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ON sOz

Brucellosis, Brucella nami altinda toplanan bir gurup mikrop-
larin insan da dahil olmak iizere, hemen biitiin hayvanlarda husu-
le getirdikleri, bulasici ve kronik bir enfeksiyondur.

Brucella cinsine dahil organizmlerin heniiz miinakagali olan bir
ikisi (Br. bronchiseptica ve tularensis) miistesna, ¢ klasic nev'i
(Br. abortus, melitensis ve suis) oldugu maliimdur. Son seneler icin-
de bunlara iki nev’in (Br. ovis ve neotoma) daha ilave edildigi bil-
dirilmektedir.

Brucella abortusun birinci derecedeki reservari sigirlar, Br. me-
litensisin keci ve koyunlar, Br. suis’in ise domuz!ardir. Bununla be-
raber herbir nev’i Brucella ayni zamanda hem insanlar ve hemen
hemen biitlin hayvanlar i¢in patogendir.

Insan sagligi ve hayvan yetistiriciligi bakimindan bu hastalik-
la yapilacak miicarelede, seyretmekte olan enfeksiyon &milinin ti-
pinin tdyini hastaligin filyasyonunu tesbit bakimindan lizumludur.
Serolojik ve biogimik testlerde gostermis olduklari ¢ok yakin ben-
zerlik sebebiyle, Brucella cinsine dahil nevilerin idantifikasyonlar:
bakteriolojide senelerdenberi bir problem tegkil etmekte, bu husus-
ta bir cok denemeler yapilmaktadir. Bugiin i¢in bazi standard me-
todlar tesbit edilmis vaziyettedir. Bilindigi lizere neviler arasinda
tam karakteristik evsaf gOstermiyen, atipik suglara da rastlanmak-
tadir. Idantificasyonda asil giicliige sebep olan bu intermedier tip-
lerin, hastaligin orijini ve intigariyle yakin bir miinasebeti oldugu
‘muhakkaktur.
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Tiirkiye’de cok eskidenberi mevcut ve halen de yaygin bir hal-
de bulunan bu hastaligin eradikasyonunda muvaffak olabilmek igin
lizumlu sart ve faktorler arasinda, 6nce memleketimizdeki Brucel-
la tiplerinin tesbiti icap etmektedir. Dr. Erddl (8)’iin Brucella hak-
kindaki nesriyatinda bir bilgi mevcutsa da Brucella tiplerinin

tesbiti hususunda bugiine kadar yapilmig genis bir arastirmaya ras-
hhyamadik.

Laboratuvar kayitlarimiza gore son seneler icinde 94 adet Bru-
cella susu izole etmis bulunuyoruz. Herhangi bir giicliige sebebiyet
vermemek i¢in denemelerimize- bunlardan 33 adedini, kontrol susu
olarak ta Ingiltere’den ve Yeni Zeldnda’dan getirttigimiz 4 susu da-
hil etmis bulunuyoruz. Mesaide, standard metodlarin tatbikiyle yer-
li suglarimizin idantifikasyonlarindan elde edilen neticelerden ve
literatlir bilgisinden bahsedilmistir.

GIRIS

Brucella cinsine dahil organizmler, Determinative Bakteriolo-
gide, Eubacteriales’in Parvobacteriaceae Rahn familyasina dahildir-
ler. Bu cinsin hareketsiz olan ii¢ nevi Br. abortus, Br. melitensis ve
Br. suis’tir. Hareketli olan ise Br. bronchiseptica’dir. Bacterium tu-
larense, ayni familyanin Pasteurella cinsine dahil edilmis (2) bazi
kitaplarda ise Brucella gurubu icinde Br. suis’den evvel iiclincii or-
ganizm olarak miitalda edilmigtir. (25).

Mecferland 1952 de koglarda goriillen epiditimitis vakalarindan
bir organizm izole ettigini, 1953 de Buddle ve Boyes bu organizmin
Brucellanin bir varyetesi oldugunu bildirmiglerdir. Hall 1953 de yine
epiditimitis vakalarindan ayirdigi organizmlere «Brucella like» Bru-
cella benzeri organizmler demigtir. New Zealand’daki aragtiricilar bu
organizmin kiiltiirlerinin zerkiyle koyunlarda sikit, koclarda ise epi-
ditimitis husule getirmiglerdir. 1956 da Buddle bunlar:1 Brucella’nin
yeni bir nev’i olarak tavsif etmis ve Br. ovis adin1 vermigtir. Bru-
cella ovis’in, New Zealand ve Avusturalya’da, koyunlarda sikitlara,
koclarda da epiditimitise sebeb oldugu ve sperma mayiinde dejene-
rasyon tevlit ettigi bildirilmektedir (18). Br. ovis’e dahil organizm-
ler, morfolojik ve boyanma karakterleri, kiiltiirel ve biogimik vasifla-
r1, laboratuvar hayvanlarina olan patogeniteleri ve tevlit ettikle-
ri hastaliklari bakimindan Brucella cinsine dahil nevilere benze-
mektedirler. Fakat bu nev’e dahil suglar, ilk izolasyonlarinda CO:e
ihtiyag gosterirler, boyalara olan hassasiyetleri bakimindan Br. su-
is’e benzerlersede onun gibi aleldde boya konsantrasyonlarinda ba-
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sic fuksinle inhibe edilmezler ve hydrojen siilfit intigar ettirmez-
ler, lirease aktiviteleri az veya hi¢ yoktur, Carbomate testinde ise
Br. melitensis gibi netice verirler, Non - smooth sekilden bagka saf-
halarda asla miigahede edilmemiglerdir ve diger Brucella nevileri-
nin non - smooth (kaba koloni) safhalariyle yakin miinasebetleri
vardir. Muayene edilen 27 susun hepsinde ii¢ antijenik faktor tesbit
edilmistir. Buddle, Avusturalya ve Yeni Zeldnda suslarinin, diger
brucella nevilerinden farkli ve ayni zamanda stabil karakterde ol-

malar: sebebiyle ayri bir nev’i olarak miitalda edilmelerini bildir-
mistir (24).

1957 de Stoenner ve Lackman orman sigcanlarindan, klasic ne-
vilerden bazi cephelerden farkli karakterde 5 sug izole ederek bun-
lar1 Br. neotoma (lepida) nami altinda bildirmiglerdir. Bu susglar,
morfolojik ve koloni karakterleri, antijenik reaksiyonlari, biogimik
vasiflari bakimindan Brucella’ya benzemekte, bazi gekerlere (glu-
cose, levulose, xlose, arabinose, galactose) orta derecede vurmakta
fakat gaz husule getirmemektedirler. Basic fuksin ve tiyoninle in-
hibe edilirler ve kobaylardan ziyade fareler i¢in patogendirler (23).
Cameron ve Meyer (6) Br. neotomanin Brucella gurubuna dahil or-
ganizmlere benzedigini teyid etmigler fakat oxidatif metabolizma-
nin bu tip'erde degisik oldugunu bildirmiglerdir.

Brucella nevileri arasinda bugiine kadar bir cok farklar tesbit
edilmis olmakla beraber neviler ve nevilere dahil suslar arasinda da
sabit o'miyan bazi farklarin mevecut oldugu yapilan caligmalarda
daima migahade edilmektedir. Bu karakterler hakkinda, yine lite-
ratiire istinaden, asagida bilgi verilmistir.

Huddleson (11) Br. melitensisin biliyikliikk ve geklinin kiiltiiriin
eskilik ve yeniligine ayni zamanda iiredigi vasatin terkibine tabi
oldugunu, muayyen bazi melitensis suslarinin devamli olarak coc-
coid formda kaldiklarini bazilarinin ise basiller sekiller gosterdik-
lerini, Br. abortusun da bazen coccoid sekilleri olmakla beraber,
umumiyetle kisa ¢ubuklar halinde goriildiiklerini, Br. suis’in ise
basil seklinde oldugunu bildirmigtir. Br. abortus’un basiller sekline
meitensisten daha cok rastlandigini, Br. melitensiste ise coccoid
formlarin daha cok goriildiigii (13), Huddleson’in brucellanin bir
kapsiilii bulundugunu ve bu olmayinca mikrobun patogenitesinin
de mevecut olmadigim bildirdigini, uterus exudatindan yapilan pre-
paratlarda Brucella organizmlerinin aglutine olmus gibi kesif bir
kiitle halinde goriildiiklerini (10), melitensisin abortusa nazaran
daha coccal formda oldugu (25), melitensis suslarinin pek cogunun
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predominant olarak coccoid formda, digerlerinin ise coco - basil gek-
linde, abortus’un ise umumiyetle kisa cubuklar halinde oldugu bil-
dirilmektedir (23).

Danimarka porcine suslarimin kiltiirlerde cok giicliikle tiredigi
abortus ve melitensisin orta derecede bir lireme gosterdikleri, Ame-
rikan suis suglarmnin ise en kolay cogaldig: fakat ayni tipin muhte-
lif suglarinin degisiklik gostermeleri sebebiyle bu vasfin diferansi-
yasyon icin kullanilamadigi (25), ve yine Amerikan suis suglarinin
ve Br. abortus’un umumiyetle Br. melitensis ve Danimarka suis sus-
larindan daha mebzul iiredigi bildirilmistir (23).

Bilindigi ilizere Br. abortus liremek igin carbon di oxide ihtiya-
cindadir. Bu olmazsa cogalamaz. Br. melitensis hem agikta hemde
CO: de ureyebilir. Amerikan ve Danimarka tipi suis suglar1 CO. ye
asgari miktarda tabidirler. CO. ildve edildiginde suisin {iremesi hiz-
lanmaz hatta onu inhibe bile eder. CO:nin bu suslar iizerinde na-
sil bir tesiri oldugu Kkatiyetle bilinmemekteyse de vasatinH -ion
konsantrasyonunu degistirdigi veya hiicre cidarindan gecerek hiicre
icindeki H -ion kesafetinde, yahutta oxidation - reduction potansi-
yelinde bir degisiklik meydana getirdigi ve belkide mikrobun me-
tabolizmasinda bir rol oynadigi zannedilmektedir (25). Stableforth
(24) yeni izole edilen suglarin Kkiiltlir pasaglarina baglamadan evvel
CO:e olan ihtiyacinin kontrol edilmesini, aksi halde miiteaddit pa-
sasglarda bu gaza olan ihtiyaclarinin kalmiyabilecegini, H.S testle-
rinin de ilk pasaglarda tatbikini ve her denemede bilinmiyen sus-
larla birlikte standard suslarin da kontrol maksadiyle, tecriibelere
dahil edimesini tavsiye etmektedir.

Bilindigi {izere, Brucella gurubu mikroplar kanli agarda hemo-
liz meydana getirmemektedirler. Bununla beraber Br. melitensisin
hemolitik karakterde bazi suglari oldugu bildirilmektedir (25).

Uc nevi Brucellanin antijenik strukturlar: birbirlerine yakindir.
Bu ¢ tip de iki antigeni (M ve A) havidir. Boyle olmakla beraber
M antigeni melitensisde A antigeni ise Br. abortusda fazladir. Wundt,
A ve M antigenlerinin, tipik ve intermedier Brucella suglarindaki
nisbetlerini kantitatif olarak tesbit ve mukayese ettigini, bu iki an-
tigenin miktarl olarak miinasebetlerinin tip hususiyeti olarak go-
rindiigiinii bildirmis, elde edilen buluslarin, suglarin serolojikman
tiplendirilmesindeki ve mono - spesifik teshis serumlarmmin istihsa-
lindeki 6nemini belirtmistir. Brucella nevlerinin antijenik struktur-
lari, agglutinin - absorption testleri ve spesifik serumlarin hazrlan-
mas1 hususunda bugiine kadar pek cok calismalar yapilmis ve neti-
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cede mono - spesifik serum testleri, differansiasyonda en onemli bir
tefrik metodu olarak kabul edilmis bulunmaktadir.

Brucella gurubu mikroplarin exotoksinleri yoktur. Fakat viru-
lan Br. abortus kiiltlirlinden farelere intraperitonal olarak verildi-
ginde bir iki giin icinde hayvanlar1 6ldiirdiigii ve 56 cantigrad de-
recede 20 dakikada isitilmakla toxinin harap oldugu bildirilmekte-
dir (25).

Tip tayininde en mithim hususlardan biride suglarin smooth
safhada olmalaridir. Bu hususta da yapilmig pek cok mesai olmak-
la beraber en pratik olani acriflavin testidir. Bendtsen (1) suslarin
idantifikasyonu iizerinde yapmis oldugu bir calismada, Pampana-
nin usulliiniin modifiye edilmis geklini bildirmektedir. 0.1 cc. Bru-
cella suspansiyonunu, 1lcec. %1 lik euflavin veya acriflavin solus-
yonu ile karigtirthp 37 derecede 5 saat miuiddetle inkubasyona ter-
kettikten sonra agglutinationdaki gibi bir c¢okiintii husule gelirse
killtiirin Rough sekline dondiigiinii ve idantifikasyon testlerinde
yanlig netice vereceginden bu gibi suglarin kullaniimamasini bildir-
migtir.

Topley ve Wilson (25) tuzl usudaki kiltiir suspansiyonlarinin
2 saat kaynatilmasiyle (thermo - agglutination testi) ve 1/500 veya
1/1000 lik acriflavin solusyonlarinda 37 derecede inkubasyona bi-
rakmakla dissosiye olmus kolonilerin tefrikinin yapilabilecegini bil-
dirmiglerdir.

Glucoza vurma testiyle Brucella suglarinin tefriki ilk defa Me.
Alpine ve Slametz tarafindan tatbik edildigi, sigir orijinli suglarin
glycozu % 4 den daha az, insan ve domuz orijinli olanlar: ise, meli-
tensis gibi % 4 -1 arasinda vurdugu, sonradan bu testin bir ¢ok aras-
tiricilar tarafindan tecriibe edildigi bildirilmigtir (11).

H.S testleri hakkinda ilk ve genis bilgi Huddleson tarafindan
verilmigtir. Br. abortus ve Br. suis suglar1 vasatlarda bolca H-S hu-
sule getirdikleri halde, melitensis ve para melitensisin az veya hic
husule getirmedikleri bildirilmistir. Huddleson’'nin metodu : Aceta-
te de plombun sicak distile suda % 10 mahlilii hazirlanip iyi cins
stizgec kagidina emdirilir, kurutulur, ufak seritler halinde Kkesilir,
agz1 kapali steril gigeler icinde muhafaza edilir. Dana karacigeri en-
flizyonundan hazirlanan yatik jelozu havi tiiplere muayenesi yapi-
lacak suslar ekilir ve pamukla tiip arasina bu ufak geritlerden bir
adet konup 24 saat etiivde liremege terk edilir. Ertesi giin serit ¢i-
karilip numaralanir ve tegrar yeni bir kdgit konur, bu ise dort giin
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miiddetle devam edilir, bu miiddet hitaminda dort kédgidin ucunda
husule gelmis olan siyahlanma tesbit edilir, sug doért giin miiddetle
H-S intigar ettirmigse Br. suis (Amerikan), 2 giin karartmigsa Br.
Abortus hi¢ karartmamigsa veya pek az bir sey varsa Br. meliten-
sis gurubuna dahil edilir (11). Stableforth (24) H.S produksiyonu-
nun hem kontrol edilen susa hemde vasatin ihtiva ettigi siilfiiriin
miktarina ve cinsine tdbi oldugunu bildirmistir. H.S produksiyo-
nunun meydana gelisi vasatin ihtiva ettigi silfiir miirekkebatinin
cinsine ve vasattaki miktarina baghh oldugundan kullanilan vasatin
ve tatbik edilecek metodun ehemmiyeti oldugu, bu maksatla kara-
cigerli ve patatesli agarin en iyi bulundugu, 48 saatlik genc kiiltiir-
lerden yatik jelozun iizerine mikrobun boleca yaydirilmasini % 10
luk acetate de plomb’a emdirilmig kagitiarin kullanilmasini, bu kéa-
gitlarin 1slak olmamasini, siyahlanmanin her giin kontrol edilmesini
eger kararma mevcutsa tiiplere her giin yeni bir kagidin yerlesti-
rilmesini, melitensis’in hi¢ veya pek az, abortusun orta derecede ol-
mak iizere iki veya daha fazla giin, Danimarka varyetesi miistesna
suis suglarmnin ise umumiyetle dort veya bes giin miiddetle kagit-
jar1 siyahlandirdiklari bildirilmigtir (27). H.S husule getirme vas-
f1, bu {ic tipin tefrikinde en 6nemli kriter oldugu, yeni izole edilmis
Br. abortus ve Amerikan suis suglarinin dért giin miiddetle H-S in-
tisar ettirdikleri, halbuki Br. melitensis suslarinin ilk 24 saat icinde
ya pek az veyahutta hic vermedikleri, Danimarka (Thomsen) suis
suglarinin hi¢ H.S husule getirmedikleri bildirilmigtir (25).

Zobell ve Meyer’in Brucellanin nitrat ve nitrit reduksiyonu tize-
rinde yaptiklar1 tecriibelerden tatminkAar neticeler aldiklar1 (11),
Brucella nev’ine ait yikanmis organizmleri glutamic acitle inku-
basyona biraktiklarinda Br. abortusla, melitensisin buna vurdukla-
r1, suisin ise vurmadigi metabolizma neticelerinin chromatography
ile tesbit edildigi, diger organizmlere nazaran Brucella cinsine da-
" hil mikroplarin nisbeten yiiksek konsantrasyonda urease anzimine
malik olduklari (4), brucella cinsine dahil nevilerin tefriki icin qu-
alitatif nitrat reduksiyonu ve nitrit toxicite testleri lizerinde yapi-
lan bir aragtirmada her {ic nev’i Brucellanin da nitrat ve nitritleri
irca ettigi fakat reduksiyon nisbetinde miithim farklar oldugu, ali-
nacak neticelerin sadece nevilere bagli olmadigi, test vasatindaki
reduktand maddenin kesafet ve tabiatina ayni zamanda ekilen mik-
rop miktarina ve inkubasyon miiddetine de tabi oldug (20), iic
nevin metabolik aktiviteleri iizerinde yapilan bir bagka denemede
Br. suisin oxidatif ve sentetik kabiliyeti bakimindan diger iki nevi-

den ehemmiyetli surette farkli oldugu, Br. abortusla melitensis ara-
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sinda ise bu bakimlardan daha az fark bulundugu, yine bu cins da-
hil organizmlerin anzim farklar: dolayisiyle Br. suisin glutamik asi-
de vurmadig: bildirilmigtir (5).

Katalase tesekkiiliiniin Br. suisle en kuvvetli, Br. abortusla en
zayif oldugu (25), Br. suisin peroxidase reaksiyonu ile tefriki icin
yapilan caligmada 1 ml. standardize edilmis Br. suis suspansiyonu-
na % 51lik pyrogallol solusyonundan 0.25 ml. ilave edilmesiyle hu-
sule gelen siyahlanma ve koplirmenin positif reaksiyon olarak ka-
bul edildigi, suisden bagka 48 adet Brucella susunda boyle bir reak-
siyonun husule gelmedigi bildirilmistir (9).

Stableforth (24), Renouxnun 1952 de bildirmis oldugu Carbo-
mate (D.E.D.T.C.) testinin cok enteresan oldugunu fakat Brucella
nevilerinin tefrikinde kullanilan klasic metodlar arasina heniiz da-
hil edilemiyecegini bildirmigtir.

Huddleson, Brucella cinsine dahil ti¢ nev’in klasifikasyonunda
en kiymetli tefrik metodunun boyalarda iiremeleri esasina dayan-
digini, thionin ve basich fuchsinin differansiyal tesiriyle suglarin
idantifiye edilebileceklerini, bu testlerde tryptoselu agar kullandi-
g1 ve boyalarin % 1lik stock solusyonlarini iki ayda bir defa taze
olarak hazirlandigini her iki boya icin nihai konsantrasyonun
1/100000 oldugunu, boya solusyonlarinin 20 dakika kadar Benmari
seklinde kaynatildigini ve sicakken iyice calkalandiktan sonra eri-
mis agara ilave edildigini, 48 veya 72 saatlik taze kiltiirlerden ya-
pilan kesif suspansiyonlardan (steril buyyon veya tuzlu su icinde ha-
- zirlanmig) bir 6ze kadar alinarak Petrilere ekildigini eger mikrop
cok kesif bir halde vasata siiriilmiigse veya iyice yaydirilmamigsa
kesif kisimlarda azda olsa bir {iremenin miigsahede edilebilecegini,
72 saat etlivde birakildiktan sonra muayene edilen Petrilerde : Br.
abortus’un thioninli, Br. suisin fuchsinli vasatlarda {iremedigini, Br.
melitensisin ise ilk ikisine nazaran daha az olmak iizere her iki bo-
yali vasatda da iiredigini bildirmigtir (11). Bendtsen (1) 1952 de,
Picket ve laboratuvar arkadaglarinin, bakterilerin antibiotiklere
kars1 resistanslarini tiyinde kullamilan metodda oldugu gibi, Bru-
cellanin tiplendirilmesinde de kullanmis oduklar1 boyali tabletleri
laboratuvarinin rutin testeri arasinda tatbik etmektedir. Beher tab-
let 9 mm. kutrunda ve 1 mm. kalinliktadir. Hepsinin renkleri degi-
siktir ve vasatin igine niifuz ettikten sonra da renklerini muhafaza
etmektedirler. Denemelerinde 5 cins tablet kullanmaktadir. Basich
funchsin ve thionin tabletlerinin her biri 2 mg. boya ihtiva etmek-
tedir. Methyle viole 2 B (0.5 mg.), Pyronin B (0.25 mg.), sodium di-
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ethylthiocarbamate NDDTC tabletlerinin her biri (1 mg.) NDDTC
ihtiva eder. 0.1 ml. Brucella suspansiyonu (Tahminen 1cc. suspan-
siyon 10 Brucella bakterisi ihtiva eder) Petrinin merkezi kismina
damlatilir ve oradan biitiin agarin sathina dikkatlice yayilir. Bu ya-
yis nekadar miitecanis olursa tabletin etrafinda husule gelen inhi-
bisyon halkasida (Zone) o derece muntazam olmaktadir. Tablet
bir pensle tutularak kiiltiir yaydirilmig olan petrinin merkezine
yerlestirildikten sonra petri 37 derecei santigradda 3 -5 giin inkibas-
yona birakilir. Bu miiddetin hitaminda, tabletlerin etrafinda husu-
le gelen mikropsuz sahanin kutru 6l¢liliir ve milimetre olarak kay-
dedilir. Bendsen, bu denemesinde dort karakteristik Brucella susu
ile birlikte, Danimarkada yabani tavsanlardan izole edilen Br. suis
Thomsen tipi suslari tecriibeye dahil etmistir. Tavsan orijinli olan
bu suslarin ilk generasyonda aerobik olarak iirediklerini, tireaz ak-
tivitelerinin mevcut oldugunu fakat H.S husule getirmediklerini
ve bu sebepten Br. suis Thomsen tipine ait o!duklarini ve bu dene-
melerden alinan neticelere gore Brucella organizmleri i¢in Albimi
agarin, Tryptose agardan daha iyi oldugunu bildirmistir. Brucella
melitensisin thioninde, basich fuchsinde, methyle violede ve pyro-
ninde tredigi, Br. abortus’un thioninde iiremeyip diger iic boyal
vasatda uredigi, Br. suis’in ise thioninde {ireyip methyle vilole, fu-
chsin ve pironinde {liremedigi, biitiin bu hususiyetlerin tic Brucella
tipinin umumi karakterleri oldugu, ayni tipin muhtelif suglarinin
bu bakimdan bazi degisiklikler gosterdikleri, melitensisin bazi sus-
larmin thionin, methyle viole ve pyronin platlarinda cok zayif iire-
digi Br. abortusun Southern Rhodesia suslarinin diger mengeli Br.
abortus suslarindan thionine karsi daha.fazla mukavim olduklari,
Danimarka orijinli olanlarin ise biitiin boyalara karsi Amerikan su-
is suglarindan daha hassas bulunduklar: bildirilmigtir (25). Jones
(15), thionin erimesindeki giicliik bakimindan, solusyonlar: hazirla-
nirken once birkac¢ mililitre kadar alkolde veya sicak suda eritilme-
sini tavsiye etmekte ve 1948 de Cruickshank’in 1/600 nisbetinde
thicnin, 1/200 nisbetinde de basich fuchsin solusyonlarina emdiril-
mis stizge¢ kagitlarindan hazirlanan seritleri karacigerli agari havi
platlara koyarak, 1952 de Picket’in Albimi agarda boya tabletleri
kullanarak inhibisyon denemeleri yaptiklarini bildirmigtir. Meyer
ve Cameron (16) suglarin tefriki igcin yapmig olduklari genis bir ca-
lismada thionin ve basich fuchsinin iki cegit konsantrasyonunu kul-
lanmiglar Br, Suis’e dahil biitiin suglar, Brucella cinsine dahil di-
ger nevilere nazaran bes misli kesif boyali vasatlarda iliremislerdir.
Br. abortus suslarimin thionin de iirememeleri tabii ise de meliten-
sis suslar1 her iki miktarda boyay: havi vasatlarda da {irememistir.
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Bundan bagka, nevilerin ve bu nevilere dahil tiplerin amino acide
ve carbon hydratlardaki (L--arginine, L -asparagine, DL - citrulli-
ne, L - glutamine acid, L - Lysine, DL -Ornithine, L -arabinose,
D - galactose, D -ribose) oxidatif metabolizmalar: {izerinde de cali-
sarak ellerindeki suslar1 guruplandirmislardir : Birinci gurup aboz-
tus tipine 544 No. lu abortus ile S. 19 suslar1 dahildir. Bu iki sus
boyalarda {ireme ve metabolizmalar: dolayisiyle bu nev’in karak-
teristik tipleri sayilmaktadir. Bu guruba dahil suslar fuchsini az
olan vasatlarda tliremigler ve 4+ lik ‘kadar da H.S husule getirmig-
lerdir. Br. abortusun ikinci gurubuna iki sus girmistir, bu iki de-
gisik karakterdeki -abortus suslari, ne thioninde ne de fuchsinde
uremis fakat +- lik kadar H.S vermiglerdir. Fakat amino acide ve
carbon hydratlara olan metabolik karakterleri birinci guruba dahil
abortus suglarina benzemektedir. Ugiincii tip abortus suglarina 7 sus
dahi edilmigtir. Bunlar thionin ve fuchsini az vasatlarda Uretmig-
lersede ikinci yani daha fazla boyay: havi vasatlarda tirememisler-
dir. H.S produksiyonlarida karigiktir. Suslarin bir kismi vermis
bir kismi ise hi¢ vermemigtir. Bu gurubtaki suglarin metabolik ka-
rakterleri de ilk iki gurubtan biraz farklidir. Alt: Br. melitensis su-
su ise bir ve ikinci gurub abortus tipleri ile, suis suslarindan farkl:
iselerde, boyalarda tireme hususiyetleri sebebiyle, abortus suglari-
nin Uclincii tiplerine benzemektedirler ve hic H.S vermemiglerdir.
Bununla beraber bu iki gurubun metabolik karakterleride birbir-
lerine miisabihtir. Metabolik farklar gostermeleri sebebiyle suis sus-
larin1 da {ic grupta toplamiglardir. Bu suglarin hepsi biitiin abortus
tiplerinden (I, II, III) ve hem de melitensis suslarindan her bakim-
dan farklidirlar. Bundan bagka iki adet susuda diger biitiin suslar-
dan cok farkli evsafta bulduklarindan bu ii¢ klasik neviden hichiri-
ne dahil edememiglerdir. Br. neotomae diye ayri bir gurup olarak
miitalda edilmis olan bu iki sus, iki boyada da hic lirememis ve bi-
rinci gurup abortuslar gibi -+ lik H.S vermiglerdir. Buna mu-
kabil amino asit metabolizmasinda gosterdikleri karakter ise, abor-
tus ve melitensise benzemekte suise ise hic benzememektedir. Car-
bonhydrat metabolizmasindaki "karakterleri ise suis’e benzemekte-
dir. Biitiin bu denemelerden anlagilmigtir ki, Brucella cinsine dahil
organizmler bariz bir sekilde homojendirler, nevilerin biolojik va-
siflar1 birbirlerine ¢ok yakindir ve bu sebepten bunlari birbirlerin-
den kat’i olarak ayiracak metodlar bulmak icin bugiine kadar aras-
tirici'ar cesitli mesailer yapmak zorunda kalmiglardir denilmekte-
dir. Stableforth (24), boya inhibisyon testlerinde, optimum boya
konsantrasyonunun kullanilan vasatin ve boyanin cinsine bagl ol-
dugunu, kontrol edilecek kiiltliriin boyali vasatlardan alinmamasinin
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1cap ettigini, thionin ve basic fuchsinin bu is icin en uygun boyalar
oldugunu bildirmistir. Janus green (1:80000) ve Erythromycin (15
mikrogram/ml.) de Greme kabiliyetlerine gore 1086 adet smooth ev-
safta Brucella susunun dort guruba ayrildig: fakat bu klasifikas-
yon metodundan alinan neticelerin thionin - basic fuchsin testlerin-
de alinan neticelere uymadig: ve her iki metodun da subjektif ol-
dugu bildirilmistir (22).

1936 da Piinschel difteri basillerinin tefriki icin iirease aktivi-
tesine dayanan bir metod bulmusgtur. 1949 da da BAUER bu metoda
benziyen bir metodu Brucella organizmlerinin tefrikinden kullan-
mistir. Bauer’in yapmis oldugu bu tecriibe sonra Hoyer tarafindan
tamam!anmistir. Bendtsen (1) 1954 de Brucella tiplerinin tefriki
maksadiyle yaptig1 bir caligmada Bauer ve Hoyer vasat ve metodu-
nun biraz modifiye edilmis seklini kullanmistir. Bauer vasati: 1/8
molar sodium fosfat solusyonunda iirea % 5 nisbetinde eritilir. n/1
hydrochloric acide ile vasat PH — 4.0 a ayarlanir ve endikator ola-
rakta % 0.0015 nisbetinde phenol ret ildve edilir. Vasat 1cc. mikta-
rinda ufak tiiplere tevzi edilir. Bir sug ic¢in ii¢ tip kullamlir. Bru-
cella suspansiyonundan bu tiiplere 0.1, 0.3, 0.5 cc miktarinda ilave
edilir ve etiive kaldirilir, 15 - 30 dakika fasila'arla kontrol edilir. Bu
reaksiyon sadece Brucellanin tipine tabi olmayip ayni zamanda va-
sata ilave edilen germ miktarina bagli oldugundan bakteri suspan-
siyonlarini {i¢ muhtelif miktar'arda denemigtir. Brucellanin biitiin
tiplerinin nitratlar: nitrite cevirdikleri, Suis’in iireyi, abortustan
daha kuvvetli hydrolize ettigi, bazi melitensis suglar1 abortus susla-
r1 gibi tireyi yavag hydrolize ederse de iireaz aktivitesi bakimindan
melitensis’in, suis’e yaklagsmakta o'dugu bildirilmistir (25). Jones
(15) hemen biitiin Brucella suglariiin iirease aktivitelerinin mevcut
oldugunu, sadece neviler arasinda iireden amonyak teskil etme nis-
betinin ehemmiyetli surette farkli oldugunu, Br. suis’in en cabuk
bir kac dakika icinde vasat: pembelestirdigini, Br. abortus’un ise
daha yavas aktivitede oldugunu, Br. melitensis suslarimin bu test de
cesitli neticeler verdigini bildirmis ve yazisinda Christensen’in ve
Bauer’in vasatlarindan genis bilgi vermistir. Phenol red endikatorii
kullanarak 36 adet smooth evsafta susun lirease aktivitesi iizerinde
calistigini, diger arastiricilarin almig olduklar: sonuglara uygun neti-
celer elde edildigi ve Danimarka suis’ine dahil suglarin aktiviteleri-
nin Amerikan suis’inin aktivitesinden daha az bulundugunu bildir-
mistir (9). Stableforth (24), iirease testinden alinacak neticelerin,
kullanilan metoda bagli oldugunu, bu test’in kiymetinin daah ziya-

de Br. abortus ve suisin tefriki bakimindan bir kiymeti olacagini,
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Melitensisin bu testde cok cesitli neticeler verdigini, bu gibi dene-
melerde daima kontrol suslarininda tecriibelere dahil edilmesini,
standard suglarin Weybridge enstitiisiinden istenmesini bildirmistir:

Parnas ve arkadaslari 1958 de Brucella abortus’un eski kiiltiirle-
rinden 14 adet Brucella bakteriofaji elde etmis ve bunlarin 1956 da
Rusya’da giibreden ayrilan orijinal Brucella fajlariyle mukayesesi-
ni yapmistir. Faglar yuvarlak, 60 - 80 milimikron kadar, elementer
cisimciklerdir. Br. abortus kiltiirleri fajlarla eridigi halde, Br. suis,
Br. melitensis ve Atipik Br. abortus kiiltiirleri lize olmamaktadir.
Bu miisahedeler diger arastiricilar (Stinebring ve Brown 1959) (van
Drimmelen 1959) tarafindan da teyit edilmistir. Ingiltere Weybrid-
ge Enstitiisiinden Dr. Morgan Phagelarla yaptigi bir caligmada, se-
rumlu dextrose agarda 24 - 36 saat iiremis olan Brucella kiltiirleri-
nin baffirli tuzlu suda suspansiyonunu yaptiktan sonra bunlardan
birer oze, sathi iyice kurutulmus serumlu dextrose agari havi pei-
rilere ektikden sonra phage’in 10-% dilisyonundan 0.02ml. olmak
tizere kiiltliiriin {izerine damlattigini ve 24 -48 saat inkubasyonda
biraktiktan sonra neticelerin okundugunu, Wilson 2 tipide dahil su-
is kiilttirlerinin dért tanesinden maada biitiin Brucella abortus kiil-
turlerinin eridigini, tizerinde calisilan 33 Brucella melitensis kiiltii-
riinden 24 adedinin fage preparationu ile lize oldugunu, bu meliten-
sis suglarinin Biiylik Britanya’da ve ekserisinin de sigir siitlerinden
izole edildigini bildirmistir. Diger bir denemede fage preparationu-
nun 544 No. lu Brucel'a abortus ve Biiyiik Britanyada izole edilmis
olan Br. melitensis H suglariyle titre edildigini, hiildsa olarak biitiin
Br. abortus suglarimin ve biitiin British Br. melitensis suglarinm
phage solusyoniyle lize edildigini, fakat ne klasik evsaftaki Akde-
niz Brucella melitensisi nede Amerikan Brucella suglarinm eriteme-
digini, elektron mikroskopta, 250.000 defa biiytitilmede phage’in
alt1 kogeli (hexagonal) bir basa ve 65 m. u kuturda 14 m.u. uzun-
lukta kisa bir kuyruga sahip oldugunu bildirmistir (17).

Brucellalarin biitiin varyetlerinin, ufak laboratuvar hayvanlari
ve maymunlar i¢cin patogen ve kobaylarinda iclerinde en hasas 1a-
boratuvar hayvani olduklarini, Br. melitensis ve Amerikan suis tip-

lerinin, Br. abortus ve suis’in Danimarka varyetesinden daha faz-
la virulan bulundugu bildirilmigtir (23). Her ti¢ Brucella organizm-
lerinin ladboratuvar hayvanlar: igin cesitli derecede patogen ve ko-
baylarinda en hasas olduklari ve rough yani paramelitensis, para
abortus ve para suis’in kobaylar i¢in avirulan bulundugu (25), Br.
melitensisin, Br. suis gibi kobaylar icin Br. abortusdan daha pato-
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“gen oldugu bazilarininda bu farklari nevilerin tefrikin de kullandik-
lar1 bildirilmigtir (13).

Br. melitensis gibi Amerikan suis tipinin de inekleri enfekte
edebildigi ve siitle mikroplarin itrah edildigi, tabil sartlar altinda
melitensisin keci ve koyunlar i¢in patogen oldugu, sikitla miiterafik
“akut bir hastalik tevlit ederse de ekseriya cronik seyrettigi ve an-
cak siit, kan ve idrarin bakteriyolojik muayenesiyle meydana cika-
rildig1 veyahutta deri testleriyle anlagildigi, kegi ve koyunlarin ¢ok
enfekte oldugu mintika ve ahirlarda ineklerin de enfekte olabile-
cekleri, sikitlar goriilmesede siitleriyle ekseri mikrop sactiklari (25),
Brucellanin muhtelif hayvan nevilerine olan patogenitelerine goére
klasifiye edilebilecekleri, Br. melitensisle tabii olarak enfekte olmusg
bir inekten elde edilen siitle beslenen iki gebe keciden birinin sikit
yaptigi, fakat her ikisinin i¢ organlarindan Br. melitensis iiretildigi,
bagka gebe kecinin ise abortus organizmlerini ihtiva eden inek sii-
til ile beslendigi halde enfekte olamadigi sigirlardan izole edilen ve
melitensisin biogimik, serolojik hususiyet'erine sahip Brucella gus-
larinin keciler icin patogen oldugu bildirilmigtir (3).

Br. suis’in sebep oldugu enfeksiyonlara her yastaki domuzlarin
“hassas oldugu halde, buzagilarin abortus’a yiliksek derecede muka-
vim olduklar: keza ineklerde, sikitlar umumiyetle gebeligin 5 -7 nci
aylari arasinda vukua geldigi halde domuzlarda gebeligin ilk safha-
sinda oldugu, abortusun sigirlarda tevlit ettigi uterus enfeksiyonun-
da, li¢ hafta kadar sonra genital organlardan mikrop izolasyonu na-
dir oldugu halde domuzlarda uterus enfeksiyon!arinin uzun zaman
devam ettigi (13), Br. suis’in her iki varyetesinin de domuzlar igin
patogenik oldugu ve bazen sikitlar da tevlit ettigi bildirilmistir (25).

Her ¢ tip, insanlar icin patogensede bugiine kadarki miisahe-
delere gore melitensis’in insanlar i¢in digerlerine nazaran en fazla,
Amerikan suis tipinin orta derecede, Br. abortus tipinin ise en az
_patogen bulundugu, Danimarka suis tipinin abortusdan daha az pa-
_tojenitede oldugu ve heniiz insanlarda hastalik yaptigina dair bir
kayda tesadiif edilmedigi, Br. abortus’un atlari, képekleri daha en-
der olmak tizerede koyun ve kecileri enfekte ettigi, Amerikada bu
tiple kuglarinda cok enfekte bulunduklar: bildirilmistir (25).

Brucella suglarinin izole edildikleri hayvan nevine gore meliten-
sis, abortus, suis diye klasifiye edilebilecekleri fikri ileri siiriilmek-
te, keci, koyun, sigir ve insanlardan yeni izole edilmis olan suglarin
“hususiyetleri mukayese edildiginde, insanlardan ayrilanlarin tipik
olmamakla beraber meliteisise, koyun ve kecilerden ayrilanlarin
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_abortus’a benzedikleri bildirilmigtir (7). Meyer ve Zobell’in 444 Bru-

cella kiiltiiriiniin biogimik karakteri iizerinde yapmis olduklar1 bir
aragtirma neticesinde, suis’in, abortusla melitensis arasinda degi-
sen, bazen birine bazen de digerine benziyen bir karaktere sahip,
transitional bir tip oldugu neticesine varmiglardir (16). Domuz Bru-
cellosisi iizerinde yapilmig olan mesailerden c¢ikan neticelere gore
Br. suis’in melitensis ve abortusdan neset ettiginin muhtemel ol-
dugu fikri ileri stiriilmektedir (12). Literatiire istinaden, Brucella ne-
vilerinin ne liboratuvarlarda yapilacak patogenite testlerine ne de
tevlit ettikleri enfeksiyonlara ve izole edildikleri hayvan nevilerine
gore klasifiye edilemiyecekleri, nevilerin hangi ana tipten c¢iktig:
-meselesinin de tefrikde yardime: oiamiyacag: bildirilmektedir.

Bu giine kadar yapilan negriyatdan anlagildigina gére bir nev’e
dahil suslar arasinda da bazi degisik hususiyetler mevcuttur., Buna
biraz da suslarin diinya yilizinde muhtelif. mintikalara yayiliglar:
sebep gosterilmektedir. Meseld Malta adasindan ayrilmis olan me-
litensis susu, Fransa’nmin cenubunda nayrilan melitensis susundan
keza Danimarka’da tesbit edilen suisi susu, Amerika suis’inden fark-
Ii bulunmustur.

Stableforth (24). Br. abortus’un biitiin memleketlerde, Br. me-
litensis’in Akdeniz mem!eketlerinde, Latin Amerika ve Amerika
Birlesik Devletlerinin ve Rusya’nin cenubunda, Orta sarkin bazi
memleketlerinde kecilerde, yine Rusya’nin muayyen bazi mintaka-
larinda, merkezi Avrupa’da tesbit edildigini, Cenubi Amerika’da
koyunlarda bulunamamig olmasina mukabil kecilerde mevcut ol-
dugunu, bazi Akdeniz memleketlerinde, U.S.A.’nin baz1 eyéaletlerin-
de sigirlarda ve yine U.S.A.nin baz1 kisimlarinda domuzlardan da
Br. melitensis izole edildigini, Br. suis’in Latin Amerika’da, U.S.A.
da ve bazi Avrupa devletlerinde tesbit edildigini, Avrupa’da Br. su-
is’e yabani tavsan'arin reservar oldugu tahmin edildigini bildir-
mistir.

Suslar lizerinde yapilan caligmalardan bugiline kadar pek cok
cesitli tipler meydana cikarildigi maltimdur. Bir kisim suslar klasik
nevilerin hususiyetlerinden; meseld birinin serolojik karakterine
benzerken digerinin biosimik karakterine benzemektedir: Abortus’-
un biogimik ve kiiltiirel karakterine benziyen suslar, melitensis’in
serolojik karakterine sahiptirler. Bir bagka memleketde de meliten-
sisin biogimik karakterinde ve abortusun serolojik karakterinde
suglar elde edilmistir. Renoux, bu ikincilere Br. intermedia demig-
tir. Bunlar Fransada, Italya’da, Tunus’da bulunmustur. Birinciler
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ise Plestin, Bliyiik Britanya, Hindistan, Fransa ve U.S.A. da elde
edilmigtir. Keza Japonya’da biitiin boyalara kars: hassas olupda di-
ger bakimlardan Br. abortus’a benziyen suslar tesbit edilmis, bun-
lara Br. abortus type 2 (Wilson) denmistir. Huddleson ve 'White’in
1954 deki teklifleriyle thionine kars: resistan olupta CO: sis iireyen
abortus susglarida bulunmus, Huddleson bunlara Br. abortus (Van
den schaaf) denmesini teklif etmigtir. Diger tarafdan melitensis
gibi olup da ehemmiyetli miktarda H.S intisar ettiren ve ilk izolas-
yoniarinda CO. de ihtiya¢ gosteren suslarda mevcuttur. Keza abor-
tus’a benzeyipte izolasyon icin CO:e ihtiya¢ gostermemis suglarda,
Fransa’da bulunmustur. Ender olarak her iki abortus ve meliten-
sis monospesifik serumlariyle reaksiyon veren suglar da vardir.
Baz1 arastiricilar Brucella gurubunu Br. Brucei, thomseni, Lizbon-
nei, intermedia, Wilsonii, Br. ovis, Br. tularense diye nevilere bol-
mislerdir. Br. brucei’nin, melitensis, abortus, Amerikan tipi suis
varyetleridir. Thomseni Danimarka tipi suistir, yazar Ingiltere’de
ayrilan miletensis suslarinin biosimik ve serolojik karakterlerinin
tipik melitensis karakterinde o’malarina ragmen insanlar icin pa-
tojen olmadiklarini, hasta hayvanlardan elde edilen siitiin ¢ig ola-
rak icilmesi halinde bile enfeksiyonun meydana gelmedigini, keza
Danimarka suisinin de merkezi Avrupa’da ve Bulgaristan’da in-
sanlar icin patogen olmadigini bildirmistir (24). Pickette ve arka-
daslar1 (19) yapmis olduklari bir mesaide, Amerika, Afrika, Asya
ve Avrupa’da insan ve hayvanlardan izole edilmis suglarin Acrif-
iavin testlerinden sonra smooth safhada bulunan 232 susun boylara
(thionin, B. fuchsin, pyroin, crystal viole, azur A, ve safranin O)
olan hassasiyetleri, lirease aktiviteleri, H.S produksiyonlari, Car-
bomate tablerlerine olan hassasiyetleri bakimindan kontrollar: ya-
pildiginda : 214 sus’un malim iic nevi Brucella grubunda topladik-
larini, 5 sus hem boyalara hemde carbomat’a cok hassas bulundu-
gundan bunlarin idantifikasyonlari icin serolejik muayeneye ih-
tiya¢ hasil oldugunu, 3 susun boyalara hassasiyetleri ve biosimik
testlerde miletensis’e benzedikleri halde serolojik olarak abortus
gibi reaksiyon verdiklerini, bazi nadir istisnalariyle, carbomate ve
iirease testlerinin Brucella suslarinin idantifikasyonlar: icin elve-
rigli oldugunu Azur ve safraninin de boya testlerine ilavesini fay-
dali bulduklarini bildirmiglerdir. Renoux (21), antijenik struktur-
lar1, metobalik ihtiyaclari, ve kimyevi terkipleri bakimindan halen
kabul edilmig vaziyette olan Brucella nevileri arasinda qualitatif
farklar bulmanin bugiin i¢in miimkiin olmamasi, herhangi bir Bru-
cella nevine dahil organizmlerin, hassas olan herhangi bir hayvani
enfekte edebilmesi, monospesifik serum testlerinden alinan neti-
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celerin biogimik testlere her zaman tetabuk etmemesi, Brucella or-
ganizmlerinin c¢abuk karakter degisiklikleri gostermeleri ve bun-
larin basit mutasyonal degisikliklerden ibaret olmasi, umumiyetle
kabul edilmis olan testlerin 64 farkli idantifikasyon numunesine ma-
lik olmasi, susglarda kendiliginden (spontaneous) bazi degisikliklerin
de miisahade edilmesi bazi suglarin hakikatte miisabih karakterde ol-
duklar1 halde laboratuvarlara ve yazarin sahsi diiglincesine gore
farkli isimlerde tesmiye edilmeleri neticesinde pratik ve ilmi ba-
kimlardan enteresan hir taraflari olmayan pek cok adette Brucella
nevilerinin meydana gelmesi sebebiyle Brucella organizmlerinin
klasifikasyonunda karigikligi o6nlemek maksadiyle ilk tasnifde
(Evans, Meyer) oldugu gibi daha acik ve basit bir tasnifi teklif
etmekte ve neticede biitiin Brucella nevilerini sadece bir nev’in bi-
otipleri olarak bildirmekte, suglarin Huddleson’un biogimik testle-
riyle ve monospesifik serumlarla idantifiye edilmelerini ve herhan-
gi yeni bulunmus olan bir testin bu testlerle dikkatli olarak mu-
kayese edilmesini, ve bu esasa gére Brucella cinsine (Meyer ve
Svaw) sadece bir nevin, Br. melitensisin dahil edilmesini, farkl: -
karakterde olan her susun bir varyeteden ibaret olacagini bildirmek-
tedir.

DENEYTLERIMITZ
MATERYAL

DENEMEYE DAHIL EDILEN SUSLAR. Laboratuvarimizin res-
mi kayitlarina gére son seneler icinde, muhtelif hara, Inekhane,
Devlet tiretme ciftlikleri ve Veteriner miidiirliiklerinden gonderilen
sigir, koyun, manda ve kecilere ait cenin merazi maddeleriyle siitle-
rin Brucellosis bakimindan yapilan bakteriyolojik muayenelerinde
94 adet Brucella susu izole etmis bulunuyoruz. Bir karigikliga mey-
dan vermemek icin aragtirmalarimiza once 33 yerli susu dahil et-
tik. Bunlardan baska Ingiltere Weybridge Enstitiisiinden getirilen
Br. abortus 544 (Weybridge), Br. melitensis 16 M (Beltsville), Br.
suis 1330 (Minneapolis) ile New Zealand, Wellinton Walleceville
Research istasyonundan M. B. Buddle tarafinda ngonderilen Br.
Ovis susu olmak {izere 4 adet standard susu da kontrol susu olarak
kullandik.

VASATLAR : Liyofilize suglarin {iiretilmesinde, S ve R kolo-
nilerinin tefrikinde, suslarin pasajlarinda, boyali vasatlarin yapil-
masinda patates enfiizyonlu, gliserinli, dextroslu jeloz ile % 10 se-
rumlu Nutrient agar, Urease aktivitesinin kontrolunda ise Bauer’in
vasat1 kullanilmigtir.

169



BOYALAR: FAO/WHO Brucellosis Experler Komitesinin bi!-
dirmis oldugu NF 58 certifika numarali basic fuchsin ile N T 16 ser-
tifika numarali thionin boyalar: kullamilmis ve bunlarin % 0,1 lik
stok solusyonlarindan vasat!ara nihal konsantrasyon 1/25000 olacak
sekilde ilave edilmistir.

a) FAO/WHO Brucellosis Experler Komitesinin, (Mayis 1951,
14 - 37, Mayis 1953. 24-67, ve 1958 tarih 148 numarali ii¢ rapo-
runda yazili olan metotlarla (27),

b) Huddleson (11),
c) Stableforth (24),

d) Bendsen (1), a ait literatiirde bildirilen metodlar tatbik edilmis-
tir.

METOD

BRUCELLA SUSLARININ LiYOFILIZASYONU

Patates enflizyonlu dextroziu ve glyserinli agarda idame edil-
mekte clan suslarin 48 saatlik taze kiiltiirlerinin, kaymaga alinmig
steril stit icinde yapilan kesif solusyonlarindan uzun igneli enjektor-
lerle, her bir sus icin 10 -15 ampule 0.1 miktarinda tevzi edilmistir.
Susg numaralar: ampullerin orta kisimlarina, c¢ini miirekkebi ile ya-
zildiktan sonra Edward’in ufak model liyifilizasyon cihazinda kuru-
tulmustur. Aradan 5 sene gecmis olmasina ragmen suslar canhlikla-
rin1 muhafaza etmektedirler.

DiSiSSOSIASYON KONTROLLARI

LIYOFLIZE SUSLARIN EKIMLERI VE SMOOTH KOLONILE-
RIN SECILMESI : Tip tyininde en miihm hususilardan birinin kont-
rol edilecek suslarin smooth sathada olmalari icap ettiginden, her bir
ampilil muhtevisi steril fizyolojik su ile sulandirildiktan sonra pata-
tes enfiizyonlu dextrozlu ve glyserinli agar1 (P.D.G.) havi yatik je-
lozlara ekimleri yapilmistir. Iki giin etiivde iiremege birakilan bu
suglarin tekrar fizyolojik suda kesif olmiyacak gekilde suspansiyo-
lar1 hazirlandiktan sonra P.D.G. li agari havi petrilere seyrek dii-
secek sekilde yayilip desikator icinde yani % 10 CO. muvacehesinde
veya dogrudan dogruya atiive kaldirilmigtir. 3 -5 glin sonra petriler
steoroskopik mikroskopta, 45 derecelik meyilli 1s1k altinda muayene
edilerek koloniler arasinda S evsafini gosterenler yatik agara cekil-
migtir.
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ACRIFLAVIN VE THERMO-AGGLUTINATION
TESTLERI

Kullandigimiz acriflavin (B.P. PO. 1687) Avlon - Emp. Chem.
Manchester, firmasina aittir. Bundan 17500 ve 1/1000 lik distile su
icinde iki solusyon hazirlanmig ve her bir susun Mecferland 2 ye go-
re ayarlanan tuzlu su solusyonlarindan ikiser agglutination tiipiine
1 cc. ayrica birer tanede vasat tiiplerine 2 cc. clmak iizere tevzi edil-
mistir. 1cc. mirop solusyonunu havi iki ufak agglutination tiipiin-
den birine 1/500 litk digerine 1/10001ik acriflavin solusyonlarindan
1 cc. miktarinda ilave edilip iyicé calkalandiktan sonra etiive kaldi-
rilmis 6 saatlik miiddet iginde yarimsar saat fasilalarla tiipler kont-
rol edilmigtir. Bu esnada, 2 cc. miktarinda mikrop suspansiyonu tev-
zii edilmis olan vasat tiipleri Benmari seklinde iki saat miiddetle
kaynatilmistir, (R) kolonilerinden yapilan kiiltiirler hem acriflavin
hemde thermo - agglutination testlerinde aglutine olmuslar, S ev-
safindakilerde ise bu hal goriilmemigtir. Seri usulle acriflavin testi :
% 0.11ik acriflavin solusyonundan bir 1am {izerine bir damla dam-
iatilir. Petrideki kolonilerden 6ze ile bir miktar germ alinarak bu
damla icinde ezilir ve agglutination’un tesekkiilii kontrol edilir. Seri
usul tiip usuliine yardime: olmugtur. Petrilere yayilarak S kolonile-
ri secilmig olan 33 sustan ancak 5 tanesinde isabet edilememis; bu
5 susun iicli dérdiincii saat nihayetinde; ikisi altinci saatte iki farkl
acriflavin solusyonu ile aglutine olmuslar, diger 28 sug’a ait kiiltiir-
ler smooth kolonilerden alindiklari i¢in ne acriflavin nede thermo
agglutination testlerinde aglutine olmamiglardir. S ve R kolonileri-
nin tefriklerinde maltim sartlar yaninda Petrideki vasatin kalinligi-
nin, petri caminin renk ve kalitesinin de rolii oldugu miisahede edil-
migtir. Tekrar yapilan ekimlerde 4 sugsun S kolonileri secilebilmigse-
de izolasyon tarihi eski olan 38 No.lu sus’un S kolen#erini ayirmak
miimkiin olamadigindan kobay inokulasyonu yapilmis ve 35 giin
sonra kobayin i¢ organlarindan yapilan kiiltiirlerden S kolonileri ko-
laylikla tefrik edilebilmigtir.

Her iki farkhi acriflavin solusyonlariyle, Thermo - agglutination

testlerinden alinan neticeler birbirine tetabuk etmis, iki solusyonda
da agglutination reaksiyonuna benzer c¢okiintii hemen ayni saatde

husule gelmistir.
SUSLARIN CARBONDIOXIiDE OLAN
iHTIYACLARI

Bu deneme, suslar ilk izole edildikleri zaman yapilmistir. Bru-
cella kolonileri, cenin marazi maddelerinden ekilen Petrilerden iki
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adet yatik agara cekilip bir tanesi CO. muvacehesinde digeri agik ola-
rak etiive kaldirilarak bu gaza olan ihtiyaclar1 kontrol edilmistir.
Gaz, CO: bombasindan volumetrik olarak (Huddleson’in kitabindan)
desikatorlere sevk edilmektedir. CO: kontrolu olarak ufak bir tiip
icinde asagida terkibi bildirilen mahlulii koymaktayiz. Mahliil, Weyb-
ridge Enstiitiisinde hazirlanmig olan konsantre haldeki numuneye
uygundur.

Hazirlanmasi: 100 cc. destile suya % 0.5 lik alkolde erimig
Bromthimol blue dan 2 cc., sodium bicarbonattan 0.1 gram ilive
edilip eritilir. Kesif olan bu ana mahliil 5 defa sulandirilarak kul-
lanilir. Bilindigi iizere Br. abortus lireyebilmek i¢in bu gaza muhtac-
tir. Br. melitensis iki sekilde de {ireyebiir. Suis’in iremesinel bu gazin
méni oldugu dahi bildirilmektedir. Yeni sug olan Br. ovis de abor-
tus gibi tireyebilmek icin CO: ihtiyacindadir. Denemeleri yaptigimiz
esnada yerli suglarin 32 si CO. siz iireyebilmig sadece 13 No. lu sus
irememigtir. Kontrol suglarinin {iciide CO: e ihtiya¢ g6stermemigler-
sede Br. abortus 544 acikta pek az iireyebilmis, kiiltiirler desikatére
aktarilinca bol miktarda {ireme elde edilmigtir.

UREASE AKTIiIVITE TESTI

BAUER VASATININ YAPILISI: Bir erlenmayer icinde 1000
cc. distile suya 15.1 gram NA H. PO: 2 H.O ilave edilip eritilir.
Fenol redin (Phenal sulfhonephthalein) % 0.21lik solusyonundan
bu mabhliile 7.5 cc. ilave edilir ve 50 gram {ire konur. Fenol red so-
lusyonu distile su ve N/20 NAOH ile hazirlanmigtir. Erlenmayer-
de altin sarisi renginde goriinen mahliiliin Ph’s1 4 n HCL ile 5 den
e diigliriiliir. Zeisz stizgecinden siiztilir, steril ufak tiiplere 1 cc.
miktarinda tevzii edilir ve tiiplerin agzi mantarlanir.

UREASE TESTININ YAPILISI

a) Dr. Bendtsen teknigine gore: 48 saatlik genc kiiltlirlerin
Mec ferland II’e gore solusyonlari hazirlandiktan sonra, her bir sus
icin 1cec. Bauer vasatini havi 3 aglutinasyon tiipiine 0.1,0.3,0.5 cc.
miktarlarinda ildve edilip 37 C. derece etiive kaldirilip yarim saat
fasila ile kontrol edilmistir.

b) FAO/WHO Brucellosis Experler komitesinin ikinei rapo-
runda bildirilen teknige gore: 48 saatlik geng kiiltiirlerden bir oze
(2 mm. kutrunda) germ alinarak 1 cc. Bauer vasatini havi ufak tiip-
lerde ezildikten sonra etiive kaldirilmis ve her 15 dakikada bir kont-
rol edilmigtir. ‘
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Brucella organizmleri anzimleri vasitasiyle, vasattaki iireyi hyd-
rolize ederek iki molekiil amonyakla bir molekiil carbon di oxide
meydana getirmektedir.

NH,
CO< + H, O —— C% + 2 NH,
NH,

Bu suretle asit olan vasat amonyagin tesekkiilii ile kaleviles-
mekte, vasata ilave edilmis olan Fenol red endikatorii de bu farki,
‘vasatin rengini yavas yavas saridan pembeye ve amonyagin tegek-
kiilii fazlalagtikcada koyu pembeye (rubi) cevirmesiyle belli etmek-
tedir. Acriflavin testinde oldugu gibi bu teste de sabahleyin kabil
oldugu kadar erken saatlerde baglanmis, ancak bu suretle 8 saat
miiddetle devamli olarak tiiplerdeki renk degismesini takip etmemiz
miimkiin olabilmistir. Son kontrol, saat 18 de yapilmis gece takip
edilmemistir. Bu sebepten cetvelde menfi diye gosterilenler 8 saat
icinde renk degisikligi gostermiyen suglardir. Ertesi sabah bir kis-
mini etlivde kizarmis bulduksada saati tesbit edilemediginden tab-
loda menfi gosterilmigtir. Bilindigi {izere Br. abortus suslari iireyi
en geg, suis en cabuk, melitensis ise ikisi ortasi bir hizda parcala-
maktadir. Bu test ayn1 giin, ayn1 vasatda tatbik edildigi halde tab-
loda da goriilecegi tizere bir tipe dahil suglar birbirine yakin saat-
lerde iireye vurmalar: icap ederken cesitli dakikalarda vasati kir-
mizilagtirmiglardir. Bu farklarin goriilmesine sebep, vasata oze ile
ilave edilen germ miktarinin sabit olmayisindandir. Biitiin suglar
o6nce Dr. Bendtsen’in ldboratuvarinda gordiigiimiiz sekilde, iki defa-
da Br. Exp. Komitesinin raporunda bildirildigi gibi denemeye tabi
tutulmustur. Ilk iki tecriibede tiipleri etiive kaldirdigimizdan iyi
netice alamamistik. Son yapilan denemede Bauer vasitasini havi
tiiplere mikrop ildvesinden sonra biitiin tiipler 37 C. derecedeki Ben-
mariye konmus ve bu suretle daha iyi netice alinmigtir. Bilindigi
lizere urease aktivite testinde melitensis suglar1 sabit bir vasif gos-
termeyip farkli neticeler vermektedirler. Bu test, daha ziyade Br.
abortusla Br. suisin tefriki bakimindan bir deger tasimaktadir. Ne-
ticeler tabloda dakika olarak gosterilmigtir.

BOYA iINHiIiBIiSYON TESTLERI
STOK BOYA MAHLULLERININ HAZIRLANMASI. Bruc. EXP.
Komitesinin bildirdigi sekilde NF 58 certifika numarali basic fuch-

sin ile NT 16 Cer. numarali thionin den 100 cc. stok solusyonlar ha-
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zirlanmigtir. Fuksinin distile suda eriti'mesinde bir zorlukla karsi-
lasmadiksada tiyoninin soguk destile suda erimesi miimkiin olma-
mis, gozle fark edilemiyecek kadar ufak boya zerreleri kaldigindan
boyali vasat denemelerinden ¢nce iyi neticeler a'amamigtik. Bunu
miiteakip, tiyonin bir havanda iyice ezildikten sonra 25 cc. etil alkol
ilave edilmis ve sonrada distile su ile 100’e ib!ag edilmistir. Bu stok
mahliilden, Br. abortus suslarini inhibe edecek fakat degerlerini iire-
tecek en kesif boya solusyonunu tesbit maksadiyle 1/8000 den 1/24000’e
kadar ikigerbin aralikla 9 muhtelif nihal konsantrasyonda tioninli
agar vasatlari hazirlanmis ve 4 kontrol sugu ile birlikte 33 yerli
Brucella susu bunlara yeniden ekilmisse de tatminkar bir netice
e!de edilememistir. Bundan sonra yine havanda ezilmis olan boya-
nin lizerine kaynar derecede sicak distile su dokiilmiis ve mahliil
bir siseye aktarildiktan sonra benmari seklinde bir saat miiddetlz
kaynatilmis ve en iyi netice bu tarzda hazirlanmis olan stok tiyo-
nin mahlilinden alinmigtir.

KULTURLERIN PETRILERDEKI BOYALI VASATLARA EKIM-
LERI: a) Her susun 48 saatlik kiiltiiriinden Mecferland IT'e goére
hazirlanan solusyonlarindan bir 6ze dolusu alinarak 6 paralel ciz-
gi halinde agarin sathina siirilmistir. b) 2mm.lik bir 6ze ile
dogrudan geng kiiltiirlerden bir miktar germ alinarak yine glzgﬂer
halinde boyali vasatlara yaydirilmigtir.

Bu iki tarz ekimden birbirine benzer neticeler alinmigsa da
kiltiirin daha kesif isabet edecegi ilk cizgilerde az da olsa bir {ire-
me goriilebileceginden, suglarin Mcferland II’e gore hazirlanan sus-
pansiyonlarindan alinacak olursa daha emin eticeler elde edilecegi
tabiidir.

Bilindigi gibi Br. abortus yalmiz fuksinli, Br. suis yalniz tiyo-
ninli vasatlarda tiremekte, Br. melitensisi ise her iki boyada inhibe
etmemektedir. Br. ovisin ise bu bakimdan Br. suise benzer karakter-
de oldugu, fakat basic fuksinle, alelade boya konsantrasyonlarinda
inhibe edilmedigi bildirilmektedir. Bizim denemelerimizde Br. ovis
her iki boyada da tiremistir. Bu testden elde edilen sonuclar tablo-
da bildirilmis, inhibe edilen suglar (—) isaretle gosterilmigtir.

HIDROJEN SULFID INTIiSARI
H.S testinin ﬁplerin tefrikinde en onemli kriter oldugu bilin-
mektedir. Biitiin suglarin genc¢ kiltiirlerinden yatik vasatlara ce-

kilerek pamukla tlip arasma acetatlh [(CHsCO O:) Pb] kagit se-
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ritler (Merck’s) Reagenzien Lead acetat paper) konmus, her giin
kagit'ar degistirilmek suretiyle dort giin miiddetle denemeye devam
edilmigtir. Bilindigi lizere Br. miletensis ya pek az siyahlik husule
getirir yahutta hi¢ getirmez. Br. abortus orta derecede 2 veya 3
giin siyahlik yapar. Amerikan suis tipi suslar 4 veya 5 giin miiddet-
le kagitlar1 iyice karartirlar. Br. suis tipinin Danimarka varyanti
ise H.S intisar ettirmez. Tabloda da kaydedildigi gibi izolasyon ta-
rihi eski olan suslar izole edildikleri zaman bu teste tabi tutulma-
mis olduklarindan bazi abortus suslar: bu vasiflarini kaybetmisler-
dir. 1959 senesinden itibaren ayrilanlarin ise hemen izolasyonlarini
miiteakip H.S denemeleri yapilmigtir.

STANDARD MONO-SPESIiFIK SERUMLARLA
SUSLARIN AGLUTINASYON TESTLERI

Mocno - Spesifik serum testleri de klasifikasyonda en miithim bir
tefrik metodu olarak kabul edilmistir. Suslar, Ingiltere Weybridge
Laberatuvarindan getirilen Standard mono - Spesifik abortus ve
melitensis serumlariyle seri ve bati aglutinasyona tabi tutulmus-
lardar. .

SERI AGLUTINASYON TESTI: Temiz bir lama 1/5 nisbe-
tinde diliile edi'mis S. MO.Spe. serumlardan birer damla, kontrol
maksadiyle de bir damla 1/5 nisbetinde sulandirilmis menfi serum
damlatilir. Taze suslardan bir éze miktarinda alman kiiltiir, her
seferinde ayri olarak bu {ic serum damlasinda ezilir. Serumlar ev-
velce sulandirilmis oldugundan kiiltlirtin ayrica fizyolojik su icinde
ezi'mesine ihtiya¢ yoktur. Bir dakika icinde tesekkkiil eden agglu-
tination siyah bir fon iizerinde tetkik edilir.

BATI AGGLUTINATION TESTI: Her bir sus icin Standard
meno - spesifik Br. abortus ve melitensis serumlarinin 1/5 den 1/80’e
kadar dilisyonlar: yapildiktan sonra, kiltiirlerin Brown 4’e gore
asitfenikli tuz'u su ile hazirlanan suspansiyonlarindan 0.5 mikta-
rmda bunlara ilave edilip 37° C de 18 saat® birakilmistir. Mikrop
ilavesinden sonra dilisyon nisbetleri 1/10-1/160 olmustur. Suslar
her iki S. mono - spesefik serumlarla denenirken, her agglutination
serisine spontan agglutinationun kontrolu maksadiyle 0.5 cc. asit-
fenikli tuzlu su ve 0.5cc. kiiltiir solusyonunu havi bir tiip ilave
edilir. Malim oldugu tzere tipik karakterli suslar kendi antiserum-
lariyle agglutination vermete, diger tipin serumu ile ilk hadlerde
bile agglutine olmamaktadirlar. Intermedier suglar ise homolog
antiserumlariyle uggiutine olmadiklar: halde heterelog serumla az-
lutine olmaktadirlar.
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TARTISMA

Biosimik, kiiltlirel ve serolojik olarak karakterlerini tesbite
calisdigimiz 33 sus’'un muayenelerinden alinan neticeler cetvelde
gosterilmistir. Boya inhibisyon testlerinde, Dr. Stableforth’un ve
WHO/FAO Brucellosis Experler Kamitesinin de bildirdigi gibi sug-
larin tefrikinde en iyi boyalarin thionin ve basic fuchsinden ibaret
oldugu, denemelere cesitli boyalarin dahil edilmesinin ig hacmini
artiracagl buna mukabil fazla bir yardimida olmiyacag: kanaatin-
dayiz. Stok solusyonlarin iki ay gibi kisa bir zamanda yenilenmesi-
nin icap etmesi ve yapi'masi zaruri olan pek cok cesitli vasatlar
arasinda sik sik boyali vasat hazirlanmasindaki zorluklar dolayi-
siyle laboratuvarlarimizda da boya tabletlerinin kullanilmasinin,,
tablet boya tedariki miimkiin olmadig: takdirde kontrolu yapila-
cak suglarin muayyen kesafetde suspansiyonlar: hazirlandiktan son-
ra boyali vasatlara cizgiler halinde siiriilmesinin daha emin bir
tarz oldugu muhakkaktir. Boyalarla inhibe edilen suglar tabloda
(—) isaretleriyle gosterilmistir. Bilindigi gibi her iki boya da Br.
melitensisi inhibe etmemekte, buna mukiabil Br. suis ancak thio-
ninli, Br. abortus fuchsinli vasatlarda {ireyebilmektedir. Boyalarin
Brucella organizmlerini 6ldiirmedigi sadece onlarin c¢ogalmalarina
méni oldugu maltmdur.

H.S produksiyonunu tesbit maksadiyle, kullanilan acetath se-
ritlerin her giin degistirilip yenisini koymanin iki mahzuru oldugu
fikrindeyiz. Birincisi Dr. Bedtsen’inda bildirdigi gibi tiipin 4 defa
agilmasiyle bir miktar H.S gazinin zayi olacagi, ikinei mahzuru agip
kapama esnasinda tiipiin kontamine olmas: ihtimalidir. Bu sebeb-
ten her sus igin dort yatik vasatin kullanilmasini ve bunlara kona-
cak acetatli kagitlarin her giin birinden ahnarak sus defterindeki
yerine yapistirilmasii daha uygun bulmaktayiz.

Bilindigi {lizere, Brucella organismleri umumiyetle cocobasil
seklindedirler., Hernekadar pasajlarla formlarinda bir degisme ol-
maktaysada kendi miisahedelerimize gore ilk izole edildiklerinde
Br. melitensis, Br. abortusdan umumiyetle daha kisadir. Bununla
beraber sabit olmiyan bu ufak farkla suglarin tiplendirilmesinin
mimkiin olmiyacag: agikérdir.

Literatiir bilgisine istinaden Brucella organismlerinin tecriibe
hayvanlarina olan patogeniteleriyle kati olarak Kklassifiye edile-
miyeceklerinden denemelerimize kobay inokulasyonlarini dahil et-
medik.
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Cetvelde  goriilecegi {izere ii¢ standard karakterdeki kontrol
susu ile Br. ovis susu bizim denemelerimizde de kendilerine has
karakterlerini gostermiglerdir. Yerli 33 sugsdan 16s1 hem biogimik
vasiflar1 hemde mono - spesifik serumlarla verdikleri reaksiyon ba-
kimindan tipik Br. abortus evsafindadir ve hepsi, muhtelif tarihler-
de, inek ceninlerinden izole edilmiglerdir. Bu sugslarin karakterleri
Br. abortus kontrol susununkine tamamen uymaktadir.

Bandirma merinos ciftligine ait bir koyun cenininden ayrilmig
olan 42 No.lu bir sus ilk izole edildiginde CO.’e ihtiya¢ gdsterme-
mis, bir giin H.S husule getirmis, her iki vasatda da lireyebilmig
ve hem monospasifik abortus hemde melitensis serumlariyle miis-
bet reaksiyon vermistir. Stableforth (24), ender olmakla beraber
béyle suglarin bulundugunu bildirmigtir.

Bu tiplerden bagka 4 sus intermedier evsaftadir. Bunlardan 33
ve 44 No.lu iki a/m intermedier olan suglar ilk izolasyonlarinda
CO:’e ihtiyac gOstermis olduklari halde monospesifik abortus se-
rumu ile menfi melitensis serumu ile miisbet reaksiyon vermigler
ve sadece basic fuksinli vasatda lireyebilmiglerdir. Biri pek az di-
geri ise hi¢c H.S intigar ettirmemigtir. Her ne kadar H.S kontrollar:
ilk izole edildikleri zaman yapilmamigsa da tipik abortus karakte-
rinde olan suglarin bazilar: bu evsaflarini eski tarihli olmalarina rag-
men kaybetmemislerdir. Meseld 44 No. lu tipik abortus susu 28. pa-
sajda oldugu halde 4 giin miiddetle H-S husule getirebilmistir. Bu
iki a/m intermedier sugdan biri inek siitinden digeri ise inek ce-
nininden ayrilmistir. Biri koyun siitiinden (51) digeri koyun ce-
nininde (8) olmak {izere iki adet m/a intermedier karakterindeki
suslar ilk izole edildiklerinde CO-’e ihtiya¢ g&stermedikleri halde
homolog olan antimelitensis serumu ile hi¢ aglutine olmamiglar
heterolog olan abortus antiserumu ilee aglutine olmuslardir. Bu iki
sus ayni zamanda her iki boyali vasatta da iiremis biri hi¢ H.S ver-
memis digeri ancak bir giin vermis, 51 No.lu sus {ireyi hi¢ parcala-
madig1 halde 8 No.lu sus 80 dakikada Bauer vasatini kizartmigtir.
Bunlar Renoux’nun Br. Intermedia diye isimlendirdigi tipe benze-
mektedirler.

Bunlardan baska atipik evsaf gosteren 13 adet sug ilk izole edil-
diklerinde CO: siz iiredikleri halde mono - spesifik abortus serumu
ile yliksek hadlere kadar aglutine olmuslar, monospesifik melitensis
serumu ile ancak agagi serum dilisyonlarinda (1/20, 1/40, 1/80)
reaksiyon verebilmiglerdir. Bunlardan 84 No.lu inek cenininden,
77 No. lusu koyun siitiinden diger 11 adedi de koyun ceninlerinden
izole edilmistir.
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Br. ovis susu her iki standard mono - spesifik serumlada reak-
siyon vermemigtir.

Ureyi hydrolize etmek bakimindan Br. suisin en kuvvetli ak-
tiviteye sahip oldugu, Br. abortusun zayif, Br. melitensisin ise ikisi
arasinda yani orta derecede bir aktivite gosterdigi, bazi melitensus
suglarinin Br. abortus’a bazilarininda Br. suise benzerlik gosterdik-
leri Br. ovis'in ise {ireyi hic veya pek az parcaladig: bildirilmektedir.
Bizim denemelerimizde kontrol suglarindan Br.suis 30 dakikada
vasatin rengini kizartmigtir. 16 tipik Br. abortus susundan 10’u 5-8
saat icinde, 1 tanesi 235 dakikada iireyi parcalamis, 5 sus ise 8 saat
icinde Bauer vasatinda bir renk degisikligi meydana getirmemig-
lerdir. a/m intermedier iki Brucella susundan biri 80, digeri 235 da-
kikada iireyi parcalamasmni tamamliyabilmislerdir. Bilindigi gibi
melitensis suslar1 bu test de cesitli neticeler vermekte bazilari. Br.
abortus’a bazilar1 Br. suise yaklagmaktadirlar. Biitiin suslar icin ay-
n1 vasat ayni glinde kullanildig: halde ayni tipe dahil suslarin fark-
I neticeler vermesinin sebebi yukarida da bildirildigi gibi Bauer
vasatini havi tlplere ilave edilen mikrop adedinin ayni miktarda
o!mamasmdandir. Kontrolu yapilacak suslarin geng¢ kiiltiirlerin-
den muayyen kesafette suspansiyonlar hazirlandiktan sonra bun-
lardan yine muayyen miktarda alinarak Bauer vasatina ilavesiyle
ancak digru netice elde edilebilecektir. Bununla beraber tabloda da
gorir'ecegi lizere denemelerimizde tipik veya a/m inetrmedier ev-
safta abortus suslarinin urease aktivitelerinin umumiyetle yavas
olmasi m/a intermedier susglarindan birinin iireyi 80 dakikada di-
gerinin hi¢ pargalamamasi, bu iki nev’in bilinen karakterlerinden
farkli bir netice elde edilmemis demektir. Literatiir bilgisine isti-
naden goriiliiyorki Brucella nevilerinin tefriki igin yeni gesitli me-
todlar bulunup tatbik edildikce atipik suslarinda cogaldigi anlagil-
maktadir. En iyi netice veren ve tatbiki en kolay olan bazi stan-
dard metodlarin rutin test olarak kabul edilmesi ve Brucellosisin
teshisiyle meggul olan bitiin laboratuvarlarda bu testlerin tatbiki
i'e ilerde zuhuru muhtemel karisikliklarin onlenebilecegi kanaatin-
dayiz.

O6ZET

1 — Laboratuvar kayitlarimiza gore, son seneler icinde inek, ko-
yun, keci ve manda ceninleriyle, inek ve koyun siitlerinden olmak
iizere 94 adet Brucella susu izole etmis bulunuyoruz. Denemelerimize
bunlardan 33’ini dahil ettik. Kontrol susu olarak da Br. abortus 544
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(Weybridge), Br. melitensis 16 M (Beltsville), Br. suis 1330 (Min-
neapolis) ile Br. ovis (New Zealand - Buddle) suslarini kullandik.

2 — Izolasyon tarihleri eski olan suslar denemelere baslamadan
evve liyoflize edilmis olarak muhafaza edilmekteydiler. Kremas1 alin-
mis, steril siit icinde liyofilize edilmis olan bu suglar 5 sene miiddet-
le canlhiliklarini muhafaza etmiglerdir. Miiteakip seneler icinde de
canlilik kontrollarina devam edilecektir.

3 — (R) ve (S) kolonilerinin tefriki maksadiyle kullanilmig olan
iki farkli (1/500, 1/1000) acriflavin solusyonu ile Thermo-aglutinas-
yon testlerinden ayni neticeler elde edilmis, 33 sug’'un yapilan kont-
rol’arinda bu iki test tamamen birbirine tetabuk etmistir.

4 — 94 adet susun izolasyonlar: esnasindaki misahadelerimize go-
re ilk izole edildiklerinde Br. melitensis, Br. abortus’dan umumiyet-
le daha kisadir.

5 — Suglarin CO:e olan ihtiyaclar1 tabloda (+4) isaretiyle gos-
terilmistir. Bu kontrollar ilk izole edildiklerinde yapilmistir.
13 No. lu sus miistesna denemelerin yapildig: sirada ii¢ kontrol susu
da dahil o!mak {izere biitiin suglar CO.e ihtiyac géstermeden {iremig-
lerdir. Br abortus 544 kontrol susu ise acikta pek az ireyebilmis
desikatorde ise bol kiiltlir elde edilmigtir.

6 — Eski tarihli Brucella suglarinin H.S kontrollar1 bu mesaiye
bas'adigimiz zamanda yapilmigsada yeni tarihli suslar bu bakim-
dan ilk izole edildiklerinde kontrol edilmiglerdir. Bu testin her
glin yeni bir kagit ilavesi seklinde yapilmayip teste tabi tutulacak
susdan 4 yatik jeloza pasaj edilip bunlara konan acetatli kagitla-
rin her giin birinden alinmasi, tiiplerin agilip kapanmasi esnasii-
da H.S gazinin ziyanini onlemek bakimindan daha uygun bulun-
mustur.

7 — Kontrol suglar1 gibi yerli suslar da boyali vasatlarda ya-
pilan denemelerde kendilerine has olan karakterleri gostermigler-
sede Br.ovis her iki boyanin 1/25000 konsantrasyonunda inhibe
o]mam1§t1r.'Thioninle yapilacak stok solusyonlarda boyanin ha-
vanda iyice ezilmesinden sonra distile su ildvesiyle Benmari sek-
linde kaynatilmasindan iyi neticeler alinmigtir. Boyalar tarafin-
dan inhibe edilen suslarin hizasinda (—) isareti vardir.

8 — Suslarin Urease aktivite kontrollarindan alinan neticeler
tabloda dakika olarak gosterilmistir. Bunlar bir deneme devresi
(8 saat) icinde elde edilen reaksiyonlardir. Bu miiddet iginde tiire-
yi parcalayamiyanlar (—) isaretiyle gosterilmistir. Kontrol sugla-
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rindan, Br. abortus ve Br.melitensis bu denememizde kendilerine
has karakterleri hemen, hemen gostermiglerdir. Tabloda da gorii-
lecegi lizere tipik, yerli Br. abortus suglarinin iirease aktiviteleri
umumiyetle yavas digerlerinin ise miitehavvildir. Urease vasatinin
hazirlanmasinda ve metodun tatbikinde yapilacak ufak bir hata
neticeyi ¢ok fazla inhiraf ettirebileceginden bu teste biiyik bir
itina gosterilmesi icap etmektedir. Bu sebeple Bauer vasatina mik-
robun muayyen kesafetteki suspansiyonundan yine muayyen miktar-
da ilavesinin ve boya inhibisyon testlerinde tablet boyalarinin kulla-
nilasinin, tedariki miimkiin olmadig: taktirde, suglarin muayyen
kesafette suspansiyonlari yapildiktan sonra boyali vasatlara c¢iz-
giler halinde siirlilmesinin daha uygun olacagi neticesine varil-
mistir.

9 — Tabloda goriilecegi lizere, Biosimik, kiiltiirel, ve serolojik
olarak karakterlerini tesbit ettigimiz 33 yerli Brucella susundan
16’s1 tipik Br. abortus. 2’si a/m, diger ikisi m/a olmak ilizere 4 adet
sus intermedier karakterde bulunmustur. Bunlardan baska 13 sus
ise atipik olarak vasiflandiri!migtir.

10 — Bugiine kadar Tiirkiye’de Brucella suis nev’ine dahil bir
sus izole edildigi hususunda bir kayda rastlanmadig: gibi bu aras-
tirmamizda da ne Br.suis ne de Br.ovis karakterinde bir sus tes-
bit edilmemistir.

Enstitumizin ilmi terakkisi hususunda samimi gayretlerini heran misa-
hade etmekte oldugumuz Sayin Midirim Dr. Fikri Cizmen’e, bu mesainin de-
vami miiddetince gostermis oldugu muizaharetten dolayi ¢ok minnettarim. La-
boratuvarimizin ginlik isleri arasina sigdirmaga calishgimiz bu aragtirmanin
tamamlanmas: igin bifin gayret ve hisniniyetleriyle bana yardimci olan kiy-
metli laboratuvar arkadaslarimada bu vesileyle tesekkir etmegi bir borg bil-
mekteyim. Bakterioloji enstitilerine intisap edecek gen¢ meslektaslarimiza
drnek olacak bir feragatla calisan Asistantmiz  Necati Unlileblebici‘nin bu
arastirma esnasinda bir laboratuvar intani rneticesi Brucella enfeksiyonu ge-
cirdigini de bu arada teessiirle bildiririm.

TYPE DIFFERENTIATION OF BRUCELLA STRAINS
ISOLATED IN TURKEY
SUMMARY

1. According to our laboratory entries of last years, a total of 94
Brucella strains have been isolated from sheep, goat, water buf-
faloe, and cow foetuses as well as from cow and sheep milk. We
have made use of 33 of these in our tests, and as checking control
strains we have adopted Br. abortus 544 (Weybridge) and Br.
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melitensis 16 M (Beltsville), Br. suis 1330 (Minneapolis) and
Br. ovis (New Zealand). This work had been done by us for the
first time in Turkey.

Strains with old isolation dates were being kept in a lyophi-
. lized condition before the starting of tests. These strains
which were kept in decreametized and sterilized milk kept
their vitality for 5 consecutive years. Checks on their vitality
will aslo continue in the years to come.

Similar results have been obtained by Thermo - aglutination
tests with two different Acriflavin solutions, used for the pur-
pose of separating (R) and (S) colonies, and at checks on 33
strains these two tests completely agreed with each other.
According to our observations during the isolations of 94 strains,
Br. melitensis is shorter than of Br. abortus when first isolated.
Needs for CO: of strains have been marked (4) on the Table
and controls have been carried out at the first dates of strains’
isolations. With the exception of strain No. 13, all strains were
being subjected to growth without the need for CO.. Although
three of the classic strains were growing Br. abortus 544 could
not grow in the open, but gave a fine culture when put in jar
containing 10 % added CO..

H.S tests of old -isolated strains were carried out at the time
we were starting tests and checks, of the newly isolated strains
for H.S, were carried out when first isolated. It was deemed
proper in order not to waste H.S gas during the opening and
closing of the tubes- not to add a new paper every day, but to
subculture to the four slope agars from the tube to be subjected
to test and take from one of these everyday the acetate papers
which were to be added to these 4 slope agars.

Control and native strains have displayed their peculiar cha-
racteristics at tests in media containing dyes. Br. ovis could not
be inhibited at 1/25000 eonentrations of both dyes. In stock
solutions formed by Tionine good results were obtained when
the dye was Benmari boiled in added distilled water, after hav-
ing been finely ground in a mortar. Strains inhibited by dyes
were marked (—). .

Results of urease activity controls of strains were indicated on
the Table in minutes. These are reactions obtained within a test
period of 8 hours. Those, who could not utilize the urea are
marked (—).

Although Br. suis, Br. abortus, and Br. melitensis of tests strains
have almost fully displayed their peculiar characteristics. As
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10.

it is to be seen from the Table, urease activities of typical or
intermediary native Br. abortus strains are generally slow,
whereas those of melitensis strains are variable. In fact, these
result are characteristics of these species. Extreme care should
be taken in the preparation of Bauer’s medium as well as in
the carrying out of this test, since even a small mistake will
change the result. Thus, it was found out that the safest method
would be to add to the Bauer.s medium a certain amount of
the germs from its suspension at a certain concentration, and
the use, for dye Inhibition tests, of tablet dyes.

As it is to be seen again from the Table, 16 of 33 native Bru-
cella strains, whose characters we have determined through
cultural, biochemical and serological tests, were found tpical
Br. abortus. We have also found 2 a/m, 2 m/a intermedia and
13 Atypical strains.

In this research of ours:

No report of either Br. suis or Br. ovis isolation in Turkey has
been encountered with, and We did not come across any of
these two strains in our tests.
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~ Yerli Brucella suslarinin kiltirel, biosimik ve serolojik testlerinden elde edilen
neticeleri gésterir tablodur.
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— . Q
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& | Br. Ovis (Dr. Buddle) Newzealand — | === + = 30 e — |®|ovis
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TYPE - DIFFERENTIAL TEST
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=) ment whi S o i 3 : me ii i
E ..i; | Sent\ﬂ;hl: Origin of Date of 'E—-;? ON 8* 1on aurs presence of : !:‘3 g: E monospecific sera Sp(;(lz‘les
* 3 affected strain solation |8 5 7|C 3L .| Basic |5ZLE .
; o~ 24 |48 72|96 | Thion O~ & | Abort litensi
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Br. Ovis (Dr. Budle) (New Zealand) + | = = —| = + I 30 — — |Br.Ovis
33 |Ankara Cow milk |November 40 + | == = = — + 80 - + la/m
Orman farm 1951 s intermedier
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Cukurova
State farm.
Bala

Sheep farm.
Bala

Sheep farm.
Ankara
Orman farm.
Ankara
Orman farm.
Karacabey
State farm.
Kumkale
Cow-breeding
Cukurova
State farm.
Erzurum
Sheep-breeding
Bandirma
Merino farm
Ankara
Orman farm.
Ankara
Orman farm
Ankara
Orman farm
Ankara
Orman farm
Ankara
Orman farm
Ankara
Orman farm
Ankara
Orman farm
Lalahan

Breeding farm

Lalahan

Breeding farm

Lalahan
Breeding farm

Cow fetus
Sheep fetus
Sheep fetus
Cow fetus
Cow fetus
Sheep milk
Cow fetus
Cow fetus
Sheep fetus
Sheep fetus
Cow fetus
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Cow fetus
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Cow fetus
Sheep fetus
Sheep fetus
Sheep fetus
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1953
February
1953
February
1953
February
1953
February
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January
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1954
December
1954
July
1959
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Br. Abortus
Br. Abortus
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Br. abortus
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TYPE - DIFFERENTIAL TEST

T~ Establish- L, 8 st Produc- Growth in the g . Agzlutination with
S 8 | ment which 14 22 _|«Eg| tion Haurs presence of : 2 '::;‘§ monospecific sera Species
< g sent the | Origin of | Date of |\=—2g 8 = S5+ ¢ or
] : . > . % 2 :
L2 2 aff;:ctgdl e solation éz %V 24.148|172 | 96 | Thonin BaSIC, D"% ~ & | Abortus | Melitensis Varidnt
materia & e fuchsin ~
11 |[Bala Sheep fetus |March 2 — | = = =] — ~+- + 150 +4-320 + 40 |Like Br. meliten-
Sheep farm 1960 sis (Atypical)
12 |Lalahun Sheep fetus [March 2 — | == = = + + 15 +640 + 40 » >
Breeding farm 1960
13 |Ankara Cow fetus  [July 3 -+ + +| +| + e + 430 + — [Br. abortus
Orman farm 1960
CO, Requirement = (+) * All of these tests were carried out the number of subcultures
Blackening of lead acetate paper = (+) indicated for-each strain on the table.
No blackening of lead acetate paper = (—)
Growth in the presence of thionin and Basic fuchsin #*  CO, requirement at the time of their first isolation.

Inhibition = (4) #*#* The medium was prepared according to Bauer’s method.
Agglutination with monospecific sera(+)

The standard types and our laboratory strains were in the smooth phase before they were subjected to differentitation tests.



