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Brusellozun tanisinda klinik bulgulari destekleyen kiiltiir veya serolojik yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Bakterinin izolasyonu altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, ge¢ sonu¢ alinmakta
ve pozitif kiltlirlerde yapilan calismalar laboratuvar kaynakli bruselloz riski tasimaktadir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) prensibine dayanan yontemler brusellozun erken tanisi ve laboratuvar kaynakl bruselloz
riskinin azaltlmasi bakimindan yeni yaklagimlar sunmaktadir. PCR yontemlerinin tanida kullanilabilmesi
icin klinik 6rnekten kaynaklanan inhibitorlerin DNA ekstraksiyonu asamasinda uzaklastirlmis olmasi
gerekmektedir. Bu calismada, dogrudan tam kanda ve kan kultir sisesinde gercek zamanh PCR (Rt-PCR)
ile Brucella arastinimasinda, farkli DNA ekstraksiyon kitlerinin inhibitorleri uzaklastirma performanslari
iki ayr ticari PCR master miksi ile test edilerek, tanida kullanilabilecek en uygun “ekstraksiyon kiti-PCR
master miksi” kombinasyonunun belirlenmesi amaclanmistir. Brucella melitensis ATCC 23456 susu
kullanilarak hazirlanmis olan ve farkh sayilarda (102-10* cfu/ml) bakteri iceren 30 simiile kan 6rnegi
ve pozitif sinyal veren 10 kan kiiltur sisesi kullanilarak, iki farklil DNA ekstraksiyon kiti ve amplifikasyon
master miksinin performansi degerlendirilmistir. Ekstraksiyon kiti olarak; NORGEN Kan DNA izolasyon Kkiti
(NORGEN) ve “Thermo Scientific GeneJet Whole blood genomic DNA purification kiti (Thermo)”; PCR
master miksi olarak “QuantiTect multiplex PCR (QuantiTect)” (Qiagen, Hilden, Almanya) ve “Ampliqon
Multiplex TEMPase (Ampligon)” (Kopenhag, Danimarka) kullaniimistir. Multipleks olarak uygulanan 160
adet Rt-PCR deneyinde Brucella spp., B.melitensis ve deney ici kontrol olarak da gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH)’a 6zgii primerler ve floresan boyalarla isaretli problar kullaniimistir. Kandan
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Kandan ve Kan Kiltir Siselerinden Brucella Saptanmasinda

iki Farkli Ticari DNA Ekstraksiyon Kiti ve PCR Master Miksinin Karsilastiriimasi

ekstrakte edilen DNA 6rnekleri tizerinde yapilan 120 adet Rt-PCR calismasinda GAPDH prob/primerleri
orneklerin tamaminda pozitif sonug vermistir. Brucella spp. icin Rt-PCR’da pozitif bulunma yiizdeleri
sirastyla NORGEN-QuantiTect kombinasyonunda %96.7, Thermo-Ampligon kombinasyonunda %93.3,
Thermo-Quantitect kombinasyonunda %93.3 ve NORGEN-Ampligon kombinasyonunda %86.7 olarak
tespit edilmistir. B.melitensis i¢in bu degerler sirasiyla %96.7, %93.3, %56.7 ve %90 olarak bulunmustur.
Bakteri yogunlugu 102 cfu/ml olan &rneklerde Brucella spp. saptanma yiizdeleri Thermo-Ampliqon ve
NORGEN-Ampligon icin %80, Thermo-QuantiTect ve NORGEN-QuantiTect icin %90 olarak belirlenmistir.
B.melitensis varliginda elde edilen pozitif bulunma ytizdeleri ise sirasiyla %90, %70, %20 ve %90 olarak
saptanmistir. Norgen DNA izolasyon kiti kullanilarak kan kultiiru siselerinden elde edilen DNA 6rnekleri
ile yapilan Rt-PCR calismalari %80 diizeyinde pozitif sonug¢ vermistir. Fakat Thermo DNA ekstraksiyon
kitiyle elde edilen DNA orneklerinde Rt-PCR pozitiflik diizeyi yalnizca %20 olarak saptanmigstir. Bu
orneklerin %80’inde GAPDH icin uygulanan PCR testi de negatif sonug vermistir. Calismanin sonuclari
kandan ve kan kdltirlerinden kaynaklanan inhibitorlerin uzaklastirildigindan emin olmak ve 6rneklerde
dustik seviyede mevcut olan Brucella bakterilerini dahi saptayabilmek icin tani amacli uygulanacak PCR
temeline dayanan calismalarda; Norgen DNA ekstraksiyon kiti ile QuentiTect veya Ampliqon master miksi
kombinasyonunun kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar sézciikler: Brucella; gercek zamanli PCR; kan kdilttirdi.

ABSTRACT

The diagnosis of human brucellosis requires culture or serological tests for the conformation of the
clinical findings. Isolation of the bacteria is used as a gold standard, however it is time consuming and
processing of positive cultures has a potential risk for laboratory acquired human brucellosis. Polymerase
chain reaction (PCR) based methods have offered new approaches for early diagnosis of brucellosis
and reduce the risk of laboratory acquired human brucellosis. A major limitation of the PCR method
is the difficulty to remove the inhibitors in specimens. The aim of this study was to determine the
performance of two DNA extraction kits by using two separate PCR master mixes and to determine
appropriate “extraction kit - PCR master mix” combination for the diagnosis of Brucella from whole blood
samples and blood culture bottles. Two commercial DNA extraction kits, NORGEN Blood DNA isolation
kit (Norgen) and Thermo Scientific GeneJet Whole blood genomic DNA purification kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) and two PCR master mixes, QuantiTect multiplex PCR (QuentiTect, Qiager, Almanya)
and Ampligon Multiplex TEMPase (Amliqon, Denmark) were assessed on 30 simulated blood samples
with known concentrations (10%-10* cfu/ml) of Brucella melitensis ATCC 23456 strain and 10 blood
culture bottles that gave positive signal. By using different combinations of extraction kits and PCR
master mixes, a total of 160 different multiplex real-time PCR (Rt-PCR) trials were performed with probes
and primers specific to Brucella spp., B.melitensis, and the internal control glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). All the 120 Rt-PCR trials performed on the DNA samples extracted from blood
samples gave positive results with GAPDH probe/primers. The rate of positive PCR results for Brucella
spp. was 96.7% for the combination of Norgen-QuantiTect, 93.3% for Thermo-Ampliqon, 93.3% for
Thermo-QuantiTect, and 86.7% for Norgen-Ampliqon. The frequency of positive B.melitensis results for
these combinations were 96.7%, 93.3%, 56.7% and 90%, respectively. In the samples with the bacterial
density of 10% cfu/ml, Brucella spp. detection rates were 80% for Thermo-Ampliqon and Norgen-
Ampligon, and 90% for Thermo-QuantiTect and Norgen-QuantiTect; and for B.melitensis positivite rates
were 90%, 70%, 20%, and 90%, respectively. Rt-PCR assays with the DNA samples extracted from blood
culture bottles using Norgen isolation kit yielded 80% positivite result. However, the frequency of PCR
positivite results was only 20% in the DNA samples extracted by Thermo DNA extraction kit. PCR result
for GAPDH gene was also negative in 80% of the samples extracted by Thermo kit. Our results revealed
that for the removal of inhibitors and detection of even low number of Brucella spp./B.melitensis in blood
samples and blood culture bottles, NORGEN Blood DNA isolation kit can be used with a combination of
QuantiTect multiplex PCR or Ampligon Multiplex TEMPase
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GIRi$

Bruselloz, insanlara enfekte hayvanlar ile temas, st ve sit trlnlerinin tiiketilmesi veya
inhalasyon yoluyla gecen, genis bir yelpazede klinik bulgulara, relapslara, komplikasyon-
lara neden olan mortalitesi disik fakat morbiditesi yuksek bir hastaliktir. Tirkiye’deki
insidansi 12-50/100.000"dir'. Ote yandan, diinyada da en yaygin zoonozdur; her yil
500.000 yeni olgu bildirilmektedir?. Hastaligin etkeni olan Brucella bakterileri laboratuvar
calisanlarina bulasma riski ylksek olan patojenler arasinda yer almaktadir. Brucella meli-
tensis diinyadaki bruselloz olgularindan en sik izole edilen tiirdiir3. Ulkemizdeki bruselloz
olgularinin %99’dan fazlasindan B.melitensis sorumludur®.

Brucella bakterileri gastrointestinal sistem, deri ve solunum yolu ile alindiktan sonra
ilk olarak bolgesel lenf bezlerinde (mezenterik, servikal, aksiller, supraklavikuler) cogalir.
Ardindan hematojen yolla retikiilo-endotelyal sisteme (RES) ve tiim viicuda yayilir. Bak-
teri boylece karaciger, dalak, kemik iligi, bobrek, endokart, santral sinir sistemi ve genital
organlara yerlesebilir. Brusellozda inkiibasyon siiresi 1-3 hafta olup siklikla klinik tablo
hastalarda ates yuksekligi, halsizlik, terleme yakinmalari ortaya cikar. Ates, yavas yavas
artig gostererek en yiiksek seviyeye ulasir, ardindan ayni sekilde azalir. Brusellozun semp-
tom ve bulgular 6zgiil degildir ve bircok hastalig taklit edebilir’>>.

Brusellozun tanisinda kultir altin standart olmakla birlikte glinimuizde kullanilan tam
otomatik kan kultir sistemlerinde bile pozitif sinyal sonucu bakterinin tanimlanmasi icin
gecen sire; kan ornekleri icin yaklasik bes gtin, kemik iligi 6rnekleri icin ise yaklasik yedi
glinii bulmaktadir®”’. Kiiltiire dayali yéntemlerin bir diger olumsuz y6nii ise laboratuvar
kaynakli bulas riskini arttirmasidir®, Bu nedenle tam kan/kan kiiltiir sisesindeki 6rnekten
dogrudan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin uygulanmasi geleneksel yon-
temlerin yetersiz kaldigi olgularin erken ve dogru tanisina ve laboratuvar kaynakl bulag
oraninin azaltilmasina katki saglayacaktir. Ancak, kan kiltur siseleri ve tam kan, molekiler
yontemler acisindan sorunlu érneklerdir. Kandan yapilan PCR testlerindeki baglica prob-
lem, 6rnekteki inhibitérlerden kaynaklanan yanlis negatif sonug verilen durumlardir® ",
Hemoglobin/hem, |6kosit DNA'si, IgG fraksiyonu, bilirubin, safra tuzlan ve laktoferrin
kan kaynakli PCR inhibitorleridir. Ayrica, anti-koagtilan olarak kullanilan EDTA, sodyum
sitrat ve heparinin de inhibitor etkisi bulunmaktadir''2, Bu inhibitorlerin amplifikasyon
tlpinde eser miktarda bulunmasi bile yanlis negatif sonuglara yol acabilmektedir. Eks-
traksiyondan sonra DNA 6rneginde kalmis olan %0.004 oranindaki kan veya hem’in Taq
DNA polimeraz enzimini inhibe ettigi bilinmektedir''. Kan veya serum &rneklerinde in-
hibitérlere bagh yanlis negatifliklerin orani %0.34-14 arasinda degismektedir'>'5, Diger
yandan kan kltira besiyerlerinde bulunan “sodium polyanetholesulfonate (SPS)” basta
olmak iizere bircok maddenin de PCR {izerinde inhibitér etkisi bulunmaktadir'®. PCR te-
melli ydntemlerin rutin tanida kullanilabilmesi icin 6rnek kaynakli inhibit6rlerin ortamdan
uzaklastiriimasi kritik nem arz etmektedir.

Bu calismada, dogrudan tam kandan ve kan kiltir sisesinden PCR ile Brucella tani-
sinda, farkli DNA ekstraksiyon kitlerinin inhibitorleri uzaklastirma performanslari iki ayri
ticari PCR master miksi ile test edilerek, tanida kullanilabilecek uygun “ekstraksiyon kiti-
amplifikasyon miksi” kombinasyonunun belirlenmesi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada ekstraksiyon kitleri olarak spin kolon prensibi ile calisan NORGEN Blood
DNA izolasyon kiti (Biotek, Kanada) ve “Thermo Scientific GeneJet Whole blood geno-
mic DNA purification kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD)” kullanild.

PCR master miks olarak ise bruselloz tanisindaki etkinligi konusunda literatirde ek-
siklikler bulunan “QuantiTect multiplex PCR (Qiagen, Hilden, Almanya)” ve “Ampliqon
Multiplex TEMPase (Ampligon, Kopenhag, Danimarka)” kitleri kullanildi.

Kitlerin performanslari B.melitensis ATCC 23456 susu kullanilarak hazirlanmis olan 30
simile kan ornegi ve pozitif sinyal veren 10 kan kiltur sisesi Uzerinde arastirildi. Caligi-
lan 6rnek sayilarinin belirlenmesinde, laboratuvarda optimize edilen kantitatif molekiiler
testlerin validasyonu icin Rabenau HF ve arkadaslan'’ tarafindan &nerilmis olan sayilar
esas alinmigtir.

Simiile Kan Orneklerinin ve Kan Kiiltiirii Siselerinin Hazirlanmasi

B.melitensis ATCC 23456 susunun McFarland 0.5 bulanikhigindaki (~1.5 x 108 cfu/ml)
stok ¢ozeltisi, Brucella ile enfekte olmadigi klinik ve laboratuvar verileriyle dogrulanmig
hastadan alinan kan érneginde sulandirilarak yiiksek (1.5 x 10* cfu/ml), orta (1.5 x 103
cfu/ml) ve diisiik (1.5 x 102 cfu/ml) bakteri yogunlugunda olmak iizere her birinden
10’ar, toplam 30 6rnek hazirlandi.

B.melitensis Gremis bir kan kiltur sisesi hafifce calkalandiktan sonra buradan ali-
nan 100’er pl 6rnek, ekim yapilmamis 10 adet kan kdltur sisesinin (Bactec plus Aerobic/F
Culture Vials, BD, ABD) her birine inokiile edildi. Bu siselere ayrica Brucella-negatif oldu-
gu laboratuvarda dogrulanmis hastalardan alinan tam kandan da 10’ar ml eklendi. Belir-
tilen sekilde similasyon ekimleri yapilan siseler, otomatize cihazda inkiibasyona birakildi.
Ureme sinyalinin alinmasinin ardindan da DNA ekstraksiyonu asamasina gecildi.

DNA Ekstraksiyonu

Simule kan 6rneklerinin her birinden ve tGreme sinyali veren kan kultur siselerinden al-
nan 200’er pl 6rnekten NORGEN Blood DNA izolasyon kiti (Biotek, Kanada) ve Thermo
Scientific GeneJet Whole blood genomic DNA purification kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak, Gretici firmalarin 6nerilerine uyulmak suretiyle, DNA ekstraksiyonlari
yapildi'®19,

Multipleks Gercek Zamanlh PCR Uygulamalari

iki ayri ekstraksiyon kiti ile elde edilen DNA 6rneklerinin her birinden QuantiTect Mul-
tiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Almanya ) ve Ampligon Multiplex TEMPase 2X master
mix (Ampliqon, Kopenhag, Danimarka) kullanilarak, kit prospektisleri takip edilerek?2!,
160 farkll multipleks gercek zamanli-PCR (Rt-PCR) calismalari yapildi. Rt-PCR islemle-
rinde Brucella spp., B.melitensis ve deneyi ici inhibitor kontrolu (internal kontrol) ola-
rak kullanilan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)'a 6zgu primerler ve floresan
boyalarla isaretli problar kullanildi?*23, Multipleks olarak gerceklestirilen 20 pl Rt-PCR
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Tablo I. Brucella spp., B.melitensis ve GAPDH icin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri 2223

Primer/prob Primer/prob baz dizileri

Brucella spp. Forward 5"-GCTCGGTTGCCAATATCAATGC-3"
Reverse 5-GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG-3/
Probe 5°-Joe-AAATCTTCCACCTTGCCCTTGCCATCA-Tamra-3"

B.melitensis Forward 5°-AACAAGCGGCACCCCTAAAA-3”
Reverse 5-CATGCGCTATGATCTGGTTACG-3”

Probe5 -Fam-CAGGAGTGTTTCGGCTCAGAATAATCCACA-Tamra-3"5'GCT-
GTTGAAGTTAATACTGTACCTGC-3'

GAPDH Forward 5-CCACCCATGGCAAATTCC-3"
Reverse 5-TCGCTCCTGGAAGATGGTG-3"
Probe 5°-Rox-TGGCACCGTCAAGGCTGAGAACGT-BHQ-2-3"

amplifikasyon ttptnin iceriginde; 10 pyl master miks (2x), her bir primerden 8 pmol, her
bir probdan 4 pmol ve 3 pl ekstraksiyon triinii olacak sekilde hazirlandi. Kitlerin amplifi-
kasyon kosullari birbirlerine cok yakin olmasi nedeniyle 1s1 dongi cihazinda ortak program
uygulandi. Amplifikasyon kosullari; 95°C’de 15 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben 40 sik-
lus halinde uygulanan 94°C’de 20 sn denatiirasyon, 60°C’de 90 sn baglanma ve uzama
olarak belirlendi. Baglanma ve uzama asamasinda sinyal toplama islemi gerceklestirildi.
Calismada, Tablo I'de gosterilen primer ve problar kullanildi.

istatistiksel Analiz

Thermo ve NORGEN ekstraksiyon kitleriyle elde edilen DNA 6rneklerinde QuantiTect ve
Ampligon amplifikasyon miksleriyle elde edilen pozitif bulunma yiizdeleri arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi SPSS 20.0 programi kullanilarak McNemar testiyle
arastirildi. p< 0.05 olan sonuglar anlaml olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada internal kontrol olarak amplifiye edilen GAPDH geninin, 120 Rt-PCR deneyi-
nin tamaminda pozitif sonug verdigi saptanmistir. Ekstraksiyon kitlerinin her ikisinin de kan
kaynakli inhibitorleri basarili bir sekilde uzaklastirdigi tespit edilmistir.

Bakteri yogunluklan dikkate alinmaksizin iki ekstraksiyon kitini iki ayri amplifikasyon
miksiyle eslestirerek yapilan 120 calismada; Rt-PCR’da pozitif sonug sikhginin %56.7-96.7
arasinda degistigi gozlenmistir. Brucella spp. icin Rt-PCR’da go6zlenen pozitif bulma yiiz-
deleri, NORGEN-QuantiTect kombinasyonu icin %96.7 (29/30), Thermo-Ampligon kom-
binasyonu icin %93.3 (28/30), Thermo-QuantiTect kombinasyonu icin %93.3 (28/30)
ve NORGEN-Ampligon kombinasyonu icin %86.7 (26/30) olarak tespit edilmistir. Elde
edilen pozitif sonug ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir
(p> 0.05). B.melitensis icin Rt-PCR’da pozitif bulma yiizdeleri ise; NORGEN-QuantiTect

kombinasyonu icin %96.7 (29/30), Thermo-Ampliqon icin %93.3 (28/30), NORGEN-
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Ampligon kombinasyonu icin %90 (27/30), Thermo-QuantiTect kombinasyonu icin
%56.7 (17/30) olarak bulunmustur (Tablo II). Thermo-QuantiTect kombinasyonundan
elde edilen pozitif sonug saptama sikligi digerlerinden anlaml derecede dusiik olarak
bulunmustur (p= 0.001).

Ekstraksiyon kitleri ve amplifikasyon mikslerinin performanslari bakteri yogunluklarina
gore degerlendirildiginde; 10%, 10° ve 102 cfu/ml B.melitensis iceren érneklerde Brucella
spp. prob-primeriyle NORGEN-Ampligon, NORGEN-QuantiTect, Thermo-Ampliqon ve
Thermo-QuantiTect kombinasyonlarindan elde edilen pozitif sonug sikligi sirasiyla %80-
100, %90-100, %80-100 ve %90-100 olarak saptanmistir. B.melitensis primer ve problar
icin bu degerler sirasiyla %70-100, %90-100, %90-100 ve %20-80 olarak tespit edilmis-
tir (Tablo II). Bakteri yogunluklarindaki azalmaya paralel olarak elde edilen pozitif sonug
sikligi da dusiik olarak saptanmistir. Pozitif sonug sikhgindaki en fazla disus bakteri yo-
gunlugu 102 cfu/ml olan 6rneklerde gozlenmistir. Bu 6rneklerde Brucella spp. saptanma
yuizdeleri Thermo-Ampliqon ve NORGEN-Ampliqon kombinasyonu icin %80, Thermo-
QuantiTect ve NORGEN-QuantiTect kombinasyonlari icin %90 olarak tespit edilmistir.
B.melitensis icin elde edilen pozitif sonug sikligi ise sirasiyla %90, %70, %20 ve %90
olarak tespit edilmistir (Tablo I).

Multipleks Rt-PCR deneylerinden elde edilen “cycle threshold (Ct)” degerleri, bakteri
yogunlugundan etkilendigi gibi, ekstraksiyon kiti-amplifikasyon miksi kombinasyonlarina
gore de degisim gostermistir. Deney ici kontrol olarak kullanilan GAPDH gen bolgesine
0zgu prob/primerleriyle elde edilen ortalama Ct degerlerinin Thermo-QuantiTect kombi-
nasyonu icin 18-23, Thermo-Ampliqon kombinasyonu icin 17-23, NORGEN-QuantiTect
kombinasyonu icin 32-37 ve NORGEN-QuantiTect kombinasyonu icin 20-24 arasinda

Tablo Il. Simiile Kan Orneklerinde DNA Ekstraksiyon Kiti ve Amplifikasyon Miksi Kombinasyonlarinin
Pozitif Sonug Sikliginin Karsilastiriimasi
NORGEN DNA ekstraksiyon kiti Thermo DNA ekstraksiyon kiti
Rt-PCR pozitiflik orani (%) Rt-PCR pozitiflik orani (%)
Bakteri/yogunluk Ampliqon QuantiTect Ampliqon Quantitect
(cfu/ml) Master Miks Master Miks Master Miks Master Miks
Brucella spp.
104 10/10 (100) 10/10 (100) 10/10 (100) 9/10 (90)
103 8/10 (80) 10/10 (100) 10/10 (100) 10/10 (100)
102 8/10 (80) 9/10 (90) 8/10 (80) 9/10 (90)
Toplam 26/30 (86.7) 29/30 (96.7) 28/30 (93.3) 28/30 (93.3)
B.melitensis
104 10/10 (100) 10/10 (100) 10/10 (100) 8/10 (80)
103 10/10 (100) 10/10 (100) 9/10 (90) 7/10(70)
10 7/10 (70) 9/10 (90) 9/10 (90) 2/10 (20)
Toplam 27/30 (90) 29/30 (96.7) 28/30 (93.3) 17/30 (56.7)
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Tablo Ill. Simiilasyon ile Hazirlanmis Olan Pozitif Sinyal Veren 10 Adet Kan Kiiltiir Sisesinde DNA
Ekstraksiyon Kitlerinin Performanslarinin Karsilastinimasi

Rt-PCR pozitiflik orani (%)
(Quantitect ve Ampliqgon Master Miks)*

Primer/Prob ilk uygulama ikinci uygulama
NORGEN DNA Thermo DNA Thermo DNA ekstraksiyon kiti
ekstraksiyon kiti ekstraksiyon kiti ~ (1/5 sulandirilmis DNA 6rnekleri)

Brucella spp. 9/10 (90) 2/10 (20) 9/10 (90)

B.melitensis 8/10 (80) 2/10 (20) 8/10 (80)

GAPDH 10/10 (100) 2/10 (20) 9/10 (90)

* QuantiTect ve Ampliqon master miksleriyle yapilan Rt-PCR pozitiflik oranlari esit bulunmustur.

oldugu belirlenmistir. Ornekteki bakteri sayisi azaldikca, pozitif sonug alinmasi icin gerekli
olan déngii sayisi ve Ct degerleri artmaktaydi. Bakteri yiikii 10* cfu/ml ile 102 cfu/ml olan
érneklerin Ct degerleri arasinda 2-7; bakteri yiikii 103cfu/ml ile 10%cfu/ml olanlarin Ct
degerleri arasinda ise 0.5-3 fark saptanmistir. Thermo-QuantiTect harig, diger tic kom-
binasyonda Brucella spp. ve B.melitensis prob/primerleri birbirine yakin Ct degerlerinde
pozitif sonuglar vermistir (Sekil 1).

Kirk ayri Rt-PCR halinde gerceklestirilen ilk seri caismada Thermo kiti ile elde edilen
DNA orneklerinin 9%20’sinde, NORGEN kiti ile elde edilenlerin ise %80’inde hem Bru-
cella spp. hem de B.melitensis pozitif olarak saptanmustir (Tablo Ill, Sekil 2). iki yiizde
arasinda anlami derecede fark saptanmigstir (p= 0.016). Thermo kiti ile elde edilen DNA
orneklerinde GAPDH'ye yonelik PCR pozitifliginin diistik olmasi nedeniyle, ortamda in-
hibitor bulundugu dustindlerek, ikinci seri calismada bu yontemle ekstrakte edilmis olan
DNA o6rnekleri 1/5 oraninda sulandinlmig ve amplifikasyon tekrarlanmstir. Bu islem so-
nucunda yeni PCR pozitif sonug sikiginin Brucella spp. icin %90, B.melitensis icin %80
oldugu belirlenmistir (Tablo Ill). Calismada QuantiTect ve Ampliqon miksleri ile yapilan
Rt-PCR’lerin pozitif sonug sikligi esit olarak saptanmustir.

TARTISMA

Bruselloz hayvancilhgin yaygin oldugu ulkemizde sik gortilen, genellikle et, siit ve st
drtinlerinin tiketilmesiyle bulasan bir zoonozdur. Serolojik yontemlerle bruselloz tani-
sinda halen gugluiklerle karsilasiimaktadir. Altin standart olan kiiltir de gerek duyarli-
lik gerekse siire agisindan sorunlar tasimaktadir. Tam otomatik kan kiltir sistemleriyle
pozitif Gireme sinyali alinmasi icin gecen siire; kan drnekleri icin yaklasik bes giindiir®”’.
Brusellozda kan kiiltiirii duyarlihginin %10-90 arasinda degistigi bildiriimektedir?3. Ayrica
kan kulturlerinde reyen bakterilerin tir tayini sirasinda laboratuvar kaynakli bulas sik
karsilagilan bir durumdur. Literatiirde, bruselloz olgularinin %2'sinin laboratuvar kaynakli
oldugu belirtiimektedir. Bu nedenle tam kandan veya kan kultir sisesinden direkt olarak
PCR yapilmasi hastaya erken ve dogru taninin konulmasinda faydali olabilecegi gibi,
laboratuvar kaynakli bulag oranini da diisiirecektir?.
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Sekil 1. Simiile kan orneklerinde iki DNA ekstraksiyon kiti ve amplifikasyon mikslerinin degisik kombinasyon-
lariyla uygulanan multipleks Rt-PCR testinden elde edilen Ct degerleri.
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Sekil 2. On adet kan kiiltiir sisesinden Thermo Scientific Genefet Whole blood genomic DNA ekstraksiyon
kiti (A) ve NORGEN Blood DNA ekstraksiyon kiti (B) ile yapilan DNA ekstraksiyonu sonrasi multipleks Rt-PCR
sonuglari. Sekilde mavi amplifikasyon edrileri Brucella spp.‘ye, yesil amplifikasyon egrileri B.melitensis’e ve
kirmizi egriler GAPDHye aittir.

Literatirde, hayvanlarda bruselloz tanisina yonelik PCR uygulamalari yaygin olmakla
birlikte, insanlarda B.melitensis tanisinda PCR kullanimi ile ilgili calismalar sinirlidir. ilhan
ve arkadaslar®®, kesilmis koyunlarda yaptiklari, 45'i seropozitif, 117'si seronegatif 162
ornek iceren calismalarinda; kan ve lenfoid dokudan Brucella izolasyonunda kiiltir ve
PCR’nin etkinliklerini karsilastirmiglar; kan orneklerinin %1.2’sinde, lenfoid doku 6rnekle-
rinin %17.2'sinde B.melitensis Gremesine karsilik; PCR ile ayni drneklerde sirasiyla %27.7
ve %29 oraninda pozitif sonu¢ saptamistir?>. Hasani ve arkadaslan?® iran’da yaptiklari
calismada, PCR-ELISA yontemini diger molekiiler ve serolojik testlerle karsilastirmis; calis-
maya, serum titreleri 1/80’in lzerinde olan bruselloz siipheli hastalardan alinan 52 kan
ornegi dahil edilmistir. PCR-ELISA ile 28 ornekte pozitiflik saptanmis, bu yontemin kul-
tiirden anlamli olarak (p< 0.05) daha duyarli oldugu bildirilmistir?. Cifti ve arkadaglan?’
abortus materyali, kan, siit, semen ve serum orneklerinin sirasiyla %35.1, %1.1, %24.8,
%S5 ve %8'inde PCR ile pozitiflik saptamistir. Alvarez-Ojeda ve arkadaslari?®, bruselloz sal-
gini sirasinda 92 siipheli olgunun kan 6rneklerinden elde edilen PCR sonuglarini, seroloji
ve kan kultar verileriyle karsilastirmistir. DNA ekstraksiyonunda “Cetyl Trimethyl Ammo-
nium Bromide (CTAB)” ekstraksiyon yonteminin kullanildigi bu calismada, 23 6rnekte
PCR ile pozitif sonu¢ saptanmistir. Calismada ayrica Rose Bengal testi ile karsilastirildi-
ginda PCR testinin duyarlilik ve 6zgllligu sirasiyla %44.7 ve %95.6; 2-mercaptoethanol
testi ile karsilastirildiginda ise %53.6 ve %87.5 olarak tespit edilmistir. Kiltir ile karsilas-
tinldiginda ise duyarlilik ve 6zgulliik sirasiyla %100 ve %80.2 olarak saptanmig, PCR'nin
bruselloz tanisinda degerli bir ydontem olabilecegi bildirilmistir.

Literatlirdeki calismalar, brusellozun tanisinda PCR’nin yeri olabilecegini, ancak po-
zitif sonug saptama sikiginda biyuk degisiklikler gorilebilecedini ortaya koymaktadir.
PCR sonucunu etkileyen en 6nemli asamalardan biri DNA ekstraksiyonudur. Bu asamada
kullanilacak yontemin veya ticari kitin dogru secilmesi gerekmektedir. Kamel ve arkadas-
lar?®, B.melitensis 16M standart susu kiiltirinden DNA izolasyonunda alti farki DNA
ekstraksiyon yontemini karsilastirmis ve en yiksek genomik DNA eldesinin CTAB ile sag-
landigini bildirmistir. Queipo-Ortufio ve arkadaslari, serum orneklerinde yedi ticari DNA
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ekstraksiyon kitinin performansini arastirmig; UltraClean DNA BloodSpin Kitinin, serum-
dan Brucella DNA izolasyonu icin en iyi yéntem oldugunu saptamistir®C.

iki farkli ekstraksiyon kitinin karsilastirildigi calismamizda, 10* cfu/ml, 103 cfu/ml, 102
cfu/ml Brucella bakterisi iceren simiile tam kan 6rneklerinin hepsinde internal kontrol
olarak kullanilan GAPDH genine yonelik prob/primerlerle pozitif sonuglar alinmis olma-
s, ekstraksiyonda kullanilan Thermo ve NORGEN kitlerinin kandaki PCR inhibitorlerini
elimine etmede basarili olduklarini gostermistir. Ayrica farkh ekstraksiyon-amplifikasyon
kit kombinasyonlariyla calisiimis olan 6rneklerdeki internal kontrollere ait Ct degerlerinin
birbirine yakin bulunmusg olmasi, kullanilan Rt-PCR yonteminden alinan sonuglarin tek-
rarlanabilir ve glivenilir oldugunu desteklemektedir.

DNA ekstraksiyon kitleriyle iki farkl amplifikasyon master miksinin ¢apraz kombinas-
yonlari ile yapilan Rt-PCR sonugclarinin karsilastirildigi calismamizda, Brucella spp. icin en
yuksek PCR pozitif sonug yuzdesine sahip kombinasyonun NORGEN-QuantiTect (%96.7)
oldugu saptanmistir. Ancak, bu oranin Thermo-QuantiTect (%93.3), Thermo-Ampliqon
(%93.3) ve NORGEN-Ampligon (%86.6) kombinasyonlarindan alinan degerlerden
anlaml derecede yiiksek olmadigi belirlenmistir. Buna karsilik, B.melitensis icin, NOR-
GEN-QuantiTect (%96.7), Thermo-Ampliqon (%93.3) ve NORGEN-Ampligon (%90)
kombinasyonlariyla tespit edilen PCR pozitif sonuclarin Thermo-QuantiTect (%56.7) kiti
ile tespit edilmis olan degerden anlaml derecede yiksek oldugu saptanmistir. Bakteri
konsantrasyonu 10* ve 10° cfu/ml olan érneklerde farkli ekstraksiyon kitleri ve amplifi-
kasyon mikslerinden alinan PCR pozitif sonuclari birbirine benzer olmakla birlikte, diisiik
bakteri konsantrasyonu (102 cfu/ml) iceren érneklerdeki Brucella spp. PCR pozitif sonug
yuzdeleri %80-90, B.melitensis PCR pozitif sonug ylizdeleri ise %20-90 arasinda dagi-
hm gostermistir. Brucella spp. saptanmasinda; kullanilan ekstraksiyon kiti-amplifikasyon
miksi kombinasyonlarinin pozitif sonu¢ saptama sikligi arasinda istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmamugtir. B.melitensis icin en iyi sonu¢ NORGEN-QuantiTect ve Thermo-
Ampligon (%90) kombinasyonlarindan, en kotii sonug ise Thermo-QuantiTect (%20)
kombinasyonundan alinmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
sonuclardan hareketle diusiik bakteri konsantrasyonu iceren tam kan orneklerinden, ge-
rek cins dizeyinde gerekse tiir diizeyinde Brucella saptanmasinda Thermo-QuantiTect
kombinasyonu harig, diger lic kombinasyondan herhangi birinin kullanilabilecegi sonu-
cuna varilmistir. Bu kombinasyonlarla reaksiyon basina 2-3 B.melitensis DNA'sI bulunan
orneklerin %80-90"iIndan pozitif sonug¢ alinabilmektedir. Pozitif sonu¢ saptama sikhiginin
yuiksek olmasi yaninda NORGEN-QuantiTect kombinasyonu, ozellikle az sayida bakteri
iceren orneklerde diger kombinasyonlara gore daha erkenden pozitif sonuglar vermistir.
Bu kombinasyondan alinan Ct degerleri digerlerinden alinanlardan 1-3 birim daha dusik
bulunmustur.

Ticari kan kultur siselerinin iceriginde bulunan sodium polyanethol-sulfonate (SPS),
resin partikllleri ve lize edici ajanlarin PCR’de inhibisyona neden olabilecegi belirtil-
mektedir'’. Kandaki hemin de &nemli bir PCR inhibitériidiir?*. Kan kiiltiir siselerinde
yapilan ilk seri Rt-PCR calismasinda NORGEN kitinin performansinin Brucella spp. icin
%90, B.melitensis icin %80, Thermo kitinin performansinin ise her ikisi icin %20 oldugu
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belirlenmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak ikinci uygulama-
da Thermo kiti ile elde edilen 6rneklerin 1/5 sulandinimasinin; pozitif sonu¢ saptama
sikligini %80’e cikardigi gozlenmistir. Bu sonuclar, ekstraksiyon érneklerinin seyreltilme-
sinin PCR inhibisyonunu 6nemli oranda azalttigini gdstermektedir. Ancak, sulandirilmig
orneklerde GAPDH’nin %10 oraninda negatif sonu¢ vermesi inhibisyonun az da olsa
devam ettigini dustindiirmektedir. Kan kiltir sisesinden yapilan ¢alismalarda kullanilan
QuantiTect ve Ampligon master mikslerinin birbirlerine Gstlnliklerinin olmadig, her iki
kit ile ayni pozitif sonug sikhiginin elde edildigi saptanmustir.

Sonug olarak, calismada kullanilan Thermo ve NORGEN DNA ekstraksiyon kitlerinin
her ikisinin de kandaki inhibitorleri uzaklastirmada basarili olduklari, kandan gerek cins
diizeyinde gerekse tur diizeyinde Brucella saptanmasinda, Thermo-QuantiTect kombi-
nasyonu digindaki diger G¢ kombinasyondan herhangi birinin kullanilabilecegi ortaya
konulmustur. Bu kombinasyonlarla reaksiyon basina 2-3 DNA veya 6rnegin mililitresinde
yaklasik 102 bakteri bulunmasi durumunda dahi %80 ve {izerinde pozitif sonug alinabil-
mektedir. Kan kultir siselerindeki inhibitorleri uzaklastirma acisindan NORGEN kiti daha
basarili bulunmustur. Thermo kiti kullanildiginda 6rneklerin %80‘inde inhibitor kaynakl
yanhs negatif sonuclar alinmistir. Ekstraksiyon 6rneklerinin sulandiriimasiyla inhibitor kay-
nakli sorunun énemli seviyede giderildigi gozlenmistir. Sonuclar kandan ve kan kultirle-
rinden kaynaklanan inhibitorlerin uzaklastirldigindan emin olmak ve érneklerde buluna-
cak dustik seviyede Brucella bakterilerini dahi saptayabilmek icin tani amach uygulanacak
PCR temeline dayanan calismalarda; Norgen DNA ekstraksiyon kitinin QuantiTect veya
Ampligon master miksleriyle basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Yazarlarin bu calismada kullanilan kit ve malzeme firmalariyla cikar iliskisi veya catis-
masi bulunmamaktadir.
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