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OZET

Brusellozis Tamisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Etkinliginin Serolojik

Yontemlerle Karsilastirilmasi ve Viriilans Genlerinin Saptanmasi

Amag: Bruselloz, ¢oklu organ tutulumu ile ilerleyen zoonotik bir enfeksiyondur.
Klasik tanida kullanilan kiiltiir ve serolojik testler uzun siire gerektirmekte ve yanlis-
negatif olarak sonuclanabilmektedir. Bu c¢alismada, hizla gelisen ve birka¢ saatte
sonuglanabilen bir tan1 yontemi olan PCR’1n bruselloz tanisindaki etkinligi arastirilmistir.

Materyal ve Metot: Calismaya, hastanemizde 01 Ocak 2018 ile 31 Temmuz 2018
tarithleri arasinda saptanan 60 hasta ve 60 kontrol numunesi dahil edildi. Numunelerde
real-time PCR yontemi ile Brucella spp. DNA’s1 arastirildi ve pozitif 6rneklerde PCR
yontemi ile tlir ayrimi ve viriilans genleri ¢alisildi. PCR yonteminin tani etkinlik degerleri
hesaplanda.

Bulgular: Hasta numunelerinin sekizinin kan kiiltiiriinde Brucella spp. iiremesi
oldu. Serolojik yontemlerle antikor saptanan 60 hastanin 50°sinde akut hastalik gostergesi
olan >1/160 titre degeri mevcuttu ve bu hastalarin 32’°si akut hasta, geri kalan 18’1 ise
tedavi altindaki hastalardi. Yapilan real-time PCR testi ile hasta grubunda 19 6rnekte
Brucella spp. DNA’s1 saptanirken, bu tiirlerin hepsi Brucella melitensis olarak belirlendi
Pozitif orneklerin hepsinde ompl19, wbkA, manA, mviN, ure ve perA viriilans genleri
pozitif bulundu. PCR’1n hasta grubu ve akut hastalar i¢in saptanan duyarlilig1 sirasiyla
%31.6 ve %59.3; 6zgiilliik ve Pozitif Prediktif Degeri %100 ve akut hastalar i¢cin Negatif
Prediktif Degeri ise %87.1 olarak hesaplandi.

Sonug¢: Calismamizda, Brucella PCR testi ile akut hastalarin yaklasik %60’ min
tanisinin yapilabildigi, bu testin 6zgiilliigliniin milkkemmel diizeyde oldugu, olgularinin
hepsine B. melitensis’in neden oldugu ve suslarin tiim 6nemli viriilans genlerini tagidigi
saptanmigstir. Daha hassas saptama limiti olan PCR kitlerinin gelistirilmesi ve hastadan
uygun dénemde numune alinmasi ile PCR’1n bruselloz tanisindaki etkinligi artacaktir.

Anahtar Kelimeler: Brucella spp., Bruselloz, Serolojik Testler, PCR, Viriilans.
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ABSTRACT

Comparison of the Efficacy of Polymerase Chain Reaction in the Diagnosis of

Brucellosis by Serological Methods and Detection of Virulence Genes.

Aim: Brucellosis is a zoonotic infection that progress with multiorgan
involvement. The classical diagnostic methods, including culture and serological tests,
require long time to be completed and may yield false negative results. In this study, the
performance of PCR, as a rapidly-developing method that is able to give results within
hours, was aimed to be evaluated on the diagnosis of brucellosis.

Material and Method: A total 60 patients and 60 control patients’ samples which
were assessed between January 1%, 2018 and July 31", 2018 in our hospital were included.
Brucella spp. DNA was investigated in the clinical samples with real-time PCR method,
and species typing and virulence genes were studied with PCR. The diagnostic efficacy
of PCR method was analyzed.

Results: Brucella spp. growth occurred in eight of the patients’ blood cultures.
Fifty out of 60 patient samples which were found positive for antibody were determined
as having >1/160 serum titer, and 32 of them having acute disease. Resting 18 patients
were accepted as the patients who were currently under treatment. In the real-time PCR
analysis, DNA of Brucella spp. were found positive in 19 samples in the patient group.
Brucella melitensis were identified in all PCR-positive samples, and all these samples
were also found positive for all the studied virulence genes including ompl19, wbkA,
manA, mviN, ure and perA. Of the PCR method, the sensitivity for patients group and
acute patients were found as 31.6% and 59.3%, respectively; specificity and Positive
Predictive values were determined as 100%, and Negative Predictive Value for acute
patients was found as 87.1%.

Conclusion: In this study, it was determined that Brucella PCR could diagnose
almost 60% of acute patients, the specificity of this test was excellent, B. melitensis was
the causative agent in all patients and all these strains were carrying all substantial
virulence genes. It is concluded that more sensitive PCR kits having lower detection limit
are required, and sampling from the patients in appropriate time will increase the efficacy
of PCR in the diagnosis of brucellosis.

Key Words: Brucella spp., Brucellosis, Serological Tests, PCR, Virulence.
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1. GIRIS

Brucella spp., gram-negatif kokobasil morfolojisinde kiigiik, aerobik, intraseliiler
enfeksiyon yapan zoonotik bir bakteri olup bruselloz olarak adlandirilan hastaliga neden
olur. Bruselloz, tiim diinyada goriilmekle beraber 6zellikle Akdeniz Havzasi, Ortadogu,
Giiney ve Giiney-Dogu Asya ve bazi1 Latin Amerika iilkelerinde daha yaygin ve endemik
halde goriiliir. Bruselloz; “Ondiilan Ates”, “Akdeniz Atesi”, “Malta Hummas1” veya
“Bang Hastalig1” olarak da adlandirilmaktadir. Hastaligin insanlara bulasi ¢cogunlukla
enfekte koyun, ke¢i, sigir, manda ve domuz gibi hayvanlarin pastorize edilmemis siit ve
et tirlinlerinin tiiketilmesi veya bu hayvanlarin idrar, kan ve viicut sivilarina temas sonucu
ortaya cikar. Hastalik, ciftlik hayvanlarinda et ve siit veriminin diismesine, enfekte
hayvanlarin 6lmesine veya gebe hayvanlarin yavru atmasina neden oldugu i¢in tarim ve
hayvancilikta 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. (1-3).

Bruselloz insanlarda akut, subakut ve kronik enfeksiyonlar seklinde goriilebilen,
coklu organ ve doku tutulumu yapan ve bazen de hayati tehdit eden 6nemli klinik tablolar
olusturur. Bulasiciligimin yiiksek olmasi ve hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli
bir hastalik olusturmasi nedeniyle Brucella spp.’nin biyolojik savas silahi olarak
kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (1-4).

Bruselloz, ates, eklem ve kas agrilar1 ve kilo kaybi1 gibi 6zgiil olmayan
semptomlara yol agtigindan hastaligin klinik tanisinda sorunlarla karsilasilmaktadir (2).
Ayrica, etkenin yavas lireme hizi ve bakterinin kanda bulunmadigi donemlerin olmasi
gibi nedenlerle brusellozun kesin laboratuvar tan1 metodu olan kiiltiiriin etkinligi en fazla
%350 dolayindadir (5). Bu nedenle, hastanin serumunda etkene karsi liretilmis antikorlarin
saptandig1 serolojik testler bruselloz tanisinda giinlimiize kadar en ¢ok kullanilan tani
yontemleri olmustur. Ancak bu testlerin yaklasik 24 saatlik inkiibasyon siiresi
gerektirmesi, okuyucu kaynakli yorumlama hatalarina agik olmalart ve %68-90 dolayinda
duyarlilik gostermeleri nedeniyle daha hizli ve daha kesin tan1 yontemlerine gereksinim
duyulmustur (6, 7).

Bir niikleik asit amplifikasyon yontemi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
ilk uygulamasindan beri gittikce daha da gelistirilmis ve Orneklerde 5-50 KOB/ml
yogunluktaki bakteriyel DNA’y1 saptayabilecek diizeyde duyarlilik kazandirilmis bir tan1

yontemidir (8). Giiniimiizde PCR viral etkenler basta olmak iizere bakteri, mantar ve



parazit enfeksiyonlarinin tanisinda ve insan gen 6zelliklerinin belirlenmesi gibi klinik
uygulamalarda etkin bir sekilde kullanilmaktadir. PCR, sadece mikroplarin neden oldugu
hastaliklarin tanisinda degil ayn1 zamanda patojenin DNA’sinda bulunan ve hastaligin
siddeti ile iliskili viriilans 6zelliklerini de kodlayan gen bolgelerini saptayabildigi i¢in
klinik olarak ayrica 6nemli bir tan1 yontemi olmustur (9).

PCR’1n sagladig1 bu iistiin tan1 giliciine ragmen giiniimiize kadar bu yontemin
bruselloz tanisindaki etkinliginin arastirildig1 az sayida ¢alisma yapilmis; lilkemizden
sadece birkag, bolgemizden ise hi¢ bilimsel arastirilma iiretilmemistir. Ayrica, PCR
teknolojisi yillar i¢inde hizli bir gelisim gostererek daha duyarli tanisal kit ve cihazlar
iiretilmis olmasina ragmen konu hakkindaki bilimsel ¢aligmalar bu gelisen teknolojiyi
yakalamakta yetersiz kalmistir.

Bu calismada, iilkemizin Dogu ve Giiney-Dogu Anadolu bolgesinde 6nemli bir
bolgesel referans merkezi olan hastanemize, bruselloz siiphesi ile gelmis hastalardan
alinan serum Ornekleri kullanilarak PCR yontemi ile etkenin tespit edilmesi, serolojik
testler ile PCR’1n etkinliginin karsilastirilmasi ve saptanan suslarin virulans genleri
yoniiyle 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile PCR’1in daha kisa bir siirede (4 saat), laboratuvar
personelinin etkene maruz kalma riskini azaltarak, yorumlama hatalarina neden olmadan
ve etkenin kanda ¢ok diisiik konsantrasyonda bulunmasi durumunda dahi hastaligin
tanisinin yapilabilir olup-olmadigi saptanacak ve bruselloz tan1 yontemleri i¢inde niikleik
asit amplifikasyon yontemlerinin etkinligi ortaya konulacaktir. Bu ¢alisma kapsaminda
ayrica, saptanan kokenlerin viriilans gen epidemiyolojileri hakkinda onemli veriler

saglanacaktir ki bu konuda tilkemizden bildirilen veri miktar1 yok denecek kadar azdir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce

Bruselloz’un tanimi ilk defa milattan 6nce 460 yilinda Hipokrat tarafindan
yapilmustir. Bruselloza ait klinik semptomlar ilk kez asistan bir cerrah olan J. A. Marston
tarafindan 1861 yilinda yapilmis ve Dr. Marston bu hastaligi Gastric Remittent Fever
olarak tanimlamustir (4). Iskog bir cerrah olan David Bruce 1887 yilinda Malta adasinda,
atesli hastaliktan 6len Ingiliz askerlerinin dalaklarinin lekeli kisimlarindan ¢ok sayida
kiiciik bakteriler izole etmis ve bu organizmalar1 Malta adasinda kesfettigi i¢in Latince
“Melita” isminden esinlenerek bakterinin ismini Micrococcus melitensis olarak
belirlemistir (3, 4).

Hughes 1897 yilinda hastalarin atesli donemlerinde gordiigi dalgalanma
nedeniyle brusellozun insanlardaki klinik o6zelliklerine bazi eklemeler yaparak
detaylandirmistir. Yine aymi yil igerisinde Wright ve Smith, hayvan ve insan
enfeksiyonlarinin iligkisini yaptiklar1 agliitinasyon testleri ile aragtirmig, hayvan ve insan
serumlarinda bulunan Micrococcus melitensis’e karsi antikorlar1 saptamis ve etkenin
zoonotik 6zelligini ortaya koymuslardir (4).

Danimarkali bir veteriner hekim olan Bang, 1897 yilinda dogum yapan sigirlarin
uterus salgisindan gram-negatif koko-basil morfolojisindeki etkeni izole etmis ve daha
sonra bu tiiri Brucella abortus olarak adlandirmustir (3, 4).

Maltali geng bir doktor olan Zammit, 1905 yilinda Akdeniz Ates Komisyonunda
calistign sirada, halen Micrococcus melitensis olarak adlandirilan mikroorganizmaysi,
kecinin idrar ve siit iiriinlerinden izole etmistir. Bunun sonucunda, kegilerin Micrococcus
melitensis igin bir rezervuar oldugu ve bu hayvanlarin siit ve peynirlerinin ¢ig
tiikketilmesinin insanlarda enfeksiyona neden oldugu sonucuna varilmistir (4).

Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) Indiana eyaletinde, 1914 yilinda erken
dogan domuz yavrularinin mide, karaciger ve bobreklerinden Brucella suis ilk olarak
izole edilmistir (3).

Amerikal1 bir bakteriyolog olan A. Evans 1918 yilinda, kegilerden ve sigirlardan
izole edilen gram-negatif basillerin morfolojik olarak ayni oldugunu, kiiltir ve
biyokimyasal 6zelliklerinin de farkli olmadigini ortaya koymus; ancak, agliitinasyon-

absorbsiyon testinde antijenik farklilik oldugunu tespit etmistir. Daha sonraki yillarda



Meyer ve Shaw yapilan bu gézlemleri dogrulamis ve bu mikroorganizmalarin cins ismini,
Sir David Bruce’un onuruna Brucella olarak belirlenmesini 6nermislerdir (4).

Buddle ve Boyce, Yeni Zelenda ve Avustralya’da koglarda epididimit nedeni olan
Brucella ovis’i 1956 yilinda izole etmistir. Stoenner ve Lackman ise 1957 yilinda,
ABD’de orman ratlarindan Brucella neotomae’yi izole etmistir (4). Carmicheal ve
Bruner, 1968 yilinda av kopeklerinde gelisen salgindan Brucella canis’i izole etmislerdir
(3, 4).

Yirminci ylizyilin son birkag¢ yilinda, denizde yasayan hayvanlarda da Brucella
tirlerinin enfeksiyona yol agtigi saptanmistir. Deniz memelilerinden Phoca vitulina,
Phocoena phocoena, Delphinus delphis ve sise burunlu bir yunus tiirii olan Tursiops
truncatus’ta Brucella tiirlerine ait ilk izolasyonlar yapilmis, daha sonra Brucella
tarafindan enfekte edilen deniz canli tiirii sayis1 daha da genislemistir (10).

Ulkemizde ise, Brucella melitensis ilk kez Mahmut S. Akalin ve Hiisamettin Kural
tarafindan 1915 yilinda hastanede yatan bir askerde; Ziihtii Berke tarafindan sigirlardaki
Brucella cinsine ait ilk izolasyonlar 1931 yilinda ve koyun ve kegilerden Brucella cinsine
ait saptamalar ise Golem, Koyliioglu ve Aktan tarafindan 1943-1944 yillar1 arasinda
yapilmustir (3).

2.2 Epidemiyoloji

Bruselloz, insanlarin saghgini ciddi bir sekilde etkileyen ve diinya genelinde
hayvancilik verimliligini olumsuz diizeyde etkileyen zoonotik bir hastaliktir (11). Bu
hastalik ayn1 zamanda 6zellikle hayvanlar ile temasin yogun oldugu kirsal bolgelerde
yasayan insanlar basta olmak lizere enfekte ettigi insanlarin yasam kalitesini olumsuz
etkilemekte ve bazen de hayatlarin1 kaybetmelerine yol agmaktadir (12).

Diinya capinda goriilebilen bu zoonotik hastalik, 6zellikle Akdeniz havzasinda,
Hindistan bolgesinde, Arap iilkelerinde, Orta ve Giiney Amerika ile Meksika’nin bazi
bolgelerinde endemiktir (4).

Her y1l diinya genelinde 500 000 yeni bruselloz olgusu bildirilmektedir. Yillar
icinde tip ve veterinerlik hizmetlerinin gelismesi ve yaygimlasmasi sonucunda bruselloz
prevelansi ve insidansinda kayda deger bir azalma olmasina ragmen; hem yerel hem de
uluslararasi saglik kuruluslart igin bir halk saghig: tehtidi olmaya devam etmektedir (13).

Bruselloz, %2 gibi diisiikk bir mortalite oranina sahip olmasina ragmen yiiksek
morbidite ile sonuglanan Onemli bir hastalik olarak kabul edilir (14, 15). Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizde 2008-2017 yillar1 arasinda

bruselloz hastaligina ait vaka sayilar1 9818’den 6457’ye diizenli bir diisiis gdstermistir.
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Saglik Bakanligi’nin 2008-2017 yillar1 arasindaki bruselloz hizlari, mortalite ve

morbidite degerleri Tablo 2.1 ve Sekil 2.1°de gosterilmistir (16).

Tablo 2.1: Tiirkiye’de Bruselloz istatistik Verileri 2008-2017 (16).

Morbidite Hizi  Oliim Mortalite Hiza
Yillar Niifus Vaka Sayisi (100.000) Sayisi (1.000.000)
2008 71.517.100 9818 13.73 1 0.01
2009 72.561.312 9385 12.93 0 0.00
2010 73.722.988 7703 10.45 0 0.00
2011 74.724.269 7177 9.60 0 0.00
2012 75.627.384 6759 8.94 0 0.00
2013 76.667.864 7225 9.42 0 0.00
2014 77.695.904 4475 5.76 0 0.00
2015 78.741.053 4173 5.30 0 0.00
2016 79.814.871 5148 6.45 0 0.00
2017 80.810.525 6457 7.99 0 0.00

Bu verilere gore, 2008-2017 yillar1 arasinda iilkemizde toplam 68.320 hastanin

bruselloza yakalandigi, bunlardan bir kisinin hastalik nedeniyle hayatini kaybettigi ve

bruselloza bagli morbidite hizinin ise 13.73’ten 7.99’a (100 bin niifusta) distiigi

goriilmektedir.
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Brusellozun global sikligina bakildiginda ise; insanlarda goriilen brusellozun
endemik bolgelerdeki insidansi 100.000 niifusta 0.01 ile 200 arasinda degismektedir (17).
Ancak; insanlarda goriilen brusellozun gercek insidansi ¢cogu iilke igin halen tam olarak
bilinmemektedir. Hatali yapilan bildirimler ve yanlis hesaplamalara bagl olarak, ger¢ek
insidans oraninin bildirilenden 25 kat daha fazla olabilecegi tahmin edilmektedir (4).

2.3 Bulas Yollari

Brusellozun insanlara bulasma yollar1 arasinda, enfekte hayvanlarin siit ve siit
irlinlerinin pastorize edilmeden tiiketilmesi, insanlarin biitiinligli bozulmus deri ve
mukoz membranlarina bu hayvanlarin viicut salgilarinin temasi ve enfekte aerosollerin
inhalasyonu bulunmaktadir (18).

Bruselloz hastalig1 mesleki maruziyet nedeni ile mezbaha ve ¢iftlik ¢alisanlarinda,
hayvan iirlinlerinin paketlenmesi isinde ¢alisanlar ve veteriner hekimler arasinda da bir
meslek hastalig1 olarak goriilebilmektedir (3). Insandan insana gecis ¢ok nadir olmakla
birlikte, hastaligin cinsel yolla bulastigina dair raporlar mevcuttur (19). Bruselloz ayrica;
enfeksiyonu tastyan vericilerden kan transflizyonlari, bobrek ve kemik iligi
transplantasyonlarinda da bulasabilir. Transplasental yolla, enfekte annenin siitiinden
veya dogum sirasinda neonatal enfeksiyon olusabilir. Brucella tiirlerine ait enfeksiyonlar;
laboratuvarda organizmayi igeren kiiltlir veya 6rneklerinin kaza sonucu dokiilmesi veya
havaya karigsarak inhale edilmesi sonucu da yine bir mesleki hastalik olarak tibbi
laboratuvar ¢alisanlarinda ortaya ¢ikabilmektedir (20).

2.4 Brucella Tiirleri

“Brucella tiirleri; Proteobacteria subesinin a-2 alt boliimii, Rhizobiales takimi ve
Brucellaceae ailesinde yer alir. Rhizobiales takimi, ayni zamanda Bartonellaceae,
Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae ve Aurontimonadaceae ailelerini de igerir. Brucella
tirleri; Agrobacterium, endosimbiyotik Rhizobium ve Mesorhizobium tiirleri, Bartonella
tirleri, Ochnobactrum tiirleri ve tropikal bitkilerin serbest yasayan kemoototrof
patojenleri olan Phyllobacterium tiirleri ile iliskilidir” (20).

Brucella cinsi bakteriler; 6zgiin olarak 6 klasik tiir igermektedir. Bunlar; Brucella
abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella ovis, Brucella canis ve Brucella
neotomae’ dir. Gilinimiize kadar Brucella tiirlerinin adlandirilmalarinda yerlestikleri
konak tiirlerine gore isimlendirilme yapilmasi tercih edilmistir (20).

Brucella tiirleri, “smooth” —diizgiin- Lipopolisakkarit (LPS) ile iliskili olan M ve
A antijenlerinin serolojik agliitinasyonuna gore biyovarlarina ayrilirlar. Brucella abortus

primer olarak sigirlarin patojenidir. Ancak; koyun, ke¢i, deve, kopek, at ve insanlara da
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bulasabilmektedir. Brucella abortus’un sekiz biyovart mevcuttur (20, 21). Brucella
melitensis temel olarak kegi ve koyunlarda bruselloza neden olan tiirdiir. Enfekte koyun
ve kegi siiriileriyle birlikte yasayan veya bu tiir hayvanlarin enfekte viicut ¢ikartilar ile
temasi olan sigirlara da B. melitensis bulasabilir. Ug adet biyovar1 mevcut olan bu tiir,
insanda goriilen akut brusellozun en sik nedeni olarak bilinir. Brucella suis bes adet
biyovar icermektedir ve biyovarlar arasinda konak 6zgiilligi farklilik gostermektedir.
Biyovar 1, 2, ve 3 domuzlarda, biyovar 4 ren geyiginde, biyovar 5 ise gevis getiren kiiglik
kemirgenleri enfekte etmektedirler. Tim bu biyovarlarin insanlarda hastalik
olusturabilme olasiligi vardir. Brucella neotomae sadece ¢6l farelerinden sinirli bir
cografi bolgede izole edilebilmekte olup tek bir biyovar igerir. Brucella ovis yine tek bir
biyovar igerir ve koglar ve koyunlar i¢in yiiksek 6zgiilliik géstermektedir. Brucella canis
tek bir biyovar igerir ve kopeklere yiiksek 6zgiillikk gostermektedir (20, 22).

Cloeckaert ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda birgok yeni Brucella-
benzeri bakteri izole edilmistir. Bunlardan, foklarda izole edilenlere Brucella
pinnipediae, deniz memelileri izolatlar1 i¢in Brucella cetaceae olarak adlandirilmistir
(23). Sise burunlu yunus fetiislerinden elde edilenler igin de Brucella delphini adi
Onerilmistir (24). Bu isimlendirme, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
Kitabinin yeni baskisina da girmis ve bu tiirler Brucella phocae (fok), Brucella delphini
(yunus) ve Brucella phocoenae (domuz baliklar1) olarak bilimsel literatiire gegmistir (20).

Scholz ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismalar sonucunda
Microtus arvalis’ten (tarla faresi) yeni bir tiir izole edilerek Brucella microti olarak
isimlendirilmistir (25).

Yine Scholz ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada,
bruselloz ile uyumlu klinik semptomlar1 olan bir kadin hastanin meme yara sivisindan ve
kanindan yeni bir tiir izole edilmis ve Brucella inopinata olarak isimlendirilmistir (26).
Insan enfeksiyonuna neden oldugu saptanan bu son tiiriin klinik énemi hakkinda daha
fazla bir bilgi yoktur.

2.5 Mikrobiyolojik Ozellikler

Brucella tiirleri; kok, koko-basil veya kisa basiller seklinde olabilen, 0.5-0.7 um
eninde, 0.5-1.5 um boyunda bir veya ikili hiicreler ve kisa zincirler seklinde goriinebilen
hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz gram-negatif bakterilerdir (22).

Kiigiik olduklarindan ve ¢ok sinirli hareket 6zelliklerinden dolayr mikroskobik

incelemede “titresir” (Braurien hareketi) olarak goriintirler (3).



Brucella tiirlerinin timii aerobiktir. Brucella abortus ve B. ovis gibi baz tiirler
tiremek i¢cin CO2 gereksinimi duyarlar. Brucella spp., 6zellikle ilk izolasyonda kompleks
besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar. Hemin (faktdr X) ve nikotin amid diniikleotid (faktér V)
iremeleri icin gerekli degildir. Jelatini eritemezler ve eritrositlerde hemoliz yapmazlar.
Brucella 10-40 °C’de iirme 6zelligi bulunmakla birlikte ideal tireme 1s1s1 37 °C’dir (22).

Brucella tiirlerinin iiremesi icin optimal pH diizeyi 6.7-7.4’tiir. ilk koloniler
inkiibasyondan 24-36 saat sonra goriilebilir. Diizgiin (S tipi) koloni ve mukoid suslarda
kapsiil gosterilebilse de diizensiz (R tipi) koloni sekillerinde kapsiil bulunmaz. Zengin
besiyerlerinde diizgiin kenarli, konveks, nemli ve parlak koloniler olustururlar (3).

Brucella’nin kiiltiir plaginda saptanan koloni goriintiisti Sekil 2.2°de gosterilmistir.

-*»

Sekil 2.2: Brucella melitensis’in besiyerindeki koloni goriintiisii (27).

Koloni 6zellikleri ve rezervuar konak segiciligine gore Brucella tiirleri farkliliklar
gosterir. Bu 6zellikleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2: Brucella Tiirlerinin Koloni Morfolojileri ve Rezervuar Konaklari (28).

Tiir Koloni Morfolojisi Rezervuar Konak
Brucella abortus S* sigirlar ve boynuzlular
Brucella suis S domuz, ren geyigi, tavsan
Brucella melitensis S koyun ve kegi
Brucella neotomae S ¢Ol faresi
Brucella ovis R** kog

Brucella canis R kopek
Brucella ceti S deniz memelileri
Brucella pinnipedialis S ylizgec ayaklilar
Brucella microti S tarla faresi

*S: Diizgiin, **R: Piiriizlii



2.6 Biyokimyasal Ozellikler

Brucella tiirlerinin tamami aerobiktir ve bu nedenle klinik 6rneklerden izole
edilmeleri i¢in oksijene ihtiyag duyarlar (20).

Brucella tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan bazi biyokimyasal 6zellikler Tablo
2.3 ve Tablo 2.4°de gosterilmistir.

Tablo 2.3: Brucella Tiirlerinin Tanimlanmasida Kullanilan Ozellikler—1 (20).
TBILISI FAJIile =~ WEYBRIDGE

TUR FUKSIN  TIYONIN LIZiS FAJI ile LIZIS
B. melitensis + + - -
B. abortus + (a) - (c) + +
B. suis - (b) + - +
B. canis +/- - - -
B.ovis D - E -
B. neotomae - - D +
B. pinnipedialis + 5 - +
B. cetaceae + - - -

+ : Pozitif Reaksiyon, - : Negatif Reaksiyon, D : Degisken Reaksiyon,
(a): Biyovar 2 harig, (b): Biyovar 3 harig, (c): Biyovar 1, 2 ve 4

Brucella tiirlerinin metabolizmalar1 biiyiik 6l¢iide oksidatiftir ve gereksinim
duyduklar1 enerji, aminoasitler ile karbonhidratlardan elde edilir. Brucella tiirleri oksidaz
ve katalaz testi pozitif olup indol negatiftir. Birgok tiirli nitrat1 nitrite indirger (20, 22).
Geleneksel olarak Brucella tiirlerinin tanimlanmasinda tiremeleri igin CO2 gereksinimi,
iireaz aktiviteleri ve HoS iiretimi yaninda, bazik fuksin (1:50.000 ve 1:100.000), tiyonin

(1:25.000, 1:50.000 ve 1:100.000) ve tiyonin mavisi boyalarina duyarliliklar1 da
kullanilabilir (20).

Tablo 2.4: Brucella Tiirlerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Fenotipik Ozellikler—2 (20).

H.S UREAZ SAFRANIN COy’de
TUR URETIMI INHIBISYONU UREME
B. melitensis - +, 24 saat - -
B. abortus +(d) +, 24 saat - +(f)
B. suis +(e) +, 15 dakika + -
B. canis - +, 15 dakika - -
B.ovis - - - +

+ : Pozitif Reaksiyon, -: Negatif Reaksiyon
(d): Biyovar 5 harig, (e): Biyovar 1 harig, (f): Biyovar 1-4



Brucella tiirlerinin hidrojen siilfiir (H2S) olusturma 6zellikleri tiirler ve biyovarlar
arasinda farkliliklar gostermekle birlikte bu 06zellik birbirlerinden ayirt edilmeleri
isleminde kullanilabilmektedir. Brucella suis ve Brucella canis tiirlerinde iireaz aktivitesi
yiiksek olmasina ragmen, diger tiirlerin bazilarinda zayiftir. Hatta Brucella ovis tiiriinde
iireaz aktivitesi hi¢ yoktur. Glikozdan asit olusturma yetenekleri yoktur (22).

2.7 Direnclilik

Brucella tiirleri, 1s1ya, asitlere ve dezenfektanlara karsi duyarlidirlar. Kuruluga
kars1 ise oldukga direnglidirler (3).

Yiizde bir fenol eriyiginde, %2 formalin ve %1 lizol gibi kimyasallar icinde 15
dakikada oliirler. Ayrica, %70’lik etanol, iyot ve fenol igeren dezenfektanlara karsi
duyarlidirlar. Brucella tiirleri, %10 oraninda tuz igeren salamura bir peynirde 45 giin,
%17 oraninda tuz i¢eren salamura bir peynirde ise 30 giin yasayabilmektedirler (30).

Tiirlerin, siit icerisinde 17 giin, tereyaginda 142 giin, dondurmalarda 30 giin,
tuzlanmis domuz etinde 3 hafta, ¢esme suyunda 8 °C’de 57 giin, 25 °C’de ise 10 giin,
insan idrarinda 7 giin, hayvan digkisinda 100 giin, ahirlarin duvarlarinda 4 ay canh
kalabildigi bildirilmistir. Antibiyotiklere duyarliliklar1 ¢esitli olmakla birlikte, suslarin
cogu gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve rifampisine duyarlidir. Penisiline ise
direnglidirler (3, 22, 29).

2.8 Antijenik Yapi

Lipopolisakkarit (LPS), Brucella’nin endotoksin aktivitesi olan ana yiizey
antijenidir (22). Brucella tiirlerindeki LPS, O-polisakkarit zincirlerinin varligina ve
yokluguna bagli olarak piiriizsiiz (S-LPS) veya piiriizlii lipopolisakkarit (R-LPS) seklinde
olabilir (31).

Piirlizsiz LPS iceren suslar, makrofaj, monosit ve polimorf niiveli l6kositler
(PMNL) tarafindan hiicre i¢i 6ldiirmeye kars1 direnglidirler. Brucella melitensis, Brucella
abortus ve Brucella suis tiirleri “abortus” i¢in A ve “melitensis” i¢in M olarak
isimlendirilen, 1stya dayanikli, agliitinasyon reaksiyonlarindan sorumlu iki major
antijenik determinant igerir. Brucella abortus ve Brucella suis’de M antijeni az, A antijeni
fazla; Brucella melitensis’de ise A antijeni az, M antijeni fazladir. Buradan anlagilacagi
tizere serolojik yontemler ile Brucella melitensis’i, Brucella abortus ve Brucella suis’den
ayirmak miimkiin iken, Brucella abortusu Brucella suis’den ayirmak bu yolla olasi
degildir (3, 20).
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Brucella tiirlerinin antijenleri Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio cholerae O:1,
Stenotrophomonas maltophilia, Francisella tularensis, E.coli O:157 ve Salmonella O:30
gibi bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verir (3, 20).

Brucella tiirlerinde bulunan diger antijenler ise; hiicre ylizeyinde veya yiizeye
yakin bulunan dig membran proteinleridir (22). Brucella tiirlerinin bazilarinda, 6zellikle
Brucella abortus suslarinda Salmonella’nin Vi antijenlerine benzeyen L antijenleri de
saptanmistir. Bu antijen yeni izole edilen bakterilerde mevcut olup, bunlar immiin
serumlar ile agliitinasyona engel olmaktadir (3).

2.9 Genetik Ozellikler

Giiniimiizde Brucella cinsi, Proteobacteria o-2 alt grubunda bulunan
Rhizobiaceae ailesinde smiflandirilmaktadir. Tirlerin birgogu %55-59 oraninda
Guanin+Sitozin DNA baz yapisina sahiptir (15). Yapilan hibridizasyon ¢aligsmalari, tiim
tirler arasinda DNA’da %90 benzerlik oldugunu géstermistir (21). Ribozomal DNA
(rRNA) ile yapilan DNA hibridizasyonu ¢alismalarinda Brucella genusu ile
Agrobacterium, Bartonella, Mycoplana, Ochrobactrum, Phyllobacterium ve Rhizobium
cinsleri arasinda yakin bir genetik iliski ortaya ¢ikmistir (22).

Junos ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, Brucella suis biyovar 1’in
yaklasik 2.6 Mb ve 1.15 Mb biiyiikliigiinde iki kromozoma sahip oldugu, Brucella suis
biyovar 2 ve 4’iin ise 1.85 Mb ve 1.35 Mb’lik iki kromozoma sahip oldugu gosterilmistir.
Brucella suis biyovar 3’tin genetik yapisinda 3.1 Mb biiyiikliigiinde tek bir halkasal
kromozom oldugu ve muhtemelen iki kromozom igeren tiirlerin, Brucella suis biyovar 3
gibi atasal bir tiirden evrimlestigi ileri stirtilmiistiir (33).

Her bir Brucella genomu farkl biiyiikliiklerde olan iki dairesel kromozom igerir.
Her genomda yaklagik olarak 3200-3400 gen vardir (34). Brucella tiirleri arasinda
kromozom biiyiikliikleri ve diizenleri agisindan bazi delesyonlardan kaynaklanan
farkliliklar olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda ayrica bazi Brucella suslarinda kiigiik
plazmid kopyalar1 bulunmug olmasina karsin Brucella’da kromozom dist DNA varligi
halen tartismalidir. Dogal Brucella suslarinda, plazmidler tarafindan kodlanan antibiyotik
direnci gosterilememistir (22).

2.10 Viriilans Faktorleri

Brucella  tiirlerinin  virillans  faktorleri  genellikle konak  savunma
mekanizmalarindan kagma yetenegi ile ilgilidir. Diger bakterilerde saptanmis olan
viriilans ile baglantili klasik faktorler Brucella 'da yoktur. Ayrica; pilus, kapsiil, fimbriya,

sitolizin, hemolizin ve ekzotoksin gibi klasik viriilans faktorleri de iiretmezler. Genetik
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degisim mekanizmasi sergilemeyen bu organizmalarin lizojenik bakteriyofajlar1 da
bugiine kadar saptanmamustir (20).

Brucella tiirlerinin ¢cogunda LPS ve tip IV salgilama sistemi makrofajlar icindeki
hiicre i¢i canli kalma siirecinde kritik rol oynamaktadir (34). Piirlizsiiz LPS, bakterinin
hiicreye girisinde ve enfekte olmus hiicrenin immiin sistemden kagisinda rol oynar. Ayni
zamanda bu yap1 enfekte hiicrelerdeki apoptozu inhibe etme yetenegindedir (20, 35).
Brucella tiirleri, makrofaj i¢inde bakterinin ¢ogalmasini 6nlemek i¢in tretilen oksijen
radikallerini ndtralize eden siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimler iretirler.
Ozmoregiiler periplazmik glukanlar (OPG) olarak isimlendirilen 6zgiil proteinler,
fagozom-lizozom birlesmesini kesintiye ugratirlar. Ayrica, virB operon proteinleri
vezikiiler pH’ 1n nétralizasyonuna ve hiicre i¢cinde bakterilerin ¢ogalmalarina yardimci
olur (20).

Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan LPS, Brucella tiirleri i¢in ana
viriilans faktoriidir. LPS, ii¢ boliimden olusur. Bu bélimler, Lipit-A, oligosakkarit
cekirdegi ve O-antijenidir (36). Siklik B-1-2-glukanlar, fagozom-lizozom fiizyonunun
kontroliine katilarak bakterilerin ¢ogalmasina katkida bulunurlar. Sitokrom oksidaz,
Brucella tiirlerinin makrofajlarda hayatta kalmasini kolaylastiran bir enzimdir. Bu enzim
elektron taginmasini katalize eder (37).

Ureaz enzimi, asidik kosullar1 nétralize eden ve azot kaynagi saglayan dnemli bir
virililans faktoriidiir. Bu enzim, iirenin amonyak ve karbondioksite yikilmasini saglayarak
amonyum karbonat formuna doniistiiriir. Ortam pH’1 alkali olur ve bdylece bakterinin
asitli ortamin sagladig1 yiiksek H* yogunlugundan kurtularak hayatta kalmasini saglar
(38).

Brucella’nin hiicre iginde hayatta kalmasina katkida bulunan gesitli viriilans
faktorleri de vardir. Bunlar, membran-bound protein (MviN), monose-6-
phosphateisomerase (manA), mannosyltransferase (WbkA) ve perosamine-synthetase
(perA)’dir (39). Bu faktorler tiim Brucella tiirlerinde olmayip bakterinin hiicre igine
penetrasyonu, fagozom-lizozom birlesmesinin sekteye ugratilmast ve hiicre i¢i dogal
bagisiklik reseptorlerinin aktivasyonunu bozucu etkileri oldugundan bakteriye enfekte
ettigi hiicrede yasamini devam etmesi ve ¢gogalmasi 6zelligine katkida bulunurlar.

2.11 Patogenez

Brucella, gram-negatif fakiiltatif hiicre i¢i bir bakteri olup, insanlarda ve ¢esitli
hayvanlarda zoonotik bir hastalik olan bruselloza neden olur. Siniflandirilmis 10 Brucella

tiirtinden, insanlar i¢in patojen olanlar; Brucella melitensis, Brucella abortus ve Brucella
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suis tiirleridir (40). Insanlarda etkenin viicuda giris bolgeleri en sik bagirsak sistemi,
mukoz membranlar, deri ve solunum epitelidir (41).

Insanlarda en yaygin, Brucella melitensis tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlar
goriiliir. Bu tiir, nadiren de olsa 6liime sebep olabilecek diizeyde ciddi hastalik tablolarina
yol agabilir. Brucella suis, siklikla yaygin ve piiy dolu lezyonlar olusmasina yola agip
uzun sireli bir hastalifa neden olmaktadir. Brucella abortus ve Brucella canis
enfeksiyonlart diger iki tiire gore daha hafif klinik tablolara yol agar (42).

Brucella, agiz mukozasindan viicuda giris yaptiginda faringeal lenf yollarinda;
bagirsaga ulastiginda bagirsak mukozasindan gegerek mezenter lenf bezlerinde,
konjunktiva ve deriden giris yaparsa bolgesel lenf nodiillerinde ilk olarak ¢ogalmaya
baslar. Sayilan bolgesel lenf dokularinda ¢ogalan bakteri ductus torasikus yolu ile kana
geger ve ilk bakteriyemiyi olusturur. Kandaki bu ilk bakteriyemi sonrasinda bakteri
karaciger, kemik iligi, diger lenf bezeleri ve diger retikiiloendotelyal sistem (RES)
dokularin1 invaze ederek buralarda ¢ogalmaya devam eder ve bu dokularda yaklasik 0.2-
2 mm c¢apinda iltihabi odaklar olusturur (3). Bakteri bu asamadan sonra invaze ettigi bu
dokularda tireyerek kana karisir ve ikinci bakteriyemi donemini olusturur. Bu donemlerde
hastanin atesi yiikselir, halsizlik-kirginlik gibi semptomlar1 artar ve kas ve eklem
tutulumlar belirginlesir (3).

Brucella’nin hiicre i¢i yasam tarzi, adaptif immiin yanit1 sinirlar ve organizmay1
bazi antibiyotiklerin etkilerinden korur (43).

Gebe hayvanlarin Brucella’ya karsi duyarli olmasi, hayvanin f6tal zarlarinda
bulunan ve Brucella i¢in bir gelisme faktorii olan eritrol yapisinda bir madde ile
aciklanmistir. Bu madde insan plasentasinda bulunmadigi i¢in hamile kadinlarda
bruselloz abortusa yol agmaz (3).

2.12 Klinik Bulgular

Bakterinin viicuda girmesi ile birlikte 1 hafta ile 2-3 ay arasinda degisen bir
inkiibasyon donemi sonrasinda klinik semptomlar olusmaya baslar. Bruselloz i¢in
ortalama 2-3 haftalik bir inkiibasyon déneminden bahsedilir. Bu siire¢ sonunda klinik
sikayetler ani yada sinsi bir sekilde kendini gosterir (20). Birgok organ ve sistemi
tutabilmesi nedeniyle klinik agidan genis bir yelpazeye sahip olan brusellozun klinik seyri
konagin yasina, direncine, etken olan Brucella tiiriniin viriilansina ve uygulanan tedavi
yontemlerine kadar gegen siireye bagl olarak degisiklikler gosterir (44).

Klinik siire¢ agisindan bruselloz, baslangic siirelerine gore 3 kategoriye

ayrilmaktadir. Sekiz haftadan kisa olan klinik tablo akut bruselloz, 8-52 hafta arasinda
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olan tablo subakut bruselloz ve 52 haftadan uzun olan tablo ise kronik bruselloz olarak
siniflandirilmigtir. Akut brusellozda baslangigta halsizlik, terleme, sirt agrisi ve devamli
olmayan -aralikli devam eden- ates gibi belirtiler goriiliir. Sepsis seklindeki baslangig
ozellikle Brucella melitensis tiiriiniin neden oldugu enfeksiyonlarda goriiliir. Subakut
brusellozda kas ve iskelet sistemine ait tutulumlar goriiliir. Ogleden sonra ates yiikselip,
gece yarist bol terleme ile diismesi bu olgularda tipiktir. Kronik brusellozda, normalin
biraz iistiinde seyreden ates, yorgunluk ve ndropsikiyatrik sikayetler goriilmektedir (44).
Kronik brusellozda hastalik sinsi seyredebilir. Bunun disinda lokalize organ tutulumlari,
tekrarlayan niiks ataklar1 ve antimikrobiyal tedaviye yanitsiz olabilir (3).

2.13 Komplikasyonlar

2.13.1 Osteoartikiiler Komplikasyonlar

Brusellozda artrit, sakroileit, bursit, spondilit, osteomiyelit gibi kemik ve eklem
tutulumu en sik goriilen komplikasyonlar olup bu tutulumun en sik gozlenen etkeni
Brucella melitensis 'dir. Artrit ve sakroileit, pediatrik hastalarda akut enfeksiyon ile iliskili
iken, spondilit, vertabral osteomiyelit, epidural ve paravertebral apseler ise yash
hastalarda kronik enfeksiyon ile goriilmektedir (20).

2.13.2 Norobruselloz

Norobruselloz, g¢ogunlukla kronik veya subakut meningoensefalit seklinde
goriilmekle birlikte menenjit, ensefalit ve serebellar ataksi seklinde de seyredebilir (20).
Hastalar, genellikle bas agrisi, ates, terleme, bulant1 ve kusma gibi sikayetlerle klinige
basvurmaktadir. Ancak bazen bu hastalarin fizik muayenesinde ense sertligi
goriilmeyebilir (45). Beyin omurilik sivisinda (BOS), Brucella nin iiretilmesi, pleositoz,
protein seviyesinde artis, glukoz seviyesinin diismesi ve anormal hiicre sayilari
norobrusellozda klinik tan1 i¢in 6nemlidir (20, 46).

2.13.3 Solunum Yolu Komplikasyonlar:

Bruselloz komplikasyonlar1 igerisinde en az goriilen ve semptomlar1 goreceli
olarak daha hafif seyreden bir tutulumdur. Aerosollerde bulunan organizmanin direkt
inhalasyonu sonucu meydana geldigi i¢in laboratuvar ¢alisanlari, mezbaha ¢alisanlari,
ahir temizleyenler ve veterinerler risk altindadir. En sik goriilen klinik sikayet kuru
oOksiirtiktiir. Bu komplikasyonda bronsit, akciger apsesi, ampiyem gelisebilir (20, 22).

2.13.4 Gastrointestinal ve Hepatobiliyer Sistem Komplikasyonlari

Gastrointestinal tutulumda kusma, ishal, kabizlik gibi hafif belirtiler oldugu gibi,
mezenterik lenfadenit gibi ciddi belirtiler de olabilir (47) Kolit, enterokolit, pankreatit

gibi gastrointestinal patolojiler uzun siiren enfeksiyonlarda goriilebilir. Karaciger
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enzimlerindeki artis, karaciger tutulumu igin bir gostergedir (20). Ayrica karaciger en
biiytik retikiiloendotelyal organ oldugu icin aktif bir brusellozdan ¢ok sik etkilenmektedir
(22).

2.13.5 Genitoiiriner Sistem Komplikasyonlar:

Epididimoorsit en sik goriilen tutulumdur ve bruselloz hastalarinin %2-20’sinde
goriilir. Endemik oldugu bolgelerde Brucella melitensis epididimoorsitin yaygin
nedenidir (20, 22, 48).

2.13.6 Kardiyovaskiiler Sistem Komplikasyonlar

Nadir goriilen bir komplikasyon olmasina ragmen endokard tutulumu brusellozda
goriilen en sik Olim nedenidir (20, 22). Brusellozun neden oldugu inflamatuar
degisiklikler kapak hasarina ve hastalik siiresine bagli olarak kalp yetmezligine yol
acabilir. Perikardit ve miyokardit tutulumu ortaya ¢ikabilir (49).

2.13.7 Goz Komplikasyonlari

Brusellozda olagan olmayan ge¢ komplikasyonlardan biri de goz
enfeksiyonlaridir. En sik goriilen olgusu tiveittir (20).

2.13.8 Hematolojik Komplikasyonlar

Brusellozda hematolojik goriintii normal olabilir ve tanida kullanilabilecek 6zgiin
bir bulgu yoktur. Laboratuvar bulgular1 olarak l6kopeni, lenfomonositoz ve anemi
saptanabilir (3, 22).

2.13.9 Deri Komplikasyonlari

Brucella, deri ve subkutan dokularda bulunan biitiinliigiin bozuldugu alanlardan
giris yapabilir. Derideki aberasyondan ve kesikten giris yaparak hematojen yolla sisteme
yayilmasi ¢ok sik goriiliir. Bakterinin ilk giris yerinde eritematdz ve purpurik lezyonlar
olusabilir, ayrica takip eden sistemik yayilim sonucu Stevens-Johnson sendromu-benzeri
klinik tablolar ortaya ¢ikabilir (20, 22).

Brusellozun klinik seyrinde hastalarda spesifik olmayan ve gegici cilt bulgular
gelisebilir. Bunlar, ras, papiil, iilser, eritema nodozum, petesi ve purpura tarzi
lezyonlardir.

2.14 Tam

Brusellozun 6zgiil olmayan c¢ok cesitli klinik semptomlarinin olmast ve
cogunlukla sinsi seyretmesi klinik tanida zorluklara neden olmaktadir. Mikrobiyolojik
yontemler sonucunda elde edilen bulgular kesin tan1 koymada yardimer olmaktadir. Bu
yontemlerin  duyarlilign  genel olarak incelenen Ornek igerisinde bulunan

mikroorganizmalarin sayisina baglidir (50).
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2.14.1 Direkt Tan1 Yontemleri

Mikroskopi: Mikroskopi, enfekte hayvan materyallerinin incelenmesinde daha
degerlidir. Bunun nedeni; insandan alinan 6rneklerde bakteri sayisinin az olmasidir.
Brucella tiirleri zayif asit dekolarizasyonuna direnglidir ve zit bir zeminde kirmiz1 veya
turuncu renkte goriiliir (22).

Kiiltiir: Bruselloz tanisinda etkenin kiiltiirii agisindan incelenen 6rneklerin
basinda kan ve kemik iligi gelmektedir. Ayrica karaciger ve dalak biyopsileri, apse, BOS,
idrar, eklem ve periton sivilart da Ornek olarak incelenmektedir. Serum, serolojik
calismalarda en sik kullanilan 6rnektir (50). Kiiltiir, brusellozun kesin tan1 yontemi olup
bu nedenle hastaligin laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul edilir (51).

Brucella tiirlerinin kiiltiir yontemleri ile izolasyonunda genellikle kat1 besiyerleri
kullanilmaktadir (50). Serum dekstroz agar, kontamine olmayan bir 6rnekten bakterinin
izolasyonu i¢in kullanilan bir besiyeridir. Bu besiyerine antibiyotik eklenerek secici bir
hale getirilebilir. Farrel tarafindan gelistirilen ve Farrel antibiyotik besiyeri adl1 bu formiil
stit, plasenta ve vajinal akinti gibi kontamine 6rneklerden bakterinin izolasyonu icin
kullanilir.

Kan ve diger siv1 6rneklerden Brucella nin izolasyonunda, igerisinde sivi ve kati
besiyerlerinin bir arada bulundugu Castaneda Bifazik kan kiiltiir siseleri kullanilmaktadir
(22). Brucella tiirleri kanli ve ¢ikolatamsi agar besiyerlerinde yavas iirerler. Kolonileri 2-
5 giin sonunda gozle goriilebilir hale gelmektedir (20). izolasyonda kullanilan diger
besiyerleri triptik soy agar ve Brucella K-vitaminli agardir. Inkiibasyonlar normal
atmosfer kosullarinda ve %5-10 CO2’li etiiv i¢inde olmak {izere iKili yapilmalidir (3).

Antibiyotik kullanan hastalarin kan kiiltlirlerinde hatali negatif sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu nedenle, bruselloz siiphesi olan hastalarda kan kiiltiiriiniin negatif
olmasi durumunda kemik iligi kiiltiiriiniin yapilmasi 6nerilir (50). Kemik iliginden
yapilan kiiltiiriin verimliligi, periferik kan kiiltiiriinden %15-20 daha fazladir (51).

Brucella tiirlerinin yavas iiremeleri, konvansiyonel kan kiiltiirlerinde inkiibasyon
siiresini 4-6 haftaya cikarmayr gerektirmektedir (20). Ancak; siirekli izlem yapan
otomatize kan kiiltiir sistemleri daha yiiksek verim saglar (51). Brucella tiirlerinin hizli
izolasyonunda kullanilan diger bir alternatif yontem lizis-santrifiigasyon metodudur. Bu

yontem ile 2-4 giin icerisinde izolasyon saglanir ve bakteriyemi diizeyi yari-kantitatif
olarak belirlenir (20).
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Molekiiler Yontemler: Konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
multipleks PCR ve gergek zamanli PCR gibi ¢esitli molekiiler yontemler, Brucella
tirlerinin tanisinda kullanilmak tizere gelistirilmistir (20).

Ik defa 1987 yilinda tanitilan PCR yontemi, hassas ve duyarli olmas1 6zellikleri
nedeniyle hizli testlere ihtiya¢ duyulan ve biyolojik savas ile tarimsal terdr tehlikesi
altindaki ¢agimizda son derece 6nemli bir tanisal potansiyele sahiptir. Brucella tanis1 igin
iretilen ilk PCR yontemi Fekete ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir (52). Bu
yontem, Brucella abortus S19 susunun 43-kDA dis membran proteinini kodlayan genin
amplifikasyonuna dayandirilmistir (53).

Daha sonra Herman ve De Ridder tarafindan Brucella 16S rRNA geni hedef
secilerek yeni bir yontem gelistirilmistir (52). Baily ve arkadaslar1 ise 1992 yilinda
bcsp31’i kodlayan genin tespitine dayali yeni bir PCR yontemi gelistirmistir (54).

Brucella kromozomunda tiire ve biyovara 6zgiil olarak bulunan 1S711 bdlgesinin
cogaltilmasina dayali olarak Bricker ve Halling 1994 yilinda bir multipleks PCR yontemi
gelistirip daha sonra Brucella abortus 'un patojenik suslari ile as1 suslarini (S19 ve RB51)
ayirt edebilecek yeni primerler dizilerini olusturdular. Brucella abortus, Brucella
melitensis, Brucella ovis ve Brucella suis i tespit ettigi i¢in de bu yonteme AMOS PCR
ad1 verilmistir (55). Daha sonra Redkar ve arkadaslar1 tarafindan 1S711 bolgesinin 3’
ucundan koken alan primerlerin kullamildigi ger¢cek zamanli bir PCR yoOntemi
gelistirilmistir (56).

Ewalt ve Bricker, daha hizli tan1 yapmak i¢in AMOS PCR yonteminin
gelistirilmis bir versiyonunu tretmiserdir (57). Ficht ve arkadaslar1 tarafindan omp2
lokusunu hedef alan PCR yontemi tasarlanmistir. Cloeckaert ve arkadaslart omp2A ve
omp2B gen sekanslarina dayanan bir PCR analizi gelistirmistir (52). Rees ve arkadaslari
Brucella melitensis, Brucella abortus ve diger Brucella tiirlerini tanimlamak igin degisik
sayida ardisik tekrar analizini (Variable Number Tandem Repeat; VNTR) kullanan tek
tiiplii PCR yo6ntemi gelistirmislerdir (58).

Mitka ve arkadaslari, bcsp31, omp2, omp28 ve bp26 gibi her biri farkli primer
ciftlerini ve gen hedeflerini kullanan PCR yontemi gelistirmislerdir (59). Cesitli Brucella
tiirlerini tanimlayabilen Bruce-ladder adi verilen bir molekiiler yontem 2002 yilinda
gelistirilmistir (20).

Scott ve arkadaglari, tilirler arasinda veya igerisinde tekli niikleotid farkliliklarini
tanimlayabilen tek niikleotid polimorfizmi analizini (Single Nucleotid Polymorphisim;

SNP) kullanarak Brucella tiirlerini saptamiglardir (60). Koylass ve arkadaslar1 Bruce-
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ladder ile SNP yontemini karsilastirarak SNP bazli yontemin Brucella canis ve Brucella
suis tiirlerinin ayirt edilmesinde daha giivenilir bir metod oldugunu gostermistir (61).
Winchell ve arkadaglar1 Brucella tiirlerini spesifik olarak tespit etmek igin yiiksek
cozlinlrliiklii erime egrisi analizini kullanarak gercek zamanli bir PCR yontemi
geligtirmistir. Bu yontemde yedi farkli primer kullanilmig ve her biri farkli bir erime
profili gostermistir (62). Kattar ve arkadaslari bruselloz teshisi i¢in LightCycler
hibridizasyon probu kullanilarak sirasiyla 16S-23S ITS, omp25 ve omp31 genini tespit
etmeye dayali ger¢ek zamanli bir PCR yontemi gelistirmislerdir (63).

Quiepo-Orturo ve arkadaslari, insan serum orneklerinde Brucella tiirlerinin
saptanmasi i¢in SYBR Green I ve LightCycler tabanli ger¢cek zamanl bir PCR yontemi
gelistirmislerdir. Bu yontemde bcsp31 immiinojenik membran proteinin 223 baz ¢iftlik
bir bolgesi amplifiye edilmektedir (64). Dolayisi ile molekiiler yontemler, sadece
tanimlamada degil sus tiplendirmesinde de kullanilmaktadir (20).

2.14.2 Indirekt Tam Yéntemleri

Indirekt tan1 yontemleri bakteriyel antijenlerin yada bu antijenlere karsi olusan
immiin yanitin bir sonucu olan antikorlarin belirlenmesini i¢in kullanilan yontemlerdir
(50). Bu testlerden en sik kullanilanlar1 sunlardir:

Rose Bengal Testi: Hizli bir tarama testi olarak kullanilan bu testin duyarlilig1
yliksek olup, norobruselloz gibi komplikasyonlarin hizli dogrulanmasinda degerli bir
testtir (4). Duyarlilig1 her ne kadar yiiksek olsa da 6zellikle endemik bolgelerde hastaliga
tekrar maruz kalan kisilerde giivenilir bir uygulama degildir (65). Bu testte yaklasik
olarak pH 3.65’e tamponlanmis, Rose Bengal boyasi ile boyanmis Brucella abortus 1119-
3 susunun antijen siispansiyonu kullanilir (66). Smirli imkanlara sahip laboratuvarlarda
kullanilsa da prozon sorunu ve ¢apraz reaksiyonlar vb. karisikliklar nedeni ile DSO
tarafindan diger testler ile dogrulanmasi 6nerilmektedir (67).

Spot Test: Kitle taramalarinda kullanilan bu test, Brucella bakteri
slispansiyonundan hazirlanmis antijenin iizerine, parmak ucundan alinan bir damla kanin
damlatilmas1 sonucunda agliitinasyon goriilme prensibine dayanir (3).

Standart Tiip Agliitinasyon Testi: Standart Tiip Agliitinasyon Testi (STA),
bruselloz teshisinde serolojik tan1 yontemleri igerisinde altin standart olarak kabul edilir.
Bu testte hastanin kanindaki antikor diizeyine ait titre tayini yapilabilmektedir (68). Bu
test bruselloz tanisinda ilk kez 1897 yilinda Wright ve arkadaslari tarafindan
kullanilmistir (69). Bu testte Brucella abortus 'un 456 numarali susu kullanilir. Burada

kullanilan antijen Brucella abortusun S Kkiiltiirlerinin 1s1 ile Oldiiriilmiis fenollii
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stispansiyonudur. Brucella abortus, Brucella melitensis ve Brucella suis i¢in spesifik olan
IgM ve IgG'leri saptamak amaci ile kullanilir. (3). Bu testte, hasta serumlar1 seri
sulandirim yapilarak iizerine antijen damlatilir ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu
sonrasinda tiiplerde agliitinasyon goriiliip-goriilmemesi agisindan degerlendirilir (68).
Brucella’ya maruz kalma potansiyeli olan ve klinik semptomlari ile bruselloz siiphesi
olan hastalarin 1/160 ve lizeri titreleri aktif bruselloz olarak kabul edilir (66). Bu testte
olusan agliitinasyonlar direk baki ile degerlendirildiginden kullanicinin deneyimi testin
yorumlanmasinda dnemli olup kullanicilar arasinda farkliliklar olugabilmektedir.

2-Merkaptoetanol — Rivanol Testi: Standart Tiip Agliitinasyon Testinde etkene
kars1 olusmus olan IgM ve IgG arasinda ayrim yapilamaz. 2-Merkaptoetanol Testinde (2-
ME) kullanilan merkaptoetanol IgM antikorlarinin disiilfid baglarin1 pargalayarak
ortamdaki IgM antikorlarini elimine eder. Boylelikle bu test sonrasinda elde edilen
agliitinasyonun merkaptoetanole direngli IgG tarafindan olusturuldugu anlasilir (22). Bu
test, STA 1ile birlikte degerlendirildiginde hastanin serumunda bulunan antikorlarin ne
kadarinin IgG, ne kadarmin IgM oldugu tayin edilir. Bu testte, 2-Merkaptoetanol yerine,
serum glikoproteinlerini presipite edip spesifik olmayanlar1 azaltan rivanol de
kullanilabilir (70).

Coombs Testi: Immiinglobiilin-A sinifindan olan blokan antikorlar, IgG ve
IgM’nin antijen ile birlesmesini engelleyerek kiimelesme olusumunu 6nlerler. Bu nedenle
STA’y1 tamamlayici test olarak coombs testi uygulanir. Agliitinasyon vermeyen standart
tiip diliisyonlar1 serum fizyolojik ile ii¢ kez yikanip tekrar siispanse edilir. Uzerlerine bir
damla coombs serumu (anti-insan globiilini) damlatilir ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilir. Daha sonra agliitinasyon olusup olusmadigi degerlendirilir. Bu test 6zellikle
kronik veya tekrarlayan hastaliklarin tanisinda yararlidir (20, 68).

Brucellacapt Testi: Immiinocapture (antikor yakalama) prensibine dayanan bu
testte, anti-insan IgG ve IgA molekiilleri ile kapli mikroplak ¢ukurlari kullanilir. Bu
cukurlara ilk basta sulandirilmig hasta serumu eklenerek IgG antikorlar1 yakalanir.
Inkiibasyondan sonra bu ¢ukurlara formalinle muamele edilmis Brucella abortus hiicre
stispansiyonu eklenir ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilir. Cukurlarin dibinde
bakteri slispansiyonun kiimelesmesi pozitif, diigme gibi ¢okmesi ise negatif sonucu
gosterir. Bu test 6zellikle endemik bolgelerde kronik enfeksiyonlarin tanisi ig¢in dnerilir

ve 1/320 {izerindeki titreler anlamli kabul edilir (20, 68).
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Kompleman Fiksasyon Testi: Bu test ilk defa Larson tarafindan bruselloz
tanisinda kullanilmis olup, uzun yillar veteriner hekimlikte de kullanilmistir. Bu test, uzun
zaman alan, yogun bir is giicii isteyen ve bir¢ok ayiracin kullanildigi bir yontemdir (22).

Enzyme - Linked Immunosorbent Assay Testi: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) testi bruselloz teshisi i¢in kullanilan, IgM, IgA ve IgG
antikorlarinin tespitini yapabilen, hassas ve hizli bir yontemdir. Daha ¢ok endemik
bolgelerde tercih edilen bu testte, bakterinin S-LPS antijenleri kullanilmaktadir (68, 71).
Antijen modifikasyonlar1 ile c¢apraz reaksiyon riskinin en aza indirilmesi ELISA
yonteminin avantajlarindandir. Ayn1 zamanda akut ve kronik enfeksiyonlarda antikor
profilini géstermede yardimci bir testtir (72).

Indirekt Floresan Testi: Ozellikle veterinerlik alaninda kullanilan bu yontemde
disik yapmis hayvanlarin fetuslarindan spesifik tiir aranir. Bu test bazi yontemlerle
paralellik gosterse de testin Ozel cihazlar ve farkli kalitede ayiraglar gerektirmesi
sonuglarin yorumlanmasinda karsilasilan sorunlardir (22).

Dipstick Testi: Ozellikle brusellozun yaygin oldugu kirsal alanlarda ve yeterli
donanima sahip olmayan laboratuvarlarda akut bruselloz teshisinde kullanilabilen kolay
bir testtir (73). Brucella abortus 1119-2"nin 1s1ya direngli antijeninin kullanildigi bu testte
koloidal boya pargaciklarina konjlige edilmis anti-insan IgM antikorundan olusmus bir
reaktif kullanilir. Testte kullanilacak antijen kapli serit, serum ve reaktif karisimi igine
konularak 3 saat inkiibe edilir. Kirmiz1 rengin goriilmesi pozitif olarak kabul edilir
(69,74,75).

Deri Testi: Bu testte; oldiiriilmiis bakteri, saflastirilmis bakterilerin 21 giinliik
kiiltiir siizlintiileri veya ticari olarak hazirlanmis rekombinant bakteri proteinleri antijen
olarak kullanilir. Elde edilen antijenler deri i¢ine enjekte edilir ve 24 saat sonra bu bolgede
kizariklik, sisme ve sertlik goriiliirse test pozitif kabul edilir. Bu metot i¢inde klinik

uygulamada en sik kullanilan yontem “Brucellergen” testidir (3, 50).

2.15 Tedavi

Brusellozun farkli klinik spektrumu, ¢oklu organlarda komplikasyon olusturma
egilimi ve kronik enfeksiyon gelisme olasiligi gibi nedenlerden dolayr farkli tedavi
stratejileri gelistirilmesi gerekmistir. Uygulanan tedavinin basarili olmasi i¢in kombine
ila¢ kullanim1 ve uzun siireli uygulamaya ihtiya¢ vardir. Antimikrobiyal ilaglar i¢inden

fagositik hiicrelere penetre olanlar se¢ilmektedir (20).
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Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan bruselloz i¢in dnerilen standart tedavilerin
uygulanmasi, tedavi basarisizligi veya niiks oranmi azaltmistir. Komplike olmayan
bruselloz tedavisinde ilk se¢enek doksisiklin-aminoglikozid kombinasyonu olup, ayrica
doksisiklin-rifampin kombinasyonu da onerilen diger bir tedavi se¢enegidir (76).

Monoterapi, brusellozda relaps oranlarmin yiiksekligi nedeniyle yetersizdir.
Seftriakson gibi ticlincii kusak bir sefalosporin ile yapilan monoterapinin basarisizlikla
sonu¢landigi gosterilmistir (20, 77). Trimetoprim-siilfametaksazol’iin (SXT) rifampin ile
kombinasyonunun 0zellikle pediatrik hastalardaki brusellozda basarili  oldugu
kanitlanmistir (77). Sekiz yasindan kii¢iik ¢ocuklarda dislerde olusacak lekelenmeler
nedeniyle tetrasiklin ve doksisiklin kullanimi kontrendike olarak bildirilmektedir (76).

Santral sinir sistemi hastaliginda, aminoglikozid rejimleri bu ilaglarin BOS’da
terapotik diizeylere ulasamadiklari i¢in kontrendikedir. Bu tip durumlarda doksisiklin,
rifampin ve SXT gibi ii¢lii kombinasyonlar onerilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii
Onerisine gore alt1 hafta boyunca oral bir sekilde uygulanacak tetrasiklin veya doksisiklin
streptomisin kombinasyonu daha az relaps ile iliskilidir (20).

2.16 Korunma

Brusellozun kontroliinde, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii ve DSO
hayvanlar1 hastaliktan korumak, hasta hayvanlarin belirlenip itlafi ve 4-8 aylik disi
danalarin asilanmalar1 gibi ti¢ program onermektedir (3).

Brusellozdan korunmak igin;

v Risk altindaki personellerin kendilerini koruyucu ekipmanlari kullanmasi
Siitlerin pastorizasyonu
Taze peynir imalatinin 6nlenmesi

Etlerin ve hastalikli kiimes hayvanlarina ait yumurtalarin ¢ig yenmemesi

NSERNER NN

Hayvan idrar ile bulas riskinden dolay1 6zellikle endemik bdlgelerde

sebzelerin uygun dezenfeksiyon isleminden sonra pisirilerek tiiketilmesi

(\

Bruselloz kuskulu kisiler ile cinsel iliskiye girilmemesi

(\

Giizellik merkezlerinde kullanilacak olan plasenta hiicrelerinin saglikli
sigirlardan elde edilmesi gibi 6nlemler alinabilir.
v" Bruselloz olgularinin mutlaka Saglik Bakanligi’na ihbar edilip o bolgenin
genis bir sekilde incelenmesi saglanmalidir (3).
Tiirkiye Cumbhuriyeti Tarim ve Orman Bakanligi’nin, 6zellikle brusellozun
eradike edildigi iilkelerdeki caligmalarin incelenmesi sonucunda hazirlamis oldugu

18.06.2019 tarihli “Brusellanin Konjuktival As1 ile Kontrol ve Eradikasyonu”
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genelgesinde asilama programina dikkat ¢ekilmistir. Brucella nin tespiti igin yapilan
bakteriyolojik testlerde pozitif olgunun bulunmasi durumunda, enfekte olmus hayvanlar
10 giin iginde siiriden ayrilarak sarta tabi kesime gonderilecek veya itlaf-imha edilecektir.
Bu islemler esnasinda her tiirlii biyogiivenlik tedbirlerinin alinmasi zorunlu tutulmustur.
Ayrica ilgili personellerin, hayvancilikla ugrasanlarin ve kamuoyunun bilinglendirilmesi

icin afis, brosiir gibi gerekli ¢alismalar yapilmasi hedeflenmistir (78).
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3. MATERYAL - METOT

3.1 Cahisma Dizaym ve Orneklerin Secimi

Bu ¢alismada, brusellozun klinik tanisinda kullanilmakta olan PCR ydnteminin
tan1 etkinliginin saptanmasi, elde edilen tani performansinin rutin tanida kullanilmakta
olan serolojik yontemler ile karsilastirilmasi ve saptanan izolatlarda bazi viriilans
genlerinin arastirilmasi amaglanmistir. Calisma, prospektif olarak yapilan ve rutin tanida
kullanilan in vitro tan1 yontemlerinin performans analizidir.

Calismaya, 01 Ocak 2018 ile 31 Temmuz 2018 tarihleri arasinda Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nin ¢esitli servis ve
polikliniklerinden bruselloz 6n tanisi ile Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen
hasta serum 6rnekleri alinmustir.

Calismaya dahil edilecek hasta sayis1 Power Analizi ile hesaplanmistir. Buna
gore; PCR ve serolojik yontemlerin tami etkinliginin saptanabilmesi i¢in aradaki farkin
0.20 olacagi ve uyumsuz oranin 0.25 olacagi 6ngoriisiiyle %95 giiven diizeyinde (a=0.05)
ve %80 giic ile (B=0.20) gereken minimum Ornek sayisi1 grup basmna 59 olarak
hesaplanmistir. Bu veri 1s1ginda ¢alismaya 60 pozitif ve 60 negatif olmak tizere toplam
120 6rnek dahil edilmistir.

Calismaya alinan tiim 6rnekler Rose-Bengal testi sonucuna gore pozitif ve negatif
olarak ayristirilmistir. Rose-Bengal testi pozitif olan ve klinik olarak bruselloz diistiniilen
hasta numuneleri ¢alisma grubunu olusturmustur. Buna gore; ilgili tarihler arasinda
laboratuvarimiza gelen 134 pozitif 6rnekten rastgele 6rneklem yontemi ile 60 numune
secilerek calisma grubuna alinmistir. Rose-Bengal, kiiltiir ve diger serolojik testleri
negatif olan ve klinik olarak bruselloz diisiiniilmeyen numuneler ise kontrol grubunu
olusturmustur. Buna gore; ilgili tarihler arasinda laboratuvarimiza gelen 816 negatif
ornekten rastgele 6rneklem yontemi ile 60 numune segilerek kontrol grubuna alinmistir.

Bu caligma, Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 2018/53 sayili karar1
ile etik onay almis ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (BAP) tarafindan 2018/1434 numarali proje destegi ile desteklenmistir.

3.2 Kullanmilan Materyaller

Calismanin yapilmasi i¢in asagida belirtilen gereg, cihaz ve kitler kullanilmistir.

e Vakumlu jelli kan alma tiipleri, steril seroloji tiipleri
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e Spor

e Santrifiij cihazlari, vorteks

e Pipetler (10, 100, 1000 pul) ve pipet uglar

e Eppendorf tiipleri (1.0-1.5 ml)

e Etiv

e Biyogiivenlik kabini (Smnif 2-A)

e Derin dondurucu (-20 ve -80 °C) ve buzdolab1 (+1 ila +8 °C)
o Steril plastik 6ze (tek kullanimlik)

e Kan kiiltiirti siseleri ve otomatize kan kiiltiirii cihaz1

e Besiyerleri: Kanli agar, EMB agar, c¢ikolatams: agar, brucella agar, iire agar
e (esitli kimyasallar: katalaz ve oksidaz reaktifleri

e Kurutma kagidi, lam, immersiyon yagi

e Kimyasal boyalar (kristal viyole, liigol iyot, bazik fuksin)

e Alkol (%70 ve %96) ve distile su

e Mikroskop

e Anti-brucella antikoru pozitif ve negatif hasta serumlari

e Rose-Bengal antijeni

e STA antijeni

e Coombs antijeni

e Otomatize DNA ekstraksiyon cihazi

e DNA ekstraksiyon kitleri (DNA mini kit)

e Brucella real-time PCR Kkitleri

e Viriilans genleri icin DNA primerleri (toplam 6 set)

e Yiiksek c¢oziiniirliiklii DNA Kkiti (DNA high resolution kit)

e Flektroforez tanki

3.3 Metodlar

3.3.1 Hasta Serumunun Ayristirilmasi ve Serolojik Testler

Hastalardan usuliine uygun olarak alinan kan ornekleri steril jelli tiip igerisinde
olmak tizere ilgili numune kabul kriterleri dikkate alinarak laboratuvarimiza kabul edildi.
Vakumlu, jelli serum separator tiipleri (BD Vacutainer SST II, Becton Dickinson Ltd.Sti.,
Istanbul) santrifiij cihazinda 3000 rpm/dk hizda 5 dakika cevrilerek hasta serumu

ayristirildi ve asagidaki serolojik testler uygulandi.
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Rose-Bengal Testi: Test i¢in Seromed marka (Seromed Ltd, Istanbul, Tiirkiye)
Rose-Bengal kiti kullanilmistir. Bu kit, Brucella abortus S99 susu koékenli antijenlerin
Rose Bengal boyasi ile boyanmis siispansiyonunu igermektedir. Test, iiretici firma
onerileri dogrultusunda sdyle yapilmistir: Rose-Bengal test slispansiyonu ve hasta serumu
oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi. Hasta serumundan 50 pl’lik bir 6rnek pipet ile
alinarak beyaz renkli ve temiz plastik bir slayt tizerine konup tizerine 50 pl Rose-Bengal
antijeni damlatildi. Temiz karistiric1 gubuk yardimiyla antijen ve serum karistirilip daha
sonra dort dakika boyunca dairesel hareketler ile iki sivinin karigimi saglandi. Bu siire
sonunda gozle goriilebilen bir ¢okelme olmasi (agliitinasyon) pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilirken agliitinasyon goriilmeyen hastalar negatif olarak kabul edildi. Sekil

3.1°de Rose-Bengal testinin pozitif ve negatif sonuglar1 gosterilmistir.

Negatif Pozitif

Sekil 3.1: Rose-Bengal testi negatif ve pozitif reaksiyon goriintiisii (67).

Standart Tiip Agliitinasyon Testi: Test icin Seromed marka (Seromed Ltd,
Istanbul, Tiirkiye) STA test kiti kullanilmistir. Bu kit, Brucella abortus S99 susunda
tiretilen ve Brucella antiserumu ile standardize edilmis antijen icermektedir. Bu antijen
ile hasta kaninda olusan Brucella abortus, Brucella melitensis ve Brucella suis tiirlerine
spesifik IgM ve IgG tiirii antikorlar saptanmaktadir.

Test, iiretici firma Onerileri dogrultusunda soyle yapilmigtir: Test edilecek hasta
serumlari, kontrol serumu ve STA Brucella antijeni, 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Test igin uygun steril cam tiiplerden, her bir hasta icin yedi adet hazirlandi. i1k tiipe 950
ul serum fizyolojik (SF), diger alt1 tiipe ise 500 pl SF kondu. Daha sonra ilk tiipe hasta
serumundan 50 pl konularak karistirildi. Bu tilipten ikinci tiipe 500 pl aktarildi ve bu islem
son tlipe kadar sirastyla yapilarak seri dillisyon saglandi. Son tiipten de 500 pl digar1 atildi.
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Tiim tiiplere 500 pl Brucella antijeni dagitildi. Tiiplerdeki titre oranlart birinci tiip 1/40,
ikinci tiip 1/80, iiclincii tiip 1/160, dordiincii tiip 1/320, besinci tiip 1/640, altinc tiip
1/1280 ve son tiip 1/2560 olarak ayarlandi. Tiipler, etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda tiiplerde olusan en son ¢dkelmenin oldugu konsantrasyon,
olgtilen antikor titresi olarak kabul edildi. Gozle ilgili yanilgilar1 6nlemek i¢in, test pozitif
ve negatif kontrol serumlari ile birlikte yapildi.

Brucella Coombs’lu Jel Testi: Bu test icin ODAK Brucella Coombs Gel Matriks
kiti (ME-SA Med. Ltd., Istanbul, Tiirkiye) ve U tabanl diliisyon pleytleri kullanild1. Kit
iceriginde; Brucella diliient, Brucella bakteriyel antijen siispansiyonu (inaktif Brucella
abortus siispansiyonu), Brucella jel matriks, Brucella negatif kontrol ve Brucella pozitif
kontrol reaktifleri bulunmaktadir.

Incelenecek hasta serumlari, kullanilacak tiim kit ve igerikleri oda sicakliginda 30
dakika bekletildi. Ilk olarak tarama islemi yapildi. Bunun igin diliisyon pleytindeki ilgili
kuyucuga 100 pl Brucella diliient kondu. Uzerine hasta serumundan 5 pl konularak
karistirildi. Buradan 50 pl siispansiyon disari atilarak iizerine 50 pl Brucella antijeni
eklendi. Pleytin {izeri koruyucu bantla kapatilip 37 °C’de 60 dakika etiivde bekletildi.
Daha sonra kuyucukdan 50 pl alinarak Brucella jel matriks’teki ilgili kuyucuga pipet ile
transfer edildi. Yaklasik 3000 rpm devirde 20 dakika santrifiij edildikten sonra sonug
gozle degerlendirildi. Uretici firma &nerileri dogrultusunda; pembe renkli Brucella
antijeninin jelin dip kismina ¢okmesi negatif sonug (serumda Brucella’ya karsi antikor
yok), antijenin jelin tstiinde kalmasi pozitif sonug¢ (serumda Brucella’ya kars1 antikor
var) olarak degerlendirildi. Bu uygulamada saptanan pozitif sonug i¢in serum titre degeri
en az 1/40 oldugundan pozitif bulunan hasta serumlar1 asagida belirtilen ileri titrasyon
islemine alindi.

Her bir hasta i¢in diliisyon pleytlerinde yedi kuyucuk ayrildi. Birinci kuyucuga
100 pl, kalan diger ti¢ kuyucuga 50 ul Brucella diliient kondu. Birinci kuyucuga 5 pl hasta
serumu konarak karistirildi. Birinci kuyucuktan 50 pl alinarak ikinci kuyucuga, ikinci
kuyucuktan 50 pl almnarak iglincli kuyucuga, sirasiyla diger kuyucuklara ayni seri
dilisyon yapilip son kuyucuktan 50 pl alinarak disar1 atildi. Daha sonra, biitiin
kuyucuklara 50 pl Brucella antijeni kondu ve kuyucuklardan 50 pl alinarak Brucella jel
matriks’teki ilgili kuyucuklara pipetleme islemi ile dagitildi. Yaklasik 3000 rpm devirde
20 dakika santrifiij edilerek sonuglar gozle degerlendirildi. Pembe renkli Brucella
antijeninin jelin dip kismina ¢okmesi negatif sonug (serumda Brucellaya kars1 antikor

yok), antijenin jelin istiinde kalmasi pozitif sonug¢ (serumda Brucella’ya karsi antikor
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var) olarak degerlendirildi. Bu islem sonucunda ilk kuyucuk titre degeri 1/40 olup, son
kuyucuk titre degeri 1/2560 olarak degerlendirildi. Sekil 3.2°de Brucella Coombs’lu Jel

Testi pozitif ve negatif goriintiisii gdsterilmistir.

— — -

NEGATIF

POZITIF

Sekil 3.2: Brucella Jelli Coombs testi negatif ve pozitif sonu¢ goriintiisii

2-Merkapto Etanol (2-ME) Testi: 2-Merkapto etanol stok ¢ozeltisinden (Merck,
Almanya) 1 ml alinip 3 ml SF ile sulandirilarak 2-ME soliisyonu hazirlandi. Test edilecek
hasta serumu 56 °C’de 30 dakika inaktive edildi. Bes adet steril cam tiip alindu, ilk tiipe
2-ME soliisyonundan 950 pl, diger tiiplere ise 500 ul kondu. Hasta serumundan 50 pl ilk
tiipe eklendi ve karistirild. {1k tiipten 500 ul almarak ikinci tiipe eklenip diger tiiplere de
ayn1 sekilde seri diliisyon yapildi. Son tiipte kalan 500 pl disar1 atildi. Biitiin tiiplere 500
ul Brucella antijeninden eklendi ve 24 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
tiiplerde olusan en son ¢okelmenin oldugu konsantrasyon, Olciilen antikor titresi olarak
kabul edildi.

3.3.1 Kan Kiiltiirii ve Tanimlama

Hastalarin kan kiiltiirleri BACT/ALERT 3D (bioMérieux, Fransa) tam otomatize
kan kiiltiir cihaz1 kullanilarak yapildi. Hastalarin kan alinacak viicut bolgesinde povidon
iyot ve alkol ile cilt antisepsisi saglandiktan sonra steril siringa yardimiyla hastanin vendz
dolasimindan 10-15 ml kan almarak kan kiiltiirii sisesine inokiile edildi. Ornek bulunan
kan kiiltiirii siseleri laboratuvarimiza en kisa siirede ulastirildi ve kan kiiltiiri cihazina
yiiklenerek 2 hafta inkiibasyona alind1.

Bu siire i¢inde pozitif sinyal veren siseler cihazdan ¢ikarildi. Steril bir siringa
yardimiyla siseden 3 ml 6rnek aspire edilerek %5-7 kanli agar, EMB agar, ¢ikolatamsi
agar ve Brucella agar besiyerine (Oxoid, Ingiltere) pasaj ekimleri yapildi ve 37 °C’de %5
CO2’li etlivde 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
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Plaklar, biyogiivenlik kabini i¢inde degerlendirildi. Besiyerinde yuvarlak, kiiciik,
saydam, hemoliz olusturmayan veya 1slak koloni yapist olusmasi Brucella-siipheli tireme
olarak degerlendirilerek tanimlama islemlerine gecildi. Sekil 3.3’de plakta lireyen

Brucella spp. kolonilerini gosterilmistir.

Sekil 3.3: Kanli agar ve ¢ikolatamsi agar besiyerinde Brucella spp. kolonileri.

Biyogiivenlik kabini i¢erisinde temiz bir lam iizerine bir damla SF damlatildi. Daha
sonra steril bir 6ze yardimiyla bakteri kolonisinden bir miktar alinarak SF igerisine
siispansiyonu saglandi. Havada kurutulduktan sonra bek alevinde preparat tespit edildi ve
Gram boyamasi yapildi. Hazirlanan preparatin iizerine ilk once kristal viyole boyasi
damlatild1 ve 30 saniye beklendi. Su ile lam iizerindeki boya yikandiktan sonra liigol
soliisyonu damlatildi ve 60 saniye beklendi. Su ile lam yikand1 ve sonra %96’lik etil alkol
damlatildi ve 20-30 saniye beklendi. Su ile lam iizerindeki alkol yikandiktan sonra
iizerine sulu fuksin boyasi damlatildi ve 30 saniye beklendi. Su ile iizerindeki boya
yikandiktan sonra preparat kurutma kagidi ile kurutuldu ve 100°liik objektifte immersiyon
yagt kullanilarak bakterilerin morfolojisi belirlendi. Mikroskopta, ¢ok kiiciik, Gram-
negatif kok veya koko-basil morfolojisindeki bakteriler Brucella-siipheli olarak
degerlendirilerek bir sonraki tanimlama siirecine devam edildi. Sekil 3.4’te Gram

boyamasi yapilan preparatin mikroskobik goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 3.4: Gram boyali preparatta Brucella spp.’nin mikroskobik goriintiisii.

Biyogiivenlik kabini igerisinde kiiltiir plaginda tireyen koloniler igin katalaz testi
yapildi. Temiz bir lam {izerine %3’lik H2O> damlatildi ve daha sonra steril bir 6ze
yardimi ile bakteri kolonisinden bir miktar bakteri alinarak hidrojen peroksit soliisyonu
icine birakildi. Saniyeler igerisinde gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif sonug olarak
degerlendirildi.

Ureyen Brucella-siipheli koloniler icin oksidaz testi yapildi. Biyogiivenlik kabini
icerisinde temiz bir filtre kagidina 1-2 damla tetrametil -p- fenilendiamin dihidroklorid
(oksidaz ayiraci) damlatildi. Steril bir 6ze yardimiyla bakteri kolonisinden bir miktar
bakteri alinarak oksidaz ayiraci ile 1slatilmig kagit tizerine siiriildii. Bir-iki dakika i¢inde
stirilen kolonilerde mavi-mor renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.

Uremis bakteri kolonilerinden iire besiyerine (Oxoid, Ingiltere) biyogiivenlik
kabin i¢inde ekim yapilarak 37 °C’de %5 COz’li etiivde inkiibasyona alindi. Saatler iginde
iire besiyerinde kirmizi renk degisimi olmasi pozitif sonug olarak kabul edildi.

Daha onceden elde edilen anti-Brucella antikorlar1 pozitif hasta serumu oda
1sisinda 10-15 dakika bekletildi. Biyogiivenlik kabini i¢inde temiz bir lam {izerine bir-iKi
damla bu serumdan damlatildi ve sonrasinda Brucella-siipheli bakteri kolonisinden steril
bir 6ze yardimiyla bir miktar bakteri alinarak bu serum i¢inde siispanse edildi. Lam
iizerinde bulunan siispansiyon dairesel hareketler ile karigtirildi ve dakikalar i¢inde

serumda ¢okelme (agliitinasyon) olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirildi.
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3.3.3 Molekiiler Metodlar

DNA 1izolasyonu (Ekstraksiyon): Serum orneklerinden ve kiiltiir plaginda
ireyen bakteri kolonilerinden DNA izolasyonu QIAsymphony Otomatize DNA
Ekstraksiyon Cihazinda (Qiagen, Almanya) QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kitleri kullanilarak yapildi. Kullanilan bu kit, manyetik partikiil teknolojisi ile niikleik
asitlerin otomatik olarak izolasyonu ve saflastirilmasin1 saglamaktadir. Ekstraksiyon
islemi, dort adimdan olusmaktadir: 1- lizis, 2- baglanma, 3-yikama ve 4- eliisyon.

Orneklerdeki bakteriyel DNA’nin ekstraksiyonu iiretici firma onerileri
dogrultusunda yapildi. Kisaca; hasta numunesi veya kiiltiir plagindan steril SF i¢inde
hazirlanmig bakteri siispansiyonu 2 ml hacimli steril ve vida kapakli polipropilen tiiplere
konuldu. Ekstraksiyon cihazinin ilgili bolmelerine kit igeriginden ¢ikan test reaktif
kartusu, delme kapagi, enzim askisi, Na-azit i¢ceren 20 ul tampon, guanidin tuzlari iceren
2 ml tampon ve tastyict RNA gibi sarf malzemeleri yerlestirildi ve cihaza basla komutu
verildi. Yaklasik bir saatlik ¢alisma sonucunda izole edilmis ve saflastirilmis 60 ul
bakteriyel DNA 6rnegi elde edildi ve ornekler cihazin eliisyon ¢ekmecesinden alinarak
-20 °C’de saklandi.

Real-Time PCR: Hasta drneklerinde Brucella spp. DNA’s1 bulunup
bulunmadigi FTD Tropical Fever real-time multipleks PCR kiti (Fast Track Diagnostic,
Liiksemburg) kullanilarak arastirildi. Bu kit, DNA primerleri ve TagMan prop
teknolojisi kullanarak klinik 6rneklerde Brucella spp. DNA’s1 saptamak i¢in
gelistirilmis bir real-time multipleks PCR kiti olup firma tarafindan bildirilen 6l¢iim

hassasiyeti 10°-10° KOB/ml’dir.

Klinik 6rneklerden yapilan ekstraksiyon islemi sonrasi elde edilen 6ziitlenmis
DNA ornekleri, iiretici firma onerileri dogrultusunda FTD-tampon, FTD-37 ve FTD-Enz
reaktifleri ile karigtirilarak Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) PCR termal dongii
cihazinda 35 siklus boyunca amplifiye edildi. Real-Time PCR islemi basamaklari; 94
°C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 60 °C’de 30
saniye ilk baglanma, 72 °C’de 1 dakika ilk sentez ve 72 °C’de 10 dakika son sentez olarak

ayarlandi.

Olusan amplifikasyonlar, optik modiil kuyucuklarindan yayilan floresan
sinyallerinin analiz algoritmasi1 kullanilarak PC tabanli izleme ekrani {izerinde gdzlendi.

PCR iiriinlerinin izlenmesi ve yiiksek ¢oziintirliikte ayristirilmasi i¢in QIAxel DNA High
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Resolution kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak pozitif ve negatif drnekler tespit edildi.

Test i¢in negatif ve pozitif kontroller kullanildu.

Brucella melitensis Saptamak icin PCR: Real-time PCR ile pozitif bulunan
ornekler ve kiiltiir izolatlarinda B. melitensis DNA’s1 saptamak i¢in in-house PCR testi
yapildi. Bu amagla Brucella genomu tizerinde bulunan 99 bp’lik B. melitensis’e 6zgii
bolge ¢ogaltildi. Bunun i¢in Tablo 3.1’de gosterilen DNA primerleri Ella Biotech
(Almanya) firmasina sentezlettirilerek kullanildi. Kisaca, ekstrakte edilmis DNA
molekiilleri ile TopTaq DNA Polimeraz Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak PCR
karisimi hazirlandi. Bu karisim iginde kisaca, 250 ftinitelik TopTaq DNA Polimeraz
enzimi (Qiagen, Almanya), 10 x TopTaq PCR tamponu (1.2 ml), MgCl; (1.2 ml),
RNaz’dan arindirilmis steril su (3x1.9 ml) ve spesifik primerler koyularak SensoQuest
Labcycler (SensoQuest, Almanya) termal dongii cihazinda tiriin amplifiye edildi. PCR

iirtinleri agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Tablo 3.1: Brucella melitensis ayrimi i¢in kullanilacak DNA primerleri.

Cogaltilacak Bolgenin
Primerin Ad1 Primer Dizilimi Biiyiikliigii (bp)
UF1 F: 5’-GGCTATCGGCTGGGAAAGG-3’ 99
URI R: 5’-CCTTCCGAAGAAAATACCCCT-3’

Amplifikasyon isleminde kullanilacak karigim sunlar1 igcermektedir; 12.5 pl 10x
TopTaq PCR Master mix karisimi, 2.5 ul CoralLoad, spesifik primerlerden 1 ul Forward
ve 1 ul Reverse olmak tizere toplamda 2 pl, 6 ul RNaz’dan arindirilmig PCR grade su ve
2 ul DNA ornegi.

Viriilans Genleri icin PCR: Real Time PCR ile pozitif saptanan 6rneklerde ve
kiiltiir izolatlarinda omp19, wbkA, manA, mviN, ure ve perA genleri olmak iizere toplam
alt1 adet viriilans geni in-house PCR yontemi ile arastirildi. Bunun i¢in Tablo 3.2°de
gosterilen DNA primerleri Ella Biotech (Almanya) firmasina sentezlettirilerek kullanildi.
Kisaca, ekstrakte edilmis DNA molekiilleri ile TopTaqg DNA Polimeraz Kiti (Qiagen,
Almanya) kullanilarak PCR miksi hazirland1 (250 {nitelik TopTaq DNA Polimeraz
enzimi (Qiagen, Almanya), 10 x TopTaq PCR tamponu (1.2 ml), MgCl; (1.2 ml),
RNaz’dan armdirilmis steril PCR suyu (3x1.9 ml), spesifik primerler) ve SensoQuest
Labcycler (SensoQuest, Almanya) termal dongii cihazinda {iriin amplifiye edildi. PCR

tiriinleri agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.
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Tablo 3.2: Viriilans genlerinin saptanmasti i¢in kullanilan spesifik primerler

Cogaltilacak Bolgenin
Gen Ad1 DNA Primer Dizilimi Biiyiikliigii (bp)
ompl9 F: 5’-TGATGGGAATTTCAAAAGCA-3’ 550
R: 5’-GTTTCCGGGTCAGATCAGC-3’
wbkA  F: 5’-AATGACTTCCGCTGCCATAG-3’ 931
R: 5’-ATGAGCGAGGACATGAGCTT-3’
manA  F: 5>-TCGATCCAGAAACCCAGTTC-3’ 271
R: 5’-CATACACCACGATCCACTGC-3’
mviN F: 5’-GCAGATCAACCTGCTCATCA-3’ 344
R: 5’-GGCCATAGATCGCCAGAATA-3’
ure F: 5’-GCTTGCCCTTGAATTCCTTTGTGG-3’ 1282
R: 5’-ATCTGCGAATTTGCCGGACTCTAT-3"
perA F: 5°-GGAACGGTGGCACTACATCT-3’ 716

R: 5-GGCTCTCTGTGTTCCGAGTT-3’

Amplifikasyon isleminde kullanilacak karisim sunlar1 igermektedir; 12.5 ul 10x
TopTaq PCR Master mix karisgimi, 2.5 pul CoralLoad, spesifik primerlerden 1 ul Forward
ve 1 ul Reverse olmak lizere toplamda 2 pl, 6 pl RNaz’dan arindirilmig PCR grade su ve
2 pl DNA ornegi.

Elektroforez ve Goriintiileme: Elektroforez islemi i¢in 10 x Tris Boric Asit
EDTA (TBE) soliisyonu, distile su ile sulandirilip 1X oraninda hazirlandi. Toplam 1.5 g
agaroz tartilip steril bir balon joje i¢ine konuldu ve {izerine 100 ml 1X TBE soliisyonu
eklenerek karistirildi. Daha sonra mikrodalga firin i¢inde bu karigim 1sitilarak agarin tam
olarak erimesi sagland1 ve oda 1sisinda sogumaya birakildi. Agar eriyigi 45-50 °C’ye
kadar soguyunca icine 2 pl %1’lik etidyum bromiir eklendi ve jel kalibina eriyik
dokiilerek sogutuldu. Daha sonra DNA yiikleme kuyucuklarini olusturan taraklar ¢ikarildi
ve jel kalib1 elektroforez tankina yerlestirildi. Kuyucuklara 10 ul PCR amplifikasyon
tirtinlerinden pipetle yiikleme yapildi ve 100 volt akimda 2.5 saat elektroforez islemi
uygulanarak olusan amplifikasyon iriinleri yiiriitiildi. Yiikleme sirasinda 10 X
CoralLoad boyasi, DNA biiyiikliik markir1 olarak da 100 bp’lik Biolabs DNA Ladder
(Biolabs Inc, Almanya) kullanildi.

Elektroforez islemi sonunda yiiriitilen DNA bantlar1 Kodak Gel Logic 2200
cihazinda (Kodak Inc, ABD) UV 1sik altinda degerlendirildi. Pozitif ve negatif bantlar

saptanarak test sonuglandirildi.
3.3.4 Veri Analizi
Elde edilen kalitatif veriler say1 ve oran olarak ifade edildi. Kullanilan PCR

yonteminin brusellozu olan hastalar1 tanimlama performansinin saptanmasi igin
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duyarhilik, 6zgilliik, Pozitif Prediktif Deger (PPD) ve Negatif Prediktif Degeri (NPD)
hesaplandi.

Duyarlilik; hastalik olan ve PCR ile pozitif bulunmus numune sayisinin, hastalik
olan numune sayisina boliniip 100 ile carpilmasi sonucu elde edilen deger olarak
hesapland1. Ozgiilliikk; hastalik olmayan ve PCR testi ile negatif bulunmus numune
sayisinin tiim hastalik olmayan numune sayisina boliintip 100 ile ¢carpilmasi sonucu elde
edilen deger olarak hesaplandi. Pozitif Prediktif Deger, hastalik olan ve PCR ile pozitif
bulunmus numune sayisinin, PCR ile pozitif bulunmus total numune sayisina boliiniip
100 ile garpimi sonucu ortaya ¢ikan deger olarak; NPD ise hastalik olmayan ve PCR ile
negatif bulunmus numune sayisinin PCR ile negatif bulunmus toplam numune sayisina

boliinerek 100 ile carpilmast sonucu elde edilen deger olarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1 Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calismaya, 60 pozitif ve 60 negatif olmak lizere toplam 120 hasta dahil edildi.
Hasta grubunun 27’si (%45) erkek ve 33’1 (%55) kadindi. Kontrol grubunun ise 36’s1
(%60) erkek, 24’1 (%40) ise kadindan olustu. Caligmaya alinan hastalarin cinsiyet
dagilimlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

A Hasta Grubu B Kontrol Grubu

m Erkek
Kadin

m Erkek

Kadin

Sekil 4.1: Hasta (A) ve kontrol gruplarinin (B) cinsiyet dagilimlari.

Hastalarin yas 6zelligine bakildiginda; pozitif grubun yas ortalamasi 39.3 yil (3-
77) ve negatif grubun yas ortalamasi 33 y1l (6-69) olarak bulundu. Calisma grubunun yas
dagilimi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Yas Dagilimi

<10 10-19  20-29  30-39  40-49 50-59 60-69  70-79

[N
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Sekil 4.2: Hasta grubunun yas dagilimu.
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Calismaya alinan 60 pozitif hastanin 34’1 (%56.6) Malatya ilinden geliyordu. Geri
kalan 26 hasta ise 11 farkli sehirden hastanemize gelmisti. Bunlardan, Malatya ilinden
sonra beser hasta ile Bingdl ve Sivas illeri takip etti. Sekil 4.3’te hastalarin geldigi illere

gore dagilimlar1 gosterilmistir.

V121l Aty 21 1 — 3/
Bingdl me— 5
Sivas m— 5
Mus —
K.Marag 3
Adiyaman 2
Elazig
Sirnak ==
Batman ml
Mardin =
Hatay ms
Diyarbakir mf
0

5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4.3: Calisma grubunda bulunan 60 hastanin geldigi illere gére dagilimlari.

Caligmaya alinan 60 pozitif hastanin 33’4 (%55) enfeksiyon hastaliklari
kliniginden gelmisti. Geri kalan 27 hasta ise bes farkli klinikte bruselloz 6n tanisi ile
degerlendirilmekteydi. Enfeksiyon hastaliklar1 kliniginden sonra en fazla hasta saptanan
klinik ise 16 hasta ile gocuk hastaliklar1 klinigi ve alt1 hasta ile ortopedi klinigi oldu. Sekil

4.4’te hastalarin geldikleri kliniklere gore dagilimlar1 gosterilmistir.

35
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Enfeksiyon Pediatri Ortopedi Dahiliye FTR Noroloji
Hastaliklar1

Sekil 4.4: Calisma grubunda bulunan 60 hastanin kliniklere gére dagilima.
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4.2 Kan Kiiltiirii Sonuclari

Calisma grubunu olusturan 60 hastanin 31’inden kan kiiltiirii istemi yapildigt
saptandi. Bu numunelerin yapilan kiiltiir sonucunda sekiz (%25.8) hastanin kan
kiiltiiriinde Brucella spp. iiremesi goriildii. Ureme olan 6rneklerin tiimii hasta grubunda
bulunuyordu. Ureme olan érneklerin kan kiiltiiriinde pozitif sinyal verme siiresi ortalama

5.07 giin (min:3, maks:8 giin) olarak hesaplandi.
4.3 Serolojik Test Sonuglari

Hasta grubunda bulunan 60 Ornegin Rose-Bengal agliitinasyon testi pozitif,
kontrol grubunda bulunan 60 hastanin Rose-Bengal agliitinasyon testi negatifti. Hasta
grubunda bulunan Orneklerin STA testleri 1/40 ila 1/2560 titreler arasinda pozitif
saptanirken Coombs’lu Brucella Jel testleri ise negatif ile 1/2560 arasinda titre ile
sonuglandi. Calismaya alinan hasta ve kontrol grubunun serolojik test sonuglar1 Tablo
4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya alinan 60 hasta ve 60 kontrol grubunda elde edilen serolojik test
sonuglarinin hasta sayisina gore dagilimlari.

STA Coombs’lu Agliitinasyon
() 1/40 1/80 1/160 =>1/320 () 1/40 1/80 1/160 =>1/320

Grup

Hasta grubu
(n=60)
Kontrol
grubu (n=60)

0 2 8 8 42 2 1 9 8 40

Standart tiip agliitinasyon testinde akut hastalik gostergesi olarak 1/160 titre ve
iistiinii saglayan toplam 50 (%83.3) numune bulunuyorken geri kalan 10 (%16.6) hasta
numunesinin tiip agliitinasyon titreleri 1/40 ila 1/80 araliginda tespit edildi. Yapilan
Coombs’lu Brucella Jel testinde ise STA’da pozitif bulunan iki hasta 6rnegi negatif olarak
sonuclanmis, geri kalan hastalarda ise bir ila {li¢ kat titre azalmasi saptanarak blokan

antikorlarin varlhig1 diistintilmiistir.

Tiip agliitinasyon testleri ile 1/160 titre ve iistii deger elde edilen 50 hastanin
yapilan incelemeler sonucunda 18’inin takipli ve tedavi altindaki hastalar oldugu, geri

kalan 32’sinin ise akut hastalik veya relaps tanis1 aldig1 saptandi.
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4.4 Real Time PCR Sonuclar

Calismaya alinan toplam 60 pozitif hastanin 19’unun (%31.6) kan 6rneklerinde
real-time PCR yontemiyle Brucella spp. DNA’s1 saptanirken kontrol grubunu olusturan
60 hastanin kan 6rneginin hicbirinde pozitif sonu¢ alinmadi. Sekil 4.5’te real-time PCR

testi sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Brucella spp. i¢in yapilan real-time PCR sonuglari.

Hasta grubunda bulunan ve serolojik testler ile akut hastalik veya relaps tanisi alan
32 hastanin 19’unda (%59.3) real-time PCR yontemiyle Brucella spp. DNA’s1 saptandi.
Hasta grubundaki geri kalan 28 hastanin kan orneklerinde real-time PCR ydntemiyle

Brucella spp. DNA’s1 saptanmadi.
4.5 Tiir Tayini ve Viriilans Genleri

Brucella spp. DNA’s1 saptanan 19 hastanin hepsinde yapilan PCR islemi ile

etkenin B. melitensis oldugu bulunurken bunun disinda baska bir tiir saptanmadi.

Viriilans genleri i¢in yapilan PCR islemi sonucunda PCR-pozitif tiim hastalarda
calisilan ompl19, wbkA, manA, mviN, ure ve perA genlerinin hepsi pozitif olarak
sonuglandi. Sekil 4.6’da viriilans genleri i¢in yapilan PCR testinin agaroz jel elektroforez

goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Brucella spp. i¢in bir viriilans geni olan manA’ya ait 297 bazlik DNA
bandinin saptandigi PCR agaroz jel elektroforezi goriintiisii

4.6 PCR Yonteminin Tam Etkinligi

Serolojik testler ile bruselloz tanisi alan hastalarda PCR yonteminin hasta
grubunda bulunan 60 hasta i¢in saptama duyarlili§i %31.6; 1/160 ve iistii agliitinasyon
titresi saptanan 50 hastay1 saptama duyarhilig1 %38 ve tedavi altinda ve takipli hastalar
dislandiktan sonra akut hastalik veya relaps olarak tan1 konulmus 32 hasta i¢in tam
duyarliligt %59.3 olarak hesaplandi. PCR yonteminin 6zgiilliigii ise %100 olarak
bulundu.

PCR yonteminin Pozitif Prediktif Degeri %2100 olarak bulunurken 60 kisilik hasta
grubu icin saptanan Negatif Prediktif Degeri %59.4; 1/160 ve iistii agliitinasyon titresi
saptanan 50 hasta i¢in NPD’1 %69.3 ve akut hastalik veya relaps olarak tan1 konulmus 32
hasta i¢in NPD’1 %87.1 olarak bulundu. PCR yontemi i¢in hesaplanan tani performans

degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: PCR ile saptanan tani1 performans degerleri

Hasta
Test Performans Grubu >1/160 Olan Hastalar  >1/160 ve Akut Hasta
Parametreleri (n=60) (n=50) Tams1 Alanlar (n=32)
Duyarlilik (%) 31.6 38 59.3
Ozgiilliik (%) 100 100 100
PPD* (%) 100 100 100
NPD** (%) 59.4 69.3 87.1

*PPD: Pozitif prediktif deger
**NPD: Negatif prediktif deger
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5. TARTISMA

Bruselloz, tanisi1 zor yapilan enfeksiyonlardan biri olma 6zelligini halen devam
ettirmektedir. Hastaligin neden oldugu tanisal sorunlar klinik degerlendirme asamasindan
itibaren baglar. Brusellozun en sik semptomlarinin ates, terleme, kas ve eklem agris1 gibi
genel bulgular olmasi, hastaligin kendine 6zgii bir semptomunun bulunmamasi, tutulum
yerlerine gore farkli klinik tablolara yol a¢masi, sinsi bir baslangic gostermesi ve
inkiibasyon doneminin degiskenligi gibi 6zellikler klinik tanida karsilagilan sorunlarin
temel nedenleridir (22).

Brusellozun laboratuvar tanisinda da halen 6nemli sorunlar mevcuttur. Yapilan ilk
secenek tetkiklerden kan sayiminda beyaz kiire sayisinda orta diizeyde artis ve lenfosit
hakimiyeti gecici bir bir viral enfeksiyonu akla getirirken, kan biyokimyasinda hafif veya
orta diizeyde artis gosteren karaciger enzimleri olas1 bir mikrobiyal veya ilaca bagl
hepatit tablosu hakkinda siiphe olugsmasina neden olmaktadir. Diger taraftan, ilk secenek
goriintiileme yontemlerinden direkt grafilerde hastaliga bagli doku ve organ tutulumlari
etkili bir sekilde saptanamamaktadir. Dolayis1 ile brusellozdan klinik olarak
stiphelenilmesi ve dogru taniya yardimci olacak testlerin etkili bir sekilde kullanilmasi
onemli diizeyde bilgi, deneyim ve ileri test olanaklar1 gerektirmektedir (22, 51).

Brusellozun laboratuvar tanisinda; kiiltiir ve serolojik testler bulunmakta olup son
yillarda hizla gelismekte olan niikleik asit amplifikasyon metotu esasli tan1 yontemleri
tanida gittikge yerini almaya baslamistir. Kan, kemik iligi aspirati, BOS ve diger viicut
stvilarindan yapilan kiiltiir tetkikleri ile etkenin izole edilmesi bruselloz i¢in kesin tani
anlami tasir (79). Bunlar arasinda kan kiiltiirii; uygulama kolaylig1 ve olas1 baska etkenleri
de ortaya koymasi nedeniyle en fazla kullanilan yontem olmustur. Ancak, hastanin
bakteriyemik olmadigi bir dénemde numune alinmasi, etkenin cogunlukla hiicre ici
yerlesimi ve bakterinin yavas lireme hiz1 nedeniyle kan kiiltiirii hastalarin ¢ok az bir
kisminda pozitif sonuglanmaktadir. Bu nedenle hastalardan kemikiligi aspirasyon
kiiltiirlerinin yapilmasi 6nerilmekte ise de klinik 6rnegin aliminin hasta agisindan oldukca
zor bir invaziv girisim gerektirmesi nedeniyle kullanimi olduk¢a siirlidir. Bu nedenle,
rutin klinik tanida hasta kaninda Brucella spp.’ye kars1 gelisen antikorlarin saptandigi
indirekt tan1 metotlarindan serolojik testler en fazla kullanilagelen yontemler olmustur.

Ancak bu testlerin, en az bir giin gerektirmesi, hastanin serumunda bulunan antikorlarin
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ozelligi ve diizeyi ve kullanici hatalar1 nedeniyle sik yanlis negatif olarak
sonu¢lanmaktadir. Dolayist ile brusellozun laboratuvar tanisinda standardize edilmis,
hizli sonug¢ verebilen, yiiksek duyarlik ve Ozgiilliikle calisan yeni test metotlarina
gereksinim devam etmektedir (79). Bu acidan, bir niikleik asit amplifikasyon metotu
esasli tan1 yontemi olan PCR’1n kullanimi gittikge artmis ve gelecek adina imit vadeden
bir yontem olma o6zelligi kazanmistir. Ancak, PCR’1n bruselloz tanisindaki etkinligi
hakkinda hem sinirlt sayida ¢alisma bulunmakta ve hem de yapilan ¢aligsmalarda oldukca
degisken araliklarda tamisal performans degerleri bildirilmektedir. Dolayist ile
brusellozun endemik olarak bulundugu bolgemizde PCR yOnteminin tani etkinliginin
saptanmasi, patojenin tiir ayriminin yapilmasi ve tagidigi alti 6nemli viriilans geninin
varligimin arastirilmast hem klinik tan1 yontemlerinin yeniden gézden gecirilmesi ve
mevcut bilimsel bilgiye katki yapma potansiyeli nedeniyle 6nemlidir.

Bu ¢alismaya, serolojik yontemlerle brucella antikoru saptanmis 60 hasta alinmis
ve negatif olan 60 hasta numunesi ise kontrol grubu olarak katilmistir. Calismaya alinan
numunelerin 63’10 erkek ve geri kalan 57°si kadin hastalardan geliyordu. Calisma
grubunun yas araligina bakildiginda en fazla klinik 6rnegin 27 6rnekle 40-69 yas
aralifindan daha sonra da 20 6rnekle 19 yas ve alt1 hastalardan geldigi goriildii.

Bruselloz, gelismis iilkelerde cocuk yas grubunda daha az goriilmektedir. Ancak
iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde her yasta goriilebildigi bildirilmektedir. Ayrica,
hastaliga maruz kalma orami agisindan erkek ve kadin cinsiyet arasinda onemli bir
farklilik saptanmamustir (80). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, Kuyumcu’nun 2017
yilinda Istanbul Haydarpasa Numune Hastanesinde yaptig1 c¢alismada, brusellozun
tanisinda Serolojik testlerin etkinligi birbirleri ile karsilastirilmis ve calisma igin 42
bruselloz siipheli hastay1 degerlendirmeye almistir. Bu hastalarin %51.8°1 erkek, %48.2’si
kadin olarak bildirilmistir (81). Parlak’in 2011 yilinda Van bolgesindeki Brucella
tirlerinin identifikasyonu ve antibiyogram duyarliliklarinin belirlenmesi ic¢in yaptigi
calismada elde edilen 75 Brucella spp. susunun tiredigi hastalarin %58.6’s1 kadin,
%41.4°1 erkek olarak bildirilmistir (82). Lari ve arkadaslarinin 2011 yilinda Iran’da
bruselloz teshisinde PCR ve Elisa etkinliklerinin karsilastirilmasi i¢in 100 hasta ile
yaptiklar1 ¢alismada, hastalarin %59’u kadin, %41°i erkek olarak bulunmustur (83).
Cam’m 2011 yilinda Gaziantep ilinde yaptig1 ¢alismada, bruselloz tanisinda PCR
etkinligi serolojik testler ile karsilagtinlmigtir. Calismadaki bruselloz tanist alan 56
hastanin yas ortalamasi 39.9 yil; Ceken ve arkadaslarinin Ankara’da yaptiklar1 calismada

akut bruselloz tanist almis 35 hastanin yas ortalamasi 42.1 yil olarak bildirilmistir (84,
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85). Bu bilgiler 1s1831nda calismamizda hasta grubunun %45 erkek ve %55 kadindan
olugmasi ve yas ortalamasi olarak da 39.3 yil olmasi1 daha 6nce yapilmis bu ¢alismalarda
bildirilen degerlere benzer olarak olarak bulunmustur.

Kan, kemik iligi ve viicut sivilart gibi klinik 6rneklerin kiiltiirleri brusellozun
laboratuvar tanisinda yardimci olabilen klinik Orneklerdir. Bakteriyolojik boyalar
kullanilarak klinik 6rneklerin mikroskobik incelenmesi 6nemli olsa da etkenin hiicre igi
yerlesim gostermesi ve ¢ok kii¢iik boyutlarda olmasi, bakterinin mikroskobik incelemede
gozden kagma riskini arttirmaktadir (86).

Hasta da klinik olarak bruselloz belirtileri veya bulgular1 olsa da, hastaligin kesin
tanist etkenin kiiltiirde tretilmesiyle konulmaktadir. Bu nedenle kiiltiir, bruselloz
tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, kiiltiire alinan klinik 6rnegin
tiirli ve miktari, etkenin tiirii ve yavas tireme hizi, hastaligin evresi, hastanin sikayetleri
nedeni ile daha 6nceden antibiyotik kullanmasi gibi nedenler etkenin kiiltiirde izolasyon
oranmi etkileyen faktdrlerdir. Ozellikle kronik vakalarda kiiltiirden etkeni izole etme
sans1 6onemli 6l¢iide azalmaktadir (51, 87).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Kuyumcu’nun 2017 yilinda Istanbul Haydarpasa
Numune Hastanesinde yaptigi tez ¢alismasinda, bruselloz tanisinda serolojik testlerin
etkinligi karsilagtirilmis ve bruselloz tanis1 alan 12 hastadan dordiiniin (%33) kan kiiltiirti
pozitif saptanmustir (81). Calik ve Gokengin’in yaptigi ve 1990-2009 tarihleri arasinda
Tirkiye’de yapilan bruselloz c¢alismalarinin incelendigi derlemede 4209 hastanin
1019’unun kan kiiltiirii pozitif bulunmus ve kan kiiltiiriiniin hastalarin ancak %24’iinii
saptadig1 bildirilmistir (88). Ceken ve arkadaslarinin akut bruselloz tanisinda PCR
testinin etkinliginin arastirildigi calismalarinda 35 hastanin 16’sinda (%45) kan kiiltiirii
pozitif saptanmustir (85).

Bruselloz tanisinda kemik iligi kiiltiir yonteminin duyarlilig1 kan kiiltiiriine oranla
daha yiiksektir. Dizer ve arkadaslarinin 2000-2003 yillar1 arasinda Ankara’da yaptiklari
bruselloz tan1 yontemlerinin etkinliginin arastirildigi ¢aligmada 32 hastanin dokuzunda
(%28.1) kemik iligi kiiltiirii pozitif, altisinda (%18.7) kan kiiltiirii pozitif saptanmistir
(89). Demir ve arkadaslarinin Van Yiiziincii Y11 Universitesinde bruselloz tanist alan 48
hastanin prospektif olarak incelendigi caligmasinda Brucella melitensis, 11 hastada (%23)
kan kiiltiiriinden, 25 hastada (%52) kemik iligi kiiltiiriinden izole edilmistir (90). Ozkurt
ve arkadaslarmin Erzurum Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesinde yaptiklar1 Brucella
melitensis’in otomatize sistemler ile tespit edilmesi ¢alismasinda 50 hastanin 35’inde

(%70) kemik iligi pozitif, 24 tinde (%48) kan kiiltiirli pozitif bulunmustur (91). Gotuzzo
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ve arkadaslarinin bruselloz tanisinda kemik iligi kiiltiiriiniin etkinliginin incelendigi
caligmasinda 50 hastanin 35’inin (%70) kan kiiltiirii pozitif, 46’sinin (%92) kemik iligi
kiiltiirli pozitif saptanmistir (92). Yaptigimiz bu ¢aligsmada ise kan kiiltiirii istemi yapilan
31 hastanin sekizinde (%25.8) test pozitif sonuglanmistir. Elde edilen bu deger yukarida
belirtilen veriler ile uyumluluk gostermistir.

Kan kiiltiirii yonteminin duyarliliginin diisiik olmasi1 ve etkeni saptamak igin
gegen siirenin uzun olmasi nedeniyle brusellozun laboratuvar tanisinda serolojik testler
onemli bir yer tutmakta ve rutin tanida ¢ok daha fazla kullanilmaktadir (93).

Rose-Bengal testi, yiiksek duyarliliga sahip olmasi, yaklasik dort dakika gibi izl
bir siirede sonu¢ vermesi, kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyete sahip olmas1 nedeni ile
bruselloz tanisinda kullanilan hizli bir serolojik tarama testidir (65). Bu test, yiiksek
duyarliliga sahip olsa da o6zellikle endemik bdlgelerde diisiik 6zgiilliik gostermektedir.
Martin Moreno ve arkadaslarinm 1992 yilinda Ispanya’da 171 hasta grubu ile yaptigi
calismada Rose-Bengal testinin duyarliligi %95, 6zgiilligi ise %75 bulunmustur (94).
Araj ve arkadaglarinin Kuveyt’te 573 serum 0rnegi ile yaptig1 ¢alismada akut bruselloz
teshisi alan 159 hastanin tamaminda Rose-Bengal testi pozitif sonu¢ vermesine ragmen,
kronik bruselloz teshisi alan 23 hastanin %61’inde pozitif sonu¢ vermistir (95). Sonug
olarak; kullanim kolayligi, hizli bir tarama testi olmasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve
Ozellikle akut bruselloz hastalarinin tanisinda goreceli olarak daha iyi sonuglar vermesi
Rose-Bengal testinin avantajlar1 olarak goriilse de, 6zellikle kronik vakalarda yanlis

negatif sonuglar vermesi testin dezavantajlarindandir (51).

Brusellozun serolojik tanisinda en fazla kullanilan testlerden birisi STA testidir.
Is1 veya fenolle oldiiriilmiis B. abortus antijenlerinin kullanildig1 bu testte agliitinasyon
olusumu hasta serumunda etkene yonelik antikor varligina isaret eder. Bu testte, 1/160 ve
iizeri titreler aktif enfeksiyonu gosterse de Ozellikle endemik bolgelerde gecirilmis
enfeksiyon olasiligt da g6z oOniline alinip hastanin klinik bulgular1 da birlikte
degerlendirilmesi gerektigi Onerilmektedir (68). Tansel ve arkadaglarmin Trakya
Bolgesinde 1994-2001 tarihleri arasinda yaptiklar ¢alismada, bruselloz tanisi alan 40
hastanin klinik ve laboratuvar bulgular1 incelenmis, STA testi ile 35 hasta pozitif
bulunmus ve testin duyarliligt %87.5 olarak saptanmistir (96). Demirdag ve
arkadaglarinin galismasinda, Elazig Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 servisine 1995-2001 tarihleri arasinda yatan ve bruselloz tanisi alan 146

hastanin klinik ve laboratuvar bulgular1 retrospektif olarak degerlendirilmistir. Toplam

42



139 hastanin STA testi 1/160 titre ve lizeri tespit edilerek pozitif bulunmus ve testin
duyarlilig1 %95.2 olarak bildirilmistir (97). Kara ve arkadaslarinin, 2009-2014 tarihleri
arasinda Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma hastanesinde bruselloz tanisi alan 94 ¢ocuk
hastanin klinik ve laboratuvar bulgularin retrospektif olarak incelendigi ¢alismasinda
STA testinin duyarlilifi %88.2 olarak bulunmustur (98). Dal ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, Kars, Erzurum ve Erzincan ilinde yasayan bruselloz siipheli 249 hastanin
tanisinda PCR ve serolojik testlerin etkinligi karsilastirilmistir. Standart tiip agliitinasyon
testi calismasina alinan 153 hastanin 88’1 pozitif tespit edilmis ve STA testinin duyarlilig1

%S57.5 olarak bulunmustur (99).

Standart tiip agliitinasyon testi ¢cok sik kullanilan bir yontem olmasina ragmen;
IgA yapisindaki blokan antikorlarinin varligi bruselloz tanisini giiclestirmektedir. Blokan
antikorlar nedeni ile STA testi géz ardi edilmeyecek oranda yanlis negatif sonuglar
verebilmektedir. Turan’in 2017 yilinda yaptig1 calismada coombs testinin bruselloz
tanisindaki 6nemi arastirilmis ve ¢alismadaki 100 hastadan STA testi negatif olan 89
hastanin 43’iinde (%51) coombs testi pozitif bulunmustur (27). Ayrica; STA testinde
yasanan olumsuz durumlardan bir digeri de antikorun veya antijenin digerinden fazla
olmasindan dolay1 gergeklesen prozon ve postzon olaylaridir. Bunun yaninda ¢esitli
Gram negatif bakteriler ile ¢apraz reaksiyon vermesinden dolay1 yalanci pozitiflik
olusabilmesi énemli tanisal sorunlar olusturur (68). Ozellikle blokan antikorlarinin varlig
nedeniyle STA testinin dogrulanmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bunun i¢in coombs
anti-Brucella veya immiinocapture agliitinasyon testleri gibi serolojik testler kullanima

sunulmustur (100).

Mantur ve arkadaslarinin Hindistan’da yaptig1 bir ¢alismada bruselloz tanisinda
immiinocapture testi diger serolojik testler ile karsilastirilmis ve ¢alismaya bruselloz
stipheli 211 hasta dahil edilmistir. Bu hastalarin 21°1 (%9.9) STA pozitif, 69’u (%32.7)
coombs pozitif ve 76’s1 (%36) immiinocapture pozitif olarak tespit edilmistir (101). Hanci
ve arkadaglarinin 2017 yilinda Brucella coombs jel testinin etkinligini degerlendirdikleri
caligmada, bruselloz belirtileri olan 43 hastadan ve saglikli 45 kisiden serum 6rnekleri
caligmaya alinmistir. Calismada brusella coombs jel testi, STA testi ile karsilastirilmis ve
coombs jel testinin duyarliligi %100 olarak bulunmustur (102). Kalem ve arkadaslarinin
2015 yilinda yaptiklar1 caligmada, Konya Numune Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvarina gonderilen ve bruselloz tanist alan 78 hasta prospektif olarak
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incelenmistir. Calismada coombs jel testinin duyarliligi %100, immiinocapture testinin

duyarliligi %100 ve STA testinin duyarliligi ise %71.4 olarak bulunmustur (103).

Bruselloz, hastaligin baslangi¢ siiresine gore akut, subakut ve kronik olarak
siniflandirilmaktadir. Klinik belirtilerin sekiz haftadan daha kisa olmasi akut, 8-52 hafta
arasinda olmasi subakut ve 52 haftadan daha uzun siire olmasi durumunda kronik
brusellozdan bahsedilir (44). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda tlkemizde akut
bruselloz olgularinin ¢ok daha fazla oldugu gosterilmistir. Ulug M ve Ulug NC’nin
Eskisehir’de 78 bruselloz olgusunun klinik olarak incelendigi ¢alismasinda, hastalarin
%79’u akut, %16’s1 subakut ve %5’1 ise kronik oldugu bildirilmistir (104). Kokoglu ve
arkadaslarinin yaptiklart calismada, 2000-2002 yillar1 arasinda Tirkiye’deki iki
iiniversite hastanesindeki bruselloz olgularinin klinik ve laboratuvar o6zellikleri
incelenmis ve hastalarin %57.2’si akut, %26.1°1 kronik ve %16.7’si subakut olarak
saptanmustir (105). Giiler ve arkadaslarinin Kahramanmaras ilinde yaptiklari ¢alismada,
370 bruselloz hastasi retrospektif olarak incelenmis, hastalarin 261’1 (%70.5) akut, 73’1
(%19.7) subakut ve 36’st (%9.7) kronik bruselloz olarak tanimlanmistir (106).
Yaptigimiz bu galismada ise ¢alisma grubunda bulunan 60 hastanin Rose-Bengal, STA
ve Coombslu tiip agliitinasyon testleri sonuglari ve epikriz bilgilerine gére 10’u gecirilmis
enfeksiyon (<1/160), 18’1 takipli ve tedavi altindaki hasta ve geri kalan 32 hasta ise akut

enfeksiyon olarak tanimlanmistir.

Kan Kkiiltiirinden sonu¢ almanin uzun siirmesi ve duyarliliginin diisiik olmasi,
serolojik testlerde yasanan ¢apraz reaksiyonlar, yalanci negatiflik, hastaligin tedavisinden
sonra da kanda antikor varliginin olmasi, postzon ve prozon olaylarinin gerceklesme
olasilig1 gibi olumsuz durumlar nedeniyle son yillarda bruselloz tanisinda PCR gibi

molekiiler yontemler kullanilmaya baglanmistir (66, 68, 107).

Bir niikleik asit amplifikasyon testi olan PCR, hasta numunesinde bulunan etkenin
DNA’sin1 yaklagik dort saatte yakalayabilen, etkenin tlir ayrimini yapabilen ve etkenin
DNA st lizerinde taginan viriilans genelerini gosterebilen bir molekiiler analiz yontemidir.
Bu ¢alismada ii¢ asamada PCR metodu kullanilmis olup bunlar; 1- Brucella spp.
DNA’sinin hasta serumunda bulunup-bulunmadigimin saptanmasi, 2- PCR ile pozitif
olarak saptanan numunelerde etkenin hangi tiir oldugunun belirlenmesi ve 3- pozitif

orneklerde alt1 adet viriilans geninin varliginin arastirilmasidir.
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PCR testi, Kary Mullis tarafindan ilk kez 1983 yilinda tanimlanmistir. Yontem,
etkene 0zgli DNA bdlgelerinin in vitro ortamda g¢ogaltilarak goriintiilenmesi esasina
dayanir (20). Bruselloz tanisinda PCR testinin ilk kullanilmasi1 1990 yilinda Fekete ve
arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir (53). Daha sonraki yillarda, bruselloz tanisinda
kullanilan PCR yonteminin gelistirilmesine yonelik bir¢ok farkli ¢aligma yapilmistir.
Baily ve arkadaslari, B. abortus ile B. melitensis’in ayirt edilmesi i¢in bcsp31’i kodlayan
geni ¢ogaltmis (54); Bricker ve Halling ise 1994 yilinda Brucella abortus, Brucella
melitensis, Brucella ovis ve Brucella suis’i tespit edebilen AMOS PCR yo6ntemini
gelistirmiglerdir (108). Redkar ve arkadaslarimin 2001 yilinda IS711 gen bdlgesini
hedeflemis, real-time PCR ydntemi ile daha 6nceki yontemlere gore 30 dakika daha kisa
bir stirede sonu¢ alinmistir (56). Queipo-Ortuno ve arkadaslar1 2005 yilinda SYBR
Green-I ve LightCycler tabanli gergek zamanli bir PCR yontemi gelistirmis, bu yontemde
bcsp31 gen bolgesi hedef segilmis ve testin duyarliligi %91.9, 6zgulligii ise %95.4 olarak
bulunmustur (109). Mitka ve arkadaslar1 2007 yilinda bcsp31, omp2, omp28 ve bp26 gen
bolgelerin hedef alan primerlerin kullanildig1 dort farkli PCR testi lizerinde ¢alismiglardir.
Calisma sonucunda PCR testinin akut bruselloz tanisinda, tedavi sonrasi ve relapslarin
takibinde yararli bir yontem olacagi belirtilmistir (59). Scott ve arkadaslari, 2007 yilinda
tiirler arasinda veya tiirlerin kendi i¢lerinde tekli niikleotid farkliliklarini tanimlayabilen
tek niikleotid polimorfizimi (SNP) yontemini uygulamislardir. Bu yontemin, tiim tiir ve
biyovarlar1 tanimlayamayan AMOS PCR gibi mevcut ve 1yi bilinen yontemlerin aksine
daha fazla tiir ve biyovar1 tanimlamak i¢in potansiyel tasidiginin alti ¢izilmistir (60).
Lopez-Goni ve arkadaslari, 2008 yilinda farkli cografi bolgelerden gelen 625 Brucella
susunu tanimlamak i¢in Bruce-Ladder multiplex PCR yontemi gelistirmislerdir. Calisma
sonucunda Bruce-Ladder PCR yonteminin Brucella suslarinin hizli tanimlanmasi igin
yararli bir yontem olacagi gosterilmistir (110). Winchell ve arkadaslart 2010 yilinda
Brucella tiirlerini tanimlamak i¢in yiiksek ¢6ziiniirliikli erime egrisi analizini kullanarak
gercek zamanli bir PCR yontemi gelistirmislerdir. Calismada yedi farkli primer
kullanilmig ve test edilen 153 brusella susunun tamami saptanmistir (62). Koylass ve
arkadaglar1 2010 yilinda SNP ve Bruce-Ladder yontemini karsilagtirmig; 24 B. canis
izolatinin test edildigi yontemde SNP tiim izolatlar1 dogru tanimlarken Bruce-Ladder
yontemi 11 izolat1 yanlislikla B. suis olarak tanimlamistir. Caligma sonucunda, SNP bazli
yontemin B. suis ve B. canis tiirlerinin ayirt etmede daha giivenilir oldugu bildirilmistir
(61).

45



Uluslararasi literatiirde bruselloz tanisinda PCR testinin etkinligini gosteren bazi
caligmalar olsa da iilkemizden belli bash bes ¢alisma oldugu dikkat ¢ekicidir. Cirak ve
arkadasinin 2002 yilinda Ankara Gazi Universitesi Tip Fakiiltesinde yaptig1 ¢alismada,
29 akut bruselloz tanili hastaya ait kan 6rneklerinde ve kan kiiltiirleri negatif ancak STA
titresi 1/80 olan 10 hastaya ait 6rneklerde PCR etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismada iki
farkli gen bolgesini hedef alan primerler kullanilmistir. Calisma sonucunda 1S6501 gen
bolgesini hedef alan PCR testinin duyarliligi %51.7, 31 kDA’luk B. abortus antijenini
kodlayan 223 baz ¢iftlik gen bolgesini hedef alan PCR testinin duyarlilig1 %48.3 olarak
bulunmusgtur. PCR testinin bruselloz tanisinda geleneksel yontemlere kiyasla 1y1 bir
alternatif olacagi sonucuna varilmistir (111). Siiriiciioglu ve arkadaglarinin 2009 yilinda
Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesinde
yaptiklari ¢aligmada, farkli klinik bruselloz formlarina sahip hastalarda TagMan real-time
PCR yonteminin etkinligi arastirilmis ve caligmaya 50 hasta serumu dahil edilmistir.
Daha once bruselloz tanis1 almayan ya da Brucella spp.’ye maruz kalma 6ykiisii olmayan
30 kisi negatif hasta grubunu olusturmustur. Calismada kan kiiltiirii duyarliligi %36, STA
testi duyarliligi %98 bulunmustur. PCR testinin duyarliligi %88, 6zgiilliigii ise %100
olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, PCR testinin PPD degeri %100, NPD degeri ise
%83 olarak belirlenmistir (112). Ceken ve arkadaslarinin Ankara ilinde yaptiklari
caligmada, akut bruselloz tanisinda PCR yonteminin etkinligi arastirilmistir. Calisma
grubu akut bruselloz oldugu diisiiniilen 35 hastadan olusturulmus ve PCR testinde bu
hastalara ait 16kositler ayristirilarak kullanilmistir. Calismada, PCR testinde 31 kDA’luk
B. abortus antijenini kodlayan 223 baz ciftlik gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in B4 ve B5
primerleri kullanilmigtir. Caligma sonucunda PCR testinin duyarliligi %97, 6zgiilligii ise
%100 olarak bulunmustur (85). Dal ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
Kars, Erzurum ve Erzincan illerinde hastanelere basvuran bruselloz siipheli 249 hastaya
ait serum orneklerinde serolojik testler, kiiltiir ve multipleks real time PCR yontemlerinin
etkinlikleri karsilagtirtlmigtir. Calismada, bcsp31 genini ¢ogaltmak i¢in uygun primerler
ve proplar kullanilmis; PCR testinin duyarliligi, immiinocapture testine gore %70.2,
Coombs testine gore %83, STA testine gore %77.3, kan kiiltiiriine gore %97.2 olarak
tespit edilmistir (99). Dizer ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaymnlanan ¢alismalarinda,
bruselloz tan1 yontemlerinin etkinligi arastirilmig, 2000-2003 yillar1 arasinda Gtilhane
Askeri Tip Akademisi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigine bagvuran ve hastanede yatip
bruselloz tanisi alan 32 hasta ¢alisma grubunu olusturmustur. Kontrol grubu ise saglikli

30 goniilli kisiden olugmustur. Calismada, PCR testi 32 hastanin ii¢iinde (%9) pozitif
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bulunmustur. Caligma sonucunda PCR testinde serum yerine kan mononiikleer hiicrelerin
ve BOS, eklem sivilari, doku drneklerinin kullanilmasinin daha uygun olacagi kanaatine

vartlmistir (89).

Uluslararasi literatiirde bruselloz tanisinda PCR’mn etkinliginin gosterildigi az
sayida calisma olmakla birlikte testin etkinliginin ¢ok daha yiiksek saptandigi sonuglar
bulunmaktadir. Elfaki ve arkadaslarinin bruselloz hastalarina ait serum Orneklerinde
etken DNA’sinin saptanmasina yonelik PCR testinin kullanilmasi ile ilgili 2005 yilinda
Suudi Arabistan’da yaptiklar1 c¢alismada bruselloz semptomlar1 olan 25 hasta
degerlendirmeye alimmustir. STA testinin duyarliligi %84, PCR testinin duyarlilig1 ise
%96 olarak bulunmustur (113). Colmenero ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklar
calismada ise Ispanya’da 1998-2002 tarihleri arasinda ndrobruselloz tanisi alan 6 hastada
SYBR Green | tabanli real-time PCR testinin etkinligi arastirilmistir. Bu calismada
kullanilan PCR i¢in B. abortus’a 6zgii 31 kDA’luk membran proteinini kodlayan gen
bolgesini cogaltilmis, STA testinin duyarlilign %66.6, kiiltiir duyarliligir %33.3, PCR
testinin duyarlilig1 ise %100 olarak bulunmustur (114). Mitka ve arkadaslarinin 2007
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, akut bruselloz ve relapslarda PCR testi diger konvansiyonel
yontemler ile karsilastirilmigtir. Calisma igin 1998-2004 tarihleri arasinda Yunanistan’da
bruselloz teshisi konan 200 hastadan toplam 4926 6rnek toplanmistir. Bunlarin 1642°si
periferik tam kan 6rnegi, 1642’si buffy coat ve 1642’si de serum 6rnekleri olup PCR testi
icin dort farkli primer kullanilmigtir. Bu ¢alismada PCR testinin duyarliligi tam kan, bufty
coat ve serum Orneklerinde sirastyla %95.5 ile %100, 6zgiilligi %100, PPD %100, NPD
ise %93.5 ile %100 arasinda bulunmustur (59). Baddour ve Alkhalifa’nin yaptigi
calismada, insanda periferik kanda Brucella spp. DNA’sinin tespiti i¢in {i¢ farkli PCR
teknigi kullanilmistir. PCR testinin 6zgiilliigii ii¢ testte de %100 olarak bulunmus,
duyarliliklar1 ise sirasi ile %53.1, %88.4 ve %98 olarak tespit edilmistir (115). Al-Ajlan
ve arkadaglarmin yaptigi ¢alismada, Suudi Arabistan’da insanlara ait kan 6rneklerinde
Brucella spp. tespiti i¢in dort farklt PCR yontemi kullanilmis, 160 hasta ¢alisma grubunu
olustururken, herhangi klinik bir belirtisi veya bruselloz ge¢misi olmayan 40 kisi de
negatif hasta grubunu olusturmustur. Calismada dort farkli gen bolgesini ¢ogaltan
primerler kullanilarak 160 hastanin 89’u pozitif olarak bulunmustur. Konvansiyonel PCR
testinin duyarliligi kan kiiltiiriine gére %100, serum orneklerinde %54; real-time PCR
testinin duyarliligi kan kiiltiiriine gore %100, serum Orneklerinde %60 olarak

bulunmustur. Her iki testin 6zgilliigii ise %100 olarak bildirilmistir (116). Asaad ve
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Algahtani’nin 2012 yilinda yayinlanan ¢aligmasinda brusellozun serolojik ve molekiiler
tanis1 arastirtlmistir. 2010-2011 tarihleri arasinda Suudi Arabistan’in giineybatisindaki
Najran kentindeki bir hastaneye bagvuran ve klinik belirtileri nedeniyle bruselloz siiphesi
olan 340 hasta degerlendirmeye alinmis ve 54 hastada bruselloz tanis1 dogrulanmistir. Bu
54 hastada STA testinin duyarliligt %92.6, ELISA testinin duyarliligi %85.2, PCR
testinin duyarlilig1 %70.4, 6zgiilligii %100, PPD %100, NPD %94.7 olarak bulunmustur
(117). Sohrabi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, insan brusellozunda etkin tani ve
tedavi takibinde TagMan kantitatif real-time PCR testinin etkinligi arastirilmustir.
Calismada, etkene ait 31 kDA’luk membran proteinini kodlayan bcsp31 genini cogaltmak
icin uygun primerler kullanilmig, 37 hasta pozitif, 25 hasta negatif bulunmustur. Bu
calismada PCR testinin duyarlilig1 pozitif hastalarda %100 iken bruselloz siiphesi olan 25
hasta da ise %72 olarak saptanmis ve testin 6zgiilligl ise %100 olarak bildirilmistir
(118). Li ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptiklart ¢alismada, 2013-2017 tarihleri
arasinda Cin’in baskenti Pekin’de bir hastanede bruselloz spondilit tanis1 alan 31 hastaya
ait doku orneklerinde real-time PCR testinin tani etkinligi arastirilmistir. Calismada STA
testinin duyarliligt %80.6, 6zgiilligii %100, PPD %100, NPD ise %76.9 olarak
bulunmustur. Real-Time PCR testinin duyarliligi ise %93.5, 6zgiilligi %100, PPD %100,
NPD ise %90.9 olarak saptanmistir (119).

Yaptigimiz bu ¢alismada ise gegirilmis enfeksiyon ve takipli hastalar ¢ikarildiktan
sonra geri kalan 32 hastanin 19 unun (%59.2) serum 6rneklerinde real-time PCR yontemi
ile etkenin DNA’s1 saptanmistir. Kullanilan PCR testinin 6zgiilliigii ve PPD’1 %100;
NPD’i ise %87.1 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar yukarida iilkemizden
bildirilen veriler ile uyumlu bulunmus ancak saptadigimiz duyarlilik diizeyi uluslarasi
literatiir bilgilerine yakin fakat gore goreceli olarak diisiik bulunmustur. Bu durumun olast
nedenleri olarak su faktorler dikkat ¢ekmistir: 1- Hasta numunesi olarak ¢alismamizda
serum kullanilmistir. Brucella, hiicre i¢i yerlesen bir etken oldugundan kanda daha ¢ok
fagositik hiicreler i¢ine yogunlagsmaktadir. Dolayisi ile tam kan kullanilmasi testin
etkinligini arttirabilecek bir husus olarak goriilebilir. Ancak yine de hastadan tek numune
alinarak taniya gidilmesinde ve PCR’1n serum etkinliginin gosterilmesi yoniinden elde
ettigimiz sonu¢ onemlidir. 2- Test i¢in hastadan atesli donemde veya ates ylikselmesi
oncesi donemde numune alinmasi1 kandaki bakteri sayisi arttig1 i¢in 6nemli olup bu
durumda hasta kanindaki etken DNA’s1 daha bol bulunmaktadir. 3- Bu calismada

kullanilan real-time PCR Kkitinin test saptama limiti >10° KOB/ml oldugu i¢in bu diizeyin
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altindaki bakteriyemilerde testin yanlis negatif sonuglandigi olasidir. Dolayisi ile daha
hassas real-time kitlerinin gelistirilmesi ve kullanima sunulmasi bu tiir negatiflikleri

onleyecek bir etki olusturacaktir.

Calismamizda PCR-pozitif orneklerin hepsinde etken B. melitensis olarak
bulunmustur. Bu durum ilimiz ve bdlgemizde bu tiiriin ¢cok yogun olarak bruselloza neden
oldugunu gostermistir. Brucella melitensis, temel olarak koyun ve kegcileri enfekte eden
Brucella tiiriidiir. Calismamizda elde ettigimiz bu sonug, iilkemiz verileri ile tam uyum
gostermis olup Tiirkiye’de oOzellikle koyun ve keci peynirlerinin ¢ok tiiketilmesi
nedeniyle bruselloz tanisi alan hastalarda en fazla iireyen tiir B. melitensis olarak
bildirilmistir (120). Akgiin ve arkadaslarinin 2017 yilinda Adiyaman ilinde yaptiklari
calismada, 40 hastanin kan kiiltiirlerinden izole edilen Brucella suslarinin identifikasyonu
real-time PCR yontemi ile yapilmis ve Suslarin tamami B. melitensis olarak
tamimlanmustir (121). Cerekci ve arkadaslarinin 187 Brucella susunun konvensiyonel
yontemler ve multipleks real-time PCR yontemi ile tiplendirildigi calismasinda tiim suslar
B. melitensis olarak tanimlanmistir (122). Benzer olarak, Abu ve arkadaslarinin 2017
yilinda Kuveyt’te yaptiklari ¢alismada 75 Brucella susu real-time PCR yontemi ile
tanimlanmis ve ¢alisma sonucunda tiim suslar B. melitensis olarak tiplendirilmistir (123).
Bruselloza neden olan etkenin tiir tayininin yapilmasi klinik tedaviyi yonlendirmede ¢ok
onemli bir gereklilik olmasa da, enfeksiyon epidemiyolojisine ait verilerin tam olarak
belirlenmesi ve Onleyici girisimlerin ve asilama ¢aligmalarinin dogru olarak planlanmasi
acisindan onemli ongoriiler olusmasina katki sunacaktir. Bu ¢alisma ve {ilkemiz verileri
dikkate alindiginda iilkemizde 6zellikle kiiglikbas hayvancilikta brusellozun azaltilmasi
ve eradike edilmesi i¢in ivedilikle calismalar yapilmasina olan gereksinim ortaya

cikmustir.

Brucella tiirlerinin bu giine kadar belirlenen en 6nemli viriilans genleri omp19,
wbkA, manA, mviN, iire, perA’dir. Bu genler tarafindan kodlanan faktorler bakterinin
enfeksiyon patogenezine, doku yayilimina ve optimal olmayan kosullarda hayatta kalma
ozelligine katki sunan etkiler saglamakta olup calismamizda bu alt1 viriilans geni
arastirilmistir. Calismaya aliman ve Brucella spp. DNA’si saptanan tiim orneklerde
calisgtlan bu alti virlilans geninin hepsi pozitif bulunmustur. Bu sonug, ilimiz ve
bolgemizde saptadigimiz suslarin virlilans ozelliklerinin  gii¢lii  oldugunun bir
gostergesidir. Brucella tiirlerinin viriilans geni yoniiyle 6zelliklerinin bildirildigi ¢alisma

sayist uluslararasi literatiirde oldukga sinirl, iilkemizde ise yok denecek kadar az

49



miktardadir. Mirnejad ve arkadaglarinin 2017 yilinda yayinlanan ¢alismasinda 2015-2016
yillar1 arasinda Iran’m farkli bolgelerinden izole edilen B. melitensis ve B. abortus
suslarinda bulunan viriilans faktorleri molekiiler yontemler ile aragtirllmigtir. Calismaya
insanlara ait 63 kan 6rnegi, 23 sigir, kegi ve koyunlara ait kan 6rnegi ve 14 siit iirtinleri
alinmis, orneklerin 57’sinde B. melitensis, 21’inde B. abortus varligi saptanmis ve
multipleks PCR yontemi ile manA %100, mviN %94.9, omp19 %93.6, perA %92.3, wbkA
%89.7 ve iire %74.4 oraninda tespit edilmistir (39). Rahdar ve arkadaslarinin yine iran’da
yaptig1 caligmada 90 romatoid artritli hastaya ait sinovyal sivi 6rneklerinden bruselloz
etkeni ve bunlarda bulunan viriilans genlerinin gesitliligi miiltipleks PCR yontemi ile
aragtirilmistir. Toplam 90 6rnegin dokuzu B. melitensis ve besi ise B. abortus olarak
saptanmustir. Bu suslardaki viriilans genlerinden virB, omp31 ve cbg, pozitif saptanan 14
ornekte de %100 oraninda, zhuA ve manA geni B. melitensis suslariin hepsinde (%100)
saptanmustir. Brucella abortus suslarinda ise zhuA viriilans geni %60, manA geni ise %80

oraninda tespit edilmistir (9).

50



6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, PCR’1n bruselloz tanisindaki etkinligi, tlir tayini ve viriilans gen
siklig1 arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore PCR’1n brusellozlu hastalarin 6nemli
bir kismini birka¢ saatte dogru tanimlamis olmasi ve hi¢ yanlig-pozitif sonu¢ vermemis
olmast 6nemli bulunmustur. Daha hassas PCR Kkitlerinin kullanilmasi, hastadan
bakteriyemik oldugu dénemde numune alinmasina azami dikkat edilmesi ve tam kandan
direkt calisma yapilmasimin PCR’1n tan1 duyarliligini arttirabilecegi ongoriilmiistiir. Bu
calisma ile ayrica, ilimiz ve bolgemizde B. melitensis’in etken olarak bulundugu ve bu
suslarin 6nemli viriilans genlerinin hepsini tasidigi saptanmustir. Ulkemizden bildirilen
daha onceki veriler ile birlikte elde ettigimiz bu sonug¢ Tiirkiye’de bruselloz olgularinin
neredeyse tamaminin kiiciikbas hayvan kaynakli oldugunu gostermis olup hastaligin
azaltilmas1 ve eradike edilmesi i¢in Oncelikle bu hayvan grubundan calismalara
baslanmasi gerekliligini de ortaya ¢ikartmustir. Ulkemizde brusellozlu hastalarmn hizli ve
dogru tanimlanmasi, uygun ve etkin antimikrobiyal tedaviye alinmalar1 ve ayrica
ozellikle kiiglikbas hayvanlarda hastaligin hizli bir sekilde kontrol altina alinmasina ve

eradike edilmesine olan gereksinim devam etmektedir.
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