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ABSTRACT
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1.GIRiS

Bruselloz; Brucella cinsine ait mikroorganizmalarin neden oldugu bulasici, kronik ve

subakut seyreden insan ve hayvanlarda gozlenen bir hastaliktir.

Ik olarak, Hippocrates tarafindan yazilan Epidemics’de (M.O 450) Akdeniz
ilkelerinde ve oOzellikle Yunanistan’da yaygin olarak gozlendigi, muntazam ve

aralikl ates seklinde seyreden bir hastalik oldugu belirtilmistir [1].

1859 yilinda bu hastaligin klinik 6zelikleri Ingiliz Kraliyet kuvvetlerinde ¢alisan

Morstan ‘da goriilmiistiir [1].

Etmen ilk kez 1887 yilinda David Bruce; 6len bir askerin dalagindan izole etmistir

[2-4].

1895 yilinda Profesor Bang; sigirlarda abort yapan etkenin kii¢iik bir basil oldugunu

gozlemlemis ve buna Bacillus abortus adin vermistir [1, 5].

1905 yilinda Zammit; enfekte kecilerden izole etmis ve kegi siitii ile enfekte

insanlarin serumlarinda spesifik antikorlarin varligin1 gozlemlemistir [5, 6].

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

ederek buna Bacterium abortus suis ismini koymustur [5, 6].

1920 yilinda Mayer ve Schaw; abortus, suis ve melitensis gruplarim
birlestirmislerdir ve bu hastaligin ilk kez tespitini yapan bilim adami1 David Bruce’un

adina izafeten Brucella, yaptig1 hastaliga da bruselloz adin1 vermiglerdir [5, 6].

Ulkemizde Brucella enfeksiyonu IDiinya Savasindan beri bilinmektedir.
Tiirkiye’deki caligmalar 1915 yilinda Kural ve Akalin tarafindan bir hastada

hastaligin tespiti i¢in yaptiklari ¢alismalarla baglamistir [7].



1931 yilinda Berke; Brucella enfeksiyonunu sigirlarda tespit etmistir [6].

1944 yilinda Koyliioglu ve Aktan; Bandirma merinos ciftligindeki koyunlardan

tespit etmiglerdir [6].

1983 yilinda Istanbulogullar1 ve ark.; B.canis etmeni kopeklerde serolojik olarak

belirlemislerdir [6].

1988 yilinda Izgiir ve arkadaslari; Ankara’da at brucelozis prevelansinin tespitine

yonelik caligmalar yapmislardir [6].

Brucella’lar; kiiciik, 0,5-0,7um eninde, 0,6—1,5um boyunda hareketsiz, sporsuz,
kirpiksiz kokobasillerdir. Kenarlar1 hafif konveks ve uclar1 yuvarlaktir. Etkenler tek,

cift, kisa zincir veya kiiciik kiimeler halinde goriiliirler [8-10].

Kiiciik olduklart icin molekiiler hareketlerle yerlerinde titresirler. Buna Braun
hareket denir. Organizmadan yeni ayrilan S tipi kolonilerde ince bir kapsiiliin
bulundugu saptanir. Pasajlarda ve R koloni sekillerinde bu kapsiil yapis1 kaybolur

[11-16].

Endospor ve flagella olusturmazlar [8, 9, 17]. Aside dayanikli degildirler. Ancak asit
ve alkali ortamda bazik fuksin ile boyanirlar [9, 18, 19].

Brucella tiirleri 20—40 °C’de iireyebilmekle birlikte, en uygun iireme sicakliklar1 37
°C’ dir. Brucella’larin tiremeleri i¢in optimum pH degeri 6,6- 7,4 ‘diir. Maksimum
pH 8,7, minimum pH ise 5,8 dir [20, 21].

Brucella tiirleri son yillarda yapilan caligmalar neticesinde Proteobacteria aleminde,
Rhodospirilla sinifinda, Rhizobiales takiminda, Brucellaceae ailesinde yer aldig
diistiniilmektedir. Brucella cinsi i¢inde B.melitensis, B.abortus, B.suis, B.ovis,

B.canis, B.neotome ve B.rangifer olmak lizere yedi tiirii vardir.



Brucella tiirlerinin 6zellikleri aerobik, gram negatif, katalaz pozitif, iire pozitif ve

oksidaz pozitiftir. Mac Conkey Agarda iireme 6zellikleri yoktur [20, 21].

Brucella bakterileri aerobiktir. Ancak B.abortus ve B.ovis ilk izolasyonlar1 i¢in
%5-10 CO,’ li ortama gereksinim duyarlar. Birka¢ pasajdan sonra aerop kosullarda

urerler.

Brucella suslarinda oksidatif aktivitesi degisiklik gosterebilir [8, 9, 20, 22]. Brucella
suslarinda proteolitik etki zayiftir. Siitte hafif alkali reaksiyon olustururlar. Indol
olusturmazlar ve jelatini eritmezler. Nitrat rediiksiyon testi genellikle pozitiftir.
Siilfiir iceren aminoasitlerde H ,S iiretim siiresi ve miktarinda farkliliklar gézlenir.
B.melitensis en az siire yani 1giinde ve en az miktarda, B.abortus orta siire yani 2 giin
ve orta miktarda, B.suis en uzun siire yani 3-5 giin ve en fazla miktarda H ,S

yaparlar [8, 13, 15, 16, 18, 20, 23].

Brucella suslarinin metabolizmalar1 oksitatiftir [8, 9, 20, 22]. Karbonhidratlardan asit
ve gaz yapmamakla birlikte glukozu az miktarda kullanirlar. B.abortus ve B.ovis

biovar 2, 3, 4 suslarinda serum yoklugunda ¢ok zayif iirerler [8, 20].

Brucella tiirlerinin cogunlugu hiicre i¢i parazitidir. Ilk izolasyonlarn da vitamin ve
aminoasitte ihtiya¢ duyarlar. Bazi suslar nitrojen kaynagi iceren ortamlarda da

gelisebilmektedir.

B. abortus’ a ait suglarin gelisimi icin eritrolun bulunmasi zorunludur. B.abortus’ a
ait suslar enerji kaynagi olarak glukozu kullanirlar. Brucella bakterileri gelismis bir
solunum sistemine sahiptirler. Solunum sistemi yapisinda flavoprotein ve
inhibitorlere duyarli sitokrom a; a; b, ¢ ve O bulunur [8, 9, 20, 22]. Brucella

bakterileri ekzotoksin olusturamazlar [9].

Besi yerlerine belli oranlarda bazik fuksin, pironin, metil viyole ve tiyonin gibi
boyalar konulabilir. Bu boyalar karsisinda B.abortus yalniz tiyonin tarafindan inhibe

olur, B.melitensis inhibasyona ugramadan iirer, B.suis tiyonin disindaki diger boyalar



tarafindan inhibe edilir ancak tiyoninden etkilenmeyerek iiremeye devam eder [13,

15, 23, 24].

Brucella tiirleri icin genellikle kat1 besi yerleri tercih edilir. Kat1 besi yerleri koloni

olusumunu sagladig gibi form bozuklugunu da siirlar [8, 9].

Periton, kan ve pleura bosluklarindaki sivi materyalin kiiltiirii i¢in sivi besi yeri
kullanilir. Brucella tiirleri besi yerlerinde yavas iirerler, tiremeleri giicliik gosterir.
Uremeleri icin serum ve kan ile zenginlestirilmis peptonlu ortam kullanilabilir.
Ozellikle gliserin, glukoz, serum konmus besi yerleri ve yumurtali besi yerin de
tirerler. Brucella agar, karaciger infiizyon agar, serum dekstroz agar, albumin agar,
beyin-kalp infiizyon besi yeri, tryptose soy agar, potato infiizyon agar ve tryptose
agar uretilmeleri i¢in kullanilabilecek besi yerleridir. Besi yerlerine nikotinik asit,
biotin, aminoasitler, tiamin, magnezyum, eritritol ve pantotenik asit eklenmesi

tiremeyi olumlu yonde etkiler [11, 13, 15, 16, 23, 25].

Kat1 besi yerinde 37 °C’de 2 giinliik gelismeden sonra Brucella suslar1 0,5-10 mm
biiyiikliigiinde smooth koloniler olusturur. Smooth koloniler S tipinde, yuvarlak,
diizgiin kenarli, kabarik, agik sar1 ve 1sik altinda parlayan bir ylizeye sahiptir.
Yaklasik 2—4 giin icerisinde iirerler. Ureyenlerden yapilan pasajlar sonunda R
formunda rough koloniler olusur. Rough koloniler graniillii, mat ve daha biiyiik
captadir. Ac¢ikladigimiz bu iki S (smooth) ve R (rough)formlarindan baska, mukoid
(M) ve intermedier (I) 6zellik gosteren koloni cesitleri de vardir.Ayrica Brucella
tiirlerinin kimyasal maddelerden ve antibiyotiklerden etkilenmeleriyle L. formlarida

olusur [11, 13, 15, 23, 25].

Brucella tiirlerinin identifikasyonlarinda; H ,S olusumu, Basic fuchsin’li ve
Thionin’li besi yerlerinde iireyebilme Ozellikleri, iireaz pozitifligi, boya duyarhiligi,
tiremede CO; ihtiyac1 ve monospesifik antiserumlarla aglutinasyon ozelliklerinden
yararlanilir. Ayrica Weybridge (Wb), Tbilisi (Tb), Berkeley (Bk2) ve Firenze (Fi)

fajlarindan yaralanilarak duyarhiliklarina gore tiplendirilir [20, 26 ].



Identifikasyonda ilk olarak Kkiiltiir, metobolik, serolojik ve morfolojik ozellikler
incelenir. Ardindan identifikasyonu dogrulamak amaciyla; fenol-asetik asit-suda
cOziinen proteinlerin elektroforetik ayrim patternleri, DNA niikleotid dizisi, DNA
plirin-pirimidin baz igerigi, sitokrom a ve ¢ bandlarinin absorbsiyonu ve Brucella
referans suslariyla ortak intraselliiler antijenlerin varliginin gosterilmesiyle

olmaktadir (Cizelge 1.1) [16, 27, 28].

Brucella hiicre duvari lipopolisakkarit-protein tabakasi ile sarilmis vaziyettedir.
Polisakkarit zincirleri aciktadir. Lipit bilesikleri peptidoglikan tabakasina yakindir [8,
9, 108].
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Hiicre membran1 genel lipoprotein membran icindedir. Vakuoller ve polisakkarit
graniiller sitoplazma i¢inde dagmik bir konumdadir. Sitoplazmanin osmiofobik

bolgesindeki osmofilik flamentler arasinda niikleoproteinler yer alir [8, 9, 20, 29].

Brucella bakterilerinin hiicre duvarlart muromik asit, mukopeptid, alanin, glutomik
asit, glikosamin ve O-diaminopimelik igceren bir peptidoglikandir. Brucella dis
membrani fosfotidilethanolamine ‘e gore fosfotidilkolin yoniiyle daha zengindir. Bu
sayede LPS ile birlikte antibiyotiklere baglanir. Polimixin B ‘ye direncin bu sekilde
oldugu diistiniilmektedir [20, 30, 31].

Brucella bakterileri; ultrasonikasyon, fiziksel yontemler ve dondurup ¢6zme
yontemleriyle parcalanirsa konvansiyonel immiin elektroforezde hiperimmiin
serumlara kars1 20 antijen eriyebilen 6zellikte elde edilir. Bircok Brucella antijeninin
tim suslarda ortak olarak bulundugu, ancak somatik LPS antijenlerinin smooth ve
non smooth sujlar arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigi, dis membran proteinlerinin
(OMP) ise, farkl tiirlerde degisik yapilarda oldugu belirlenmistir. Brucella suslarinda
bulunan en onemli antijenler; S ve R lipopolisakkarit kompleksleri, nativ hapten
polisakkarit ve B polisakkarit ve en az 20 kadar protein ve glikoprotein antijenlerini
icermektedir. LPS antijenleri hiicre yiizeyinde, protein antijenleri hiicre i¢inde yer

alirlar [20, 32].

S kolonilerinin R koloni haline ge¢mesi durumunda antijenik yapilarinda
degisiklikler gozlenir. R kolonileri antijenik bir yapida degildir. Brucelloz geciren
organizmalarin yapisinda ¢ok sayida antikor cesitleri gozlenmistir. Ayrica Coombs

testle aciga cikarilabilen bloke edici antikorlarda mevcuttur [20, 33].

Brucella tiirleri antijenik olarak ortak komponentlere sahiptir. Bu ortak antijenik
faktorler degisik Brucella suglar1 arasinda farklidir. Brucella’larda yiizeysel olarak
yerlesen 2 antijenin (A ve M) oranmin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir.
B.melitensis’te bu oran A/M 1/20, B.abortus’ ta bu oran A/M 20/1 ve B.suis’te ise bu
oran yine A/M 20/1 olarak tespit edilmistir.



B.melitensis de M antijeni fazla oranda bulunmaktadir. B.abortus ve B.suis de A
antijeni M antijeni ile aym1 oranda olmasma ragmen M antijeni diisiik diizeyde

bulunur [20, 30, 34, 35].

S Brucella LPS’leri sicak fenol-su metoduyla fenol fazinda ekstre edilerek
ayristirllabilir. R Brucella LPS’leri ise sicak fenol-su yonteminde su fazinda

bulunmaktadir [20].

Brucella’ya maruz kalmis derin kontaminasyonunu engellemede iodoforlar, etanol,

sulandirilmis hipoklorid ve isopropil etkilidir [20, 33].

Brucella tiirlerinin yapisinda plazmid bulunmamaktadir. Kromozomal genler

sayesinde patojenite belirlenmektedir [8, 20].

Brucella tiirleri yiiksek derecede birbirine yakinlik gosterir ve tiirler arasinda cok az
farkliliklar mevcuttur. DNA kompozisyonunun agirhgr %56-58 G+C arasinda
seyreder [20, 33].

DNA-DNA hibridizasyon calismalari ile biitiin suslar arasinda %96 + 4 DNA iliski
gosterilmigtir. Biitiin suglar DNA’lar1 kullanilan teknikler neticesinde tam bir

homologdur [30, 36-39].

Brucella tiirlerinin diger bakteri gruplar ile olan akrabaliklar1 DNA-ribozomal RNA
hibridizasyon calismalar1 yapilarak tanimlanmistir. DNA homoloji c¢alismalari
sonucunda Brucella genusunun iiyeleri ile guanin ve sitozin sahip diger
mikroorganizmalar ve fenotipik olarak benzer tiirler arasinda homoloji gostermedigi
saptanmustir. Son yillarda faj izolatlarinin ¢ogunlugu elde edilmistir. Sonradan dogal
S Brucella tiirleri litik 6zellige sahip olmuslardir. Non smooth Brucella suslarinin
litik bir faj susu bulunmamaktadir. Son zamanlarda yapilan caligmalar neticesinde
Brucella kiiltiirlerinin R ve S suslari i¢in litik fajlarin biiyiik bir kismu farkli konakei

suglarindaki fajlardan pasajlar neticesinde elde edilmistir [8, 20].



Brucella kiiltiirlerin 6zelliklerinde genetik olarak belirlenmis cesitleri sik olarak
goriilebilmektedir. Bu cesitlilikler, CO, ihtiyacinin kaybi, S koloni formundan R
koloni formuna kadar olan degismeler, fajlar tarafindan lizise bagh
duyarhliklarindaki degismeler, H,S yapiminin kaybi ve antibiyotiklere ve boyalara

gore direnglerini kapsamaktadir [15, 16, 20, 28, 40, 41].

Brucella’lar dezenfektan ve 1siya karst dayaniksizdirlar ayrica antibiyotiklere
duyarhdirlar. Karanlik yerlerde, uterus akintilarinda ve siitte uzun siire yasayabilirler.
Pastorizasyon 1sisinda 15 dakikada oliirler. 60 °C’de 10 dakika canli kalirlar. Suda 35
giin, toprakta 70 giin yasarlar. Buzlukta 3-6 ay arasinda canli kalirlar. Etkenler % 0,1
siiblimede birkac¢ dakika, % 2 formalinde 15 dakikada ve % 0,1 lizol icinde yine 15
dakikada oliirler, siitte haftalarca, Beyaz peynirde 2,5-3 ay, tereyaginda 4 ay,
sogutulmus etlerde 14 giin, idrarda 30 giin, fotusda 75 giin, enfekte ¢ig siitten
yapilmis dondurmada 30 giin, % 10 tuz iceren salamura peynirde 45 giin, % 17 tuz
iceren salamura peynirde 1 ay, nemli toprakta 60 giin, musluk suyunda 4-8 °C’de

birka¢ ay ve donmusg doku ve ortamlarda birkag yil yasarlar [3, 8, 20, 30, 42, 43].

Diinya genelinde halk saglig1 acisindan en 6nemli zoonozlardan biri Brucelloz’ dur.
Bu hastalik her yil binlerce insanin saghgini etkileyerek, is giicii kaybina ve fizik
yetersizligine sebep olur. Hayvanlarda ise hastalik yavru atmaya, infertiliteye, genital
organ enfeksiyonlarina ve siit veriminin azalmasina neden olarak biiyiik bir

ekonomik kayba yol agar [20, 33].

Brucelloz primer olarak bir hayvan hastalifidir ve insanda bu hastalik enfekte
hayvanlarda dogrudan ya da dolayli olarak temas ile ortaya cikar. Insanda
Brucelloz’un epidemiyolojisi, infeksiyonun hayvanlarda yayilist ile dogrudan
orantihidir. Insan infeksiyonu baslica olarak direkt temasla, solunum yoluyla ve
sindirim yoluyla alirlar. Sindirim yoluyla infeksiyon olusumundan, infekte siit ve siit
riinleri tutulmaktadir. Brucelloz goriilmesi hayvanlarin hareketleri ve hayvanlarin
dogum donemleriyle birebir iligkilidir. Brucella spp’ler meme, uterus ve gebe

hayvanlarin buzagilarinda yiiksek diizeyde bulunurlar. Brucella infeksiyonlari
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mevsimsel degisiklikler gosterirler. Sonbahar ve kis aylarinda daha seyrek

goriiliirken, ilkbahar ve yaz aylarinda daha sik goriiliirler [44, 45].

Insan Brucellozuna neden olan dort tiirii vardir. Bunlar B.melitensis, B.abortus,
B. suis ve B.canis’ dir. B.abortus en ¢ok sigir, sonra domuz, ke¢i ve koyunlarda,
B. melitensis en ¢ok keci, koyun ve sonra sigir ve domuzlarda, B.suis’ in ise daha ¢cok
domuz ve sonra si8ir ve at gibi hayvanlarda enfeksiyon yaptiklar1 bilinmektedir [13,

16, 27, 46].

Brucella tiirleri icinde B.abortus enfeksiyonlarit biiylikbas hayvancilikla iligkili
olmasi nedeniyle hemen hemen diinyanin her yerinde goriilmektedir. B.melitensis
enfeksiyonlar1 kiiciikbas hayvanciligin yaygin olarak yapildigi Asya ve Akdeniz
iilkelerinde goriilmektedir. B.suis ABD, Rusya ve Latin Amerika’da, B.canis ise
Amerika, Avrupa’da ve Uzak Dogu’da az sayida vakada goriildiigii rapor edilmistir.
[20, 47].

Brucella tiirleri icinde B.abortus, daha genis cografik bolgede enfeksiyonlara sebep
oldugu halde; B.melitensis insan Brucellozun en onemli sebebidir. Bu konuyla ilgili

cok sayida vaka tespit edilmistir [20].

Brucelloz ile miicadele konusunda diinya genelinde ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak
gelismekte olan iilkelerde B.melitensis’ in sebep oldugu brusellloz halen yaygin bir
sekilde devam etmektedir. Akdeniz iilkelerinde bu infeksiyon bir¢ok hastalik

arasinda en On siralarda yer almaktadir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar sonucunda Brucellozun insanlar ve hayvanlar arasinda
yaygin oldugu bilinmektedir.1970-1980 yillar1 arasinda 909 vaka, 1981-1990 yillar
arasinda 17.920 vaka ve 1991-1995 willar1 arasinda 34.217 vaka bildirilmistir.
TUBITAK’1n 1987 yilinda tamamladif1 projesinde toplumun gesitli kesimlerinde
alian toplam 70.009 6rnek incelenmis, normal popiilasyon da Brucella seropozitiflik
orant % 1,8 bulunmustur. Bu oran risk gruplarinda % 6’ ya yiikselmektedir.

Ulkemizde vakalarin cogu B.melitensis’ e baglhdir.
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Brucelloz insanlarda her yas ve cinste goriilmektedir. Ozellikle hayvanlarda siirekli
temas icerisinde olan gruplarda Brucelloz hastaligina daha sik rastlanilmaktadir.
Brucelloza yakalanma acisinda riskli meslek gruplar1 hayvan yetistiricileri, veteriner
hekimler, mezbaha iscileri, et sanayisinde calisanlar ve arastirma laboratuarinda

calisan elemanlardir [6, 15, 48, 49]. Brucella spp. 4 farkl1 yolla bulasir;

Solunum yolu ile bulagma: Enfekte aerosollerin solunum yoluyla alinmasi sonucu
bulasma goriilebilir. Genellikle laboratuar ¢alisanlar1 arasinda goriilen en yaygin
bulagsma yoludur. Ayrica hayvan bakicilari, ¢iftciler, cobanlar, kasaplar ve veteriner

hekimlerde de solunum yoluyla bulasma tehlikesi vardir [1, 12, 20].

Solunum yoluyla alinan minimum infektif doz B.abortus ve B.suis igin 100

mikroorganizmadan daha azdir, B.melitensis i¢in 1300 mikroorganizmadir [50].

Konjunktiva yolu ile bulagma: Canli Brucella asisinin kazayla konjunktivaya
sigramast veya enfekte sivilarin ve kanlarin konjunktiva sonucu ile bulagsma

gozlenebilir [15, 20, 51].

Sindirim yolu ile bulasma: Taze ve pastorize edilmemis siit ve siit iirlinlerinin
tilketilmesi, et ve karaciger gibi hayvansal gidalarin ¢ig yada az pismis olarak

tilkketilmesi ile enfeksiyon oral yol ile bulasabilir [15, 16, 20, 27].

B.melitensis ‘in oral yolla etki gosterdigi infektif dozu yaklasik olarak 5x10°
mikroorganizma, B.suis ve B.abortus icin bu degerler yaklasik olarak 10°- 10 7

mikroorganizmadir [50].

Cilt ve mukoza yolu ile bulasma: Enfekte hayvanin idrar gibi salgilari, genital
akintilar1 ve diisilk materyalinin hasarli cilt ve mukoza ile temasi1 ile bulasma

gozlenebilir [15, 16, 20].

Brucella’lar fakiiltatif intraselliiler patojenlerdir. Fagositik hiicreler icinde canhi

kalabilir ve cogalmaya devam edebilirler. Brucella suslarinin hiicre i¢inde yasama
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mekanizmalar1 ¢ok ilgi ¢ekicidir. Lipopolisakkaritler hiicrede 6zel fagositik etki ile
parazit haline doniistiiriiliir ve hiicre i¢cinde oksidatif yasamay1 Onleyen bir faktor
gorevi gorilir. Yapilan sonraki c¢alismalar neticesinde diisiik molekiiler agirlikli
birlesenlerin bu tarz etkileri olabildigi goriilmiistiir. Ayrica B.abortus ile iliskili
olarak da adenin ve guanin monofosfatin buna dahil edildigi kamtlanmistir, yiikksek
molekiiler agirlikli birlesenlerin hiicre i¢i yasam siirdiiriip siirdiirmedigi ise daha

kanitlanmamustir [8, 18, 19].

Smooth tarzda ki kolonilerden elde edilen LPS antijenleri Brucella i¢in virulans
faktorleri olarak onemli rol oynamaktadir [8, 18, 19].Yani Brucellanin major virulan
etkisi azdir ve insan serumu ile Oldiiriilmeye daha hassastir. Sigirlarda etkenin
uterusa yerlesmesinde fotal dokularca eritritolin etkisi fazladir. Eritritol bir
karbonhidrattir. Diger hayvanlarda bu substratin sentezi olduk¢a azdir. Genel olarak
B.canis ve B.abortus’a gore insanlar i¢cin B.melitensis ve B.suis daha virulandir [16,

52].

Brucelloz etkenleri konakc¢iya girdiklerinde fagosite edilmelerine ragmen hiicre
icinde canliliklarimi siirdiiriirler. Hiicrelerin hiicre i¢i myeloperoksidaz peroksit

savunma mekanizmasini inaktive ederler [8, 19, 47].

Mikroorganizmalar viicuda girdikten sonra kan dolasimi yoluyla lenf yumrularina
tasinirlar.  Brucella tiirleri  toksin iiretmezler. Hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkaritlerle enfeksiyonlarin patoloji ve septomlarina katkida bulunurlar.
Humoral antikorlar iiretilir. Ancak hiicresel bagisiklik savunma mekanizmalar1 hiicre
ici etkene gereksinim duyar. Hastalifin gelisimi enfeksiyonu olusturan
mikroorganizma tiirlerine, konak¢i bagisiklik durumuna ve baska hastaliklarin

konakg¢ida bulunup bulunmamasi gibi bircok etmene baghdir [12, 19, 47].

Brucella enfeksiyonunda yaklasik ii¢ hafta inkiibasyon siirecinden sonra, septomlar
aniden veya sonrasinda ortaya c¢ikabilir. Bazen bu siire¢ bir haftadan ii¢ aya kadar
siirebilir. Brucelloz hastaligim1 klinik belirtileri diger enfeksiyonlara benzemesi

yoniinden teshisi zordur. Genelde ates, titreme, gece terlemesi, halsizlik, yorgunluk,
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kas ve eklem agrilar1 ve siddetli bas agris1 gibi septomlar gozlenir. Ayrica dalak,
karaciger biiylimesi ve lenfaderopati de gozlenebilir. Brucella enfeksiyonlarinin
septomlar1 kronik seyirli ya da uzun bir siirecte artan ve azalan bir seyir izler. Akut
ve kronik Brucelloz komplikasyonlar1 hastalarin bazilarinda bir¢ok organ sistemini

etkiler [8, 9].

Kardiyovaskiiler sistemde; bakteriyel emboli, endokarditis, Deri sisteminde; kronik
irtikerler, lekeler, Merkezi sinir sisteminde; beyin apseleri, Iskelet sisteminde;
spondilitis, artritis, osteomyelitis, Genito-iiriner sistemde; graniilomat6z, Akcigere ait
sistemde; etkenlerin viicuda alinmasindan sonra kemik iligi, dalak ve lenf
nodiillerinde de yayillma gostererek anemi, trombositopeni ve leukopeni

olusturabilirler [53].

Sigirlar da goriilen baslica klinik bulgular ise kisirlik, yavru atma, mastitis ve
orsitistir [9, 19]. Gebe hayvanlarda Brucella spp’ler plesanta da korioallontoik

membrana yerleserek abortlara sebep olur.

Brucelloz hastaligin kulucka siiresi 620 giin arasindadir. Hastaligin inkiibasyon
siiresi mikroorganizmanin virulansina, giris yoluna ve mikroorganizma sayisina gore
degisiklik gosterir. B.canis ve B.abortus ile olusan enfeksiyonlarda klinik tablo daha
hafif olup ciddi komplikasyonlar daha az gozlenir. B.melitensis ile olan
enfeksiyonlarda kroniklesme cok daha yiiksektir. Hastaligin birbirinden farkli 4
klinik tablosu vardir [42, 54].

Asemptomatik infeksiyon: Serolojik taramalar neticesinde ortaya cikar. Klinik olarak
belirgin degildir. Subklinik olgularin klinik olgulara oram1 B.abortus’da 8/1 iken,
B.melitensis’de 1/1°in altindadir [42, 54].

Akut infeksiyon: Hastaligin en tipik formudur. En sik rastlanan semptomlar; ates,
titreme, terleme, halsizlik, viicutta yaygin agrilar ve istahsizliktir. Aksam saatlerinde
tisime ve titreme ile birlikte yiliksek ates belirtileri gozlenmeye baslar. Her giin

birkag derece artarak 8-10 giinde 39-40 'C’ ye ulasir. Birkag saat siiren ates sonunda
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sabaha dogru terlemeyle son bulur. Tedavi siirecine baslanmamigssa ates her giin
kademe kademe diiser. Iki hafta sonunda ates normale iner. Hastada gecici bir iyilik
hali gozlenir. 8—10 giin sonra ayni1 belirtiler tekrar gozlenmeye baslar. Hastalik atesli-
ategsiz donemler halinde siirer gider. Yetiskin hastalarin % 80’inde biiyiik
eklemlerde gezici agrilar, bel sirt agris1 sikadyetleri goriilir. Agrilar tedaviye

baslanmazsa siddetlenir [12, 55-57].

Subakut infeksiyon: Semptomlarin baslamasindan itibaren 8 haftaya kadar olan
olgular akut, 8-52 hafta aras1 olgular subakut olarak kabul edilir. Grip oldugu sanilan
bir klinik tablodur. Subakut formda vakalarin % 90’1nda ilk 6 ayda daha ¢ok olmak

tizere, bir yil i¢inde spontan iyilesme gozlenir [54].

Kronik infeksiyon: Brucelloz geciren bazi hastalarda hastaligin semptomlari
baslangicta sinsi olabilir. Akut ve kronik formlart ayirt etmek zorlasir. Sikayetler
teshisten sonra bir yili askin siiredir devam ediyorsa kronik Brucelloz olarak
tanimlanir. Baz1 hastalarda kronik yorgunluk, depresyon ve eklem agrilar1 gozlenir.
Kroniklesme 40 yasin altindakilerde daha sik olup, ¢ocuklarda ¢ok nadirdir [18, 54,
58].

Brucelloz tanisi, klinik ve laboratuar bulgularinin birlikte degerlendirilmesine
dayanir. Brucelloz da klinik bulgulariyla ve otopsi bulgulartyla kesin tani koyulmaz

Kesin tan1 i¢in bakteriyolojik ve serolojik testlere bagvurulur.

Bakteriyoskopi

Kan, irin, uterus akintisi, organ parcalari, plasenta, kotiledon ve fétiis mide icerigi
gibi materyallerden hazirlanan preparatlar Koster ve Ziehl-Noelsan yontemleri ile
boyanarak muayene yapilir. Koster boyama ile boyanan preparatlarda Brucella
bakterileri mavi renk icinde portakal renginde gozlenir. Ziehl-Noelsan ile boyanan
preparatlarda ise; maviye boyanmis doku hiicreleri icinde kirmizi renkte gozlenir.
Brucella etkenlerini tanimada ayrica Stemp ve Gram boyamalarindan faydalanilir

[56, 59- 61]
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Kiiltiir

Brucella’ larin iiretilmesi i¢in kati, sivi ve segici besi yerleri kullanilir. Segici besi
yerlerinin icine etil violet, basitrasin, sikloheksimid, ve polimiksin B gibi cesitli
inhibitorlerin katilmasiyla selektif besi yerleri yapilir. Bu besi yerlerinde bazilari;
Potato agar, Serum Dextrose Agar, Glycerol-dextrose agar ve Farrell’s medium gibi
besi yerleridir. Ekimler ¢ift yapilarak birisi aerop ortamda, digeri %5-10 CO; ‘li
ortamlarda iiretilir. Ureyen koloniler boya testleri, kiiltiirel, morfolojik, biyokimya-
sal, hayvan inokiilasyonu ve serolojik olarak muayene edilerek identifiye edilir [11,

13, 15, 16, 20, 60].

Hayvan Deneyi

Siit ve idrar gibi kontamine materyal kas i¢i veya subkutan yolla ve siipheli kiiltiirler
ve kontaminasyon ihtimali olan marazi maddeler intraperitoneal olarak kobaylara

verilir. Sonuglar bakteriyolojik ve serolojik olarak degerlendirilir.

Serolojik Testler

Brucelloz’un laboratuar tamisinda serolojik testler cok o©nemli bir yer teskil
etmektedir. Bu testler, her hastanin 6zgiill antikor durumunu gostermektedir.
Serolojik testlerden sadece bir tanesi ile tan1 yapmak imkénsiz oldugu icin, en az iki
testin yapilmasi zorunludur. Bakteriyolojik tanida etken izolasyonunun uzun siirmesi
ve kronik olgularda genellikle olumsuz sonuclar alinmasindan dolay1 serolojik testler
daha cok tercih edilmektedir. Bu testlerin duyarlilik oranlart % 65-95 civarindadir

[10, 62]. Serolojik testler;
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Serum Agliitinasyon Testi (SAT) yani (Standart Tiip Agliitinasyon Testi veya Wright
Agliitinasyon Testi)

Brucellozun serolojik olarak tanisinda eskiden beri kullanilan testlerden biridir.
Giintimiizde de halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Testin uygulanmasi olduk¢a
basittir. Bu testte; seruma fizyolojik su ile iki kath diliisyon yapilir ve standart
Brucella agliitinasyon antijeni eklenir. 37 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakilir.
Agliitinasyonun tiipiin dibinde toplanmasi ve tiipteki sivinin berrak olmasi testin
pozitif oldugunu gosterir. Bu teste kullanilan antijenler B.abortus 119, B.suis’ in S
formu ve B.melitensis’ in S formudur. Serum Agliitinasyon Testi ile bakterinin
yiizeyinde bulunan antijenlerle ya da yiizeyine yakin bulunan antijenlerle reaksiyona
giren antikorlarin total miktarim olgcer. SAT da; Ig M’ lerin, Ig A ve Ig G; ve Ig G,
‘lerden daha yiiksek reaksiyon verdigi, bu yilizden akut olgularin teshisinde kronik
olgulara gore daha basarili olundugu yapilan calismalarda gozlenmistir. SAT da
stipheli titre goriilen serumlar diger serolojik testlerle de incelenmelidir [13, 16, 23,

52, 63].

Coombs Testi

Agliitinasyon blokajinin ortaya ¢ikmasinda kullanilan en iyi testtir. Agliitinasyon
blokaji; antikorlar antijenlere baglandiklari halde agliitinasyon reaksiyonu
olusturmasini engelleyen bir mekanizmadan kaynaklanmaktadir. Bu teste; SAT’ da
agliitinasyon goriilmeyen tiipler; tuzlu su ile iic kez yikanip yeniden siispansiyon
yapildiktan sonra her tiipe birer damla Coombs serumu damlatilir. 37 °C’ de 24 saat
bekletilir. Sonra sonuclar degerlendirilir. Coombs testi; 6zellikle negatif sonug¢ alinan
ve diisiik titrede antikor iceren kronik olgularin belirlenmesinde onemlidir [12, 13,

16, 20, 23, 24, 48, 52, 64].

Merkaptoetanol (ME) veya Rivanol Testleri

Kronik bir infeksiyonun akut alevlenmesinden siiphe duyuluyorsa bu test uygulanir.

Bu hastaligin aktif olarak siirdiigiinii gosteren Ig G antikorlarin varligini belirlemek
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gerekir. Bu amacla total titrenin Ig M’ ye ait kismi i¢in Merkaptoetanol veya Rivanol
kullanarak Ig M’ deki disiilfit baglart koparilir ve parcalanir sonrasinda yiiksek
titrede Ig G saptanirsa alevlenme tanisi konabilir. Test bir hafta sonra uygulandiginda

titre artmuis ise tani kesinlesir [13, 23, 51, 63].

Mikroagliitinasyon Testi

Wright agliitinasyon testinin alternatifidir. Daha az antijen gerektiren ve daha kisa

inkiibasyon zamanina ihtiyag olan testidir [63, 65].

Rose Bengal Plate Testi (RBPT)

Ekonomik olmas1 ve kisa siirede sonu¢ vermesi nedeniyle hem laboratuarda ve hem
de tarama testi olarak sahada siklikla kullamilmaktadir. B.abortus S99 susundan
hazirlanan ve Rose Bengal boyasi ile boyanan, yogun Brucella antijeni kullanilarak
yapilan, tek sulandirmali bir lam agliitinasyon testidir. Antijenin asidik pH derecesi
3,65 olup bu pH serumdaki Ig M aktivitesini engelleyerek Ig G’ lerin reaksiyona
katilmalarina yardimci olur ve nonspesifik aglutininlerin etkinligine engel olur [66-
68]. Lam iizerine 0,03 ml antijen ve {izerine ayn1 miktar serum damlatilir ve 4 dakika

karistirilir ve agliitinasyon olup olmadigi gozlenir.

Lam Agliitinasyon Testi

Cam {izerinde serumla yapilan ¢abuk agliitinasyon testidir. Bu testin ozgiilliigii ve

duyarhilig1 cevresel faktorlerden etkilenmesi nedeniyle pek tercih edilmez [15, 25,

63, 69].

Spot testi

Bu testte tam kan kullanilir. Bir damla kan iizerine Brucella bakteri siispansiyonu

damlatilir ve agliitinasyon gozlenir.
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Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

Siit ve iiriinlerinde Brucella tiirlerinin saptanmasi i¢in gelistirilmistir [15, 24, 28, 67,

69-71].

Klinik rolii heniiz tam olarak ortaya ¢ikmamistir. Brucelloz tanisinda niiks olgularin

degerlendirilmesi ve tedavi sonras1 gozlem acisindan onemlidir.

Radioimmunoassay (RIA) Testi

Cok duyarl bir testtir. Kronik ve akut olgular1 ayirt eder. Immiinoglobulin gruplarini

belirleyebilme 6zelligine sahiptir [72, 73].

Kompleman Fiksasyon Testi

Coombs testi kadar duyarh bir testtir. Ig G ve Ig M antikorlar1 gorev alir. CFT 60 °
C’ de inaktivasyon esasina dayanir. Ig M’ ler 60° C’ de kismen inaktif olur. Bu

yiizden Ig G’ leri daha iyi 6lger [13, 20, 23, 63].

Milk Ring Testi (MRT)

Siitte Brucelloz teshisinde Onemli bir testtir. Genellikle hayvancilikla ugrasan
bolgelerde bakteriyel kiiltiir metotlariyla birlikte uzun yillar kullanilmistir. MRT ‘de
diger serolojik testlerde kullanilan antikorlar kullanilmaz. Ig A antikorlari MRT

olusumunda daha aktiftir [74].

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Antijen ve antikor belirlenmesini saglayan bir yontemdir. Bu testin ana prensibi;

antijen- antikor kompleksine, enzim ile isaretli konjugat baglanmasina ve substratin

eklenmesine ve renk olusumuna sebep olur [71].
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Bu amacla; genellikle 96 cukurlu Polyesteryn mikropleytlere antijen pasif bicimde
adsorbe olur [1, 36, 61, 76, 84]. Ayrica nitroseliiloz pleytler, naylon boncuklar ve
polyethylene pleytlerde kullanilabilir [75].

Antijen olarak Brucella’nin tiim hiicreleri, dis membran proteinleri, smooth LPS,

nativ hapten polisakkariti ve sitoplazmik proteinleri kullanilmistir [63, 77, 79- 82].

Mikropleytlere adsorbe olan antijenlerin iizerine antikor ilave edilir. Antikor
antijenlerle birlesir. Yikama islemi yapildigi halde antijen ile birlesen antikor
ortamdan ayrilmaz. Serum komponentlerinden antijenlerle birlesmeyenler yikama ile
uzaklagirlar. Ortamda antikorun varligi konjugat kullanilmasiyla anlasilir. Eger
antikor ortamda varsa, konjugat antijen antikor kompleksi ile birlesir. Konjugat
olarak alkalin fosfataz, horse redish peroksidaz ve galaktosidaz enzimleri ile

isaretlenmis olanlar kullanilir [83, 84].

Olusan antikor, antijen ve konjugat kompleksine substrat eklenir. Substrat olarak
ortofenil-diamin  (OPD), 2,2-azino-3-etil bentiozalin  6-siilfonat (ABTS),
5-aminosalisalik asit, P-nitrofenil kullanilmaktadir [2, 38, 70, 86-88, 102]. Substratin
enzim ile yapacag reaksiyon sonucunda meydana gelen renk gozle ya da mikroplate

okuyucunda okunarak degerlendirme yapilir.

Brucelloz teshisinde ELISA yontemi siklikla kullanilmaktadir. Serum ve siitte
indirekt antikor aranmasi sigir Brucelloz teshisinde yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir [4, 35, 62, 64, 83, 89].

Alerji Testleri

Bakteri niikleoproteinlerinden hazirlanan ¢ Brucellargen’ kiiltiir filtratlarindan
hazirlanan Abortin ve Mellitin de cilt testinde antijen olarak kullanilir. Bugiin
kullanilan iki alerjen vardir. Bunlar lipopolisakkarid’ siz protein (Brucellin- INRA)

ve F fraksiyonudur. Ama giivenilir bir test degildir.
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Brucelloz hastaliginin tedavisi destek ve 0zgiil olmak iizere iki sekildedir. Destek
tedavide; hasta her tirli gida ile beslenebilmektedir. Ancak hastaligin ilk yedi
giiniinde yatak istirahat1 yapmasi gerekir. Ozgiil tedavide ise; antimikrobik tedaviye
basvurulur. Antimikrobik tedavi semptomlar1 hafifletir ve hastaligin seyrini kisaltir

[90].

Brucella bakterilerine in-vitro etkili antibiyotikler beta-laktamlar, tetrasiklinler,
eritromisin, aminoglukozidler, trimetoprim, sulfametoksazol, kloromfenikol,
rifampin ve bazi fluorokinolonlar’ dir. Brucelloz tedavisinde kullanilan antibiyotikler
mutlaka makrofajlarin i¢ine girebilmeli ve bakterisid etkili olmalidir. Brucelloz
hastaliginin tedavisinde kombine antimikrobiyal kullanimi1 gereklidir. Kombinasyon

tedavisi her zaman daha iistiindiir. Monoterapide relaps oranlari ¢ok yiiksektir.

Diinya Saglik Orgiitii 1981 yilinda Brucelloz  tedavisi igin  streptomisin  ve
tetrasiklin kombinasyonunu tedavi protokolii olarak belirlemislerdir. Buna gore;
streptomisin 1g/giin intramuskiiler tek doz 21 giin ve tetrasiklin 2g/giin oral (giinde 4

kez 500mg) olacak sekilde planlamistir [90].

Diinya Saglik Orgiiti 1986 yilinda tedavi protokoliinde degisiklik yapmustir.
Rifampisin ve doksisiklin kombinasyonunu o6nermislerdir. Rifampisin yerine
streptomisin de kullanilabilir. Bu tedavi protokoliine gore ise; rifampisin sabah ag
olarak 600-900 mg/giin ve doksisiklin ise 200mg/giin tok karnina kombine olarak 6
hafta siireyle kullanilir [90].

Brucelloz, insanlara ¢ogunlukla siit, siit iinleri ve kontamine etlerin tiiketilmesi
sonucu sindirim yoluyla gecmektedir. Tiirkiye’de Ozellikle kirsal kesimlerde ¢ig
siitten yapilan peynir, krema ve tereyagi onemli infeksiyon kaynagidir. Kasaplardaki
etler kontamine olsa bile Brucella infeksiyonu olusum riski cok azdir. Ciinkii etler
pisirilirken 1sisal isleme maruz kalir. Siit tiriinlerinden biri olan yogurt tiiketimine

bagli bir Brucella infeksiyonu gézlenmez [48].
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Giibre olarak infekte hayvan digkis1 kullanilirsa, sebzelerin kontamine olup

bulasmada rol oynayabilecegi bildirilmistir [27].

14 Subat 2000 tarihli, 23964 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida
Kondeksi Cig Siit ve Isil Islemi Gormiis Icme Siitleri Tebligi'ne gore; Cig siitiin
tereyagl, krema ve krem santi gibi siit iirlinlerine islenmeden 6nce daha uzun siire
saklanabilmesini saglamak ve siitteki mikroorganizma sayisini azaltmak amaciyla 57
°C ile 68 °C arasinda en az 15 saniye siire ile 1s1t1ld1g1, boyle siitlerin alkali fosfataz
testinde pozitif reaksiyon gosterdigi; siitteki patojen mikroorganizmalarin vejetatif
formlarin tamaminin, diger mikroorganizmalarin biiyiik bir kisminin sayisini
indirmek amaciyla pastorizasyon isleminin; tiim mikroorganizmalar ve sporlarini yok
etmek amaciyla sterilizasyon isleminin yapilmasi gerektigi; Brucelloz tespit edilmis
hayvanlarla birlikte aym siirede bulunan saglikli hayvanlardan elde edilen siitiin,
ancak 1s1 isleminden sonra siit ve siit {iriinleri iiretiminde kullanilabilecegi ifade
edilmistir [91]. Ulkemizde ve diinyada bu konu ile ilgili yapilan arastirmalardan

baslicalar1 asagida 6zetlenmistir.

Carsson ve ark. (1976), ELISA’nin sensitifligi i¢in yaptiklar1 caligsmalarinda,
ELISA’nin SAT a gore 10 ile 100 kat daha sensitif oldugunu bildirmislerdir [37].

Thoen ve ark. (1979), Brucella Soluble Antijeni’ni kullandiklar1 ¢alismada, dogal
olarak enfekte 16 inek ve enfekte olmayan 11 inegin siitlerini, deneysel olarak
enfekte edilen inek siitleri ile karsilastirmislar ve test sonucunda, ELISA ile Brucella
antikorlarim1 ortaya koymuslar ve ELISA’ nin daha sensitif oldugunu ancak bazi

gelismelere ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir [92].

Heck ve ark.(1982), asili ve asisiz toplam 4551 serum Orneginde B.abortus
antikorlarini arastirmis, bu amagla ornekleri, SAT, CFT, Rivanol ve ELISA ile
incelemis, ELISA testinin daha hassas oldugunu ve SAT’ 1n diger klasik testlerle
paralel calistigini bildirmistir [93].
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Abbasoglu (1988), Ankara’nin farkli semtlerinde satilan 32 adet c¢ig siit ve 100 adet
poset siit ve pastorize siit Orneklerini, Brucella antikorlart1 yoniinden MRT ile
arastirmistir. 32 adet ¢ig siit 6rneginden 1’inde Brucella antikoru saptanmistir ancak

100 adet pastorize ve poset siit 6rneklerinde Brucella antikorlar1 saptanmamustir [94].

Kerkhofs ve ark. (1990), siitte Ig G, , Ig G, ve Ig A antikorlarini, MRT ve ELISA
yontemleriyle analiz etmislerdir. Arastirma soncunda MRT ile % 58, ELISA ile Ig
G icin %92,8 pozitif sonug elde edilmistir [89].

Yildirict ve Nazli (1991), istanbul bolgesinde 50 adet degisik tulum peyniri
numunesi B.melitensis’ in mevcudiyeti yoOniinden analiz yapilmistir ayrica
B.melitensis ilave edilen koyun ve inek siitleri ile deneysel tulum peyniri numuneleri
hazirlanmistir. Brucella grubu mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in temel besi yeri
olarak Tripticase Soy Agar kullanilmistir ve besi yerine selektivite kazandirmak icin
antibiyotik ayrica %5 serum dekstrose ve at serumu ilave edilmistir. Calisma
sonunda piyasada satisa sunulan 50 adet tulum peyniri numunesinde Brucelloz
etkenleri izole edilmemistir. Ancak enfekte edilmis siitlerle yapilan peynir
orneklerinde olgunlasmanin 30.giiniine kadar B.melitensis izole etmislerdir. Calisma
neticesinde peynirin tuz orani, olgunlasma siiresi, rutubet orani, pH degeri, depolama

sicakligr ve su aktivitesinin etkili olabilecegi sonucuna varilmistir [95].

Sancak ve ark. (1993), Van ili 1992 yil1 Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda 40 adet
taze otlu peynir numunesi Brucelloz riski yoniinden incelenmistir. Peynir 6rnekleri
Farrel buyyon’ lu besi yerine ekim yapilarak %10 CO, ortamda 37 ° C ‘de 5 giin
inkiibe edilmistir. Sonra Farrel agarda %10 CO; ‘li ortamda 37 ° C’ de 3-5 giin siire
ile inkiibasyona birakilmistir. Orneklerden 7 tanesinde Brucella tiirleri izole
edilmistir ve 6’s1 B.melitensis, 1’1 ise B.abortus olarak identifiye edilmistir. Ayrica
bu ¢alismada ¢ig siitlerden yapilan otlu peynirlerde brucella bakterileri 40 giine kadar

canliligim siirdiirdiigii belirlenmistir [57].
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Romero ve ark.(1995), ciftlik hayvanlarindan toplanan siit 6rneklerinde yapilan PCR
ve ELISA testleri neticesinde 56 adet siit ornegi Brucella spp. yoniinden pozitif

bulunmustur [96].

Giilliice ve Leloglu (1996), tarafindan yapilan c¢alismada Kars ve cevresinde
infeksiyon oldugu bilinen 22 yerlesim yerinden, infekte ve asisiz 712 adet siit 6rnegi
alinmistir ve antikorlar MRT ve ELISA ile saptanmistir. Siit 6rneklerinde, ELISA ile
467 (9%65,59), MRT ile 401 (%56,32)’inin pozitif oldugu bilinmistir.

Nielsen ve ark.(1996), Kanada’daki enfekte olmamuis siiriilerden saglamis olduklari
6232 adet siit 6rnegi ile Arjantin ve Sili’deki enfekte olmus siiriilerden sagladiklar
202 adet siit ornegi tizerinde ELISA ile yapmis olduklar1 incelemeler sonucunda,
Sili’de ki enfekte siiriilerden elde edilen ornekler icin % 95°lik giiven sinirt icinde
calisildiginda sensivitenin % 95,2 oldugunu, Arjantin’deki siiriilerden saglanan
ornekler icin ise, aym giiven sinir1 i¢indeki sensivitenin % 98,7 oldugunu tespit

etmislerdir [97].

Acedo ve ark. (1997), Meksika’da 289 cig siit 6rneginde ve 335 adet Meksika Beyaz
yumusak peynirlerinden Brucella tiirlerini izole etmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada
numuneleri 6n zenginlestirmeye biraktiktan sonra; glyserol ve dextrose ilavesiyle
zenginlestirdikleri kati besi yerlerinde Brucella tiirlerini izole etmislerdir. Cig siit
orneklerinin 7 tanesi, peynir 6rneklerinin 25 tanesini pozitif olarak tespit etmislerdir.
Pozitif orneklerinin 21 adedi B.abortus, 7 adedi B.melitensis olarak belirlemislerdir

[98].

Bercovich ve ark.(1998), yapmis olduklar1t ELISA yontemini, SAT, CFT ve RBPT
ile mukayese etmislerdir. Bu amagla 11.132 adet Brucelloz ihtiva etmeyen koyun
serumu iizerinde yaptiklar1 incelemede, SAT ve diger serolojik testlerin
kombinasyonu kullanildiginda, enfekte hayvanlarin % 75-88’inin Brucella ihtiva
ettigini, ayn1 hayvanlar ELISA incelediklerinde ise bu oranin %97-100 oldugunu
kaydetmislerdir [99].



24

Serpe ve ark. (2000), tarafindan Italya’da 100 adet Ricotta peyniri ve 150 adet
Mozzarella peyniri ile yapilan ¢alismada, geleneksel yontemle ve PCR yontemiyle
tiirlerin  varligi yoniinden calisma yapilmistir. Calismada Brucella tiirleri

saptanamamustir [73].

Kenar ve Altindis (2001), tarafindan, Afyon merkez, Emirdag ve Bolvadin ilgelerine
bagh alt1 farkli kdyde farkh ciftliklerden 120 siit 6rnegi toplanmistir. Bu 6rnekler de
B.abortus antijeni kullanilarak Ring testi ve agliitinasyon testi uygulanmustir.
Emirdag’dan toplanan siit 6rneklerinin 6’sinda (%35,0) pozitif sonu¢ gozlenmistir.
Rose Bengal Testi de yapilmis sonuglar yine pozitif ¢ikmistir. Diger bolgelerde
toplanan 6rneklerde test sonuglar1 negatif ¢ikmistir. Sonug olarak; bu calismada ayni

alanda bulunan hayvanlar arasinda infeksiyonun yaygin oldugu gézlenmistir [ 100].

Tiirtitoglu ve ark. (2001), tarafindan Burdur ve Burdur cevresinde 14 yerlesim
yerinde bulunan koyundan 226 siit ornegi, 101 inekten 404 siit 6rnegi ve Burdur
pazarlarinda 53 koyun peyniri ve 61 inek peynir 6rnegi toplanarak bakteriyolojik ve
serolojik olarak incelenmistir. Orneklerin bakteriyolojik muayenelerinde Brucella
tirleri izole edilememistir. Serolojik testlerden Milk Ring Testi ve siit serumu ile
agliitinasyon testi uygulanmustir. Siit serumu ile aglutinasyon testinin (Whey-AT)
sonucunda inek siit 6rneklerinin 9’unda, koyun siit 6rneklerinin 31’inde pozitiflik
saptanmistir. Serolojik testler sonucunda antikor titrelerine gore Burdur bolgesinde

Brucelloz orani ineklerde % 1, koyunlarda % 3,5 olarak tespit edilmistir [101].

Kalender ve ark. (2001), Elaz1g, Erzincan ve Tunceli illerinden 6rnek olarak 78 tane
taze tulum peyniri numunesi toplamislardir. Bu ¢alismada; besi yeri olarak Brucella
Selektif Agar, Serum Dekstrose Agar ve karaciger infiizyon buyyon kullanarak %10
CO2’li ve aerop ortamda 7—10 giin inkiibasyona birakmuslardir. Orneklerin 16’sinda
Brucella spp. susu izole etmislerdir. Bunlarin 13 tanesini B.meliensis ve 3 tanesini

B.abortus olarak identifiye etmislerdir [113].

Kerkhofs ve ark. (1990), serolojik pozitif test sonuclarinin, MRT ve ELISA ile
degerlendirdiklerinde, pozitif sonu¢ veren Orneklerin MRT % 58’inin, ELISA ile
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%92,8’inin pozitif oldugunu bulmuslar ve ELISA’ nin MRT’ den daha duyarli

oldugu sonucuna vartlmistir [89].

Brucellozun 6nlenmesi evcil hayvanlarda Brucellozun kontrolii ve eradikasyonuna

baghdir.

Halk cig ya da pastorize edilmemis siit ve siit iiriinlerinin tiiketilmemesi konusunda
bilin¢lendirilmelidir. Etlerin, siitlerin ve siit iiriinlerinin pastorize edilmeden ya da
pisirilmeden yenilmemesi, ¢ig siitten yapilan iiriinlerin ise en az iki ay bekletilmesi

uygundur.

Mezbaha is¢ileri, veterinerler, hayvan bakicilari, kasaplar ve laborantlar gibi risk
altinda calisanlarin hayvan artiklar ile temas etmeleri engellenmelidir ve eldiven,

gozliik gibi koruyucu 6nlemler almalidirlar.

Hayvanlar1 Brucellozdan korumak icin as1 uygulamalarina 6nem verilmelidir.
Brucella bakterisi ile enfekte olmamus siit kuzulart B.melitensis Rev 1 susu asisi ile,

siit danalar1 ise B.abortus 19 susu ile asilanir.

Hastaliksiz siiriilere hastaligin bulagsmasini 6nlemek amaciyla siiriiye yeni katilacak
hayvanlarin kontrolleri yapildiktan sonra siiriiye alinmalidir. Siiriide infekte oldugu
saptanan hayvanlar siiriiden uzaklagtirilmalidir. Infekte hayvanlarm buzagilarini
emzirmelerine engel olunmalidir. Hayvanlarda abort durumu s6z konusu olursa
plasenta ve fotiis gibi atiklar uygun bir sekilde imha edilmelidir. Hayvanlarin yasam
alanlar1 ve kullanilan ekipmanlar diizenli araliklarla dezenfekte edilmelidir. Siit ve
siit Uriinleri tireten firmalar hijyen kurallarina dikkat etmelidir ve pastorizasyona

onem vermelidirler.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu aragtirmada; ilk olarak 100 ¢ig siit 6rnegi ve 200 Beyaz peynir 6rnegi olmak
tizere toplam 300 6rnek ELISA yontemiyle Brucella Ig G antikorlar1 yoniinden test
edilmistir. Bu Orneklerin i¢inde 100 siit 6rnegi Ankara ili ve ilcelerindeki sokak
stitciilerinden temin edilmistir. Diger 200 Beyaz peynir Orneginden; 100 tanesi
Ankara’da bulunan degisik market ve semt pazarlarinda satilan peynirlerden temin
edilmistir. Ayrica ¢alismada Ornek ¢esitliligini artirmak i¢in Van ilinden 50 Beyaz
peynir 6rnegi ve Sirnak ilinden de 50 Beyaz peynir 6rnegi olmak iizere 100 6rnek ile

de calisilmstir.

Ayrica bu arastirmada; Brucella bakterilerinin Kefirde canli kalma siiresi de
belirlenmistir. Bu amacla Kefir iiretimi yapilmas: i¢in Refik Saydam Hifzisihha
Merkez Baskanligindan temin edilen Brucella melitensis 16 M (Biyotip 1,
ATCC23456) ve Brucella abortus 544 A (Biyotip 1) sujlart kullanilmastir.

2.1. Siit Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Analize Hazirlanmasi

Ankara ili ve ilgelerindeki sokak siit¢iilerinden toplam 100 adet ¢ig siit ornekleri
100’er ml steril kaplara alinarak laboratuara getirilmistir ve her siit 6rneginde pipet
yardimiyla 2ml steril Eppendorf tiipleri ( Deltalab marka) igerisine alinmistir ve
numaralandirilmistir. ELISA testi yapilincaya kadar derin dondurucuda ( Sanyo

marka) -20 ° C’de saklanmustir [114].

Calisilan 100 adet c¢ig siit ornekleri Ankara ili ve ilcelerindeki sokak siit¢iilerinden
belirtilen oranlarda; Eryaman (n:15), Kazan (10), Keciéren (10), Sincan (5),
Yenikent (10), Ayas (20), Kizilay (6), Cubuk (5), Elmadag (5), Etimesgut (7),

Cankaya (4) ve Bahgelievler (3) olmak {izere analiz i¢in toplanmustir.
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ETIMESGUT
ELMADAG
CUBUK
KIZILAY
AYAS

EMTLER

ORNEK SAYISI

Sekil 2.1.Cig Siit 6rneklerinin toplandig1 Ankara ili semtlerine gére dagilimlari.
2.2. Siit Orneklerinin ELISA Yo6ntemiyle Cahsilmasi

Bu islemde NovaTec Immundiagnostica GmbH marka (Germany) Brucella IgG-
ELISA Kitinin kullanma prosediiriine uyularak sirasiyla asagidaki islemler

yapilmistir.

¢ Epondorflarda muhafaza edilen siit 6rneklerinden 10ul alinarak 100ul sulandirma
tamponuna konulmustur.

e Daha sonra iiretici firmanin onerdigi sekilde ELISA 96 kuyucuklu mikro ELISA
plaginin 5; kuyucugu kor (bos) birakilarak diger kuyucuklara yine kullanma
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prosediiriince uyularak iki negatif, bir pozitif kontrol koyulmustur. Diger
kuyucuklara ise sulandirdigimiz siit 6rneklerinden 100’er pl koyulmustur.

¢ Sonra mikro plagin iizeri kagit parafinle kaplanmistir ve 37 °C’ de 1 saat siireyle
inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyon tamamlandiginda ELISA Yikama Soliisyonun‘dan 300ul kullanilarak
3 kez yikama islemi yapilmistir.

¢ Yikama islemi sonunda mikroplak kurulama kagidi iizerine ters ¢evrilerek fazla
kalan sivinin giderilmesi saglanmistir.

e Daha sonra A; Kuyucugu yani bos kuyucuk hari¢ diger kuyucuklarin iizerine
100ul Brucella antilgG konjugati konulmustur.

e Mikroplagin iizeri tekrar kagit parafinle kaplanmistir.

® Ardindan giines 1s1gindan koruyacak sekilde oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona birakilmustir.

e Daha sonra aym sartlarda ELISA Yikama Soliisyonundan 300ul kullanilarak 3
kez yikama islemi tekrar yapilmistir.

¢ Yikama isleminin bitiminde tiim kuyucuklara 100ul substrat soliisyonu
koyulmustur.

¢ Ardindan karanlikta oda sicakliginda 15 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

e Daha sonra biitiin kuyucuklara 100u1 stop soliisyonu koyulmustur.

e Sonra en gec 30 dakika icerisinde renk degisimi olan kuyucuklar tespit edilmistir
ve bekletilmeden oOl¢iilmiistiir.

e Elxgop (Biotech marka) ELISA okuyucusunda 450/620nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okutulmustur.

Siit 6rneklerinin Optik Dansite degerleri x 10 = [Novatec-Units= NTU] (2.2)
Cut-off

Yukarida goriildiigii gibi NovaTec Immundiagnostica GmbH marka Brucella IgG-
ELISA Kiti kullamlarak ornekler ELISA okuyucusunda NTU biriminde Es.2.2

ornegindeki gibi hesaplanarak yazicidan ¢iktist alinmistir.
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Pozitif (P) ve Negatif (N) kuyucuklarindaki absorbans degerlerine gore belirlenen cut
off degeri esas alinarak sonuglar hesaplanmistir. Cut-off absorbans degerini
hesaplamak icin negatif kontrollerin iki degerinin ortalamasi alinmistir ve bu

ortalama degerine 0,25 eklenerek hesaplanmistir.

1.Negatif Kontrol Degeri: 0,620

2.Negatif Kontrol Degeri: 0,640

1. ve 2. Negatif Kontrol Degerlerinin Ortalamasi: 1,260 / 2= 0,630
Cut-Off Degeri: 0,630 + 0,25= 0,88

Cut-off degerininin % 10’dan daha az kalan absorbans degerleri negatif kabul
edilmistir. Negatiflik tist simirt 0,792°dir. Calistigimiz ELISA Kiti’'ne gore ise
absorbans degerlerinin pozitiflik {ist sinir1 degeri 3’ diir.

0,792< ABSORBANS DEGERI<3

2.3. Peynir Orneklerinin Toplanmasi, Tasinmasi ve Analize Hazirlanmasi

Bu calismada; kullanilan Beyaz peynir orneklerinin 100 tanesi Ankara ili ve ilce
pazarlarinda satisa sunulan Beyaz peynirlerden, ayrica ¢alisilan ornek cesitliligini
artirmak i¢in 50 tanesi Van ili ve cevresinden, geri kalan 50 6rnek ise Sirnak ili ve
cevresinden toplanmistir. A¢ikta satisa sunulan Beyaz peynirlerden 50 gram alinmis

ve soguk zincir korunarak steril bir sekilde laboratuara taginmistir [113].

Calisilan 200 Beyaz peynir 6rnekleri Ankara ili ve ilgelerinden ayrica Van ve Sirnak
illerinden belirtilen oranlarda; Sirnak (50), Van (50), Kizilay (5), Ulus (50), Kecioren
(11), Etimesgut (9), Sincan (5), Eryaman (3), Beypazar1 (7), Kiigiikesat (6) ve

Aydinlikevler (4) olmak iizere analiz i¢in toplanmistir.



30

iL VE ILCELERDEN TOPLANAN BEYAZ PEYNIR
PEYNIR ORNEKLERININ DAGILIMLARI

AYDINLIKEVLER
KUCUKESAT
BEYPAZARI
ERYAMAN
SINCAN
ETIMESGUT
KECIOREN
ULUS
KIZILAY

YERLESIM YERLERI

@ Seri1 mSeri 2

Sekil 2.2. 11 ve ilgelerden toplanan Beyaz peynir érneklerinin dagilimlart

2.4. Peynir Orneklerinin ELISA Yontemiyle Cahsilmasi

Bu arastirmada analiz i¢in topladigimiz 200 Beyaz peynir drneginin her birinden 25
gram tartilmistir ve steril kaplara koyulmustur ve etiketlenmistir. Daha sonra bu
peynir 6rneklerinin her biri PBS icerisinde karistiric1 ile homojenize edilmistir. Daha
sonra epondorf tiiplerine koyulmustur ve derin dondurucuda (-20 ° C’de ) kullanin-
caya kadar saklanmistir (PBS; litrede 8,2 g NaCl,15,5 ml 0,5M Na,HOP, ve 5,5 ml
0,5 M NaH,PO, icermektedir.) [113].

Peynir 6rneklerinde Ig G antikoru aranmasi i¢in ELISA testi yapilmistir. Bu islemde
Immunolab GmbH marka(Germany) Brucella IgG-ELISA Kiti kullanma

prosediiriine uyularak sirasiyla asagidaki islemler yapilmistir.
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¢ Standartlar, kontroller ve epondorflarda muhafaza edilen peynir 6érnekleri uygun
mikrotitrelerde hazirlanmstir.

¢ Daha sonra iiretici firmanin onerdigi sekilde ELISA 96 kuyucuklu mikro ELISA
plaginin A; kuyucugu kor(bos) birakilarak diger kuyucuklara yine kullanma
prosediiriince uyularak sirasiyla bir negatif kontrol, iki Cut-off standarti, bir zayif
pozitif kontrol ve bir pozitif kontrol koyulmustur. Diger kuyucuklara ise 1/101
oraninda sullandirdigimiz peynir 6rneklerinden 100’er ul koyulmustur.

e Sonra mikro plagin {izeri kapatilmistir ve oda 1s1sinda 1 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir.

e Siire bitiminde kuyucuklar icerisindeki sivi nazik bir sekilde pipetlenerek
atilmistir. Ardindan ELISA Yikama Soliisyonundan 300ul kullanilarak 3 kez yikama
islemi yapilmistir.

¢ Yikama islemi sonunda mikroplak kurulama kagidi lizerine ters ¢evrilerek fazla
kalan s1vinin giderilmesi saglanmistir.

e Daha sonra A; Kuyucugu yani bos kuyucuk hari¢ diger kuyucuklarin iizerine
ELISA Kiti’nin i¢cinde hazir bulunan 100ul Brucella antilgG konjugati konulmustur.
® Mikroplagin iizeri tekrar kaplanmistir.

e Ardindan giines 1s18indan koruyarak oda sicaklifinda 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Siire bitiminde biitiin kuyucuklar aspire edilerek bosaltilmistir.

e Daha sonra aym sartlarda ELISA Yikama Soliisyonundan 300ul kullanilarak 3
kez yikama islemi tekrar yapilmistir.

¢ Yikama islemi bitince kuyucuklarda kalan rezidiiel sivida uzaklastirilmistir.

e Her bir kuyucuga ELISA Kiti’nin icinde kullamima hazir bulunan substrat
soliisyonundan her bir kuyucuga bos kuyucukta dahil olmak {iizere 100ul
koyulmustur.

® Mikroplagin iizeri tekrar kaplanmistir.

¢ Ardindan karanlikta oda sicakliginda 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

e Daha sonra reaksiyonu sonlandirmak i¢in yine ELISA Kiti’nin i¢cinde kullanima
hazir bulunan stop soliisyonundan biitiin kuyucuklara 100ul koyulmustur ve hafifce

calkalanmustir.
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e Sonra en gec 30 dakika icerisinde renk degisimi olan kuyucuklar tespit edilmistir
ve bekletilmeden Ol¢iilmiistiir.
e Elxgop (Biotech marka) ELISA okuyucusunda 450/620nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okutulmustur.

Cut-off degerini hesaplamak icin ELISA okuyucunda okunan 1.Cut-off Kontrol ve 2.

Cut-off Kontrol degerlerinin ortalamas1 alinmustir.

1. Cut-off Kontrol Degeri: 0,363

2. Cut-off Kontrol Degeri: 0,338

1. ve 2. Cut-off Kontrol Degerlerinin Ortalamasi: 0,701 / 2= 0,3505
Cut-Off Degeri: 0,3505 U/ml

Cut-off degerinin %?20’dan daha fazla kalan absorbans degerleri pozitif kabul

edilmistir. %20’ dan daha az kalan degerler negatif kabul edilmistir.

0.2804< ABSORBANS DEGERI<0,4206

2.5. Kefir Orneklerinin Hazirlanmasi

Arastirmada ilk olarak Ankara Universitesi Siit teknolojisi boliimiinden temin edilen
pastorize siit ornekleriyle aym1 boliimde 6zel olarak 10 kontrol grubu kefir 6rnegi
hazirlanmistir. Arastirmanin diger bir asamasinda ayni pastorize siit orneklerinden 3
ayr seri olarak (3x5x2)=30 adet hazirlanan patojenli kefir ornekleriyle calisiimistir.
Toplam 40 kefir 6rnegi incelenmistir. Serilerin her birine ayr1 olarak iiretim

asamasinda patojen bakteriler inokiile edilmistir.

Kefir orneklerine inokiile edilen patojen bakteri tiirleri; Brucella melitensis 16 M ve

Brucella abortus 544 A’dir.

40 kefir 6rneginin 120 saat siiresince pH degerleri pH metre ( Radiometer analytical
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marka) ile oOlgiilerek kaydedilmistir. Bu ¢alismada Brucella bakterilerinin kefirde

canl kalabilme siireleri arastirilmastir.

Kontrol grubu kefir orneklerinin yapimi

Pastorize siit 6rneklerinden 200’er ml steril kaplara alinmistir. Siit 6rnegi icerisinde
%3-5 oraninda kefir tanesi ilave edilmistir. 23 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda bu ornekler kontrol kefir ornekleri olarak

calisilmistir.

Brucella inokiile edilen kefir 6rneklerinin yapimi

Pastorize siit Orneklerinden patojenli kefir Ornekleri hazirlanirken kontrol kefir
ornekleri yapimindaki yol takip edilmistir. Bu amacla 200 ml’ lik steril kaplara siit

ornekleri alinmistir. Pastorize siitlere %3-5 oraninda kefir tanesi ilave edilmistir.

2.6. Brucella Bakterilerinin Kefir ‘e Inokiilasyon Icin Hazirlanmasi

Brucella bakterileri i¢cin Brucella melitensis 16 M ve Brucella abortus 544 A suslari
Serum Dekstroz Agar (SDA) da iiretilmistir. Serum Dekstroz Agar’ in (SDA)

hazirlanmasi (Cizelge 2.1)’de gOsterilmistir.

Serum Dekstroz Agar’ l1 besi yeri; Brucella spp. florali ve kontamine (siit, plasenta
vb) olmayan materyallerden primer izolasyonu ve pasajlarla bakteri devamliliginin

saglanmasinda ideal bir ortamdir.

Uretilen suslardan daha sonra pepton saline icerisinde farkli konsantrasyonlarda
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmigtir. (Tuzlu pepton’un bilesiminde, Peptone 10,0
g/L. ve NaCl 10,0 g/L vardir. 20,0 g/L. konsantrasyonda damitik su i¢inde eritilir ve
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Bu besiyeri berrak ve sarimsi

kahverengidir).
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Bu calismada Brucella bakterilerinin sayis1 yaklasik olarak, McFarland standart

tiplerinin bulanikligr skalasi yardimi ile tayin edilmistir. Bu yiizden McFarland

standart tiiplerinden 6, 8 ve 10 bulaniklik oraninda bakteriler siispanse edilmistir.

Cizelge 2.1. Serum Dekstroz (SDA)’l1 besiyerinin hazirlanmasi

Formiil: Blood Agar Base No:2' (Oxoid) 40 ¢g
Steril inaktive at serumu 50-100 ml
Dekstroz 40 ml

105°C’da 15 dakika otoklavlanr.

Distile su

1000 ml tamamlanir.

Hazirlanmasi:

Distile su eklenince karisimin 10 dakika kadar
¢Okmesi beklenir.

Agar eriyinceye kadar yavasca 1sitilarak
karistirilir.

Otoklavlama islemi:

121°C’da 15 dakika otoklavlanir.

Sogutma islemi:

55°C” a kadar sogutulur.

Serum ve dekstroz ekleme
islemi:

1 litre i¢in At serumu (50-100 ml) ve
Dekstroz (40 ml) eklenir.

Petrilere dokiilmesi ve
etiketleme islemi

Fakat her bakteri i¢in bu metot

Her petriye 20 ml olacak sekilde dokiiliir ve
petrilere etiketleme islemi yapilir.

uygulanamaz. Ciinkii her mikroorganizmanin,

standart bulaniklik tiiplerine gore meydana getirdigi yogunluktaki miktarlar1 aymi

degildir. McFarland standart tiipleri hazirlamak icin H,SO4 ve BaCl, 'tin molar

eriyiklerinden % 1 ‘lik ¢ozeltiler hazirlanmistir ve Cizelge 1' de gosterilen oranlarda

" Blood Agar Base No:2 yerine Columbia Blood Agar Base veya adi Niitriyent Agar Base’de

kullanilabilir
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karistirllmistir. Ayrica Cizelge 1 'de bazi mikroorganizmalarin tiip numaralarina gére

ihtiva edebilecegi mikrop sayis1 (x 10%)gdsterilmistir.

Bakteri nevilerine gore mikroorganizmalarin sayisinda da degisme olur. Diger bir

ifade ile her bakteri No.l McFarland tiipiinde yaklagik, 300 x 10° miktarinda

bulunmaz.

Cizelge 2.2. McFarland standart tiiplerinin bulaniklik skalasi

Tiip no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

%1 HySO4 9,9 19,8 9,7 9,6 |95 94 93 |92 9,1 9,0

%1 BaCl, | 0,1 02 103 (04 |05 0,6 |07 |0,8 0,9 1,0

Bakteri 300 (600 900 |1200| 1500 |1800 (2100|2400 |2700 |3000
hiicre

Sayisi

milyon/ml

McFarland 10 bulamklik derecesi= 3 x10° bakteri anlamina gelir.

McFarland 8 bulamklik derecesi= 2,4 x10° bakteri anlamina gelir.

McFarland 6 bulaniklik derecesi= 1,8 x10° bakteri anlamina gelir.

Brucella melitensis 16 M ve Brucella abortus 544 A suslarindan hazirlanan bakteriler

ayrt ayrt olarak McFarland No: 6, 8,

10 bulaniklik derecesindeki

bakteri

stispansiyonundan 3 farkli seri (3x5x2) olarak 200 ml kefir 6rneklerinin igerisine 1

ml oraninda ilave edilmistir. Boylece her bir bakteri siispansiyonu 1:200 oraninda

diliiye olmustur. Sonug olarak;

McFarland 10 bulaniklik derecesi= 3 x10° /200= 1,5 x 10’ bakteri anlamina gelir.

McFarland 8 bulaniklik derecesi= 2,4 x10° /200 = 1,2 x 107 bakteri anlamina gelir.

McFarland 6 bulaniklik derecesi= 1,8 x10° /200 = 0,9x 10’ bakteri anlamina gelir.
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Olusan son bakteri yogunlugu (Cizelge 2.3 )’de goriilmektedir. Daha sonra her bir
ornek 23 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bu kefir

ornekleri patojenli kefir 6rnekleri olarak calisilmistir.

Cizelge 2.3. McFarland bulaniklik derecelerinde bulunan bakteri oranlari

McFarland bulaniklik derecesi No:10 1,5x10" /ml
McFarland bulaniklik derecesi No:8 1,2x1 0’/ml
McFarland bulaniklik derecesi No:6 0,9x1 0’/ml

2.7. Kontrol Grubu Kefir ve Patojenli Kefir Orneklerinin SDA’a Ekim Asamasi

Kefir 6rneklerinin 120 saat boyunca pH degerleri belirlenmistir. 25 °C’ de 24 saatlik
kontrol kefir orneklerinden ve patojenli kefir 6rneklerinden 100ul steril pipetle
alinarak Serum Dekstroz Agar’ a ekim yapilmistir. Steril sartlarda drigalski spatiilii
yardimiyla besi yeri yiizeyine yayilmistir. Besi yerine ekim islemi yapildiktan sonra
37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. 48—72-96—-120 saatlik zaman diliminde tiim
kefir orneklerinde de ayni yol takip edilmistir. Tiim kefir 6rneklerinde Brucella’nin
canlilik siiresi arastirtlmustir. Kefir ornekleri 48-72-96-120. saatlerde +4 °C’ de

muhafaza edilmistir

Cizelge 2.4. Kefir 6rneklerinde Brucella bakterilerinin canlilik siiresinin
belirlenmesi icin yapilan islem semasi

1.giin 2.giin 3.giin  4.giin 5.giin

Kontrol <> > > O O — > pH:5
15x100 > > T o> < > <> —»pH:5I

iy o o o T Y—— L pHis2

0,9x100 > > o> o > — pH:52
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Sekil 2.3. Brucella melitensis 16 M susundan hazirlanan ii¢ farkli bakteri yogunlukla-

rinin 0-120 saat arasinda SDA’a ekim asamasi
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2.8. Serum Dekstroz Agar’da Ureyen Bakteriler Arasinda Brucella spp’nin

Varhginin Arastirilmasi

Kefir mikroflorasinda Brucella bakterilerinin yasam siirelerini belirlemek i¢in Serum
Dekstroz Agarda iireyen bakteriler tek tek calisilmistir. Her giine ait her bir plakta
tireme kontrolii ile identifikasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Plaklarda gézlenen her bir

farkli koloniden Gram boyama yapilarak bakteri morfolojisi degerlendirilmistir.

Gram boyamada “Gram negatif kiiciik kokobasil, kokoid veya kisa basil”’
morfolojisinde bakterilerin goriildiigii ve Brucella spp. i¢in uyumlu oldugu
diisiiniilen kolonilerden de Polivalan agliitinasyon yontemiyle Brucella melitensis

16M (Biyotipl) ve Brucella abortus 544 A (Biyotip 1) test edilmistir.
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Sekil 2.5. Brucella melitensis 16 M susundan hazirlanan ii¢ farkli bakteri yogun-
lugunda SDA’ a ekim sonras1 Brucella melitensis’in yasam siiresi
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3. BULGULAR

3.1. Siit Ornekleriyle Yapilan ELISA Testi Sonuclar

Ankara ili semt ve ilcelerindeki sokak siitciilerinden toplam 100 adet siit 6rnegi

alinmistir ve ELISA yontemiyle Brucella Ig G Pozitifligi yoniinden incelenmistir.

Buna gore 100 adet Ornegin 16 (%16) s1 Brucella spp.yoniinden pozitif
bulunmustur.16 6rnegin 2’si Eryaman, 2’si Kazan, 2’si Kecioren, 2’si Yenikent, 3’ii
Ayas, 2’si Cubuk, 1’1 Elmadag ve 2’si Etimesgut bolgelerindeki sokak siitlerinde

Brucella spp yoniinden pozitif ¢ikmistir.

Cizelge 3.1. Toplanan cig siit 6rneklerinin Ig G pozitifligi yoniinden

degerlendirilmesi
ANKARA . . R
iL VE iLCELERI INCELENEN ORNEK SAYISI POZITIF ORNEK SAYISI
ERYAMAN 15 2
KAZAN 10 2
KECIOREN 10 2
SINCAN 5 0
YENIKENT 10 2
AYAS 20 3
KIZILAY 6 0
CUBUK 5 2
ELMADAG 5 1
ETIMESGUT 7 2
CANKAYA 4 0
TOPLAM 100 16




TOPLANAN Cié SUT ORNEKLERININ Ig G
YONUNDEN DEGERLENDIRILMESI
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Sekil 3.1. Toplanan ¢ig siit 6rneklerinin Ig G pozitifligi acisindan
degerlendirilmesi

Sekil 3.2. Toplanan ¢ig siit 6rneklerinin Ig G pozitiflik dagilimi
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Cizelge 3.2. Siit 6rneklerinin Brucella Ig G sonuclar1 ( OD Degerleri)

44

Siit Ornekleri Alindig yer OD Degeri SONUC

1 Eryaman 0,405 NEGATIF
2 Eryaman 0,530 NEGATIF
3 Eryaman 2,980 POZITIF

4 Eryaman 2,830 POZITIF

5 Eryaman 0,039 NEGATIF
6 Eryaman 0,335 NEGATIF
7 Eryaman 0,759 NEGATIF
8 Eryaman 0,419 NEGATIF
9 Eryaman 0,180 NEGATIF
10 Eryaman 0,507 NEGATIF
11 Eryaman 0,228 NEGATIF
12 Eryaman 0,568 NEGATIF
13 Eryaman 0,738 NEGATIF
14 Eryaman 0,497 NEGATIF
15 Eryaman 0,719 NEGATIF
16 Kazan 2,183 POZITIF

17 Kazan 0,633 NEGATIF
18 Kazan 0,313 NEGATIF
19 Kazan 2,710 POZITIF

20 Kazan 0,556 NEGATIF
21 Kazan 0,687 NEGATIF
22 Kazan 0,760 NEGATIF
23 Kazan 0,743 NEGATIF
24 Kazan 0,098 NEGATIF
25 Kazan 0,724 NEGATIF
26 Kecioren 0,610 NEGATIF
27 Kecioren 0,53 NEGATIF
28 Kecioren 0,140 NEGATIF
29 Kecioren 0,022 NEGATIF
30 Kecioren 2,850 POZITIF

31 Kecioren 0,141 NEGATIF
32 Kec¢idren 0,050 NEGATIF
33 Kec¢idren 0,227 NEGATIF
34 Kecioren 0,480 NEGATIF
35 Kecioren 2,400 POZITIF

36 Sincan 0,136 NEGATIF
37 Sincan 0,631 NEGATIF




Cizelge 3.2. (Devam) Siit 6rneklerinin Brucella Ig G sonuglar1 ( OD Degerleri)
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Siit Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

38 Sincan 0,496 NEGATIF
39 Sincan 0,331 NEGATIF
40 Sincan 0,406 NEGATIF
41 Yenikent 0,007 NEGATIF
42 Yenikent 0,026 NEGATIF
43 Yenikent 2,980 POZITIF

44 Yenikent 0,036 NEGATIF
45 Yenikent 0,013 NEGATIF
46 Yenikent 0,022 NEGATIF
47 Yenikent 0,250 NEGATIF
48 Yenikent 0,040 NEGATIF
49 Yenikent 0,001 NEGATIF
50 Yenikent 2,500 POZITIF

51 Ayas 0,410 NEGATIF
52 Ayas 2,830 POZITIF

53 Ayas 0,224 NEGATIF
54 Ayas 0,142 NEGATIF
55 Ayas 0,138 NEGATIF
56 Ayas 0,684 NEGATIF
57 Ayas 0,721 NEGATIF
58 Ayas 0,402 NEGATIF
59 Ayas 0,544 NEGATIF
60 Ayas 0,418 NEGATIF
61 Ayas 2,690 POZITIF

62 Ayas 0,228 NEGATIF
63 Ayas 0,568 NEGATIF
64 Ayas 0,312 NEGATIF
65 Ayas 0,338 NEGATIF
66 Ayas 2,960 POZITIF

67 Ayas 0,040 NEGATIF
68 Ayas 0,181 NEGATIF
69 Ayas 0,510 NEGATIF
70 Ayas 0,421 NEGATIF
71 Ayas 0,340 NEGATIF
72 Kizilay 0,746 NEGATIF
73 Kizilay 0,535 NEGATIF
74 Kizilay 0,228 NEGATIF
75 Kizilay 0,015 NEGATIF
76 Kizilay 0,440 NEGATIF
77 Kizilay 0,701 NEGATIF
78 Cubuk 0,145 NEGATIF
79 Cubuk 0,900 POZITIF




Cizelge 3.2.(Devam) Siit 6rneklerinin Brucella Ig G sonuglar1 ( OD Degerleri)
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Siit Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

80 Cubuk 1,440 POZITIF

81 Cubuk 0,200 NEGATIF
82 Cubuk 0,060 NEGATIF
83 Elmadag 2,750 POZITIF

84 Elmadag 0,170 NEGATIF
85 Elmadag 0,550 NEGATIF
86 Elmadag 0,315 NEGATIF
87 Elmadag 0,670 NEGATIF
88 Etimesgut 1,660 POZITIF

89 Etimesgut 0,185 NEGATIF
90 Etimesgut 0,745 NEGATIF
91 Etimesgut 0,431 NEGATIF
92 Etimesgut 0,063 NEGATIF
93 Etimesgut 1,920 POZITIF

94 Etimesgut 0,480 NEGATIF
95 Cankaya 0,172 NEGATIF
96 Cankaya 0,020 NEGATIF
97 Cankaya 0,537 NEGATIF
98 Cankaya 0,780 NEGATIF
99 Bahcelievler 0,345 NEGATIF
100 Bahgelievler 0,014 NEGATIF

Cut-off degerininin % 10’dan daha az kalan absorbans degerleri negatif kabul

edilmistir. Negatiflik {ist smir1 0,792°dir. Calistigimiz ELISA Kiti’'ne gore ise

absorbans degerlerinin pozitiflik {ist sinir1 degeri 3’diir.

0,792< ABSORBANS DEGERIi<3
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3.2. Peynir Ornekleriyle Yapilan ELISA Testi Sonuclar

Bu calismada; kullanilan Beyaz peynir orneklerinin 100 tanesi Ankara ili semt ve
ilge pazarlarinda satisa sunulan Beyaz peynirlerden, diger 100 6rnekten ise; 50 tanesi
Van ili ve cevresinden, geri kalan 50 6rnek ise Sirnak ili ve ¢cevresinden toplanmistir

ve ELISA yontemiyle Brucella Ig G Pozitifligi yoniinden incelenmistir.

Buna gore 200 adet 6rnegin hi¢birinde Brucella Ig G antikorlar1 yoniinden pozitiflik

saptanamamigtir.

Cizelge 3.3. Incelenen Beyaz peynir 6rneklerinin Ig G Pozitifligi yoniinden

degerlendirilmesi

ALINDIGI YER INCELENEN ORNEK sayisi | POZITIF ORNEK
SAYISI

SIRNAK 50 0
VAN _ 50 0
ANKARA  ILI VE
ILCELERI
KIZILAY 5 0
ULUS 50 0
KECIOREN 1 0
ETIMESGUT 9 0
SINCAN 5 0
ERYAMAN 3 0
BEYPAZARI 7 0
KUCUKESAT 6 0
AYDINLIKEVLER 4 0
TOPLAM 200 0




Cizelge 3.4.Beyaz peynir 6rneklerinin Brucella Ig G sonuglar1 (OD Degerleri)

Peynir Ornekleri Alindigi yer OD Degeri SONUC

1 ULUS 0,055 NEGATIF
2 ULUS 0,016 NEGATIF
3 ULUS 0,001 NEGATIF
4 ULUS 0,128 NEGATIF
5 ULUS 0,047 NEGATIF
6 ULUS 0,007 NEGATIF
7 ULUS 0,014 NEGATIF
8 ULUS 0,017 NEGATIF
9 ULUS 0,026 NEGATIF
10 ULUS 0,036 NEGATIF
11 ULUS 0,003 NEGATIF
12 ULUS 0,001 NEGATIF
13 ULUS 0,068 NEGATIF
14 ULUS 0,037 NEGATIF
15 ULUS 0,049 NEGATIF
16 ULUS 0,017 NEGATIF
17 ULUS 0,012 NEGATIF
18 ULUS 0,141 NEGATIF
19 ULUS 0,043 NEGATIF
20 ULUS 0,007 NEGATIF
21 ULUS 0,011 NEGATIF
22 ULUS 0,030 NEGATIF
23 ULUS 0,040 NEGATIF
24 ULUS 0,013 NEGATIF
25 ULUS 0,015 NEGATIF
26 ULUS 0,069 NEGATIF
27 ULUS 0,123 NEGATIF
28 ULUS 0,010 NEGATIF
29 ULUS 0,031 NEGATIF
30 ULUS 0,011 NEGATIF
31 ULUS 0,030 NEGATIF
32 ULUS 0,035 NEGATIF
33 ULUS 0,012 NEGATIF
34 ULUS 0,263 NEGATIF
35 ULUS 0,013 NEGATIF
36 ULUS 0,010 NEGATIF
37 ULUS 0,045 NEGATIF
38 ULUS 0,012 NEGATIF
39 ULUS 0,222 NEGATIF
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Cizelge 3.4.(Devam) Beyaz peynir 6rneklerinin Brucella Ig G sonuglar1 (OD

Degerleri)

Peynir Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

40 ULUS 0,019 NEGATIF
41 ULUS 0,024 NEGATIF
42 ULUS 0,053 NEGATIF
43 ULUS 0,004 NEGATIF
44 ULUS 0,022 NEGATIF
45 ULUS 0,048 NEGATIF
46 ULUS -,016 NEGATIF
47 ULUS 0,009 NEGATIF
48 ULUS 0,005 NEGATIF
49 ULUS -,004 NEGATIF
50 ULUS -,006 NEGATIF
51 KIZILAY -,004 NEGATIF
52 KIZILAY 0,005 NEGATIF
53 KIZILAY -,005 NEGATIF
54 KIZILAY -,002 NEGATIF
55 KIZILAY -,005 NEGATIF
56 ERYAMAN -,006 NEGATIF
57 ERYAMAN -,006 NEGATIF
58 ERYAMAN -,003 NEGATIF
59 ETIMESGUT 0,006 NEGATIF
60 ETIMESGUT 0,009 NEGATIF
61 ETIMESGUT -,005 NEGATIF
62 ETIMESGUT -,004 NEGATIF
63 ETIMESGUT -,001 NEGATIF
64 ETIMESGUT -,003 NEGATIF
65 ETIMESGUT -,002 NEGATIF
66 ETIMESGUT -,004 NEGATIF
67 ETIMESGUT 0,007 NEGATIF
68 KECIOREN -,00 NEGATIF
69 KECIOREN -,009 NEGATIF
70 KECIOREN -,006 NEGATIF
71 KECIOREN -,006 NEGATIF
72 KECIOREN -,004 NEGATIF
73 KECIOREN -,009 NEGATIF
74 KECIOREN -,005 NEGATIF
75 KECIOREN -,001 NEGATIF
76 KECIOREN -,008 NEGATIF
77 KECIOREN 0,001 NEGATIF
78 KECIOREN -,005 NEGATIF
79 BEYPAZARI -,005 NEGATIF
80 BEYPAZARI -,006 NEGATIF
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Cizelge 3.4.(Devam) Beyaz Peynir Orneklerinin Brucella Ig G Sonugclar1 (OD

Degerleri)

Peynir Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

81 BEYPAZARI -,008 NEGATIF
82 BEYPAZARI -,007 NEGATIF
83 BEYPAZARI -,008 NEGATIF
84 BEYPAZARI -,007 NEGATIF
85 BEYPAZARI -,007 NEGATIF
86 KUCUKESAT -,007 NEGATIF
87 KUCUKESAT -,004 NEGATIF
88 KUCUKESAT -,003 NEGATIF
89 KUCUKESAT -,006 NEGATIF
90 KUCUKESAT -,008 NEGATIF
91 KUCUKESAT -,005 NEGATIF
92 SINCAN -,006 NEGATIF
93 SINCAN -,010 NEGATIF
94 SINCAN -,017 NEGATIF
95 SINCAN -,002 NEGATIF
96 SINCAN 0,001 NEGATIF
97 AYDINLIKEVLER |-,018 NEGATIF
98 AYDINLIKEVLER |-,017 NEGATIF
99 AYDINLIKEVLER |-.013 NEGATIF
100 SIRNAK 0,003 NEGATIF
101 SIRNAK 0,003 NEGATIF
102 SIRNAK -,009 NEGATIF
103 SIRNAK -,008 NEGATIF
104 SIRNAK -,016 NEGATIF
105 SIRNAK -,017 NEGATIF
106 SIRNAK -,016 NEGATIF
107 SIRNAK -,012 NEGATIF
108 SIRNAK -,015 NEGATIF
109 SIRNAK -,014 NEGATIF
110 SIRNAK -,006 NEGATIF
111 SIRNAK -,010 NEGATIF
112 SIRNAK -011 NEGATIF
113 SIRNAK -,004 NEGATIF
114 SIRNAK -,003 NEGATIF
115 SIRNAK -,007 NEGATIF
116 SIRNAK 0,008 NEGATIF
117 SIRNAK 0,010 NEGATIF
118 SIRNAK -,006 NEGATIF
119 SIRNAK -,008 NEGATIF
120 SIRNAK -,010 NEGATIF
121 SIRNAK -,002 NEGATIF




Cizelge 3.4.(Devam) Beyaz Peynir Orneklerinin Brucella Ig G Sonugclar1 (OD

Degerleri)

Peynir Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

122 SIRNAK -,001 NEGATIF
123 SIRNAK -,002 NEGATIF
124 SIRNAK 0,006 NEGATIF
125 SIRNAK ~000 NEGATIF
126 SIRNAK 0,002 NEGATIF
127 SIRNAK -,009 NEGATIF
128 SIRNAK -,009 NEGATIF
129 SIRNAK ~010 NEGATIF
130 SIRNAK ~010 NEGATIF
131 SIRNAK -,011 NEGATIF
132 SIRNAK -,004 NEGATIF
133 SIRNAK -007 NEGATIF
134 SIRNAK -.003 NEGATIF
135 SIRNAK ~,000 NEGATIF
136 SIRNAK -,004 NEGATIF
137 SIRNAK -,004 NEGATIF
138 SIRNAK ~,008 NEGATIF
139 SIRNAK ~002 NEGATIF
140 SIRNAK -004 NEGATIF
141 SIRNAK -,003 NEGATIF
142 SIRNAK 0,001 NEGATIF
143 SIRNAK 0,001 NEGATIF
144 SIRNAK “012 NEGATIF
145 SIRNAK 0,002 NEGATIF
146 SIRNAK 0,005 NEGATIF
147 SIRNAK -,012 NEGATIF
148 SIRNAK 0,008 NEGATIF
149 SIRNAK -004 NEGATIF
150 VAN 0,003 NEGATIF
151 VAN 0.004 NEGATIF
152 VAN -,011 NEGATIF
153 VAN -,022 NEGATIF
154 VAN -,010 NEGATIF
155 VAN -,003 NEGATIF
156 VAN -,005 NEGATIF
157 VAN -,012 NEGATIF
158 VAN -,014 NEGATIF
159 VAN -,009 NEGATIF
160 VAN -,021 NEGATIF
161 VAN -,020 NEGATIF
162 VAN -,011 NEGATIF
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Cizelge 3.4.(Devam) Beyaz Peynir Orneklerinin Brucella Ig G Sonugclar1 (OD
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Degerleri)

Peynir Ornekleri Alindig1 yer OD Degeri SONUC

163 VAN -,014 NEGATIF
164 VAN -,005 NEGATIF
165 VAN -,009 NEGATIF
166 VAN -,019 NEGATIF
167 VAN -,021 NEGATIF
168 VAN -,023 NEGATIF
169 VAN -,016 NEGATIF
170 VAN -,021 NEGATIF
171 VAN -,017 NEGATIF
172 VAN -,021 NEGATIF
173 VAN -,018 NEGATIF
174 VAN -,020 NEGATIF
175 VAN -,019 NEGATIF
176 VAN -,021 NEGATIF
177 VAN -,022 NEGATIF
178 VAN -,011 NEGATIF
179 VAN -,023 NEGATIF
180 VAN -,023 NEGATIF
181 VAN -,022 NEGATIF
182 VAN -,017 NEGATIF
183 VAN -,023 NEGATIF
184 VAN -,025 NEGATIF
185 VAN -,017 NEGATIF
186 VAN -,015 NEGATIF
187 VAN -,023 NEGATIF
188 VAN -,024 NEGATIF
189 VAN -,024 NEGATIF
190 VAN -,017 NEGATIF
191 VAN -,019 NEGATIF
192 VAN -,018 NEGATIF
193 VAN -,014 NEGATIF
194 VAN -,010 NEGATIF
195 VAN -,023 NEGATIF
196 VAN -,016 NEGATIF
197 VAN -,022 NEGATIF
198 VAN -,011 NEGATIF
199 VAN -,017 NEGATIF
200 VAN -,015 NEGATIF

Cut-off degerinin %20’dan daha fazla kalan absorbans degerleri pozitif kabul

edilmistir. %20’ dan daha az kalan degerler negatif kabul edilmistir.
0,2804< ABSORBANS DEGERI<0,4206
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Bu aragtirmada; 100 ¢ig siit 6rnegi ve 200 Beyaz peynir ornegi olmak iizere toplam

300 6rnegi ELISA yontemiyle Brucella Ig G antikorlar1 yoniinden arastirilmstir.
Yapilan ¢alismalar neticesinde; incelenen 100 ¢ig siit 6rneginin 16° s1 Brucella Ig G
antikorlar1 yoniinden pozitif ¢ikmistir. 200 Beyaz peynir orneginde ise; Brucella Ig G

antikorlar1 yoniinden pozitiflik saptanamamastir.

Cizelge 3.5. Siit ve Beyaz peynir orneklerinin ELISA testi sonuglarinin

karsilastirilmasi
ORNEKLER INCELENEN ORNEK SAYISI | POZITiF ORNEK SAYISI
CIiG SUT ORNEKLERI 100 16
BEYAZ PEYNIR
ORNEKLERI 200 0
Toplam 300 16

Siit ve Beyaz Peynir Orneklerinin ELISA Testi Sonuclari

INCELENEN ORNEKLER POZITIF ORNEKLER

‘EIQIG SUT ORNEKLERI SAYIS| BBEYAZ PEYNIR ORNEKLERI SAYISI

Sekil 3.3. Siit ve Beyaz peynir 6rneklerinin ELISA testi sonuclarinin
karsilastirmasi
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3.3. Brucella inokiile Edilen Kefir Orneklerinde Brucella’min Canhilik Siiresinin

Tespiti icin Yapilan Calisma Sonuclar

Arastirmada pastorize siitlerden hazirlanan 40 kefir 6rnegiyle calisilmistir. Bu kefir
orneklerinden 10’u kontrol amacgh kefir, 30 tanesi inkiibasyon oncesinde Brucella
spp. inokiile edilen kefir ornekleridir. Kefir drneklerine inokiile edilen patojen
bakteri turleri; Brucella melitensis 16 M ve Brucella abortus 544 A’dir. Bu
bakterilerden 2 farkli seri olarak 0,9X107, 1,2)(107 ve 1,5)(107 bakteri yogunluklari ile
0-120 saat arasinda SDA’ a ekim yapilmistir. Daha sonra 0-120 saat arasinda SDA’
da iireyen bakteriler tek tek calisilmistir.

Kefir mikroflorasinda Brucella bakterilerinin yasam siirelerini belirlemek icin
yaptigimiz bu calisma sonucunda; Brucella melitensis 16M ve Brucella abortus 544
A bakterileri kefir icerisindeki her ii¢ bakteri yogunlugunda ilk 0-24 saat araliginda
canliligimm siirdiiriirken, 24 saatten itibaren iireyememektedir. Brucella spp. icin
uyumlu oldugu diisiiniilen kolonilerden de Polivalan agliitinasyon yontemiyle
Brucella melitensis 16 M (Biyotipl) ve Brucella abortus 544 A (Biyotip 1) test

edilmistir.

Kefir mikroflorasinda Brucella bakterilerinin yasam siirelerini belirlemek icin
yaptigimiz bu calisma sonucunda; Brucella melitensis 16M ve Brucella abortus 544
A bakterileri kefir igerisinde 0,9x107, 1,2x10” ve 1,5x10” oranlarindaki bakteri
yogunluklarinin 0-120 saat arasinda SDA’ a ekim sonras1 bakteri yogunlugunda ilk
0-24 saat arahiginda canhili@ini siirdiirirken, 24 saatten itibaren {ireyemedigi

belirlenmistir.



Cizelge 3.6. Brucella inokiile edilen kefirlerden SDA’ ekim sonras1 0-120 saat
icerisinde Brucella spp.’ lerin yasama durumu
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Bakteri
Yogunluklar1 | 0- 24 saat | 24- 48 saat 48- 72 saat 72- 96 saat 96- 120 saat
0,9x10’ 0 - - - -
7
E 1,2x10 O - - - -
Ty
B
je]
=
2
=
g 7
«l [1,5x10 0 - - - -
0,9x10’ 0 - - - -
<
3| | 1,2x10’ O - - - -
)
j]
8
3
)
S 7
: | 1,5x10 O - - - -
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4. SONUC VE ONERILER

Brucelloz; diinyanin bir¢ok bolgesinde insan ve hayvanlar {izerinde yaygin olarak

gozlenen zoonoz hastaliklar arasindadir [ 42, 87 ].

Bu hastaligin bulagsmasina sebep olan baslica kaynaklar; infekte hayvanlardan elde
edilen siit ve siit iirlinlerin ¢ig olarak tiiketilmesi ve Ozellikle ¢ig siitten yapilan

peynirlerin, dondurmalarin ve kremalarin tiiketilmesidir [97, 103, 104].

Brusella enfeksiyonuna, hayvan yetistiriciligi yapilan her iilkede sik¢a rastlanilmak-
tadir. Ozellikle iilkemizde kirsal kesimlerde kendine 6zgii 6zellikleri olan, her yoreye
Ozgii peynir tiirleri iiretilmektedir. Peynir hammaddesi olan siit, insanlara yararh
oldugu kadar mikroorganizmalarin gelismesi i¢in ideal bir kiiltiir ortam1 olusturur.
Kiiciik aile isletmelerinde geleneksel yontemlerle ve kontrolsiiz olarak iiretilen
peynirlerin yapiminda kullanilan siitler mayalanma sicakligi olan 32-34 dereceye
kadar 1sitildiktan sonra mayalandiklarindan, mikrobiyal yonden emin olunmayan bir
tiriin elde edilmektedir. Peynirlerin tiiketiciye ulagsmasina kadar gegen siire icerisinde
de cesitli kontaminasyonlar goriilebilmektedir. Bu sekilde c¢ig siitten imal edilen
peynirlerde hem tiiketici sagligini hem de peynirin kalitesini olumsuz etkileyen
patojen ve diger arzu edilmeyen mikroorganizmalarin bulunma olasilig1 vardir. Bu
mikroorganizmalarin sayilart ve cesitleri; peynirin p H degeri, rutubet oranit ve
olgunluk siiresine bagli olarak farklilik gostermektedir. Peynirde olgunlasmanin ilk
giinlerinde genel mikroorganizma sayisinin yiiksek oldugu ancak olgunlasma siire

uzadik¢a zamana bagli olarak azaldig goriilmektedir.

Bu c¢alisma ile de Ankara ili ve ilcelerindeki sokak siit¢iilerinden temin edilen ¢ig
siitlerde, Ankara’da bulunan degisik market ve semt pazarlarinda satilan Beyaz
peynirlerde ayrica calisilan ornek cesitliligini artirmak i¢cin Van ve Sirnak illerindeki
degisik market ve semt pazarlarindan satilan Beyaz peynirlerde ELISA yoOntemiyle
Brucella Ig G antikorlar1 yoniinden pozitifligi test edilmistir. Ayrica son zamanlarda
giindemde olan Kefir igerisinde Brucella bakterisinin yasam siiresi belirlenmistir.

Kefir Orta Asya’ da, Tirk Cumhuriyetlerinde ve Rusya’da yaygin olarak
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tilketilmektedir [109]. Kefir mikroflorasinda laktik asit bakterileri, maya ve asetik
asit bakterileri bulunur. Kefirde laktozu fermente edemeyen ve eden mayalarla
birlikte laktik asit bakterileri simbiyotik olarak yasamaktadir [69, 110]. Kefir
olusumunda fermantasyon sirasinda laktozdan laktik asit olusumu, etil alkol ve
karbondioksit olusumu, proteinlerin parcalanmast ve kefir aromasinin olustugu
belirtilmektedir. Kefir bilesimi icerisindeki bu ¢esitlilikten dolay1 ve p H’sinin 4,5-5
araliginda olmasindan dolay1 yogurt p H’s1 ile benzer 6zellik gosterdigi icin Kefir’

de Brucella bakterilerinin yasam siiresi arastirilmistir.

Sunulan bu calismada ilk olarak; Ankara ili ve ilcelerindeki sokak siit¢iilerinden
temin edilen 100 adet ¢ig siit 6rneginin 16’sinde (%16) Brucella Ig G antikorlar
yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Brucella spp. yoniinden pozitif ¢ikan 16
cig siit orneklerinin 2’si Eryaman, 2’si Kazan, 2’si Kegioren, 2’si Yenikent, 3’ii

Ayas, 2’si Cubuk, 1’1 Elmadag ve 2’si Etimesgut bolgelerinden temin edilmistir.

Kerkhofs ve ark. (1990), tarafindan siitte Ig G;, Ig G, ve Ig A antikorlarini, MRT ve
ELISA yontemleriyle analiz etmislerdir. Arastirma soncunda MRT ile % 58, ELISA
ile Ig G i¢in % 92,8 pozitif sonug elde edilmistir [89].

Romero ve ark.(1995), tarafindan ciftlik hayvanlarinin siitleri iizerinde PCR ve
ELISA metodlarm1 kullanarak yaptiklari Brucelloz calismasinda, 56 adet siit
orneginde Brusella spp. tespit etmislerdir [96].

Giilliice ve Leloglu (1996), tarafindan Kars merkez ve ilgelerine bagh, 22 yerlesim
biriminden, asisiz ve infekte siiriilerden 712 adet siit ornegi toplanmis, ELISA ve
MRT ile cahisilmistir. B. abortus ’a karst olusan antikorlar saptanmistir. Siit
orneklerinde ELISA ile 467 ( %65.59), MRT ile 401 ( % 56.32) pozitif sonu¢
belirlenmistir [108].

Kenar ve Altundis (2001), tarafindan Afyon merkez, Emirdag ve Bolvadin ilgelerine
bagh alt1 farkli kdyde farkh ciftliklerden 120 siit 6rnegi toplanmistir. Bu 6rnekler de

B.abortus antijeni kullanilarak Ring testi ve agliitinasyon testi uygulanmustir.
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Emirdag’dan toplanan siit 6rneklerinin 6’sinda (%5,0) pozitif sonu¢ gozlenmistir.
Rose Bengal Testi de yapilmis sonuglar yine pozitif ¢ikmistir. Diger bolgelerde
toplanan 6rneklerde test sonuglar1 negatif ¢ikmistir. Sonug olarak; bu calismada ayni

alanda bulunan hayvanlar arasinda infeksiyonun yaygin oldugu gézlenmistir [ 100].

Kasimoglu (2002), tarafindan yapilan calismada Kirikkale’den 35 ¢ig siit
orneklerinde Brucella tiirlerinin varligi ve kontaminasyon diizeyi arastirilmistir.

Ancak cig siit orneklerinde Brucella spp. saptanamamistir [105].

Bu arastirma neticesinde; siit 6rneklerinde Brucella Ig G antkoru bulunma yiizdesi
tilkemizde ve diger iilkelerde caligmalar yapan arastiricilarin bulgulart ile uyum
gostermektedir. Hayvan yetistiriciligi yapilan her yerde enfekte hayvanlarin

siitlerinde Brucella Ig G antikoru bulunmaktadir.

Sunulan bu ¢alismada ikinci olarak; Ankara ili ve ilge pazarlarinda satisa sunulan
100 adet Beyaz peynir 6rnekleri ile calisilan 6rnek cesitliligini artirmak i¢in Van ve
Sirnak illerinden 50’ser Beyaz peynir ornekleri ELISA yontemiyle Brucella Ig G
antikorlart yoniinden incelenmistir. Ancak calisilan 200 Beyaz peynir 6rneginin hig

birinde Brucella Ig G antikorlarina rastlanilmamustir.

Mert (1984), tarafindan yapilan calismada, 150 peynir 6rneginin 29’unda (%19,33)
Brucella spp. izole edilmistir. izole edilen 6rneklerden 3’iiniin B.abortus ve 26’smin
B.melitensis oldugu belirlenmistir. Pastorize edildigi bildirilen siitlerden yapilan
peynirlerde Brucella izole edilmezken, Peynir iiretimi yapildiktan 5 giin sonra alinan
orneklerde % 20’inin istiinde izole edildigi, Peynir tiretimi yapildiktan 12 giin ve
daha sonrasinda peynirlerde izolasyon yapilmadig: belirtilmistir [106]. Bu ¢caligmada
izolasyon oldugu icin tespit edilmistir. Bizim calismada ise antikor aranmasi

nedeniyle tespit edilmemistir.

Ayaz (1986), tarafindan Ankara’da satilan Beyaz peynirlerde Brucelloz etkeninin

tespiti i¢in yaptig1 calismada 94 peynir 6rneginde Brucella etkenine rastlamadigini
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bildirmistir [76]. Bu arastirmada da izolasyon calismasi yaptig1 halde Ankara ilinde

tespit edememistir.

Yildiricr ve Nazli (1991), tarafindan Istanbul bolgesinde 50 adet degisik tulum
peyniri numunesi B.melitensis ’in mevcudiyeti yoniinden analiz yapilmistir ayrica
B.melitensis ilave edilen koyun ve inek siitleri ile deneysel tulum peyniri numuneleri
hazirlanmustir. Brucella grubu mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in temel besi yeri
olarak Tripticase Soy Agar kullanilmistir ve besi yerine selektivite kazandirmak icin
antibiyotik ayrica %5 serum dekstrose ve at serumu ilave edilmistir. Calisma
sonunda piyasada satisa sunulan 50 adet tulum peyniri numunesinde Brucelloz
etkenleri izole edilmemistir. Ancak enfekte edilmis siitlerle yapilan peynir
orneklerinde olgunlasmanin 30.giiniine kadar B.melitensis izole etmislerdir. Calisma
neticesinde peynirin tuz orani, olgunlagsma siiresi, rutubet orani, pH degeri, depolama

sicaklig ve su aktivitesinin etkili olabilecegi sonucuna varilmistir [49].

Tungbilek (1992), tarafindan Ankara’da tiiketime sunulan 100 adet Beyaz peynir
orneginin 4’iinden (%4) Brucella etkenini izole etmis, bu etkenlerinin 1’1 B.abortus,
3’1 B.melitensis oldugu saptanmistir.100 ornegin 76’s1 ¢ig siitlerden, 24°1i pastorize
siitlerden hazirlanmistir. Brucella izolasyonlarinin tiimiiniin ¢ig siitlerden yapilan

peynirlerde oldugu saptanmistir [111].

Sancak ve ark.(1993), tarafindan Van ili 1992 yili1 Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda
40 adet taze otlu peynir numunesi Brucelloz riski yoniinden incelenmistir. Peynir
ornekleri Farrel buyyon’lu besi yerine ekim yapilarak %10 CO, ortamda 37 ° C ‘de 5
giin inkiibe edilmistir. Sonra Farrel agarda %10 CO, ‘ 1i ortamda 37 ° C’ de 3-5 giin
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Orneklerden 7 tanesinde Brucella tiirleri izole
edilmistir ve 6’s1 B.melitensis, 1’1 ise B.abortus olarak identifiye edilmistir. Ayrica
bu ¢alismada ¢ig siitlerden yapilan otlu peynirlerde brucella bakterileri 40 giine kadar
canliligmni siirdiirdiigii belirlenmistir [57]. Bu calismada peynirlerde bakterilerin

izolasyonu caligsmasidir.



60

Oztiirk ve Nazli (1996), tarafindan deneysel olarak B.melitensis Rev 1 susu ile
infekte ettikleri koyun ve inek siitlerinden tulum peyniri yapmislardir.
Olgunlagmanin 30. giiniinden itibaren B.melitensis izole edememislerdir. Bunun
nedeni olarak tulum peynirlerinde olgunlasmanin sonuna dogru tuz oraninin

artmasina ve p H’ 1nin 5,1-5,2 deger araliginda olmasina baglanmistir [107].

Acedo ve ark.(1997), tarafindan Meksika’da 289 c¢ig siit orneginde ve 335 adet
Meksika Beyaz yumusak peynirlerinden Brucella tiirlerini izole etmek icin yaptiklari
calismada numuneleri on zenginlestirmeye biraktiktan sonra; glyserol ve dextrose
ilavesiyle zenginlestirdikleri kat1 besi yerlerinde Brucella tiirlerini izole etmislerdir.
Cig siit orneklerinin 7 tanesi, peynir orneklerinin 25 tanesini pozitif olarak tespit
etmislerdir. Pozitif Orneklerinin 21 adedi B.abortus, 7 adedi B.melitensis olarak

belirlemislerdir [98].

Serpe ve ark.(2000), tarafindan Italya’da 100 adet Ricotta peyniri ve 150 adet
Mozzarella peyniri ile yapilan calismada, geleneksel yontemle ve PCR yontemiyle
tirlerin varligt yoniinden c¢alisma yapilmistir. Calismada Brucella tiirleri
saptanamamustir [73]. Bizim arastirma sonuclarinda da peynirlerde Brucella

antikorlarina rastlanmamustir.

Kalender ve ark (2001), tarafindan Elazi1g, Erzincan ve Tunceli illerinden 6rnek
olarak 78 tane taze tulum peyniri numunesi toplamislardir. Bu ¢alismada; besi yeri
olarak Brucella Selektif Agar, Serum Dekstrose Agar ve karaciger infiizyon buyyon
kullanarak %10 CO2’li ve aerop ortamda 7-10 giin inkiibasyona birakmiglardir.
Orneklerin 16’sinda Brucella spp. susu izole etmislerdir. Bunlarm 13 tanesini
B.meliensis ve 3 tanesini B.abortus olarak identifiye etmislerdir [113]. Bu
arastirmada SDA besiyeri izolasyon amaciyla secilerek kullanilmistir. Bizim
calismamizda da Kefir’de B. melitensis ve B. abortus izolasyonlar1 i¢in secilerek

kullandigimiz besiyeri de SDA’ dir.

Kasimoglu ve ark.(2002), tarafindan yapilan ¢alismada Kirikkale’den toplanan 35

inek peyniri ve 35 koyun peyniri 6rneklerinde varligr arastirilmistir. Test bulgularina
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gore, 35 koyun peynirinin S’inde ( % 14,2) B.melitensis izole edilmistir. 35 inek
peyniri Orneklerinde ise Brucella spp. saptanamamistir [105]. Ankara iline yakin
Kirikkale ilinde Brucella bakterilerinin izolasyonuna yonelik bir ¢alisma olmasina
olmasina ragmen inek siitlerinden hazirlanan peynir 6rneklerinde Brucella spp.’lerine

rastlanilmamustir.

Bugdayct (2003), tarafindan Kayseri ilindeki ilce ve semt pazarlarinda tiiketime
sunulan 100 adet koyun ve inek peynirinin % 13’iinde Brucelloz etkenleri tespit
edilmistir. Bunlarindan 12 tanesi koyun peynirinden ve 1 tanesi taze inek

peynirinden izole edilmistir [53].

Bu arastirmalar sonucunda Beyaz peynirlerde Brucella Ig G antikorunun pozitiflik
yiizdesi iilkemizde ve diger iilkelerde calismalar yapan arastiricilarin bulgularinin
bazilart ile uyum gostermektedir. Arastirdigimiz peynir 6rneklerinde Brucella Ig G
antikoru aradigimiz icin Brucella Ig G antikoru yoniinden negatif sonuclar elde
edilmistir. Ancak Brucella antijeni ve izolasyo ¢alismalar1 yapilmamistir. Ayrica taze
peynirlerle ve uzun siire olgunlasmis peynirler arasinda mikroorganizma sayilarinda
biiylik farkliliklar vardir. Peynirde olgunlagma siiresi uzadik¢a zamana bagli olarak
mikroorganizma sayisinin azaldigi goriilmektedir. Arastirdigimiz peynir 6rneklerinin
olgunlagma siireci hakkinda net verilerimiz olmadig1 i¢in de Brucella Ig G antikoru
yoniinden negatif sonuclar elde etmis olabiliriz. Ayrica Ig G antikorlart yiiksek
oranda pozitif gozlenirken Beyaz peynirlerde antikor tespit edilememis olmasi

peynirlerin pastorizasyonunda Ig G yikimina ugramis olabilecegini hatirlatmaktadir.

Sunulan bu calismada ayrica; Kefir'de Brucella bakterilerin 0-120 saatlik siire
icerisinde yasam siiresine bakilmistir. Kefir mikroflorasinda Brucella bakterilerinin
yasam siirelerini belirlemek i¢in yaptifimiz bu calisma sonucunda; Brucella
melitensis 16 M ve Brucella abortus 544 A bakterileri suslarindan hazirlanan
0,9x107, 1,2)(107 ve 1,5)(107 oranlarindaki bakteri yogunluklarint iceren Kefirler
tiretilmistir. Bu kefir 6rneklerinden 0-120 saat arasinda SDA’ a ekim sonrasi bakteri
yogunlugunda ilk 0-24 saat araliginda canliligimi siirdiiriirken, 24 saatten itibaren

tireyemedigi belirlenmistir. Calisilan Kefir orneklerinin pH’s1 4,5- 5 araligindadir.
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Oysa Brucella bakterilerinin minumum {iiremesi i¢in gerekli pH 5,8 ‘dir. Kefir’'in
yapildigr siite ilk inokiile edilen bakteriler Kefir liretiminden hemen sonra 0-24 saat
araliginda canliliklarin1  koruyabilmislerdir. Ancak 24-120 saat araliginda

tirememislerdir.

Brucelloz ile miicadele edebilmek i¢in halk bilin¢lendirilmelidir. Ciftlik hayvanlari
asilanmali, enfekte hayvanlan siiriiden ayirip tedavilerinin yapilmasi saglanmalidir.
Siit ve siit iiriinlerinin 6zellikle Beyaz peynir iiretiminde hijyen kurallarina uyularak
teknolojiden yararlanilmalidir. Cig siitten yapilan peynirlerin tiiketilmemesi
konusunda halk bilinglendirilmelidir ve bu peynirler 2- 3 aylik olgunlasma
siiresinden sonra tiiketilmelidir. Beyaz peynirler 2-3 aylik olgunlagsma siiresinden

sonra tiikketilmelidir.

Sonug¢ olarak; Ankara ili ve ilgelerindeki sokak siitciilerinden temin edilen cig
siitlerde yapilan caligmada incelenen 100 ¢ig siit orneginin 16 tanesinde (%16)
Brucella spp. tespit edilmistir. Ulkemizde ve diger iilkelerde hayvan yetistiriciligi
yapilan yerlerde enfekte olmus hayvanlarin siitlerinde Brucella Ig G antikoruna
rastlamak miimkiindiir. Ankara’da bulunan degisik market ve semt pazarlarinda
satilan Beyaz peynirlerde ayrica ¢alisilan Ornek cesitliligini artirmak icin Van ve
Sirnak illerindeki degisik market ve semt pazarlarindan satilan Beyaz peynirlerde
ELISA yontemiyle Brucella Ig G antikorlart yoniinden pozitiflik oram1 toplam 200
ornekte test edilmistir. Fakat Brucella Ig G pozitifligine higbir Ornekte
rastlanilmamistir. Ancak bu sonuctan yola cikilarak Beyaz peynir orneklerinde
Brucella Ig G yoktur denilemez. Ciinkii biz bu calismada antikor aradik eger antijen
arasaydik elde ettigimiz sonuglarin pozitiflik oraninin  yiiksek olacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica arastirdi@imiz peynir Orneklerinin olgunlasma siireci
hakkinda market ve semt pazarlarindan temin ettigimiz i¢in kesin bir bilgimiz yoktur.
Arastirdigimiz 200 adet Beyaz peynir oOrneklerinde Beyaz peynirlerin siitlerin
pastorizasyon iglemleri, peynirlerin iiretim asamasi ve peynirlerin olgunlagsma siiresi
sonrasinda Brucella antikorlarinin protein yapilart bozulabilmektedir. Bu yiizden
orneklerde Brucella Ig G antikoru tespit edilememistir. Ayrica Kefir icerisinde

Brucella bakterisinin yagam siiresi arastirilmistir. Arastirma sonucuna gore; Kefir’ de
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p H’ nin diisiik olmas1 ve alkali ve laktik asit gibi fermantasyon {iiriinlerini icermesi
nedeniyle Brucella bakterileri canliliklarimi uzun siire muhafaza edememistir.
Kefir’in yapildig: siite ilk inokiile edilen bakteriler Kefir tiretiminden hemen sonra 0O-
24 saat araliginda canliliklarim1 koruyabilmislerdir. Ancak 24-120 saat araliginda

tirememislerdir.
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