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Amag: Bruselloz, ¢oklu organ tutulumuna neden olan 6nemli bir zoonotik enfeksiyon olup hastaligin tanisinda kullanilan kiiltiir ve serolojik testlerin
etkinligi simirhidir. Bu ¢alismada, Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) bruselloz tanisindaki etkinligininin arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismaya, Rose-Bengal Agliitinasyon testi pozitif olan ve klinik olarak brusellozis diistiniilen 60 hasta ve bu 6zellikleri tagima-
yan 60 kontrol numunesi dahil edildi. Numunelerde Brucella spp. DNA’s1 real-time PCR yontemi ile arastirildi. Pozitif 6rneklerde PCR yontemi ile
tiir ayrimui yapildi ve omp19, wbkA, manA, mviN, ure ve perA viriilans genleri ¢alisildi.

Bulgular: Hasta grubunda bulunan ve klinik degerlendirme ve serolojik testlerle akut hastalik veya relaps tanisi alan 32 hastanin 19’unda Brucella
spp. DNA’s1 pozitif saptanirken kontrol numunelerinin higbirinde pozitif sonug alinmadi. Buna gore PCR’1n duyarliligt %59.3 ve 6zgiilligi ise %100
olarak hesaplandi. Pozitif bulunan hastalarin hepsinde patojenin Brucella melitensis oldugu ve ¢alisilan tiim viriilans genlerini tagidig1 saptandi.
Sonug: Molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ve hastadan bakteriyemi oldugu donemde numune alinmasi PCR’m bruselloz tanisindaki etkinligini
arttirabilir. Pozitif bulunan hastalarin hepsinde patojenin B. melitensis olarak tanimlanmasi bolgemizde brusellozun insana bulasinin temel olarak
kiigiikbas hayvanlardan gergeklestigini gostermis olup buna uygun kontrol dnlemlerinin alinmasina gereksinim vardir.

Anahtar Sozciikler: Brucella Spp., Bruselloz, Serolojik Testler, PCR, Viriilans.

ABSTRACT

Comparison of the Efficacy of Polymerase Chain Reaction in the Diagnosis of Brucellosis By Serological Methods and Detection of Virulence
Genes

Objective: Brucellosis is an important zoonotic infection that causes multi-organ involvement, and the effectiveness of culture and serological tests
used in the diagnosis of the disease is limited. In this study, it was aimed to investigate the effectiveness of Polymerase Chain Reaction (PCR) in the
diagnosis of brucellosis.

Material and Method: Sixty patients with positive Rose-Bengal Agglutination test and clinically suspected brucellosis and 60 control samples
without these features were included in the study. The DNA of Brucella spp. was investigated in the samples by real-time PCR method. In the positi-
ve samples, the species identification was made, and virulance genes including omp19, wbkA, manA, mviN, urea and perA were studied with PCR.
Results: Brucella spp. DNA was found to be positive in 19 of 32 patients in the patient group who were diagnosed with acute disease or relapse by
clinical evaluation and serological tests, and no positive result was obtained in any of the control samples. Accordingly, the sensitivity and specificity
of PCR were calculated as 59.3% and 100%, respectively. It was determined that Brucella melitensis was the infecting agent in all positive patients
and carried all the virulence genes studied.

Conclusion: Developing molecular methods and taking samples from the patient during the period of bacteremia may increase the effectiveness of
PCR in the diagnosis of brucellosis. The identification of the pathogen as B. melitensis in all positive patients indicated that the transmission brucello-
sis to humans in our region was mainly from sheeps and goats, and appropriate control measures should be taken accordingly.
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Brucella spp., gram-negatif kokobasil morfolojisinde
ve intraseliiler enfeksiyon yapan zoonotik bir bakteri

subakut ve kronik enfeksiyonlar seklinde goriilebilen,
¢oklu organ ve doku tutulumu yapan ve bazen de haya-

olup bruselloz olarak adlandirilan hastaliga neden olur.
Hastaligin insanlara bulasi ¢ogunlukla enfekte koyun,
kegi, sigir, manda ve domuz gibi hayvanlarin pastorize
edilmemis et ve siit {riinlerinin tiiketilmesi veya bu
hayvanlarin idrar, kan ve viicut sivilarina temas edil-
mesi sonucu ortaya ¢ikar. Bruselloz insanlarda akut,

t1 tehdit eden 6nemli klinik tablolar olusturur (1).

Bruselloz, ates, eklem ve kas agrilar1 ve kilo kaybi gibi
0zgiil olmayan semptomlara yol agtigindan hastaligin
klinik tanisinda sorunlarla karsilagilmaktadir (2). Ayri-
ca, etkenin yavas iireme hiz1 ve bakterinin kanda bu-
lunmadig1 dénemlerin olmasi gibi nedenlerle bakteriyel
hastaliklarin kesin laboratuvar tani metodu olan kiiltii-
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riin etkinligi %50 dolaymdadir (3). Bu nedenle, brusel-
loz tanisinda giiniimiize kadar en ¢ok kullanilan tani
yontemleri hastanin serumunda etkene karsi iiretilmis
antikorlarin saptandig1 serolojik testler olmustur. An-
cak bu testlerin yaklasik 24 saatlik inkiibasyon siiresi
gerektirmesi, okuyucu kaynakli yorumlama hatalarina
acik olmasi ve %68-90 dolaymnda duyarlilik gosterme-
leri nedeniyle daha hizli ve dogru tami yontemlerine
gereksinim duyulmustur (4, 5).

Bir niikleik asit amplifikasyon yontemi olan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR), klinik &rneklerde bulunan 5-
50 KOB/ml yogunluktaki bakteriyel DNA’y1 saptaya-
bilecek bir duyarliliga sahiptir (6). Bu yontem, sadece
bir enfeksiyon hastaliginin tanisinda degil ayni zaman-
da patojenin tasidigr ve hastaligin siddeti ile iliskili
viriilans 6zelliklerini kodlayan gen bolgelerini saptaya-
bildigi icin de klinik olarak onemli sonuglar iiretebilir
(7). Ancak, iilkemiz gibi brusellozun yaygin kabul
edildigi bir bolgede PCR’1n tanisal etkinligini bildiren
caligsma sayist oldukg¢a kisithdir. Ayrica, yillar iginde
molekiiler mikrobiyolojik yontemlerdeki belirgin geli-
sime ragmen bolgemizde son yillarda yapilan galisma
yok denecek kadar azdir. Bu g¢alismada, Dogu ve
Giliney-Dogu Anadolu bolgesinde onemli bir merkez
olan hastanemize, bruselloz siiphesi ile gelmis hasta-
larda PCR yonteminin tanisal etkinliginin saptanmasi,
suslarin tiir tayini ve virulans genlerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu ¢aligma ile laboratuvar personelinin
etkene maruz kalma riskini azaltarak, serolojik testlere
gore daha kisa bir slirede ve yorumlama hatalarina
neden olmadan hastalik tanisinin yapilabilir olup-
olmadig1 ortaya konulacaktir. Ayrica, saptanan koken-
lerin viriilans gen epidemiyolojileri hakkinda onemli
veriler saglanacaktir ki bu konuda iilkemizden bildiri-
len veri miktar1 yok denecek kadar azdir.

GEREC VE YONTEM

Bu makale bir numarah yazarin yiiksek lisans
tezinden iiretilmistir.

Cahsma Dizaym ve Orneklerin Segimi

Prospektif olarak yapilan bu ¢aligmaya, 01 Ocak 2018
ile 31 Temmuz 2018 tarihleri arasinda inénii Tip
Merkezi’nin  gesitli servis ve polikliniklerinden
bruselloz 6n tamisi ile Tibbi  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen hasta serum Ornekleri
alinmustir.

Caligmaya dahil edilecek hasta sayist Power Analizi ile
hesaplanmistir. Buna gore; PCR ve serolojik
yontemlerin tani1 etkinliginin saptanabilmesi igin
aradaki farkin 0.20 olacagi ve uyumsuz oranin 0.25
olacagi ongoriisityle %95 giiven diizeyinde (o= 0.05)
ve %80 gii¢ ile (B= 0.20) gereken minimum Ornek
sayist grup basma 59 olarak hesaplanmistir. Bu veri
1s5181nda calismaya 60 pozitif ve 60 negatif olmak tizere
toplam 120 6rnek dahil edilmistir.

Rose-Bengal testi pozitif olan ve klinik olarak
bruselloz diisiiniilen hasta numuneleri ¢alisma grubunu
olusturmustur. Rose-Bengal, kiiltiir ve diger serolojik
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testleri negatif olan ve Klinik olarak bruselloz
diisiiniilmeyen numuneler ise kontrol grubunu
olusturmustur.

Bu calisma, Inénii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
2018/53 sayili karari ile etik onay almis olup Indnii
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan 2018/53
numarali proje destegi ile desteklenmistir.

Serolojik Testler

Calismada, Rose-Bengal Testi (Seromed Ltd.,
Tiirkiye), Standart Tiip Agliitinasyon Testi (Seromed
Ltd., Tiirkiye) ve Brucella Coombs’lu Jel Testi (ODAK
Brucella Coombs Gel Matriks kiti; ME-SA Med. Ltd.,
Tiirkiye) olmak iizere ii¢ farkli serolojik yontem
kullanildi.

Real-Time PCR ile Brucella spp. DNA’smin
Saptanmasi

Hastalara ait serum 6rneklerinden veya BACT/ALERT
3D (bioMéricux, Fransa) tam otomatize kan kiiltiir
cihazinda yapilan kan kiiltiiriinde iireyen Brucella spp.
izolatlarindan  bakteriyel ~DNA  QIAsymphony
Otomatize DNA Ekstraksiyon Cihazinda (Qiagen,
Almanya) QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kitleri kullanilarak dziitlendi.

Orneklerde bulunan Brucella spp. DNA’si, FTD
Tropical Fever Real-Time Multipleks PCR kiti (Fast
Track Diagnostic, Liiksemburg) kullanilarak {iretici
firma Onerileri dogrultusunda Rotor-Gene Q (Qiagen,
Almanya) PCR termal dongli cihazinda amplifiye
edildi. Olusan amplifikasyonlar, optik modiil
kuyucuklarindan yayilan floresan sinyallerinin analiz
algoritmasi kullanilarak PC tabanli izleme ekrani
tizerinde gozlendi. PCR friinlerinin izlenmesi ve
yiiksek ¢oziiniirliikte ayristirilmasi igin QIAxel DNA
High Resolution kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
pozitif ve negatif Ornekler tespit edildi. Test igin
negatif ve pozitif kontroller kullanildu.

PCR ile Brucella melitensis Saptanmasi

Real-time PCR ile pozitif bulunan 6rnekler ve Brucella
spp. olarak tamimlanan kiiltiir izolatlarinda B.
melitensis DNA’s1 saptamak i¢in in-house PCR testi
yapildi. Bunun igin B. melitensis genomu {izerinde
bulunan 99 bp’lik gen bolgesini hedef alan UF1 (F: 5°-
GGCTATCGGCTGGGAAAGG-3’) ve URI1 (R: 5’-
CCTTCCGAAGAAAATACCCCT-3") DNA
primerleri (Ella Biotech, Almanya) kullanildi. Termal
dongii cihazinda iiriin amplifiye edildi ve agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilendi.

PCR ile Viriilans Genlerinin Tespiti

Brucella spp. DNA’s1 pozitif bulunan o6rneklerinde
omp19, wbkA, manA, mviN, ure ve perA genleri olmak
lizere toplam alti adet viriilans geni in-house PCR
yontemi ile arastirildi. Bu amagla; 550 bp’lik ompl19
geninin cogaltilmasi icin F: 5’-
TGATGGGAATTTCAAAAGCA-3’

R: 5’-GTTTCCGGGTCAGATCAGC-3’ primeri, 931
bp’lik wbkA geninin ¢ogaltilmasi ig¢in F: 5’-
AATGACTTCCGCTGCCATAG-3’ R: 5’-
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ATGAGCGAGGACATGAGCTT-3>  primeri, 271
bp’lik manA geninin ¢ogaltilmast ig¢in F: 5°-
TCGATCCAGAAACCCAGTTC-3 R: 5’-
CATACACCACGATCCACTGC-3’ primeri, 344 bp’lik
mviN  geninin  ¢ogaltilmast  i¢gin  F:  5’-
GCAGATCAACCTGCTCATCA-3’ R: 5’-
GGCCATAGATCGCCAGAATA-3>  primeri, 1282
bp’lik ure geninin ¢ogaltilmast i¢in F: 5’-
GCTTGCCCTTGAATTCCTTTGTGG-3> R:  5’-
ATCTGCGAATTTGCCGGACTCTAT-3’ primeri ve
716 bp’lik perA geninin c¢ogaltilmasi igin F: 5°-
GGAACGGTGGCACTACATCT-3"R: 5’-
GGCTCTCTGTGTTCCGAGTT-3’ primeri
sentezlettirilerek (Ella Biotech, Almanya) kullanildi.
Termal dongii cihazinda {irtin amplifiye edildi ve
agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Elektroforez ve Goriintiileme

Elektroforez islemi icin DNA yiikleme kuyucuklarina
10 pl PCR amplifikasyon iiriinlerinden pipetle yiikleme
yapildi ve 100 volt akimda 2.5 saat elektroforez islemi
uygulanarak olusan amplifikasyon iriinleri yiiriitildi.
Elektroforez islemi sonunda yiiriitilen DNA bantlari
ultraviyole 151k altinda degerlendirildi. Pozitif ve nega-
tif bantlar saptandi.

Veri Analizi

Elde edilen kalitatif veriler say1 ve oran olarak ifade
edildi. Kullanilan PCR ydnteminin brusellozu olan
hastalar1 tanimlama performansina ait duyarlilik, 6z-
giilliik, Pozitif ve Negatif Prediktif Degerleri hesaplan-
di.

BULGULAR
Serolojik Test Sonuclari

Hasta grubunda bulunan 60 6rnegin Rose-Bengal aglii-
tinasyon testi pozitif, kontrol grubunda bulunan 60
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Tablo 1. Calismaya alinan 60 hasta ve 60 kontrol grubunda elde
edilen serolojik test sonuglarinin hasta sayisina gore dagilimlari.

GRUPLAR () /40 1/80 1/160  1/320  1/640  1/1280  1/2560
Hasta Grubu
STA 0 2 8 8 16 12 13 1
(n=60)
Hasta Grubu
Coombs’lu
0 2 8 6 10 15 17 2
Agliitinasyon
(n=60)
Kontrol
60
Grubu
Real Time PCR Sonuclari

Calismaya alinan toplam 60 pozitif hastanin 19’unun
(%31.6) serum 6rneklerinde real-time PCR yontemiyle
Brucella spp. DNA’st saptanirken kontrol grubunu
olusturan 60 hastanin kan 6rneginin higbirinde pozitif
sonu¢ alimmadi. Hasta grubunda bulunan ve serolojik
testler ile akut hastalik veya relaps tanisi alan 32 hasta-
nin 19’unda (%59.3) real-time PCR yontemiyle Brucel-
la spp. DNA’s1 saptandi. Hasta grubundaki geri kalan
28 hastanin kan 6rneklerinde real-time PCR ydntemiy-
le Brucella spp. DNA’s1 saptanmadi.

Serolojik testler ile bruselloz tanisi alan hastalarda PCR
yonteminin hasta grubunda bulunan 60 hasta igin sap-
tama duyarliligr %31.6; 1/160 ve iisti agliitinasyon
titresi saptanan 50 hastay1 saptama duyarliligi %38 ve
tedavi altinda ve takipli hastalar diglandiktan sonra akut
hastalik veya relaps olarak tani konulmus 32 hasta i¢in
tan1 duyarliligr %59.3 olarak hesaplandi. PCR ydnte-
minin 6zgilligi ise %100 olarak bulundu. PCR yo6n-
teminin Pozitif Prediktif Degeri %100 olarak bulunur-
ken Negatif Prediktif Degeri %59.4 olarak saptandi.
PCR yontemi i¢in hesaplanan tani performans degerleri
tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. PCR ile saptanan tani performans degerleri.

hastanin Rose-Bengal agliitinasyon testi negatifti. Has- Test Performans Hasta 21/160 Olan — >1/160 ve Akut

ta grubunda bulunan 6rneklerin STA ve Coombs’lu Parametreleri gi“é’o‘j T,?fgg’;r ;‘f‘;;?;‘rk (Ef'é'zs;
Brucella Jel testleri 1/40 ila 1/2560 titreler arasinda Duyarlilik (%) 31.6 38 59.3
pozitif saptand. . ) Ozgilliik (%) 100 100 100
Standart tiip agliitinasyon testinde akut hastalik goster- PPD* (%) 100 100 100

gesi olarak 1/160 titre ve iistiinii saglayan toplam 50

(%83.3) numune bulunuyorken geri kalan 10 (%16.6) NPD** (%) 59.4 69.3 871

hasta numunesinin tiip agliitinasyon titreleri 1/40 ila
1/80 araliginda tespit edildi. STA’da 1/1280 titrede 13
hasta, 1/2560 titrede 1 hasta pozitif bulunurken Co-
ombs’lu Brucella Jel testinde 1/1280 titrede 17 hasta,
1/2560 titrede 2 hasta pozitif saptanmustir. Tiip agliiti-
nasyon testleri ile 1/160 titre ve listli deger elde edilen
50 hastanin yapilan incelemeler sonucunda 18’inin
takipli ve tedavi altindaki hastalar oldugu, geri kalan
32’sinin ise akut hastalik veya relaps tanisi aldigi sap-
tand1.

Caligmaya alinan hasta ve kontrol grubunun serolojik
test sonuglari tablo 1’°de gosterilmistir.

*PPD: Pozitif prediktif deger, **NPD: Negatif prediktif deger.

Tiir Tayini ve Viriilans Genleri

Brucella spp. DNA’s1 saptanan 19 hastanin hepsinde
yapilan PCR iglemi ile etkenin B. melitensis oldugu
bulunurken bunun diginda bagka bir tiir saptanmadi.
Viriilans genleri i¢in yapilan PCR islemi sonucunda
PCR-pozitif tiim hastalarda ¢alisilan ompl9, wbkA,
manA, mviN, ure ve perA genlerinin hepsi pozitif ola-
rak sonuglandi.
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TARTISMA

Bruselloz, tanisi zor olan enfeksiyonlardan biri olma
0zelligini halen devam ettirmektedir. Hastaligin neden
oldugu tanisal sorunlar, klinik degerlendirme asama-
sindan itibaren baglamaktadir (8). Kan kiiltiirii; uygu-
lama kolaylig1 ve olasi bagka etkenleri de ortaya koy-
mas1 nedeniyle en fazla kullanilan yontem olmustur.
Ancak, hastanin bakteriyemik olmadigi bir dénemde
numune alinmasi, etkenin ¢ogunlukla hiicre ici yerle-
simi ve bakterinin yavas iireme hizi nedeniyle kan
kiiltiirii hastalarin ¢ok az bir kisminda pozitif sonug-
lanmaktadir. Bu nedenle, rutin klinik tamida hasta ka-
ninda Brucella spp.’ye karsi gelisen antikorlarin sap-
tandig1 indirekt tan1 metotlarindan serolojik testler en
fazla kullanilan yontemler olmustur. Ancak bu testle-
rin, en az bir giin slirmesi, hastanin serumunda bulunan
antikorlarin &zelligi ve kullanict hatalart nedeniyle
sik¢a yanlis negatif olarak sonu¢lanmaktadir. Dolayisi
ile brusellozun laboratuvar tanisinda standardize edil-
mis, hizli sonug verebilen, yiiksek duyarlik ve 6zgiil-
likle calisan yeni test metotlarina gereksinim devam
etmektedir (9).

Brusellozun laboratuvar tanisinda PCR’in kullanimi
gittikge artmis ve gelecek adina timit vadeden bir yon-
tem olma Ozelligi kazanmustir. Ancak, PCR’1n brusel-
loz tanisindaki etkinligi hakkinda hem sinirli sayida
¢alisgma bulunmakta hem de yapilan c¢aligmalarda ol-
dukca degisken araliklarda tanisal performans degerleri
bildirilmektedir. Dolayist ile brusellozun endemik
olarak bulundugu boélgemizde PCR yoOnteminin tant
etkinliginin saptanmasi, patojenin tiir ayriminin yapil-
masi1 ve tagidigr 6nemli viriilans genlerinin varliginin
arastirllmast hem klinik tani yontemlerinin yeniden
gozden gecirilmesi hem de mevcut bilimsel bilgiye
katk1 yapma potansiyeli nedeniyle 6nemlidir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Kuyumcu'nun 2017
yilinda Istanbul’da ¢aligmada, bruselloz tanisinda sero-
lojik testlerin etkinligi karsilastirilmis ve bruselloz
tanis1 alan 12 hastadan dordiiniin (%33) kan kiiltiirii
pozitif saptanmistir (10). Calik ve Gokengin’in yaptig1
ve 1990-2009 tarihleri arasinda Tiirkiye’de yapilan
bruselloz caligmalarinin incelendigi derlemede 4209
hastanin 1019’unun kan kiiltiirii pozitif bulunmus ve
kan kiiltliriiniin hastalarin ancak %24’linii saptadig1
bildirilmistir (11). Ceken ve arkadaslarinin (12) akut
bruselloz tanisinda PCR testinin etkinliginin arastirildi-
&1 caligmalarinda 35 hastanin 16’sinda (%45) kan kiil-
tirti pozitif saptanmistir. Yaptigimiz bu calismada ise
Rose-Bengal testi pozitif olan 60 hasta arasinda akut
hastalik veya relaps tanist alan 32 hastanin dokuzunda
(%28.1) kan kiiltiirii pozitif bulunmustur. Kan kiiltiirii
yonteminin duyarliligiin diisiik olmasi ve etkeni sap-
tamak i¢in gegen siirenin uzun olmasi nedeniyle brusel-
lozun laboratuvar tanisinda serolojik testler onemli bir
yer tutmakta ve rutin tanida daha sik kullanilmaktadir
(13).

Brusellozun serolojik tanisinda en fazla kullanilan
testlerden birisi STA testidir. Bu testte, 1/160 ve {izeri
titreler aktif enfeksiyonu gosterse de 6zellikle endemik
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bolgelerde gegirilmis enfeksiyon olasiligi da gz oniine
alinip hastanin klinik bulgular1 da birlikte degerlendi-
rilmesi gerektigi Onerilmektedir (14). Tansel ve arka-
daglarinin (15) Trakya Bolgesinde yaptiklar: bir calis-
mada, STA testinin duyarliligi %87.5 olarak saptan-
mugtir. Serum Tiip Agliitinasyon testi ¢ok sik kullanilan
bir yontem olmasina ragmen; blokan antikorlarinin
varligi bruselloz tanisim giiglestirmektedir. Blokan
antikorlar nedeni ile STA testi gbz ardi edilmeyecek
oranda yanlis negatif sonuglar verebilmektedir. Kan
kiiltiriinden sonu¢ almanin uzun siirmesi ve duyarlili-
gimin diisiik olmasi, serolojik testlerde yasanan ¢apraz
reaksiyonlar, yalanci negatiflik, hastaligin tedavisinden
sonra da kanda antikor varligmin olmasi, postzon ve
prozon olaylarinin gergeklesme olasiligi gibi olumsuz
durumlar nedeniyle son yillarda bruselloz tanisinda
PCR gibi molekiiler yontemler kullanilmaya baglan-
mugtir (14,16).

Bu ¢aligmada ii¢ asamada PCR metodu kullanilmustir.
Bunlar; Brucella spp. DNA’sinin hasta serumunda
saptanmasi, PCR ile pozitif olarak saptanan numune-
lerde etkenin hangi tiir oldugunun belirlenmesi, pozitif
orneklerde alt1 adet viriilans geninin varliginin aragti-
rilmasidir.

Uluslararas1 literatiirde bruselloz tamisinda PCR’in
etkinliginin gosterildigi az sayida calisma olmakla
birlikte testin etkinliginin ¢ok daha yiiksek saptandigi
sonuclar bulunmaktadir. Elfaki ve arkadaglarimin (18)
bruselloz hastalarina ait serum Orneklerinde etken
DNA’sinin saptanmasina yonelik PCR testinin kulla-
nilmast ile ilgili yaptiklart ¢alismada bruselloz semp-
tomlar1 olan 25 akut hasta degerlendirmeye alinmustir.
Standart tiip agliitinasyon testinin duyarliligt %84 ve
PCR testinin duyarliligi ise %96 olarak bulunmustur.
Colmenero ve arkadaglarinin (19) 2005 yilinda yaptik-
lar1 galismada ise Ispanya’da ndrobruselloz tanis1 alan
6 hastada SYBR Green I tabanli real-time PCR testinin
etkinligi arastirilmig; STA testinin duyarliligr %66.6,
kiiltlir duyarliligr %33.3 ve PCR testinin duyarlilig: ise
%100 olarak bulunmustur. Mitka ve arkadaslarinin (20)
2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, akut bruselloz ve
relapslarda PCR testi diger konvansiyonel ydntemler
ile karsilastirilmigtir. Calisma i¢in bruselloz teshisi
konan 200 hastadan toplam 4926 &6rnek toplanmustir.
Bunlarin 1642’si periferik tam kan oOrnegi, 1642’si
buffy coat ve 1642’si de serum ornekleri olup PCR
testi igin dort farkli primer kullanilmistir. Bu ¢alismada
PCR testinin duyarliligi tam kan, buffy coat ve serum
orneklerinde sirastyla %95.5 ile %100, ozgilligi
%100, PPD %100, NPD ise %93.5 ile %100 arasinda
bulunmustur (20). Baddour ve Alkhalifa’nin (21) yap-
tig1 calismada, insanda periferik kanda Brucella spp.
DNA’smin tespiti i¢in {i¢ farkli PCR teknigi kullanil-
magtir. PCR testinin 6zgiilliigii ti¢ testte de %100 olarak
bulunmus, duyarliliklar1 ise sirasi ile %53.1, %88.4 ve
%98 olarak tespit edilmistir. Li ve arkadaglarmin (21)
2018 yilinda yaptiklar1 caligmada, Pekin’de bir hasta-
nede bruselloz spondilit tanist alan 31 hastaya ait doku
orneklerinde real-time PCR testinin tani etkinligi aras-
tirtlmistir. Calismada STA testinin duyarliligi %80.6,
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ozgilligi %100, PPD %100, NPD ise %76.9 olarak
bulunmustur. Real-Time PCR testinin duyarliligi ise
%93.5, ozgilligi %100, PPD %100, NPD ise %90.9
olarak saptanmustir (22).

Yaptigimiz bu calismada ise gegirilmig enfeksiyon ve
takipli hastalar c¢ikarildiktan sonra geri kalan 32 hasta-
nin 19’unun (%59.2) serum Orneklerinde real-time
PCR yontemi ile etkenin DNA’s1 saptanmustir. Kullani-
lan PCR testinin 6zgiilligi ve PPD’i %100; NPD’i ise
%87.1 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglarda
duyarlilik diizeyi uluslarasi literatiir bilgilerine yakin
fakat goreceli olarak diigsiikk bulunmustur. Bu durumun
olas1 nedenleri olarak bazi faktérler dikkat ¢ekmistir.
Hasta numunesi olarak ¢alismamizda serolojik testler
icin laboratuvara gonderilen ve atesli donem takibi
yapilmadan alinan serum O6rnekleri kullanilmigtir. Ay-
rica, yapilan ¢aligmalarda bruselloziste kanda bulunan
ve bakteriyemiye neden Brucella spp. yiikiiniin olduk-
ca diisiik oldugu bildirilmektedir (23). Brusella, hiicre
i¢i yerlesen bir etken oldugundan kanda daha ¢ok fago-
sitik hiicreler i¢ine yogunlagmaktadir. Ayrica, bakteri-
nin kanda bulunan DNA’sinin saf olarak izole edilme-
sinde kullanilan yontem ve ticari kitlere gore onemli
farkliliklar olugsmaktadir. Dolayisiyla, bazi ¢alismalar-
da bildiriligi tizere tam kan kullanilmasi veya Brucella
spp. DNA’sin1 daha iyi diizeyde 6ziitleyen ticari ekst-
raksiyon kitlerinin kullanilmasi testin etkinligini artti-
rabilecek bir husus olarak goriilebilir (24). Ancak yine
de hastadan tek numune alinarak taniya gidilmesinde
ve PCR’mn serum etkinliginin gosterilmesi yoniinden
elde ettigimiz sonu¢ dnemlidir. Test i¢in hastadan atesli
donemde veya ates yiikselmesi oncesi donemde numu-
ne alinmasi kandaki bakteri sayisi arttig1 ig¢in 6nemli
olup bu durumda hasta kanindaki etken DNA’s1 daha
bol bulunmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan real-time
PCR kitinin test saptama limiti >10° KOB/ml oldugu
icin bu diizeyin altindaki bakteriyemilerde testin yanlis
negatif sonuclanmis olmasi da olasidir. Dolayist ile
daha hassas real-time PCR kitlerinin gelistirilmesi ile
olasi1 yanlis negatiflikler dnlenebilecektir.

Brusella tiirlerinin bu giine kadar belirlenen en 6nemli
viriilans genleri ompl9, wbkA, manA, mviN, iire ve
perA olup ¢alismamizda da bu genler arastirilmigtir. Bu
genler tarafindan kodlanan faktorler bakterinin enfek-
siyon patogenezine, doku yayilimina ve optimal olma-
yan kosullarda hayatta kalma o6zelligine katki sunan
etkiler saglamaktadir. Caligmaya alinan ve Brucella

Seyhan ve Yakupogullart

spp. DNA’s1 saptanan tiim 6rneklerde caligilan bu alti
viriilans geninin hepsi pozitif bulunmustur. Bu sonug,
ilimiz ve bolgemizdeki suslarin 6nemli viriilans 6zel-
liklerini tagidiginin bir gostergesi olmustur. Mirnejad
ve arkadaslarinin (25) calismasinda fran’mn farkli bol-
gelerinden izole edilen B. melitensis ve B. abortus
suslarinda bulunan viriilans faktdrleri molekiiler yon-
temler ile aragtirilmis ve multipleks PCR yontemi ile
manA %100, mviN %94.9, omp19 %93.6, perA %92.3,
WhKA %89.7 ve iire %74.4 oraninda tespit edilmistir.
Rahdar ve arkadaslarinin (7) yine Iran’da yaptig1 ca-
lismada sinovyal s1v1 6rneklerinden bruselloz etkeni ve
bunlarda bulunan viriilans genlerinin ¢esitliligi multip-
leks PCR yontemi ile arastirilmig ve virB, omp31, chg,
zhuA ve manA geni B. melitensis suglarinin hepsinde
(%100) saptanmustir. Brucella abortus suglarinda ise
zhuA viriilans geni %60, manA geni ise %80 oraninda
tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz bu c¢alisma iilke-
mizde saptanan B. melitensis suslarindaki viriilans
genleri hakkindaki yaymlanmis olan ¢ok az diizeydeki
veriye onemli katki saglayacaktir.

Sonuc¢

Bu calismada, PCR’in bruselloz tanisindaki etkinligi,
tir tayini ve virlilans gen sikligi arastirilmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gére PCR’in brusellozlu hastalarin
6nemli bir kismini birka¢ saatte dogru tanimlamis ol-
mas1 ve hi¢ yanlig-pozitif sonu¢ vermemis olmasi
6nemli bulunmustur. Daha duyarli PCR kitlerinin kul-
lanilmasi, hastadan bakteriyemik oldugu donemde
numune alinmasina azami dikkat edilmesi, daha hassas
DNA oziitleme kitlerinin tercih edilmesi ile PCR’1n
tan1 duyarliligini arttirabilecegi Ongoriilmiistir. Bu
calisma ile ayrica, ilimiz ve bdlgemizde B. meliten-
sis’in etken olarak bulundugu ve bu suslarin 6nemli
viriilans genlerinin hepsini tasidig1 saptanmistir. Ulke-
mizden bildirilen daha 6nceki veriler ile birlikte elde
ettigimiz bu sonug¢ boélgemizdeki bruselloz olgularinin
neredeyse tamaminin kiiciikbas hayvan kaynakli oldu-
gunu gostermis olup hastaligin azaltilmasi ve eradike
edilmesi i¢in 6ncelikle bu hayvan grubundan ¢aligma-
lara baslanmasi gerekliligini de ortaya c¢ikartmistir.
Ulkemizde brusellozlu hastalarin hizli ve dogru tanim-
lanmasi, uygun ve etkin antimikrobiyal tedaviye alin-
malar1 ve ayrica 6zellikle kiigiikbag hayvanlarda hasta-
ligin hizli bir sekilde kontrol altina alinmasina ve era-
dike edilmesine olan gereksinim devam etmektedir.
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