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Ozet: Bu calismada, Sanliurfa ilinde brusella infeksiyonu oldugu disiiniilen sirilerdeki ineklerden alinan 68 adet kan
(akyuvar kismi), serum, sit ve vajinal sivap orneklerinden Brucella etkenlerinin tanisi igin bakteriyolojik kaltir ve PZR
yontemlerinin karsilastirilmasi hedeflendi. Serum 6rneklerinin Rose Bengal Pleyt Test (RBPT) antijeni ile aglUtinasyon
testinde 35 6rnek (% 51,4) ve sut 6rneklerinin Stt Ring Testi (SRT) ile analizinde ise 39 slt 6rnegi pozitif bulundu (% 57,4).
Sut 6rneklerinden 15 (% 22) adet Brucella spp. izolasyonu gergeklesti. Tim izolatlar B. abortus biyotip 3 olarak identifiye
edildi. Akyuvar kismindan ve vaginal sivaplardan Brucella spp. izolasyonu yapilamadi. Klinik érneklerin timinin DNA
ekstraksiyonlarinin ardindan yapilan cins spesifik PZR sonucu, sut orneklerinin 11’inden (% 16,2) ve akyuvar 6rneklerinin
6’sindan (% 8,8) 223 bp’lik DNA amplifikasyonu saptanirken, vaginal sivaplarin higbirinden DNA amplifikasyonu
gerceklestirilemedi. Serolojik olarak negatif inekler kiltiirel ve molekiiler ydnden negatif bulundu. izole edilen Brucella
kaltarlerine yapilan Bruce ladder multipleks PZR sonucu 15 izolatin timi B.abortus profili gosterdi. Bakteriyel kiiltir altin
standart olarak alinarak, st 6rnegi icin PZR duyarlihgi % 78,9 ve 6zgulligu % 100 olarak belirlendi. Sonug olarak, kan ve
vaginal sivaplardan bakteriyel izolasyonun yapilamamasi ve PZR duyarliiginin bu 6rneklerde diisiik olmasinin nedeninin,
hastaligin dogasi geregi etkenin aralikli olarak sit ve vajinal akintilar ile atilmasina ve kanda bakteri yiikiiniin hastaligin
evrelerine gore degisebilmesine bagl oldugu disunilmistir. Bu nedenle gerek kiiltiir ve gerekse DNA amplifikasyonu igin
kan, sut ve vajinal sivap drneklerinin etkeni atik materyallere gore daha az tasiyabileceginin akilda tutulmasinin ve hastaligin
kesin tanisi igin bakteriyel serolojik ve molekiiler tani yontemlerinin kombine olarak kullaniimasinin énemli oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Brucella abortus, PZR, siit, Brucella spp. izolasyonu, teshis

Comparison of PCR and Bacteriological Culture to Diagnose Brucella Species in Clinical Samples

Collected from Cows in Brucellosis Suspected Herds

Abstract: In this study, we compared PCR and bacteriological culture methods to detect Brucella species in milk, blood
(buffy coat) and vaginal swabs collected from cows in suspected herds in Sanlurfa Province. Of 68 sera and milk samples
tested, 35 sera (51.4%) and 39 milk samples (57.4%) were positive by Rose Bengal Plate Test (RBPT) and Milk Ring Test
(MRT), respectively. A total of 15 (22%) Brucella spp. were isolated from the milk samples. All the isolates were identified as
B. abortus biotype 3. We failed to isolate Brucella spp. from both buffy coat portion of blood samples and vaginal swabs.
After DNA extractions from the clinical samples, a genus specific PCR was used to detect DNA in milk, buffy coats and
vaginal swabs. PCR products with a molecular size of 223 bp were obtained from 11 milk (16.2%) and 6 buffy coats (8.8%)
samples. No amplification could be made from vaginal swabs. Neither bacterial isolation nor DNA amplification was ever
detected from serologically negative animals. All isolates were revealed B.abortus by Bruce ladder multiplex PCR. Compared
with culture, sensitivity and specificity of milk PCR were determined as 78.9% and 100%, respectively. According to the
results, we thought that low sensitivity of cultural isolation and PCR in blood, milk and vaginal swabs materials could be due
to intermittent shedding of the agent through milk and vaginal secretions and variation of bacterial load in the blood
according to the stages of infection. Therefore, it was concluded that combination of bacteriological, serological and
molecular methods could be very useful for definitive diagnosis of the disease, especially in samples with low bacterial load.
Keywords: Brucella abortus, PCR, Milk, Brucella spp. isolation, diagnosis

Giris

Brusellozis bir¢cok hayvan tiriini etkileyen ve
ekonomiye ciddi olarak zarar veren zoonotik bir
infeksiyondur.  Brucella  cinsinin  giinimuizde,
Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis,
Brucella ovis, Brucella canis, Brucella neotomae,
Brucella ceti, Brucella pinnipedialis, Brucella microti
ve Brucella inopinata olmak (zere 10 tird
bulunmaktadir. Bu siniflandirma konakg! tercihi ve

biyokimyasal ve (ireme 0Ozelliklerine dayanmaktadir
(Scholz ve ark., 2008; OIE, 2012).

Hastaligin tanisinda serolojik, bakteriyolojik,
kiltirel ve molekiler yontemler degisen basari
oranlari ile kullanilmaktadir. Etkenin izolasyon ve
identifikasyonu hastaligin tanisinda altin standart
olarak kabul edilmektedir. Klasik biyotiplendirme
prosediirii CO2 gereksinimi, H2S ve lireaz Uretimi,
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bazik fuksin ve tiyonin boyalarina duyarlilik,
monospesifik A ve M ve Rough antiserumlar ile
aglitinasyon ve Brucella fajlari ile lizis testlerini
kapsamaktadir (Alton ve ark., 1988; Corbel, 1989).
Etken klinik materyallerde ayni yogunlukta
bulunmamakta 6zellikle kan, sit ve vajinal sivap
gibi etkenin goéreceli olarak daha az bulundugu
orneklerden etkenin izolasyonu daha bir 6nem
kazanmaktadir. Hastaligin molekiler tanisinda
etkenin farkli tiir, biyotip ve suslarini tanimlayan
cok sayida PZR tabanl test tanimlanmistir (Baily ve
ark., 1992; Bricker ve Halling, 1994; Garcia-Yoldi ve
ark.,, 2006; Mayer-Scholl ve ark, 2010).
Bakteriyolojik ve molekiler tani yodntemlerinin
birbirlerine gore gesitli avantajlari bulunmaktadir.
Bu calismada, Sanliurfa ilinde brusella
infeksiyonu  oldugu  disilinilen  sirilerdeki
ineklerden alinan 68 adet kan (akyuvar kismi),
serum, st ve vajinal sivap érneklerinden Brucella
etkenlerinin tanisi igin bakteriyolojik kiiltir ve PZR
yontemlerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Metot

Suslar ve klinik materyal: Referens B. abortus 544,
B. melitensis 16M, B. abortus S19 suslari
laboratuvarimiz kiltiir koleksiyonundan ve B. suis
1330 ve B. microti DNA lari AHVLA, Weybridge,
ingiltere’den temin edildi. Calisma materyalini 68
hayvandan alinan serum, kanin akyuvar kismi, st
ve vajinal sivaplar olusturdu. Ornek alinan sigirlarin
daha 6nce B. abortus S19 asisi ile asilanmadiklari
bilgisi alind1.

Serolojik yontemler: Serum ornekleri Rose Bengal
Pleyt Test (RBPT) antijeni ile ve sit ornekleri Sut
Ring Testi (SRT) ile analiz edildiler.

Bakteriyel identifikasyon: Bakteriyel izolasyon igin
sit, kanin akyuvar kismi ve vaginal sivap ornekleri
kullanildi. Ekim materyallerinin kati selektif besi
yerine ekimden 6nce icine amfoterisin B (1 pug/ml),
vankomisin (20 ug/ml), % 1 dekstroz ve % 5-10
serum ilave edilen zenginlestirme sivi besiyerine
ekildiler. Ekilen 6rnekler % 5-10 CO: igeren etlivde
6 hafta siire ile inkiibe edildi. Bu sire zarfinda
selektif besiyerine her hafta pasaj yapildi. Alti hafta
boyunca dreme goérilmeyen ornekler negatif
olarak degerlendirildi. Selektif besi yeri olarak igine
selektif Brucella supplement (SRO083A) katilan
serum dekstroz agar kullanildi (Farrel’s besiyeri).
Fakat ‘Farrell’s medium’da kullanilan ‘nalidilixic
asit” ve ‘bacitracin’ konsantrasyonlari bazi B.
abortus ve B. melitensis suslar Uzerinde inhibe
edici etkiye sahip oldugundan, selektif besi yeri icin
ayrica modifiye edilmis Thayer-Martin besiyeri
kullanildi  (OIE, 2012). Ureyen koloniler klasik

biyotiplendirme prosediiriine gore biyotiplendirildi
(Alton ve ark., 1988).

Brucella izolatlara cins spesifik ve multipleks PZR
(Bruce ladder) uygulanmasi: Kanin akyuvar kismi,
sit ve vaginal svaplardan genomik DNA
ektraksiyonu ticari kit (DNeasy Blood& Tissue Kit,
Qiagen, Almanya) kullanilarak Ureticinin kullanim
talimatlarina uygun olarak yapildi. Kaltirlerden
bakteri DNA izolasyonu igin test ve kontrol
suslarinin bir 6ze dolusu kiltiri 200 pl steril distile
suda slspanse edildi. Daha sonra 992C'de 10
dakika tutulan kaltirler isi ile inaktivasyonlarinin
ardindan 12.000 g ile 20 saniye santrifiij edildiler ve
kalip DNA igin bu supernatantlar kullanildi. Bitiin
Brucella tirlerinde oldugu gosterilen ve 31 kDa’luk
BCSP31 proteinini kodlayan bir gen Uzerinde
bulunan 223 bp’lik PZR hedef dizisi cins spesifik
DNA amplifikasyonu icin Baily ve ark. (1992)
tarafindan tanimlanan protokole uygun olarak
yapildi. Bu amagla B4 F (5’ TGG CTC GGT TGC CAA
TAT CAA 3') ve B5 R (5 CGC GCT TGC CTT TCA GGT
CTG 3') (Sigma Aldrich) primerleri bu hedef dizisini
¢ogaltmak igin kullanildi. Multipleks PZR, Mayer-
Scholl ve ark., (2010) bildirdigi yonteme gore
yapildi. Bu amagla 25 pl reaksiyon hacmi 2x Qiagen
Multiplex Master Mix (Qiagen, Almanya), 9 primer
giftinin her birinden 0.2uM ve 1pl kalip DNA igerdi.
Amplifikasyonlar &6rneklerin 95°C'de 15 dakikahk
denaturasyonun ardindan, denaturasyon, primer
birlesmesi ve uzamasi adimlari sirasi ile 94°C’'de 30
saniye, 58°C’'de 90 saniye ve 72°C’de 180 saniye
olarak ve 30 dongu olarak gergeklesti. Amplikonlar
% 1,5 olarak hazirlanan agoroz jelde 100 V’da
kosturuldu ve ardindan ayrilan bantlar UV 118
altinda gorintilendi.

Bulgular

Sanliurfa ilinde brusella infeksiyonu oldugu
distunilen surulerdeki 68 inekten alinan kan
(akyuvar kismi), serum, sit ve vajinal sivap
orneklerinden brusellozisin serolojik, bakteriyolojik
ve molekiler tanisi icin sirasi ile RBPT, SRT, klasik
bakteriyel izolasyon ve Brucella biyotiplendirme,
cins spesifik ve multipleks PZR yodntemleri
uygulandi. Serum o6rneklerinin RBPT antijeni ile
aglutinasyon testinde 35 6rnek (% 51,4) ve sit
orneklerinin Sut Ring Testi (SRT) antijeni ile
analizinde ise 39 sit ornegi (% 57,4) pouzitif
bulundu. Siit 6rneklerinden 15 (% 22) adet Brucella
spp. izolasyonu gerceklesti. Tim izolatlar B.abortus
biyotip 3 olarak identifiye edildi. Akyuvar
kismindan ve vaginal sivaplardan Brucella spp.
izolasyonu yapilamadi. Klinik érneklerin timinin
DNA ekstraksiyonlarinin ardindan vyapilan cins
spesifik PZR sonucu, st érneklerinin 11’inden (%
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16,2) ve akyuvar orneklerinin 6’sindan (% 8,8) 223
bp’ lik DNA amplifikasyonu saptanirken, vaginal
sivaplarin  higbirinden  DNA  amplifikasyonu
gerceklestirilemedi.  Serolojik  olarak  negatif
ineklerin higcbirinden ne bakteriyel izolasyon ne de

izole edilen Brucella kiltirlerine yapilan Bruce
ladder multipleks PZR sonucu 15 izolatin timi
B.abortus profili gosterdi (Sekil 1.) Bakteriyel kultlr
altin standart olarak alinarak, st 6rnegi icin PZR
duyarhhigr % 78,9 ve o6zgulligi % 100 olarak

Brucella DNA amplifikasyonu saptandi (Tablo 1.). belirlendi.

Tablo 1. Klinik 6rneklerin brusellozis yéniinden serolojik, bakteriyolojik ve molekdler test sonuglari.

Saklama no " . Bscp31 gen spesifik PZR
Ornek RBPT* SRT** Kiilear " Akyuvar Vajinal Bruce ladder PZR
no sonug sonug sonug sit Kismi sivap

1 9095 - + - - - - -

2 8641 - + - - - - -

3 0832 + + - + - - -

4 7311 - - - - - - -

5 8706 - + - - - - -

6 8687 - - - - - - -

7 7283 + + + + + - B. abortus
8 0969 - - - - - - -

9 8540 - - - - - - -

10 9042 - - - - - - -

11 2503 - - - - - - -

12 4302 - - - - - - -

13 2400 - - - - - - -

14 0239 - - - - - - -

15 15 + + - - - - -

16 16 + + + - + - B. abortus
17 078 - - - - - - -

18 6039 - - - - - -

19 6365 - - - - - - -

20 067 - + - - - -

21 3003 - - - - - - -

22 4951 + ++ + + + - B. abortus
23 2669 - - - - - - -

24 5761 - - - - - - -

25 7983 - + - - - - -

26 6794 - - - - - - -

27 9366 - - - - - - -

28 5042 - + . - - - - -

29 3448 - - - - - - -

30 5572 - - - - - - -

31 8390 - - - - - - -

32 xx071 - - - - - - -

33 3681 + ++ + + + - B. abortus
34 1684 - ++ - - - - -

35 Klpesiz - - - - - - -

36 114 - - - - - - -

37 59585028 + ++ + + - - B. abortus
38 63694569 + ++ + - - - B. abortus
39 63666307 + ++ - - - - -

40 59588222 + - - - - - -

41 63666205 + ++ - - - - -

42 59594667 + ++ - - - - -

43 59576615 + + + + - - B. abortus
44 59564856 + + - - - - -

45 59581124 + ++ + + - - B. abortus
46 59580309 + + - - - - -

47 22877958 + + + - - - B. abortus
48 63666226 + ++ - - - - -

49 63653321 + + - - - - -

50 59591105 + ++ - - - - -

51 59564898 + ++ - - - - -

52 59575182 + ++ - - - - -

53 63666219 + ++ + + + - B. abortus
54 59575139 + ++ - - - - -

55 63666203 + - - - - - -

56 59590755 + + - - - - -

57 59575139 + ++ + - - - B. abortus
58 5956117 + ++ + - - - B. abortus
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59 59575182 + - - - - - -
60 59584258 + ++ - - - - -
61 4061 + ++ + + - - B. abortus
62 1262 ++ ++ + + - - B. abortus
63 4452 + . . . . . .
64 5297 ++ + - - - - -
65 4930 - + - - - - -
66 5572 - - - - - - -
67 5776 -+ - - - - -
68 4334 ++ ++ + + + - B. abortus
Toplam 29 (-) 35(+) 39(+) 15(+) 11(+) 6(+) 0 15
% % 42,6 %51,4 % 57,4 % 22 % 16,2 % 8,8 %0 %22
*RBPT: Rose Bengal Pleyt Test
**SRT: Sit Ring Testi
Tartigma ve Sonug

Bu calismada, Sanhurfa ilinde brusella amplifikasyonu  saptanirken, vaginal sivaplarin
infeksiyonu  oldugu  dusiinilen  sirilerdeki hicbirinden DNA amplifikasyonu gergeklesmedi.

ineklerden alinan 68 adet kan (akyuvar kismi),
serum, sit ve vajinal sivap o6rneklerinden Brucella
etkenlerinin tanisi icin bakteriyolojik kiiltir ve PZR
yontemlerinin karsilastiriimasi hedeflendi. Serum
orneklerinin 35(% 51,4) adedi RBPT antijeni ile
pozitif reaksiyon gosterdi ve sut orneklerinin 39
adedi (% 57,4) SRT antijeni ile pozitif bulundu.
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Gida ve
Kontrol Genel MudurlGgi'niin Turkiye'de Bruselloz
ve Tiberkiilozun Kontrol Stratejisinin Belirlenmesi
Projesi 2011 yili raporuna gore, brusellozun sigir
surilerinde fert prevalansi % 2,7, strl prevalansi %
7,8, koyun sirilerinde fert prevalansi % 3,4, siri
prevalansi % 22,5 olarak bildirilmistir (Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi, 2012). Ulkemizde sigir
brusellozunun 2011 yilinda yapilan seroprevelans
¢alismasinda seropozitiflik orani birey bazinda %
2,6 ve slrli bazinda % 6,9 olarak belirlenmistir.
CGalismamizda pozitiflik oranlarinin bu kadar yiksek
bulunmasi alinan 68 6rnegin brusellozis agisindan
infeksiyon riski taslyan sirilerden alinmis olmasina
baglandi. Sit 6rneklerinin 15’inden (% 22) Brucella
spp. izolasyonu gergeklesti. Turkiye’de sigirlardan
izole edilen izolatlarin yaklasik % 95’inin B .abortus
biyotip 3 oldugu bildirilen daha 6nceki galismalarla
uygun olarak tim izolatlar B. abortus biyotip 3
olarak identifiye edildi.(Erdenlig ve ark., 2007; ica
ve ark., 2008; Sahin ve ark., 2008). Calismada
izolasyon icin kan yerine, Brucella tiirlerinin infekte
hayvanda kanda I6kositler iginde bulunmasi
nedeniyle kanin akyuvar kismi kullanildi. Boylece
fagosite edilmis olarak daha konsantre olarak
bulunma ihtimali ve dolayisi ile izolasyon
duyarliiginin artirilmasi igin dusinuldi. Ancak ne
kanin l6kosit fraksiyonundan ne de vaginal
sivaplardan Brucella spp. izolasyonu yapilamadi.
Klinik 6rneklerin  DNA ekstraksiyonlarinin
ardindan vyapilan cins spesifik PZR sonucu, siit
orneklerinin  11’inden (% 16,2) ve akyuvar
orneklerinin 6’sindan (% 8,8) 223 bp’lik DNA

Kanin |6kosit fraksiyonundan Brucella spp.
izolasyonu yapilamazken etkenin molekiler olarak
saptanmasinin nedeni, etkenin I6kositler iginde
bulundugundan bu hicrelerin lizisi olmadan
bakterilerin  kiltir ortaminda izolasyonunun
yapilamamasi olabilir. Bu nedenle kanin akyuvar
kismina ait 6rneklerin izolasyonu 6ncesi érneklerin
birka¢g kez dondurulup ¢ozdiriilmesi izolasyonun

duyarhligini artirabilir. Bu ihtimalin
degerlendiriimesine ydnelik sonraki ¢alismalara
ihtiyag  bulunmaktadir. izole edilen Brucella

kilturlerine yapilan Bruce ladder multipleks PZR
sonucu 15 izolatin timd B.abortus profili
gostererek klasik yontemler ile paralel sonug
gosterdi.(Sekil 1.) Bakteriyel kultir altin standart
olarak alinarak, st 6rnegi icin PZR duyarliligi %
78,9 ve 0zgllliglu % 100 olarak belirlendi. Sitten
Brucella DNA sinin izolasyonu etkenin hiicre igi bir
ajan olmasi ve sitin yag tabakasina yiiksek affinite
duymasi nedeni ile genellikle zor bir proseduirddr.
Sutten Brucella spp. mikroorganizmalarinin PZR ile
saptanmasina yonelik ¢ok sayida calisma yapilmis
ve degisik basari oranlari ile kullanilmistir (Giiler ve
ark.; ilhan ve ark., 2008; Romero ve Lopez-Goni,
1999; OIE, 2012). Sunulan ¢alismada, kaltur pozitif
15 st orneginin 11 adedinde PZR pozitif sonug
alinmis ve 4 siit 6rneginden etken molekiler olarak
saptanamamistir. Bunun nedeninin, etkenin st
orneginde ¢ok az sayida olmasi ve/veya DNA
ekstraksiyonundaki olasi herhangi bir problemden
kaynaklanabilecegi dislinildi. Calismada alinan
sut ornekleri 6 hafta siire ile zenginlestirme
besiyerinde inkiibe edilmis ve her hafta farkh iki
kati selektif besi yerine ekim yapilmis ve bu siirenin
sonunda Ureme gorllmeyen siit 6érnegi izolasyon
acisindan negatif olarak degerlendirilmistir. Bu
nedenle g¢alismada kdltir duyarliigr artinlmis az
saylda mevcut olma ihtimali olan 6rneklerde bu
sekilde etken dretilmis olabilir. Diger taraftan, bir
siit 6rneginde izolasyon yapilamamisken etkenin
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molekiler olarak saptanmasinin nedeninin etkenin
canli  olmamasina veya Ornekleme Oncesi
kematerapotik  kullanimina  bagh  olabilecegi
dusindlda.

Sekil 1. Test ve referens suslara uygulanmis multipleks
PZR (Bruce ladder) sonuglari. M: 100 bp ladder, 1-7: B.
abortus test izolatlari, 8: B. abortus 9: B. microti, 10: B.
abortus S19, 11: B. melitensis, 12: B. suis, 13: Negatif
kontrol

Sonu¢ olarak, I6kosit fraksiyonu ve vaginal
sivaplardan bakteriyel izolasyonun yapilamamasi
ve PZR duyarliiginin  bu o6rneklerde dislik
olmasinin nedeninin, hastaligin dogasi geregi
etkenin aralikli olarak sit ve vajinal akintilar ile
atilmasina ve kanda bakteri yikinin hastaligin
evrelerine gore degisebilmesine baglh oldugu
dislinGlmustir. Bu nedenle gerek kiltir ve
gerekse DNA amplifikasyonu igin kan, siit ve vajinal
svap oOrneklerinin etkeni atik materyallere goére
daha az tasiyabileceginin akilda tutulmasinin ve
hastaligin kesin tanisi icin bakteriyel serolojik ve
molekiiler tani yodntemlerinin kombine olarak
kullanilmasinin 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.
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