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GIRIS

Diinyada onemli halk sagligi problemlerinden biri sayilan brusellozun etkeni olan
Brucella cinsi bakteriler fakiiltatif hiicre i¢i bakterileridir. Bruselloz; hayvanlarla yakin temasi
olan insanlarda (veteriner, ¢ift¢i ve kasap gibi) veya siit ve siit iirlinlerini taze tliketenlerde
daha sik goriilmektedir. Neden oldugu hastaligin ciddiyeti ve insanlar i¢in uygun asinin
yoklugundan dolay1 biyoterorizm ajan1 olarak kullanilabilmektedir.

Brusellozda genel infeksiyon belirtilerinin yaninda 6zgiil klinik belirtilerinin
olmamasindan dolay1 laboratuvar tani yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Mikroorganizmanin
izolasyonundaki gii¢liiklerden dolayr serolojik yontemlerden daha fazla yararlanilmaktadir.
Son 20 yilda bakterilerin molekiiler yontemlerle saptanmasi mikrobiyolojide biiyiik bir
devrim yaratmistir. Brusellozun tanisinda kiiltiir ve serolojik yontemlerden daha hizli ve
duyarli olan bu yontemler hastaligin tanisinda yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir.

Bu calismada; Dicle iiniversitesi Tip Fakiiltesi klinik ve polikliniklerinden bruselloz
On tanis1 ile Merkez Laboratuvarina gonderilen hasta serum orneklerinden, Rose Bengal testi
pozitif, Standart Tiip Agliitinasyon testi ve Coombs testi negatif olanlarda, Brucella DNA’nin

real time PCR yoOntemiyle aranmas1 amaglandi.



GENEL BILGILER

TARIHCE

Milattan sonra 79 yilinda volkanik patlama sonucu harap olan eski bir Roma sehrinin
kalintilar1 arasinda bulunan erigkin iskeletlerinde; brusellozun tipik kemik lezyonlar
bulunmus olup; gomiilii karbonize peynirlerin elektron mikroskobuyla yapilan analizinde
Brucella spp.’ye morfolojik olarak benzeyen kok benzeri formlarin varligi tespit edilmistir
(1).

Bruselloza benzer klinik durumlar; Milattan Once 450 yillarinda Hipokrat tarafindan
tarif edilmistir ve humma olarak tanimlanmistir. Ancak Brusellozun ilk uygun tarifi 1860
yilinda cerrah olan Marston tarafindan yapilmistir (2,3).

Ingiliz ordusunda doktor olarak calisan Sir David Bruce etkeni ilk kez 1887 yilinda,
Malta’da hastaliktan 6len Ingiliz askerin dalak dokusundan izole etmis ve Micrococcus
melitensis olarak adlandirmistir (2). Danimarkali veteriner Bang, 1895 yilinda sigirlardan
diisiik etkeni olarak Bacillus abortus’u izole etmeyi basarmistir (3). Maltali doktor olan
Zammit, 1905 yilinda hastaligin rezervuarinin kegiler oldugunu ve hastaligin insanlara
bulagsmasinda taze keci siitliinlin rol aldigini belirtmistir (3). 1918 yillinda Amerikali
bakteriyolog Alice Evans Malta Atesi ve Bang hastaliginin etkenlerinin birbiriyle yiiksek

derecede benzer oldugunu gostermistir. Kisa bir siire sonra bu iki tiiriin morfolojik, kiiltiir ve



biyokimyasal Ozellikleri kiyaslanarak yapilan incelemelerinde bunlarin aymi cins iginde
olduklar1 belirtilmis ve Sir David Bruce’un anisina Brucella cinsi olarak adlandirilmistir (4).
1914°de Traum domuz diisiik materyalinde B.suis’1, 1966’da Carmichael kopeklerden
B.canis’i izole etmislerdir (3). B.ovis 1953’de koyunlardan, B.neotomae 1957’de ratlardan
izole edilmistir ve giinlimiize kadar bu iki tiiriin insanlarda hastalik yaptig1 gosterilememistir
(2). 1994°te Brucella maris olarak adlandirilan tiir deniz memelilerinden izole edilmistir (3).
Tirkiye’de B.melitensis ilk defa 1915 yilinda Kuleli hastanesinde bir erde tespit
edilmistir (5). Hastalik ilk olarak Malta adasinda saptandigindan “Malta Hummasi” veya
“Akdeniz Hummasi1” olarak isimlendirilmistir. Hastaliga, klinik gidisindeki tipik ates trasesi
nedeni ile “dalgali humma” denmistir. Ulkemizde bu hastalik; B.melitensis’in koyunlardan
insanlara bulagsmasi nedeniyle “koyun hastaligi”, hastaligin hayvanlardan insanlara bulasmasi

nedeniyle de “mal hastalig1” gibi isimlerle de anilmaktadir (2).

SINIFLANDIRMA

Brucella cinsinde bilinen alt1 tiir vardir. B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.canis,
B.ovis ve B.neotomae. B.ovis ve B.neotomae digindakiler insanlar i¢in patojendir. Deniz
memelilerinden izole edilen B.maris heniiz siniflandirmada yerini almamaistir (6).

Her bir Brucella tiiriiniin de biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleriyle birbirlerinden
ayrilabilen cesitli biyotipleri vardir. B.melitensis’in 3 biyotipi, B.abortus’un 7 biyotipi,
B.suis’in 5 biyotipi ve diger tiirlerin ise birer biyotipleri vardir (6).

Brusella tiirlerinin biyotip diizeyindeki identifikasyonlar1 i¢in baglica 4 ana test
uygulanmaktadir. Bunlar CO, gereksinimi, hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi, bazik fuksin ve
tiyonin boyalar1 ile inhibisyona duyarlilik ve monospesifik A,M ve R serumlari ile

agliitinasyondur (7).



Filogenetik olarak Brucella cinsi; bakterilerin Rhizobiaceae grubuna aittir. Ayrica
Proteobacteria smifinin a-2 alt siifinda yer almaktadir ve bu smif ise Bartonella,
Rochalimaea, Ochrobacterium ve Agrobacterium ile yakin iligkilidir (8).

DNA-DNA hibridizasyon caligmalari; bilinen 6 Brucella tiirii arasinda %90’dan fazla

benzerligi ortaya koymaktadir (9).

MORFOLOJIi VE BOYANMA OZELLIKLERI

Brucella cinsi bakteriler; 0.6-1.5 mikrometre (um) boyunda ve 0.5-0.7 um eninde kok,
kokobasil veya kisa basil seklindedirler. Cok defa ikiserli u¢ uca durma aligkanliginda olan bu
bakteriler bazen s1vi1 besiyerinde 3-51i zincirler yapabilirler. Bakteriyolojik boyalarla oldukca
iyl boyanirlar ve Gram negatif 6zellik gosterirler. Kirpiksiz, sporsuz ve hareketsiz olan bu
bakteriler kiigiik olduklarindan molekiiler hareket nedeniyle yerlerinde titresirler (Braunien
hareket). Organizmadan yeni ayrildiklarinda S tipi kolonilerde ince bir kapsiillerinin
bulundugu saptanir. Pasajlarda ve R koloni sekillerinde bu kapsiiller kaybolur. Basil seklinde

olanlar bazen diizensiz boyanma 6zelligi gosterirler (10,11).

KULTUR OZELLIKLERI

Brucella cinsi bakteriler insanlarda hastaliga neden olan diger bakterilere gore daha
uzun bir boliinme zamanina (2.5-3.5 saat) sahiptirler ve klinik 6rneklerden izolasyon igin
uzun stire (30 giin veya daha fazla) gerekmektedir (3,12).

Brucella cinsi bakteriler organizmadan yeni ayrildiklarinda; besiyerinde yavas iirerler

ve ilk izolasyondan sonra buyyon ve jeloz gibi basit besiyerinde de tiremeye alisirlar (13).



Kokenlerin ¢ogu iireyebilmek icin zengin kompleks besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar ve
besiyerine kan veya serumun eklenmesi liremeyi olumlu yonde etkiler. Serum dekstroz agar
veya diger saydam besiyerlerinde ekimden 48 saat sonra koloniler olustururlar (2).

Jelozdaki kolonileri kiiclik, yuvarlak, konveks, saydam, sebnem tanesine benzeyen
kaygan ve S tipindedir ancak B.canis ve B.ovis ilk izolasyonlarinda R koloni olustururlar
(6,13).

Pigment yapmazlar. B.melitensis ve bir kisim B.abortus kokenlerinin kolonileri
zamanla esmer-kahverengi bir renk alir, hemoliz yapmazlar (4,13).

Zorunlu aerop olup respiratuvar tipte metabolizmalar1 vardir. Bazi kdkenler (B.abortus
ve B.suis’in bir¢cok biovart ) iireyebilmek i¢in &zellikle primer izolasyonlarinda CO;’ye
gereksinme duyarlar. Optimal iireme sicakliklar1 37 °C (20-40 °C arasinda iireyebilirler) ve

optimal pH 6.6-7.4 arasindadir (2).

BiYOKIMYASAL OZELLIiKLERI

Karbonhidratlardan asit veya gaz yapmamakla beraber glikozu az miktarda kullanirlar.
Jelatini eritmezler ve indol olusturmazlar. Katalaz ve ¢ogu kez oksidaz olumludurlar.
Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Asetil metil karbinol (Voges Proskauer) olusturmazlar. Metil
kirmizisi testi olumsuzdur. Ureaz aktivitesi degisken olup en yiiksek B.suis’te goriilmektedir
(6,13).

Organik kiikiirtlii bilesikleri parcalama sonucunda Brucella’larin her ii¢ tiirii de
Hidrojen Siilfiir (H,S) olustururlar. Ancak bunlar arasinda B.suis en uzun siire (3-5 giin) ve en
fazla miktarda, B.abortus orta siire (2giin) ve az miktarda; B.melitensis ise en az siire (1 giin

kadar) ve en az miktarda H,S yapar (13).



Rusya’nin Thilisi eyaletinde izole edilip Thilisi (Tb) adi verilen faj son derece stabil
oldugundan referans faj olarak tiir tayininde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tb faj1 rutin test
dilusyonunda (RTD) yani tam bir lizisin goriildiigii minimal faj konsantrasyonunda sadece
smooth B.abortus kiiltiirlerini lize eder (7).

Brucella bakterilerinin belirli boyalar ile olan iliskilerinde de bazi farklar goriiliir
bundan dolay: tiirlerinin ayriminda bu boyalarin eklendigi 6zel besiyerleri (triptikaz soyagar
veya triptoz agar) kullanilmaktadir. Insan infeksiyonlarindan en sik izole edilen iig tiiriin; s6z

konusu olan bu boyalar varligindaki tireme 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir (13).

TUR Tiyonin Bazik fuksin Metil viyole Pironin
(1/50000) (1/25000) (1/50000) (1/100000)

B.melitensis Urer Urer Urer Urer

B.abortus Uremez Urer Urer Urer

B. suis Urer Uremez Uremez Uremez

Tablo 1: Brucella tiirlerinin boya varhginda iireme o6zellikleri




EPIDEMIiYOLOJIi

Insanlarda hastalik etkeni olan Brucella bakterilerinden B.melitensis esas olarak koyun
ve kegilerde; B.abortus daha ¢ok sigir ve mandalarda; B.suis domuzlarda bulunur. Kopeklerde
bulunan B.canis’in insanlarda hastalik yapmasi ¢ok nadirdir (2).

B.abortus’un olusturdugu sigir brusellozu ¢ok yaygin form olma 6zelligini korumakta
ve B.melitensis’in olusturdugu koyun ve keci brusellozu ise insanlardaki en ciddi klinik tablo
olusturma 6zelligini siirdiirmektedir (14).

Bruselloz; hastaligin esas kaynagini olusturan evcil hayvanlarda siit verimini
azaltirken hayvanlarda diisiiklere neden olarak ekonomik kayba neden olmaktadir. Ergin ve
gebe disi hayvanlar bruselloza daha duyarlidir. Etken disilerde uterusa erkeklerde ise testise
yerlesme egilimindedir. Gebe hayvanlarda kotiledonlara yerlesip infeksiyona neden olan
etken yavrunun beslenmesini engelleyerek anne karninda Olime veya diisiige neden
olmaktadir (2).

Baz1 gelismis iilkelerde Bruselloz hayvanlar arasinda tamamen eradike edilmis
olmasina ragmen iilkemizde hayvanlar arasinda yaygin bir hastaliktir. Ozellikle Ankara ovast,
Konya yoresi, Glineydogu Anadolu’da Diyarbakir ve Sanliurfa’da yaygindir. Kirsal kesimde
daha ¢ok B. melitensis infeksiyonu goriiliirken biiylik sehirlerde daha ¢ok B. abortus
infeksiyonuna rastlanir. Tiirkiye’de insanlardan en sik B.melitensis biyotip 3 izole edilmistir
ancak B.suis infeksiyonuna ait yayin yapilmamaistir (2,7).

Bruselloz hayvanlarla yakin temasi olan insanlarda (veteriner, ¢iftci ve kasap gibi)
veya siit ve siit iiriinlerini taze tiiketenlerde daha sik goriilmektedir. Ulkemizde hastalik her

yas ve cinste goriilmekle beraber en sik 15-35 yas grubunda goriiliir. Yaz aylarinda insanlarin



kirsal kesime seyahat olanaklarinin artmasi, siit ve siit iirtinlerinden taze peynir ve krema tarzi
yaglarin taze olarak elde etme olanaklarinin bulunmasi nedeniyle infeksiyon yaz aylarinda
daha sik olarak goriiliir (2).

Hastaligin insanlara bulagmasinda ii¢ 6nemli yol bilinmektedir;

1) Kontamine et, siit ve siit Uriinlerinin sindirim yolu ile alinmasi, lilkemizde en sik
karsilagilan bulas yoludur. Genellikle pastorize edilmemis, ¢ig siitten yapilmis peynirlerin
yeterince bekletilmeden yenmesi ile bulag gerceklesmektedir. Kasar peyniri ve yogurt gibi
1sitilarak veya fermentasyon ile hazirlanan besinlerle ise bulastirilamazlar. Ulkemizde en sik
bulas ¢ig siitten yapilan peynir, krema ve yaglarla olmaktadir.

2) infekte hayvanin genital salgi, diisiik materyali veya idrarinin biitiinliigii bozulmus
deri veya konjunktivaya direkt temasi.

3) Infeksiydz aerosollerin inhalasyonu ile bulas olabilecegi diisiiniilmekte ve 10-100

bakterinin alinmasi bile hastaliga neden olmaktadir (2, 8).

Insandan insana bulasma son derece nadirdir ve insan spermlerinden elde edilmis
olsalar bile cinsel yolla gecis tartismalidir (6). Bruselloz laboratuvardan kazanilmis en sik
etkenlerden biridir ve bruselloz vakalarinin %2 sinin laboratuvar kaynakli oldugu
belirtilmektedir. Bulasma genelde orneklerin korunmasiz olarak tutulmasi, besiyerlerinin
koklanmasi, agizla pipetleme veya infekte aerosollerin goz, burun veya agiza temasiyla
olmaktadir (8,11).

Neden oldugu hastaligin ciddiyeti ve insanlar i¢in uygun asinin yoklugundan dolayi
biyoterdrizm ajant olarak kullanilabilmektedir. Bazi brucella suslarinin B kategorisi
biyoterérizm ajani olarak dikkate alinmasindan dolayi; hastaligin saptanmasinda hizli ve

uygun tani araglari lizerinde yogun ilgi vardir (15).



DIRENC OZELLIKLERI

Brucella cinsi bakteriler 1s1, asit ve dezenfektanlara kars1 direncli degillerdir. Iyonize
radyasyon ve sik kullanilan dezenfektanlar bakterileri 6ldiirmede yeterlidir. Pastorizasyon
esnasinda 6lmelerinin epidemiyolojik degeri vardir (2,5,13).

60°C’da 10 dakikada, %0.1 fenolde 15 dakikada tahrip olurlar. Normal mide asidi
bakteriyi 6ldiirmede yeterlidir. Hayvanlarin barindigi ahir tozlarinda 6 hafta, suda ise 10 hafta
canliligint siirdiirebilir. Diislik yapmis hayvan fetusunda 75 giin, infekte ¢ig siitten yapilmis
dondurmada 30 giin, ¢ig siitten yapilmis tuzsuz krema yaginda buzdolabinda 142 giin, %10
tuz igeren salamura peynirinde 45 giin, %17 tuz iceren peynirde ise 1 ay, toprakta on hafta,
keci siitlinden yapilmis peynirde sogukta 6 aya kadar ve ¢ig siitte 17 gilin canl kalabilirler
(2,5,14).

Bu bakteriler; streptomisin, tetrasiklin, rifampisin, 3.kusak sefalosporinler ve

trimetoprim/siilfametoksazol’e (TMP/SMZ) duyarli, penisilinlere direnclidir (2).

ANTIJEN YAPISI

Agliitinin absorbsiyon ve jel difiizyon teknigi ile yapilan incelemelerde Brucella’larda
somatik A ve M antijenleriyle (Ag) bir ylizeyel L zarf antijeni bulundugu gosterilmistir. Daha
cok B.abortus kokenlerinde bulunmus olan L antijeni; organizmadan yeni ayrilan bakterilerde
var olup onlarin immun serumlarla agliitinasyonuna engel olmakta ancak 100° C’de 30 dakika
isitildiktan sonra ortadan kalkmaktadirlar. Bu ozelligi ile Salmonella’lardaki Vi Ag’ye

benzemektedir (3,13).



Somatik A ve M Ag brucella bakterilerinde farkli oranlarda bulunmaktadir.
B.melitensiste daha ¢ok M Ag ve daha az miktarda A Ag bulunmasina karsin; B abortus ve
B.suis te daha az oranda M Ag ve daha fazla A Ag vardir. Bundan dolay1 agliitinin
absorbsiyon testleri kullanilarak B.melitensisi digerlerinden serolojik olarak ayirmak olanakli

iken B.abortus ve B.suis’i birbirinden ayirt etmek olanaksizdir (13).

PATOJENITE

Bakterinin kulucka siiresi ortalama 2-3 haftadir. Bu siire alinan bakteri sayist ve
viicuda giris yoluna gore degisebilir. Bakterinin oral yoldan aliminda mide asidinin
yetersizligi bakterinin gecisini kolaylastirir (6,2).

Etken alindiktan sonra bolgesel lenf bezlerinde iirer ve ¢ogalan bakteriler hematojen
yolla Retikiilo Endotelyal Sistem (RES) organlarina yayilir. Yerlestigi baglica organlar
karaciger (KC), dalak, kemik iligi (Ki), bobrek, santral sinir sistemi, endokard, testis ve
overlerdir. Ozellikle KC, dalak, Ki’nde epiteloid hiicreler plazma hiicreleri ve mononiikleer
hiicrelerle ¢evrili graniilomlar brusellozda karakteristik histopatolojik goriinlime neden
olmaktadir (2,6).

Fakdiltatif hiicre i¢i bakteri olan Brucella konagin fagositik hiicrelerinde canli olarak
kalabilir hatta iireyebilirler. Bakterilerin, fagositik hiicrelerinde canli olarak kalabilmeleri
notrofillerde  miyeloperoksidaz —sistemini baskilayan, makrofajlarda fagozom-lizozom
fizyonunu engelleyen ve oksidatif hasara karsi koruyan bazi maddeler ve enzimler sentez
etmelerine baghidir (6).

Insan plasentas: eritritol igermemesi nedeniyle insanlarda bruselloza baglh diisiik riski

diger bakteriyel infeksiyonlarin seyrinde goriilebilecek diisiik riskinden fazla degildir (2).
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KORUNMA

Bruselloz esas olarak vahsi ve evcil hayvanlarin hastalifidir ve insanlar hastaligi bu
hayvanlardan veya iiriinlerinden almaktadirlar. Bu nedenle hastaliktan korunmada asil 6nemli
olan, hayvanlardan insanlara bulagmay1 onlemektir. Siit ve siit iirlinlerinin pastorize edilmesi,
hayvanlarin agilanmasi, brusellozdan korunmada en Onemli faktorlerdir. Laboratuvar
caligmalar1 sirasinda olabilecek bulagmalarin 6nlenmesi i¢in Seviye 3 Biyogiivenlik

kurallarina uyulmalidir.

KLINIiK BULGU VE BELIRTILER

Brucella infeksiyonlarinin kendine 6zgii, diger infeksiyonlardan ayirt edici belirtileri
yoktur ve olgularin yaklagik yarist 2-8 haftalik kulucka donemini izleyen akut, sistemik bir
baslangigla karsimiza ¢ikmaktadir (3,5,6).

Bruselloz; klasik olarak titreme ile yiikselen ates, asiri terleme, bas agrisi kiriklik,
halsizlik, kilo kaybi, bel ve yaygin viicut agrilariyla ortaya cikar. Olgularda en sik rastlanan
bulgular ates, splenomegali, hepatomegali, lenfadenomegali ve artrittir. Klinik olarak
subklinik, akut, subakut ve kronik seyir gosterebilir. Bazen ¢esitli sistemleri tutan bulgularla
ortaya ¢ikabilir. En sik eklem agrilar1 goriiliir. Tedavi sonrast ortaya ¢ikan infeksiyonlar
rolaps veya reinfeksiyona baglidir. Klinik olarak; semptomlarin siiresi ve ciddiyeti géz oniine

aliarak akut, subakut ve kronik olarak siniflandirilabilir (3.6).
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BRUSELLOZ’UN KOMPLIKASYONLARI

Brusella infeksiyonlar1 akut sistemik belirtilerin yani sira veya bunlar olmadan 6zgiil
organ tutulumuyla da ortaya ¢ikabilir. Lokalize (fokal) bruselloz yada komplikasyon olarak
adlandirilir.

Bakterilerin Santral Sinir Sistemini (SSS) direkt olarak invazyonu olgularin %5’inden azinda
goriiliir ve genellikle akut veya kronik menenjit seklindedir. Bu olgularda Gram boyama
genelde negatiftir ve kiiltlir pozitifligi %25’ten azdir. Bununla beraber tan1 Beyin Omurilik
Sivisinda (BOS) spesifik antikorlarin bulunmasiyla konulur. Bruselloza bagli eklem
efiizyonlarindan elde edilen sinovyal sivilarin incelenmesinde mononiikleer hiicre hakimiyeti

goriilmekle beraber olgularin yaklasik yarisindan brucella izole edilmistir (3).

TANI

Hastaligin belirti ve bulgular1 6zgiin olmadig1 i¢in hastadan kapsamli bir dykiiniin
alinmasi 6nem tagimaktadir. Hastaligin erken ve uygun tanisi tedaviye erken baslanmasinda

onemlidir (8).

ORNEK TOPLAMA, SAKLAMA VE TRANSPORTU

Insan brusellozun tanisinda en uygun drnekler; kiiltiir i¢in kan ve Ki; serolojik testler

icin ise serumdur. Brucella ayrica dalak, KC ve apse orneklerinden de izole edilebilir. En

uygun sonucu almak i¢in atesli donemlerde birden fazla kan kiiltiirii ve miimkiinse antibiyotik

kullanimindan 6nce alinmalidir.
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Alindiktan sonra 1 saat iginde islenmeyecek Ornekler buzdolabinda saklanmalidir.
Akut faz serum Ornekleri semptomlarin baslangicindan hemen sonra; konvelesan faz serum
ornekleri ise 14-21 giin sonra almmalidir. Serum Orneklerinin saklanmasi durumunda
dondurulmalidir. Eger dondurma islemi miimkiin degilse serumun her ml’sine %1 lik 10 pl

merthiolat eklenir (4).

ORNEKLERIN DIREKT iNCELENMESI

Kan ve Ki’nin direkt olarak mikroskopla incelenmesi tanida yeterli derecede duyarli

degildir. Direkt Floresan Antikor Testi i¢in uygun laboratuvar protokolii yoktur (4).

I. DIREKT ETYOLOJIK TANI YONTEMLERI

Hastalik etkeninin kiiltiirden izolasyonu veya niikleer materyallerin molekiiler tani

teknikleriyle gosterilmesi temeline dayanan yontemlerdir.

A. KULTUR YONTEMLERIYLE ETKENIN iZOLASYONU

Fakiiltatif hiicre ici paraziti olan etkenlerin kiiltiirden izolasyonu 5-7 giin arast bir
zamani gerektirmektedir. Rutin kiiltiirler bir hafta boyunca takip edilerek siire sonunda tireme
saptanamamasi durumunda negatif sonuglar bildirilir. Steril olmayan viicut bolgelerinden
alman orneklerin kiiltiirliniin kontamine flora bakterilerinin tiremesini engellemek i¢in segici
besiyerlerine yapilmasi uygun olmaktadir. Etkenler et ekstresi, triptoz, glikoz ve tuz igeren
ortamlarda birgok tiiriiniin izole edilebilmesine karsin bir¢ogu da tiamin, niasin, nikotinik asit,

biotin ve serum gibi maddelerin varliginda iireyebilmektedir. Brucella’larin iiretiminde %5
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koyun kanl1 agar, triptoz agar, triptikaz soy agar, serumlu dekstroz agar, gliserol dekstroz agar
ve kan kiiltiir siseleri kullanilan besiyerlerinden bazilaridir. Tiim temel ortamlar Brucella
disindaki organizmalarin iiremesini engellemek ic¢in antibiyotik eklenerek segici hale
getirilebilir. Bu amagla belirli oranlarda Polimiksin B, basitrasin, siklohekzimid, nalidiksik
asit, nistatin, vankomisin igeren antimikrobik komplekslerin kullanilmasi uygun olmaktadir.
Etkenin direkt izolasyonu icin genelde kati besiyerleri tercih edilmektedir. Bu besiyerlerinin
en onemli avantajlarindan birisi gelisen bakteri kolonilerinin morfolojilerinin incelenmesiyle
tantya katki saglamasidir (16).

Etiiv icindeki nem; uzamis inkiibasyon siiresi i¢inde besiyerinin yiizeyinin kurumasini
engelleyecek derecede yeterli olmalidir (8).

Kan Kkiiltiirleri sadece sivi ortamlarda ve bifazik ortamlarda yapilabilmektedir.
Castaneda besiyeri olarak bilinen nonselektif bifazik besiyeri; kan ve diger viicut sivilart ya
da siitten Brucella izolasyonunda tercih edilen besiyeridir. Tekrarlayan pasajlarla
kontaminasyondan kaginmak i¢in Castaneda tarafindan gelistirilmis kat1 ve siv1 besiyerlerinin
ayni1 sisede oldugu kiiltiir ortamlaridir. Castaneda yonteminde kan 6rnegi ekildikten sonra kati
ortam iizerine s1vi besiyerinin gegmesini saglayacak sekilde sise egdirilerek kanin besiyerine
yayilmasi saglanir. Sise dik pozisyonda etiivde inkiibe edilir ve ii¢ giin boyunca her giin
incelenir. Kat1 kisimda koloni olusumu halinde alt kiiltiirler yapilir ve identifikasyona gidilir.
Eger koloni olugmamigsa yine 3 giin boyunca inkiibasyonda tutularak incelenir. Bu yontemle
kiiltiir genelde 1 hafta i¢inde sonug verir. 15 giinden sonra pozitif sonu¢ almak nadirdir.
Ancak olumsuz sonuglar 35 giinliik inkiibasyondan sonra rapor edilir (12,16).

Bakterilerin izolasyon siiresini kisaltmak amaciyla lizis konsantrasyon yontemi
uygulanmaktadir. Bu yontemde hiicre i¢i bakterilerin agiga ¢ikmasi saglanir. Santrifiigasyonla

yogunlastirilan bakteri slispansiyonu agar igeren besiyerine ekilir (12).

14



Izolasyonda kisa siirede sonuc alabilmek amaciyla ticari otomatik kan kiiltiir
sistemlerinden de yararlanilabilir. Brusellozlu hastalarin kan kiiltiirlerinden bakteriyi izole
etme oran1 % 53.4-90 arasinda degismektedir ve kronik hastalarda duyarlilik oldukca
dustiktiir (12,17).

K1 kiiltiirlerinden pozitif sonug alma siiresi kan kiiltiiriine oranla daha kisa olmaktadir.
Bakterilerin kiiltiirden izolasyonunu sinirlayan en onemli faktorlerin basinda antibiyotik
kullanim1 gelmekte ve antibiyotik kullananlarda kan kiiltiirlerinden 6nemli Ol¢iide hatali
negatif sonuclar alinabilmektedir. Antibiyotik kullananlardan Ki kiiltiirlerinin yapilmasi

durumunda daha olumlu sonuglar alinmaktadir.

B. MOLEKULER YONTEMLERLE BRUCELLA DNA’SININ ARANMASI

Brusellozun tanisinda 1990 yilindan itibaren kullanilmakta olan PCR; duyarliliginin
yiiksek olmasi, hizli olmasi, herhangi bir viicut dokusunda uygulanabilmesi ve bulastan 10
giin sonra bile pozitif sonu¢ vermesi agisindan 6nemli bir gelisme olmustur. Degisik hedef
genler, primer ¢iftleri, PCR teknikleri ve ekstraksiyon yontemleri hem hayvan hem de insan
Brucella infeksiyonlarinin tespitinde de kullanilmaktadir (10,18,19).

Bruselloz tanisinda real time PCR kullanimiyla ilgili ilk calisma Redkar ve ark.
tarafindan yapilmistir (20).

rt PCR testinin ¢aligmasi i¢in; hedef DNA, iki primer, dort niikleotid trifosfat (ANTP),
polimeraz enzimi, tampon c¢dzelti iginde magnezyum iyonlar1 gereklidir. Reaksiyon 1s1
dongiileriyle yapilmakta; c¢ift zincirli hedef DNA’nin ayrilmasi (Denaturasyon) igin 1s1
yiikseltilir ve sonra primerlerin tek zincirli DNA’daki hedef bolgelere hibridizasyonu
saglamak (annealing) icin 1s1 diisliriiliir. Daha sonra polimeraz enzimi yardimiyla tek zincir

DNA kaliplarina baglanan primerler 5°- 3’ yoniinde uzatilir (Extension) (19,21).
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rt PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriinlerin varliginin saptanmasi; ¢ift
zincirli DNA arasma giren bir floresan boya veya floresan ile isaretli problar araciligiyla
yapilabilmekte bu amag icin Syber Green (SYBR Gren) veya floresan problar (TagMan
probu, Molekiiler boncuk yontemi, Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
hibridizasyon probu) kullanilmaktadir (22,23,24). PCR ile bruselloz tanisinda Tagman probu;
jel elektroforeze gore daha 6zgiil bulunmustur (25).

Ayrica Brucella spp tanisinda multiplex rt PCR ve PCR-ELISA ile ilgili calismalarda

yapilmistir (26,27).

II. INDIREKT TANI YONTEMLERI

Tanida kullanilan serolojik testlerin bircogu diger bakterilerle ¢apraz reaksiyon veren

antilipopolisakkarit antikorlarin tespitine dayanmaktadir (20).

A. TUP AGLUTINASYON TESTLERI

a.) Standart Tiip Agliitinasyon Testi (STA)

Ik kez Wright tarafindan 1897 yilinda uygulanan bu test ¢cok ekonomik olmasi
sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testte; Brucella bakterileri hizla antijen
yapilarint degistirdikleri i¢in standart agliitinasyon veren S kokenlerinin 1s1 ile Sldiirtilmiis
fenollii slispansiyonlari kullanilir (16,28). Test titresinin 1/160 ve iistii olmasi aktif infeksiyon
icin 6nemli bir kanit olarak diisiiniilmektedir (29).

Bu testte yalanci negatiflik sonuglari; prozon fenomeni, hastaligin erken doneminde

olmasi ve blokan antikor varliginda gozlenebilir. Prozon’da; agliitinasyon, serumun diisiik
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diliisyonunda ve 6zellikle serumun yiiksek titrede antikor igerdigi durumlarda maskelenebilir.
Siklikla 1/20 diliisyonda goriiliir; 1/80 ve iistii diliisyonlarda nadirdir (10,28).

Yalanci pozitif sonuglar ise Francisella tularensis, Escherichia coli O116 ve O157,
Salmonella urbana, Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio cholerae, Xanthomonas maltophilia
ve Afipia chevelandensis’e karsi olugan antikorlar ile ¢apraz reaksiyona baghdir (10).

Yalanci pozitif ve negatif sonuglar sulandirimlarin 1/320 den daha fazla yapilmasiyla

Onlenebilir (3).

Bu testin en biiylik dezavantaji hastaliktan sonra titrenin uzun siire yiiksek
kalmasindan dolayr hasta takibinde kullanilamamasidir. Diger bir dezavantaji ise bu testin

B.canis infeksiyonu tanisinda kullanilmamasidir (10).

b.) 2-Merkaptoetanol ve Rivanol ( Diamino 6,9 Etoxy acridin) Testi

Bu testler; immunglobulin (Ig) M pentamerinin disiilfit baglarininin indirgenmesini
temel alir ve serumun bu maddeler ile muamelesi sonucu Ig M agliitinasyon yetenegini
kaybederken Ig G etkilenmeden kalir. STA agliitinasyon yapan antikorlarin (Ig G ve Ig M)
total miktarin1 belirlerken bu testler Ig G miktarini tespitte kullanilir (16). Bu maddelerle
islem gormiis serumlarla yapilan agliitinasyon deneylerinin yine olumlu bulunmasi Ig G
antikorlarina bagli olup hastaligin kroniklestigi anlamini tasir (30). STA ile bu testin birlikte

kullanimi akut olgularin ayirt edilmesinde ve takibinde 6nemlidir (31).

17



¢.) COOMBS testi (CT):

Cok nadiren blokan antikorlarin varliginda negatif sonu¢ alinir ve bu durum Coombs
testiyle saptanir (3). STA’da aglutinasyon vermeyen, Ig G sinifindan olan blokan antikorlar1

tespit etmek icin kullanilir (5,16).

B. KOMPLEMAN BIiRLESTIRME TESTI

Hastaligin ileri evrelerinde veya kronik hastalarda predominant olan IgG antikorlarinin
tanisinda; 1/64 ve tizerindeki titreler nemlidir (29).

Antikomplementer aktivitenin ortaya c¢ikmasi, kompleman gibi kararsiz reaktiflerin
kullanilmasi, hastaligin baslangic donemlerinde kompleman fiksasyonuna yanitin tespit

edilmesindeki yetersizlik ve teknik gereksinimler gibi dezavantajlara sahiptir (16,32).

C. HIZLI AGLUTINASYON TESTLERI

Hizli agliitinasyon testleri; Lam agliitinasyon testi ve Kart test yontemidir. Bu testlerde
alian pozitif sonuglarin STA ile dogrulanmas1 gerekmektedir. Bu makroskopik agliitinasyon
testlerinde boyali bakteri siispansiyonlari kullanilmaktadir. Boyali brucella antijenleri
kullanilarak tiipte agliitinasyon da (mikroagliitinasyon) arastirilabilir. Bu uygulamayla STA’a
gore daha az antijen, daha az tiip dilusyonu ve daha kisa inkiibasyon siiresi avantaji saglanir
(16).

Diger bir hizli test olan Rose Bengal testi (RB); STA ile olduk¢a uyumlu sonuglarin

alindig1 tamponlanmis reaktifler ile diisik pH’ta (pH:3.65) agliitinasyon temeline dayanan
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tarama testidir. Ticari olarak kullanilan kitlerde B. abortus antijeni kullanilmaktadir ve bu
testin duyarlilig1 %96 ile %100 arasinda degismektedir (3,16,29).

Spot test 6zel yontemlerle boyanmis antijenler ile tam kanda tanida kullanilir (28).

D. ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) TESTI:

Son zamanlarda 06zgiil lipopolisakkarit antijenlerin kullanilmasi esasina dayanan
ELISA yontemlerinde; antijen olarak Brucella’larin tiim hiicreleri, lipopolisakkaritleri, tuzla
ekstrakte edilen proteinleri, nativ hapten polisakkariti ve dis membran proteinleri
kullanilabilir (16,33).

Hastaligin baslangicinda 6zgiil Ig M, iiglincii haftadan sonra ise 6zgiil Ig G antikorlari
serumda saptanabilir. ELISA yontemi akut ve kronik bruselloz tanisinda Ig smiflarinin
profilini veren, hizli, duyarli, 6zgiil ve gilivenilir bir yontemdir ve genis Kkitlelerin
taranmasinda uygundur (16,34).

Hastaligin seyri sirasinda Ig G, Ig M, Ig A antikor titrelerindeki degisiklikler ELISA
yontemiyle klasik serolojik testlerden daha iyi tespit edilir ve bu test kronik bruselloz

tanisinda iyi bir segenektir (33,35).

E. DERi TESTLERI

Geg tip asir1 duyarlilik testleri bruselloz tanisinda yardimei olmakta, 6zellikle gevis
getiren hayvanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Insanlarda da kullanilan bu testlerde;
antijen olarak oldiriilmiis Brucella bakterileri, saflastirilmis bakterilerin 21 giinliik kiiltiir
stiziintlileri ve ticari olarak hazirlanmig saflastirilmis rekombinant bakteri proteinleri

kullanilmaktadir. Testte kullanilan antijenlerin lipopolisakkarit icermemesi gerekmektedir.
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Aksi halde diger Gram negatif bakteri infeksiyonlarda ¢apraz reaksiyonlar alinmasi nedeniyle
testin tanisal degeri olmaz. Brusellin allerjik deri testleri; tarama testi veya tamamlayici test
olarak yardimci olmaktadir. Brusellozun allerjik tanisinda en sik kullanilan test
“Brucellergen” deri testidir. Brucellergen bir niikleoprotein kompleksi olup deri i¢ine siringa
edildikten sonra 24 saat i¢inde injeksiyon yerinde kizariklik, 6dem ve sertlik meydana

gelmesi durumunda kisinin Brucella bakterilerine karsi asirt duyarli olduguna karar verilir

(16).

F. RIA

Testte kullanilan anti-human antikorlar '*Todine ile isaretlenir ve Brucella’ya karsi
olusan antikorlar saptanir. Bu testin duyarliliginin ytliksek olmasina ragmen kompleks olmasi

ve radyoaktif madde kullanilmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir (18,29).

G. DIPSTICK TEST

Insan serum o6rneklerinde Brucella spesifik Ig M antikorlarmin tespiti igin basit
dipstick testi gelistirilmistir. Dipstick 1siya direngli antijeni; B.abortus 1119-2 nin sivi
killtiiriiniin  yikanmus  hiicrelerinin 95° C’de 1sitilmasii  takiben hiicre kalintilarinin
santrifiigasyon ile kaldirilmasiyla hazirlanir. Hazirlanan bu preparat nitroseliiloz banda belli
bir ¢izgi olarak uygulanmistir. Bir internal kontrol i¢in antihuman Ig M antikoru ayr1 bir ¢izgi
olarak nitroseliillozu kaplayarak uygulanmistir. Testin sensitivitesi hastaligin ilk 2 ayinda
%89.0 ve hastaligin 2-4 aylarinda %83.1 olarak bulunmustur. Testin hesaplanan spesifitesi ise

%98.6 olarak bulunmustur. Testin uygulanmasmin kolay olusu, 6zel ara¢ ve c¢ok fazla
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deneyimli personel gerektirmemesinden dolayr saha kullanimi i¢in uygun oldugu

belirlenmistir (36).

H. BRUCELLACAPT TESTI:

Total anti-brucella antikorlarimin immunocapture-agliitinasyonu teknigi temelinde

bruselloz tanisi i¢in yeni bir testtir. Tanisal etkinligi Coombs testine esittir (37).
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MATERYAL VE METOD

Serum ornekleri; Dicle tiniversitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarina degisik
klinik ve polikliniklerden bruselloz 6n tanisi ile gonderilen kan orneklerinden alindi.
Caligmaya alinan toplam serum 6rneklerinin 28 tanesi (%31) yatan hastalardan ve 62 tanesi
(%69) ise poliklinik hastalarindan almmistir. Vendéz yoldan alinan kanlar 15 dakika
bekletildikten sonral500 rpm’de (devir/dakika) 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.
Kullanilacak serumun hemolizli ve lipemik olmamasina dikkat edildi. Serum 6rnekleri temiz
serolojik tliplere alimip Rose Bengal testi, Standart Brusella Tiip Agliitinasyon Testi ve
Coombs Testi ¢aligildi. Ayrilan bir kisim serum ise eppendorf tiiplerine konularak real time

PCR (rt PCR) galigsmasi i¢in -20°C’ta sakland.

Rose Bengal Testi (RBT)

Rose Bengal Lam Testi Antijeni: B.abortus S99 susundan hazirlanmis, standart
Brusella antiserumu ile standardize edilmis ve Rose-Bengal ile boyanmis olan antijen;
Seromed Biyolojik Uriinler San. Tic. Ltd. Sti.’nden (Istanbul) temin edildi.

On hazirhk;

1. Antijen; kullannrma bagslamadan once 15 dakika oda 1sisinda tutuldu ve iyice
calkalanda.

2. Temiz plastik plaklar ve kiirdan temin edildi.

Testin uygulanisi;

1. Temiz plak lizerine 0.05 ml hasta serumu damlatildi.

2. Bunun iizerine 0.05ml Rose Bengal Lam Testi Antijeni eklendi.
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3. Antijen ve serum kiirdan ile karistirilarak 1.5 cm ¢apli alana yayildi.
4. Plak; elde ¢evirmeli hareketler yapilarak 4 dakika ¢evrildi.
5. Sonugta iri tanecikli kiimelesme olusumu pozitif, homojen goriinlim ise negatif

agliitinasyon olarak degerlendirildi.

Standart Brusella Tiip Agliitinasyon Testi (STA)

Standart Brusella Tiip Agliitinasyon Antijeni: B.abortus S99 susu ile hazirlanmis; standart
Brusella antiserumu ile standardize edilmis; B.abortus, B.melitensis ve B.suis teshisinde
kullanilan antijen; Seromed Biyolojik Uriinler San. Tic. Ltd. Sti.’nden (Istanbul) temin edildi.

On hazirhk;

1. Standart Brusella Antijeni kullanilmaya baglamadan 15 dakika 6nce oda i1sisina

getirildi ve iyice ¢alkalandi.

2. Serum sulandirimi i¢in 6 adet temiz tiip ve 1 adet kontrol tiipii (140X100mm)

hazirlandi.

3. 1ml ve Sml’lik steril cam pipetler hazirland:.

4. Fizyolojik tuzlu su (%0.9).

Testin uygulanisi;

1.) Her serum igin 6 adet serolojik tlip ve 1 adet kontrol tiipii ile ¢aligildi.

2.) Ilk tiipe 0.9ml, digerlerine 0.5ml fizyolojik tuzlu su konuldu.

3.) Ilk tiipe 0.1 ml hasta serumu eklendi ve karistirildi. Birinci tiipten 0.5ml ikinci tiipe ve

2. tiipten 0.5 ml 3. tiipe aktarildi.6. tiipe kadar isleme devam edildi ve 6.tiipten 0.5
ml disar atildi. Kontrol tiipiine serum birakilmadi.

4.) Tiplerde serum dilusyonlar1 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 oldu.
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5.) Tim tiiplere 7.kontrol tiipii de dahil olmak iizere 0.5ml Standart Brusella Tiip
Agliitinasyon Antijeni eklendi. Boylece son serum sulandirimlar1 1/20, 1/40, 1/80,
1/160, 1/320, 1/640 oldu.

6.) Tiipler karistirildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

7.) Inkiibasyonu takiben tiipteki sivinin berraklasmasi, agliitinasyonun tiipiin dibinde
yaygin bir sekilde goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

8.) En son agliitinasyon goriilen tiipiin titresi pozitif deger olarak kabul edildi. Pozitif olan

en son tiip ise iist dilusyonlar ¢aligildi.

COOMBS TESTI (CT)

Coombs (anti-human globulin) Serumu; Tulip Diagnostics (P) Ltd. (India) tarafindan
hazirlanmig ve yerli araci firmalar tarafindan temin edilmistir.

On hazirhk;

1. STA testi sonucunda teste tabi tutulacak tiipler ayrildi.

2. Coombs serumu kullanimdan 15 dakika dnce oda 1s1sina alindu.

3. Coombs serumu 1/10 oraninda sulandirildi.

Testin uygulanisi;

1. Aynlan tiip dizisinde agliitinasyon pozitif goriilen tiipler not edilerek islemden
cikarildi.

2. Diger tiipler 2000rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Ust s1v1 kismu atilip yeniden fizyolojik
tuzlu su eklenip santrifiij edilerek iist sivi kismu atildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.

3. Her tiipe 0.45ml fizyolojik tuzlu su eklenerek siispanse edildi.

4. Her tiipe 0.05ml, 1/10 oraninda sulandirilmis Coombs serumu eklendi.

5. Tiipler karistirildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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6. En son agliitinasyon goriilen tiipiin titresi pozitif deger olarak kabul edildi.

REAL TIME PCR (rt PCR)

On hazirlik olarak; -20° C’de saklanan ve RBPT pozitif, STA ve Coombs Testi negatif

olan 90 adet serumun; ¢alisma giinii ¢ikartilip oda sicakliginda erimesi saglandi.

Serum orneklerinden DNA izolasyonu;

Serum Orneklerinden DNA’nin izolasyonu; NucleoSpin Blood Kiti (Macherey-Nagel,
Almanya) ile yapildi. Bu metot; degisik 6rneklerden yiiksek saflikta genomik DNA’nin hizl
sekilde izolasyonunu saglamaktadir. Bu islemin amaci alinan 6rnekleri lize ederek genomik

DNA’nin filtrelere yapigsmasini saglamaktir.

NucleoSpin Blood Kiti icerigi;
-Buffer Bl

-Reagent B2

-Buffer B5

-Buffer BW

-Buffer BE

-Proteinase K(Lyophilized)
-Proteinase Buffer

-NucleoSpin Blood Kolonlari

-Toplama tiipleri
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Bu islem i¢in iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda;

1-Daha énceden -20°C’ta saklanan serum drnekleri oda 1sisina getirildi.

2-Kullanilacak tiim kitler oda 1sisina getirildi.

3-Lyophilized Proteinase K ile belirtilen miktarda Proteinase Buffer karistirildi.

4-Buffer B5’e belirtilen miktarda %96’lik etanol eklenerek karistirildi ve agz1 kapali
olarak tutuldu.

5-Buffer B1; Reagent B2’ye tamamen eklendi ve iyice karistirilarak lizis buffer B3
olusturuldu.
buffer B3 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konulduktan sonra etkin sekilde 20
saniye vortekslendi. Daha sonra bu tiipler 70°C’ta 15 dakika bekletildi.

7-DNA’nin baglanmasini ayarlamak icin 210 pl  %96’lik etanol eklendi ve tekrar
vortekslendi.

8-DNA’nin baglanmasi igin; tiiplerin tiim igerigi NucleoSpin Blood Kolonlu tiiplere
aktarildi ve 11000 Xg ‘de 1 dakika santrifiij edildi.

9-Yikama islemi i¢in; kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirildikten sonra iizerlerine
500 ul Buffer BW eklenerek 11000 Xg ‘de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
kolonlar tekrardan yeni toplama tiiplerine yerlestirildikten sonra iizerlerine 600 pl
Buffer B5 eklenerek 11000 Xg ‘de 1 dakika santrifiij edildi.

10-Membranin kurumasi ve artik etanoliin uzaklastirilmasi igin; kolonlar yeni toplama
tiiplerine yerlestirildikten sonra 11000 Xg ‘de 1 dakika santrifiij edildi.

11-Yiksek saflikta DNA’nin eldesi igin; kolonlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine
konularak iizerlerine 70°C’de 1sitilmig 100 pl Buffer BE eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika

beklendikten sonra 11000 Xg ‘de 1 dakika santrifiij edildi.
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PCR reaksiyon miksinin hazirlanmasi;

PCR reaksiyon miksi hazirlamak i¢in; TagMan Universal PCR Master Mix (PE Applied
Biosystems, California, ABD) kullanildi. Bu kit Tagman reaksiyonlar1 i¢in hazirlanmis olup;
AmpliTaq Gold DNA Polimeraz, dNTP, pasif referans boya ve uygun tampon bilesikleri
icermektedir. 2-8 °C’ta saklanan master miksin kullanilmadan Once ¢6ziilmesi ve iyice
karigsmasi saglandi.

Spesifik primer ve problar;

Amplifikasyon icin bakterinin 16S rRNA bolgesini kodlayan gene spesifik primerler;
Forward Primer (5’-TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGA-3’) ve Reverse Primer
(5’ GCAGCCGCGGTAATACGAAGGG-3’) kullanildi. Prob olarak ise 5’- (6FAM )
GTGAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTT-TAMRA) (PH)- 3’ kullanildi. Pozitif
kontrol olarak High Copy plasmid DNA ve negatif kontrol i¢inse steril su kullanild.

Tablo 2’de belirtildigi sekilde; her bir reaksiyon tilipiinde toplam hacim 50 pL olacak

kadar, rt PCR i¢in reaksiyon miksi hazirlandi.

PCR Reaksiyon Miks I¢cerigi Hacim
TagMan Universal PCR Master Mix (2X) 25 uL
Forward primer 5uL
Reverse primer 5uL
TagMan Prob (2.5 uM) S5uL
Serum G6rnegi 5uL
Distile Su 5uL
Toplam 50 pLL

Tablo 2: rt PCR icin hazirlanan reaksiyon miski icerigi

27



rt PCR iglemi; ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (PE Applied
Biosystems, California, ABD) cihazinda iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi.
95° C'de 10 dakika (Hold); 95° C'de 15 saniye (denaturasyon) ve 60°C'de 1 dakika (baglanma
ve uzama) tutularak 40 dongii islemi gergeklestirildi.

Birbirine baglh cihaz ve bilgisayardan olusan bu sistemde; test edilen kuyucuklara
lazer kaynagindan gonderilen lazer 1sinlar kuyucuklarda bulunan floresanlarin uyarilmasini
saglamakta ve fiber optik kablolar kuyucuklardan yayilan floresani toplayarak lens, filtre ve
aynalardan olusan sistem yardimiyla spectograph’a iletmektedir. Spectograph ise; gelen 15181
dalga boyuna gore ayirarak CCD (charge-coupled device) kameraya aktarir. Cihaz ise
kameradan aldig1 floresan sinyallerine veri analiz algoritmalarini uygulayarak sonug

vermektedir.
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BULGULAR

Dicle {iniversitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuarma degisik klinik ve
polikliniklerden bruselloz 6n tanisi ile gonderilen serum Orneklerinden RBT pozitif, STA
titresi 1/160’tan diisiik ve CT’I negatif olan 90 tane serum 6rnegin Brucella DNA varlig
yoniinden rt PCR yontemiyle incelendi.

Calismaya aliman RBT pozitif olan toplam 90 serum 6rneginin 21 tanesi (%23.3) 1/20
titrede, 41 tanesi (%45.5) 1/40 titrede ve 28 tanesi de (%31.1) 1/80 titrede pozitif

bulunmugtur. Serumlarin STA titrelerine gore yiizdeleri Tablo 3’te verilmistir.

STA titresi Say1 %
1/20 21 233
1/40 41 45.5
1/80 28 31.1

Toplam 90 100

Tablo 3: Serumlarin STA titrelerine gore yiizdeleri
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STA ile titresi 1/160’tan diisiik bulunan serum orneklerinde blokan antikorlar
belirlemek icin CT ile incelendi. STA ile 1/20 titrede seropozitif bulunan 21 serum 6rnegi CT
ile incelendiginde; 13 Ornekte titre artis1 saptanmazken, 8 6rnekte bir kat artis saptandi. STA
ile 1/40 titrede seropozitif bulunan 41 serum 6rnegi CT ile incelendiginde; 32 ornekte titre
art1s1 saptanmazken, 9 ornekte bir kat artis saptandi. STA ile 1/80 titrede seropozitif bulunan
28 serum ornegi CT ile incelendiginde; 27 ornekte titre artis1 saptanmazken, 1 6rnekte bir kat

artis saptandi. Sonuglar Tablo 4’te 6zetlendi.

STA titresi CT ile aym titre CT ile bir kat artis

1/20 13 8
1/40 32 9
1/80 27 1

Tablo 4: Serum o6rneklerinin CT ile Analizi
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rt PCR ile 90 serum Orneginde yapilan caligmada 3 hastada (%3.3) Brucella DNA

pozitif bulundu. Bu hastalarin STA ve CT sonuglar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Serum No | Gonderen klinik | STA CT Rt PCR
1 Poliklinik 1/20 | Negatif Pozitif
2 Endokrinoloji 1/20 1/40 Pozitif
3 Poliklinik 1/40 | Negatif Pozitif

Tablo 5: Real time PCR ile Brucella DNA pozitif bulunan serumlar
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TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore; tiim diinyada yillik yarim milyon yeni bruselloz
olgusu saptanmakta olup bu saymin yanlis tan1 konmasi ve bildirimlerin tam olmamasi
nedeniyle daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (35). Giiney Amerika, Ortadogu iilkeleri,
Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi Avrupa iilkeleri hiperendemik alanlar olup yilda
ortalama 4000 yeni vaka goriilmektedir (3,5). 1990 yilinda iilkemiz genelinde yapilan, STA
titresinin 1/40’1n tlizerinde pozitif sayildig: siirveyans calismasinda 70000 serum Ornegi test
edilmis olup %1.8 oraninda seroprevalans saptanmistir. En yiiksek seroprevalans %3.6
oraninda Diyarbakir’da belirlenmistir (38). 2004 yilinda yapilan ¢alismada ise Diyarbakir’da
seropozitiflik %2.2 olarak bulunmustur (39).

Brucella infeksiyonlarinin kendine 6zgii, diger infeksiyonlardan ayirt edici belirtileri
yoktur ve farkli klinik tablolarla ortaya ¢ikmaktadir (5,6). Bundan dolay1 tanida; hastadan
kapsamli Oykii alinmasi, bakterinin izolasyonu ve serumda o6zgiil antikorlarin aranmasi
gerekmektedir fakat bu testlerin zaman alici ve duyarliliginin az olmasi yliziinden son yillarda
tanida molekiiler yontemlerden faydalanilmaya baslanmistir. Bilimin birgok alaninda
kullanilmakta olan molekiiler teknikler; sonuglarin hizli alinmasi, geleneksel yontemlerle tani
konulamayan mikroorganizmalarin saptanabilmesi, maliyet uygunlugu, kullanim kolaylig1 ve
testin duyarliliginin yiiksek olmasindan dolayr mikrobiyolojide de yaygin olarak tercih
edilmektedir (22,24,40).

DNA’nin ilk olarak 1870 yilinda tanimlanmasindan ¢ok sonra Kary Mullis ve

arkadaslan tarafindan 80°li yillarin ortalarinda gelistirilen ve Kary Mullis’in 1993 yilinda
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Kimya alaninda Nobel Odiilii almasin1 saglayan PCR teknigi; degisik mikroorganizmalarin
DNA’siin tespitinde kullanilmaktadir. Degisik hedef genler, primer ciftleri, PCR teknikleri
ve ekstraksiyon yontemleri hem hayvan hem de insan Brucella infeksiyonlarinin tespitinde de
kullanilmaktadir (18,19,40,41,42).

Brusellozun tanis1 i¢in; ilk olarak Brucella spp. kan viicut sivilari ve doku
orneklerinden izole edilmeli veya ikinci olarak klinikle uyumlu 6nemli titrelerde spesifik
antikor veya serokonversiyon gosterilmelidir. Onemli titreler; STA’nin 1/160 ve iistiinde
olmasi ve CT’in 1/320 ve iistiinde olmasidir. 2 hafta arayla alinan serum orneklerinde 4 kat
antikor titre artis1 da tanida onemlidir (18,43). Serolojik testler kolay ve hizli olmasina
ragmen; rolaps ve kronik bruselloz hastalarinda duyarliligi az oldugundan ve diger gram
negatif bakterilerle ¢apraz reaksiyon verdiginden dolayr yanlis pozitiflik goriilebilmektedir.
Serolojik testlerde endemik bolgelerde yasayan saglikl kisilerde de pozitiflik goriilebilmekte
ve ayrica 1/20 ve 1/160 arasindaki titreleri yorumlamak gii¢ olmaktadir (17,18,44).

Yaptigimiz calismada; RBPT pozitif olan toplam 90 serum o&rneginin 21 tanesi
(%23.3) 1/20 titrede, 41 tanesi (%45.5) 1/40 titrede ve 28 tanesi de (%31.1) 1/80 titrede
pozitif bulunmustur.

Diyarbakir gibi endemik olan bolgelerde sik olarak gozlenen, spesifik olmayan
infeksiyon varliginda; RBT pozitif sonu¢ vermekte ve ve STA titresi de 1/160’mn altinda
gozlenmektedir. 1/320 ve tizeri CT titreleri aktif infeksiyonu diigiindiirmektedir (45).

Calismamizda; STA ile titresi 1/160’tan diisiikk bulunan serum Orneklerinde, blokan
antikorlar1 belirlemek i¢in CT ile incelendi. STA ile 1/20 titrede seropozitif bulunan 21 serum
ornegi CT ile incelendiginde; 13 ornekte titre artist saptanmazken, 8 Ornekte bir kat artis
saptand1. STA ile 1/40 titrede seropozitif bulunan 41 serum 6rnegi CT ile incelendiginde; 32
ornekte titre artisi saptanmazken, 9 Ornekte bir kat artis saptandi. STA ile 1/80 titrede

seropozitif bulunan 28 serum o6rnegi CT ile incelendiginde; 27 Ornekte titre artis
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saptanmazken, 1 Ornekte bir kat artis saptandi. Higbir 6rnekte CT’te anlamli derecede titre
artigina (1/320 ve istii titre) rastlanmadi.

rt PCR ile 90 serum 6rneginde Brucella DNA’nin tespiti i¢in yaptigimiz ¢alismada; 3
hastada (%3.3) Brucella DNA pozitif bulundu.

Bulastan on giin sonra Brucella spp. tesbit edilebilen PCR’a dayali testler; geleneksel
yontemlerden daha hizli ve daha fazla duyarlidir. Bununla beraber Brucella i¢cin PCR’in
ozgilliik ve duyarlilig1 yapilan ¢alismalarda farkli olup; 6rnegin hazirlanmasi, hedef genlerin
tespiti ve tespit yontemleri hakkinda standardizasyon gelistirilmemistir (18,29).

Brucella DNA’s1 PCR ile; doku ornekleri, idrar, BOS, kan, apse, balgam ve diger
viicut sivilarinda (asit ve plevral siv1) tespit edilebilmektedir (46). Tanida siklikla tam kan ve
serum Ornekleri tercih edilmektedir. Zerva ve ark. (47) tarafindan, tam kan ve serum
orneklerinin test i¢in uygunlugunun karsilagtirildigi calismada; serum O6rneginde tanisal
duyarlilik %94, tam kanda ise %61 olarak bulunmustur. Tam kan ve serum Orneklerinin
ozgulligl ise %100 olarak bulunmustur. Serum 6rneklerinde PCR igin inhibitér madde olan
antikoagulan madde, hemoglobin bulunmamasindan dolayi; brusellozun PCR ile tanisinda
tam kan yerine serumun tercih edilmesi gerektigi belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada inhibitor
maddelerin serumda azlig1 ve serumdan DNA eldesinin tam kana gore daha kolay olmasindan
dolay1 serumun tercih edilmesi gerektigi gosterilmistir (48). Brusellozlu hastalarin %20-
40’inda santral sinir sisteminin de etkilendigi fokal komplikasyonlar goriilmektedir.
Colmenero ve ark. (43) yaptig1 calismada 6 tane ndrobrusellozlu hastanin 2 hastanin BOS
kiltirinde B.melitensis izole edilmis ve 4 hastanin BOS’unda STA ile antikorlar
saptanmistir. Hastalarin tiimiinde rtPCR pozitif sonu¢ vermis olup norobrusellozun hizli
tanisinda rtPCR’1n kullanilabilecegi belirtilmistir. Yapilan ayri1 bir ¢alismada; norobrusellozlu
hastanin serumunda PCR ile negatif sonu¢ alinmasina karsin BOS’ta PCR ile pozitif sonug

alimmustir (49).
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Orneklerden DNA’nin ekstraksiyonu igin ¢esitli yontemler kullamilmaktadir. Son
zamanlardaki ¢alismalarda orneklerden DNA’nin izolasyonu igin ticari kitlerin kullanilmasi
bu konuda belirli standartlarin saglanacagini géstermektedir (44,47,50,51).

PCR’da; hedef DNA arastirilan mikroorganizmaya ozgiil olmali ve tiiriin tiim
izolatlarinin tespiti i¢in; hedef DNA polimorfik olmamali ve degiskenlik gdstermemelidir.
Brusellozun tanisinda PCR’a dayali tanisal test ilk olarak 1990 yilinda yapilmistir ve bu
calismada B. abortus sus 19’un 43-kDa’luk dis membran proteinini kodlayan gen amplifiye
edilmistir (52). Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda; 16S rRNA geni, 31-kDa’luk B.
abortus proteinini (BCSP31) kodlayan gen, B. abortus dis membran proteini olan omp-2’yi
kodlayan gen arastirilmistir (41,53,54). Herman ve ark. (53) yaptig1 ¢alismada; Brucella
spesifik primerler; 17 farkli bakteri ile denenmis Ochrobactrum anthropi disinda PCR
pozitifligi saptanmamistir. Brusella spesifik primerlerlerle yapilan diger ¢aligmalarda da,
farkli bakterilerden sadece O.anthropi amplifikasyonu saptanmistir (55,56,57). Ochrobactrum
spp. Brusella cinsi bakterilerle yakin iligkilidir ve PCR’da goriilen bu sonug sasirtict degildir.
Ochrobactrum spp. genelde immunsuprese hastalardan olmak {izere birgok klinik 6rneklerden,
su ve topraktan izole edilmistir (53,58).

PCR’da kullanilan primer ¢ifti PCR’1n 6zgiilligii ve duyarliligini belirlemektedir.

Calismamizda; amplifikasyon i¢in bakterinin 16S rRNA bolgesini kodlayan gene
Ozgiil primerler kulland1 ve bakterinin cins diizeyinde tespiti saglandi. Cesitli primerlerin
kiyaslandigi ¢aligmalarda; 16S rRNA genini hedef alan primer ¢iftinin digerlerine goére daha
duyarli oldugu saptanmistir (50,59,60,61,62). Brusella’nin tiir diizeyinde tespiti;
epidemiyolojik olarak hastaligin kaynaginin belirlenmesi i¢in gerekli olmakla beraber; insan
brusellozu tanisinda ve tedavisinde cins diizeyinde tespit yeterli oldugu belirtilmektedir (18).

Yapilan bir¢ok ¢alismada PCR’1n duyarliliginin kiiltiir ve diger serolojik yontemlerden

daha iyi oldugu gdosterilmistir (17,50,63,64,65).
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Matar ve ark. (17) yaptig1 calismada; agliitinasyon titreleri 1/160’tan biiyiik olan 20
hastadan (17 hasta akut brusellozlu, 3 hasta kronik relaps eden brusellozlu) alinan tam kan
orneklerinin hepsinde Brucella DNA tespit etmislerdir ve testin sensitivitesinin %100 oldugu
bildirilmistir.

Queipo-Ortuno ve ark. (63) yaptig1 calismada; 47 hastadan toplam 50 kan Ornegi
alimmis olup 50 6rnegin hepsinde PCR pozitif bulunmustur. Testin duyarliligi %100 olarak
bulunmustur. 60 kisilik kontrol grubunun 59’unda PCR negatif bulunmustur. Bundan dolay1
testin Ozgiilliigii %98.3 olarak bildirilmistir. Buna karsin PCR sonuglar1 pozitif ¢ikan
hastalarin; %30’unun kan kiiltiirleri ve %16’simin seroloji sonuglart negatif bulundu. Testin
yiiksek derecede sensitif olmasi testin yaklasik 2 bakteri hiicresine denk gelen 10 fg’a kadar
bakteri DNA’sini1 tespit edebilmesine bagli oldugu belirtilmistir.

Navarro ve ark. (65) bruselloz tanis1 konan hastalarda yaptiklar1 ¢alismada; PCR’1in
duyarliligint %50 ve oOzgilligliini %60 olarak bulmuslardir. Arastirmacilar yalanci
negatifligin, kanda bulunan polimeraz inhibitorleri varligi, tespit limitinin altinda bakteri
sayis1 veya Orneklerdeki hedef DNA’nin azalmasina bagl olabilecegini ve saglikli kisilerde
bulunan yalanci pozitifligin ise; kan kiiltiirii ve serolojik yontemlerle tespit edilemeyen
asemptomatik infeksiyona veya bagka bakterilerin DNA’s1yla olan ¢apraz reaksiyona bagh
olabilecegini belirtmislerdir.

Nimri (50) tarafindan, 165 seropozitif hastada PCR ile yapilan ¢alismada; 120 hastada
PCR pozitif bulunmus olup testin duyarliligt %72.7 ve 6zgilligi %100 olarak bulunmustur.

Elfaki ve ark. (42) yaptig1 caligmada; klinik olarak bruselloz tanisi konan, RBT pozitif,
STA titresi 1/80 olan ve kan kiiltiiriinde etken saptanamayan 4 hastanin 3’iinde PCR
pozitifligi bulmustur. Ayrica bu ¢alismada tedavi sonrast PCR sonuglarinin negatiflestigi

belirtilmistir.
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Brusellozlu hastalarin biiyiik bir kismi1 tedaviden sonra spesifik olmayan semptomlar
bildirirler ve hastaligin tamamen iyilestigine ait iyi tamimlanmis Olgiitler olmadigindan
hastalarin gercekten tedavi edildigini anlamak giictiir (66). Brusellozda tedavi sonrasi rolaps
gelisimine egilim vardir ve bu durum bakterinin hiicre i¢i yerlesiminden dolayi, immun sistem
ve tedaviden korunmasina baghdir. Rolapslar genelde ilk infeksiyondan 6 ay sonra ortaya
cikmakta ve hastalarin tedaviden sonra 1 yil boyunca izlenmesini gerektirmektedir. Bundan
dolayr PCR’1in hastaligin baslangicinda, fokal komplikasyonlar varlifinda ve tedavinin
takibinde basariyla kullanilabilecegi belirtilmektedir (50).

Morata ve ark. (66) brusellozlu hastalarin tedavi sonrast ve relaps donemlerinde
PCR’1n yararliligi hakkinda yaptiklar1 ¢alismada; baslangigta 30 hastanin 29’unda (%96.6)
PCR pozitif bulunmus olup tedavi sonrast PCR pozitif 29 hastanin 28’inde (%96.5) PCR
negatiflesmistir. PCR pozitif olan asemptomatik hastada 1 ay sonra PCR negatiflesmistir.
Tedavi sonrast hastadaki PCR pozitifligi; hasta kaninda bulunan 6lii bakteri DNA’sina veya
mononiikleer hiicreler i¢indeki DNA artiklarina bagli olabilecegi belirtilmistir. Bununla
beraber; Borrelia burgdorferi ve Mycobacterium tuberculosis bakterilerinin neden oldugu
infeksiyonlarda tedavi sonrasinda PCR pozitifliginin devam ettigi belirtilmistir (18).

Calismamizda saptadigimiz pozitif PCR sonuglarinin; bdlgemizde sik rastladigimiz
kronik veya tam tedavi gormemis hastalara ait serumlar oldugunu diisiinmekteyiz.

Orijinal PCR metodunda; baglangicta bulunan hedef DNA molekiilleri miktarindan
bagimsiz olarak sonugta ayni miktarda iiriin artis1 gézlenmekteydi ve bu durum 1992 yilinda
Higuchi ve ark. tarafindan rt PCR’1n gelistirilmesiyle ¢oziilmistiir (19,22). rt PCR klinik
mikrobiyolojide patojenlerinin tanisinda devrim yaratmistir ve mikrobiyal ajanlarin tanisinda
rt PCR’1n faydasini gosteren artan sayida yaymlanmis klinik ¢aligmalar bulunmaktadir (23).

Calismamizda; rt PCR islemi; ABI PRISM 7700 SDS cihazinda yapildi.
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rt PCR; hizli, dinamik, kapali sistemlerde gerceklestirildiginden kontaminasyon
riskinin az oldugu, kullanilan PCR voliimiiniin azaltildig1, niikleik asit amplifikasyonuyla es
zamanl olarak artis gosteren floresans sinyalin Olciilmesiyle kisa siirede sonu¢ veren nicel
PCR yontemidir ve DNA tespitinde en duyarl yontemdir (24,61,67).

Debeaumont ve ark. (51) tarafindan yapilan calismada kiiltiirii pozitif 17 brusellozlu
hastanin 11’inde rt PCR sonucu pozitif bulunmus ve 60 kontrol serumlarinin tiimiinde
amplifikasyon saptanmamis ve rtPCR’in duyarliligt % 64.7 ve ozgilligi %100 olarak
bulunmustur. Duyarlilikta diisiikliigiin; bircok serum Grneginin 3 aydan uzun siire -20° C’ta
saklanmasina bagli olabilecegi belirtilmistir ve O. anthropi DNA’s1 yalanci pozitif sonuca
neden olmamustir.

PCR’1n yiiksek duyarliligina ragmen; negatif sonug¢ hastaligin var olmadigi anlamina
gelmemektedir (18,64,66). Kanda bakteriyemi gecici olarak olusabilir ve 6rnek alindigi sirada
diger viicut sivilarinda yeterli derecede bakteri bulunmamasindan dolayi; PCR negatifligi
saptanabilir. Buna karsin PCR ile tespit edilen DNA sekanslar1 aktif hastalig
gostermemektedir ¢linkii PCR canli ve 6lii mikroorganizma DNA’larin1 ayirt edememektedir
(18). Bununla beraber pozitif PCR sonuclarinin aktif hastalikla iligkili oldugu ve tedavi
sonrast sonuglarin negatiflestigini gosteren c¢alismalar da mevcuttur (66). Tedavide
basarisizlik ve yetersizlik; PCR pozitifliginin siirmesiyle kendini gostermektedir. PCR ile
pozitif sonug alinan ve yakin zamanda uygun antibiyotik tedavisi alan hastalarda ek tedaviye
gereksinim olmamakla beraber PCR ile pozitif sonug alinan ve bruselloz i¢in tedavi almamis
kisilerde tedaviye baglanmas1 gerekmektedir (18).

Sonug olarak; brusellozun tanisinda tim infeksiyon hastaliklarda oldugu gibi etkenin
izolasyonu altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat bu yontemin duyarliliginin az ve
uzun siirede sonu¢ vermesinden dolay1 hizli tan1 gerektiren durumlarda kullanimi yeterince

uygun olmamaktadir. Tanida geleneksel olarak kullanilan serolojik yontemler; yeterli antikor
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cevabinin olusmadigi hastaligin baslangi¢ donemlerinde, kronik ve rélaps olgularinda,
tedaviye cevabin izlenmesinde ve bolgemiz gibi endemik olan alanlarda yeterli ve anlaml
sonuglar vermemektedir. Bruselloz tanisinda serumda rt PCR ile etken DNA’smin tespiti;
testin yiliksek duyarlilik ve 0Ozgiilliigli olmasi, kisa siirede sonu¢ vermesi, laboratuvarda
personele bulas riskinin diger yontemlere gore az olmasindan dolayi, yontemin ¢aligmasinda
tam bir standardizasyon saglandiktan sonra rutin laboratuvar tanisinda kullanilmasi 6nemli bir

gelisme olarak kabul edilmektedir.
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OZET

Brucella cinsi bakterilerin etkeni oldugu bruselloz; diinyada énemli halk sagligi
problemi olusturmaktadir. Hastaligin ciddiyeti ve insanlar i¢in uygun asinin yoklugundan
dolay1 biyoterorizm ajan1 olarak kullanilabilmektedir.

Brusellozda genel infeksiyon belirtilerinin yaninda 6zgiil klinik belirtilerinin
olmamasindan dolay:1 laboratuvar tanit yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Bruselloz tanisinda;
mikroorganizmanin izolasyonundaki giicliiklerden dolay1 serolojik yontemlerden daha fazla
yararlanilmaktadir. Serolojik testlerde endemik bdlgelerde yasayan saglikli kisilerde de
pozitiflik goriilebilmekte ve ayrica 1/20 ve 1/160 arasindaki titreleri yorumlamak giig
olmaktadir. Ancak son yillarda molekiiler yontemler hastaligin tanisinda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmustir.

Bu c¢alismada; Dicle tiniversitesi Tip Fakiiltesi klinik ve polikliniklerden bruselloz
oOn tanisi ile Merkez Laboratuvarina gonderilen hasta serum orneklerinden, Rose Bengal testi
pozitif, Standart Tiip Agliitinasyon testi titresi 1/160’tan diisiik ve Coombs testi negatif
olanlarda, Brucella DNA nin real time PCR yontemiyle aranmasi amaglandi.

Calismaya alinan RBT pozitif olan toplam 90 serum 6rneginin 21 tanesi (%23.3)
1/20 titrede, 41 tanesi (%45.5) 1/40 titrede ve 28 tanesi de (%31.1) 1/80 titrede pozitif
bulunmustur. real time PCR ile 90 serum 6rneginde yapilan ¢aligmada ise 3 hastada (%3.3)
Brucella DNA pozitif bulundu. Caligmamizda saptadigimiz pozitif PCR sonuglarinin;
bolgemizde sik rastladigimiz kronik veya tam tedavi gOérmemis hastalara ait serumlar

oldugunu diisiinmekteyiz.
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PCR testinin; duyarliliginin yiiksek olmasi, hizli olmasi, herhangi bir viicut
dokusunda uygulanabilmesi, bulastan 10 giin sonra bile pozitif sonu¢ vermesi, laboratuvarda
personele bulas riskinin diger yontemlere gore az olmasindan dolayi, yontemin ¢aligmasinda
tam bir standardizasyon saglandiktan sonra rutin laboratuvar tanisinda kullanilmasi 6nemli bir

gelisme olarak kabul edilmektedir.
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SUMMARY

Brucellosis is a zoonosis caused by bacteria of the genus Brucella and an important
public health problem in many parts of the world. There is still no effective vaccine for
humans and these bacteria can be used as bioterrorism agent.

Brucellosis has a great variety of clinical manifestations, making it difficult to
diagnose clinically. Therefore; isolation or detection of specific antibodies is essential for
confirmation of the diagnosis. Serologic tests play a major role in cases when the disease
cannot be detected by culture. However; the interpretation of these tests is often difficult;
particularly in patients with chronic brucellosis and in areas of endemicity, where a high
portion of the population have antibodies against brucellosis. In last decades; PCR-based
assays have been applied for diagnosis of brucellosis.

In this study, a total of 90 serum samples were obtained from patients with brucellosis
suspicion at Dicle University Medical Faculty Hospital Central Laboratory. The serum
samples were Rose Bengal test positive, Standart Tube Agglutination titer below 1/160 and
Coombs test were negative. We aimed to detect Brucella DNA in these sera.

The STA titer is 1/20 in 21 (%23.3) patients, 1/40 in 41 (%45.5) and 1/80 in 28
(%31.1) patients. We detected Brucella DNA in 3 (%3.3) serum samples of patients. We
concluded that these positive results belongs to chronic or incomplete treated patients.

In conclusion; the PCR-based assay has several advantages including speed, safety,
high sensitivity and specifity; therefore it can be considered a routine diagnostic method for

the diagnosis of brucellosis after standardization.
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