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Akut bruselloz tanisinda polimeraz zincir reaksiyonu
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OZET

Amacg: Bruselloz, pek cok lilkede oldugu gibi iilkemiz
icin de onemli bir halk sagligi sorunu olan zoonozdur.
Ozgiill olmayan sikayetler ve bulgularla seyreden
hastaligin tamsinda altin standart olan kiiltiirde
bakteriyi Uretmek oldukca zor ve zaman alicidir.
Rutinde daha sik kullanilan serolojik yontemlerin capraz
reaksiyonlardan dolay1 ozgiilliigli dusliktir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler yontemler pek
cok enfeksiyon hastaligi gibi brusellozun erken ve hizli
tanisinda iyi bir alternatif yontemdir. Bu calismada,
bruselloz tanisinda PZR yonteminin konvansiyonel
yontemlerle karsilastirilmasi amaclandi.

Yontemler: Calisma grubu bruselloz on tanmili 35
hasta ve 20 saglikli goniilliiden olusturuldu. Hasta ve
kontrol grubundan serolojik calisma icin serum, PZR icin
tam kan alinirken, hastalardan atesli olduklari donemde
kan kulturleri alindi. Tam kan orneklerinden elde edilen
lokosit pelletlerinden DNA izolasyonu yapildi ve brusella
DNA’ s1in house PZR yontemiyle tespit edildi.

Bulgular: Hastalarin Standart tip agliitinasyon
(SAT) degeri 1 olguda 1/80 iken, digerlerinde >1/160
idi. Bunlarin 16’sinda kan kilturd pozitif bulundu.
Kontrollerin SAT degerleri negatif idi. PZR yontemiyle
yapilan calismada hastalann %97’sinde pozitiflik
saptanirken kontrollerin hepsi negatif bulundu.

ABSTRACT

Objective: Brucellosis is a zoonotic disease which is
a public health problem in our country like many parts
of the world. The illness has nonspecific symptoms
and physical signs. Bacterial culture is gold standard
in the diagnosis of brucellosis but it is difficult and
time consuming, so serologic techniques are used
routinely. But serologic techniques have low specificity
because of cross reactions. Molecular methods like
polymerase chain reaction (PCR) are good alternatives
in the early and rapid diagnosis of brucellosis, as it is in
other infectious diseases. The aim of this study was to
compare PCR method with conventional methods in the
diagnosis of brucellosis.

Methods: The study included 35 patients and 20
healthy volunteers. Sera for serology and whole blood
samples for PCR were collected from each subject
in both groups. DNA was extracted from peripheral
mononuclear cells obtained from the blood samples and
an in house PCR assay was used to detect brucella DNA.

Results: Standart tube agglutination (STA) titers of
most patients were >1/160, except one patient which
was 1/80. Blood cultures were positive for 16 patients.
The STA titers of all controls were negative. PCR was
positive for 97% of the patients and all of the volunteers
were negative.
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Sonug: Kullanilan PZR yonteminin erken ve hizl
tanida yiiksek duyarlilikta oldugu, bu nedenle bruselloz
hizli ve dogru tamisi icin kullamilmasinin uygun olacagi
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz, tan1, PZR

Conclusion: It is concluded that the tested PCR
assay has high sensitivity in the diagnosis of brucellosis
and it may be used in rapid and accurate diagnosis of
brucellosis.

Key Words: Brucellosis, diagnosis, PCR

GIRiS

Bruselloz, Brusella cinsi bakterilerin neden oldugu
ve insanlara genellikle pastorize edilmemis siit ve siit
urunlerinin tiketilmesi ile ya da enfekte materyallere
direk temasla bulasabilen bir zoonozdur (1). Uzun
ve o0Ozgul olmayan sikayetlerle seyreden

hastalik oOzellikle Akdeniz ulkeleri ve gelismekte

sureli

olan lilkelerde onemli bir halk sagligi sorunudur.
Ulkemizde de endemik olarak goriilmektedir (2, 3).
Neden oldugu hastalik boyutunun ciddiyeti ve insanlar
icin uygun olmamasindan dolay1 biyoterorizm ajani
olarak da kullanilabilmektedir (4). Brusellozun kesin
tanist mikroorganizmanin kan, kemik iligi veya diger
enfekte dokulardan Uretilmesi ile konur. Brusella
cinsi bakterilerin in vitro sartlarda zor ve yavas
uremeleri nedeniyle tamda zorluklar yasanmaktadir.
Ayrnica onceden antibiyotik kullanimi da bakterinin
ureme ihtimalini azaltmaktadir. Bu yuzden bruselloz
tanisinda serolojik tan1 yontemleri izolasyondan daha
cok onem kazanmistir (5, 6).

Serolojik tanmda standart tip aglutinasyon testi
(SAT) en cok kulanmlan yontemdir.
duyarliig

Bu yontemin
yiksek olmakla beraber, Francisella
tularensis ve Yersinia  enterocolitica’ya kars
olusan antikorlarla capraz reaksiyon vermesinden
dolay1, ozgiillugu dusiiktiir (7, 8). Ayrica SAT uygun
tedavi protokoliiniin seciminde ve hastaligin seyrini
farkli

siniflarin1 da ayirt edemez. Akut bruselloz belirti ve

gostermede onemli olan immiunglobulin
bulgulari olan hastalarda 6zgiil antikorlarin vartigi ve
titrelerinin saptanmasinda SAT uygun bir testtir. Fakat
inkiibasyon doneminde, kronik bruselloz ve o6zellikle
asilanma veya enfeksiyon sonucu olusan antikorlarin

ayriminda kullanimi sinirlidir (9, 10 ).
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Konvansiyonel tam yontemlerindeki bu
olumsuzluklar nedeniyle molekiler tani teknikleri
iyi bir alternatiftir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) Brusella tanmimlamasinda kiltiir ve serolojik
testlerden daha duyarli olarak kabul edilmektedir
(11, 12). Tum klinik materyallerde calisilabilir olmasi

da bu yontemin avantajidir (11).

PZR
yontemlerle
karsilastinlarak erken ve dogru tan icin degerinin
arastinlmasi amaclanmistir.

Bu calismada, bruselloz tanisinda

yonteminin konvansiyonel

GEREC VE YONTEM

Calisma grubu
arasinda Enfeksiyon
basvuran ve klinik acidan akut bruselloz oldugu

2007
poliklinigimize

Ocak-Haziran tarihleri

Hastaliklar

dusunulen 35 hastadan olusturuldu. Hasta grubu
SAT degeri >1/160 olan ve/veya kan Kkiiltiiriinde
Brucella spp. uretilen hastalar ile SAT degeri <1/160
olup Coombs’lu serumla tip agliitinasyonu >1/320
olan hastalar olarak belirlendi. Kronik bir hastalig
olanlar ve hastaneye basvurmadan once antibiyotik
kullanmis olanlar calismadan cikanldi. Kontrol grubu
ise hastaneye baska sebeplerden basvuran klinik
olarak bruselloz dustinilmeyen, SAT titresi negatif
olan gonillu kisilerden olusturuldu.

Calisma icin etik kurul onayr alinarak calismaya
katilan her hastaya calismanin amaci anlatildi ve yazili
izinleri alind1. Her hasta tarafindan standart bir anket
(yas, cinsiyet, telefon, sikayet, sikayetlerin siresi,
kullanlan tedavi) dolduruldu. Hasta grubundan atesli
olduklar donemde ikiser adet kan kiiltiirii alindi. Her



hastadan serolojik inceleme ve PZR icin kan drnekleri
alindi.

Kiiltir:

Hastalarin kan kilturleri Bactec 9050 (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Md, USA)
otomatize sistemi ile 30 giin sire ile inkube edildi.
inkiibasyonun 10, 20 ve 30. giinlerinde iiremeyen
orneklerden kor pasajlar yapildi. Brusella agar ve
kanli agar besiyerlerinde 48 saatlik inkubasyon
sonucunda ureyen yaklasik 2 mm capinda, yuvarlak,
saydam, hemolizsiz, pigmentsiz kolonilerden Gram
boyama yapildi. Gram negatif kokobasil olarak
gorilen mikroorganizmalar biyokimyasal yontemlerle
tiplendirildi. Bunun icin H2S {retimi, oksidaz,
katalaz, hareket, indol, Voges-Proskauer testi, sitrat,
nitrat rediksiyonu, jelatin hidrolizi gibi biyokimyasal
reaksiyonlar ve anti-Brucella poliklonal serum ile lam

aglitinasyonu yontemleri kullanildr (5, 13, 14)

Seroloji:

Serolojik tani icin hasta ve kontrol grubundan
alinan serum orneklerinde Brusella antikorlan
SAT yontemi ile arastinldi. B. abortus S99 susu ile
hazirlanmis standart Brusella antijeni Ankara Refik
Saydam Hizsthha Merkezi Baskanligi’ndan temin
edildi. SAT 21/160 olan titreler pozitif olarak kabul
edildi. SAT negatif olanlar serum fizyolojik (SF) ile
uc defa yikanip Coombs reaktifi eklenerek tekrar
sulandinildi ve 37 °C’de 24 saat bekletilip aglutinasyon
olup olmadigina bakildi (10, 15 - 17). Coombs testi icin
kullanilan anti human globulin (Lorne Labs, Twyford,

ingiltere) ticari olarak temin edildi .

PZR Uygulamasi

PZR’de DNA
l6kositlerinden elde edildi. Taze kandan lokosit
izolasyonu (PAA Laboratories GmbH,
Haidmannwog, Pashing, Avusturya) kullanildi. DNA, DZ

kullanilan ornekleri hasta

icin ficoll

DNA izolasyon kiti (Dr Zeydanli, Turkiye) kullanilarak
fenol kloroform yontemi ile izole edildi.

DNA ekstraksiyonu icin calismaya baslamadan
once Sol A'y1 olusturmak icin tip icerisine 1 ml

DNase-RNase serbest saf su eklendi. Sividan 250-300
pl alinarak DNA izolasyonunda kullanildi. 1,5 mUlik
ependorf tup icine 20 pl Sol A, Uzerine 250 pl hasta
lokosit stispansiyonu ve 500 pl Sol B konuldu. Tup,
solusyonlarin karismasi icin alt st edildi ve 42 °C’de
1 saat siireyle bekletildi. inkiibasyondan sonra tiipe
500 pl Sol C (iki fazli olan solusyonun alt fazindan)
konuldu. Karnisim vortekslendi ve 10.000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Santrifijden sonra tipte 2 faz
olustugu gorildi. Berrak olan Ust kisim temiz bir
ependorfa alinarak, uzerine 500 pl sol D ilave edildi
ve hafifce vortekslendi. Karisim daha sonra 10.000
rpm de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant atilarak
tipun tizerine 500 pl Sol E konuldu ve 10.000 rpm’de 5
dk santrifiij edilip supernatant kismi atildi. Tupler 37
OC etiive konularak alkol ucuruldu. Elde edilen bakteri
DNA’s1 50 pl distile su ile sulandinldi.

PZR Programi

B. abortus’un 31 kDa’luk antijenini kodlayan
genin 223 baz ciftlik bolgesinin cogaltilmasi icin
Baily ve arkadaslann tarafindan tamimlanan B4 (5’-
TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA-3’) (P1)ve B5 (5’-
CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG-3’) (P2) primerleri
(MWG, Almanya) kullamldir (18). 500 pl P1+P2 (10
pmol) hazirlamak icin 50 pl P1 (forward primer,
100 pmol) ve 50 pl P2 (reverse primer, 100 pmol)
ependorf tipte birlestirildikten sonra Uzerine 400
pl dH20 ilave edildi. Toplam 50 pl reaksiyon hacmi
olusturacak sekilde 10X PZR buffer (Bioron/Almanya,)
5 pl, 25 mM MgCL2 4 pl, dNTP 0,2 pl, P1+P2 1,5 pl,
Taq DNA polimeraz 0,5 pl, dH20 33,8 pl ve 5 pyl DNA
karisimi hazirlandi. Reaksiyon kansimlar %95 °C’de
5 dk baslangic ayrilmasi, 95 °C’de 15 sn ayrilma,
60 °C’de 1 dk baglanma, 72 °C’de 1 dk uzama 1sisi
olmak lizere 40 dongii cogaltma yapildi. Cogaltma
uriini %2 agaroz jelde yurituldi. PZR reaksiyonunda
pozitif kontrol olarak Kirikkale Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda var olan bir
pozitif ornek, negatif kontrol olarak “DNA- RNA free”
su kullanildi.

Turk Hij Den Biyol Derg

93



BULGULAR

Calismaya alinan bruselloz on tanili hastalarin 20
(%57,1)’si erkek, 15 (%42,9)’i kadin idi. Kontrol grubu
ise 12 (%60) erkek, 8 (%40) kadindan olusuyordu.
Hastalarin yas ortalamasi 42,1 + 16,4, Kontrol
grubunun ise 46,2 + 12,8 idi. Gruplar arasinda yas
ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p=0,34, student t test)

Hastalarin 34’linde SAT >1/160 iken, titresi 1/80
olan bir hastada yapilan Coombs testinde de titre
degismedi. Hastalarin 16’ sinda kan kiiltiiriinde iireme
saptanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Hastalarin SAT titreleri, kulttirde mikroorganizma
tireme oranlari ve PZR pozitifligi

Kijlti.irde PZR
SAT titresi Say1 (%) Ureme Pozitifligi

Say1 (%) Say1 (%)
1/80 13) 1(3) 1(3)
1/160 17 (49) 9 (26) 16 (46)
1/320 10 (28) 2 (5) 10 (28)
1/640 6 (17) 3(8) 6 (17)
1/1280 103) 1(3) 1(3)
Toplam 35 (100) 16 (45) 34 (97)

Sekil 1. Hasta grubunda PZR pozitifliginin agaroz jelde
gosterilmesi
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Kaltur ve seroloji ile bruselloz tanmist konulan
PZR ile 34 (%97)’lnde
Kontrol grubunda butiin

hastalarin in  house
pozitiflik tespit edildi.
sonuclar negatif oldugundan ozgiillik %100 olarak

belirlendi.

TARTISMA

Bruselloz, lilkemizin de icinde bulundugu Akdeniz
lilkeleri, Orta Dogu ve Giliney Amerika’da onemli halk
saglig1 sorunu olan bir zoonozdur. DSO her yil 500.000
yeni bruselloz olgusunun saptandigin bildirmektedir.
Bildirimlerin tam olmamasi nedeniyle bu sayinin daha
da fazla oldugu tahmin edilmektedir (19). Ulkemizde
bruselloz olgularinin bolgelere gore dagilimina
bakildiginda Kirikkale ilinin de bulundugu ic Anadolu
Bolgesi, Giineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgelerinden sonra sonra uclincii sirada gelmektedir
(20). Kirnkkale’de 1998 - 2003 yillar1 arasinda yapilan
seroprevelans calismasinda seropozitiflik oran1 %5,2
olarak bulunmustur (21).

Brusellozun tams1 kiltliir ve seroloji gibi

konvansiyonel yontemlere

dayanmaktadir. Patojenin kan kiltiriinde uretilmesi

mikrobiyolojik

altin standarttir. Fakat uzun bir inkubasyon suresi
gerektirmesi, laboratuvar kaynakli enfeksiyon riski ve
mikroorganizmanin uUretilmesinin her zaman mumkin
olmamasi nedeniyle (%15-70) erken tani icin serolojik
yontemler one ¢cikmistir (1, 6). Brusella antijenlerine
kars1 antikorlarin arastirildigi bu testlerin erken
hastalik doneminde negatif olmasi, serolojik capraz
reaksiyonlar gosterebilmesi ve tedaviden sonra
antikor yiiksekliginin uzun siire devam etmesine
baglh olarak tedavi takibinde kullanilamama gibi

dezavantajlan vardir (1, 11).

PZR yontemi, pek cok enfeksiyon hastaliginin
tamsinda kullamlan hizli ve duyarliigi yiiksek
molekiilerbirtanimetodudur. Brucellaenfeksiyonlarini
tespit etmek icin farkli PZR teknikleri ve ekstraksiyon
yontemleri denenmistir. Brusella DNA’s1 elde etmek
icin insan ve hayvan doku ornekleri, kan, idrar, BOS,
serum gibi pek cok materyal kullamlmistir. En yaygin
kullanilan klinik ornekler kan ve serumdur (5, 11).



Bulastan sonraki on gun icerisinde Brucella
spp.’yi tespit edebilen PZR’ye dayali testler;
geleneksel  yontemlerle kiyaslandiginda  sirat

ve duyarliik acisindan daha Umit verici olarak
degerlendirilmektedir. Bununla beraber Brucella spp.
icin yapilan cesitli PZR yontemlerinin ozgiillik ve
duyarliigi farkli olup, 6rnegin hazirlanmasi, “primer”
tespiti ve DNA izolasyon yontemleri tam olarak
standardize edilememistir (5, 22).

Bruselloz tanisinda  mikroorganizmanin  tiir
diizeyinde tespiti tedaviyi cok fazla etkilemedigi
icin cok gerekli degildir. Bu ylizden Brusella PZR
calismalarinda secilen hedef genler ve primer
ciftlerinin mimkiin oldugunca bitiin tirler ve
biyotipler icin duyarli olan ve diger bakterilerle
olmasina

negatif verecek  ozglillikte

calisilmistir. Bu konuda yapilan ilk calismada Fekete

sonuc

ve ark., B. abortus’un 43 kDa’luk bir dis membranin
kodlayan bolgeyi hedef olarak secmislerdir (23). Baily
ve ark.’nin 1992’de yaptig1 calismada ise 31 kDa’luk
B. abortus antijenini kodlayan 223 baz ciftlik BCSP31
hedef sekans1 kullanmilmistir. B4 ve B5 primerleri ile
yapilan PZR yontemi B. abortus ve B. melitensis icin
duyarli ve 6zgul bulunmustur (23).

Belcika’da
abortus’un 16S rRNA gen sekansindan elde edilen
primerler kullanilarak yapilan PZR sonucunda glivenilir
sonuclar elde edilmistir (24). Yine ispanya’da Romero
ve ark. tarafindan yapilan calismada ayni sekanstan
6 farkli primer kullanilarak Brusella tespit edilmistir
(25). Brusella tirlerinin RNA homolojisinin %100’e
yakin olmasindan dolay1 B. abortus ’un 16S geninden
secilen primerlerin diger Brusella tiirlerini de tespit
edebildigi gosterilmistir. Bu calismalarin 6zgulligu
test edildiginde Ochrobacterium anthropi disinda
filogenetik olarak akraba olan hicbir mikroorganizma
pozitif bulunmamistir (24, 25).

Herman ve ark. tarafindan B.

PZR calismalarinda, duyariligin en onemli
etkenlerinden biri uygun primer ciftleri calismaya
dayanmaktadir. Navarro ve ark., 31 kDa’luk
B. abortus antijenini kodlayan (B4/B5), 16S rRNA

gen sekansindan elde edilen (F4/R2) ve bir dis

membran proteini olan Omp2’den (JPF/JPR) elde
edilen primerleri kullanarak yaptiklari calismada;
F4/R2’nin Brusella DNA’sin1 belirlemede etkili primer
cifti oldugunu bildirmislerdir (26). Nimri ve ark.’nin
F4/R2 primerini kullanarak yaptiklari calismada ise
duyarlibk %85,7, ozgulluk %100 olarak bildirilmistir
(27).

Queipo-Ortuno ve ark’nin B4 ve B5 primerlerini
kullanarak  yaptiklarn  calismada, hastalardan
alinan 50 tam kan o6rneginin hepsinde PZR pozitif
bulunurken, 60 kontrolden alinan 6rneklerden sadece
biri pozitif bulunmustur. Bu sonuclara gore PZR’ nin
bruselloz tanmsinda %100 duyarli, %98,3 6zgiil oldugu
rapor edilmistir (28). Matar ve ark. aym primerleri
kullanarak 17’si akut, 3’U relaps olmak lizere, 20
hastada yaptiklar calismada PZR’ nin duyarli oldugunu
gostermislerdir. Negatif kontrol olarak kullanilan
9 tifolu hasta ve 30 saglikli kiside ise PZR negatif
bulunmustur. Bu calismada sonuclarin 24 saatten kisa
bir siirede alinmasinin klinisyen icin erken ve dogru
tan sagladig1 vurgulanmistir (29).

Biz de calismamizda daha once pek cok calismada
kullamlan B. kDa’luk antijenini
kodlayan genin 223 baz ciftlik bolgesini hedef alan
B4 ve B5 primerlerini kullanarak bir PZR yontemini
uyguladik (28, 30). Hasta grubunda pozitiflik orani
tarafimzca %97 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz
bu oran diger calismalardaki gibi yiiksek duyarlilikta
idi.

abortus’un 31

PZR yontemi icin hangi materyalin daha uygun
oldugunu belirlemek de onemlidir. Mitka ve ark.,
Yunanistan’da 200 hastada dort farkli PZR yontemi
ile serum, tam kan, lokosit (buffy coat) kullanarak
yaptiklan calismada lokosit ve tam kanin Brusella PZR
icin en uygun materyaller oldugu, zellikle relapslan
belirlemede tedavi sonrasi serumda bulunan
bakteri miktarinin cok az olmasindan dolay1 yalanci
negatiflige neden olabilecegi belirtilmistir (31). Bizim
calismamizda da hastalardan EDTA’ll tipe alinan kan
orneklerinden elde edilen okosit pelleti kullanilarak
yapilan PZR yonteminde aldigimiz sonuglar Mitka ve
ark.’min sonuclarina benzemektedir.
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Al- Nakkas ve ark.’mn tam kan kullanarak
yaptiklan bir calismada 89’u kultiir pozitif olan 199
Bruselloz hastasinin 193’Unde PZR pozitif bulunmustur.
Farkli enfeksiyonlari olan 244 hastada ise Brusella
PZR negatif bulunmustur. Bu sonuclara gore
duyarlilik %97, ozgulliik %100 olarak belirtilmistir (32).

Morata ve ark., bruselloz tamsinda periferik
kanda yapilan PZR testinde etkili
parametreleri inceledigi calismada kan orneklerinde

olabilecek

hemoliz sonucu bulunan hem bilesenlerinin ve
PZR
sonucunu etkileyebilecegini disiinmisler ve kiltir
ve/veya seroloji ile bruselloz tamsi alan 32 hastada

ortamda bulunan toplam DNA miktarinin

Brusella DNA’sim1 arastirmislardir. Lokosit pelletinin
iki defa yerine dort/bes kez yikanmasinin agaroz jel
elektroforezinde DNA'y1 saptamayr kolaylastirdigi,
toplam DNA miktarinin azalmasinin da sonucu olumlu
etkiledigini gozlemislerdir. Bu yontemle 25 saglikli
kontrolde DNAnegatif bulunmustur (33). Bucalismanin
sonuclarint goren Navarro ve ark. ayn1 yontemi 10
akut brusellozlu hasta ve bes saglikli kontrolde
denemisler, fakat sonucta sadece bes hasta ile iki
kontrolde PZR pozitifligi saptamislardir. Bu calismada
yalanci negatifligin nedeninin kanda bulunan bakteri
DNA’sinin  miktarinin saptanabilecek
seviyeden daha az olmasi

dizeyinin
olarak belirtilirken,
yalanc1 pozitifligin ise konvansiyonel yontemlerle
saptanamayan asemptomatik enfeksiyona veya baska
bakterilerle olan enfeksiyonun capraz reaksiyonuna
bagli olabilecegi dusiliniilmistiir (34).

Bizim calismamizda, tam kandan ayrilan lokosit
pelleti serum fizyolojikle iki/i¢ defa yikanarak
hazirlandi. Elde ettigimiz sonucglara gore bu sayinin
ortamda bulunan hemoglobin ve antikoagulanlar
gibi yalanci negatiflige neden olabilecek maddelerin
uzaklastirilmasi icin yeterli oldugu goriildd.

Ulkemizdeki bir calismada iki farkli gen bélgesi
hedeflenerek yapilan PZR’de Brusella tirlerinde
insersiyon bolgesinin  (IS6501) cogaltilmas1 ile
%51,7, 31 kDa ’luk B. abortus antijenini kodlayan
genin 223 baz ciftlik bolgesinin cogaltilmasi ile ise
%48,3 duyarliik bulunmus, duyarlilk oranimin dusuk
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bulunmasini hastaligin patogeneziyle ilgili oldugu ve
periferik kan hicrelerinde saptanma oraninin disuk
olabilecegi belirtilmistir (35).

PZR calismalarinda daha ideali bulmak adina yeni
yontem arayislari da devam etmektedir. Vrioni ve
ark., akut bruselloz tanisinda bir enzim immuno assay
PZR (PCR-EIA) gibi daha yeni bir yontemle yaptiklan
calismada tam kanda %81,5, serumda %79 duyarlilik,
her iki materyalde de %100 o6zgullik gibi Umit verici
sonuclar elde etmislerdir (36).

Real time PZR (RT-PZR) hizli, kapali sistemlerde
calisildigindan kontaminasyon riski diisiik ve kullanilan
DNA miktarinin daha az oldugu bir PZR yontemidir. RT-
PZR yonteminde reaksiyon boyunca veri toplanmasi
ve analizi ayn1 anda devam etmektedir ve yarim saat
kadar kisa bir stirede serum, kan ve doku orneklerinde
uygulanabilmektedir (21, 36).

Debeaumont ve ark.’nin yaptigi calismada 17
kiltur pozitif bruselloz hastasinin 11’inde RT-PZR
yontemi ile Brusella DNA’s1 saptanirken, 60 kontrol
hastasinin ise hepsi negatif bulunmustur. Bu sonuclara
gore testin duyarliligi %64,7, ozgilligli %100 olarak
bildirilmistir (37)

Queipo Ortuno ve ark.’nin 60 bruselloz hastasi ve
65 kontrolden alinan serum orneklerinde Es Zamanl
PCR (gRT-PZR, Roche Diagnostic) yontemi ile yaptiklan
calismadaduyarlilik %91,9, ozgulluk %95,4 bulunmustur.
Bu yontemin hem hizli sonug verdigi, hem bir bakteri
hiicresine denk gelen 5 fg DNA'y1 saptayabildigi, hem
de kapali kapiller tiiplerde calisildigindan dolay,
kontaminasyonun engellendigi belirtilmistir (38). Yine
aym arastirmacilarin qRTPCR ile PZR-ELISA yontemini
karsilastirdiklar1 baska bir calismada; qRTPCR %93,3
duyarli, %94,6 ozgil PZR-ELISA %90
duyarli, %91,9 6zgul bulunmustur. Sonuc olarak serum

bulunurken,

orneklerinde calisilan gRTPCR yonteminin tam kan
kullamlan PZR-ELISA kadar duyarli oldugu bildirilmistir
(39). Bu yontemle yapilacak calismalarda serumun
da kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle serum
kullamlarak yeni calismalar

yapilmast uygulama

kolaylig1 da getirecektir.



PZR yonteminin Bruselloz tedavisine yanitta
kullanilabilirligini arastiran calismalar da yapilmistir.
Navarro ve ark. yaptigi bir calismada Bruselloz
tanist olan 18 hastadan relaps olan yedi hasta
ve relaps olmayan 11 hastanin gRTPCR sonuclarn
karsilatinldiginda DNA yiiki ilk lic haftada hizlica
ragmen tedavini sonunda relaps
arasinda

azalmasina
olanlarla olmayanlarin Q-PZR sonuclari
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. (12)
Baska bir calismada ise 30 hastanin tan1 aninda,
tedavi bitiminde ve tedavi bittikten sonraki 2., 4.
ve 6. aylarda seroloji, kiiltir ve PZR yontemleri
karsilastinlmis; baslangicta PZR testi pozitif olan
29 hastadan 28’inin tedavi sonunda PZRsi negatif
bulunurken relaps olan iki hasta ve relaps suphesi
olan dort hastanin PZR testleri daha sonra pozitif

KAYNAKLAR

1. Young EJ, Mandell GL, Bennett JE, Dolin R, eds.
Principles and Practice of Infectious Diseases.
5th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone, 2005:
2669-73.

2. Sozen TH. Bruselloz. infeksiyon Hastaliklar ve
Mikrobiyolojisi. Ed: Willke Topcu A, Soyletir G,
Doganay M. Nobel Tip Kitabevleri, 2002; 636-42.

3. Mehmet Ulug, Nuray Can-Ulug. Brusellozlu 78
Olgunun Degerlendirilmesi. Klimik Dergisi, 2010;
23(3): 89-94.

4. Kilic S, Babur C. Biyolojik silah olarak bakteriler
“Kategori B ajanlar”. Turk Hij Den Biyol Derg 2006;
63: 47-66.

5. Al Dahouk S, Tomaso H, Nockler K, Neubauer H,
Frangoulidis D. Laboratory-based diagnosis of
brucellosis—a review of the literature. Part I:
Techniques for direct detection and identification.
Clin Lab, 2003; 49: 487-505.

6. Kilic S. Mikrobiyolojik Tan1. Turkiye Klinikleri J Inf
Dis-Special Topics, 2012; 5 (1): 46-66.

7. Kilic S, Celebi B, Bayram Y, Citil B. Francisella
tularensis antikorlan ile capraz reaksiyonlarinin
arastinlmasi. Turk Hij Den Biyol Derg, 2013; 70(2):
65-70.

8. Kocabeyoglu O. Brucella abortus, Brucella
melitensis, Yersinia enterocolitica. Serotip 0:3
ve 0:9 Arasindaki Antijenik Iliskinin Arastirilmasi.
Mikrobiyoloji Blilteni, 1990; 24(3): 218-25.

bulunmustur. PZR yonteminin sadece tani icin degil,
tedavi takibi ve relapslan erken saptamak icin cok

faydali bir yontem oldugu belirtilmistir (40).
Brusellozun endemik oldugu

olarak kullanilan serolojik

Sonuc olarak;
tlkemizde geleneksel
yontemlerin hastaligin erken déneminde, kronik
ve relaps olgularda ve tedaviye cevabin takibinde
sorun yarattigi bilinmektedir. Tanmida altin standart
olarak kullamlan kiltiriin, duyarliigi diisiik ve uzun
surede sonuc alinabilen bir yontem olmas1 nedeniyle,
PZR yonteminin daha kisa siirede sonug verebilmesi,
duyartiiginin ve o6zgilliguniin yiiksek olmasi, diger
yontemlere gore laboratuvar personeline bulas
riskinin dusik olmasi nedenleriyle, brusellozun
tanmisinda iyi bir alternatif secenegi olusturacagini

dusunmekteyiz.

9. Aktas. O. Brusellozda Mikrobiyolojik Tani. ANKEM
Derg, 2003; 17: 336-39.

10. Al Dahouk S, Tamaso H, Nockler K, Neubauer
H, Frangoulidis D. Laboratory-based diagnosis
of brucellosis-A Review of literature. Part 2:
Serological Tests for brucellosis. Clin Lab, 2003;
49: 577-89.

11. Navarro E, Casao MA, Solera J. 2004. Diagnosis
of human brucellosis using PCR. Expert Rev Mol
Diagn, 4(1): 115-23.

12. Navarro E, Segura JC, Castaiio MJ, Solera J. Use of
Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction
to Monitor the Evolution of Brucella melitensis
DNA Load During Therapy and Post-Therapy Follow-
Up in Patients with Brucellosis. Clin Infect Dis,
2006; 42 (9): 1266-73.

13. Erdenlig S. Turkiye’de Brucella kokenleri. Klimik
Derg, 2003; 16: 214-6.

14, Bilgehan H. Klinik Mikrobiyolojik Tani. Baris
Yayinlan Fakiilteler Kitapevi. 4. Baski. izmir, 2000;
475-80.

15. Findik D. Bruselloz tanisinda sorunlar. Klimik

Kongre kitabi. 2005: 104-7.

16. Bilgehan H. Klinik Mikrobiyolojik Tani. Baris Yayinlan
Fakulteler Kitapevi. 4. Baski. izmir, 2000; 227-8.

Turk Hij Den Biyol Derg

97



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

98

Badur S. Brusellozda Serolojik Tam ve
Seroepidemiyoloji.  Klimik Derg, 1990; 3:
1-1720.

Baily GG, Kranhn JB, Drasar BS, Stoker NG.
Detection of melitensis and abortus by DNA
amplification. J Trop Med Hyg, 1992; 95:
271-7.

Ariza J, Pellicer T, Pallares R, Foz A, Gudiol F.
Specific antibody profile in human brucellosis. Clin
Infect Dis, 1992; 14(1): 131-40.

Yice A, Alp-Cavus S. Turkiye’de bruselloz: Genel
bakis. Klimik Derg, 2006; 19(3): 87-9.

Apan TZ, Kaygusuz S, Kilic D, Yildinm A, Aksoy A,
Ayaslioglu E. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Polikliniklerine  Basvuran Kisilerde Bruselloz
Seroprevalansi. Infeksiyon Derg, 2004; 18(2):
175-8.

Yu WL, Nielsen K. Review of detection of Brucella
spp. by polymerase chain reaction. Croat Med J.
2010; 51(4): 306-13.

Fekete A, Bantle JA, Halling SM, Sanborn MR.
Preliminary development of a diagnostic test for
using polymerase chain reaction. J Appl Bacteriol,
1990; 69: 216-27.

Herman L, De Ridder H. Identification of Brucella
spp. By using the polymerase chain reaction. Appl
Environ Microbiol, 1992; 6: 2099-101.

Romero C, Gamazo C, Pardo M, Lopez-Goni I.
Specific detection of DNA by PCR. J Clin Microbiol,
1995; 33: 615-7.

Navarro E, Escribano J, Fernandez J, Solera J.
Comparison of three different PCR methods
for detection of spp. in human blood samples.
FEMS Immunol Med Microbiol, 2002; 34(2):
147-51.

Nimri LF. Diagnosis of recent and relapsed cases
of human brucellosis by PCR assay. BMC Infect Dis,
2003; 3: 5.

Queipo-Ortuno MI, Morata P, Ocon P, Manchado
P, Colmenero JD. Rapid diagnosis of human
brucellosis by peripheral-blood PCR assay. J Clin
Microbiol, 1997; 35: 2927-30.

Matar GM, Khneisser IA, Abdelnoor AM. Rapid
laboratory confirmation of human brucellosis
by PCR analysis of a target sequence on the
31-kilodalton antigen DNA. J Clin Microbiol, 1996;
34: 477-8.

Turk Hij Den Biyol Derg

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Casanas MC, Queipo-Ortuno MI, Rodriguez-Torres
A, Orduna A, Colmenero JD, Morata P. Specificity
of a polymerase chain reaction assay of a target
sequence on the 31-kilodalton Brucella antigen
DNA used to diagnose human brucellosis. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis, 2001; 20: 127-31.

Mitka S, Anetakis C, Souliou E, Diza E, Kansouzidou
A. Evaluation of different PCR assays for early
detection of acute and relapsing brucellosis in
humans in comparison with conventional methods
J Clin Microbiol, 2007; 45(4): 1211-8.

Al-Nakkas A, Mustafa AS, Wright SG. Large-
scale evaluation of a single-tube nested PCR
for the laboratory diagnosis of human brucellosis
in Kuwait. J Med Microbiol, 2005; 54(8):
727-30.

Morata P, Queipo-Ortuno MI, Colmenero JD.
Strategy for optimizing DNA amplification in a
peripheral blood PCR assay used for diagnosis of
human brucellosis. J Clin Microbiol, 1998; 36:
2243-6.

Navarro E, Escribano, J, Solera, J. PCR assay for
diagnosis of human brucellosis. J Clin Microbiol,
1999; 37(5): 1654-5.

Cirak MY, Hizel K. Bruselozisin tamsinda iki
farkli gen bolgesini hedefleyen polimeraz zincir
reaksiyonu yontemlerinin degeri. Mikrobiyol Bul,
2002; 36: 271-6.

Vrioni G, Gartzonika C, Kostoula A, Boboyianni C,
Papadopoulou C, Levidiotou S. Application of a
polymerase chain reaction enzyme immunoassay
in peripheral whole blood and serum specimens
for diagnosis of acute human brucellosis. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis, 2004; 23(3): 194-9.

Debeaumont C, Falconnet PA, Maurin M Real-time
PCR for detection of Brucella spp. DNA in human
serum samples. Eur J Clin Microbiol Infect Dis,
2005; 24(12): 842-5.

Queipo-Ortuno MI, Colmenero JD, Reguera JM,
Garcia-Ordonez MA, Pachon ME, Gonzalez M,
Morata P. Rapid diagnosis of human brucellosis
by SYBR Green I-based real-time PCR assay and
meltingcurve analysis in serum samples. Clin
Microbiol Infect, 2005; 11(9): 713-8.

Queipo-Ortuno MI, Colmenero JD, Baeza G, Morata
P. Comparison between LightCycler real-time
polymerase chain reaction (PCR) assay with serum
and PCR-enzyme-linked immunosorbent assay with
wholeblood samples for the diagnosis of human
brucellosis. Clin Infect Dis, 2005; 40: 260-4.

Morata P, Queipo-Ortuno MI, Reguera JM,
Garcia-Ordonez MA, Pichardo C, Colmenero JD.
Posttreatment Follow-Up of Brucellosis by PCR
Assay. J Clin Microbiol, 1999; 37(12): 4163-6.



