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OZET

Bu ¢alisma, Bitlis ili ve il¢elerinde semt pazarlarinda satisa sunulan taze beyaz
peynirlerin ~ Brucella spp. varhigi agisindan  degerlendirilmesi  amaciyla
gerceklestirilmistir. Toplamda 126 taze beyaz peynir 6rnegi incelenmis olup bunlarin
44’1 inek siitlinden, 82’si koyun ve keg¢i siitiinden iiretilmistir. Brucella spp. DNA'sinin
varliginin, kantitatif gercek zamanli PCR (RT-qPCR) kullanilarak gerceklestirildigi bu
caligmada, taze peynir Orneklerinin 9(%7,14)’u Brucella spp. agisindan pozitif
bulunmustur. Pozitif 6rneklerin tamami koyun ve kegi siitiinden iiretilen peynirlerde
saptanmig olup, inek siitiinden elde edilen peynirlerde Brucella spp. varligina

rastlanmamuistir.

Elde edilen sonuglar, bolgede taze peynirlerin iiretiminde pastorize edilmemis ¢ig
siit kullaniminin yaygin oldugunu ve 0zellikle kiigiikkbas hayvanlarin bruselloz
enfeksiyonu acisindan onemli bir kaynak teskil ettigini ortaya koymustur. Literatiirde
bildirilen farkli cografyalardaki sonuglarla karsilastirildiginda, ¢alismamizda tespit edilen
oranlarin benzer veya daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ancak peynirde Brucella spp.
varligina iliskin farkli bolgelerde oldukca degisken sonuclar bildirilmesi, bolgesel tiretim
aligkanliklar, hijyen kosullari, siit isleme yontemleri ve hayvan saglhigi durumundaki

farkliliklarin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, Bitlis bolgesinde iiretilen ve acik pazarlarda satilan taze peynirlerin

halk sagligi acisindan risk tasidigi belirlenmistir. Bu baglamda, pastdrizasyon



uygulamalarinin yayginlastirilmasi, iiretim ve satis asamalarinda hijyen kosullarinin
iyilestirilmesi,  {dretici 1ile tiiketicilerin bruselloz konusunda bilinglendirilmesi
onerilmektedir. Bu onlemler, hem gida giivenliginin saglanmasi hem de insanlarda
bruselloz insidansinin azaltilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Ayrica 6zellikle ¢ig siit
ve siit trlinleri tiikketiminin yaygin oldugu bdlgelerde diizenli molekiiler taramalarin
gerceklestirilmesinin, halk sagliginin korunmasma yonelik Onleyici stratejilerin

gelistirilmesine katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Brucella spp. Taze beyaz peynir, RT-qPCR, Gida giivenligi
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the presence of Brucella species in fresh
white cheeses sold in neighbourhood markets in Bitlis province and its districts. A total
of 126 samples of fresh white cheese were examined, 44 of which were produced from
cow's milk and 82 from sheep's and goat's milk. Using quantitative real-time PCR (RT-
gPCR), this study determined the presence of Brucella spp. DNA and found that 9
(7.14%) of the fresh cheese samples were positive. All positive samples were from
cheeses produced with sheep and goat milk, while no Brucella spp. was found in cheeses

made with cow's milk.

These results reveal that unpasteurised raw milk is commonly used in the
production of fresh cheeses in the region, and that small ruminants are a significant source
of brucellosis infection. When compared with results reported in the literature from
different geographical areas, the rates detected in our study were similar or lower.
However, highly variable results regarding the presence of Brucella spp. in cheese in
different regions suggest that regional production habits, hygiene conditions, milk

processing methods and differences in animal health status may be influential factors.

Consequently, it has been concluded that fresh cheeses produced in the Bitlis
region and sold in open markets pose a risk to public health. In this context, it is
recommended that pasteurisation practices become widespread, hygiene conditions are

improved during production and sale, and producers and consumers are educated about



brucellosis. These measures are critical for ensuring food safety and reducing the
incidence of brucellosis in humans. Furthermore, regular molecular screening,
particularly in regions where raw milk and dairy products are widely consumed, is
believed to contribute to the development of preventive strategies for protecting public
health.

Keywords: Brucella spp., Fresh white cheese, RT-gPCR, Food safety.
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1.GIRIS

Brusellozis, Brucella cinsine ait bakterilerin neden oldugu, koyun, keci, sigir
domuz ve benzeri bir¢ok evcil hayvanda goriilen, baglica genital organlarda (testis, uterus,
meme) lokalize olan kronik, nekrotik ve yangisal karakterde enfeksiyonlarla seyreden
zoonotik bir hastaliktir. Bu enfeksiyon hayvanlarda kisirlik, yavru atma ve siit veriminde
azalma gibi 6nemli patolojik sonuclar dogurarak hem hayvansal liretimde ciddi ekonomik
kayiplara yol agmakta hem de insanlara bulasarak halk saglig1 agisindan 6nemli bir tehdit
olusturmaktadir[1]. Insanlarda “Malta hummas1”, “dalgali ates”, “Koyun Hastalig1” ve
“ondulan fever” gibi farkli isimlerle tanimlanan bu hastalik, 6zellikle siit ve siit tirinleri
araciligiyla bulagsmasi nedeniyle gida giivenligi kapsaminda da 6nemli bir yere sahiptir.

Brusellozis, zoonotik karakteri nedeniyle anthropozoonoz bir enfeksiyon olarak
siiflandirilmaktadir. Bu baglamda insanlardaki brusellozis olgularinin temel kaynagini
enfekte hayvanlar olusturmaktadir[2][3]. Hayvancilikla dogrudan iliskisi olmayan
bireylerde dahi hastalik ¢ogunlukla enfekte hayvanlarin ¢ig siitlerinin veya bu siitlerden
tiretilmis pastorize edilmemis siit iirlinlerinin tiiketilmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir.
Ulkemizde tereyagi, beyaz peynir, dondurma ve krema gibi siit iiriinlerinin tiiketimi
oldukc¢a yaygin olup, 6zellikle pastérizasyon yapilmadan {iiretilen krema, taze peynir ve
tereyagl gibi iriinler hastalifin bulasmasinda 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadir.
Ulkemizde ¢ig siitten elde edilen peynir ve kaymak tiiketiminin geleneksel bir aliskanlik
olarak devam ettigi bilinmektedir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde siit iiriinlerinde brusellozis varligini arastiran ¢ok
sayida calisma yapilmis olmasina ragmen, siit hayvanciliginin ve siit liriinleri {iretiminin
yogun oldugu Bitlis ilinde konuya iliskin veriler smirlidir. Ozellikle Bitlis bolgesinde
semt pazarlarinda agik sekilde satisa sunulan peynirlerin Brucella spp. yoniinden
incelenmesi, hem halk saglig1 acisindan hem de bolgedeki bulas riskinin belirlenmesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda, Bitlis il merkezinde pazarlarda
satig1 yapilan pastorize edilmemis inek ve koyun siitlerinden iiretilmis taze peynirlerde

Brucella spp. varliginin molekiiler yontemlerle(RT-gPCR) arastirilmasi amaglanmastir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Bruselloz

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur.
Insanlara bulasma, cogunlukla sigir, koyun, keci, manda ve domuz gibi enfekte
hayvanlarla dogrudan veya dolayli temas yoluyla gerceklesir. Mesleki maruziyet, enfekte
hayvanlarin kani, plasenta dokulari, idrar1 veya diger viicut sivilartyla cilt siyriklari veya
mukoza temasi yoluyla organizmaya maruz kalabilecek ¢iftciler, veterinerler, mezbaha
calisanlar1 ve laboratuvar personeli arasinda Ozellikle yaygindi. Ayrica, enfekte
hayvanlardan elde edilen pastdrize edilmemis siit, taze peynir ve diger siit iiriinlerinin
tiiketimi, 6zellikle gida giivenligi diizenlemelerinin yeterince uygulanmadigi bolgelerde,
diinya ¢apinda en Onemli bulasma yollar1 arasinda yer almaktadir. Aerosol haline
getirilmis Brucella organizmalarinin solunmasi da belgelenmistir, bu da organizmanin

belirli kosullar altinda hava yoluyla yayilma potansiyelini vurgulamaktadir[1].

Hastalik, yas ve cinsiyet farki gozetmeksizin herkeste goriilebilir, ancak klinik
belirtiler kisiden kisiye degisiklik gosterebilir. En yaygin semptomlar arasinda dalgali
ates (yiikselip alcalan ates), gece terlemeleri, kas ve eklem agrilart bulunur. Bu zoonotik
enfeksiyon, birden fazla organ sistemini etkileyerek potansiyel olarak ciddi
komplikasyonlara yol acabilir. Artrit, spondilit ve sakroiliit gibi osteoartikiiler tutulumlar
en sik bildirilen komplikasyonlar arasindadir. Ancak ndrolojik, kardiyovaskiiler ve
genitoliriner tutulumlar daha az siklikta goriilse de dnemli morbiditeye yol agabildigi
bildirilmistir. Endokardit, nadir olmakla birlikte, brusellozla iliskili mortalitenin baslica
nedenidir. Klinik belirtilerin genis yelpazesi, endemik bolgelerde veya ilgili maruz kalma
Oykiisti olan kisilerde yiiksek siiphe indeksini korumanin 6nemini vurgulamaktadir.
Onlenebilir olmasina ragmen, bruselloz, kalict hayvan rezervuarlari, cesitli bulasma
yollar1 ve nonspesifik klinik tablosu nedeniyle diinyanin bir¢ok bolgesinde 6nemli bir

halk saglig1 ve veterinerlik sorunu olmaya devam etmektedir[2][3][4][5][6][7]-

Epidemiyolojik a¢idan bakildiginda, bruselloz kiiresel olarak en yaygin zoonotik
hastaliklardan biri olmaya devam etmekte olup, en yiiksek ylik Akdeniz bdlgesi, Orta
Dogu, Afrika, Latin Amerika ve Asya'nin bazi bdlgelerinde gozlemlenmektedir. Buna
karsin, bircok sanayilesmis tlilke, hayvan asilama programlari, test ve kesim politikalari
ve siit iiretiminin siki kontrolii sayesinde hastalik insidansinda Onemli distisler

saglamistir (WHO, 2023). Bununla birlikte, kiiresellesme, niifus hareketleri ve gayri



resmi gida ticareti, hem endemik hem de daha 6nce kontrol altina alinmis bolgelerde
hastaligin yeniden ortaya ¢ikmasini ve devam etmesini kolaylastirmaya devam
etmektedir[2].

Brusellozun yayginliginin devam etmesi, hayvan sagligi, insan davranisi ve
sosyoekonomik faktdrler arasindaki karmasik etkilesimi yansitmaktadir. Insan
brusellozunun etkili bir sekilde kontrol edilmesi, biiylik Olclide hayvan
popiilasyonlarindaki enfeksiyonun dnlenmesi ve yonetilmesinin yani sira siit tiriinlerinin
pastdrizasyonu, is glivenligi uygulamalar1 ve saglik egitimi gibi halk sagligi 6nlemlerine
baghdir. Insan saghg, hayvancilik verimliligi ve ekonomik kalkinma iizerinde dnemli
etkisi olan bruselloz, siirdiiriilebilir kontroliin saglanmasi i¢in veterinerlik ve tip sektorleri
arasinda koordineli ¢abalar gerektiren, kiiresel onemi biiyiik bir hastalik olmaya devam
etmektedir.
2.1.Tarihce

Brusellozun tarihsel ge¢cmisi antik ¢aglara kadar uzanir ve insanlar, hayvanlar ve
bulasici hastaliklar arasindaki uzun siiredir devam eden etkilesimi yansitir. Bruselloz ile
tutarl1 en eski tanimlamalardan biri, MO 450 civarinda Hipokrat'a kadar uzanir. Hipokrat,
tibbi yazilarinda Akdeniz bolgesinde yasayan topluluklarda gézlemledigi uzun siireli
atesli bir hastaligi tanimlamisg ve bunu genel olarak "humma" olarak adlandirmistir. O
donemde etiyolojik ajan bilinmemekle birlikte, onun belgeledigi klinik 6zellikler
giiniimiizde bruselloz olarak taninan hastalifa ¢ok benzemektedir, bu da hastaligin
binlerce yildir insan popiilasyonlarini etkiledigini gostermektedir. Daha sonraki tip
literatiirlinde, hastalik yaygin olarak “Malta atesi” olarak bilinir hale gelmistir. Bu isim,
hastaligin kapsamli bir sekilde incelendigi Malta adasindan ve tarihsel olarak endemik
oldugu bolgedeki cografi dagilimini yansitan “Akdeniz atesi’nden tiiremistir[8].

On dokuzuncu yiizyilda, brusellozun endemik boélgelerde gorev yapan askeri
personel arasinda brusellozun yaygin oldugu dénemde, hastalik epidemiyolojisini ve
belirsiz etiyolojisini yansitan cesitli bolgesel isimler aldi. Ingiliz askeri kayitlarinda
hastalik “Corps hastalig1” olarak anilirken, belirli bolgelerde goézlemlenen vakalar
belirtmek icin “Cebelitarik atesi” ve “Kirim atesi” gibi diger terimler kullanildi. Bu
terminolojik farkliliklar, bu donemde hastalik hakkinda tek tip bir anlayisin olmadigini
ve hastaliklarin etyolojik ajanlarina gore degil, goriiniirdeki cografi kokenlerine gore
isimlendirilme egilimini gostermektedir. Klinik gozlemler arttikga, tekrarlayan veya

dalgalanan atesin ayirt edici paterni giderek daha fazla taninir hale geldi ve bugiin tip



literatiiriinde hala kullanilan “dalgali ates” gibi tanimlayici terimlerin ortaya ¢ikmasina

yol agt1[9].

Brusellozun zoonotik yapisi, halk arasinda kullanilan isimlere de yansimuistir.
Koyun ve kegilerin baslica hayvancilik tiirlerini olusturdugu topluluklarda, bu hastalik
genellikle “koyun hastali§1” veya “mal hastali1” gibi halk dilinde kullanilan isimlerle
anilirdi. Bu isimler, hastaligin hayvancilikla iligkisini ve enfekte hayvanlar veya bunlarin
iirlinleriyle temas yoluyla insanlara bulasmasini yansitiyordu. Bu isimler daha sonra,
giiniimiizde diinya ¢apinda insan brusellozunun en viriilan ve en yaygin nedeni olarak
bilinen Brucella melitensis(B.melitensis) tiirii ile iliskilendirilmistir. Brusellozun bilimsel
olarak acikliga kavusturulmasi, on dokuzuncu yiizyilin ikinci yarisinda ciddi bir sekilde
basladi. 1861 yilinda, Ingiliz askeri cerrah J. A. Marston, Malta'da gorev yapan Ingiliz
askerleri arasinda goriilen atesli hastaliklar1 “Malta atesi” terimini kullanarak
tanimlayarak, bu hastalign modern tip literatiiriine resmen tanitt1. 1887 yilinda, Ingiliz
ordusu hekimi Sir David Bruce, 6liimciil vakalardan alinan dalak 6rneklerinden kiigiik
kokoid mikroorganizmalar izole ederek onemli bir atilim gergeklestirdi. Bu organizmaya
Micrococcus melitensis adin1 veren Bruce, hastaligin bakteriyel etiyolojisini ortaya
koydu. Daha sonraki arastirmalar, ayni organizmanin kegi siitiinden de izole edilebildigini
ve pastorize edilmemis siit iirlinlerinin tiilketiminin insanlara bulagsmanin baslica yolu

oldugunu gosterdi[10][11].

Brusellozun anlasilmasinda daha fazla ilerleme, veterinerlik arastirmalarinda
ortaya konulmustur. 1897'de Danimarkal1 veteriner Bernard Bang, meslektasi Stribolt ile
birlikte, sigirlarda bulasici abort vakalarindan benzer bir organizma izole etti. Bu patojen
daha sonra Brucella abortus(B. abortus) olarak adlandirildi ve neden oldugu hastalik
yaygin olarak “Bang hastaligi” olarak bilindi. Bernard Bang bu organizmanin
tanimlanmasi, hiicre i¢i yapis1 ve optimal biiylime i¢in karbondioksite ihtiya¢ duymasi
gibi onemli Ozelliklerini ortaya c¢ikardi ve bdylece Brucella tiirlerinin biyolojik
davraniglar1 hakkindaki bilgilerimize o6nemli katkilar sagladi. Yirminci yilizyilin
baslarina, Brusellozun bir¢ok hayvan tiirlinii etkiledigi otoriteler tarafindan kabul
gormeye basladi. 1914 yilinda Traum, Amerika Birlesik Devletleri'nin Indiana eyaletinde
diisiik yapmig domuz fetiislerinden Brucella suis(B. suis)'i izole ederek domuzlar
enfeksiyonun bir bagska 6nemli rezervuari olarak tespit etti. Bu kesifler, brusellozun tek

bir konake tiirtiyle sinirli olmadigini ve 6nemli bir zoonotik potansiyele sahip oldugunu



ortaya koyarak, hastaligin bulasmasi ve kontrolii konusundaki bakis agimizi temelden
degistirdi[11].

1905 yilinda Zammit, kegi ve koyunlarin B. melitensis'in rezervuar konakgilari
oldugunu kesin olarak belirleyen ¢alismalariyla kritik epidemiyolojik bilgiler sagladi.
Zammit, kegi siitli ve idrarindan bakteriyi basariyla izole ederek, pastorize edilmemis siit
ve siit iriinlerinin brusellozun insanlara bulagmasinda 6nemli bir rol oynadigini
dogruladi. Bu bulgunun halk saglig iizerinde derin etkileri oldu ve siit pastérizasyonu

gibi Onleyici stratejilerin temelini olusturdu[12].

Brucella cinsi bakterilerinin taksonomik simniflandirmasinda 6nemli bir doniim
noktasi, 1918 yilinda Amerikali bakteriyolog Alice Evans'n Malta atesi ve Bang
hastaligindan sorumlu mikroorganizmalar arasinda Onemli benzerlikler oldugunu
gostermesiyle gerceklesti. Evans, bu patojenlerin morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal
Ozelliklerinin karsilastirmali analizini yaparak, bunlarin ayni1 bakteri grubuna ait
oldugunu gosterdi. Sir David Bruce'un temel katkilarinin takdir edilmesi sonucunda,
Brucella cinsi kuruldu ve bu organizmalar tek bir taksonomik tanim altinda

birlestirildi[13].

Tiirkiye’de bruselloz (Malta hummasi) ile ilgili ilk kayitlar, 1915 yilina
dayanmaktadir. Bu donemde Istanbul’daki Kuleli Askeri Hastanesi’nde tedavi gormekte
olan bir askerde hastalik tanimlanmis ve bu olgu, Dr. Hiisamettin Kural ile Dr. Mahmut
Sabit Akalin tarafindan bildirilmistir. Aym yil, I. Diinya Savasi sirasinda Abdiilkadir
Noyan tarafindan da benzer bir vaka rapor edilmistir. Hayvanlarda goriilen ilk bruselloz
olgular1 ise 1931 yilinda Ziihtii Berke’nin laboratuvar analizleri ile sigirlarda, 1943
yilinda ise Golem’in koyun ve kegilerde Brucella bakterilerini izole etmesiyle ortaya
konmustur. Takiben, 1944 yilinda Bandirma Merinos Ciftligi’nde Koyliioglu ve Aktan
tarafindan B. melitensis enfeksiyonu tespit edilmistir. Ankara’da ise insan ve sigirlarda
brusellozun varlig1 ilk kez Siireyya Tahsin Aygiin tarafindan rapor edilmistir. Tiirkiye’de
Brucella canis enfeksiyonuna dair ilk serolojik bulgular, Diker ve ¢alisma arkadaslari
tarafindan 1984 yilinda elde edilmis; bu ¢alisma ile insanlarda Brucella canis(B.canis)

enfeksiyonu ilk kez tanimlanmistir[14].



2.3. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri
2.3.1. Brucella Tiirlerinin Ureme Ozellikleri

Brucella cinsi bakteriler, 6zellikle ilk izolasyon donemlerinde besiyerlerinde
yavas ireme egilimi gostermektedir. Laboratuvar kosullarina adapte olmus suslar,
amonyum tuzlarini nitrojen kaynagi olarak igeren sentetik ortamlarda iireyebilse de, ¢cogu
Brucella tiirli optimum gelisme icin kan, serum veya doku ekstreleriyle zenginlestirilmis
kompleks besiyerlerine ihtiya¢ duyar[15]. ilk izolasyon sirasinda iireme igin ¢ok sayida
amino asit ile birlikte tiyamin, biyotin, nikotinamid ve pantotenik asit igeren besiyerleri
gereklidir; ancak haemin (X faktorii) ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid (V faktorii) bu
tirler i¢in zorunlu degildir[1] Ayrica demir ve manganez gibi eser elementler de biiyiime
icin kritik rol oynar. Demir, bakterinin siderofor {iretimi ve bakterioferritin araciligiyla

demir depolanmasi igin gereklidir[16]

Brucella tiirleri protein ve pepton bakimindan zengin ortamlarda tireme sirasinda
ortamin alkalilesmesine neden olur. Bu durum, bakterinin tiremesini sinirlamakla birlikte
eski kiiltiirlerde kolonilerin ¢evresinde yesilimsi-kahverengi renk olusumuna yol agar.
Ureme icin optimal sicaklik 37 °C olmakla birlikte 2040 °C arasinda da gelisim
gosterebilirler. Optimal pH aralig1 6,6—7,4 olup, pH 3,5’in altina diistiigiinde bakteriler
hizla inaktive olur[17].

Serum dekstroz agar ve benzeri besiyerlerinde yapilan ekimlerden sonra 48—72
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda koloniler goriilmeye baglar. Bu koloniler kiiciik,
yuvarlak, konveks, saydam, kaygan yiizeyli olup “sebnem tanesi” goriiniimiinde ve S
(Smooth) tipindedir. Ancak lipopolisakkaritlerin O-zincir yapisinin kaybolmasiyla
koloniler “Rough (R)” veya mukoid varyantlara doniisebilir. Brucella ovis(B. ovis) ve B.
canis tiirleri ise dogrudan R koloni formunda gelisim gosterir. Brucella kolonileri non-
hemolitik ve pigmentsizdir; ancak B. abortus ve B. melitensis’in eskimis kiiltlirlerinde
esmer renklenme gozlenebilir[18].

Karbondioksite gereksinim gosteren tiirler arasinda B. abortus ve B. ovis yer
almakta olup, bu bakteriler yar1 kat1 besiyerlerinde yiizeyin birka¢ milimetre altinda disk
seklinde lireme paterni sergilerken, diger tiirler ylizeyden dibe kadar homojen bulaniklik
olusturur.

Brucella tiirleri intraselliiler olmalar1 nedeniyle ilk izolasyon sirasinda iireme
zorlugu gosterebilir. Bu nedenle besiyerlerinin serum, gliserin, glikoz, et 6zleri, triptoz,

tiamin, nikotinik asit ve biyotin gibi zengin bilesenlerle desteklenmesi liremeyi artiric
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etki gosterir. ilk izolasyondan sonra suslar buyyon veya jeloz gibi daha basit ortamlara
adapte olabilir. Optimal sicaklik 37 °C olmakla birlikte 1040 °C arasinda gelisim
gosterebilirler; optimal pH ise 6,7-7,4’tlir. DNA’daki G+C orami yaklasik %55—
58°dir[18].

S1vi besiyerlerinde Brucella tiirleri yavas tireme gosterir ve homojen bulaniklik
olusturur. Ancak R tip koloniler tiip ¢alkalandiginda graniiler bir dagilim sergiler. Kati
ortamlarda gelisen koloniler kii¢iik, yuvarlak, kabarik, saydam, kaygan yilizeyli olup
“sebnem tanesi” gériiniimiindedir. B. ovis ve B. canis tiirleri ise normal sartlarda piirtizlii
(R tip) koloni olusturur. Inokiilasyondan 23 giin sonra koloniler mikroskobik olarak fark

edilebilse de, genellikle 4-5 giin sonunda 2—3 mm ¢apa ulasir[18]
2.3.2.Brucella Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Brucella tiirleri, temel olarak oksidatif metabolizma gdsteren ve enerjiyi cesitli
amino  asitler ile  karbonhidrat  substratlarinin  kullanimindan  saglayan
mikroorganizmalardir. Cogu sus igin i-eritritol baslica tercih edilen enerji kaynagidir[19].
Tim Brucella tiirleri katalaz pozitiftir; ¢cogu ayrica oksidaz pozitiftir, ancak oksidaz
negatif suslarin da bildirildigi kaydedilmistir. Bu bakteriler ayn1 zamanda nitrat rediiktaz

aktivitesi gostererek nitratlari nitritlere indirger[20].

Kiikiirt igeren amino asitlerin pargalanmasi sonucunda H-S iiretimi gergeklesir ve
bu 6zellik hem tiirler hem de biyovarlar arasinda farklilik gosterdigi i¢in identifikasyon
basamaklarinda 6nemli bir parametre olarak degerlendirilir[1]. Ornegin, B. suis suslari
3-5 giin siiresince ve yiiksek miktarda HaS tiretirken; B. abortus 2 giin siireyle daha az,

B. melitensis ise yalnizca 1 giin boyunca ve en az miktarda H.S iiretmektedir[1].

Karbonhidrat metabolizmasinda Brucella tiirleri asit veya gaz olugturmaz; glikozu
siirh diizeyde kullanabilirler. O-nitrofenol-p-D-galaktoz genellikle hidrolize edilmez.
Proteolitik aktiviteleri zayiftir; sitrat tek karbon kaynagi olarak kullanilmaz. Asit jelatini
hidrolize etmez, indol iiretmez, Voges-Proskauer testi negatiftir ve metil kirmizis1 testi
olumsuz sonug verir. Ureaz aktivitesi tiirler arasinda degiskenlik gosterir: B. suis ve B.
canis yliksek tireaz aktivitesine sahipken, diger tiirlerde aktivite zayiftir; B. ovis ise iireaz

negatif 6zelliktedir[21].

Brucella tiirleri aerop bakterilerdir. Ozellikle B. abortus ve B. ovis’in ilk

izolasyonlarinda mikroaerofil 6zellik sergiledikleri ve iireme icin %5-10 CO: iceren



atmosfere gereksinim duyduklari, ancak laboratuvar pasajlarindan sonra CO:’siz

kosullara adapte olabildikleri bildirilmistir[22].

2.3.3. Brucella Tiirlerinin Antijenik Yapisi ve Immiinolojik Ozellikleri

Brucella cinsi, farkli konaklarda brusellozun etyolojik ajani olan, fakiiltatif
intraselliiler, gram negatif bakterilerden olusur. Kompleks hiicre zarf yapis1 ve karmagsik
antijenik ozellikleri nedeniyle, Brucella spp.’nin patogenez, tani ve epidemiyolojisi
tizerinde farkli etkileri olan, ¢esitli immiinolojik davranislar sergiler. Brucellanin
antijenik yapisi, esas olarak lipopolisakkarit (LPS), digs membran proteinleri (OMP'ler) ve
konake1 bagisiklik sistemi ile etkilesime giren ek yiizey yapilarini igeren benzersiz dis
membran bilesimi tarafindan belirlenir.

Brucella spp., tipik Gram negatif hiicre ¢eperi yapisaina sahip olup, temel yapisal
stitriiktiirde, i¢ sitoplazmik membran ve gevresel peptidoglikan hiicre duvarindan olusur.
Ancak en dis tabakasi olan dis membran, oOzellikle antijeniklik ve viriilansin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu dis zar, asimetrik bir lipit ¢ift tabakasidir: i¢
tabakasi esas olarak fosfolipidlerden olusurken, dis tabakasi enfeksiyon sirasinda taninan
en immiinodominant antijenler arasinda yer alan yiiksek yogunlukta LPS molekiilleri
icerir. LPS molekiilii ti¢ alandan olusur: lipit A, korunmus bir ¢ekirdek oligosakkarit ve

bakteri ylizeyinden disariya dogru uzanan O-spesifik bir polisakkarit (O-antijen)[6].

B. abortus, B. melitensis ve B. suis gibi diizgiin(smooth) Brucella suslarinda, O-
antijeni iyi geligsmistir ve olduk¢a immiinojeniktir. Bu diizgiin LPS (S-LPS) yapilari,
konagin antikor tepkisini domine eder ve bu nedenle ¢ogu serolojik tani testinde
kullanilan baglica antijenik yapiy1 olusturur. O-antijeni olarak adlandirilan bu LPS, 4-
formamido-4,6-dideoxymannose homopolimerleri igerir, ancak bu seker kalintilarinin
baglanma sekli tiirler arasinda ve hatta bir tiir icindeki biyovaryantlar arasinda farklilik
gosterir. Tarihsel olarak A (abortus) ve M (melitensis) olarak adlandirilan iki ana antijenik
determinant, O-polisakkarit zinciri i¢indeki glikozidik baglarin farkliliklarina karsilik
gelir: A-dominant suslar tekrarlanan a-1,2 baglara sahipken, M-dominant suslar epitopun
konformasyonunu degistiren periyodik a-1,3 baglari icerir. Bazi suslar her iki epitop
tipini de yaklasik olarak esit miktarlarda ifade ederler, bu da karigik antijenik profillere

yol agar[6].

Brucella tiirlerinin O-antijen bilesimindeki bu yapisal farkliliklar, brusellozun

tanisal serolojik reaksiyonlarin tiirler arasinda neden farklilik gdsterebilecegini



aciklamaktadir. B. abortus, B. melitensis ve B. suis benzer diizgiin(smooth) LPS
yapilarina sahip olduklart i¢in, B. abortus'tan elde edilen antijenler, diizgiin koloni
olusturan tiirlerde brusellozu tanisi i¢in Rose Bengal testi, kompleman fiksasyon testi ve
enzim baglh immiinosorbent testleri(ELISA) gibi standart serolojik testlerde siklikla
kullanilir. Bununla birlikte, immiinojen olarak LPS'nin baskinligi, diger bazi gram-
negatif bakterilerle 6nemli serolojik ¢apraz rekasiyon olarak bilinen bir sinirlamaya da
neden olmaktadir. Bu durum, Brucella S-LPS'nin O-polisakkarit bileseninin, bir dizi
enterik ve ¢evresel bakteride yapisal olarak benzer O-antijenlere benzemesi nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, diizgiin Brucella spp. LPS ile Yersinia enterocolitica O:9,
Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica, Francisella tularensis, Vibrio cholerae
ve Stenotrophomonas maltophilia'nin LPS'si arasinda c¢apraz reaktif epitoplar oldugu
ortaya konulmustur. Bu tiir ¢apraz reaktivite, bu diger organizmalarla enfekte olan
hayvanlar benzer LPS epitoplarin1 taniyan antikorlar gelistirdiginde, tani testlerinde

yanlis pozitif serolojik sonuglara yol agabilir[23].

Diizgiin koloni olusturan Brucella suslarinin aksine, Brucella canis ve Brucella
ovis gibi baz tiirler dogal olarak piiriizlii(Rough) LPS (R-LPS) fenotipi sergilerler. Bu
puiriizlii suslar, uzatilmis O-antijen zincirinden yoksundur ve bunun yerine ¢ekirdek
oligosakkarit ve lipit A omurgasini (genellikle kesik formda) ortaya ¢ikarirlar. Sonug
olarak, piiriizsiiz suslarda hedef alinan baskin serolojik epitoplar (yani A ve M antijenleri)
purtiizlii suslarda yoktur veya 6nemli 6l¢iide azalmistir. Dolayisiyla, standart agliitinasyon
testleri gibi diizgiin LPS antijenlerine kars1 antikorlarin saptanmasina dayanan serolojik
testler, genellikle B. canis veya B. ovis enfeksiyonlarini tanisinda kullanildiginda, testler
seronegatif sonuglar verebilir. Bu nedenle, dogal olarak piiriizlii Brucella spp’nin neden
oldugu enfeksiyonlart dogru bir sekilde tanimlamak i¢in piiriizlii spesifik antijenler veya

rekombinant proteinler kullanan 6zel tan1 yontemleri gereklidir[24].

LPS'nin yani sira, Brucella dis zari, konake¢1 bagisiklik tepkilerini tetikleyen ve
hem teshis hem de as1 gelistirme igin arastirilan ¢ok sayida antijenik protein igerir. Bu dig
zar proteinleri, molekiiler agirliklarina gore birkag gruba ayrilir. Grup 2 OMP'ler (6rn.
Omp2a, Omp2b) yaklasik 36-38 kDa'lik porin benzeri proteinlerdir, Grup 3 OMP'ler ise
enfeksiyon sirasinda antikorlar tarafindan tanian ve rekombinant antijen bazli testler i¢in
umut vaat eden OMP25 ve OMP31 gibi 25-34 kDa araligindaki proteinleri igerir. 10, 16
ve 19 kDa gibi ek yiizey lipoproteinleri de Brucella'nin antijenik repertuarna katkida



bulunur ve tan1 6zgiilliigiini iyilestirmede veya asi stratejilerinde koruyucu bagisiklik

tepkilerini uyarmada yararl olabilir[25].

Brucella tiirleri klasik ekzotoksinler iretmese de, LPS'leri birgok
Enterobacteriaceae tiirliniin yiiksek toksik endotoksinlerinden belirgin sekilde farkli
olmakla birlikte endotoksik aktivite gosterebilir. Brucella LPS'nin benzersiz kimyasal
ozellikleri — ozellikle olagandisi lipit A yapisi ve yogun O-polisakkarit tabakasi daha
giiclii endotoksinlere kiyasla nispeten diisiik bir proinflamatuar yanitla sonuglanir. Bu
ayirt edici LPS, enfeksiyonun erken asamalarinda bagisiklik kacisina ve bakterinin
makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi konak hiicrelerinde hiicre i¢inde kalma yetenegine
katkida bulunur. Spesifik LPS sentez genlerindeki mutasyonlar, konagin dogustan gelen
bagisiklik tanima yetenegini degistirir ve viriilans1 zayiflatabilir, bu da LPS'nin Brucella

patogenezindeki merkezi roliinii vurgular[26].

Brucella tiirlerinin antijenik kompleksligi, laboratuvar tanilari iizerinde dogrudan
etkilere sahiptir. Dogal diizgiin LPS'ye dayali serolojik testler, diizgiin koloni olusturan
Brucella enfeksiyonlarinin neden oldugu antikorlar tespit etmede yiiksek hassasiyetleri
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, biiyiik 6l¢iide
diger gram-negatif bakterilerle ¢apraz reaktiviteye bagli spesifiklik sorunlari ve bu
testlerin piiriizlii suslara kars1 duyarsizligi, rekombinant dig membran proteinleri ve diger
spesifik antijenleri iceren testlerin gelistirilmesi i¢in devam eden ¢abalar1 tesvik
etmektedir. Bu tiir gelismeler, enfekte ve asilanmis bireyler arasindaki ayrimi
tyilestirmeyi ve dogal olarak piiriizlii Brucella tiirleri ile enfeksiyonlarin dogru bir sekilde
tespit edilmesini amaglamakta ve sonucta diinya ¢apinda bruselloz igin siirveyans ve

kontrol stratejilerini gelistirmektedir[27].
2.3.4.Bulas Yollar

Brucella cinsi bakteriler zoonotik 6zellik gostermekte olup, baglica hayvansal
kaynaklardan insanlara bulagmaktadir. Etkenlerin bulasma yollari, tiirlin viriilansi,
konagin bagisiklik durumu ve ¢evresel faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir.
Bakteriler konaga girdikten sonra ilk yerlestikleri alan, genellikle giris bolgesine yakin
lenf diiglimleridir. Bu bolgede ¢ogaldiktan sonra, viicut direncinin zayif oldugu ve
bakterinin viriilansinin yliksek bulundugu durumlarda kan dolagimina gecerek sistemik

yayilim gosterirler. Ozellikle meme dokusu, gebelik dénemindeki uterus, testisler, dalak
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ve lenf diigiimleri gibi retikiiloendoteliyal sistemle iliskili organlarda kalici olarak

bulunabilmektedirler[28][29].

Disi koyunlarda B. melitensis enfeksiyonlarmin siklikla meme bezi ve uterus
dokusunda yogunlastigi, daha nadiren de bu organlara ait lenf diigiimlerinde bulundugu
bildirilmistir. Kan yoluyla meme bezine tasinan bakterilerin siit kanallar1 ¢evresinde
yerleserek intra ve interlobiiler dokuda lenfositik infiltrasyon ve odaklar olusturdugu
rapor edilmistir. Enfekte hayvanlarda kolostrum yoluyla etkenin yogun miktarda
sagilabilecegi, kolostrum doneminden sonra ise siitle bakteri ¢ikisinin diizensiz ve diisiik
seviyede devam edebilecegi belirtilmektedir. Gebeligin ikinci yarisinda, plasenta ve
endometrium dokularinda kolonizasyon gergekleserek fetusta 6lim ya da abortus gibi
tireme sistemi bozukluklarina yol agabilmektedir[30]. Ayrica bazi ¢aligmalar, meme ve
siipermamari lenf diiglimlerinden salgilanan siitte mililitre bagina 1.000 ila 2.000.000

arasinda Brucella hiicresi bulunabilecegini ortaya koymustur[1].

Erkek hayvanlarda ise Brucella tiirleri ¢ogunlukla testis, epididimis ve diger
genital organlarda lokalize olmaktadir. Bu lokalizasyon sonucunda orsit, epididimit, artrit
ve ilerleyen donemlerde infertilite gibi ireme bozukluklari meydana gelebilmektedir.
Ayrica semen araciligiyla bakterilerin disi hayvanlara veya diger erkek hayvanlara
bulagmasi s6z konusudur. Bu durum, 6zellikle siiriilerde enfeksiyonun sessiz sekilde

yayilmasina neden olmaktadir[31].
Gida ve Siit Uriinleri Kaynakh Bulas

Brusellozisin insanlara bulagsmasinda en yaygin yol, enfekte hayvanlara ait ¢ig siit
ve bu siitten iiretilen peynir, krema ve tereyagi gibi iiriinlerin tiiketimidir. Ozellikle
pastorizasyon uygulanmamis siit {irlinleri, bakterilerin uzun siire canli kalabildigi ve
tilkketim sirasinda konak organizmaya ulasabildigi gida maddeleri olarak o©ne
cikmaktadir[20]. Cig koyun siitiinden yapilan peynirlerin brusellozis yoniinden insan
saglig1 agisindan inek siitiinden tiretilenlere gore daha biiyiik risk tasidigi bildirilmistir.
Bu durum, koyunlarin B. melitensis’e daha duyarli olmalarindan kaynaklanmaktadir[32].
Bununla birlikte yogurt, kasar ve tulum peyniri gibi iiriinlerde bulasma olasilig1 oldukga
diisiiktiir. Bunun nedeni, yogurt iiretimi sirasinda uygulanan 1s1l islem ve fermentasyon
sonucu olusan asidik ortamin Brucella tiirlerini inaktive etmesidir. Ayn1 sekilde kasar

peynirinde olgunlasma ve pisirme asamalar1 da bakterinin canli kalmasini
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engellemektedir. Ancak olgunlagmadan tiiketime sunulan taze peynir ve krema gibi
tirtinler ciddi bir halk sagligi tehdidi olusturmaktadir[33].

Solunum Yolu ve Mesleki Bulas

Brucella tiirleri, aerosol formda solunum yoluyla da bulasabilmektedir. Bu bulas
yolu oOzellikle hayvanlarla yakin temasta bulunan meslek gruplarinda 6nem arz
etmektedir. Cobanlar, ciftciler, hayvan bakicilari, mezbaha iscileri, kasaplar, veteriner
hekimler ve laboratuvar caliganlar yiiksek risk grubu igerisinde yer almaktadir. Solunum
yoluyla bulasan minimum enfektif dozun B. melitensis igin yaklasik 1.300
mikroorganizma, B. abortus ve B. suis i¢in ise 100 mikroorganizmanin altinda oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle acrosol bulas, 6zellikle laboratuvar ortamlarinda ciddi bir
tehlike olusturmakta ve Brucella tiirleinin potansiyel biyoterérizm ajani olarak

smiflandirilmasina neden olmaktadir[34].
Insandan insana Bulas

Brucella tiirlerinin insandan insana bulasi nadir olmakla birlikte, literatiirde cinsel
temas veya doku nakli yoluyla bulastigi bildirilen olgular mevcuttur. Bununla birlikte, bu
bulas yollarinin halk sagligi acisindan yaygm bir risk olusturmadigi kabul
edilmektedir[35].

Laboratuvar Kaynakh Bulas

Laboratuvar ortaminda ¢alisan personel i¢in Brucella tiirleri 6nemli bir meslek
hastalig1 riskidir. Diinya Saglik Orgiitii, bu bakterileri Biyogiivenlik Seviye 3 (BSL-3)
patojenler olarak siniflandirmis ve uygun biyogiivenlik tedbirlerinin alinmasini
Onermistir. Laboratuvar kaynakli brusellozis, Ozellikle hastaligin endemik oldugu
bolgelerde ve biyogiivenlik dnlemlerinin yetersiz oldugu durumlarda sik goriilmektedir.
Enfekte materyallerle dogrudan temas, igne batmalari, mukozal sigramalar ve aerosol
inhalasyonu, baglica bulas yollarin1 olusturmaktadir. Brucella izolatlarina bireysel
maruziyet sonrast enfeksiyonun gelisme orani, kontamine materyaldeki bakteri yiikii ve

bulas yoluna bagl olarak %30 ila %100 arasinda degistigi bildirilmistir[34].
2.3.5. Brusellozis’in Epidemiyolojisi

Brusellozis, zoonotik 6zellik gosteren ve hem insan hem de hayvan sagligini

etkileyen 6nemli bir enfeksiyon hastaligidir. Hastalik etkeni olan Brucella tiirleri, basta
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sigir, koyun ve keci olmak tizere birgok evcil hayvanda enfeksiyona yol agmakta; ayrica
domuz, kopek, geyik, yaban domuzu ve tilki gibi yabani hayvanlarda da
goriilebilmektedir. Hayvanlarda enfeksiyonun temel sonucu, iireme sistemi odakli klinik
bulgular, siit veriminde diisiis, infertilite ve abortus gibi iiretim kayiplaridir. Insanlarda
ise gogunlukla enfekte hayvanlarin dokulariyla direkt temas veya pastorize edilmemis siit
ve siit tirlinlerinin tiiketimi sonucu enfekte olmaktadir. Bu nedenle brusellozis, yalnizca
veteriner hekimlik agisindan degil, halk sagligi boyutuyla da kiiresel Olgekte dikkate
deger bir hastaliktir[36][20].

Diinya genelinde brusellozis, 6zellikle Akdeniz havzasi, Orta Dogu, Hindistan,
Meksika, Orta ve Giiney Amerika gibi bolgelerde endemik seyretmektedir[2]. Portekiz,
Ispanya, Italya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi iilkeler, hastaligin yiiksek prevalansa sahip
oldugu Akdeniz kusaginda yer almaktadir. Buna karsin, Ingiltere, Kuzey Avrupa iilkeleri,
Avustralya, Yeni Zelanda ve Kanada gibi bazi gelismis {lilkelerde, uzun yillardir
stirdiiriilen eradikasyon programlari sonucunda hastalik tamamen ortadan kaldirilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore; yillik yaklasik 500.000 yeni brusellozis
olgusu rapor edilmekte olup, bu rakam bildirilmeyen olgular da goz Oniinde
bulunduruldugunda ger¢ekte daha yiiksek olabilmektedir. Ayrica, bazi tilkelerde resmi
olarak eradike edilmis olmasina ragmen, turizm ve go¢ hareketleri nedeniyle endemik

bolgelerden vaka ithali goriilebilmektedir.

Tiirkiye, cografi konumu ve yaygin hayvancilik faaliyetleri nedeniyle
brusellozisin endemik oldugu iilkelerden biridir. Hastaligin tilkemizdeki ge¢misine
bakildiginda, ilk insan olgusu 1915 yilinda Dr. Hiisamettin Kural ve Mahmut S. Saglam
tarafindan rapor edilmistir. Hayvan brusellozisi ise 1931 yilinda sigirlarda B. abortus,
1943 yilinda ise koyun ve kegilerde B. melitensis olarak tanimlanmistir[37]. Tiirkiye’de
Saglik Bakanlig: verilerine gére 1970 yilinda yalnizca 37 olgu bildirilmisken, 2004 yilina
gelindiginde bu say1 18.408’e ulasmistir (Saglik Bakanligi, 2004). Bu dramatik artisin,
yalnizca gercek prevalans artisindan degil, ayn1 zamanda tani ve bildirim sistemlerindeki

iyilesmelerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Tiirkiye’de yapilan seroepidemiyolojik ¢aligmalar, brusellozis sikliginin cografi
bolgelere ve risk gruplaria gore degisiklik gosterdigini ortaya koymaktadir. Kasaplar,
mezbaha ve mandira ¢alisanlari, veteriner hekimler ve hayvan yetistiricileri gibi riskli
meslek gruplarinda seropozitiflik oranlar1 %8,6 ile %25 arasinda degisirken; risk grubu

disinda kalan genel popiilasyonda bu oran %0 ile %8 arasinda bildirilmistir[38].
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Hayvanciligm yogun oldugu Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu ile I¢ Anadolu
bolgeleri, hastaligin en sik goriildiigii alanlardir. Ozellikle Sanliurfa, Diyarbakir, Van,
Aksaray ve Gaziantep illeri yliksek prevalans oranlariyla dikkat ¢ekmektedir (Saglik
Bakanligi, 2004). Kirsal alanlarda hayvansal iriinlerin ¢ig tiiketilmesi ve geleneksel

tiretim yontemleri, hastaligin yayiliminda kritik rol oynamaktadir.

Brusellozis epidemiyolojisi mevsimsel 6zellikler de gostermektedir. Tiirkiye’de
hastalik her mevsimde goriilse de, 6zellikle koyun ve kegilerin yavrulama donemleriyle
iliskili olarak ilkbahar ve yaz aylarinda vaka sayisinda belirgin bir artis izlenmektedir. Bu
donem, ayni zamanda taze peynir Uretiminin ve tiikketiminin arttigi aylara denk
gelmektedir. Dolayisiyla hem hayvan dogumlari hem de siit tiriinlerinin islenme bi¢imi,

mevsimsel dalgalanmalarin temel nedenini olusturmaktadir[39].

Cinsiyet ve yas dagilimi incelendiginde, gelismis iilkelerde brusellozis genellikle
erkeklerde daha sik goriilmektedir; bunun nedeni, hastaligin meslekle iliskili risklerinden
kaynaklanmaktadir. Ancak Tiirkiye gibi endemik boélgelerde cinsiyet farki belirgin
degildir. Baz1 kirsal bolgelerde, hayvan bakimi ve siit iirlinlerinin islenmesiyle daha ¢ok
kadinlarin ilgilenmesi nedeniyle kadinlarda prevalansin yiiksek oldugu bildirilmektedir.
Hastalik siklikla gen¢ ve orta yas yetiskinlerde goriiliirken, ¢ocuk ve yaslh bireylerde
insidans daha dusiiktiir[40][8].

Tiirkiye’de hayvan brusellozisinin kontrolii amaciyla yiiriitillen programlar,
hastaligin insanlardaki prevalansini da dolayl olarak etkilemektedir. Ozellikle 1980°li
yillardan itibaren koyun ve kegilerde B. melitensis Rev 1, sigirlarda ise B. abortus S19
asilarinin yaygin kullanimi, kontrol programlarinin temel bilesenini olusturmustur. 1991-
1993 yillar1 arasinda Trakya bolgesinde pilot olarak uygulanan asilama programlari,
ilerleyen yillarda iilke genelinde yaygimlastirilmistir. 1997 yilinda baslatilan Tarim ve
Koy Isleri Bakanlign projesi kapsaminda yapilan genis 6lgekli serolojik taramalar, sigir
populasyonunda %1,43, koyun populasyonunda ise %1,97 oraninda seropozitiflik
belirlemistir. Bu veriler, kontrol programlarinin kismi basart sagladigini ancak

eradikasyon i¢in yetersiz oldugunu gostermektedir[41][42][43].

Brusellozis epidemiyolojisi yalnizca hayvan populasyonu ile degil, ayn1 zamanda
yerel beslenme aligkanliklar1 ve hijyen kosullariyla da yakindan iligkilidir. Pastorize
edilmemis siit ve siit Urlinlerinin yaygin olarak tliketildigi, hayvancilifin geleneksel

yontemlerle yapildigir bolgelerde hastalik prevalansi yiliksektir. Buna karsin, siit ve siit
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irtinlerinin endiistriyel Olcekte islendigi, hayvancilikta biyogiivenlik Onlemlerinin
uygulandig iilkelerde hastalik daha diisiik oranlarda goriilmektedir. Ayrica gog, ticaret
ve turizm gibi insan hareketliligi, endemik bolgelerden non-endemik bdlgelere vaka

tasinmasina yol agabilmektedir[44].

Sonug olarak, brusellozis diinyanin birgok bolgesinde 6nemli bir halk saglig
problemi olmaya devam etmektedir. Ozellikle Tiirkiye gibi endemik iilkelerde, hem
hayvan hem insan populasyonlarin1 kapsayan entegre kontrol programlarinin
uygulanmasi biliylik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, diizenli asilama, serolojik
taramalar, halkin bilin¢lendirilmesi ve gida giivenligi 6nlemleri, hastaligin kontrolii ve

gelecekte eradikasyonu icin kritik unsurlar olarak one ¢ikmaktadir.
2.3.6. Siit Ve Siit Uriinlerinde Brucella Varhg:

Bruselloz etkenlerinin siit ve siit iiriinlerinde hayatta kalma kapasiteleri {izerine
yapilan ¢aligmalar, bu mikroorganizmalarin farkli igsel ve ¢evresel faktorlere bagl olarak
uzun siire canliliklarini siirdiirebildiklerini ortaya koymaktadir. Bu ozellik, Brucella
spp.’nin relatif olarak direngli bakteriler sinifinda degerlendirilmesine neden olmaktadir.
Ozellikle sicaklik, pH, depolama siiresi, liriiniin yapisal 6zellikleri ve kullanilan {iretim
yontemleri, bakterilerin canli kalma siirelerini dogrudan etkileyen temel faktorlerdir[45].
Ornegin, B. melitensis’in 11-15 °C sicaklikta muhafaza edilen siitlerde 15 giin boyunca
canli kalabildigi, kimiz gibi fermente {irlinlerde ise bu siirenin {i¢ giinle sinirl oldugu
bildirilmistir. Diger taraftan, B. abortus’un siitte 0 °C’de 18 aya kadar yasayabildigi,
dondurmada 30 giin, tereyaginda 142 giin, kremada 4 °C’de alt1 hafta ve Cheddar tiirti

peynirlerde alt1 aya kadar canliligin1 koruyabildigi rapor edilmistir

Peynir gibi siit triinlerinin iretim ve depolama kosullar1 da Brucella spp.’nin
hayatta kalma siiresini dogrudan etkilemektedir. Ozellikle ¢okelek peynitlerinde
bakterilerin yasam siiresinin ii¢ aya kadar uzayabildigi belirtilmektedir. Kegi siitiinden
tiretilen peynirlerde ise bakterilerin 100 giinden fazla canli kalabildigi, soguk zincir
kosullarinda (yaklasik 4,4 °C) depolanan Cheddar peynirlerinde bu siirenin alt1 ay ile bir
yil arasinda degisebildigi saptanmistir[46]. Bu veriler, Brucella spp.’nin farkli siit
tirlinlerinde uzun siire hayatta kalabilmesi nedeniyle halk sagligi agisindan énemli bir

tehdit olusturdugunu gostermektedir.

Enfekte hayvanlarin siitleri ve bu siitlerden iiretilen krema, peynir ve tereyagi gibi

tirlinler, insanlara bulag agisindan en riskli gida maddeleri arasinda yer almaktadir.
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Ozellikle pastérize edilmemis siitten yapilan yumusak peynirler, yiiksek diizeyde canli
Brucella spp. igerebildiginden tiiketilmesi Onerilmemektedir[45]. Geleneksel iiretim
yontemlerinin yaygin oldugu kirsal bolgelerde bu uygulamalar degistirmek gii¢ olsa da,
bu tiir peynirlerin tiiketime sunulmadan oOnce en az alti ay olgunlastiriimasi
Onerilmektedir. Sert peynirler ise iretim sirasinda meydana gelen laktik asit
fermantasyonu ve buna bagli pH diisiisii nedeniyle genellikle daha az risk tagimaktadir.
Bununla birlikte, peynir iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan pastorize edilmemis peynir alti
suyu hayvanlar i¢in ek bir enfeksiyon kaynagi olusturabilir. Ayrica peynir yapiminda
kullanilan kaplarin yetersiz dezenfeksiyonu, g¢apraz kontaminasyona neden olarak
Brucella’nin yayilimini artirabilmektedir. Benzer sekilde, peynir tiretiminde kullanilan
rennetin Brucella ile enfekte hayvanlarin midelerinden elde edilmesi de potansiyel bir

enfeksiyon kaynagi olarak tanimlanmaktadir[33].

Asidik siit iirtinleri olan tereyagi, eksi siit, eksi krema ve yogurt gibi gidalarda
tiretim siirecinde pH diisiisii, Brucella’nin hayatta kalma siiresini 6nemli Olgiide
sinirlamaktadir. pH degerinin 3,5’in altina diismesi, bakterilerin giivenilir sekilde inaktive
edilmesini saglayan kritik esik olarak kabul edilmektedir[45]. Ancak bu iiriinlerde dahi,
iretim ve depolama kosullarindaki farkliliklar nedeniyle bakterilerin belirli siirelerle

canliligint siirdiirebildigi bildirilmektedir.

Brucella spp.’nin canli kalma 6zelligi yalnizca peynir ve tereyagi ile sinirli
olmayip, dondurma gibi diger siit iirlinlerinde de halk sagligi ac¢isindan risk
olusturabilmektedir. Dondurma iiretiminde farkli kaynaklardan gelen siitlerin
harmanlanmasi, olas1 bir kontaminasyonun yayilimini kolaylastirmaktadir. Arastirmalar,
Brucella’nin 37 °C’de muhafaza edilen taze pastorize edilmemis siitte 48 saate kadar, 8
°C’de saklanan siitlerde ise birka¢ giin boyunca canli kalabildigini gostermektedir.
Ayrica, dondurma tiretimi sirasinda uygulanan dondurma isleminin bakteriyi 6ldiirmedigi

de rapor edilmistir[45][47].

Brusellozisin yaygin oldugu bolgelerde, bulagin 6nlenmesi i¢in temel yaklagim, tiim siit
ve siit iirtinlerinin 1s1l iglemden gegirilmesidir. Kaynatma ya da pastérizasyon, Brucella
bakterilerini etkili bir sekilde oldiirmektedir. Pastorizasyonun miimkiin olmadig
kosullarda siitiin en az 80—85 °C’ye 1sitilmasi ve bu sicaklikta birkag¢ dakika tutulmasi ya

da dogrudan kaynatilmasi Onerilmektedir[48]. Bu tiir 1s1l islemler, 6zellikle ¢ig siit
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tiiketiminin yaygin oldugu ve hijyen kosullarinin sinirli oldugu bolgelerde hastaligin

kontroliinde kritik bir 6neme sahiptir.

Mevcut veriler, Brucella tiirlerinin farkli siit triinlerinde oldukc¢a uzun siire
canliligin: siirdiirebildigini ortaya koymaktadir. Ornegin, B. melitensis’in siit i¢inde 11—
15 °C sicaklikta 15 giin, kimizda ii¢ giin; B. abortus’un ise siitte 0 °C’de 18 ay,
dondurmada 30 giin, tereyaginda 142 giin, kremada 4 °C’de alt1 hafta ve Cheddar
peynirlerinde alt1 ay boyunca canli kalabildigi ¢esitli calismalarda belirtilmistir[47][48].
Bu direng, koyun ve kegi siitii irlinlerinde daha da belirgin olup, 6zellikle Akdeniz
tilkelerinde brusellozis kontroliinde énemli bir zorluk teskil etmektedir. Nitekim koyun
ve kegi siitiinden tiretilen peynirlerin insan sagligi agisindan daha yiiksek risk tasidigi, bu

tirtinlerdeki Brucella’nin yok edilmesinin daha gii¢ oldugu bildirilmektedir[48].

Epidemiyolojik veriler, insan brusellozis vakalarimin 6nemli bir boliimiiniin
dogrudan hayvanlarla temas veya hayvansal iriinlerin tiiketimi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. B. abortus enfeksiyonlarinin yaklagik %60’inin enfekte hayvanlarla
dogrudan temas sonucu, %40’inin ise enfekte hayvan siitlerinin i¢ilmesi ya da bu
stitlerden hazirlanan tiriinlerin tiikketimiyle ortaya ¢iktigi rapor edilmistir[49]. Bu durum,
ozellikle siit ve siit iiriinlerinin hijyenik {iretimi ve islenmesi konusundaki 6nlemlerin

brusellozis kontroliinde ne kadar kritik oldugunu bir kez daha ortaya koymaktadir.
2.3.7. Koruma, Kontrol Ve Eradikasyon

Brusellozis, insanlarda ve hayvanlarda kronik seyirli enfeksiyonlara neden olan
zoonotik bir hastalik olup, tedavisinde gesitli antibiyotik rejimleri kullanilmaktadir. Insan
brusellozisinin tedavi siireci genellikle uzun siirmekte ve vakalarin yaklagik %10’unda
kronik enfeksiyon gelismektedir[50]. Tedavide temel olarak tetrasiklin ve doksisiklin
gibi antibiyotikler tek basina ya da rifampisin ve streptomisin ile kombinasyon halinde

tercih edilmektedir[51].

Koruma ve kontrol stratejileri, hastaligin yayilmasint dnlemede kritik bir 6neme
sahiptir. Bu stratejilerin temel unsurlari; egitim, gida hijyeninin saglanmasi ve kisisel
korunma onlemlerinin uygulanmasidir. Baz1 iilkelerde hayvancilik sektdriinde calisan
risk gruplarina yonelik asilama programlar: uygulanmakla birlikte, bu uygulamalar rutin
hale getirilememistir. Gelismis iilkelerde brusellozis riski daha iyi tanimlanmis ve kontrol
altina alinmigken, gelismekte olan tilkelerde gocebe hayvancilik faaliyetleri ve kiiltiirel

aligkanliklar nedeniyle hayvanlarla temasin yogun olmasi, hastaligin yayilimimi
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kolaylastirmaktadir[51]. Ozellikle gdgebe topluluklarin hayvanlarmni daha verimli
meralarda otlatma amaciyla siirekli yer degistirmeleri, enfeksiyonun siiriiler arasinda

hizla yayilmasina neden olmaktadir.
Gida Kaynakh Bulasmanin Onlenmesi

Brusellozis’in insanlar arasinda yayiliminda en énemli faktorlerden biri ¢ig siit ve siit
tirtinlerinin tiiketimidir. Cig siit tiketimi veya siit iiriinlerinin yetersiz 1s1l iglemden
gecirilmesi, Brucella spp.’nin canliligini siirdiirmesine ve enfeksiyonun bulagsmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, siit {iriinlerinin giivenli hale getirilebilmesi igin
pastorizasyon kritik bir adimdir. Siitiin 63 °C’de 30 dakika veya 72 °C’de 15 saniye
slireyle pastorize edilmesi, Brucella tiirleri dahil patojen organizmalarin biiyiikk oranda

elimine edilmesini saglamaktadir[52].

Endiistrilesmis iilkelerde pastdrizasyon ve hijyenik iiretim siiregleri sayesinde brusellozis
halk sagligin1 tehdit eden bir hastalik olmaktan g¢ikmistir. Ancak gelismekte olan
tilkelerde siit ve siit Uriinleri genellikle ilge, kasaba ve koy olg¢eginde iiretildigi icin
hastalik insidans1 halen yiiksektir. Bu durumun temel nedenleri arasinda hijyen
eksiklikleri, geleneksel iiretim yontemleri ve hayvanlarin diizenli saglik kontroliinden

gecirilmemesi yer almaktadir[51].
Hayvan Brusellozisinde Kontrol Yontemleri

Hayvan popiilasyonlarinda brusellozis kontrolii, enfekte ve saglikli hayvanlarin ayrilmasi
ve diizenli serolojik tarama programlar ile saglanmaktadir. Enfekte hayvanlarin, 6zellikle
abort yapanlarin, siiriiden izole edilmesi ve en az bir ay silireyle karantina altinda tutulmasi
onerilmektedir. Serolojik testlerle enfeksiyon tespit edilen hayvanlar, bulasmay1 6nlemek
amaciyla siiriiden uzaklagtirilmalidir. Ayrica, enfekte hayvanlarin yavrularini emzirmesi

engellenmeli, hayvan atiklar1 ve abort materyalleri uygun sekilde imha edilmelidir[43].

Hayvan brusellozunun en etkili korunma yontemlerinden biri agilama programlaridir.
Giliniimiizde en yaygin kullanilan as1, sigirlara uygulanan B. abortus S19 canli asisidir.
Bu as1, enfeksiyon ve abort oranlarin1 %60—70 oraninda azaltabilmektedir. Asinin 4-8
aylik buzagilara ve seronegatif diivelere uygulanmasi Onerilmektedir (Office
International Epizootiologie, 2004). Son yillarda gelistirilen B. abortus RB51 asisi,
rifampisine direngli olmas1 ve S19°a benzer bagisiklik saglamasi nedeniyle bazi kontrol

programlarinda tercih edilmektedir[53]. Kiigiik ruminantlarda ise B. melitensis Rev-1

18



asis1 yaygin olarak kullanilmakta olup, saha kosullarinda uzun siireli immiin koruma

sagladigi bildirilmektedir[54].

Tirkiye’de brusellozis kontrol programlar1 ¢ercevesinde, hastalik ¢ikan bélgelerde S19
ve Rev-1 asilarinin uygulanmasina yonelik kapsamli protokoller yiiriirliie konmustur.
Sigirlarda prevalansin %]1’in {izerinde oldugu illerde 4-6 aylik disi danalara gen¢ S19
asis1 rutin olarak uygulanmakta, koyun ve kegilerde ise 3—8 aylik kuzu ve oglaklara Rev-
1 as1s1 yapilmaktadir. Ayrica, hastalik mihraki goriilen bolgelerde ek koruyucu agilamalar

ve serolojik takip testleri zorunlu kilinmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Numunelerin Toplanmasi, Transferi ve Saklanmasi

Bu tez c¢alismasi i¢in Bitlis il merkezi ve ilgelerinden Mayis-Agustos 2023
tarihleri arasinda satisa sunulan ve pastorize edilmemis 82siu ¢ig koyun+keci siitiinden,
44’1 ¢ig inek siitlinden olmak {izere toplam 126 adet pastdrize edilmemis ¢ig siitlerden
yapilmis taze peynir 6rnegi, Brucella spp. cinsi patojen bakterilerin varligi agisindan

incelendi.

Bitlis merkez ve bagli ilge ve kdylerden semt pazarlarinda agiktan satilan peynir 6rnekleri
steril bistliri ve pens kullanilarak yaklasik 100 gram kadar olacak sekilde, 200 ml
hacmindeki steril plastik kaplara alindi. Peynir 6rneklerinin alinmasi esnasinda saticilara
hangi hayvanin siitiinden iiretildigi, peynir yapimi sirasinda siitlin pastdrizasyon islemine
tabi tutulup tutulmadig: sorular sorularak 6rnek bilgi formuna islendi. Alinan tiim taze
peynir ornekleri sogutucu ortam kullanilarak bekletilmeden laboratuvara ulastirildi ve
Brucella spp. varligi acisindan analiz edilinceye kadar-20 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edildi.
3.2. Yontem
3.2.1 PCR Kitleri

Peynir orneklerinden Brucella spp. arastririlmas: i¢in; peynir orneklerinin 6n-
isleme prokolii uygulanmis ve niikleik asit eksraksiyonu i¢in manyetik boncuk tabanl
otomatize Hizli Niikleik Asit Kiti (Zybio EXM3000 robotic system, Bioeksen Ar-Ge
Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye) ile RT-PCR icin Bio-speedy©Brucella spp. RT-qPCR
tam kiti(Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmustir.

3.2.2. Peynir Orneklerinden DNA ekstraksiyonu icin kullanilan malzemeler ve

cihazlar
1. Ependorf tiipler

2. Otomatik pipet seti (Axygen)
3. Mikropipet uglari
4. Tris EDTA soliisyonu (1X)

5. STL-B (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye) soliisyonu
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10.

11.

Proteinaz K soliisyonu (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye)
Vortex

Mikrosantrifiij (sogutmali,

Isitic1 blok

Manyetik Boncuk Tabanli Tam Otomatize Niikleik Asit ekstraksiyon cihazi
(Zybio EXM3000, Cin)

Mic IVD gqPCR cihazi(Bio Molecular System, Avustralya)

3.2.3.Peyrnir Orneklerinden molekiiler Calisma Protokiilii

Brucella spp. Genomik Materyal izolasyonu

1. 1g taze peynir Ornegi santrifiij tiipiine alind1 ve lizerine Iml yikama soliisyonu
(Tris EDTA pH=8.0) eklendi. Steril bir ekiivyon ¢ubugu yardimiyla homojenize
edildi.

2. Tiipler vortekslendi ve 4°C'de 13.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiigasyon sonrasi isleme alinan peynir numunesinin {ist katmaninda yag
katmani fazla ise 6rneginin tizerine 750 pl N-hekzan eklendi ve oda sicakliginda 5-
10 dakika bekletildi. Takiben 60 saniye boyunca vortekslenerek numunedeki yagdan

arindirildi.

4. Numuneler 4000 rpm de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve santrifiigasyon

sonrasi olusan lar atild1.

5. Tiipteki pellete 750 STL-B (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye)
stvist + 50 pl 20 mg proteinaz K soliisyonu (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, Istanbul,
Tiirkiye) eklendi.

6. Isitict blokta 60°C’de 60 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda tiipler

5 dakikada bir alt iist yapilarak numuneler karigtirildi.
7. Ardindan karigim 4°C'de 12.000 rpm de 4 dakika siireyle santrifiij edildi.

8. Orta fazdan alinan 200 pl 6rnek Zybio EXM3000 cihazinda manyetik boncuk

tabanli tam otomatize niikleik asit ekstraksiyon islemine tabii tutuldu.
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Hizli Niikleik Asit Ekstraksiyonu Manyetik Boncuk Tabanli Tam Otomatize Niikleik
Asit ekstraksiyon cihazi (Zybio EXM3000, Cin):

Bio-Speedy Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti kullanildigi Zybio EXM3000 Niikleik
Asit Izolasyon Sistemi ile total niikleik asit izolasyonu yapildi. Robotik ekstraksiyon
protokoliinde ilk olarak 15 pL Proteinaz K, kitte bulunan 6 kuyulu ekstraksiyon
kartusunun ilk kuyusuna eklendi. On islem sonucunda orta fazdan alinan 200 ul 6rnek
kartusun ilk kuyucuguna eklendi. Kartus standi cihaza yiiklendi ve manyetik ¢ubuk
kilifi cihaza takildi. Cihaz dokuz dakikalik ekstraksiyon programiyla caligtirildi.
Izolasyon tamamlandiginda, kartusun son kuyucugundaki 80 pL izolat toplandi ve 80

ul niikleik asit ekstraksiyonu DNase/RNase free eppendorf tiiplerine aktarildi.

PCR cahsmasi: On isleme alinmis ve hizli ekstraksiyon Kkiti ile total niikleik asit
ekstraksiyonu yapilmis peynir Orneklerinden Brucella spp. varligi Bio-

speedy©Brucella spp. RT-qPCR kiti ile arastirildi.

Brucella DNA amplifikasyonu; Bio-speedy©Brucella spp. RT-gPCR kitinde,
Brucella IS711 ve 31 kDA’luk immiinojenik protein (BCSP31) gen bolgelerini
hedefleyen tek asamali ters transkripsiyon ve gergek-zamanli PCR (RT-PCR) Bio-
speedy©Brucella spp. RT-gPCR tan1 kiti (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri, istanbul,
Tiirkiye) ile tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda Mic IVD qPCR cihazindan

calisildi ve PCR sonuglar1 Sigmoida Yazilimi ile degerlendirildi.
Bio-speedy©Brucella spp. RT-qPCR tani Kiti icerigi

1. 2x Prime Script Mix

2. Brucella Spp. Oligo-Mix: FAM etiketli Brucella spp. hedefli niikleotidleri igerir.

3. Non-Template Control (NTC):Negatif Kontrol (Herhangi bir niikleik asit ve

niikleaz igermeyen su)

4. PC Mix: Pozitif Kontrol (Brucella spp. Oligo-Mix igindeki hedeflerin sentetik

genetik materyal karigimi)

5. Inhibisyon ve Reaktif Kontrol-NA kalibi”:  Niikleik asit numunelerinden
kaynaklanan inhibisyonun ve reaktiflerin kontrolii amaciyla “Inhibisyon ve Reaktif
Kontrol-NA kalibi” kullanilmaktadir. Inhibisyon ve reaktiflerin kontrolii PCR’da
HEX etiketli “Inhibisyon ve Reaktif Kontrol- NA kalib1” kullanilarak okunmaktadir.
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Brucella IS711 ve besp31 Geninin PCR ile Cogaltilmasi

DNA o6rnekleri Brucella IS711 ve 31 kDA’luk immiinojenik protein (BCSP31)
gen bolgelerini hedefleyen tek asamali ters transkripsiyon ve gercek-zamanli PCR
(RT-PCR) Bio-speedy©Brucella spp. RT-gPCR tani kiti (Bioeksen Ar-Ge
Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye) ile iiretici firmanin énerileri dogrultusunda Mic IVD
gPCR (Bio Molecular System, Australia) cihazindan calisildi ve PCR sonuglari

Sigmoida Yazilimi ile degerlendirildi.

RT-qPCR calismasi i¢in Rt-PCR kurulum asamalar1 ve PCR ¢alisma programi
Cizelge.3.1’de 6zetlenmistir. RT-qPCR reaksiyon hacmi 9 pl olacak sekilde QPCR
ekleme alaninda hazirlanmig ve tizerine 2 pl NA 6rnegi eklenmistir. Her bir gPCR
calismasinda temiz alanda 2 pl Negatif kontrol (herhangi bir niikleik asit veya niikleaz
icermeyen su- Non-Template Control-NTC) ve template niikleik asit ekleme alaninda
PC miks (Brucella spp. oligo-miks igerisindeki hedeflerin sentetik genetik materyal
fragmani) eklenmistir. RT-qPCR raksiyonu toplamda 11 pl olacak sekilde
hazirlanmis ve “Touch-down” RT-qPCR programiyla ger¢ek zamanli amplifiye
edilmistir (Cizelge.3.1). RT-qPCR programinda ilk asamada 52 °C’de 3 dakikalik bir
enzim aktivasyonunu (ters transkripsiyon asamasini) takiben 95°C’de 10 saniye siireli
bir 6n inkiibasyon agamasi uygulandi. Sonraki agamada, 95°C’de bir saniyelik
denatiirasyonu takiben baglanma ve uzama isleminde 67°C’den her dongiide 1°C
azalma olacak sekilde 30 saniyelik bir 12 “Touch-down” dongiisii uygulandi.
Ardindan 95°C’de 1 saniye ve 55°C’de 30 saniye olacak sekilde 30 dongiide ¢ogalma
islemine tabii tutuldu. Brucella spp. amplifikasyonu i¢in FAM ve inhibisyon kontrolii

icin de HEX kanallarinda okuma yapildi.
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Cizelge.3.1.Rt-PCR kurulum agsamalari1 ve PCR ¢alisma programi

RT-PCR
HEDEF/ RT-
ICERIK KURULUM ALANI EIKRI,_AESYE INH. ve RT-PCR NTC | gPCR
RXN PC
KONTROL
2X Prime
Script Miks 1 > ul > ul > ul
RT-gPCR Karisim
g:f%e:\';sfp' Ekleme Alani 2 3ul 3l 3l
g (PCR Kabini)
Non-Template
Control (NTC) 3 2 ul ©)
Inhibisyon ve
Reaksiyon
Kontro>ll y Tl ©) tul
(Inh/Rxn C) Template NA Ekleme
Alan
Niikleik Asit . E .
(NA Template) (Kirli PCR Kabini) 5 2 ul ) )
Pozitif Kontrol
(PC) Miks 0 ) ©) 2ul
Toplam PCR
Rxn Hacmi 11p 10 nl 11 pnl
(uD)
Basamak Doéngl Sayisi Sicakhk Sare
Reverse o
Transkripsiyon ] »2°C 3 dk
ﬁEUbasyon 1 95°C 10 Saniye
Denatiirasyon 12 Touch Down Déngi 95°C 1 Saniye
Baglanma ve Déngu bagina baglanma . . )
Uzama sicakhginda 1°C azalma 67°C -- 56°C 30 Saniye
Denattirasyon 95°C 1 Saniye
E)a;ilr?]r;ma ve 30 Doéngu 55°C 30 Saniye
Okuma FAM / HEX
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4. BULGULAR

Bu tez c¢alismasi i¢in Bitlis il merkezi ve ilgelerinden Mayis-Agustos 2023
tarihleri arasinda satisa sunulan ve pastorize edilmemis 82’si ¢ig koyun+kegi siitiinden,
44°1 ¢ig inek siitiinden olmak iizere toplam 126 adet pastorize edilmemis ¢ig siitlerden

yapilmis taze peynir 6rnegi, Brucella spp. varligi agisindan incelendi.

Calismaya alinan taze peynir ornekleri, Reverse Transcription and Real-time
PCR(RT-PCR) kiti kullanilarak Brucella IS711 ve 31 kDA’luk immiinojenik protein
(BCSP31) gen bolgeleri arastirildi. incelenmis olan toplam 126 taze peynir érneginin

9(%7.14)’unda Brucella spp. yoniinden pozitif sonuglar alindi.

Cizelge.4.1. Peynir numunelerinin alindig1 odaklara gére dagilimi ve pozitif/negatiflik

durumu

Pozitif/Negatif Negatif(n) Pozitif(n)
Odak
Merkez 12 2
Ahlat 18 0
Tatvan 20 1
Hizan 24 4
Mutki 12 1
Adilcevaz 12 0
Giliroymak 19 1
Toplam 117(%92.86) | 9(%7.14)

Calismamizda Brucella spp. varligi agisindan incelenen toplam 126 peynir
numunesinin 9(% 7.14)u pozitif, 117(%92.86)’si negatif olarak bulundu. Odaklara gore
pozitiflik yiizdeleri yaklasik olarak; merkezden alinan 14 taze peynir 6rneginin 2(%
14.28)’sinde, Hizan’dan alinan 28 6rnegin 4(% 14.3 )’linde, Giiroymak’tan alinan 20
ornegin 1( % 5)’inde, Tatvan’dan alinan 21 6rnegin 1(% 4.76 )’inde ve Mutki’den alinan
13 o6rnegin 1( %8.33)’i, Brucella spp. agisindan pozitif bulunurken, Adilcevaz ve

Ahlat’tan alinan peynir 6rneklerin higbirinde Brucella spp. DNA’s1 saptanmamustir.
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Ahlat ve Adilcevaz ilgelerinde alinan numunelerde Brucella spp. varligi agisindan
pozitiflik saptanmamasi, bu bolgedeki siit iirlinlerinde yaygin bir kontaminasyon
olmadigim diisiindiiriirse de, bu bolgelerin bruselloz a¢sindan tamamen risksiz oldugu

anlamina gelmemektedir.

Cizelge.4.1’deki degerler goz oOniine alindiginda, en yiliksek pozitiflik orani
Merkez, Hizan ve Mutki’de, en diisiik ise Ahlat ve Adilcevaz’da goriilmesinde, cografik
yapinin  farklihi§indan ve wuygulanan hayvancilik  yontemleri farkliligindan

kaynaklanabilir.

Pozitifligin yogunlastig1 bolgeler, muhtemelen sicak mevsimlerde yaylara yogun
hayvan hareketlerinin oldugu go¢ yollari tizerinde olmalari, hayvancilik yapisinin farkli
oldugu, kayit dis1 tiretimin olabilecegi veya hijyen kontrollerinin yeterli olmadig1 alanlar

olabilir.

Cizelge.4.2. Peynir drneklerinin tiretildigi siitlere gore dagilimi

Ornek Tiirii | Koyun+Keci(n) | Inek(n) Toplam(n) %
Odak
Merkez 10 4 14 11.11
Ahlat 11 7 18 14.28
Tatvan 15 6 21 16.66
Hizan 16 12 28 22.22
Mutki 9 4 13 10.32
Adilcevaz 8 4 12 9.52
Gliroymak 13 7 20 15.88
Toplam 82(% 65.08) 44(% 34.92) 126 100

Cizelge.4.2’deki verilere gore; ¢alisma orneklerinin elde edildigi odaklar %22.22
(28) oranla en fazla Hizan, bunu sirasiyla %16.66(21) ile Tatvan, %15.88( 20) ile
Giliroymak, %14.28(18) ile Ahlat, %11.11(14) ile merkez, %10.32(13) ile Mutki ve
%9.52(12) ile Adilcevaz izlemektedir.

Bolgesel iiretim  deseninin  koyun-ke¢i agirhikli  oldugunu  gosteren

Cizelge.4.2’deki verilerine gore; Koyuntke¢i siitiinden yapilan peynirler orneklerinin
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%65.08(82)’ ile biiyiik bir kismini olustururken, geriye kalan %44.92( 44)’lik kismin
inek siitiinden yapilmis peynir Ornekleri olusturmaktadir. Bu durum; bolgemizde
kiiciikbas hayvanciligin(koyun-kec¢i) daha yaygin olmasi nedeniyle bu tiir hayvanlarin

siitline dayal1 geleneksel peynir liretiminin daha yaygin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4. 3. Koyun+kegi ve inek peynirlerinde Brucella spp. dagilimi

Peynir tiirii (n) Pozitif(n) Negatif(n)
Koyun-+kegi 82 9 73

Inek 44 0 44
Toplam 126 9 126

Brucella spp. pozitifliginin peynir tiirleriyle iliskisini Gosteren Cizelg.4.3’teki
verilere gore; 82 koyuntkegi peyniri 6rneginin 9(= %10.97 )’u Brucella spp. agisindan
pozitif iken, 73’1 negatif olarak saptanmustir. 44 inek siitiinden yapilmis peynir 6rneginin
higbirinde(% 0 ) Brucella spp. pozitifligi saptanmamustir. Bu sonug, pozitifligin tamamen

koyun-kegi siitii kaynakli peynir 6rneklerinde ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Brucella spp. kontaminasyonunun sadece koyun-keg¢i siitiinden yapilmig
peynirlerde tespit edilmis olmasi, bélgemizde koyun ve kegi popiilasyonlarinda Brucella
spp. dolasiminin daha yiiksek oldugu beklentisiyle uyumlu olup, Cizelge 4.3’teki veriler
bu beklentiyle uyumluluk arz etmektedir.
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S5.TARTISMA

Bu caligmada, Bitlis ili ve ilgelerinde semt pazarlarinda satisa sunulan taze beyaz
peynirlerin Brucella spp. varligi agisindan degerlendirilmesini amaglamistir. Calismada,
82’s1 koyun-keci siitiinden ve 44°ii pastorize edilmemis inek siitiinden yapilmis olmak
lizere toplam 126 taze peynir Ornegi, kantitatif ger¢cek zamanli PCR-qPCR ydntemi
kullanilarak Brucella spp. kontaminasyonu yoniinden incelenmis, 6rneklerin 9(%7,14)’u
Brucella spp. varlig1 agisindan pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerin tamaminin koyun
ve keci siitiinden iiretilmis peynirlerden elde edilmesi, bolgede kiiciikbas hayvanlarin
bruselloz agisindan Onemli bir rezervuar oldugunu disiindiirmektedir. Pastorize
edilmemis inek siitiinden imal edilmis peynir 6rneklerinde Brucella spp. pozitifligin
goriilmemesi, siit irlinlerinde hayvan tiiriine bagli enfeksiyon dinamiklerinin besin

zincirine yansimasi bakimindan dikkat ¢ekici bir faktér oldugu izlenimini vermektedir.

Brucella spp. varligi ozellikle pastorize edilmemis siit ve bu siitten iretilen
peynirlerde 6nemli bir kontaminasyon kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Isil islem
uygulanmayan siitlerde bakterinin uzun siire canl kalabildigi ve peynir gibi olgunlasma
siireci tamamlanmadan tiiketilen iriinlerde etkenin insanlara bulagma riskinin arttig
bildirilmektedir[55][56]. Calismamizda elde edilen sonuglar da bu epidemiyolojik
literatiir bilgisiyle uyumlu olup, 6zellikle ¢ig siit ve bu siitlerden elde edilen {irlinlerin

tilketiminin halk saglig1 agisindan risk olusturmaya devam ettigini gostermektedir.

Geleneksel siit ve siit tirlinlerine olan ilginin arttig1 giiniimiizde, yiiksek besin
degerine sahip bir siit lirlinli olan peynirin yaklasik 2000 tiirii tanimlanmistir. Doku ve
aroma Ozelliklerindeki farkliliklarla karakterize peynir tiirlerindeki bu farkliliklar,
kullanilan siitiin kaynagina iligkin faktorler (hayvan tiirii ve irki, hayvanin beslenme
Ozellikleri), hammadde nitelikleri, lretimin gercgeklestirildigi c¢evresel kosullar ile
endiistriyel enzim uygulamalari, fermantasyon siireglerinin yapisi ve ilgili teknolojik
islemler gibi liretim basamaklarindan kaynaklanir. Kiiresel siit ve siit tirlinleri tiiketim
verilerine gore 2024 yilinda en fazla peynir tiketimi 9135 ton ile Avrupa birligi
tilkelerinde gergeklesmistir. Birlesik Devletler 5956 ton ile ikinci sirada yer alirken, bunu
1367 ton ile Rusya federasyonu takip etmistir. Bu veriler 15181nda yapilan tahminler, 2027
yili itibartyla kiiresel peynir pazart hacminin 113 USD dolarim1 asacagini

gostermektedir[57].
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Diinyanin farkli bolgelerinde ve tilkemizde literatiirde ¢ig siit ile yapilan taze
peynir 6rneklerinde Brucella spp. varliginin kiiltiir yontemiyle bakteri izolasyonu ya da
PCR tabanli molekiiler yontemlerle bakteri spesifik gen bdlgelerinin varliginin

arastirildig1 caligmalarda bildirilen oranlar oldukga farklilik géstermektedir.

Yapilan meta-analizler, taze peynir Orneklerinde Brucella spp. varliginin
arastirlldigl calismalarda, kiiresel diizeyde prevalansinin yaklasik olarak % 3.14-12.31
arasinda degistigi, ortalama %7.10 civarinda oldugu bildirilmistir[58]. Siit iiriinlerinde en
sik rastlanilan Brucella spp. tiiriiniin, B. melitensis oldugu ve peynirlerde goriillme
sikliginin ortalama %7.10, siitte goriilme sikliginin ortalama %17 oldugu bildirilen bu
meta-analizdeki veriler, hem c¢alismamizda elde ettigimiz oran(%7.14) hem de
bolgemizde insan izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunun gerceklestirildigi bir

calismada tespit edilen baskin tiiriin B. melitensis olmasiyla benzerlik gostermektedir[59].

Orta Dogu bolgesindeki tilkelerde, Siit ve siit iiriinlerinde Brucella spp. varliginin
arastirildigl ve 30 caligmanin dahil edilerek gerceklestirildigi baska bir meta analizde, siit
tirtinlerinde Brucella spp. varliginin %29, peynir 6rneklerinde ise ortalama %9 oraninda
oldugu bildirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz pozitiflik oraninin bu meta analizde
bildirilen ortalama ile biiyiik oranda Ortligmesi, bdlgemiz epidemiyolojik kosullari
acisindan beklenen bir sonu¢ olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte ¢aligmalarin
gergeklestirildigi iilkeler arasinda ve hatta ayni iilkenin farkli bolgelerinde tespit edilen
oranlarin 6nemli degisiklikler gostermesi ile analiz edilen ¢alismalarin ¢ogunda
orneklemin siit orneklerinden(23/30) meydana gelmis olmasi ve iilkemizde peynir
orneklerinde Brucella spp. varligmin arastirildigi sinirhi sayida calisma ile temsil
edilmesi, siit ve siit irlinlerinde llkemize 6zgii risk degerlendirmelerinin dikkatle

yorumlanmasi gerektigini diisiindiirmektedir[60].

Geligmis tilkelerde uygulanan asilama programlari, serolojik taramalar, gézetim
ve kontrol stratejileri gibi uygulamalar, bu tilkelerde brusellozun eradikasyonuna énemli
katkilar saglamistir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii(DSO)’ niin belirledigi(Giineydogu
Asya, Amerika, Avrupa, Dogu Akdeniz, Afrika ve Bati Pasifik bolgeleri ) 6 bolge
arasinda, siit ve siit iiriinlerinde Brucella spp. varlig1 heterojen bir dagilim gostermektedir.
Latin Amerika, Afrika, Asya’nin bazi bolgelerinde ve Ortadogu da zoonotik karakterli bu
enfeksiyon ajani halk sagligi icin hala ciddi bir tehdit olmaya devam etmekte ve

Gilineydogu Asya bolgesinde bu oranin %25,55 ulastigi bildirilmektedir[61].
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Komsu iilkelerden Iran'm farkli bélgelerinde ve farkli zamanlarda taze peynirlerde
Brucella spp. varliginin Konvansiyonel ve/veya molekiiler(PCR) yontemiyle arastirildigi
calismalarda, pozitiflik oran1 %0-39.1 oraninda oldugu bildirilmistir. Ozellikle Brucella
spp. varliginin PCR kullanilarak gerceklestirildigi ¢alismalarda bildirilen pozitiflik
oranlarinin, kiiltiir izolasyon yontemi kullanilarak gerceklestirilen caligmalara kiyasla
daha yiiksek bulunmasi dikkat cekmektedir[61][62]. Bu durum, molekiiler tabanli analiz
yontemlerin canli bakteri igermeyen veya diisiik miktarda kontamine siit ve siit
triinlerinde dahi Brucella spp. DNA’sin1  saptayabilmesinden kaynaklandigi

distiniilmektedir..

[ran’in Siraz ilinde, 46’s1 peynir olmak iizere 238 pastdrize edilmemis siit
tirtinlerinde B. abortus ve B. melitens prevalansin1 Nested PCR yontemi kullanilarak
arastirlldigr bir calismada, analiz edilen tim orneklerde %35,04(12/238) oraninda
pozitiflik saptanmis olmasina ragmen, peynir drneklerinin hi¢birinde(%0) Brucella spp.
DNA’s1 tespit edilememistir[63]. Iran’in Sarab sehri ve kirsalindan pastorize edilmemis
peynir 6rneklerinde Brucella spp. varligimmin kiiltiir yontemiyle arastirildigi bir baska
calismada, toplam 1000 peynir numunesin %2.2(22)’sinden etken izolasyonu
gergeklestirilmis olup, bu bolgede pastorize edilmemis siit iirlinlerinin hala énemli bir
brusellloz kaynagi oldugu bildirmislerdir[64]. Iran’in 3 farkli ilinde, 50’si geleneksel
yontemlerle imal edilen peynir 6rnegi olmak iizere toplamda 200 siit tiriiniinde B. abortus
ve B. mellitensis kontaminasyon oraninin PCR yontemiyle arastirdiklar1 bir ¢alismada,

peynir 6rneklerinin %2.5 oraninda pozitiflik elde edilmistir[65].

[ran’1n kuzeybatisinda ¢ig koyun ve kegi siitiinden yapilmis 266 geleneksel peynir
orneginde Brucella spp.min yaygmligint ve miktarin1 belirlemek amaciyla, gPCR ve
kiiltir yontemi kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada. Peynirlerde Brucella spp.
Pozitifligi qPCR ile 9%22.93(61/266), kiiltiir yontemiyle %4.51(13/266) oraninda
bulunmustur[61]. Aym {ilkenin farkli bir bolgesinde 23’1 pastdrize edilmemis peynir
olmak iizere toplam 208 siit ve siit iiriinii 6rneginde Brucella spp. varliginin RT-PCR ile
arastirildigr bir ¢alismada, pastorize edilmemis peynir 6rneklerinin %39.1’inde Brucella

spp. DNA’s1 tespit edilmistir[66].

Calismamizda elde ettigimiz %7.14’liik oran. Komsu iilkelerimizden iran’da taze
peynir orneklerinde Brucella spp. varliginin PCR ile arastirildigi bu ¢alismalarda elde

edilen sonuglardan %?2.5’lik orandan yiiksek, diger ¢alismalarda elde edilen(%22.93 ile
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% 39.1) oranlardan oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun temel nedeninin, siitten
peynir iiretim uygulamalari, ¢ig siitiin elde edildigi kaynaklar veya bu bolgedeki hayvan

saglig1 durumundaki farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir.

Giliney Amerika iilkelerinden Brezilya’da geleneksel yontemlerle iiretilen
peynirlerin mikrobiyolojik kalitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, analiz edilen peynir
numunelerinin %25'inde patojenik karakter tasiyan koliform bakteriler ile S. aureus tespit
edilmis olmasina ragmen Brucella spp.’ye rastlanilmamistir[67]. Bu ¢alismanin 6rneklem
bolgesini olusturan bolgedeki analiz edilen peynir 6rneklerinin brusellozu bulagtirma
potansiyeline sahip olmamalarina ragmen, insan saglig1 i¢in patojenik mikroorganizmalar
varligmmin endise verici diizeyde besin zehirlenmesi riski tasidigi bildirilmistir.
Brezilya’nin Serro bolgesinde 55 Minas yoresel peynir 6rneginde Brucella spp.
varligimin PCR ve kiiltiir yontemiyle arastirildigi bir calismada, peynir 6rneklerinin
%30,9(17/50)’unda Brucella spp. DNA’s1 tespit edilmis olup, kiiltlir yontemiyle sadece
1(%1.8) 6rnekte bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir[68].

Brezilya’nin Sao Paulo sehrinde 38 peynir olmak {izere toplam 81 gida 6rneginde
Campylobacter, Listeria ve Brucella spp. varliginin hem konvansiyonel hem de PCR ile
arastirildigr bir ¢alismada, pastorize edilmemis siitten elde edilen peynir 6rneklerinin
%13,16(5/38)’sinda Brucella spp. DNA’s1 yoniinden pozitif bulunmustur[69]. Aym
bolgede 192 pastorize edilmemis siitten yapilan peynir 6rnegi ile yapilan baska bir
calismada da, peynir Orneklerinde % 19.27( 37/192) gibi bir pozitiflik oran1 elde
edilmistir. Her iki ¢alismada da PCR ile pozitiflik elde edilmis olmasina ragmen, kiiltiir
yontemiyle izolasyon gergeklestirilememistir[70]. Ayrica Kolombiya’da da pastorize
edilmemis inek siitiiyle geleneksel olarak tiretilen yerel peynirlerde Brucella varliginin
RT-qPCR ile arastirildig1 bir ¢alismada, 27 peynir dérneginin %22.2(6/27)’sinde Brucella
spp. tespit edilmistir[71].

Calismamizda elde ettigimiz oranla karsilastirildiginda, kiiltiir yontemiyle sinirh
sayida izolasyon gerceklestirildigi ancak PCR ile %22-30.9 arasinda degisen pozitiflik
oranlarinin elde edildigi Brezilya ve Kolombiya’daki bu c¢aligmalardan elde edilen
bulgular, molekiiler(PCR) yontemlerin siirveyans ¢alismalarinda daha yiiksek duyarliliga
sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica bu c¢aligmalarin gergeklestirildigi bolgelerde,

yerel peynir lretiminde siit kaynagi olarak kullanilan hayvan popiilasyonlarinda
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brusellozun endemik olmasi ve bu peynirlerin, pastorize edilmemis inek siitiinden ilkel

bir teknolojiyle ve hijyenik prosediirler olmadan {iretilmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Misir'in Mansoura sehrinde bulunan sokak saticilarindan ve silipermarketlerden
toplanan 50 adet karish peyniri numunesinde geleneksel PCR yontemi kullanilarak
Brucella spp. DNA’sinin arastirildigi bir ¢alismada, 50 analiz 6rneginin %20(10)’si
molekiiler olarak B. melitensis DNA’s1 yoniinden pozitif bulunmustur. Bakteri
izolasyonun gerceklestirilmedigi bu calismada, bu peynir Orneklerinin halk sagligi

acisindan risk olusturdugu bildirilmistir[56].

Iran, Misir ve Brezilya’da siit iiriinlerinde, Brucella spp. varligimin hem PCR ile
spesifik genlerin varliginin arastirildigi hem de kiiltiir yontemiyle bakteri izolasyonun
gerceklestirildigi ¢alismalarda, pozitiflik oraninin kiiltiir yontemiyle daha diisiik
bulunmasi, sadece peynir drneklerinde belli orandaki canli bakterileri tespit edebilen
kiiltiir yontemlerine gore, PCR tabanli testlerin 6zellikle diisiik diizeyli kontaminasyonlari
ortaya c¢ikarmada daha etkili oldugunu ve molekiiler testlerin siirveyans c¢aligsmalari i¢in

daha yiiksek hassasiyete sahip oldugunu gostermektedir.

Komgu iilkelerimizden Irak’in Basra sehrinde 100’1 ¢ig siitten iretilen yerel
peynir olmak iizere toplamda 300 siit tiriniinde Brucella spp. varliginin konvansiyonel
yontemlerle arastirildigr bir ¢alismada, 100 yumusak peynir 6rneginin %8(8)’inden
bakteri izolasyonu gergeklestirilmis olup, 4’ B. melitensis olarak tanimlanmistir[72].
Irak’in Bakuba sehrinde iiretilen yerel peynirlerde Brucella spp. varliginin aragtirildigi
bir baska c¢alismada, 50 pastorize edilmemis siitten {retilen peynir Orneginin
%12(11)’sinden Brucella spp. izolasyonu gergeklestirilmistir[73]. Irak’in baskenti
Bagdat’ta 15’1 ¢ig siitten yapilmis peynir olmak iizere, farkli besinlerde Salmonella ve
Brucella varliginin konvansiyonel yontemlerle arastirildigi bir baska c¢alismada, peynir

orneklerinin %26.6(4/15)’sindan Brucella spp. izolasyonu gergeklestirilmistir[74].

Tunus'un dort bolgesindeki pazarlarda satilan pastorize edilmemis inek siitiinden
yapilmis 102’si taze peynir 6rnegi, 58’1 Ricotta, 40’1 taze siit olmak tizere toplam 200 siit
ve siit triiniiniin qPCR ile Brucella spp. varligi agisindan analiz edildigi bir ¢alismada,
Ricotta peynirlerinin %86,2’si, taze peynir 6rneklerinin ise %69,6'sinin Brucella spp.
DNA’s1 yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir[75]. Bu ¢aligmada tespit edilen yiiksek
Brucella spp. kontaminasyon seviyeleri ile ilgili bir¢ok faktoriiniin varhigr ileri

stiriilmiistiir. Farkli hayvanlarin sagiminda, siitlerin ortak bir kaba toplanmasinda ve
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transferinde ayni kaplar1 kullanmalari, peynir saticilarinin biitiin siit tirtinlerini ayn1 kap
ile islem yapmasinin capraz kontaminasyona neden olabilecegini ve Ornekleme
doneminde siiriilerde Brucella enfeksiyonlarinin artmasiyla iligkili olabilecegini
bildirmiglerdir. Calismamizda elde ettigimiz %7.14’liilk oran ile karsilastirildiginda
oldukea yiiksek bir pozitiflik oraninin bildirildigi bu ¢alismanin sonuglari, bir tilkedeki
yerel epidemiyolojik kosullarin ve hayvan rezervuarlarinda brusellozun 6nlenmesi i¢in o
ilkede uygulanan kontrol 6nlemleri eksikliginin, siit ve siit tirtinlerinde Brucella spp.
kontaminasyon diizeylerini ne kadar giiclii bir sekilde -etkileyebilecegini ortaya

koymaktadir.

Almanya’daki pazarlarda, siipermarketlerde ve sarkiiterilerde satilan, Brusellozun
endemik oldugu tilkelerden gelen ve ¢ig siitten yapilmis 200 peynir 6rneginde Brucella
spp. DNA'sinin varligimin qPCR ve bakteri izolasyonu i¢in kiiltlir yontemi kullanarak
aragtirildigr bir c¢alismada, analiz edilen Orneklerde Brucella spp.’nin molekiiler
yaygmhigmin %20,5( 41) oldugu bildirilmistir. Kiiltiir yontemiyle canli bakteri izole
edilemeyen bu ¢alismada, ithal ¢ig siit peynirlerindeki Brucella spp. varliginin, Avrupa
Birligi'ndeki gida giivenligi standartlar1 icin hala bir sorun teskil ettigi bildirilmis ve
Avrupa’daki Bruselloz vakalarinin muhtemel kaynaginin ithal edilen ¢ig siitten yapilmis

siit tirlinlerinin olabilecegi bildirilmistir[55].

Ulkemizin farkli bolgelerinde taze peynir Orneklerinden konvansiyonel
yontemlerle bakteri izolasyonu gercgeklestirildigi bir¢ok calisma gergeklestirilmistir.
Ancak molekiiler(PCR) yontemlerle peynir o6rneklerinden dogrudan Brucella spp.
varliginin arastirildigi sinirli sayida c¢alisma bulunmaktadir. Molekiiler yontemler
kullanilarak peynir drneklerinden dogrudan Brucella spp. DNA varligiin arastirildigi
bu caligmalarda %35-22.5 oraninda pozitiflik bildirilmistir[76][77]. Konvansiyonel
yontemlerle peynir o6rneklerinde Brucella spp. varliginin arastirildigi ¢aligmalarda ise
%0-25 oraninda bakteri izolasyonunun gerceklestirildigi olduk¢a farkli sonuglar

bildirilmistir[78].

Ulkemizde iki farkli ekstraksiyon yéntemi kullanilarak 40 taze peynir drneginde
dogrudan Brucella melitensis ve Brucella abortus DNA varliginin PCR yontemi
kullanilarak arastirildigr bir calismada, taze peynir orneklerinde %5(2/40) oraninda
Brucella abortus DNA’s1 tespit edilmis olup, kiiltiir yontemiyle her iki Brucella tiirii izole

edilememistir[76]. Ulkemizin Giineydogusunda, 80’i ¢ig siitten iiretilmis peynir drnegi
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olmak iizere toplam 258 siit ve siit iiriiniinde Brucella spp.’ye karsi olusmus antikorlarinin
indirekt ELISA ile ve DNA varliginin RT-PCR ile arastirildig1 baska bir ¢alismada ise,
taze peynir Orneklerinin %22.5(18)’ i pozitif bulunmustur[77]. Calismamizda elde
ettigimiz sonucun(%7.14), lilkemizde peynir orneklerinden dogrudan Brucella spp.
DNA’sinin  varhiginin  arastirildigt  bu c¢alismalarin  birincisinden(%5)  yliksek
bulunmasinin, drneklem biiytikliigiin farkli olmasi ve kullanilan ekstraksiyon ve PCR
yonteminin farkliligindan kaynaklandigr diistiniilmektedir. Sanliurfa’da gergeklestirilen
ikinci calismada elde edilen sonugtan(%22.5) diisilk olmasinin temel nedeninin,
orneklemin gercgeklestirildigi bolgenin ve mevsimin farkliligi, kullanilan ekstraksiyon ve
uygulanan PCR yonteminin farkliligindan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmektedir.
Ayrica bu durum, Brucella spp.’nin bolgemizde siit ve siit iriinlerinde varligini
sirdliirdiiglinii gostermekle birlikte, bazi endemik boélgelere kiyasla daha diisiik

kontaminasyon diizeyinde olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ulkemizin bazi bdlgelerinde siit ve siit {iriinlerinde Brucella spp. varliginin farkl
metodolojiler kullanilarak gerceklestirildigi ¢alismalarda bildirilen ¢ok yiiksek ve diisiik
oranlar(%0-25) taze peynir iretim yontemleri veya siit kaynaklarindaki farkliliklart
yansittigr gibi, aym tiilkenin farkli bolgeler arasinda bile siit iiriinlerinde Brucella

kontaminasyonun belirgin bir sekilde degisebilecegini gostermektedir.

Ulkemizde peynirlerde Brucella spp. varligmin konvansiyonel yontemlerle
arastirtldigt ve Brucella spp. izolasyonun gergeklestirilemedigi birgok ¢alisma

gerceklestirismis olup bu ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir.

Erzurum’da, 30 beyaz peynir 6rneginin mikrobiyolojik kalitesinin arastirildig: bir
calisma ile ayni merkezde, 100 peynir Ornegi analizi ile gerceklestirilen baska bir
calismanin her ikisinde de Brucella spp. izolasyonu gerceklestirilememistir[79][48].
Ankara’da, 94 beyaz peynirde Brucella varligmin arastirildigr bir ¢alismada, Istanbul
piyasasindan toplanan, 30’u beyaz peynir olmak iizere toplamda 90 peynir 6rneginde
Brucella spp. ve Listeria spp.’nin arastirildig1 bir ¢alismada ve Nigde’de, 50’si ¢ig koyun-
kegi peyniri olmak iizere toplamda 150 peynir 6rneginde Brucella melitensis varliginin
arastirildigr  bir c¢alismada, bakteri izolasyonu gergeklestirilememistir[80][81][82].
Benzer sekilde, Kars yoresinde tliiketime sunulan 50’si taze peynir olmak iizere toplam

315 siit ve siit {iriiniin Brucella varligi acisindan incelendigi bir calismada, siit
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orneklerinin  %4( 1.86)’tinden bakteri izolasyonu gerceklestirildigi halde, peynir

numunelerinin hi¢birinden Brucella spp. izolasyonu gergeklestirilememistir[83].

Diyarbakir’da 100 pastorize edilmemis siitten yapilmis taze inek peynirinde,
Brucella spp. , Salmonella spp. ile E. coli O157 gibi bakterilerin arastirildigi bir

caligmada, higbir peynir 6rneginden Brucella spp. varligi saptanmamistir[84].

Ulkemizde taze peynirlerde Brucella spp. varligmin konvansiyonel yontemlerle

arastirildigi caligmalarda, Brucella spp. izolasyon oranlarinin %2-20.5 arasinda degistigi

bildirilmistir. Bu ¢alismalarin bir kismi1 su sekilde 6zetlenebilir;

Afyonkarahisar’da 100 ev yapi taze peynir, 100’0 tulum peynir olmak {iizere
toplam 200 peynir 6rneginde Brucella varligi ve kontaminayon diizeyini belirlemek
amaciyla gerceklestirilen bir ¢calismada, taze peynirlerin %8( 8)’inden, tulum peynirlerin
%6( 6)’sindan Brucella spp. izole edilmistir[47]. Ayn1 merkezde, 100 taze peynir, 100’
tulum peynir ile gerceklestirilen baska bir caligmada, taze peynir Orneklerinin
%9(9)’undan Brucella spp. izolasyonu gergeklestirilmistir[85]. Sivas’ta 135’1 taze beyaz
peynir, 120’si salamura beyaz peynir olmak iizere toplamda 255 peynir Orneginde
Brucella spp. varliginin konvansiyonel yontemlerle arastirildigi bir ¢alismada, salamura
peynirlerin higbirinden Brucella spp. izolasyonu gergeklestirilmemesine ragmen, 135
taze peynirin %5.9( 8/135)’undan, 4’1 B. melitensis, 4t B. abortus olma iizere toplamda
8 izolat elde edilmistir[86]. Sivas il merkezindeki semt pazarlarinda satisa sunulan 89
peynir orneginin Brucella spp. varligindan arastirildigi baska bir caligmada %7.8(7/89)
oraninda izolasyon gergeklestirilmistir[87]. Istanbul’da baz1 semt pazarlarindan toplanan
beyaz peynir 6rneklerinde Brucella spp. varliginin konvansiyenl yontemlerle arastirildigi
bir ¢aligmada %8(8/100) oraninda bakteri izolasyonu gerceklestirilmis olup, 45’1 peynir
Ornegi olmak tizere toplam 100 siit ve siit {iriinii ile ger¢eklestirilen baska bir ¢calismada,

hicbir peynir 6rneginde Brucella spp. izole edilememistir[88][89].

Burdur semt pazarlarinda satisa sunulan 100 taze peynir 6rneginde Brucella

varliginin arastirildigi bir ¢alismada, %7(7/100)’sinden Brucella spp. izole edilmistir[90].

Kayseri 'deki semt pazarlarinda satisa sunulan taze beyaz peynir 6rneklerinde
Brucella spp.'nin varliginin arastirildigi bir ¢alismada, 100 taze peynir orneginin%
13(13/100)’tinden bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir[91]. Ayni ilde, 100’1 taze beyaz

peynir olmak tizere toplamda 300 siit ve siit tiriinii 6rneginde Brucella spp. varliginin

35



konvansiyonel yontemlerle arastirildigi bir baska ¢alismada, beyaz peynir 6rneklerinin

%2(2)’sinden B. melitensis izolasyonu gergeklestirilmistir[78].

Elazig'da tiiketime sunulan 30’u taze beyaz peynir ile 55’1 tulum peynir olmak
tizere toplam 85 peynir Orneginin Brucella spp. varligi agisindan incelendigi bir
calismada, taze beyaz peynirlerin %3.33(1/30)’tinden Brucella spp. izolasyonu
gerceklestirilmistir[92]. Ankara'daki semt pazarlarinda satilan 100 taze beyaz peynir
orneginin Brucella spp. varligi agisindan incelendigi bir g¢alismada, analiz edilen
orneklerin %4(4)’tinden izolasyon gerceklestirilmistir[93]. Van otlu peynir drneginde
Brucella spp. varligmin arastirildigi bir ¢alisgmada, 40 peynir 6rneginden, 6’s1 B.
melitensis, 1’i B. abortus olmak {izere toplamda 7(% 17.5)6rnekten Brucella izolasyonu
gerceklestirilmistir[94]. Krikkkale’de, 70’1 peynir olmak iizere 105 siit ve siit tirliniinde
Brucella varliginin arastirildigr bir calismada, 35 ¢ig koyun siitiin yapilmis peynir
orneginin 5( %14.28)’inden B. melitensis izole edilmis olup, ¢ig inek siitii ve peynir

orneklerinin higbirinden Brucella spp. izole edilememistir[95].

Ulkemizde peynir 6rneklerinde Brucella spp. varligma iligkin bildirilen farkli
oranlar, o bolgelerde gerceklestirilen bolgesel hayvancilik uygulamalari, siit isleme
teknikleri ve peynirin olgunlasma siiresi, siiriilerin saglik durumu gibi faktorlerden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda pozitif 6rneklerin yalnizca koyun ve ke¢i peynirlerinden izole
edilmesi, bu hayvan tiirlerinin Bruselloza daha duyarli olmasindan kaynaklanabilir.
Tiirkiye’de insan brusellozis’inin en yaygin etkeni B. melitensis olup, bu tiiriin 6zellikle
kiiciikbas  hayvanlardan  kaynaklandigi pek c¢ok epidemiyolojik caligmada
bildirilmistir[96][87]. Ayrica, koyun ve keg¢i siitlerinin genellikle pastorize edilmeden
peynir liretiminde kullanilmasi ve bolgedeki taze peynir tiikketim aliskanliklari, bu tiirlerde

pozitifligin daha ytliksek saptanmasini agiklamaktadir.

Peynirlerde Brucella canliligin etkileyen baslica faktorler, siitiin pastorizasyon
durumu, tuz orani ve olgunlasma siiresidir. Siitlerin kaynatilmadan veya yetersiz 1si
uygulanarak peynir iiretiminde kullanilmasi, bakterinin hayatta kalmasina olanak
tanimaktadir[97]. Bitlis’te pastorize edilmemis siitten yapilan taze peynirlerin yaygin
sekilde tiiketilmesi, ¢ig siitten yapilan peynir tiiketimi ile Brucella pozitifligi arasinda
anlamli iligki bulundugun dair raporlari destekler nitelikte, bruselozun bolgemizde yaygin

bir sekilde goriilmesindeki en 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir[98].
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Taze beyaz peynirlerin hijyen kosullarina uyulmadan iiretimi ve agikta satiga
sunulmasi, yalnizca bruselloz degil, diger zoonotik enfeksiyonlarin da bulagmasi
acisindan risk teskil etmektedir. Bitlis’te iireticilerle yapilan goriismelerde, kaynatma
isleminin hem peynir verimini azaltti§i hem de damak tadini olumsuz etkiledigi
yakit maliyetlerindeki artigin da ¢ig siit ve siit liriinleri kullaniminmi artiran faktorlerden
biri oldugu bildirilmistir. Bu durum, bolgesel iiretim aligkanliklarinin halk sagligi

riskleriyle dogrudan iliskili oldugunu gdéstermektedir.

Bu ¢alisma, bolgemizde pastorize edilmemis siitten liretilen peynirlerde Brucella
spp. varligmin RT-qPCR kullanilarak arastirildigi ilk ¢alismadir. PCR tabanh
yontemlerle gerceklestirilmis diger ¢calismalarla karsilastirildiginda, elde edilen pozitiflik
orani, literatiirde bildirilen diisiik ve orta diizeydeki oranlarla uyumluluk gostermektedir.
Literatiirde bildirilen ¢aligmalar arasindaki varyasyonlar; ¢alismalarin gergeklestirildigi
bolgelerin Bruselloz prevalansindaki farkliliklar, 6rneklem biiytikliigii, incelenen
peynirlerin iiretim siiregleri ile bu peynirlerden Brucella spp. DNA’sinin ekstraksiyonu
ve tespiti i¢in kullanilan PCR hedeflerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi ile
aciklanabilir. Bununla birlikte, hem bizim ¢alismamizda hem de PCR ile gergeklestirilen
diger calismalar arasinda incelenen 6rneklerde Brucella spp. DNA’sinin tutarh bigimde
saptanmasl, taze peynir tiiketiminin Bruselloz’a maruziyet acisindan potansiyel bir risk
kaynag1 oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica iilkemizdeki insan bruselloz insidansinin en
yiiksek oldugu bolgemizde, siit iirlinlerinde Brucella kontaminasyonunun izlenmesinde

RT-qPCR’nin duyarli ve giivenilir bir ara¢ oldugunu desteklemektedir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada, Bitlis ilinde semt pazarlarinda satilan taze beyaz peynirlerin %7,14’linde
RT-gPCR ile Brucella spp. DNA’s1 tespit edilmistir. Pozitif 6rneklerin tamaminin koyun
ve kegi siitiinden {iretilen peynirlerden elde edilmis olmasi, literatiirde yapilmis olan
calismalarla benzerlik gostermekte ve kiiclikbas hayvanlarin bolgede hastaligin baslica
rezervuart oldugunu gostermektedir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen bulgular, Bitlis ili
ve gevresinde pastorize edilmemis siitlerden {iretilen taze peynirlerin Brucella spp.
acisindan potansiyel bir halk sagligi riski olusturdugunu gostermektedir. Bu riskin en aza
indirilmesi i¢in, bolgemizdeki hayvan saglig ile ilgili programlarinin gii¢lendirilmesi,
kiictikbas hayvanlarda bruselloz kontroliiniin artirilmasi ve geleneksel peynir tiretiminde
hijyen kosullarinin iyilestirilmesi i¢in tek saglik anlayisiyla gerceklestirilecek etkili
miidahalelerin, brusellozun 6nlenmesi agisindan kritik 6neme sahip oldugu sonucuna

varilmigtir.
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