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Kisa Bilimsel Calisma / Short Communication

Atik fetus mide iceriklerinden konvansiyonel kiiltiirel yontem ve polimeraz
zincir reaksiyonu ile Brucella spp.’nin teshisi
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Ozet: Brusellosis, Brucella tiirlerinin neden oldugu oldukea bulasici, zoonotik bir enfeksiyondur. Brusellozisin teshi-
sinde, serolojik ve konvansiyonel kiiltiirel yontemlerin yani sira farkli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamala-
r1 da kullanilmaktadir. Bu calismada 31 adet sigir, 8 adet koyun ve 1 adet kegi fotal atik mide igeriginden bakteriyolo-
jik kiiltir ve PZR ile Brucella spp.’nin belirlenmesi ve her iki teshis yonteminin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Ca-
lisma sonunda her iki yontemle de benzer pozitif ve negatif sonuglar elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Brucella spp., fetus, konvansiyonel kiiltiirel yontem, mide icerigi, PZR

Diagnosis of Brucella spp. by conventional cultural method and polymerase chain reaction in
stomach contents of aborted fetuses

Summary: Brucellosis is a contagious, zoonotic infection caused by Brucella species. Beside the serological and con-
ventional cultural methods, different polymerase chain reaction (PCR) applications can be used in diagnosis of brucel-
losis. The aim of this study was to compare bacteriological culture and PCR methods used for the detection of
Brucella spp. in stomach contents of the 31 bovine, 8 ovine and 1 caprine aborted fetuses. At the end of the study,
same positive and negative results were obtained from both methods.
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Brusellozis diinyada ve iilkemizde ¢iftlik hayvanla-
r1 agisindan ekonomik dnem arz eden, insan sagligi
acgisindan da tehdit unsuru olusturan, olduk¢a yay-
gin zoonotik bir infeksiyondur (AYDIN ve
PARACIKOGLU, 2006). Bu  nedenle,
infeksiyonun hizli ve giivenilir bir sekilde teshisi-
nin yapilabilmesi, iilke hayvanciligi ve insan sagli-
&1 acisindan olduk¢a 6nemlidir.

Sigir ve koyunlarda brusellozis, Brucella
genusu igerisinde bulunan, B. abortus, B.
melitensis, B. ovis ve B. suis gibi farkli Brucella
tiirleri tarafindan olusturulur. Brusellozisin rutin
teshisinde, serolojik ve bakteriyolojik testler gibi
konvansiyonel yontemlerden (HESTERBERG ve
ark., 2008) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
gibi molekiiler tekniklerden faydalanilmaktadir
(HINIC ve ark., 2009).

Konvansiyonel yontemlerden bakteriyolojik
kiiltiir ile brusellozisin teshisi her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bunun nedenleri; Brucella’nin zor
iireyen bir bakteri olmast, izolasyon i¢in zenginles-

tirilmis besi yerleri ve 6zel inkubasyon kosullarina
gereksinim gostermesi, identifikasyon siirecinin
uzun zaman almasi, marazi maddelerin zamaninda
ve uygun sartlarda laboratuvara ulastirillamamasi
olarak siralanabilir. Serolojik metotlar ise, numune
(kan serumu, siit serumu vb.) alimmin kolayligi,
rahat uygulanabilirligi, kisa siirede sonug¢ alinabil-
mesi, sensitivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle
brusellozisin teshisinde daha ¢ok kullanilmaktadir.
Ancak siirii igerisindeki tiim hayvanlar teshis edi-
lebilir diizeyde antikor yanit1 olusturmamakta, asili
ve dogal enfekte hayvanlarin ayrimi yapilamamak-
ta ve mikroorganizmanin diger bakterilerle ¢apraz
reaksiyon vermesi yanlis pozitif sonuglarin alinma-
styla neticelenebilmektedir. Bu sebeplerden dolay1
enfeksiyonun serolojik teshisinde en az iki testin
birlikte uygulamas1 gerekmektedir (ALTON ve
ark., 1988).

1987°den beri Brucella spp.’nin teshisi icin
¢ok sayida farkli primer cifti kullanilmis ve sayisiz
PZR teknigi gelistirilmistir. Brucella spp.’nin tes-
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hisinde kullanilan ilk PZR tabanli testlerde cins-
spesifik bolgenin identifikasyonu amaglanmistir
(FEKETE ve ark., 1990). Bu amagcla, IS711 olarak
tanmimlanan insersiyon sekansi (BRICKER ve
HALLING, 1994), 16S rRNA geni (HERMAN ve
DE RIDDER, 1992), 16S-23S rRNA operonu
(ROMERO ve ark., 1995), 31 kDA dis membran
proteini (MAYFIELD ve ark., 1988), 43 kDA dis
membran proteini (FEKETE ve ark., 1990), omp-2
dis membran proteini (LEAL-KLEVEZAS ve ark.,
1995) PZR c¢alismalarinda kullanilmigtir. Daha
sonralari, Brucella tiirlerinin ve/veya
biyovarlarinin ayrimi i¢in ¢esitli PZR teknikleri ge-
ligtirilmistir (ADONE ve ark., 2001). Konvansiyo-
nel PZR teknikleri disinda son yillarda gergek za-
manli PZR (Real-Time PCR) kullanimi da
laboratuvarlarda yerini almaktadir (HINIC ve ark.,
2009). PZR ile Brucella spp.’nin teshisi ilk zaman-
lar izolatlardan elde edilen purifiye DNA’lardan
gergeklestirilmistir. Daha sonraki yillarda fotal
atiklar ve maternal dokular (CETINKAYA ve ark.,
1999), kan (GUARINO ve ark., 2000), siit
(ROMERO ve LOPEZ-GONI, 1999), nazal sekret
(SREEVATSAN ve ark., 2000), semenden (AMIN
ve ark., 2001) elde edilen DNA’larla da PZR uygu-
lamalar1 yapilmistir.

Bu calismada, brusellozis siiphesiyle, 2008-
2009 yillar1 arasinda, soguk zincirde Merkez Vete-
riner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Yetistirme
Hastaliklar1 Laboratuvarina gonderilen 31 adet si-
gir, 8 adet koyun ve 1 adet keci fotal atigina ait
mide iceriginden kiiltiir ve Brucella abortus’un
16S rRNA seckansindan elde edilen cins-spesifik
primerler kullanilarak yapilan PZR (ROMERO ve
ark., 1995) ile Brucella spp.’nin teshisi gerceklesti-
rildi.

Brucella tirlerinin izolasyonlar1 igin atik
fetuslara ait mide iceriklerinin izolasyon c¢aligmasi,
Serum-Dekstroz agarda gerceklestirildi. Daha son-
ra agar pleytler, %10 CO;’li etiivde, 37°C’de, 4-7
giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
siipheli koloniler, koloni morfolojisi, Gram boya-
ma, oksidaz, katalaz, iireaz ve nitrat rediiksiyon gi-
bi biyokimyasal ozellikler dikkate alinarak
Brucella spp. yoniinden incelendi (ALTON ve
ark., 1988).

Bakteriyoloji ve PZR’de pozitif kontrol olarak
atik fetus mide iceriklerinden izole edilen ve Pen-
dik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii’nde
tiplendirilen B. abortus ve B. melitensis suslar kul-
lanild1.

Ekstraksiyon oncesi fotal atiklarin mide igerik-
leri 1 saat boyunca 65°C’de inaktive edildi.
Inaktivasyon sonrasi ticari bir DNA ekstraksiyon
kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi sekilde (Qiagen
Blood Tissue Kit, Qiagen; 69506) ckstraksiyon
gerceklestirildi.

Daha 6nce Romero ve ark. (1995) tarafindan
kullanilan Brucella abortus 16S rRNA sekansin-
dan elde edilen cins-spesifik F4, R2 primerleri kul-
lanild1 (Tablo 1).

PZR i¢in Romero ve ark. (1995)’nin bildirdik-
leri yontem modifiye edilerek uygulandi. PZR re-
aksiyonu Fermentas Taq DNA Polymerase
(rekombinant) Kit (Uriin No: EP0402) ile gercek-
lestirildi. PZR’de kullanilan reaksiyon hacimleri su
sekildedir: 2.5 pl PCR buffer (MgCl, ihtiva etme-
mektedir), 0.5 ul ANTP (10 mM), 1.5 pl MgCl, (25
mM), her primerden 1 pl (20 pmol/ul), 2 pul
templeyt, 16 pl deiyonize su olmak iizere toplam
reaksiyon hacmi 25 pl’dir. PZR reaksiyonu para-
metreleri sirastyla su sekildedir: 95°C’de 2 dk 6n
denaturasyonu takiben 35 siklus boyunca 95°C’de
30 sn denaturasyon, 55°C’de hibridizasyon,
72°C’de 30 sn ekstensiyon ve ardindan 72°C’de 10
dk final ekstensiyon.

10 pl PZR {irlind, ethidium bromide ile boya-
nan %1.5’luk agaroz jelde (Seakem; Seakem LE
agarose, 50004L) 30 dk boyunca 100 V’da ylirii-
tildi. DNA  bantlar1 UV  transluminator
(Ultraviolet Products/UVP) ve jel dokiimantasyon
sistemi (Bitech Image Master-VDS Fujilim Termal
Imagine System FTI-500) yardimu ile goriintiilendi.
Olugan PZR iirlinlerinin biyilikligi yaklasik 905
bp olarak belirlendi.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler.

Primer Sekanslar (5°-3%) Lokalizasyon
F4 TCG AGC GCC CGC AAG GGG 63-79
R2 AAC CAT AGT GTC TCC ACT AA 947-966
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Tablo 2. PZR ve konvansiyonel kiiltiir yontemi ile elde edilen sonuglarin hayvan tiirlerine gére dagilimu.

Pozitif 6rnek sayist / %

Negatif 6rnek sayis1 / %

Hayvan tiirii Mide igerigi

Bakteriyoloji PZR Bakteriyoloji PZR
Sigir 31 15/48.4 15/48.4 16/51.6 16/51.6
Koyun 8 3/37.5 3/375 5/62.5 5/62.5
Kegi 1 - - 1/100 1/100

Soguk zincirde gonderilen 31 adet sig1r, 8 adet
koyun ve 1 adet kegi olmak iizere toplam 40 adet
fotal atik mide iceriginden yapilan bakteriyolojik
kiiltiir ve PZR sonucunda; sigir érneklerinin 15’1
(%48.4) ve koyun 6rneklerinin 3’i (%37.5) her iki
yontemle de pozitif bulunmustur. Ke¢i 6rneginden
yapilan incelemede ise her iki yoOntemle de
pozitiviteye rastlanmamistir (Tablo 2) (Sekil 1).

o] T ]
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Sekil 1. PZR ile elde edilen bazi pozitif ve negatif so-
nuglar. M: 100 bp marker (Fermentas, Letonya); P: Po-
zitif kontrol; N: Negatif kontrol; 1, 6, 8, 10, 12, 15, 16:
Pozitif 6rnekler (905 bp); 2, 3,4,5,7,9, 11, 13, 14: Ne-
gatif 6rnekler.

Buna gore, her iki yontemle de toplam 18 adet
pozitif ve 22 adet negatif sonu¢ elde edilmistir.
Bakteriyolojik  kiiltiir ile  karsilagtirildiginda
PZR’nin sensitivite ve spesifitesi %100 olarak bu-
lunmustur.

Brucellozisin teshisinde sperma, kan, fotal ig
organlar gibi materyaller kullanilarak konvansiyo-
nel kiiltiirel yontem ve farkli PZR uygulamalarinin
karsilastirildig1 ¢calismalar yapilmistir. Ancak fotal
mide iceriginden PZR ile Brucella spp.’nin teshisi
ve konvansiyonel kiiltiirel yontem ile karsilastiril-
masina iligskin az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Giler ve ark. (2003)’nin koyun atik fetus mide
igeriklerinden brusellozisin teshisinde, bakteriyolo-
jik Kkiiltiir ve PZR yontemini karsilastirdiklart bir
caligmada bakteriyolojik kiiltiir ile pozitif sonug
alman 39 mide igeriginin 38’inde PZR ile pozitif
sonu¢ elde ederek, PZR’nin spesifite ve
sensitivitesini %97.4 olarak tespit etmislerdir. Aym

caligmada bakteriyolojik kiiltiir ile negatif sonug
alman mide igeriklerinden yapilan PZR ile de ayn1
sayida negatif sonu¢ alinmig ve PZR’nin spesifite
ve sensitivitesi negatif drnekler i¢cin %100 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu spesifite ve sensitivite
degerleri bizim g¢alismamizdaki deger ile benzer
bulunmus ve PZR’nin, brusellozisin teshisinde ru-
tin olarak kullanilabilecegi fikri desteklenmistir.
Konvansiyonel kiiltiire gére mide igeriklerinden di-
rekt yapilan PZR’nin daha kisa zamanda sonug
vermesi brusellozisin teshisinde énemli bir avantaj
olarak belirlenmistir.

Ulkemizin brusellozis hastaligi i¢in endemik
bolge oldugu bilinmektedir. Bu nedenle farkli hay-
van tiirlerinde ve daha fazla Ornek sayisiyla
Brucella spp.’nin tiir diizeyinde teshisi, bununla
beraber serolojik olarak belirlenmesinde sikintilar-
la karsilagilan asili ve asisiz hayvanlarin ayriminin
yapilabilmesi ig¢in bundan sonraki ¢aligmalarda
farkli molekiiler tekniklerin kullanildigi ¢alismalar
hedeflenmektedir.
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