBSAL TEMELLER ..........cooccicoivoiviiniinisiibis s oisssas sosvssissatons bonsnicsvainsasns o= 3
2k Brucellomin TatiiCesli s vt mmimst i i i s e hossipimsns 3
2.2. Brucella €insi Bakterilerin Genel Ozellikleti ... irie o i 4
2.2.1, Morfolejileve Boyanma Ogellildeti....i.covin i o ot siisres 4
2.2.2 Kiiltlir ve Biyokimyasal OzellKICH .......occcovnn it o oissciiascimssinens cisssisssasasses 5
2.3. Brugella Cinsi Bakterilerin Tiplenditilmesi .....cc..iiiiiiiimnn i iovtsismions ansiimssassonss 6
24 Bulas Yollait .. .. o s b e e s e b R s e s 9
e e R Sl . S s e e 10
26 llinkeBulonlan o o e e 11
2 Al e e B 13
2l Eaborativar Tanist <o il e e e e e e 13
T L SRralolie DAl i e e e 14
2.7.3- Baktetiyolojik Tanr ve Tiplenditmie. .ocvvncis i iimnniio i wsaimsisvonsessitssssins 14
27 4 ALCHITK TAIL o o.vcvincsvsiivnvisinsinims aicusmetesenons sHoowin ot ashons dob s B et o i P ans v s s 15
275 HayVati DOV oo ivi ittt e s i i s e sageiiine 15
DB Redavl s e e e 1555
2O ROIUIBIID i R e e s e 16
3 MATERVAL ve YONBENL...........oniosiieessi o isniiivisilo ot s ey ios Yooseass 18
B MBRENAL o i s b e e e e e s 18
311 Omekicin Foplanmast ... iuoininsnsimon i it e s s i s ot ot amasis 18
3. 12 Antiicn ve KONMOL SHSIATE . ...iininiimi o o s e it s i o 20
3.1 Kullamlan Besiverleti ve Avimaclar o oo i o s 20
e R I a s T R e s e R e e 22
3.2 1 Omeklenin MeCleImesi ..o voiiiivims st issiivostesissibinoss st s sains ommits 22



B BULGULAR ..o oeeeeeeeeeeeeeeeee e v eee e seseesaeseses s sesssessseesssseessseseesseesseneseses e esseees
5, TARTISMA V& SONUC ...ooveoeeoeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesseeseeeessesesssessesesessssssssessesseseesssesenessseees

KAYNAKIJAR ....................................................................................................................

L0 72083 ) 01\ 1 I TR



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge

Sayfa

Cizelge 2.1. Brucella tiirlerinin ve biyotiplerinin ayirici karakterleri.........cccoceeeeeveevenennene. 7
Cizelge 3.1. Orneklerin toplandig1 kdy ve kasabalarin isimleri ve 6rnek sayilari................ 18
Cizelge 4.1. MRT pozitif siit orneklerinin yiizde olarak oranlari ...........cccceceecerceeceerenvrnene 40

Cizelge 4.2. Orneklerin toplandiklar: yer, MRT sonuglari, Brucella agarda tireme
durumlari, ait olduklar: hayvanlarin cinsi ve abort bilgileri .........ccccceevevennnens 32

Cizelge 4.3. Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Asilan
Laboratuvar’ ndan elde edilenverller ... i tvinenssimiaisssnasesos 41



Simgeler

2
CO,
H,S
H,O,
IgM
IgG

x100

Kisaltmalar

M.O.

FAO

WHO

OIE
Teskilat1)

PMNL

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Santigrat derece
Karbondioksit
Hidrojen Siilfiir
Hidrojenperoksit
Immiinglobilin M
Immiinglobilin G

100’Lik objektifteki goriintiisii

Aciklama

Milattan Once

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Birlesmis

Milletler Gida ve Tarim Teskilati)
World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitit)

World Organisation for Animal Health (Diinya Hayvan Saglig:

Polimorfoniikleer Lokosit

Retiliiloendotelyal Sistem

Wright Agliitinasyon Testi
Rose-Bengal Testi

Radio Immiino Assay

Immiin Floresan Testi

Vi



ELISA
MRT
IU

Tb

RTD

mg
ml

mim

ug

Enzyme-Lynked Immuno Sorbant Assay
Milk Ring Test

International Unit
Thilis
Rutin Test Diliisyonu
Intermedier
Mukoid
Smooth
Litre
miligram
mililitre
milimetre

mikrogram

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil
Sayfa

Sekil 3.1. Omeklerin toplandiBi SEEALKApIAr ... oo earasoses
Sekil 3.2. MRT igin inkiibe edilen siitlerin inkiibasyon sonrasi gériintiileri.........................
Sekil 3.3. Brucella kolonilerinin Brucella Agar’ da gortintimii...........cc.ceveevevivirceenerevennene.
Sekil 3.4. Brucella kolonilerinin Kanli Agar’da gortintimil..........ccoceeeeveevverneeeereennennenennnenns

Sekil 3.5. izole edilen Brucella bakterilerinin Gram boyali preparatta mikroskopik
SOMUSHGEIONY i i e e e e

Sekil 3.6. Izole edilen Brucella bakterilerinin Polivalan Brucella antiserumu ile
ASINIYONN oo s v it it e bt ensiiois

Sekil 3.7. Izole edilen Brucella bakterilerinin pozitif oksidaz deneyi...........ccevvveverecverennen.
Sekil 3.8. Izole edilen Brucella bakterilerinin pozitif katalaz deneyi...........ccooovvvecernecnnen.
Sekil 3.9. Izole edilen Brucella bakterisinin pozitif {ireaz SONUCU...........oveveeeeeriecerenenranan.

Sekil 3.10. izole edilen Brucella bakterilerinin HyS teSt SONUCU.........ccvvererererereresercrenesennn.

viii



1. GIRIS

Brucella cinsi bakteriler 0.6 um eninde, 1.5 pm boyunda, kiigiik, Gram negatif boyanan,
hiicre i¢i parazititidirler. Bruselloz olarak adlandirilan zoonotik hastaliga neden olurlar
(Corbel, 1997; Keskin ve ark., 2009). Bruselloz hastalif1 ilk kez Epidemics adli
eserinde Hippocrates (M.O. 450) tarafindan “humma” olarak tanimlanmistir (Arslan,
2006; Aydin, 2007). Brucella infeksiyonlar i¢in giiniimiize kadar degisik isimler
kullamlmigtir. Hastalik ilk kez Malta Adasi’nda saptandigindan “Malta Hummasi1” veya
“Akdeniz Hummas1”; tipik atesi nedeniyle “Dalgali Humma (Ondiilan Ates)”;
koyunlardan insanlara bulasmasi nedeniyle halk arasinda “Koyun Hastaligi” veya “Mal
Hastalig1” olarak adlandirilmistir (Arslan, 2006; Serttas, 2006).

Hastalik sig1r, koyun, keci, kopek ve domuz gibi memeli hayvanlarin disilerinde genital
organlarina yerleserek yavru atma, infertilite, mastitis, erken dogum, plasenta
retensiyonu ve metritise; erkeklerde ise orsitise (erbezi iltihabi) neden olur. Her iki
cinste de oOzellikle diz eklemlerinde artrite neden olur (Abdelkareem, 2008). Bu
enfeksiyon etkenleri, sadece hayvan sagligini zarara ugratmak ve ekonomik kayip
olusturmakla kalmayip insan sagligim da tehdit eder (Parin, 2008).

Bruselloz, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO), Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Diinya Hayvan Sagligl Teskilat1 (OIE) tarafindan diinyada en yaygin zoonoz
olarak kabul edilmektedir. Diinyada bir¢ok iilkede bruselloz ile miicadele kampanyalari
baslatilmig ve birka¢ iilkenin sigir brusellozunu biiyiik 6l¢iide yok etmeyi basarmis
olmasina karsin, koyun ve kegi brusellozu ise bagta gelismekte olan iilkeler olmak iizere
dinyanin birgok yerinde halen yaygin bir sekilde devam etmektedir. Kuzey Avrupa,
Kuzey Amerika iilkeleri, Avustralya ve Yeni Zellanda’da yillar siiren yogun ¢abalarla
bruselloz biiyiik 6lgiide eradike edilmistir. Buna karsin bazi Giiney Avrupa iilkelerinde,
ozellikle Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Bat1 Asya’nin gelismekte olan iilkelerinde, Hint
Yarimadasi, Afrika, Orta ve Gliney Amerika’nin bir kisminda insan ve hayvanlarda



yayginligim siirdiirmektedir. Akdeniz tilkelerinde ise bu enfeksiyon bir ¢ok hastalik
arasinda On sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ise hayvan bruselloz prevalansi sigir
popiilasyonunda %1.43, koyun populasyonunda %1.97 olarak tespit edilmistir (Iyisan
ve ark., 2000).

Akdeniz ve Orta Dogu iilkelerinde insanlarda yillik bruselloz gorilme sikligi her
100.000 kiside 1-78 vaka arasinda degismektedir. Ancak hastalifin yaygin oldugu ve
hayvanlarda kontrol programlari uygulanmayan bdélgelerde 550°nin iizerinde vaka
bildirilmistir. Hayvanlarda kontrol tedbirlerinin zorunlu oldugu bazi Giiney Avrupa
iilkelerinin bir kisim topluluklarinda 100.000 kiside 77 vaka bildirilmistir. Diinya’da
100 iilkeden yilda 500.000’in iizerinde bruselloz vakasi bildirilmektedir ( Aydin, 2007).

Insan brusellozu birgok iilkede bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina ragmen, resmi
rakamlar gercek enfekte insan sayisim1 yansitmamaktadir. Vakalarin bildirilenden 10-25
kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Bunun baglica nedeni vakalarin ¢ogunlukla
dogru teshis edilememesidir (Aydin, 2007).

Insanlarda hastalik, ortalama olarak iki-ii¢ hafta siiren kulugka déneminden sonra,
dalgal1 seyir gésteren bir ates, 6zellikle geceleri olan terleme, eklem agrilar, istahsizlik,
bitkinlik, halsizlik, kilo kaybi, bas agris1 gibi 6zgiil olmayan belirtilerle ortaya ¢ikar
(Peker ve ark., 2010).

Bruselloz daha ¢ok kirsal kesimde, hayvancilikla ugrasanlarda, mezbaha isg¢ilerinde,
kasaplarda, veterinerlerde ve laboratuvar gahsaﬁ]annda gorilmektedir. Ayrica ¢ig siit
icme ve kaynatilmamug siitten yapilan taze peyniri yeme aligkanliklar1 olanlarda da
goriilmektedir (Peker ve ark., 2010).

Bu ¢alismanin amaci, Tokat ili ve ilgelerine baglh kdylerden toplanan ¢ig koyun, keci ve
inek siitlerinde Brucella bakterisine karsi olusan antikorlarin varligimin Milk Ring Test
(MRT) ile tespiti ve direkt ekim yontemiyle de bakteri izolasyonun yapilmasidir. Bu

kapsamda 252 farkli hayvandan elde edilen ¢ig siit 6rnekleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Brusellozun Tarihgesi

Bu hastaligin klinik 6zelliklerini ilk defa 1861 yilinda Misir’da Ingiliz Kraliyet
Kuvvetlerinde ¢alisan Jeffery Allen Marston (1831-1911) bildirmistir. Marston, Malta
atesi hakkinda detayh bilgileri belgeleyen ilk kisidir (Atas, 2006; Aydin, 2007).

Etmen ilk kez 1887 yilinda, Ingiliz hekim David Bruce tarafindan Malta Atesi’nden
Olen bir askerin dalagindan izole edilmistir. Bu bakterileri Micrococcus mellitensis

olarak adlandirmistir (Serttas, 2006; Atas, 2006; Aydin 2007).

1897°de Danimarkali veteriner hekim olan Beenhard Bang ilk kez sigirlarda, atlarda,
koyunlarda ve kegilerde diistige neden olan mikroorganizmay1 Bacterium abortus olarak
isimlendirmistir (Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

1905 yilinda Zammit, etmeni enfekte kecilerden izole etmis ve kegi siitii ile enfekte

insanlarin serumlarinda spesifik antikorlarin varligim gozlemlemistir (Taskin, 2007).

1914 yilinda Traum ABD’de domuzlarin yavru atimina neden olan bakteriyi izole

ederek buna Bacterium suis ismini koymustur (Atas, 2006; Taskin, 2007; Aydin, 2007).

1920 yilinda Meyer ve Shaw isimli bilim adamlan birbirine ¢ok benzeyen Micrococcus
mellitensis, Bacterium abortus ve Bacterium suis’i bir grupta toplayarak, bu konuda ilk
onemli galismay1 yapan David Bruce’un adma ithafen bu etkenlere Brucella grubu
mikroorganizmalar, olusturduklar1 hastaliklara da Bruselloz adim vermislerdir (Atas,
2006; Taskin, 2007; Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

1952 yilinda Avustralya ve Yeni Zelanda’da _epididimitisli koglardan Brucella ovis izole
edilmigtir (Atas, 2006).

ABD’nin Utah eyaletinde Charmichael ve Brunner isimli aragtirmacilar tarafindan

orman kenesinden Brucella neotomae izole edilmistir (Atas, 2006).



Brucella canis kopeklerin bulasici abortus etkeni olarak Charmichael ve Brunner isimli

aragtirmacilar tarafindan 1967 yilinda izole edilmistir (Atas, 2006).

Ulkemizde ise ilk defa 1915 yilinda Kuleli hastanesinde bir erde Hiisamettin Kural ve

Mahmut S Akalin tarafindan B. melitensis izole edilmisgtir.

1931°de Ziihtii Berke sigirlardan, 1943’de Golem koyun ve kegilerden, 1944°de ise
Koyliioglu ve Aktan Brucella cinsi bakterileri izole etmislerdir (Atas, 2006; Taskin,
2007). 1983 yilinda Istanbulogullart ve ark. B.canis’i kopeklerde serolojik olarak
belirlemiglerdir (Taskin, 2007).

2.2. Brucella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri
2.2.1. Morfolojik ve Boyanma Ozellikleri

Brucella tiirleri Proteobacteria aleminde, Rhodospirilli sinifinda, Rhizobiales takiminda
ve Brucellaceae ailesinde yer almaktadir (Taskin, 2007; Abdelkareem, 2008). Brucella
cinsi mikroorganizmalar 0.5-0.7 pm c¢apinda, 0.6-1.5 pm uzunlugunda kiigiik, gram
negatif ve daha ¢ok ikiser ikiger u¢ uca durma alisgkanlifinda olan kok, kokobasil veya
kisa comakgiklar seklindedir (Atas, 2006; Serttas, 2006; Terzi, 2006; Ozgiir, 2006;
Arslan, 2006; Taskin, 2007; Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008;). Kiiciik olduklar1 i¢in
molekiiler hareketlerle yerlerinde titrerler ki buna Braunien Hareketi denir (Arslan,
2006; Atas, 2006; Taskin, 2007; Parin, 2008). Kapsiil ya da spor 01u$ur¥nazlar,
flajellalar1 yoktur. Hastalikli canlidan yeni izole edilen S tipi kolonilerde ince bir
kapsiiliin bulundugu, pasajlarda ve R tipi kolonilerde bu kapsiillerin kayboldugu
saptanir. Bakteriyolojik boyalarla kolayca boyanirlar (Arslan, 2006; Atas 2006; Serttas,
2006; Taskin, 2007). Jelozdeki 2-3 giinliik kolonileri kii¢iik, yuvarlak, kabarik, saydam,
kaygan, S (smooth) seklindedir. Eski kiiltiirlerdeki kolonileri yassi, daha biiyiik ¢apta,
mat, graniillii bir yiizeye sahip, R formundadir. Bu iki ana S ve R (rough) formundan
baska , intermedier (I) ve mukoid (M) o&zellik gosteren koloni varyasyonlari da vardir.
Ayrica Brucella’larin antibiyotik ve kimyasal maddelerden etkilenmeleriyle L formlar

da meydana gelebilir (Arslan, 2006).



2.2.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Bu cinste birbiriyle morfolojik ve kiiltiirel yonden benzerlik gosteren 6 tiir yer
almaktadir. Bunlar B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis ve B.
neotomae’dir. Iskogya sahillerinde 1994 yilinda atik yapmis bir yunusun fetusunda
farkli bir tiir izole edilmis ve Brucella maris olarak isimlendirilmistir. Ancak yapilan
son arastirmalarda B. maris; B. pinnipediae ve B. cetaceae olarak adlandirilan 2 yeni

tiire ayrilmustir (Serttag, 2006; Abdelkareem, 2008; Parin, 2008).

Brucella tiirleri hiicre ici parazitidirler (Settas, 2006; Ozgiir, 2006; Ozkuyumcu, 2007;
Aydin, 2007). 20-40 °C’de iireyebilir, optimum iireme sicakligi 37 °C’dir (Serttas,
2006; Taskin, 2007). Uremeleri i¢in optimum pH degeri ise 6.6-7.4 araligidir. (Taskin,
2007). Inkiibasyondan 2-3 giin sonra koloniler goriilebilir, 4-5 giin sonra 2-3 mm
biiytikliige ulasir. Hemoliz yapmazlar, pigment olusturmazlar. Seffaf besiyerlerinde ¢ok
acik bal sarisi, konveks, diizgiin kenarli, seffaf, kiiciik, su damlas1 gibi, parlak koloniler
olustururlar (Aydin, 2007).

Brucella tiirlerinde katalaz, oksidaz ve lireaz pozitiftir. Brucella bakterileri aerobiktir,
ancak B. abortus ve B. ovis ilk izolasyonlarinda % 5-10 CO, ‘li ortama gereksinim
duyar (Tagkin, 2007).

Brucella bakterileri aside direngli degildir ve ekzotoksin olusturmazlar. Organik
kiikiirtlii bilesikleri pargalamalar1 sonucunda H,S olustururlar. B. suis en uzun siire (3-5
giin) ve en fazla miktarda, B. abortus orta siire (2 giin) ve miktarda, B.melitensis ise en
az siire (1 giin) ve miktarda H,S yapar ve hatta hi¢ yapmayabilir (Ozgiir, 2006; Serttas,
2006; Parin, 2008).



2.3. Brucella Cinsi Bakterilerin Tiplendirilmesi

Brucella cinsi bakterilerin identifikasyonu ve tiplendirilmesi igin geleneksel yontemler
olan, iiremeleri igin CO,’ye gereksinimi, iireaz testi, H,S yapma, boyalara karsi

duyarlhiliklan ve spesifik antiserumlarin kullanilmasi s6z konusudur .

Brucella’lar aerop bakteriler olmalarina karsin Brucella abortus ve Brucella ovis ilk
izolasyonlarinda mikroaerofil olup, tiremek igin % 10’luk CO;‘e ihtiya¢ duyar. Birkag

pasajdan sonra normal aerob kosullarda da tiremeye aligirlar.

Besiyerleri igerisine eklenen belirli konsantrasyonlardaki thionin, bazik fuksin, kristal
viole ve pironin gibi maddeler karsisinda Brucella mellitensis inhibisyona ugramadan
tiremektedir. Brucella abortus yalniz thionin tarafindan, Brucella suis ise thionin
disindaki bazik fuksin, kristal viole ve pironin tarafindan inhibe olmaktadir.

Thionin’den ise etkilenmeyerek iiremesini stirdiirmektedir (Atag, 2006).

Ayrica, bu etkenlerin bakteriyofaj duyarliliklari da tiplendirmede 6nemli kriterdir.
Giiniimiizde 5 tip fajdan yararlanilir. Bu fajlar Tibilisi, Weybridge, Berkeley, Firenze ve
Izatnagar’dir (Ozgiir, 2006; Serttas, 2006; Parin, 2008).

Rutin test diliisyonunda Tibilisi faji Brucella abortusun S kolonilerini tamamen lizise
ugratir, B. melitensis ve B. suis kiiltiirlerinde herhangi bir degisiklik olusturmaz. Tibilisi
faj1 Brucella abortus, Weybridge faji1 Brucella abortus ve Brucella suis, Berkeley faji
ise Brucella abortus, Brucella melitensis ve Brucella suis lizerinde etkilidir (Atas,
2006). Bu yontemlerle B. abortus igin 9, B. melitensis i¢in 3 ve B. suis i¢in 5 biyotip
tanimlanmustir (Ozgiir, 2006; Serttas, 2006; Parin, 2008). Brucella tiirlerinin ve

biyotiplerinin ayirici karakterleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Brucella tiirlerinin ve biyotiplerinin ayiric1 karakterleri

Boyalarda iireme” Monospesifik anti- Thilisi Faj1
serumlarla Aglutinasyon Erime
Tiir Biyotip | CO, | H,S | Ureaz Thonn | Bkem AXti 1A::Inti ﬁnti ST D0 En Cok Duyarli Konak
RTD

B.melitensis 1 - - D + + - + - - - Koyun

2 5 - D + + + . Z z = Kegi

3 2 E D + + + + . - " Insan
B.abortus 1 i3 i 1-2 saat - + + = z + + Sigir

2 + -+ 1-2 saat E + + p . + + Insan

3 + + 1-2 saat + + + s g & =

4 + + | 1-2 saat - +° = T g i 5

5 - - 1-2 saat + + - + - + +

6 - -,+ | 1-2 saat + + + - - + +

i - -,+ | 1-2 saat o -k i §ls - + A

8 + - 1-2 saat + + - + - + +

9 -, + ae 1-2 saat + it - + - + +
B.suis 1 " - + | 0-30dk -+ = + 5 - - + Domuz

2 - - | 0-30dk + z + ¢ : g = s

3 - - 0-30 dk + + B g i +

4 - - 0-30 dk i - + o - - +
B.neotomae - + 0-30 dk = - ats - - - o+ Ag@‘ areleri
B.ovis i - - + - - 5 -+ = x Kog
B.canis - - 0-30 dk + - - - + - - Kdpek, Insan

“2» Boya konsantrasyonu 20 pg/ml (1/50 000); “®” 1/100.000 boya konsantrasyonunda iireme olmaktadir; “°” Kanada, Ingiltere ve
USA’dan izole edilen bazi suslar negatiftir; “®” Giiney Amerika ve Asya’dan izole edilen bazi sugslar pozitiftir; “” Cogu suslar
negatiftir; A- Monospesifik abortus serumu; M- Monospesifik melitensis serumu; R- Anti Brucella serum; RTD- Rutin test diliisyonu.



Brucella cinsi igerisinde yer alan baslica tiirler ve bu tiirlere ait dzellikler soyledir;

1- B. abortus: Sigirlarda yavru atma hastaliginin etkeni olup koyun, ke¢i, domuz ve
insanda da infeksiyon olusturabilir. Baz1 biyotipleri ilk izolasyonlarinda % 10 CO,’ye
ihtiyag duyarlar. Katalaz ve oksidazlar pozitiftir. HpS fiiretirler. Ureyi hidrolize
edebilirler, ancak bazi suglar tireyi hidroliz etmeyebilir. Thionin varlifinda iiremezler,
bazik fuksin, metil viyole, pyronin, safranin varliginda itirerler. 9 farkli biyotipi
bulunmaktadir (Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

2-B.melitensis: Tipik olarak koyun ve kegilerde hastalik olusturur fakat sifirlan da
enfekte edebilir. Insanlar icin en tehlikeli Brucella tiiriidiir. Uremeleri i¢in CO; ‘ye
ihtiya¢g duymazlar. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. H,S testleri ya negatiftir ya da ¢ok
zayiftir. 3 farkli biyotipi bulunmaktadir (Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

3-B. suis: Konak yelpazesi agisindan genig bir tiirdiir. 5 farkli biyotipi vardir. Ilk 3
biyotipi en ¢ok domuzlar1 enfekte ederken, biyotip 4 ren geyiklerini , biyotip 5 ise
kemiricileri enfekte eder. Koyun, keci ve insanlarda da enfeksiyon olusturabilen bu
etkenin izolasyonunda %10 CO,’ye ihtiya¢ yoktur. H,S reaksiyonu ise suslara gore
degiskendir. Katalaz ve oksidaz pozitiftir (Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

4- B. ovis : Koglarin orsitis etkenidir. Koyunlarda da bazen hastaliga neden olmaktadir.
Bu tiiriin insanlarda infeksiyon olusturdugu saptanmamustir. ilk izolasyonlarinda CO;’e
gereksinim gosterirler ve H,S reaksiyonu negatiftir. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftir
(Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).

5- B. canis : Kopeklerde infeksiyon olusturan bu etken, insanlarda da hastalik meydana
getirebilmektedir. Uremeleri icin CO,’e ihtiyag gostermezler ve H,S testi ise negatiftir.
Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Ureyi ¢ok g¢abuk hidrolize ederler (Aydin, 2007;
Abdelkareem, 2008). "

6- B. neotomae : C0l farelerini enfekte eden bu etkenin insan ve hayvanlarda hastalik
meydana getirdigi heniiz bildirilmemistir. Uremeleri igin CO,’e ihtiya¢ géstermeyen
etken H,S olusturmaktadir. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftir. Ureyi ¢ok ¢abuk hidrolize
ederler (Aydin, 2007; Abdelkareem, 2008).



7- Deniz memelileri orijinli tiirler: Son yillarda balina, fok, yunus ve su samuru gibi
deniz memelilerinden izole edilen tiirler 6nceleri B. maris olarak isimlendirilmistir.
Ancak, son yapilan arastirmalarda bu hayvanlardan izole edilen izolatlarinin, omp2a ve
omp2b genlerindeki DNA polimorfizmine gére kara memelilerinden izole edilen
tiirlerden ayrildiklar ortaya konulmus ve deniz memelilerinde en azindan iki yeni tiir

olarak B. pinnipediae ve B. cetaceae’ nin bulundugu saptanmistir (Abdelkareem, 2008).

2.4. Bulasma Yollar:

Hayvanlar arasinda bulagma genellikle fetus, fetal membranlar, yavru atan hayvanlarin
vajinal akintilari, plasenta artiklari ve amniyon sivilariyla olmaktadir. Infekte gebe
hayvanlar yavru atarken veya dogururken, 6zellikle fetiis, fetiise ait sivilar, amnion ve
plasenta aracihif ile hastalik etkeninin g¢evreye bulastirilmasina neden olurlar. Infekte
uterus akintilar1 ve idrarla bulasik olan kuyruk, diger hayvanlarin deri ve
konjiktivalarina etkeni bulastirabilir. Brusellozisli ineklerin ¢ogu yavru attiktan
haftalarca ve hatta aylarca sonra etkeni siitleri ile ¢ikarirlar. Testisleri iltahapli olan
infekte bogalarda, infekte sperma aracilig: ile saglam disilere etkeni bulastirabilirler.
Hastaligin naklinde sinek, sivri sinek, tahta kurusu, kene, pire,yabani tavsan, sican gibi

canlilarin da rolii oldugu bildirilmistir.

Insanlarda ise etmen, pastérize edilmemis siit ve siit iriinlerinin alimimn yanisira,
hayvanlarin yiin ve killariyla olan temasiyla da bulasabilir. Bu nedenle hayvan sahipleri,
¢obanlar ve veteriner hekimler yiikksek oranda enfeksiyona yakalanma riski tasirlar.
Insanlar Brucella etmenlerini etlerden de almaktadir. Ozellikle mezbahada calisan
isciler ile yeterince pismemis et ve et triinlerini tiiketenler her zaman bulagma riski
tasiyan gruptadirlar. Laboratuvar ¢alisanlar1 arasinda goriilen en yaygin bulas yolu ise
enfekte aerosollerin solunum yoluyla alinmasiyla olur. Ayrica hayvan bakicilar,
ciftciler, cobanlar, kasaplar ve veteriner hekimlerde de solunum yoluyla bulagma
tehlikesi vardir. Canli Brucella asisimin kazayla konjunktivaya sicramasiyla da bulas
gozlenebilir (Serttas, 2006;Taskin, 2007; Parin, 2008).

Insanlar arasinda hastaligin gegisi kolay olmamasma ragmen kan transfiizyonu, organ

ve kemik iligi nakli ile miimkiin oldugu bildirilmistir (WHO, 2006)
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2.5. Patogenez

Brusellozis’in en 6nemli 6zelligi retikuloendotelial sistem (RES) hastalifi olmasi ve
belli doku ve organlara yerlesmesidir. Brucella bakterileri gastrointestinal sistem, deri,
nadiren de solunum yolu veya diger mukoza yiizeylerinden alindiktan sonra bolgesel
lenf bezlerinde (mezenterik, aksiler, servikal, supraklavikiiler) ilk {iremesini
gerceklestirir. Bakterinin oral yolla aliminda mide asiditesinin yetersizligi veya
herhangi bir ilagla ya da diyetle nétralize edilmis olmasi1 bakterinin gegisini kolaylagtirir
(Arslan, 2006).

Organizmaya girdikten sonra fagosite edilen, ancak polimorfoniikleer lokositler
(PMNL) tarafindan 6ldiiriilememis olan bakteriler hizla bolgesel lenf bezlerine ilerler.
Burada iredikten sonra lenf yolu ile genel dolasima katilir. Gelisen bakteriyemi
sonucunda tiim viicuda yayilir. Bakterinin daha ¢ok retikiiloendotelial sistem
organlarina lokalize olma egilimi vardir. Ozellikle dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf
bezleri olmak {lizere, organ fagositlerince tutulduktan sonra bu hiicreler iginde
oldiiriilememis olan bakteriler intraselliller olarak {iremelerini siirdiiriirler (Arslan,

2006).

Brucella bakterilerinin virtilansinin esas dayanagi kesin olarak bilinmemektedir.
Bakterilerin fagositik hiicreler iginde yasamasinda etkili oldugu ileri siiriilen

mekanizmalar sunlardir:

1-Bakteriler fagolizozom flizyonunu engeller ve fagosite edilmelerine ragmen lizozomal
enzimlerle ortadan kaldirilamazlar.

2-Bakteriler lizozomal enzimlere direnglidir.

3-Bakteriler adenin ve 5’-guanozin monofosfat ireterek nétrofillerin H,O,
olusturmasini 6nlerler ve bu sekilde oksidatif mekanizmalara direng gosterirler.
4-Bakteriler sahip olduklart siiperoksit dismutaz enzimi sayesinde reaktif oksijen
metabolitlerini uzaklastirarak oksidatif yikima kars1 koyarlar.

Gevis getiren hayvanlarin plasenta ve fetal membranlart erythritol igermektedir. Bu
madde Brucella’lar igin iireme faktorii ve karbonhidrat kaynagidir. Ozellikle gebeligin
son aylarinda erythritol fazla bir sekilde salgilanir. Boylece bakteri hizli bir gekilde
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cogalmaya ve endotoksin salgilamaya baslar. Bunun sonucu plasentitis ve metritis
meydana gelir ki bunun sonucunda fetusun plasentadan ayrildig1 ve yavrunun 6liimii ile

atilmasina neden oldugu bildirilmektedir (Radostitis ve ark., 1994).

Erken dogum nedeni ise Enright ve ark. tarafindan aydinlatilmistir. Brucella
infeksiyonu nedeniyle hayvanin viicudunda kortizol hormonu konsantrasyonunda
yiikselme olur. Bu hormonun yiikselmesi diger hormonlarin, 6zellikle progesteron ve
Ostrojenin dengesini bozmaktadir. Dolayisiyla, kortizol hormonunun artig1 progesteron
hormonunu diigiirerek ve Ostrojen hormonunu yiikselterek erken doguma neden

oldugunu bildirmislerdir (Enright ve ark., 1984).

Gebe hayvanlarin Brucellalara duyarl olmalan bu sekilde izah edilebilmektedir. Insan
plasentasinda erythritol bulunmadigindan Brucella’ ya bagl abortus goriilen bir olgu
degildir (Arslan, 2006; Atas, 2006; Ozkuyumcu, 2007).

2.6. Klinik Bulgular

Hayvanlardaki bruselloz ivegen veya siiregen seyirlidir. Disi hayvanlardaki baslica
belirti yavru atmadir. Yavru atma genellikle gebeligin 5-7 nci aylarinda goriiliir. Yavru
zarlarinin atilamamasi ve uterus iltihaplanmasi sonucu tekrar gebe kalma siiresi
uzayabilir veya kalici kisirlik olusabilir. Yavru atma ve tekrar gebe kalma araliginin
uzamasi nedeniyle laktasyon siiresindeki degisiklikler sonucu siit verimi de azalabilir.
Bazi Vaka‘lla.rda hastalik sinsi seyreder. Diisiik oranda da olsa infekte hayvan yavru
atmayabilir. Bunlardan dogan yavrularda dogum sonrasi hemen &liim goriilebilir ya da
infekte anadan dogan buzagilar infeksiyonu gizli olarak tagiyabilirler. Bu buzagilar ilk
gebeliklerine kadar bir belirti gostermeyip, serolojik testleri de negatif olabilir. Bu
hayvanlar siiriide infeksiyon kaynagi olarak kalirlar. Bundan dolay1 hasta bir anadan
olan buzagilar damizlikta kullanilmamalidir (Atas, 2006; Parin, 2008).

Infekte hayvanlar meme ve meme lenf yumrularinda olusan kalici infeksiyon nedeniyle
yasamlar1 boyunca zaman zaman etkeni siitleriyle ¢ikarirlar ve bu nedenle insanlar i¢in
risk olustururlar. Erkek hayvanlarda iireme organlari etkilenir ve orsitis meydana

gelir.Her iki cinste de bacak eklemlerinde sislikler goriilebilir (Atas, 2006; Parin, 2008).
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Insanlarda Brucella bakterileri viicuda girdikten sonra karaciger, dalak, kemik iligi,
bobrek, santral sinir sistemi, endokart, testis, over, biiyilkk eklem ve vertebralara
yerlesebilir. Kulugka siiresi 10 ile 30 giin arasinda degismektedir. Bunun nedeni
bakterilerin intraselliiler yerlesme ve yasamasi olarak kabul edilmektedir. En sik
goriilen belirtiler tistime, titreme, halsizlik, bas agris1 ve atestir. Ates, daha ¢ok 6gleden
sonralar1 yiikselir ve giin gectikce basamak basamak daha fazla artar. Geceleri ve
sabahlar atesin diismesiyle beraber bol terlemeler ve bunun yaninda belde, eklemlerde,

sirt ve ense boélgelerinde siddetli agrilar goriilebilir (Atas, 2006).

Istahsizlik, sinirlilik, zayiflama diger 6nemli yakinmalardir. Hastaligin klinik tablosu
Brucella’nin tiirtine gore degismektedir. B. melitensis yiiksek viriilans yetenegine
sahiptir. PMINL icindeki bakteri 6ldiiriicti mekanizmalara direng gésterir. Bu olayda,
bakterinin icerdigi adenin ve guanozin monofosfat etkinligi ile PMNL’nin
degraniilasyonunun dnlenmesinin 6nem tagidig1 samlmaktadir. Ayrica, insan serumunun
B.abortus’a kars1 gostermis oldugu bakterisidal etkinin B.melitensis’e etkisinin olmadig1
belirlenmistir (Arslan, 2006; Atas, 2006; Ozkuyumcu, 2007).

B.suis’de invaziv (yayilmaci) etkilidir. Lenf nodlari, kemik, karaciger ve kemik iliginde
fokal nekroz ve siipiirasyonlara (irinlenmelere) neden olur. B.abortus daha az
yayilmacidir. Hafif bir hastalik tablosuna yol agar ve invaze oldugu organlarda nekroz
ve siipiirasyon igermeyen graniilomlar olusturur. B.canis insanda bakteriyemi,
lenfadenopati, splenomegali ve hafif bir hastalik tablosu olusturur (Arslan, 2006; Atas,
2006; Ozkuyumcu, 2007).

Insanlarda hastaligin 4 farkli klinik tablosu vardir:

1-Asemptomatik-Subklinik infeksiyon: Klinik olarak belirgin degildir. Serolojik testler

sonucu ortaya ¢ikar. Asemptomatik infeksiyon B. abortus tiirlerinde daha fazla goriiliir
(Taskin, 2007). Hastalarin subklinik, klinik bruselloz gecirme orami 1/1, 1/12 arasinda
degisir. Semptomsuz meslek hastaligi seklinde yalmz serolojik olarak belirlenebilir.

Cocuklarda bir kisim vaka asemptomatik olabilir (Geyik, 2003).

2-Akut infeksiyon: Hastaligin en tipik formudur. En sik gériilen belirtiler; ates, titreme,

terleme, halsizlik, viicutta yaygin agrilar ve istahsizliktir. Aksam saatlerinde tistime ve
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titreme ile birlikte yiikselen ates belirtileri gozlenmeye baglar. Ates her giin birkag
derece artarak 8-10 giinde 39-40 °C’ye yiikselir. Birkag saat siiren ates sabaha dogru
terlemeyle son bulur. Eger tedavi siirecine baglanmamigsa ates her giin kademe kademe
diiser ve sonunda normale iner. Hastada gegici bir iyilik hali gozlenir. 8-10 giin sonra
ayni belirtiler tekrar gézlenmeye baglar. Hastalik ategli donemler, ategsiz donemler
halinde siirer gider. Yetigkin hastalarin %80’inde biiyiik eklemlerde gezici agrilar, bel

ve sirt agrilan da goriiliir. Eger tedaviye baglanmazsa agrilar siddetlenir.

3-Subakut Infeksiyon: Semptomlarin baslamasindan itibaren 8 haftaya kadar olan
olgular akut, 8-52 hafta arasi olgular subakut olarak kabul edilir. Grip oldugu sanilan bir
klinik tablodur. Subakut formda vakalarin %90’1nda ilk 6 ayda daha ¢ok olmak iizere,

bir yil iginde spontan iyilesme 6zelligi gosterir.

4-Kronik Infeksiyon: Baz1 hastalarda hastalifin semptomlar1 baslangicta sinsi olabilir.

Akut ve kronik formlar1 ayirt etmek zorlasir. Sikayetler teshisten sonra bir yila yakin
siredir devam ediyorsa kronik bruselloz olarak tanimlanir. Bazi hastalarda kronik
yorgunluk, depresyon ve eklem agrilar1 gézlenir. Kroniklesme 40 yasin altindakilerde
* daha sik olup, ¢ocuklarda ¢ok nadirdir (Taskin, 2007). Dort sekilde goriilebilir:

1- Sinsi Baglangi¢

2- Akut Hastalig1 Takiben Relapslar

3- Lokalize Hastalik

4- Tedaviye Cevap Vermeyen Kalici Hastalik (Parin, 2008).

2.7. Tam

2.7.1. Laboratuvar Tanisi

Brucelloz tanisi, klinik ve laboratuvar bulgularinin birlikte degerlendirilmesine dayanir.
Hastaligin kesin tanisi, yeni atilmig fetiislerdan alinan marazi maddeler, kan, serum,siit,
plasenta, sperma, vaginal sivi, idrar ve organlardan teknigine gore uygun olarak alinan
materyallerle laboratuvarda yapilacak serolojik ve bakteriyolojik muayeneler sonucu

konur (Arda, 1997; Taskin, 2007; Parin, 2008).
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2.7.2. Serolojik Tam

Brucelloz’un laboratuar tanisinda serolojik testler ¢ok onemlidir. Bu testler hastanin
- Ozgiil antikor durumunu goéstermektedir. Bakteriyolojik tamida etken izolasyonunun
uzun siirmesi ve kronik olgularda genellikle olumsuz sonuglar alinmasindan dolay1
serolojik testler daha ¢ok tercih edilmektedir. Ancak tamda en az iki serolojik testin

uygulanmasi daha giivenilir sonug¢ vermektedir (Disarno ve ark., 1992).

Brusellozun serolojik tanisinda Wright Agliitinasyon Testi (WAT), Rose-Bengal Testi
(RBT), blokan antikorlar1 gosteren Coombs Testi, Ig M ile Ig G antikorlarim1 ayirt
ettiren 2-mercaptoethanol testi ve Radio Immiino Assay (RIA), Immiin Floresan Testi
(IFT), Enzyme-Lynked Immuno Sorbant Assay (ELISA) testleri kullanilmaktadir (Atas,
2006).

2.7.3. Bakteriyolojik Tam ve Tiplendirme

Kan, irin, uterus akintisi, organ pargalari, plasenta, kotiledon ve fetiis mide icerigi gibi
materyallerden hazirlanan preparatlar Koster ve Ziehl-Noelsan yontemleri ile boyanarak
muayene yapilir. Koster boyama ile boyanan preparatlarda Brucella bakterileri mavi
renk iginde portakal renginde goézlenir. Ziehl-Noelsan ile boyanan preparatlarda ise;
maviye boyanmis doku hiicreleri i¢inde kirmizi renkte gézlenir. Brucella etkenlerini

tamimada ayrica Stemp ve Gram boyalarindan da faydalanilir.

Bakteriyolojik tanida kullanilan belli basli besiyerleri; Brain-Heart Infuzyon Agar,
Karaciger Infuzyon Agar, Serumlu Dekstroz Agar, Gliserozlu Dekstroz Agar, Patates
Agar, Tryptose Agar, Tripticase Soy Agar, Albimi Agar, Brucella K Vitaminli Agar,
Brucella Agar’dir.

Ozellikle kontamine 6rneklerden bakteri izolasyonunda besiyeri igerisine Bacitracin,
Polymyxin B, Cycloheximid ve Ethyl viole gibi maddeler katilarak diger bakterilerin
tiremesi engellenir (Bilgehan, 2000).

Tiirlerin ayriminda yapilmasi gereken incelemeler sunlardir:
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1-Uremesi i¢in CO, gereksinimi

2-Bakterilerin H,S iiretimi

3-Bazik fuksin ve Tionin eklenerek hazirlanan plak besiyerlerinde iireme veya
inhibisyonu deneyleri

4-Ureaz etkinligi deneyi

5-Oksidaz etkinligi deneyi

6-Monospesifik antiserumlarla agliitinasyon deneyleri

7-Fajlara kars1 duyarlilik deneyi

2.7.4. Alerjik Tam

Allerjik tanida bakterilerden elde edilmis ve saflagtirilmis niikleoprotein kompleksinden
olusan Brucellergen deri igine siringa edilir. 24 saat i¢inde kizarti, 6dem ve sertlik
seklinde goriilen reaksiyon olumlu kabul edilerek bu kisilerin Brucella’lara karsi asiri
duyarli oldugu anlasilir. Testin olumsuz olmasi da Bruselloz tanisim uzaklastirmaz.
Deri testi ayrica Brucella’larin 6ldirilmius kiiltiirleri veya 21 giinliik kiiltiir siiziintiileri
(Mellitin-Abortin) ile de yapilabilir (Bilgehan, 2000).

2.7.5. Hayvan Deneyi

Kobaylarin deri alti, kas veya periton i¢ine icinde Brucella bakterisinin olabilecegi
diisiiniilen materyaden enjeksiyon yapilabilir. Kobaylar Brucella bakterilerine az duyarl
olup 2-4 hafta sonra hastalik belirtisi verirler. Hastalanan kobaylarin gangliyon kan ve
dalaklarindan yapilan kiiltiirlerde Brucella bakterilerini gormek olasidir. Deneye

sokulan yavru kobaylar yavrularini diisiiriirler (Bilgehan, 2000).

2.8. Tedavi

Hayvanlarda Brusellosis’in ilagla sagaltimi uygulanmamaktadir. Ancak, koruyucu
Onlemlerin alinmasi ve agilamalar ile hayvanlarin hastaliktan korunmasi Snem

tasimaktadir. Insanlarda ise tedavi destek ve 6zgiil olmak iizere iki sekilde uygulanir. -
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Destek tedavide, hastalarin tedavilerinin ilk haftasim yatakta gecirmeleri 6nerilir. Bu
donemde endotoksinlerin fazlaca agi3a ¢ikmasi, ateslerinin yiikselmesine neden olabilir.

Bu devrede agir yemeklerden kacinmali, sindirimi kolay ve sulu gidalar verilmelidir.

Ozgiil tedavideki esas problem, bakterinin intraselliiler {iremesi ve kanda nadiren
serbest halde bulunmasidir. Dolayisiyla, kullanilacak antimikrobiyalin etkinligini
intraselliiler alanda siirdiirebilmesi ve yeterli konsantrasyona ulasabilmesi
gerekmektedir. Bruselloz tedavisinde kullanilan antibiyotikler mutlaka makrofajlarin
icine girebilmeli ve bakterisid etkili olmalidir. Bruselloz hastaliginin tedavisinde
kombine antimikrobiyal kullanimi1 gereklidir. Kombinasyon tedavisi her zaman daha
tistiindiir. Monoterapide relaps oranlan g¢ok yiiksektir (Ustagelebi, 1999; Ozgiiven,
2004).

Diinya Saglik Orgiitii 1981 yilinda Bruselloz tedavisi igin streptomisin ve tetrasiklin
kombinasyonunu tedavi protokoli olarak belirlemislerdir. Buna gore; streptomisin
1g/giin intramuskiiler tek doz 21 giin ve tetrasiklin 2g/giin oral (giinde 4 kez 500mg)
olacak sekilde planlamistir (Akova ve ark., 1993).

Diinya Saglik Orgiitii 1986 yilinda tedavi protokoliinde degisiklik yapmugtir. Rifampisin
ve doksisiklin kombinasyonunu onermislerdir. Rifampisin yerine streptomisin de
kullanilabilir. Bu tedavi protokoliine goére ise; rifampisin sabah a¢ olarak 600-900
mg/giin ve doksisiklin ise 200 mg/giin tok karnina kombine olarak 6 hafta siireyle
kullanilir (Akova ve ark., 1993).

2.9. Korunma

Insanlarin brusellozdan korunmasi; dogrudan dogruya ozellikle koyun, kegi, sigir ve
domuz gibi evcil hayvanlarin kontrolii ve eradikasyonuyla ilgilidir. Hayvanlar, 6zellikle
sigirlar arasindaki brusellozun kontrolii igin; diinya FAO/WHO eksperler komitesi

birbirine bagl {i¢ program dnermektedir:

1-Hayvanlar hastaliktan korumak,
2-Testler ile hasta hayvanlarin belirlenip kesilmesi,

3-4-8 aylik disi danalarin S19 asisi ile agilanmalari.
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Bu oneriler dogrultusunda iilkemizde 1983 yilinda Tarim Orman ve Koy Isleri
Bakanlig1 tarafindan 26 yilda gerceklestirilmesi planlanan ve Tiirkiye’ye 218 milyarlik
bir katki da bulunacak “Tiirkiye Brusellozis Miicadele Projesi” hazirlanmis ve
caligmalara baslanmigtir. Koyun ve kecilerin bagisiklanmasinda B.melitensis’in sus

Rev1’i kullanilmaktadir.
Brusellozdan korunmak i¢in alinmasi gereken dnlemleri su sekilde siralayabiliriz:

-Risk altindaki personelin (mezbaha is¢ileri, et paketleyicileri, laborantlar, veterinerler
ve hayvan bakicilari) eldiven, tiim kollarini orten giysiler giymeleri, gozliik takmalari,
-Brucella bakterilerine kiimes hayvanlar1 da duyarh oldugundan, 6zellikle, hasta olan
kiimes hayvanlarinin kesiminde 6nlem alinmasi ve yumurtalarinin ¢ig yenmemesi,
-Siitlerin pastdrizasyonu,

-Taze peynir yapimi sirasinda son peynirlerin yeterince tuzlanmasi ve en az iki ay
bekletildikten sonra yenmesi,

-Etlerin iyice pisirilmeden yenmemesi,

-Endemik bolgelerde hayvan idrar1 ile kirlenmis sebzelerden de bulas olabilecegi
diistiniilmeli ve sebzelerin dezenfekte edildikten sonra veya pisirerek tiiketilmesi,
-Bruselloz kuskulu kisilerin cinsel temasinin yasaklanmasi,

-Giizellik enstitiilerinde kullanilacak plasenta hiicrelerinin saglikli sigirlardan eldesi,

-Bruselloz olgularinin mutlaka Saglik Bakanligi’na ihbar edilerek o bélgenin Bruselloz
yoniinden genis incelenmesinin yapilmasi saglanmalidir (Ustagelebi, 1999; Taskin,
2007).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamizda Tokat iline bagh 18 farkli kéy ve ilgelerinden toplanan 161 adet inek
siitii, 58 adet koyun siitii ve 33 adet kegi siitiinde olmak tizere toplam 252 adet 6rnekte
Brucella cinsi bakteriler aranmistir. Orneklerin 6zellikle Brucella asisi olmamig
hayvanlardan' toplanmasina dikkat edilmis, ancak hayvan sahiplerinin bu konuda
yeterince bilgi sahibi olmamasindan dolay: kesin tespit yapilamamistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin toplandig1 k6y ve kasabalarin isimleri ve 6rnek sayilar

Koy/Kasaba Ismi Toplanan  Omek | Omeklerin Hayvan Tiirlerine Gére
' Sayisi Dagilimi
Inek Koyun Kegi
Avlunlar Kasabasi 21 15 6 -
Cincife Koyt 16 16 = z
Bakimh Kéyii 16 13 3 -
Ballidere Kéyii 11 11 - -
Serince Koyii 5 5 - -
Dallik Koyt 10 10 - -
Coregi Bityiik Koyt 9 9 - -
Keslik Koyl 14 5 3 6
Tahtoba Koyii 56 27 24 5
Budakl (niksar) 3 - - 3
Sogukpinar (Resadiye) 7 1 - 6
Sehitler Koyii 11 8 3 -
Senyurt Kasabas1 12 4 - 8
Yildiztepe(Zile) 3 1 2 -
Evren Koyii(Zile) 9 3 3 3
Bozatalan K&yii 17 7 10 -
Eski Koyl 11 7 2
Komeg Koyii 21 19 2 -
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Koyun, keg¢i ve inek siitleri Tokat iline baglh 18 farkli kdy ve kasabadan toplanmustir.
Cig siit 6rneklerinin toplandig1 koy ve kasabalarin isimleri, 6rnegin alindig1 hayvanlarin

cinsi ve toplanan ¢ig siit 6rneklerinin sayis1 Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.
Siit drneklerinden yaklasik 50°ser ml 6rnek steril agz kapali plastik kaplara alinmstir.

Siit sagim1 hayvanin her bir memesinden olacak sekilde steril kap igerisine yapilmis ve
kaplarin agzi hemen kapatilmistir (Sekil 3.1). Ornekler buz ¢antalarinda soguk zincir
korunarak ayni giin icerisinde Gazi Osman Pasa Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na getirilmistir. Inek, koyun ve
keciden alinan siit 6rnekleri MRT’de yalanci pozitif reaksiyon vermemesi i¢in analize

alinmadan 6nce buzdolabinda 48-72 saat bekletilmistir.

Sekil 3.1. Orneklerin toplandig steril kaplar

3.1.2. Antijen ve Kontrol Suslari

Brucella MRT antijeni Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden, Brucella
kontrol susu ise Gazi Osman Pasa Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
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3.1.3. Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraglar

Siit orneklerinde Brucella izolasyonunda ticari firmalardan saglanan segici besiyeri,
tiretilen bakterilerin kesin tanisinda Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii’nden temin edilen Polivalan Brucella antiserumu, ticari firmalardan saglanan

Katalaz, Oksidaz ayiraci, kursun asetat kagidi ve iire besiyeri kullanilmisgtir.

Brucella Agar (Fluka Analytical 18795)

Meat Peptone 10 gr/ L
Casein Peptone 10 gr/ L
Yeast extract 2 gr/ L
D) Glucose 1 gr/L
Sodium Chloride 5 gr/ L
Agar 13gr/L

41 gram besiyeri tartilarak iizerine 1 litre distile su eklenmis ve kaynayan su
banyosunda ¢o6ziiniinceye kadar bekletilmigtir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika
bekletilerek steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerine 48-50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra bek alevi yaninda 50 ml at serumu eklenmigtir. Ayrica siit 6rnekleri
igerisinde bulunan diger bakterilerin liremesine engel olmasi ve besiyerinin daha segici
hale gelmesi i¢in 2 sise Brucella selective supplement eklenmigtir. Besiyerinin bir kismi
H,S testinde kullanilmak iizere tiiplere dagitilarak yatik durumda katilastirilmugtir.
Besiyerinin geriye kalan kismu petri plaklarina dagitilmistir. Besiyerleri kullanilacaklar

zamana kadar buzdolabinda saklanmigtir.

Brucella Selective Supplement

Polymixin B 2500 IU
Bacitracin 12500 TU

Cycloheximide 50 mg
Nalidixic acid 2.5 mg
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Nystatin 50000 TU

Vancomycin 10 mg

5 ml metil alkol ve 5 ml distile su, sise igerisinde bulunan Brucella selective
supplement’e eklenmis ve karistirilmigtir. 10-15 dakika 37 °C’lik etiivde bekletilmistir.
Besiyerlerinin igerisine her 500 ml besiyeri i¢in bir sise olacak sekilde bek alevi yaninda

eklenmisgtir.
At Serumu

Refik Saydam Hifzisthha Merkezi’nden temin edilen at serumu 56 °C’ de yarim saat
bekletilerek inaktive edilmigtir. Brucella Agar  besiyeri 48-50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 1 litre besiyeri i¢in 50 ml olacak sekilde at serumu eklenmistir.

Polivalan Brucella Antiserumu

Calismamizda kullandigimiz polivalan Brucella antiserumu Pendik Veteriner Kontrol
ve Aragtirma Enstitiisi'nden temin edilmistir. Agliitinasyon testi yapilmadan once
antiserum buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Siipheli
koloniden alinan bir 6ze dolusu materyal bir damla antiserum igerisinde lam tizerinde

homojenize edilmis ve agliitinasyon olup olmadig1 gozlenmistir.

Katalaz ve Oksidaz Avyiraclan

Brucella izolatlarimin katalaz aktivitelerini saptamak amaciyla % 3’ liikk Hidrojen
Peroksit (H,0;), Sitokrom C oksidaz enziminin aktivitesini belirlenmesinde ise oksidaz

ayract kullanilmigtir. Her iki tirtinde ticari firmalardan saglanmistir.

Kursun Asetat Kagidi

H,S testinde kullanilmak iizere ticari firmalardan temin edilen kursun asetatli kagit

seritler kullanilmigtir.

Gram Boya Seti

Brucella kolonilerinden hazirlanan preparatlarin Gram Boyama yontemi ile

mikroskopik olarak incelenmesi i¢in kullanilmigtir.
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Crystensen Ure Agar (Fluka 5002)

Gelatine Peptone 1 gr/ L

D(+) Glukose 1 gr/L

Potassium Dihydrogen Phosphate 2 gr / L

Sodium Chloride 5 gr/ L.

Phenol Red 0.012 gr /L

Agar 12 gr/ L

21 gram besiyeri tartilarak tizerine 950 ml distile su eklenmis ve kaynayan su
banyosunda eriyinceye kadar bekletilmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika bekletilerek
steril edilmigtir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 48-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
bek alevi yaninda igerisine 50 ml % 40 lik iire soliisyonu eklenmis ve tiiplere dagitilarak
yatik durumda katilagtirnlmigtir. Besiyerleri kullanilacaklar1 zamana kadar buzdolabinda

saklanmagtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin incelenmesi

Daha oOnce steril sartlarda steril kaplara alinan ve buzdolabinda 24-48 saat saklanan her
bir siit 6rnegi iyice karistirilarak homojenize edilmistir. Her bir siit 6rneginden ayr1 ayri
1’er ml alinarak ince test tiiplerine (11*100 mm) konmustur. Uzerlerine 1’er damla
Milk Ring Test Antijeni damlatilmistir. Test tiiplerinin kapaklar1 kapatilarak
koptrtmeden birkag defa alt tst edilmistir. 1 dakika bekleyip antijenin karigip
karigsmadig1 kontrol edilmis ve 37 °C’lik etiivde koyun ve kegi siitleri 3 saat, sigir siitleri
1 saat inkiibe edilmigtir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. MT icin inkﬁe edilen siitlerin inkiibasyon sonrasi gériintiileri

Bu siirelerin sonunda pozitif sonug veren drneklerden Brucella agar besiyerlerine ¢iftli
ekimler yapilmistir. Ekim yapilmis Brucella agarlardan biri aerob ortamda inkiibe
edilirken digeri %5-10’luk CO; ’li etiivde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Beginci giiniin
sonunda etiivden c¢ikarilan besiyerleri incelenmistir. Ekimi yapilan toplam 49 adet
ornekten 2’sinde Brucella’lara uyan kolonilerin olustugu gézlenmistir (Sekil 3.3). Aym

kolonilerin kanl1 agardaki goriintiisii Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Sekil 3.3. Brucella kolonilerinin Brucella Agar’ daki génﬁmﬁ
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Sekil 3.4. Brucella kolonilerinin Kanh gar’da gOriinlimii

Stipheli kolonilerden 6ze ile alinarak preparat hazirlanmis ve gram boyama yapilarak

mikroskopta incelenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Izole edilen Brucella bakterilerinin Gram boyal1 preparatta
mikroskobik goriintiisii (x100)

Pendik Veterinerlik’ten temin edilen polivalan Brucella antiserumundan lam iizerine bir
damla damlatilmig ve siipheli kolonilerden bir 6ze dolusu almarak damlatilmis olan
antiserum ile homojen hale gelinceye kadar karnstirilmigtir. Daha sonra lam elde
rotasyona tabi tutulmus ve her ikisinde de agliitinasyon meydana geldigi goriilmiistiir

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Izole edilen Brucella bakterilerinin Polivalan Brucella
antiserumu ile Agliitinasyonu

Gram boyama sonucunda Brucella bakterilerinin goriinlimiine uyan ve yapilan

agliitinasyon testi pozitif olan bu iki 6rnege katalaz ve oksidaz testleri uygulanmis ve

pozitif sonug alinmigtir (Sekil 3.7, 3.8).

Sekil 3.7. izole edilen Brucella bakterilerinin pozitif oksidaz deneyi

Sekil 3.8. izle edilen Brucella bakterilerinin pozitif katalaz deneyi
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Siipheli kolonilerden Christensen’s Ure Agar besiyerlerinin yiizeylerine ve dip
kisimlarina igne 6ze ile her iki izolattan ikiserli ekim yapilmistir. Ekim yapilmig iire
agarlardan biri aerob ortamda inkiibe edilirken digeri %5-10’luk CO, ’li ortamda
37°C’de inkiibe edilmistir. Yapilan her iki ekimden de pozitif sonu¢ alinmistir. Diger
bir ifadeyle tiiplerde kirmiz1 rengin olusmasi pozitif, sar1 renkte kalmasi negatif olarak
kabul edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Izole edilen Brucella bakterisinin pozitif iireaz sonucu

Ayn kolonilerden igerisinde Brucella agar bulunan tiiplere ekim yapilmis ve tiiplerin
icerisine sarkacak fakat besiyerine degmeyecek sekilde kursun asetat kagitlar
sarkitilmigtir. Besiyerleri hergiin kontrol edilerek kursun asetatli kagit seritlerde
siyahlanma olup olmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Izole edilen Brucella bakterilerinin H,S test sonucu

-
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Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan
temin edilen Brucella susu ¢aligmalarin her agamasinda kontrol mikroorganizma olarak

kullamilmigtir. Hazirlanan besiyerleri ve ayiraglar bu suslar ile denenmistir.

Calismamizdaki siipheli suslar ileri identifikasyon ve tiplendirme amaciyla Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Agilar1 Uretim Laboratuvari’na
gonderilmistir. Bunun yanisira, herhangi bir hatay1 6nlemek amaciyla Milk Ring Test’i
pozitif olup iireme elde edilemeyen siit 6rnekleri de Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii Brucella Asilani Uretim Laboratuvari’’na gonderilmistir. Enstitii

Laboratuvarinda su islemler yapilmistir;

* CO; gereksinimi

* Oksidaz testi

» Katalaz testi

* H,S aktivitesi

« Ureaz testi

* Thioninli( 20pg/ml) besiyerinde iireme 6zellikleri
e Bazik Fuksinli (20pg/ml) besiyerinde tireme 6zellikleri
* A antiserumu ile agliitinasyon

» M antiserumu ile agliitinasyon

* Thilisi fajinda lizis

¢ Penisilinli (5 IU) besiyerinde tireme

* Streptomisinli ( 25mg/ml) besiyerinde iireme

* Safraninli(100 pg/ml) besiyerinde tireme

» I-eritritol (1 mg/ml) besiyerinde {ireme
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Caligmamiz sirasinda laboratuvarda uygulanan tiim iglemler agagidaki gibi 6zetlenebilir:

Siit 6rneklerinin tamamina MRT uygulanmasi

MRT’si pozitif olan numunelerden Brucella Agar’a ekim

Brucella Agar’da koloni morfolojisine uygun iireyen bakterilerden

identifikasyon
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Gram boyama

|

Polivalan antiserumla agliitinasyon

!

Oksidaz testi

l S

Katalaz testi

Ureaz testi

l

H,S testi



4. BULGULAR

Bu ¢alismada Tokat ili merkeze bagh 18 farkli kdy ve kasabadan 161 inek , 58 koyun
ve 33 kegi siit 6rnegi olmak {izere toplam 252 adet siit 6rnegi Brucella cinsi bakterilerin

varli1 acisindan aragtirnilmstar.

Caligmaya dahil edilen biitiin drneklere Milk Ring Testi uygulanmigtir. 252 adet siit
Omeginden toplam 49 adedinin Milk Ring Test sonucu pozitif olarak bulunmustur.
Bunlardan 24’ (%48.98) inek, 20°si (%40.82) koyun ve 5’i (%10.2) kegi siitii
omeklerinde bulunmustur. Her tiire kendi igerisinde degerlendirme yaptigimizda tiim
inek siitii Orneklerinin %14.91°i, koyun siitii 6rneklerinin %34.48’i ve kegi siitii
orneklerinin %15.15°1 pozitif olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. MRT pozitif siit 6rneklerinin yiizde olarak oranlari

Siit 6rnekleri Ornek sayisi MRT pozitif 6rnek sayisi Yiizde (%)
Inek siitii 161 24 % 14.91
Koyun siitii 58 20 % 34.48
Kegi siitii 33 5 % 15.15
TOPLAM 252 49 % 19.44

Milk Ring Testi pozitif olan numunelerden Brucella Agar besiyerine ¢iftli ekimler
yapilmustir. Ekimi yapilan 49 adet siit drneginden 2'sinde (46 ve 48 no’lu 6rneklerde)
Brucella cinsi bakterilerin koloni morfolojisine uygun kolonilerin olustuu tespit
edilmistir (Sekil 3.3). Koloni olusumu gozlenen her iki siit 6rneginin de koyun siitii
oldugu belirlenmistir. Izole edilen siipheli suslar ekim yapilan iki ortamda da, %S5-
10°luk COy’li ortamda da aerobik ortamda da iiremistir. Ancak aerobik ortamda % 5-
10°luk ortama gore daha ¢abuk ve daha iyi lireme elde edilmistir.

Toplanan o6rneklerin toplandiklari yer, MRT sonuglari, Brucella agarda iireme

durumlar, ait olduklan hayvanlarin cinsi ve abort bilgileri Cizelge 4.2°de veriimi.stir.
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Cizelge 4.2. Orneklerin toplandiklar1 yer, MRT sonuglar1, Brucella agarda iireme

L _durumlan, ait olduklari hayvanlarin cinsi ve abort bilgileri

Omek | Ornegin Alindig1 yer Hayvan Abort MRT Agarda

no Tiirti Bilgileri | Sonucu | iireme
1 Avlunlar Kasabasi Inek - - 5
2 | Avlunlar Kasabasi Inek - = -
3 | Avlunlar Kasabasi Inek - = 2
4 | Avlunlar Kasabasi Inek £ - 5
5 | Avlunlar Kasabasi Inek . E =
6 | Avlunlar Kasabasi Inek £ < -
7 | Avlunlar Kasabasi Inek = > 2
8 | Avlunlar Kasabasi Inek = e z
9 | Avlunlar Kasabasi Inek - - :
10 | Avlunlar Kasabasi Inek - - K
11 | Avlunlar Kasabasi Inek = = =
12 | Avlunlar Kasabasi Inek = i =
13 | Avlunlar Kasabasi Koyun - - 2
14 | Avlunlar Kasabasi Koyun - L E
15 | Avlunlar Kasabasi Koyun - - 2
16 | Avlunlar Kasabasi Koyun - Pozitif -
17 | Avlunlar Kasabasi Inek = z =
18 | Avlunlar Kasabasi Inek = . =
19 | Avlunlar Kasabasi Inek - - B
20 | Avlunlar Kasabasi Koyun - = A
21 | Avlunlar Kasabasi Koyun - Pozitif -
22 | Cincife Koyii Inek - = %
23 | Cincife Koyii Inek - - -
24 | Cincife Koyl Inek - = >
25 | Cincife Koyii Inek = 2 2
26 | Cincife Koyt Inek - = -
27 | Cincife Koyii Inek : N >




32

Cizelge 4.2. Devami -

28 | Cincife Koyii Inek -
29 | Cincife Koyii Inek -
30 | Cincife Kdyii Inek -
31 | Cincife Koyii Inek .
32 | Cincife Koyii Inek -
33 | Cincife Koyii Inek -
34 | Cincife Koyii Inek s
35 | Cincife K&yii Inek -
36 | Cincife Koyii Inek -
37 | Cincife Koyii Inek -
38 | Bakimh Koyii Inek <
39 | Bakimh Kéyii Inek =

40 | Ballidere Koyii Inek .
41 | Ballidere Koyii Inek -
42 | Ballidere Koyii Inek Pozitif
43 | Ballidere Koyii Inek -
44 | Ballidere Koyii Inek Pozitif
45 | Ballidere Koyii Inek Pozitif
46 | Bakimli Koyii Koyun Pozitif
47 | Bakimh Koyl Koyun :
48 | Bakimh Koyt Koyun Pozitif
49 | Bakimli Koyii Inek -
50 | Bakimh Koyii Inek .
51 | Bakimli Koyii Inek -
52 | Ballidere K&yii Inek Pozitif
53 | Ballidere Koyii Inek -
54 | Ballidere Koyii Inek -
55 | Bakimli K&yii Inek -
56 | Bakimhi Koyii Inek -




33

Cizelge 4.2. Devami i
57 | Bakimli Koyt Inek -
58 | Bakimh Koyii Inek E
59 | Bakimli Koyii Inek -
60 | Bakimli Koyii Inek -
61 | Bakimh Koyii Inek -
62 | Bakimh Koyii Inek -
63 | Ballidere Koyii Inek -
64 | Ballidere Koyii Inek Pozitif
65 | Serince Koyii Inek -
66 | Serince Koyii Inek <
67 | Serince Koyii Inek 5
68 | Serince Koyii Inek c
69 | Serince Koyii Inek -
70 | Déllikk Koy Inek Pozitif
71 | Déllik Koyii Inek e
72 | Déllik Koyii Inek =
73 | Dollik Koyii Inek .
74 | Délliikk Koyt Inek -
75 | Déllitk Koyii Inek -
76 | Dollikk Koyt Inek <
77 | Dollik Koyii Inek -
78 | Délliik Koyii Inek .
79 | Déllik Koyii Inek =
80 | Coregi Biiyiik Koyt Inek -
81 | Coregi Biiyiikk Koyii Inek .
82 | Coregi Biiyiik Koyii Inek 8
83 | Coregi Biiyiik Koyii Inek .
84 | Corepi Biiyiik Koyii Inek 5
85 | Coregi Biiyitk Koy Inek Pozitif
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Cizelge 4.2. Devami

86 | Coregi Bityiik Koyii Inek = -
87 | Coregi Biiyiik Koyii Inek - -
88 | Coregi Biiyik Koyii Inek - -
89 | Keslik Koyt Keci - -
90 | Keslik Koyt Keci - -
91 | Keslik Koyii Keci - -
92 | Keslik K6yt Keci - -
93 | Keslik Koyt Kegi - -
94 | Keslik Koyt Keci - -
95 | Keslik Koyii Inek - 5
96 | Keslik Koyii Inek - Pozitif
97 | Keslik Koyii Inek - Pozitif
98 | Keslik Koyii Koyun - -
99 | Keslik Koyt Koyun - -
100 | Keslik Koyt Koyun - -
101 | Keslik Kayii Inek - £
102 | Keslik Kayii Inek - -
103 | Tahtoba Koyt Koyun - -
104 | Tahtoba Koyii Koyun - Pozitif
105 | Tahtoba K&yii Koyun : :
106 | Tahtoba Koyii Inek + B
107 | Tahtoba Koyii Inek : -
108 | Tahtoba Koyii Inek L =
109 | Tahtoba Koyt Koyun - -
110 | Tahtoba Koyii Koyun - -
111 | Tahtoba K&yt Koyun - Pozitif
112 | Tahtoba Koyl Keci - -
113 | Tahtoba Koyii Keci - -
114 | Tahtoba Koyii Keci - -




35

Cizelge 4.2. Devami
115 | Tahtoba Koyt Koyun -
116 | Tahtoba Koyii Koyun -
117 | Tahtoba Koyii Koyun -
118 | Tahtoba Koyii Inek -
119 | Tahtoba K&yii Inek -
120 | Budakl (niksar) Keci -
121 | Budakli (niksar) Keci -
122 | Budakli (niksar) Keci -
123 | Sogukpinar (Resadiye) Inek -
124 | Sogukpinar (Resadiye) Kegi -
125 | Sogukpinar (Resadiye) Kegi -
126 | Sogukpinar (Resadiye) Keci -
127 | Sogukpinar (Resadiye) Keci -
128 | Sogukpinar (Resadiye) Keci -
129 | Sogukpinar (Resadiye) Keci -
130 | Sehitler K&yii Inek :
131 | Sehitler Kdyii Inek -
132 | Sehitler Koyt Inek Pozitif
133 | Sehitler Kdyii Inek -
134 | Sehitler K&yt Inek =
135 | Sehitler Koyii Inek Pozitif
136 | Sehitler Kdyii Inek -
137 | Sehitler Koyii Inek -
138 | Sehitler Koyii Koyun -
139 | Sehitler Koyii Koyun -
140 | Sehitler Koyt Koyun -
141 | Senyurt Kasabasi Keci -
142 | Senyurt Kasabasi Keci -
143 | Senyurt Kasabasi Keci -
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Cizelge 4.2. Devami
144 | Senyurt Kasabasi Kegi -
145 | Senyurt Kasabasi Keci -
146 | Senyurt Kasabasi Kegi -
147 | Senyurt Kasabasi Keci -
148 | Senyurt Kasabasi Keci -
149 | Senyurt Kasabasi Inek e
150 | Senyurt Kasabasi Inek Pozitif
151 | Senyurt Kasabasi Inek Pozitif
152 | Senyurt Kasabasi Inek -
153 | Yildiztepe(Zile) Koyun Pozitif
154 | Yildiztepe(Zile) Koyun -
155 | Yildiztepe(Zile) Inek Pozitif
156 | Evren Koyti(Zile) Keci -
157 | Evren Koyii(Zile) Kegi Pozitif
158 | Evren Koyii(Zile) Keci Pozitif
159 | Evren Koyiti(Zile) Koyun Pozitif
160 | Evren Koyii(Zile) Koyun Pozitif
161 | Evren Koyii(Zile) Koyun Pozitif
162 | Evren Koyii(Zile) Inek =
163 | Evren Koyti(Zile) Inek Pozitif
164 | Evren Koyii(Zile) Inek -
165 | Bozatalan Koyii Inek Pozitif
166 | Bozatalan Koyii Inek =
167 | Bozatalan Koyii Inek -
168 | Bozatalan Koyt Inek =
169 | Bozatalan Koyii Inek Pozitif
170 | Bozatalan Koyii Inek -
171 | Bozatalan Koyii Inek Pozitif
172 | Bozatalan Koyt Koyun Pozitif
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Cizelge 4.2. Devami
173 | Bozatalan K&yt Koyun -
174 | Bozatalan Koyli Koyun Pozitif
175 | Eski Koyii Inek =
176 | Eski Koyii Inek =
177 | Eski Koyt Inek -
178 | Eski Koyii Inek -
179 | Eski Koyii Inek =
180 | Eski Koyii Inek -
181 | Eski Koyii Inek -
182 | Eski Kdyii Koyun Pozitif
183 | Eski Koyii Koyun -
184 | Eski Koyii Keci -
185 | Eski Koyii Kegci Pozitif
186 | Bozatalan Koyt Koyun Pozitif
187 | Bozatalan Koyt Koyun Pozitif
188 | Bozatalan Koyt Koyun Pozitif
189 | Bozatalan Koyii Koyun -
190 | Bozatalan Koyii Koyun Pozitif
191 | Bozatalan Koyt Koyun Pozitif
192 | Bozatalan Koyii Koyun Pozitif
193 | Kémeg Koyii Inek -
194 | Komeg Koyii Inek =
195 | Kémeg Koyii Inek -
196 | Komeg Koyii Inek -
197 | Kémeg Koyii Inek Pozitif
198 | Kémeg Koyii Inek -
199 | Kémeg Koyii Inek -
200 | Komeg Koyii Inek Pozitif
201 | Koémeg Koyii Inek =
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Cizelge 4.2. Devami s
202 | Komeg Koyii Inek -
203 | Komeg Koyii Inek -
204 | Komeg Koyii Inek -
205 | Kémeg Koyii Inek -
206 | Kémeg Koyii Inek -
207 | Komeg¢ Koyt Koyun -
208 | Komeg Koyii Inek Pozitif
209 | Kémeg Koyii Inek =
210 | Komeg Koyii Inek =
211 | Kémeg Koyii Koyun Pozitif
212 | Kémeg Koyii Inek =
213 | Komeg Koyii Inek -
214 | Tahtoba Koyii Koyun -
215 | Tahtoba Koyd Koyun :
216 | Tahtoba Koyt Koyun -
217 | Tahtoba K&yii Inek =
218 | Tahtoba K&yii Inek -
219 | Tahtoba Koyii Inek Pozitif
220 | Tahtoba Ko6yii Keg¢i Pozitif
221 | Tahtoba Koyii Kegi Pozitif
222 | Tahtoba Koyii Koyun -
223 | Tahtoba Koyii Koyun -
224 | Tahtoba Koy Koyun :
225 | Tahtoba Koyt Koyun -
226 | Tahtoba Koyt Koyun -
227 | Tahtoba Koyii Koyun -
228 | Tahtoba Koyii Inek -
229 | Tahtoba Koyii Inek -
230 | Tahtoba Koyii Inek :
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Cizelge 4.2. Devami .
231 | Tahtoba Koyii Inek + Pozitif -
232 | Tahtoba Koyii Inek = - =
233 | Tahtoba Koyii Inek + : :
234 | Tahtoba Koyii Inek i : i
235 | Tahtoba Koyii Inek - = 2
236 | Tahtoba Kéyii Inek z - 5
237 | Tahtoba K&yt Inek - - 2
238 | Tahtoba K&yii Inek . = -
239 | Tahtoba Koyii Inek - 2 5
240 | Tahtoba Kéyii Inek L = 2
241 | Tahtoba Koyii Inek - = :
242 | Tahtoba Koyii Inek . = 2
243 | Tahtoba Koyii Inek - = .
244 | Tahtoba Koyii Inek - Pozitif -
245 | Tahtoba Koyt Koyun - s g
246 | Tahtoba Koyii Koyun - . :
247 | Tahtoba Koyl Koyun - = -
248 | Tahtoba Koyii Inek - - .
249 | Tahtoba Koyii Inek s J g
250 | Tahtoba Kyt Koyun |- - ;
251 | Tahtoba Koyii Koyun - = E
252 | Tahtoba Koyii Koyun - = 2

Siipheli kolonilerden ve standart Brucella suslarmdan hazirlanan Gram boyama
preparatlarinin ‘incelenmesi sonucu, siipheli kolonilerin mikroskopik morfolojilerinin
standart suslardan hazirlanan Gram boyal1 preparatlarda oldugu gibi gram negatif kiigiik

kokobasiller seklinde oldugu gozlenmistir.

Stipheli kolonilere Brucella bakterilerine ait olup olmadigini anlamak igin polivalan
antiserumlarla agliitinasyon, oksidaz, katalaz, tireaz, H,S deneyleri yapilmistir. Yapilan

deneyler sonucunda siipheli izolatlarin ikisinin de polivalan antiserumla pozitif sonug
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verdigi gozlemlenmistir. Oksidaz, lireaz ve katalaz deneyleri de pozitif olarak
degerlendirilmistir. H,S testi sonucunda 48 nolu 6rnegin kursun asetat kagidinda ¢ok az
siyahlanma olusturdugu, 46 nolu 6rnegin ise herhangi bir degisiklik olusturmadig
goriilmiistiir.

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi Brucella Asilar1  Uretim
Laboratuvari’nda da yapilan tetkikler sonucunda, iireme elde edilen her iki siit
oreginde de Brucella melitensis biyotip 3 susunun var oldugu kesin olarak tespit
edilmigtir. Boylece galigilan tiim siit 6rneklerinin % 0.79’unda, koyun siit rneklerinin
%3.45’inde Brucella varlig1 tespit edilmistir.

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Brucella Asilar1 Laboratuvari’nda elde

edilen veriler Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Cizelge 4.3. Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisii Brucella Agilart
Laboratuvari’ndan elde edilen veriler

Izolat no 46 48
Oksidaz + +
Katalaz + +
H,S Aktivitesi - =
Ureaz + +
CO; ihtiyaci - =
Thionin (20mg/ml) =+ +
Bazik fuksin (20 mg/ml) + i
A antiserum ile agliitinasyon ik +
M antiserumu ile agliitinasyon + +
Tb faji ile lizis - -
Penisilin (5 IU) i G
Streptomisin (2,5 mg/ml) -
Safranin (100 mg/ml) + =
i-eritritol (1 mg/ml) + i
Sonug¢ B.melitensis biotip 3 B.melitensis biotip 3




S. TARTISMA ve SONUC

Tokat ilinde yapilan bu ¢aligmada 161 inek siitiinden 24°ii, 58 koyun siitiinden 20’si ve
33 keci siitiinden 5’inin MRT sonucu pozitif bulunmustur. Boylece, inek siitii
orneklerinin %14.91°1, koyun siitii drneklerinin %34.48’1 ve keci siitii 6rneklerinin de
%15.15’inin MRT sonucu pozitif bulunmustur. Toplamda 252 adet ¢ig siit 6rneginden
49 adedinin, yani %19.41’inin MRT sonucu pozitif bulunmustur.

Benzer bir caligmada Giilliice ve Leloglu (1996), Kars bolgesinden topladiklar: 712 inek
siitii 6rneginin 401’inde Milk Ring Test ile %56.32 oraninda Brucella abortus
antikorunu pozitif bulmuglardir. Diger bir ¢aligmada ise Uraz ve Yiicel (1 9985, 211 ¢ig
siit 6rneginde yaptiklar1 ¢alismada Milk Ring Test sonucu 6rneklerin 32’sinde %15.16
oraninda Brucella antikorunu pozitif olarak bulmuslardir. Alpar ve Tunus (1967),
Ankara ve civarindan temin ettikleri 31 inek siitli ve 9 kanigik siit 6rnegi olmak {izere
toplam 40 ornekte MRT ile % 8.7 oraminda Brucella antikoru tespit etmislerdir.
Abbasoglu (1988), ise Ankara’nin farkh semtlerinden temin ettigi 32 adet ¢ig siit ve 100
adet pastorize sise ve paket siit 6rneginde yaptif1 ¢alismada pastorize sise ve paket
siitlerde Brucella antikoru bulamazken 32 adet ¢ig siit orneginden 1’inde MRT ile
Brucella antikoru izole etmistir. Yine bagka bir ¢alismada Kenar ve Altindig (2001),
Afyon bolgesinden topladiklari 120 siit 6rneginde yaptiklar1 Agliitinasyon testi ve Ring
testi sonucunda 6 Ornekte %S5 oraminda Brucella antikoru bulmuslardir. Bizim elde
ettigimiz oran Giilliice ve Leloglu (1996) tarafindan yapilan ¢aligmadan daha diigiik,
diger c¢aligmalardan daha yiikksek bulunmustur. Bunun sebebi, bélgelere goére
hayvanlarda Brucella goriilme sikligin1 ve asilama oranlarinin farkliligi olabilir.

Yukarida verdigimiz degerlerden de anlasildig gibi, ¢alismamiz sonucunda 6zellikle
koyun siitlerinde pozitiflik oransal olarak (%34.48) daha yiiksek ¢ikmustir. Tiiriitoglu ve
ark.,(2003) Burdur ve gevresinde yaptiklar1 calismada 404 inek siitii rneginin 12’sinde
(%3) ve 226 koyun siiti Orneginin 40°mmda (%17.7) MRT sonucunu pozitif
bulmuslardir. Bu ¢alismada elde edilen pozitif degerlerin oram bizim ¢ali §maya nazaran
daha diisiik ¢giksa da, koyun siitlerinde pozitifligin daha yiiksek olmasi bakimindan
bizim sonuglarla uyum gosterdigi goriilmektedir. Koyunlarda pozitiﬂigin fazla
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¢ikmasinin nedeni, sigir brusellozunun biiyiik 6l¢iide eradike edilmis olmasina karsin,
koyun ve ke¢i brusellozunun bagta gelismekte olan iilkeler olmak {izere diinyanin birgok

yerinde halen yaygin bir sekilde devam etmesi olabilir.

Arastirmamizin devaminda, MRT’si pozitif olan 49 &rnekten yapilan kiiltiir sonras1 2
adet siit 6rneginden Brucella izole edilebilmistir. Brucella izole edilen 2 siit 6rnegi de
aym siiriiden 2 farkli koyuna aittir. Boylece, tiim ¢alisilan 6rneklerin % 0.79’undan,
MRT pozitif ¢ikan orneklerin % 4.08’inden ve koyun siitli 6rneklerinin % 3.45’inden
Brucella etkeni izole edilmistir. Dogrulama ve tiplendirme amaciyla Pendik
Veterinerlige gondermis oldugumuz MRT pdzitif stit 6rnekleriyle yapilan ¢alismanin
sonucu da bizimkiyle aym ¢ikmigtir. Pendik Veterinerligin yaptigi arastirmalar
sonucunda da MRT pozitif siit 6rneklerinin ikisinde Brucella izole edebilmistir. Bu iki

ornek bizim de izole ettigimiz iki koyun siitiiyle aynidir.

49 Ornekten geriye kalan 47 Ornegin MRT’si pozitif oldugu halde izolasyonun

gerceklestirilememesinin nedeni olarak sunlar akla gelmektedir.

1-Ornek toplama islemleri esnasinda hayvan sahiplerinin hastalik ve bu hastaliga ait
asillama hakkinda yeterli bilgiye sahip olmamalar1 sebebiyle yeterli anamnezin
yapilamamis olmasi, hayvanlarin Brucella asisiyla asilanmis olabilme ihtimali
diistiniilebilir. Ciinkii hayvan sahipleri hayvanlarinin agilandigini1 ancak ne amagla ve ne

agistyla asilandiklarini bilmemektedirler.

2-Aym hayvanlardan belirli araliklarla siit Ornegi alinmamis olmasi izolasyon
yapilamamasinin diger bir ihtimali olabilir. Ciinkii etkenin siitte her zaman
bulunmadigi, aralikli olarak siitle ¢iktig1 bir¢ok kaynakta goriilmektedir (Thoen ve
Enright, 1986; Arda ve ark., 1997).

Benzer sekilde Tiiriitoglu ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada MRT’si pozitif ¢ikan 52
siit 6rneginin higbirisinden Brucella etmenini izole edememislerdir. Mersin’de yapilan
bir ¢alismada 240 inek, 122 koyun, 95 ke¢i siitii ornegi direk ekim y6ntemiyle
aragtirilmis ve bir inek siitii 6rneginden B. melitensis etmeni izole etmislerdir (Aydin,
2007). B. melitensis’in primer olarak koyun ve kecileri enfekte ettigi bilinmesine karsin

bu ¢alismada inek siitiinden izole edilen sus B. melitensis olarak tiplendirilmigtir. Kimi
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calismalarda enfekte kegi veya koyunlarla temas halinde olan ineklerin de B. melitensis
ile enfekte olabilecegi bildirilmistir (Koneman ve ark., 2006). Nitekim, bu ¢aligmada
pozitiflik saptanan inegin sahibinin aym1 zamanda keci de besledigi bildirilmistir
(Aydin, 2007).

Bizim ¢alismamizda izole edilen her iki etmenin B. melitensis tip III oldugu Pendik
Veterinerlik tarafindan yapilan tiplendirme sonucunda anlagilmigtir. Bu sonu¢ yukarida
belirttigimiz bilgiyle, yani diinyada koyun brusellozunun ve buna bagli olarak B.

melitensis tiiriiniin eradike edilememesi bilgisiyle uyusmaktadir.

Izole edilen her iki 6rneginde aym siiriiden 2 farkli koyuna ait olmasi akla hemen
hayvandan hayvana bulasi getirmektedir. Bu durumda aym agilda yasayan ve aym
merada otlayan diger kiigiik bas, biiylik bag ve hatta coban kdpekleri gibi diger pek ¢ok
hayvan ve bu hayvanlarin sahipleri ¢ok ciddi risk altindadirlar. Bundan dolay1 hayvan
sahiplerinin konunun ciddiyeti hakkinda bilin¢lendirilmeleri ve ne yapmalar1 konusunda
da bilgilendirilmeleri esastir. Bruselloz hastaliginin eradike edilebilmesi i¢in yapilmasi
gereken en 6nemli caligmalardan birisi bulasmanin 6niine gecebilmektir. Bu da halkin
bilinglendirilmesiyle dogru orantilidir. Zira aksi takdirde hastaligin yayilmasi ve artmasi

kaginmilmazdir.

Yaptigimiz calismanin Ornek toplama asamasinda hayvan sahiplerinin Bruselloz
hakkinda yeterli bilgiye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Ayrica peynir yapimi esnasinda
siitlerin kaynatilmadan mayalandig: bilgisi de bu ¢alismanin 6rnek toplama siirecinde
hayvan sahiplerinden edinilmistir. Bu durumda enfekte siitlerden kaynatiimadan
hazirlanan peynir ve diger baz iiriinlerde de bu bakterinin varligi s6z konusudur. Bu
konuyla ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Bunlardan bazilar1 Atas (2006), Giilliice ve
ark. (2003), Bugdayc1 (2003), Sancak ve ark. (1993)’nin yapmis olduklan ¢aligmalardir.

105 dondurma Orneginden 1’inde (% 0.95) kiiltiir yontemiyle B. melitensis biovar 3
izole etmislerdir. Ancak Farrell Agar’da iireyen kolonilere uygulanan PZR islemiyle
Brucella DNA’s1 saptayamamaiglardir.

Bu calismada, Tokat ili ve ilgelerine ait kdylerden, gesitli hayvan besiciligi ile ugrasan

koyliilerin inek, koyun ve kegi siitlerinde Brucella etmeni MRT ve direkt ekim yontemi
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ile aragtirilmigtir. Siit 6rneklerinin hayvanlardan birinci elden toplandig: ve siitle yapilan
calisma literatirde ¢ok fazla bulunmamaktadir. Diger taraftan c¢alismamiz,
hayvanciligin olduk¢a yaygin oldugu Tokat ilinde bu konuda yapilan ilk ¢alisma
Ozelligi tasimakta ve bu bakimindan da 6nem kazanmaktadir.
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