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Erzurum Bolgesinde Temin Edilen Cesitli Peynir Ornekle-
rinde Brucella Antijenlerinin ELISA ile Saptanmasi
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OZET

Bu ¢alismada, Erzurum piyasasindan toplanan cesitli peynir 6rneklerinde Brucella abortus antijenlerinin sikli§i ELISA teknigi ile
arastiritlmigtit. Antikor olarak Brucella abortus'a kargi olugan antikorlari iceren antiserum, konjugat olarak peroksidaz enzimi ile iga-
retli Protein G, substrat olarak da sitrik asit iginde %?3'liik hidrojen peroksit ilaveli ABTS (2-2- azino di-3- ethyl benthiozaline- 6 sul-
fanate) kullanilmigtir. Toplam olarak 120 beyaz peynir, 60 civil peynir ve 52 lor peyniri 6rnegi incelenmis ve 120 beyaz peynir or-
neginin 26'sinda (%21.66) Brucella abortus antijeni saptanmustir. Civil peynir ve lor peyniri 6rneklerinde ise Brucella abortus anti-
jenine rastlanmamigtir.

Anahtar Kelimeler: Peynir, bruselloz, Brucella abortus, ELISA
ABSTRACT

Detection of Brucella Antigens in Different Cheese in the Erzurum Area by ELISA

In this study, the occurence of Brucella abortus antigens in different cheese samples collected from Erzurum has been inves-
tigated by using enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA). Brucella abortus antiserum was used as antibody. Peroxsida-
se- labeled Protein G was used as conjugate. Hidrogen peroxidase (3%) and ABTS (2-2- azino di-3- ethyl benthiozaline- 6
sulfanate) in citric acid was used as substrate. Totally 120 white cheese, 60 civil cheese and 52 lor cheese were analyzed and
26 of totally 120 white cheese were found to be Brucella positive. In civil and lor cheese samples no antigen of Brucella was

encountered.
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GIRIS

Brucella cinsine ait bakteriler tarafindan olusturulan
bruselloz, diinyanin bircok iilkesinde goriilen bir
zoonozdur. Hastalik, abortus,siit verimi kaybi, da-
mizlik degeri kaybi ve infertilite gibi sebeplerle,
hayvansal iiretimde kayiplara neden olurken, infekte
hayvanlarla dogrudan temas veya kontamine siit ve
siit tirtinlerinin tiiketimi yoluyla insanlara da bulasa-

rak, onemli bir halk saglig1 problemi olusturmaktadir
(1-3).

Brucella cinsi igerisinde B. abortus, B. melitensis, B.
suis, B. ovis, B.canis ve B. neotomae olmak iizere 6
tiir bulunmaktadir. Insanlarda hastaliga neden olan
B. melitensis, koyun ve kecilerde; B. abortus, sigir
ve mandalarda, B. suis domuzlarda bulunur. B.canis
ise kopeklerde bulunur ve insanda nadiren hastalik
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olusturur (4,5). Biyoteknolojik ¢aligmalar, Brucella
cinsinin Proteobacteria sinifinin bir iiyesi oldugunu
ve Agrobacterium-Rhizobium kompleksindeki bitki
patojenleri ile aym1 kokten geldiklerini gostermis-
tir(6,7).

Ulkemizde bu giine kadar koyun ve kegilerde gorii-
len bakteriyel orjinli yavru atmalarin genellikle bru-
selloz sonucu olustugu, farkli bolgelerimizde hasta-
lik prevalansimin % 0.6 ile % 22 arasinda degistigi
belirtilmektedir (8,9).

Brucella etkeninin insanlara bulagsmasinda, infekte
hayvanlardan elde edilen siit ve siit tirtinlerinin ¢ig
olarak tiiketilmesi, 6zellikle ¢i§ siitten yapilan ve ol-
gunlagmadan tiiketime sunulan taze beyaz peynirle-
rin 6nemli bir rol oynadig bildirilmektedir (10,11).
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Ulkemizde siitiin yaklagik % 20’ si peynir iiretimin-
de kullanilmaktadir. 1985 yilinda 210.000 ton peynir
iretilmig olup bu miktar diinya peynir iiretimine %
1.1'lik bir katkiy1 ifade etmektedir. Cesitli peynir tiir-
leri igerisinde diinyada ve Tiirkiye'de en fazla tiiketi-
len peynirlerin basinda beyaz peynir gelmektedir.
Diger taraftan, daha ¢ok Erzurum ve Kars illerinde
yag1 alinmus siitiin degerlendirilmesi amactyla yapi-
lan ve iilke ¢capindaki tiikketimi gittikce artig gosteren
bir diger peynir tiirli de civil peynirdir. Bu peynir tii-
rli, yagsiz olmasi nedeniyle bir diyet peyniri gibi kul-
lanilmaktadir (12,13). Ayrica lor peyniri denilen ve
peynir alt1 suyunun kaynatildiktan sonra pihtilagtiril-
masi suretiyle elde edilen peynir tiirii de gelecek icin
iimit veren bir potansiyele sahiptir (14).

Siit ve siit diriinlerinde Brucella cinsi bakterilerinin
izolasyonunun zaman alic1 ve zor olmasi, teshiste in-
direkt yontemlerin daha fazla kullanilmasina yol ag-
mustir (8,15,16). Serolojik testler igerisinde ELISA,
yiiksek duyarlik ve 6zgiilliige sahip olmasi, ¢cok sayi-
da ornekle caligmaya imkan saglamasi ve ucuz olma-
st gibi nedenlerle son yillarda tercih edilmektedir (17
- 19). Bu aragtirmada Erzurum piyasasindan temin
edilen, cesitli peynir 6rneklerindeki Brucella antijen-
lerinin ELISA ile saptanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Peynir 6rnekleri Erzurum'a bagli kdylerden alinmis-
tir. Peynirlerin taze ve herhangi bir islemden geciril-
memig olmasina dikkat edilmistir.

Pozitif ve Negatif Kontrol Ornekleri

Brucella abortus S 19'un potasyum kloriir ekstresi
( KCl extract ) ile kontamine edilmis peynir 6rnekle-
11 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu antijen Dr.
C.O. Thoen'dan  ( IOWA State University Brucel-
la ve Mycobacterium laboratuvari) temin edilmistir.
Negatif kontrol olarak ise, belirli kullanim siirecin-
den gecen peynir ornekleri kullanilmistir (20).

Antiserum

Brucella abortus antiserumu, Pendik Hayvan Hasta-
liklart Arastirma Enstitiisiinden temin edilmisgtir.

Konjugat

Konjugat olarak, % 1 tween 80 iceren 0.5 M NaCl
(pH: 7.5 ) igerisindeki, peroksidaz ile isaretli Protein
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G (Sigma) kullanilmigtir.
Substrat

Antijen ve konjugat titreleri i¢in substrat olarak sit-
rik asit icinde % 3 liik hidrojen peroksit ilaveli ABTS
(Sigma) kullantlmustr.

Peynir d6rneklerinin ELISA i¢in hazirlanmasi

25 g'lik peynir ornekleri, 500 ml PBS icerisinde
blender ile homojenize edilmis ve Eppendorf tiipleri-
ne konularak -20 °C' de kullanilincaya kadar saklan-
mustir (PBS; litrede 8,2 g NaCl, 15.5 ml 0.5 M
Na,HPO, ve 5.5 ml 0.5 M NaH,PO, icermektedir.) .
ELISA yikama solusyonu olarak, 1000 ml destile su
icerisinde 29 g NaCl, 23 g Na,HPO,, 0.2 g NaH,PO,
ve 5 ml tween 80 iceren ¢ozeltisi kullanilmigtir.

ELISA'nin ( Enzymme Linked Immunosorbent
Assay) Uygulanisi

Thoen ve ark (16) bildirdikleri yontem modifiye edi-
lerek asagidaki sekilde yapilmistir. Mikropleytin
herbir cukuruna, antiserumun Na,CO; ‘de hazirlanan
1/100 diliisyonundan 0,1 ml konarak 4 °C ‘de bir ge-
ce inkiibe edilmis, pleyt 3 kez ELISA yikama solus-
yonu ile ( % 0.5 tween 80 iceren 0.5 M NaCl) yika-
narak 30 dakika kurumasi icin bekletilmistir. Daha
sonra biitiin cukurlara 0.1 ml NaH,Cl, konulmus, 30
dakika calkalayicida inkiibe edildikten sonra sekiz
kez ELISA yikama solusyonu ile yikanarak, 30 daki-
ka kurutulmustur. Her bir cukur bir 6rnege ait olmak
tizere, birinci sira pozitif, ikinci sira negatif kontrol-
lere ayrilmistir. Biitiin ¢ukurlara 0.1 ml peynir 6rne-
81 konulmus ve bir saat siireyle ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda plate 8 kez ELISA
yikama solusyonu ile yikanmis ve tekrar 30 dakika
oda sicakliginda kurutulmasi icin bekletilmistir. Bii-
tiin cukurlara 1/500 oraninda hazirlanan konjugattan
0.05 ml konulmus ve bir saat calkalayicida inkiibe
edilmigtir. Tekrar sekiz kez ELISA solusyonu ile y1-
kanan pleyt ¢ukurlarina 0.1 ml substrat konulduktan
sonra oda sicakliginda bir saat bekletilmis ve ¢ukur-
larin 405 nm’deki absorbansi ELISA okuyucusunda
okunarak degerlendirilmistir.

Cut-off Degerinin Hesaplanmasi

Kontrol grubunun optik dansidite (OD) ortalamasina
2 SD ilave edilerek hesaplanmustir (21).
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BULGULAR

Antikor ve konjugatin uygun konsantrasyonunun
saptanmast amaci ile yapilan denemeler sonucunda,
antikor i¢in en yiiksek OD degerinin olciildiigii
1/100 oram1 uygun antikor titresi olarak, konjugat
icin de en yiiksek OD degerinin dl¢iildiigii 1/500 ora-
n1 uygun konjugat titresi olarak belirlenmis (Sekil 1)
ve orneklere ELISA uygulanmasi bu degerlerde ger-
ceklestirilmistir.

Sekil.1. Antikor ve konjugatin farkli konsantrasyonlardaki

OD degerleri

Negatif kontrol gruplar1 esas almarak hesaplanan
cut-off degeri 0.388 olarak bulunmus ve bu degerden
fazla OD veren Ornekler pozitif olarak kabul edilmis-
tir. Toplam olarak 120 beyaz peynir, 60 civil peynir
ve 52 lor peynirinin incelendigi bu aragtirma sonu-
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cunda, beyaz peynirlerden 26’sinda (% 21.66) pozi-
tiflik goriildiigii halde diger 2 peynir 6rneginde pozi-
tiflige rastlanmamustir ( Sekil 2 ).

Sekil.2. ELISA ile incelenen orneklerin OD degerlerinin

Cut-off degerine gore dagilimi
TARTISMA

Bu arastirma sonucunda beyaz peynirlerde saptadigi-
miz pozitiflik oraninin ( % 21.66 ), iilkemizde daha
once peynirler iizerinde yapilmis arastirma sonucla-
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ria gore oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Ni-
tekim Unel (22), Balikesir yoresi beyaz peynirlerin-
de % 16; Mert (23), Ankara piyasasindan toplanan
beyaz peynirlerde % 19.3; Tungbilek (20), yine An-
kara piyasasindan toplanan beyaz peynirlerde % 5.2
oranlarinda Brucella saptamiglardir. Ayaz (24) ise
Ankara’da cesitli marketlerden topladig1 beyaz pey-
nirlerde Brucella izole edemedigini belirtmektedir.
Ayrica Sert ve Kivang (14), Erzurum piyasasindan
toplanan 30 adet taze peynir Orneginin higbirinde
Brucella iiremedigini kaydetmiglerdir. Bu bulgular,
arastirmamizda yiiksek oranda Brucella iceren drnek
bulundugunu gosterse de, hem daha once yapilmig
arastirmalarin azligi, hem de bu arastirma da dahil
olmak iizere iilkemizde bu konuda yapilmis biitiin
arastirmalarda 6rnek sayilarinin azlig1 ve 6rnekleme-
nin iyi yapilamamasi, boyle bir genelleme yapmami-
z1 giiclestirmektedir. Nitekim Ankara ilinde birbirine
cok yakin tarihlerde yapilan ¢alisma sonuglarindaki
celigki, bu yargiyr dogrular niteliktedir. Arastirma-
mizda seropozitiflik oraninin, diger arastirma sonug-
larina gore yiiksek ¢ikmasi, ELISA teknigini kullan-
mamizdan kaynaklanabilir. Ciinkii yukarida sirala-
nan arastirmalarda genellikle klasik kiiltiirel (veya
bazi serolojik) yontemler uygulanmis olup, bu yon-
temlerin ELISA’ya gore etken teshisinde daha az
hassas olduklari, ELISA’nin ise sensitivite ve spesi-
fite bakimlarindan diger yontemlerden iistiin oldugu
belirtilmektedir (18,25,26). Ustelik bu aragtirmada
peroksidazla isaretli protein G kullanilmak suretiyle
ELISA'nin yukarida belirtilen 6zelliklerinin daha da
iyilestirilmesi saglanmaya calisilmigtir. Nitekim,
protein G'nin ELISA'da spesifiteyi artirdigi, daha ko-
lay hazirlandig1, daha ucuza mal edildigi ve biyotek-
nolojik yollarla iiretildigi kaydedilmektedir (27,28)

Hem bu arastirmada, hem de daha once yapilmig
arastirmalarda, peynir 6rneklerinde Brucella saptan-
masl, lilkemizde hala geleneksel usullerle ve ¢ig siit-
ten peynir yapimiin devam ettigini gostermektedir.
Nitekim, iilkemizde kdy ve mandira peynirlerinin
biiyiik bir kisminin ¢ig siitten ve ilkel sartlarda yapil-
dig1, fabrika peynirlerinin ise pastorize siitten yapil-
dig1 belirtilmektedir (24). Cig siitten yapilan peynir-
lerin, en az 90 giinliik olgunlagsma donemini tamam-
lamadan tiiketime verilmemesi gerektigi de belirtil-
mistir (29).
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Bu arastirma sonucunda civil peynir ve lor peyniri
orneklerinde Brucella antijenine rastlanmamigtir.
Sert ve Kivang (14) tarafindan ayni bolgede yapilan
calismada da civil ve lor peynirlerinde Brucella izo-
le edilmedigi belirtilmektedir. Arastirma sonuglari-
miz bu bulguyu destekler niteliktedir. Bu peynirlerde
bruselloz etkeninin bulunmayzisi, her iki peynirin ya-
pmm tekniginde 1s1l islem uygulanmasinin varligina
bagli olabilir.

Ulkemizde bruselloz ile miicadele konusunda yapi-
lan calismalar kiiciimsenmeyecek boyuttadir. Nite-
kim Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan 1984 yi-
linda "Bruselloz Kontrolii ve Eradikasyonu" progra-
mu baglatilmig ve bu proje kapsaminda 2010 yilina
kadar 4-8 aylik biitiin disi buzagilarin Brucella abor-
tus S 19 ile, koyun ve kuzularin ise Brucella meliten-
sis REV-I ile agilanmasi1 hedeflenmigtir. Projenin uy-
gulanmaya gegcirilmesini takip eden 1989 yilinda s1-
gir ve koyun bruselloz sero-prevalansi sirasiyla
%3,56 ve %1,26 iken bu oranlar 1991 yilinda %1,01
ve %1,83 olarak degismistir. Ancak projenin yiiriitiil-
diigii yillarda insan bruselloz vakalarinda bir artig
kaydedildigi goriilmiistiir. 1986'da 100.000'de 3,03
olan insanlarda bruselloz siklig1, 1996'da 100.000'de
15,11'e yiikselmistir (7,30). Arastiricilar, bu duru-
mun infeksiyona yakalanma vakalarindaki artigtan
ziyade, tarama ¢aligmalarinin kalitesinin ve sayisinin
artmasina bagli oldugunu belirtmektedirler. Siiphesiz
gidalardan yapilan izolasyon ve teshis calismalari
icinde durum aynidir. Bu nedenlerle, ister hayvanlar
iizerinde, isterse gidalar iizerinde yapilmig olsun,
arastirmalardan elde edilen bulgularin dogrudan kar-
stlastirilmasi, ancak aragtirmalarin yapildig: iilkeler-
deki tarama sayilar1 ve kaliteleri dikkate alindiginda
bir anlam ifade edecektir. Dolayisiyla, yapilmas1 ge-
reken en dogru sey, lilkemizdeki bu ¢esit ¢caligmala-
rin say1 ve kalitesini arttirmaktur..
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