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Giris

CRISPR Teknolojisi ile Zoonotik Bruselloz Tanisina

Genel Bakis

Esra BILICI1»
Oz
Patojenler, ciftlik hayvanlarinda ¢ok cesitli bulasici hastaliklara neden olur.
Hayvan bakiminda en iyi uygulamalar1 ve hayvanciligi etkileyen bulasici
hastaliklart durdurmanin ve onlemenin etkili bir yolunu olusturmak esastir.
Hayvanciigin endiistrilesmesi, stiphesiz gida hayvam {iretiminin verimliligini
artirarak insan refahinin iyilestirilmesine katkida bulunmustur. Ayni zamanda,
dogal cevreyi ve insan toplumunu da biiyiik olctide etkilemistir. Bu makalede
hayvanciligin bakteri kokenli zoonotik enfeksiyonu olan brusellay1 ve konak-
mikrop etkilesimlerine Crispr teknolojisi ile odaklaniyoruz. Bu derinlemesine

birbirine bagli sorunlarin altinda yatan temel soru, hayvancilikta enfeksiyonlarin
nasil daha iyi 6nlenecegi, izlenecegi ve yonetilecegidir.

Anahtar Kelimeler: Brucella, CRISPR, zoonoz

Overview of Diagnosis of Zoonotic Brucellosis with
CRISPR Technology

Abstract

In livestock, pathogens are responsible for a broad range of infectious illnesses.
Establishing best practices for animal care as well as a practical means of halting
and preventing infectious diseases that impact cattle are crucial. Because livestock
farming has become more industrialized, there is no doubt that this has improved
human well-being by boosting the productivity of food animal production. It has
also had a significant impact on human society and the environment. This article
focuses on host-microbe interactions using Crispr technology and brucellosis, a
bacterial zoonotic infection of livestock. The main issue at the heart of all these
intricately linked issues is how to better manage, prevent, and track animal
illnesses.
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araglar1 biiyiik hayvan yetistiriciligi alaninda devrim
yaratmistir. Sadece segim siiresini ve iretim

Insanlarda hastaliklara neden olan patojenlerin
yaklasik tgte ikisinin hayvansal kokenli oldugu
bilinmektedir (Abebe ve ark., 2020). Diinya niifusunun
hizla artmasiyla birlikte bu hastaliklar, ciddi boyutlara
ve hatta 6liime neden olabildikleri i¢gin énemli bir halk
saglig1 endisesine sahiptir (Ortiz ve ark., 2021). Ayrica
tibbi tedavi maliyetleri, kaybedilen tiretkenlik ve
hastalik kontrol tnlemleri nedeniyle toplum tizerinde
onemli bir ekonomik yiik de olusturmaktadirlar
(Elsohaby & Villa., 2023). Son yillarda, CRISPR/Cas

maliyetlerini azaltmak i¢in degil, ayni zamanda
geleneksel yetistirme yontemleriyle elde edilmesi zor
veya uygun olmayan ozellikleri iyilestirmek icin de
buytik bir umut vadetmektedir (Qiu ve ark., 2019).
Hastalik direnci, et {iretimi, et kalitesi ve hayvan
refahim  iyilestirebilecek  ozellikler gibi degerli
ozellikler artik CRISPR/Cas araglariyla verimli bir
sekilde elde edilebilmektedir (Ramankutty ve ark.,
2018). Ureme igin CRISPR/Cas9 gen diizenlemesinden
verimi artirmak i¢in mikrobiyomun kullanilmasina
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kadar tarimsal teknolojilerde kaydedilen ©nemli
ilerlemeler, modern tarimi da devrim niteliginde
degistirmistir (King, 2017; Zhu ve ark., 2020; Rischer ve
ark., 2020). CRISPR/ Cas sistemi genetik manipiilasyon
alaninda bir devrime yol a¢mis ve yelpazesini
muazzam  bir  sekilde  genisleterek  hayvan
biyoteknolojisi arastirmalar1 ve hayvan yetistiriciligi
i¢in harika araglar saglamistir. Sadece gen dtizenleme,
baz diizenleme ve birincil diizenleme alaninda degil,
ayn1 zamanda CRISPR/Cas sistemine dayali araglar
kullanilarak  transkripsiyonel  diizenleme  ve
transkripsiyon sonras1 miithendislik alaninda da hizli
ilerlemeler kaydedilmistir (Kantor ve ark. 2020;
Zeballos & Gaj, 2022).

Hayvanciligin hayvan ve insan saghiginda hayati
bir rol oynadig1 bir eksen, insanlar ve hayvanlar
arasinda bulasan bulasic1 hastaliklar olan zoonozlardir
(Zhang ve ark., 2024). Zoonotik hastaliklar, zoonozlar
olarak da bilinmektedir, hayvanlardan insanlara
bulasabilen bulasici hastaliklardir (Tilman ve ark.,
2011). Zoonotik bulasma, hayvanlarla ve gevreleriyle
dogrudan veya dolayli temas yoluyla; hayvansal
trtinlerin veya hayvanlar tarafindan kirletilmis suyun
tiiketilmesiyle; ayrica bocek vektorti gibi ara tiirler
yoluyla meydana gelebilmektedir (Launay ve ark.,
2021). Bu hastaliklara bakteriler, virtisler, parazitler ve
mantarlar neden olabilmektedir ve her yastan ve her
gecmisten insami etkileyebilmektedir (Van ve ark.,
2015).

Zoonotik hastaliklar, enfekte hayvanlarla dogrudan
temas yoluyla, kirlenmis yiyecek veya su tiiketimi
yoluyla veya keneler ve sivrisinekler gibi enfekte
eklem bacakli vektorlerin 1siriklart yoluyla insanlara
bulasabilmektedir (Kilpatrick & Randolph, 2012; Loh
ve ark., 2015; Rahman ve ark., 2020). Baz1 durumlarda,
insanlar  zoonotik hastaliklar1 hayvanlara da
bulastirabilmektedir (Messenger ve ark., 2014).
Bruselloz, Brucellamin neden oldugu esas olarak
hayvanlarla ilgilenen profesyonelleri etkileyen bir
mesleki hastalik olarak bilinmektedir (EFSA, 2021).
Ornegin veterinerler, hayvan yetistiricileri, hastaliga
enfekte hayvanlarla dogrudan temas yoluyla
yakalanmaktadirlar (Yasar, 2023). Ancak ¢ig, pastorize
edilmemis siit iiriinlerinin tiiketilmesi de Brucella
enfeksiyonu riski olusturmaktadir (Schaeffer ve ark.,
2021). Avrupa'da, oOzellikle kuzey tilkelerinde
bruselloz, esas olarak endemik bolgelerden gelen
gezginler veya gocmenler ve 6rnegin Orta Dogu'dan
mal ve hayvan ithalat1 ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Katsiolis ve ark., 2022). Bu da kiiresellesmenin ve
seyahatlerdeki artisin bruselloz bulasma yollarimi
degistirdigini ve hastaligin goriilmedigi disiiniilen
bolgelere girme riskini olusturdugunu gostermektedir
(Georgi ve ark., 2017). Salgin bolgelerinde muazzam
ekonomik kayiplara ve kamu yiikiine neden
olmaktadir. Brucella'nin enfeksiyonunu ve yayilmasini
onlemek igin erken ve kesin tam1 ve enfekte
hayvanlarin zamaninda itlaf edilmesi ¢ok tnemlidir.

Crispr Teknolojisinin Brucellozda Kullanimi

Son yillarda, zoonotik hastalik arastirmalar:
alaninda erken teshis, uygun tedavi, profilaksi ve
kontrol acisindan ilerlemeler kaydedilmistir (Sacchini
ve ark., 2019). Ornegin, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) teknolojisinin kullanimi, Ebola ve Zika gibi
zoonotik virtislerin tespitinde devrim yaratarak saghk
calisanlarimin bu hastaliklar1 hizla teshis etmesini
saglamistir (Bardenstein ve ark., 2021). Ek olarak,
zoonotik  hastaliklar i¢cin ast  ve tedavilerin
gelistirilmesinde 6nemli adimlar atilmistir. Son
yillarda, RNA kilavuzlu CRISPR niikleazlar1 niikleik
asit tespitinde biiyitk umut vadetmektedir (Dang ve
ark., 2023). Dahasi, CRISPR ve makine ogrenimi
algoritmalar1 teknolojisindeki ilerlemeler, zoonotik
hastaliklara iliskin anlayisimizi ilerletmeye ve ayrica
yeni zoonotik hastaliklarin ortaya ¢ikisin1 tahmin
etmeye o6nemli ¢l¢lide katkida bulunarak potansiyel
olarak daha erken tespit ve 6nlemeye olanak tanimustir
(Fouskis ve ark. 2018). Zoonotik hastaliklarin
onlenmesi, halk saglig yetkilileri, veterinerler ve diger
profesyoneller arasinda  koordineli bir c¢aba
gerektirmektedir. Buna gozetim ve erken tespit,
hayvanlar i¢in asilama programlari, uygun gida isleme
ve hazirlama ve genel halk i¢in egitim ve farkindalik
kampanyalar1 gibi ©nlemler dahildir. Tek Saglik
yaklasimi, insan tibbi, veterinerlik tibbi, gevre bilimi ve
halk saghgr dahil olmak tizere farkli alanlardan
profesyoneller arasinda is birligini tesvik etmektedir.
Bilgi ve kaynaklarin paylasilmasini ve hem insanlarda
hem de hayvanlarda zoonotik hastaliklar1 tespit etmek
ve izlemek icin entegre gozetim sistemlerinin
gelistirilmesini igermektedir (Ghai ve ark. 2022).
Taahhiit, zoonotik hastaliklarin bulagsmasini énlemek
ve kontrol etmek i¢in Tek Saglik yaklasiminin 6nemini
vurgulamaktadir. Ayrica, zoonotik hastalik gozetimini
iyilestirmek ve zoonotik hastaliklarin  ortaya
¢ikmasimin ve yayilmasinin itici giiclerini daha iyi
anlamak icgin arastirmayr desteklemek amaciyla tig
kurulus arasinda ortak eylemi tesvik etmektedir.

Brusellanin Hayvanciliktaki Risk Faktorleri

Hayvanlarda bruselloz salginlari, insanlarda
asemptomatik  ¢zellikleri nedeniyle giintimiizde
giderek daha o©nemli hale gelmektedir. Tedavi
edilmeyen asemptomatik brusellozun takip sonuglari
1990'dan 2021'e kadar 3.610 calismada arastirilmistir
(Li ve ark., 2023). Bunlardan 13 ¢alismada, 0,5 ila 18
aylik bir takip stiresi boyunca vakalarin %40,3intin
asemptomatik kaldig1 yer almistir (Dawood ve ark.,
2023). Brucella enfeksiyonunun hayvanciliktaki
kiiresel yiikii 6nemlidir ve diinya ¢apinda 1,4 milyar
sigir niifusunun 300 milyonunun organizma ile enfekte
oldugu rapor edilmistir (de Figueiredo ve ark., 2015).
Brucella, tireme endiistrisini ve insan sagligini tehdit
ederek ¢ok biiyitk ekonomik kayiplara ve sosyal
yiiklere neden olmaktadir (Godfroid, 2018). Su anda
serolojik tespit, brusellozu teshis etmenin birincil
yontemidir ve bu yontem enfekte hayvancilia 6zgi
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antikorlarin tespitine dayanir ve dolayli olarak bu
patojenin varligini ortaya c¢ikarmaktadir (Lazcka ve
ark., 2007). Brucella’ya maruz kalma ge¢misi, hayvan
bagisiklik sistemi, bagisiklik tepkisi ve ortaya gikan
antikor {iretim ve dinamikleri bireyler arasinda
degiskenlik  gosterdiginden, patojenin = varligim
kanitlayan dogrudan bir kanit bulunmamaktadir (Diaz
ve ark., 2011). PCR, 6rnek enfekte mikroorganizmalar1
tespit etmek i¢in niikleik asitleri ¢ogaltabilen pratik bir
yontemdir ve PCR yiiksek hassasiyet gostermektedir
(Wang & Cui, 2020). Ancak, PCR tabanli yontemlerin
pahali cihazlar, eslesen standart reaktifler, yiiksek
standartli laboratuvarlara ve profesyonel teknisyenlere
bagimlilik ve hentiz birlestirilmemis tani standartlar:
gibi bircok smirlamasi vardir (Kaden ve ark., 2017).
Yiiksek bruselloz morbiditesine sahip gelismekte olan
tilkeler ve kirsal alanlar, iilkelerde laboratuvar
ekipmani ve profesyonel teknisyen eksikligi
oldugundan PCR'yi kolayca uygulayamamaktadirlar.
Dahasi, PCR zaman alicidir ve yerinde hizli tarama igin
uygun degildir (Yang & Rothman, 2004). Toplu olarak,
sahada niikleik asitleri analiz etmek i¢in daha hizli ve
daha etkili yontemlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
RNA tabanli kilavuz CRISPR/ Cas niikleazlari, niikleik
asitleri yiiksek hassasiyet ve hizla tespit etmede biiyiik
bir umut vadetmektedir. Bu sistem, tkaryotlarda gen
diizenleme icin yaygin olarak uygulanan etkili bir gen
diizenleme aracina donusturilmiustir (Jinek ve ark.,
2012). Son zamanlarda, bilim insanlar1 Casl12a (Cpfl)
gibi bazi1 sinif II Cas proteinlerinin tek zincirli DNA'y1
(ssDNA) kesmede yardimci aktivite sergiledigini
bulmusglardir ve CRISPR-Cas sistemi niikleik asit
deneme alanina uygulanmustir (Chen ve ark., 2018).
Zhang ve digerleri. 2015 yilinda CRISPR-Cas9
sistemine benzer kesme aktivitesine sahip tek bir Cas
proteini tarafindan araciik edilen CRISPR-Cpfl
sistemini kesfetmislerdir (Zetsche ve ark., 2015).
Yerinde tespit acisindan, CRISPR tespit metodolojileri
yeni nesil bir teknoloji olarak goriilmektedir. [zotermal
amplifikasyonla entegrasyonlari, Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus dahil olmak tizere bakterilerin ve
SARS-CoV-2'nin yiiksek hassasiyet ve ozgiilltikle hizli
ve dogru bir sekilde tespit edilmesi icin etkili bir yol
saglamaktadir (Bhattacharjee ve ark., 2022; Lu ve ark,
2022) . CRISPR tespit metodolojisinin yiiksek 6zgiilliik,
kolaylik ve programlanabilirlik gibi cesitli avantajlar:
bulunmaktadir. Rekombinaz Polimeraz
Amplifikasyonu (RPA), 37 °C'nin altinda CRISPR ile
birlestirildiginde sablon denattirasyonu
gerektirmemektedir. CRISPR/Cas sisteminin RPA ile
entegrasyonu, hassas aletler gerektirmeyen Brucella
yerinde  tespiti  alaninda  biyitk  uygulama
beklentilerine sahiptir (Zhang ve ark., 2024).

Sigir Brusellozunun Kontroliine Yoénelik Gelecek
Perspektifleri

Brucella'nin neden oldugu enfeksiyonlar, 6zellikle
biiytik miktarda hayvancilikta diinya ¢apmda énemli
bir tehdit olarak ortaya c¢ikmistir. Hayvancilikta
Brucella enfeksiyonlarimi kaynaktan yok etmek ve
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kontrol altina almak esas kabul edilmektedir. Ek
olarak, daha erken tespit ve zamaninda ayiklama da
esit derecede onem arz etmektedir. Sonug¢ olarak,
hayvancilikta kullanilan tarama dogru, hassas,
spesifik, basit ve hizli olmalidir. Su anda, brusellozun
teshis yontemleri esas olarak agliitinasyon testleri,
gercek zamanli PCR, ELISA, yari kantitatif PCR,
kolloidal altin test seritleri ve polarize 1s1k teknolojisini
icermektedir. Higbir tek tan1 yontemi gerekli duyarlilik
ve oOzgulluk kriterlerini karsilayamamaktadir. Bazi
yontemler, agliitinasyon ve kolloidal altin test seritleri
gibi dustik ozgiillik ve duyarlilik gostermektedir.
Bazilar1 ©zel ekipman, karmasik prosediirler ve
profesyonel personel gerektirmektedir. Bu nedenle,
gercek zamanli PCR gibi bu yontemler yalmizca
profesyonel laboratuvarlarda gerceklestirilebilir ve
¢obanlar tarafindan yerinde test edilmeye uygun
degildir (Godfroid ve ark., 2010).

Ciftlik hayvanlar1 tizerinde genom diizenlemenin
en onemli uygulamalarindan biri patojenlere karsi
direnci veya toleransi artirmaktir (Richt ve ark., 2007).
Ciftlik hayvam bulasici hastaliklar1 hayvancilik
sektoriine sadece biiytik ekonomik kayiplara neden
olmakla kalmaz, aynm1 zamanda insan saghgmi da
tehdit eder (Hu ve ark., 2015). Hayvan yetistiricilerini
ve veteriner uzmanlarimi rahatsiz eden asilmaz bir
endiistriyel sorun olmustur (Shanthalingam ve ark.,
2009). Ancak hastalik direnci karmasik ve poligenik bir
ozelliktir; hastalik direnci yetistirme i¢in geleneksel
genetik secilimi kullanmak ¢ok daha maliyetli, zaman
alict ve verimsizdir. CRISPR/Cas aracili gen
nakavt/nakavt ve hassas modifikasyon olmak tizere
genom duizenleme teknolojisi, hastaliga direngli
hayvan yetistiriciliginin verimliligini biiytik ol¢tide
artirmistir.

Gen hedefleme, yani CRISPR/Cas9 sistemi gibi
spesifik nitikleazlar tarafindan genlerin yerinde
degistirilmesi, DNA'da ¢ift sarmalli kiriklarm
niikleazla iliskili olusturulmasi nedeniyle belirli bir
lokustaki bir dizinin degistirilmesi, eklenmesi veya
silinmesinin gerceklestirilebilecegi yeni bir stratejiyi
temsil etmektedir (Genovese ve ark. 2014). Bu
prosediir, homolog rekombinasyon veya homolog
olmayan ug birlestirme ile uygulanabilir hale getirilir
ve yakin zamana kadar uygulanan basit gen ekleme
protokollerine artiml bir yaklasimi temsil etmektedir
(Karponi ve ark., 2019). CRISPR/Cas9 teknolojisi,
hepatit B virtisiine (HBV) karst klinik diizeyde
basariyla test edilmis olup, temizlenmesine yardimci
olmustur (Lin ve ark, 2014). Genlerinin ifadesini ve
replikasyonunu inaktive ederek HIV-1'e Kkarsi
Mycobacterium tuberculosis, hepatit C viriisit ve
herpes simpleks viriisii igin ¢ok daha basarili klinik
oncesi uygulamalar bildirilmistir (Hu ve ark., 2014;
Bakhreba ve ark, 2018). Sonug olarak, CRISPR/Cas9
sistemi, sistemik olarak uygulanan lentiviral vektor
araciligiyla, mikroorganizmanin  belirli  genetik
ozelliklerinde lezyonlara neden olacak bir niikleaz
genetik bilgisinin tamtilmas: yoluyla, brusellalar:
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parazitledikleri  hiicrelerde temizleyebilecek  bir
molekiiler tedavinin gelistirilmesi yoluyla, brusellozun
ortadan kaldirilmasi igin ortaya cikan engelleri asma
potansiyeline sahiptir, ancak konak DNA'sina zarar
vermeyebilir (Karponi ve ark., 2018).

Sonucg

Insanlar et, siit ve yumurta formundaki giinliik
temel gida ihtiyaclar1 igin iftlik hayvanlaria
bagimlidir. Bu nedenle, genetik miihendisligi ve
transgenez kisa bir zaman diliminde daha ©nemli
kazanimlar ve tretim firsati saglamaktadir. En iyi
stratejilerden biri, gida tiretiminin, hayvan sagliginin
ve refahinin verimliligini artirmak igin iftlik
hayvanlarinin genetik olarak degistirilmesidir. Bulasici
hastaliklarin hizli tespiti, sadece insanlarda degil, aymn
zamanda ciftlik hayvanlarinda da tani ve enfeksiyon
onlemede biiytikk ©nem tasimaktadir. Bruselloz,
kiiresel capta en 6nemli ciddi zoonotik hastaliklardan
biri olarak kabul edilmektedir. Ciddiyeti hayvan
poptilasyonuyla smirli  degildir, ayrica hayvan
yetistiricileri icin kritik bir mali yiike neden
olmaktadir. Sigirlarda genom miihendisligi esas olarak
hastalik direnci, alerjenlerin ortadan kaldirilmas, tirtin
tretimi, degerli 6zelliklerin tanitilmasi ve refahlar: gibi
konulara odaklanmaktadir. Genomik ve proteomik
yaklasimlar ve sigir brusellozunun onlenmesi ve
kontrolti igin gelecekteki perspektifler hakkinda
glincel bir bakis acist saglamaktadir. Izotermal
amplifikasyon ve CRISPR/Cas sistemlerini birlestiren
niikleik asit tespit yontemleri, son yillarda saglamlik,
kolaylik, duyarlilik, 6zgiillik, uygun fiyat ve yerinde
tespit igin potansiyel adaptasyon ile ortaya ¢ikmustir.
CRISPR sistemi tarim alaninda hayvanlarda hastalik
direnci olusturmak i¢in gtivenilir bir yontem olarak
gelistirilmistir. Sonug olarak, hizli ilerlemesi mevcut
hayvancilik zorluklarint ¢6zmek icin bir¢ok yeni
konseptin ortaya ¢ikmasmma neden olmustur. Esas
olarak hayvan saghgin, ozelliklerini, refahi ve
bunlarin cevresel koruma ve insan saglig tizerindeki
etkileriyle iliskisini iyilestirmek igindir. CRISPR/Cas9
sisteminin  genisletilebilirligi farklt farmakolojik
stratejilerin hizli bir sekilde gelistirilmesini ve test
edilmesini saglayarak diger genetik miihendisligi
yontemlerine gore daha kisa tiretim siireleriyle
sonuglanmaktadir. Veteriner hekimleri, ciftcileri
hastaligin tehlikeleri, hayvanlar ve insanlar arasinda
nasil  bulagabilecegi  ve  kendilerini  nasil
koruyabilecekleri  konusunda  egitmelidir. Bu
incelemenin 6nemli bir boliimiinde nanoteknoloji ve
genetik mithendisligine dayanan yeni teknik CRISPR
tartistlmistir.  Bu yenilik, diinya c¢apinda refahi
iyilestirmek i¢in insan amaclarma ulasmak amaciyla
hayvanlar alemini ve ¢evreyi daha 6nce hi¢ olmadig1
kadar sekillendirmeye izin vermektedir.
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