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Oz
Amag: Brucellosis, brusella cinsi bakterilerin neden oldugu tiim diinyada hem hayvanlarda hem de insanlarda yaygin

olarak goriilen zoonotik bir enfeksiyondur. Bu ¢alismada, Adiyaman ilinde izole edilen brusella cinsi bakterilerin

tiirlerinin identifikasyonu yapilarak, biyotip dagilim1 ve profillerinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Kan kiiltiirlerinde brusella cinsi bakteriler ireyen 40 hasta (22 erkek, 18 kadin) ¢calismaya dahil
edildi. Hasta 6rnekleri, kan kiiltiirii icin 10 glin boyunca inkiibe edildi. Pozitif sinyal veren 6rnekler, %5 koyun kan-
It agar besiyerine ekildi. 48 saat, 37 °C’lik sicakliktaki bir inkiibatorde {iremesi saglandi. Gram boyama ile Gram
negatif kokobasil olarak tesbit edilenler i¢in, serolojik dogrulama yapildi. Kiiltiir antibiyogram cihazi kullanilarak

identifiye edildi. Genotiplendirilmeleri i¢in, Polymerase Chain Reaction yontemi (PCR) kullanilarak ¢alisildi.

Bulgular: Calismaya alman 40 hastanin 22’si erkek, 18’i kadindi. izole edilen bakterilerin tiimii, tam otomatize kiil-
tiir antibiyogram cihazi ile Brucella melitensis olarak saptandi. Biyovar tiplendirme ¢aligmasi, nedeni anlagilamayan
bir inhibisyondan dolay1, niikleik materyal amplifikasyonu basarisizlikla sonuglandi.

Sonuclar: Ulkemizde oldugu gibi ilimizde de insanlarda bruselloz olgularmmn biiyiik cogunlugunda etken olarak

Brucella melitensis saptandi.

Anahtar Kelimeler: Brucella melitensis, identifikasyon, kan kiiltiirii
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Abstract

Aim: Brucellosis is a zoonotic infection that is common in both animals and humans all over the world, caused by
rucella bacteria. In this study, it was aimed to identify species of brucella bacterial isolates isolated in Adiyaman

province and to determine biotype distribution and profiles.

Material and Method: Fourty patients (22 males, 18 females) that brucella grew in their blood cultures, were
included in the study. Patient samples were incubated for 10 days for blood culture. Positive signaling samples were
plated on 5% sheep blood agar medium. Then, they were incubated for 48 hours at 37 °C. For those who were identified
as Gram negative coccobacilli, using by Gram staining, serologic confirmation was performed. The bacterial strains were

identified using an antibiogram device. For the genotyping, the Polymerase Chain Reaction (PCR) method was used.

Results: Of the 40 patients included in the study, 22 were male and 18 were female. All of the isolated bacteria were
detected as Brucella melitensis with fully automated culture antibiogram device. The biovar studying failed due to an

unknown inhibition in the amplification of the nucleic acid material.

Conclusion: As in our country, Brucella melitensis was detected as the causative factor in the majority of cases of

brucellosis in humans, in our province too.

Keywords: Brucella melitensis, identification, blood culture

Giris

Bruselloz; brusella cinsi bakterilerin neden oldugu, biitliin
diinyada ozellikle de Tirkiye’nin de ig¢inde bulundugu
Akdeniz iilkelerinde, hem hayvanlarda hem de insanlarda
yaygin olarak goriilen zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir
[1,2] Brucellaceae ailesinde enfeksiyonlara neden olan
Brucella abortus (B. abortus), B. melitensis, B. suis,
B. ovis, B. canis ve B. neotemae olmak tizere 6 6nemli
tir yer almaktadir [3]. Sigirlar1 etkileyen B. abortus,
domuzlar etkileyen B. suis, koyun ve kegileri etkileyen B.
melitensis tiirleri enfeksiyona sebep olan basglica tiirlerdir
ve konakgtya 6zgii olmayip uygun kosullar atinda kolayca
diger tiirlere ve insanlara bulasabilmektedir [1-2].

Insanlarda goriilen bruselloz olgularmin ¢ogundan B.
melitensis, B. abortus ve B. suis tiirleri sorumlu olup, B.
melitensis insan brusellozunun nedeni olarak en sik rapor
edilen tiptir ve vakalardan siklikla izole edilmektedir.
Sigirlarda ve diger biiylik bas hayvanlarda enfeksiyon
olusturan B. abortus ise diinya genelinde 6zel bir cografi
dagilim gostermemektedir. Ve en virulan tip olup siddetli
akut hastalikla iligkilidir. B. suis;
abortus’dan daha az goriilmektedir. B. canis, bircok iilkede

B. melitensis ve B.

kopeklerin yaygin enfeksiyon etkenidir. Insan brusellozu
etkeni olarak seyrek rastlanilmaktadir. Rapor edilen
vakalar genellikle hafif seyirlidir [2-4].
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Bu tiirler fenotipik ve antijenik 6zelliklerine gore biyovar
(bv)/biyotiplere ayrilmaktadir. B. melitensis’in ii¢, B.
abortus’un yedi, B. suis’in bes biyovari bulunurken diger
tiirlerinise birer biyovari bulunmaktadir. Brucella tiirlerinde
konak 6zgilligi kesin olmayip, B. melitensis ve B. suis
gibi tiirlerde capraz enfeksiyonlar goriilebilmektedir.
Brusella tiirlerinin tanimlanmasi ve biyotiplendirilmesi,
kontrol ve eradikasyon programlarinin hazirlanmasi,
bolge veya iilke diizeyinde hakim olan tiir/biyotiplerin
belirlenmesi, yeni biyotiplerin saptanmasi, as1 suslarmin
takibi ve serolojik tanida kullanilan optimal suslarin se¢imi

bakimimdan 6nemlidir [5-8].

Hastaligin yayginligi, farkli bolgelerde niifusun sosyal
ve kiiltiirel 6zelliklerine gore degismektedir. DSO’niin
verilerine gore bruselloz diinyada en sik rastlanan
bakteriyel zoonozdur ve her yil 500.000’den fazla yeni
olgu bildirilmektedir [4-9].

Ulkemizde bruselloz, endemik bir enfeksiyon olup, her
yas ve cinsiyette goriilmekte olup, hastalik goriilme orani
15-35 yag arasinda en yiiksektir. Cinsiyetler arasinda
goriilme siklig1 olarak belirgin bir fark goriillmemektedir.
Saglik Bakanligi verilerine gore 1970 yilinda 37 olarak
bildirilen olgu sayis1 (0.1/100.000) giderek artig gostermis
ve 2004 yilinda 18.563 (25.6/100.000) olgu saptanmustir.
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Tiirkiye’de ozellikle Ankara ovasinda, Konya ydresinde,
Giineydogu Anadolu’da, Diyarbakir ve Urfa yorelerinde
yaygindir. Hastalik kirsal kesimde biiytik sehirlere oranla
daha sik goriilmektedir [6-11].

Brucelloz ¢ok  ¢esitli  manifestasyonlarla  ve

kardiyovaskiiler, hematopoetik, iskelet sistemi, sinir
sistemi, deri ve gastrointestinal sistem gibi birgok sistem
tutulumuyla belirebilir. Tedavide ana amag, hastanin
semptomlarinin = ve komplikasyonlarmin  azaltilmas,
relapslarin 6nlenmesidir. Bakteriler hiicre i¢cinde yerlesim
gosterdigi i¢in tedavide birden fazla antibiyotigin uzun

stire (6-8 hafta) uygulanmasi gereklidir [3,11,12].

Son zamanlarda molekiiler yontemlerin enfeksiyon
hastaliklarinin  tanisinda  kullanilmaya baslanmasiyla,
ozellikle laboratuvar tanist zor veya uzun siiregler
alan enfeksiyon etkenlerinin de kisa siirede tanisi ve
tiplendirilmesi miimkiin hale gelmistir. Brusellanin rutin
tanisinda da bugiin gesitli teknolojilere dayali molekiiler
yontemler rutin tani laboratuvarlarinda kullanilmaktadir.
Bununla birlikte konvansiyonel yontemler ile kiiltlir
halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Brusella
izolatlarinin tiir ayriminda serolojik ve biyokimyasal testler
pratikte kullanilmakla birlikte kesin sonu¢ uzun zaman
almaktadir. Bu nedenle son yillarda molekiiler yontemler
Brusella tanisi, biyotiplendirmesi ve tiir ayriminda tercih
edilmektedir [13-21].
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Hastalardan alinan kan 6rneklerinden kan kiiltiirii aerob
sigselerine (Aerob Vial, BD, USA) 5-10 ml kadar1 inokiile
edildi. Bu siseler, 10 giin boyunca inkiibasyon cihazinda
(Bactec Fx, BD, USA) inkiibe edildi. Pozitif sinyal
veren Orneklerden, bir enjektdr yardimiyla birka¢ damla
alinarak, i¢inde %35 koyun kanli agar besiyeri olan plaklara
ekim yapildi. Plaklar, 48 saat, 37 °C’lik sicakliktaki bir

bakteriyolojik inkiibatorde bekletilerek bakteri liremesi
saglandi. Ureyen mikroorganizmalardan, Gram boyama
sonucu Gram negatif kokobasil olarak tesbit edilenler,
brusella antiserumundan 1-2 damla ile birka¢ koloni
bakteri bir lam iizerinde karistirilip, 5-10 dakikada antijen-
antikor agliitinasyonu goriilerek, serolojik dogrulama
yapildi. Tekrar %5 koyun kanli agar besiyeri olan
plaklara pasaj yapilip, 48 saat bakteriyolojik inkiibatorde
bekletildikten sonra iiremesi olgunlagan kolonilerden, tam
otomatize kiiltiir antibiyogram cihazina (Vitek-2 Compact,
Biomerieux, France) {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
uygun kitler (GN, Biomerieux, France) kullanilarak identifiye
edildi. Biyovar tiplendirilmesi igin mikroorganizmalar, real-
time Polymerase Chain Reaction (PCR) yontemi, iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda uygun kitler (Brucella
QLP2.0, fluorion, iontek),

System, Taiwan) ve detection sistemi fluorion detection

izolasyon cihaz1 (MagPurix

system, iontek, China) kullanilarak ¢alisildi.

Bulgular

Calismaya alinan hastalarin 22 (9%55)’si erkek, 18 (%45)’1
kadin ve yas ortalamasi 43,5 olup, en kiiciik hasta 16, en
biiyiik hasta ise 86 yasindaydi. Izole edilen bakterilerin
timi (%100)
(Vitek-2 Compact, Biomerieux, France) ile B. melitensis

tam otomatize kiiltiir antibiyogram cihazi

olarak saptandi. Biyovar tiplendirme i¢in ¢alismaya alinan
mikroorganizmalar, nedeni anlasilamayan bir inhibitor
etkenden dolayi, niikleik materyal amplifikasyon ve
kopyalama sayisinda yeterli diizeye ulagilamadigindan test

basarisizlikla sonug¢landi.
Tartisma

Uyguntedavi ve eradikasyon ¢aligmalar1 ile birgok gelismis
tilkede prevalansi giderek azalan bruselloz iilkemiz ve
ozellikle bolgemiz icin hala endemik bir hastaliktir.
Brusellozun insanlarda olusturdugu hastaligin 6nemi,
tan1 ve tedavisinin zor uzun olup, kronik morbiditeye yol
acmasidir (3,17-21).

Cekovska ve ark. [22] calismasinda, 16 kan kiiltiiriinden,
Brucella tiirliniin izole edilmesinde Bact /Alert inkiibasyon
otomatize VITEK 2 kompakt

kullanilarak alinan sonuglara gore; suslarin timi B.

sistemi ile, sistemi

melitensis olarak tanimlanmigtir. Bizim ¢alismamizda da

tiim suslar B. melitensis olarak identifiye edildi.
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Cerekci ve ark. [6] bruselloz tanisi almis hastalarin
klinik 6rneklerden izole edilen 187 Brusella susunun,
yontemler  ile

konvansiyonel tiir/biyovarlarinin

saptanmasi ve konvansiyonel yontemlere alternatif
olabilecek multipleks-gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (M-RT-PCR) yonteminin performansinin
degerlendirildigi calismasinda, konvansiyonel yontemler
ile Brusella suslarinin tamami B. melitensis biyovar 3
olarak tanimlanmistir. M-RT-PCR yontemi ile de suslarin
tamami B. melitensis olarak saptanmistir. M-RT-PCR
yonteminin sonuglari, referans yontem olarak kabul
edilen konvansiyonel biyotiplendirme ile %100 uyumlu
olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismay1
destekleyen bulgular elde edilmis olup, calisilan suslarin

tiimii B. melitensis olarak tesbit edilmistir.

Zahidi ve ark. [23], Malezya’da, bruselloz tanisi almig
41 hastanin kan kiiltiiriinden elde edilen izolatlarin, gram
boyama, oksidaz testi vb. konvasiyonel yontemlerle
tesbit edilerek, high-resolution melt (HRM) analizine tabi
tutulmus. Analiz sonucuna goére; 41 susun 40’1 B.
melitensis olarak tesbit edilirken, 1°1 B. canis olarak

tanimlandi. Calismamizin sonuglarina yakin bir deger elde

edilmistir.

Kuveyt’te yapilan ve 75 brusella isolatinin,
konvansiyonel yontemler 4 farkli molekiiler yontem
(16S rRNA gene sequencing, real-time PCR,

enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-
PCR ve multilocus
(MLVA)-8,

tanimlandig1

variable-number tandem-repeat
MLVA-11 ve MLVA-16)

caligmada tiirlerin timi B. melitensis

analysis ile
olarak tesbit edilmistir [24]. Bizim calismamizda da
tiirlerin tiimi B. melitensis olarak tesbit edilmistir.

Ulkemizde ve dzellikle de bdlgemizde bruselloz vakalar
ve tedavi protokolii toplum sagligi agisindan Onemini
Ozellikle da
yanitsiz olgularda biyotiplendirme gerekebilmektedir.

korumaktadir. rekiirren  ya tedaviye

Mevcut yontemlerle biyotiplendirme zor olmakta
hatta sonu¢ alimamamaktadir. Dolayisiyla tanida,
biyotiplendirmenin ~ daha kolay bir sekilde
yapilabilmesi ile ilgili calisma yapilmasimin faydal

olacagi kanisinday1z.
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