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Ozet: Brusellozis, Latin Amerika, Orta dogu, Afrika ve Asya’da endemik seyreden zoonotik bir enfeksiyondur. Giiniimii-
ze kadar 11 Brusella tirG tanimlanmistir. Brusella turleri icerisinde insanlarda en siddetli enfeksiyona neden olan B.
melitensis turd olup bunu B. suis ve B. abortus izlemektedir. Brusella tirleri farkl sayilarda biyovarlardan olusmakta ve
immun serumlar ile aglitinasyon, bazi boyalar ve fajlara duyarlik 6zelliklerine goére de ayirimlari yapilmaktadir. Enfeksi-
yon kaynaginin tespiti, enfeksiyon ve/veya asi suslarinin karakterizasyonu ve yeni tirlerin ortaya konulmasi énceleri
biyovarlara gore yapilir iken, son yillarda Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) gibi PZR tabanli yontemler ile Multilokus variable number tandem repeat analysis
(MLVA), Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST) gibi molekiiler test ve yontemler ile yapiimaktadir. Bu derleme ile bu
yontemler ve bu alanda yapilan ¢alismalar ile ilgili glincel bilgiler sunulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Brusellozis, LAMP, molekdler tani, MLST, MLVA

Molecular Methods and Applications in Brucellosis Diagnosis and Epidemiological Studies
Molecular Methods in Brucellosis

Summary: Brucellosis is an endemic zoonotic infection in Latin America, the Middle East, Africa and Asia. Up to 11
Brucella species are described. Among the Brucella species, B. melitensis is the most severe infectious species in
humans, followed by B. suis and B. abortus. These Brucella species are differentiated into biovar and characterized by
immunological sera and agglutination, some dyes and phage susceptibility properties. However, some biovars can not
be distinguished by these methods and additional molecular tests such as Multilocus variable number tandem repeat
analysis (MLVA), Multilocus Sequence Typing (MLST) and PCR based methods such as Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) are needed for the detection of infection
source. This compilation provides current information on these methods and the work done in this area.
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Girig Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve “Loop Me-

Brusellozis glinimizde hala énemli zoonotik hasta- diated Isothermal Amplification” LAMP uygula-

liklardan biri olarak yerini korumaktadir. Birgok ilkede ~ Malart

eradikasyonu basarilmis ise de yabani ve evcil hay- Brusella tiir ve bazi biyovarlarinin tanimlanmasi etke-
vanlarda tim kitalarda ozellikle Akdeniz bolgesinde, nin Ureme 6zelliklerine, serotiplendirme ve bakteriyo-
Ortadogu, Bati Asya, Afrika ve Glney Amerika'da  faj tiplendirme yéntemlerine gére yapilmakta, ancak
endemik olarak seyretmektedir (5,35). Brusellalar epidemiyolojik arastirmalar igin 6nemli olan suslar
tanimlanmalarina, tir ve biyotip ayinmlarina ragmen arasindaki farkliliklarin belirlenmesidir. Epidemiyolojik
klasik yontemler ile suglarinin epidemiyolojik orijinleri iliskiler 6nceleri biyovarlara gére yorumlanir iken, yeni
ve suslardaki varyasyonlar izlenememektedir (12). marker genlerin veya DNA dizilerinin belirlenmesi;
Saha suglarinin klonal benzerliklerinin, enfeksiyon PZR, PZR'ye dayali yontemler ile birlikte MLVA ve
kaynaginin ve yeni Brusella tirlerinin belirlenmesinde MLST gibi molekiiler yontemlerin kullanimini gerekli
biyotiplendirme yontemlerinin yeterli ayinmi saglaya- g imistir (6,9,17,27,34,40). Brusella tiirlerinin PZR ile
mamasi derlemede anlatilan molekiler yontemlerin belilenmesinde saha érneklerinde, polimeraz aktivi-
kavranmasina ihtiyag duyuldugunu gostermektedir  teginin lipid, nikleaz, yiiksek divalent Ca iyonlari ile
(24,25). Bu yontemler, LAMP ve RFLP gibi PZR ta-  gpgellenmesi ve DNA amplifikasyon sorunlarina rag-
banli metotlar ile MLVA ve MLST gibi molekiiler test  men daha sensitiv ve kisa siireli sonug vermesi 6zel-
ve yontemlerdir. likleriyle PZR tabanli testler kiltir testlerine tercih

edilmektedir (31,41). Brusella teshisi amaciyla ilk
PZR uygulamalarindan sonra gesitli molekiler mar-
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tir (1,9,14,25,30). Brusellanin cins ve tir diizeyinde
PZR ile ayinmi amaciyla gesitli genler belirlenmistir
(7,29). Bu amagla kullanilan bazi genler 16S rRNA,
BCSP31, omp2, omp19, bp26, IS711'dir (28). Gundu-
mize kadar PZR-tabanli metotlara yonelik 400’'Un
Uzerinde arastirma mevcut olup Yu ve Nielsen (42)
bu caligmalarin bir kismini yayinlamistir. Bricker ve
Halling (2), 4 Brusella turtnd (sirasiyla B. abortus, B.
melitensis, B. ovis ve B. suis) Brusella tir isimlerinin
bas harflerinden ibaret bir sinonim “AMOS-PZR” ile
ifade edilen bir yontem ile belirledigini bildirmistir. Asi
suslarinin ve B. abortus biovar 3,5,6 ve 9'un belirlen-
mesi bu yéntem ile mimkin olmamigtir. Bu ayirimi
yapabilmek amaciyla Bricker ve Halling (3), B. abor-
tus S19 ve RB51 ayinmini AMOS-PZR’a 3 oligonuk-
leotid ilavesi ile yapmis ve bu testi multipleks AMOS-
PZR olarak adlandirmigtir. Daha sonra Garcia-Yoldi
ve ark (10), cabuk ve tek bir basamakta Brusella ayi-
rimlarini yapabilen yeni bir multipleks PZR testi gelis-
tirmiglerdir. Geng ve ark (13) ile Terzi ve ark (36) yap-
tiklan galismalarda Lopez-Goni ve ark (19) tarafindan
Onerilen primerlerden bazilari ile tur dizeyinde teghis
ve agl susu-saha susu ayirimi ¢alismalarini yapmig-
lardir. Elde edilen sonuglar hem pratik olmasi hem de
spesifik olmasi ile avantajlar saglamistir. Lopez Goni
ve ark (19), Brusella tur ve asi suslan B. melitensis
Rev.1, B. abortus S19 ve B. abortus RB51 ayirimini
yapabilen Bruce-ladder olarak tanimlanan bir multip-
leks PZR gelistirmislerdir. Bu test, B. canis ve B. suis
ayirmini da yapabilen ilave primerler ile gerceklesti-
rilmistir. Brusella tirlerinin molekiler teshisi amaciyla
“point of care” olarak adlandirilan hizh, etkin ve du-
yarl sonuglar elde edilen LAMP (Loop Mediated Isot-
hermal Amplification) yontemi gelistiriimistir. LAMP
protokolinde, zincir yer degisikligi aktivitesini sagla-
yan Bst DNA polimeraz enzimi ve gende 6 bdlgeyi
tanimlayan 4 primer cifti kullanilmaktadir (22,37).
Test suresi konvansiyonel PZR’'de 2-3 saat iken, bu
test ile 30-60 dakikaya inmektedir. Gendeki cesitli
bodlgeleri tanimlayan spesifik primerler testin spesifite-
sini artirir iken ilave loop primerlerinin kullanimi sen-
sitiviteyi artirmaktadir. Ayrica termal cycler ve jel go-
runtileme gibi sofistike materyallere ihtiya¢c duyulma-
masi testin diger bir avantajidir. Bu test DNA urUnleri
ile birlikte fazla miktarda pirofosfat molekdllerinin biri-
kimine neden olmakta ve bu durum Calcein ve Man-
gan gibi florofor boyalarin ilavesi ile gésteriimektedir.
Reaksiyonun baslangicinda calcein, floresans man-
gan iyonlari tarafindan séndirilir sonraki dénemler-
de biriken DNA urunleri pirofosfat molekdllerine bag-
lanarak floresan verir. Bu Urinler divalent Mg iyonlari-
na baglanarak cogaltilir ve ¢iplak gézle gézlenebildigi
gibi elektroforez ve UV kaynagi ile de tespit edilmek-
tedir. Kolorimetrik tespit ise Hidroksinaftol blue ve
SYBR Green gibi boyalarin ilavesi ile mimkunddr, bu
boya ile negatif 6rnekler menekse renge, pozitif or-
nekler ise gokylizii mavisine donismektedir. Brusel-
lanin LAMP ile teshisi ilk olarak Ohtsuki ve ark (23)
tarafindan BCSP31 geni baz alinarak yapiimigtir. Bu
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calismada 22 sus igerisinde 6 Brusella tirinin 10fg
konsantrasyonda tespiti mimkin olmustur. Test 63°C
de 35 dakikada gercgeklestiriimistir. Pan ve ark (26)
sut érneklerinde omp25 gen bazli LAMP testi ile ol-
dukga yiiksek sensitivite (1.3x10° cfu/ml) de genomik
DNA tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Multi lokus variable number tandem repeat analy-
sis (MLVA)

Brusella enfeksiyonunun takibi agisindan biyovar ve
sus farkhliklarinin belirlenmesi 6zellikle birgok biyoti-
pin yaygin oldugu populasyonlarda énemlidir. Yiiksek
oranda konservasyona ragmen bu amacla birgok
farkh testin gelistiriimesi devam etmektedir. Bu alan-
da o6zellikle B. suis, B. melitensis ve B. abortus ge-
nom karsilastirmalari yapilmaktadir (7). B. meliten-
sis’de 3100 6zel ve degdisken gen belirlenmis ve bun-
larin bir kismi potansiyel diyagnostik marker, bir kis-
mi da Brusella turlerinin ayirimi amaciyla kullaniimig-
tir. Yakin akraba Brusella tirlerinin ayirimi amaciyla
3 Brusella biyovari (B. abortus 941, B. suis 1330, B.
melitensis 16M) genomik sekans verileri kullaniimak-
tadir. Brusellanin molekdler tiplendiriimesi amaciyla
bircok ydntem mevcuttur. Az sayida polimorfizm ne-
deniyle cogu genetik teknikler ile turler igerisindeki
suslarin ayirimi olduk¢a gugtir. Bu ayirim igin en iyi
yaklagimlardan biri multi lokus variable number tan-
dem repeat analysis (MLVA)'dir (39). MLVA, lokal
epidemiyolojilerin ve enfeksiyon tespitinde retrospek-
tif olarak sonuglarin degerlendirimesinde hala ilk
tercih olarak 6nem tagimaktadir. Bu yontem ile, mu-
tasyon oranlarindaki siklik, asi ya da pasaji yapilan
suslardan orijin alan ¢ok sayida izolatin arastiriimasi
muimkindidr. MLVA harici diger molekiler yéntemler
biyovar diizeyinde sinirli bilgi vermesi itibari ile tercih
edilmemektedir. Brusella tur ve biyovarlari ginimuz-
de 16 genetik bolge temel alinarak MLVA ile detayl
olarak tiplendirilmektedir. Su ana kadar 8, 10, 11, 15,
16 ve son olarak da 21 lokus arastirmalarda kullanil-
mistir. MLVA tiplendiriimesinde, 16 degisken tandem
tekrar bélgelerinin belirlenmesi ile Brusella izolatlari-
nin izlenmesinin  mimkin oldugu belirtiimektedir
(4,18). Brusella MLVA veritabani 2006 yilinda Fran-
sanin Orsay sehrinde Paris Sud Universitesinde ge-
listirilmistir. O zamandan beri bu programa dizenli
olarak yeni veriler eklenmektedir (32). Bakterilerde
sirall olarak (tandemly) tekrar sekanslari minisatellit
(9 bp ve Uzeri) ve mikrosatellit (8 bp’e kadar tekrar
Unitesi) bulunmaktadir (38). MLVA-160rsay Olarak ad-
landirilan bu MLVA genotiplendirme sistemi, 8 adet
minisatellit ve 8 adet de mikrosatellit marker icermek-
tedir. Minisatellit markerlardan tlrlerin belirlenmesi,
mikrosatellitlerden ise alttlirlerin ayirimi amaciyla
yararlaniimaktadir. Satellitleri olusturan DNA dizileri 2
panele ayrilarak lokus numarasina gére adlandiril-
maktadir. Panel-1’i olusturan minisatellit markerlar
Bruce06, Bruce08, Bruce11, Bruce12, Bruce42, Bru-
ce43, Bruced5 ve Bruceb5 iken, Panel 2'yi olusturan
mikrosatellitler 2A (Bruce18, Bruce19 ve Bruce21) ve
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2B (Bruce04, Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bru-
ce30) olarak iki grupta degerlendirilmistir. Diinyada
insan ve hayvan orijinli Brusella izolatlarinin bulundu-
gu ve karsilastirmalarin yapilabildigi bir web sitesi
mevcuttur (http://mlva.u-psud.fr) (21). MLVA16 panel-
leri ile 2000’Un Uzerinde Brusella izolati ile ilgili bilgile-
re internet veri tabanindan ulagmak mumkundur (29).
Online olarak MLVABank5.0 tutorial version 4.6 prog-
ramindan yararlanilarak MLVA veya CRISPR verileri
girilerek genotipik cesitlilik, yayginlik indeksi, filoge-
netik agag¢ cizimi ve cografik karsilastirmalar (http://
mlva.u-psud.fr/) yapilmaktadir. Genetik benzerliklere
gore cluster ve gruplandirmalar yapilmaktadir. Clus-
ter ve gruplandirma iglemi, UPGMA (unweighted pair
group method with aritmetic mean) algoritmasina ve
kategorik mesafenin belirlenmesine gére yapilmakta-
dir. Elektroforez sonuglari BioCalculator (Bionumerics
6.5) gibi yazilim programlari vasitasi ile standart su-
sun amplikon buyUklugu ile karsilagtirilarak VNTR
alel Tablo’sundan yararlanilarak ilgili lokusdaki tekrar
Unite sayilarina donustirdlir. Genetik diversity, Hun-
ter-Gaston diversity index ve giiven araligi (Cl) online
olarak (www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/
DICI.pl.) biyoinformatik araglarla yapilabilmektedir.
ilk MLVA testi, 2003 yilinda Bricker ve ark. (4) tarafin-
dan HOOF-print olarak adlandirilan hypervariable
octameric oligoniikleotid fingerprintler olarak ifade
edilmis ve Brusella cinsinin, AGGGCAGT olarak bili-
nen tekrar Uniteyi icerdigi belirlenmisgtir.

Cesitli arastiricilar Brusella agsilarinin biyolojik aktivi-
telerini arastirmak amaciyla MLVA yoéntemlerinden
yararlanmislardir. Bricker ve ark (4), marker RB51 asI
susunda HOOF-print yontemi ile allellik mutasyon
belirleyemediklerini bildirmigler, Garcia-Yoldi ve ark
(11) B. melitensis Rev1 asi suslarinin stabilitesinin
ifadesi amaciyla toplam 36 asiyi MLVA ile incelemis-
ler ve 7 farkli genotip belirlediklerini bildirmislerdir. Bu
genotiplerin Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bruce18
lokuslarinda bir tekrar Unite degisikligiyle karakterize
oldugunu agiklamiglar ve Rev1 suslarinin genetik
olarak homojen oldugunu bildirmiglerdir. Miranda ve
ark (20) ise Brezilya’da uretilen B. abortus S-19 asi
suslarinin genetik stabilitesini belirlemek amaciyla
immdinojenite, reziduel virllens ve genetik profil 6zel-
liklerini arastirmiglardir. Arastiricilar toplam 8 asi su-
su ile United States Department of Agriculture
(USDA) referans asi susu kargilastirmalarini yapmis-
lardir. Arastirmada toplamda 8 susa ait 2 batch ve
referans asi susu kullanmislardir. incelenen batch’le-
rin BruceO7 lokusunda 6 tekrar Unitesi, asi susunda
ise 5 tekrar Unitesi belirlemislerdir. Farkl bir profili
gOsterse de bu mutasyonun, asinin etkinligi Gzerinde
olumsuz bir etki gostermedigini bunun sadece asiya
ait bir marker olarak kullanilabilecegi sonucunu ¢ika-
rilmiglardir. Tim bu arastirmalar in-vitro asi kontrolle-
ri amaciyla MLVA'nin kullaniminin énemli oldugunu
gbstermistir. Benzer olarak yapilan ¢alismalarda Gar-
cia Yoldi ve ark (11), 36 Rev1 izolati ve 16M suslari
icerisinde MLVA-15 ile 11 lokusda identik profil belir-
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lerken bazi izolatlarda 4 lokusda (BruceO7, Bruce09,
Bruce16 ve Bruce18) farkhlik belirlemislerdir. Agi
suslarinin izlenmesine ydnelik yapilan diger ¢alisma-
larda, Dorneles ve ark. (8), B. abortus S19 asI suslari
icerisinde bir sugta Bruce 07 lokusunda 5 yerine alti
tekrar Unitesi, RB51 asiI suslarinda 2 grup belirlemig-
ler yine ayni lokusda 7 yerine 6 tekrar Unitesi tespit
etmiglerdir. Her ve ark (15), 2 B. abortus susunun
HOOF-3 lokusunda varyasyon tespit ettiklerini bildir-
mislerdir. Arastiricilar toplam 9 cluster igerisinde 23
genotip tespit etmiglerdir. B. abortus 544 ve B. abor-
tus 2308 referans suglari, 2 izolat ve 30’a kadar pa-
sajl yapilan suglar ile yapilan ¢alismalarda; B. abor-
tus 544 susunun 4, 16 ve Hoof 3 lokuslarinda degi-
siklik belirlerken diger lokuslarda ve suslarda degisik-
lik belirlenmedigini bildirmiglerdir. Farkh lokuslardaki
mutasyonlarin belirlenmesi gelecekte farkli allellerin
epidemiyolojik calismalar icin kullanilabilecegini gos-
termektedir. Turkiye’de gerek insanlardaki Brusella
susglari (16) gerekse hem insan hem koyun hem de
sigir suslari (33) MLVA ile tiplendirilmigtir. Kilig ve ark
(16) yaptiklari genotiplendirme sonucu 162 Brusella
izolatinin 105 genotip tasidigini belirleyerek 73’lGnin
tek susta, 32’sinin 2-8 susta tespit edildigini bildirmig-
lerdir. Sidamonidze ve ark. (33) Gircistan ve Turki-
ye’deki hayvan ve insan kaynakli suslarin genotiplen-
dirmesini yapmiglar, Turkiye’'deki izolatlarin Dogu
Akdeniz grubunda yer aldigini belirlemigler, sadece 2
B. melitensis susunun klonal benzerliginin Turkiye ve
Gurcistan igin ortak oldugunu tespit etmislerdir.

Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST): Onceleri
(39) 9 housekeeping gen ile 27, bugin igin ise 78
sekans tipinin belirlendigi aciklanmistir. Sekans tiple-
rinin gap, aroA, glk, dnakK, gyrB, trpE, cobQ, omp25
ve int-hyp genlerine gére tanimlandigi ve degiskenli-
gin en ¢ok glk geninde oldugu bildirilmigtir. Ayirim
glicini artirmak amaciyla 9 gene ilave 12 gen ilavesi
ile toplamda 21 lokusa ait gen ile 141 sekans tipinin
belirlendigi bildiriimektedir. Hem 9 hem de 21 lokusa
ait MLST veribankasina http://pubmist.org/brucella/
web adresinden ulasilabilmektedir (40).

Sonug

Brusellalarin tiplendiriimesinde her ne kadar farkl
molekiler yéntemler mevcut ise de Brusella biyotiple-
rinin ve suglar arasinda varyasyonlarin belirlenmesi
icin en 6nemli yontem MLVA olarak karsimiza ¢ik-
maktadir. Mevcut MLVA tiplendirme yontemleri, refe-
rans Brusella susglarinin veya asi-izolatlarin izlenme-
si, olasi mutasyonlarin, bulas kaynaklarinin veya
cografik dagilimin belirlenmesi icin tek metot olarak
kabul gdrmektedir. ilave ayirici markerlar belirlenin-
ceye kadar Brusella suslarinin genotiplendirmelerinin
MLVA ile yapilmasi ve koleksiyonlarin bu dogrultuda
olusturulmasi Brusella susg/izolat bankasinin geriye
donuk olarak olusumunu da saglamis olacaktir.
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