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Ozet: Brucellozisin laboratuar teshisinde bakteriyolojik, molekiiler ve serolojik testler kullaniimaktadir. Brucella cinsi mikroorganizmalar,
16S rRNA sekans analizi sonucuna gére Rhizobium, Agrobacterium, Ochrobactrum tirlerinin de i¢inde bulundugu Proteobactereaceae’nin
2a altgrubunda yer almaktadirlar. Bu ¢alismada, koyun ve sigir kan serumlarinda (toplam 200 serum) bulunan B. abortus ve B. melitensis’e
karsi olusmus antikorlari teshis etmede Rhizobium tropici (R. tropici) tim hiicre antijeni kullanildi. R. tropici ile B. abortus ve B. melitensis
arasindaki genetik yakinlik Random Amplifiye Polimorfik DNA-PCR (RAPD-PCR) yéntemi ile arastirildi. Hazirlanan antijenin sensitivitesi
ve spesifitesi, sigir kan serumlari igin sirasiyla % 81.1 ve % 22.6, koyun kan serumlari igin ise sirasiyla % 80.1 ve % 59.5 olarak
hesaplandi. RAPD-PCR analizi sonucunda, genetik benzerlik B. abortus ve R. tropici arasinda % 33.3, B. melitensis ile R. tropici arasinda
% 46.2 ve B. abortus ile B. melitensis arasinda % 72.7 olarak hesaplandi. Sonug olarak, B. abortus ve B. melitensis ile R. tropici
arasindaki genetik benzerlik RAPD-PCR kullanilarak ortaya konuldu. R. tropici’den uretilen tim hiicre antijeni ile brucellozisin serolojik
teshisinin yapilamayacagi fakat hayvanlarin R. tropici'ye karsi antikor gelistirebilecekleri ve bu antikorlarinda Brucella serolojisinde yanlis
pozitiflik sebepleri arasinda yer alabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Brucellosis, Rhizobium tropici, seroloji

Summary: Laboratory diagnosis of brucellosis is made by serological, molecular or cultural methods. Brucella spp., Agrobacterium,
Ochrobactrum and Rhizobium all belong to the alpha-2 subgroup of Proteobacteria as revealed by studies on 16S rRNA scegence
analysis. O.anthropi has been used to diagnose brucellosis. In this study, whole cell extract from Rhizobium tropici (R. tropici) was
examined for detecting antibodies to B. abortus and B. melitensis in cattle and sheep sera (200 in total), respectively. Genetic similarity
between the bacteria R. tropici, B. abortus and B. melitensis was also investigated by RAPD-PCR. Using the sera from cattle, sensitivity
and specificity were calculated as being 81.1% and 22.6%, respecitively when the SAT considered as Gold Standard. RLAT’s sensitivity
for sheep sera (80.1%) was found being close to that of cattle sera (81.1%) while specivity of RLAT for sheep sera (59.5%) was quite
higher than the figure for the cattle sera (22.6%). In conclusion, use of whole cell antigen from R. tropici is not practical in sero diagnosing
brucellosis in cattle and sheep. It is also considered that some antibodies to R. tropici are also mounted in the hosts contributing
misunderstanding of the positivitiness in the serology.
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Giris Brucellozisin laboratuar teshisinde bakteriyolojik,
molekuler ve serolojik testler kullaniimaktadir (Alton
ve ark., 1988; Arda ve ark., 1997; Ucan ve ark., 1999;
Aras ve Ugan, 2002; Ugan ve Aras, 2007). Smooth
(S) Brucellalarin (B. abortus, B. melitensis ve B. suis)
neden oldugu enfeksiyonlarda olusan antikorlarin
tespitinde outher membrane S-lipopolisakkarit (S-
LPS) kullaniimaktadir. Brucella’'nin S-LPS’i ile bazi
Gram-negatif bakteriler (Yersinia enterocolitica O:9

Brucellosis; sigir, koyun, kegi, domuz ve kog¢
gibi hayvanlarda 6zellikle testis, meme, uterus gibi
genital organlara yerleserek yavru atmalara ve
infertiliteye neden olan kronik, bulasici, nekrotik ve
yangisal infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir
hastaliktir (Alton ve ark, 1988; Bilgehan 1992; Arda
ve ark, 1997).

Gram-negatif, fakultatif ve hiicre ici bakterilerden
olusan Brucella cinsinin igerisinde, B. abortus, B.
melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae
(Buxton ve Fraser, 1977; Alton ve ark, 1988; Arda ve
ark, 1997) ve B. maris (Bricker ve ark, 2000) olmak
Uzere 7 tur bulunmaktadir. DNA-DNA hibridizasyon
¢alismalari sonuglarina goére turler arasinda % 90’
dan fazla DNA homolojisi vardir (Cloeckaert ve ark,
1999).

gibi) arasinda serolojik gapraz reaksiyon belirlenmis
ve bu durumun da brusellozisin tanisinda yanlig
pozitifliklere neden oldugu bildirilmistir (Alton ve ark,
1988).

Rhizobium spp., bitkilerin kéklerinde nodullere
neden olan, atmosferik nitrojeni fikse eden, Gram-
negatif ve simbiotik bakterilerdir. Yonca benzeri
bitkilerin yetistiriimesinde, elde edilen Grini artirmak
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amaciyla nitrojen fikzatoérl olarak Rhizobium cinsi
bakteriler kullaniimaktadir (Nap ve Bisseling, 1990).

Brucella cinsi mikroorganizmalar, 16S rRNA
sekans analizi sonucuna gére Proteobactereaceae
sinifinin 2a altgrubunda yer almaktadirlar. Bu alt grupta
ayrica Rhizobium, Agrobacterium, Bartonella,
Phyllobacterium ve Ocrobactrum gibi bakteriler
bulunmaktadir (De Lay ve ark 1987, Corbel ve Moriyon
2006). Yapilan ¢calismalarda, Brucella spp. ile O.
anthropi arasinda genetik yakinlik oldugu (Velasco
ve ark, 1997) ve c¢apraz reaksiyon olustugu
gOsterilmistir (Leal-Klevezas ve ark, 2005). Ayrica,
B. ovis R-LPS ile O. anthropi R-LPS arasindaki capraz
reaksiyon da, dogal enfekte kog serumlarinin her iki
antijen ile test edilmesiyle gosterilmistir (Velasco ve
ark, 1997). Yapilan bir bagka calismada ise, Brucella
outer membran proteinlerine (Omp) karsi hazirlanmig
monoklonal antikorlar (Omp10, Omp 16, Omp19) ile
Rhizobium, Ochrobactrum, Agrobacterium ve
Phyllobacterium ylzey antijenleri arasindaki capraz
reaksiyon gdsterilmis ve genetik benzerlik yaninda
antijenik benzerligin varligi da vurgulanmistir
(Cloeckaert ve ark, 1999). Ayrica, keci ve farelerde,
B. abortus ve B. melitensis’e karsi enfeksiyon veya
asllama sonucu olusmus antikorlar O. anthropi antijeni
ile basaril bir sekilde teshis edilmistir (Young, 2000).

Rhizobium ve Brucella cinsi bakteriler arasindaki
ortak antijenik yapinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bir calismada, Omp10, Omp 16 ve Omp19 antijenik
yapilarinin ortak oldugu belirlenmis (Cloeckaert ve
ark, 1999) fakat diger yiizey antijenleri hakkinda
galisma yapilmamistir. Bu ¢aligmada, koyun ve sigir
kan serumlarinda bulunan B. abortus ve B. melitensis’e
karsi olusmus antikorlar ile Rhizobium tropici tim
hicre antijeni arasindaki immunolojik iligkiyi arastirmak
ve olasi bir ¢capraz reaksiyonu ortaya koymak
amaclanmigtir. Ayrica, R. tropiciile B. abortus ve B.
melitensis arasindaki genetik yakinlik Random
Amplifiye Polimorfik DNA-PCR (RAPD-PCR) yontemi
ile ortaya konulmustur.

Materyal ve Metot

Si1gir ve Koyun Kan Serumlari: Konya il merkezi
ile ilcelerinde bulunan, asisiz ve ge¢misinde B. abortus
(s1gir surdleri) veya B. melitensis (koyun sirtleri)
izole edilmis 2’ser adet sigir ve koyun siristinden
2007-2008 yillar1 arasinda alinan 100’er adet kan
serumu kullanildi. Toplanan sigir ve koyun kan
serumlari 56 °C de 30 dakika tutularak inaktive edilip,
kullanilincaya kadar -20 °C de muhafaza edildi.

SAT ve RBPT Antijenleri: Her iki testte kullanilan
antijenler Pendik Veteriner ve Kontrol Arastirma
Enstitistinden temin edildi.

Standart Suslar: Antijen hazirlamak amaciyla,
R. tropici CIAT 899 susu S.U. Ziraat Fakultesi kdltar
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koleksiyonundan temin edildi. RAPD-PCR’ da
kullaniimak Uzere, B. melitensis 16 M susu Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisinden ve B.
abortus S99 susu S.U. Veteriner Fakuiltesi Mikrobiyoloji
ABD kiltir koleksiyonundan temin edildi.

Serolojik Testler; Rose Bengal Plate Test (RBPT):
Toplanan kan serumlari ve antijen oda sicakligina
(22 £ 4 °C) getirildikten sonra bir lam Gzerine serum
drneginden bir damla (30ul) damlatildi. Uzerine ayni
miktarda antijen ilave edilip, yaklasik 2 cm ¢apinda
bir daire olusturacak sekilde antijen ile serum 4 dakika
boyunca karistirildi. Stire sonunda aglitinasyonun
gerceklesmesi Brucellozis yéninden pozitif olarak
degerlendirildi.

Serum Aglitinasyon Testi (SAT): Toplanan test
serumlarinin, % 0.5 fenolll fizyolojik tuzlu su (FTS)
ile dilusyonlari yapilip her bir tipteki 0.5 ml serum
dilusyonu Uzerine 0.5 ml SAT antijeni ilavesiyle 1:10,
1:20,.. 1:1280 dilisyonlar elde edildi. Tupler 37 °C
de 17-24 saat bekletildikten sonra sonuclar
degerlendirildi. 1:40 ve daha yiiksek titrede 80 IU:ml'ye
karsilik olan ++ (%50 berrak) pozitif reaksiyon gosteren
asisiz hayvanlara ait serumlar Brusellozis yéninden
pozitif kabul edildi.

R. tropici’den Antijen Hazirlanmasi: Antijen, Lisle
ve Carmichael (1974)’in bildirdigi metoda goére
hazirlandi. R. tropici CIAT 899 susunun ilk kaltiri
yapildiktan sonra, 20 adet petri kabina dékullen Yeast-
Mannitol-Agarda (Mannitol 10 g, K2HPO4 0,5 g,
MgS04 7H20 0,2 g, yeast ekstrakt 0,5 g, NaCl 0,5
g, agar 15 g, distile su 1000 ml) subkdltirleri yapilip
30 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkilbasyonun
sonunda Ureyen koloniler 20 ml PBS ile toplanip 10
000 g’'de 20 dakika santriftij edildi. Toplanan pelet
aynl iglemle 2 kez yikandi. Yikama isleminden sonra
pelet 125 g (1slak hiicre)/L olacak sekilde PBS ile
slispanse edildi ve birkag katl steril gazli bezden
stizuldikten sonra 56 °C de 1 saat tutularak inaktive
edildi. Sispansiyon, litreye 6 ml boya sollsyonu (2
g brillant green ve 1 g kristal violet 300 ml distile suda
¢6zdurulda) eklenerek boyandi ve packed cell volume
% 6 olacak sekilde sulandirilip cam yinu ile filtre
edildi. Son olarak, % 0,01 final konsantrasyon olacak
sekilde thiomersal eklendi ve koyu renkli bir sisede
+ 4 °C de muhafaza edildi.

Rhizobium Lam Aglitinasyon Testi (RLAT): Lam
Uzerine 40, 20, 10 ve 5 yl serum ve ayni miktarlarda
antijen damlatilarak kombinasyonlar yapildi ve en
ideal antijen-antikor miktari belirlendi. En ideal
reaksiyonun, 20 uyl antijen ile 20 pl serumun
karistiriimasiyla gergeklestigi tespit edildi ve testlerde
bu miktarlar kullanildi. Sire olarak 1, 2 ve 3.
dakikalardaki aglitinasyon sonuglari ayri ayri
kaydedildi.
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RAPD-PCR Teknigi ile Genotiplendirme: R. tropici
Yeast Mannitol Agarda, B. abortus S99 ile B. melitensis
16 M suslari da kanli agarda (CM0271B, Oxoid)
uretildikten sonra DNA ekstraksiyonunda (Promega
Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Cat. #A1120,
USA) Uretici firmanin belirttigi sekilde kullanildi.

RAPD-PCR Amplifikasyonunda, 25 pl'lik
reaksiyon karisimi (5ul 10x PCR buffer, 250 uM her
bir ANTP (DNTP-100, Sigma), 1 U Tag polymeraz
(EP0282, MBI Fermentas), 6,25 uM primer (IDT,USA),

1TmM MgCI2 ve 2,5 ul ekstrakte edilmis DNA)
kullanildi. Kullanilan primer ve dizilimi 5’
CGGCCCCTGT 3’ seklindeydi. Bu karisim 1s1 déngu
cihazinda (Techne Progene, Cambridge Ltd., UK),
94 C°de 3 dakika 6n denatlirasyona tabi tutuldu.
Sonra her déngisi 94 C° de 1 dakika, 35 C° de 2
dakika ve 72 C° de 1 dakikalik adimlardan olusan 10
déngu ve daha sonra her dongust 94 C° de 1 dakika,
50 C° de 2 dakika ve 72 C° de 1 dakikalik adimlardan
olusan 30 donguliik bir reaksiyon ile ¢cogaltildi. Son
uzatma olarak 72 C° de 4 dakika tutulduktan sonra
PZR artnleri 0.5 pg/ml etidyum bromid ve % 1.6’lik
agaroz (Prona) iceren jel ortaminda elektroforez edildi.
Marker olarak 100 bg¢’lik bandlar olusturan marker
(Vivantis) kullanildi (Fekete ve ark, 1992; Tcherneva
ve ark, 2000).

RAPD analizi sonucu elde edilen bantlardan
yararlanilarak bantlarin varliginda bir, yoklugunda
sifir olacak sekilde veri matrisleri olusturuldu. Elde
edilen veri matrislerinden yararlanarak genetik
benzerlik degerleri Nei ve Li (1985)'nin formuline
(M=NAB/NT) goére hesaplandi.

Bulgular

incelenen toplam 100 adet sigir kan serumunun
69 adedinin RBPT ile pozitif sonug verdigi ve SAT ile
1/40 ve Uzeri (pozitif) titre verdigi tespit edildi. Test
edilen 100 adet koyun serumunun ise 21 adedi RBPT
ve SAT (® 1/40) ile pozitif sonug verdi.

RLAT ile yapilan degerlendirmede, Brucella
negatif olan 31 adet sigir kan serumundan, 1. dakikada
2, 2. dakikada 19, 3. dakikada 24 ve 5. dakikada 30
tanesi Rhizobium antijeni ile aglitinasyon gdsterdi.
Brucella pozitif olan 69 adet sigir kan serumundan,
ayni dakikalarda sirasiyla 3, 39, 56 ve 65 tanesi
aglutinasyon gdsterdi (Tablo).

Koyun kan serumlarinin RLAT ile 1., 2., 3. ve 5.
dakikalarda yapilan degerlendirmelerinde, Brucella
pozitif olanlarin sirasiyla 1, 9, 17 ve 18 tanesi; negatif
olanlarin sirasiyla 6, 22, 32 ve 49 tanesi Rhizobium
antijeni ile aglitinasyon gdsterdi (Tablo).

Testler sirasinda antijen otoaglitinasyon
yéninden de degerlendirildi ve her seferinde negatif
sonu¢ gbzlendi. Ayrica, Pendik Veteriner Kontrol ve
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Arastirma Enstitisiinden temin edilen Brucella pozitif
kontrol serumuyla yapilan RLAT de de kuvvetli
aglitinasyon gézlendi. SAT testi altin standart kabul
edildiginde, RLAT’inin sensitivitesi ve spesifitesi, sigir
kan serumlari igin sirasiyla % 81.1 ve % 22.6, koyun
kan serumlari icin ise sirasiyla % 80.1 ve % 59.5
olarak hesaplandi.

RAPD-PCR analizi sonucunda, B. abortus
susundan 5, B. melitensis susundan 6 ve R. tropici
susundan 7 adet bant amplifiye edildi (Sekil). Elde
edilen veri matrislerinden yararlanarak suslar
arasindaki genetik benzerlik dederi Nei ve Li'nin
(1985) formdiiline (M=NAB/NT) gére B. abortus ve R.
tropici arasinda % 33.3, B. melitensis ile R. tropici
arasinda % 46.2 ve B. abortus ile B. melitensis
arasinda % 72.7 olarak hesaplandi.

Tartisma ve Sonug

Brusellozisin laboratuvar teshisinde bakteriyolojik,
molekiler ve serolojik testlerden yararlaniimaktadir
(Alton ve ark, 1988). Serolojik testlerde teshis antijeni
olarak degisik antijenler kullaniimaktadir. Bunlar, tim
hiicreden olusan antijenler, LPS ekstraktlari, hiicrenin
tum komponentlerini iceren hot saline extract (HS)
ve stoplazmik protein antijenleridir (Garin-Bastuji ve
ark, 1998). O. anthropi ile B. melitensis sitoplazmik
protein antijenleri arasinda ¢apraz reaksiyon
belirlenmis ve brusellozisin tanisinda protein antijeni
ve deri allerjeni olarak basarili bir sekilde kullanilmigtir
(Velasco ve ark, 1997).

Ayrica, B. ovis R-LPS ile O. anthropi R-LPS
arasindaki ¢apraz reaksiyon, dogal enfekte kog
serumlarinin her iki antijen ile reaksiyon vermesiyle
gosterilmistir (Velasco ve ark, 1997).

Rhizobium cinsi bakterilerin antijenik yapisi ve
Brucella cinsi bakterilerle olan iliskisi ile ilgili calismalar
¢ok sinirhdir. Cloeckaert ve ark (1999) yaptiklari
¢alismada, Brucella Omp’lerine karsi hazirlanmis
monoklonal antikorlar (Omp10, Omp 16, Omp19) ile
Rhizobium leguminosarum yuzey antijenleri arasindaki
¢apraz reaksiyonu gostermislerdir.

Rhizobium vyuzey polisakkariti olan
exopolysaccharide succinoglycan (EPS I)in Brucella
LPS’i ile benzestidi ve her iki yapinin da virllens
faktoru olabilecegi bildirilmistir (Doerrler ve ark, 2001).
Yuksek biyoglvenlik standartlarina gerek kalmadan
ve patojen olmayan bir etkenden hazirlanacak ancak
brusellozisin tanisinda kullanilabilecek bir antijen
eldesi, brusellozis igin antijen Uretecek laboratuvarlar
igin pratik bir ¢6zim saglayabilir. Bu ¢calismada R.
tropici sugsundan hazirlanan tim hicre antijeni ile
sigir ve koyun kan serumlari aglitinasyona tabi tutuldu
ve Brucella pozitif serum 6rneklerinin cogunda ¢apraz
reaksiyon tespit edildi. SAT testi altin standart kabul
edildiginde, testin sensitivitesi ve spesifitesi, sigir kan
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Tablo. Sigir ve Koyun Kan Serumu Serolojik Muayene Sonuglari

S1aur kan serum sonuglari

Rhizobium tropici antijent ile pozitif veren serum

savisi

Serum savisli

1. dakika 2. dakika 3.dakika 5. dakika

RBPT (+). SAT (=1/40)
RBPT(-). SAT (-)

Sigur serum toplam

69

31

100

3 39 56 65
2 19 24 30
5 58 80 95

KOYI.II] kan serum somu;lan

Rhizobium tropici antijent ile pozitif veren serum

savist

Serum savisi

RBPT (+). SAT (=1/40)
RBPT(-), SAT (-)

Koyun serum toplam

21

79

100

1. dakika 2. dakika 3.dakika 5. dakika

1 9 17 18
6 22 32 49
7 31 49 67

3000

1000

500

Sekil. RAPD-PCR sonucu elde edilen bakteriyel DNA fingerprintlerinin elektroforetik (%1,6
agaroz jel) analiz sonuglari. 1, B. abortus; 2, B.melitensis; 3, R. tropici; M, VC 100bp Plus DNA

Ladder (Vivantis).
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serumlari igin sirasiyla % 81.1 ve % 22.6, koyun kan
serumlari igin ise sirasiyla % 80.1 ve % 59.5 olarak
hesaplandi. Brucella negatif serum &rneklerinin
bazilarinda aglutinasyonun gérilmesi, bu érneklerin
alindig1 hayvanlarin Rhizobium eklenmis gubre
kullanilarak yetistirilen bitkilerle beslenmeleri ve bu
etkenlerin immuniteyi uyarmis olmalarina bagli oldugu
distntlmektedir.

Son yillarda molekuler ydntemlerin gelismesi ile
bakterilerin genotiplendiriimesinde DNA Parmak |zi
analiz yéntemleri kullanilmaya baslanmistir (Olive ve
Bean, 1999; Tcherneva ve ark, 2000; Ridler ve ark
2005). Bu yontemlerden Random Amplifiye Polimorfik
DNA-PCR (RAPD-PCR) (Tcherneva ve ark, 2000),
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Ridler ve
ark, 2005) ve Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) (Olive ve Bean, 1999) Brucella
suslarinin genotiplendirmesinde basari ile
kullaniimaktadir. RAPD-PCR y&nteminin, duyarhligi
ve gesitli mikroorganizmalarin identifikasyonunda
basaril bir sekilde kullanildigi bildiriimektedir (Kilig
ve ark, 2003). Tcherneva ve ark (2000), RAPD-PCR’
kullanarak B. abortus biovar 1 ile B. melitensis biovar
1, O. anthropi ve Agrobacterium tumefaciens
arasindaki genetik benzerligi arastirmis ve sonucu
sirasiyla % 57.1, % 42.1 ve % 25 olarak
aciklamiglardir. Ayrica, Fekete ve ark (1992) ayni
yontemi kullanarak B. abortus biovar 1 ile B. melitensis
biovar 1 arasindaki genetik yakinhdi % 85 olarak
bildirmislerdir. Bu ¢alismada, B. abortus ile R. tropici
arasinda % 33.3 ve B. melitensis ile R. tropici arasinda
% 46.2 ve B. abortus ile B. melitensis arasinda %
72.7 oraninda genetik benzerlik tespit edildi. Tcherneva
ve ark (2000) Rhizobium cinsi bakterileri bu yonden
arastirmamis olsalar da Proteobactereaceae sinifinin
diger Uyelerinin Brucella cinsine olan genetik yakinhgi
hakkinda elde ettikleri oranlar bu ¢calismada tespit
edilen oranlarla benzesmektedir. Ote yandan, Gandara
ve ark. (2001) DNA-DNA hibridazyon ¢alismalari ile
R.tropici ile gesitli Brucella tirleri arasinda % 12
oraninda bir benzerlik oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak, B. abortus ve B. melitensis ile R.
tropici arasindaki genetik benzerlik, RAPD-PCR teknigi
¢ok guglu bir ayrim teknigi olmamakla birlikte, bu
teknik ile ortaya konmustur. Calisma ile R. tropic/den
Uretilen tim hicre antijeni ile brucellozisin serolojik
teshisinin yapilamayacagi sonucuna variimistir.
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