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Özet:  

Brusellozis, sığır yetiştiriciliğinde önemli ekonomik kayıplara sebep olan zoonoz bir hastalıktır. Bu çalışmada brusellozise bağlı 
atıkların dokularında belirlenen patolojik ve immunohistokimyasal boyama sonuçları ile atık dokularında Gerçek zamanlı PZRile hesaplanan 

brusella genomik DNA miktarları arasındaki ilişki araştırılmıştır. Çalışmanın materyalini 105 adet atık sığır fetüsü oluşturdu. İncelenen atık 

sığır fetüslerinin 11’inde gerçek zamanlı PZR ile 8 tanesinde immunohistokimyasal metotla, 4 tanesinde de mikrobiyolojik yöntemlerle 
brusellozis belirlendi. 

Brusellozis belirlenen atıkların deri altı dokusunun ödemli olduğu, göğüs ve karın boşluklarında koyu kırmızı renkli bir sıvının 

bulunduğu, akciğerlerinde renkleri griden koyu kırmızıya kadar değişen, sert kıvamlı alanların olduğu dikkati çekti.  Mikroskobik 
incelemelerde bronşiyol epitellerinde dejenerasyon ve dökülmeler belirlenirken,  lümenlerinde nötrofil lökosit ve makrofaj birikimleri 

görüldü.  

Sonuç olarak; brusellozisin patolojik, immunohistokimyasal, mikrobiyolojik ve gerçek zamanlı PZR ile yapılan karşılaştırmalı 
tanısında: Gerçek zamanlı PZR teşhiste, daha duyarlı olduğu ve kısa sürede sonuç verdiği; ancak bu imkâna sahip olmayan laboratuarlarda 

immunohistokimyasal yöntemlerin de mikrobiyolojik yöntemler kadar güvenle uygulanabileceği kanısına varıldı.   
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Diagnosis of Brucellosis in the Aborted Bovine Fetuses by Pathological, 
Immunohistochemical, Microbiological and Real Time PCR Methods 

 
Abstract: 

Brucellosis which causes economic losses in cattle breeding is breeding problems.  In this study is determined to relationship of 

between the pathological findings in tissues of aborted fetus due to brucellosis and brucella genomic DNA which is calculated by the amount 

of real time PCR of this tissues. The material of this study constituted the number of 105 aborted bovine fetuses. Brucellosis was determined 
by Real Time PCR in 11 of 105 aborted bovine fetuses, by immunohistochemical method in 8 of them and microbiological medhod in 4 of 

them.  

In aborted fetuses which determined of brucellosis were seen to edema of subcutaneous tissue, find a dark red fluid in the chest and 
abdominal cavities. In addition to this lung color ranging from gray to dark red with  hard consistency areas. In microscopic examinations, 

bronchioles epithelial degeneration and desquamation  with neutrofil leukocyte and macrophage accumulation were determined in lumen. 

As a result; comparative diagnosis of brucellosis with pathological, immunohistochemical, microbiological and  Real Time PCR 
methods: Real Time PCR is more sensitive for diagnosis of Brucellosis and respond in a short time,  but immunohistochemical method was 

concluded to in the laboratories which don’t have this opportunity  so confidently to microbiological methods  
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Giriş 

Atık olguları, sığır yetiştiriciliğinde önemli ekonomik 

kayıplara sebep olan yetiştiricilik problemlerindendir. 

Atıkların ancak %50-65’inde etiyolojinin belirlenebildiği; 

etiyolojisi belirlenen olguların  %67’sinin bakteriyel, 

%5’inin viral, %11’nin mantar kaynaklı olduğu 

kaydedilmiştir (3). Sığırlarda bakteriyel nedenlere ilişkin 

atıkların dağılımını ortaya koymak üzere Kuzeydoğu 

Anadolu Bölgesinde yapılan bir çalışmada Kars bölgesinde 

görülen sığır atıklarında %40 oranında Brucella ssp tespit 

edilmiştir (23). Arjantin’de 354 atık sığır fetüsü üzerinde 

yapılan bir araştırmada, 193 olgunun etiyolojisi herhangi bir 

nedene bağlanamazken,  etiyolojisi saptanan 161 (%45.5)  

 

olgudan 80’inde (%22.6) bakteriyolojik etken belirlenmiş; en yaygın 

bakteriyel etkenin 28 olguda (%7.9) Brucela abortus olduğu 

açıklanmıştır (4). Ülkemizde çeşitli bölgelerde abortlar üzerinde 

yapılan izolasyon çalışmalarında ruminantlarda brusellozise bağlı 

abortların %15-40 oranlarında olduğu bildirilmektedir (19,14). Yine 

ülkemizde çeşitli serolojik yöntemler kullanılarak yapılan bölgesel 

çalışmalarda ise brusellozis seroprevalansının %1-70 arasında 

değiştiği rapor edilmiştir (7,8,19,11) 
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Brusellozise ilgili şekillenen atıklarda fötus 

çoğunlukla ödemlidir ve deri altında kanlı bir sıvı 

toplanır. Benzeri sıvı karın ve göğüs boşluklarında da 

bulunabilir. Brusellozda abomazum sıvısı bulanık, limon 

sarısı renginde ve pıhtılıdır. Atık fetuslarda şekillenen 

bronkopnömoni en sık gözlenen lezyon olup brusella 

enfeksiyonu için diagnostik olarak kabul edilmektedir 

(5,15,17,20). Ayrıca fötusda özellikle akciğerde nekrotik 

arteritise, lenf düğümleri, karaciğer, dalak ve böbreklerde 

fokal nekroz odakları ile dev hücrelerine rastlandığı bir 

çok araştırıcı tarafından rapor edilmiştir (14,15,19,26,).  

Dalakta beyaz pulpada azalma, germinal merkezlerde 

mitoz ile hafiften orta dereceye kadar değişen lenfositik 

hiperplazi ve fokal nekroz odakları görüldüğü 

bildirilmiştir (13,26).  

Hastalığın klinik teşhisi mümkün değildir. Kesin 

teşhis için laboratuvar muayenelerine ihtiyaç vardır.  

Brusellozisin laboratuar teşhisi direk yada indirek 

laboratuar metotlarıyla yapılmaktadır (2). Etkenin 

mikrobiyolojik izolasyonu ve identifikasyonu en geçerli 

yöntemdir. Bunun yanında lam aglutinasyon, tüp 

aglitinasyon ve ELISA gibi serolojik testler de tarama 

testleri olarak sıklıkla kullanılmaktadır (6,11). Brusella 

ssp. antijenlerinin tespitine yönelik immunohistokimyasal 

teknikler ile yapılan çalışmalarda da yüksek oranda 

spesifite (%94) ve sensitivite (%82) bildirilmektedir 

(1,17,20). Son yıllarda hastalıkların tanısında kullanılan 

moleküler yöntemlerin gelişmesine paralel olarak 

brusellozisin teşhisinde başarı ile kullanılan farklı PZR 

protokolleri bildirilmektedir (22,25). 

Bu çalışmanın amacı; sığırların önemli atık 

sebeplerinden biri olan bruselloziste atığa ait dokularda 

belirlenen patolojik bulgular ile bu dokularda Real Time 

PZR ile hesaplanan brusella genomik DNA miktarları 

arasındaki ilişkiyi ortaya koymak ve brusellozisin 

teşhisinde patolojik immunhistokimyasal, mikrobiyolojik 

yöntemler ile gerçek zamanlı  PCR  metodunu  

karşılaştırmaktır.  

 

Materyal ve Metod 

Çalışmanın materyalini Adana Veteriner 

Kontrol ve Araştırma Enstitü Müdürlüğü’ne sorumluluk 

alanında bulunan illerden (Osmaniye, Gaziantep, 

Kahramanmaraş, Şanlıurfa, Kilis, Mersin, Hatay) 2007-

2009 yılları arasında getirilen 105 adet atık sığır fetüsü 

oluşturdu. Nekropsiyi takiben fetüslerin akciğer, 

karaciğer, dalak, abomazum, böbrek, kalp, mediastinal 

lenf bezleri ve beyninden alınan doku örneklerinin yarısı 

mikrobiyolojik ve PZR muayeneleri için ayrıldı. Diğer 

yarısı %10’luk tamponlu formalin solüsyonunda tespit 

edildi. Tespit edilen dokular bilinen yöntemlere göre 

işlendi ve parafinde bloklandı. Parafin bloklardan 5 µm 

kalınlığında alınan kesitler, hematoksilen eozin (HE) ve 

immunohistokimyasal boyamalarda kullanıldı. 

Öncelikle bütün fetüslerin akciğer ve 

abomazum sıvılarında Gerçek zamanlı PZRmetodu ile 

Brucella  ssp.  nükleik asitleri aranarak pozitif bulunanlar 

ayrıldı ve bu atıkların diğer dokuları da gerçek zamanlı 

PZR ile Brusella ssp  nükleik asitleri  yönünden 

araştırıldı.  

İmmunhistokimyasal muayene 

İmmunhistokimyasal incelemeler için avidin-

biotin-peroksidaz kompleks (ABC)  yöntemi kullanıldı. 

3-aminopropyltriethoxsilane ile kaplı lamlara alınan 

kesitler, ksilol serilerinden geçirilerek parafini giderildi 

ve alkol serilerinde rehidre edildi. Endojen peroksit 

aktivitesini gidermek için hidrojen peroksid’in %70’lik 

metanoldeki %3’lük çözeltisinde 15 dakika bekletildi. 

PBS (phosphate-buffered saline; pH:7.3) ile yıkanan 

kesitler % 0.1’lik tripsin ile oda sıcaklığında 10 dakika 

inkübe edildi ve tekrar PBS ile yıkandı. Daha sonra, 

kesitlerin üzeri 1/1000 sulandırmadaki poliklonal rabit-

anti Brucella  (Becton Dickinson and Company Kat No: 

240934) primer antikoru ile +4°C’de 1 saat  inkübe 

edildi. PBS ile yıkanan kesitler  1/300 oranında 

sulandırılmış biotinle işaretli tavşan anti-keçi sekonder 

antikoru (Santa Cruz Biotechnology; Kat No: sc 2774) ile 

oda sıcaklığında 30 dakika  inkube edildi. Lamlar PBS ile 

yıkandıktan sonra 1/300 oranında sulandırılan 

avidinperoxidase (Sigma; Kat No: E-2886-250UG) ile 1 

saat süreyle  oda sıcaklığında inkübe edildi.  

Kromojenik substrat DAP (3.3’-

diaminobenzidine tetrahydrocholoride, (Sigma; Kat No: 

D 3939-SET) ile renk reaksiyonu sağlandıktan sonra 

Mayer’in hematoksilen boyasıyla karşıt boyamaya tâbi 

tutulup alkol serilerinde dehidre edildi ve lamelle 

kapatılarak  ışık  mikroskobunda incelendi.  

Reaktif kontrol olarak mikrobiyolojik metotla 

etken izole edilen atıklardan birine ait karaciğer kesitleri 

kullanıldı. Bu kesitlere boyama prosedürü sırasında  

poliklonal keçi-anti Brucella  spp. antikoru yerine PBS 

uygulandı. 

 

PCR analizleri 

Gerçek zamanlı PZRanalizlerinde  ticari 

brucella genus tespit kiti (Way2Gene;  Kat No: 

WG40-0294-16) kullanıldı. PCR işlemleri kit 

prosedürüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Kültür örneklerinden DNA ekstraksiyonu 

amacıyla  High Pure  PCR template (Roche Katolog no: 

11796828001) DNA ekstraksiyon kiti kullanıldı.  Bakteri 

kültüründen eppendorf içerisine 200 μl alınarak 13000 

rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminden 

sonra  süpernatat uzaklaştırıldı ve pellet üzerine  200 μl  

PBS eklendi. Karışıma 5 μl lizozim katılıp 37°C’de 15 

dakika inkubasyona bırakıldı. İnkubasyondan sonra 

karışıma 200 μl binding buffer ve 40 μl proteinaz-k 

eklenerek  70°C’de 10 dakika tekrar inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra süspansiyona 100 μl 

isopropanol eklenerek iyice karıştırıldı.  

    Süspansiyon filtreli tüplere konularak 8000 

rpm 1 dakika santrifüj edildi ve süpernatat uzaklaştırıldı. 

Filtreli tüpler collection tüpün içerisine yerleştirilip 500 

μl  inhibitör removel  buffer ilave edildi ve 8000 rpm de 1 

dakika santrifüj edildi.  Filtreli tüpler collection tüplerin 

içerisine yerleştirilip 500  μl wash buffer ilave edilerek 

8000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. Filtreli tüpler 

collection tüplerin içerisine yerleştirilip 500  μl wash 

buffer ilave edilerek 8000 rpm de 1 dakika ve 13000 rpm 

de 10 saniye santrifüj edildi.  Son aşamada filtreli tüpler 

temiz bir eppendorf tüpünün içerisine yerleştirilerek 70 

°C ısıtılmış 100 μl  elution buffer eklenerek 8000 rpm de 
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1 dakika santrifüj edildi. İzole edilen DNA lar -20 °C de 

PCR yapılıncaya kadar saklandı. 

Doku örneklerinden DNA ekstraksiyonu 

amacıyla  HighPure  PCR template   DNA ekstraksiyon 

kiti (Roche; Kat no:11796828001)  kullanıldı. DNA 

izolasyonu için doku örneklerinden 25-50 mg alınarak 

üzerine 200 μl doku Lysis Buffer ve 40 μl Proteinaz K 

ilave edildi. Daha sonra 55°C’de 1 saat inkübe edildi.  

200 μl Binding Buffer ilave edilerek 70°C’de 10 dakika 

tekrar inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 

süspansiyona 100 μl isopropanol eklenerek iyice 

karıştırıldı. Süspansiyon filtreli tüplere konularak 8000 

rpm de 1 dakika santrifüj edildi ve süpernatant 

uzaklaştırıldı. Temiz collection tüpün içerisine 

yerleştirilip 500  μl İnhibitör Removel  Buffer ilave edildi 

ve 8000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. Daha sonra iki 

defa temiz collection tüplerin içerisine yerleştirilip 500  

μl Wash Buffer ilave edilerek 8000 rpm de 1 dakika 

santrifüj edildi. En son aşamada filtreli tüpler temiz bir 

eppendorf tüpünün içerisine yerleştirilerk  70 °C ısıtılmış 

100 μl  Elution Buffer eklenerek 8000 rpm de 1 dakika 

santrifüj edildi. İzole edilen DNA lar -20 °C de PCR 

yapılıncaya kadar saklandı. DNA miktarı 

spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile 260 ve 280 

nm de ölçülerek belirlendi. 

Macfarland yöntemi ile mililitredeki 

konsantrasyonu 3x10
8 CFU/ml olarak belirlenen Brusella 

abortus kültüründen elde edilen genomik DNA'nın 10'lu 

dilüsyonları ve 3x10
0

 'dan 3x10
7

' e kadar olan kopya 

sayıları standart eğrinin oluşturulmasında kullanıldı.   

Brusella ssp. nükleik asitlerinin 

amplifikasyonları gerçek zamanlı PZR cihazı (Roche 

Light Cycler 2.0) kullanılarak 95°C 10 dakika 

inkubasyonu takiben 95°C  3 saniye,  60°C’de 30 saniye 

ve 72°C 1 saniye olacak şekilde 45 döngülük  inkubasyon  

ile gerçekleştirildi.  

PCR'nun tüm aşamalarında pozitif kontrol 

olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü 

Brusella Referans Laboratuarı tarafından doğrulanan 

Brucella abortus  suşu ve negatif kontrol olarak da distile 

su kullanıldı. 

Mikrobiyolojik muayene 

Atık fetuslardan aseptik şartlarda alınan doku 

ve abomazum içeriklerinden Brucella izolasyon ve 

identifikasyonu amacıyla %7’lik kanlı agar ve  selektif 

(Oxoid; SR209E)  ilave içeren Brucella agarlara ekim 

yapıldı. Agarların aerobik ve mikroaerofilik ortamda 37 
0C’de 48-72 saat inkübasyonundan sonra üreyen 

kolonilerin Brucella ssp. yönünden makroskobik 

görünümü, gram boyama, oksidaz, H2S,üreaz, katalaz 

üretimi, boyalara duyarlılık ve monospesifik serumlarla 

aglütinasyon gibi konvansiyonel yöntemler kullanılarak 

identifikasyonu gerçekleştirildi (2). 

 

 

 

Bulgular 

Çalışmada incelenen 105 atık sığır fetüsünün 

laboratuar incelemelerinde atıkların  11’inde brusellozis, 

13’inde listeriozis, 7’sinde kampilobakteriozis, 2’inde 

klamidiozis, 1’inde leptospirozis, 3’ünde salmonellozis, 

7’sinde streptokokkozis, 2’sinde toksikozis, 2’sinde IBR 

ve  1’inde de mikozis  belirlendi.  

Çalışmada gerçek zamanlı PZR ile Brucella 

ssp. nükleik asitleri belirlenen 11 olgunun 8 tanesinde 

immunhistokimyasal yöntemle, 4 tanesinde de 

mikrobiyolojik olarak brusellozis belirlendi. Atıkların 

geldiği odaklar ile teşhis metotlarına göre brusellozisin 

belirlenme oranları Tablo 1’de verilmiştir.  

 

Geldiği Odak n PZR  İH M 

Gaziantep 17 3  2 2 

Kahramanmaraş 9 3  2 1 

Şanlıurfa 12 2  2 - 

Mersin 15 1  1 1 

Hatay 14 1  1 - 

Adıyaman 16 1  - - 

Tablo 1: Atıkların geldiği odaklar ile brusellozisin teşhis 

metotlarına göre belirlenme oranları  

Çalışmada brusellozis belirlenen atıklarda 

makroskobik olarak derialtı dokusunun ödemli olduğu, 

göğüs ve karın boşluklarında koyu kırmızı renkli bir 

sıvının bulunduğu görüldü. Akciğer loblarında farklı 

büyüklüklerde renkleri griden koyu kırmızıya kadar 

değişen, sert kıvamlı alanlar belirlendi. Bütün olgularda 

abomazumda sarı-bulanık renkli sıvı tespit edildi. 

Brusellozis belirlenen atıkların tamamında mikroskobik 

olarak bronşiyol lumenlerinde ve alveollerde nötrofil 

lökosit ve makrofaj infiltrasyonu tespit edildi (Resim 

1A). Atık olgularının hepsinde farklı şiddetlerde olmak 

üzere bronşiyol ve alveol epitellerinde dejenerasyon ve 

dökülmeler tespit edildi. İncelenen 4 atığın 

hepatositlerinde vakuoler dejenerasyonun geliştiği,  

remark kordonlarının dizilişinin bozulduğu, sinuzoidlerin 

genişlemiş ve hiperemik oldukları dikkati çekti. 

Dejenerasyonlara ek olarak atıklardan 2 tanesinde 

karaciğerde fokal nekroz alanları ile mononükleer hücre 

infiltrasyonlarının bulunduğu belirlendi (Resim 1B). Yine 

bu atıkların böbreklerinde yaygın konjesyon ve 

intertubuler kanamalar ile birlikte tubulus epitellerinde 

dejenerasyonlar tespit edildi. İncelenen atıkların 4 

tanesinde dalakta beyaz pulpada atrofi ve fokal nekroz 

alanları dikkati çekti. Gerçek zamanlı PZR ile brusellozis 

belirlenen 11 atıkta belirlenen patolojik bulgular ve bu 

bulguların  görülme oranları tablo 2 de gösterilmiştir. 
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Patolojik  Bulgu Adet   Oran(%) 

Makroskobik bulgular   

Vücut boşluklarında serohemorajik eksudat  8 72 

Akciğerde sertleşmiş,  griden koyu kırmızıya kadar değişen alanlar 8 72 

Karaciğerde farklı büyüklükte sarı-boz renkte alanlar 2 18 

Kokuşma 3 27 

Deri altında yaygın ödem 6 56 

Abomazumda sarı bulanık renkli içerik  8 72 

Mikroskobik bulgular   

Karaciğerde fokal nekroz ve hepatitis 2 18 

Kataral bronkopnömoni 8 72 

Karaciğerde vakuoler dejenerasyon  4 36 

Böbreklerde intertubuler kanama  2 18 

Dalağın beyaz pulpasında atrofi ve nekroz 4 36 

Tablo 2: PZR ile Brusellozis teşhis edilen sığır atıklarında belirlenen patolojik bulgular ve görülme oranları 

 Spesifik antikorlar kullanılarak yapılan immunhistokimyasal incelemelerde 8 atıkta brucella spesifik reaksiyonlar 

belirlendi. Brusella antijenleri akciğerlerde kahverengi ve küçük granüller şeklinde olmak üzere makrofaj ve nötrofillerin 

sitoplazmalarında tespit edildi. Makrofajların sitoplazmalarının koyu boyanmış, amorf görünüşteki antijenler ile dolu 

oldukları görüldü (Resim 1C).     

 Karaciğerde immunhistokimyasal pozitiflik 3 

olguda tespit edildi. Bu atıklarda brusella antijenlerinin 

hepatosit ve Kupffer hücrelerinin sitoplazmalarını 

doldurduğu tespit edildi.  

Atığa ait organlardan ve abomazum sıvısından 

hazırlanan inokulumlardan brusella besi yerine yapılan 

ekimlerde etken  izole edilen 4 olgunun Brusella abortus 

olduğu belirlendi. Dört olgunun 3 tanesinde akciğer, 

karaciğer ve abomazum sıvısından, 1 olguda ise akciğer 

ve abomazum sıvısından Brusella abortus izole edildi. 

Çalışmada sığır atıklarının akciğer, karaciğer, 

dalak, abomazum, 

böbrek, kalp, beyin 

ve lenf 

yumrularından 

alınan doku 

örneklerinde Gerçek 

zamanlı PZR ile 

belirlenen Brusella 

genomik DNA 

kopya sayıları ve CP 

değerlerinin 

ortalamaları  Tablo 3 

de verilmiştir. 

Brucella 

Genomik DNA 

CP Değerlerin 

Kopya Sayıları(Kop/ml) 

Ortalamaları 

Akciğer 
2,74x 10

4

 
27.23 

Karaciğer 
1,33x10

4

 
28,04 

Böbrek 
1.29x 10

4

 
28,08 

Dalak 14,6 x100 35.70 

Kalp - - 

Mez. Lenf Yum. - - 

Abomazum 
1,86x10

4

 
27,76 

Tablo 3: Çalışmada Real-Time PCR ile atık dokularında 

belirlenen  Brucella  genomik DNA kopya sayıları  ve CP 

Değer ortalamaları 

   

Şekil 1: Bronkopnömoni, akciğerde bronşiol ve alveol lümenlerinde nötrofil lökosit ve makrofaj 

infiltrasyonu (A) Hematoksilen Eozin, x200, Karaciğerde fokal nekroz (B) Hematoksilen Eozin x260, 

Akciğerde makrofaj stoplazmalarında Brucella spesifik boyanma (C) x380 İmmunperoksidaz 

Hematoksilen. 

A B 
C 
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Karaciğer 

 

Akciğer 

 

Böbrek 

 

Dalak 

 

Beyin 

 

Kalp 

 

Abomasum  

Mez. Lenf 

Yum 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

P

C

R 

İ

H 
M 

G.Antep 1 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

G.Antep 2 + + + + + + + - - + - - - - - - - - + - + - - - 

G.Antep 3 + - + + + + + - - - - - - - - - - - + - + - - - 

K.Maraş 1 + - - + + - + - - + - - - - - - - - + - - - - - 

K.Maraş 2 - - - + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - 

K.Maraş 3 - - - + + - - - - + - - - - - - - - + - - - - - 

Ş.Urfa 1 + + - + + + - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Ş.Urfa 2 - - - + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - 

Mersin + + + + + + + - - + - - - - - - - - + - + - - - 

Hatay - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Adıyaman + - - + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - 

TOPLAM 6 3 3 11 7 4 4 - - 4 - - - - - - - - 9 - 4 - - - 

Tablo 5:  Real Time PCR ile  Brusellozis belirlenen sığır atıkların immunhistokimyasal (IH) ve mikrobiyolojik (M) 

muayene sonuçlarının dokulara göre karşılaştırılması. 
 

Tartışma ve Sonuç 

Sığırlarda atıklara sebep olan bakteriyel 

hastalıkların klinik belirtileri atipik olduğundan bu 

hastalıkların laboratuar tanısı oldukça önemlidir. Bu 

bağlamda, sunulan çalışmada belirlendiği üzere, atık 

fetüslerin nekropsileri sırasında tespit edilen vücut 

boşluklarında birikmiş serohemorajik eksudat, 

karaciğerde belirlenen nekroz odakları, deri altında 

şekillenen yaygın ödem, abomasumda sarı bulanık renkli 

içerik ve akciğerlerde şekillenen griden kırmızıya kadar 

değişen renk değişiklikleri gibi makraskobik bulgular ile 

histopatolojik incelemelerde farklı yoğunluklarda 

belirlenen kataral bronkopnömoni, böbreklerde 

intertubuler kanama, dalağın beyaz pulpasında atrofi ve 

nekroz ile karaciğerdeki nekroz ve hepatitis gibi 

bulguların sığırlarda atıklara sebep olan   

kampilobakteriozis, listeriozis ve klamidiozis gibi 

hastalıklarda da  bildirilmiş olması (9, 12) patolojik 

tanının etken izolasyonunun yanında 

immunohistokimyasal  ve  moleküler yöntemlerle de 

desteklenmesi gereğini ortaya koymaktadır. 

Brusellozis nedeniyle meydana gelen atıklarda 

en fazla bildirilen patolojik bulgu bronkopnömonidir 

(5,15,17,20). Bu çalışmada da gerçek zamanlı PZR ile 

brusellozis belirlenen atıkların hepsinde en sık 

karşılaşılan patolojik lezyon benzer çalışmalarda da 

bildirildiği gibi bronkopnömoni oldu (14,19,26). Diğer 

çalışmalarda bildirilen bronşiyal nekrozis (15,20) ve 

yangısal hücre infiltrasyonları içerisinde görülen dev 

hücreleri (5) bu çalışmada tespit edilemedi. 

Gerçek zamanlı PZR ile akciğerlerde belirlenen  

brusella genomik DNA sayısının diğer dokulara 

nazaran daha fazla olması ve akciğerlerin tamamında 

patolojik olarak pnömoni belirlenmesi  brusella 

etkenlerinin yavruya  annede gelişen nekrotik 

plasentitis sonucu amniyotik sıvıya dökülen etkenlerin  

fetus tarafından aspire edilmesi sonucu geçtiği fikrini 

kuvvetlendirmektedir (15). 

Çalışmada karaciğerde belirlenen ortalama 

brucella genomik DNA sayısı (1,33x10
4
 kopya/ml) 

akciğerlere nazaran daha düşüktür. Ancak 

karaciğerlerin patolojik muayenesinde  4 atıkta 

hepatositlerde farklı şiddetlerde vakuoler dejenerasyon 

belirlenmiş olması ve bu atıklardan sadece 2 tanesinde 

hepatitis belirlenmesi, oluşan hasarın brusella 

etkenlerinden ziyade korionik trofoblastlarda şekillenen 

nekroz sonucu bozulan dolaşıma bağlı  gelişen hipoksi 

ile ilgili olabileceğini düşündürmektedir. 

Çalışmada Gerçek zamanlı PZR ile 11 atıkta 

brusellozis belirlenmesine rağmen 4  atığa ait iç 

organlarından ve fötal abomasum sıvısından 

bakteriyolojik olarak  Brusella abortus izole edilebilmiş 
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olması, PCR yönteminin bakteriyolojik yönteme göre 

daha duyarlı olduğunu düşündürmektedir (4,21). Ancak 

bu durum laboratuara teşhis için getirilen atıkların çoğu 

kez kokuşmuş yada dondurulmuş olması ile de ilgili 

olabilir.  

Brusellozis zoonoz bir hastalık olmasından 

dolayı etkenin izolasyon ve identifikasyonunu yapan 

laboratuarlar açısından da yüksek düzeyde biyolojik 

risk oluşturmaktadır. Bunun yanında brusellozisin 

mikrobiyolojik teşhisinde kullanılan etken izolasyon ve 

identifikasyonuna yönelik yöntemlerin uzun zaman 

alması,  tecrübeli personel gerektirmesi, etkenin nükleik 

asitlerini belirlemeye yönelik PCR temeline dayanan 

teşhis metotlarını ve tespit edilmiş dokularda etkeni 

belirlemeye yönelik immunohistokimyasal 

yöntemlerini atıkların teşhisinde ön plana 

çıkarmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda Brucella antijeninin 

immunohistokimyasal yöntem ile tespitinde yüksek 

oranda duyarlılık bildirilmesine rağmen (1,10,17,26), 

bu çalışmada Brusella antijeni için spesifik 

immunohistokimyasal boyanma 7 olguda akciğerlerde 

makrofajların sitoplazmalarında, 3 olguda da akciğerle 

birlikte karaciğerde  hepatositlerde ve kumpfer 

hücrelerinde tespit edildi. Çalışmada PZR ile akciğer, 

karaciğer, dalak, böbrek, abomazum gibi dokularda 

brusella nükleik asitleri belirlenmiş olmasına rağmen 

immunhistokimyasal metotla incelenen dokulardan 

sadece karaciğer ve akciğerlerde brucella antijenlerinin 

belirlenmiş olması, atık dokularında Brucella 

antijeninin immunohistokimyasal yöntemlerle tespit 

edilebilecek eşik seviyesinin altında olması veya 

otolizin bakteri antijenleri üzerindeki olumsuz etkisi ile 

açıklanabilir. Benzer şekilde Meador ve ark (1986)  

ABC immunohistokimyasal boyama yönteminin 

kullanıldığı çalışmalarda pozitif sonuç elde edilebilmesi 

için bir gram dokuda en az 106 adet bakterinin 
bulunması gerektiğini bildirmektedir. 

Otoliz ve kokuşmaya bağlı değişikliklerde 

etkenlerin nükleotid yapılarının antijenik yapılarına 

göre daha uzun süre dayanıklı kalması etkene özgü 

nükleotidlerin belirlenmesi esasına dayanan polimeraz 

zincir reaksiyonu (PZR) yöntemleri ile kokuşmuş 

dokularda da teşhisi mümkün kılmaktadır (24). Bu 

durum çoğunlukla otolitik olarak atılan fetuslarda 

gerçek zamanlı PZR ile teşhis için önemli bir avantaj 
sağlamaktadır.  

 Bu çalışmada gerçek zamanlı PZR ile 

incelenen atıkların 11 tanesinde Brusella ssp nükleik 

asitleri belirlenmiştir. PCR ile brusellozis belirlenen 

atıkların tamamında akciğer dokusunda ve 

abomazumdan alınan örneklerde, yüksek oranda bakteri 

nükleik asitleri amplifiye edilmiş olması ve benzer 

şekilde çalışmada akciğer, karaciğer ve abomazumdan 

alınan örneklerden etken izolasyonu ve identifikasyonu 

yapılabilmiş olması mikrobiyolojik teşhis için 

örneklerde yüksek miktarlarda etkenin bulunması 

gerektiğini ortaya koymakla birlikte mikrobiyolojik 

muayenelerde akciğer ve abomazumdan alınan 

örneklerin etken izolasyonunda kullanılmasının başarıyı 
artırabileceğini göstermektedir. 

Sonuç olarak; bu çalışma ile sığırların önemli 

atık sebeplerinden olan brusellozisin patolojik, 

immunohistokimyasal, mikrobiyolojik ve gerçek 

zamanlı PZR ile yapılan karşılaştırmalı tanısında: 

Gerçek zamanlı PZR’ın daha duyarlı olduğu ve kısa 

sürede sonuç verdiği, ancak bu imkâna sahip olmayan 

laboratuarlarda immunohistokimyasal yöntemlerinin de 

mikrobiyolojik yöntemler kadar güvenle 

uygulanabileceği kanısına varılmıştır. 
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