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Atik Sigir Fetuslarinda Chlamydophila abortus’ un
Mikrobiyolojik Kultur ve PZR ile Saptanmasi

Bu galismada abort yapan 47 sigira ait fetusun doku &rnekleri Chlamydophila abortus yoninden
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve mikrobiyolojik kiiltiir yontemleriyle incelendi. 47 fetusun 3’Ginde
C.abortus DNA’sI saptandi. PZR pozitif 6rneklerin timu kultur pozitifti.

Anahtar kelimeler: Chlamydophila abortus, sigir fetusu, PZR, kiiltiir.

The Detection of Chlamydophila abortus from Aborted Bovine Fetuses Using PCR
and Microbiological Culture

In the present study, tissue samples from 47 aborted bovine fetuses were analysed to detect the
presence of Chlamydophila abortus by polymerase chain reaction and microbiological culture.
Chlamydophila abortus DNA was detected in 3 of 47 aborted bovine fetuses by PCR. All of PCR
positive samples were culture positive.

Keywords: Chlamydophila abortus, bovine fetus, PCR, culture.

Girig

Chlamydialar kuslar, memeliler ve insanlarda cesitli hastaliklara neden olan zorunlu,
hiicre i¢ci mikroorganizmalardir. Son vyillarda yapilan sinflandirmada, Chlamydiaceae
familyasi igerisinde Chlamydia ve Chlamydophila olmak uzere iki cins yer almaktadir.
Chlamydophila cinsinde yer alan Chlamydophila abortus (C.abortus) ve Chlamydophila
pecorum (C.pecorum) tirleri ruminantlarda hastaliga neden olur (1). Sidirlarda chlamydial
enfeksiyon abort, endometritis, vaginitis gibi reprodiiktif bozukluklar meydana getirir (2, 3).

Abort yapan hayvanlarda infeksiy6z elementer cisimcikler sit, diski, nasal ve okdler
akintilarla etrafa bulasir. C.abortus ayni zamanda infertiliteye ya da embriyonik 6liime yol
acmasinin yani sira semen ile de nakledilir (4, 5). Ayrica yabani hayvanlar da bu
organizmanin rezervuari olarak hastaligin yayllmasina ve gevrenin kontaminasyonuna yol
acar (6, 7). Gebe olmayan hayvanlarda organizma gebeligin baslangicina kadar lenfoid
dokuda latent formda bulunur Ancak abort oluncaya kadar enfeksiyon serolojik olarak
yada patojenin direk tespiti yoluyla teshis edilemez (8, 9).

C abortus doku kiltirti, embriyolu tavuk yumurtasi ve laboratuvar hayvanlarinda
Uretilebilmektedir. Plasenta, fetal organlar, vaginal akintt ve semen gibi biyolojik
orneklerde C.abortus’u identifiye etmek igin farkli teshis yontemleri kullanilabilir. Bu
yontemler embriyolu tavuk yumurtasi, McCoy, VERO, ve L929gibi strekli hicre kultird,
protein tespiti (direk immunofluorescence, immunhistokimya ve ELISA ) ve nukleik asit
tespiti (polimeraz zincir reaksiyonu) gibi teknikleri kapsar (10-13). infekte hayvanlari tespit
etmede en kolay metotlar; immunofloresan, ELISA ve komplement fikzasyon testleridir. Bu
metotlarin spesifite ve sensitiviteleri farkli olmakla birlikte serolojik teshiste komplement
fikzasyon test yaygin olarak kullaniimaktadir (14-15). Son zamanlarda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm (PZR-RFLP) ve omp A gen
sekanslama yoéntemleri kullaniimaktadir. Fakat bunlarin yapilmasi i¢in emek, zaman ve
6zel laboratuarlar gereklidir (16). PZR gibi molekuler ydntemlerin spesifite ve sensitiviteleri
yuksektir (17, 18).

Bu galismada atik sigir fetuslarinda hayvan yetistiriciligi sektérinde ekonomik olarak
onemli olan Chlamydiosis hastaliginin teshisinde kiiltire alternatif olarak PZR metodunun
kullaniilmasi1 amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismanin materyalini 2009-2010 vyillari arasinda Elaziy merkez ve kdylerinden
toplanan ve Elazi§ Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisi’ne getirilen toplam 47 adet
atik sigir fetusu olusturdu. Fetusun doku o6rnekleri (karaciger, akciger), kotiledonlar,
plasental membranlar alinarak streptomycin (200 pg/ml) igeren nutrient broth igerisinde
doku homojenatlari hazirlandi.
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Bu homojenattan 0,2 ml alinarak 6-8 gunlik
embriyolu yumurtalarin sari keselerine ekildi (19). Ekim
yapllan yumurtalar 37°C’lik etlive birakildi. Ekimden
sonra enfeksiyona bagli olarak embriyolar 4. gliinden
sonra élmeye basladi (19). Olen embriyolarin yumurta
sarilari alinarak DNA ekstraksiyonu icin kullanildi (20).
Embriyo 6luimlerin gérilmedigi durumda iki kez kor pasaj
yapildi. Etken identifikasyonu i¢in embriyolu yumurtalarin
sarl kesesi zarlarindan preparat hazirlanarak stamp
boyama ile boyandi. Elementer cisimcikler gorilen
orneklerden elde edilen DNA'lar PZR ile identifiye edildi.

C. abortus DNA’sinin PZR ile tespiti: Embriyo
Olumlerinin goérildigu yumurtlarin sari keseleri DNA
ekstraksiyonu i¢in kullanildi. Doku ekstraksiyon kitinde
(QlIAmp DNA mini Kit (Qiagen) belirtildigi sekilde DNA
izole edildi. DNA ekstraksiyonu igin yumurta sari kesesi
sivisindan 200 pl alinarak enzim sollisyonu iginde ( 20
mg lysozyme, 20 mM Tris-HCL (ph 8.0), 2mM EDTA ve
1.2 % Triton) 37°C* de 1 saat inkube edildi. Sonra 25 pl
Proteinaz K ve 200 pl buffer AL (Qiagen) ilave edildi.
Daha sonra ise ilk 6nce 56°C'de 30 dak ve 70° C'de 10
dak inkube edildi. DNA'ya 200 pl elution buffer ilave
edilerek -20°C de donduruldu. Bu suspansiyondan 5 pl
alinarak PZR’de hedef DNA olarak kullanildi. Negatif
kontrol  olarak  inokilasyon  yapimayan tavuk
yumurtlarindan ekstrakte edilen DNA’lar kullanildi.

Toplam 50 pl'lik voliimde hazirlanan PZR karigimi 5l
10xPZR buffer (100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 500mM KClI,
15mM  MgCl,, %1 Triton X-100), deoksinukleotid
trifosfatlarin  her birinden 250 pM, 2U Taq DNA
polymerase enzimi (Fermentas), 40 pmol her bir primer 8
FP: 5-TGG TAT TCT TGC CGA TGA C-3’; RP: 5-GAT
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CGT AAC TGC TTA ATA AAC CG-3' (21) ve 5 pl hedef
DNA icermektedir. PZR Reaksiyonu, Touchdown
Thermocycler'de (Hybaid Marka, ingiltere)
gerceklestirildi. DNA amplifikasyonu 95°C'de 5 dakika 6n
Isitmayr muteakip 94°C'de 1 dakika denaturasyon,
45°C'de 1 dakika hibridizasyon ve 72°C' de 2 dakika
olmak Uzere 40 siklus halinde gergeklestirildi. Son siklus
72°C'de 7 dakika olarak gerceklestirildi. Amplifikasyon
Perkin-EImer Gene Amp PCR sistemi 2400
thermocyclerde yapildi. Ampliconlar ise +4 °C’de
elektroforeze kadar bekletildi.

PZR'de amplifiye edilen DNA, agaroz jel elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforez tampon sollisyonu
olarak Tris-Borik asit-EDTA (TBE) kullanildi ve bir midi jel
elektroforez tankinda 70 voltta 1 saat slreyle
elektroforez islemi gerceklestirildi. Elektroforezi
muteakip, jel ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile 30 dakika
slreyle boyandi ve sonuglar ultraviyole
transilluminatérde degerlendirildi. PZR drunlerinin jel
elektroforezi neticesinde 479 bp uzunlugundaki bant C.
abortus yonunden pozitif olarak degerlendirildi.

Bulgular

Toplam 47 adet atik sigir fetusunun incelenmesi
sonucunda; embriyo 6limleri gortilen 3 6rnege (% 6.3)
ait yumurtalarin sari  kesesi zarlarindan yapilan
boyamalarda elementer cisimcikler gorildi. Yumurtalarin
sarl keselerinden yapillan PZR testinde 479 bp
uzunlugunda C.abortus DNA'sI saptandi (Sekil 1).

Sekil 1. 1: M:100 bp DNA ladder, 2: Chlamydophila abortus pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 4, 5, 6: Atk sigir
fetuslarindan elde edilen pozitif DNA érneklerinin PCR drdnleri, 7: M:100 bp DNA ladder
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Tartisma

C. abortus’ un lokal olarak plasental fonksiyonlari
etkileyerek abort ve perinatal Olumlere yola actid
bilinmektedir (12). Bununla birlikte, C. abortus pozitif
buzagilarda perinatal 6lim, 6li dogum ve abort
oranlarinin arttigr goértlmekle birlikte, sigirlarda bu
konudaki bilgiler azdir (22-23).

C.abortus prevalansinin diinyada sidirlarda %5 ila
%20 arasinda oldugu bildirilmigtir (6, 8, 9) . Wang (2001)
abort yapmis ineklerde PZR ile C.abortus’u %34,9, PZR
pozitif olan &rneklerin daha sonra embriyolu tavuk
yumurtasina yapmis oldugu ekimlerde %33,3, fetusta ise
%8,3'lUk bir oranda tespit etmistir (24). Borel ve ark.
(2006) Intergenic spacer (IGS-S) PZR ile 235 vakanin
12’sinde pozitif (%5,1)’ lik bulmustur (25). Godin ve ark
(2008) yaptiklari galismada reprodiktif problemi olan 70
suriide vyapilan c¢alismada 525 inegin iki tanesini
C.abortus yoninden seropozitif olarak bulmus,
seropozitif olanlar real time PZR ‘a tabi tutuldugunda ise
Chlamydiaceae 12 kontrol inegin sadece 2 adet
sivabinda bulunmustur (26). Berri (2009) abort problemi
olan ruminant sirllerinden alinan 67 kliniksel 6rnegin 16
(% 24)sinda (13 vagial sivab, 3 plasenta) C. abortus’u
multiplex PZR ile pozitif bulmustur (Berri, 2009) (27).

Sigirlarda C.abortus’un neden oldugu abortlar
konusunda Turkiye’de yapilmis olan serolojik ¢alismalar
mevcut olmakla birlikte sinirli dizeydedir. Gokge ve ark.
(2007) Kars yoresinde C.abortus yoniinden abort yapmis
sidirlardan alinan kan serumlarinda ELISA ile % 8,33
(16/192) oraninda pozitiflik saptamistir (Gokce, 2007)
(28). Ayni arastirmaci sigirlarda C.abortus
seroprevalansinin % 4.76 ile 12.67 arasinda degistigini
bildirmistir. Bu calisma Elazi§ ve yOresinde abort yapmis
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