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ONSOZ

Brusellozis diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen ve ciddi ekonomik kayiplara
neden olan 6nemli bir zoonotik hastaliktir. Enfeksiyon insanlarda ciddi is giici
kayiplar1 ve uzun tedavi dénemlerine neden olmaktadir. Gida kontaminasyonu ile
bulagsma goriilmesinden dolay1 brusellozis 6nemli bir halk sagligi problemi olarak

insan ve hayvan sagligini tehdit etmektedir.

Bu c¢alismada 2007-2014 tarihleri arasinda Konya Egitim Arastirma
Hastanesinde Bruselloz tanis1 konulmus hastalardan izole edilen Brucella suslarinin
CO, li ortamda iireme, iireaz iiretimi, H,S iiretimi, Tiyonin ve fuksin varliginda
ireme, Anti-A ve Anti-M serumlarn ile agliitinasyon ve PZR sonuglari

degerlendirilerek tiir ve biyotip degerlendirmelerinin yapilmasi hedeflenmistir.

Yiikseklisans tez calismam sirasinda ilgi ve yardimlarini goérdigiim,
damisman hocam Saym Dog. Dr. Birol OZKALP’e, S.U. Veteriner Fakiiltesi
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U.Sait UCAN, Prof. Dr. H. Hiiseyin HADIMLI, Yrd. Dog. Dr. Zafer SAYIN ve Ars.
Gor. Asli SAKMANOGLU’na érnek ve izolatlarin saglanmasindaki yardimlarindan
dolayr Konya Egitim Arastirma Hastanesi’ne, tez ¢alismama maddi katkilarindan
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Bruselloz Tamis1 Konulmus Hastalardan izole Edilen Brucella Suslarimin PZR

Yontemi ile Siniflandirilmasi

Aysegiil ILBAN
Mikrobiyoloji (VET) Anabilim Dah

YUKSEK LIiSANS TEZi / KONYA-2015

Bu calismaya Konya Egitim Arastirma Hastanesine 2007-2014 tarihleri arasinda yiiksek ates,
lenfadenopati, halsizlik ve bel agris1 gibi sikayetler nedeni ile bagvuran hastalardan izole edilen 113
adet Brucella spp. susu dahil edilmistir. izolatlarm kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasinda
kullanilan testlerin spesifite ve sensitivite diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir. Suslarin
dogrulamasinda tireme Ozellikleri, koloni morfolojileri, hemoliz, gram boyama sonuglari, pozitif
serum ile lam agliitiinasyon, katalaz, oksidaz, hareket, indol ve iireaz aktiviteleri degerlendirildi.
Brucella spp. olarak degerlendirilen 113 izolatin CO,’li ortamda iireme, iireaz iiretimi, H,S tiretimi,
Tiyonin ve fuksin varliginda tireme, Anti-A ve Anti-M serumlar ile agliitiinasyon testleri tiirlerin
belirlenmesinde kullanildi. Sonuglar PZR sonuglart ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Biyotip diizeyindeki siniflandirma amaci ile byokimyasal test sonuglart ve PZR sonuglari
ortak olarak degerlendirildi. B. abortus olarak degerlendirilen 19 adet susdan 3 adet sus biyotip 3; 4
adet sus biyotip 2; diger 12 sus ise biyotip 1 olarak degerlendirildi. B. melitensis olarak
degerlendirilen 94 adet susdan 12 adet sus biyotip 1 diger 82 adet sus ise biyotip 3 olarak
degerlendirildi.

Klasik smiflandirma yontemlerinin spesifite ve sensitivite degerleri boya varliginda iireme
sensitivite % 100, spesifite % 84.21; CO;’li ortamda {ireme sensitivite % 96,809 spesifite % 100; H,S
iretimi sensitivite % 100 spesifite % 100; Anti-A ve Anti-M serumlar ile agliitiinasyon sensitivite
998,936 spesifite % 92.98 olarak degerlendirildi. Biitiin ¢alismalar ilk izolasyon iiriinleri ile yapildi.
Sonuglar PZR sonuglari ile uyumlu olarak bulundu. Ancak genel degerlendirme ig¢in PZR sonuglari ile
es zamanli degerlendirme yapilmasi onerildi.

Anahtar Sozciikler: Bruselloz; B. abortus; B. melitensis; PZR



SUMMARY
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Classification Of Brucella Strains Isolated From Patients With Brucellosis By
PCR

Aysegiil ILBAN
Department Of Microbiology (VET)

MASTER THESIS / KONYA-2015

This study included that 113 Brucella spp. strains isolated from patients presenting with
symptoms like high fever, lymphadenopathy, fatigue and back pain at Konya Education and Research
Hospital between 2007-2014. Aimed to determine the level of spesificity and sensitivity of the tests
used to classify the isolates according to the chemical properties. Reproductive characteristics, colony
morphology, hemolysis, Gram stain results, the rapid slide aglitination with positive serum, catalase,
oxidase, motion, indole and urease activity were evaluated the verification of the strains. Brucella ssp.
as assessed 113 strains of CO, environment in growth, urease production, H,S production, Thionine
and fuchsin growth in the presence of anti-A and anti-M agliitiinasyo the serum and PCR results were
evaluated species and biotypes reviews. The results were evaluated by comparing the results with
PCR.

Biochemical test results and PCR results were evaluated together with the aim of biotypes
classification level. Of the 19 B. abortus isolates; 3 were identified as biotype 3, 4 were identified
biotype 2 and 12 were idetified biotype 1. B. melitensis strain which evaluated 94 isolates 12 were
identified as biotype 1and 82 were identified biotype 3.

Reproduction in specificity and sensitivity values for the presence of classical classification
method paint sensitivity 100%, specificity of 84.21%; CO, environment on reproductive sensitivity
96.809% and specificity 100%; H,S production sensitivity 100% and specificity 100%; with Anti-A
and Anti-M agliitination serum sensitivity 98.936% and specificity 92.98% was considered. All
studies were performed with the first isolation products. The results were consistent with the results of
PCR. However, the PCR results for the overall evaluation were suggested simultaneous evaluation.

Key Words: Brucellosis; B. abortus; B. melitensis; PCR



1. GIRIS
1.1. Tanmim

Brusellozis baslica Akdeniz iilkeleri olmak tiizere diinyanin her bolgesinde
yaygin olarak goriilebilen zoonotik bir hastalik olup, baslica Akdeniz iilkeleri, Orta
Dogu, Bati Asya, Afrika ve Giliney Amerika’da insanlar ve hayvanlar arasinda
endemiktir (Godfroid ve ark 2001, Celebi 2003, Young 2006). Hayvanlar arasindaki
enfeksiyon dagilimi, insanlarda goriilen enfeksiyon dagilimini sekillendirmektedir.
Tirkiye de yapilan bir¢cok arastirma, gecim kaynagi hayvancilik olan kirsal
kesimlerde hastaligin kentlerde yasayan niifusa gore daha sik ortaya ¢iktigini,
hastaligin iilkemiz i¢in sorun olmaya devam ettigini gostermektedir (Celebi 2003).
Brusellozis, agirlikli olarak hayvanciligin yaygin oldugu Dogu Anadolu, Giineydogu
Anadolu ve i¢ Anadolu Bélgelerinde goriilmekle birlikte, Tiirkiye hemen her bolgede
vaka bildirimi olmaktadir. Tiirkiye de Saglik Bakanlig1 Bulasict Hastaliklarin Thbari
ve Bildirimi Sisteminde brusellozis A Grubu Bildirimi Zorunlu Hastaliklar
Listesinde bulunmaktadir. Ulkemizde yaygil olarak gériilen brusellozis icin, Saglhk
Bakanlig1 verilerinde 2009 yilinda 9385, 2010 yilinda 7703, 2011 yilinda 7177, 2012
yilinda 6759, 2013 yilinda 7225 vaka bildirimi yapilmistir (Tirkiye Saglik Bakanligt
2014).

Brucella’larin neden oldugu Brucellozis; sigir, koyun, keci, kog, kopek,
domuz, g@ibi memmeli hayvan tiirlerinde genital organlara yerleserek gebe
hayvanlarda atiklara ya da infertiliteye neden olur. Hastalik kronik seyirlidir, oldukga
bulasicidir, nekrotik ve yangisal enfeksiyonlar olusturabilir (Buxton ve Fraser 1977,
Garin-Bastuji ve ark 2005). Hastalik evcil hayvanlarda iiremeyi dnlemesi ile 6nemli
ekonomik kayiplara neden olurken, ayrica enfekte hayvanlarin siit ve siit {irlinleri ile
insanlara bulagmasi da halk saghigi agisindan 6nemli problemler olusturmaktadir

(Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 2005).

Enfekte hayvan materyalleri ile temas riski olan veteriner hekimler, ¢obanlar,
hayvan bakicilari, suni tohumlama teknisyenleri, mezbaha calisanlari, gida
sektoriinde gorev alan personel ve laboratuvar calisanlari brusellozis agisindan riskli
grubu olusturmaktadir. Bu meslek gruplarinda ¢alisan insanlar igin hastalik meslek
hastalig1 olarak ortaya ¢ikmaktadir (Aydin 2006, Irmak 2010).



Enfekte hayvanlara ait pastdrize edilmemis siit ve siit iiriinlerinin sindirim
sistemi kanali ile alinmasi insanlar arsindaki bulagsmanin en temel yoludur (Aydin
2006, Young 2006). Enfekte hayvana ait her tiirli materyal ile direkt temasta
bulunan hasarli veya yumusamis deri ya da enfeksiyon etkeninin solunum yoluyla
alinmas1 da bulasmada 6nemli rol oynar. Laboratuvar ¢alisanlari agisindan ¢aligmalar
esnasinda olusabilecek kazalar ya da Brucella abortus (B. abortus) S19 ve Brucella
melitensis (B. melitensis) Rev 1 canli asilarinin giftliklerde uygulanmalar1 esnasinda
meydana gelen kazalar konjuktiva yolu ile de etkenin saglikli bireyler tarafindan
alinmasina neden olmaktadir (Meyer 1990, Corbel 1997, Aydin 2006). Cinsel temas
ya da emzirme gibi sebeplerle nadirde olsa etkenin insandan insana bulasabilecegi

ancak bu tarz bulagsmanin oldukga nadir oldugu bildirilmektedir (Young 2005).

Bulasmada en yaygin neden kontamine dogum akintilar1 ve abort materyali
oldugundan, hasta hayvanlarin siiriiden izolasyonu ve atik materyallerinin uygun
sekilde imhas1 enfeksiyonun stiriideki diger hayvanlara, komsu ciftliklere ve dolayisi
ile insan topluluklarina bulagsmasini 6nlemek i¢in uygun bir yontemdir. Hastaligin
goruldigi ciftliklerdeki alet ve ekipman bulasmanin ve yayilmanin onlenmesi igin
dikkatli ve uygun bir sekilde dezenfekte edilmelidir (Deyoe ve ark 1979).
Bulagmanin o6nlenmesinde sahada ¢alisanlarin koruyucu giysi kullanmalar1 ve
kullanilan malzemelerin uygun bir sekilde dezenfekte etmeleri gibi basit ve temel
onlemler almalar1 enfeksiyonun pasif olarak yayilimini 6nlemek agisindan kolay

yontemlerdir (Uysal ve Erdenlig 2001).

Brusellozisin en kolay enfekte olunabilecek enfeksiyonlardan birisi olmasi
nedeni ile laboratuar ¢alisanlar1 hastalik igin risk faktorii yliksek grubu olusturur. Her
tirlii laboratuar ¢alismasi sirasinda ve sonrasinda enfekte materyaller ve bakteriyel
kiiltiir ortamlar1 uygun sekilde imha edilmeli ve c¢alismalarda yeterli biogiivenlik
onlemleri alinmalidir. Kiiltiir i¢in laboratuvara getirilen her tiirlii materyal, egitimli
personel tarafindan giivenlik kabinleri igerisinde yapilmalidir. Bu tarz Onlemler
mezbaha calisanlari i¢in de olduk¢a 6nem arz eder. Fakat serum ornekleri ile yapilan

serolojik testler neredeyse hig risk tasimazlar (Nicoletti 1977).

Enfeksiyona maruz kalma riski yiiksek olan meslek gruplarinda diizenli
araliklarla serolojik testlerin uygulanmasi gerekmektedir. Tedavideki en 6nemli ve

kolay yontem bulasmanin Onlenmesidir. Hastaligin insanlara bulagmasinin



Onlenmesinde en 6nemli faktoriin hasta hayvanlarin kontrolii oldugu genis dlgiide
kabul edilen bir fikir birligidir. Enfeksiyonun kontroliinde hayvan siiriilerinin
astlanmasi O6nemli bir rol oynar. Ciinkii heniiz insanlar i¢in ciddi yan etkilerin

olusmadig: etkin bir as1 gelistirilememistir (Uysal ve Erdenlig 2001).

Inkiibasyon siiresi bireyler ve canlilar arasinda farkliliklar gostermekredir.
Hastalik belirtileri bireylerde bir¢cok sistemde ortaya c¢ikabilir. Akut safhada
bakteriyemiye neden olan mikroorganizmalar basta retikiiloendoteliyal sistem olmak
lizere ¢esitli organ ve sistemlerde belirtiler ortaya koyar. Hastaligin ilk belirtileri
arasinda geceleri artan dalgali ates, titreme, terleme, yorgunluk, istahsizlik, bas
agrisi, halsizlik, miyalji, ve sirt agris1 gibi genel enfeksiyon belirtileri bulunmaktadir
(Corbel 1989, Godfroid ve ark 2001). Hastalarin bir kisminda lenfoadenopati,
hepatomegali ve splenomegali ortaya ¢ikabilir (Hoover ve ark 1997, Young 2006).
Genel belirtiler agisindan bakildiginda hastalik birgok enfeksiyon hastaligi ile ortak
belirtiler gostermektedir. Tedaviden sonra etken hasta viicudunda mononukleer
fagositik hiicrelerde saklanmakta ve uygun sartlarda tekrarlayan enfeksiyonlar
gostermektedir. Hasta bireyler arsinda 6liim oram1 %1°den az iken, baglica sebepler
arasinda endokardit ve norobrusellozis yer almaktadir (Godfroid ve ark 1998, Young
2006).

Insanlarda burusellozis tanisinda altin tan1 yontemi bakteriyolojik kiiltiirdiir.
Fakat alinan numunelerde bakterinin {iretilebilmesi i¢in numunenin uygun zamanda
alinmis olmasi gerekmektedir. Kiiltiir metodu 6zellikle kronik vakalarda daima kesin
sonu¢ vermez. Bu nedenlerden dolay: insanlarda tan1 amaci ile serolojik yontemler
stk¢a kullanilir. Laboratuarlarda 6zellikle yaygin olarak tiip ve lam agliitinasyon,
merkaptoetanol/rivanol presipitasyon testi, anti-insan globiilininin kullanildig:
aglutinasyon testi (Coombs reaktifi ile tiip agliitinasyon), indirekt hemagliitinasyon
testi, FAT ve ELISA testleri kullanilmaktadir (Corbel 1997, Young 2006). Bu
testlere ek olarak bakteri DNA’siin arastirildigit PZR gibi molekiiler yontemler de
hizli ve giivenilir sonuglar vermektedir (Aktas 2003, Young 2006).

Brusellozisin insidanst ve hastaligin kontrolii hayvan vakalar ile dogru
orantilidir (Young 2006). Hastaligin giiniimiizde insanlarda kullanilabilen bir asisi
mevcut degildir. Bu nedenden dolay1r korunmada primer yol hayvan konakgilarin

kontroliidiir. Hasta hayvanlar ile temas ihtimali olan biitiin insanlarda temas



Onlemlerinin alinmasi, gida kontroliinde et ve et iiriinlerinin pisirilerek tiiketilmesi ve
slit ve siit lriinlerinin pastorize edilerek tiikketime sunulmasi, toplumun konu ile ilgili
bilinglendirilmesi ve hastaligin goriildiigii ¢ifliklerde bildirimlerin yapilmasi
bulagsmanin 6nlenmesi agisindan 6nemli faktorlerdir (Hoover ve ark 1997, Young
2006).

1.2. Tarihge

Bruselloz M.O. 450 yilinda Hipokrat’tan bu yana atesle karakterize olan bir
hastalik olarak bilinmektedir. insan brusellozuna ait ilk tanimlama ise 1860 yilinda
Marston tarafindan yapilmistir (Marston 1861). Hastalik etkeni ise ilk olarak, 1887
yilinda Iskogyali bir hekim olan Sir David Bruce tarafindan ‘‘Malta Hummas:’’
nedeniyle &len Ingiliz askerlerinin dalak ve karacigerlerinden izole edilmis ve
Micrococcus melitensis (M. melitensis) olarak isimlendirilmistir (Bruce 1887). Daha
sonralart David Bruce’u onurlandirmak i¢in hastaligin cins adi Brucella olarak

degistirilmistir (Meyer ve Shaw 1920).

Insan ve hayvan serumlarindan agliiitinasyon testinde B. melitensis’e ait
spesifik antikorlar tesbit edilerek hastaligin zoonoz bir hastalik oldugu agiklanmigtir
(Wright ve Smith 1897). B. melitensis keg¢i siitii ve idrarindan izole edilmis ve B.
melitensis’in konakg¢isinin kegi oldugunu ve insanlara ¢ig siit ve siit iirlinlerinden
gectigi aciklanmistir (Zammit 1905). O yillarda Malta halkinin kiiltiirtinde kapidan
direk kegiden siit dagitimi ve ¢ig siit tiiketimi yer almaktadir. Insanlara hastaligin ¢ig
keci siitiinden gegtigi belirlenince kapidan siit satis1 yasaklanmig olup 1938 yilinda
da pastérizasyon islemi zorunlu hale getirilmistir (Nicoletti 2002). Bang ve Stribold
(1895)tarafindan atik yapan sigirlardan B. abortus’u izole etmislerdir (Hughes 1897).
Daha sonra B.suis 1914 yilinda Traum tarafindan atik yapmis olan domuzlardan izole
edilmistir (Ozsan 1990). Amerikali bir bakteriyolog olan Alive Evans (1918)
kecilerde, sigirlarda ve domuzlarda rastlanan bu ii¢ etkenin kiiltiirel, morfolojik ve
biokimyasal farkliliklarinin olmadigini yalnizca antijenik farkliliklarinin oldugunu

aciklamistir (Ozsan 1990, Al Dahouk ve ark 2003a, Young 2005).

B. ovis Buddle (1956) tarafindan Yeni Zellanda’da koyunlardan izole
edilmistir. B. canis ise Carmichael ve Bruner (1968) tarafindan av kopeklerinden

izole edilmistir. B.neotomae, Amerika’da Utah eyaletinde Stoenner ve Jackman



(1957) tarafindan ¢ol ratlarindan izole edilmistir. Son yillarda deniz memelilerinden
iki yeni Brucella tiirii izole edilmis ve B.ceti ve B. pinnipediae olarak adlandirmistir
(Foster ve ark 2007). En son olarak tarla farelerinden B. microti izole edilmistir
(Scholz ve ark 2008).

Brucella spp. Tirkiye’de ilk defa Dr. Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit
Akalin (1915) tarafindan Kuleli Askeri Hastanesi’nde yatmakta olan bir hastadan
izole edilmistir. B.melitensis Aktan ve Koylioglu (1944) tarafindan ilk olarak
Bandirma merinos c¢iftliginde bir koyundan izole edilmistir. (Tarim Bakanlig
Brusellosis ve Tiiberkiilosis Subesi, Ankara, 1965). Biiyiikbag hayvanlarda hastalik
Tiirkiye’de ilk Berke (1931) tarafindan tanilanmstir. B. canis‘in ilk teshisi Serdar
Diker ve ark tarafindan serolojik yontemler kullanilarak yapilmistir (Diker ve ark
1984). Brusellozis vakalar1 ¢ogunlukla siirii halinde yasayan evcil hayvanlarda
artmaktadir. En yaygin tiir olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis farkli konakg1
tiirleri gostersede degisik hayvan gruplarinda enfeksiyon ortaya ¢ikabilir. Bu ti¢ tiire
oranla B. ovis, B. canis ve B. neotomae primer konakg¢ilarinin disina ¢ok fazla
¢ikmazlar (Hagan 1973, Meyer 1990). Diinya niifusuna bakildiginda en yaygin tiiriin
B. melitensis oldugu goriilsede diger tiirlerle enfekte vaakalar da bulunmaktadir
(Gotuzzo ve Carrillo 1998).

1.3. Etiyoloji
1.3.1. Morfoloji

Brucella spp. bakterileri gram boyama yontemi ile hizli boyanir, gram
negatiftir, ilk pasajdan sonraki kiiltiirlerde diizensiz boyandigi gozlenir. Kapsiil
yoktur ve endospor olusturmaz (Renner ve Hausler 1980, Arda ve ark 1997, Baysal
1999, Bilgehan 2000, Chu ve Weyant 2003).

Brucella spp. 0.5 - 0.7 um genigliginde, 0.6 - 1.5 pm uzunlugunda
kokobasildir. Cogunlukla uguca ekli diplokok seklinde goézlenir. Sivi besiyerinde
tiretildigi takdirde bakteri 3-5 zincir seklinde lireme gosterebilir. Boyanma yontem ve
goriiniislerine gore Brucella spp. tiirlerini birbirinden ayirt etmek miimkiin degildir

(Yildirier 1993, Baysal 1999, Siimerkan 2002).



Brucella spp. bakterileri olduk¢a kiiciik ve hareketsizdir ancak kiigiik
olmalarindan dolayr molekiiler harekete bagl titresim hareketi (Brownian hareket)
yaparlar. Bakteri ilk pasajda smooth koloni olusturur ve boyamada bakteri ¢evresinde
ince kapstil gozlenir ancak daha sonraki pasajlarda koloni morfolojisi rough koloni
seklini alirken boyamada kapsiil kaybolur (Yildirict 1993, Baysal 1999, Siimerkan
2002, Chu ve Weyant 2003).

Brucella spp. tiirlerinde plazmit olusumu gozlenmez. Bakteride pilus
olmadig1 i¢in konjugasyon yontemi ile gen aktarimi yapamaz. Ancak transdiiksiyon
yontemi ile gen aktarimi yapabildikleri antibiyotik diren¢ gelisiminden dolay1
diistiniilmektedir. Etken normal sartlar altinda minimum seviyede transformasyona
ugrar (Corbel 1989). Polimorf niivelli 16kositler i¢erisinde uzun siire canli kalabilir

ve burada bagisiklik sistemine yakalanmadan iireme gosterebilir (Ugalde 1999).
1.3.2. Kiiltiir ve Ureme Ozelikleri

Brucella tiirleri konak¢i organizmasi disinda ¢ogalma gostermez. Ancak
uygun ortam sartlar1 saglandiginda (1s1, nem ve asidite) uzun siire canliligini korur.
Uygun sartlardaki dayanikligina ragmen bakteri pastorizasyon, giines 15181, kuru hava
ve dezenfektanlara karsi olduk¢a duyarlidir. Brucella spp. 10-15 dakikalik
kaynatmaya olduk¢a dayaniksizdir, 60°C‘de 10 dakika i¢inde, 100°C*‘de ise hemen
oliir. Ancak nemli ve karanlik ortamda 50-70 giin, su icerisinde 15 giin, siitte 1-2
giin, difrizde 3-5 ay, siit kaynatilmadan yapilan dondurmada 1 ay canliligin1 korur
(Arslan 2002). Konokg1 idrarinda 30 giin, hayvan atiklarinda 75 giin ve vajinal
akintida 200 giin canliligin1 korur. Giibre icerisindeki bakteri 56-61°C‘de 4-5 saat
icerisinde yok olur. Kaynatmadan kullanilan siit ile {retilen tuzsuz krema da 142
glin, % 10 tuzlu salamura peynirde 45 giin canliligini korur. Et igerisindeki bakteri
kesim sonras1 normal dinlendirme siiresi igerisinde ette olusan pH degisikligi (asitlik)
nedeni ile hizlica tahrip olur. Yiizey dezenfeksiyonunda kullanilan % 2’lik formol
veya % 1°lik lizol igerisinde 15 dakikada tahrip olur (Arda ve ark 1997, Tas¢1 2004).

Brucella spp. organizmadan yeni ayrildiginda genel kullanim besiyerlerinde
iiremesi giicliik gdsterir ve yavas iirer (Bilgehan 2000). Ozellikle serum, gliserin ve
glikozlu besiyerlerinde tiremeyi tercih eder (Giirler 1990, Bilgehan 2000). Selektif

besiyeri kullanimu ilk izolasyon i¢in gerekli olabilir. Pepton, et 6zii, triptoz, glikoz ve



tuz gibi kompleks bilesenler igeren besiyeri ortamlarinda giizel tirer (Giirler 1990).
Brucella spp. tiirleri kimyasal bilesenleri besin olarak kullandiklari i¢in birgok tiir
bilesik icerikli besiyerlerine ihtiya¢ duyar. Aminoasitlerden nikotinik asit, niyasin,
tiyamin, vitaminler ve magnezyum bakteri iiremesinde gereklidir (Giirler 1990,
Moyer ve ark 1991, Mayc ve Weyant 2003). Besiyerinde kan ve serum varligi
tiremeyi oldukga artirir. Brucella tiirlerinde enerji {iretimi i¢in oksidatif metabolizma
kullanilir (Holt ve ark 1994). Kalsiyum pentenat ve mezoeritritol tiremelerini arttirir
(Gtirler 1990, Moyer ve ark 1991). Brucella agar, Cikolata agar, serum dekstroz agar
gibi kan ile zenginlestirilmis besiyeri ortamlari, trypticase soy agar (defibrine koyun
kani ilaveli %5 veya ilavesiz), brain-heart infiizyon broth ve agar kiiltiirde yaygin
olarak kullanilan besiyeri ortamlaridir (Giirler 1990, Mayc ve Weyant 2003).
Bakterinin ilk izolasyon sonrasi pasajlarinda ise iiremesi olduk¢a kolaylik gosterir,
hatta buyyon ve jeloz gibi standart ortamlarda bile kolayca iireme gosterir (Bilgehan
2000). ilk izolasyonda B. abortus iireyebilmek icin %5-10 CO,’li ortama ihtiyag
duyar (Stimerkan 2002). B. abortus uygun atmosfer sartlarinda dahi olduk¢a yavas
tirer (Glirler 1990). Ancak B. abortus sonraki pasajlarda normal atmosfer sartlarinda
tireme gosterir. B. melitensis ve B. suis ilk izolasyonda dahi %5-10 CO,’li atmosfer
ortamina ihtiyag duymazlar ve zorunlu anaerop atmosfer kosullarinda tireme
gostermezler (Giirler 1990). Ureme ig¢in uygun ortam 1s1s1 37°C olsada 20-40°C
araligindaki her tiirlii 1s1da tireyebilir. Uygun ortam pH’s1 6,6-7,4 araliginda olmalidir
(Holt ve ark 1994, Mayc ve Weyant 2003). Ekimi takiben 48-72 saat igerisinde
besiyeri yiizeyinde yiizeyden kabarik, konveks, su damlasi seklinde, parlak yiizeyli
smouth koloni olusur (Holt ve ark 1994). Ancak B. canis ve B. ovis‘de routh koloni
olusumu ilk izolasyonda dahi gozlenebilir. Kolonilerin gozle goriiniir hale gelmesi
48-72 saat alirken koloni bilyiikligii 4-5 giin sonunda 2-3 mm ¢apina ulasir (Giirler
1990, Moyer ve ark 1991). Koloniler hemolizsiz ve pigmentsizdir (Moyer ve ark
1991). Bircok pasajdan sonra koloni morfolojisi bozulur B. melitensis ve B.

abortus’un bazi tiirlerinde esmer-kahverenkli koloniler gézlenebilir (Giirler 1990).
1.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Brucella grubu mikroorganizmalar, fermentatif metabolizma yerine oksidatif
metabolizmaya sahip olduklarindan, klasik karbonhidrat fermentasyonu testleri ile asit

veya gaz olusturma yetenegine sahip degildirler (Alton ve ark 1988, Garrido-Abellan



ve ark 2001). Katalaz, oksidaz ve iireaz pozitiftirler ve nitrat1 nitrite indirgerler. VVoges-
Proskauer, Metil Red, Indol ve Sitrat gibi kimyasal testler negatiftir. Kiikiirt iceren
aminoasitlerden H,S iiretimleri degisken olmasma karsin B. melitensis’ler H,S
negatiftir. Jelatini eritmezler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Koneman ve
ark 1992, Arda ve ark 1997, Quinn ve ark 2002) (Cizelge:1.1). Oksidatif metabolizma
testleri referans laboratuarlarinca yapilmaktadir. B. melitensis, L-alanin, D-glikoz,
meso-erythritol, D-alanin, L-asparagin ve L-lutamik asiti okside ederken L-arabinoz

veya L-lizini oksidatif metabolizmada kullanmaz (Alton ve ark 1988).

Cizelge 1.1: Brucella cinsi bakterilerin ortak biyosimik 6zellikleri.

Katalaz Oksidaz Ureaz -Nlt.raﬂarl Sitrat Metil V. Jelatinaz ONP
Indirgeme Kirmizist  Proskauer G
Brucella +
+ Deg. + - - - - -
(Cogu tiir)

Tabloda. B. ovis ve B. neonatame hari¢ B. melitensis biyotip 1, B. abortus biyotip 1
ve B. suis biyotip 1’in ortak 6zellikleri goriilmektedir (Koneman ve ark 1992).

Serolojik testlerde Pseudomonas maltophilia, Escherichia coli O:116, 0:157,
Vibrio cholera Salmonella grup N (0:30) ve Yersinia enterocolitica O:9 gibi
bakterilerde bulunan SLPS antijeni Brucella spp. ile ¢apraz reaksiyon gosterir. Bu da

testlerde yanlis pozitiflige neden olur (Timoney ve ark 1988, Quinn ve ark 2000).

B. melitensis, B. abortus ve B. suis H,S’i kiikiirtli organik bilesikleri
pargalama sonucunda olusturur. H,S olusturma siirelerine bakildiginda B. suis’in 3-5
glin ile en uzun siirede ve en fazla irettigi, B. abortus’'un 2 giinde olusturmaya
basladigi, B. melitensis‘in ise bir giin igerisinde eser miktarda H,S {iretir (Bilgehan
2000).

Brucella spp tiplendirmesinde; %5-10 CO,‘li atmosfere ihtiyaci olup olmamasi,
H,S ve iireaz iiretip iiretmemeleri, bazik fuksin ve tiyonin boya varliginda tiremeleri
degerlendirilmelidir. Cesitli oranlarda boya varliginda iireme biyovar ayirimini belirler.
B. melitensis iiremesi besiyerine belirli miktarda eklenen kristal viyole, pironin,
thionin (1/25.000, 1/50.000, 1/100.000) ve bazik fuksin (1/50.000, 1/100.000)
varliginda baskilanmaz. B. abortus iiremesi ise thionin eklenen besiyerlerinde
baskilanir. B. suis‘in liremesi ise thionin varliginda devam ederken diger boyalarin
besiyerine eklenmesi durumunda baskilanir. Ancak biyovarlar arasinda farkliliklar

gozlenmektedir (Cizelge:1.2). Karbonhidrat metabolizmasina bakildiginda trehaloz,
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inozitol, ramnoz ve mannoz fermantasyonu bakimindan tiirler arasinda farkliliklar

gozlenmektedir (Bilgehan 2000).

Cizelge 1.2: Brucella tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri (Dubos 1965)

Tiir biyovar CO, H,S
B. melitensis 1 - -
2 - -
3 - -
B. abortus 1 +,- +
2 + +
3 +,- +
4 +,- +
5 - -
6 - +,-
7 - +,-
8 + -
9 +,- +
B. suis 1 - ++
2 - -
3 - -
4 - -
B. neotomae 1 - +
B. ovis 1 + -
B. canis 1 - -

iireaz

D
D
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
1-2h
0-30 dk
0-30 dk
0-30 dk
0-30 dk
0-30 dk
0
0-30 dk

Boyalarda Ureme

Thionin

+ + + + + 4+ + + +

+

4+ + + o

+

+ + 4+ + 4+ + + + + + + +

Fuksin
b c
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
- +,-

Not: a: 1/25.000 b:1/50.000 c:1/100.000 Besiyeri olarak TSA veya TA kullanilmistir.

1.3.4. Antijenik Ozellikleri

Brucella spp.’nin hiicre duvarina bakildiginda pilus ve fimbria gézlenmez,

kapsiil ise ilk kiiltiir de varken sonraki pasajlarda yoktur (Corbel 1997). Bakteri hiicre

duvarima bakildiginda burada yer alan dis membran proteinleri (OMP) ve

lipopolisakkarit (LPS) tabaka viriilansiteyi belirler (Bundle ve ark 1989, Corbel

1997, Paquet ve ark 2001). Brucella spp. suslarinda birgok ortak antijen bulunurken,

smouth ve routh koloniler arasinda LPS antijeni farklidir ve OMP’ler tiirler arasinda

farkli yapilar igerisinde yer alir (Kocabeyoglu ve ark 1994, Bowden ve ark 1995,

Paquet ve ark 2001). OMP hiicresel bagisiklikta LPS antijenleri ise humoral

bagisiklikta rol almaktadir. (Paquet ve ark 2001).



Brucella hiicreleri, ultrasonikasyon veya dondurup ¢ozdirme gibi
yontemlerle parcalanirsa immunelektroforezde hiperimmunserumlara karst 20
eriyebilir antijen elde edilebilir (Aydin ve ark 1988). S-tipi Brucella tiirlerinde
immun yanitt olusturan immunodominant molekiiller, dis membran (OM), S-
lipopolisakkarit (S-LPS), native hapten (NH) polisakkarit ve polisakkarit B dir (Diaz
ve ark 1979, Palmer ve Douglas 1989, Marquis ve Ficht 1993, Aragon ve ark 1996,
Moriyon ve Lopez-Goni 1998).

S-Brucella yiizeyinde bulunan endotoksik S-LPS varligi, fenol-su ve eter-su
ekstraktlar1 ya da elektron mikroskobu ile ortaya konulabilir (Diaz ve ark 1979,
Moriyon ve Lopez-Goni 1998). LPS, serolojik olarak dominant antijenik
komponenttir. S-LPS yapisal olarak, O- polisakkarit zinciri, oligosakkarit kor bolgesi
ve lipit A’dan olusur (Moriyon ve Lopez-Goni 1998). B. abortus’un lipit A bolgesi
glukozamin yerine diaminoglikoz kuyrugu igerir ve oligosakkarit kor bdlgesine ester
ve amid baglar1 yerine sadece amid baglariyla baglanir. Brucella’larin bu klasik
olmayan LPS yapilar1 enterik bakterilerin LPS yapisi ile kiyaslandiginda daha az
toksiktir. Bu diisiik endotoksin aktivitesi hiicre i¢i yasama adapte olmak amaciyla

gelismis oldugu diistintilmektedir (Lapaque ve ark 2005).

O- polisakkarit zincirinin, nuclear magnetic resonance (C-NMR) (Meikle ve
ark 1989) ve sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) analizi ile yapilan incelemelerde A ve M olmak iizere 2 farkl tipte oldugu
belirlenmistir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998). Her iki tip O-polisakkarit zinciri de
N-formil-perosamin homopolimeridir. Fakat ayrimlarinin zincir {izerinde bulunan a-
1,2 ve 0-1,3 baglant1 oranlarindan kaynaklandigi belirlenmistir. A antijeni, a-1,2
bagli N-formil-perosaminin lineer bir homopolimeridir. M antijeni, dordii a-1,2 bagh
ve biri a-1,3 bagli olmak iizere toplam bes N-formil-perosaminin tekrar etmektedir
(Diaz ve ark 1977, Meikle ve ark 1989, Marquis ve Ficht 1993, Aragon ve ark 1996,
Moriyon ve Lopez-Goni 1998). C-NMR ile, B. melitensis biyotip 1-16M (M+),
biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether (A+,M+) ve B. abortus biyotip 1 (A+) suslari
analiz edilmis ve tasidiklart M antijen miktar1 sirastyla 2.08, 0.016, 0.38 ve 0.005
mg, A antijen miktar1 0.005, 2.62, 2.39 ve 1.38 mg olarak bulunmustur (Meikle ve
ark 1989)(Cizelge:1.3). Brucella tiirlerinin rough ya da smooth lipopolisakkarite (R-
LPS ya da S-LPS) sahip olmalarini, O-polisakkarit zinciri tasiyip tasimamalari
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belirler. S-Brucella tiirlerinin patojeniteleri O-polisakkarit zinciri tagimalarina bagh
iken R-LPS’e bulunduran B. canis ve B. ovis, O-polisakkarit zinciri tagimadiklari

halde kopek ve koglar i¢in patojendir (Caro-Hernandez ve ark 2007).

Cizelge 1.3: Bazi1 Brucella tiirlerinin A-M-L antijeni bulundurma orani (Bilgehan
2000).

A antijeni M antijeni L antijeni
B.melitens az cok yok
B.abortus cok az var
B.suis cok az yok

Y. enterocolitica 0:9’un LPS’i ile aymi yapida olan A serotipin O-
polisakkariti, a-1,2 bagli 4,6-dideoksi-4-formamido-Dmannopiranosil (N-formil
perosamin) ¢izgisel bir homopolimerdir. M serotipde ise O-polisakkarit, biri a-1,2’ye
ve dordi a-1,3’e bagh toplam bes N-formil perosamin’in tekrarlamasi ile olusur
(Bundle ve ark 1989, Corbel 1997). Monoklonal antikorlardan A ve M antijenleri ile
hazirlanarak uygulanan immunobloding testlerinde ya A ya da M determinantina
kars1 reaksiyon goriilmekte her ikisine birden tepkime goriilmemektedir. Boylece,
her iki antijeni bulunduran B. melitensis biyotip 3 ve B. suis biyotip 4’de A ve M
antijenlerininfarkli molekiiller olarak sentezlendigi goriilmektedir (Meikle ve ark
1989). Brucella bakterilerinde A ve M antijen yapilart ayn1 miktarda bulunmaz. B.
abortus ve B. suis’te A antijeni (A/B=20/1), B. melitensis’de ise M antijeni
(A/M=1/20) daha fazla olarak goriiliir. Agliitinin absorbsiyon testi ve jel difiizyon
yontemi uygulandiginda B. melitensis, B. abortus ve B. suis serolojik yontemlerle
kolay ayirtedilirken, B. abortus ve B. suis’i ayirmak miimkiin degildir (Young 2000,
Stimerkan 2002). Brucella spp. suslar igerisinde S-LPS’ye sahip olanlar daha
virulans ve polimorfniiveli 16kositler tarafindan intraselliiler yok edilmeye direngli
(Yuong 1995), R-LPS’e sahip olanlar ise viriilans faktorler yoniinden daha zayiftir
(Detilleux ve ark 1990).

Smouth Brucella kolonilerinde NH polisakkarit, ilk kez Diaz ve ark (1968)
tarafindan S-Brucella etkenlerinde belirlenmistir ve bu bolge O-polisakkarit
zincirinin seker icermeyen seklidir. Diger polisakkarit antijeni olan polisakkarit-B ise
diisiik molekiiler agirlikli bir sekerdir. Bu iki antijen birbirleri ile iliskilidir ve

fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamistir (Aydin ve ark 1988, Moriyon ve Lopez-
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Goni 1998). Polisakkarit-B’de bulunan cyclic glucan, Rhizobiaceae familyasi
tiyelerinin periplasmik bolgesinde bulunanlarla benzesmektedir (Aragon ve ark
1996). B. abortus ve B. melitensis enfekte hayvanlarin serumlarinda NH ve
polisakkarit-B’ye karst antikor olusumu immunopresipitasyon testi ile ortaya
konulmustur. Fakat asilanmig hayvanlarin  serumlarinda ayni antikorlara
rastlanmamast  bu antijenlerin enfekte ve asili hayvanlarin  ayriminda

kullanilabilecegi sonucunu gosterir (Aragon ve ark 1996).

Major dis memran proteinleri (Omp) ilk olarak 1980 yilinda Dubray ve
Bezard tarafindan, SDS-PAGE kullanilarak molekiiler biiyiikliiklerine gore grup 1
(94 ya da 88 kDa), grup 2 (36-38 kDa) ve grup 3 (31-34 ve 25-27 kDa) olmak tiizere
ti¢ gruba ayrilmistir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998, Cloeckaert ve ark 2002b, Gupta
ve ark 2007). Grup 2 proteinleri, porin proteinleri olarak da isimlendirilir (Douglas
ve ark 1984). Bu proteinleri kodlayan genler (Omp2a ve Omp2b) ortaya konulmustur
(Marquis ve Ficht 1993). Grup 3 proteinleri, Omp25 ve Omp31 genleri tarafindan
kodlanmaktadir (Caro-Hernandez ve ark 2007). Minér Omp’ler ise Ompl9,
Omp16.5 ve Omp10 olarak belirlenmistir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998).

S-Brucella tiirleri ile Gram negatif bakterilerden E. coli O:116 ve 0:157,
Salmonella Kaufmann-White grup N(O:30), Pseudomonas multophilia, V. cholerae
ve Ozellikle Y. enterocolitica (0:9) arasinda serolojik capraz reaksiyon oldugu
gosterilmigtir (Alton ve ark 1988, Aydin ve ark 1988). Brucella spp. ile
Ochrobactrum anthropi (O. anthropi) arasinda immunolojik ¢apraz reaksiyon
(Velasco ve ark 1997) ve genetik yatkinlik oldugu gosterilmistir (Leal-Klevezas ve
ark 2005). Ayrica, B. ovis R-LPS ile O. anthropi R-LPS arasindaki c¢apraz
reaksiyonda, dogal enfekte ko¢ serumlart iki antijenlede test edilerek
sonuglandirilmistir (Velasco ve ark 1997). Ayrica, kegilerde, B. abortus ve B.
melitensis’e kars1 hastalik geg¢irme veya asilama sonucu olusan antikorlar O. anthropi
antijeni kullanilarak basarili bir sekilde teshis edilmistir (Young 2000).

1.3.5. Faj Duyarhhg:

Cins ve tir diizeyinde yapilacak siniflandirmalarda Brucella’lara spesifik
bakteriyofajlarin kullanilmasi olduk¢a uygundur. Giiniimiize kadar kullanilan biitiin

Brucella fajlar1 DNA yapida ve Pedoviridae ailesinde yer alan fajlardir. Brucella
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fajlar1 6 (alt1) grup altinda incelenir. Grup 1: Thilisi (Tb), Grup 2: Firenze (Fi), Grup
3: Weybridge (Wb), Grup 4: Berkley (BKO, BK1, BK2), Grup 5: R/O, Grup 6:
R/Cfajlar1 olarak siniflandirilir. Grup 1 fajlardan Tbilis faji rutin test diliisyon (RTD)
tekniginde sadece smooth B. abortus Kkiiltiirlerini lize eder. Yine bu faj
10.000xRTD’de B. suis ve B. neotomae ‘y1 “lysis from without” denilen bir
fenomenle eritmektedir. Bu fenomende ¢ok fazla sayida fajdan salgilanan enzimler
bakteri hiicrelerini pargalarken faj hiicre igerisinde replike olmaz bdylece fajin
enfektivitesi mevzubahis degildir. Grup 2 fajlardan Firenze faj1 ise B. abortus, B. suis
biyotip 4 ve B. neotomae‘ye karsi etkilidir. Grup 3 fajlarindan Weybridge faj1 ise B.
suis, B. abortus ve B. neotomae ‘ye karsi etkilidir fakat B. melitensis’in bir¢cok
biyovarinda etkili degildir. Grup 4 fajlardan Berkeley faji Douglas ve Elberg (1976)
tarafindan bulunmustur. Berkeley faji smouth Brucella suslarimin tamaminda
etkilidir. Grup 5 fajlar R-Brucella suslarinda etkilidir. Bu faj grubunda yer alan R/O
faj1 stabil bir yapida degildir. Ancak B. canis Mex 51’in pasajlari ile temin edilen
R/C faj1 gayet stabil bir yapidadir. Bu faj rough koloni sergileyen suslar i¢in referens
olarak kabul edilir. Grup 6 da ise Hindistan’da izole edilmis izatnagar faji
bulunmaktadir. Izatnagar faj1 biitiin smouth Brucella spp. tiirleri ve ayn1 zamanda
routh B. melitensis ve B. suis kolonilerinde etkilidir (Corbel 1989). Faj duyarliligi
tesbiti i¢in ¢ogunlukla RTD metodu kullanilmaktadir (Mayc ve Weyant 2003)
(Cizelge:1.4-Cizelge:1.5).

Cizelge 1.4: Brucella spp.’lerin fajlara karsi duyarliliklar1 (Mayc ve Weyant 2003).

RTDde B. B. B. B. B. B. suis
fajlarim  abortus  canis = melitensis neotoma  ovis — — — "
lizisi e Biyotip  Biyotip  Biyotip  Biyo
1 2 3 i
tip4
Thb L NL NL PL NL NL NL NL NL
Wb L NL NL L NL L L L
Fi L NL NL L NL PL PL PL L
Bk2 L NL L L NL L L L
R/O PL NL NL NL L NL NL NL NL
R/C NL L NL NL L NL NL NL NL
Konak Sigir Kopek Koyun Desert Koyun Domuz Domuz Domuz Ren
Kegi wood rat Tavsan geyi

gi

Not: NL; lizis olusturmayan, PL;kismi lizis, L;lizis olusturan. RTD; rutin test
diliisyon.
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Cizelge 1.5: Brucella tiirlerinin ayiric1 6zellikleri (Mayc ve Weyant 2003).

Tiir Koloni  Serum Fajlarla Lizis Oksidaz ~ Ureaz
Morfj.  Thtiyaci Tb R/C
RTD 104xRTD RTD
B.melitensis | smooth - - - - + +
B.abortus smooth - + + - + +
B.suis smooth - - + - + +
B.neotomae | smooth - - + - - +
B.ovis rough + - - + - -
B.canis rough - - - + + +

Sembol: RTD; rutin test diliisyon
1.3.6. Antibiyotik Duyarhhg:

B. abortus S19 ile B. melitensis Rev-1 asi suslari, penisiline (5 [U/ml) duyarh
iken ayni tiirlerin biovar 1’leri penisiline direnglidir. B. melitensis Rev-1
streptomisine (2,5 pg/ml) direngli iken diger B. melitensis’ler duyarhidir (Alton ve
ark 1988). B. melitensis Rev-1 as1 susunun streptomisine direncinin, rpsL gen
bolgesinde bulunan 91. kodondaki (kodon 91: CCG yerine CTG) mutasyondan
kaynaklandig1 belirlenmistir (Cloeckaert ve ark 2002b). Penisilin ve streptomisin
duyarlilik testleri as1 ve saha suglarinin ayriminda kullanilmaktadir (Alton ve ark

1988).

Brucella izolatlarmin ¢ogu, gentamisin, tetrasiklin, rifampisin, ampisilin,
kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, novobiosin, spektinomisin ve streptomisine

duyarl bulunmustur (Garrido-Abellan ve ark 2001).
1.3.7. Tiir ve Biyotipleri

Brucellalar Proteobactereaceae smifinin alt grubunda yer alirlar.
Siniflandirma 16S rRNA sekans analizi sonucunda yapilmstir. Proteobactereaceae
grubunda Brucellalar disinda Agrobacterium, Rhizobium, Ochrobactrum, Bartonella
ve Phyllobacterium bakterileri yer almaktadir (De Lay ve ark 1987, Moreno ve ark
1990, Corbel ve Moriyon 1997a).
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Brucella spp. bakterileri Meyer ve Shaw’in yaptigi siniflandirmaya gore 6
tire ayrilmistir (Nicoletti 2002). B. melitensis (Meyer ve Shaw 1920), B. abortus
(Meyer ve Shaw 1920), B. suis (Huddleson 1929), B. ovis (Buddle 1956), B.
neotomae (Stonner ve Lackman 1957) ve B. canis (Charmihael ve Brunner 1968)
(Verger ve ark 1985). Ayrica bu siniflandirmaya ek olarak B. abortus 9, B. melitensis
3, ve B. suis 5 biyotibe ayrilirken B.ovis, B.canis ve B.neotomae igin boyle bir
biyotip siiflandirmast mevcut degildir (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988,
Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plommet ve ark 1998, Quinn ve ark
2002). Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda bu siniflandirmaya heniiz eklenmemis olsa
dahi yeni Brucella tiirleri tesbit edilmistir. Fok ve yunus baligindan teshis edilen iki
yeni tiir ilk Brucella maris (Jahans ve ark 1997) daha sonrasinda ise Brucella
cetaceae ve Brucella pinnipediae (Cloeckaert ve ark 1999) olarak isimlendirilmistir.
Foster ve ark (2007), Avrupa’da deniz memelilerinden izole edilen 28 Brucella
susunu, oksidatif metabolizma testleri, faj duyarliliklari, suslarin konake1 tercihi ve
L-arabinose, D-galactose ve D-xylose testlerine gore 2 gruba ayirmislardir. Yunus
baliklarindan izole edilenleri, Brucella ceti sp. nov. ve foklardan izole edilenleri de
Brucella pinnipedialis sp. nov. olarak isimlendirmislerdir. Bunlara ek olarak
farelerden Microtus arvalis ve topraktan Brucella microti izole edilen tiirlerdir
(Scholz ve ark 2008a, Scholz ve ark 2008b).

Verger ve ark (1985), DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile tim tiir ve
biyotipleri i¢eren 51 sus iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, Brucella tiirleri arasinda %
90’1n iizerinde genetik benzerlik tespit etmislerdir. Bu yiiksek orandaki DNA
homolojisi sebebiyle B.melitensis’in tek tiir olarak kabul edilip, diger tiirlerin biyotip
(B. melitensis biovar melitensis 3, B. melitensis biovar abortus 2 gibi) olarak
siiflandirilmasini 6nermisler ancak pratik olmamasi ve tam olarak kabul gérmemesi
sebebiyle eski isimlendirme tercih edilmektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Daha
sonra yapilan c¢aligsmalarla, B. melitensis, B. abortus ve B. suis’e ait genomlarin
sekans analizleri tamamlanmig ve bu 3 tiire ait genom dizilimleri tamamen
belirlenmis her i¢ tiirlin de ikiser sirkiiller kromozoma sahip oldugu ve bu
kromozomlardan biiyiik olanin (2.1 Mbp) kiiciik kromozomun (1.2 Mbp) iki kati
bliytikliige sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, ii¢ tiire ait genom sekanslar1 arasinda

% 99’dan fazla benzerlik tespit edilmistir (Halling 2003). B. ovis’in de genom
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sekans1 belirlenmis ve diger ii¢ tiir ile aralarinda % 95°den fazla niikleotid

uyumlulugu bildirilmistir (Seshadri ve Paulsen 2003).

Bakterinin molekiiler yontemler kullanilarak tanilanmasi ve tiplendirilmesi
ayrica polimorfizmin belirlenebilmesi amaci ile PZR-RFLP veya Southern blot
analizi gibi yontemler kullanilmaktadir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Brucella
tirlerinin  tiplendirilmesinde, Omp gen bdlgelerinin ¢ok miktarda polimorfizm
icermelesinden dolay1 en ¢ok kullanilan gen bolgesi olmustur. Brucella tiirlerinin
ayriminda, Omp2a, Omp2b, Omp25, Omp31, DnaK, Ery ve RpsL gen boélgeleri
PZR-RFLP yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra ¢esitli enzimler kullanilarak kesilmekte
ve boylece bu gen bolgeleri ¢alismalarda basari ile kullanilmaktadir (Garin-Bastuji
ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 2005) (Cizelge:1.6).

Cizelge 1.6: Brucella tiirlerinin PZR-RFLP metodu ile ayrimi (Al Dahouk ve ark
2005).

Gen Bolgesi

Brucella tiirleri

Omp2 Omp25 Omp3l DnaK Ery RpsL
B. abortus + - NA - B19 -
B. melitensis + + - 16M - Rev-1
B. suis + - - - - -
B. canis + - + - - -
B. ovis + + + - - -
B. neotomae + - - - * -
B. maris + * * * * -

Simgeler: NA: Amplifiye olmamis; *: test edilmemis; 16M: B. melitensis biyotip 1;

B19:B. abortus as1 susu; Rev-1: B.melitensis as1 susu.
1.4. Epidemiyoloji

Bruselloz, Diinya Saglik Orgiitii (WHO: World Health Organization), Gida
Tarmm Orgiitii (FAO: Food and Agriculture Organization) ve Diinya ve Hayvan
Saglig1 Teskilat1 (OIE: World Organisation for Animal Health) tarafindan diinyada
oldukga sik rastlanan zoonoz bir hastalik olarak kabul edilmistir. Hastalik Tiirkiye,
Portekiz, Ispanya, Yunanistan, Fransa’nin giiney kesimleri, Italya ve Kuzey Afrika
tilkelerinin de iginde bulundugu Akdeniz havzasi ile Arap yarimadasi, Meksika,

Hindistan, Amerika’nin orta ve giiney kesimleri gibi iilkeler ile birlikte hemen hemen
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diinyanin her bolgesinde gdzlenmektedir (Yiice ve Cavus 2006). insan
Bruselloz’unun 6zellikle, insanlarin hayvanlar ile i¢ ige olarak, kirsal yagam siirdiigi
iilkelerde daha fazla goriildigii bildirilmektedir. Hastaligin endemik oldugu
bolgelerde, hastaligin insanlardaki insidansi 100 000°de 200 seviyelerindedir.
Ingiltere ve Avusturalya’da agir kontrol ve hijyen tedbirleri sayesinde enfeksiyon
eradike edilmistir (Boschiroli ve ark 2001). Insan Bruselloz’unun insidansi, B.
melitensis kaynakli koyun ve kegi Bruselloz’unun meydana geldigi yerlerde daha
yiiksek oranlarda goriilmektedir (Mantur ve ark 2007). EK olarak ¢ogu bolgede
insanlarda goriilen Brucella enfeksiyonlarin temel kaynagi olarak sigirlar
domuzlardan daha 6nemli yer tutmaktadir (Almuneef ve ark 2004). italya’da 1970-
1990 yillar1 arasinda Bruselloza yakalanmig insanlarin %99’unda B. melitensis
identifiye edildigini rapor edilmis (Caporale ve ark 1992), 1990 ile 2002 yillart
arasinda ise Brusellozlu insan sayisinin 100 000’de 2,7’den 1,4’c distigi
bildirilmektedir (Massis ve ark 2002). Minas (2007), Yunanistan’da 2003-2005
yillar1 arasinda insanlarda Bruselloz vaka sayisini 100 000°de 32,49 oldugunu

bildirmistir. (Hussain ve ark 2008)

ABD gibi gelismis iilkelerde evcil hayvan stogunda Bruselloz nedeniyle
gerceklesen ekonomik kayiplarin agilama galigmalarinin arttirilmasiyla biiyiik 6l¢iide
azaldig: bildirilmektedir (Moreno 2002). Brezilya’da en yaygin olarak B. abortus
kaynakli sigir Brusellozunun goriildiigii, bunu takiben B. suis’inde izole edildigi, B.
melitensis ve B. neotoma’nin ise izole edilmedigi ve sigir Brusellozunun iilke
ekonomisine yillik zararmin 32 milyon dolar1 buldugu rapor edilmistir (Poester ve
ark 2002). Meksika’da Bruselloz’un halen en onemli ve ciddi bir bakteriyel
enfeksiyon oldugu, sigirlarda goriilen her bir abortun 1000-2000 dolar arasinda
zarara neden oldugu ve yillik siit iiretiminin bir 6nceki yila nazaran yaklasik % 12
azaldigi bildirilmistir (Martinez ve Teran 2002). Hindistan’da, Brucella ile
enfeksiyon oraninin sigirlarda %5, mandalarda ise %3 seviyelerde oldugu ve bunun
ilke ekonomisine olduk¢a yiiksek seviyede zararlara yol actigi bildirilmistir
(Renukaradhya ve ark 2002). Kenya’da B. abortus kaynakli sigir Brusellozu
prevalansinin oldukga yiiksek oldugu ve ozellikle de ekstansif yetistiricilik yapilan
isletmelerde prevalansin % 5 ve iizerinde bir orana sahip oldugu rapor edilmistir
(Arimi ve ark 2005). Italya’da yapilan eradikasyon calismalari sonucunda sigir

kaynakli Bruselloz vakalari 6nlenmis olup, koyun ve keci kaynakli B. melitensis
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enfeksiyonlart ancak belirli seviyelerde sinirlandirilabilmistir (Corbel 1997a). Sigir
ve koyunlarin birlikte bulundugu Ortadogu bolgesi hayvanciliginda B. melitensis’e
bagl enfeksiyonlar daha fazla goriilmektedir. Boyle bolgelerde sigirlara B. melitensis
Rev-1 asist uygulanmaktadir. Sigirlarda da bulunabilen B. melitensis Avrupa
Ulkeleri, Israil, Kuveyt ve Suudi Arabistan gibi iilkelerde dnemli olmakta ve B.
melitensis enfeksiyonlarinin olduk¢a sorunlu ve karmasik durumda oldugu
degerlendirilmektedir. Bunun nedeni uygulanan B. abortus S19 asilarinin B.
melitensis enfeksiyonlarina karst koruyucu etkili olmamasi ve B. melitensis Rev-1
astlarmin da sigirlarda kullaniminin  sonuglarmin ve degerlendirilmesinin tam
anlamiyla bilinmemesi oldugu bildirilmektedir. Rev-1 asis1 ile yapilan as1
uygulamalarina ragmen, diinya ¢apinda insanlarda goriilen Bruselloz’unun en 6nemli
kaynagi B. melitensis’tir (Cizelge:1.7). Baz1 Giiney Amerika iilkelerinde, 6zellikle
Brezilya ve Kolombia’da B. suis biyotip 1 sigirlarda gozlenebilmektedir (Lopez-
Merino 1998).

Cizelge 1.7: Insan brusellozisinde tiirler ve konakgilar (Gotuzzo ve Carrillo 1998).

DIGER INSANLARDA GORULME

TUR KONAKCI KONAKCI SIKLIGI
B.melitensis Koyun, kegi Sigir ++++ (Olgularim %70°1)
B. abortus S1gir, manda At +++ (Olgularin %25°1)
B. canis Domuz, kurt Sigir ++ (Olgularm %5°1)

Tiirkiye’de brucellozis hayvanlarda ve insanlarda ihbari zorunlu hastaliklar
grubunda yer almaktadir. T.C. Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel
Miidiirliigii tarafindan yayinlanan Bulasict Hastaliklarin Thbar1 ve Bildirim Sistemi
Standart Tan1 ve Laboratuvar Rehberine gore, bildirimi zorunlu hastaliklar dort gruba
ayrilmakta ve Brucella “Bildirimi Zorunlu Grup A Hastaliklar” arasinda yer
almaktadir (Anonim 2011a) (Cizelge:1.8).
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Cizelge 1.8: Tiirkiye’de Bruselloz 6liim ve hastalik oranlar1 (Saglik Bakanlig1 2014).

Yillar Yil '(')rtas1 Vaka Morbidite hiz Oliim M(i_';:;"te
niifus sayisi (100 000) sayisl (1000 000)
2000 67.844.903 10.742 15,83 6 0,09
2001 69.081.716 15.510 22,45 2 0,03
2002 70.415.064 17.765 25,23 1 0,01
2003 71.772.711 14,572 20,30 0 0,00
2004 71.152.000 18.264 25,67 2 0,03
2005 72.065.000 14.644 20,32 1 0,01
2006 72.974.000 10.810 14,81 3 0,04
2007 70.586.256 11.809 16,73 0 0,00
2008 71.517.100 0.818 13,73 1 0,01
2009 72.561.312 9.385 12,93 0 0,00
2010 73.722.988 7.703 10,45 0 0,00
2011 74.724.269 7.177 9,60 0 0,00
2012 75.627.384 6.759 8,87 0 0,00
2013 76.667.864 7.225 9,68 0 0,00

Ulkemizde insanlarda Brucella prevalansi tam anlamiyla bilinmemekle
birlikte, serum-pozitif Brucella oraninin yaklasik % 2-6 arasinda oldugu rapor
edilmektedir (Topcu-Willke ve ark 1999). Tiirkiye’de Bruselloz, kirsal kesimde en
sik rastlanan enfeksiyon hastaligi olmakla birlikte (Bodur ve ark 2003), hastaligin
goriilme siklig1 bolgelere gére Dogu Anadolu, I¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu,
Ege, Akdeniz, Marmara ve Karadeniz bolgeleri olarak siralanmaktadir (Kaya 2006)
(Sekil 1.1).
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Tiirkiye Saglik Bakanhig, 2013
® Dogu Anadolu Balgesi ¢ Anadolu Bélgesi W Gineydogu Anadolu Bélgesi
™ Ege Balgesi ™ pkdeniz Balgesi B Marmara Bélgesi

Karadeniz Bilgesi

Sekil 1.1: Tiirkiye’de Bruselloz vakalarinin bolgelere gore dagilimi.

Kenar ve ark (1990), Konya bolgesinde rastgele 6rnekleme yontemi ile
topladiklar1 422 koyun serumunda % 1.2 pozitiflik belirlemislerdir. Erganis ve ark
(1992) da ayrica Konya yoresinden toplanmis 47 atik koyun fotusunun 14’tinden (%
30) B. melitensis izole edilmistir. Konya yodresinden 58 atik koyun fétusunun
31’inden (% 53) B. melitensis izole edilmistir (Kaya ve ark 1995). Konya Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne 1987-1998 yillar1 arasinda getirilen 799 adet atik
koyun materyali Brucella yoniinden ve atik yapmus siiriilerde bulunan 925 adet
koyun serum Ornegi serolojik yontemlerle incelenmistir. Atik materyallerinin %
24’nden B. melitensis izole edilmis ve koyun serum oOrneklerinin % 24.8°i Brucella
pozitif olarak degerlendirilmistir (Giiler ve ark 1998a). Konya boélgesinden Kiran ve
ark (1998)’nin topladiklar1 238 adet koyun atiginin % 31.1’inde B. melitensis ve ayni
stiriilere ait 1119 adet koyun serumunda % 32.3 oraninda Brucella antikoru tespit

edilmistir.

Hastalik Tiirkiye’de her yas grubunda ve cinsiyette goriilmektedir
(Cizelge:1.9). Bruselloz goriinme orani 15-35 yas grubundaki bireylerde en yiiksek
seviyededir. Ozellikle bazi gruplar; hayvan vyetistirenler, veteriner hekimler,
laborantlar, mezbaha calisanlar1 ve gida sanayisinde ¢alisanlar gibi bireyler bruselloz
yoniinden risk altindaki gruplardir. Enfeksiyon 6zellikle yaz aylarinda dort kat artig
gostermektedir. Buna sebep olarak kirsal kesime seyahatlerinin artmasi, uygunsuz
tiretilen siit ve siit iriinlerinin tiiketiminin artmasi, taze peynir ve krema tarzinda

yaglarin uygunsuz sartlarda taze olarak elde edilmesi gosterilmektedir.
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Cizelge 1.9: Tiirkiye’de yillara gore insan bruselloz olgularinin cinsiyet dagilimi
(Saglik Bakanlig1 2010)

Kadin Erkek
Yillar
n % n %
2005 7778 53,1 6866 46,9
2006 5609 51,9 5201 48,1
2007 6628 52,7 5581 47,3
2008 5058 51,5 4760 48,5
2009 4994 53,2 4391 46,8
2010 3984 51,7 3719 48,3

Konya, iilkemizde insan brusellozunun en yaygin olarak goriildiigii bolgeler
arasinda yer almaktadir. Saglik Bakanlig tarafindan Konya’da insanlardaki olgu
sayist 2000 yilinda 267 (12,72/100 000), 2005 yilinda 367 (15,5/100 000) olarak
bildirilmigtir (T.C. Saglik Bakanligi 2006). Konya bolgesinde koyunlarda ve
sigirlarda brusellozun yaygin oldugunu gosteren bir¢ok c¢alisma mevcuttur (Erganis
ve ark 1995, Erganis ve ark 2002). Ulkemizde hastalik her ayda gériilmekte ancak
koyunlarin yavrulama dénemleri ve peynir yapiminin arttigi donemlerde sikligin

arttigr gorilmektedir (Cizelge:1.10) (Goktas 1990).

Cizelge 1.10: Bruselloz insidansi (European Centre for Disease Prevention and Control.
Annual Epidemiological Report 2013)

ULKE Insan (1/100 000) Koyun/Keci (%) Sigir (%)

fran 23.9 10.2 17.5
Irak 27.9 15 3
Suriye 160 3 3.1
Tiirkiye 9.6 3.4 2.7
Yunanistan 0.81

Bulgaristan 0.03

1.5. Bulasma

1.5.1. insanlarda Bulasma

Bruselloz bugiine kadar devam eden eradikasyon ¢abalarina ragmen, 6zellikle
basta Akdeniz iilkeleri olmak iizere biitiin diinyada 6nemini korumaktadir (Tasc1

2004). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) her y11 500 000 yeni Bruselloz olgusunun diinya
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lizerinde belirlendigi bildirilmektedir (Pappas ve ark 2006). Insanlarda hastalik
olusturan en patojenik tiir B. melitensis olup, bunu sirasiyla B. suis ve B. abortus
izlemektedir (Micolich ve Boyce 1990). Enfeksiyonun insanlar arasinda, 6zellikle de
kirsal kesimlerde genis bir sekilde yayilmasinin temel nedenini enfekte gidalar,
Ozellikle de c¢ig siit ve ¢ig siitten yapilan taze peynir, krema ve tereyagi

olusturmaktadir (S6zen 1996, Erol 1997).

Ulkemizde tiiketime sunulan ¢ig siitlerin (Aslantas ve Yildiz 2003, Atasoy ve
ark 2003) ve peynirlerin hijyenik kalitesinin iyi olmadigi (Aygin ve ark 2005,
Kaynar ve ark 2005, Kursun ve ark 2008) ve patojen mikroorganizmalarida
igerebildigi (Gonc ve Kilig 2000, Akkaya ve ark 2007, Hayaloglu ve Kirbag 2007)
bildirilmistir. Ulkemizde ¢ig siitlerin farkli oranlarda Brucella spp. ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda Tiiriitoglu ve ark (2003), Burdur y&resinden
topladiklar1 404 inek siitiiniin ve 226 koyun siitiiniin Milk Ring Testi ile analizini
yapmiglar ve inek siitlerinin % 3’nde, koyun siitlerinin ise % 2,2’nde Brucella
pozitifligi bildirmiglerdir. Serttas (2006) Isparta’da yaptigi c¢alismada, siit
orneklerinde Milk-Ring Testi ile %56,1 oraninda Brucella pozitif tespit etmislerdir.
Terzi (2006), Samsun’da topladigi 50 adet inek ve 50 adet ke¢i siitiinii Milk Ring
Testi ile analiz etmis, inek siitii 6rneklerini % 20 ve kegi siitii 6rneklerini % 12
oraninda Brucella pozitif bulmustur. Celebi ve Otlu (2011) Kars’ta yaptiklari
calismada, atik yapan sigir siitlerinin %4,4’tinde Brucella spp. izole etmisler ve tim

izolatlar1 B. abortus biyotip 3 olarak tiplendirmislerdir.

Afyonkarahisar’da siitlerde yapilan Brucelloz tarama ¢alismlarinda; Kenar ve
Altindis (2001) agliitinasyon test ve Ring Testi kullanarak yaptiklar1 bir ¢caligmada
Brucella pozitiflik oranin1 120 adet siit 6rneginde %6 olarak tespit etmislerdir. Eren
(2004), 100 adet siit 6rneginin % 25’inde Brucella spp. izole etmis ve bu izolatlarin
%?5’ini B. abortus, %20’sini ise B.melitensis olarak idendifiye etmistir. Kenar (2004),
koyun siitlerinde %4 oraninda B. melitensis tespit etmistir. Kenar ve ark (2008b)

koyunlarda Brucella oranin1 Milk-Ring testi ile %16 oraninda saptamiglardir.

Kiipliilii ve Sarimehmetoglu (2004), tiiketime sunulan dondurmalarda, %5
oraninda Burucella spp. saptamislar ve izole edilen suslarin hepsini B. abortus olarak
identifiye etmislerdir. Tagc1 ve Kaymaz (2009), Ankara’da tiiketilen tereyagi, krema

ve krem santililerde Brucella spp. saptanmadigini bildirmislerdir.
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Hastalik insanlara ¢ig veya pastorize edilmemis enfekte siit ve siit lirlinlerinin
tiiketilmesinin yaninda enfekte karkas, enfekte uterus ve akintilari ile direkt temas,
kontamine tozlarin inhalasyonu sonucunda da bulasabilmektedir (Nielsen ve ark
1996). Brucella veteriner hekimler, ciftlik hayvani yetistiricileri, hayvansal iiriin
isleme ve paketleme prosesinde calisan isciler ile laboratuvar calisanlarinda
goriilmektedir (Rubinstein ve ark 1991). Hastaligin hayvanlarin sagaltimi veya
asilanmasi sirasinda ki bulagma ihtimalinden dolay1 veteriner hekimler, laboratuvar
caligmalar1 esnasinda bulasabilmesinden dolay1 ise de laboratuvar personeli hastalik
acisindan risk altinda bulunan meslek gruplaridir (Young 2000). Bu nedenle
Bruselloz bir meslek hastaligi olarak da adlandirilabilmektedir. Bu kisilerdeki
bulagsma daha ¢ok deri ve mukozalar yolu ile meydana gelmektedir (Trujillo ve ark
1994). B. abortus ¢alisilan bir mikrobiyoloji laboratuvarinda santrifiij tiiplerinin
kazayla kirilmasi sonucunda 12 laboratuvar personelinin enfekte oldugu bildirilmistir
(Fiori ve ark 2000). Hayvansal iiriin isleme ve paketlemede calisan isgiler ise,
enfekte karkastan inhalasyon, konjuktival yolla ve derilerinde bulunan yaralar
araciligl ile hastaliga yakalanabilmektedirler (Rubinstein ve ark 1991). Ayrica
hastaligin insandan insana bulagsmasinin, organ ve kan nakilleri, cinsel iliski (Mantur
ve ark 1996) ve anne siitii ile (Carrera ve ark 2006) meydana geldigi bildirilmektedir.
Nitekim Fanconi anemisi tanist konmus 8 yasindaki bir cocukta, kemik iligi
naklinden 4 giin sonra B. abortus tespit edildigini bildirilmistir. Yapilan incelemede,
kemik iligi vericisinin yaklasik 5 hafta once, ¢ig inek siitiinden yapilmis peyniri
tilkketmesiyle enfekte oldugu tespit edilmistir (Ertem ve ark 2000). Doganay ve ark
(2001), kan kiiltiiriinde B. melitensis tespit ettikleri bir hastaya alt1 hafta once kan
nakli yapildigini, kan vericisinin babasinin bir aydir Brucelloz tedavisi gordiiglinii ve
vericiye de Brucelloz tanisinin koyuldugunu bildirmisleridir. Lubani ve ark (1988),
Kuveyt’te yeni dogmus ve sadece anne siitii ile beslenen bir bebekte ilk defa neonatal
Brucellosis tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ispanya’da yapilan bir arastirmada ise
benzer sekilde 2 ve 7 aylik iki bebege Bruselloz tanis1 kondugu rapor edilmistir

(Carrera ve ark 2006).
1.5.2. Hayvanlarda Bulasma

Brucella spp. sigir, ke¢i, domuz gibi hayvanlarin 6zellikle genital organlarina

yerleserek abort ve steriliteye neden olmaktadir (Young 2000, Bilgehan 2000). B.
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abortus oncelikli olarak sigirlarda goriilmekle birlikte manda, kopek, deve, at,
geyik, koyun ve insanlar1 enfekte etmektedir. B. melitensis ise keg¢i ve koyunlar
arasinda yiiksek seviyede bulasici olmasinin yaninda, sigirlar1 ve insanlar1 da enfekte

edebilmektedir (Young 2000).

Sigirlar arasinda enfeksiyon, abort yapmis hayvanlara direkt temas, otlak ve
hayvan barmnaklarinin kontamine olmasiyla ve en siklikla da kontamine yemlerin
alinmasi ile olmaktadir. Bunun yani sira inhalasyon, konjuktival yol, derinin
kontaminasyonu ve enfekte siit sagim kaplar1 araciligr ile hastaligin bulagmasi
mimkiindiir. Enfekte bogalardan alinan sperma ile de enfeksiyon olusmaktadir.
Enfeksiyonun olusumunda hayvanin yasi, gebelik durumu, kalitsal direnci, etkenin
dozu ve virulans1 6nemli olmaktadir (Haziroglu ve Milli 2001). Gevis getiren
hayvanlarin plesenta ve amniyon sivilarinda karbonhidrat kaynagi olarak eritrol
yapisinda bir madde izole edilmis olup, gebe hayvanlarin Brucella’ya duyarh

olmalar1 bu maddeye baglanmaktadir (Baldwin 1996).

Brucella spp.ler viicuda girdikleri yerde lenf bezlerine ulasirlar ve lenfanjitise
neden olurlar. Lenf yumrular biiyiir, korteks kalinlasir ve iizerinde irili ufakl
kanamalar sekillenir. Bu asamadan sonra etkenler c¢ogunlukla kan yolu ile
yayilmaktadir. Hastalik kroniklestigi taktirde, bakteriyemi kesintili olmakta ve
hayvanlarin  %5-10’unda yilda bir kere tekrarlamaktadir. Ozellikle dogumda
bakteriyemi niiks etmektedir. Tekrarlayan bakteriyemilerde etkenler erkeklerde
lenfoid dokular, testis ve erkek eklenti bezlerine yerlesir. Disilerde ise etkenler dalak,
meme bezleri ve gebe uterusa yerlesmektedir. Enfekte inekler istisnasiz olarak
kolostrum ile B. abortus’u sagmaktadirlar (Haziroglu ve Milli 2001). Dolayisiyla
yeni dogan buzagilarin beslenmesinde kullanilan infekte kolostrum araciligi ile
hastalik tasiabilmektedir (Young 2000). Cogunlukla sigirlarda ve mandalarda
goriilen abortlara ek olarak etkenler metritis, retensiyo, zayif buzagr dogumlar: ve

diisiik siit verimi gibi sorunlara neden olmaktadir (Blood ve ark 1989).

Hastaligin koyun ve kegilerdeki bulasma sekli sigirlardakine benzer olup,
ciftlesme ile bulasma olduk¢a Onemli rol oynamaktadir (Young 2000). Kegiler
bakteriyeminin ilk gilinlerinde ¢ok agir hastalanabilmekte ve hatta 6lebilmektedirler.
Koyun Brusellozu ise daha az kroniklesmekte ve hastaliga ait semptomlar birkag

hafta veya ay icerisinde kendiliginden iyilesebilmektedir. Koyun ve kecilerde ilk
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belirti mastitis olmakla birlikte hayvanlarda genellikle gebeligin son giinlerinde
abortus sekillenebilmektedir. Etkenler koyunlarda birkag¢ hafta, kecilerde ise aylarca
ve hatta yillarca siit ile disar1 atilmaktadir (Jubb ve ark 1991).

Kopeklerde goriilen B. canis infeksiyonlart ise, abort yapmis hayvanlar ve
bunlarin akintilar1 ile direkt olarak veya ¢evrenin ve gidalarin kontamine olmasi
nedeniyle goriilmektedir. Bununla birlikte kopeklerde Bruselloz infeksiyonunun

bulagsmasinda, keneler 6nemli rol oynamaktadir (Anonim 2006b).
1.6. Patogenez
1.6.1. Enfeksiyonun Safhalari

Brucella; sindirim, hasarli deri, konjunktiva veya enfekte aerosollerin
solunmas1 gibi bir¢ok yolla viicuda girdikten sonra iireme ilk olarak bolgesel lenf
bezlerinde (mezenterik, aksiller, servikal vaya supraklavikiiler) baslar (Young 1995,
Sozen 2002, Siimerkan 2002). Lenf yoluyla viicuda yayilabilecegi gibi Brucella kan
yoluyla da yayilabilir. Karaciger, bobrek, dalak, merkezi sinir sistemi, kemik iligi,
endokard ve akcigerler gibi viicuttaki her organda yerlesim gosterebilir. Brucella’lar
polimorfoniikleer 16kositler ve makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinde onlarda
tahrip edilmeden kalabilirler ve ¢ogalabilirler (S6zen 1996, Stimerkan 2002,
Tirkgapar ve Kurt 2002).

Brucella spp.‘ler fagositik ve non-fagositik hiicrelerin her ikisinide enfekte
edebilirler. Bakteri hiicre igerisinde ¢ogunlukla endoplazmik retikuluma yerlesmekte
ancak mekanizma tam olarak agiklanamamaktadir. Polimorfoniikleer ve
mononiikleer 16kositler icerisinde, S-LPS’e sahip Brucella bakterileri S-LPS’e sahip
olmayanlara gore canliliklarini daha kolay siirdiirmektedirler (Corbel 1997,
Tiirk¢apar ve Kurt 2002). Makrofajlardan kaginmak ya da onlar1 baskilamak igin;
Adenin  ve 5’-Guanin monofosfat (AMP, GMP) iiretmeleri neticesinde,
nétrofillerdeki myeloperoksidaz-H;0;-halojeniir mekanizmasinin ve Tiimor Nekroz
Faktor (TNF) iiretiminin baskilanmasi; makrofajlarin fagozom-lizozom fiizyonunun
engellenmesini saglayan maddelerin salinimi ile notrofil degraniilasyonunun
engellenmesi; Cu-Zn superoksid dismutaz enziminin salgilanmasiyla, nétrofillerdeki
oksidatif antibakteriyel etkenin Onlendigi diisiiniilmektedir (Young 1995, Corbel
1997, Young 2000, Tirk¢apar ve Kurt 2002).
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Brucella’larda S-LPS ¢ok 6nemli bir virulans faktordiir (Young 1995, Young
2000). Routh kolonilerde virulansite daha diisiik ve insan serumu ile yok edilmeye
oldukc¢a hassastir. R-LPS’ye sahip B. ovis ve B. canis suslari; konak¢i yaniti
olusturmada diger suslara gore daha sinirli ve konak¢i se¢iminde daha hassastir.
Sigirda fotiis tarafindan sentezlenen ve bir karbonhidrat olan eritritol B. abortus’un
uterusa yerlesmesinin nedenidir. Diger canli tiirlerinde bu karbonhidratin {iretimi az
ya da yoktur (Young 1995, Young 2000). Brucella spp. tiirleri arasinda ki farklar
olusan konakg¢1 yanitinin degismesine neden olmaktadir. B. suis ve B. melitensis doku
abselerine neden olurken B. abortus graniilomu indiiklemektedir (Young 1995,
Sozen 1996). B. suis ve B. melitensis insanlar i¢in B. canis ve B. abortus ‘dan daha

virulansdirlar (Young 1995).
1.6.2. Immiin Cevap

Bruselloz vakalarinda hiicresel ve humoral immiin yanitin her ikisi de gortliir
(Young 1995, Siimerkan 2002). Ancak savunmada ana mekanizmasi hiicresel
bagisikliktir (Young 1995, Ficht ve ark 1996). Protein yapisindaki antijen
makrofajlarin uyarilarak T-hiicrelerini aktive etmesini saglar. Uyarilan lenfositler
lenfokin (IFN-. ve TNF-. gibi) salgilanmasini bdylece makrofajlarin aktive olmasini
ancak diger taraftan da bakterilerin 6ldiirme yeteneginin artmasini saglarlar (Young
1995, Tiirkcapar ve Kurt 2002). Hiicresel immiinitenin uyarilmasini takiben,
antijenlere karsi gelisen ge¢ tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sayesinde olusan
graniilomatdz lezyonlarin infeksiyonun siirlanmasinda onemli rol oynadig:

diistiniilmektedir (Young 1995).

Humoral bagisiklik tekrarlayan enfeksiyona karsi korunmada etkilir (Young
1995). Antikorlar LPS’ye karsi geliserek bakterinin kolay bir sekilde fagozite
olmasin1 saglar (Young 1995, Tirk¢apar ve Kurt 2002). Enfeksiyonun ilk
sathalarinda IgM sinifi antikorlar saptanmaktadir. Enfeksiyonun ikinci haftasindan
sonra ise IgG‘ler artmaya baslar (Young 1995, Young 2000, Siimerkan 2002). 1gG
siifi antikorlar tedavi edilmeyen olgularda en az bir y1l yiiksek kalir. Tedaviye yanit
veren olgularda ise tedavi baslangicindan itibaren altinci aya dogru oldukg¢a azalirlar.
Vakalarin birkisminda diisiik titredeki 1gM seviyesi aktif reaksiyon olmaksizin
yillarca devam eder. Tedaviye yanitin degerlendirilmesinde 1gG seviyesinin gosterge

olabilecegi diigiiniilmektedir. IgG seviyesinde hasta bireylerdeki ani yiikselisin niiks
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ya da yeni enfeksiyon kaynakli olabilecegi gozardi edilmemelidir (Young 1991,
Young 1995, Young 2000, So6zen 2002, Simerkan 2002). Tekrarlayan
enfeksiyonlarin, konak¢1 immiin yanit ve bakteri virulans seviyesi arasindaki denge

ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Tiirk¢apar ve Kurt 2002).
1.7. Klinik Bulgular
1.7.1. insanlarda Klinik Bulgular

Hastalik baslangigda genel enfeksiyon belirtileri veya septisemi gibi standart
belirtiler sergilerken, ileriki donemlerde bakterinin farkli organ tutulumlari sonucu
spesifik belirtiler ve komplikasyonlar sergileyen sistemik bir enfeksiyon hastaligidir
(Badur 1990, S6zen 2002, Hatipoglu 2005). Hastaligin klinik belirtileri bu yiizden
olduk¢a degiskendir (Mayc ve Weyant 2003). Vakalarda inkiibasyon periyodu
sonrasinda gece yiikselen ates, titreme, gece terlemeleri, bas agrisi, halsizlik, kas ve
eklem agrilari, kilo kaybi gibi nonspesifik yakinmalar ortaya ¢ikar (Young 1995,
Young 2000, Tirk¢apar ve Kurt 2002). Brusellozda klinik seyir olarak subklinik,
akut (8 haftadan kisa), subakut (8-52 hafta) ve kronik (52 haftadan uzun) bir gidisat
gozlenmektedir (Stimerkan 2002, Tiirk¢apar ve Kurt 2002).

Brucella enfeksiyonlari, Sistemik belirtiler gostermeksizin spesifik organ
tutulumulart gosterebilir. Enfeksiyon biitiin organlarda tutulum ve komplikasyon
olusturabilir (Young 1991). Spondilit (Tanakol ve ark 1990), menenjit (Aygen ve ark
1995), pnémoni, ampiyem, peritonit, hepatik graniilom, epididimit (Serter ve ark
2000), orsit (Serter ve ark 2000, Cesur ve ark 2002), prostatit (Senel 2004),
endokardit (Yavuz ve ark. 1991, Aygen ve ark 1995, Ozsoy ve ark 2005), eritema
nodozum tarzi deri dokiintiileri (Sirmatel ve ark 1993), anemi (Basak ve ark 1997),
troidit (Serter ve ark 2000), noérobruselloz (Heper 2004) gibi tutulan organlara
yonelik komplikasyonlar goriiliir (Young 1995, Sozen 2002, Tiirkg¢apar ve Kurt
2002). Bruselloza bagli 6lim nedenlerinin basinda endokarditler yer almaktadir
(Young 1995, Tiirkcapar ve Kurt 2002, Ozsoy ve ark 2005). Tiirkiye’de hastalik
cogunlukla yiiksek ates, artrit ve meningoensefalit tablolar1 ile ortaya ¢ikmaktadir
(Sirmatel ve ark 1993).
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Erkek vakalarda infertiliteye neden olabilirken, kadin vakalarda plasentadan
eritritol iiretimi olmamasi nedeni ile abortus olusmaz. Sekillenen diistiklerin

bakteriyemi nedeni ile olustugu diisiiniilmektedir (Young 2006).
1.7.2. Hayvanlarda Klinik Bulgular

Brusellosis’de inkiibasyon siiresi olduk¢a degiskendir. Mikroorganizmalarin
giris yolu ve bakteri sayisina gore siire 10 giin ile 250 giin arasinda degismektedir
(Arda ve ark 1997). Koyun ve kegilerde atik gebeligin son iki ayinda meydana gelir
(Buxton ve Fraser 1977, Garrido-Abellan ve ark 2001). Enfekte hayvanlarda baslica
klinik bulgular yavru atma, kisirlik, mastitis, genel diiskiinliik, zayiflama, bronsit,
artritis, topallik, higroma ve orsitistir. Plasentanin igeride kalmasiyla olusan metrit
olaylarina da sikca rastlanilir. Etken abortusta Once siit ve idrarla, sonra ise uterus

akintilari ile etrafa sagilir (Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998).

Saglam bir siiriniin B. melitensis ile enfekte olmasindan sonra siiriide atik
olaylar1 ¢ok fazladir, enfeksiyon siddetlidir. Siiriide daha sonraki enfeksiyonlarda
daha az atik goriiliir. Abort yapan hayvanlar ender olarak iki ve igiincti kez yavru
atarlar (Buxton ve Fraser 1977, Arda ve ark 1997). Koyunlarda enfeksiyon siiresi
kecilere oranla daha kisadir (Arda ve ark 1997).

Nekropside, annenin lenf bezlerinde ve bazi organlarinda (meme ve uterus
gibi) graniilamatéz yangi lezyonlar goriilebilmektedir fakat bunlar Brusellozis igin
patognomik degildir (Manthei 1968, Garrido-Abellan ve ark 2001). Uterusta,
seroprulent yangi, nekrotik endometritis, kotiledonlar arasi bolgede kokusuz bir
eksudat bulunur. Plasenta, 2-5 cm kadar kalinlasmistir ve fibrinli bir irinle
ortiilmiistiir. Kotiledonlar aras1 bolge kalinlasmis ve deri goriiniimiindedir.
Kotiledonlar normale gore daha sert ve biiylik olup, iizerlerinde yapiskan
kahverengimsi bir eksudat vardir. Fotal membranlar 6demlidir ve iizerinde yer yer

fibrindz ve purulent lekeler bulunur (Buxton ve Fraser 1977, Arda ve ark 1997).

Aborte fetusta deri alti 6demleri, viicut bosluklarinda kanl1 bir sivi birikimi,
bazen fibrin yumaklar1 gozlenir. Fetiisiin bagirsak dokusunda iltihaplar bulunur ve
icerisinde koyu sar1 renkli bir sivi yeralmaktadir. Abomazum igerigi limon sarisi
rengindedir. Splenomegali ve lenfadenopati goriiliir, dalak ve lenf bezlerinde nekroz

odaklar1 bulundururlar. Viicudun cesitli yerlerinde kanama odaklar1 ve karacigerde
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nekroz odaklar1 goriilebilir. Baz1 olgularda yeni dogmus kuzu veya aborte fetusun
akcigerinde enfeksiyona bagli pneumoni odaklarina rastlanabilir. Bazen de
karakteristik sekilde fetusun tirnak duvarinda kalsifiye plaklar goriilebilir (Arda ve
ark 1997).

1.8. Teshis

Enfeksiyonun teshisinde klinik belirtiler oldukga yetersizdir. Kesin tanida,
bakteriyolojik kiiltiir gibi direkt yontemlerin yanisira serolojik ve alerjik testler gibi
indirekt yontemlerde kullanilmaktadir. Ancak kiiltiirdeki zorluklar ve kontaminasyon
riski nedeni ile genellikle serolojik testler de kullanilmaktadir (Erganis ve ark 1992,
Arda ve ark 1997).

Genel olarak tanida iki ana yol izlenir:
a) Indirekt Tani : Serolojik Yontemler
b) Direkt Tan : Kiiltiir, Molekiiler Yontemler

Brusellozun laboratuvar tanisi i¢in muayene maddesi olarak kan kullanilir.
Bruselloz siiphesinde kan kiiltlirleri birkag kez tekrarlanmalidir. Enfekte dokulardan
apse igeriklerinden, kemik iliginden, karaciger biyopsisi ile elde edilen materyalden
de kiiltiir yapilabilir. Daha seyrek olarak BOS, plevra ve periton sivisi, eklem sivisi
ve idrar gibi ornekler de Brucella kiiltiirii i¢in kullanilabilir. Kiiltiir icin, triptik soy
buyyon, triptik soy agar, tiyonin triptoz agar, triptoz agar, serum veya % 5 koyun
kani ilave edilmis agar besiyeri, Brucella agar, tripticase agar, serumlu patatesli
infiizyon agar, serumlu dekstroz agar kullanilir. Ayrica Kuzdas ve Morse tarafindan
gelistirilmis olan basitrasin, polimiksin B, siklohekzimid ve sirkiilin iceren 6zel
besiyeri; basitrasin, polimiksin B, nalidiksik asit, vankomisin, siklohekzimid ve
nistatin igeren Farrell’s selektif besiyeri ve modifiye Thayer-Martin besiyeri
kullanilabilir (Gtirler 1990, Wilfert 1992). Kan kiiltiirleri 35-37°C’de en az alt1 hafta
inkiibe edilmelidir. Mikroorganizmalar kan kiiltiir vasatlarinda herhangi bir gozle
gorliniir belirti yapmaksizin bulunabilirler. Bu nedenle kan kiiltiirlerinden en iyi
sonucu alabilmek icin, haftalik olarak Brucella broth’a korlemesine pasajlar
(subkdiltiirler) yapilmasi tavsiye edilir. Bu tekrarlanan subkiiltiirler boyunca

muhtemel kontaminasyonu onlemek i¢in Castaneda tipi bifazik kan kiiltiir siselerinin
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kullanilmas: tercih edilir. Brucella cinsindeki bakteriler kural olarak, sadece
hastaligin akut sathasinda veya niikslerde izole edilebilirler (Wilfert 1992).

1.8.1. indirekt Tan1 Yontemleri

Insandaki akut enfeksiyonda &nce IgM yiikselir ve ilk hafta siiresince tespit
edilebilen tek immunglobulin olabilir. IgM hastaligin baslangicindan yaklasik 3 ay
sonra en yiiksek diizeye ulasir ve sonra diigmeye baslar. IgG seviyesi hastaligin 2.
haftasinda ylikselmeye baglar ve tedavi edilmemis hastalarda en az bir yil yiiksek
kalir. Yeterli derecede tedavi edilmis hastalarda IgG antikorlari, hastaligin
baslangicindan 6 ay sonra ya kaybolur ya da ¢ok diisiik seviyelere iner (Mikolich ve
Boyce 1990, Wilfert 1992, Bilgehan 2000). IgG antikor titrelerinin siirekli yiiksek
kalmas1 RES’de veya diger enfeksiyon odaklarinda canli hiicre i¢i organizmalarin
varligina bagli olabilir. Fakat ileri calismalarla bu teoriyi desteklemeye ihtiyac
vardir. IgA antikor seviyeleri 1gG’den haftalar sonra tespit edilebilir diizeye gelir
fakat hicbir tan1 degeri yoktur. Hastaligin reenfeksiyonu ya da reaktivasyonu
stiresince IgG ve muhtemelen IgM antikorlart yiikselir bununla birlikte Brucella
niikslerinde yiiksek hale gelen IgM antikorlarinin seviyesi tartigmalidir ve son
caligmalarda Brucella reenfeksiyonlu hastalarda IgG’nin yiikseldigi fakat IgM’in
yiikselmedigi bulunmustur (Mikolich ve Boyce 1990).

Tiim enfeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tanisinda oldugu gibi, brusellozun
etiyolojik tanisinda da dogal olarak ilk bagvurulmasi gereken yontem, bakteriyolojik
kiiltir yontemidir. Fakat Orneklerin enfeksiyonun belirli donemlerinde alinmasi
gerekliligi, ategsiz donemlerde kiiltiir alinmasi ya da kandaki bakteri sayisinin diisiik
olmasi, hastanin antibiyotik kullanmas1 gibi durumlarda etkenin izolasyon sansinin
¢ok azalmasi, ozellikle kronik vakalarda kiiltlir isleminin zorluklar1 ve kiiltiir islemi
sirasinda olusabilecek kontaminasyon riskleri gibi nedenlerden otiirii, bruselloz
tanisinda indirek etiyolojik tani tekniklerine daha sik bagvurulmaktadir (Bumin 1977,
Badur 1990, Bilgin ve Giin 1991, Goktas ve ark 1991).
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Laboratuvarlarda en yaygin uygulanan serolojik testlerin basinda;
1) Rose Bengal Lam Agliitinasyon Testi
2) Standart Tiip Agliitinasyonu (STA,Wright)
3) Flouresan Antikor Testi(FA)
4) Coombs Reaktifi Ile Yapilan TA
5) Kompleman Birlesmesi Deneyi
6) ELISA
7) Merkaptoetanol/Rivanol TA
8) Indirek Hemagliitinasyon Deneyi
9) Deri Deneyleri
1.8.1.1. Standart Tiip Agliitinasyon Testi (STA, Wright agliitinasyon testi)

Bu testte hasta serumu bir dizi tiipte, en az 1/640 oraninda sulandirilip,
tizerine esit miktarda standart Brucella antijeni (B. abortus S 99 ve B. abortus 1119 )
ilave edilir. Inkiibasyonu takiben (2 saat 37 °C ve bir gece oda 1s1s1), tiipteki s1vinin
tamamen berrak olmasi, agliitinasyonun tiipiin dibinde yaygin bir kiimelesme
seklinde goriilmesi, pozitif sonu¢ olarak degerlendirilir. 1/40 ve yukar
sulandirimlardaki agliitinasyon olayr tami i¢in gereklidir; 1/160 sulandirimdaki
pozitiflik ise kesin olarak brusellozun gostergesidir (Mikolich ve Boyce 1990, Badur
1990). Saptanan antikorlarin hangi smiftan olduklarimin belirlenememesi, diisiik
titrede alinan pozitiflikleri yorumlamadaki giicliikler ve bu test ile saptanan titrenin
zaman iginde siiratle azalmasi, STA’nin olumsuz o&zellikleridir (Bumin 1977,
Mikolich ve Boyce 1990, Badur 1990, Bilgin ve Giin 1991, Goktas ve ark 1991).
STA’nin degisik yapidaki blokan antikorlar nedeniyle negatif sonu¢ verdigi ya da
bruselloz disinda bir nedenle IgM antikoru yiiksek olan kisilerde yanlis olarak pozitif
bulundugu olgular da vardir. Ancak bu olumsuz 6zelliklerine ragmen bugiin tiim
diinyada ve iilkemizde hemen hemen biitiin saglik kuruluslarinda, brusellozun

serolojik tanisinda en yaygin kullanilan testtir. Bunun nedenleri arasinda testin
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uygulama kolayligi, erken pozitiflesmesi ve bu deneyde antijenlerin her ii¢ tipe karsi
olusmus antikorlar tarafindan agliitine edilebilmesi sayilabilir (Bumin 1977, Goktas
1990, Goktas ve ark 1991).

1.8.1.2. Rose-Bengal Lam Agliitinasyon Testi (RBLA)

Agliitinasyon testi B. abortus’un 99 S kdokeninden hazirlanan ve ozel
teknikle, tamponlu tuzlu sudaki yogun Brucella antijenlerinin Rose-Bengal boyasi ile
boyanip kullanilarak, lam agliitinasyonu seklinde de uygulanabilir. Antijen
siispansiyonunda kullanilan tamponun pH’1 3.6-3.7’ye ayarlanmalidir boylece serum
IgM aktivitesi dnlenmis olur. Bu testle saptanan antikorlarin biiyiikk boliimii 1gG
yapisindadir. Agliitinasyon testinin serum yerine tam kan ile (parmak ucundan bir
damla) uygulanan sekli Spot Test olarak isimlendirilir ve Ozellikle kitle

taramalarinda tercih edilir (Badur 1990, Bilgehan 2000).

STA’da 1/40 ve fizeri diliisyonlarda goriilen agliitinasyon reaksiyonlari
pozitif kabul edilerek, RBLA’a sonuglari ile karsilastirildiginda, RBLA’nin STA’ya
gore duyarliligl %92.6, se¢iciligi de %97.1 olarak saptanmistir. Bu sonuglara gore
serolojik olarak pozitif ve negatif kisileri saptama ac¢isindan iki test arasinda 6nemli
bir fark olmadigi, bruselloz serolojik tanisinda RBLA’nin, STA kadar giivenilir ve

gegerli bir test oldugu kanisina varilmistir (Bumin 1977).

Goktas ve ark (1991), 1200 serum 6rnegi, RBLA ve STA testleri ayr1 ayri
calismus, her iki testte de 98 olgu pozitif olarak degerlendirilmistir. RBLA ile 5
olguda daha zayif pozitif sonu¢ alinmis, bu olgular STA ile negatif olarak
bulunmustur. Sonuglarin degerlendirilmesinde RBLA’nin STA’ya gore daha ¢abuk
sonug¢ veren, kolay, ucuz ve ayni zamanda giivenilir bir yontem ve tarama testi
sonuglarina uygun oldugu, bu test ile pozitif sonu¢ alinan olgularda, STA ile titre

belirlemesi yapilmasinin uygun olacagi goriisiine varilmistir (Goktas ve ark 1991).

RBLA, STA’dan daha duyarli bulunmakla birlikte, bu arastirmacilar ELISA
yonteminin bu her iki testten de daha duyarli oldugunu saptamiglardir (Saz ve ark 1987).

1.8.1.3. Coombs Reaktifi ile Yapilan TA

Bazi serumlar spesifik Brucella antikorlar1 igcermelerine ragmen, agliitinasyon

meydana gelmez. Bu serumlar blokan antikorlar bakimindan arastirilmalidir. Bu
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antikorlar daha ¢ok subakut klinik olgularda olusurlar ve IgG yapisindadirlar (Badur
1990, Bilgehan 2000). Bu antikorlar tarafindan bloke edilen inkomple antikorlarin,
anti-insan globiilini (Coombs reaktifi) kullanilarak, antijenle reaksiyon vermeleri
saglanabilir. Bu amagla, klasik STA uygulamasinda agliitinasyon goriilmeyen tiipler
santrifiijde ¢evrilir; li¢ kez yikanan c¢okeltide, Coombs reaktifi ilavesi sonucu
agliitinasyon olup, olmadigina bakilir. Ortamda blokan antikorlar olmasi1 durumunda,
antijen-antikor birlesmesi olurken, agliitinasyon olusmamaktadir. Testte kullanilan
Coombs reaktifi, antikorlarin arasina koprii kurarak gergek pozitifligi ortaya
cikarmaktadir. Test, diisiikk titredeki antikorlar1 saptamada ya da negatif olarak

degerlendirilen kronik vakalarin belirlenmesinde 6nemlidir (Badur 1990).
1.8.1.4. Merkaptoetanol/Rivanol TA

Klasik STA testinde saptanan immiinglobiilinlerin hangi siniftan olduklarini
belirlemek miimkiin olmaz. Ancak deney oncesinde hasta serumu 2 merkaptoetanol
ya da rivanol ile muamele edilirse, IgM sinifi antikor molekiillerinin polipeptit
zincirleri kirilarak, bu molekiillerin yikima ugratilmasi miimkiindiir. Testi takiben
belirlenen pozitiflik 1gG’ye bagl olarak gerceklesecektir (Mikolich ve Boyce 1990,
Badur 1990).

1.8.1.5. Kompleman Birlesmesi Deneyi

Bruselloz tanisinda giivenilir bir test olan kompleman birlesmesi deneyinde
ozellikle IgG’ler, daha az oranda IgM’ler rol oynar. Bir siire sonra negatiflesen, bu
nedenle gecirilmis olgularin belirlenmesinde yetersiz kalan bu test, STA ile sonug
alinamayan kronik brusellozun tanisit i¢in uygundur. STA’da saptanan c¢apraz
reaksiyonlar kompleman birlesmesi testi i¢in de gecerlidir. Kompleman birlesmesi
testi, makro veya mikro yontem uyarinca, sogukta veya sicakta gergeklestirilebilir

(Badur 1990, Bilgehan 1992).
1.8.1.6. indirek Hemagliitinasyon Testi

Bakterinin LPS kisimlar1 ile kapl, tannik asitle muamele edilmis koyun
eritrositlerinin kullanildig: bu testte, ¢dzlinmiis antijenlerden de yararlanilabilir. Cok
duyarli olan bu yontemde, nanogram diizeyindeki immunglobiilinleri bile saptamak

miimkiindiir (Badur 1990).
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1.8.1.7. Flouresan Antikor Testi (FA)

Veterinerlik alaninda fotal membranlarda ve diisiik materyalinde antijen
aramak icin gelistirilmis olan FA yontemi, daha sonra spesifik antikorlarin

arastirtlmasinda indirek-FA seklinde de kullanilmistir (Badur 1990).
1.8.1.8. Deri Deneyleri

Allerjik tani ic¢in bakterilerden elde edilen ve saflastirilmis niikleoprotein
kompleksinden olusan “Brucellergen” deri igine enjekte edilir ve 24 saat iginde
enjeksiyon yerinde kizarti, 6dem ve sertlik seklinde goriilen reaksiyon olumlu kabul
edilir. Bu kisilerin Brucella’lara kars1 asir1 duyarli olduklar1 anlasilir. Hastalarin
bircogunda bu test olumlu ise de olumsuz olmasi bruselloz tanisini uzaklastirmaz.
Ayrica kisith kullanim alani olan bu test ile kronik vakalarin belirlenmesi oldukc¢a
zordur (Badur 1990, Bilgehan 2000).

Belirtilen bu tani tekniklerinin akut ve kronik bruselloz olgularindaki
sonuclar1 farkli olmaktadir. Ornegin; STA deneyi akut olgularda pozitif sonug
verirken, sadece 1gG’lerin belirlendigi 2 merkaptoetanolli TA negatif sonug
vermekte; zamanla STA titresi azalirken, merkaptoetanol ile saptanan titre artis
gostermektedir. Diger yandan uygulama kosullari nedeniyle, bruselloz tanisinda
kullanilan kompleman birlesmesi testinde IgM’ler saptanamaz ve bu test

infeksiyonun erken donemlerinde negatif sonug verebilir (Badur 1990).
1.8.1.9. ELISA ve RIA

RIA ve ELISA bruselloz tanisinda giiniimiizde sik olarak kullanilmaya
baglanmigtir. ELISA uygulamalarinda STA i¢in hazirlanmig Olii  bakteri
stispansiyonu, LPS ekstreleri veya cesitli protein fraksiyonlarindan antijen olarak
yararlanilabilir. Teknik akut vakalart belirlemede en giivenilir yontemdir. Test kronik
vakalarin belirlenmesinde de STA ve RBLA’dan daha giivenilirdir (Hewitt ve ark
1984, Nielsen ve ark 1988, Barbuddhe ve ark 1994, Kittelberger ve ark 1994).
Brusellozun serolojik tanisinda, ELISA, STA ve RBLA’larmin karsilastirilmasi
yapilmis, hem IgG, hem de IgM igin yapilan ELISA testlerinin STA ve RBLA’dan

daha duyarli oldugunu ve insan brusellozunun serolojik tanisinda, STA ve RBLA’da
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goriilen yetersizliklerin ELISA ile giderilebilecegini bildirmislerdir (Bilgin ve Giin
1991).

Norobrusellozda BOS’daki antikorlar1 saptamak i¢in ELISA testi uygundur.
ELISA ile spesifik IgG ve IgM’lerin birlikte incelenmesinin ve elde edilecek
sonuglarin kompleman birlesmesi deneyi bulgulari ile beraber yorumlanmasinin en

saglikli tan1 yontemi oldugunu ileri siirmektedirler (Badur 1990).

Bruselloz tanisindaki 6nemli bir gelisme de, ¢esitli viicut sivilarinda ELISA
ile direk antijen aranmasi ile ilgili olup, farelerde yapilan 6n ¢alismalarda basarili
sonuclar bildirilmistir. Sonug¢ olarak ELISA, bruselloz tanist i¢in, duyarli, 6zgiil,
stiratli ve rutin laboratuvarlar i¢in ¢ok sayida 6rnegin bir arada incelenmesine olanak

tantyan bir tekniktir (Nielsen ve ark 1988, Badur 1990, Bilgin ve Giin 1991).

Immiinradyolojik metodlarda Brucella spesifik immunglobiilinlerinin tek tek
direk dlglilmesini saglayip, stiphede kalinan olgularda doktora yeterli miktarda bilgi
verirler. Ayrica bu metodla konvansiyonel serolojik tekniklerle elde edilemeyen,

immiinolojik cevap goriinimleri de elde edilebilir (Hewitt ve Dayne 1984).

B. ovis hiicrelerinden ekstrakte edilen antijen esasina dayali basitlestirilmis
elektroforetik immunoblothing teknigi, koyunlarda, kompleman birlesmesi testi,
ELISA ve jel diflizyon testi ile karsilastirilmis, bu testin standart testlere benzer
duyarlilik ve 6zgiillikk gosterdigi belirlenmistir (Kittelberger ve ark 1994).

1.8.2. Direkt Tam1 Yontemleri
1.8.2.1. Bakteriyoskopi

Insanlarda karaciger biopsisi, kemik iligi ve BOS 6rneklerinde; hayvanlarda
atik materyali, fotal mide igerigi, fotal karaciger, fotal akciger, Kotiledon, vaginal
akint1 veya plasenta 6rneklerinden hazirlanmis siirme ve tuse preperatlar Modifiye
Ziehl-Neelsen (Stamp) veya Koster yontemleri kullanilarak boyanmali ve
mikroskobik muayeneyle Brucella morfolojisine sahip mikroorganizmalar
aranmalidir. Boyama sonrasinda bakteriler mavi zemin iizerinde kirmizi renkte
gozlenirler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Castrucci
2000, Quinn ve ark 2002). Chlamydophila abortus veya Coxiella burnetti gibi

bakteriyel etkenler ile karisabileceginden sonug kiiltiir yontemi ile dogrulanmalidir.
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Siit ve siit {irlinlerinde bakteriyoskopi yontemi genelde dogru sonug¢ vermeyebilir

(Alton ve ark 1988, Garin-Bastuji ve ark 1998, Garin-Bastuji ve ark 2005).
1.8.2.2. Kiiltiir

Brucella’larin izolasyonunda, koloni morfolojisinin incelenmesine elverisli
oldugu ve kontaminantlarin iiremesini smirladigi icin genellikle kat1 besiyerleri
kullanilmaktadir. Az miktarda etken iceren ya da miktar olarak fazla biiyiikk olan
orneklerin incelenmesinde sivi besiyeri kullanilir. Brusella kiiltiirii enfekte doku
materyali veya kan ve kemik iligi ile yapilabilir. Akut vakalarda kan kiiltiir
yontemleri tercih edilmelidir. Otomatize kan kiiltlir yontemleri ile 7 giin igerisinde
tireme yakalanabilmektedir. Hastada kan alim Oncesi antibiyotik kullanimi sonucu
olumsuz yonde etkiler. Bakteriyemi vakalarin hepsinde sekillenmeyebilir bu nedenle
tireme yakalanamayabilir. Kiiltiir yontemleri ile yakalanamayan vakalar i¢in serolojik

yontemler tanida olduk¢a 6nem arz eder (Arda ve ark 1997).

Brusella kiiltiirii, hastaligin evresi, tedavi uygulanmis olmasi, uygulanan
protokol (6rnek tiirii, sayisi, miktari), kullanilan besiyeri, bakterinin virulansi gibi
birgok etkenden etkilenebilir. Kemik iliginde tireme sansi olduk¢a fazladir. Fakat
islemin zorluklari, kan kiiltiirii tanisal kolayligi, serolojik tani olanaklarinin varlig
yontemin kullanilirh@ini azaltmaktadir. Kemik iligi kiiltiirii; kronik Bruselloz
vakalarinda, kan kiiltiiriinin ve serolojik yoOntemlerinin negatif oldugu tani
konulamamis vakalarda, niiks vakalarda, nedensiz ates olgularinda, agiklanamayan

artrit ve hematolojik anomalilerde yapilmalidir (Alton ve ark 1988).

Fakiiltatif hiicre i¢i paraziti olan Brucella bakterilerinin kiiltiirden izolasyonu
5-7 giin arasinda bir zamani gerektirmektedir. Rutin kiiltiirler bir hafta boyunca takip
edilerek siire sonunda iireme saptanmamasi halinde negatif sonuglar bildirilmelidir.
Bu bakterilerin optimal 1s1 gereksinimleri 35°C dolaylarindadir. Ozellikle B.
abortus’un ilk izolasyonunda %10 CO; i¢eren atmosferik kosullarin tercih edilmesi
uygundur. Steril olmayan viicut boélgelerinden alinan O6rneklerin  kiiltiiriiniin,
kontamine flora bakterilerinin iiremesini engellemek icin secici besi yerlerinde
yapilmasi uygun olmaktadir. Et ekstresi, triptoz, glikoz tuz igeren ortamlarda bir¢ok
tiirliniin izole edilebilmesine ragmen bir¢ogu da tiamin, niasin, nikotinik asit, biotin

ve serum gibi maddelerin varhiginda iireyebilmektedir. Brucella’larin iiretiminde, %5
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koyun kanli agar, triptoz agar, triptikaz soy agar, serumlu dekstroz agar, gliserol
dekstroz agar ve kan kiiltiirii siseleri kullanilan besi yerleridir (Baysal 1999). Spesifik
olmayan, bifazik Castaneda besiyeri, kan ve diger viicut sivilar1 ya da siitten Brucella
izolasyonunda tercih edilmektedir. Tiim temel ortamlar Brucella bakterilerinin
disindaki organizmalarin iiremesini engellemek i¢in antibiyotik ilave edilerek segici
hale getirilebilir. Bu amagcla, belirli oranlarda polimiksin B, basitrasin,
siklohekzimid, nalidiksik asit, nistatin, vankomisin ig¢eren antimikrobik

komplekslerinin kullanilmasi uygun olmaktadir (Marin ve ark 1996).

Brucella tiirlerinin direk izolasyonu ve kiiltiirii icin genellikle kati besiyerleri
tercih edilmektedir. Kati besiyerlerinin en 6nemli avantajlarindan birisi gelisen
bakteri kolonilerinin morfolojisinin incelenmesi ile taniya katki saglamasidir. Kati
yiizeylerde elde edilmis kolonileri 1-2 mm c¢apinda, hemolitik olmayan, sebnem
tanesine benzer saydam, kiiciik, kabarik, S tipi kolonilerdir. Yavas tireyen bakterinin
kolonileri 48 saat sonra gozle goriilebilir biiylikliige erismektedir. Koloniler
eskidikge caplari biiyiir ve matlasir. Gram boyamada cok kiiciik, zayif boyanan Gram
olumsuz kokobasiller seklinde gozlenir. Gram morfolojisi Francisella tularensis ile
benzerlik gosterir. Kolonilerine uygulanan oksidaz ve katalaz testlerinden pozitif
sonug alinir. Hareketsiz olan organizmalar nitrat rediiksiyonu yapar. Cristian’in iire
agarinda B. suis i¢in bir saat, B. abortus ve B. melitensis i¢in 24 saat igerisinde iireaz

aktivitesi olumlu olarak saptanir.

Bruselloz nedeni ile ortaya c¢ikan atesin ikinci giinlinden sonra kan
kiltlirlerinden olumlu sonuglar alinabilmektedir. Olumlu sonug elde edebilmek i¢in
farkli zamanlarda alinan birden fazla kan kiiltiiriiniin yapilmas1 uygundur (Baysal
1999). Yapilan Kkiiltiirlerden alinan pozitif sonuglarin orani ydreden yoreye ve

laboratuvardan laboratuvara olduk¢a degismektedir.

Kan kiiltiirleri sadece sivi ortamlarda (buyyon Kkiiltiirii) ya da bifazik
ortamlarda yapilabilmektedir. Buyyonda yapilan kan kiiltiirleri bir ay inkiibe edilerek
Brucella bakterilerinin izolasyon sansinin arttirilmasi amaglanir. Castaneda
tarafindan gelistirilen ayn1 kan kiiltiirii sisesinde sivi ve kati besiyeri iceren bifazik
ortamlarda da kiiltiir yapilir. Besi yerine kan 6rnegi eklendikten sonra, kati ortam
lizerine s1v1 besi yerinin gegmesini saglayacak sekilde sise egdirilerek kanin besi

yerine yayilmast saglanir. Sise dik pozisyonda etlivde inkiibe edilir ve {li¢ giin
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boyunca her giin incelenir. Kati kisimda koloni olusumu halinde alt kiiltiirler yapalir.
Eger koloni olugsmamissa yine ii¢ glin boyunca inkiibasyona tabi tutularak yeniden
incelenir. Bu yontemle kiiltiir genellikle bir hafta i¢inde pozitif sonug verir, 15
giinden sonra pozitif sonu¢ almak nadirdir. Ancak olumsuz sonuglar 21 giinlik
inkiibasyondan sonra rapor edilmelidir. Bakterilerin izolasyon siiresini kisaltmak
amaciyla “liziz konsantrasyon yontemi” uygulanmaktadir. Bu yontemde ozmotik
basingla kan hiicreleri lize edilerek hiicre i¢i bakterilerin agiga ¢ikmasi saglanir.
Santifiij ile yogunlastirilan bakteri siispansiyonu agar igeren besi yerlerine ekilir.
Brucella bakterilerinin izolasyonunda kisa siirede sonug alabilmek amaciyla ticari

otomatik kan kiiltiirii sistemlerinden de yararlanilmaktadir (Young 2000).

Brucella bakterilerinin fagositoz hiicreleri igerisinde yasamalari ve
retikiiloendoteliyal sistemde lokalize olmasi nedeniyle kemik iligi, karaciger ve lenf
nodiillerinden izolasyonlar1 daha kolay olmaktadir. Brusellozlu olgularin kan
kiiltiirlerinden izole edilemeyen bakterilerin, kemik iligi kiiltiirlerinden %20 oraninda
izole edildigi bildirilmektedir. Bu degerlerin istatistiksel olarak onemli oldugu
yazilmaktadir. Kemik iligi kiiltiirlerinden pozitif sonu¢ alma siiresi kan kiiltiiriine
oranla daha kisa olmaktadir. Bakterilerin kiiltiirden izolasyonunu smirlayan en
onemli faktorlerin basinda antibiyotik kullanimi gelmekte, antibiyotik kullananlarda
kan kiltlirlerinden ©nemli o6l¢iide hatali negatif sonuglar alinabilmektedir.
Antibiyotik kullananlardan kemik iligi kiiltiirlerinin yapilmasi durumunda daha
olumlu sonuclarin alindigi bildirilmektedir. Bu nedenle, bruselloz kuskusu olan
olgulardan kan kiiltiirii negatifligi durumunda kemik iligi kiiltiiriiniin yapilmasi

onerilmektedir (Young 2000).
1.8.2.3. identifikasyon ve tiplendirme

B. abortus ve B. ovis ilk izolasyonda %5-10 CO’li ortama gereksinim
gosterirken, B. melitensis CO; ‘li atmosfer gereksinimi gostermez. Koloniler ekimi
takiben yaklasik 2 giin inkiibasyon sonras1 gozle goriinebilir biiyiikliige ulasir. Fakat
kiiltir negatif denebilmesi i¢in 8 ila 10 giin inkiibasyon siiresi ge¢melidir.
Inkiibasyonda dérdiincii giinii takiben, 1-2 mm capina ulasan koloniler sebnem tanesi
goriinlimiindedir. Birkag¢ defa tekrarlana pasajlar sonras1 veya bekletilen kolonil koyu
bir renk alir ve biyiir. (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Arda ve ark
1997).
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Ekimi takiben olusan kolonilere Gram boyama metodu (veya Stamp
yontemi)uygulanmalidir. Boyamada Gram negatif kokobasil olarak degerlendirilen
numunelere ait kolonilerden anti-Brucella poliklonal serumuyla lam agliitinayon testi
yapilmali, pozitif sonuglar Brucella olarak degerlendirilmelidir (Alton ve ark 1988).
Tiir diizeyinde identifikasyon igin katalaz, iireaz, sitrat, oksidaz, nitrat indirgeme,
Voges Proskauer ve indol kimyasal testleri uygulanmalidir. (Alton ve ark 1988, Arda
ve ark 1997, Garrido-Abellan ve ark 2001).

Kiiltiirdeki routh koloni olusumu bakterinin antijen yapis1 Ve viriilansini
etkilemektedir. Bu nedenle asi {iretimi gibi antijen kullanilmas1 gereken durumlarda
smooth koloniler tercih edilmelidirler. Rougth koloni yapisinda ki kiiltiirler,
monospesifik serum ve S-Brucella faj tiplendirmelerinde kesinlikle kullanilmamali
smooth koloniler tercih edilmelidir. Koloni morfolojisi belirlemede bir¢cok yontem
kullanilabilir. ilk olarak Henry (1933) tarafindan kullanilan ydntem, Kolonilerin 45
°C’lik ag1 ile oblik 151k altinda stereskopik mikroskop ile incelenmesine dayanr.
Smooth koloniler mavi-yesil réfle verir, routh koloniler ise mat sar1 renkli goriiniir.
Bir bagka yontem ise, kolonilerin % 0.01’lik nétral akriflavin ile muamele edilmesine
dayanir. Smooth koloni yapilari homojen sekilde siispanse goriiniirken, routh
koloniler agliitine olur. Kolonilerin Kristal violet ile boyandigi metotda ise, smooth
koloni boya almaz iken non-smooth koloni kirmizi bir renge doniisiir ve yiizeydeki

catlak yap1 el mercegiyle tesbit edillebilir (Alton ve ark 1988).

Biyovar diizeyindeki tiplendirmelerde B. melitensis, B. abortus ve B. suis
tirleri 4 ana teste; H,S iiretimi, CO; ihtiyaci, monospesifik A ve M antiserumlari ile
agliitinasyon ve boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlilig: tabi tutulur (Alton ve ark
1988, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plommet ve ark 1998).

1.8.2.4. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneylerinde kobay kullanilir. Saf halde tiretilen kiiltiir kobaya
intraperitoneal, kontaminasyon ihtimali tasiyan marazi maddeler ise subgutan veya
kas ici enjekte edilmelidir. idrar ve siit santrifiij edilerek pelet fizyolojik tuzlu su ile
sulandirilip 0.2 ml kobaya intraperitoneal uygulanir. Amnion mai, sinovial sivilar ile
goglis ve karin boslugu sivilar1 da bir misli FTS ile sulandirilip 0.5 ml miktarinda

periton i¢ine verilmelidir (Arda ve ark 1997).
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Kobaylardan birisi 3 ve digeri ise 6 hafta sonra Oldiiriiliir. Otopside;
karacigerde nekrotik odaklar, dalak ve lenf yumrularinin biiyiimesi ile epididimitis
goriliir. Lezyonlu organlardan uygun besiyerlerine (serum dekstroz agar gibi)
ekimler ve kesim Oncesi alinan kanlar ile aglutinasyon yapilarak da sonuca varilabilir
(Buxton ve Fraser 1977). Brucella’larin izolasyonunda ender olmakla birlikte 4-7
giinliik embriyolu tavuk yumurtasi da kullanilabilmektedir (Arda ve ark 1997).
Ayrica canli as1 suslarinin viriilanslarinin belirlenmesinde de deney hayvanlari (fare)

kullanilmaktadir (Alton ve ark 1988).
1.8.2.5. Molekiiler Yontemler

PZR, bir DNA pargasinin bilinen iki bolgesinin arasindaki kismin enzimatik
olarak ¢ogaltilmasi teknigine dayali in vitro bir tekniktir. Baslangicta belirli bir genin
sadece kiiciik bir parcasi elde edilebilirken, giiniimiizde PZR kullanilarak birka¢ saat

igerisinde tek bir gen bolgesinden bilyonlarca kopya elde edilebilmektedir.

Brusellozun semptom ve bulgular tanida spesifik olmadigi i¢in kesin tant
Brucella bakterilerinin ya da niikleik asitlerinin izolasyonu ile ya da spesifik immun
yanitin kanitlanmasi ile yapilir (Coppola 2001). Bruselloz tanisin1 daha giivenilir
kilmak amaciyla PZR yontemlerinden yararlanilmaktadir (Bricker 2002). Insan
brucellozunun tanisinda PCR kullanimi kan kiiltiirii yonteminden duyarli ve serolojik
yontemlere nazaran daha spesifiktir (Navarro ve ark 2002). Brucellozlu oldugu klinik
olarak tamimlanan olgularda geleneksel Kkiiltlir yontemleri ile PZR testi
karsilastirilmis ve PZR’1in konvansiyonel kiiltiirlere gore ¢ok daha fazla duyarli ve
hizli oldugu, laboratuvarda ¢alisanlar1 riske atmamak i¢in bu testin kullanilmasinin
yerinde olacagi, brusellozun merkezi komplikasyonlarinin tanisi i¢in yararl bir arag

olacag bildirilmektedir (Morata ve ark 2001).

PZR’de alt tiplendirmeler i¢in BCS P31 geni (31kDA kodlayan), BP26 geni
(26kDA periplasmik proteini kodlayan), 16 S rRNA geni kodlayan ve dig membran
proteini kullanilmaktadir. PZR ile yaklasik 700 cfu/mL bakteri saptanabilir.
Duyarlilik-6zgiilliik % 98,3-100°dir. Degerlendirmede hastaligin tadavisini takiben 5

ay sonrasi bile PCR pozitif olarak degerlendirilebilir.

Taninin dogrulugu brusellozun eradikasyon ve tedavi siireci agisindan

onemlidir. Brucella spp.’nin kiltir ve tiplendirme asamalarinda c¢evresel
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kontaminasyon ihtimalinin fazla olmasi, kiiltiirdeki zaman kaybi ve maliyet
yiiksekligi tanida kiiltiir kullanimin1 zorlastirmaktadir. Bu nedenlerle tanida DNA
tanilama testlerinin kullanimidzellikle zaman ve testin duyarlilig1 agisindan Bruselloz
tanisisnda oldukga kullaniglidir. Tanida PZR kullanimi brucella genomlarindaki en
sik tekrar bolgelerinin incelenerek belirlenmesi sonucunda hazirlanmigtir. Brucella
tirlerinde tekrar eden gen bolgeleri 6-17 arast degisiklik gostermektedir. Tanida

kullanilan diger yontemlere nazaran PZR oldukga spesifiktir. (Morata ve ark 2001).
1.9. Tedavi

Brucella tiirleri birgok in vitro ortamda antibiyotik duyarliligi gosterir fakat
tedavinin basarili olabilmesi kombine, uzun siireli bir tedaviyle saglanabilir
(Stimerkan 2002, Esel ve ark 2004). Brusellozda tedavinin sekli ve siiresi, hasta yast,
alerjik durumlar, gebelik, bobrek yetmezligi gibi kronik hastaliklarin tabloya
eklenmesi gibi durumlara bagli degisiklik gosterebilir (Solera ve ark 1997, Tiirkgapar
ve Kurt 2002). Tedavide kullanilan antibiyotiklerin en az bir tanesinin makrofaj
hiicre duvarim1 gecerek, igerisine girebilen ve fagolizozomlarin asit ortamlarinda
etkili olabilen bir antibiyotik olmasi uygundur (Young 1995, Akova ve ark 1999,
Turkmani ve ark 2006). Ancak asidik pH etkinliklerinin azalmasina neden olur
(Kocagoz ve ark 2002).

Tedavide ilk olarak 45 giin doksisiklin 2x100 mg ve streptomisin 14 giin 1x1
gr IM kullanilmas: uygundur. Streptomisin kullanilamayan hastalarda tedaviye
gentamisin ya da netilmisin de ilk 7 giin 5-6mg/kg eklenebilir (Solera ve ark 1997,
Tiirkgapar ve Kurt 2002). Doksisiklin ve streptomisin kombinasyonu kullanilan
hastalar niiksiin en az goriildiigii vakalardir (Tiirkcapar ve Kurt 2002). Ikinci segenek
kirbes giin doksisiklin  2x100 mg ve rifampisin  1x600-900 mg ikilisinin
kullanilmasidir (Solera ve ark 1997, Tirk¢apar ve Kurt 2002). Her iki tedavi
yontemini de ‘‘Centers for Disease Control and Prevention’” &nermektedir
(Tirkcapar ve Kurt 2002).

Tetrasiklin kullanimi1 gebe, ¢ocuk ve emziren anneler i¢in uygun degildir
(Solera ve ark 1997, Tiirk¢apar ve Kurt 2002). Streptomisinler ise gebelerde fetiisde
sinir hasarina neden olmasindan dolay1 kontraendikedir (S6zen 2002, Tiirk¢apar ve

Kurt 2002). Tedavi gocuklarda kirkbes giin rifampisin ve kotrimaksazol veya
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rifampisin ve gentamisin ikilileri seklinde planlanmalidir. Hamile ve emziren
annelerde kirkbes giin rifampisin tercih edilmelidir (Solera ve ark 1997). Hiicreigi
gecisi 1yl olan azitromisin gebelerde rifampisine ek olarak tercih edilebilir (Esel ve
ark 2004). Cocuklarda 8 yas sonrasi tedavi yetiskinlere gore diizenlenir (Tiirkgapar
ve Kurt 2002).

Tetrasiklin grubunda yer alan doksisiklinler; bakteride 30S’lik ribozomal
bolgeye baglanarak tRNA’nin, mRNA-ribozom kompleksine baglanmasini
engellerler. Bu baglanma peptid zincire yeni aminoasit eklenmesini engeller boylece

bakteri protein sentezleyemez (Cokg¢a 2002, Yao ve Moellering 2003).

Doksisiklinlerin hiicreigerisine girisini lipofilik 6zelligi saglamaktadir.
Doksisiklinler oral alindiklarinda %90-95 oraninda absorbe edilirler. Beyin omirilik
stvisina gegisi plazmadaki konsantrasyonuna gore %10 ya da daha azdir yani BOS
miktar1 yetersizdir. Tetrasiklin fetiise teratojeniktir ve emziren kadinlarda siite geger,
bu sebeple gebelik ve emzirme donemlerinde kullanilmamalidir (Cokga 2002, Parlak
2003). Tedavide doksisiklinler streptomisin ya da rifampisinle birlikte kullanilmalidir
(Cokca 2002). Doksisiklin kullanilamayacak ise Streptomisin tetrasiklinlerle
kombine edilerek kullanilir (Willke 2003).

Streptomisinler  aminoglikozidler =~ grubundandir.  Bakterinin  protein
sentezlemesini baskilar ya da mRNA’daki genetik kodun okunmasini engeller. Hizli
bakterisidal etkiye sahiptir (Willke 2003). Streptomisinler beta laktam antibiyotik
gruplari ile birlikte iyi ¢alistiklar1 i¢in tedavide ¢ogunlukla tercih edilirler. Bu grubun
kimyasal yapilari stabildir ve genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Ayrica allerjik yan
etkileride oldukga azdir (Willke 2003). Sindirim sisteminden emilimleri oldukga
diistiktiir, bu nedenle kas i¢i uygulanmalar1 gerekmektedir. Kas i¢i uygulamalarda 50
dakika igerisinde en yiiksek plazma diizeyine kavusur. BOS’da yeterli tedavi
diizeyine ulagamaz (Willke 2003).

Rifampisinler yarisentetik antibiyotiklerdir. Etkilerini DNA’ya bagimli RNA
polimerazini baskilayarak gosterirler, bakterisid etkilidirler. Bakterilerin bir kisminda
ise bakterisidal etkilidirler. Oral kullanimlarda hastanin a¢ olmasi hizli ve tam
emilimini saglar. Biitiin viicut dokularinda dagilimi iyidir (Erol 2003). Rifampisinler

menenjit vakalarinda BOS gegisi nedeni ile tedavide kullanilirlar (Erol 2003, Yao ve
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Moellering 2003). Ancak emziren kadinlarda siite ge¢mesi nedeni ile tercih
edilmezler (Erol 2003). Tedavide doksisiklinlerle beraber alt1 hafta kullanilmalar
onerilmektedir (Erol 2003).

Sefalosporinlerin 3. Kusaginda yer alan seftriakson, penisilin gibi bakteri
hiicre duvarinda yer alan proteinlere baglanarak peptidoglikan tabakanin tiretilmesini
engeller (Leblebicioglu 2003, Yao ve Moellering 2003). Seftriaksonlar BOS,
perikart, bobrek, sinovya, akciger, periton ve plevral maiye kolayca gecerler
(Leblebicioglu 2003, Esel ve ark 2004). Kan serumu yarilanma 6mrii sekiz saat kadar
uzun bir siiredir. Yenidogan bebeklerde serum proteinleriylebaglanmada
bilirubinlerle yarigarak sarilik goriilen bebeklerde kernikterus olusturma ihtimali

yiiksektir, yenidoganlarda tercih edilmemelidir (Leblebicioglu 2003).

Kinolonlar DNA giraz enzimini baskilayarak bakterinin  DNA
rekombinasyonunu onleyen sentetik antibiyotiklerdir (Hussain 1989, Yao ve
Moellering 2003, Willke 2003). Yiiksek dozlarda RNA ve protein sentezini
baskilarlar (Willke 2003). Bu grup iiyesi antibiyotikler makrofaj ve lokosit
hiicrelerinin igerisine iyi penetre olurlar, nétrofillerin igerisindeki konsantrasyonlari
serum konsantrasyonunun 14 katina kadar ulasabilir. Salmonella, Brucella, Listeria
ve Mycobacterium gibi hiicre i¢i bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde
oldukg¢a kullanighdirlar (Rubinstein 1991, Garcia-Rodriguez ve ark 1995, Yao ve
Moellering 2003). Genis spektrumlu antibiyotikler olmalari, oral yolla rahatlikla
kullanilabilmeleri, doku i¢inde yiiksek konsantrasyona ulasabilmeleri ve hiicreigi
gecis yeteneklerinin 1yi olmasi nedent ile hiicrei¢i bakteri enfeksiyonlarinda tadevide
kullanmighdirlar (Rubinstein 1991). Bruselloz tedavisinde ilk tercih antibiyotikler

arasinda yer almazlar (Garcia-Rodriguez ve ark 1995).
1.10. Brusellozda Korunma

Brusellozdan korunmada ilk sirada konak¢1 hayvanlarin kontrol edilmesi ve
eradikasyon programlarinin uygulanmasi yer almaktadir (Young 2000, Tiirkcapar ve
Kurt 2002). Gida kontaminasyonunun onlenmesi, siit ve siit iiriinleri hazirlanirken
kontrollerin dikkatli yapilmasi, bakteriyel temas ihtimali yiiksek meslek gruplarinda
koruyucu dnlemlerin dikkatli bir sekilde alinmasi1 gerekmektedir (Tiirk¢apar ve Kurt
2002).
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Insanlarda kullamlabilir bir asinin olmamasma karsin hayvanlarda B.
melitensis Rev-1 susu kullanilarak hazirlanmis canli as1 uygulanmaktadir, fakat bu
as1 koyunlarda B. ovis enfeksiyonlarinin sekillenmesine engel olmaz. B. abortus 19
susu kullanilarak hazirlanan canli as1 ise sigirlarda kullanilir (Young 1995, Soézen
2002, Tirkcapar ve Kurt 2002). Asi uygulamasi insanlarda ciddi alerjik
reaksiyonlara neden olmasindan dolayr canli as1 uygulamasi kullanilmamaktadir.

Fakat as1 ¢alismalar1 devam etmektedir (Tiirkgapar ve Kurt 2002).

Bu c¢alismada, B. melitensis ve B. abortus tiirlerinin biyotip seviyesindeki
identifikasyonunda kullanilan 4 ana testin (CO; ihtiyaci, H2S {iiretimi, boyalarin
(tiyonin ve bazik fuksin) varliginda tireme ve monospesifik A ve M antiserumlariyla

agliitinasyon) PZR sonuglari ile kargilagtirilmasi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg
2.1.1. Brucella suslarimin temini

Bu calismada Konya Egitim Arastirma Hastanesi’ne 2007-2014 yillar
arasinda yilikse ates, eklem ve bas agrisi, halsizlik, lenfadenopati gibi klinik
bulgularla enfeksiyon hastaliklar1 poliklinigine bagvuran 113 hastadan alinan kan
numunelerinden standart metodla izole edilen ve Brucella spp. olarak identifiye
edilen izolatlar caligmaya dahil edildi. Arastirmaya dahil edilen suglarin yillara gore

dagilimi gizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1: Arastirmaya dahil edilen suslarin yillara gére dagilimai.

Yillar Temin edilen Brucella ssp. suslari

2007 12
2008 16
2009 18
2010 16
2011 6

2012 13
2013 17
2014 15
Toplam 113

Izolatlar ¢aligmaya alimincaya kadar brain-heart infusion broth (BHI)
icerisinde buzdolabinda, -80°C’de bekletildi. Ornekler -80°C’den ¢ikartildiktan sonra
BHI’dan %35 defibrine koyun kanli agara ¢ift olarak pasajlandi. Birinci ekimler
37°C’de, %5 CO; ‘li ortamda, ikinci ekimler 37°C’de 48’er saat inkiibasyonda

tutuldu ve inkiibasyon sonrasi koloniler incelenmeye alindi.
2.1.2. Standart Brucella Suslar:

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi kiiltiir koleksiyonundan 2 adet B.

melitensis ve 1 adet B. abortus referans sus temin edildi.
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2.1.3. Besiyerleri

Calismada kullanilan besi yerleri, soliisyon ve boyalar {iretici firmalar
tarafindan onerilen yontemlerle hazirlandi. Besiyerlerinin pH’s1 ayarlandiktan sonra

otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilize edildi.
2.1.3.1. Serum Dekstroz Agar (SDA)

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B) hazirlanip otoklav edildikten
sonra 56°C’ye sogutulup 950 mililitresine, milipor filtre ile sterilize edilmis % 20

dekstroz igeren Horse Serum (Oxoid, SR0035C) stok soliisyonundan 50 ml eklendi
(Alton ve ark 1988, OIE 2004).

2.1.3.2. Brucella selektif besiyeri

SDA’a Brucella selektif suplement (Oxoid, SR0083A) ilave edilerek
hazirland1 (Alton ve ark 1998).

2.1.3.3. Thionin ve bazik fuksinli besiyerleri

Distile su ile tiyonin (Sigma, T3387) ve bazik fuksinden (Sigma, B0904) % 1
lik stok soliisyonlar hazirland1 ve kaynar suda 1 saat tutuldu. Otoklav edilmis 1000’er
ml TSA’lara tiyonin ve bazik fuksin stok boya soliisyonlarindan 2’ser ml (20pg/ml)
ilave edilerek 1/50000 konsantrasyonunda tiyonin veya bazik fuksin igeren

besiyerleri hazirlandi. (Alton ve ark 1998).

2.1.3.4. Diger besiyerleri

Calismanin ¢esitli sathalarinda Blood Agar Base (Oxoid, CM0271B),
Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B), Mueller-Hinton Agar (Oxoid,
CMO337), Simon Sitrat Agar (Oxoid, CM0155), Nutrient Broth (NB) (Oxoid,
CMO0001B), Siilfid-indol-Motilite Agar (SIM) (Oxoid, CM 01435), MacConkey
Agar (Oxoid, CM0007B) ve Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid, CM0225B)
kullanildi.
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2.1.4. Pozitif Serum

Suslarin Brucella ssp. dogrulamasi igin 1/160 titrede Pozitif Serum ile lam
agliitinasyon testi uygulandi. Calismada kullanilan Pozitif Serum, Brusella pozitif

hayvan serumlarindan elde edildi.
2.1.5. Katalaz Ayiraci
H20; 2 ml (% 3’lik)
H.0 8 ml
2.1.6. Kursun - Asetat Ayiraci
Distile su 50 ml
Kursun asetat 10 gr
Stizgeg¢ kagidi 7mm X 5 cm ebatlarinda

Kursun asetatdan 10 gr tartilarak 50 ml su igerisinde kaynatilarak eritildi.
Hazirlanan siizge¢ kagidi erigik haldeki kursun asetat igerisine konularak petri

kutularinin igerisinde etiivde kurutuldu (Bilgehan 2002).
2.1.7. Ureaz Testi (Christensen’s Metodu)

Ure %39’luk (Oxo0id-SR020K) soliisyon halinde hazirlanarak filtre yontemi

ile steril edildi ve steril cam tiiplere 5’er cc dagitildi.
2.1.8. Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)

Oksidaz testi i¢in Identification Sticks Oxidase (Oxoid BR64A) hazir stripleri
kullanilda.

2.1.9. Kristal Violet Soliisyonu

Kristal violetin (Sigma, C3886) 2 grami 20 ml absolut etanolde ve 0,8 gram
amonyum oksalat 80 ml distile suda ¢o6zdiiriildiikten sonra her iki soliisyon

karistirildi ve stok soliisyon elde edildi. Stok boya soliisyonu distile su ile 1:40

47



oraninda sulandirilip smooth kolonilerin belirlenmesinde kullanildi (Alton ve ark

1988).
2.1.10. Brucella Antiserumlari

Poliklonal Brucella antiserumu ile A ve M monospesifik antiserumlar Pendik

Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinden temin edildi.
2.1.11. Akriflavin Soliisyonu

Notral akriflavinin (Sigma, A8126) distile suda 1/1000’lik diliisyonu her test
icin giinliik olarak hazirland1 (Alton ve ark 1988).

2.1.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Testi
2.1.12.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda Promega DNA Purification Kiti (Lot# 210462)
kullanilda.

2.1.12.2. DNA amplifikasyonu’nda kullanilan malzemeler
2.1.12.2.A. Thermal cycler

Ependorf (Mastercycler gradient 5331 000.010, Germany) marka thermal
cycler kullanildu.

2.1.12.2.B. Primerler

Primer olarak, sadece Burucella tiirlerinde bulunan, tekrarlayan genetik
element IS711’in gen bolgesine yonelik secilen, B. melitensis spesifik (5’-AAA TCG
CGT CCT TGC TGG TCT GA-3’), IS711 spesifik (5°>-TGC CGA TCA CTT AAG
GGC CTT CAT-3’) ve B. abortus spesifik (5’-GAC GAA CGG AAT TTT TCC
AAT CCC-3’) oligoniikleotid primerleri (Bricker ve Halling 1994) sentezlettirildi
(IDT). 100.M’lik Primerler 1/4 oraninda sulandirilarak 1uM konsantrasyonunda
kullanildi.

2.1.12.2.C.Master Mix

Master Mix (Solis BioDyne 2X FIREPol) kullanildi.
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2.1.12.2.D. Film
Bio-Rad Gel Doc (Model #2000) goriintiileme sistemi kullanildi.
2.1.12.2.E. Marker

Fermentas GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Cat#SMO0321) 0.5 pl
kullanildi.

2.1.12.2.F. Pozitif ve negatif kontrol

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi kiiltiir kolleksiyonundan temin edilen
2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus referans suslarina DNA ekstraksiyon islemi
uygulandi ve PZR’a tabi tutuldu. Elde edilen PZR iirlinii pozitif kontrol olarak

kullanild1. Steril ultra saf su ise negatif kontrol olarak kullanildu.
2.1.12.2.G. Agaroz jel elektroforezi icin gerekli ¢cozeltiler
1) Tris asetat (TBE) tamponu (10X)

Tris base 60.5¢g

Borik asit 30.85¢

NaZ2EDTA.2H20 3.72¢

H20O (Distile su) 1 L’ye tamamlanda.

Kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi.

2) Agaroz gel (%1.5) (w/v)

Agaroz 39 (W)

TBE 200 ml

3) Etidyum bromiir stok soliisyonu (10mg/ml)

Etidyum Bromiir 20 mg

Distile Su 1.98 ml
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Karanlikta muhafaza edildi ve stok soliisyon agaroz jele 0.5 pg/ml oraninda

katildu.
4) Yiikleme tamponu
6X Loading dye solution (MBI Fermentas, R0411)

Orneklerin jele yiiklenmesi igin 42 gdze sahip (20x0.1x8) taraklarda: 1,4 pl
(6x) yiikleme tamponu ile 6 pl PZR iirtinii kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Etken Izolasyonu

Konya Egitim Aragtirma Hastanesi’'nden bifazik hemokiltiir sigesinde
stoklanan suslarin ekimleri Brucella Selektif Besiyeri, MacConkey ve % 5 koyun
kan1 iceren Kanli Agara derhal yapildi. Tiim ornekler ikiser besiyerine ekildi ve
petrilerin yarisi aerobik atmosfer ortamina kalan yarisi ise % 5-10 CO, ihtiva eden
mikroaerofilik etiive kaldirilarak 37°C de 8-10 giin inkiibe edildi. Koloni olusumu
giinliik olarak kontrol edildi. Ayrica kontrol amag¢lh kullanilan standart suslarin
Brucella Selektif Besiyerine ekimleri de ayni sekilde gergeklestirildi (Alton ve ark
1988, Arda ve ark 1997).

2.2.2. Suslarin Identifikasyonu
2.2.2.1. Gram Boyama

Ureme goriilen petri kutularinda tipik 1-2 mm capindaki Brucella kolonileri
secilerek Gram yontemi ile boyandi. Karakteristik Gram negatif kokobasil ya da kisa
basil sekillerini gosteren koloniler BHIB’a ekilerek daha sonra biyokimyasal testler

ve molekiiler tekniklerin yapilmasinda kullanildi (Alton ve ark 1988).
2.2.2.2. Katalaz,iireaz ve oksidaz testleri

Gram negatif basillere katalaz, iireaz ve oksidaz testleri uygulandi (Alton ve
ark 1988).
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2.2.2.3. Brucella Antiserumu

Karakteristik Gram negatif kokobasil ya da kisa basil sekillerini gosteren,
Oksidaz, Katalaz, Ureaz pozitif olan suslara Brucella antiserumu ile agliitinasyon

testi uygulandi (Alton ve ark 1988).
2.2.2.4. Koloni morfolojisi

Izolatlarin koloni morfolojilerini belirlemek icin, kristal violet soliisyonu
petrideki kolonilerin iizerine 10-15 saniye damlatildi. Daha sonra boya pastor pipeti
ile uzaklastirildi ve koloniler hemen bir el mercegi ile muayene edildi. Boya almayan

koloniler S, kirmizimsi gélgeli boyananlar ise R koloni olarak degerlendirildi.

Ayni amagla, taze hazirlanmis noétral akriflavinden lam tizerine bir damla
alinip, birka¢ koloni ile siispansiyon saglandi ve smooth koloniler homojen bir

slispansiyon olusturdular. (Alton ve ark 1988).

Ayrica, koloni morfolojisi belirlenen izolatlara indol ve Voges-Proskauer

testleri uygulandi (Alton ve ark 1988, Arda 2000).
2.2.3. Tiir ve Biyotip Tanisinda Kullanilan Yontemler
2.2.3.1. Uremede serum gereksinimi

Brucella izolatlari, serum ihtiva eden SDA ve serum igermeyen TSA’a ekim
yapildi ve petriler % 5-10 CO, igeren etiive kaldirildi. Petriler 37°C de 2-3 giin
inkiibe edilip tiremeler karsilastirildi (Alton ve ark 1988).

2.2.3.2. Uremede karbondioksit (CO,) ihtiyaci

Brucella izolatlari, 1’er ml Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) igerisinde yogun bir
sekilde siispanse edildi. Siispansiyonlardan ikiser adet yatik TSA tiiplerine ekim
yapildi ve tiiplerden birisi normal etiive, digeri % 5-10 CO; igeren etiive kaldirildi.

Tiipler 37°C de 2-3 giin inkiibe edilip iiremeler karsilastirildi (Alton ve ark 1988).
2.2.3.3. Hidrojen sulfid (H,S) iiretimi

Taze kiiltiirlerden TSA igeren yatik tiiplere ekim yapildiktan sonra % 10’luk

notral kursun asetat emdirilmis filtre kagitlar1 besiyerlerine degmeyecek sekilde
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tiiplere yerlestirildi ve 37°C de 2-7 giin inkiibasyona birakildi. Kursun asetat kagitlari
giinliik degistirildi. Kagidin renginin siyaha doniismesi pozitif olarak kabul edildi
(Alton ve ark 1988).

2.2.3.4. Thionin varhginda iireme

Kiiltiirlerin siispansiyonlari, 1 ml steril FTS igerisinde esit yogunluklarda
hazirlandi. Steril 6ze ile bakteriyel siispansiyonlar 1/50000 konsantrasyonunda
tiyonin igeren her bir petride 6 6rnek olacak sekilde ¢izgi ekim yapildi. Kontrol
petrisi olarak TSA kullanildi ve ona da ayni sekilde ekim yapildi. Petriler etiive
kaldirilarak 37 °C de 3-4 giin inkiibe edildi ve siirenin sonunda kolonilerin varlig

kontrol edildi (Alton ve ark 1988).
2.2.3.5. Fuksin varhginda iireme

Kiiltlirlerin stispansiyonlarr, 1 ml steril FTS igerisinde esit yogunluklarda
hazirlandi. Steril 6ze ile bakteriyel siispansiyonlar 1/50000 konsantrasyonunda fuksin
iceren her bir petride 6 Ornek olacak sekilde ¢izgi ekim yapildi. Petriler etiive
kaldirilarak 37°C de 3-4 giin inkiibe edildi ve siirenin sonunda kolonilerin varligi

kontrol edildi (Alton ve ark 1988).
2.2.3.6. Monospesifik anti-serumlar ile agliitinasyon

Test edilecek her bir susdan, FTS ile esit yogunlukta 1-2 ml’lik bakteri
stispansiyonu hazirlandi. Siispansiyonlar 65°C’lik sicak su banyosunda 1 saat
tutularak inaktive edildi. Petri icine yerlestirilmis bir lama A ve M serum
diliisyonlarindan birer damla damlatildi. Her seruma birer damla bakteri
siispansiyonundan damlatilip karistirildi. Serumlarin 1 dakika icinde agliitinasyon

vermesi pozitif olarak degerlendirildi (Alton ve ark 1988).
2.2.3.7. Biyotiplendirme

Izolatlarin biyotip diizeyinde ki smiflandirmalari biyokimyasal test sonuglar

ve PZR sonuglarinin karsilagilastirilmasi ile yapildi.
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2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Metotlari
2.2.4.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda ticari DNA purifikasyun kiti (Promega DNA
Purification Kiti Lot# 210462)iiretici firmanin belirttigi sekilde kullanildi. Sivi
besiyerinde tretilmis bakteri kiiltiirii 7500 rpm’de 10 dakika satrifiij edildi ve list
kisim atilarak pelet tizerine 600 ul Nuclei Lysis soliisyonu ilave edilip 80 °C’de 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 pl RNAaz enzimi ilave edilerek 37
°C’de 1 saat daha inkiibe edildi. Siispansiyon {izerine 200 ul Protein Presipitasyon
Soliisyonu eklenerek 20 saniye vorteks yapildi, 5 dakika kirik buz iizerinde
bekletildi. 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Ustteki akoz kisim yeni bir tiipe
alinip tlizerine 600 ul oda 1sisinda izopropanol eklendi, yavasca tiipler 1-2 dakika
karistirilip 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Ust kisim dikkatlice dokiildiikten
sonra 20 dakika tiipler kurumaya birakildi. Pelet tizerine 600 pl % 70 soguk etanol
ilave edilip 20’ser kez tiipler alt-iist edildi. 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapildu.
Ust kisim dikkatlice dokiildii, 30 dakika siire ile tiipler kurutuldu. Uzerine 100 ul
DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklenerek 65 °C’de 1 saat inkiibe edilerek DNA’lar
elde edildi.

2.2.4.2. Ekstraksiyonu yapilan DNA’larin absorbans tayini

Ekstraksiyonu yapilan DNA oOrneklerinin  saflik ve miktar tayinlerini
hesaplamak i¢in 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda optik dansiteleri (OD)
spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131, Germany) kullanilarak saptandi. Distile
su blank olarak kullanildi. 5 pl eksrakte edilen DNA 6rnegi distile su ile 100 pl’ye
tamamlandi ve 260 nm (OD260) ve 280 nm (OD280)’de Ol¢limleri yapildi. DNA

orneklerinin konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden elde edildi.

OD260 ve OD280 degerlerine gore hesaplanan DNA miktarlar1 birbiri ile
oranlanarak (OD260 / OD280), bu oranin 1,8-2,0 arasinda bulunanlar PZR’da
kullanildi.

2.2.4.3. PZR ile DNA amplifikasyonu

Her bir PZR tiip igeriginde amplifikasyon icin toplam 20 pl olacak sekilde
oligoniikleotid primerlerinden toplam 1,2 ul (IS711 1 pl, B. melitensis spesifik
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primer 0,1 pl ve B. abortus spesifik primer 0,1 pl), Master Mix 10 pl, steril nuclease-
free su 3,8 ul ve 5 pl DNA kullanilarak hazirlandi. Bu karisim 1s1 dongii cihazinda,
95°C ‘de 3 dakika 6n denatiirasyondan sonra her dongiisii 95 °C’de 2 dakika, 55.5°C
de 2 dakika ve 72°C ‘de 2 dakikalik adimlardan olusan 35 dongiiliik bir reaksiyon ile
cogaltildi. Son uzatma olarak DNA’lar 72 °C’de 4 dakika tutuldu (Bricker ve Halling
1994).

PZR iriinleri 0.5 pg/ml etidyum bromid ve % 1,5’lik agaroz jelde
elektroforez uygulandi. Marker olarak 100 bp’lik olusturan marker kullanildi. 731 bp
biiyiikliigiindeki bantlar B. melitensis, 500 bp biiylikliigiindeki bantlar B. abortus
pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak B. melitensis Rev-1, B. abortus
suslarinin DNA ekstraksiyonlar1 kullanildi. Negatif kontrol olarak steril ultra saf su

kullanildi (Bricker ve Halling 1994).
2.2.5. Istatistik

Bu calismada, istatistiksel analizler SPSS 15 istatistik paket programi
kullanildi. Sensitivite (Duyarlilik), Spesifite (Ozgiilliik), Pozitif Prediktif Deger,
Negatif Prediktif Deger ve Test gecerliligi analizleri yapildi. Kullanilan testlerin
duyarlilik ve 6zgiilliikleri PZR referans sonug kabul edilerek hesaplandi.

2.2.6. Etik Kurul Karan

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 18.02.2014 tarih ve
2014/4 sayili etik kurul karar1 alinmustir.
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3. BULGULAR
3.1. Brucella Suslarinin izolasyonu

Konya Egitim Arastima Hastanesi’'nden temin edilen izolatlarin ekim sonuglari 48-

72 saat sonunda degerlendirildi. Numunelerin tamaminda tireme gozlendi (Sekil:3.1).

Sekil 3.1: Selektif Brucella Agarda tireme.

Serum ihtiva eden SDA ve serum igermeyen TSA’ya yapilan ekim sonuglart 72
saat sonra her iki ortamda da biitiin suslarda iireme gozlendi. Suslara gram boyama
uygulandi. 113 sus da gram negatif kokobasil olarak gézlendi. SUVF stok suslarmdan
temin edilen 2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus suslari da iireme ve gram boyama
sonuglart yoniinden degerlendirildi. Biitiin suslar katalaz ve oksidaz yoniinden pozitif

olarak degerlendirildi. Hemoliz, hareket ve indol negatif olarak degerlendirildi (Sekil:3.2).

| mn

Sekil 3.2: Hareket muayenesi.
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3.2. Brucella izolatlarinin Tiir ve Biyotip Test Sonuclar
3.2.1. CO, Gereksinimi ve H,S Uretimi

Ekim yapilan yatik SDA tiiplerinden 113 izolat % 5-10 CO;’li etiivde tireme
gosterdi; 91 izolat aerobik ortamda lireme gosterirken 22 adet izolat aerobik ortamda
tiremedi (Cizelge:3.1). SUVF stoklarindan alian 3 adet sus her iki ortamda da iireme

gosterdi.

Cizelge 3.1: CO;’li ortamda lireme sonuglari.

Gergek Test
— Toplam
B. melitensis (+) B. abortus (-)
B. melitensis (+) 91 0 91
B. abortus (-) 3 19 22
Toplam 94 19 113

Toplam izolatlarin 19 tanesinde 4 giiniin sonunda H,S iiretimi gozlenirken
diger 94 izolatta H,S iiretimi gozlenmedi (Cizelge 3.2). SUVF stoklarindan alinan B.

abortus H,S iiretimi gosterdi.

Cizelge 3.2: H,S iiretimi sonuglari

Gergek Test
— Toplam
B. melitensis (+) B. abortus (-)
B. melitensis (+) 94 0 94
B. abortus (-) 0 19 19
Toplam 94 19 113
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Sekil 3.3: SDA’da lireme ve H,S {iretimi.

3.2.2. Koloni Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

Brucella izolatlarinin tamami koloni morfolojisi yoniinden smooth koloni

olarak degerlendirildi (Cizelge:3.6).

Sekil 3.4:Koloni morfolojisi incelenmesi.

3.2.3. Tiyonin i¢eren Besi Yerinde Ureme

Tiyonin (1/50 000) igeren besi yerlerine yapilan ekimlerden 97 adet sus ve 1
adet SUVF B. melitensis susunda iireme gozlenirken, diger 16 sus ve SUVF B.

melitensis ve B. abortus suslarinda tireme gozlenmedi (Cizelge:3.3).

57



Cizelge 3.3: Tiyonin igeren besi yerinde iireme verileri

Gergek Test
B. melitensis (+) B. abortus (-)
B. melitensis (+) 94 3
B. abortus (-) 0 16
Toplam 94 19

Toplam

97
16
113

Sekil 3.5: Tiyonin igeren besi yerinde lireme.

3.2.4. Fuksin Iceren Besi Yerinde Ureme

Fuksin (1/50 000) iceren besi yerine yapilan ekimlerden 81692, 47915,
69370, 7823, 11559, 5648, 61713 protokol numarali numuneler disindaki biitiin

numunelerde ve SUVF 2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus suslarinda iireme

gozlendi (Cizelge:3.7).
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Sekil 3.6: Fuksin’li besiyerinde iireme.

3.2.5. Ureaz Test Sonuglar

113 numune ve 3 adet kontron susu iireaz pozitif olarak degerlendirildi. Ureaz

aktivite saatleri degiskenlik gosterdi (Cizelge:3.4).

Cizelge 3.4: Ureaz aktivitesi 1-2 saat aras1 B. abortus olarak degerlendirildi.

Gergek Test
—— Toplam
B. abortus (-) B. melitensis (+)
B. abortus (-) 19 21 40
B. abortus haricindeki(+) 0 73 73
Toplam 19 94 113

Sekil 3.7: Ureaz ve indol test sonuglari.
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3.2.6. Streptomycin Duyarhhg:

Streptomycin duyarliliklarinda zone gaplari farkliliklar gostermekle beraber
(Cizelge:3.6) 113 izolatin tamamu streptomycine duyarli olarak tesbit edildi. SUVF
suglarindan 1 adet B. melitensis direngli iken diger iki susun duyarli oldugu tesbit
edildi.

Sekil 3.8: Antibiyogram iireme.

3.2.7. A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Agliitinasyon Test Sonuclari

Anti-A serumu ile 31975, 3125806, 27461, 46579, 11678, 30683, 30950,
12180, 66122, 72145, 4972, 61820, 1827 protokol numarali suslar; Anti-M serumu
ile 71625, 7741, 7823, 11891, 11691, 70256, 11559, 5648, 19886, 70453, 34567,
496781, 28781, 11538, 67549, 61713, 969, 173, 23468 protokol numarali suslar
negatif diger suslar pozitif olarak degerlendirildi (Cizelge:3.7).

3.2.8. PZR sonuclar

Toplam 113 adet Brucella izolat;, SUVF 2 adet B. melitensis ve SUVF 1 adet
B. abortus referans suslarmin IS711, B. melitensis ve B. abortus spesifik primerleri
ile yapilan PZR sonucunda numuneler agoroz jel elektroforezinde degerlendirildi.
731bp diizeyinde goriintii veren 96 numune B. melitensis; 500bp diizeyinde goriintii
veren 20 numune B. abortus olarak belirlendi (Cizelge:3.5).
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Cizelge 3.5: Yillara gore dagilim ve yiizdeleri.

Yillar B. melitensis % B. abortus %
2007 9 75 3 25
2008 11 68,75 5 31,25
2009 16 88,89 2 11,11
2010 15 93,75 1 6,25
2011 4 66,66 2 33,34
2012 11 84,62 2 15,38
2013 14 82,35 3 17,65
2014 14 93,33 1 6,67

3.2.9. Biyotiplendirme

Biyotiplendirme icin PZR sonuclar1 ile biyokimyasal test sonuglarinin
degerlendirilmesi ortak olarak yapildi. PZR sonuglarina goére B. melitensis olarak
degerlendirilen 94 tane izolatin Anti-A ve Anti-M serumlart ile agliitinasyon test
sonuclar1 degerlendirildi. 7, 9, 19, 31, 42, 49, 54, 55, 66, 77, 84, 90 sira numarali test
izolatlar1 (biyotip 1) sadece M anti-serumu ile agliitinasyon gosteririken diger
izolatlar (biyotip 3) her iki anti-serum ile de agliitinasyon gostermistir. Sonug olarak
94 tane B. melitensis izolatinin 12 tanesinin biyotip 1 ve 82 tanesinin biyotip 3

oldugu belirlendi.

PZR sonuglarma gore B. abortus olarak belirlenen 19 tane izolatin
biyotiplendirilmesinde ise CO; gereksinimi, H,S olusumu, boyalarda iireme ve Anti-
A ve Anti-M serumlari ile agliitinasyon test sonuglar1 ortak olarak degerlendirildi.
[zolatlar1 hepsinin de ilk izolasyonda CO, ihtiyac1 gdstermelerinden dolay: biyotip 5,
6, 7 ekarte edildi. izolatlarm hepsinde H,S iiretimi gdzlenmesinden dolay: biyotip 5
ve 8 ekarte edildi. Izolatlarin tamam1 Anti-A anti-serumu ile agliitinasyon gosterdigi
i¢in biyotip 4, 5, 8 ve 9 ekarte edildi. Boya varliginda lireme sonuglarina gore 95, 96,
98, 99, 100, 103, 104, 105, 109, 111, 112 ve 113 sira numarali izolatlar (biyotip 1)
sadece Fuksin varliginda iireme gosterdi; 97, 101, 102, 110 sira numarali izolatlar
(biyotip 2) her iki boya varliginda da lireme gostermedi ve 106, 107, 108 sira
numarali izolatlar (biyotip 3) her iki boya varliginda da tireme gdsterdi. Sonug olarak
19 tane B. abortus izolatinin 12 tanesinin biyotip 1, 4 tanesinin biyotip 2 ve 3

tanesinin biyotip 3 oldugu belirlendi.
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Sekil 3.9: Agoroz jel elektroforezi goriintiileri, A-B: B. melitensis C: B. abortus




Cizelge 3.6: Brucella izolatlariin biyokimyasal test sonuglari.

r?(; Yillar T\Iré (;;3: Koln.  Oksdz.  Katlz. E;:t/ Harkt.  Hemlz. in‘dl AAngt;lsle
1 2014 81690 - S + + 4 - - - +
2 2014 81692 - S + + 4 - - - +
3 2010 34023 - S + + 4 - - - +
4 2014 83477 - S + + 8 - - - +
5 2013 70726 - S + + 24 - - - +
6 2014 87800 - S + + 24 - - - +
7 2009 27461 - S + + 1 - - - +
8 2013 72855 - S + + 4 - - - +
9 2011 46579 - S + + 8 - - - +
10 2014 83477 - S + + 8 - - - +
11 2010 30767 - S + + 24 - - - +
12 2013 74076 - S + + 2 - - - +
13 2009 28693 - S + + 24 - - - +
14 2013 73393 - S + + 1,5 - - - +
15 2008 14472 - S + + 24 - - - +
16 2008 12188 - S + + 24 - - - +
17 2009 27437 - S + + 1 - - - +
18 2008 11549 - S + + 1 - - - +
19 2008 11678 - S + + 4 - - - +
20 2007 4972 - S + + 8 - - - +
21 2013 72856 - S + + 8 - - - +
22 2013 72145 - S + + 8 - - - +
23 2009 20266 - S + + 2 - - - +
24 2014 81775 - S + + 2 - - - +
25 2013 74077 - S + + 24 - - - +
26 2009 26490 - S + + 24 - - - +
27 2010 33949 - S + + 24 - - - +
28 2013 72855 - S + + 8 - - - +
29 2008 11678 - S + + 8 - - - +
30 2009 26492 - S + + 1 - - - +
31 2010 30683 - S + + 1,5 - - - +
32 2009 25159 - S + + 1 - - - +
33 2007 1575 - S + + 1 - - - +
34 2014 81795 - S + + 4 - - - +
35 2010 31749 - S + + 8 - - - +
36 2009 20260 - S + + 8 - - - +
37 2011 46379 - S + + 24 - - - +
38 2010 31767 - S + + 24 - - - +
39 2008 16961 - S + + 24 - - - +
40 2007 7729 - S + + 24 - - - +
41 2009 27435 - S + + 24 - - - +
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Cizelge 3.6: (Devam) Brucella izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari.

S. Yillar Prt. Gram Koln.  Oksdz. Katlz. Ure/  Harkt. Hemlz. indl  Antise.
no No boya saat . Aglii.
42 2010 33950 - S + + 8 - - - +
43 2014 83470 - S + + 24 - - - +
44 2010 32241 - S + + 1 - - - +
45 2008 11672 - S + + 1,5 - - - +
46 2009 26492 - S + + 24 - - - +
47 2013 74177 - S + + 8 - - - +
48 2008 14475 - S + + 2 - - - +
49 2008 12180 - S + + 8 - - - +
50 2009 25492 - S + + 8 - - - +
51 2012 67918 - S + + 1 - - - +
52 2012 67855 - S + + 4 - - - +
53 2007 602 - S + + 4 - - - +
54 2012 66122 - S + + 2 - - - +
55 2013 72145 - S + + 8 - - - +
56 2013 73393 - S + + 24 - - - +
57 2012 55298 - S + + 2 - - - +
58 2010 33399 - S + + 24 - - - +
59 2012 56601 - S + + 24 - - - +
60 2007 4972 - S + + 1,5 - - - +
61 2014 83472 - S + + 8 - - - +
62 2014 87800 - S + + 4 - - - +
63 2014 81692 - S + + 4 - - - +
64 2012 69913 - S + + 8 - - - +
65 2012 55108 - S + + 8 - - - +
66 2012 61820 - S + + 24 - - - +
67 2013 70450 - S + + 24 - - - +
68 2012 69924 - S + + 24 - - - +
69 2011 47915 - S + + 4 - - - +
70 2014 81818 - S + + 24 - - - +
71 2013 70265 - S + + 24 - - - +
72 2012 69370 - S + + 8 - - - +
73 2012 67490 - S + + - - - +
74 2010 31975 - S + + 1,5 - - - +
75 2007 317 - S + + 24 - - - +
76 2007 1821 - S + + 24 - - - +
77 2007 1827 - S + + 8 - - - +
78 2007 1913 - S + + 4 - - - +
79 2013 72855 - S + + 4 - - - +
80 2008 17239 - S + + 4 - - - +
81 2009 23467 - S + + 24 - - - +
82 2008 17239 - S + + - - - +
83 2009 21309 - S + + - - - +
84 2010 31975 - S + + - - - +
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Cizelge 3.6: (Devam) Brucella izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari.

r?(; Yillar T\Iré i:;? Koln. Oksdz.  Katlz. ?;:t/ Harkt.  Hemlz. in.dl A:gt;lsle
85 2009 21307 - S + + 4 - - - +
86 2009 24346 - S + + 24 - - - +
87 2010 31978 - S + + 4 - - - +
88 2009 26938 - S + + 2 - - - +
89 2014 5517487 - S + + 15 - - - +
90 2014 3125806 - S + + 24 - - - +
91 2010 38666 - S + + 24 - - - +
92 2011 497118 - S + + 24 - - - +
93 2010 32802 - S + + 8 - - - +
94 2010 34364 - S + + 24 - - - +
95 2013 71623 - S + + 1 - - - +
96 2009 7741 - S + + 1 - - - +
97 2008 7823 - S + + 1 - - - +
98 2008 11891 - S + + 15 - - - +
99 2008 11691 - S + + 2 - - - +
100 2013 70256 - S + + 15 - - - +
101 2008 11559 - S + + 2 - - - +
102 2007 5648 - S + + 2 - - - +
103 2011 19886 - S + + 2 - - - +
104 2013 70453 - S + + 1 - - - +
105 2010 34567 - S + + 1 - - - +
106 2014 496781 - S + + 1 - - - +
107 2011 28781 - S + + 15 - - - +
108 2008 11538 - S + + 15 - - - +
109 2012 67549 - S + + 15 - - - +
110 2012 61713 - S + + 2 - - - +
111 2007 969 - S + + 2 - - - +
112 2007 173 - S + + 1 - - - +
113 2009 23468 - S + + 1 - - - +
a SUVF B.mel - s + + 4 - - - +
b SUVF B.mel - s + + 8 - - - +
¢ SUVF B.abort. - s + + 1 - - ; +

Simgeler: a: B.melitensis, b: B.melitensis, c:B.abortus
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Cizelge 3.7: Brucella izolatlarinin tiir test sonuglari.

Sira Thionin’de Fuksin’de  CO, H,S Streptomycin  Anti-A  Anti-M  Serum

No Ureme Ureme ihtiyaci Uretimi Duyarhihg  Agliitin. Agliitin. Gereks.
1 + + - - 14 + + -
2 + + - - 14 + + -
3 + + - - 17 + + -
4 + + - - 17 + + -
5 + + - - 17 + + -
6 + + - - 23 + + -
7 + + - - 20 - + -
8 + + - - 16 + + -
9 + + - - 17 - + -

10 + + - - 17 + + -

11 + + - - 19 + + -

12 + + - - 14 + + -

13 + + - - 17 + + -

14 + + - - 15 + + -

15 + + - - 16 + + -

16 + + + - 17 + + -

17 + + - - 20 + + -

18 + + - - 16 + + -

19 + + - - 21 - + -

20 + + - - 18 + + -

21 + + - - 16 + + -

22 + + - - 18 + + -

23 + + - - 12 + + -

24 + + - - 20 + + -

25 + + - - 25 + + -

26 + + - - 20 + + -

27 + + - - 20 + + -

28 + + - - 20 + + -

29 + + - - 17 + + -

30 + + - - 22 + + -

31 + + - - 22 - + -

32 + + - - 23 + + -

33 + + - - 20 + + -

34 + + - - 20 + + -

35 + + - - 21 + + -

36 + + - - 20 + + -

37 + + - - 16 + + -

38 + + - - 19 + + -

39 + + - - 23 + + -

40 + + - - 17 + + -

41 + + - - 20 + + -
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Cizelge 3.7: (Devam) Brucella izolatlarimin tiir test sonuglari.

Sira Thionin’de Fuksin’de CO, H,S Streptomycin  Anti-A  Anti-M  Serum

No Ureme Ureme ihtiyaci Uretimi Duyarhihig  Agliitin. Agliitin. Gereks.
42 + + - - 19 - + -
43 + + - - 17 + + -
44 + + - - 14 + + -
45 + + - - 17 + + -
46 + + - - 19 + + -
47 + + - - 21 + + -
48 + + - - 17 + + -
49 + + + - 17 - + -
50 + + - - 20 + + -
51 + + - - 17 + + -
52 + + - - 15 + + -
53 + + - - 21 + + -
54 + + - - 16 - + -
55 + + - - 17 - + -
56 + + - - 16 + + -
57 + + - - 20 + + -
58 + + - - 23 + + -
59 + + - - 14 + + -
60 + + - - 20 + + -
61 + + - - 21 + + -
62 + + - - 18 + + -
63 + - - - 17 + + -
64 + + - - 20 + + -
65 + + - - 17 + + -
66 + + - - 22 - + -
67 + + - - 24 + + -
68 + + - - 17 + + -
69 + - - - 16 + + -
70 + + - - 12 + + -
71 + + - - 17 + + -
72 + - - - 18 + + -
73 + + - - 20 + + -
74 + + - - 16 + + -
75 + + - - 23 + + -
76 + + - - 21 + + -
77 + + - - 17 - + -
78 + + - - 18 + + -
79 + + - - 18 + + -
80 + + - - 19 + + -
81 + + - - 18 + + -
82 + + - - 20 + + -
83 + + - - 17 + + -
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Cizelge 3.7: (Devam) Brucella izolatlarimin tiir test sonuglari.

Sira Thionin’de Fuksin’de CcoO, H,S Streptomycin  Anti-A  Anti-M  Serum

No Ureme Ureme  ihtiyacn Uretimi  Duyarhign  Agliitin. Agliitin. Gereks.
84 + + + - 18 - + -
85 + + - - 18 + + -
86 + + - - 21 + + -
87 + + - - 17 + + ]
88 + + - - 12 + + -
89 + + - - 20 + + -
90 + + - - 18 - + -
91 + + - - 16 + + -
92 + + - - 18 + + -
93 + + - - 19 + + -
94 + + - - 18 + + -
95 - + + + 18 + - -
96 - + + + 17 + - -
97 - - + + 19 + - -
98 - + + + 21 + - -
99 - + + + 18 + - -
100 - + + + 20 + - -
101 - - + + 20 + - -
102 - - + + 18 + - -
103 - + + + 18 + - -
104 - + + + 19 + - -
105 - + + + 18 + - -
106 + + + 17 + - -
107 + + + 20 + - -
108 + + + 21 + - -
109 - + + + 17 + - -
110 - - + + 16 + - -
111 - + + + 18 + - -
112 - + + + 19 + - -
113 - + + + 21 + - -
- + - - 10 - + -
+ + - - 16 + + -
C - + - + 21 + - -

PZR sonuglarina gore 1-94 sira numarali suslar B. melitensis, 95-113 sira numarali
suslar ise B. abortus olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA

Insan ve hayvan sagligma cesitli zararlari nedeni ile brusellozun iilkelere
ekonomik kayiplar1 biiyliktiir. Brusellozis FAO, WHO, OIE brusellozu diinyada
goriilen en yaygiz zoonoz hastalik olarak kabul etmislerdir (Yurtalan 1999).
Bruselloz, diinya genelinde ve Tiirkiye’de enfeksiyoz bir hastalik olarak 6nemlibir
yere sahiptir. Sigirlarda ve koyunlarda atiklara, kisirlik ve siit iiretiminde azalmalara
neden olmasindan dolay1 biiyiik ekonomik kayiplara sebep olan bu hastalik insanlara
da bulasarak halk saglig1 ve hayvan saglig1 yoniinden tehlike olusturmaktadir (Stimer
ve ark 2003). Ozellikle B. melitensis infeksiyonlarinin oldukga sorunlu ve karmasik
durumda oldugu degerlendirilmektedir. Bunun nedeni uygulanan B. abortus S19
astlarmin B. melitensis infeksiyonlarina karsi koruyucu etkili olmamasi ve B.
melitensis Rev-1 asilarinin  da  sigirlarda  kullaniminin ~ sonuglarinin =~ ve
degerlendirilmesinin tam anlamiyla bilinmemesi oldugu bildirilmektedir. Rev-1 asisi
ile yapilan as1 uygulamalarma ragmen, diinya capinda insanlarda goriilen
Bruselloz’unun en onemli kaynagi B. melitensis’tir (Lopez-Merino, 1989). Bu
calismada 2007-2014 tarihleri arasinda Konya Egitim Arastirma Hastanesinde
Bruselloz tanis1 konulmus ve Brucella spp. izole edilen 113 susun 94 adedinin B.
melitensis (%83,19), 19 adedinin B. abortus (%16,81) oldugu bulundu. Yillara gére
B. melitensis dagilimina bakildiginda 2007 yilinda %75; 2008 yilinda %68,75; 2009
yilinda %88,89; 2010 yilinda %93,75; 2011 yilinda %66,66; 2012 yilinda %84,62;
2013 yilinda %82,35; 2014 yilinda %93,33 oldugu bulundu.

Brusellozis’de ortaya c¢ikan klinik belirtiler enfeksiyonun tanisinda yeterli
belirtiler vermez. Brusellozun kesin tanilanmasinda, bakterinin izolasyon ve
identifikasyonu ile molekiiler metotlar1 kapsayan direkt yontemler ve serolojik ve
alerjik testleri kapsayan indirekt yontemlerden yararlanilabilir (Erganis ve ark 1992,
Arda ve ark 1997). Hastaligin teshisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon
yontemi “altin standart” olarak goriilmektedir (Alton ve ark 1988).

B. melitensis, B. abortus ve B. suis tiirlerinin biyotip seviyesindeki fenotipe
dayali identifikasyonu 4 ana teste dayanmaktadir. Bu amacla kullanilan testler,
karbondioksit (CO2) ihtiyaci, hidrojen siilfid (H2S) iiretimi, boya (tiyonin ve bazik
fuksin) varliginda lireme ve monospesifik A ve M antiserumlari ile agliitinasyondur

(Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Corbel 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998).
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Brucella spp. gram olumsuz, sporsuz, hareketsiz ve Kirpiksizdir. Kiigiik
olmalarindan dolay1 molekiiler titresim hareketi nedeniyle yerlerinde titresim
goriintiisii  verirler (Braunien hareket). Ilk izolasyonlarinda smooth Koloniler
olusturduklart gozlenir. (Arda ve ark 1992, Baysal 1999, Yildirici 1999, Bilgehan
2000, Stimerkan 2002, Chu ve Weyant 2003). Katalaz ve oksidaz pozitiftirler. Sitrat,
Indol, Voges-Proskauer ve Metil Red testleri negatiftir (Arda ve ark 1997, Quinn ve
ark 2002). Inkiibasyonu takiben 48 saat sonrasinda yiizeyden kabarik, seffaf,
konveks, parlak yiizeyli smooth koloni yapisi gosterirler (Holt ve ark 1994). Smooth
koloni yapist bozulmus routh koloniler, monospesifik serum veya smooth Brucella
fajlar1 ile tiplendirilemezler. Bu nedenle tiplendirme kullanmak igin smooth
kolonilerin kullanilmas1 gerekmektedir (Alton ve ark 1988). Bu ¢alismada incelenen
tiim izolatlarin koloni morfolojileri, nétral akriflavin ile agliitinasyon ve kristal violet
ile boyama yontemleri ile test edildi ve izolatlarin tamaminin Smooth koloni oldugu
belirlendi. Ayrica biitiin 6rneklerin gram negatif, hareketsiz, indol negatif, katalaz

pozitif, oksidaz pozitif ve smooth koloni oldugu belirlendi.

Kiikiirt igeren aminoasitlerden H,S iiretimleri degisken olmasina karsin B.
melitensis’ler H,S negatiftir, B. abortus’lar pozitiftir (Buxton ve Fraser 1977, Alton
ve ark 1988, Koneman ve ark 1992). B. abortus, B. melitensis ve B. suis organik
kiikiirtlii bilesiklerden H,S olustururlar. B. suis 3 ila 5 giin icerisinde ve en fazla
miktarda, B. abortus 2 giinde ve orta miktarda, B. melitensis ise bir giinde ve en az
miktarda H,S firetir (Bilgehan 2000). Bazen H,S iiretimini kodlayan genlerde
olusacak mutasyonlar sonucu, bu test yoOniinden atipik suslar olusabilecegi
bildirilmektedir (Alton ve ark 1988). Bu calismada 113 numunenin 5 giinliikk
inkiibasyon sonrasi 94 adedinde HjS iiretimi gézlenmezken 19 adet susta H»S iiretimi
gozlendi. H,S iiretimi gosteren suslarin PZR islemi sonrasinda B. abortus oldugu

belirlendi.

B. melitensis Rev-1 streptomisine (2,5 pg/ml) direngli iken diger B.
melitensis’ler duyarhidir (Alton ve ark 1988). B. melitensis Rev-1 asi susunun
streptomisine direncinin, rpsL gen bdlgesinde bulunan 91. kodondaki (kodon 91:
CCG yerine CTG) mutasyondan kaynaklandigi belirlenmistir (Cloeckaert ve ark
2002b). Streptomisin duyarlilik testleri as1 ve saha suslarinin  ayriminda

kullanilmaktadir (Alton ve ark 1988). Lucero ve ark (2006), Arjantin’de insanlardan
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izole ettikleri 9 adet atipik B. melitensis biyotip 1 susunun, penisilin, tiyonin, bazik
fuksin ve safranin O duyarlilig1 ve kiigiik koloni morfolojileri ile B. melitensis Rev-1
as1 susuna benzediklerini fakat streptomisin (2.5 mg/ml) varliginda inhibe olduklarini
bildirmisler ve bu suslarin B. melitensis’in yeni mutant varyantlar1 olduklarini ileri
siirmiislerdir. Bu ¢alismada 113 numune ve SUVF stok koleksiyonundan alina 3 adet
susun streptomycin duyarliliklar1 degerlendirildi. SUVF stoklarindan alinan 1 adet B.
melitensis streptomycine direngli iken diger biitiin suslarin streptomycine duyarli
oldugu belirlendi. Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan B. melitensis izolatlarinin as1

susu olmadigi, saha susu oldugu diisiiniildii.

Brucella tiirleri ilk izolasyonda kompleks besiyerlerine ihtiyag duyarlar.
Bakteriler et 0ziitii, triptoz gibi kompleks pepton, glikoz ve tuz iceren besi yerlerinde
daha iyi ireme gosterirler (Giirler 1990). Bakteriler kemoorganotroftur ve birgok tiir
kompleks aminoasit iceren besiyerlerine ihtiyag gosterir. Uremelerinde esansiyel
olan maddeler nikotinik asit, tiyamin, magnezyum iyonlari, niyasin, vitaminler ve
biyotindir (Giirler 1990, Moyer ve ark 1991, Mayc ve Weyant 2003). Besiyerinde
kan ve serum varligi lireme iizerine olumlu etki yapar (Holt ve ark 1994). Bu
calismada serum ihtiva eden SDA ve serum icermeyen TSA’ya yapilan ekimler
sonucunda biitiin agarlarda lireme gozlendi. Ancak serum ihtiva eden agarlarda
tiremelerin daha 6nce basladigi gdzlendi. Uremede serum gereksinmesinin zorunlu

olmadig1 ancak iiremeyi desteledigi ortaya konulmustur.

Ureaz, CO, gereksinimi, H,S iiretimi, bazik fuksin ve tiyonin mavisi
boyalarina kars1 duyarlilik tiirlere gore degiskenlik gosterir. Bazik fuksin ve tiyonin
mavisi boyalarina kargt duyarlilik biyovarlarin belirlenmesinde kullanilabilir. B.
melitensis besiyerine belirli konsantrasyonda eklenen thionin, bazik fuksin, kristal
viyole ve pironin gibi boyalar karsisinda inhibisyona ugramaz. Ancak thionin
varhiginda B. abortus inhibe olur. B. suis ise bazik fuksin, kristal viyole, pironin
varliginda inhibe olurken thionin varligindan etkilenmez ve iliremesine devam eder
(Bilgehan 2000). Boya duyarlilik testleri i¢in bazik fuksin, tiyonin ve safranin O
iceren besiyerleri kullanilir (Alton ve ark 1988). Corbel (1997), 1980-1986 yillari
arasinda Avrupa, Asya, Afrika ile Gliney ve Orta Amerika iilkelerinden Weybridge
Merkez Veteriner Laboratuarina gonderilen 500 adet B. melitensis susunu

biyotiplendirmis ve 29 tanesinin boya duyarlilik testlerine gore atipik B. melitensis
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susu oldugunu rapor etmistir. Arastirici, B. melitensis’in 3 biyotipinden de atipik
suslarin bulundugunu ve atipik B. melitensis suslarinin tamaminin bazik fuksin (20
png/ml) ve safranin O (200 pg/ml) varliginda iiredigini fakat tiyonine (20 pg/ml)
duyarl olduklarim1 bildirmistir. Ayrica, tiyonine duyarli bu atipik suslarin mevcut
siiflandirmaya uymadigimi ve klasifikasyon sisteminin modifikasyon gerektirdigini

bildirmistir.

Ureaz etkinligi i¢in iire besiyerine ekim yapilmakta ve renk degisikligi saatlik
olarak gozlenmektedir. Pembe rengin olusmasi iireazin pozitif oldugunu
gostermektedir (Bilgehan 2000). B. melitensis de iircaz 24 saat igerisinde pozitif
olurken, B. abortus’da 1-2 saat igerisinde pozitiflik goriiliir (Al Dahouk 2003a). Bu
caligmada kullanilan 113 izolatin saatlik tireaz aktiviteleri degerlendirildi. Toplam 40
numune ilk 2 saat igerisinde lireaz aktivitesi gosterirken diger 73 sus ise lireaz
aktivitesini 2-24 saat icerisinde gosterdigi, testin 6zgiilligiiniin B. melitensis ve B.
abortus’u ayirt etmek ig¢in % 77,66 oldugu belirlendi. PZR sonuglar ile
karsilastirildiginda 19 adet B. abortus susunun ilk 2 saat igerisinde iireaz aktivitesi

gosterdigi, testin 6zgiilligiiniin B. abotus i¢in % 100 oldugu belirlendi.

B. suis ve B. abortus iireyebilmek icin ilk izolasyonda %5-10 COy’li
atmosfere ihtiyag gosterir (Stimerkan 2002). B. abortus ilk izolasyonda gayet yavas
tireme gosterir (Giirler 1990). Birsonraki pasajlarda ise aerop etiivde iireme gosterir.
B. melitensis CO; ihtiyac1 gostermez (Bilgehan 2000). Bakteri zorunlu anaerop
sartlar altinda tiremez (Giirler 1990). En uygun tireme 1s1s1 37°C isede 20 ila 40°C’ye
kadar genis bir 1s1 araliginda tireme gosterir (Holt ve ark 1994, Mayc ve Weyant
2003). Bu calismada ikiger adet yatik TSA tiipiine yapilan es zamanli ekimlerden
birisi normal etiive, digeri % 5-10 CO; igeren etiive kaldirildi. Tapler 37°C de 2-3
giin inkiibe edilip iiremeler karsilastirildi. SUVF Kkiiltiir koleksiyonundan alinan 3
adet sus her iki ortamda da iiredi. 113 susdan tamami CO; li ortamda iireme
gosterirken; 22 izolatta normal etliivde iireme gostermedi. PZR sonuglar ile
karsilastirildiginda CO; ihtiyaci gosteren 22 izolattan 19 tanesinin B. abortus oldugu
belirlendi. Testin sensitivitesi % 96,81, spesifitesi % 100 olarak degerlendirildi.
Sensitivitedeki diismenin ekim hatalari, tiremedeki gecikme gibi nedenlerden dolay1

olabilecegi diistiniildii. Kiiltiir koleksiyonundan alinan bir adet B. abortus susunun
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her iki ortamda da iireme gdstermesi birgok pasaj gegiren suslar i¢in normal olarak

degerlendirildi.

C-NMRN yo6nteminin kullanildigi bir ¢alismada, B. melitensis biyotip 1-16M
(M+), biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether (A+,M+) ve B. abortus biyotip 1 (A+)
suslar1 analiz edilmis ve tasidiklar1 M antijen miktar1 sirasiyla 2.08, 0.016, 0.38 ve
0.005 mg, A antijen miktar1 0.005, 2.62, 2.39 ve 1.38 mg olarak bulunmustur
(Meikle ve ark 1989). S forma sahip Brucella tiirleri her iki Anti-A ve Anti-M

antiserumu ile tek tek veya her iki antiserumla pozitiflik verebilir(Alton ve ark 1988).

Smooth koloni olusturan Brucella suslar1 E.coli O:116, O:157, Salmonella
grup N (0:30), Vibrio cholera, Pseudomonas maltophilia, ve Yersinia enterocolitica
O:9 ile serolojik olarak ¢apraz reaksiyon gosterebilir. Kullanilan tani testleri Brucella
spp.’nin SLPS antijeni ile gapraz reaksiyon vermesi sonugu yanlis pozitivit olarak

degerlendirilir (Timoney ve ark 1988, Quinn ve ark 2000).

Bu ¢aligmada kullanilan referans suslardan, boya i¢eren besiyerlerinde {ireme
yoniinden beklenen reaksiyonlar alindi. Calismaya konu olan diger suslar da ise
Tiyonin igeren besiyerlerinde ki {ireme sonuglar1 PZR sonuglari ile
karsilastirildiginda B. melitensis suslarinin tamaminda tireme gozlenirken, B. abortus
suslarinda tiyoninli besiyerinde ti¢ numunede tireme gozlendi. Testin B. melitensis ve
B. abortus suslarin1 ayirt edebilme 6zgiilliigii % 84,21 olarak hesaplandi. Sonuglar
Anti-A ve Anti-M serumlart ile agliitiinasyon sonuglart ile karsilagtirildiginda PZR
sonucu B. abortus olarak degerlendirilen 19 adet susdan 496781, 28781, 11538
protokol numarali suslar biyotip 3; 7823, 11559, 5648, 61713 protokol numarali
suslar biyotip 2; diger 12 sus ise biyotip 1 olarak degerlendirildi. PZR sonucu B.
melitensis olarak degerlendirilen 94 adet susun boya varliginda tireme ve Anti-A ve
Anti-M serumlart ila agliitiinasyon sonuglari karsilastirildiginda 27461, 46579,
11678, 30683, 33950, 12180, 66122, 72145, 61820, 1827, 31975, 3125806 protokol
numarali suslar biyotip 1 diger 82 adet sus ise B. melitensis biyotip 3 olarak

degerlendirildi.

Bu c¢alismada degerlendirilen 113 izolatin CO; 1i ortamda lireme, {ireaz
tiretimi, H,S iretimi, Tiyonin ve fuksin varliginda iireme, Anti-A ve Anti-M

serumlar1 ile agliitiinasyon sonuglart PZR sonuglar ile karsilastirildiginda H,S
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tiretimi ile tiplendirme verileri en giivenilir olarak goriildii. Ancak kimyasal analizler
yapilirken testlerin uzun zaman almasi, Brucella spp. numunelerinin iiremelerinin
ge¢ olmasi, biyogiivenlik sartlarinin risk tasimasi, CO; li ortamda tireme verilerinin 2
ekimden sonra sonug¢ degistirmesi, testlerin tamamiyle testi uygulayan kisinin genel
laboratuar becerilerine dayali olmasi testler agisindan olumsuzluklar olusturmaktadir.
Ayrica biitin uygulana test sonuglarmin mutlaka PZR sonucu ile birlikte
degerlendirilmesi  sonuglarin  gilivenilirligi  acgisindan daha olumlu olarak

degerlendirildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismaya dahil edilen toplam 113 Brusella spp. izolatindan 94t B.
melitensis, 19°u B. abortus olarak degerlendirildi ve izolatlar arasinda yaygin olarak

goriilen susun B. melitensis oldugu gozlendi.

Bakteri  kiiltlirlerinin  uygun besi yerlerinde yapilmasi {iremenin
degerlendirilmesi ve tiplendirmenin dogru yapilabilmesi acgisindan O6nem arz
etmektedir. Kimyasal testler ile tiplendirme yapilabilmesi i¢in ilk izolasyon
degerlendirme sonuglart ¢ok Onemlidir. Ciinkii smooth Brucella tiirleri iireme
stiresince dissosiye olma egilimindedirler. Bir kiiltiirin koloni morfoljisindeki
degisiklik, antijenitesi ve infektivitesinide degistirmektedir. Ozellikle as1 ve antijen
tiretiminde S kolonilerin se¢imine dikkat edilmelidir. S-tipinde olmayan koloniler,
monospesifik serum veya smooth Brucella fajlar1 ile tiplendirilemediginden,
tiplendirme i¢in smooth koloniler se¢ilmelidir. Bu ¢alismada degerlendirilen 19 adet
B. abortus susu ilk ekimde iireme i¢in CO; ‘te ihtiyag duyarken sonraki pasajlarda
normal atmosfer sartlarinda liremeye adapte oldugu goézlenmistir. Sik pasajlama
sonrasi S kolonilerde R koloni doniisiimii gozlendi. R koloni olusumu biyokimyasal
testlerde farkli sonuclara neden olmaktadir. Ureaz aktiviteleri degerlendirilirken 24
saat siire ile test sonuglarmin diizenli araliklarla degerlendirilmelerinin yapilmasi
gerekmektedir. H,S tiretiminde giinliik olarak kursun asetatli kagitlarin degistirilmesi
gerekmektedir. Identifikasyonda kullanilan biitiin test yontemleri ciddi enfeksiyon
riski tasimaktadir. Bu nedenle testler uygulanilirken biyogiivenlik yontemlerinie
mutlaka dikkat edilmelidir.

Streptomycin duyarliliklarina bakildiginda bu suslarin B. melitensis Rev 1 as1

susu olmadigi izolatlarin tamaminin saha susu oldugu gosterildi.

Asilama programlarindaki aksakliklar hayvan ve dolayisi ile insan sagliginm
olumsuz etkilemektedir. Bruselloz tedavisi ciddi zaman, is gii¢ii ve maddi kayiplara
neden olmaktadir. Bu nedenle Brusellozis kontrol ve eradikasyon caligmalarinin
aksatilmadan yiiriitiilmesi gerekmekte; enfeksiyon varligi, yaygin sus ve
tiplendirmeye yonelik c¢aligmalarin belirli araliklarla yapilmasi gerekmektedir.
Bruselloz gibi 6zellikle gida kaynakli bulasma riski tasiyan bir hastalikta tedavideki

giicliikler bulas1 6nleme yolunda ¢alismalarin hizlandirilmasini gerektirmektedir. Bu
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amagla yaygin susun belirlenmesi ve buna yonelik koruyucu saglik hizmetleri
acisindan tedbirlerin alinmasi, toplum sagliginin korunmasi agisindan hayati 6nem

arz etmektedir.
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EK A: Etik Kurul Karari
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