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Özet: Bu çalışma Niğde ilinde satışa sunulan çiğ koyun ve keçi sütleri ile çiğ sütten yapılmış koyun ve keçi peynirle-
rindeki Brucella melitensis varlığını araştırmak amacıyla yapıldı. Bu amaçla, Niğde’nin çeşitli köy ve pazarlarından 
toplanan 57 çiğ koyun sütü, 43 çiğ keçi sütü ve 50 koyun- keçi peyniri olmak üzere toplam 150 örnek materyal olarak 
kullanıldı. B. melitensis’in izolasyonunda Farrell yöntemi, şüpheli izolatların identifikasyonunda polimeraz zincir re�-
aksiyonu (PZR) uygulandı.  Çalışmada incelenen örneklerin B. melitensis içermediği tespit edildi. Çiğ süt ve ürünleri, 
özellikle ortam sıcaklığının yüksek olduğu dönemlerde, elverişsiz hazırlama ve muhafaza koşullarına bağlı olarak 
halk sağlığı riski oluşturmaktadır. Söz konusu riskin önlenmesi ve pastörize süt ve süt ürünleri kullanılması ile ilgili 
tüketici bilinci oluşturulması için bu konudaki çalışmaların devam etmesi gerektiği önerilmektedir.
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Investigation of Brucella melitensis and  It’s Biovars in Raw Sheep and Goat Milk and Cheese Samples Sold 
at Retail in Nigde

Summary: The aim of this study is to investigate the prevelance of Brucella melitensis in raw sheep and goat milk and 
sheep and goat cheese produced from raw milk sold in Niğde.  For this purpose, 57 raw sheep milk and 43 raw goat 
milk samples and 50 sheep cheese with a total of 150 samples were used as material that are collected from various 
open markets and villages in Niğde. It was used Farrell method for isolation of B. melitensis and polymerase chain 
reaction (PCR) for identification of suspected colonies. It was found that investigated samples did not contain B. me-
litensis. A raw milk and its products constitute a public health risk which depending on the inconvenient preparation 
and storage conditions especially during periods of high environmental temperatures We recommend that it has to be 
continued to work on this issue in order to prevent the risk public health and create consumer awareness about the 
consumption of unpasteurized milk and its products.

Key words: Brucella melitensis, Farrel method, sheep and goat milk, sheep and goat cheese, Nigde

Geliş Tarihi / Submission Date  : 12.05.2015  
Kabul Tarihi / Accepted Date    : 29.09.2015
* Bu çalışma Niğde Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi 
tarafından SSB 2013/03- BAGEP numarası ile desteklenmiştir.

Giriş

Brucella cinsindeki bakterilerin neden olduğu 
bruselloz, Akdeniz, Latin Amerika ve Arap 
ülkeleri başta olmak üzere tüm dünyada görülen 
çok önemli bir zooznozdur (2). Brucella 

türlerinden yedisi insanlar için patojendir (38). 
B. melitensis koyun ve keçiden,  Brucella 
abortus sığırlardan, Brucella suis domuzdan, 
Brucella canis köpekten, Brucella pinnipedilis 
su memelilerinden, Brucella ceti fok balığından, 
Brucella inopiniata meme implantından 
bulaşmaktadır (13,18,32,33,37,38).

İnsan brusellozunun önemli bir kaynağı olan 
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B. melitensis, insanlar için diğer Brucella 
türlerinden daha patojendir ve insanlarda Malta 
humması (Akdeniz ateşi) olarak tanımlanan 
hastalığa neden olmaktadır (19). İnsanlarda 
Malta hummasının semptomları, titreme ile 
yükselen dalgalı ateş, aşırı terleme, halsizlik, 
iştahsızlık, bulantı, kilo kaybı, erkeklerde 
unilateral epididimoorşit, baş, bel, eklem 
ve vücut ağrıları olarak bildirilmektedir. Bu 
semptomlara ek olarak nadir durumlarda 
endokardit ve menenjit de şekillenebildiği 
belirtilmiştir (12).

Bruselloz insanlara genellikle enfekte 
hayvanın idrar, genital salgı veya düşük 
materyalinin deri ya da konjunktivaya direkt 
teması ve bakterilerin kültür işlemleri sırasında 
inhalasyonu ile bulaşmaktadır (13,38,39). 
Nadir vakalarda bildirilen insandan insana 
bulaşmanın sebebi olarak; kemik iliği nakli 
(16); kan nakli (15) ve anne sütü (10) rapor 
edilmiştir. Brusellozlu hayvanlardan elde 
edilen kontamine et ve süt ürünlerinin yeterli 
ısı işlemi uygulanmadan tüketilmesi, hastalığın 
insanlara bulaşmasındaki en önemli faktör 
olarak belirtilmektedir (3, 36).

Brucella türlerinin biyotiplendirmesi için, 
CO2 gereksiniminin belirlenmesi, tionin 
ve bazik fuksin varlığında büyüme, Tbilisi 
(Tb) ve Berkeley (Bk) fajı ile lizis, H2S, 
katalaz, oksidaz ve üreaz üretimi testleri ve 
monospesifik antiserumlar ile aglütinasyon 
gibi standart prosedürler yürütülmektedir (4). 
Diğer Brucella türlerinin aksine B. melitensis 
biyotipleri sadece aglütinasyon işlemi ile 
tanımlanabilmektedir. B. melitensis’in klasik 
tanımlama modellerine uymayan birçok atipik 
suşlarının yanı sıra üç biyotipi vardır. (14). 
Yapılan çalışmalar, B. melitensis biyotip 3’ün 
bazı Akdeniz ve Ortadoğu ülkelerinde (19); 
biyotip 1’in Latin Amerika ülkeleri ile İspanya 
ve Portekiz’de, biyotip 2’nin ise Güney Avrupa 
ülkeleri ile Batı ve Orta Asya’dan sıklıkla izole 

edildiği bildirilmektedirler (7). Ülkemizde 
teşhis edilen insan brusellozu vakalarından 
öncelikle B. melitensis biyotip 3’ün ve daha 
sonra ise B. melitensis biyotip 1’in (35); koyun 
ve keçi atık materyallerinden büyük çoğunlukla 
biyotip 3’ün, daha az olarak ise biyotip 1 ve 
biyotip 2’nin izole edildiği rapor edilmektedir 
(9,20,21).

Bu çalışma ile Niğde ilinde satışı yapılan çiğ 
koyun ve keçi sütü ve peynirlerinde  B.  melitensis 
varlığı ve biyotiplerinin araştırılması ve söz 
konusu ürünlerin B. melitensis yönünden halk 
sağlığını tehdit edip etmediğinin belirlenmesi 
amaçlandı.

Gereç ve Yöntem

Numuneler

Bu çalışmada, Haziran 2014-Ağustos 2014 
tarihleri arasında Niğde merkez ve ilçelerine 
bağlı köy ve köy pazarlarından 57 adet çiğ 
koyun, 43 adet çiğ keçi sütü ve çiğ sütten 
yapılmış 46 adet koyun, dört adet koyun-
keçi peyniri olmak üzere toplam 150 örnek 
materyal olarak kullanıldı. Steril kaplara 
alınan numuneler soğuk zincirle laboratuvara 
getirildi ve iki saat içinde analize tabi tutuldu. 
Numunelerin alındığı ilçe ve köyler Tablo 1’de 
belirtilmiştir.

Referans Suş: Çalışmanın her aşamasında, 
Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi’nden temin 
edilen B. melitensis (NCTC 10094) referans 
suşu kullanıldı.

Süt Örneklerinden Brusella melitensis 
İzolasyonu

Süt örneklerinden B. melitensis izolasyonunda 
Farrell yöntemi kullanıldı (17).  Onbeş mL süt 
numunesi 6000 rpm de 15 dk. santrifüj edildi 
(Hettich EBA20). Santrifüj sonucu oluşan 
kaymak tabaka alttaki krema tabakasına 
zarar verilmeden uzaklaştırıldı. Daha sonra, 
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Tablo 1. Süt ve peynir numunelerinin alındığı yerler322 

Numune n Alındığı ilçe Alındığı köyler

Koyun Sütü 3, 7,10 Merkez Orhanlı, İçmeli, Dikilitaş

Koyun Sütü 3 Çiftlik Azatlı

Koyun Sütü 11 Altunhisar Merkez

Koyun Sütü 4, 6, 5 Bor Gökbez, Kemerhisar, 

Merkez

Koyun Sütü 2 Ulukışla Merkez

Koyun Sütü 6 Çamardı Bademdere

Keçi Sütü 12 Altunhisar Merkez

Keçi Sütü 10 Bor Kemerhisar

Keçi Sütü 7 Merkez Hançerli

Keçi Sütü 6, 8 Çamardı Burç, Bademdere

Koyun Peyniri 6, 1, 5 Merkez Koyunlu, Sazlıca, Özyurt

Koyun Peyniri 1 Çiftlik Merkez

Koyun Peyniri 4 Çamardı Burç

Koyun Peyniri 1, 8 Merkez Konaklı, Merkez

Koyun Peyniri 4, 5 Bor Merkez, Kemerhisar

Koyun Peyniri 6 Altunhisar Merkez

Koyun Peyniri 5 Çamardı Bademdere

Koyun Peyniri 2 Merkez Dikilitaş

Koyun-Keçi 

Peyniri

1 Altunhisar Merkez

Koyun-Keçi 

Peyniri

3 Bor Kemerhisar

Tablo 1. Süt ve peynir numunelerinin alındığı yerler



104

Süt ve ürünlerinde B. melitensis varlığı…			     	  Erciyes Üniv. Vet. Fak. Derg. 13(2) 101-108, 2016

örneklerden 2 mL alınarak 5 mL Farrel 
Broth’a [Brucella Broth (Acumedia, 7121A), 
%5 at serumu (Sigma H1138), 10g/l Glikoz 
(Merck), 1vial/500ml Brucella Selective 
Supplement (Oxoid SR0083A)] inokule edildi 
ve aerobik ortamda, 37°C’de 5-7 gün süre ile 
inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda, 
zenginleştirilme işlemi yapılan şüpheli 
kültürden Farrell Agar’a [Brucella Medium 
Base (Oxoid,CM0169) %5 at serumu (Sigma 
H1138), 1vial/500mL Brucella Selective 
Supplement (Oxoid SR0083A)] öze yardımı 
ile ekim yapılarak aerobik ortamda 37°C’de 
5-7 gün süre ile inkübe edildi (17). İnkübasyon 
sonunda 1-2 mm çapında, tamamen yuvarlak 
kenarlı, yarı saydam ve sarı renkteki şüpheli 
koloniler seçilerek DNA’ları ekstrakte edildi.

Peynir Örneklerinden Brusella melitensis 
İzolasyonu

Bu amaçla 10’ar gr peynir numunesi 90’ar mL 
Farrell Broth ile dilüe edilip homojenizatörde 
iki dakika karıştırılarak homojenize edildi. 
Elde edilen homojenizatlar, aerobik ortamda 
37°C’de 5-7 gün süre ile inkübe edilerek 
zenginleştirme işlemi yapıldı. Daha sonra 
Farrell Broth’da zenginleştirilmiş şüpheli 
kültürden öze yardımı ile Farrell Agar’a 
ekim yapılarak aerobik ortamda 37°C’de 5-7 
gün süre ile inkübe edildi (17).  İnkübasyon 
sonunda 1-2 mm çapında, tamamen yuvarlak 
kenarlı, yarı saydam ve sarı renkteki şüpheli 
koloniler seçilerek koloniler seçilerek DNA’ları 
ekstrakte edildi.

DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, ticari firmanın 
direktifleri doğrultusunda, Axygen Biosciences 
AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep 
Kit kullanılarak yapıldı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Çalışma sonucunda peynir ve süt 

numunelerinden izole edilen Brusella 
spp. şüpheli izolatlar Bricker ve Halling 
(8), tarafından tanımlanan yönteme minör 
modifikasyonlar uygulanarak amplifiye 
edildi. Çalışmada, her bir örnek için 10xPCR 
Buffer (Thermo Scientific) 1.5 mM MgCl2  
(Thermo Scientific) 400 µM dNTPs (Thermo 
Scientific) 1.5 U Taq Polymerase (Thermo 
Scientific) 2 mM primer A (Bru-F:5’-
AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA-3’) 
2 mM primer B (Bru-R:5’-
TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT-3’) 5 
µL DNA kullanıldı. PZR karışımı distile su ile 
50 µL’ye tamamlandı. DNA amplifikasyonu; 
95°C’de 2 dakika ön denatürasyon, işlemi 
uygulandıktan sonra 95 °C’de 2 dakika, 56.5 
°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika olmak 
üzere toplam 35 siklus yapılıp, 72 °C’de 5 
dakika son extension uygulandı. Elde edilen 
amplikonlar %1.5’lik agaroz jelde 90 voltta 
1 saat elektroforez (Thermo EL, MIDICELL, 
PRIMO) işlemine tabi tutulduktan sonra UVP 
jel dökümantasyon sistemi (Vilber Laurmat 
ECX-20-M) kullanılarak görüntülendi. B. 
melitensis için ise 734 bp büyüklüğünde 
bandların oluşumu beklendi.

Bulgular

Çalışmada incelenen toplam 150 adet 
numunenin sadece iki tanesi Brucella spp. 
yönünden şüpheli olarak değerlendirildi. 
Koyun sütü orjinli bu iki örnekten elde edilen 
toplam altı adet izolata uygulanan PZR işlemi 
sonucunda bu izolatların B. melitensis olmadığı 
tespit edildi.

Tartışma ve Sonuç

Niğde ili ve köylerinden toplanan çiğ koyun ve 
keçi sütü ve peynir örneklerinden B. melitensis 
izole edilememiştir. Ancak yapılan çeşitli 
çalışmaların sonuçlarına göre ülkemizde çiğ 
sütlerin hijyenik kalitesi yetersiz bulunmakta ve 
süt örneklerinden izole edilen patojen bakteriler 
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arasında B. melitensis de rapor edilmektedir 
(22,26).  Bakterinin, pastörizasyon ısısında 
inaktive olduğu, ancak B. melitensis içeren çiğ 
sütlerin pastörizasyon işlemi uygulanmadan 
peynir üretiminde kullanılması ve söz konusu 
peynirlerin yeterince olgunlaştırılmadan 
piyasaya sunulması nedeniyle etkenin 
tüketiciye bulaşabildiği belirtilmektedir (5,24). 
Bakterinin yaşam süresi, 4°C’de kremada 6 
hafta, rokfort peynirinde 20-60 gün, beyaz 
peynirde ise 4-16 gün olarak belirtilmiştir (19).

Kenar ve ark. (26) inceledikleri koyun 
sütlerinin %4’ünün; İlhan ve ark. (22), ise 
%7.8’inin B. melitensis ile kontamine olduğunu 
belirtmişlerdir. Buna karşın Kasımoğlu (25), 
bu çalışmada alınan sonuçlar ile benzer şekilde 
Kırıkkale’de incelediği 35 çiğ süt örneğinin hiç 
birinin Brucella spp. ile kontamine olmadığını 
rapor etmiştir.

Brucella melitensis’in peynirlerdeki 
prevelansı ile ilgili olarak ülkemizde yapılmış 
çalışmalarda, bu çalışma ile paralel şekilde 
Ayaz (6) Ankara’dan temin ettiği 94; Parlakgül 
(29) İstanbul’dan satın alınan 90 ve Öngör ve 
ark. (28) Türkiye’nin doğusundan topladıkları 
40 peynir örneğinden B. melitensis’i izole 
edemediklerini bildirmişlerdir. Buna karşın 
Kalender ve ark. (23) Elazığ, Erzincan 
ve Tunceli illerinden topladıkları 78 adet 
taze tulum peyniri örneğinin 13’ünden ve 
Kasımoğlu (25), ise Kırıkkale’den satın 
aldığı 35 koyun peyniri örneğinin 5’inden 
B. melitensis izole ettiklerini belirtmişlerdir. 
Ayrıca B. melitensis prevelansı Ataş ve ark. (5) 
tarafından Sivas’tan temin edilen taze beyaz 
peynir örneklerinde %2.9 ve Kara ve Akkaya 
(24) tarafından Afyon çoban peynirinde %7, 
Afyon tulum peynirinde %4; Pamuk ve Gürler 
(30) tarafından ise yine Afyon’dan temin 
edilen taze peynir ve tulum peynirlerinde %5 
olarak rapor edilmiştir. Ülkemiz dışında ise B. 
melitensis’in peynirlerdeki prevalansı İtalya’da 

%0.14 (31); İspanya’da %13.5 (11); İran’da 
yapılan iki farklı çalışmada %0.5 (34) ve %0.7 
(2) olarak belirtilmiştir. Coğrafik dağılım 
faktörlerinin, etkenin sütte bulunma süresi 
ve buna bağlı olarak örnek alma yönteminin, 
ayrıca etkenin izolasyonundaki farklılıkların 
çalışmalarda alınan sonuçları etkileyebileceği 
bildirilmektedir (4,25,26).

Çalışmada incelenen örneklerden B. melitensis 
izolatı elde edilemediğinden biyotiplendirme 
yapılamamıştır. Epidemiyolojik olarak 
enfeksiyon zincirinde rol alan hayvanların 
ve bulaşmada etkili olan süt ve peynir gibi 
hayvan materyallerinin saptanması, kontrol 
önlemlerinin alınabilmesi, eradikasyon 
programlarının hazırlanması ve uygulanması 
için Brucella biyotiplerinin belirlenmesi büyük 
önem taşımaktadır. Ülkemizde gıdalardan 
izole edilen B. melitensis suşlarında yapılan 
biyotiplendirme çalışmasında İlhan ve ark. 
(22) Van ili ve çevresinden topladıkları koyun 
sütlerinden elde ettikleri sekiz B. melitensis 
izolatının hepsinin biyotip 3 olduğunu 
belirtmişlerdir. İtalya’da koyun sütünden 
yapılmış taze peynirden elde edilen bir 
izolatın biyotip 2 (31); İspanya’da çiğ keçi 
peynirlerinden elde edilen 11 izolatın hepsinin 
biyotip 3 (27); Irak’da lokal peynirlerden 
elde edilen beş izolatın hepsinin biyotip 2 (1) 
olduğu rapor edilmiştir.

Niğde ili ve köylerinde çiğ sütten yapılmış 
peynirler yaygın olarak tüketilmektedir. 
Niğde ilinde bruselloz ise özellikle küçükbaş 
hayvanlarda endemik olarak görülmektedir. 
Dolayısıyla hastalık insanlara bulaşmaktadır. 
Buna rağmen çalışmada B. melitensis elde 
edilememiştir. Çalışmada kullanılan süt ve 
peynir örneklerinin bruselloz görülen bölgeler 
de dahil olmak üzere tüm Niğde’den tesadüfi 
ve bir kez olarak toplanmasının bu sonucun 
alınmasında etkili olduğu düşünülmektedir. 
Bu çalışmada analiz edilen örneklerin ısıl 
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işlem görmediği dikkate alındığında, özellikle 
ortam sıcaklığının yüksek olduğu dönemlerde, 
elverişsiz hazırlama ve muhafaza koşullarına 
bağlı olarak halk sağlığı riski oluşturduğu 
düşünülmektedir. Söz konusu ürünlerin 
tüketimi ile oluşan bu riskin önlenmesi ve 
pastörize süt ve süt ürünlerinin tüketimi ile 
ilgili tüketici bilinci oluşturulabilmesi için 
bu konudaki çalışmalara devam edilmesi 
önerilmektedir.
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