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Ozet: Bu calisma Nigde ilinde satisa sunulan ¢ig koyun ve kegi siitleri ile ¢ig siitten yapilmis koyun ve kegi peynirle-
rindeki Brucella melitensis varligini arastirmak amacryla yapildi. Bu amagla, Nigde’nin ¢esitli kdy ve pazarlarindan
toplanan 57 ¢ig koyun siitii, 43 ¢ig keci siitii ve 50 koyun- ke¢i peyniri olmak {izere toplam 150 drnek materyal olarak
kullanildi. B. melitensis’in izolasyonunda Farrell yontemi, slipheli izolatlarin identifikasyonunda polimeraz zincir res
aksiyonu (PZR) uygulandi. Calismada incelenen drneklerin B. melitensis igermedigi tespit edildi. Cig siit ve Girtinleri,
ozellikle ortam sicakliginin yiiksek oldugu donemlerde, elverissiz hazirlama ve muhafaza kosullarina bagl olarak
halk saglig1 riski olusturmaktadir. S6z konusu riskin 6nlenmesi ve pastdrize siit ve siit tirlinleri kullanilmasi ile ilgili
tiiketici bilinci olusturulmasi i¢in bu konudaki ¢aligmalarin devam etmesi gerektigi onerilmektedir.

Anahtar sozciikler: Brucella melitensis, Farrel yontemi, koyun ve kegi siitii, koyun ve kegi peyniri, Nigde

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 Nigde. 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 Nigde. 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.
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Giris tiirlerinden yedisi insanlar i¢in patojendir (38).
B. melitensis koyun ve kegiden, Brucella
abortus sigirlardan, Brucella suis domuzdan,
Brucella canis kopekten, Brucella pinnipedilis
sumemelilerinden, Brucella cetifok baligindan,
Brucella inopiniata meme implantindan
bulagmaktadir (13,18,32,33,37,38).

Brucella cinsindeki bakterilerin neden oldugu
bruselloz, Akdeniz, Latin Amerika ve Arap
tilkeleri bagta olmak iizere tiim diinyada goriilen
¢ok Onemli bir zooznozdur (2). Brucella
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B. melitensis, insanlar i¢in diger Brucella
tiirlerinden daha patojendir ve insanlarda Malta
hummasi (Akdeniz atesi) olarak tanimlanan
hastaliga neden olmaktadir (19). Insanlarda
Malta hummasimin semptomlari, titreme ile
yiikselen dalgali ates, asir1 terleme, halsizlik,
istahsizlik, bulanti, kilo kaybi, erkeklerde
unilateral epididimoorsit, bas, bel, eklem
ve viicut agrilar1 olarak bildirilmektedir. Bu
semptomlara ek olarak nadir durumlarda
endokardit ve menenjit de sekillenebildigi
belirtilmistir (12).

Bruselloz  insanlara  genellikle  enfekte
hayvanin idrar, genital salgi veya disik
materyalinin deri ya da konjunktivaya direkt
temas1 ve bakterilerin kiiltiir islemleri sirasinda
inhalasyonu ile bulagmaktadir (13,38,39).
Nadir vakalarda bildirilen insandan insana
bulagmanin sebebi olarak; kemik iligi nakli
(16); kan nakli (15) ve anne siitii (10) rapor
edilmigtir. Brusellozlu hayvanlardan elde
edilen kontamine et ve siit liriinlerinin yeterli
1s1 islemi uygulanmadan tiiketilmesi, hastaligin
insanlara bulagsmasindaki en Onemli faktor
olarak belirtilmektedir (3, 36).

Brucella tirlerinin  biyotiplendirmesi igin,
CO, gereksiniminin  belirlenmesi, tionin
ve bazik fuksin varliginda biiyiime, Tbilisi
(Tb) ve Berkeley (Bk) faji ile lizis, H.S,
katalaz, oksidaz ve ireaz Uretimi testleri ve
monospesifik antiserumlar ile agliitinasyon
gibi standart prosediirler yiriitiilmektedir (4).
Diger Brucella tiirlerinin aksine B. melitensis
biyotipleri sadece agliitinasyon islemi ile
tanimlanabilmektedir. B. melitensis’in klasik
tanimlama modellerine uymayan bir¢ok atipik
suslariin yani sira ii¢ biyotipi vardir. (14).
Yapilan ¢aligsmalar, B. melitensis biyotip 3’iin
bazi Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde (19);
biyotip 1’in Latin Amerika iilkeleri ile Ispanya
ve Portekiz’de, biyotip 2’nin ise Giiney Avrupa
iilkeleri ile Bat1 ve Orta Asya’dan siklikla izole
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edildigi bildirilmektedirler (7). Ulkemizde
teshis edilen insan brusellozu vakalarindan
oncelikle B. melitensis biyotip 3’lin ve daha
sonra ise B. melitensis biyotip 1’in (35); koyun
ve keci atik materyallerinden biiyiik cogunlukla
biyotip 3’iin, daha az olarak ise biyotip 1 ve
biyotip 2’nin izole edildigi rapor edilmektedir
(9,20,21).

Bu calisma ile Nigde ilinde satis1 yapilan ¢ig
koyunvekecisiitiivepeynirlerinde B. melitensis
varlif1 ve biyotiplerinin arastirilmasi ve sz
konusu ftiriinlerin B. melitensis yoniinden halk
saghigini tehdit edip etmediginin belirlenmesi
amaglandi.

Gere¢ ve Yontem
Numuneler

Bu calismada, Haziran 2014-Agustos 2014
tarihleri arasinda Nigde merkez ve ilgelerine
bagh kdy ve kdy pazarlarindan 57 adet ¢ig
koyun, 43 adet ¢ig keg¢i siitii ve ¢ig siitten
yapilmig 46 adet koyun, dort adet koyun-
keci peyniri olmak lizere toplam 150 6rnek
materyal olarak kullanildi. Steril kaplara
alman numuneler soguk zincirle laboratuvara
getirildi ve iki saat i¢inde analize tabi tutuldu.
Numunelerin alindig ilge ve kdyler Tablo 1°de
belirtilmistir.

Referans Sug: Caligmanin her asamasinda,
Refik Saydam Hifzisihha Merkezi’nden temin
edilen B. melitensis (NCTC 10094) referans
susu kullanildi.

Siit  Orneklerinden Brusella melitensis

Izolasyonu

Siit 6rneklerinden B. melitensis izolasyonunda
Farrell yontemi kullanildi (17). Onbes mL siit
numunesi 6000 rpm de 15 dk. santrifiij edildi
(Hettich EBA20). Santrifiijj sonucu olusan
kaymak tabaka alttaki krema tabakasina
zarar verilmeden uzaklagtirildi. Daha sonra,
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Tablo 1. Siit ve peynir numunelerinin alindig1 yerler

F. KARADAL, N. ERTAS ONMAZ, C. BAGCI, Y. YILDIRIM, S. AL, S. ABAY

Numune n Alimdig il¢e Alindig1 koyler

Koyun Siitii 3,710 Merkez Orhanli, I¢meli, Dikilitas

Koyun Siitii 3 Ciftlik Azath

Koyun Siitii 11 Altunhisar Merkez

Koyun Siitii 4,6,5 Bor Gokbez, Kemerhisar,
Merkez

Koyun Siitii 2 Ulukisla Merkez

Koyun Siitii 6 Camardi Bademdere

Keci Siitii 12 Altunhisar Merkez

Keci Siitii 10 Bor Kemerhisar

Keci Siitii 7 Merkez Hangerli

Keci Siitii 6, 8 Camardi Burg, Bademdere

Koyun Peyniri 6,1,5 Merkez Koyunlu, Sazlica, Ozyurt

Koyun Peyniri 1 Ciftlik Merkez

Koyun Peyniri 4 Camardi Burg

Koyun Peyniri 1,8 Merkez Konakli, Merkez

Koyun Peyniri 4,5 Bor Merkez, Kemerhisar

Koyun Peyniri 6 Altunhisar Merkez

Koyun Peyniri 5 Camard1 Bademdere

Koyun Peyniri 2 Merkez Dikilitag

Koyun-Kegi 1 Altunhisar Merkez

Peyniri

Koyun-Keci 3 Bor Kemerhisar

Peyniri
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orneklerden 2 mL almarak 5 mL Farrel
Broth’a [Brucella Broth (Acumedia, 7121A),
%5 at serumu (Sigma H1138), 10g/1 Glikoz
(Merck), 1vial/500ml Brucella Selective
Supplement (Oxoid SRO083A)] inokule edildi
ve aerobik ortamda, 37°C’de 5-7 giin siire ile
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda,
zenginlestirilme  islemi  yapilan  siipheli
kiiltiirden Farrell Agar’a [Brucella Medium
Base (Ox01d,CMO0169) %5 at serumu (Sigma
H1138), 1vial/500mL Brucella Selective
Supplement (Oxoid SRO083A)] 6ze yardimi
ile ekim yapilarak aerobik ortamda 37°C’de
5-7 giin siire ile inkiibe edildi (17). inkiibasyon
sonunda 1-2 mm ¢apinda, tamamen yuvarlak
kenarl1, yar1 saydam ve sar1 renkteki siipheli
koloniler se¢ilerek DNA’lar1 ekstrakte edildi.

Peynir Orneklerinden Brusella melitensis
Izolasyonu

Bu amagla 10’ar gr peynir numunesi 90’ar mL
Farrell Broth ile diliie edilip homojenizatorde
iki dakika karigtirllarak homojenize edildi.
Elde edilen homojenizatlar, aerobik ortamda
37°C’de 5-7 gilin siire ile inkiibe edilerek
zenginlestirme islemi yapildi. Daha sonra
Farrell Broth’da zenginlestirilmis siipheli
kiiltirden 6ze yardimi ile Farrell Agar’a
ekim yapilarak aerobik ortamda 37°C’de 5-7
giin siire ile inkiibe edildi (17). Inkiibasyon
sonunda 1-2 mm c¢apinda, tamamen yuvarlak
kenarli, yar1 saydam ve sar1 renkteki siipheli
koloniler se¢ilerek koloniler se¢ilerek DN A’lar1
ekstrakte edildi.

DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, ticari firmanin
direktifleri dogrultusunda, Axygen Biosciences
AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep
Kit kullanilarak yapildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calisma  sonucunda  peynir  ve  siit
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numunelerinden  izole edilen  Brusella
spp. siipheli izolatlar Bricker ve Halling
(8), tarafindan tanimlanan ydnteme minor
modifikasyonlar ~ uygulanarak  amplifiye
edildi. Calismada, her bir 6rnek i¢in 10xPCR
Buffer (Thermo Scientific) 1.5 mM MgCl,
(Thermo Scientific) 400 uM 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
pL DNA kullanildi. PZR karigimi distile su ile
50 pL’ye tamamlandi. DNA amplifikasyonu;
95°C’de 2 dakika On denatiirasyon, islemi
uygulandiktan sonra 95 °C’de 2 dakika, 56.5
°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika olmak
tizere toplam 35 siklus yapilip, 72 °C’de 5
dakika son extension uygulandi. Elde edilen
amplikonlar %1.5’lik agaroz jelde 90 voltta
1 saat elektroforez (Thermo EL, MIDICELL,
PRIMO) islemine tabi tutulduktan sonra UVP
jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Laurmat
ECX-20-M) kullanilarak goriintiilendi. B.
melitensis i¢in ise 734 bp biiyiikliigiinde
bandlarin olusumu beklendi.

Bulgular

Calisgmada incelenen toplam 150 adet
numunenin sadece iki tanesi Brucella spp.
yoniinden siipheli olarak degerlendirildi.
Koyun siitii orjinli bu iki 6rnekten elde edilen
toplam alt1 adet izolata uygulanan PZR islemi
sonucunda bu izolatlarin B. melitensis olmadigi
tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Nigde ili ve kdylerinden toplanan ¢ig koyun ve
kegi siitli ve peynir 6rneklerinden B. melitensis
izole edilememistir. Ancak yapilan c¢esitli
caligmalarin sonuclarina gore iilkemizde ¢ig
siitlerin hijyenik kalitesi yetersiz bulunmakta ve
stit orneklerinden izole edilen patojen bakteriler
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arasinda B. melitensis de rapor edilmektedir
(22,26). Bakterinin, pastorizasyon 1sisinda
inaktive oldugu, ancak B. melitensis igeren ¢ig
stitlerin pastorizasyon islemi uygulanmadan
peynir iiretiminde kullanilmast ve s6z konusu
peynirlerin  yeterince  olgunlastirilmadan
piyasaya sunulmasi nedeniyle etkenin
tiikketiciye bulasabildigi belirtilmektedir (5,24).
Bakterinin yasam stiresi, 4°C’de kremada 6
hafta, rokfort peynirinde 20-60 giin, beyaz
peynirde ise 4-16 giin olarak belirtilmistir (19).

Kenar ve ark. (26) inceledikleri koyun
siitlerinin %4’iiniin; Ilhan ve ark. (22), ise
%7.8’inin B. melitensis ile kontamine oldugunu
belirtmislerdir. Buna karsin Kasimoglu (25),
bu calismada alinan sonugclar ile benzer sekilde
Kirikkale’de inceledigi 35 ¢ig siit drneginin hig
birinin Brucella spp. ile kontamine olmadigini
rapor etmistir.

Brucella melitensis’in peynirlerdeki
prevelansi ile ilgili olarak iilkemizde yapilmis
calismalarda, bu calisma ile paralel sekilde
Ayaz (6) Ankara’dan temin ettigi 94; Parlakgiil
(29) Istanbul’dan satin alinan 90 ve Ongor ve
ark. (28) Tiirkiye’nin dogusundan topladiklari
40 peynir Orneginden B. melitensis’i izole
edemediklerini bildirmislerdir. Buna karsin
Kalender ve ark. (23) Elazig, Erzincan
ve Tunceli illerinden topladiklar1 78 adet
taze tulum peyniri 6rneginin 13’iinden ve
Kasimoglu (25), ise Kirikkale’den satin
aldigt 35 koyun peyniri Orneginin 5’inden
B. melitensis izole ettiklerini belirtmislerdir.
Ayrica B. melitensis prevelansi Atas ve ark. (5)
tarafindan Sivas’tan temin edilen taze beyaz
peynir 6rneklerinde %2.9 ve Kara ve Akkaya
(24) tarafindan Afyon coban peynirinde %7,
Afyon tulum peynirinde %4; Pamuk ve Giirler
(30) tarafindan ise yine Afyon’dan temin
edilen taze peynir ve tulum peynirlerinde %5
olarak rapor edilmistir. Ulkemiz disinda ise B.
melitensis’in peynirlerdeki prevalansi Italya’da
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%0.14 (31); Ispanya’da %13.5 (11); Iran’da
yapilan iki farkli calismada %0.5 (34) ve %0.7
(2) olarak belirtilmistir. Cografik dagilim
faktorlerinin, etkenin siitte bulunma siiresi
ve buna bagli olarak 6rnek alma yonteminin,
ayrica etkenin izolasyonundaki farkliliklarin
calismalarda alinan sonuclar1 etkileyebilecegi
bildirilmektedir (4,25,26).

Calismada incelenen 6rneklerden B. melitensis
izolat1 elde edilemediginden biyotiplendirme
yapilamamustir. Epidemiyolojik olarak
enfeksiyon zincirinde rol alan hayvanlarin
ve bulagsmada etkili olan siit ve peynir gibi
hayvan materyallerinin saptanmasi, kontrol
onlemlerinin ~ almabilmesi,  eradikasyon
programlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi
icin Brucella biyotiplerinin belirlenmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Ulkemizde gidalardan
izole edilen B. melitensis suslarinda yapilan
biyotiplendirme ¢alismasinda Ilhan ve ark.
(22) Van ili ve ¢evresinden topladiklart koyun
siitlerinden elde ettikleri sekiz B. melitensis
izolatinin  hepsinin  biyotip 3  oldugunu
belirtmislerdir. Italya’da koyun siitiinden
yapilmig taze peynirden elde edilen bir
izolatin biyotip 2 (31); Ispanya’da ¢ig keci
peynirlerinden elde edilen 11 izolatin hepsinin
biyotip 3 (27); Irak’da lokal peynirlerden
elde edilen bes izolatin hepsinin biyotip 2 (1)
oldugu rapor edilmistir.

Nigde ili ve koylerinde ¢ig siitten yapilmis
peynirler yaygin olarak tiiketilmektedir.
Nigde ilinde bruselloz ise 6zellikle kiiciikbas
hayvanlarda endemik olarak goriilmektedir.
Dolayisiyla hastalik insanlara bulagsmaktadir.
Buna ragmen calismada B. melitensis elde
edilememistir. Calismada kullanilan siit ve
peynir drneklerinin bruselloz goriilen bolgeler
de dahil olmak {izere tiim Nigde’den tesadiifi
ve bir kez olarak toplanmasimin bu sonucun
alimmasinda etkili oldugu distlintilmektedir.
Bu calismada analiz edilen orneklerin 1sil
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islem gormedigi dikkate alindiginda, 6zellikle
ortam sicakligiin yiiksek oldugu dénemlerde,
elverissiz hazirlama ve muhafaza kosullarina
bagli olarak halk saghgi riski olusturdugu
diistiniilmektedir. S6z  konusu {iriinlerin
tilketimi ile olusan bu riskin Onlenmesi ve
pastorize siit ve siit Uriinlerinin tiketimi ile
ilgili tiiketici bilinci olusturulabilmesi igin
bu konudaki c¢alismalara devam edilmesi
Onerilmektedir.
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