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OZET

KADINLARDA DUSUK ETKENI ZOONOTIK BAKTERILERIN
IDENTIFIKASYONU icin SIMPLEKS ve MULTIPLEKS PZR
PROTOKOLLERININ GELISTIRILMESI

Zoonotik bakteriler kadinlarda diigiige neden olabilen 6nemli enfeksiyon ajanlari
olarak kabul edilmektedir. Kadinlarda diisiige neden olan mikrobiyal ajanlarin diger
hastaliklarda goriilen benzer semptomlara sahip olmast, hastalik etmeni oldugu diistiniilen
mikroorganizmalarin birlikte degerlendirmeye alinmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Etkenlerin tek tek arastirilmasinin zor, zaman alici ve yiiksek maliyetli olmasinin yanisira
yiiksek diizeyde biyogiivenlik ve teknik gereksinimlerinin bulunmasi ve serolojik
testlerin yanlis pozitiflik verme olasilig1 nedeniyle ¢oklu, ayn1 anda ve yiiksek dogrulukta
analiz olanagi saglayan molekiiler metotlari tercih edilir kilmaktadir.

Bu ¢aligmada spontan diisiiklere neden oldugu bilinen zoonotik bakterilerden
Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria monocytogenes tanisi
icin simpleks/multipleks PZR protokolii gelistirilmesi amaglanmuistir.

Brucella abortus (IS711, omp2b), Coxiella burnetii (com1, 1S1111a), Chlamydia
abortus (ompA, pmp 90/91) ve Listeria monocytogenes (hly, iap)’in gen bolgelerine
spesifik tasarlanan ve ilk kez bu ¢alismada kullanilan primer ¢iftleri ile 6nce simpleks
PZR c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Sonrasinda her bir organizma i¢in secilen primer
ciftleri ile farkli ikili ve ii¢clii kombinasyonlarda dubleks ve tripleks olmak {izere
multipleks PZR’ler yapilmistir. Farkli DNA konsantrasyonlari ile yapilan amplifikasyon
calismalar1 sonucunda segilen primerlerin hassasiyet ve spesifiteleri kalitatif olarak
belirlenmistir.

B. abortus i¢in BaisF2/BaisR2 (304 bp), C. burnetii i¢in CbisF3/CbisR3 (430 bp),
C. abortus i¢in CapmpF3/CapmpR3 (588 bp) ve L. monocytogenes igin
LmhlyF1/LmhlyR1 (526 bp) primer giftlerinin yiiksek hassasiyet ve spesifite gosterdigi
belirlenmistir. Bu primer ¢iftleri ile tiim kombinasyonlar géz Oniine alinarak yapilan
dubleks ve tripleks PZR calismalar1 sonucunda ilgili bolgelerin 10" konsantrasyondaki
kalip DNA varliginda net amplifikasyonu gézlenmistir. Calismamiza 6zgiin tasarlanmig
primerlerle gerceklestirilen multipleks PZR protokolii, Brucella abortus, Coxiella
burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria monocytogenes tiirlerinin ayn1 anda tanisina
olanak saglayacaktir.

2020, 76 sayfa

Anahtar Kelimeler: Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Listeria
monocytogenes, multipleks PZR



ABSTRACT

DEVELOPMENT of SIMPLEX and MULTIPLEX PCR PROTOCOLS for the
IDENTIFICATION of ABORTIVE ZOONOTIC BACTERIA in WOMEN

Zoonotic bacteria can be considered as important infectious agents that can cause
miscarriage in women. Microbial agents that cause miscarriage in women have similar
symptoms seen in other diseases. This situation reveals the necessity to evaluate all
factors thought to cause the disease. Investigating each factor individually is difficult,
time consuming and costly, it requires biosafety practices and technical skills. For this
reason, molecular methods that provide multiple analyzes are preferred because of the
false positivity in serological tests of the disease in the acute period.

It was designed primer pairs specifically for the genes squence of Brucella abortus
(IS711, omp2b), Coxiella burnetii (coml, 1S1111a), Chlamydia abortus (ompA, pmp
90/91) and Listeria monocytogenes (hly, iap). These primer pairs were designed
specifically for this study, first time. Firstly, simplex PCR studies were carried out with
the primer pairs selected for each organism then multiplex PCR studies including duplex
and triplex in different double and triple combinations were carried out with the primer
pairs selected for each organism. The sensitivity and specificity of the primers selected
as a result of amplification studies with different DNA concentrations were qualitatively
determined.

Primer pairs; BaisF2/BaisR2 (304 bp) for B. abortus, CbisF3/CbisR3 (430 bp) for
C. burnetii, CapmpF3/CapmpR3 (588 bp) for C. abortus and LmhlyF1/LmhlyR1 (526
bp) for L. monocytogenes were showed high sensitivity and specificity. Duplex and
triplex PCR studies were carried out to all combinations with these primer pairs. As a
result, clear amplification of the relevant genes sequences in the presence of 10
concentration of template DNA was observed. Multiplex PCR protocol performed with
primers specially designed for our study will allow simultaneous diagnosis of Brucella
abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus and Listeria monocytogenes species.

2020, 76 pages

Key Words: Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Listeria
monocytogenes, multiplex PCR
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1. GIRIS

Giliniimiizde laboratuvar tekniklerinin hizli gelisim gostermesiyle molekiiler
metotlar bir¢cok alanda yayginlagsmis ve giderek standart tani tekniklerinin yerini almaya
baglamislardir. Konak organizmada bakteri/lerin varligini gosteren dogrudan yontemler,
en objektif teshis prosediirleridir ancak bu yontemler ayn1 zamanda zor, zaman alic1 ve
tehlikeli de olabilmektedir (Richtzenhain ve ark., 2002). Dolayisiyla klinik érneklerden
mikroorganizmalari izole etmenin hem tehlike icermesi ve hem de laboratuvar is ytkii
gerektirmesi nedeniyle geleneksel uygulamalar yerini ¢esitli mikroorganizma tiirlerinin
teshisinin yapildigi molekiiler yontemlere birakmaya baslamistir. Spesifite ve hassasiyet
gibi 6nemli 6zelliklere sahip polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), hem teshis hem de
epidemiyolojik calismalarda siklikla tercih edilen yontemlerden biridir. Nobel odiillii
bilim adami Kary Mullis tarafindan 1983 yilinda gelistirilen PZR, etken DNA’daki bir
veya birden fazla genin, spesifik primerler, 1s1 ve enzim yardimiyla in-vitro ortamda
cogaltilmasi ve goriintiilenmesi esasina dayanmaktadir (Mullis, 1990; Devrim ve Kaya,
2004). Dolayisiyla PZR, spesifik etiyolojik etkenin belirlenmesini, o6zellikle yavas
gelisme gosteren etkenlerin teshisini, hastaliktan korunma ve tedavi etkinliginin
arttirilmasini miimkiin kilmistir (Mirnejad ve ark., 2013). Bu yontem tek bir etkenin
belirlenmesi i¢in (Simpleks PZR) kullanilabildigi gibi uygun oranda hazirlanmis uyumlu
primerler ve optimize edilmis protokoller kullanilarak birden ¢ok etkenin belirlenmesi
icin de (Multipleks PZR) kullanilabilmektedir. Multipleks PZR (mPZR) tan1 yontemi
Chamberlain ve ark. (1988) tarafindan tanimlanmis olup, tek bir reaksiyonla birden fazla
hedef bolgenin ¢ogaltilabilmesi ve farkli etkenlerin teshisi ya da ayni etkene ait farkl
ozellikleri kodlayan genlerin varliginin belirlenmesi miimkiin olabilmektedir (Henegariu
ve ark., 1997; Markoulatos ve ark., 2002; Lynch ve Brown, 1990). Multipleks PZR’de
tek bir reaksiyondan birden fazla DNA kalib1 kopyalanip ¢ogaltilabildigi i¢in kullanilan
malzeme ve zaman gibi faktorler yoniinden simpleks PZR’ye gore avantajlara sahip
olmaktadir. Dolayisiyla kisa zaman igerisinde yiiksek spesifite ve hassasiyetle hizli
identifikasyon ve farkli patojenlerin es zamanl tespiti yapilabilmektedir. Giliniimiizde
molekiiler tabanli uygulamalardan mPZR, gerek insan gerekse zoonotik dneme sahip

hastaliklarin tanisinda veya ayni etkenin farkli 6zelliklerinin belirlenmesinde veya



etkenlerin tiplendirilmesinde tercih edilir hale gelmistir (Baud ve Greub, 2011; Mateus
ve ark., 2013; Garshasbi ve ark., 2014).

Mikrobiyolojik ve epidemiyolojik éneme sahip bir yontem olan PZR, insan ve
hayvanlarda goriilen enfeksiyonlarin teshisinde 6nemli bir yer tutmakta ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sagladig1 avantajlar nedeniyle diisiiklere yol agan gebelik donemi
enfeksiyon etmenlerinin teshisinde de PZR yontemi siklikla tercih edilmektedir. Gebelik
sirasinda  teshisi  yapilamayan fetal enfeksiyonlar, plasenta hasar1 ve gesitli
mekanizmalarla diistige, 6lii doguma veya erken doguma neden olabilmektedir (Baud ve
Greub, 2011). Mikroorganizmalar diisiikk veya prematiire dogumlara tek baslarina sebep
olabilmektedirler ve varliklar1 serum spesifik antikorlarla belirlenebilmektedir. Ancak bu
tip serolojik metotlarda bircok faktér nedeniyle yanlis pozitif ve negatif sonuglar
alinabildiginden, tahmini yorumlarin yapilmasina neden olmaktadir (Richtzenhain ve
ark., 2002). Ayrica ¢ogu kez annede ya da koryoamniyonitin histolojik bulgularinda,
yiiksek inflamatuar marker seviyeleri goriilmesine ragmen herhangi bir patojen tanimi da
yapilamamaktadir. Klinik Orneklerden insan patojenlerini tespit etmek i¢in rutinde
kullanilan besiyerlerinde liremeyen hiicre i¢i bakteriler, bu komplikasyonlarin etiyolojik
ajanlar1 olabilmektedir. Birden fazla etkenin benzer semptomlarla seyreden hastaliklara
neden olmasi, hastalik durumunda disiiniilen etkenlerin tiimiiniin arastirilmasini
gerektirir ve bu islemler zaman alict olmakla birlikte yiiksek maaliyete sebep olmaktadir
(Herman ve Ridder, 1992; Wang ve ark., 2014). Simpleks/multipleks PZR teknigi ile daha
etkin ve daha hizli bir tan1 saglanmasi, multipleks PZR ile tek bir test ile birden fazla
etkenin tanimlanabilmesi, zaman ve kullanilan sarf malzeme acisindan 6nem arz
etmektedir. Ayrica bakteriyel etkenlerin dogru tespiti tedavi sansini arttirmaktadir. PZR,
daha fazla taramanin yapilmasini, hamilelik sirasinda daha yiiksek dogrulukta ajan tespit
edilebilmesini ve hiicre i¢i mikroorganizmalarin patogenezi hakkinda daha genis bilgi

edinimini saglamaktadir (Baud ve Greub, 2011).

1.1. Brucella abortus

Diinya capinda dagilim gosteren ve bruselloza neden olan Brucella tiirleri
hareketsiz, kapsiilsiiz, sporsuz, gram-negatif kokabasil, graniilositler ve monositler iginde

hayatta kalabilen hiicre i¢i organizmalardir (Corbel ve Banai, 2006; Baud ve Greub, 2011,



Karcaaltincaba ve ark., 2010; Mirnejad ve ark., 2013; Probert ve ark., 2004). Bruselloz,
insanlar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli memeli tiiriinii etkileyen Brucella tiirlerinin yol
actig1 bakteriyel bir enfeksiyondur (Glynn ve Lynn, 2008). Sigir, koyun, ke¢i, kopek ve
domuzlar ana rezervuarlardir. Birgok hayvan igin patojenik olan Brucella tiirleri
retikiiloendotelyal sistemde lokalizasyonu izleyen bir bakteriyemik faz ile siklikla
enfeksiyon olusturmakla birlikte genellikle genital bolgede yerlesim gostererek diistige
neden olmaktadir. Dogal konaklardaki enfeksiyonlar genellikle hafif olmakla beraber
nadiren oldiiriictidiir ve klinik belirtiler esas olarak gebe hayvanlarda ortaya ¢ikmaktadir.
Gebe hayvanlarda hastalik genellikle plasental ve fetal enfeksiyonla seyretmektedir.
Organizmalar meme dokusunda lokalize olup siite gegebilmektedir. Siit {ireten
hayvanlarin bir¢ogu bruselloza yatkin oldugundan; hayvanlarla dogrudan ya da dolayli
temasin yani sira siit veya et lriinlerinin tiiketimi ile insan enfeksiyonlar1 siklikla
goriilmektedir (Corbel ve Banai, 2006). Cogunlukla Brucella abortus ve Brucella
melitensis insanlarda enfeksiyona neden olan tiirler olarak bilinmekte ve kisiden kisiye
bulagsma oldukc¢a nadir olarak goriilmektedir (Corbel ve Banai, 2006; Baud ve Greub,
2011, Mirnejad ve ark., 2013).

Insan brusellozu yilda 500.000°den fazla yeni vaka ile diinya ¢apinda en yaygin
zoonoz hastalik olmakla birlikte Diinya Saghik Orgiitii (DSO)’niin tahminlerine gore
hastaligin gercek sikliginin rapor edilen sayidan yaklasik 10-25 kat daha fazla oldugu
varsayllmaktadir (Baud ve Greub, 2011; Pappas ve ark., 2006; Al Dahouk ve Nockler,
2011; Vilchez ve ark., 2015). Bir¢ok tilkede hastaligin kontrol altina alinmasinda biiyiik
ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, hayvanlardan insana bulasma sik sik yasanmaktadir.
Hastalik mesleki olarak veya ¢evresel temas yoluyla enfekte olmus hayvanlar ve bunlarin
triinleri ile dogrudan veya dolayli olarak insanlara bulagmaktadir. Siit iireticileri,
hayvancilikla ugrasanlar, mezbaha ¢alisanlari, ¢obanlar, veteriner hekimler, et isleme
isgileri ve laboratuvar ¢alisanlarinin enfekte olma riski yiiksektir ve mesleki tehlike
igcermektedir (Nimri, 2003). Diinya ¢apinda, insan ve hayvanlarda goriilen hastalikla
miicadelenin biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu belirtilmektedir (Ali ve ark., 2016;
Seleem ve ark., 2010; Sofian ve ark., 2008; Romero ve ark., 1995).

Brusellozun goriildiigii bolgelerde enfeksiyonun yayilmasi ve prevalansi yemek
aligkanliklari, siit iiriinleri ve siit isleme yontemleri, hayvancilik uygulamalari, sosyal

gelenekler, iklim kosullari, sosyo-ekonomik durum ve gevresel hijyen gibi ¢esitli



faktorlere bagli olmaktadir (Mirnejad ve ark., 2017). Bruselloz, 6zellikle Ortadogu’da,
endemik ve enzootik olarak degisen derecelerde olmak {izere; Avrupa’da, Afrika’da,
Giiney ve Orta Asya’da ve Giiney Amerika’da goriilen onemli bir hastaliktir
(Karcaaltincaba ve ark., 2010; Glynn ve Lynn, 2008). Yillik en yiiksek insidans oranlari,
aralarinda Suriye, Irak, iran ve Suudi Arabistan’inda oldugu, Orta Dogu iilkelerinden
bildirilmektedir (Pappas ve ark. 2006). Ge¢miste; Fransa, Israil ve Latin Amerika
bolgelerinde hastalik kontrol altina alinmistir (Karcaaltincaba ve ark., 2010). Gelismis
iilkelerde hastaligin kontrol edilebilmesine ragmen bir¢ok iilkede klinik olarak halen
yaygin olup, bazi bolgelerde halk sagligi tehdidi olarak varligini siirdiirmektedir
(Mirnejad ve ark., 2017).

Insanlarda bruselloz multisistemik bir hastalik olarak kendini gdstermektedir (Baud
ve Greub, 2011). Ciddi komplikasyonlar1 olan akut veya kronik ilerleyebilen, atesli sinsi
bir hastalik olarak goriilmekle birlikte ilk bulgular genellikle nonspesifiktir. Insanlarda
brusellozun kulugka siiresi 5 giinden 5 aya kadar inkiibasyon siiresi ise ortalama 2 ila 3
hafta arasinda degisebilmektedir. Akut enfeksiyon fark edilmeyebilir ve yillar sonra
tekrarlayan semptomlarla, kronik bir enfeksiyona neden olabilmektedir. Yaygin belirtiler;
halsizlik, uykusuzluk ve eklem agrisidir. Spesifik klinik bulgulari, sistemik bulgulara
gore daha az yaygin olmakla birlikte; artrit, organ tutulumu ve genitoiiriner isaretler genel
olarak sirastyla gelisebilmektedir (Probert ve ark., 2004; Glynn ve Lynn, 2008).

Brusellozun kegi, koyun ve kopek gibi dogal konaklarinda diisiik komplikasyonuna
neden oldugu goéz Oniine alindiginda insanlarda da diisiiklere neden olabilecegi
diistiniilebilir. Ancak Brucella tiirlerinin insanda disiige neden olduguna dair kesin
kanitlar bulunmamaktadir. Bruselloz enfeksiyonu olduguna dair klinik belirtileri olan
gebe kadinlar arasinda kendiliginden diisiik, prematiire dogum, intrauterin enfeksiyonu
ve fetiis 6liim oranlarmin arttigi bildirilmistir (Vilchez ve ark., 2015; Baud ve Greub,
2011). Gebelik boyunca goriilen bruselloz kendiliginden diisiik veya bebege intrauterin
bulasma riski tasimaktadir ve tedavi edilmeyen gebeliklerde, yenidoganda ciddi sekellere
neden olabilmektedir (Glynn ve Lynn, 2008; Ali ve ark., 2016; Baud ve Greub, 2011).
Hamilelik esnasinda brusellozun hizli teshis ve tedavisi, fetiiste hayat kurtarici
olabilmektedir. Brusellozun klinik tablosu 6ylesine tuhaf ve degiskendir ki diger bulasici
ve bulasici olmayan hastaliklarla kolayca karistirilabilir, bu da tan1 gecikmelerine ve

tedavinin gec¢ baglamasina neden olmaktadir (Al Dahouk ve Nockler, 2011). Bu nedenle



laboratuvar tanisi zorunludur. Bruselloz teshisi i¢in mikrobiyolojik, serolojik ve
molekiiler teknikler olmak tizere ii¢ ana yaklasim bulunmaktadir (Wang ve ark., 2014;
Garshasbi ve ark., 2014). Hastaligin klinik 6zelligi spesifik olmadigi i¢in hastalig1 teshis
etmenin en giivenilir yolu, bakterinin kandan veya enfekte olmus dokulardan kiiltiirle
izole edilmesidir (Mirnejad ve ark., 2013). Bununla beraber kan kiiltiiriiniin zaman alic1
olmasi1 ve Brucella tiirlerinin sinif III patojen grubunda olmasindan dolay: laboratuvar
personeli i¢in potansiyel bir enfeksiyon tehlikesi icermektedir (Prakash ve ark., 2019; Yu
ve Nielsen, 2010). Ayrica numune tiirii, 6rnekleme zamani (hastaligin evresi), izolasyon
teknigi ve numune hazirlama ekipmani gibi faktorler de kiiltiirasyonun basarisini
etkilemektedir (Young, 1991). Bruselloz igin laboratuvar tanisi genellikle bakterilerin
izolasyonu veya anti-Brucella antikorlarinin saptanmasiyla olmaktadir. Bakterilerin
izolasyonu “altin standart” olmasina ragmen, uzun inkiibasyon siireleri gerektirdiginden
nadiren basarili olmaktadir. Kiiltiirasyonun yetersiz ya da yapilamamasi durumunda
bruselloz teshisi serolojik testlerle yapilmaktadir (Saytekin ve Ak, 2018; Nimri, 2003;
Zahidi ve ark., 2015; Garshasbi ve ark., 2014). Ancak endemik bolgelerde, Brucella
spp.’ye maruz kalanlarda, brusellozun niiks ettigi bireylerde veya yakin zamanda
bruselloz ge¢misi olan hastalarda bu testlerin 6zgulligi distktir (Nimri, 2003;
Christopher ve ark., 2010). Ayrica 6zellikle antikorun dretim hizinin diisiik oldugu
hastaligin erken asamalarinda dogru sonuglar alinamamaktadir. Brucella’nin geleneksel
fenotipik yontemler kullanilarak tanimlanmasi ve ayirt edilmesi zahmetli ve zaman alici
oldugundan, bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in molekiiler yaklagimlar arastirilmistir.
Bu nedenle, diinyanin farkli bolgelerinde, farkli Brucella tiirlerini ayirt etme giiciine sahip
molekiiler tan1 teknikleri glinlimiizde teshis i¢in kullanilmaktadir (Zahidi ve ark., 2015;
Corbel ve Banai, 2006; Mirnejad ve ark., 2013). Polimeraz zincir reaksiyonunun
gelistirilmesinden sonra bir¢ok ¢alismada oldugu gibi bruselloz tanisi i¢in de molekiiler
temelli yontemlerin kullanilmasinin faydali olacagi agiktir (Herman ve Ridder, 1992,

Romero ve ark., 1995; Matar et al., 1996; Queipo-Ortufio ve ark., 1997).

1.2. Coxiella burnetii

Coxiella burnetii gram negatif, kiigiik, zorunlu hiicre i¢i kokobasil seklinde bir

bakteri olup diinya ¢apinda 6nemli dagilima sahip zoonotik bir ajandir (Raoult ve ark.,



2005; Maurin ve Raoult, 1999; Eyigor ve ark., 2013; Cumbassa ve ark., 2015; Carcopino
ve ark., 2009). Amerika Birlesik devletleri (ABD) Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDC) tarafindan B kategorisi biyolojik ajani olarak siniflandirilan C. burnetii’nin, neden
oldugu Q atesi hastalig1; organizmanin endemik oldugu bolgelerde en biiyiik halk sagligi
sorunlarindan biri olmaktadir (Fournier ve ark., 2003; Howe ve ark., 2009; Vaidya ve
ark., 2008). Coxiella burnetii enfeksiyonu genis bir klinik spektruma sahiptir. Akut veya
kronik enfeksiyon seklinde gelismekle birlikte genellikle yetiskinler asemptomatiktir.
Ancak pnomoni veya hepatit ile kombinasyonu hastaligin spesifik bir sekilde
seyretmesine neden olmaktadir (Quijada ve ark., 2012; Giakoumelou ve ark., 2016;
Parker ve ark., 2006).

Coxiella burnetii, ¢ogunlukla kene, memeli, kus ve eklembacaklilari i¢eren genis
rezervuara sahip oldukga bulasici bir bakteridir (Baud ve Greub, 2011). Dermacentor spp.
tiirii kene 1s1r181 ile hayvanlara bulagmakta, enfekte hayvanlarin dogum atiklariyla insana
bulasma gergeklesmektedir (Carcopino ve ark., 2009). Hem evcil hem de yabani hayvan
plasentalarinin enfeksiyon rezervuari oldugu ve dogum sirasinda aerosol yolu ile
kontaminasyona neden olduklar1 bilinmektedir (Stein ve Raoult, 1998). Dogum sirasinda
enfekte plasenta ile kirlenen toprakta organizma yillarca canli kalabilmektedir (Baud ve
Greub, 2011). Kontamine toprak ve plasenta haricinde kurumaya direngli olan C. burnetii
idrar, disk, siit ve kirpilmis yiinden de solunum yoluyla bulasabilmektedir (Raoult, 1993;
Maurin ve Raoult, 1999; Quijada ve ark., 2012; Tissot-Dupont ve ark., 2007; Parker ve
ark., 2006). Bunlarmn yani sira insanlarda enfeksiyona en fazla neden olan kaynak; sigr,
kegi ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlaridir (Howe ve ark., 2009). Ayrica kedi, kdpek gibi
evcil hayvanlardan ve vahsi yasamdan da organizma izole edilmistir (Carcopino ve ark.,
2009; Baud ve Greub, 2011; Howe ve ark., 2009; Angelakis ve Raoult, 2010). Coxiella
burnetii’nin neden oldugu enfeksiyon hastaligi gida yolu ile de bulasabilmektedir.
Ornegin pastdrize edilmemis siit ve siit {iriinlerinden mikroorganizma bulasabilmektedir.
Q atesinin kan transfiizyonu, cinsel yolla ve insandan insana direkt temas ile bulastigi
tespit edilmistir (Fournier ve ark., 2003; Baud ve Greub, 2011; Eyigor ve ark., 2013).

Birincil rezervuar olarak goriilen hayvanlarla temas halindeki veterinerlik ve tarim
calisanlar1 ve enfekte hayvan ornekleriyle calisan laboratuvar personelleri meslek
hastalig1 olarak sayilan Q atesi i¢in biiylik risk olusturan gruplardir. Ayrica gebelik,

immunyetmezlik, kalp kapagi lezyonlar1 ve vaskiiler anomaliler gibi bazi durumlara sahip



bireyler de kronik Q atesi yoniinden 6nemli risk grubu arasina girmektedir (Howe ve ark.,
2009; Fournier ve ark., 2003; Nielsen ve ark., 2013; Quijada ve ark., 2012; Baud ve
Greub, 2011). Risk grubu igerisinde yer alan gebe kadinlarda, semptomatik veya
asemptomatik primer enfeksiyon; diisiige, erken doguma yada diisiik agirlikli bebek
dogumuna ve hamilelik sirasinda fetiisiin enfekte olmasina neden olabilmektedir (Raoult
ve ark., 2002). Coxiella burnetii ile enfekte olan diger memelilerde oldugu gibi hamile
kadinlarda da bakteri; rahim, plasenta ve meme bezlerinde kolonize olarak ¢ogalmakta
ve komplikasyonlar1 daha gok gebeligin erken evresinde daha sik goriilmektedir (Langley
ve ark., 2003; Carcopino ve ark., 2009). Gebelik esnasinda ger¢eklesen C. burnetii
enfeksiyonu sonras1 normal dogum olabilecegi gibi neonatal 6liim, prematiire dogum ve
diisiik meydana gelebilmektedir. Ancak C. burnetii’nin diisiik olayinda nasil bir rol aldig
hala bilinmemektedir (Rey ve ark., 2000). Coxiella burnetii’nin sadece, insan monositleri
ve makrofajlari iginde degil ayn1 zamanda trofoblastik hiicreleri icerisinde de ¢ogaldigi
ve plasental yetmezlige neden oldugu bildirilmistir (Eyigor ve ark., 2013; Quijada ve ark.,
2012; Parker ve ark., 2006; Baud ve Greub, 2011). Hamile kadinlarda ve diger
memelilerde, uterus ve plasenta icerisinde kolonize olup ¢ogalan Coxiella burnetii, takip
eden sonraki gebeliklerde de aktifleserek etkisini gosterebilmektedir. Coxiella burnetii
enfeksiyonunun dogumdan sonra kronik hale gelebildigi ve tekrarlayan diisiikler ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Raoult ve ark., 2005; Baud ve Greub, 2011).

Zorunlu hiicre i¢i bakteri olan C. burnetii 'nin klinik 6rneklerden veya rezervuar
konaklardan izolasyonu i¢in laboratuvar hayvanlari, embriyolu tavuk yumurtasi veya
doku kiiltiir hiicrelerinin kullanildig1 canli iireme ortamlarina ihtiyag duyulmakta ve
kiiltiirasyon dénemleri uzun oldugundan basari oranlari degisken olmaktadir. Coxiella
burnetii’nin olduk¢a bulasici ve laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin en yaygin
nedenlerinden biri olmasi sebebiyle organizmanin izolasyonunda genellikle 3. derece
biyogiivenlik seviyesinde (BSL-3) laboratuvar uygulamalar1 kullanilmaktadir. Kullanilan
laboratuvar uygulamalarinda yer alacak hayvanlarin bakimi i¢in gerekli tesislerin
olusturulmasindaki zorluklar ve enfekte hayvanlarin laboratuvar ¢alisanlari i¢in mesleki
risk teskil etmesi mikroorganizma izolasyonunda karsilasilan diger zorluklardir (Klee ve
ark., 2006).

Komplement fiksasyonu, dolayli immiinofloresan, veya enzime bagh

immiinosorbent gibi serolojik yontemler C. burnetii ve neden oldugu Q atesi hastaliginin



tanisinda siklikla kullanilan diger laboratuvar uygulamalaridir. Ancak C. burnetii’ye 6zgii
antikorlarin enfeksiyondan birka¢ hafta sonra ortaya ¢ikmasi ve enfeksiyondan aylar
sonra tespit edilebilmesi ve dolayisiyla tamida gecikmelerin yasanmasi serolojik
yontemlerin dezavantajlaridir (Brom ve ark., 2015; Heinzein ve Samuel, 2006). Bu
dezavantajlar nedeniyle C. burnetii’nin kan ve doku orneklerinde arastirilmasinda son
yillarda molekiiler yontemler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Giakoumelou ve

ark., 2016; Howe ve ark., 2009; Fournier ve ark., 2003; Vaidya ve ark., 2008).

1.3. Chlamydia abortus

Chlamydia gram negatif, zorunlu hiicre i¢i patojen olup genis bir konak
spektrumuna sahiptir (Baud ve Greub, 2011; Rohde ve ark., 2010). Chlamydia abortus
birgok iilkede koyun, kegi ve sigirlarda diistige neden olan zoonotik etkenlerden biri
olarak goriilmekte bu hayvanlarin yani sira domuz, at, tavsan, koala ve fare gibi diger
birgok tiirde de diisiige sebep oldugu bildirilmistir (Everett ve ark., 1999; Li ve ark., 2015;
Baud ve Greub, 2011). Chlamydia abortus enfekte koyun, kegilerde diisiik veya erken
dogumla ekonomik kayiplara sebep olurken, bu hayvanlarda tireme bozukluklarinin
onemli bir nedeni olarak goriilmekte ve ayrica gebe kadinlar i¢in de potansiyel bir risk
teskil etmektedir (Rodolakis ve Mohamad, 2010; Rohde ve ark., 2010; Berri ve ark.,
2009). Hamile kadinlarda ates, bas agrisi, halsizlik, bulanti ve kusma enfeksiyonun ilk
belirtileridir ve devaminda siklikla alt karin agris1 ve ardindan diisiik ve diger ciddi
komplikasyonlar gelisebilmektedir (Rodolakis ve Mohamad, 2010).

Ik olarak 1967°de Roberts ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanip, bugiine kadar
bildirilen C. abortus insan enfeksiyon vakalarinin ¢cogunda enfeksiyonun anne ve fetiis
tizerinde yiiksek risk tasidigi bildirilmistir (Meijer ve ark., 2004). Chlamydia abortus
plasenta dokusu i¢in yiiksek afiniteye sahip olup plasental trofoblastlarda etkili bir sekilde
kolonize olmaktadir (Berri ve ark., 2009; Li ve ark., 2015). Enfeksiyona bagl diisiiklerin
genellikle klinik bulgularin baglamasindan hemen sonra ortaya ¢iktig1 ve gebeligin 14. ve
36. haftalar1 arasinda gergeklestigi bildirilmistir. Enfekte koyun ve kegilere maruz kalmis
gebe kadinlarda kendiliginden diisiikler ve potansiyel 6liimciil sistemik enfeksiyonlarin
gelistigi de bildirilmistir (Rohde ve ark., 2010). Dolayisiyla gebeligin her asamasinda
C. abortus enfeksiyonlar1 kadinlar i¢in risk olusturdugundan, gebelik doneminde koyun

veya keg¢i ile temastan kaginmalar1 gerektigi belirtilmistir (Li ve ark., 2015).
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Gebelik komplikasyonlar1 olan bir kadin, tarimla ugrasmis veya tibbi gegmiginde
gebe hayvanlarla temas etmigse C. abortus yoniinden ayirt edici bir tanimlamanin
yapilmas1 gerekmektedir. Klamidyal zoonoz patojenlerinin duyarli ve tiire 6zgii
standardize edilmis test veya testlere dayali bir teshis prosediirii bulunmadigindan
laboratuvar testleri insan ve hayvanlar i¢in tatmin edici olmamakta ve patojen tespiti
uzmanlagmis/arastirma laboratuvar: diizeyinde sinirli kalmaktadir (Rohde ve ark., 2010).
Chlamydia lar zorunlu hiicre i¢i paraziti olmalar1 nedeniyle konak hiicre disinda replike
olamazlar. Etiyolojik tani, embriyolu tavuk yumurtasi tizerinde yapilan testlerle
belirlenmektedir. Ancak bu islemlerin yogun ve zaman alici olmast nedeniyle rutin
teshisler veya biiyiik 6lgekli epidemiyolojik aragtirmalar agisindan uygun olmamaktadir.
Daha hassas ve spesifik teshis i¢in molekiiler yontemlere basvurulmaktadir (Li ve ark.,
2015).

1.4. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, listeriyoz vakalar1 ve salginlarindan sorumlu olan gram
pozitif, fakiiltatif, hiicre i¢i, gida kaynakli bir patojendir (Mateus ve ark., 2013; Baud ve
Greub, 2011). Pek ¢ok hayvan tiirlinli 6zellikle gevis getirenleri enfekte edebilmektedir.
Dogada yaygin olarak goriilmesiyle birlikte, silaj, kanalizasyon, toprak, saglikli insanlar
ve hayvanlarm diskilarindan da izole edilmistir (Baud ve Greub, 2011). Ilk insan
listeriosis vakalar1 ise 1929°da Nyfeldt tarafindan bildirilmistir, 1980’lerde kontamine
gidalarin tiiketilmesi sonucu birgok iilkede salginlarin ortaya ¢ikmasina neden olan
Listeria monocytogenes gida kaynakli bir patojen olarak tanmmistir. Bu nedenle
L. monocytogenes halk sagligi sorunlarinin bagslica kaynagi olarak goriilmeye
baslanmistir (Shetty ve ark., 2009; Mateus ve ark., 2013; Mazza ve ark., 2015). Listeria
monocytogenes genis pH araligi, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 ve diisiik sicaklik gibi
zorlu kosullarda canlilik ve gelisme yetenegini korudugu i¢in gida endiistrisi yoniinden
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir.

Bir¢ok arastirmacinin, et, siit, balik iirlinleri, dondurma ve sebze gibi ¢esitli
yiyeceklerden L. monocytogenes’i izole etmesi ile birlikte insanlarda Listeria
enfeksiyonlarmin %99 unun gida kaynakli oldugu ortaya konulmustur (Mateus ve ark.,

2013; Wiedmann, 2003). Yenidogan bebekler, 60 yas iistli yetigkinler, immiin sistemi



baskilanmis hastalar ve gebe kadinlar arasinda enfeksiyon orani yiiksek olmaktadir
(Mateus ve ark., 2013; Hage ve ark, 2014).

Listeria monocytogenes; klinik olarak spesifik olmayan gastroenterit ve influenza
benzeri semptomlarla veya asemptomatik olarak kendini gostermektedir. Ayrica
menenjit, ensefalit, septisemi, endokardit gibi hastaliklarin yani sira diisiik, erken dogum
veya 0l dogum gibi gebelik komplikasyonlarina sebep olmaktadir (Mook ve ark., 2010;
Baud ve Greub, 2011; Lamont ve ark., 2011). Hastalik gelistirme riski oldukg¢a yiiksek
olan gebelerde, progesteron seviyesinin artmasi hiicresel bagisikligi minimum diizeye
indirerek hiicre i¢i mikroorganizmalara duyarli hale getirmektedir (Ogunmodede ve ark.,
2005; Leber ve ark., 2011). Uterus ve plasentaya yonelim gostermesiyle bilinen
L. monocytogenese’e karsi duyarliligin hamileligin ileri dénemlerinde fazla oldugu
bildirilmistir (Mateus ve ark., 2013; Ogunmodede ve ark., 2005).

Ayrica gebelerde siklikla regete edilen antasit veya demir takviyelerinin midenin
alkali hale gelmesine zemin hazirlamasiyla enfeksiyonu tesvik ettigi bildirilmistir.
Listeria 'nin bagirsak mukozal bariyerini gegip, fetoplasental iiniteyi enfekte etme egilimi
yiiksektir. Enfeksiyon sonrasi fetiiste oliimler goriilebilmekte ve %30’un iizerindeki
enfeksiyonlarda diistiglin, 6lii dogumun, erken dogumun, korioamniyonitin, anne ve
yenidogan sepsisinin goriildigii belirtilmistir (Baud ve Greub, 2011; Lamont ve ark.,
2011; Bortolussi, 2008; Jackson ve ark., 2010).

Teshiste gram boyama, hareketlilik, katalaz ve asit iiretimi gibi biyokimyasal
reaksiyonlar1 igeren klasik testler kullanilmaktadir (Khelef ve ark., 2006). Bu testlerin
yani sira serum agliitinasyon, komplement fiksasyon testi ve ELISA gibi serolojik testler
tercth edilebilecek yontemler olsalar da, L. monocytogenes ile diger gram pozitif
bakteriler arasindaki antijenik ¢apraz reaktivite bu yontemlerin tani i¢in kullanimlarini
kisitlamaktadir (Khelef ve ark., 2006; Akca ve Sahin, 2011; Allerberger, 2003).
Mikrobiyolojik tani tekniklerinin uygulanmadaki zorluklar1 ve plasentadaki diger
hastaliklarla karistirilmasi kesin bir degerlendirmeyi engellediginden L. monocytogenes
enfeksiyonunun hamilelikte siklikla teshis edilemedigi bildirilmistir (Mateus ve ark.,
2013).

Listeria monocytogenes suslarmin viriilanst hastaligin gelisiminde onemli bir
belirleyicidir. Viriilans potansiyeli genetik faktorlere baghdir ve bu faktorlerin

belirlenmesinde PZR gibi molekiiler yontemler sagladigi avantajlar nedeniyle tercih
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edilmektedir. PZR tekniginin son zamanlardaki epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmasi
listeriosis salginlarinin hizli bir sekilde izlenmesine ve L. monocytogenes suslari
arasindaki viriilans farkliliklarin belirlenmesine olanak saglamaktadir. PZR gibi
gelistirilmis molekiiler temelli araglar sayesinde hamilelik sirasinda yiiksek oranda ajan
tespit edilebilmekte dolayisiyla hiicre i¢i mikroorganizmalarin patogenezi hakkinda daha
genis bilgi elde edilmektedir (Baud ve Greub, 2011).

Tez kapsaminda hayvanlarin yani sira kadinlarda da diisiige sebep olabilen zoonotik
bakterilerden Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria
monocytogenes’in daha hizli, hassas ve spesifik teshisine olanak saglayacak

simpleks/multipleks PZR protokolleri olusturulmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Literatiir arastirmalar1 sonucunda kadinlarda diisiige neden olan zoonotik
bakteri/bakterilerin simpleks/multipleks PZR ile belirlenmesine yonelik sinirli sayida
kaynaga ulasilmistir. Tez kapsamina dahil edilen B. abortus, C. burnetii, C. abortus ve
L. monocytogenes’in PZR (simpleks ve/veya multipleks) ile identifikasyonu igerikli
calismalara ise ¢ok daha az sayida rastlanilmigtir.

Brucella tiirlerinin dogal konaklarinda, diisiige neden olduguna dair galismalar
olmasina ragmen insanda diisiige neden olduguna dair kesin kanitlar bulunmamaktadir.
Bunun yami sira kadinlarda goriilen gebelik komplikasyonlarinin Brucella kaynakli
olabilecegi rapor edilmis ve baz1 diisiik vakalarinda; fetlis veya plasenta dokularindan
Brucella tiirleri izole edildigi bildirilmistir (Khan ve ark., 2001, Karcaaltincaba ve
ark.,2010; Giakoumelou ve ark., 2016).

Morrell ve arkadaslar1 (2019), Arjantin’de yaptiklar1 bir caligmada spontan diigiik
yapan 150 sigirlardan alinan klinik 6rneklerde 1S711 geni {izerinden Brucella abortus
tespitine yonelik PZR c¢aligsmas1 yapmis, 6rneklerin yaklasik %7’sinin pozitif oldugunu
rapor etmislerdir. Garshasbi ve arkadaslar1 (2014), Iran’da bruselloz risk oran1 yiiksek
bireylere ait serum Ornekleriyle yapmis olduklar1 ¢alismada PZR ile geleneksel tani
yontemlerini karsilagtirmiglardir. Brucella tiirlerinin PZR ile identifikasyonu igin
BCSP31 ve [IS711 bolgeleri ¢alisilmis olup, identifikasyonda PZR yonteminin
hassasiyetinin %96, spesifitesinin %80.7 oldugu ve tiire 6zgii hassasiyet diizeyinin ise
%82 oldugu bildirilmistir. Bruselloz siiphesi olan hastalarin dahil edildigi diger bir
caligmada alinan kan orneklerinde BCSP31 geni iizerinden yapilan PZR ¢aligmasi ile
Brucella spp. tespit edilmis, pozitif ¢ikan 6rnekler 1S711 geni yoniinden taranarak
Brucella abortus identifikasyonu saglanmistir (Elfaki ve ark., 2005). Probert ve
arkadasglar1 (2004) 1S711 genine spesifik primerler ile real-time PZR ¢alismalar1 yapmus,
B. abortus igin PZR hassasiyetinin %92 ve spesifitesinin ise %100 oldugunu
belirtmislerdir.

Bruselloz siliphesi bulunan hastalardan alinan 52 kan Orneginden mPZR ile
identifikasyonu amactyla 1S711 gen bolgesinin dahil oldugu iki gen iizerinden primer
tasarimlari yapilmis ve belirli primerlerle Brucella abortus ile beraber ti¢ major tiiriin ayni
anda tanimlanabildigi bildirilmistir. Kan orneklerinin alindigi hastalarin birgogunun

hayvancilikla ilgilendigi bildirilmis olup %48’ inde pozitif, %23’{inde negatif sonug elde
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edilmistir. Calisma sonucunda mPZR’nin tiir tespitinde es zamanli, basit, hizl1 ve nispeten
ucuz bir yontem oldugu bildirilmistir (Mirnejad ve ark., (2013). Ali ve arkadaslar1 (2015)
koyun ve kegilerden alinan serum ve siit 6rneklerinden Brucella abortus tespitine yonelik
yaptiklar1 c¢alismada seropozitif olarak tespit edilen Ornekleri molekiiler olarak
degerlendirmis, 1S711 gen bolgesine spesifik primerler ile yapilan PZR calismasinda
orneklerin %75’inin pozitif oldugunu rapor etmislerdir.

Insan ve hayvanlardan aliman kan ve siit drneklerinde omp2 gen bélgesi iizerinden
Brucella spp. identifikasyonuna yonelik yapilan ¢alismada PZR yonteminin hassasiyeti
vurgulanmigtir (Leal-Klevazas ve ark., 1995). Yine aynmi sekilde Imaoka ve arkadaslari
(2007) omp2b gen bolgesi tizerinden PZR calismasi ile Brucella abortus’un identifiye
edilebilecegini bildirmislerdir. Yapilan diger bir calismada omp2 gen bolgesinin yant sira
BCSP31 ve 16S rRNA {izerinden gerceklestirilen PZR c¢aligmasi ile insan ve
hayvanlardan alinan klinik 6rneklerde Bruselloz teshisi saglanmigtir (Zamanian ve ark.,
2015). Satei ve arkadaslar1 (2020), Iran’da yaptiklar1 bir calismada BCSP31 gen bolgesine
spesifik primerler kullanarak koyun ve ineklerden alinmis siit 6rneklerinden Brucella
abortus’un identifiye edildigini bildirmislerdir.

fran’da yaptiklar1 baska bir calismada ise Mirnejad ve arkadaslar1 (2017) siipheli
insan ve hayvan vakalarindan alinan 6rneklere Brucella tespiti i¢in biyokimyasal ve
mikrobiyolojik testler uygulanmistir. Testler sonucunda 100 6rnegin 78’inde Brucella
spp. tespit edilmis ve Brucella spp. tespit edilen Ornekler ayrica spesifik primerler
kullanarak mPZR ile de calisilmistir. PZR sonucuna goére 78 6rnegin 57 (%71)’sinin
Brucella melitensis, 21 (%27)’inin Brucella abortus oldugu rapor edilmistir. PZR ile
identifikasyonu amaciyla Brucella patogenezinde 6nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilen
ure (%74.4), wbkA (%89.7), ompl9 (%93.6), mviN (%94.9), manA (%100) ve perA
(9%92.3) viriilans genleri ¢alisilmustir.

Queipo-Ortuiio ve arkadaslar1 (1997), 47 hastadan aldiklar1 50 kan 6rneginde PZR
ile brusellozise yonelik hizli taniy1 amaglayan bir ¢alisma yapmis, BCSP31 bolgesinin
amplifikasyonu i¢in tlire 6zgii primerler kullanmislardir. Onbes Ornegin serolojik
testlerle, 35 drnegin ise kan kiiltiirti ile Brucella abortus pozitif oldugu belirlenirken, PZR
ile de tiim 6rneklerin Brucella abortus yoniinden pozitif oldugu dogrulanmistir. PZR testi
hassasiyetinin %100, spesifitesinin ise %98.3 oldugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak

aragtirmacilar, PZR c¢alismasinin Brucella tiirlerinin tespiti i¢in hizli ve kolay
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uygulanabilen bir yontem olmasinin yani sira laboratuvar personeli igin risk
olusturmamasi yoniinden de uygunluk derecesinin yiiksek oldugunu vurgulamislardir.

Literatiirde diisiik etmeni olarak Coxiella cinsine ait tiirler ile ilgili olduk¢a az
sayida calisma bulunmaktadir. Gebeligin erken evrelerinde gelisen C. burnetii
enfeksiyonunun daha sik komplikasyonlara neden oldugu bildirilmistir (Carcopino ve
ark., 2009). Eyigor ve arkadaslar1 (2013), diisiik yapmis (36), normal dogum yapmis (22)
kadindan alinan kan ve plasenta Ornekleri ile diisiik yapan kadinlarin eslerinden (31)
alinan kan orneklerinde C. burnetii identifikasyonu amaciyla serolojik testler ve PZR
calismalar1 yapmislardir. PZR c¢alismasiyla 1S1111 boélgesindeki tekrarlayict diziler
belirlenmistir ve buna gore c¢alisilan 89 6rnegin tiimiinde C. burnetii’ye rastlanilmadigi
belirtilmistir. Gebelik sirasinda gegirilen C. burnetii enfeksiyonu ile normal dogum
goriilebildigi gibi, diisiiklerinde goriilebildigi bildirilmistir (Eyigor ve ark., 2013).

Vaidya ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada spontan diigiik yapan
74 kadindan alinan 368 ornekte C. burnetii identifikasyonu amaciyla PZR ve serolojik
caligmalar yapilmistir. Real-time PZR ve trans-PZR analizlerinde tekrarlayan transpozon
bolgesi 1S1111 calisilmistir. Molekiiler ve serolojik calismalar sonucunda 74 hastanin
19°unda (%25.68) yalnizca serolojik testler de pozitif sonu¢ alinirken, 16’sinda her iki
test sonucunda (%21.62) pozitif sonuca ulagildig1 rapor edilmistir.

Cezayir’de yapilan baska bir ¢alismada spontan diisiik yapmis 380 kadinin ve
kontrol grubu olarak normal dogum yapmis 345 kadinin serum ve plasenta drneklerinde
C. burnetii varlig1 serolojik ve molekiiler yontemlerle arastirilmistir. PZR ¢alismalarinda
IS1111 ve 1S30a gen bolgelerinin hedef alinmistir. Serolojik testlerle spontan diisiik
yapan 380 kadindan 4’tinde antikor tespit edilirken, PZR analizlerinde 4 plasental
orneginin C. burnetii yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir (Ghaoui ve ark., 2018).
Klaasen ve arkadaslar1 (2014), koyun ve kegilerden alinan serum ve siit 6rneklerinden
IS1111a bolgesi iizerinden yapilan PZR ile C. burnetii identifikasyonu
gerceklestirmiglerdir. Sigirlardan alinan plasenta Orneklerinde 1S1111a ve icd gen
bolgelerine spesifik primerler kullanilarak yapilan diger bir calismada, orneklerin
C. burnetii yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir (Hansen ve ark., 2011). Giinaydin ve
arkadaslarinin (2015) yaptiklar1 ¢alismada sigir, koyun ve kecilerdeki diisiik sonrasi
fetiisten alinan Orneklerde 1S1111 geni lizerinden C. burnetii varligi arastirilmis,

ruminantlarda diistiklerin C. burnetii ile iligkili oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada
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ise koyun ve kegi siiriileri icerisinden diisiik ge¢misi olan ve olmayan hayvanlardan
toplanan siit 6rneklerinde PZR ile 1S1111 geni taranmis ve ¢alisma sonucunda her iki
ornek grubunda pozitif sonuglar elde edilmistir (Kilig, 2017).

Diisiik yapan koyun, keci ve sigirlarin fetiis 6rnekleri ile yapilan ¢aligmada coml
gen bolgesi tizerinde C. burnetii identifikasyonunu gergeklestiren arastirmacilar PZR’nin
hizl1 ve giivenilir bir teknik oldugunu belirtmislerdir (Giirbilek ve ark., 2018). Zhang ve
arkadaslar1 (1998) ise insan serum Orneklerinden coml geni iizerinden yapilan PZR
calismasi ile C. burnetii identifikasyonu sagladiklarini bildirmislerdir. Cin’de yapilan bir
calismada insan ve hayvanlardan alinan kan ve siit drneklerinde PZR ile coml gen
bolgesine spesifik primerler kullanilarak C. burnetii taramasi1 yapilmis, kan 6rnekleri
hari¢ siit 6rneklerinde C. burnetii pozitifligi rapor edilmistir (El-Mahallawy ve ark.,
2016). Marushchak ve arkadaslar1 (2020) com1 geni iizerinden CoxF2 ve CoxR4 primer
ciftini kullanarak yaptiklari optimizasyon c¢alismasinda, C. burnetii teshisinde PZR
yonteminin hassas oldugu belirtmislerdir.

Koyun ve keci siiriilerinde dogum ve diisiik sonrasi alinan klinik 6rnekler
C. abortus ve C. burnetii tanis1 yoniinden taranmustir. 253 klinik 6rnekte C. abortus ve
C. burnetii tiirlerini ayn1 anda tanimlamak i¢in pmp90/91 ve 1S1111a gen bolgeleri
multipleks PZR ile ¢alisilmis ve orneklerin 16’siin C. abortus ve 49’unun C. burnetii
yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir. Orneklerden 2’sinin ise mPZR sonucuna gore hem
C. abortus hem C. burnetii yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Aragtirmacilar
mPZR gibi molekiiler yontemlerin, klinik tani laboratuvarinda, ayn1 anda birden fazla
patojeni tespit etmek i¢in avantajli oldugunu, iki etkenin ayni anda hizli ve diisik
maliyetle tespiti ile tanida kolaylik saglanacagini, ek olarak tani tekniklerindeki iyilesme
ile mikroorganizmanin patogenezinde ve prevalansinda daha genis bilgilerin edinilmesine
imkan olusturacagi vurgulanmistir (Berri ve ark., 2009).

Ineklerde diisiige neden olan Chlamydia enfeksiyonlarinin insanlarda da diisiige
neden olabilecegi belirtilmektedir ve tani amaciyla cogunlukla serolojik testler
kullanilmaktadir. Hamilelerde 13 haftadan once gergeklesen diisiiklerin yaklagik
%15’inin, sonraki haftalarda gergeklesen diisiiklerin %60’ min ve erken dogumlarin
%40’min Chlamydia enfeksiyonlariyla ilgili olabilecegi bildirilmistir (Reid ve ark.,
2017). Diisiik vakalarinda ajan olarak Chlamydia tanisinda PZR kullanimina yonelik

sinirli sayida ¢alismaya rastlanmistir.
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Kili¢ ve arkadaglart da (2010) ompA gen bolgesini hedef alan primerler kullanarak
diisiik yapan sigir fetiistinde Chlamydia abortus teshisi yapmislardir. Diisiik vakalarinin
goriildiigii koyun siiriilerinden aldiklar1 6rneklerle Chlamydia abortus’a ait ompA ve pmp
gen bolgeleri lizerinden yapilan ¢alismada PZR duyarliligi test edilmis, pmp gen familyasi
ile diger Chlamydia tiirleri yoniinden amplifikasyon goriilmedigi bildirilmistir (Laroucau
ve ark., 2001). Ababneh ve arkadaslar1 (2014) koyun ve kegilerden aldiklari plasental
doku ve vajinal swap Orneklerinde omp2 gen bolgesi lizerinden yaptiklar1 caligmada
Chlamydia abortus identifikasyonu saglamis ve C. abortus’un koyun ve kegilerde diisiige
neden oldugunu bildirmislerdir.

Diisiik vakalarinin bulundugu kegi siiriilerinden alinan doku 6rneklerinde serolojik
ve molekiiler yontemlerle kullanilarak C. abortus varligi arastirilmig, pmp 90/91 gen
bolgesi lizerinden yapilan PZR ¢alismasinda C. abortus identifiye edilmistir (Campos-
Hernandez ve ark., 2014). Li ve arkadaslar1 (2015) gebe ineklerden alinan vajinal siirtintii
ve fetiis Orneklerinde C. abortus identifikasyonu igin PZR ile pmp gen bolgesini
caligmiglardir. 126 vajinal siiriintiisiiniin 30’unda (%23.81) C. abortus ve 9 adet fetiis
Orneginin tamaminda sonucun pozitif oldugu bildirilmistir. PZR ile elde edilen sonuclar
ile Chlamydia abortus enfeksiyonunun siiriide karsilasilan disiiklerle iligkili oldugu
belirtilmistir. Diisiik yapan koyunlardan alinan vajinal swap ornekleri ile yapilan diger
bir ¢alismada PZR ve serolojik yontemlerle Chlamydia abortus varligi arastirilmis ve
PZR’nin kullanigh bir yontem oldugu bildirilmistir (Giiler ve ark., 2006).

Meijer ve arkadaglariin (2004) yaptiklari bir ¢alismada dolayli yoldan C. abortus’a
maruz kalmis ve 6lii dogum vakasi bildirilmis 25 haftalik hamile bir kadinda yapilan kan
kiltlirii sonucunun negatif oldugu ancak dogrulama icin yapilan PZR analizinde ise
Chlamydia abortus tespit edildigi belirtilmistir. PZR ¢aligmasinda 16S rRNA boélgesinin
219 bp’lik kismi amplifiye edilmistir. Calisma kirsal alanda yasayan, kiigiikbag
hayvanlarla temas halinde olan hamile kadinlarin zoonotik hastalik riski tasidiklari
belirtilmistir. Ruminantlarda diisiige neden oldugu bilinen bakterilerden Chlamydia
abortus tanisi i¢in diisiik yapan koyun ve kecilerden alinmis 252 adet doku ornegiyle
yapilan ¢aligmada 16S rRNA ve 16S-23S aralayici rRNA gen bolgeleri bir PZR tiirii olan
Touch Down Enzyme Time Release PZR (TETR-PCR) teknigiyle ¢alisiimistir.
Calismada PZR sonuglar hiicre kiiltlirii sonuglariyla da karsilastirilmistir. 252 doku
orneginin 56’sinda (%22.2) hiicre kiiltiirii ve 65’inde (%25.8) TETR-PCR ile pozitif
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sonu¢ alindigi bildirilmistir. Hiicre kiiltiirii pozitif olan 56 6rnegin 54 {iniin (%96.4) ise
PZR c¢alismasi ile pozitif oldugu tespit edilmistir. Caligma sonucunda PZR’nin %97
hassasiyet ve %99.5 spesifiteye sahip oldugu, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin ise %84.8
hassasiyet ve %100 spesifiteye sahip oldugu bildirilmistir. Chlamydia abortus tanisinda
PZR’nin enfekte doku 6rneklerinin galisilmasi i¢in kullanilabilecek pratik, hizli, duyarli
ve spesifik bir yontem oldugu belirtmistir (Amin, 2003).

Arnf ve arkadaslar1 (2020) Kuzey Irak’da diisiik vakalarinin bulundugu koyun
stirisiinden diislikle sonu¢lanmis 30 fetiis 6rneginde geleneksel PZR ve dizileme
calismasi ile C. abortus ve B. abortus teshisi yapmiglardir. Chlamydia abortus’ta ompA
geni ve diger tiirde BCSP31 genleri PZR ile ¢ogaltilmistir. Calisma sonucunda bir 6rnekte
C. abortus, 29 érnekte ise B. abortus identifikasyonu yapilmistir.

Listeria monocytogenes yaygin gida kaynakli bir patojen olmasinin yani sira
plasentayr gecebilen sinirli bakteriden biri olup fetiis ve yeni dogani negatif
etkilemektedir. Hamile kadinlarda diisiiklere, 6lii veya erken dogumlara ayrica yeni
dogan {initelerinde ve transplantasyon merkezlerinde salginlara neden oldugu
bildirilmistir (Kiss ve ark., 2006; Cengiz, 1999). Diisiik kaynakli arastirmalarda
L. monocytogenes’in molekiiler veya diger tekniklerle tanimlanmasina yonelik az sayida
¢alisma bulunmustur.

Ulkemizde vyapilan bir arastirmada 250 siit numunesi kiiltiirel olarak
degerlendirilmis, yapilan izolasyon ve identifikasyonu ¢alismalar1 sonucunda 6rneklerin
sadece 2 adedinde Listeria monocytogenes tespit edilmistir. Siitlerinden enfeksiyon etkeni
izole edilen ineklerin her ikisinde de diisiik meydana geldigi bunlarin yani sira diisiik
yapan 96 inekten alinan vajinal swap Orneklerinin 5 adedinde L. monocytogenes varlig
bildirilmistir (Akga ve Sahin, 2011).

Jamshidi ve arkadaslari (2009), spontan diigiik yapan 250 kadin ve kontrol grubu
olarak normal dogum yapan 200 kadindan alinmis serum 6rneklerinden immiinofloresan
antikor testi ile L. monocytogenes antikoru belirlemiglerdir. Diisiik olgularmin 84’
(%35.6) ve kontrol grubunun 35’1 (%17.5) L. monocytogenes antikoru yoniinden pozitif
bulunmustur.

Siit orneklerinde L. monocytogenes ve Listeria innocua identifikasyonu ve sayisinin

belirlenmesi {izerine real time qPZR c¢alismasinda iap genine ait iki farkli uzunluktaki
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bolgenin kullanildigi ¢aligmada real time qPZR’nin organizmalarin direkt saptanmasi
yoniinde duyarli oldugu bildirilmistir (Hein ve ark., 2001).

Hamile kadinlardan alinan vajinal swap Ornekleri biyokimyasal analizlerle
L. monocytogenes varligr agisindan degerlendirilmis, pozitif bulunan 6rneklerde PZR
caligmasi ile hlyA, actA, inlA, inlC, inlJ ve prfA viriilans genlerinin varligi aragtirilmistir.
Taranan 6rneklerde L. monocytogenes hlyA geni tespit edilmistir (Heidarzadeh ve ark.,
2018). Kaur ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada spontan diisiik yapan 61
kadindan alinan kan, idrar, plasenta, diski, vajinal siiriintii 6rneklerinden olusan toplam
305 numune biyokimyasal testlerle analiz edilmis ve 9 (%14.8) kadindan alman 10
ornekte Listeria spp. oldugu belirtilmistir. Calismanin devaminda Listeria izolatlarinda
virtilans ile iligkili genlerin (prfA, plcA, hlyA, actA ve iap) varligit mPZR ile belirlenmistir.
Sonugta izolatlardan iki adedinin patojenik sus oldugu ve bes viriilans genine sahip
oldugu rapor edilmistir. pIcA geninin ekspresyonunun, patojenik Listeria spp.’de baslica
viriilans markir1 olarak 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir.

Hamile kadinlardan alinan 3700 klinik 6rnegin Listeria spp. izolatinda viriilans
ozelliklerini kodlayan inlA, inlC, inlJ, plcA, prfA, actA, hlyA ve iap gen bolgeleri
calisilmis, 30 (%0.81) 6rnek pozitif olarak bildirilmistir. Onikisi plasental, 18’1 vajinal
swaplardan olan pozitif 6rneklerin s6z konusu genlerin tamamini igerdigi bulunmustur.
Calisma ile epidemiyolojik arastirmalarda insanlardan alinan klinik 6rneklerde 6n kosul
olarak patojeni izole ve karakterize etmenin 6nemi belirtilmistir (Soni ve ark., 2015). Le
Monnier ve arkadaglar1 (2011) Listeriyoz sliphesi olan hastalardan alinan beyin omurilik
stvisinda hly gen bolgesinin amplifikasyonu ile L. monocytogenes varligi belirlemis ve
PZR’nin hizli ve giivenilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Liibnan’da gida
orneklerinden L. monocytogenes varligini belirlemek amaciyla hly, actA ve inlB viriilans
genleri tizerinden PZR ¢alismasi yapilmis, 6rneklerin %100’tinde hly ve actA genleri
tespit edilmistir (Haidar-Ahmad ve ark., 2016). De la Rosa Zarifiana ve arkadaslar1 (2017)
tavuk, sigir ve domuz etinde L. monocytogenes saptanmasinin PZR standardizasyonu ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada iap geni ve spesifik primerler kullanmislardir. PZR tekniginin
standart mikrobiyolojik teknikten ¢ok daha hassas ve spesifik oldugu bildirilmistir. Sigir
etlerinde L. monocytogenes varliginin iap geni ilizerinden PZR yontemi ile arastirildig
caligmada Orneklerin yaklasik %28’inin Listeria monocytogenes varligi yoniinden pozitif

oldugu bildirilmistir (Lozano ve ark., 2013).
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Barkallah ve arkadaslar1 (2016) ruminantlarda diisii§e neden olan
L. monocytogenes ve Waddlia chondrophila’nin sirasiyla hly ve 16S rRNA bolgeleri
tizerinden spesifik primerler ile dublex PZR c¢alismasi yapmis, etkenlerin ayni anda
tespitininin saglandigi ¢alismada sonuglarin %100 spesifite ve hassasiyete sahip oldugu
bildirilmistir. Arastirmacilar mPZR’nin  mikroorganizmalarin eszamanli ve hizh
tespitinde 6nemli bir yere sahip oldugunu bildirmislerdir. iran’da yapilan bir calismada
diisiik yapan kadinlardan alinan toplam 125 kan, serum, idrar, vajinal swap 6rnekleri, 267
gida ornegi ile 50 ciftlik hayvanindan alinan 6rneklerde L. monocytogenes varligi ve
antimikrobiyal duyarlilig1 incelenmistir. pIcA gen bolgesi hedef alinarak yapilan mPZR
analizlerinde 125 insan 6rneginin %8.8’inde, 267 gida drneginin %2.99’unda ve ciftlik
hayvanlarindan alinan 50 numunenin %6’sinda L. monocytogenes varligi tespit edilmistir
(Lotfollahi ve ark., 2017). Razei ve arkadaslar1 (2017) gida orneklerinde toksin iiretici
tiirler olan L. monocytogenes, Bacillus cereus ve Campylobacter jejuni’nin belirlenmesi
amaciyla multipleks PZR ¢alismasi yapmislardir. Listeria monocytogenes’te hly genine
ait 300 bp uzunlugundaki bolge ile diger organizmalarin genlerine ait bolgelerin mPZR
ile ¢ogaltilabildigi ve her bir gen bdlgesine ait primerlerin spesifik oldugu bildirilmistir.
Bu ¢alisma ile gida analizlerinde mPZR uygulamasinin hiz ve maliyet agisindan avantajl
oldugu belirtilmistir. McDonald ve arkadaslar1 (2001) Coxiella burnetii, Yersinia pestis,
Bacillus anthracis ve Brucella melitensis’in dort primer ¢ifti kullanilarak mPZR ile
tespitine yonelik caligma yapmuis, arastirmacilar bu etkenlerin ayn1 anda tespitine yonelik
ilk ¢alisma oldugunu bildirmislerdir. Sigirlarda diislige neden olan mikroorganizmalarin
tespiti amaciyla klinik ornekler tizerinden mPZR calismalar1 yapilmistir. Calismada
Brucella spp. omp geni, Listeria monocytogenes hlyA geni, Mycoplasma spp. 16S rRNA
geni ve Leptospira lig genine ait dort spesifik primer ¢ifti kullanilarak mPZR ile bu
suslarin identifikasyonu yapilmistir (EI-Sayed ve ark., 2019). Sareyyiipoglu ve Cantekin
(2009) Chlamydophila psittaci (pmp) ve Salmonella spp. (iroB)’nin ayn1 anda tespitine
yonelik mPZR tasarlamus, jel elektroforezinde her iki gen bdlgesine ait spesifik bantlarin

varligini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada; PZR test tiipleri Labcon (ABD), pipet uclart Axygen (ABD), agaroz
Sigma Aldrich (Almanya), 10x TBE tamponu (10X) Snp Biyoteknoloji (Tirkiye), safe
red niikleit asit boyas1 Bioshop (Kanada), PZR tamponu (10X), taq polimeraz, MgCl,,
yiikleme boyasi ve DNA ladder (100 bp) Thermo Fischer Scientific (ABD) firmalarindan
temin edilmistir. Bununla birlikte otomatik pipet (Eppendorf Research, Almanya), termal
1s1 dongii cihaz1 (Labnet Multigene, ABD), elektroforez iinitesi (Wealtec Bioscience,
ABD), jel goriintiileme cihazi (BioRad, ABD), saf su cihazi (MerckMillipore Elix®,
ABD), vorteks (Velp, Italya), hassas terazi (Ohaus, ABD), buz makinasi (Scotsman,
Italya), otoklav (Alp, Japonya) kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyel DNA

Bakteriyel DNA’lar Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. DNA miktarlar1 spektrofotometrik

(Nanodrop Merinton, SMA 1000, Cin) olarak belirlenmistir.

3.2.2. Primer Dizaym ve Se¢imi

Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Listeria monocytogenes’e
ait simpleks/multipleks PZR tabanli kalitatif analizlerinin yapilmasi amaciyla primer
dizayn1 i¢in her bir organizmaya ait 2’ser gen bdlgesi ¢alisma kapsamina alinmigtir
(Cizelge 3.1).

Brucella abortus i¢in 1S711 ve omp2b, Coxiella burnetii i¢cin com1 ve 1S1111a,
Chlamydia abortus i¢in ompA ve pmp 90/91, Listeria monocytogenes igin hly ve iap
genlerine ait bolgeler ¢alisilmistir (Mancilla ve ark., 2011; Fitch ve ark., 1989; Pishva ve
ark., 2015; Zhang ve ark., 1997; Lockhart ve ark., 2011; Klee ve ark., 2006; Oskam ve
ark., 2017; Pantchev ve ark., 2010; Heidari ve ark., 2018; Volokhov ve ark., 2002; Le
Monnier ve ark., 2011; Bubert ve ark., 1999).
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Suslara ait genlerde 165-588 bp biiyiikliiglindeki bolgelerin amplifikasyonlari

hedeflenmistir.

Cizelge 3.1. B. abortus, C. burnetii, C. abortus, L. monocytogenes’e ait gen bolgeleri ve
GenBank erisim numaralar1

Organizma Gen GenBank erisim numarasi
IS711 M94960.1

Brucella abortus omp2b KP087921 1
com1 MG874798.1

Coxiella burnetii IS1111a M80806.1

_ OmpA MH542161.1
Chlamydia abortus pmp 90/91 U65942.1
Listeria monocytogenes hly MG922920.1
ytog iap JF967603.1

Primer
sayfasindaki

(https://www

dizaynlari, National Center for Biotechnology Information (NCBI) web
licretsiz  c¢evrimi¢ci primer dizayn platformu Primer-BLAST

.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK LOC=BlastHome)

kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1-3.8) (Ye ve ark., 2012). BLAST algoritmasi yoluyla,

tasarimlar1 yapilan primer giftlerinin se¢ciminde;

Hedef

multipleks PZR’de de etkin bir sekilde kullanilabilirligini saglamak igin,
birbirine yakin erime sicakligi (Tm) degerlerine sahip olmalari,

primer hassasiyetinin korunmasi amaciyla uzunluklari,

baglanma afinitesinin yiikseltilmesi amaciyla dengeli bir G/C ylizdesine
sahip baz kompozisyonunun bulundurmalart,

primer-dimeri ve sa¢ tokasi (hairpin) olusturmayacak baz dizilimine sahip

olmalari,

primer ¢iftlerinin birbirleri ile uyumlar1 g6z ontine alinmistir.

bolge uzunlugunun farkli olmasi1 kisa pargalarin uzun bdlgelerde

cogalmasina dolayistyla tirlinlerde farkliliklar yaratmasina neden olacagindan, basarili bir

reaksiyon am

aciyla ¢ogaltilan iirlinlerin benzer uzunlukta olmasina ve primerlerin benzer
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baglanma sicakliklarina sahip olmasina dikkat edilmistir. Tiim bu verilenlerden yola
cikilarak her bir gen bolgesi i¢in 6-10 arasinda primer ¢ifti dizayn edilmistir ve tasarlanan
potansiyel primer ciftleri arasindan Tm degerlerine ve G/C oranlarina bakilarak se¢im
yapilmistir. En uygun primer uzunluguna sahip olmasinin yani sira niikleotid tekrarlarinin
bulunmamasina da dikkat edilmistir. Primer-BLAST programindan alinan detayli raporda
kendi kendine baglanma olasilig1r diisiik olanlar secilerek primerin kendi kendine
baglanma olasilig1 minimuma indirilmistir. Yine ayni raporda primerlerin 3" ucundaki
diger primere baglanma olasilig1 dikkate alinarak, primer dimerlerinin olusmasinin
engellenmesi amaciyla 3' baglanma oranlar diisiik olanlar tercih edilmistir (Sekil 3.1-
3.8). Primer-BLAST program sonuglarina gore segilerek dizayn edilen primer giftleri

sentezlettirilmistir (Sentegen, Tiirkiye).
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Brucells aborius - I8711

Primer Pair 1
Forvorard Primar
Feverza Primar
Product size
Primer Pair 2
Forvard Pomar
Feversa Primar
Product zize
Primer Pair 3
Forvard Prmar
Eeversa Pomer
Product siza
Primer Pair 4
Forward Primer
Eeversa Pnmer
Product size
Primer Pair =
Forward Primer
Eeversa Prmer
Product size
Primer Pair &
Forward Promar
Eeversa Primar
Product siza
Primer Pair 7
Forvorard Primar
Eeversa Pnmer
Product siza
Primer Pair §
Forvard Pomar
Eeversa Pnmer
Product siza
Primer Pair 9
Forvard Prmar
Eeversa Prmer
Product siza
Primer Pair 10
Forward Primer
Feversa Primar
Product size

Seqguence (5'-=1")

CCTTCGGCAA ATGGACAG
CGATTGTTGGGACACTGEA
446

CTGCGAATAMAGCCAACACC
TEAATGCGETCAATGTTTTC
4

CTGCGAATAMAGCCAACACC
CATGAATGOGGTCAATGTIT
306

ACGGECTCAGATCAAGGTCAA
TEAATGCGETCAATGITITC
154

AMCGGCTCAGATCAAGETCA
TGAATGCGETCAATGITITC
153

AMCGGCTCAGATCAAGETCA
CATGAATGOGGTCAATGTIT
157

GOCTTACAGATGAGCAATGGA
GEAACGTGTTGEATTGACCT
380

CGGCTCAGATCAAGGTCAS
TEAATGCGETCAATGITITC
153

GCTCAGATCAAGGTCAATCCA
TGAATGCGETCAATGITITC
151

TGCGAATAMAGCCAACACT
TGAATGCGGTCAATGITITC
303

start

234
a7

481

L)

481

L)

631

L)

630

-

630

634

-

482

-

19

-
F

Tm

60.19
60.52

60.64
3952

60.64
3540

60.80
3932

60.80
3952

60,80
3540

60.23
39.83

35953
3952

60.21
3952

3968
3832

[

[
a3 oy

i, Ln

30.00
40.00

30.00
40.00

30u00
40000

30u00
40000

30u00
40000

4762
30u00

3163
40.00

4762
40000

4737
40000

zelf

COmP.

3.00
3.00

200
4.00

2.00
4.00

4.00
4.00

4.00
4.00

4.00
4.00

3.00
4.00

4.00
4.00

4.00
4.00

2.00
4.00

¥ zelf

Comp.
1.00
0.00

0.00
1.00

0.00
1.00

0.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00

0.00
0.00

0.00
1.00

0.00
1.00

0.00
1.00

Sekil 3.1. Brucella abortus’a ait 1S711 gen bolgesi igin tasarlanan primer giftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu
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Brucelln abortus - omplh

. . . zelf ¥ zelf
Primer Pair 1  Sequence (5'-=3") start  lemgth Tm LaGC comp. comp.
Forvard Pmer CGATGTGGTAGTTGETCGTG ilé 2 G0.02 3.00 0.00
Feverse Pimer ATTOGGEGCOGTAGATGGTAASN 306 2 3943 2.00 0.00
Product size 181
Primer Pair 2
Forvard Pimer GGATTAGAACGAACGCTGEA 64 2 6021 2.00 0.00
Feverse Pimer TTACACTGGHCACGACCAACT 544 20 5221 3.00 1.00
Product size 431
Primer Pair 3
Forvard Primer GGATTAGAACGANCGCTGEA 64 2 6i0.21 2.00 0.00
Eeversa Pnimer GTTACACTGGCACGACCAMCT 543 21 60,09 3.00 1.00
Product size 432
Primer Pair 4
Forvard Prumer AGTTGGTCGTGOCAGTGTAN 513 2 5821 3.00 1.00
Eeverse Pnmer ATTOGGGCOGTAGATGGTALN 306 20 5943 2.00 0.00
Product size 282
Primer Pair £
Forvard Prmer GTAACGGTGAAGCCAGGALC 167 20 5960 300 0.00
Eeversa Pnmer GCACGACCAACTACCACATC 536 20 58.01 2.00 0.00
Product size 3T
Primer Pair &

Forvard Pnmer GGATTAGAACGAACGCTGGA 64 2 60.21 2.00 0.00
Eeversa Pnimer GGCACGACCAACTACCACA 337 19 60.59 2.00 0.00
Product size 474

Primer Pair 7

Foroard Primer GGATTAGAACGAACGCTGGA 64 2 60.21 2.00 0.00
Feverse Pimer TGGCACGACCAACTACCAC 338 19 60,59 3.00 0.00
Product size 473

Primer Pair §

Forvard Primer CGAGAACTGGTCGGTGATG 373 19 6025 3.00 0.00
Feverse Pnmer ATTOGGGCGTAGATGGTAMN 306 20 5943 2.00 0.00
Product size 434

Primer Pair 9

Forward Primer  CGATGTGGTAGTTGETCGTG ilé 2 G002 3.00 0.00
Eeversa Pnimer TTCGGGCGTAGATGETAAN 803 19 5812 2.00 0.00
Product size 250

Primer Pair 10

Forvard Primer  GTAACGGTGAAGCCAGGAAD 187 2 3960 3.00 0.00
Eeversa Pnimer GGCACGACCAACTACCACA 337 19 60.59 2.00 0.00
Product size a7l

Sekil 3.2. Brucella abortus’a ait omp2b gen bolgesi i¢in tasarlanan primer giftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu



Coxiella burnetii-coml

Primer Pair 1

Forward Primer
Reverse Primer
Product size
Primer Pair 2
Forward Primer
Feverze Primer
Product size
Primer Pair 3
Forward Primer
Reverse Primer
Product size
Primer Pair 4
Forward Primer
Reverse Primer
Product size
Primer Pair 5
Forward Primer
Feverze Primer
Product size
Primer Pair 6
Forward Primer
Reverse Primer
Product size

Sequence (5'->3")

AAACCTCCGCGTTGTCTIC
TTTGAAGGGTGATTCGTTCTG
442

AGTGGCAGGCAATCCTCA
GGTTTGAAGGGTGATTCGTTC
274

AAACCTCCGCGTTGICTIC
GTITTGAAGGGTGATTCGTITCTG
162

AGTGGCAGGCAATCCTCA
TGGAAGTTATCACGCAGTTGTT
360

AGTGGCAGGCAATCCTCA
TTGGAAGTTATCACGCAGTTGT
561

AGTGGCAGGCAATCCTCA
AGTAGCGCGTCGTGGAAA
231

start

165
332

165
326
54

413

34
414

34
284

length
19

21

19

¥
i

18
22

18
22

18

60.25
60.10

60.36
60.72

60.25
60.88

60.36
30.68

60.36
39.68

60.36
60.36

WGC
51.63
2.86

35.56
47.62

51.63

45.45

35.56
40.91

33.56
40.91

35.56
35.56

self

comp.

4.00
3.00

4.00
3.00

3.00
4.00

3.00
4.00

3.00
4.00

3 self
comp.
0.00
1.00

1.00
1.00

0.00
1.00

1.00
0.00

1.00
0.00

1.00
0.00

Sekil 3.3. Coxiella burnetii’ye ait com1 gen bolgesi igin tasarlanan primer ¢iftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu
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Coxzelln burnens- IS1111e

Primer Pair 1
Forward Primer
Feverza Primar
Product siza
Primer Pair 2
Forwrard Promear
Feversa Primear
Product siza
Primer Pair 3
Forwrard Primar
Feverze Pnmer
Product siza
Primer Pair 4
Forward Primar
Eeversa Pnimear
Product siza
Primer Pair £
Forward Primar
Feverza Primear
Product siza
Primer Pair 6
Forward Primer
Feverza Primar
Product siza
Primer Pair 7
Forarard Promar
Eeversa Pnimear
Product siza
FPrimer Pair §
Forwrard Primar
Feverza Primear
Product siza
Primer Pair 9
Forward Primar
Feversa Primear
Product siza
Primer Pair 10
Forward Primer
Feversa Pnmer
Product siza

Sequence (5'-=3")
GGOGTTTATTGGGTTGETC

CTCGGTITGGTGTGTICTCCTT
335

GGOGTTTATTGGGTTGGETC
ACTCGGTTGETGTGTCTCCT
136

GGCGTTTATTGGEGTTGETC
TCGGTTGGTGTGTCTCCTIT
334

GGCGTTTATTGGEGTTGETC
TTATCGGGCTATCGGETTC
428

TCGGOGTTTATTGGETTG
CTCGGTITGGTGTGTCTCCTT
337

TCGGOGTTTATTIGGETT:
ACTCGGTTGETIGTGTCTCC
338

TCGGOGTTTATTGGETTE
TCGGTTGGTGTGTCTCCTIT
136

GGCGTTTATTGGEGTTGETC
TCGGTTGGTGTGTCTCCTT
334

GGCGTTTATTGEGTTGETC
ACTCGGTTGETGTGTCTCCTT
136

TCGGOGTTTATTGGETT:
TTATCGGGCTATCGGETTC
430

start

326
1160

316
1161

316
115%

316
1233

324
1160

324
1161

324
115%

36
113%

316
1161

324
1253

length Tm
19 6018
2 6015
19 6018
2 5960
1% 60.18
2 6035
15 60.18
19 60.15
18 60.46
2 6015
13 60.46
2 5960
13 60.46
20 60.35
15 60,18
19 5909
19 60.18
2 60.99
13 60.46
15 60.15

%GC

3163
35.00

5163
35.00

3163
50.00

3163
5263

50.00
35.00

30.00
35.00

30.00
30000

3163
5163

3163
3138

50.00
3163

zelf

COmP.

200
200

200
.00

200
200

200
200

300
200

3.00
200

300
200

.00
200

200

300
200

3 zelf
COmP.
1.00
0.00

1.00
0.00

100
0.00

1.0
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

100
0.00

1.0
0.00

0.00
0.00

Sekil 3.4. Coxiella burnetii’ye ait IS1111a gen bolgesi i¢in tasarlanan primer ¢iftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu
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Chlamydia abortus - omgrd

Primer Pair 1
Forward Primear
Eeverse Pnimear
Product size
Primer Pair 1
Fororard Primear
Eeverza Pnimear
Product size
Primer Pair 3
Fororard Promear
Feverza Pnmar
Product size
Primer Pair 4
Forwrard Primer
Feversa Pnmar
Product size
Primer Pair £
Forward Primer
Eeverza Primar
Product size
Primer Pair &
Forward Primar
Feverza Pnimar
Product siza
Primer Pair 7
Forward Primar
Feversa Pnmar
Product siza
Primer Pair §
Forward Primear
Eeverza Primar
Product siza
Primer Pair 9
Fororard Primear
Feverza Pnimar
Preduct size
Primer Pair 10
Fororard Promear
Feverza Primar
Product size

Sequence (5'-=3")
ATCGCTTACGGCAAACACTT

AACACCAATCAAACCAADGAG
163

CATCGCTTACGGCAAACAC
GCTCCTAAAGTOGCACAACC
308

ACATCGCTTACGGCAAACA
GCTCCTAAAGTOGCACAACC
310

ATCGCTTACGECAAACACTT
AGTCGCACAACCACACTCC
300

CATCGCTTACGGCAAACAL
CCTAAAGTCGCACAACCACA
306

ACATCGCTTACGGCAAACA
CCTAAAGTCGCACAACCACA
307

CAACATCGCTTACGGCAAS
GCTCCTAAAGTCOGCACAACC
312

GCAGAGTTCOCAATACGCTCA
TGACCAGTTTACGCCAATGT
45

AGCAGAGTTCCAATACGCTCA
TGACCAGTTTACGCCAATGT
250

TTCCCAATGTAGGCATCACTC
TGACCAGTTTACGCCAATGT
362

start

258
462

297
605

298
397

287
602

256
602

254
605

604

351

603

352

451

832

-
F4

-
F

15

F4

15

F4

-
F

15

18

-
F4

15

F4

15

-
F4

-
F4

-
F4

-
F

-
F4

-
F

-
4

3.T77
3588

60.27
3588

60.27
3588

Lh LA
oo
e e |
[FER |

60.27
3576

60.27
3578

60.79
3988

39.03
39.03

60,03
39.03

3593
39.05

zalf

COmp.

3.00
.00

3.00
200

3.00
.00

3.00
3.00

3.00
.00

3.00
.00

3.00
.00

3.00
3.00

3.00
3.00

3.00
3.00

3" zelf
comp.
1.00
0.00

0.00
0.00

1.00
0.00

1.00
0.00

0.00
0.00

1.00
0.00

1.00
0.00

1.00
1.00

1.00
1.00

0.00
1.00

Sekil 3.5. Chlamydia abortus’a ait ompA gen bdlgesi i¢in tasarlanan primer ¢iftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu
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Chlamydia aborius - pmp 93097

Primer Pair 1
Forward Primar
Feversa Pnmer
Product siza
Primer Pair 2
Forward Primar
Eeversa Pimar
Product zsiza
Primer Pair 3
Forward Primer
Reversa Pimar
Product zsiza
Primer Pair 4
Forvard Pomear
Feversa Primar
Product siza
Primer Pair £
Forward Primer
Reversa Pimar
Product siza
Primer Pair &
Forward Primar
Feversa Primar
Product siza
Primer Pair 7
Forward Primer
Feversa Primar
Product siza
Primer Pair §
Forward Primar
Eeversa Pimar
Preduct siza
Primer Pair 9
Forward Primar
Feversa Pnmar
Product siza
Primer Pair 10
Forward Primer
Eeversa Pimar
Product zsiza

Sequance (5'-=3")
CTITTCAACCAACCCATCACA

TGECGAGTTTAGCAGGAGAGS
22T

ACTTTCAACCAACCCATCACA
TGEOGAGTTTAGCAGGAGAGE
128

CANCCCATCACATTATCAGCA
TEOGAGTTTAGCAGEAGAGE
119

CCOCATCACATTATCAGCAGEA
TEOGAGTTTAGCAGGAGAGE
216

CCCATCACATTATCAGCAGEA
TETTGOGAGTITAGCAGGAG
1%

TACTTTCAACCAACCCATCACA
TEOGAGTTTAGCAGGAGAGE
228

CCGCTTCTTACAACCTTACCC
GEAGATACACACATTGCOCTTCA
388

TCAACCAACCCATCACATTATC
TEOGAGTTTAGCAGGAGAGE
114

CCCATCACATTATCAGCAGEA
GITGCGAGTTTAGCAGGAGAG
218

CTTTCAACCAACCCATCACATT
TEOGAGTTTAGCAGGAGAGE
227

length Tm

-
F4

-
F4

-
F

-
F

21

-
F

F

21

-
A
-
4

-
4

-
F

-
A

-
F4

-
'

-
F4

3939
60.67

60,26
6067

3541
60.67

60.87
60.67

60.87
3912

60.26
6067

60,01
60.00

=
L
o Ln
st W

60.87
35918

61.00
60,67

b C

45.00
35.00

4186
35.00

4186
35.00

4762
30.00

40.91
35.00

3138
4543

40.91
35.00

4762
3138

40.51
35.00

zelf

comp.

3.00
3.00

300
300

300
3100

3.00
3.00

300
3100

3100
300

300
300

3100
300

300
300

300
300

¥ zelf

comp.
0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
1.00

1.00
0.00

0.00
0.00

1.00
0.00

Sekil 3.6. Chlamydia abortus’a ait pmp 90/91 gen bolgesi i¢in tasarlanan primer
ciftlerinin Primer NCBI BLAST sonucu
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Listeria monocyptogenes —hly

. . ' zelf 3 zelf
Primer Pair 1  Sequence (5'-=3") start  length Tm L GC comp. comp.
Forward Primer TTAGCATTGATTTIGCCAGGA 461 2 58.26 40 3.00 1.00
Reversa Pmar GAGACAGATTTCOCCACTTACGE o86 2z a0 50 2.00 1.00
Product siza 526
Primer Pair 2
Forward Primer AATCAACCCGATGTTCTTCCT 418 21 5982 4286 300 0.00
FeversaPnmer TCACTGTAAGCCATITCGTCA 641 21 5933 4286 300 1.00
Product siza 224
Primer Pair 3
Forward Primer AAATCAACCOGATGTTCTTCC 417 2 6018 4286 300 0.00
Feversa Primar CACTTACGGCAGOGTCAAA o973 19 6099 5263 300 1.00
Product siza 357
Primer Pair 4
Forward Primer AATCAACCCGATGTTCTTCCT 418 2 5982 4286 300 000
Reversa Pomer CACTTACGGCAGUGTCAAA 973 19 6059 53263 300 1.00
Product siza 556
Primer Pair £
Forward Primer CTTAGCATTGATTTGCCAGGA 480 21 6022 4286 300 1.00
Feversa Pomar GAGACAGATTTOCCACTTACGE i 2 60000 50,00 200 1.00
Product siza 527
Primer Pair &

Forward Primer CCGATGITCTTCCTGTCAAAC 425 2 3938 4762 300 1.00
Feversa Primar CACTTACGGCAGOGTCAAA o973 19 6099 5263 300 1.00
Product siza 49

Primer Pair 7

Forward Primer AATCAACCCGATGTTCTTCCT 418 2 5982 4286 300 0.00
Feversa Primar TTCACTGTAAGCCATTTCOGTCA 2 X 6067 4091 300 1.00
Product siza 225

Primer Pair §

Forward Primer CAACCOCGATGTTCTTCCTG 421 19 5907 5263 300 1.00
Reversa Pomer CACTTACGGCAGUGTCAAA 973 19 6059 53263 300 1.00
Product siza 53

Primer Pair 9

Forward Primer CAACCCGATGTTCTTCCTG 421 19 3207 53263 300 1.00
Feversa Pomar GAGACAGATTTOCCACTTACGE i 2 60000 50,00 200 1.00
Product siza 66

Primer Pair 10

Forward Primer GCTGOCGTAAGTGGEAARL 261 13 5980 5556 300 0.00
Feversa Primar GCAAATAGATGGACGATGTEAA 1411 X 5997 4091 300 0.00
Product siza 451

Sekil 3.7. Listeria monocytogenes’e ait hly gen bdlgesi igin tasarlanan primer giftlerinin
NCBI BLAST sonucu
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Listerio monocytogenes —iap

. . . zelf 3 zelf
Primer Pair ]  Sequance (5'-=3") ztart  lemgth Tm Ll C comp. comp.
Forward Primer CTGCTCCAACAATCOGCATC 59 19 6037 3183 300 0.00
Feversa Pimer CGGATAAAGOCCAAATAGTETC G46 2 30Bs 4345 100 1.00
Product size 538
Primer Pair 2
Forward Primer TGCTOCAACAATOGCATC a0 13 3928 3000 300 0.00
Feverza Pimer CGGATAAAGOCCAAATAGTETC 646 2 5985 4345 200 1.00
Product zize a7
Primer Pair 3
Forward Pimer CTGCTCCAACAATOGCATC 59 19 6037 31e3 3100 0.00
Feversa Pomer ACGGATAAAGCCCAAATAGTGTC 647 2 6059 4348 2.00 1.00
Product size 539
Primer Pair 4
Forward Primer AGCAACGCAACAACAMACAG 354 20 3895 4300 2.00 1.00
Feversa Pimer GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG 1131 13 3817 4000  3.00 0.00
Product size 318
Primer Pair =
Forward Pimer CTGCTCCAACAMATOGCATC 59 19 6037 3163 3100 0.00
Feverza Pomer TACGGATAAAGCCCAAMTAGTGTC 548 24 6058 4leT 200 1.00
Product size 500
Primer Pair &

Forvard Promer AACGCAACAACARAMCAGTAC 367 20 59B1 4300 200 0.00
Feversa Pimer GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG 1131 13 3217 4000 300 0.00
Product zize 313

Primer Pair 7

Forward Primer ACAGCAACGCAACAACAMAC 862 20 3981 4300 200 0.00
Feverza Primer GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG 1181 23 5817 4000  2.00 0.00
Product size K]

Primer Pair §

Forvard Primer AACAGCAACGCAACAMNCAAS 261 20 6034 4000  2.00 0.00
Feversa Pimer GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG 1131 13 3817 4000  3.00 0.00
Product size izl

Primer Pair 9

Forward Primer TGCTOCAACAATOGCATC &0 13 3928 3000 300 0.00
Feverza Pomer ACGEATAAAGCCCAAATAGTGTC 647 23 6059 4348 2.00 1.00
Product zsize 38

Primer Pair 10

Forward Primer AGCACCTAAAGCACCAACAGA 382 21 3993 4782 200 0.00
Feversa Pimer GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG 1131 13 3217 4000 300 0.00
Product size 00

Sekil 3.8. Listeria monocytogenes’e ait iap gen bolgesi igin tasarlanan primer ¢iftlerinin
Primer NCBI BLAST sonucu
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3.2.3. Simpleks PZR

Brucella abortus, C. burnetii, C. abortus, L. monocytogenes’e ait DNA ekstraktlari
ile asagida belirtilen PZR protokolii ve kosullar1 uygulanmistir (Cizelge 3.2 ve 3.3). Bu
asamada suslara ait spesifik bolgelere gore tasarimi yapilan primerlerin spesifiteleri
belirlenmistir. Tiim PZR ¢alismalarina negatif kontroller dahil edilmistir.

Amplifikasyon islemi termal 1s1 dongii cihazinda; 94 °C’de 3 dakika siireyle 6n
denatiirasyon sonrasinda 30 dongii halinde 94 °C’de 60 saniye DNA denatiirasyon,
54 °C’de 60 saniye annealig, 72 °C’de 60 saniye polimerizasyon islemi ve ardindan 72

°C’de 5 dakika bekletilerek amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. PZR Protokolii

PZR bilesenleri Miktar (ul) / final konsantrasyon
MgCl2 2mM

dNTP 200 uM

Tag 10x Buffer 2,5ul

Tag DNA polimeraz 1U

Primer Ciftleri 20 pmol

DNA 2 ul

Toplam 25 nl

Cizelge 3.3. PZR Kosullari

Sicaklik (°C) Siire
94 (6n denatiirasyon) 3dk
94 60 sn
54 | (30 dongii) 60 sn
72 90 sn
72 (uzama) 5dk
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3.2.4. Multipleks PZR

Bir primer cifti ile gerceklestirilen PZR ¢aligmalar1 sonucunda secilen primer
ciftleriyle dubleks ve tripleks PZR c¢alismalar1 yapilmistir. Simpleks dahil tim PZR
calismalarini standardize etmek amaciyla ayni sarf malzeme ve cihazlarin kullanilmasina

dikkat edilmistir.

3.2.4.1 Dubleks PZR

Simpleks PZR ¢alismalarinda belirlenen ve her bir bakteriye ait en duyarli primerler
ile dubleks PZR galismalarina devam edilmistir. Bu asamada iki bakteriye ait birer primer
ciftiyle dubleks PZR analizleri gergeklestirilmistir. PZR protokol ve kosullar1 Cizelge 3.2

ve 3.3’e gore yapilmistir.

3.2.4.2 Tripleks PZR

Dubleks PZR ¢alismalarinda belirlenen ve her iki bakteriye en duyarli primerler ile
tripleks PZR ¢aligmalarina devam edilmistir. Bu asamada {i¢ bakteriye ait birer primer
ciftiyle tripleks PZR analizleri gerceklestirilmistir. PZR protokol ve kosullar1 Cizelge 3.2

ve 3.3’e gore yapilmustir.

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

Simpleks PZR asamasindan sonra amplifikasyon iirtinlerinin varligr %1.5 agaroz
jel kullanilarak belirlenmistir. Bantlarin daha net ayirt edilebilmesi i¢in dubleks PZR’de
ise %2 ve tripleks PZR’de %2.2 oraninda agaroz jel kullanilarak belirlenmistir. Jel, agaroz
(Sigma-Aldrich) ve TBE (Snp Biyoteknoloji) kullanilarak hazirlanmistir. Homojen hale
getirilmis agaroz ¢ozeltisi igerisine (100 ml) 5 ul Safe Red (Bioshop) ilave edilmistir.
PZR amplifikasyon iiriinlerine (10 ul) 2,5 ul yiikleme boyasi (6X Gel Loading Dye-
Thermo Fischer Scientific) eklenerek kuyulara yiikleme yapilmistir. Marker olarak 100
bp DNA ladder (100-1000 bp-Thermo Fischer Scientific) kullanilmistir. Amplifikasyon
tirtinleri simpleks PZR 150 V 17 dk, multipleks PZR’de ise 100 V 45 dk yiiriitiilmiistir.
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Yiiriitme islemi sonrasinda DNA bantlarinin varlig1 goriintiileme cihazinda incelenerek

belirlenmistir (Jel Goriintiileme Cihazi, BioRad, ABD).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Hatay Mustafa

Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji

Laboratuvarindan temin edilen B. abortus, C. burnetii, C. abortus, L. monocytogenes’e

ait DNA ornekleri her bir bakteri susuna gore dizayn edilmis primer ¢iftleri kullanilarak

kademeli bir sekilde simpleks, dubleks ve tripleks PZR ¢alismalar1 yapilmistir. Her bir

kademedeki PZR c¢alismalari sonucunda primer ¢iftlerinin duyarliliklari belirlenmis ve bu

ciftlerin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak bir iist kademe PZR caligmalar1 yapilmistir.

4.1. Primerlerin Belirlenmesi

Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Listeria monocytogenes’e

ait simpleks/multipleks PZR c¢alismalarinda, her bir organizmanin iki gen bdolgesi

tizerinden dizayn edilerek se¢ilimi yapilan primerler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Segilen primer ¢iftleri

. Hedef Uriin
Organizma Gen Oligoniikleotid dizileri biiyiikliigii
(bp)
BaisF1: CCTTCGGCAAATGGACAG 446
BaisR1: CGATTGTTGGGACACTGGA
BaisF2: CTGCGAATAAAGCCAACACC 304
1S711 BaisR2: TGAATGCGGTCAATGTTTTC
BaisF3: GCCTTACAGATGAGCAATGGA 580
BaisR3: GGAACGTGTTGGATTGACCT
BaisF4: GCTCAGATCAAGGTCAATCCA
Brucella abortus BaisR4: TGAATGCGGTCAATGTTTTC 151
BaompFl: CGATGTGGTAGTTGGTCGTG 291
BaompR1:ATTCGGGCGTAGATGGTAAA
omp2b BaompF2: GGATTAGAACGAACGCTGGA 474
BaompR2: GGCACGACCAACTACCACA
BaompF3: GTAACGGTGAAGCCAGGAAC 371

BaompR3: GGCACGACCAACTACCACA
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Cizelge 4.1. Secilen primer ciftleri (devam)

. Hedef L Cl e o . U..rm.l.,..
Organizma Gen Oligoniikleotid dizileri buy(l;)l;l)ugu
Cbcom1F1: AAACCTCCGCGTTGTCTTC 442
CbcomlR1: TTTGAAGGGTGATTCGTTCTG
com 1 CbcomlF2: AGTGGCAGGCAATCCTCA 274
CbcomlR2: GGTTTGAAGGGTGATTCGTTC
Cbcoml1F3: AGTGGCAGGCAATCCTCA 360
Coxiella Cbcom1R3: TGGAAGTTATCACGCAGTTGTT
burnetii Cbcom1F4: AGTGGCAGGCAATCCTCA 231
Cbcom1R4: AGTAGCGCGTCGTGGAAA
CbisF1: GGCGTTTATTGGGTTGGTC 335
IS1111a  CbisR1: CTCGGTTGGTGTGTCTCCTT
CbisF2: TCGGCGTTTATTGGGTTG 337
CbisR2: CTCGGTTGGTGTGTCTCCTT
CaompF1l: ATCGCTTACGGCAAACACTT 165
CaompR1: AACACCAATCAAACCAACGAG
ompA CaompF2: CATCGCTTACGGCAAACAC 309
CaompR2: GCTCCTAAAGTCGCACAACC
CaompF3: GCAGAGTTCCAATACGCTCA 249
Chlamydia CaompR3: TGACCAGTTTACGCCAATGT
abortus CapmpF1: CTTTCAACCAACCCATCACA 297
CapmpR1: TGCGAGTTTAGCAGGAGAGG
CapmpF2: CCCATCACATTATCAGCAGGA
pmp 90/91 mpR2: TGCGAGTTTAGCAGGAGAGG 216
CapmpF3: CCGCTTCTTACAACCTTACCC 588
CapmpR3: GGAGATACACACATTGCCTTCA
LmhlyF1l: TTAGCATTGATTTGCCAGGA 596
LmhlyR1: GAGACAGATTTCCCACTTACGG
LmhlyF2: AATCAACCCGATGTTCTTCCT
hly LmhlyR2: TCACTGTAAGCCATTTCGTCA 224
LmhlyF3: GCTGCCGTAAGTGGGAAA 451
Listeria LmhlyR3: GCAAATAGATGGACGATGTGAA
monocytogenes LmiapFL: CTGCTCCAACAATCGCATC 538
LmiapR1: CGGATAAAGCCCAAATAGTGTC
iap Lm?apFZ: ACAGCAACGCAACAACAAAC 320
LmiapR2: GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG
LmiapF3: AGCACCTAAAGCACCAACAGA 300

LmiapR3: GTGTAACCAGAGCAATCAAATGTAG
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Brucella tiirlerinde degisken sayilarda ve pozisyonlarda bulunan 1S711 dizisi
Brucella abortus’un tanisinda sik¢a kullanilmaktadir (Mancilla ve ark., 2011). Yine ayni
sekilde dis membran protein grubundan bir porin proteini olan omp2b gen bolgesi hem
yeterli diizeyde polimorfizme sahip oldugu ve hem de Brucella tiirlerinde yiiksek oranda
korundugu i¢in bu organizmalarin identifikasyonunda kullanilmaktadir (Fitch ve ark.,
1989; Pishva ve ark., 2015). Coxiella burnetii identifikasyonunda dis membran proteinini
kodlayan ve yiiksek oranda korunmus, com1 geni kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 1997;
Lockhart ve ark., 2011). Bu organizmanin tanimlanmasinda yiiksek kopya sayisinda
bulunan IS1111 geni de kullanilmaktadir. Ancak, diger Coxiella tiirlerinde bulunmamasi
ve PZR duyarliligi gostermesi nedeniyle 1S1111a geni (transpozaz) C. burnetii
identifikasyonunda daha fazla kullanilmistir (Klee ve ark., 2006; Oskam ve ark., 2017).
Chlamydia abortus tiiriinde ise dis zar membran porin proteinini kodlayan ve yiiksek
oranda korunmus ompA geni identifikasyonda kullanilmaktadir (Pantchev ve ark., 2010).
Ayrica pmp 90/91 geni C. abortus’un PZR tabanli identifikasyonunda kullanilan pmp gen
ailesine ait bir dis zar proteinini kodlamaktadir (Heidari ve ark., 2018; Laroucau ve ark.,
2001). Listeriolysin O proteini kodlayan hly ve p60 proteini kodlayan iap genleri PZR
duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle Listeria tiirlerinin PZR tabanli identifikasyonunda
siklikla kullanilmaktadir (Volokhov ve ark., 2002; Le Monnier ve ark., 2011; Bubert ve
ark., 1999).

Primer se¢imi PZR protokoliinde en kritik asamadir ve ozellikle mPZR’de
fonksiyonel  bir primer tasarimi  olmadan  basarihi  bir  amplifikasyon
gerceklestirilememektedir (Dieffenbach ve ark., 1993). Hedeflenen DNA bdlgesine
yiiksek 0zglinliiglin saglanmas1 ve spesifik olmayan bolgelere baglanmanin Oniine
gecilmesi amaciyla web tabanli iicretsiz ¢evrimigi primer tasarim platformlar
kullanilabilmektedir (Primer-BLAST modiili) (Ye ve ark.,2012). Kilit nokta olan
primerlerde uzunlugun baglanma verimini etkilemesi nedeniyle 17-25 baz uzunlugundaki
oligoniikleotidler tasarlanmis ve bunlar arasindan se¢im yapilmistir. Erime sicakligi (Tm)
degerlerinin ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek olmasi 6zgiin olmayan baglanmalara ve farkli
miktarlarda iiriin amplifikasyonuna neden olacagindan simpleks ve multipleks PZR’de
birlikte kullanilabilirlik i¢in yakin Tm degerlerine sahip tasarimlar yapilmistir (Bej ve
ark., 1991; Kahya ve ark., 2013). Rutinde primer tasarimlarinda G+C igerigi genellikle

%40-60 arasinda degisiklik gostermektedir. Calismamizda kullandigimiz primerlerde de
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hedef bolge hassasiyetinin korunmasi ve daha gii¢lii baglanma afinitesinin saglanabilmesi
icin baz kompozisyonunda dengeli bir G/C yiizdesi olmasma dikkat edilmistir
(Mitsuhashi, 1996; Robertson ve Walsh-Weller, 1998).

Reaksiyon ortaminda birden fazla primerin olmasi primer-dimeri oraninin
artmasina, az veya hig iiriin elde edilememesine, yanlis eslesme sonucu istenmeyen PZR
riinlerinin a¢iga cikmasina veya kisa DNA parcalarinin amplifikasyonuna neden
olmaktadir (Robertson ve Walsh-Weller, 1998). Bu faktorler géz 6niine alinarak dimer
ve sa¢ tokasi yapilar1 olusturmayacak dizilerin tasarimi ve sonrasinda primer ¢iftlerinin
birbirleri ile uyumlarina bakilarak PZR c¢alismalarinda kullanilacak primer ciftleri
secilmistir.

Calisma kapsaminda primer seciminde gbz Oniine alinan diger bir faktor ise
spesifite olmustur. Bu amagla ayrintili literatiir galigmasi yapilarak segilen primerlerin
daha 6nce baska ¢aligmalarda kullanilip kullanilmadigi belirlenmistir. Buna goére Brucella
abortus i¢in segilen primer dizilerinden sadece BaisR3:
GGAACGTGTTGGATTGACCT ve BaompFl: CGATGTGGTAGTTGGTCGTG
dizilerinin iki ¢aligmada kullanildig1 tespit edilmistir (Prakash ve ark., 2019; Tian ve ark.,
2014). Ancak caligmamizda bu iki primer dizisi sadece simpleks PZR asamasinda
kullanilmis ve istenilen diizeyde amplifikasyon saglanamadigi i¢in multipleks PZR
asamalarinda kullanilmamistir. Dolayisiyla Brucella abortus igin secilen diger primer
dizileri ile Coxiella burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria monocytogenes i¢in segilen
primerlerin (Cizelge 4.1) literatiir aragtirmalar1 sonucu daha 6nce herhangi bir ¢alismada
kullanilmadigr tespit edilmistir. Bu primerler ilk kez bu calisma kapsaminda

kullanilmastir.

4.2. Simpleks PZR sonuglari

Brucella abortus ve Coxiella burnetii i¢in secilen 7, Chlamydia abortus ve Listeria
monocytogenes igin segilen 6 primer ¢ifti (Cizelge 4.1) ve 10" -10® sulandirim1 yapilmus
DNA’lar ile ile gerceklestirilen simpleks PZR c¢alismalar1 sonucunda amplifikasyon
driinleri %1.5 oraninda hazirlanan agaroz jelde 150 V’da 17 dk yiiriitilerek

gerceklestirilmistir (Sekil 4.1-4.8). PZR ¢aligmalari sonucunda primerlerin hassasiyeti ve
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spesifitesi jellerde gozlemlenen bantlarin belirginligi {izerinden kalitatif olarak

degerlendirilmistir.

4.2.1. Brucella abortus simpleks PZR sonuclari

Cizelge 4.1°de verilen 7 primer cifti ve azalan konsantrasyonlardaki DNA’lar ile
simpleks PZR c¢alismalar1 yapilmis ve bant gézlemlenen jel elektroforez goriintiileri Sekil
4.1 ve 4.2°de verilmistir. 1S711 geni i¢in kullanilan BaisF4/BaisR4 primer ¢ifti ve omp2b
geni i¢in kullanilan BaompF1/BaompR1 primer ¢ifti ile yapilan PZR ¢alismasi sonucunda
amplifikasyon {iriinii gozlenmemistir.

IS711 geni igin 446 bp ve 304 bp uzunlugundaki bolgeleri belirleyen primer ciftleri
ile yapilan PZR sonucunda sirastyla 10 ve 10° (8x10™ ng/ul) oraninda seyreltilmis DNA
varhiginda amplifikasyon miktarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1 a-c).
omp2b geninde ise 474 ve 371 bp uzunlugundaki bolgelere ait primer ciftleri ile yapilan
PZR sonucunda 107 oraninda seyreltilmis DNA varliginda amplifikasyon miktarimnin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2 a-b).
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446 —,

5711
380 —

Sekil 4.1. B. abortus IS711 geni i¢in segilen primer giftleri ile ¢ogaltilan PZR
rtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) BaisF1/BaisR1 primer ¢ifti ile gogaltilan 446 bp
uzunlugundaki bolge b) BaisF2/BaisR2 primer ¢ifti ile cogaltilan 304 bp uzunlugundaki

bolge ¢) BaisF3/BaisR3 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 580 bp uzunlugundaki bolge (M:
Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10° DNA)

M 1 2 3 4 £ 6 N 1 2 3 4 5 868 N M

omplh
4T — omplh
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Sekil 4.2. B. abortus omp2b geni igin segilen primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) BaompF2/BaompR2 primer ¢ifti ile gogaltilan
474 bp uzunlugundaki bolge b) BaompF3/BaompR3 primer ¢ifti ile gogaltilan 371 bp

uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10 ve 10° DNA)
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Brucella abortus icin belirlenen 5 farkli primer ¢ifti ve 10®ya kadar seri
sulandirilmis kalip DNA’larla yapilan simpleks PZR ¢aligmalar1 sonucunda genel olarak
tim primer ciftlerinin 0,8 ng/ul (10?) DNA konsantrasyonuna duyarli oldugu
belirlenmistir. En yiiksek hassasiyet ise 8x10° ng/ul’de (10 seyreltme) bant goriilen
BaisF2/BaisR2 primer ciftinde tespit edilmistir.

Insanlarda diisiik nedeni olarak Burcella abortus’un molekiiler (PZR) ydntemle
belirlenmesine yonelik c¢alismaya rastlanmamistir. Hayvanlarda ise bir adet calisma
bulunmustur. Bu ¢alismada 2004-2006 yillar1 arasinda Arjantin’de spontan diisiik yapan
150 sigira ait fetiis 6rneklerinden 1S711 genine ait 498 bp uzunlugundaki bolgenin varlig
PZR ile galisilmis ve orneklerin yaklasik %7’sinin Brucella abortus yoniinden pozitif
oldugu bildirilmistir (Morrell ve ark., 2019). Elfaki ve arkadaslar1 (2005) Bruselloz
sliphesi olan hastalardan alinan kan 6rneklerini Brucella cinsine spesifik BCSP31 geni
yoniinden tarayarak pozitif ¢ikan 6rneklerde 1S711 geni tizerinden Brucella abortus
identifikasyonu gergeklestirmistir. Calisgma sonucunda serolojik testlerin PZR sonuglari
ile ortiismedigi bildirilmistir. Probert ve arkadaslari (2004) Brucella abortus tanisi igin
IS711 genine spesifik primerler kullanarak real-time PZR ¢alismalar1 gergeklestirmistir.
PZR ¢aligsmalar1 sonucunda B. abortus i¢in PZR hassasiyetinin %92 ve spesifitesinin
%100 oldugu bildirilmistir. Bruselloz sliphesi bulunan hastalardan alinan kan
orneklerinden Brucella cinsine spesifik 1IS711’in dahil oldugu iki gen bolgesi ¢alisilmistir.
IS711 genine ait 498 bp uzunlugundaki bolgenin PZR ile ¢alisilmasi sonucunda
orneklerin %63.8’inde Brucella abortus teshis edilmis ve tiire spesifik PZR ¢alismasinda
hassasiyetin %82 oldugu bildirilmistir (Garshasbi ve ark., 2014). Mirnejad ve arkadaslari
(2013) da Bruselloz siiphesi bulunan hastalarin periferik kan orneklerinden 1S711
bolgesinin dahil oldugu iki gen iizerinden PZR ile ¢alisma gergeklestirmistir. 1S711’in
494 bp uzunlugundaki bolgenin g¢alisilmasi neticesinde hastalarin %23’{iniin Brucella
abortus ile enfekte oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar klinik 6rneklerde Brucella
tirlerinin saptanmasinda molekiiler (PZR) tekniklerin basit, ucuz ve hizli bir yontem
oldugunu vurgulamiglardir. Koyun ve kegilerden toplanan serum ve siit 6rnekleri ile
yapilan diger bir ¢alismada seropozitif 6rnekler PZR calismasi ile molekiiler olarak
degerlendirilmis ve Brucella abortus’a spesifik 1S711 bolgesi ile yapilan galisma

sonrasinda bu orneklerin %75 inin pozitif oldugu bildirilmistir (Ali ve ark., 2015).
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Imaoka ve arkadaslari1 (2007) omp2b gen bolgesi i¢in tasarladiklar primerleri kullanarak
Brucella abortus tiiriiniin identifiye edilebilecegini bildirmislerdir. Hayvan ve insan
kaynakli kan ve siit 6rneklerinden Brucella spp.’nin PZR tabanli identifikasyonunda
omp2 gen bolgesi kullanilmis ve PZR yonteminin identifikasyon i¢in yeterli hassasiyete
sahip oldugu bildirilmistir (Leal-Klevazas ve ark., 1995). Zamanian ve arkadaslar1 (2015)
insan ve hayvanlardan alinan klinik 6rneklerde PZR tabanli Bruselloz teshisi igin omp2
ve diger gen bolgelerine (BCSP31 ve 16S rRNA) yonelik spesifik primerler kullanmistir.
Calisma sonucunda insan kaynakli 6rneklerde daha yiiksek oranda pozitif sonug¢ alinmasi
nedeniyle insan brusellozunun PZR ile daha kolay tespit edilebilecegi belirtilmistir.
Ayrica Iran’da yapilan bir ¢aligmada koyun ve ineklerden alinmis ¢ig siit drneklerindeki
Brucella prevalansi spesifik primerlerin kullanildigi (BCSP31) PZR ¢alismasiyla

Brucella abortus ve Brucella spp. suslari ile belirlenebilmistir (Satei ve ark., 2020).

4.2.2. Coxiella burnetii simpleks PZR sonuglari

Coxiella burnetii’ye ait secimi yapilan 7 primer ¢ifti (Cizelge 4.1) ve 10%°ya kadar
onluk seri sulandirilmis DNA’lar ile simpleks PZR calismalar1 yapilmis ve bant
gozlemlenen jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.3 ve 4.4’de verilmistir. Calisma
sonucunda coml geni i¢in kullanilan Cbcom1F4/Cbcom1R4 primer gifti ile yapilan PZR
calismasi sonucunda amplifikasyon iiriinii gozlenmemistir.

coml geni i¢in 442 bp, 274 bp ve 360 bp uzunlugundaki bolgeleri belirleyen primer
ciftleri ile yapilan PZR sonucunda gozlemlenebilir amplifikasyon iriinleri belirlenmistir.
(Sekil 4.3 a-c) 1S1111a geni igin ise 335 bp, 337 bp ve 430 bp uzunlugundaki bolgelere
ait primer ciftleri ile yapilan PZR ¢alismasinda diger gen bolgesine gore daha yiiksek
amplifikasyon saglanmistir (Sekil 4.4 a-c).

coml bolgesine ait primerler ile yapilan c¢alismalarda yliksek DNA
konsantrasyonlarinda iiriin gozlenmis olup 360 ve 274 bp uzunlugundaki bolgelere ait
caligmalarda ikinci bir bolgenin de ¢ogaldigi belirlenmistir. Bu nedenle spesifitesinin
yiiksek olmadig1 goriilmektedir. 1S1111a bolgesine ait primerlerin spesifitesinin ve 10
sulandirim oranindaki (0.038,12 ng/ul) kalip DNA varliginda PZR iiriinii olugmasi
nedeniyle hassasiyetinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. C. burnetii com1 geni i¢in segilen primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) Cbcom1F1/Cbcom1R1 primer ¢ifti ile gogaltilan
442 bp uzunlugundaki bolge b) Cbcom1F2/Cbhcom1R2 primer cifti ile gogaltilan 274 bp
uzunlugundaki bolge ¢) Cbcom1F3/Cbcom1R3 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 360 bp
uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10° DNA)
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Sekil 4.4. C. burnetii IS1111a geni i¢in segilen primer giftleri ile ¢ogaltilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) CbisF1/CbisR1 primer gifti ile ¢ogaltilan 335 bp
uzunlugundaki bolge b) CbisF2/CbisR2 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 337 bp uzunlugundaki

bolge c) CbisF3/CbisR3 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 430 bp uzunlugundaki bélge (M:
Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10° DNA)

Cezayir’de atesli spontan diisiik vakalar1 qPZR ile IS1111 geni yoniinden taranmis
ve atesli spontan diisiiklerin C. burnetii enfeksiyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Ghaoui ve ark., 2018). Vaidya ve arkadaslar1 (2008) kendiliginden diisiikk yapan
hastalarda 1S1111 bolgesi iizerinden trans ve real-time PZR ile C. burnetii varligini
calisgmis ve vakalarin yaklasik %20’sinin C. burnetii yoniinden pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar her iki PZR yo6nteminin serolojik yontemlere gore %84
oraninda daha hassas oldugunu ve klinik 6rneklerde C. burnetii miktart veya varliginin
belirlenmesinde real-time PZR’nin oldukga iyi bir test oldugunu vurgulamislardir. Bu
caligmalarin yani sira lilkemizde tekrarlayan diisiik olgusu gosteren kadinlardan alinan
tam kan ve plasenta drnekleri 1IS1111 bolgesi tizerinden PZR ile taranmis ancak Coxiella
burnetii yoniinden pozitif sonug¢ alinmadigi bildirilmistir (Eyigor ve ark., 2013). Diisiik
olgularmin yami sira farkli kaynaklardan molekiiler yontemlerle C. burnetii

identifikasyonu ile ilgili calismalar yapilmistir. Klaasen ve arkadaslar1 (2014) koyun ve
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kegilerden alinan serum ve siit 6rneklerinden C. burnetii identifikasyonu i¢in 1S1111a
bolgesine spesifik primerler kullanarak siit 6rneklerinde C. burnetii tespit etmislerdir.
Sigirlardan alinan plasenta Ornekleri ile yapilan diger bir c¢alismada C. burnetii
identifikasyonu igin 1S1111a ve icd gen bolgeleri kullanilmis ve Orneklerin sadece
C. burnetii ydniinden pozitif oldugu bildirilmistir (Hansen ve ark., 2011). Ulkemizde
yapilan bir calismada s18ir, koyun ve kegilerdeki diisiik sonrasi fetiisten alinan 6rneklerde
IS1111 genine spesifik primerler kullanilarak C. burnetii varlig1 arastirllmistir. Calisma
sonucunda ruminantlarda disiiklerin C. burnetii ile iliskili oldugu belirtilmistir
(Giinaydin ve ark., 2015). Koyun ve keg¢i siiriileri icerisinden diisiik ge¢cmisi olan ve
olmayan hayvanlardan toplanan siit drneklerinde PZR ile 1S1111 geni taranmis ve ¢alisma
sonucunda her iki 6rnek grubunda pozitif sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle arastirmaci
PZR ile kisa siirede C. burnetii tespitinin yapilabilecegini ve PZR’nin tedavi/kontrol
onlemlerinin alinmasinda avantaj saglayacagini bildirmistir (Kilig, 2017).

Girbilek ve arkadagslari (2018) koyun, ke¢i ve sigirlarda diisiik sonucundaki fetiis
orneklerinden coml gen bolgesine spesifik primerler kullanarak C. burnetii
identifikasyonu gergeklestirmistir. Yine bu arastiricilar da C. burnetii identifikasyonunda
PZR’nin hizli ve giivenilir bir teknik oldugu vurgulamislardir. Diisiik olgularinin yani sira
insan serum Orneklerinden C. burnetii teshisi amaciyla coml genine ait 438 bp
uzunlugundaki bolgeye gore tasarlanan primerler ile yapilan amplifikasyon sonucunda
insan kaynakli serum 6rneklerinden C. burnetii teshisinde PZR’nin hassas, spesifik ve
kullaniglt bir yontem olacagi bildirilmistir (Zhang ve ark., 1998). El-Mahallawy ve
arkadaslarinin (2016) Cin’de yaptiklar bir ¢calismada insan ve hayvanlardan alinan kan
ve siit 6rneklerinde C. burnetii’nin PZR ile identifikasyonunda coml geni kullanilmis ve
kan oOrnekleri hari¢ siit orneklerinde C. burnetii varligi tespit edilmistir. Calisma
sonucunda arastirmacilar seropozitiflik oraninin insan ve hayvanlarda degiskenlik
gosterdigini tespit etmislerdir. Ukrayna’da yapilan bir ¢alismada coml genine spesifik
CoxF2 ve CoxR4 primerleri ile 689 bp uzunlugundaki bolge ¢ogaltilarak C. burnetii
varlig1 belirlenmistir. Calisma sonucunda C. burnetii teshisinde PZR yonteminin hassas

oldugu vurgulanmistir (Marushchak ve ark., 2020).
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4.2.3. Chlamydia abortus simpleks PZR sonuclari

Cizelge 4.1°de verilen 6 primer gifti ile simpleks PZR ¢alismalar1 yapilmis ve bant
gozlemlenen jel elektroforez sonuclar1 Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir. OmpA geni igin
kullanilan CaompF3/CaompR3 primer ¢ifti ve pmp 90/91 geni i¢in kullanilan
CapmpF1/CapmpR1 primer ¢ifti ile yapilan PZR ¢alismas1 sonucunda yeterli diizeyde
amplifikasyon iiriinii gdzlenmezken, pmp 90/91 geni i¢in kullanilan CapmpF2/CapmpR2
primer ¢ifti ile yapilan PZR calismasinda hi¢ amplifikasyon tirlinii goriilmemistir.

ompA geninde 165 bp ve 309 bp uzunlugundaki bélgeleri belirleyen primer ¢iftleri
ile yapilan PZR sonucunda 102 (0,688 ng/ul) seyreltme oranindaki DNA varliginda
amplifikasyon oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5 a-c). pmp 90/91
geninde ise 588 bp uzunlugundaki bolgelere ait primer ¢ifti ile yapilan PZR sonucunda
belirgin amplifikasyon gozlenmistir. Ayrica gen igin kullanilan tim primer giftleri
arasinda 107 seyreltme oranindaki kalip DNA varliginda en yiiksek amplifikasyon oran

ve hassasiyet CapmpF3/CapmpR3 primer ¢iftinde belirlenmistir (Sekil 4.6 b).
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Sekil 4.5. C. abortus ompA geni i¢in segilen primer giftleri ile ¢ogaltilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) CaompF1/CaompR1 primer ¢ifti ile gogaltilan
165 bp uzunlugundaki bolge b) CaompF2/CaompR2 primer ¢ifti ile gogaltilan 309 bp

uzunlugundaki bolge ¢) CaompF3/CaompR3 primer ¢ifti ile cogaltilan 249 bp

uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10°° DNA)

M1 I 3 4 5 6 N

pmp 2081
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227 —y

Sekil 4.6. C. abortus pmp 90/91 geni i¢in segilen primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR
iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi a) CapmpF1/CapmpR1 primer c¢ifti ile ¢ogaltilan
227 bp uzunlugundaki bolge b) CapmpF3/CapmpR3 primer ¢ifti ile gogaltilan 588 bp
uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10"t ve 10° DNA)
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Kadinlarda Chlamydia abortus’un diisiikle iliskisine dair ¢alismaya
rastlanilmamistir ancak enfekte keciyle temas etmis ve influenza benzeri sikayetleri olan
hamile kadindan alinan 6rnek 16S rRNA dizilemesi ile C. abortus yoniinden analiz
edilerek pozitif bulundugu bildirilmistir (Meijer ve ark., 2004). Livingstone ve
arkadaglar1 (2009) koyunlardan alinan plasenta 6rneklerinde C. abortus teshisini ompA
gen bolgesine spesifik primerler kullanarak gerceklestirmistir. Kili¢ ve arkadaslar1 (2010)
da ompA gen bolgesini hedef alan primerler kullanarak diisiik yapan sigir fetiisiinde
Chlamydia abortus teshisi yapmislardir. Urdiin’de yapilan bir ¢alismada koyun ve kegi
kaynakli plasental doku ve vajinal swap orneklerinde PZR ile omp2 gen bdlgesine ait 587
bp uzunlugundaki bolge amplifiye edilerek C. abortus varligi belirlenmistir. Calisma
sonucunda koyun ve kegilerde C. abortus’un diisiige neden oldugunu belirtilmistir
(Ababneh ve ark., 2014). Diisiik vakalarinin bulundugu kegi siiriilerinden alinan doku
orneklerinde serolojik ve molekiiler yontemlerle C. abortus taramasi yapilmis, pmp 90/91
gen bolgesine ait spesifik primerlerin kullanildigi PZR sonucunda C. abortus tanisi
konulmustur. Bu ¢alisma ile aragtirmacilar PZR tabanli molekiiler taninin serolojik taniya
gore daha giivenilir oldugunu belirtmiglerdir (Campos-Hernandez ve ark., 2014).
Laroucau ve arkadaglar1 (2001) diisiik vakalarinin goriildiigii koyun siirtilerinden alinan
orneklerle yaptiklari caligmada, ompA ve pmp genlerine spesifik primerler ile PZR
duyarliligini test etmislerdir. Chlamydia abortus’a ait pmp gen familyasi ile ilgili yapilan
PZR calismalarinda diger Chlamydia tiirleri yoniinden amplifikasyon goriilmedigi
bildirilmistir. Diger bir ¢alismada ise diisiik yapan koyunlardan alinan klinik 6rnekler
Chlamydia abortus yoniinden PZR ve serolojik yontemlerle taranmis ve vajinal swap
extraktlar {izerinden klamidyal diisiik tanisinda PZR’nin kullaniglt bir yontem oldugu
bildirilmistir (Giiler ve ark., 2006). Li ve arkadaglarmin (2015) diisiik yapmis tibet
okiizlerine ait fetiisleri pmp geni yoniinden taradiklari ¢alismada orneklerin tiimiiniin
pozitif bulundugu ve C. abortus enfeksiyonunun tibet oOkiizlerinde diisiikle iliskili

oldugunu bildirmislerdir.

4.2.4. Listeria monocytogenes simpleks PZR sonuclar:

Listeria monocytogenes’e ait se¢imi yapilan 6 primer ¢ifti (Cizelge 4.1) ile PZR
caligmalar1 yapilmis ve bant gozlemlenen jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.7 ve 4.8°de

verilmistir. Calisma sonucunda hly geni i¢in kullanilan LmhlyF2/LmhlyR2 primer gifti
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ve iap geni i¢in kullanilan LmiapF2/LmiapR2 primer ¢ifti ile yapilan PZR sonucunda
yeterli diizeyde amplifikasyon iirlinii gozlenmemistir.

hly geni i¢in 526 bp uzunlugundaki bolgeyi belirleyen primer ¢ifti ile yapilan PZR
sonucunda amplifikasyon oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7 a-b). iap
geninde ise 588 bp ve 300 bp uzunlugundaki bolgelere ait primer ¢ifti ile yapilan PZR
sonucunda belirgin amplifikasyon gozlenmistir (Sekil 4.8 a-c). hly 526 ve iap 588
bolgelerine ait primer ciftleri ile 10*¢ kadar (0,00885 ng/ul) seyreltme oranima sahip
kalip DNA varliginda yiiksek amplifikasyon gozlenmistir. Dolayisiyla diger primer

ciftlerine gore hassasiyetlerinin yliksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. L. monocytogenes hly geni i¢in segilen primer ¢iftleri ile gogaltilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi a) LmhlyF1/LmhlyR1 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 526
bp uzunlugundaki bélge b) LmhlyF2/LmhlyR2 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 224 bp
uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10°° DNA)
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Sekil 4.8. L. monocytogenes iap geni igin segilen primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi a) LmiapF1/LmiapR1 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 588
bp uzunlugundaki bolge b) LmiapF2/LmiapR2 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 320 bp
uzunlugundaki bolge ¢) LmiapF3/LmiapR3 primer gifti ile cogaltilan 300 bp
uzunlugundaki bolge (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-6: 10" ve 10°° DNA)

Hamile kadinlardan alinan klinik 6rneklerde viriilans ile iligkili genler olan hlyA ve
iap genleri PZR teknigi ile arastirilmis ve diger viriilans genleri ile birlikte bu genlerin
varligi gosterilmistir. Calisma sonuglarinin ¢evre, gida ve insan klinik 6rneklerinde
L. monocytogenes prevalansinin rutin taramasi ve patojen epidemiyolojinin daha iyi
anlagilmasina katkida bulunacag bildirilmistir (Soni ve ark., 2015). Kaur ve arkadaslar
(2007) spontan diisiik yapan kadinlarda aralarinda hlyA ve iap genlerinin bulundugu
viriilans genlerine ait 456 ve 131 bp uzunlugundaki bolgeleri PZR ile c¢alisarak
kendiliginden diisiik vakalarinin %3.3’{linde patojenik L. monocytogenes varligini
bildirmislerdir. Spontan diisiik vakalarindan patojenik L. monocytogenes suslarinin
etkinliginin gosterilmesi amaciyla caligma Onem arz etmektedir. Le Monnier ve
arkadaglart (2011) hly gen bolgesinin amplifikasyonu ile Listeriyoz siiphesi olan
hastalardan alinan beyin omurilik sivisinda L. monocytogenes varligi belirlemis ve

merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda PZR ile hizli teshis yapildigini bildirmislerdir.
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Heidarzadeh ve arkadaslar1 (2018) tarafindan hamile kadinlardan alinan vajinal swap
orneklerinde biyokimyasal analizlerle L. monocytogenes varligi belirlenmis ve pozitif
bulunan ornekler hlyA, actA, inlA, inlC, inlJ ve prfA viriilans genleri yoniinden
taranmustir. Taranan drneklerde L. monocytogenes hlyA geni tespit edilmistir. Liibnan’da
gida marketlerinden toplanan 6rneklerde L. monocytogenes varligini belirlemek amaciyla
hly, actA ve inIB viriilans genleri {lizerinden PZR c¢alismast yapilmis, Orneklerin
%100’inde hly ve actA genleri tespit edilmistir (Haidar-Ahmad ve ark., 2016). Tavuk,
s1g1ir ve domuz etinde PZR teknigi ile L. monocytogenes saptanmasinin standardizasyonu
ile ilgili calismada iap geninin 453 bp uzunlugundaki fragmenti de g¢aligilmistir.
L. monocytogenes’e spesifik iap geninin amplifikasyonunu saglayan PZR tekniginin
standart mikrobiyolojik teknikten ¢cok daha duyarl ve spesifik oldugu bildirilmistir (De
la Rosa Zarinana ve ark., 2017). Lozano ve arkadaslari (2013) da sigir etinde iap geninin
453 bp uzunlugundaki kismin PZR ile amplifikasyonu sonucu Listeria monocytogenes
varhig: test edilmistir. Orneklerin yaklasik %28’inin L. monocytogenes ydniinden pozitif
oldugu bildirilmistir. Sanitasyon ve standardizasyon prosediirlerinin gelistirilerek
onleyici ve koruyucu kontrol programlarina katki sunmasi agisindan PZR calismasinin

Onemi belirtilmistir.

4.3. Multipleks PZR sonuglari

Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria monocytogenes
icin yapilan simpleks PZR c¢aligmalar1 sonucunda multipleks agsamalarda kullanilacak
primer c¢iftleri se¢ilmistir. Primer se¢imlerinde hassasiyet, spesifite ve jellerde ayirimin
daha net saglanacagi bolge biiyiikliikkleri géz oniline alinmistir. Se¢im asamasinda bir
organizmaya ait DNA sabit tutularak diger 3 organizmaya ait her bir gen bdlgesi i¢in
belirlenen birer primer ¢ifti kombinasyonu ile PZR caligmalar1 10®’ya kadar seyreltilmis
6 farkl kalip DNA konsatransyonunda gergeklestirilmistir. PZR ¢alismalar1 sonucunda
tiim primer ciftlerinin ilgili organizmaya ait gene spesifik oldugu belirlenmistir (Cizelge

4.2).
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Cizelge 4.2. Primer ¢iftlerinin hassasiyet ve spesifiteleri

Hassasiyet (kalip DNA miktar:

Uriin il Spesifite
Organizma Primer biiyiikligii ng/ul)
(bp) -1 -2 3 4 5 -6
BaisF2/BaisR2 304 + + + +
LmhlyF1/LmhlyR1 526
BaisF2/BaisR2 304 + + +
LmiapF1/LmiapR1 588
BaompF2/BaompR2 474 + o+ +
LmhlyF1/LmhlyR1 526
BaompF2/BaompR2 474 + + +
LmiapF1/LmiapR1 588
BaisF2/BaisR2 304 + i + +
CbisF3/CbisR3 430
B. abortus
BaompF2/BaompR2 474 + +
CbisF3/CbisR3 430
BaisF2/BaisR2 304 + + +
CaompF2/CaompR2 309
BaisF2/BaisR2 304 + + N +
CapmpF3/CapmpR3 588
BaompF2/BaompR2 474 + +
CaompF2/CaompR2 309
BaompF2/BaompR2 474 + +
CapmpF3/CapmpR3 588
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Cizelge 4.2. Primer ¢iftlerinin hassasiyet ve spesifiteleri (devam)

Hassasiyet (kalip DNA miktar:

Uriin l Spesifite
Organizma Primer biiyiikliigii ng/pl)
(bp) 1 -2 3 -4 5 -6
CbisF3/CbisR3 430 + 4+ + +
BaisF2/BaisR2 304
CbisF3/CbisR3 430 + o+ +
BaompF2/BaompR2 474
CbisF3/CbisR3 430 + o+ +
LmhlyF1/LmhlyR1 526
C. burnetii
CbisF3/CbisR3 430 + + +
LmiapF1/LmiapR1 588
CbisF3/CbisR3 430 + + +
CapmpF3/CapmpR3 588
CbisF3/CbisR3 430 + 4+ + +
CaompF2/CaompR2 309
CaompF2/CaompR2 309 + + 4+ +
BaisF2/BaisR2 304
CapmpF3/CapmpR3 588 + + +
BaisF2/BaisR2 304
CaompF2/CaompR2 309 + o+ +
BaompF2/BaompR2 474
588 + o+ o+ "
C. abortus CapmpF3/CapmpR3
BaompF2/BaompR2 474
CaompF2/CaompR2 309 + +
LmthFl/LmthRl 526
CaompF2/CaompR2 309 + +
LmiapF1/LmiapR1 588
CapmpF3/CapmpR3 588 + + +
LmhlyF1/LmhlyR1 526
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Cizelge 4.2. Primer ciftlerinin hassasiyet ve spesifiteleri (devam)

Hassasiyet (kalip DNA miktar:

Uriin l
Organizma Primer biiyiikliigii ng/pl) Spesifite
(bp) 1 2 -3 -4 5 6

BaisF2/BaisR2 304
LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + + +
BaisF2/BaisR2 304
LmiapF1/LmiapR1 588 + + +
BaompF2/BaompR2 474
LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + +
BaompF2/BaompR2 474
LmiapF1/LmiapR1 588 +

L monocvtogenes  -MNIYFL/LmhIyR1 526

' ytog CbisF3/CbisR3 430
LmiapF1/LmiapR1 588 + + +
CbisF3/CbisR3 430
CaompF2/CaompR2 309 +
LmhlyF1/LmhlyR1 526
CaompF2/CaompR2 309
LmiapF1/LmiapR1 588 + + +
CapmpF3/CapmpR3 588
LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + +

Buna gore primer ciftleri arasindan hassasiyeti ve amplifikasyon orani yiiksek ve

bant biiyiikliigli bakimindan yakinlik gostermeyen birer adedi mPZR asamalarinda

kullanilmak tizere se¢ilmistir. Brucella abortus i¢in I1S711 genine ait 304 bp

uzunlugundaki bolgeyi belirleyen, Coxiella burnetii i¢in 1S1111a genine ait 430 bp

uzunlugundaki bolgeyi belirleyen, Chlamydia abortus i¢in pmp 90/91 genine ait 588 bp

uzunlugundaki bolgeyi belirleyen ve Listeria monocytogenes hly genine ait 526 bp

uzunlugundaki bolgeyi belirleyen primer ¢iftleri calismanin bu asamasina dahil edilmistir

(Cizelge 4.3). Secimi yapilan primerlerle multipleks PZR asamalarinda 10%’e kadar seri

sulandirimi yapilmis kalip DNA’lar kullanilmistir.
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Cizelge 4.3. Secilen primer ¢iftleri

Uriin
Organizma Hedef Gen Oligoniikleotid dizileri bityiikliigii
(bp)
is71q  BaisF2: CTGCGAATAAAGCCAACACC 204
Brucella abortus BaisR2: TGAATGCGGTCAATGTTTTC
_ ) is1111a  CP1sF3: TCGGCGTTTATTGGGTTG 430
Coxiella burnetii CbisR3: TTATCGGGCTATCGGCTTC
_ 000/l CaPMPF3: CCGCTTCTTACAACCTTACCC 588
Chlamydia abortus ~ PMP CapmpR3: GGAGATACACACATTGCCTTCA
Listeria LmhlyF1: TTAGCATTGATTTGCCAGGA 526
monocytogenes hly LmhlyR1: GAGACAGATTTCCCACTTACGG

4.3.1. Dubleks PZR sonuclari

Dublex PZR asamasinda Brucella abortus 1S711 geni i¢in 304 bp uzunlugundaki

bolgeyi belirleyen primer ¢ifti ile hem Listeria monocytogenes hly geni i¢in 526 bp

uzunlugundaki bolgeyi belirleyen primer ¢ifti ve hem de Chlamydia abortus pmp 90/91

geni i¢in 588 bp uzunlugundaki bolgeyi belirleyen primer ¢iftleri kullanilarak yapilan

PZR sonucunda belirgin bir amplifikasyon gdzlenmistir. Ugiincii dubleks ¢ifti olarak

Coxiella burnetii 1IS1111a geni igin 430 bp uzunlugundaki bolgeyi belirleyen primer ¢ifti

ile Chlamydia abortus pmp 90/91 geni i¢in 588 bp uzunlugundaki bolgeyi belirleyen

primer ¢iftleri kullanildiginda en iyi bant belirginligi saglanmstir (Sekil 4.9 a-c).
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M 1 I 3N M 1 2 3N

‘ C. abortus pmp 90/2] 388 bp
4 B abortus I571] 304 bp

a4 L monocytogenes hiy 516 bp
*+—— E. abortus I5711 304 bp

M 1 I 3 N

e O @bortus pmp 90001 588 bp
= O bwnetii I51111a 430 bp

Sekil 4.9. Secilen primer g¢iftleri ile cogaltilan dublex PZR iirlinlerinin agaroz jel
elektroforezi a) L. monocytogenes hly geni i¢in segilen LmhlyF1/LmhlyR1 ve B.
abortus IS711 geni i¢in se¢ilen BaisF2/BaisR2 primer giftleri ile ¢ogaltilan PZR
tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi b) C. abortus pmp 90/91 geni igin segilen
CapmpF3/CapmpR3 ve B. abortus IS711 geni i¢in se¢ilen BaisF2/BaisR2 primer giftleri
ile cogaltilan PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ¢) C. abortus pmp 90/91 geni igin
secilen CapmpF3/CapmpR3 ve C. burnetii IS1111a geni i¢in se¢ilen CbisF3/CbisR3
primer ciftleri ile ¢ogaltilan PZR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi (M: Marker, N:
Negatif Kontrol, 1-3: 10" ve 10° DNA)

IS1111a 430 bp (Coxiella burnetii)-1S711 304 bp (Brucella abortus), hly 526 bp
(Listeria monocytogenes)- 1S1111a 430 bp (Coxiella burnetii), hly 526 bp (Listeria
monocytogenes)-pmp 90/91 588 bp (Chlamydia abortus) bolgelerini belirleyen primer
ciftleri ile yapilan PZR sonucunda belirgin amplifikasyonlar gézlenmistir (Sekil 4.10

a- c).
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M 1 2 3N M 1 2 3N

A L monecytogenas hiy 526 bp

e €. ol 1110 450 bp *+—— " burnetii IS1111a 430 bp

4 B abortus IS711 304 bp

M 12 3 N

e . abortus pmp 2091 388 bp
= [ monocytogenes hiy 326 bp

Sekil 4.10. Segilen primer ciftleri ile ¢ogaltilan dublex PZR {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi a) C. burnetii 1IS1111a geni i¢in segilen CbisF3/CbisR3 ve B. abortus
IS711 geni i¢in segilen BaisF2/BaisR2 primer ciftleri ile ¢ogaltilan PZR {iriinlerinin

agaroz jel elektroforezi b) L. monocytogenes hly geni i¢in segilen LmhlyF1/LmhlyR1 ve
C. burnetii IS1111a geni i¢in segilen CbisF3/CbisR3 primer ¢iftleri ile gogaltilan PZR
tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi ¢) C. abortus CapmpF3/CapmpR3 ve
L. monocytogenes hly geni i¢in segilen LmhlyF1/LmhlyR1 primer ¢iftleri ile cogaltilan
PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi (M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-3: 107 ve
10° DNA)

Sekil 4.9 ve 4.10°da goriildiigli lizere dort organizma i¢in secilen primer g¢ifti
kombinasyonlart ile yapilan amplifikasyon ¢alismalarinda belirgin bantlarin gézlenmesi
ve hedef bolge haricinde bant gdzlenmemesi nedeniyle dupleks PZR asamasinda
kullanilan primer ¢iftlerinin spesifitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica tim
primer ¢ifti kombinasyonlarinin 10 sulandirim oranindaki kalpp DNA varliginda
hassasiyetinin yiiksek oldugu bulunmustur.

Arnif ve arkadaslar1 (2020) Brucella abortus ve Chlamydia abortus tespitine yonelik

diisiik yapan koyunlardan alinan 6rneklerle ¢calismig, BCSP31 ve ompA genlerine yonelik
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Ozellikli primerlerin kullanildig1 ¢alismada 6rneklerin %3,33’1 C. abortus tespit edilirken
%96,66’s1 B. abortus olarak pozitiflik vermistir. Hein ve arkadaslart (2001) siit
orneklerinde L. monocytogenes ve Listeria innocua tespitine yonelik iap geni kullanarak
175 ve 309 bp uzunluklarindaki kisimlar1 amplifiye etmislerdir. Arastirmacilar real-time
PZR yonteminin iki mikroorganizmanin tespitinde kullanmanin avantajli oldugunu
belirtmislerdir. Ruminantlarda diisiige neden olan Listeria monocytogenes ve Waddlia
chondrophila’nin ayn1 anda tespitine yonelik yapilan dublex PZR ¢alismasinda spesifik
primerler kullanilarak hly ve 16S rRNA bolgelerinin varligi belirlenmistir. Sonuglarin
%100 spesifite ve duyarliliga sahip oldugu bildirilmis, mPZR’nin etkenlerin eszamanli
ve hizli tespitinde dnemli bir yere sahip oldugu belirtilmistir (Barkallah ve ark., 2016).

4.3.2. Triplex PZR sonuclari

B. abortus (1S711 304 bp), L. monocytogenes (hly 526 bp) ve C. burnetii (1S1111a
430 bp) (Sekil 4.11a) ve B. abortus, L. monocytogenes ve C. abortus (pmp 90/91 588
bp)’a ait primer ¢ifti kombinasyonlar1 ile yapilan tripleks PZR sonucunda belirgin bantlar
gdzlenmistir. Her iki tripleks PZR kombinasyonunda 10%’e kadar seri sulandirimi
yapilmis DNA  6rnekleri kullanilmistir.  On  kati  sulandirilmis  (107) DNA
konsantrasyonlarinda primer ¢iftlerinin hassasiyetinin yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil

4.11b).

12 3NM M12 3N

<+— C. abortuzs pmp 20/91 588 bp
4L monocytogenes hly 326 bp

4 B abortus IS711 304 bp

L. monocytogenes hly 526 bp
C. burnetii IS1111a 430 bp =——p
B. abortus IS711 304 bp ——>

Sekil 4.11. Secilen primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan triplex PZR {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi a) L. monocytogenes hly geni i¢in secilen LmhlyF1/LmhlyR1, C.burnetii
IS1111a geni i¢in segilen CbisF3/CbisR3 ve B. abortus IS711 geni i¢in segilen
BaisF2/BaisR2 primer ciftleri ile ¢ogaltilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi b)
C. abortus pmp90/91 geni igin segilen CapmpF3/CapmpR3, L. monocytogenes hly geni
igin segilen LmhlyF1/LmhlyR1 ve B. abortus 1S711 geni igin segilen BaisF2/BaisR2,
primer c¢iftleri ile cogaltilan PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi (M: Marker, N:
Negatif Kontrol, 1-3: 10"t ve 103 DNA)
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Diger tripleks PZR kombinasyonu Chlamydia abortus (pmp 90/91 588 bp),
Coxiella burnetii (1S1111a 430 bp), Brucella abortus (1IS711 304 bp)’a ait (Sekil 4.12a)
ve Chlamydia abortus, Coxiella burnetii, Listeria monocytogenes (hly 3526 bp)’a ait
(Sekil 4.12b)’e ait primer ¢iftleri kullanilarak yapilmis ve belirgin bantlar gozlenmistir.
Calisma sonucunda her iki ii¢lii primer kombinasyonunun 107 sulandirim oranina sahip

DNA konsantrasyonlarinda yiliksek hassasiyet gosterdigi belirlenmistir.

M1 2 3N M12 3N

4 C. abortus pmp 90/91 388 bp
4 L. monocytogenss hly 526 bp

4 C. bwnetii IS1111a 430 bp

C. abortus pmp 9091 388 bp —0p
C. burnetii IS1111a 430 bp =
B. abortus IS711 304bp —0p

Sekil 4.12. Segilen primer ciftleri ile ¢ogaltilan triplex PZR iirlinlerinin agaroz jel
elektroforezi a) C.abortus pmp90/91 geni i¢in se¢ilen CapmpF3/CapmpR3, C. burnetii
IS1111a geni igin segilen CbisF3/CbisR3 ve B. abortus 1IS711 geni igin segilen
BaisF2/BaisR2 primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
b) C. abortus pmp90/91 geni i¢in se¢ilen CapmpF3/CapmpR3, L. monocytogenes hly
geni i¢in se¢ilen LmhlyF1/LmhlyR1 ve C. burnetii IS1111a geni i¢in secilen
CbisF3/CbisR3 primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
(M: Marker, N: Negatif Kontrol, 1-3: 10" ve 10° DNA)

Triplex mPZR’nin kullanildig1 siirlt sayida ¢alismaya ulasilmis olup, ¢alismamiz
kapsamindaki dort organizamaya ait iiclii kombinasyonlu tripleks PZR ile ilgili ¢calismaya
rastlanilmamistir ve mPZR ile bu organizmalarin tespiti ilk kez bu ¢aligma kapsaminda
gerceklestirilmigtir. Heidari ve arkadaslar1 (2018) diisiik yapmis koyun ve kegi fetiis
kaynakli 6rneklerde C. abortus, C. burnetii ve Mycoplasma agalactiae suslarint mPZR
ile tespit etmiglerdir. PZR asamasinda sirastyla pmp90/91, 1S1111a ve lipoprotein p80
gen bolgelerine ait spesifik primerler kullaniimistir. Ug etkenin aymi anda tespitine
yonelik yapilan mPZR ¢alismasinda C. abortus’un koyun ve kegilerde diisiige neden olma
potansiyelinin diger etkenlere gore yiiksek oldugu bildirilmistir. Coxiella ve Chlamydia
ile enfekte oldugu bilinen siiriilerden alinmis klinik 6rneklerde C.abortus, C. burnetii ve

Chlamydophila pecorum’un teshisi amaciyla sirasiyla pmp90/91, 1S1111a ve CPC gen
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bolgelerinin varligt mPZR ile aragtirnlmistir. Calisma sonucunda ii¢ gen bolgesine ait
amplifikasyon tirtinlerinin jel elektroforezi ile tespit edilebildigi bildirilmistir (Berri ve
ark., 2009). Listeria monocytogenes’in hly, Bacillus cereus’un NheB/C ve Campylobacter
jejuni’nin C gen bolgelerinin varligi spesifik primerler kullanilarak belirlenmis, ii¢ gene
ait amplifikasyon {irlinlerinin bantlar1 goriintiilenmistir. Arastirmacilar multipleks
PZR’nin gida zehirlenmesine yol acan bu mikroorganizmalarin eszamanli tespitinde
kullanilabilecek hizli ve uygun maliyetli dogru bir yontem oldugunu vurgulamislardir
(Razei ve ark., 2017). Yine aym sekilde Kumar ve arkadaslar1 (2009) birden fazla gen
bolgesi tizerinden gida kaynakli L. monocytogenes (hly ve iap), B. cereus (hblA, nheA ve
cytK) ve Staphylococcus aureus’un (nuc ve entB) tespiti amaciyla mPZR ¢alismalari
yapmis ve mPZR ile mikroorganizmalarin tiimiiniin tespit edilebildigini bildirmislerdir.
El-Sayed ve arkadaslar1 (2019) sigirlardan alinan klinik 6rneklerde Brucella spp.
icin omp, Listeria monocytogenes i¢in hlyA, Mycoplasma spp. i¢in 16S rRNA ve
Leptospira igin lig genlerine dort spesifik primer ¢ifti kullanarak dort etkenin ayni anda
tespitine yonelik c¢alisma yapmis, etkenlerin tamaminin belirlenmesiyle mPZR’nin
sigirlarda diisiige neden olan mikrobiyal ajanlarin es zamanli tespitinde, hizli ve giivenilir
bir sekilde kullanilabilecegini belirtmislerdir. McDonald ve arkadaslar1 (2001) Coxiella
burnetii 'nin dahil oldugu dort farkli bakteri tiirtine ait farkli primer ¢iftlerini kullanarak

MPZR yontemi ile organizmalarin teshisini gergeklestirmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Farkli enfeksiyon etmenlerinin neden oldugu c¢ok faktorlii bir klinik tablo olarak
kabul edilen diislik olgusunun; fiziksel, toksik, endokrin ve ¢evresel nedenlerinin yani
sira yaklasik %90’ 1nin bakteri, viriis, mantar ve protozoa enfeksiyonlar: kaynakli oldugu
kabul edilmektedir (Sharma ve ark., 2013). Hayvanlarda diisiige neden olan enfeksiyon
ajanlarm Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Leptospira interrogans, Campylobacter spp. oldugu
bildirilmistir (EI-Sayed ve ark., 2019; Sharma ve ark., 2013; Kiigiikkalem ve ark., 2013;
Arnfve ark., 2020). Dolayisiyla enfekte hayvan ve kontamine gidalara maruz kalmig gebe
kadinlarda da spontan diistikler ile 6liimciil sistemik enfeksiyonlar goriilebildiginden, bu
etmenlerin sadece hayvanlarda degil kadinlarda da diisige neden oldugu 6ngériilmektedir
(Rohde ve ark., 2010; Mazze, 2015; Mateus ve ark., 2013).

Patojen Brucella tiirlerinin sebep oldugu Bruseloz diinya genelinde ekonomik kayip
yasatmasinin yani sira insanlarda birgok saglik problemine neden olan zoonotik bir
hastaliktir (Wang ve ark., 2014; Romero ve ark., 1995; Nimri, 2003; Sharma ve ark.,
2013). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan her yil yarim milyon yeni Bruselloz vakasi rapor
edilmekle birlikte, hastaligin klinik tablosunun degiskenlik gostermesi, teshisinin dogru
yapilamamasi, dogru ve net vaka sayisinin beyan edilmemesi sebebiyle hastaligin
insidans degeri gergekleri yansitmamaktadir (Nimri, 2003). Brucella abortus enfeksiyonu
hamile kadinlarda fetal, maternal/neonatal 6liim gibi gebelikte ciddi olumsuzluklara yol
acmaktadir, ancak komplikasyon nedenleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Diisiik ile
iliskisi olan Brucella abortus’un spesifik ve hizli teshisi gereken tedavinin yapilmasina,
takiplerin gerceklestirilmesine ve tekrarlarinin erken tespit edilmesine olanak
saglamaktadir. Ozellikle B. abortus tayininde PZR nin serolojik yontemlere gére hizls,
sensitif ve spesifik bir yontem oldugu bilinmektedir (Morata ve ark.,1999; Wang ve ark.,
2014; Nimri, 2003; Dahouk ve ark., 2003).

Coxiella burnetii i¢in koyun ve kegiler en yaygin rezervuar olup enfeksiyonu ile
erken dogum, spontan diisiikler ve 6lii doguma neden olmaktadir. Brucella abortus gibi
Coxiella burnetii’nin de hamilelikteki komplikasyon rolii agik degildir (Rey ve ark.,
2000). Bir¢ok calismada gebelikteki olumsuz sonuglarin Coxiella burnetii seropozitifligi
ile iligkili oldugu bildirilmistir. Coxiella burnetii’nin hiicre i¢i paraziti olmasi nedeniyle

ozel kiiltiirasyon kosullar1 ve uzun kiiltiirasyon stiresi gerektirmektedir. Ayrica serolojik
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teshisi uzun siirmekte ve enfeksiyonlarin %60’ inin asemptomatik goriilmesi nedeniyle
teshisi cogunlukla ge¢ yapilmaktadir (Baud ve ark., 2008).

Diinya capinda yaygin olarak koyun, keci ve sigirlarda enzootik diisiik ajan1 olarak
bilinen Chlamydia abortus birincil hedef olarak plasentaya yonelmektedir. Plasenta
haricinde fetal dokular ve vajinal sekresyonlardan da organizma tanis1 yapilabilmektedir.
Zorunlu hiicre i¢i paraziti olan C. abortus gebe olmayan hayvanlarda gebelik baglangicina
kadar lenfoid dokuda latent formda kalabilmekte ve gebelik esnasinda veya diisiik
sonrasinda serolojik ya da direkt yontemlerle tespit edilebilmektedir (Nietfeld, 2011;
Kilig ve ark., 2010). Dolayisiyla gerek C. abortus gerekse C. burnetii’nin hiicre igi
paraziti olmas1 sebebiyle hizli ve giivenilir teshisi 6nem kazanmaktadir.

Listeria monocytogenes’in neden oldugu Listeriosis, gida kaynakli bir hastalik olup
semptomlarinin siddeti ve Oliim oraninin yiiksek olmasi nedeniyle ciddi bir saglik
sorunudur (Mazze, 2015). Listeria monocytogenes’in bagirsak mukozal bariyerini
gecerek fetoplasental yapiy1 enfekte etmesi etmesi sonucunda diisiik, 6lii dogum, erken
dogum, anne ve yenidogan sepsisine neden olabildigi bilinmektedir (Baud ve Greub,
2011; Lamont ve ark., 2011; Bortolussi, 2008; Jackson ve ark., 2010). Listeria
monocytogenes teshisinde kullanilan serolojik testlerin diger gram pozitif bakteriler ile
capraz reaksiyon verebilmesi nedeniyle giivenilirligi diisiik oldugundan molekiiler tabanli
analizler tercih edilmektedir (Allerberger, 2003).

Ozel laboratuvar ekipmanlarma ihtiyag duyulmasi, laboratuvar kaynakli
enfeksiyonlarin Oniline geg¢ilmesi, mesleki risk teskil etmesi, Ozellikle hiicre ici
parazitlerin 6zel kiiltiirasyon kosullart ve uzun siire gerektirmesi, geleneksel kiiltiir
yontemiyle tanimlamanin altin standart olmasina ragmen nazli ve yavas gelisme gosteren
mikroorganizmalarin zor izole edilmesi, Serolojik veya biyokimyasal yontemlerin hatali
sonu¢ verme olasiligimin yiiksek olmasi nedeniyle gebelikte olumsuz sonuglarina neden
oldugu bilinen bu mikroorganizmalarin ¢ogu zaman tespit edilmesi giic olmaktadir.
Dolayisiyla bu tiir organizmalarin daha hassas ve spesifik teshisini saglayan molekiiler
yontemler 6ne ¢ikmaktadir (Saytekin ve Ak, 2018; Bricker, 2002; Baud ve ark., 2008).
Dogrudan klinik materyallerden cins/tiir diizeyinde tanimlama yapilmas1 ve geleneksel
yontemlerdeki giigliik ve dezavantajlar1 ortadan kaldirmasi nedeniyle PZR tercih edilen

bir molekiiler yontemdir. Son yillarda molekiiler tan1 yontemlerinde ilerlemeler
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kaydedilmis, PZR tabanli testlerin geleneksel yontemlerden daha hizli ve daha hassas
oldugu yapilan ¢aligsmalarla kanitlanmistir (Saytekin ve Ak, 2018; Bricker, 2002).

Farkli etmenlerin benzer semptomlarla seyreden hastaliklara neden olmasi,
hastaliga sebep oldugu diisiiniilen tiim etmenlerin degerlendirmeye alinmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Her bir etkenin tek tek arastirilmasi zor, zaman alic1 ve yiiksek
maliyete neden olmakla birlikte, biyogiivenlik uygulama zorluklari, uzman personel ve
teknik gereksinimlerin yam sira enfeksiyonun akut doneminde yanlis pozitiflik verme
durumlarindan dolay1 ¢oklu analiz olanagi saglayan molekiiler metotlarin tercih
edilmesine sebep olmaktadir (Klee ve ark., 2006; El-Sayed ve ark., 2019; Navarro ve ark.
2009). Dolayisiyla multipleks PZR; ayni1 anda birden fazla hastaligin tanisinda, ayni
etmenin farkli 6zelliklerinin  belirlenmesinde ya da birden fazla etmenin
tiplendirilmesinde yaygin kullanimi yoniinden 6ne ¢ikmaya baslamistir.

Tez caligmast kapsaminda kadinlarda spontan diisiik etmeni oldugu diisiiniilen
Brucella abortus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus ve Listeria monocytogenes’in
ayni anda tespitine yonelik mPZR c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla her bir organizma
icin iki spesifik gen bolgesine ait primerler dizayn edilerek simpleks ve mPZR caligmalari
ile primerlerin hassasiyet ve spesifiteleri kalitatif olarak belirlenmistir. Tasarimi yapilan
primerler ilk kez bu ¢alisma kapsaminda kullanilmis olup, yapilan simpleks/multipleks
PZR galigmalari ile hedeflenilen tirtinlerin amplifikasyonu saglanmaistir.

Calismanin ilk asamasinda her bir organizmaya ait bir gen i¢in minimum {i¢ primer
¢ifti kullanilarak 10° oramina kadar ondalik diizende seyreltilmis kalip DNA
konsantrasyonlarinda simpleks PZR yapilarak en yiiksek amplifikasyon iiriinii gézlenen

her bir gen bdlgesi i¢in birer primer se¢imi yapilmistir (Cizelge 5.1.).
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Cizelge 5.1. Her bir organizma ic¢in her bir gen bolgesine ait primerlerin se¢imi

(amplifikasyon goriilmeyen primer ciftleri dahil edilmemistir)

Uriin Hassasiyet (kahp DNA
. Gen . e miktar: ng/pl)
Organizma Biloesi Primer biiyiikliigii
& (bp) 1 2 3 4 5 -6
BaisF1/BaisR1 446 + + + +
IS711  BaisF2/BaisR2* 304 + o+ o+ o+ 4+
B. abortus BaisF3/BaisR3 580 + + o+
BaompF2/BaompR2 474 + o+ 4+
omp2b
BaompF3/BaompR3 371 + o+ 4+
Cbcom1F1/Cbcom1R1 442 + +
coml  ChcomlF2/CbcomlR2 274 +
B Cbcom1F3/Cbcom1R3 360 + o+ 4+
C. burnetii
CbisF1/CbisR1 335 + + o+ 0+
IS1111a  CbisF2/CbisR2 337 + + + +
CbisF3/CbisR3* 430 + + + + +
CaompF1/CaompR1 165 + o+
ompA  CaompF2/CaompR2 309 + o+
C. abortus CaompF3/CaompR3 249 +
pmp CapmpF1/CapmpR1 227 +
90/91 CapmpF3/CapmpR3* 588 + + o+
" LmhlyF1/LmhlyR1* 526 + + o+ 0+
y LmhlyF2/LmhlyR2 224 + o+
L. LmiapF1/LmiapR1 588 + + o+ 0+
monocytogenes
iap LmiapF2/LmiapR2 320 + o+ 4+
LmiapF3/LmiapR3 300 + o+ 4+

* Bir sonraki ¢aligma i¢in se¢imi yapilan primer ¢iftleri

Daort bakteri igin segilen sekiz primer ¢ifti ve bir organizmaya ait kalip DNA sabit

tutuldugu PZR caligmasinda diger organizmalar i¢in belirlenen primer giftleri ile ¢capraz

kombinasyonlar yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda hassasiyet, spesifite ve iiriin orani

yoniinden yiiksek sonug veren ve ayrica bant biiylikliigli yoniinden yakinlik géstermeyen

primer ciftleri belirlenmis olup multipleks PZR asamasina gecilmistir. Secilen primer

ciftleri ile yapilan PZR kombinasyonlarinda hedeflenen bdlge haricinde bir iriiniin

gdzlenmemesi ve 102-10° oraninda seyreltilmis DNA varliginda amplifikasyonun
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gerceklesmesi nedeniyle primerlerin hassasiyetinin ve spesifitesinin yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Multipleks PZR, dubleks ve tripleks asamalarindan olusmaktadir. Dubleks PZR
calismalarinda ikiserli olarak her bir organizmaya ait ti¢ farkli seyreltme oranina sahip
kalip DNA’lar ile birlikte se¢imi yapilan primer ¢iftleri eslestirilerek amplifikasyonlari
yapilmis ve tiim kombinasyonlarda 107 seyreltme oranina sahip kalip DNA’da yiiksek
hassasiyet ve spesifite tespit edilmistir (Cizelge 5.2)

Cizelge 5.2. Dubleks PZR asamasindaki hassasiyet ve spesifite

. Hassasiyet
Gen Uriin (kalip DNA
Organizma Bolgesi Primer biiyiikliigii miktari ng/pl)  Spesifite
(bp) -1 -2 -3
B. abortus IS711 BaisF2/BaisR2 304 +  +F +
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + + +
B. abortus IS711 BaisF2/BaisR2 304 +  +F +
C. abortus pmp 90/91  CapmpF3/CapmpR3 588 + o+ + +
C. burnetii IS1111a  CbisF3/CbisR3 430 oo *
C. abortus pmp 90/91  CapmpF3/CapmpR3 588 + +
B. abortus 1S711 BaisF2/BaisR2 304 + 4+ +
C. burnetii 1S1111a CbisF3/CbisR3 430 + + +
C. burnetii IS111l1a  CbisF3/CbisR3 430 bt *
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 526 + o+ + +
C. abortus pmp 90/91  CapmpF3/CapmpR3 588 + +
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 526 + +

Tripleks PZR asamasinda {igerli gruplandirilan mikroorganizmalara ait azalan
konsantrasyonlara (10 -10%) sahip kalip DNA’lar ile birlikte primer ¢iftleri elseltirilerek
amplifikasyon yapilmistir. Tiim {igerli kombinasyonlarda 107 seyreltme oranina sahip
kalip DNA varliginda hassasiyet ve sensitivitenin yiiksek oldugu amplifikasyon

gerceklesmistir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3. Tripleks PZR asamasindaki hassasiyet ve spesifite

. Hassasiyet
Gen Uriin (kahp DNA
Organizma Bolgesi Primer biiyiikliigii  miktar1 ng/pl) Spesifite
(bp) 1 o2 3
+
B. abortus 1S711 BaisF2/BaisR2 304 + +
C. burnetii IS1111a CbisF3/CbisR3 430 + o+ +
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + +
+
B. abortus 1S711 BaisF2/BaisR2 304 + +
C. abortus pmp 90/91  CapmpF3/CapmpR3 588 + + +
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 +
526 +
+
B. abortus 15711 BaisF2/BaisR2 304 *
C. burnetii IS1111a CbisF3/CbisR3 430 + +
C. abortus pmp 90/91  CapmpF3/CapmpR3 588 + T
+ + +
C. burnetii 15711 CbisF3/CbisR3 i
C. abortus IS1111a CapmpF3/CapmpR3 588 + +
L. monocytogenes  hly LmhlyF1/LmhlyR1 526 + + T

Caligmamiz kapsaminda yapilan mPZR sonuglari tek yonlii yapilan simpleks PZR
sonuclart ile yiiksek oranda uyum gostermistir. Diislik etmeni olabilen dort
mikroorganizma i¢in dizayn edilen spesifik primer ¢iftleri ile yapilan mPZR
caligmalarinda hedeflenen sonuca ulasilmistir. Dolayisiyla bu mikroorganizmalarin
tripleks PZR ile tek asamada tanisinin yapilabilecegi gosterilmistir. Multipleks PZR
caligmalarmin zaman, maliyet, spesifite ve dogruluk yoniinden avantaj saglayacagi
aciktir. Rutin klinik ¢alismalarda birden fazla mikrobiyal etmenin ayni anda tespitine
yonelik molekiiler tabanli ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Bu nedenle B. abortus, C.
burnetii, C. abortus ve L. monocytogenes’e ait 6zgiin gen bolgeleri hedef alinarak
tasarlanan primerlerle gelistirilen mPZR protokolii ve tez kapsaminda ulagilan tanimlama
sonuglariin bilimsel ¢alismalara, hizli tan1 kitlerinin gelistirilmesine ve halk saglhigina
katki saglayacagi diisliniilmektedir. Tez kapsaminda yapilan c¢alisma ile primer
hassasiyeti ve spesifitesi kalitatif olarak belirlenmis olup kantitatif yorumlar i¢in real time
PZR boyutunda calisma yapilmasi, ¢oklu etken sayisimin arttirtlmasina yonelik PZR
tabanli calismalarin yapilmasi ve direkt doku materyali {izerinden tani i¢in hizli PZR

protokollerinin olusturulmasi dnerilmektedir.
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