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ONSOZ

Brusellosis diinyanin bir¢ok iilkesinde yaygin ve ekonomik olarak onemli bir
zoonotik hastaliktir. Hastalik abortuslar, siit verimi kaybi, damizlik degeri kaybi,
infertilite, veteriner ve asilama masraflar1 nedeniyle hayvansal iiretimde kayiplara neden
olurken infekte hayvanlarla direkt temas veya kontamine siit ve siit iirlinlerinin tiikketimiyle
onemli bir halk sagligi problemi olusturmaktadir. Ayrica hastalik hayvan ve hayvan
tirtinlerinin ticaretine engel teskil etmekte ve 6zellikle ¢cogunlugu kirsal kesimde bulunan
ve kisitli imkanlara sahip bir sektorii temsil eden hayvan yetistiricilerinin sosyo-ekonomik

gelismesini etkilemektedir (Gotuzzo E, Carrillo C, 1998; Young E.J., 2000).

Hastaligin hayvandan hayvana bulagsmasinin ana kaynagi abort ya da dogum
sirasinda disartya atilan ¢ok sayidaki mikroorganizmalardir. Plasenta, fetus ve fetal
stvilarda ¢ok sayida bakteri bulunmaktadir. Bir abort olayinda yaklasik 10'2-10" gibi cok
biiyiik miktarlarda bakteri sac¢ilmasimnin meydana geldigi bildirilmektedir (Alton GG.
1970).

Bir abort ya da infekte dogumu genellikle vaginal akintilar yolu ile etkenin masif
bir sekilde yayilmasi izlemektedir ve bu da ¢evrenin genis capli olarak kontaminasyonuna
neden olmaktadir. B.melitensis’in kiiciik ruminantlarda vagina yolu ile atilmasinin
B.abortus’un sigirlardaki atilimindan daha uzun siirdiigii belirtilmektedir. Bakterinin

atilmasi kegilerde en azindan 2-3 ay ve koyunlarda 60 giin stirmektedir (Alton GG. 1970).

Bu c¢alismada Marmara Bolgesi’'nden Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne
getirilen toplam 100 adet biiylik ve kiiciik gevisgetiren atik materyallerinin karaciger,
bobrek, mide sivist ve dalak organlarinin homojenatlari, farkli seleklif besiyerleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu arastirma ile abort yapmis sigir ve koyunlardan atik
materyallerinin, farkli seleklif besiyerleri (Farrelll’s Medium, Modified Thoyer Martin
Medium, CITA Medium) kullanilarak, izole edilen brucella tiirlerinin izolasyon oranlariin

belirlenmesi amac¢lanmastir.
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1.GIRIS

Brucellosis, Brucella cinsine ait mikroorganizmalarin olusturdugu, insanlarda ve
hayvanlarda genellikle kronik veya subakut seyreden, nekrotik ve yangisal enfeksiyonlara
neden olan zoonoz bir hastaliktir. Koyun, keci, sigir, domuz gibi ekonomik degeri olan
evcil hayvanlarda 6zellikle testis, meme, uterus gibi genital organlara yerlesen etken,
yavru atmalarina ve infertiliteye neden olarak biiyilik boyutlarda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Enfekte olan hayvanlarin siit ve siit tiriinleriyle, et ve et iiriinleriyle insanlara
bulagmasi nedeniyle de halk saglig1 acisindan da biiyiik 6neme sahiptir (Arda M ve ark,
1997; Arslan A ve ark, 2002; Aytug CN ve ark, 1989; Imren HY ve Sahal M, 1991).

Brucella’larin olusturdugu enfeksiyonlar brucellosis olarak adlandirilsa da farkl
isimleri de bulunmaktadir. Hastaligin Malta Adasi’nda ilk olarak tespit edildigi
diistintildiiglinden hastaliga “Malta Hummas1”, Akdeniz bdlgesinde yaygin olarak
goriildigli icin “Akdeniz Hummas1”, insanlarda goriilen dalgali ateslenmeden dolay1
“Dalgali Ates”, koyunlardan insana bulagsmanin sik olmasindan dolay1 “Koyun Hastalig1”,
hayvanlardan insanlara bulastig1 icin ise “Mal Hastalig1” gibi isimler almaktadir. (S6zen

TH, 1996; Murray RP ve ark, 1990; Koneman WE ve ark, 1992).

Hastaligin ana bulagma yolu dogum ve abortta sekillenen akintilar oldugundan, bu
hayvanlarin izole edilmeleri ve atik materyallerin, infeksiyonun siiriiniin kalan kismina,
komsu ciftliklere ve insan topluluklarina bulagsmasin1 dnlemek i¢in uygun bir sekilde
imhasi esastir. Ciftlikler ve i¢indeki alet ve ekipman hastaligin yayilmasini azaltmak icin
ayrica dezenfekte edilmelidir. Kontamine giibre en az 3 ay kullanilmamalidir (Deyoe BL

ve ark, 1979).

Izolasyon ve diger hijyenik islemler siklikla ¢ok pratik degildir ve hastaligin
bulagsmasindaki ilkelere ait bilgilerin yetersiz oldugu kisilerce uygulanmasi pek olast

degildir (Deyoe BL ve ark, 1979).

Saha da calisan kisiler, insanlara bulagsmay1 ve infeksiyonun hayvandan hayvana ve
diger siirlilere pasif olarak gegisini Onlemek i¢in, koruyucu giysi giymek ve tiim
ekipmanlar1 dezenfekte etmek gibi basit ve temel Onlemleri almalidirlar (Uysal ve

Erdenlig, 2001).



Laboratuvar personeli icin infeksiyon riski ¢ok yiiksektir. Brusellosis en kolay
aliabilen laboratuvar infeksiyonlarindan birisidir ve infekte materyaller ve bakteriyel
kiiltiirlerle yapilan manipulasyonlarda yeterli giivenlik Onlemleri alinmalidir. Hastalik
etkenlerinin ¢ok miktarda oldugu marazi maddelerin incelenmesi, yeterli bir sekilde
egitilmis personel tarafindan gilivenlik kabinleri i¢inde yapilmalidir. Ancak, serum
ornekleri ile yapilan manipulasyonlar neredeyse hi¢ risk tagimazlar. Benzer Onlemler

mezbahada calisan personel tarafindan da alinmalidir (Nicoletti P, 1977).

Infeksiyona genellikle maruz kalma sanslarmin yiiksek oldugu tip doktorlari ve
veteriner hekim gibi profesyonel kisiler diizenli araliklarla check-up ve serolojik testlerden
ge¢melidirler. Insanlarin  asilanmasi, brusellosisin  kontroliinde 6nemli bir rol
oynamamaktadir. Bunun da sebebi ciddi yan etkilerin gelismedigi etkili bir aginin heniiz
gelistirilmemis olmasidir. Ozel durumlar hari¢, insan brusellosisinin kontroliiniin,
hastaligin hayvanlardaki kontroliinden gegtigi konusunda genis Olgiide bir fikir birligi

mevcuttur (Uysal ve Erdenlig, 2001).

Insan tiiketimi icin pastdrize edilmemis taze siit ve siit iiriinlerinin kullanimi
dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir. Siit ve siit iiriinleri ucuz ve kolay elde edilebilir bir
protein kaynagi olarak insan infeksiyonlarinin en yaygin kaynagidir (Deyoe BL ve ark,

1979).

Brusellosisin kontrolii gerek c¢iftgilikle ugrasan ve gerekse hayvan iiriinlerini
tiiketen halk i¢in olduk¢a Onem tagimaktadir. Hayvancilikla ugrasan insanlar1 hastaligin
kontrol programinin avantajlart konusunda bilgilendirmek ©nem teskil etmektedir

(Nicoletti P, 1989).

M.0.450 yilinda Epidemics adli eserinde Hippocrates, ilk kez tekrarlanan ates
sonucu 4 ay icerisinde 6ldiiriicii olan bir hastaliktan bahsetmistir. 1751 yilinda bir Akdeniz
adast olan Minorca'da Ingiliz Ordusu'nda hekim olarak gorev yapan Cleghorn,
Hippocrates'in tanimladig1 hastaliga uyan atesli bir hastaliktan bahsetmistir. Sir William
Burnett (1779-1861), Ingiliz ordusu donanmasinda gérev yapan denizci subaylarda
goriilen ¢esitli atesleri birbirinden ayiran ilk hekimdir. Bu hastaligin klinik 6zelliklerini
kendi hastaligindan yola ¢ikarak ilk defa 1861 yilinda Misir'da Ingiliz Kraliyet
kuvvetlerinde calisan Jeffery Allen Marston (1831-1911) bildirmistir. Bu hastalik o
zaman "Akdeniz Atesi" olarak bilinmekteydi. Marston, Malta atesi hakkinda detaylh
bilgileri belgeleyen ilk kisidir (Hoover DL ve ark; Davis R ve ark).



Ingiliz ordusunda hekim olarak gorev yapan ve bir mikrobiyolog olan Sir David
Bruce (1855-1931), 1887 yilinda Malta Adasi'nda Malta atesine neden olan
mikroorganizmay1 Micrococcus melitensis olarak isimlendirmistir. Bu mikroorganizmay1
Malta atesinden Olmiis bir askerin dalagindan izole etmistir. Mikroorganizmanin yaz
aylarinda daha ¢ok enfeksiyon yaptigini ve rezervuarinin kegiler oldugunu tespit etmistir.
Kegilerin siit, idrar ve kanlarindan da mikroorganizmayi izole etmistir (Baysal B, 1999;

Bilgehan H, 2000; Shapiro DS ve ark, 1999; Koneman E, 2006)

1897'de M.L. Hughes, 844 hastada yaptig1 ¢alismalar sonucunda "Ondiilan Ates"
hakkinda bir monografi hazirlamistir. 1897'de Wright, Bruce tarafindan tarif edilen
mikroorganzmanin hasta serumlarin1 agliitine ettigini gostermistir. Danimarka'li bir
veteriner hekim olan Bernhard Bang (1848-1932); 1897'de ilk kez sigirlarda, atlarda,
koyunlarda ve kegilerde diisiige neden olan mikroorganizmay1 Bacterium abortus olarak
isimlendirmistir. Mikroorganizmayr dogum yapan sigirlarin uterus duvarindan izole
etmistir. Hastaliga "Bang Atesi" ad1 verilmistir (Hoover DL ve ark; Davis R ve ark; Baysal

B, 1999; Bilgehan H, 2000; Shapiro DS ve ark, 1999; Koneman E, 2006).

1906 yilinda Zammit, enfekte kegilerden ayni mikroorganizmayi izole etmis, bu
nedenle devlet personeline ke¢i siitiinden yapilmis siit {irlinlerinin tiiketilmesini
yasaklamistir. 1914 yilinda Traum; ABD'nin Indiana eyaletinde prematiire dogan domuz
yavrularinin karaciger, mide ve bdbreklerinden Brucella suis' i izole etmistir (Baysal B,

1999; Hoover DL ve ark).

1920 yilinda Amerika'li bakteriyolog olan Alice Evans; Bang'in ve Sir David
Bruce'un isimlendirdigi tilirlerin aslinda hemen hemen ayni o6zelliklere sahip oldugunu
bulmustur. Gilinlimiizde artik bu mikroorganizmalarin ait oldugu cins Bruce'a ithafen
Brucella olarak isimlendirilmektedir. 1920 yilinda Meyer ve Shaw; daha 6nce tanimlanan
tiirleri Brucella cinsi altinda toplamistir. Huddleson ve Abell; bu bakterilerin H,S {iretme
aktivitelerini, tiyonin ve fuksin boyalarina duyarhiliklarini aragtirmislardir (Shapiro DS ve

ark, 1999).

Buddle (1953) ve Boyes (1956) tarafindan Yeni Zelanda'da koglardan B. ovis,
1968 yilinda, Carmichael ve Bruner tarafindan kdpeklerden Brucella canis izole edilmistir.
Brucella neotomae; 1957 yilinda Stoenner ve Lacman tarafindan Utah'da ¢6l farelerinde

izole edilmisitir. Rusya ve Alaska'da ren geyiklerinden Brucella rangiferi izole edimistir

(Baysal B, 1999; Bilgehan H, 2000; Shapiro DS ve ark, 1999).



Tirkiye'de insanlarda ilk kez 1915 yilinda Dr. Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit
Akalin tarafindan Kuleli Askeri Hastanesi'nde tedavi edilen bir askerde tespit edilmistir.
Koyunlarda B.melitensis ilk defa Aktan ve Koyliioglu tarafindan 1944 yilinda Bandirma
merinos ¢iftliginde saptanmistir. (Tarim Bakanligi Brusellosis ve Tiiberkiilosis Subesi,
Ankara, 1965). Ulkemizde sigirlarda ilk izolasyon 1931-32 yillarinda Berke tarafindan
bildirilmistir. Yine Tiirkiye'de insan ve hayvanlarda brucellanin serolojik yontemlerle
saptanmast Golem tarafindan 1943 yilinda bildirilmistir (Golem SB, 1943). Ayrica
tilkemizde Brucella canis enfeksiyonun serolojik olarak ilk teshisi 1984 yilinda Diker,

Istanbulluoglu ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir (Diker S ve ark, 1984).

Hayvanlarda brusellosis daha ¢ok evcil hayvanlarda goriilmektedir. Ug klasik tiir
olan B.melitensis, B.abortus ve B.suis' in tercih ettigi primer konak¢ilar1 varsa da diger
konakei tiirlerinde de hastalik olusturabilir. B.ovis, B.canis ve B.neotomae nin infekte ettigi
konakgei tiirleri primer konakgilarinin diginda daha dardir (Hagan W 1973; Meyer ME
1990). Insanlar ii¢ klasik tiirle infekte olurlarsa da diinya genelinde olgularin ¢ogundan en

invaziv ve patojenik tiir olan B.melfitensis sorumludur (Gotuzzo E, Carrillo C 1998) (Tablo

1.1).

Tablo 1.1. Diinyada insan brusellozisinde tiirler ve konakgilar1 (Gotuzzo E, Carrillo C 1998)

insanlarda Goriilme

Tiir Konakg¢1 Diger konakg¢1
Sikhig1
B.melitensis Koyun, keg¢i Sigir ++++ (olgulari % 70')
B.abortus S1g1r, manda At +++ (olgularin % 25')
B.suis Domuz, kurt Sigir ++ (olgularin % 5').

B.abortus'un sebep oldugu ve Bang ya da sigirlarin yavru atma hastaligi olarak
bilinen s1g1r brusellozu diinyanin pek ¢ok iilkesinde yaygin bir sekilde goriiliir. Giiney
Avrupa ve Bat1 Asya'daki bazi iilkeler gibi sigirlarin koyun ve kegilerle yakin olarak
tutulduklar yerlerde infeksiyon B.meiitensis tarafindan da olusturulabilir, B.suis nadiren

sigirlarda infeksiyon olusturur (OIE Paris 1990).

Brusellosis’in  dnlenmesi ve kontrol stratejisi, infeksiyonun patogenezisi ve
epidemiyolojisine dayanmaktadir. Brucella spp. evcil ve yabani bir¢ok hayvan tiiriinii
etkiler. Baslica ekonomik etkisi sigir, koyun ve kegiler iizerine olup bu tiirlerde hastaligin

belirtileri benzerdir. Disi hayvanlarda baslica semptom abortustur. Genellikle atik yapan
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hayvanlar bir daha atik yapmaz. Bazi hayvanlarda asemptomatik infeksiyon goriilebilir.
Asemptomatik hayvanlar siirlide infeksiyonun devami ve yetistiriciler tarafindan test
sonuglarinin siipheyle karsilanmasina yol agarak hastaligin kontroliinii giiclestirirler.
Duyarlilik yas, cinsiyet, irk, alinan mikroorganizma miktari, gebelik durumu ve
mikroorganizmanin viriilensi ile iligkilidir. Ergin hayvanlarda bulagma hemen hemen
tamamiyla sindirim sistemi yoluyla olmaktadir. Erkekler bulasmada hi¢ yada ¢ok az rol
oynarlar (Brucella ovis ve Brucella suis hari¢). Koyunlar kecilerden daha cabuk iyilesirler.
Koyunlar ortalama 6 ay icinde infeksiyondan dogal olarak ari olmaya bir egilim
gostermesine ragmen yaklasik %20'si daha uzun siire tasiyict olabilir. Keciler genellikle
yasam boyu infekte kalirlar. Sigirlarda meme ve memeiistii lenf yumrularinda kalici
infeksiyon siklikla goriiliir. Ancak baz1 sigir ve kegiler iyilesebilir (Iyisan A.S., Akmaz O.,
Diizgiin S ve ark 2000 ; Tarim Bakanligi Brusellosis ve Tiiberkiilosis Subesi, Ankara

1965).

Brucella melitensis'in Brucella tiirleri i¢inde insan i¢in en patojenik tiir olmasi ve
kirsal kesimde insanlarin bu hayvanlarla yakin temasta olmalari nedeniyle koyun
brusellosisi ililkemizde insan sagligina olumsuz etkisi bakimindan daha biiyilk 6neme
sahiptir. Brucella infeksiyonunun insanlara bulagmasi ve bir ililkede yayginlig1 yerel yemek
aligkanliklari, siit ve siit mamullerini isleme yontemleri, sosyal orf ve adetlere, kisisel ve
cevre saghgi standartlari ile iliskilidir. Insanlarda Brusellosis’in 6nlenmesi hastaligin
hayvanlarda kontrol ve eradikasyonuna baghdir (Iyisan S., Akmaz O, Diizgiin S ve ark

2000 ; Meyer ME 1990).

Brucella'lar ortalama 0.5 - 0.7 um c¢apinda, 0.6 - 1.5 um uzunlugunda ve daha ¢ok
ikiserli, ucuca duran kok, kokobasil veya kisa comake¢iklardir ve bu durumlar ile
diplokoklara benzerler. Bazen siv1 besiyerlerinde 3-5'li zincirler yapabilirler. Her ne kadar
bu ii¢ tiir arasinda goriiniim yoOniinden farkliliklar kaydedilmis ise de pratik olarak bu
yonleri ile birbirlerinden ayirmak olanaksizdir (Bilgehan H, 2000; Siimerkan B, 2002;
Baysal B, 1999; Yildiric1 G, 1999; Arda M ve ark, 1992).

Hareketsiz, kirpiksiz ve sporsuzdurlar. Kiiciik olduklarindan molekiiler hareket
nedeni ile yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Organizmadan yeni ayrildiklar1 zaman
S tipi kolonilerde ince bir kapsiillerinin bulundugu, yapilan pasajlarda ve R koloni
sekillerinde bu kapsiillerinin kayboldugu saptanir (Bilgehan H, 2000; Stimerkan B, 2002;
Baysal B, 1999; Yildirict G, 1999; Arda M ve ark, 1992; Chu MC ve Weyant RS 2003).



Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram olumsuzdurlar. Comakgik
seklinde olanlar bazen diizensiz boyanma 06zelligi gosterirler. Kapsiilleri yoktur ve
endospor olusturmazlar (Bilgehan H, 2000; Arda M ve ark, 1992; Baysal B, 1999; Chu
MC ve Weyant RS 2003; Renner DE ve Hausler JW 1980).

Brucella grubu mikroorganizmalar genellikle konak¢r hayvan disinda
cogalamazlar. Fakat ortamin 1s1, nem ve asitlik degerlerine baglh olarak degisik siirelerde
canliliklarin siirdiiriirler. Brucella mikroorganizmalar1 direkt giines 15181, dezenfektanlar,
pastorizasyon ve kuru sartlara duyarlidir. Etkenler pastorizasyon isinda 10-15 dakikada
oOlirler. Giines gormeyen topraklarda 50-70 giin, suda 15 giin, buzlukta 3-5 ay, siitte birkag
giin, dondurmada 1 ay canli kalabilirler (Arslan A, 2002). Giines 1s181inda 1-12 saatte, 60
°C' de 10 dakikada, 100 °C' de hemen 6liirler. Cesme suyunda 4-8 °C' de birkag ay, 0 °C' de
2,5 yil, dondurulmus dokularda birkag yil, nemli toprakta 60 giin ve 20 °C' de %39 nemli
ortamda 144 giin canli kalabilirler. idrarda 30 giin, atik fotuslarda en az 75 giin ve uterus
akintilarinda 200 giinden fazla canli kalabilir. Enfekte diski materyali ile bulasik altlikta
56-61 °C' lerde 4.5 saatte tahrip olur. Cig siitten yapilan tuzsuz krema yaginda
buzdolabinda 142 giin, % 10 tuz iceren salamura peynirde 45 giin %10 tuz igerende ise 1
ay canlt kalir. Etin normal dinlendirilmesi siirecinde olusan pH degisikligi (asitlik) ette
bulunabilecek brucella mikroorganizmalarini 6ldiirmeye yeterlidir. Etkenler %0.12' lik
siiblime de birka¢ dakikada , %2' lik formol , % 1'lik lizol i¢inde 15 dakikada oliirler (Arda
M ve ark, 1997; Tasc1 F, 2004).

Uygun kati besiyerinde Brucella kolonileri 2 giinliikk inkiibasyon sonrasinda
goriilebilir duruma gelmektedirler. Koloniler maksimum biiyiikliige 5- 7 giin iginde
erisirler ve bu siire sonunda 1- 2 mm ¢apta, smooth, saydam ve bal rengi konveks Brucella
kolonileri olusur. Kolonilere {istten bakildiginda konveks olup, parlak beyaz goriiniirler.
Daha sonra koloniler genislemekte ve daha koyu hale gelmektedirler (Quinn PJ ve ark,
2000). Smooth (S) Brucella spp. kiiltiirleri, 6zellikle B. melitensis kiiltiirti, subkiiltiirlerinde
rough (R) formuna veya kimi zamanda mukoid (M) formuna dissosiye olmaya
egilimlidirler. Sonrasinda koloniler daha az saydam, daha fazla granuler, donuk yiizeyli (R)
veya yapiskan tekstiirde (M), yansiyan 1sikta mat beyazdan kahverengiye dogru degisen
koloni rengi olusturmaktadirlar. S, R ve M formlar1 arasinda dissosiye olmus kiiltiirlerde
intermediate formlar sekillenmektedir. Koloni morfolojisinde, genelde virulensdeki
degisiklikler, serolojik 0Ozellikleri ve faj sensitivitesine bagli olarak degisimler

goriilebilmektedir (Anonim, 6).



Smooth Brucella suslar ile E.coli O:116, O:157, Kaufmann-White'in Salmonella
grubu N (0:30), Pseudomonas multophilia, Vibrio cholera ve o0zellikle Yersinia
enterocolitica O:9 gibi ¢esitli Gram negatif bakteriler arasinda serolojik olarak kros
reaksiyonlar oldugu bilinmektedir. Bu organizmalar, tani testlerinde Brucella spp'nin S-
LPS antijenleriyle kros reaksiyon vererek yanlis pozitiviteye neden olmaktadirlar

(Timoney JF ve ark, 1988; Quinn PJ ve ark, 2000).

Organik kiikiirtlii bilesikleri par¢alama sonucunda B. melitensis, B. abortus ve B.
suis H,S olusturur. B. suis en uzun siire (3-5giin) ve en fazla miktarda, B. abortus orta siire
(2 glin ) ve miktarda, B. melitensis ise en az siire (1 glin) ve miktarda kiikiirtlii hidrojen

yapar (Bilgehan H, 2000).

Brucella tiirleri tiremeleri i¢in CO, gereksinimleri, lireaz ve H,S iiretimi, bazik
fuksin ve tiyonin ve tiyonin mavisi boyalarina duyarhiliklan tiirlere gore degisir. Boya
duyarhiliklar1 biyovarlarin ayriminda kullanilir. Besiyerlerine belli konsantrasyonlarda
konulan thionin, bazik fuksin, kristal viyole ve pironin gibi maddeler karsisinda B.
melitensis inhibisyona ugramadan {irer. B. abortus yalniz thionin tarafindan inhibe olur. B.
suis ise thionin digindaki bazik fuksin, kristal viyole, pironin tarafindan inhibe edildigi
halde thioninden etkilenmeyerek iiremesini siirdiiriir. Ayrica inozitol, mannoz, ramnoz ve
trehaloz gibi karbonhidratlar1 fermente etme bakimindan da tiirler arsinda ayriliklar

goriilmektedir (Bilgehan H, 2000).

B. abortus ve B. suis biyokimyasal ve serolojik farkiliklarina gdre biyovarlara
ayrilirken B. melitensis serolojik 6zelliklerine gore biyovarlara ayrilir. B. melitensis bazik
fuksin, tiyonin ve tiyonin mavisi boyalarina direnglidir. B.melitensis, B.suis ve B. abortus
yogun inokiiliimlerde {ireaz pozitifken B. suis 5 dakika icerisinde lireaz lretirler. Ayrica
cins spesifik monoklonal antikor kullanilarak uygulanan koagliitinasyon yontemleri ile B.
melitensis, B. abortus ve B. suis'e ait A ve M antijenleri saptanabilir (Bilgehan H, 2000;

Baysal B, 1999; Shapiro DS ve ark, 1999; Koneman E ve ark, 2006; Stack J, 2006).

Ayrica bu etkenlerin tiplendirilmesinde bakteriyofajlara duyarhiliklar1 da 6nemli bir
kriterdir. Tiplendirmede Weybridge (Wb), Tbilisi (Tb), Berkeley (Bk;), Firenze (Fi)
fajlarindan yararlanilir (Stack J, 2006).
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Ureme Agliitinasyon Tb faji1 erime
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a: 1/25.000 b :1/50.000 ¢:1/100.000 A:

Mono spesifik abortus serumu, M: Mono spesifik melitensis

serumu R: anti R Brucella serumu, Tb : Tbilisi , RTD : Rutin test diliisyonu -Boya deneyleri,
Trypticase Soy Agar veya Tryptose Agar'da yapilmistir.
Cizelge 1.1. Brucella tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri (Dubos JR, 1965)

1.1. Brucella Tiirlerinin Ayirt Edici Ozellikleri

1.1.1. Brucella abortus [(Schmidt & Weis, 1901) Meyer & Shaw 1920]

B. abortus oncelikle sigirlart enfekte etmekle beraber bufalolar, develer, geyikler,
kopekler, atlar, koyunlar ve insanlar1 da enfekte eder. Katalaz ve oksidaz pozitiftirler. i1k
izolasyonlarinda %10 COs'e gereksinim duyarlar. H,S iiretirler. Genelde {ireyi hidrolize
ederler fakat bazi suslar iireyi hidrolize etmeyebilir. Bazik fuksin, metil viyole, pyronin,
safranin O varliginda tirerler. Thionin varliginda tiremezler. Nitratlar1 nitrite indirgerler.

S tipi koloniler A, M veya hem A hem M yiizey antijenleri igerebilir. Spesifik



antiserumlar1 agliitine etme Ozellikleri biyovarlara gore degisir. L-alanine, D-alanine, L-
asparagine, L-glutamic acid, D-galactose, D-glucose, D-ribose, ve meso-erythritol'ii
okside ederler. D-xylose, L-arginine, DL-citrulline, DL- ornithine ve L-lysine'ini okside
etmezler. S tipi kolonileri Tbilisi (Tb), Weybridge (Wb), Firenze (Fz), M51-S708,
Berkeley (Bk), MC/75 ve D grubu Brucella fajlar1 ile lize olurlar. S tipi olmayan
koloniler ise Brucella R faj1 ile lize olur. Yedi biyovari vardir. Biyovarlar i¢in referans

suslar sunlardir (Stack J, 20006) ;

Biyovar Referans sus

Biyovar 1 Brucella abortus_544
Biyovar 2 Brucella abortus 86/8/59
Biyovar 3 Brucella abortus_Tulya
Biyovar 4 Brucella abortus 292
Biyovar 5 Brucella abortus B3196
Biyovar 6 Brucella abortus 870
Biyovar 9 Brucella abortus C68

1.1.2. Brucella melitensis | (Hughes 1893) Meyer & Shaw 1920]

B.melitensis ¢ogunlukla koyun ve kegilerde hastalik olusturur fakat sigirlar1 da
enfekte edebilir. Insanlar icin en tehlikeli Brucella tiiriidiir. Katalaz ve oksidaz pozitiftirler.
Uremeleri igin CO,' e gereksinim duymazlar. H,S iiretmezler. Cogunlukla iireyi hidrolize
ederler fakat bazi suslar1 lireyi hidrolize etmeyebilir. Bazik fuksin, thiyonin, metil viyole,
pironin, ve tiyonin mavisi boyalar1 varliginda iirerler. Nitratlar1 nitrite indirgerler. S tipi
kolonileri monospesifik antiserumlarla M, A veya her iki yiizey antijenleri ile agliitinasyon
reaksiyonu verirler. D-glucose, meso-erythritol, L-alanine, D-alanine, L-asparagine ve L-
glutamic asidii okside ederler. L-arabinose ve L-lysine'i okside etmezler. S tipi kolonileri
Bk fajina duyarhidir fakat Wb, Tb, Wb, Fz, M51-S708, MC/75, D ve R grubu fajlarla lize
olmazlar. S tipi olmayan koloniler biitiin fajlara direnglidir. U¢ biyovari vardir. Biyovarlar

i¢in referans suslar sunlardir (Stack J, 2006);

Biyovar Referans sus

Biyovar 1 Brucella melitensis 16 M
Biyovar 2 Brucella melitensis 63/9

Biyovar 3 Brucella melitensis Ether



1.1.3. Brucella suis (Huddleson 1929):

B. suis diger Brucella tiirlerine kiyasla konak yelpazesi daha genis bir tiirdiir. 5
biyovar1 vardir. B. suis biyovar 2 ve 3 en ¢ok domuzlar1 enfekte ederken, B. abortus
biyovar 4 ren geyiklerini ve vahsi karibulari, B. suis biyovar 5 ise kemiricileri enfekte eder.
Biyovar 2 hari¢ biitiin biyovarlar insanlar1 enfekte eder. Katalaz ve oksidaz pozitiftirler.
Uremeleri i¢in CO,' e gereksinim duymazlar. Biyovar 1 ¢ok miktarda H,S iiretirken diger
biyovarlar iiretmezler. Ureyi ¢ok hizli hidrolize ederler. Tiyonin varliginda iirerler fakat
bazik fuksin, metil viyole, pyronin, safranin O ve malasit yesili varliginda tiremezler. S tipi
kolonilerde biyovar 4 hari¢ A tipi yiizey antijeni fazladir. Biyovar 4'de esit miktarda A ve
M tipi yiizey antijeni bulunur. D-ribose, D-glucose, meso-erythritol, D-xylose, L-arginine,
DL-citrulline, DL-ornithine ve L-lysine'i okside ederler. L-asparagine, L-glutamic acid, L-
arabinose ve D-galactose oksidasyonu biyovarlar arasinda farklilik gosterir. L-alanine ve
D-alanine'ni okside etmezler. S tipi kolonileri Wb, M51-S708, Bk, MC/75 ve D grubu
Brucella fajlar ile lize olur. Fz grubu ve Tb grubu fajlarla belirli bir diizeyde lize olurlar. S
tipi olmayan koloniler fajlarla lize olmazlar. Bes biyovari vardir. Biyovarlar i¢in referans

suslar sunlardir (Stack J, 2006);

Biyovar Referans sus

Biyovar 1 Brucella suis_1330
Biyovar 2 Brucella suis_ Thomsen
Biyovar 3 Brucella suis_686
Biyovar 4 Brucella suis 39
Biyovar 5 Brucella suis 513

1.1.4. Brucella neotomae (Stoenner & Lackman 1957):

B.neotomae ¢ol farelerini enfekte eder. Diger tiirler ile ilgili vakalara
rastlanmamustir. Katalaz pozitiftirler. Okzidaz negatiftirler. Uremeleri igin CO'e
gereksinim duymazlar. H,S iiretirler ve iireyi ¢abuk hidrolize ederler. Bazik fuksin, tiyonin
mavisi ve safranin O varliginda tiremezler. Tiyonin varliginda iirerler. Nitratlar1 nitirite
indirgerler. S tipi kolonilerinde A tipi ylizey antijeni baskindir. L-asparagine, L- glutamic
acid, L-arabinose, D-galactose, D-glucose, meso-erythritol ve and D-xylose' u okside
ederler. L-alanine, D-alanine, L-arginine, DL-citrulline, DL-ornithine ve L- lysine'i okside
etmezler. D-ribose oksidasyonu degiskendir. Peptonlu besiyerlerinde D- glucose, D-

galactose, L-arabinsoe ve D-xylose' u fermente ederler. S tipi kolonileri Wb, M51-S708,
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Fz, Bk, MC/75 ve D grubu brucella fajlar1 tarafindan lize edilirler. Tb faji kismu lizis
yapar. R tipi ve M tipi koloniler fajlarla lize olmazlar. Biyovarlar1 yoktur. Referans sus

Brucella neotomae 5K33' diir (Stack J, 20006).

1.1.5. Brucella ovis ( Buddle 1956):

B. ovis koglarda epididimit enfeksiyonlarindan sorumludur. Disi koyunlarda
diisiiklere neden oldugu bildirilmistir. Keciler deneysel olarak B. ovis ile enfekte
edilebilmistir. Diger hayvan tiirlerini ve insanlar1 enfekte etmezler. Katalaz pozitif, oksidaz
negatiftirler. Uremeleri i¢in CO,' e gereksinim duyarlar. H,S iiretmezler. Ureyi hidrolize
etmezler. Metil viyole ile inhibe olurlar. Bazik fuksin ve tiyonin varliginda iirerler. Nitrati
nitrat1 nitirite indirgemezler. S tipi koloni olusturmazlar. ilk izolasyonda R tipi koloniler
yaparlar. Rough (R) spesifik yiizey antijenleri diger S tipi olmayan brucella antijenleri ile
capraz reaksiyon verir. L-alanine, D-alanine, L-asparagine, D- asparagine, L-glutamic
acid, DL-serine ve adonitolii okside ederler. L-arabinose, D- galactose, D-glucose, D-
ribose, meso-erythritol, D-xylose, L-arginine, DL-citrulline, DL-ornithine ve L-lysine i
okside etmezler. Tb, Wb, M51-S708, Fz, Bk, MC/75, D or R grubu Brucella fajlar ile lize
olmazlar. R/O faj1 ile lize olurlar. Biyovarlar1 yoktur. Referans sus B. ovis 63/290' dir

(Stack J, 2006).

1.1.6. Brucella canis ( Carmichael & Bruner 1968):

B. canis erkek kopeklerde epididimoorsit, disi kopeklerde ise diisliklere neden olur.
Insanlarda enfeksiyon yaptig1 bildirilmistir fakat diger hayvan tiirlerinde enfeksiyon heniiz
bildirilmemistir. Katalaz ve oksidaz pozitiftiler. Uremeleri i¢in CO,' e gereksinim duyarlar.
H,S iiretmezler. Ureyi ¢cok ¢abuk hidrolize ederler. Nitratlar1 nitirite indirgerler. Uremeleri
bazik fuksin ile inhibe olur. Tiyonin ile inhibe olmaz. S tipi koloniler olusturmazlar. ilk
izolasyonlarinda R veya M tipi koloniler olustururlar. Rough (R) - spesifik ylizey
antijenleri diger S tipi olmayan Brucella antijenleri ile ¢apraz reaksiyon verir. D-ribose, D-
glucose, L-arginine, DL-citrulline, DL-ornithine, L-lysine 1 okside ederler. Mezo-erythritol
oksidasyonu degiskendir. L-alanine, D- alanine, L-asparagine, L-glutamic acid, L-
arabinose, D-galactose u okside etmezler. Tb, M51-S708, Wb, Fz, Bk, MC/75, D, R, ve
R/O grubu brucella fajlar1 ile lize olmazlar. Biyovalari yoktur. Referans sus B. canis

RM6/66'd1r (Stack J, 2006).
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Brucella bakterileri Tiiberkiiloz ve Listeria bakterileri gibi hiicre i¢inde yasama
aliskanlhiginda olan fakiiltatif intraselliiler parazittirler (Bilgehan H, 2000; Chu MC ve
Weyant RS, 2003; Joklik KW ve ark, 1988). Viriilanslariin kaynagi kesin olarak
bilinmemektedir. Herhangi bir ekzotoksinleri bulunmamakla birlikte hiicre maddelerinin
toksik oldugu diisiiniilmektedir. Bu toksinin barsak bakterilerinin endotoksini ile benzer
oldugu ve hastalik olusumuna yardim ettigi diisiiniilmektedir (Baysal B, 1999; Mikalich
JD ve ark).

Hayvanlarin f6tiis zarlarinda bulunan ve erytritol ismi verilen madde Brucella'lar
icin bir gelisme faktoriidiir. Gebe hayvanlarin Brucella'lara karsi duyarli olmalari bu
sekilde izah edilebilmektedir. Insan plasentasinda erytritol adi verilen madde
bulunmadigindan  Brucella  enfeksiyonlarina  bagli  abortuslara  rastlanmadigi

bildirilmektedir (Bilgehan H, 2000; Baysal B, 1999; Murray RP, 1990).

Normal insan serumu bazi brusella tiirlerine bakterisit etki gosterir ve polimorf
niiveli 16kositler tarafindan fagosite olmalar1 i¢in opsonize eder. Brucella'lar fagosite
edildiklerinde fagozomdaki sindirici enzimleri engelleyici etki gosterirler (Bilgehan H,
2000). Brucella mellitensis serumun bakterisit etkisine direnglidir ve bu etkenin diger
tirlere gore daha viriilan olmasini agiklar. Brucella'lar fakiiltatif hiicre i¢i parazitidirler.
Konagin fagositik hiicrelerinde canli kalabilir hatta orada ¢ogalabilirler. Bakterilerin hiicre
icinde canli kalabilmeleri, nétrofillerde miyeloperoksidaz-H,O, sistemini baskilayan,
makrofajlarda fagozom - lizozom flizyonunu engelleyen ve oksidatif hasara karsi koruyan
bazi maddeler ve enzimler sentez etmelerine baghdir (Siimerkan B, 2002; Saglam M,

1980; Young EJ, 2000).

Sigir brusellosisi birgok iilkede vardir. Insidensi, iilkeler arasinda ve kendi i¢inde
degisik oranlarda degismektedir. Bazi iilkelerde tam olarak eradike edilmistir. Hastalik
Afrika, Orta Dogu, Orta ve Giiney Amerika’da ve gelismekte olan tilkelerde dnemli tehlike
olusturmaktadir. ABD’de yaklasik 50 yillik bir eradikasyon ¢alismasindan sonra, bir eyalet
disinda tiim bolgelerden eradike edilmistir. AB iilkelerinden, Kuzey Irlanda, Yunanistan,
Ispanya, Italya ve Portekiz’de ulusal brusellosis eradikasyon projeleri yiiriitiilmektedir.
Sigirlarla birlikte koyun-kegi yetistiriciligi yapilan iilkelerde sigirlarda B. melitensis’e
bagl brusellosis goriilebilmektedir (Alverez ve ark 2010).
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1.2. Brucellosis’in Akdeniz Ulkelerindeki Durumu ve Eradikasyon Programlari

1.2.1. ispanya

Sigir brusellosisi kontrol ve eradikasyon programi anlamda etkin miicadele
calismalart 1990’larin ortalarindan (siit ineklerinde ve besi hayvanlarinda) itibaren
baslamistir. 1986 da iilkesel prevalans % 6.59 iken 1997 de %2,58 e disiriilmiistiir.
Bunun iizerine planda bazi -ek epidemiyolojik calismalar yapilmadan asilamanin
yasaklanmasi gibi- degisikliklere gidilmis, ancak 2001 yilindan itibaren 6zellikle ekstensif
yetistirilen besi hayvanlarinin siirii prevalansi (SP) nda onemli artiglar goriilmiistiir.
Ispanya’nin kuzeyinde ve batisindaki isletmelerde salginlarin merkezi durumundaki
bolgelere RB51 asis1 ile yaygin asilama, ¢cevre bolgelere ise ring asilma uygulama yaparak
2003-2004 te SP %30-47 iken 2009 yilinda % 0’a, BP % 0.05 ‘e indirilmistir. Basarida
hayvan hareketlerindeki siki kontroller ve biyogiivenlik tedbirleri ile etkin ve hizli tam

sistemlerini  kullanilmasinin  ve

504 .
PP yaygin asilama uygulamalar ile en
—— Quarsrly hard prevalenca . lisi bunl 51 daki
i \\ e i g onemlisi unlart  saglamadaki
RBST W, ion g qeoe . . .
J \ b i paydaglar aras1 isbirligi ile stirekli
W
E= i ] durum analizlerinin y6netimi etkili
;"f‘ . \ olmustur (Sanz ve ark 2010).
- . . .
= .;-’H‘d- Ispanya AB destekli, koyun kegci
= ' .. .
g - . brusellosisi eradikasyon plant da
. ’ \"w\__ .
I - uygulamaktadir (Spain 2007).
of , Co-CosMo
1 62 €A G4 I O2 03 C4 Q1 G2 03 04 O G2 03 04 C1 G263 0401 0208 G4 Q1 02 05 04 Sekil 1.1. ispanya’da a$1larna veE ba$ar1
I-RI'II'E‘IJ :—?DrAJ L?‘I:H.".EJ I-—.':‘I'.I.'IﬁJ L'J{H'I?J LmJ I-—!I'I!'I!:lJ

verileri (Sanz ve ark 2010).
Yillar ( )

1.2.2. israil

Israil’de B.abortus 1985°te resmi olarak eradike edilmistir. Veteriner servis, 2-6
aylik disi buzagilarin SC yolla S19 asilanmasini ve ayni zamanda sorvelansi
stirdiirmiislerdir. 1988’de sporadik olarak siitcili isletmelerde B.melitensis biyotip 3 tespit
edilmis, diger isletmelere yayilmaya baslamis ve 1988-1993 yillarinda B.melitensis biyotip
1 daha baskin olmaya baslamistir. Sigirlarda eradikasyon faaliyetleri test ve kesim ile
stirdiiriiliirken, ¢evredeki kuzu ve oglaklara Rev-1 agilamasi yapilarak siirdiiriilmistiir (Re-

fai ve ark 2002, WHO 1998).
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1.2.3. italya

1992 yilindan beri Brusellosis eradikasyon ¢alismalarini siirdiiren Italya’da, OBF
(resmi olarak brusellosisten ari) siiriilerde senede bir kere, diger siiriiler ise senede 2 kere
serolojik testlerle brusellosis yoniinden taranmaktadir. 2005-2007 yillarindaki koyun kegi
verilerine gore 20 bolgede siiriilerin % 90-94 taranmistir. Pozitif bulunan hayvan oranlari,
2005 yilinda % 2.99, 2006 yilinda % 2.16 ve 2007 yilinda % 2.06°dir. Sicilya adasinda ise
2003 yilinda hayvanlarin % 9 u pozitif iken 2007 yilinda % 6 s1 pozitiftir (Italy, 2007).
Klinik olarak brusellosis goriilmemekle birlikte serolojik olarak brusellosis pozitiftir (OIE

WAHID 2009).

1.2.4. Kibris

Kibris Rum Kesimi (KRK) nde, 1973 - 1985 yillarinda, as1 kullanmadan 13 yil
stireyle test ve kesim yapilarak uygulanan basarili bir eradikasyon programi (WHO 1998)
sonunda sigir brusellosisinin eradike edildigi, 1998 yilina kadar hastaligin goriilmedigi,
1998-2000°11 yillarda hastaligin tekrar goriilmeye basladigi, 2001°de tekrar eradikasyon
projesi baslatildig1 ve 2007 yili sonu itibari ile toplam 330 siiriide 38950 sigir bulunan
KRK’de sigir brusellosisin eradike edildigi, toplam 3439 siirii ve 570829 koyun-keciden
olusan kiigiik bas brusellozunun ise 2000 yilindan itibaren arttig1, 2004’te prevalansin % 7
‘ye kadar ¢iktig1 ve nihayet 2007 yil1 sonu itibart ile % 0.1 oldugu rapor edilmistir (Cyprus
Report, 2009). Kibris Tiirk Kesiminde (KKTC), OIE’ye resmi brusellosis bildirimi
olmamakla beraber, Tarim ve Dogal Kaynaklar Bakanlig1 i¢in, AB kaynakli “Hayvancilik
Projesi” kapsaminda hem sigirlar hem de koyun-keciler igin brusellosis kontrol ve

eradikasyon planlar1 hazirlanmistir (Erganis ve ark 2009a, Erganis ve ark 2009b).

1.2.5. Misir

Misir’da sigir, buffalo, koyun, ke¢i, deve, domuz, at, esek ve katirlarda brusellosis
endemik olup, enfeksiyondan sorumlu en yaygin brucella etkenleri; B. melitensis, B. suis
ve B. abortus’tur. At-merkep-katir brusellosisinin, insan ve diger hayvanlara brusellalarin
bulagsmasinda potansiyel kaynak olabilecegi ileri siiriilmektedir. Tesadiifi O6rnekleme
yontemi ile yapilan bir serosorvey ¢alismasinda, atlarin % 5.88°1, eseklerin % 20.61 ve ka-
tirlarin %71.42°si pozitif bulunmustur. Kontrol programi stratejisi, gen¢ hayvanlarin
(koyun keg¢i, buzagi, manda) agilanmasi ile test ve kesim temeline dayanmaktadir. 6 ayin
tizerindeki tiim hayvanlar, her 6 ayda bir serolojik olarak test edilmektedir. Pozitif veya

stipheli hayvanlar kesilmektedir. Lokal veteriner servis hayvan sahiplerine tazminat
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O0demektedir. Enfekte ciftlikler veya siiriiler karantinaya alinmakta, periyodik olarak
dezenfekte edilmektedir. Her 3 haftada bir serolojik olarak test uygulanmakta, iist iiste 3
kere negatif bulunan siiriiler, hastaliktan ari olarak deklare edilmektedir. Gen¢ hayvanlar,
asilama Oncesinde serolojik olarak test edilmektedir. Bu kontrolle sirasinda enfekte/reaktor
olarak tespit edilenler de mevcut yasalara gore tazminatli olarak kesilmektedir. Saglikli
buzagi ve manda yavrular1 3-7 aylik yasta S-19 asisiyla, saglikli kuzu ve oglaklar ise 3-6
aylik iken Rev.1 asisi ile agilanmaktadir. (Banai 2002, WHO 1999).

1.2.6. Portekiz

Koyun-Kegi Brusellosisi eradikasyonuna 1998 yilinda baslanmistir. 1998 yilinda
3.166.508 hayvanin 3.152.983 {inii serolojik kontrolden geg¢irilmis ve 85.920 hayvan
seropozitif (BP %2.73) bulunmustur. Ayni1 y1l 79.285 siiriiden 7.831°1 (SP % 8.76) brusella
pozitif olarak rapor edilmistir. 2001-2004 yillarinda geng ve ergin hayvanlara konjuktival
yolla yaygin Rev-1 agilamasi yapilmis, sonraki yillarda sadece gengler agilanmigtir. 2007
yilinda SP % 1.6 ya, BP ise % 0.52 ye diisiiriilmiistiir (Portugal 2007). Portekiz’de, Azor
adalarinda 2002-2007 yillar1 arasinda B. abortus RB51 asilamas: ile birlikte test ve kesim
uygulanarak 5 yillik bir siirede sigir busellosisi eradikasyonu hedeflenmistir (Martin ve ark

2009).

1.2.7. Suriye

Ulkede Bruselosis endemik olup, hayvanlarda yaygin oldugundan insan vakalart
da artmaktadir (1993 te 1391, 1997 de 6991). 1989 da RBP ve CFT testleri kullanilarak
random sample yontemle toplanan hayvan drnekleri ile yapilan bir sérvey ¢aligmasinda,
sigirlarda % 2,86 (12554 hayvan), kdy sigirlarinda % 7,83 (1827), koyun ve kegilerde
%1,81 (26755 hayvan) bulunmugstur.1995 yilinda, Rev 1 ve S19 asilama temelli, 15-20
yilda tamamlanmast beklenen bir “ulusal brusellosis eradikasyon plani” hazirlanms,
kaynak bulunamadigindan baglatilamamistir. Bu sebeple, Brusellosis kontrol ¢aligmalari,
standart koruyucu tedbirlerle (karantina, stitlere 1s1l islem, abortlarda fetus ve plasenta vs

imhasi gibi) siirdiirtildiigii rapor edilmistir (WHO 1999).
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1.2.8. Yunanistan

Ast kullanmaksizin, test ve kesim uygulamasi ile 1975-1992 yillarindaki
calismalarla adalardan hastaligi eradike etmistir. Yarimadadan adalara hayvan girisini
yasaklamigtir. Sadece asilama uyguladigi yarimadada, test ve kesim uygulamadan
enfeksiyonu oldukca azaltmasina ragmen tiimden eradike edememistir. 1995°te insan
brusellosis (B.melitensis) vakalarindaki artislardan sonra yaygin asilama uygulamaya
baslamis, % 30’luk asilama oranlarina ulastiktan sonra insan vakalarinda belirgin azalma
gbzlenmeye baslamistir (Jelastopulu ve ark 2000, Minas ve ark 2004, Taleski ve ark 2002).
2004’te % 5 olan siirii prevalansi, 2007 de % 3.04’e gerilemistir. Yunanistan’da, B.

melitensis’in baskin oldugu alanlarda, sigirlara Rev-1 asis1 kullanilmistir (EU 2003).

1.2.9. Makedonya

Insanlarda, 1945-1979 yillar1 arasinda 45 vaka bildirimi olurken, son yillarda artis
gostermis ve 1992 yil1 brusellosis 44.2/100.000 (907 vaka) ile en yiiksek yil olmustur. Bu
durum koyun-ke¢i brusellosisinin artisi ile oldukga iligkili bulunmustur. Makedonya’da
insan brusellosis vakalarinin mevsimsel (Kasim Ayi’nda % 1.7 iken May1s Ay1’nda %17.9
Haziran Ayr’nda %16.5) oldugu rapor edilmistir. Hayvanlarda, 2001 yilinda 914 kdyden
toplam 663350 koyun test edilmis, 134 koyde (siirii prevalansi-SP % 14.66) ve toplam
3938 koyunda (bireysel prevalans-BP %0.56) brusellosis tespit edilmistir. Kecilerde ise,
2001 yilinda SP % 9.01, BP %1.22, sigirlarda ise SP % 5.6, BP 9%0.3, bildirilmistir
(Taleski ve ark 2002). izole edilenler genellikle B. melitensis biyotip 2 ve biyotip 3 olarak
tanimlanmigstir. 1998 yilina kadar Saglik Kurumlarindaki uygulamalardan dolay1 bildirim
yapilmamis ve eradikasyon calismalarinda basar1 elde edilememistir. Makedonya, asilama
yapmadan, test ve kesim stratejisi uygulamaktadir. Tiim hayvanlarin saglik kontrolleri

yapilarak eradikasyon caligmalarini siirdiirmektedir (Taleski ve ark 2002).

1.2.10. Bulgaristan

1941 yilindan beri Brusellosis’ten ari olarak bilinmektedir (OIE WAHID 2010).
1996-2001 yillarinda sadece 2 insanda brusellosis rapor edilmistir. Yogun olarak yaban
domuzu ve sokak kopekleri bulunan bazi bolgelerde B. suis biyotip 2 ve B. canis izole
edilmistir (Taleski ve ark 2002). 2006 yilinda Tiirkiye sinirindaki 3 kdyde toplam 5 kegi 3
sigir ve 1 esekte brusellosis tespit edilmis ve itlaf edilerek kontrol ve eradikasyona
calisilmistir. Bulagma kaynagi olarak komsu ilkelerden yapilan kagak hayvan ticareti
olabilecegi ileri siirilmiistiir (Bulgaria 2007).
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1.2.11. Hirvatistan

Hirvatistan 1961 den 1990 a kadar brusellosisten ari idi. 1990 yilindan itibaren ilk
olarak koyunlarda B. melitensis salgin goriilmiis, sonra kecilerde (B. melitensis ve B.suis)
ve domuzlarda (B.suis) goriilmiis ve insan vakalarinda da onemli artiglar gozlenmistir.
Kegiler ile domuzlardaki brusellosis artisinin yaban domuzlarindan kaynaklandigi ileri

stiriilmiistiir (Taleski ve ark 2002).

1.2.12. Sirbistan

1996-1999 yillarinda 578 koyun ve kecide, 5 sigirda, 111 domuzda, 5 kdpekte ve 5
esekte Brusellosis tespit edilmistir. 1996 yilinda, veteriner ve medikal kontroller, finans,
mevzuat, gibi tim katilimcilarin etkili katilimi ile -asilamaksizin- 10 yillik bir kontrol ve

eradikasyon plani baglatilmistir (Taleski ve ark 2002).

1.2.13. Tiirkiye

Tiirkiye’de, ulusal bruselosis kontrol ve eradikasyon programimi 1984 yilinda
baslatmistir. Program uygulama ve basari 26 yil {izerinden planlanmistir.
Gergeklestirilecek planin stratejisi, 4-8 aylik yastaki tiim disi buzagilarin S-19, kuzu ve
oglaklarin Rev-1 ile asilanmasi iizerine kurulmustur. Tazminath test ve kesim
planlanmamistir. 1989 yilinda brusellosisi prevalansi sigirlarda ve koyun-kecilerde sirasi
ile %3,56 ve %1,26 iken, 1990°da, %1,2 ve %2.02, 1991 de %1.01, %1,83 bulunmustur.
1998°de sigirlar i¢in %1.43, koyunlar i¢in % 1.97 dir. Brusellosis’in siirii prevalansi
sigirlarda % 11.4, koyun-kecilerde ise % 15tir (Iyisan 2006, WHO 1999). Tiirkiye’nin
6.3.2009 tarihinde, OIE’ye gonderdigi verilere gore, 675 odakta 1854 vakada, sigir
brusellosisi ¢ikmis, 1827 kesim, 21 6lim ve 6 imha yapilmis; 2866 ring asilama
uygulanmis ve toplam 297044 hayvan asilanmistir. Tiirkiye, Nisan 2009 tarihinde
yaymmladigr sigir brusellosisi yonetmeligine gore; iste§e bagh arilik c¢alismalarim

yirtitmekte, hastalik ¢ikislarinda tazminatli kesim uygulamaktadir.

Tirkiye’de tiim iilke genelinde 2010 yilinda yapilan Brucella sero-surveyine gore
sigirlarda siirii prevalanst %7.8 (fert prevalansi %2,7) ve koyunlarda siirii prevalansi
%22.5 (fert prevalanst %3.4) olarak tespit edilmistir. Elde edilen son verilerin 15181 altinda
Brucella hastalig1 ile miicadelede kitle asilamasi etkili tek yontemdir.(Tiirkiye-Hollanda
Ortak Projesi “Tiirkiye’de Brucelloz ve Tiiberkiilozun Kontrol Stratejisinin Belirlenmesi

Projesi” Haziran 2011 Ref:G2609/TR/9/3) (Tablo2 ve Tablo 3)
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Brusella Vaka ve Oliim Sayilar1, Morbidite ve Mortalite Hizlar1, Tiirkiye, 1970-2005
Morbidite Mortalite

Yil Ortast Vaka Hiz1 Oliim Hiz1
Yillar Niifus Sayis1 | -100.000 Sayis1 -1.000.000
1970 | 35.321.000 37 0,1 2 0,06
1971 | 36.215.000 70 0,19 0 0
1972 | 37.132.000 63 0,17 1 0,03
1973 | 38.072.000 84 0,22 0 0
1974 | 39.036.000 70 0,18 0 0
1975 | 39.078.000 69 0,17 0 0
1976 | 39.915.000 69 0,17 0 0
1977 | 41.768.000 62 0,15 0 0
1978 | 42.639.000 72 0,17 0 0
1979 | 43.530.000 157 0,36 0 0
1980 | 44.438.000 186 0,42 0 0
1981 | 45.539.000 438 0,96 1 0,02
1982 | 46.688.000 676 1,45 1 0,02
1983 | 47.864.000 618 1,29 1 0,02
1984 | 49.070.000 1.135 2,31 0 0
1985 | 50.306.000 1.177 2,34 0 0
1986 | 51.546.000 1.563 3,03 1 0,02
1987 | 52.845.000 1.809 3,42 1 0,02
1988 | 54.176.000 2.356 4,35 1 0,02
1989 | 57.426.316 3.145 5,48 0 0
1990 | 57.582.446 5.003 8,69 2 0,03
1991 | 57.736.288 4.658 8,07 4 0,07
1992 | 59.088.101 6.197 10,49 0 0
1993 | 60.384.474 6.795 11,25 2 0,03
1994 | 61.779.288 8.383 13,57 0 0
1995 | 63.206.510 8.506 13,46 9 0,14
1996 | 62.727.000 9.480 15,11 0 0
1997 | 63.745.000 11.812 18,53 1 0,02
1998 | 64.786.000 12.330 19,03 0 0
1999 | 65.819.000 11.462 17,41 3 0,05
2000 | 67.844.903 10.742 15,83 6 0,09
2001 | 69.081.716 15.510 22,45 2 0,03
2002 | 70.415.064 17.765 25,23 1 0,01
2003 | 71.772.711 14.572 20,3 0 0
2004 | 71.152.000 18.264 25,67 2 0,03
2005 | 72.065.000 14.644 20,32 1 0,01
aka ve oOlim sayilar1 rutin bildirim sisteminden elde edilmistir.Hizlarin

hesaplanmasinda kullanilan niifuslar Tiirkiye Istatistik Kurumu 2000 yil1 niifus sayiminal
o0re yapilan projeksiyonlardir.

Tablo 1.4. Brucella Vaka ve Oliim Sayilari, Morbidite ve Mortalite Hizlari, Tiirkiye, 1970-2005
(T.C. Saglik Bakanlig. Istatistikler)
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Tirkiye'de Saglik Bakanlig1 verilerine gore 1970 yilinda 37 olarak bildirilen olgu
sayis1, 2004 yilina gelindiginde 18.398'e, 2005 yilinda ise 14.644 ulasmistir (T.C. Saglik
Bakanlig: istatistikleri, 2004). Bu artisin hastalik prevalansindaki gercek artistan c¢ok
bildirim ve tani koyma oranlarindaki artistan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.
Ulkemizde hastalik bildirimlerinin hala yeterli diizeyde olmadig1 dikkate alinirsa, gergek
bruselloz prevalansinin sanildigindan daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir (Tablo 1.4)
(Yiice A ve Cavus SA, 2006).

Tiirkiye'de brusellozun bolgelere gore dagilimi 2004 yili Saglik Bakanlig
verilerine gore Sekil 1.2° de gosterilmistir. Hastalik en sik Gilineydogu Anadolu
Bolgesi'nde goriiliirken bildirilen olgularin sadece %0.67'si Karadeniz Bdlgesi'ndendir.
Hastaligin en sik goriildiigii 10 ilimizdeki morbidite hizlar1 Sekil 1.3'de gosterilmistir
(T.C. Saglik Bakanlig: istatistikleri, 2004).
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Ilere gore Bruselloz insidansi, Saglik Bakanligi'na yapilan olgu bildirimlerinin il
nlifusuna oranlanmasi ile hasaplanmistir. 2004 yili verilerine gore hastalik insidansi,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nde en yiiksek iken, Akdeniz Bolgesi'nde en diisiiktiir. Bu
dagilim, hastaligin hayvanlardaki prevalans dagilimi ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Tirkiye'de brusellozun yillik mortalite hizt milyonda 0.01'dir (T.C. Saghk Bakanligi
istatistikleri, 2004).
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Cizelge 1.2. Brucella Morbidite ve Mortalite Hizlar1, Tiirkiye, 1975-2005

Brucelloz tanisi, klinik ve laboratuar bulgularinin birlikte degerlendirilmesine
dayanir. Brucelloz da klinik bulgulartyla ve otopsi bulgulariyla kesin tan1 koyulmaz Kesin

tani1 i¢in bakteriyolojik ve serolojik testlere bagvurulur.

1.3. Bakteriyoskopi

Kan, irin, uterus akintisi, organ parcalari, plasenta, kotiledon ve fotiis mide icerigi
gibi materyallerden hazirlanan preparatlar Koster ve Ziehl-Noelsan yontemleri ile
boyanarak muayene yapilir. Koster boyama ile boyanan preparatlarda Brucella bakterileri
mavi renk i¢inde portakal renginde gozlenir. Ziehl-Noelsan ile boyanan preparatlarda ise;
maviye boyanmis doku hiicreleri i¢inde kirmizi renkte gdzlenir. Brucella etkenlerini
tanimada ayrica Stemp ve Gram boyamalarindan faydalanilir (Lenette HE ve ark, 1974;

Moyer NP, 1991).
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1.4. Kiiltiir

Brucella' larin iiretilmesi i¢in kati, sivi ve segici besi yerleri kullanilir. Secici besi
yerlerinin igine etil violet, basitrasin, sikloheksimid, ve polimiksin B gibi g¢esitli
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 cift yapilarak birisi aerop ortamda, digeri %5-10 CO; 'li ortamlarda
iiretilir. Ureyen koloniler boya testleri, kiiltiirel, morfolojik, biyokimyasal, hayvan
inokiilasyonu ve serolojik olarak muayene edilerek identifiye edilir (Akan E, 1986;

Bilgehan H, 1993; Ozsan K, 1990; Young EJ, 1995; WHO, 1986; Arda M ve ark, 1992).

1.5. 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 (Arda M ve ark, 1992)

1.6. Serolojik Testler

Brucelloz'un laboratuar tanisinda serolojik testler ¢ok Onemli bir yer teskil
etmektedir. Bu testler, her hastanin 6zgiil antikor durumunu gostermektedir. Serolojik
testlerden sadece bir tanesi ile tan1 yapmak imkansiz oldugu i¢in, en az iki testin yapilmasi
zorunludur. Bakteriyolojik tanida etken izolasyonunun uzun siirmesi ve kronik olgularda
genellikle olumsuz sonuglar alinmasindan dolay1 serolojik testler daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bu testlerin duyarlilik oranlar1 % 65-95 civarindadir (Disarno A, 1992; Heck
FC ve ark, 1980).

Serolojik testler;

1.6.1. Serum Agliitinasyon Testi (SAT) yani (Standart Tiip Agliitinasyon Testi veya
Wright Agliitinasyon Testi)

Brucellozun serolojik olarak tanisinda eskiden beri kullanilan testlerden biridir.
Giiniimiizde de halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Testin uygulanmasi oldukca basittir.
Bu testte; seruma fizyolojik su ile iki katli diliisyon yapilir ve standart Brucella
agliitinasyon antijeni eklenir. 37 °C' de 48 saat inkiibasyona birakilir. Agliitinasyonun
tiiplin 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
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ylizeyine yakin bulunan antijenlerle reaksiyona giren antikorlarin total miktarini olger.
SAT'da; Ig M' lerin, Ig A ve Ig G; ve Ig G; 'lerden daha yiiksek reaksiyon verdigi, bu
yiizden akut olgularin teshisinde kronik olgulara gore daha basarili olundugu yapilan
calismalarda gozlenmistir. SAT'da siipheli titre goriilen serumlar diger serolojik testlerle

de incelenmelidir (Bilgehan H, 1995; Young EJ, 1995; Sutra L ve ark, 1986).

1.6.2. Coombs Testi

Agliitinasyon blokajinin ortaya ¢ikmasinda kullanilan en iyi testtir. Agliitinasyon
blokaji; antikorlar antijenlere baglandiklar1 halde agliitinasyon reaksiyonu olusturmasini
engelleyen bir mekanizmadan kaynaklanmaktadir. Bu teste; SAT' da agliitinasyon
goriilmeyen tiipler; tuzlu su ile ii¢ kez yikanip yeniden siispansiyon yapildiktan sonra her
tiipe birer damla Coombs serumu damlatilir. 37 °C' de 24 saat bekletilir. Sonra sonuglar
degerlendirilir. Coombs testi; 6zellikle negatif sonug alinan ve diisiik titrede antikor iceren
kronik olgularin belirlenmesinde onemlidir (Arnow ve ark, 1984; Bilgehan H, 1995;
Young EJ, 1995; WHO, 1986; Sutra L ve ark, 1986; Elberg SS, 1948; S6zen TH, 1996;
Heizmann W, 1985).

1.6.3. Merkaptoetanol (ME) veya Rivanol Testleri

Kronik bir infeksiyonun akut alevlenmesinden siiphe duyuluyorsa bu test
uygulanir. Bu hastaligin aktif olarak siirdligiinii gosteren Ig G antikorlarin varligin
belirlemek gerekir. Bu amagla total titrenin Ig M' ye ait kism1 i¢in Merkaptoetanol veya
Rivanol kullanarak Ig M' deki disiilfit baglar1 koparilir ve parcalanir sonrasinda yliksek
titrede Ig G saptanirsa alevlenme tanisi konabilir. Test bir hafta sonra uygulandiginda titre

artmis ise tan1 kesinlesir (Bilgehan H, 1995; Sutra L ve ark, 1986; Young EJ, 1995).
1.6.4. Mikroagliitinasyon Testi

Wright agliitinasyon testinin alternatifidir. Daha az antijen gerektiren ve daha kisa
inkiibasyon zamanina ihtiyag olan testidir (Young EJ, 1995; Heizmann W, 1985).

1.6.5. Rose Bengal Plate Testi (RBPT)

Ekonomik olmasi ve kisa siirede sonu¢ vermesi nedeniyle hem laboratuarda ve hem
de tarama testi olarak sahada siklikla kullanilmaktadir. B.abortus S99 susundan hazirlanan
ve Rose Bengal boyasi ile boyanan, yogun Brucella antijeni kullanilarak yapilan, tek

sulandirmal1 bir lam agliitinasyon testidir. Antijenin asidik pH derecesi 3,65 olup bu pH
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serumdaki Ig M aktivitesini engelleyerek Ig G' lerin reaksiyona katilmalarina yardimci
olur ve nonspesifik aglutininlerin etkinligine engel olur. Lam {izerine 0,03 ml antijen ve
lizerine ayn1 miktar serum damlatilir ve 4 dakika karistirilir ve agliitinasyon olup olmadig:

gozlenir (Davies G, 1971; Unel S, 1972).

1.6.6. Lam Agliitinasyon Testi

Cam {lizerinde serumla yapilan ¢abuk agliitinasyon testidir. Bu testin 6zgiilliigl ve
duyarlilig1 gevresel faktorlerden etkilenmesi nedeniyle pek tercih edilmez (Ozsan K, 1990;

Arda M ve ark, 1992; Young EJ, 1995; Moyer NP ve ark, 1987).
1.6.7. Spot testi

Bu testte tam kan kullanilir. Bir damla kan iizerine Brucella bakteri siispansiyonu
damlatilir ve agliitinasyon gozlenir (Young EJ, 1995; Moyer NP ve ark, 1987).

1.6.8. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

Siit ve {irlinlerinde Brucella tiirlerinin saptanmasi igin gelistirilmistir. Klinik rolii
heniiz tam olarak ortaya ¢ikmamistir. Brucelloz tanisinda niiks olgularin degerlendirilmesi
ve tedavi sonrasi gozlem agisindan dnemlidir (Ozsan K, 1990; Elberg SS ve ark, 1948;

Corbel MJ, 1988; Morgan BWJ, 1966; Ozbal Y, 1994).
1.6.9. Radioimmunoassay (RIA) Testi

Cok duyarli bir testtir. Kronik ve akut olgulari ayirt eder. Immiinoglobulin
gruplarini belirleyebilme 6zelligine sahiptir (Parrat D ve ark, 1977; Serpe L ve ark, 2000).

1.6.10. Komplemant Fiksasyon Testi

Coombs testi kadar duyarl bir testtir. Ig G ve Ig M antikorlar1 gorev alir. CFT 60
°C' de inaktivasyon esasina dayanir. I[g M' ler 60° C' de kismen inaktif olur. Bu yiizden Ig
G' leri daha iyi dlger (WHO 1998).

1.6.11. Milk Ring Testi (MRT)

Siitte Brucelloz teshisinde onemli bir testtir. Genellikle hayvancilikla ugrasan
bolgelerde bakteriyel kiiltiir metotlariyla birlikte uzun yillar kullanilmigtir. MRT 'de diger
serolojik testlerde kullanilan antikorlar kullanilmaz. Ig A antikorlart MRT olusumunda

daha aktiftir (Sutra L ve ark, 1986).
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1.6.12. 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 (Ozbal Y, 1994).

Bu amacla; genellikle 96 cukurlu Polyesteryn mikropleytlere antijen pasif bi¢imde
adsorbe olur (Moyer NP, 1991; Martin-Mazuelos E, 1994; Thoen CO ve ark, 1980).
Ayrica nitroseliiloz pleytler, naylon boncuklar ve polyethylene pleytlerde kullanilabilir
(Yardimc1 H, 1989).

Antijen olarak Brucellanin tiim hiicreleri, dis membran proteinleri, smooth LPS,
nativ hapten polisakkariti ve sitoplazmik proteinleri kullanilmistir (Young EJ, 1991;

Gilbert GL ve ark, 1981; Goldbaum FA ve ark, 1993; Sippel JE, 1982).

Mikropleytlere adsorbe olan antijenlerin iizerine antikor ilave edilir. Antikor
antijenlerle birlesir. Yikama iglemi yapildig1 halde antijen ile birlesen antikor ortamdan
ayrilmaz. Serum komponentlerinden antijenlerle birle smeyenler 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 (Sutherland

SS,1984; Thoen CO ve ark, 1980).

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 yapacagi
reaksiyon sonucunda meydana gelen renk gozle ya da mikroplate okuyucunda okunarak
degerlendirme yapilir (Byrd JW ve ark, 1979; Cargill C, 1985; Hall M, 1983; Thoen CO
ve ark, 1980).

1.7. Alerji Testleri

Bakteri niikleoproteinlerinden hazirlanan "Brucellargen" kiltlir 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. Brucelloz hastaliginin tedavisi destek ve
0zgiil olmak tizere iki sekildedir. Destek tedavide; hasta her tirli gida ile

beslenebilmektedir. Ancak hastaligin ilk yedi giiniinde yatak istirahati yapmas1 gerekir.
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Ozgiil tedavide ise; antimikrobik tedaviye basvurulur. Antimikrobik tedavi semptomlari

hafifletir ve hastaligin seyrini kisaltir (Akova M ve ark, 1993).

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 igine girebilmeli ve bakterisid etkili olmalidir. Brucelloz hastaliginin
tedavisinde kombine antimikrobiyal kullanimi 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 (Akova M
ve ark, 1993).

Diinya Saghk Orgiiti 1986 yilinda tedavi protokoliinde degisiklik yapmustir.
Rifampisin ve doksisiklin kombinasyonunu énermislerdir. Rifampisin yerine streptomisin
de kullanilabilir. Bu tedavi protokoliine gore ise; rifampisin sabah a¢ olarak 600-900
mg/glin ve doksisiklin ise 200mg/giin tok karnina kombine olarak 6 hafta siireyle kullanilir

(Akova M ve ark, 1993).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg ve Saha Ornekleri

Bu c¢aligmada Marmara Bolgesi’nde biiyiikbas ve kiiciikbag hayvancilik yapan
isletmelerde atik yapan 68 adet koyun, 10 adet keci, 2 adet manda ve 20 adet sigirdan elde
edilen toplam 100 adet aborte fetus materyali ile bunlara ait plasental kotiledonlar, fotal
akciger ve karaciger, borek, dalak ve kalp ile abomasum igerigi Brucella spp. izolasyonu
amaci ile kullanildi. Aborte fetus materyallerinin geldigi il-ilge isimlerini, tarihlerini ve

materyel isimlerini ¢izelge 3’de gdstermektedir.

2.1.1. Brucella Antiserumlari

A ve M monospesifik antiserumlari ile A+M Brucella antiserumu Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii Brucella Asilar1 ve Biyolojik Madde Uretim Laboratuvari’ndan temin

edildi.
2.1.2. Brucella Selektif Besiyerleri

2.1.2.1. Farrell’s Medium

Kontamine kaynaklardan B.abortusun izolasyonu igin gelistirilmis yeni bir segici

besiyeridir.
Temel Bilesenleri (1 It. igin)

- Brucella Temel Besiyeri 45 gr.
- Yeni dogan buzagi serumu* 50 ml
- Antibiyotik ilavesi** 2 sise (Brucella Selective Supplement; Oxoid SR0083 A)

Prosedir

2 It ‘lik kutularda bulunan Brucella Temel Besiyeri 1 It distile su ile sulandirilir.
Tamamen ¢Ozlinene kadar karistirilarak 1sitilir. Bir litrelik besiyeri her bir sisede 500 ml
olmak {izere iki ayr siseye paylastirilir ve sterilize edilir.(120 C, 1 atmosfer basing, 20
dak) Bundan sonraki karistirmalarda siseler magnetik parga (balik) koyulabilir.
(Besiyerinin sogutulmast acisindan daima yarim litre olarak hazirlanmasi tavsiye edilir.

Ayrica ticari olarak satilan sesective supplement 500 ml’lik besiyeri i¢in hazirlanmigtir)

Otoklav isleminden sonra besiyeri su banyosu i¢inde 45 °C ‘ye kadar
sogutulmalidir.(15-20 dakika kadar) . Bu soguma islemi sirasinda selective supplement 1:1

oraninda absolute metanol eklenmis steril distile su ile sulandirilir. Sulandirilmis
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supplement oda 1s1sinda 5-10 dakika bekletilmelidir. Besiyerinin 1sis1 45 °C ‘ye geldiginde
aseptik sartlarda her bir siseye 25 ml olmak flizere steril yeni dogan buzagi serumu
(6nceden sicak su banyosunda 1s1s1 45 °C ye getirilmis) ve selektif supplement ilave edilir.
Magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra (kopilik olusumundan kaginilmalidir)

petrilere dokiiliir.( Her litre besiyerinden 35-39 petri ¢ikar)

* Komplementin uzaklastirilmasi i¢in serum inaktivasyonu onerilmez.

**En fazla tavsiye edilen alternatif; ticari olarak satilan (Oxoid SR0209), Cycloheximide
yerine Natamycin (50 mg/lt) igeren modifiye antibiyoti supplementtir. Ancak Bu
supplement kullanildiginda ayni inkiibasyon siiresinde olusan brucella kolonileri daha

kiiciik olmaktadir.

Bir diger alternatif olarak asagida formiilii bulunan antibiyotik supplementi hazilanabilir.

Nalidixic Acid 5 mg
Bacitracin 25.000 IU
Cycloheximide 100 mg
(veya Natamycin 50 mg)

Nystatin 100.000 IU.
Polymyxin B 5.000 IU.

Vancomycin 20 mg.

Bu formiile gore 10,2 mg polymyxin B tartilir ve 17 ml steril distile suda eritilir. Bu
hazirlanan soliisyondan bir litre selektif besiyeri i¢in 1 ml kullanilir.Geri kalan stok
soliisyon +4 °C ‘de birkag giin saklanabilir ancak dondurularak saklanmas tavsiye edilir.
Diger antibiyotikler (Nalidixic Acid, Bacitracin, Nystatin Vancomycin ve Natamycin veya
Cycloheximide) birlikte steril bir kapta tartilir ve 1:1 oraninda methanoli, steril distile su
karisiminda ¢ozdiiriiliir.10 dakika oda 1sisinda tutulan karisim hafif¢e calkalanir ve daha
once hazirlanan 1 ml Polymyxin B siispansiyonu ile bir litre besiyerine ilave edilir (Farrell

ID, 1974).

2.1.2.2. CITA Medium

Bu seffaf medium, opak modifiye Thayer-Martin medium i¢in en iyi alternatiftir
(arkadan 151k vererek Brucella kolonilerinin tanisina imkan vermeyen). Hem de tiim

Brucella tiirleri i¢in uygundur. B.ovis izolasyonu i¢in de iyi bir segenektir.
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Temel Bilesenleri (1 It. i¢in)

Kanli agar No: 2 39,5 gr (BAB; Biolife code 3911562)

Yeni dogmus buzagi serumu (Steril) 50 ml (Seromed N° SOI25; or Gibco 16170-
078; or PAN Biotech Cat n°: 0392P281701)

Antikor {lavesi
— Vancomisin 20 mg
— Kolistin 7,5 mg
— Nistatin 100.000 I.U.
— Nitrofurantoin 10 mg.
— Anfoterasin B 4 mg

Prosedur

BAB 2 litre tartilir ve distile su ile birebir oraninda sulandirilir. Kaynayana kadar

karistirilarak kaynatilir ve tamamen ¢ozdirilir. 120 °C’ de 1 atmosfer basingta 20

dakikada sterilize edilir. Daha sonraki karigtirmalar i¢in i¢ine manyetik par¢a koyulabilir.

Besiyeri; otoklav isleminden sonra su banyosu i¢inde 45 °C’ ye kadar sogutulur (Bu

sogutma islemi i¢in minimum 15-20 dakika gereklidir). Bu islemler sirasinda antibiyotik

karisimi agagida agiklandigi gibi hazirlanir.

Vancomycin, Colistin ve Nystatin 50 ml' lik steril kapta tartilir. Bu antibiyotik
karigimi birebir oraninda hazirlanmis 10 ml steril distile su ve absolute methanol ile

sulandirilir.

Nitrofurantoin steril tiipte tartilir ve 1 ml M NaOH soliisyonu 0,22 pm filtreden

gecirilerek sterilize edilip ¢cozdiiriiliir.

10 mg Amphotericin B 20 ml' lik steril kapta tartilir ve 1 ml DMS (Dymetil
sulfoxide) ile ¢ozdiiriiliir (tamamen ¢oziinme i¢in 5-10 dakika gereklidir). 9 ml 10
mM steril Phosphate Saline (pH=7,2) eklenir. Amphotericin B'nin son
konsantrasyonu 1 mg/ml olmalidir. Bu soliisyondan 4 ml birebir oraninda besiyeri
icin gereklidir. Arta kalan Amphotericin B silispansiyonu diger kullanimlar i¢in 4

°C' de birkag giin saklanabilir (M. J. De Miguel ve ark, 2011).

2.1.2.3. Modifiye Thayer-Martin Medium

GC temel besiyeri 1 litre tartilir ve 500 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Thermostatik

manyetik karistirict kullanilarak dikkatli bir bicimde kaynayana kadar 1sitilir. Daha sonra

otoklavda sterilize edilir (120 °C, 1 atmosfer basing, 20 dakika). 10 g hemoglobin tartilir ve
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500 ml distile su ile sulandirilir. Dikkatli bir sekilde par¢alamadan homojenize edilir. Bu
hemoglobin soliisyonu tamamen ¢oziindiikten sonra 1 litrelik faska aktarilir ve otoklavda
sterilize edilir (120 °C, 1 atmosfer basing, 20 dakika) daha sonraki karistirmalar icin
manyetik parca eklenebilir. Otoklav isleminden sonra flasklar zaman zaman kopuk
olusturmadan karigtirilarak 1sis1 45 °C 've diisene kadar (bu 1s1ya diismesi i¢in 15-20 dakika

gereklidir) su banyosunda bekletilir. Bu sirada antibiyotik supplement hazirlanir.

» Nitrofurantoin steril tiipte tartilir ve 1 ml de 0,1 M NaOH soliisyonunda (daha 6nce

0.22 pm filtreden gecirilerek sterilize edilmis) ¢ozdiiriiliir.

e Vancomycin, Colistin ve Nystatin 50 ml' lik steril kapta tartilir. Bu karigim 10 ml

birebir oraninda karistirilmis steril distile su ve absolute methanol ile sulandirilir.

e 10 mg Amphotericin B 20 ml' lik kapta tartilir ve 1 ml DMS ile ¢ozdiiriiliir.
Tamamen ¢dzlindiikten sonra (bu ilsem i¢in 5-10 dakika gereklidir) 9 ml 10 mM
steril phosphate buffer saline (pH=7,2) eklenir.

e Amphotericin B' nin son konsantrasyonu 1 mg/ml olmalidir. Bu soliisyondan 4 ml
birebir oraninda besiyerin i¢in gereklidir. Amphotericin B daha sonraki kullanimlar

i¢in 4 °C' de birkag giin saklanabilir.

o Isi sabitlendikten sonra flasktaki igerikler karigtirilir (Besiyerinin bulundugu flaskin
hemoglobin iceren flaska eklenmesi Onerilir) ve antibiyotik supplement eklenir.
Koptik olusturmadan dikkatlice homojenize edilir ve petrilere dokiiliir.( Ortalama

olarak 1 litre besiyerinden 35-39 petri elde edilir)
Onemli Notlar

Besiyeri Biolife GC temel besiyeri ile hazirlanir ve agarin son konsantrasyonu %1,2
olmalidir. Kontaminasyon problemleri olustugunda (En fazla goriilen ve 6zellikle 6nemli
olan Proteus spp.dir) agarin son konsantrasyonu Bacto agar eklenerek %2 ye cikartilir. Bu
durumda besiyeri ¢ok yogun olacagindan ve 1sitma islemi sirasinda kolaylikla

yanabileceginden ¢6ziinme islemince 0zellikle dikkat etmek gerekir.

e Hemoglobin kullanmak ilging ve pratik bir alternatiftir ancak homojenize etmek
cok zordur. Hemoglobin %10 oraninda steril koyun kanindan aseptik olarak elde
edilmektedir.(iginde Na citrate ve EDTA gibi antikoagulanlar iceren kan
ekstraksiyon tiipleri de ticari olarak mevcuttur) GC besiyeri otoklavlanir ve bu

islemden sonra 50 °C iizerinde bir sicakliga sahiptir. Bu durumda GC temel besiyeri
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900 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Steril kuzu kani (100 ml) ilave edilir ve besiyerini
1s181 80 °C dereceye yiikseltilmelidir. Bu isi kan hiicrelerinin lizis olmasina neden
olur. Besiyeri bu kirmizi hiicreler tamamen parcalanana kadar zaman zaman
karistirtlmalidir.(besiyerinin rengi ¢ikolata rengi olur) Bu islemden sonra besiyeri
su banyosu i¢inde 45 °C' ye kadar sogutulur ve kopuk olusturmadan zaman zaman
karistirilir. Besiyeri 1s1s1 45-50 °C' ye geldiginde antibiyotikler steril sartlarda
eklenir ve petrilere dokiiliir. Eger besiyeri petrilere dokiiliirken cok sicak olursa
hemoglobin ¢oker ve petrideki besiyeri iki kat seklinde goriiliir ve esit miktarda

icerik petride bulunmaz.

e Vancomycin, Colistin ve Nystatin i¢eren antibiyotik soliisyonlar1 ticari olarak VCN
supplement olarak piyasada bulunmaktadir. Ancak bu supplement diisiik

konsantrasyonda Nystatin icerir ayrica Nitrofurantoin ve Amphotericin B icermez.

Marin CM ve ark, 1996; OIE Manual, 2004).

2.1.3. Boya Iceren Besiyerleri

2.1.3.1. Tiyonin’li Besiyeri

Tiyonin (Sigma T- 3387)’in distile suda % 0.2’ lik stok soliisyonu koyu renkli

siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1

saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ye kadar sogutuldu. Igine son konsantrasyonu % 5-10 olacak sekilde steril buzagi
serumu (Biochrom) katildi. Besiyeri igine tiyoninin stok soliisyonundan 5 ml (% 0.5)
eklenerek 1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen karisimlar petri

kutularina dokualdi.

2.1.3.2. Bazik Fuksin’li Besiyeri

Bazik Fuksin (Sigma / Aldrich B-0904) ’in distile suda % 0.2’lik stok soliisyonu
koyu renkli siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla
kaynayan suda 1 saat boyunca bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak
otoklavda sterilize edildi ve 56 °C’ ye kadar sogutuldu ve i¢ine son konsantrasyonu % 5-
10 olacak sekilde steril buzagi serumu (Biochrom) katildi. Besiyeri i¢ine bazik fuksinin
stok sollisyonundan 5 ml (% 0.5) ilave edilerek 1/50.000 konsantrasyonunda hazirlandi.

Elde edilen homojen karisimlar petri kutularina dokiildi.
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2.1.3.3. Safranin-O’lu Besiyeri

Safranin O (Sigma S 2255)’ nun distile suda % 0.5’lik stok soliisyonu koyu renkli
siselerde hazirland1 ve kapaklari sikica kapatilarak sterilizasyon amaciyla kaynayan suda 1
saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize edildi ve 56
°C’ ye kadar sogutuldu ardindan icine son konsantrasyonu % 5-10 olacak sekilde steril
buzag1 serumu (Biochrom) katildi. SDA besiyerine Safranin-O stok soliisyonundan 10 ml
(% 0.5) ilave edilerek 1/10.000 konsantrasyonunda hazirlandi. Elde edilen homojen

karisimlar petri kutularina dokiildii.
2.1.4. Antibiyotik iceren Besiyerleri

2.1.4.1. Streptomisinli Besiyeri

SDA’ya son konsantrasyonu 2.5 pg/ml olacak sekilde streptomisin (Sigma S 6501)
katilarak hazirlandz.
2.1.4.2. Penisilinli Besiyeri

SDA’ya son konsantrasyonu 5 IU/ml olacak sekilde Penisilin (Benzylpenicillin
1.000.000, PEN-B, Sigma) katilarak hazirlandi.
2.1.4.3. I-eritritol’lii Besiyeri

[-erithritol (Sigma E-7500, meso-erihritol, 25 gr,)’ iin distile suda % 1’lik stok
soliisyonu koyu renkli siselerde hazirland1 ve kapaklar1 sikica kapatilarak sterilizasyon
amaciyla kaynayan suda 1 saat bekletildi. SDA, 500 ml olacak sekilde hazirlanarak
otoklavda sterilize edildi ve 56 °C’ ye kadar sogutuldu ve ardindan igine son
konsantrasyonu % 5- 10 olacak sekilde steril buzagi serumu (Biochrom) katildi. SDA
besiyerine I-erithritol stok soliisyonundan 50 ml (% 1) ilave edilerek son konsantrasyonu 1

mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Elde edilen homojen karisimlar petri kutulara dokiildii.
2.1.5. Biyokimyasal Testler

2.1.5.1. Katalaz Testi

% 35'lik Hidrojen peroksit, katalaz testi icin kullanildi.
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2.1.5.2. Ureaz Testi (Christensen's Metodu)

%39'lik Ure (Oxo0id-SR020K) solusyonu, etkenin iireaz aktivitesinin 6lciilmesinde
kullanildi.

2.1.5.3. Oksidaz Testi (Kovak's Modifikasyonu)

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase (Oxoid

BR64A) kullanildi.

2.2. Cihazlar

o Karbondioksitli Etiiv: Shel-Lab Model 2300, USA.

e Stereomikroskop: Olympus SZ61, Binokiiler, USA.
e Vorteks: IKA Vortex Tube Shaker, Model 312 12 24, GERMANY.
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2.3. YONTEM

2.3.1. Direkt Mikroskobik Muayene

Pendik Veteriner Kontrol Enstitii Miidiirliigii'ne getirilen, Marmara Bolgesi’ndeki
il ve ilgelerdeki sigir,manda,koyun ve keci atik vakalarindan elde edilen Brucellosis
yoniinden siipheli 68 adet koyun, 10 adet ke¢i, 2 adet manda ve 20 adet sigira ait
toplam 100 adet aborte fetusun laboratuarda aseptik sartlarda otopsileri yapildi. Fotal
akciger, karaciger, kalp, bobrek, dalak ve mide igeriginden siirme preperat hazirlanarak
Modifiye Ziehl-Neelsen teknigiyle boyandi ve mavi zemin iizerinde kirmizi

kokobasiller arand1 (Alton GG ve ark, 1988; Timoney JF ve ark, 1988).
2.3.2. Brucella izolasyon Yéntemi

2.3.2.1. Organ Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Kontaminasyonlar1 engellemek amaciyla fotal karaciger, dalak, akciger, kalp ve
bobrek etanole batirilip atesten gegirildi. Dokular steril makas ve pens yardimiyla 50
ml'lik steril santrifiij siselerine kii¢iik parcalar halinde aktarildi ve {izerine 10 katl steril
FTS ilave edilerek ultraturraks yardimiyla homojenize edildi ve suspansiyon seklinde

organ homojenati hazirland1 (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.2.2. Izolasyon

Organ homojenatlarinin igine steril 6ze daldirilarak Brucella Selektif Agar ve
Kanli Agar yiizeyine ekimler yapildi. Mide igeriginden yapilan ekimler i¢cin abomasum
duvan kizgin spatiille dagland1 ve igerik steril enjektér yardimiyla ¢ekilerek Brucella
Selektif Agarlarin yiizeylerine birka¢ damla birakilmak suretiyle steril o6ze ile
yayilmasi saglandi. Her ii¢ grup da 37°C'lik CO,'li etiivde, 3-8 giin inkube edildiler.
S6z konusu izolatlarin tiir tayinleri standart yontemlere gore yapildi (Alton GG ve ark,

1988; Timoney JF ve ark, 1988).
2.3.3. Cins Diizeyinde Identifikasyon

2.3.3.1. Bireysel Morfoloji

Inkiibasyon siiresi sonunda yiizeyinde gelisen kolonilerden Modifiye Ziehl-Neelsen

boyama metoduyla bakterilerin bireysel morfolojileri incelendi. Gram negatif,



kokobasil goriiniimiinde olanlar Brucella spp. agisindan degerlendirmeye alindi (Alton

GG ve ark, 1988; Timoney JF ve ark, 1988).

2.3.3.2. Koloni Morfolojisi

Stipheli koloniler, koloni morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla 45°'lik oblik 1sikta

stereomikroskopta incelendi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.3.3. Polivalan Brucella Antiserumu ile Agliitinasyon

Stipheli kolonilere polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi
uygulandi. Polivalan antiserum ile agliitinasyon vermeyen Rough formundaki Brucella

canis, kontrol olarak kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).
2.3.4. Biyokimyasal Testler

2.3.4.1. Katalaz Testi

Temiz bir lam iizerine % 35'lik Hidrojen Peroksit'ten 25 ml. konularak, taze kat:
kiiltiirden alinan Brucella spp. kolonileri ile tahta cubuk yardimiyla karigtirildi. Testte
kontrol olarak kullanilan katalaz negatif Ozellikte olan Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.4.2. Ureaz Testi (Christensen's Metodu)

Besiyeri hazirlanmasi amaciyla % 39'lik Ure (0x0id-SR020K) solusyonu kullamld.
Steril tiiplere paylastirilan yari-kati1 besiyeri i¢ine siipheli izolatlarin 6ze yardimiyla
ekimleri yapildi. Besiyerinin sari olan renginin pembeye doniismesi pozitif olarak
degerlendirildi. Testte kontrol olarak {ireaz aktivitesi agisindan negatif 6zellik gosteren

B. ovis susu kullanildi (Quinn PJ ve ark, 2000).

2.3.4.3. Oksidaz Testi (Kovak's Modifikasyonu)

Etkenin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde Identification Sticks Oxidase
(Oxoid - BR64A) kullanildi. Taze hazirlanmis Brucella spp. kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu alinarak, 22 °C 'deki oksidaz ¢ubuguna degdirildi. Reaksiyonun olugmasi igin 2
dakika beklendi ve oksidaz g¢ubugunun ucundaki eflatun bolgenin mor renge
doniismesi, pozitif olarak degerlendirildi. Testte kontrol olarak oksidaz negatif

ozellikteki B. ovis susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).
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2.3.4.4. Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretimi

Izolatlarin H,S iiretim 6zellikleri kursun asetat strip metodu ile incelendi. Selektif
besiyerlerinde iiretilmis olan her bir Brucella spp. izolatindan igne uclu 6ze yardimiyla
tek bir koloni alinarak yatik SDA tiiplerine ekimi yapildi. Serit seklinde kesilen ve
kursun asetat emdirilen kagitlar sterilize edilerek test i¢in kullamildi. Kagitlar,
besiyerine temas etmeyecek sekilde, tiip kenari ile vidali kapak arasina sikistirilarak
yerlestirildi. Tiipler %5-10 CO, igeren ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
boyunca kursun asetatli kagitlar her giin degistirildi. Siire sonunda kagitlarda
siyahlagma olmas1 H,S iiretimi agisindan pozitif kabul edildi. Testte kontrol susu olarak
H,S pozitif olan B.abortus 544 susu ve H,S negatif olan B. melitensis 16M susu
kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.5. Antibiyotikli Besiyerlerinde Ureme Durumu

2.3.5.1. Penisilinli Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen Sigir orijinli izolatlarin, as1 susu olan B. abortus S19’dan
ayrimi amactyla, tiim izolatlar 5 IU/ml penisilin igeren SDA besiyerine inokiile edildi.
Ekim islemi siv1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine
paralel yatay seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10
CO2’li ortamda inkiibe edildi. Sigir orjinli izolatlar, 5-6 giinliikk inkiibasyon siiresini
takiben penisilinli besiyerinde iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak

penisilinli besiyerinde iremeyen B. abortus S19 susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.5.2. Streptomisinli Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen koyun orijinli izolatlarin as1 susu olan B. melitensis Rev 1’den
ayrimi amactyla streptomisin (2,5 pg/ml) iceren besiyerine ekimleri yapildi. Ekim islemi
stv1 gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel yatay
seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO2’ li ortamda
inkiibe edildi. izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben streptomisinli besiyerinde
iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak streptomycin iceren besiyerinde
tiremeyen B. melitensis 16M susu ile lireme 0zelligi gosteren B. melitensis Rev 1 kullanildi

(Alton GG ve ark, 1988).
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2.3.5.3. I-Eritritol iceren Besiyerinde Ureme

Calismada incelenen sigir orijinli izolatlarin B. abortus S19 susundan ayrimi
amaciyla i-erithritol (1 pg/ml) iceren SDA besiyerlerine ekimleri yapildi. Ekim islemi siv1
gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla ve her petride birbirine paralel yatay
seritler halinde dort izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO;’ 1i ortamda
inkiibe edildi. Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben i-eritritol igeren
besiyerinde ilireme durumuna goére degerlendirildi. Kontrol olarak i-erithritol iceren

besiyerinde iiremeyen B.abortus S19 susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).
2.3.6. Boyah Besiyerlerinde Ureme Durumu

2.3.6.1. Tiyonin Varhginda Ureme

izolatlar tiyonin (1/50.000) igeren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay seritler
halinde inokiile edildi. Ekim islemi sivi gliserinli besiyerinden steril svaplar yardimiyla,
her petriye dort adet izolat inokiile edilecek sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10 CO2’
li ortamda inkiibe edildi. Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben tiyoninli
besiyerinde lireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak tiyoninli besiyerinde

tireme gostermeyen B. abortus 544 susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.6.2. Bazik Fuksin Varhginda Ureme

Izolatlar bazik fuksin (1/50.000) igeren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay
seritler halinde inokiile edildi. Ekim islemi sivi gliserinli besiyerinden steril svaplar
yardimiyla ve her petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10
CO,’ 1i ortamda inkiibe edildi. Izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben bazik
fuksinli besiyerinde iireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak bazik fuksinli

besiyerinde iiremeyen B. abortus 86/8/59 susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).

2.3.6.3. Safranin—O Varhginda Ureme

[zolatlar safranin-O (1/10.000) iceren SDA besiyerlerine birbirine paralel yatay
seritler halinde inokiile edildi. Ekim islemi sivi gliserinli besiyerinden steril svaplar
yardimiyla ve her petriye dort adet izolat olacak sekilde yapildi. Petriler 37 °C’de, %5-10
COy’ li ortamda inkiibe edildi. izolatlar, 5-6 giinliik inkiibasyon siiresini takiben safranin-O
igeren besiyerinde lireme durumuna gore degerlendirildi. Kontrol olarak safranin—O igeren

besiyerinde tiremeyen B. suis 1330 susu kullanildi (Alton GG ve ark, 1988).
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3.BULGULAR

Bu caligmada Ekim 2012 — Ocak 2013 tarihleri arasinda Marmara Bolgesi’nden
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gelen toplam 100 ruminant abort materyali Brucella

cinsi bakterilerin varli1 agisindan aragtirildi.

Organlardan ve mide igeriginden hazirlanan hazirlanan homojenatlar Farrell's
Medium, Modified Thayer Martin Medium ve CITA Medium besiyerlerine ekimlerinin
ardindan %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan
kolonilerin morfolojileri incelendi. Mikroskop altinda yapilan incelemeler sonrasinda
smooth, seffaf, sebnem tanesi gorlinlimiinde morfoloji gosteren siipheli kolonilere Gram
boyama yapild1 ve bunlarin gram negatif kii¢iik kokobasiller seklinde oldugu gdzlendi.
Incelenen 100 abort drneginin Farrelll's Medium’da 34 (%34) tanesinin, Modified Thayer
Martin Medium’da 29 (%29) tanesinin ve CITA Medium’da 32 (%32) tanesinin Brucella

spp. yoniinden siipheli koloniler oldugu gézlenmistir.

Stipheli kolonilere katalaz testinde tiimiinde kopiiklenmenin sekillendigi, iireaz
testinde tiimiinde pembe rengin olustugu, oksidaz testinde tiimiinde oksidaz ¢ubugunun
ucundaki eflatun bolgenin mor renge doniistiigli, hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi testinde ise
izolatlara ait kursun asetatli kagitlarin siyahlastigi gozlenmis ve biyokimyasal testlerin

pozitif oldugu gbzlendi.

Polivalan (A+M) anti-Brucella serumu ile lam agliitinasyon testi sonucunda
Brucella spp. yoniinden siipheli izolatlara ait kolonilerin tiimiiniin agliitinasyon

gosterdikleri belirlendi.

Stipheli koloniler dogrulama ve tiplendirme amaciyla Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Serolojik Teshis ve Brucella Referans Laboratuvari’nda boyali besiyerlerinde
iiremeleri i¢in ekimler yapildi. Inkiibasyon sonucunda 2, 28, 38 ve 44 sira numarali atik
orneklerinin B.abortus biyotip 3 olduklari; 1, 4, 26, 27, 50, 52, 54, 61, 62, 65, 66, 69, 70,
72, 79, 86, 90, 92, 94, 97 ve 100 sira numaral atik 6rneklerinin B.melitensis biyotip 3
olduklart; 7, 9, 74, 80, 87, 88 ve 91 sira numarali atik 6rneklerinin B.melitensis Rev-1 yani
ast susu olduklari; 49 ve 53 sira numarali atik 6rneklerinin B.melitensis biyotip 3 ve Rev-1
yani MIX enfeksiyon olduklar1 gozlenmistir. Bu sonuglara gére Farrelll's Medium’da
incelenen 34 adet abort 6rneginin 4 (%11,7) tanesinin B.abortus biyotip 3; 21 (%61.7)
tanesinin B.melitensis biyotip 3; 7 (%20,6) tanesinin B.melitensis Rev-1 yani as1 susu; 2

(%5,9) tanesinin B.melitensis biyotip 3 ve Rev-1 yani MIX enfeksiyon olduklar
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gozlenmistir. Aynmi sekilde Modified Thayer Martin Medium’da incelenen 29 adet abort
orneginin 3 (%10,3) tanesinin B.abortus biyotip 3; 19 (%65,5) tanesinin B.melitensis
biyotip 3; 7 (%24,1) tanesinin B.melitensis Rev-1 yani as1 susu olduklari gbzlenmistir.
Yine ayn1 sekilde CITA Medium’da incelenen 32 adet abort 6rneginin 4 (%12,5) tanesinin
B.abortus biyotip 3; 21 (%61.8) tanesinin B.melitensis biyotip 3; 7 (%21,9) tanesinin

B.melitensis Rev-1 yani as1 susu olduklar1 gézlenmistir.

Yapilan ekimlerde, inkiibasyon sonrasinda Farrelll's Medium’da 66 adet negatif
gbzlenmis yani lireme goriilememistir. Bu durum Modified Thayer Martin Medium’da 65
adet negatif ve 6 adet kontamine sonu¢ gézlenmistir. CITA Medium’da ise 62 adet negatif
ve 2 adet kontamine sonug¢ gozlenmistir. 10, 13, 15, 17, 89, 99 sira numarali abort 6rnekleri
Modified Thayer Martin Mediumda; 17 ve 99 sira numarali abort ornekleri CITA
Medium‘larda kontamine lireme yaparken ayni drneklerde Farrelll’s Medium’da herhangi

bir tireme gézlenmemistir.

Bununla birlikte 51 ve 55 sira numarali orneklerde Modified Thayer Martin
Medium’da ve CITA Medium‘da lireme gézlenmezken Farrelll’s Medium’da Brucella spp.
tiremesi gozlenmistir. Aynmi1 sekilde 29, 30 ve 63 sira numarali 6rneklerde Farrelll’s
Medium’da ve CITA Medium’da Brucella spp. lremesi gozlenirken Modified Thayer

Martin Medium’da iireme gozlenmemistir. Tiim sonuglar asagidaki tabloda yer almaktadir.
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4. TARTISMA

Brusellosis, hem diinyada hem de iilkemizde bir enfeksiydz hastalik olarak 6nemini
stirdiirmektedir. Sigirlarda yavru atmasi, kisirlik ve siit veriminde azalmaya sebep olmasi
nedeniyle biiylik ekonomik kayiplara yol acan bu hastaligin insanlara da bulasarak halk
saglig1 agisindan tehlike olusturdugu bilinmektedir (Cengiz, 2000; Fazli, 2000; Siimer.,
2000; Tyisan., 2001).

Diinyanin birgok {ilkesinde brucellosis ile miicadele kampanyalar1 baglatilmis ve
basta ABD, Ingiltere, Hollanda gibi birkag iilke sigir brucellosisini yok denecek kadar
azaltmay1 basarmis olmasina karsin, insan brusellosisinde en énemli rolii oynayan koyun
ve keci brucellosisi ise basta gelismekte olan lilkeler olmak iizere diinyanin bir ¢ok
yerinde halen yaygin bir sekilde devam etmektedir. Hastalik Afrika, Orta Dogu, Orta ve
Giiney Amerika’da ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli tehlike olusturmaktadir. Akdeniz
ilkelerinde ise bu enfeksiyon bir¢ok hastalik arasinda 6n siralarda yer almaktadir (Alverez

ve ark 2010).

Tiirkiye’de, ulusal bruselosis kontrol ve eradikasyon programimi 1984 yilinda
baglatmistir. Program uygulama ve basari 26 yil {izerinden planlanmistir.
Gergeklestirilecek planin stratejisi, 4-8 aylik yastaki tiim disi buzagilarin S-19, kuzu ve
oglaklarin Rev-1 ile asilanmasi iizerine kurulmustur. Tazminath test ve kesim
planlanmamistir. 1989 yilinda brusellosisi prevalansi sigirlarda ve koyun-kecilerde sirasi
ile %3,56 ve %1,26 iken, 1990°da, %1,2 ve %2.02, 1991 de %1.01, %1,83 bulunmustur.
1998°de sigirlar i¢in %1.43, koyunlar i¢in % 1.97 dir. Brusellosis’in siirii prevalansi

sigirlarda % 11.4, koyun-kegilerde ise % 15°tir (Iyisan 2006, WHO 1999).

Tiirkiye’de tim {ilke genelinde Haziran 2011 yilinda Tiirkiye-Hollanda Ortak
Projesi “Tiirkiye’de Brucelloz ve Tiiberkiilozun Kontrol Stratejisinin Belirlenmesi
Projesi’nde yapilan Brusella sero-surveyine gore sigirlarda siirii prevalanst %7.8 (fert
prevalanst %2,7) ve koyunlarda siirii prevalans1 %22.5 (fert prevalansi %3.4) olarak tespit
edilmistir. Elde edilen son verilerin 15181 altinda Brucella hastaligi ile miicadelede kitle

astlamasi etkili tek yontem olarak onerilmistir.

Brucelloz hastaliginin hayvanlardan hayvanlara en sik bulagsma yolu atik f6tiis ve
atik materyalleri olmas1 ve bu etkeni izole etmenin 6nemi biiyiik olmas1 nedeniyle Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii'ne gonderilen atik materyallerinden Farrelll's Medium,

Modified Thayer Martin Medium ve CITA Medium olmak iizere bu ii¢ selektif besi
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yerlerine ekimler yapilmis ve ilk izolasyon oranlarimin karsilastirlmasi amaglanmistir.
Farrell’s medium, B.abortus ve B.melitensis tiirleriyle enfekte hayvanlarin kontamine atik
materyallerinden ilk izolasyon icin tercih edilmesi gereken bir besi yeridir. Bununla
birlikte yeni selektif besiyeri olan CITA medium’un ig¢indeki amphoterisin B
antibiyotiginin litreye 4 mg. katilmasi mantar kontaminanlar1 modified Thayer Martin
medium’a oranla daha ¢ok inhibe etmis ve Brucella tiirlerinin liremesine engel olmamuistir.
Ayrica temel bilesen olarak icerdigi BAB-CS ile de besiyerinin seffaf olmasi stereo
mikroskopla  bakildiginda kolonilerin  morfolojilerini  belirlemede de kolaylik
saglamaktadir. Buradan da CITA medium’un Brucella cinsi etkenlerin izolasyounda
kullanilmasiin uygun oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Selektif besiyerlerinin bilesiklerinde
serum olmasi1 da 6enmli bir etkendir. Bu sayede tiim Brucella tiirleri en hizli bigimde

uremektedir.

Ulkemizde ve diinyada hayvansal gidalarda Brucella varligmin saptanmasina

yonelik cesitli arastirmalar ve ¢alismalar yapilmistir;

Yildiric1 ve Nazli (1991), tarafindan Istanbul bolgesinde 50 adet degisik tulum
peyniri numunesi B.melitensis ’in varlig1 yonilinde arastirma yapilmiglar ve B.melitensis
ilave edilen koyun ve inek siitleri ile deneysel tulum peyniri numuneleri hazirlanmigtir.
Brucella grubu mikroorganizmalarin izolasyonu icin temel besi yeri olarak Tripticase Soy
Agar kullanilmistir ve besi yerine selektivite kazandirmak i¢in antibiyotik ayrica %5 serum
dekstrose ve at serumu ilave edilmistir. Calisma enfekte edilmis siitlerle yapilan peynir

orneklerinde olgunlagsmanin 30. giiniine kadar B.melitensis izole etmislerdir.

Tungbilek (1992), tarafindan Ankara’da tiiketime sunulan 100 adet Beyaz peynir
orneginin 4’iinden (%4) Brucella etkenini Farrelll's Medium izole etmis, bu etkenlerinin
1’1 B.abortus, 3’0 B.melitensis oldugu saptanmistir. 100 6rnegin 76’s1 ¢ig siitlerden, 24’1
pastorize siitlerden hazirlanmistir. Brucella izolasyonlariin tiimiiniin ¢ig siitlerden yapilan

peynirlerde oldugu saptanmistir.

Sancak ve ark.(1993), tarafindan Van ili 1992 yili Nisan, Mayis ve Haziran

aylarinda 39 adet taze otlu peynir numunesi Brucelloz riski yoniinden incelenmistir. Peynir

ornekleri Farrell buyyon’lu besi yerine ekim yapilarak %10 CO; ortamda 37 ° C ‘de 5 giin
inkiibe edilmistir. Sonra Farrell 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.
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Kalender ve ark (2001), tarafindan Elazig, 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 inflizyon buyyon kullanarak
%10 COy’li ve aerop ortamda 7 - 10 giin inkiibasyona birakmislardir. Orneklerin 16’sinda
Brucella spp. susu izole etmislerdir. Bunlarin 13 tanesini B.meliensis ve 3 tanesini

B.abortus olarak identifiye etmislerdir.

Acedo ve ark.(1997), tarafindan Meksika’da 289 cig siit drneginde ve 335 adet
Meksika Beyaz yumusak peynirlerinden Brucella tiirlerini izole etmek ic¢in yaptiklar
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 6rneklerinin 21 adedi B.abortus, 7 adedi B.melitensis olarak belirlemislerdir.

Kuzdas ve Morse (1953), Madison’daki Wisconsin Universitesi’nde yaptig
kontamine materyalden Brucella etkeni izolasyonu caligmalarinda 1:1000000 oraninda
kristal viole ekledikleri Albimini Brucella Medium kullanmislardir. Bu agara antibiyotik
ilavesi olarak 6000 {inite polimiksin B siilfat, 100 mg. Aktidiyon, 25000 iinite bakitrasin ve
15000 {iinite sirculin eklemisler ve B.suis, B.abortus ve B.melitensis izole etmeyi

basarmislardir (Kuzdas CD ve Morse EV, 1953).

Martin ve ark. (1996), dogal enfekte toplamda 280 adet koyun ve 60 adet keginin
atiklarindan ve siitlerini Farrelll's medium ve modified ThayerMartin's medium’a ekim
yaptiklar1 ¢alismalarinda 142 adet koyunun B.melitensis oldugunu bulmuslardir. 142 adet
ornekte Farrell’s mediumda 132 adet pozitif bulurlarken modified ThayerMartin's
medium’da ise 141 adet pozitif bulmuslardir. Ayni sekilde 39 adet keciden B.melitensis
izole etmisler ve bu 39 adet O0rnekte Farrell’s medium da 39 adet pozitif bulurlarken
modified ThayerMartin's medium’da ise 39 adet pozitif bulmusglardir. Calisma sonucunda
her iki besiyerinin de ayni anda kullanilmasinin B.melitensis’in izolasyonunda duyarliligi
artiracagini belirtmislerdir (Marin, C. M., M. P. Jime nez-de-Bagu“e’s, M. Barbera'n, and
J. M. Blasco, 1996).

Farrell’s medium, B.abortus ve B.melitensis tiirleriyle enfekte hayvanlarin
kontamine atik materyallerinden ilk izolasyon igin tercih edilmesi gereken bir besi yeri
oldugu anlagilmaktadir. Bunun sebebi de bu besi yerinde kullanilan buzagi serumudur.

Besiyeri icinde yer alan siklohekzamid antikor desteginin atik veteriner drnekleri igindeki
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baslica kontaminant olan mantarlarin tiremesini engellemek agisindan son derece etkilidir.
Bu ajan ribozomlardan mRNA translasyonun olusumunu engeller ve mantarlarin protein

sentezini engeller (Farrell 1D, 1974).

Her ve ark. (2010), Kore’de yaptiklar1 calismada Farrell’s medium ile
antibiyotiklerle gelistirdikleri Brucella selektif MBS medium’u karsilastirmislar ve
calistiklar1 108 6 adet 6rnekte 100 adedi (%93) MBS mediumda iireme olurken, 92 adedi
(%85) Farrell’s mediumda iireme gostermistir. Sonug¢ olarak da kontamine 6rneklerle
calismada her iki besiyerinin de kullanilmas1 gerekliligine vurgu yapmislardir.( Her M ve

ark, 2010).
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5.SONUC

Bakteri kiiltiirlerinin izolasyonunda basar1 i¢in selektif besiyerlerinin kullanin
biiylik 6neme sahiptir. Ayrica Brucella nin rutin teshisi i¢in de gereklidir. Simdiye kadar
cesitli besiyerleri kullanilarak degisik izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu arastirmamizda
kullanildigimiz selektif besiyerlerinin rutinde de birlikte kullanilmasi birbirlerine yakin
baglantili Brucella tiirlerinin yliksek sevide duyarliliktaki izolasyonlari bakimindan énemli
oldugunu aciktir. Farrell’s medium Brucella tiirlerinin izolasyonunda ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir besiyeridir. Sahadan gelen hayvan oOrneklerindeki bir¢ok kontaminantin

tiremesini engelledigini géstermistir.

Bu calismada incelenen 100 abort Orneginin Farrelll's Medium’da 34 (%34)
tanesinin, Modified Thayer Martin Medium’da 29 (%29) tanesinin ve CITA Medium’da 32
(%32) tanesinin Brucella spp. yoniinden siipheli koloniler oldugu gozlendi. Farrell's
Medium’da incelenen 34 adet abort 6rneginin 4 (%]11,7) tanesinin B.abortus biyotip 3; 21
(%61.7) tanesinin B.melitensis biyotip 3; 7 (%20,6) tanesinin B.melitensis Rev-1 yani asi
susu; 2 (%5,9) tanesinin B.melitensis biyotip 3 ve Rev-1 yani MIX enfeksiyon olduklar
gozlenmistir. Aynmi sekilde Modified Thayer Martin Medium’da incelenen 29 adet abort
orneginin 3 (%10,3) tanesinin B.abortus biyotip 3; 19 (%65,5) tanesinin B.melitensis
biyotip 3; 7 (%24,1) tanesinin B.melitensis Rev-1 yani as1 susu olduklari gbzlenmistir.
Yine ayn1 sekilde CITA Medium’da incelenen 32 adet abort 6rneginin 4 (%12,5) tanesinin
B.abortus biyotip 3; 21 (%61.8) tanesinin B.melitensis biyotip 3; 7 (%21,9) tanesinin
B.melitensis Rev-1 yani as1 susu olduklar1 gozlendi. Inkiibasyon sonrasinda Farrell's
Medium’da 66 adet iireme olmadi, bu durum Modified Thayer Martin Medium’da 65 adet
negatif ve 6 adet kontamine, CITA Medium’da ise 62 adet negatif ve 2 adet kontamine

sonu¢ gozlendi.

Sonu¢ olarak CITA medium veteriner saha Orneklerinden Brucella tiirlerinin
izolasyonunda faydali bir ara¢ olarak géz 6niinde bulundurulmadir. Bununla birlikte atik
materyallarinin ilk izolasyonlarinda es zamanli olarak Farrell’s medium ya da modified

Thayer Martin medium kullanilmasi teshis performansinin en iyi olmasini saglar.
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OZET

Sigir ve Koyun Abortlarindan Brucella spp. izolasyonunda

Selektif Besiyerlerinin Karsilastirilmasi

Bu calismada, Ekim 2012 ile Ocak 2013 tarihleri arasinda Marmara Bolgesi’nden
Pendik Veteriner Konrol Enstitlisii'ne gonderilen 20 adet sigir atik materyali, 68 adet
koyun atik materyali, 10 adet ke¢i atik materyali ve 2 adet manda atik materyali olmak
tizere toplamda 100 adet atik 6rnegi Brucella cinsi bakterilerin varligi a¢isindan arastirildi.
[zolasyon amaciyla Farrell’s medium, modifiye Thayer Martin medium ve CITA medium’a
aborte fetiislerin abomasum igeriklerinden ve i¢ organlarindan hazirlanan homojenatlar

inokule edildi.

Inokulasyon sonrasi incelenen 100 adet abort drneginin Farrelll's Medium’da 34
(%34) tanesinin, Modified Thayer Martin Medium’da 29 (%29) tanesinin ve CITA
Medium’da 32 (%32) tanesinin Brucella spp. yoniinden siipheli koloniler oldugu gozlendi.

Sonug¢ olarak CITA medium veteriner saha oOrneklerinden Brucella tiirlerinin
izolasyonunda faydali bir ara¢ olarak g6z oniinde bulundurulmadir. Bununla birlikte atik
materyallarinin ilk izolasyonlarinda CITA medium, Farrell’s medium ve modified Thayer
Martin medium’un es zamanli olarak kullanilmasi teshis performansinin en iyi olmasini

saglar.

Anahtar Sozciikler: Brucella spp, sigir, manda, koyun, ke¢i, abortus,

biyotiplendirme, CITA, Farrell’s, modifiye Thayer Martin
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SUMMARY

The Comparison of Different Selective Media into Isolation of Brucella spp

from Cattle and Sheep Abortion

In this study, between the period of October 2012 and January 2013, abort material
of 20 cattles, 68 sheeps, 9 goats and 2 buffalos with in totally 100 abort sample which were
sent from region of Marmara to Pendik Veterinary Institute were investigated about the
presence of Brucella bacteria. Abomasum content and homogenates from internal organs
of the aborted fetuses were inoculated into Farrell’s medium, modified Thayer Martin

medium and CITA medium.

Suspicious colonies by Brucella spp.were observed in Farrelll's Medium 34 (%34)
times, in Modified Thayer Martin Medium 29 (%29) times and in CITA Medium 32 (%32)

times , after inoculation of 100 abort sample.

Consequently, CITA medium should be evaluated as a beneficial tool for isolation
of Brucella species which is a veterinary field sample. However, using CITA medium,
Farrell’s medium and modified Thayer Martin medium simultaneously, guarantee the best

determination performance of first isolation of abort material.

Keywords: Brucella spp, cattle, buffalo, ship, goat, abortus, biotyping, CITA,
Farrell’s, modified Thayer Martin
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