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OZET

Bruselloz tiim dlinyada yaygin olarak gortilen zoonotik bir hastaliktir ve endemik olarak goruldigu
ilkemizde 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu calismada, 2001-2007 yillari
arasinda Dogu Anadolu, Glineydogu Anadolu ve Akdeniz Bolgesinde bruselloz tanisi almis hastalarin
klinik 6rneklerden izole edilen 187 Brucella susunun konvansiyonel yontemler ile tiir/biyovarlarinin sap-
tanmasi amaclanmis ve konvansiyonel yontemlere alternatif olabilecek multipleks-gercek zamanl poli-
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meraz zincir reaksiyonu (M-RT-PCR) yénteminin performansi degerlendirilmistir. Suslarin CO, gereksi-
nimi, H,S Uretimi, treaz aktivitesi, tiyonin ve bazik fuksin boyalarina duyarlihgi, Tbilisi ve Berkeley faji
ile lizis ve A ve M monovalan antiserumlari ile aglitinasyon reaksiyonlari degerlendirilerek tiir tayini ve
biyotiplendirilmesi yapilmistir. Konvansiyonel yontemler ile Brucella suslarinin tamami Brucella meliten-
sis biyovar 3 olarak tanimlanmistir. M-RT-PCR yonteminde bcsp3 1 geni ve Brucella genomundaki 1IS711
elementinin 6zgll insersiyon bolgeleri hedef olarak secilmis; cins diizeyinde tanimlama amaciyla 31
kDa buyikligiindeki proteini kodlayan bcsp31 genini amplifiye etmek icin primer ve prob seti kullanil-
mustir. Brucella abortus icin alkB genindeki ve B.melitensis icin BMEI1162 genindeki insersiyon dizisine
(IS711) 6zgul primer ve problar secilmistir. M-RT-PCR yontemi ile de suslarin tamami B.melitensis ola-
rak saptanmistir. M-RT-PCR ydnteminin sonuclari, referans yontem olarak kabul edilen konvansiyonel
biyotiplendirme ile %100 uyumlu olarak bulunmustur. Yiiksek duyarlihgr nedeniyle M-RT-PCR y6ntemi,
bakteri ylkiniin az oldugu klinik 6rneklerde de etkenin hizli olarak saptanmasi ve tiir ayirminin yapil-
masinda yararli bir ara¢ olabilir. Sonuclarimiz, bu bélgelerde insan brusellozunda en 6nemli etkenin
B.melitensis biyovar 3 oldugunu ve M-RT-PCR yonteminin Brucella tiplendirilmesinde 6nemli bir uygu-
lama alani bulabilecegini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Bruselloz, Brucella spp.; biyotiplendirme; multipleks RT-PCR; Ttirkiye.

ABSTRACT

Brucellosis which is a worldwide zoonotic disease, still constitutes a major public health problem
in rural areas of Turkey. The aim of the present study was to evaluate the species and biovar distribu-
tion of 187 presumptive Brucella strains isolated from patients inhabiting at the provinces in Eastern,
South Eastern and Mediterranean regions over a 7-years period (from 2001 to 2007) and to compare
multiplex real-time-polymerase chain reaction (M-RT-PCR) and conventional biotyping for the differen-
tiation of three Brucella species. The isolates were identified at genus level by conventional microbiolo-
gical methods and classified using the classical Brucella species biotyping scheme based on CO, requ-
irement for growth, urease activity, H,S production, sensitivity to basic fuchsin and thionin (20 and 40
pg/ml), lysis by Tbilisi and Berkeley phages, and agglutination with monospecific antisera for A and M
antigens. All Brucella isolates were identified as Brucella melitensis biovar 3. M-RT-PCR assay targeted
besp31 gene and the specific integration of I1S711 elements within the genome of the respective Bru-
cella species. For the identification of Brucella spp. the primers and probes which targeted the bcsp37
gene were used. The Brucella abortus primers and probe set targeted the specific insertion of an IS771
element downstream of the alkB gene, whereas the B.melitensis primers and probe set targeted the in-
sertion of an I1S771 element downstream of BMEI1162. M-RT-PCR results were found to be 100% com-
patible with the reference conventional typing methods. Due to its high sensitivity, the M-RT-PCR as-
say could be a valuable tool for the rapid detection and differentiation of Brucella species in clinical
samples which usually have very low bacterial load. These findings indicated that B.melitensis biovar 3
was by far the most frequent species for human brucellosis in these specific regions of Turkey and mul-
tiplex-RT-PCR seemed to be promising in the detection and differentiation of Brucella species.

Key words: Brucellosis; Brucella spp; biotyping; multiplex RT-PCR; Turkey.

GiRis
Bruselloz, bircok organ ve dokuyu etkileyen sistemik bir enfeksiyondur. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) verilerine gore bruselloz diinyada en sik rastlanan bakteriyel zoonozdur

ve her yil yaklasik 500.000 yeni olgu bildiriimektedir'-2. Ulkemizde bruselloz, endemik
bir enfeksiyon olup Saglk Bakanligi verilerine gore 1970 yilinda 37 olarak bildirilen olgu
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sayisi (0.1/100.000) giderek artig gostermis ve 2004 yilinda 18.563 (25.6/100.000) ol-
gu saptanmistir. Son yillarda, hayvanlarin yogun olarak asilanmasi, enfekte hayvanlarin
izolasyon ve eliminasyonu, hayvan hareketlerinin kontrolii ve toplumun egitimi sonucu
bildirilen olgu sayisinda belirgin bir azalma (2009 yilinda 10.224 olgu; insidans
13.5/100.000) gdzlenmektedir®.

Brucella cinsi; belirgin konak 6zellikleri gosteren Brucella abortus (sigir), Brucella meli-
tensis (koyun ve keci), Brucella ovis (kog), Brucella canis (kopek), Brucella suis (domuz),
Brucella neotomae (¢ol faresi), Brucella ceti ve Brucella pinnipedialis (deniz memelileri),
Brucella microti (kirmuzi tilki, tarla faresi) ile Brucella inopinata (meme implantindan izole
edilmis) olarak adlandirilan 10 tiir icermektedir'#®. Brucella tiirleri fenotipik ve antijenik
ozelliklerine gore biyovar (bv)/biyotiplere ayrilmaktadir. B.melitensis’in g, B.abortus'un
yedi, B.suis’in bes biyovari bulunurken diger tirlerin ise birer biyovari bulunmaktadir.
Brucella tirlerinde konak 6zgulligu kesin olmayip, capraz enfeksiyonlar (6rn. sigirlarda
B.melitensis ve B.suis enfeksiyonu gibi) gériilebilir'*°. Insanlarda gériilen bruselloz olgu-
larinin cogundan B.melitensis, B.abortus ve B.suis tirleri sorumlu olup, insan icin en pa-
tojen tir olan B.melitensis, daha siddetli klinik tablolara ve komplikasyonlara neden ol-
maktadir ve daha cok gida kaynakli enfeksiyonlarla iliskilidir'-310-12,

Brusellozda kesin tani, etkenin klinik 6rneklerden izolasyonu ile konulmaktadir. Ancak
bakterinin yavas Uremesine bagli olarak sonuclarin ge¢ alinmasi, 6zellikle kronik olgular-
da etkenin cogunlukla izole edilememesi ve laboratuvar kaynakl enfeksiyon gelisme ris-
ki nedeniyle, tanida serolojik testler en yaygin olarak kullanilan yéntemdir'->%:'2. Son yil-
larda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), konvansiyonel yontemlere gore daha erken ve
glvenilir sonuglar vermesi ve etkenle direkt temasi azaltarak laboratuvar kaynakli enfek-
siyonlar engellemesi nedeniyle giinimiizde konvansiyonel yontemlerin yerini almaya
baglamistir’ 314,

Epidemiyolojik ve klinik olarak bruselloz ile uyumlu olgularin kltir veya serolojik test-
ler ile dogrulanmasi brusellozda tedaviye baglamak icin yeterlidir. Buna karsin, enfeksi-
yon zincirinde rol alan hayvanlarin saptanmasi, kontrol 6nlemlerinin alinabilmesi, eradi-
kasyon programlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi icin hakim olan Brucella tiir ve biyo-
varlarinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir''>1¢. Bu calismada, Brucella suslarinin
tur tayininde son dénemde kullanilmaya baslanan; daha kisa stirede, daha giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuclarin alindigi, klinik 6rneklerden etkenin direkt tanimlanabildigi mul-
tipleks gercek zamanli PCR (M-RT-PCR) yontemi ile klasik biyotiplendirme yontemlerinin
karsilastinlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Brucella Suslari

Calismaya, 2001-2007 yillari arasinda Malatya inénii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi (102 izolat), Erzurum Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi (43 izolat), Baskent Uni-
versitesi Adana Bolge Hastanesi (16 izolat) ve Diyarbakir Cocuk Hastaliklari Hastanesi (26
izolat)'nde bruselloz 6n tanili olgulardan (97°si erkek, 90"t kadin) izole edilerek kurumu-
muza tiir/biyovar tayini icin génderilen toplam 187 Brucella sugu alindi.
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Tur ve Biyotip Tanisinda Kullanilan Yontemler

Klinik izolatlarin cins diizeyinde tanimlanmasi amaciyla, konvansiyonel yontemler [ko-
loni morfolojisi, Gram boyama, treme Ozellikleri, akriflavin (Sigma-A 8126, 1/1000'lik
sollisyon) testi, oksidaz, katalaz, hareket, indol, MR, Voges-Proskauer testi, sitrat, nitrat
rediiksiyonu, jelatin hidrolizi gibi biyokimyasal reaksiyonlar], anti-Brucella poliklonal se-
rum ile lam aglitinasyonu ve 31 kDa B.abortus proteinini hedef alan B4/B5 primerleri-
nin kullanildigi PCR yéntemi uygulandi'’. Brucella spp. olarak tanimlanan izolatlar; co,
gereksinimi, H,S tretimi, Christensen’s tre agar ve Rustagian-Stuart tre buyyondaki Gre-
az aktivitesi, 20 pyg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonda bazik fuksin (Sigma-B 0904, ABD)
ve tiyonin (Merck, Almanya) iceren besiyerinde Greme (boya duyarlilik testi), Thbilisi (Tb)
ve Berkeley (Bk) faji ile lizis ve monovalan A ve M antiserumlariyla aglitinasyon testleri-
ni iceren klasik biyotiplendirme semasi kullanilarak tiplendirildi'®.

B.melitensis (bv 1: 16M, ATCC 23456; bv 2: 63/9, NCTC 10508; bv 3: Ether, NCTC
10505), B.abortus (bv 1: 544, ATCC 23448; bv 2: 86/8/59 (NCTC 10501); bv 3: Tulya,
ATCC 23448), B.suis 1330 bv 1 (NCTC 10316) ve B.melitensis Rev-1 referans suslari tur
ve biyotip tayininde kontrol suglari olarak kullanildi.

M-RT-PCR Yontemi

Suslarin cins ve tir diizeyinde molekiler tanimlamasinda; Brucella spp., B.melitensis ve
B.abortus’u ayni anda tek bir tiipte tanimlayabilen M-RT-PCR yontemi modifiye edilerek
uygulandi'’.

Calismaya alinan tim suslar serum-dekstroz-agar (SDA) besiyerine ekilerek 48 saat %5
CO,’li ortamda 35°C’de inklbe edildi. Bakteriye ait DNA, Heliosis DNA ekstraksiyon mo-
dili (Metis Biyoteknoloji, Ankara) kullanilarak elde edildi. Elde edilen DNA'lardan, Brucel-
la spp.’nin tanimlanmasi icin besp31 gen (GenBank, NM20404) bolgesi, B.melitensis igin
IS711 elementi BMEIT 162 (GenBank, NC003317) ve B.abortus icin ise alkB genine 6zgiin
IS717 (GenBank, AF148682) yonelik primer dizileri ve TagMan problari (TagMan, Palo Al-
to, ABD) kullanildi. Bu calismada kullanilan B.melitensis ve B.abortus’un ters primerleri ay-
niiken (IS711), ileri primerleri farkli olarak tasarlandi. Ulkemizde bugiine kadar B.abortus
ve B.melitensis turleri tanimlandigi icin sadece bu turlere yonelik primer dizileri secildi.

PCR amplifikasyonu Probert ve arkadaslari'” tarafindan tarif edilen protokol {izerinde
bazi modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi. M-RT-PCR LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe (Roche Diagnostics, Aimanya), 1.5 mM MgCl, (Roche Diagnostics, Al-
manya), ileri primer (3 nM) (Sigma-Genosys, ABD), ters primer (100 nM), her bir prob-
tan 100 nM iceren 16 pl multipleks PCR reaksiyon karigimina 4 pl template eklenerek
LightCycler 480 PCR cihazinda (Roche Diagnostics, Almanya) amplifiye edildi. Amplifi-
kasyon basamaklari; 95°C’de 10 dakika denatiirasyonu takiben, 95°C’de 15 saniye, 60°C
bir dakikadan olusan 45 dongu seklinde uygulandi. Sonuclar LightCycler 480 analiz
programinda her prob icin uygun olan dalga boyunda logaritmik floresan sinyal artigi-
nin varligi veya yokluguna gore analiz edildi. Her calismaya en az bir pozitif kontrol ve
DNA icermeyen negatif kontrol eklendi.
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BULGULAR

Calismaya alinan toplam 187 Brucella susu, kan (n=170), kemik iligi (n= 11), beyin-
omurilik sivisi (BOS) (n= 3) ve plevral sivi (n= 3) kilturlerinden izole edilmistir. Bruselloz
on tanili olgularin, Dogu Anadolu (127 izolat), Giineydogu Anadolu (48 izolat) ve Akde-
niz (12 izolat) bolgesinde yer alan 20 ilde yasadiklar saptanmistir.

izolatlarin kanl agar ve SDA’ya yapilan pasajlarindaki koloni morfolojileri, akriflavin so-
lisyonu ile agliitinasyon ozelliklerine bakilarak degerlendirilmis ve hepsinin S tipi koloni
oldugu gozlenmistir. SDA yatik besiyerlerine ekilen bakterilerin hem aerobik hem de %5
CO,’li ortamda 48 saat inkiibasyon sonunda tGreme (koloni sayisi) agisindan bir farklilik
gostermemesi, suslarin dreme icin CO,’e gereksinim duymadigini ortaya koymustur.
SDA yatik tlip besiyerlerine yerlestirilen ve her giin degistirilen kursun asetath kagit serit-
lerde ilk 24 saat sonunda siyah renk olusumu goézlenmezken, suslarin bir kisminda ikin-
ci glinden sonra ¢ok az miktarda siyah renk degisikligi gozlenmistir. Christensen’s ure
agara ve Rustagian-Stuart Gre buyyona ekilen tim suslarda en erken 90. dakikada ol-
makla beraber cogunlugunda iki ile dordiinci saatten sonra magenta (fusya) renk olu-
sumu saptanmistir.

Calismaya alinan tim suslarin, tiyonin ve bazik fuksinin 20 ug/ml (1/50.000) ve 40
pug/ml (1/25.000) konsantrasyonlarinda hazirlanan boyali besiyerlerinde Gremesi nede-
niyle her iki boyaya karsi direncli olduklari saptanmistir. Calismada kullanilan Tb ve Bk
fajlarinin rutin test diltisyonlar (RTD) 10 olarak bulunmustur. Izolatlarin hicbirisi Tb fa-
jimin RTD ile lizise ugramamis; ancak Bk fajinin RTD’de suslarin litik patern gosterdikleri
saptanmistir. Bu sonuclara gore suslarin hepsi sadece Berkeley faji ile lize olan B.meliten-
sis olarak degerlendirilmistir. Ureme icin CO,’li ortama gereksinim duymamasi, ilk 24 sa-
atte H,S Gretmemesi, ikinci saatten sonra pozitiflesen Ureaz aktivitesi, boyali besiyerlerin-
de Ureyebilmesi, Tb faji ile lize olmamasi nedeniyle tim izolatlar B.melitensis olarak ta-
nimlanmistir. Izolatlarin tima A ve M antiserumlarinin her ikisiyle de bir dakika icerisin-
de aglitinasyon reaksiyonu vermis ve bu sonuclara gore suslarin timu B.melitensis biyo-
var 3 olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda uygulanan M-RT-PCR sonuclarinin degerlendirmesi sonunda, tim izo-
latlar B.melitensis olarak saptanmisgtir.

TARTISMA

Primer olarak koyun ve kecilerde enfeksiyona neden olan B.melitensis, Akdeniz ulkele-
ri, Orta Dogu, Afrika, Orta ve Giiney Amerika ve Hindistan’da brusellozun en sik etkeni-
dir’21911 sgirlarda ve diger biiyiik bag hayvanlarda enfeksiyon olusturan B.abortus ise
diinya genelinde 6zel bir cografi dagilim géstermemektedir. Ulkemizde yapilan calisma-
larda; cesitli bolgelerden insan izolatlari arasinda predominant olan tiriin B.melitensis
(344/357; %96) oldugu, B.abortus’a nadiren rastlandigi (7/357; %2), B.melitensis susla-
rinin %90.5inin biyovar 3 ve %9.5’inin biyovar 1 oldudu ve insanlarda B.melitensis bi-
yovar 2'ye hic rastlanmadig bildiriimektedir'®2”. Bizim calismamizda, Dogu Anadolu,
Guneydogu Anadolu ve Akdeniz bolgelerindeki illerde yasayan brusellozlu olgulardan
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izole edilen 187 Brucella susunun tamami konvansiyonel yontemlerle B.melitensis biyo-
var 3 olarak tiplendirilmis, M-RT-PCR ile de tiim izolatlar B.melitensis olarak tanimlanmis-
tir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler Glkemizde yapilan diger biyotiplendirme calismala-
rninin sonuglari ile uyumlu olarak bulunmustur. Ulkemizde hem insan hem de koyun atik-
larinda en sik B.melitensis biyovar 3 ve daha az oranda B.melitensis biyovar 1 saptanma-
s, koyun-keci brusellozunun insan enfeksiyonu icin ana kaynak oldugunu gostermekte-
dir?”:28, Insanlarda B.abortus’a bagl enfeksiyonlarin daha az gériilmesi ise, iilkemizde
biyik bas hayvanlardaki brusellozun tazminat 6demeyi gerektiren bir hastalik olmasi ne-
deniyle bu hayvanlarin eliminasyonu ve dolayisiyla B.abortus enfeksiyonunun az olmasi-
na bagl olabilir®®.

Brucella tiirlerinin tanimlanmasi ve biyotiplendirilmesi, kontrol ve eradikasyon prog-
ramlarinin hazirlanmasi, bolge veya tilke diizeyinde hakim olan tiir/biyotiplerin belirlen-
mesi, yeni biyotiplerin saptanmasi ve asi suslarinin takibi acisindan énemlidir'-116:25:29,
Klasik biyotiplendirme islemlerinin yalnizca referans merkezlerde uygulanabilmesi, dene-
yimli elemana ihtiya¢ gostermesi, zaman alici olmasi, bazi suslarin standart semalara uy-
mamasi ve laboratuvar kaynakli enfeksiyon riski nedeniyle, son yillarda Brucella suglarinin
tiir/biyovar tayini amaciyla molekiiler yéntemler kullanilmaya baslamistir'>'417:30 By
amacla RFLP analizi ve AMOS-PCR (abortus melitensis ovis suis) gibi cesitli teknikler de-
nenmis, ancak karsilasilan sorunlar nedeniyle cok fazla kullanim alani bulamamustir®!-33,
Buna karsin, gercek zamanli PCR (RT-PCR) yonteminin kullanildigi tiplendirme calisma-
larinda daha basarili sonuclar alinmis ve konvansiyonel tani yontemleriyle karsilastirildi-
ginda RT-PCR ydnteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii %100 olarak bulunmustur323435_ An-
cak yine de RT-PCR yonteminin multipleks formatinda olmamasi, en az G¢ asama gerek-
tirmesi nedeniyle zaman alici ve tekrarlanabilirliginin diistik olmasi, yontemin dezavan-
taji olarak belirtilmistir. 2004 yilinda Probert ve arkadaslan'’ Brucella spp., B.melitensis ve
B.abortus’u ayni anda tek bir testte tespit edebilen M-RT-PCR yontemini gelistirmislerdir.
Bu yontemin, Brucella spp., B.melitensis ve B.abortus izolatlarinin tanimlanmasindaki du-
yarhliklari sirasiyla %100, %92 ve %100; 6zgullikleri ise %100, %100 ve %97.9 olarak
saptanmistir'”. Bizim calismamizda da, Brucella izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanma-
sinda bu arastiricilarin tarif ettigi yontem modifiye edilerek kullanilmig ve M-RT-PCR ile
alinan sonuclar, referans olarak kabul edilen konvansiyonel yontemlerin sonuglari ile
%100 uyumlu bulunmustur. Ek olarak M-RT-PCR ydnteminin, sonu¢ alinmasi icin en az
alti giin gerektiren konvansiyonel testlere gore cok daha hizli olmasi da en 6nemli avan-
taji olarak degerlendirilmistir.

Brucella tiirlerinin ve biyotiplerinin tayini amaciyla uygulanan klasik tanimlama se-
masinda; Greme ozellikleri (CO, gereksinimi), biyokimyasal testler (H,S tretimi, Ureaz
aktivitesi), tiyonin ve bazik fuksin boyalari ve faj duyarliigi ile S tipi Brucella suslarinin
lipopolisakkarid (LPS) yapidaki hiicre ylizey antijenleri olan A ve M antijenlerinin mo-
novalan antiserumlarla saptanmasi (serovar tayini) yer almaktadir. Monospesifik anti-
serumlar ile aglutinasyon disindaki parametreler ile B.abortus (Bv3 disindaki tim biyo-
varlar) ve B.suis’in tim biyovarlari saptanabilirken, B.melitensis ancak tiir diizeyinde ta-
nimlanabilmektedir. B.melitensis biyovarlarinin ayirnmi sadece S-LPS’deki O-yan zinci-
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rinde eksprese edilen A ve M antijenlerinin varligina ve dagihimindaki farkliliklara da-
yanmaktadir. Bu nedenle B.melitensis icin biyovar yerine serovarlarin tespiti s6z konu-
sudur! 4121630 (Jlkemiz gibi B.melitensis'in brusellozun ana etkeni oldugu bélgelerde,
M-RT-PCR yontemiyle kisa stirede (2-3 saat) tur ayinminin yapilmasi ve B.melitensis
olarak saptanan suglarda monospesifik antiserumlar kullanilarak yapilan aglitinasyon
testi ile B.melitensis biyovar/serovarlarin saptanmasi daha uygun bir yontem olarak go-
rinmektedir.

Brusellozun endemik olarak goruldiugu tlkemizde tiplendirme calismalarinin yapilma-
si, Ulusal Halk Saghgr Enstitiisi olarak calismakta olan Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanligi referans merkezinin gorev tanimi icinde yer almakta olup, bu amacla kullani-
lacak yontemlerin insan glic, test maliyeti ve dogrulugu acisindan degerlendirilmesi ge-
rekmektedir. Bu calismada elde ettigimiz ilk sonuglar, standardize edilmis bir M-RT-PCR
yonteminin etken DNA’sinin kisa siirede saptanmasi, laboratuvar calisanlarinda bulas ris-
kinin diger yontemlere gore az olmasi, testin yiiksek duyarlilik ve 6zgillige sahip olma-
s nedeniyle Brucella tir tayininde onemli bir uygulama alani bulacagini diistindirmek-
tedir. M-RT-PCR yonteminin direkt olarak klinik 6rneklerde uygulanabilme potansiyeline
karsin, sonuclarin izolatlardan elde edilen sonuclarla ayni olmayabilecegi g6z oniinde
bulundurulmalidir. Dolayisiyla M-RT-PCR yonteminin klinik 6rneklerde degerlendirilmesi
icin ek calismalara gereksinim vardir.
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mesinde verdikleri teknik destekten dolayi Uzm. Dr. Serdar Tuncer ile Bio Tilin Beger'e
(Metis Biyoteknoloji, Ankara) tesekkulr ederiz.
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