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ONSOZ

Bruselloz iilkemizde halen giincel bir halk sagligi problemi olup o&zellikle gocuk
hastalarin tedavisinde giigliiklere ve niikslere neden olmaktadir. Bu tezde, brusellozun
endemik oldugu Diyarbakir yoresindeki c¢ocuk bruselloz vakalarindan izole edilen
Brucella izolatlarinin  tiir diizeyinde tamimlanmasi, antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi ve bu izolatlarin “multilocus variable number tandem repeat analysis
(MLVA)” yontemiyle molekiiler epidemiyolojik analizlerinin yapilmasi amac¢lanmustir.
Calisma sonunda, ¢ocuklarda Brucella melitensis’in yaygin oldugu, Diyarbakir yoresinde
suslar arasinda ¢apraz bulas oraninin yiiksek oldugu ve kullanimda olan antibiyotiklerin
etkinligini korudugu kanisina varilmistir. Bulasin 6nlenmesi i¢in kontrol dnlemlerinin
gerekliligi ortaya konmustur. Ulkemizde cocuk hastalarda enfeksiyona neden olan
Brusella tiirlerinin antibiyotik duyarlilik sonuglarini, MLVA tiplerini belirleyen bu
doktora tezi TUBITAK Kimya, Biyoloji Arastirma Destek Grubu katkilarryla
gerceklestirilmistir.

Doktora egitimim sirasinda danigmanligim yiiriiten Prof. Dr. Ali CEYLAN basta olmak
iizere Halk Saglig1 Anabilim Dali hocalarim; Prof. Dr. Perran TOKSOZ’ e, Prof. Dr.
Nuran ELMACT’ ya, Prof. Dr. Fatma CELIK’ e, Prof. Dr. Giinay SAKA’ ya ve tezime
olan katkilarindan dolayr Ankara Yildirnm Beyazit Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Riza Durmaz’a tesekkiir ederim. Ayrica T.C.
Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Kurumu’na da tesekkiirii bir borg bilirim.
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OZET
Bruselloz enfekte hayvanlarla dogrudan temas, siit ve siit {irlinlerinin taze olarak
tilketilmesi, enfekte damlaciklarin inhalasyonu ile bulasabilen, brusella tiirlerinin neden
oldugu bir hastaliktir. Ozellikle cocuk hastalarin tedavisinde giigliiklere ve niikslere neden
olmaktadir. Bu tezde brusellozun endemik oldugu Diyarbakir yoresinde izole edilen
Brucella suslarinin tiir diizeyinde tanimlanmasi, antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA) yontemiyle molekiiler
epidemiyolojik analizlerinin yapilmas1 amaglandi.
Calismaya 2000-2013 yillarinda Diyarbakir Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi’nde, brusella
enfeksiyonu tanisi alan ¢ocuklardan izole edilmis toplam 77 Brucella susu dahil edildi.
Konvansiyel yontemler ile suslarin tiir diizeyine tayini ve antibiyotik duyarlilik testleri
gerceklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle Brusella tiirleri tanimlandi ve
ardindan MLV A yontemi ile suslarin genotip tayini yapildu.
77 hastanin 40’1 erkek, 37’si kiz olup yas aralig1 2-16 yas (ortalama 9.14 + 3.4 yas)
arasindaydi. Biitiin hastalarda yakin zamanda pastérize edilmemis siit veya siit tirlinleriyle
beslenme hikayesi mevcuttu. Karin agrisi (58%), artralji (%56), miyalji (%40) en sik
sikayetlerdi. En sik klinik bulgular arasinda ates, artrit, hepatomegali ve splenomegali yer
aliyordu. Mevsimsel dagilim agisindan sonbahar sonu ve yaz aylarinda siklik
gosteriyordu.  Suslarin tamamimin B.melitensis biovar 3 oldugu saptandi. iki izolat
seftriaksona direngli bulunurken, suslarin tamami doksisiklin, streptomisin ve
trimetoprim-siilfametoksazole duyarliydi. Tigesiklin ve Rifampisin igin MIK araliklari
0,016-0,23 ve 0,38-1,5 pg/ml olarak belirlendi. Molekiiler epidemiyolojik analizler
sonucunda 77 susta 42 farkli MLV A-16 profili belirlendi. Bu 42 profilin 18 tanesi en az
iki veya daha fazla sus icermekteydi. Geriye kalan 24 sus ise 6zgii profil gosterdi. Suslar
arasindaki kiimelesme orani1 %66.7 olarak tespit edildi. Lokuslardan ayirim giicii en
yiiksek lokus Bruce 30 iken, bunu sirasiyla Bruce 16, Bruce 9, Bruce 7, Bruce 4 takip etti.
Suslarinin tamammin MLVA-11'e gore genotip 122, MLVA-8'e gore ise genotip 43
oldugu ve Dogu Akdeniz genotipinde yer aldig1 belirlendi.
Sonug olarak yorede ¢ocuklarda bruselloz halen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Suslar
arasinda ¢apraz bulag oranmi yliksektir. Calismamiz bdlgede hayvan hareketliligin kontrol
altina alimmasinin, et ve siit irlinlerinin denetim altina alinmasinin, ¢ocuklarin
beslenmesinde kontamine {iriinlerden kacinilmasina yonelik egitim faaliyetlerinin
gerekliligini ortaya koymustur.
Anahtar Sozciikler: Brusella, MLVA, bulas dinamigi



SUMMARY

Brucellosis is an infection disease caused by brucella species and is transmitted by direct
contact with infected animals, consumption of fresh milk and dairy products, inhalation
of bacteria of infected droplets. It causes difficulties and recurrences especially in the
treatment of child patients. This study was aimed to identify the brucella species, to
determine their antibiotic susceptibilities and to perform molecular epidemiological
analyzes of the isolates by multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA)

method.

A total of 77 brucella strains isolated from children with brucella infection in Diyarbakir
Children’s Diseases Hospital between 2000 and 2013 were included in the study.
Genotying of the strains were done by MLVAOTrsay 16 method.

Of the 77 patients, 40 patients were boys and 37 patients were girls, with ages ranging
from 2 years to 16 years (mean, 9.14 + 3.4 years). All patients had a history of recently
consuming unpasteurized milk or dairy products. Abdominal pain (58%) and arthralgia
(%56), and myalgia (40%) were the most frequent complaints. The most frequent clinical
findings were fever, arthritis, hepatomegaly, and splenomegaly. The seasonal distribution
showed an increase in late spring and summer. All of the Brucella isolates were found to
be B. melitensis biovar 3. Two isolates were resistant to ceftriaxone, while all isolates
were susceptible to doxycycline, streptomycin and trimethoprim-sulfamethoxazole.
Ranges of minimal inhibitory concentration (MIC) of tigecycline and rifampicin were
0.016-0.23 and 0.38-1.5 pg/ml, respectively. Molecular epidemiological analyzes
revealed 42 different MLVA-16 profiles. Eighteen of these 42 profiles included two or
more strains. The clustering rate was 66.7%. In three strains four locus variants, in one
strain five locus variants were found. Bruce 30 was the highly discriminatory locus and it
was followed by Bruce 16, Bruce 9, Bruce 7, and Bruce 4, respectively. All of the strains
were defined as genotype 122 according to MLVA-11 and genotype 43 according to
MLVA-8, and were in the Eastern Mediterranean genotype.

In conclusion, brucellosis is still a significant public health problem in children in the
region and high clustering rate indicates that most of the cases were related to each other
and most probable originated from common source. Controlling of animal movements,
meat and milk products and training activities about avoiding contaminated products of
the children were necessary.

Keywords: Brucellosis, MLVA, transmission dynamics



1-GIRIS VE AMAC

Bruselloz, insanlara enfekte hayvanlar ile temas ile, siit ve siit tiriinlerinin tiiketilmesi ile
veya inhalasyon yoluyla gecer. Bu enfeksiyon hastaligi, lilkemizde halen giincel bir halk
sagligi1 sorunudur. Tirkiye Saglik Bakanligi tarafindan 2015 yilinda 4173 brusella olgusu
bildirilmis olup morbidite hiz1 5,30/100000 olarak bildirilmistir (1). Hastalarda oldukga
genis klinik bulgulara, rolapslara ve komplikasyonlara neden olan bruselloz mortalitesi
diisiik ancak morbiditesi yiiksek bir hastaliktir. Genellikle bir meslek hastaligi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak hijyen ve sanitasyon kosullarinin yetersiz oldugu
bolgelerde toplumun her kesimini ekleyebilir. Brusellozun ¢ocuklarda da gozlenmesi, bu
enfeksiyon hastaliginin sadece bir meslek hastaligi olmadigini ortaya koymakta, dnemini
artirmaktadir (2-5). Bu tezde amag, ¢alisma grubunda bruselloza yol agan brucella
izolatlarmin tiir ve biyotiplerinin belirlenmesi, brusella izolatlarinin in vitro antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi, izolatlar arasindaki klonal heterojenitenin ve gapraz bulas
dinamiginin ortaya konulmasidir. Sunulan tezin baska bir amaci da elde edilen veriler
sonucunda bolgedeki hekimlere ve topluma brusellozun ¢apraz bulaginin engellenmesi
konusunda egitimler verilmesi ve brusellozun endemik oldugu Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nin en kalabalik yerlesim yeri olan Diyarbakir’da, ¢ocuk yas grubundaki
hastalarda gozlenen brusellozda capraz bulas zincirinin kirilmasi ve etkin tedavi

protokollerinin olusturulmasina katki saglanmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Brucella tiirlerinin genel 6zellikleri

Brucella tiirleri aerobik, hareketsiz, 0.5x1.5 mikrometre boyutunda gram negatif
kokobasil morfolojisinde hiicre igi bakteridir. Bu bakterinin liremesi i¢in uygun 1s1 37°C
(10-40°C) ve pH aralig1 ise 6,6-7,4 olarak bildirilmektedir. Brucella, katalaz enzimine
sahiptir. Oksidaz ve iireaz pozitifligi ise degiskendir. Mikroorganizma 60°C’de on
dakikada, % 0,1’lik fenolle onbes dakikada tahrip olur. Hayvanlarin yasadigi yerlerdeki
tozlarda alt1 hafta, suda on hafta, hayvanlara ait diisiik 6rneklerinde 75 giin, ¢ig siitten
yapilmis tuzsuz krema yaginda yaklasik bes ay, %10 tuz iceren salamura peynirde 1-2 ay,
%17 tuz iceren salamura peynirde ise 30 giin canli kalabilir (6-9). Brucella, hayvanlarda
yasamin her doneminde enfeksiyonlara neden olabilen, diisiiklere, steriliteye ve mastite
yol agabilen bir zoonozdur. Brusella tiirleri arasinda Brucella melitensis (B. melitensis);
esas olarak koyun ve kegilerde, B. abortus ise sigir ve mandada enfeksiyonlara sebep olur.
Ayrica B. canis: kopek, B.ovis: koyun, B.suis: domuz, B.neomatae: rat enfeksiyonlarindan
sorumludur (6-9).

2.2. Tarihge

Ingiliz Ordusu doktoru Sér david Bruce 1886 ve 1887°de Malta adasinda calismalar
yaparken, Malta atesinden etkilenen hastalarin dalaklarindan ilk kez Brucella’y1 izole
etmistir. Bruce ilk olarak bu mikroorganizmalari, 1895’de Micrococcus melitentis olarak
adlandirmigtir. Meyer ve Shaw adli arastiricilar, Malta atesi ve Bang hastaligindaki

etkenleri de kapsayan mikorganizmalarin her ikisi i¢in sirasiyla Brucella melitensis,



B.abortus isimlerini uygun gormiistiir. Brucella haricinde Ochrobactrum, Mycoplana
bakterileri de Brucellaceae ailesine aittir (9).

2.3. Genetik yapisi

Cogu Brucella tiirii, yaklasik 2,1 ve 1,2 Mbp’lik, iki halkasal kromozoma sahiptirler.
Daha biiyiik olan kromozom I’in aksine, daha kiigiik olan kromozom II, bir replikasyon
orjinine ve bir megaplazmidden koken aldigi One siiriilen genetik icerige sahiptir.
Mikroorganizmanin kromozomundaki G+C igerigi %57’dir. ki kromozomlu genomun
disinda bu kurala uymayan B.suis ise 3,1 Mbp’lik tek bir halkasal kromozoma sahiptir.
Brucellanin kromozom I'1 yaklasik 2,100-2,200 agik okuma boélgesi (ORF) ve kromozom
II’si tahminen 1,100-1,200 agik okuma bolgesine sahiptir (9). Calismalarda B.melitensis’e
ait 3,091 ORF bolgelerinin Brucella patogenezinde rol oynadigi ve konak tropizmi
sagladig1 saptanmigtir (9).

2.4. Brusella enfeksiyonlarinin patogenezi

Brusella bakterisi gastrointestinal sistem, deri, solunum yolu ile alindiktan sonra ilk
olarak bolgesel lenf bezlerinde (mezenterik, servikal, aksiller, supraklavikiiler) firer.
Ardindan hematojen yolla retikiilo endotelyal sisteme (RES) ve tim viicuda yayilir.
Bakteri boylece karacigerde, dalakta, kemik iliginde, bobrekte, endokardda, merkezi sinir
sisteminde ve genital organlarda yerlesebilir. Brusella, fakiiltatif hiicre i¢i bir bakteri olup,
fagositoz yapan hiicreler igerisinde gogalabilir. Notrofillerde myeloperoksidaz-hidrojen
peroksit sistemini inhibe ederek islev goriir. Makrofajlarda ise fagozom-lizozom
flizyonunu engelleyerek ve oksidatif hasara karsi koruyucu maddeler ve enzimler
sentezleyerek, immun sistem ile miicadele eder. Brusellozun karakteristik histopatolojik
goriinimii ise karaciger, dalak ve kemik iliginde gdzlenen; epiteloid hiicreler, plazma

hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerle ¢evrili graniilom yapilaridir. Viriilanstan sorumlu en



onemli faktor, S-LPS’dir. Brusella tiirleri arasinda, B. canis ve B. ovis S-LPS
bulundurmamaktadir, bu nedenle bu tiirlerin diisiik viriilansa sahip oldugu
disiiniilmektedir.

Brucella melitensis ise en viriilan tiirdiir. B. suis invaziv etkilidir. Brucella suis fokal
nekroza ve siiplirasyonlara neden olmaktadir. Brusella enfeksiyonlarinda hem hiimoral
hem de hiicresel immunite etkindir (9).

Brusellanin S-LPS’ne kars1 gelisen antikorlarin humoral immiiniteden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (10). Brusellozda olusan antikorlar, IgM, IgG veya IgA tipindedir.
Brusella enfeksiyonunun akut doneminde IgM tipi antikorlar meydana gelir ve hastaligin
ilk haftasinda saptanirlar. Ikinci hafta sonrasinda ise IgG artis1 olur ve tedavi edilmeyen
vakalarda en az bir yil siireyle yiiksek kalabilir. Tedaviye yanit veren hastalarda ise
tedavinin baslamasindan sonra yaklasik altinct ayda kaybolur. Aktif bir enfeksiyon
olmamasina ragmen, bazen IgM’ler aylar ya da yillarca saptabilir. Bu nedenle tedaviye
yanitin izlenmesinde 1gG antikor titresindeki diisiisten yararlanilabilir. Niks olan
olgularda ise antikor titreleri devam eder veya yeniden artig gosterir (9).

2.5. Epidemiyoloji ve Bulas

Evcil ve yabani hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilmesi nedeniyle diinyada oldukga
yaygindir. Siklikla cilt, konjunktiva, gastrointestinal sistem ve inhalasyonla bulasir (8).
Veterinerlerde, mezbaha isgilerinde ve hayvancilikla ugrasanlarda cilt, inhalasyon ve
konjunktiva yolu ile geg¢is gozlenmektedir. Cig siitten yapilan peynirin tiiketilmesi ile
bulas genis kitleleri etkilemektedir. Cig et yeme aliskanlig1 olan bolgelerde et ile gecis de
miimkiin olabilmektedir. Insandan insana bulas ¢ok nadirdir. Kan transfiizyonu yoluyla,
kemik iligi transplantasyonu ile, transplasental ya da perinatal yol ile bulas da

bildirilmektedir (8).



Bruselloz, Ortadogu, Akdeniz, Latin Amerika, Glineydogu Avrupa, Asya, Afrika,
Karayipler’de yiiksek diizeyde endemiktir (9). B. abortus genis bir cografik yayilim
gOstermesine ragmen, B. melitensis insanlarda hastaliga neden olan en sik etkendir. Sigir
Brusellozu, koyun ve keci brusellozuna gére daha iyi kontrol edilmektedir. Ulkemizde I¢
Anadolu Bolgesi’nde 6zellikle Ankara Ovasi’nda ve Konya yoresinde yaygindir. Ayrica
Dogu ve Giiney Dogu Anadolu bolgesinde de sik gozlenen bir hastaliktir (2,5,11).
Bruselloz besin hijyeni ve sanitasyonun iyi olmadig: iilkelerde her kesimi ozellikle de
cocuk yas grubundaki popiilasyonu da etkilemesinden dolay: genis kitleleri etkileyen bir
enfeksiyon hastaligi haline gelmistir (3,4).

2.6. Klinik Onemi

Brusellozun inkiibasyon siiresi 1-3 hafta olup semptomlar genellikle nonspesifiktir.
Siklikla ates yiiksekligi, halsizlik, terleme yakinmasi vardir. Ates yavas yavas artis
gostererek en yiiksek seviyeye ulasir, ardindan ayni sekilde azalma olur (dalgali ates) (9).
Ozellikle ¢ocukluk ¢ag1 bruselloz olgularinda % 25’lere varan eklem yakimmalari
gozlenebilmektedir (6,8). Hepatosplenomegali, lenfadenopati, artrit, anemi, 16kopeni,
trombositopeni en sik rastlanan klinik ve laboratuvar bulgular arasmdadir. Ozellikle
hayvancilikla ugrasan erigkinlerde, bruselloz subklinik olarak seyredebilmektedir.
Asemptomatik olan bu olgularda serolojik testler diisiik titrede pozitif sonu¢ vermekte ve
Kiiltiirler negatif olarak tespit edilmektedir (7,8). Brusella enfeksiyonlar1 akut, subakut,
lokalize veya kronik enfeksiyon seklinde gozlenebilir. Tanida serolojik testlerden ve kan
kiiltiir yontemlerinden yararlanilir (12). Bruselloz olgularmin bir kisminda tedaviye
ragmen rolaps gozlenebilir. Ulkemizde yapilan farkli calismalarda rolaps oranlar1 % 6-10

olarak belirlenmistir (8,9,12,14,27). Rolapsin nedeni kisa siireli veya uygun olmayan



dozlarda antibiyotik tedavisi, hastalarin ila¢ uyumunun iyi olmamasi, antibiyotik direnci
olabilir (2,5,11-15).

2.7.Bruselloz tanisi

Brusellozun semptom ve bulgular1 6zgiil degildir ve bir ¢ok hastaligi taklit edebilir. Bu
nedenle ayrintili anamneze ihtiyag duyulmaktadir. Hastanin ailesinde benzer semptomlu
bireylerin varligi, ailede hayvancilik ile ugrasanlarin varligi, pastorize edilmemis siit ve
stit triinleri tilketme Oykiisii mutlaka sorulmalidir. Ayrica CRP (C-Reaktif protein) ve
sedimantasyon yiiksekligi, anemi, 16kopeni ya da lokosit sayisinin normal degerlerde
olmasi, trombositopeni ve pansitopeni de goriilebilir.

2.7.1. Kiiltiir

Brusellozun tanisinda kesin tani yontemi kiiltiirdiir. Bruselloz siiphesi olan hastalarda,
atesi olsun ya da olmasin en az iki kan kiiltliri alinmasi Onerilmektedir. Giiniimiizde
brucella bakterisinin tiretilmesi i¢in tam otomatik kan kiiltir sistemleri kullanilmaktadir.
Bu sistemlerin pozitif tireme sinyali alinmasi i¢in gegen siire; kan ornekleri i¢in yaklagik
bes giin, kemik iligi ornekleri icin ise yaklasik yedi giindiir. Cocuklarda yapilan
caligmalarda kan kiiltiiriinde B.melitensis tireme oraninin % 2 ve %45 arasinda degistigi
bildirilmistir (16). Etkeni izole etmek i¢in beyin omurilik sivisi (BOS), idrar, eklem s1visi,
anne siitli, plevral sivi, periton sivisi, vajinal akinti, doku ve abse oOrnekleri de
kullanilabilir. Brusella i¢in kati besiyeri olarak, serumlu Tryptose Agar, %5 koyun kani
eklenmis Brucella Agar kullanilabilir. Bakterinin izolasyonu i¢in %10’luk karbondioksitli
ortam uygundur. Ekim yapilmasimnin ardindan, besiyeri igeren petri kablari, 37 °C’de bes
ile yedi giin arasi inkubasyona birakilir. Besiyerinde iireyen bakteri tiirleri, g¢esitli
biyokimyasal testler yardimi ile tanimlanir (6, 16).

2.7.2. Serolojik Testler

2.7.2.1. Rose-Bengal testi

Lateks aggliitinasyon testi olup tarama testi olarak kullanilir (6, 9,16).

2.7.2.2. Standart tiip aggliitinasyon testi (Wright Testi)

Standart tiip agliitinasyon testinde titrenin 1/160 ve tizerinde olmasi anlamli olarak kabul
edilir. Ayrica iki hafta arayla alinan kan 6rneklerinde, titrede dort kat ve iizeri artig olmasi
da aktif enfeksiyon olarak yorumlanir. Bazen hekime basvuran kiside klinik olarak gii¢li

bir sekilde bruselloz siiphesi oldugu halde, agliitinasyon testleri negatif sonug verir.



Bundan IgG ve IgA tipindeki blokan antikorlar sorumlu tutulmaktadir. Boyle bir durum
so6z konusu oldugunda caligmanin Coombs’lu yontemle tekrar1 gerekir. Ayrica aktif
enfeksiyonu saptamak i¢in kullanilan diger bir yontem de 2-Merkaptoetanol kullanilarak
yapilan agliitinasyon testidir. 2-Merkaptoetanol kullanimi, serumdaki 1g M’lerin bistilfit
baglarini yikar ve boylece IgG’lerin saptanmasina yardimer olur (9, 6, 16,17).

2.7.2.3. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ELISA testleri, IgM, IgG ve IgA immiinglobiilin izotiplerini saptayabilen bir test olarak
hastaligin tanisinda kullanilabildigi gibi, hastalik evresini belirlemede ve izlemde
kullanilabilir. ELISA, duyarliligi ve o6zgiilliigii yiiksek bir test olup kisa bir zaman
diliminde kantitatif sonuc¢ alinabilmesi ELISA’nin avantajlar1 arasindadir. Ozellikle
norobruselloz  siipheli olgularin  BOS incelemelerinde ve serolojik siirveyans
calismalarinda tercih edilen bir yontemdir (17).

2.7.3. Molekiiler tan1 yontemleri

2.7.3.1. PCR (Polimerase chain Reaction)

Direkt klinik orneklerde Brucella tiirlerinin saptanmasinda konvansiyonel polimerase
chain reaction (PCR) ve real-time PCR testleri gelistirilmistir. Bu yontemlerde BCS P31
(31-kDa’luk hiicre yiizey proteinini kodlar), BP26 (26-kDa’luk periplazmik proteini
kodlar), 16SrRNA ve insertion sequence IS711 gibi Brucella tiirlerine spesifik hedef gen
bolgeleri kullanilmaktadir. Molekiiler testler bruselloz tanisinda diger testlere yardimei
olarak kullanilabilecek, gelecek i¢in limit verici testlerdir. Ancak rutin tanida yer
alabilmeleri i¢in standardizasyon ¢alismalarina ihtiya¢ vardir (18).

2.7.3.2. Molekiiler epidemiyolojik yontemler

Son yillarda yaymlanan bu olgu serileri brusellozun iilkemiz i¢in halen 6énemli bir halk
saglig1 problemi oldugunu gostermektedir. Bu nedenle hastaligin kontrolii ve tedavisinde
biiyiik katkilar saglayan, brusellozda capraz bulas, kaynak ve yayilma yollar1 hakkinda
kanita dayali veriler sunan molekiiler epidemiyolojik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir
(18).

2.7.3.3. Multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA)

MLVA yontemi, adli tip biliminde, su¢ mahallerinde DNA izlerini karakterize etmek i¢in,
aynt zamanda babalik testleri ic¢in kullanilmistir. Diger bir kullanim alan1 da

mikroorganizmalarin molekiiler tiplendirilmesidir. Yontem ilk kez Van Belkum ve ark.



Tarafindan 1997'de, ilk kez Haemophilus influenzae i¢in kullanmilmistir. Bakterilerde,
variable number tandem repeat analysis (VNTR) lokusundaki tekrarlarin sayisi, farkli
suglar arasinda farklilik gosterebilir. MLVA, c¢ogu bakteri tiirliniin dogal olarak,
mikrobiyal genomunda bulunan ardisik tekrarlanan DNA dizilerinin, sayisindaki degisimi
kullanarak bakterilerin molekiiler parmak izlerini degerlendirmegi amaclar. Boylece
bakteri izolatlar1 arasindaki klonal iligki tespit edilebilir ve elde edien veriler diinya

verileri ile kiyaslanabilir (18).
2.8. Tedavi

Hiicre i¢i bir bakteri olan brusellanin fagolizozomu asidik bir ortamdir. Bu nedenle
brusellozun tedavisinde intraseliiler ortama gecebilen ve asit ortamda etki gdsteren
antibiyotikler  tercin  edilmelidir. Ayrica bruselloz olgularinda niiksler ile
karsilagildigindan, tedavi i¢in monoterapi yerine kombine tedavi oOnerilir. Eriskin
olgularin tedavisinde, alt1 hafta siire ile tetrasiklin/doksisiklin ve streptomisin, doksisiklin
ve rifampisin ya da ofloksasilin+rifampisin kombinasyonlart kullanilir. Cocuk hastalar ise
dort-alti  hafta siireyle kullanilan trimetoprim-siilfometaksazol (TMP-SMZ) (10
mg/kg/giin) ve rifampisin (20 mg/kg/giin) kombinasyonu ile tedavi edilebilir. Bu
kombinasyona gentamisin (5-7 mg/kg/giin, 5 giin) eklenebilir. Sekiz yasin tizerindeki
cocuklarda ise doksisiklin ve rifampisin kombinasyonu kullanilabilir (11). Norobruselloz
olgularinda ise rifampisin, doksisiklin ve fgiincii kusak sefalosporin kombinasyonu
onerilir. Bruselloz tedavisi uzun bir siire¢ olup cocuklarda ortalama {i¢ ay, eriskinlerde
ise dokuz aydir. Endokarditli olgularda ise alt1 dokuz hafta siireyle rifampisin, doksisiklin,

gentamisin, TMP-SMZ kombinasyonu ile tedavi 6nerilir (11).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. Brucella suslar

Calismaya 2000-2013 Yillarinda Diyarbakir Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi’nde c¢ocuk
hastalara ait cesitli klinik Orneklerden izole edilmis ve fenotipik yontemlerle cins
diizeyinde tanimlanmig 77 Brucella izolati dahil edildi. Bunun i¢in -80°C’de 10%’luk
skim milk besiyerinde saklanmis suslar, soguk zincir ile Yildirim Beyazit Universitesi T1p
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ve Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na ulastirildi. Ardindan suslar 10%’luk skim milkbesiyerinden, koyun kanl
agar besiyerine pasajlanarak canlandirildi. Ureme gozlenen 77 Brucella izolat1 ileri
calismalarda kullanildi. Bu 77 susun tamami geleneksel ve molekiiler yontemlerle tiir
diizeyinde tanimlandi. Suslarin tamaminin antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 belirlendi.

Ayrica 77 6rnegin MLV A c¢alismalar1 yapildi.
3.2. Antibiyotik Testleri:

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 gentamisin (GM), rifampisin (RIF), doksisiklin (DC),
tigesiklin (TC), seftriakson (CRO), trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SMZ) i¢in E-test
seritleri kullanilarak yapildi ve CLSI (Clinical Laboratory Standarts Instute) kriterlerine gore
izolatlarin antibiyotik MIK (Minimum inhbitorkonsantrasyon) degerleri belirlendi. Minimum
inhbitor konsantrasyonlari belirlemek igin %35 koyun kani eklenmis Mueller Hinton agar besiyeri
kullamldi. Oncelikle 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan
slispansiyon, besiyerine yayild1 ve lizerine E-test seritleri yerlestirildi. Besiyerlerinin, 35°C’de

24-48 saat boyunca, %5-10 CO,’li ortamda inkiibasyonunun ardindan, sonuglar degerlendirildi.

3.3. DNA izolasyonu

Brucella DNA o&rnekleri basit termolizat prosediirii ile hazirlandi. Bunun igin bir 6ze
dolusu bakteri kolonisi 200 pl TE buffer (10 mMTris [pHS8.0], 1 mM EDTA)
sollisyonunda siispanse edildi. Bulaniklik 0,5 McFarland olarak ayarlandi. Bakteri
100°C’de 10 dakika 1sitilip ardindan 13,000 x g’de 10 dakika niikleik asit igeren

siipernatan olusturmak {izere santrifiij edildi.

3.4. Brucella tiirlerinin Real Time PCR ile belirlenmesi
Brucella spp. igin besp31 gen bdolgesi, B.melitensis i¢in IS711 insersiyon elementi ve

B.abortus icin ise alkB geninin IS711 insersiyon elementlerine yonelik primer dizileri
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kullanild1 (Tablo 1). PCR amplifikasyonu asagidaki kosullarda Real time PCR (gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, Rotor gene Q, Qiagen, Hilden, Almanya) ile

gergeklestirildi (Tablo 1). PCR amplifikasyonu toplam 25 ul hacimde olacak sekilde,
Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master mix 2X’den 12,5 ul, 10
pmol/ul’lik primer konsantrasyonlarindan 1’er pl, 16ul su ve 2,5ul DNA kullanilarak

hazirlandi (Tablo 2).

Tablo 1. Calismada Brusella tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan primer dizileri

Forward primer* Amplikon

Gen Reverse primer* (bp) Kaynak
?é:?ﬁgglla GCTCGGTTGCCAATATCAATGC 223 (12)
spp) GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG
BMEI1162 AACAAGCGGCACCCCTAAAA
(Brucella CATGCGCTATGATCTGGTTACG 731 (12)
melitensis)
alkB GCGGCTTTTCTATCACGGTATTC 498 (12))
(B.abortus) CATGCGCTATGATCTGGTTACG
Tablo 2. Brusella tiir tayini i¢in amplifikasyon kosullar1

Baslangic 0 .

95°C 10dakika 1 kere

Denaturasyon

Denaturasyon 95°C 15saniye

Baglanma 60°C 1 dakika 45 Kkere

Uzama 72°C 30 saniye

Final uzama 70°C 5 dakika 1 kere

3.5. MLVA (Multilocus variable number tandem repeat analysis) standardizasyon

calismalar:

Bu yontemin kullanilmasi sirasinda standart bir sus olan M16Orsay Brucella susu

kullanilarak standardizasyon islemleri yapildi. Bunun i¢in oncelikle standart susun her bir

lokusu i¢in ayr1 ayri monopleks PCR’lar c¢alisildi ve sonrasinda standart susun 16 lokusu

icin miiltipleks PCR’ reaksiyonlar1 kuruldu. Calismada arastirilan lokuslar Panel 1 i¢in
Bruce 6, Bruce 8, Bruce 11, Bruce 12, Bruce 42, Bruce 43, Bruce 45, Bruce 55; Panel 2A

icin Bruce 18, Bruce 19, Bruce 20, Panel 2B i¢in Bruce 4, Bruce 7, Bruce 9, Bruce 16,
Bruce 30 seklindeydi (Tablo 3).




Tablo 3. Brusella MLVA ¢alismasinda kullanilan VNTR lokuslarina ait primer dizileri
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Mix

Loci

Forward primer

Reverse primer

Bruce21

CTCATGCGCAACCAAAACA

GATCTCGTGGTCGATAATCTCATT

Bruce45

ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG

CGGGTAAATATCAATGGCTTGG

Brucell

CTGTTGATCTGACCTTGCAACC

CCAGACAACAACCTACGTCCTG

Bruce04

CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG

CGATCTGGAGATTATCGGGAAG

Bruce43

TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT

TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC

Bruce08

ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC

ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC

Brucel6

ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT

GGCCATGTTTCCGTTGATTTAT

Bruce07

GCTGACGGGGAAGAACATCTAT

ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA

Brucel2

CGGTAAATCAATTGTCCCATGA

GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC

Bruce06

ATGGGATGTGGTAGGGTAATCG

GCGTGACAATCGACTTTTTGTC

Bruceb5

TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT

AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT

Bruce30

TGACCGCAAAACCATATCCTTC

TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG

Brucel9

GACGACCCGGACCATGTCT

ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT
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3.6. Monopleks PCR standardizasyon islemleri:

Bunun igin ¢esitli lokuslara ait primerler kullanilarak standart susa ait monopleks PCR
karisimlart hazirlandi. DreamTag Master Mix (2x) (ThermoFisherScientificInc., USA) ’den
12,5ul, forward ve revers primerlerden 1’erpl (10 pmol), 8 plsu, 2,511M160rsay BrucellaDNA
soliisyonu kullanilarak 25 hacimde PCR karisimi hazirlandi ve Thermal cycler ile (RG6000;
CorbettResearch) amplifiye edildi. Amplifikasyon i¢in Tablo 4’de gosterilen amplifikasyon
kosullar1 uygulandi.

Tablo 4. M160rsay Brusella susunun ¢esitli lokuslarinin  monopleks olarak
amplifikasyonu i¢in PCR kosullar1

Baslangi .

D e?;] atugr agsy on 96°C 5 dakika 1 kere
Denaturasyon 96°C 30 saniye

Baglanma 60°C 30 saniye 30 kere
Uzama 70°C 30 saniye

Final uzama 70°C 5 dakika 1 kere

Elde edilen iirlinler agaroz jelde yiriitiildii. Standardizasyon ¢aligmalari biitiin primerler i¢in

tekrarlandi. Sekil 1’de M 16 Brucella susunun ¢esitli lokuslarinin (Bruce 04 Bruce 07, Bruce 16,

Bruce 30) monopleks PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii sunulmustur.

Sekil 1. M160rsay Brucella susunun ¢esitli lokuslarinin (Sirasiyla Bruce 04 Bruce 07, Bruce 16,
Bruce 30) monopleks PCR amplifikasyon triinlerinin agaroz jel goriintiisii (120 V, %2 agaroz).



3.7. Miiltipleks PCR standardizasyon islemleri

Miiltipleks PCR i¢in kullanilacak olan primerlerden “forward” olanlar1 floresan boyalarla
isaretlendi. Herbir karisimdaki isaretli primerlerin boyalar1 birbiriyle cakismayacak
sekilde tasarlandi. Bunun i¢in Karisim 1, Karisim 2, Karisim 3, Karisim 4, Karisim 5,
Karisim 6 olmak iizere alti adet primer karisimi hazirlandi. Karigimlarda kullanilan
primerler asagida belirtildi:

Miiltipleks Karisim 1: Bruce 21, Bruce 45, Bruce 11

Miiltipleks Karisim 2: Bruce 04, Bruce 43, Bruce 08

Miiltipleks Karisim 3:Bruce 16, Bruce 07, Bruce 12

Miiltipleks Karisim 4: Bruce 06, Bruce 55, Bruce 30

Miiltipleks Karsim 5: Bruce 42, Bruce 09, Bruce 18

Monopleks Karisim 6: Bruce 19

Yukarida belirtilen primer karisimlari kullanilarak bes ayri miiltipleks PCR reaksiyonu
kuruldu. Miiltipleks PCR karisimlart toplam 25 pl hacimde olacak sekilde, DreamTag
Master Mix (2x) (ThermoFisher Scientificinc., USA), herbirprimerin uygun
konsatrasyonlar1 ve 5 plM160rsay Brucella susu DNA soliisyonii ile hazirlandi. Ayrica
DreamTag Master Mix (2x) (ThermoFisherScientificInc., USA) *den 12,5 pl, Bruce 19
forward primerden ve revers primerden 1’er pl, 8 pl su, 2,5 pl M160rsay Brucella susu
DNA soliisyonu kullanilarak 25 hacimde monopleks PCR karisimi hazirlandi.
Amplifikasyon islemleri thermal cycler (RG6000; Corbett Research) cihazinda Tablo 5’
deki kosullarda gerceklesti.

Tablo 5. Miiltipleks PCR ve Bruce 19 primeri ile yapilan monopleks PCR amplifikasyon
kosullar1
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Denaturasyon 96°C 5 dakika 1 kere
Denaturasyon 96°C 30 saniye
Baglanma 60°C 30 saniye 30kere
Uzama 70°C 30 saniye
Final uzama 70°C 5 dakika 1 kere

Ardindan PCR sonrasi elde edilen iiriinler jel elektroforezinde yiiriitiildii ve bant olusup
olugsmadig1 gozlendi (Sekil 2). UV 1s1k altinda bant varligi gozlendikten sonra elde edilen

uriinler kapiller elektroforez igin kullanildi.



14

Sekil 2. Bes ayr1 miiltipleks PCR ve monopleks PCR sonugarinin 120 V, %2 ‘lik elektroforez jel
goriintiisti. Soldan saga miks 1,2,3,4,5 ve sonuncu bant monopleks PCR’a aittir.

3.8. Kapiller elektroforez ve fragman analizi:

Bu islem i¢in 3 pl PCR reaksiyon iiriinii 1/50 oraninda H20O iginde diliie edildi.

20 pl Sample Loading Solution (SLS) ve 0,5 ul “map marker 1000” pipetaj ve
vortekslenerek birbiri iginde iyice karistirildi. 3-5 pl diliisyon iiriinii, SLS+ map marker
karisimina eklenerek hepsinin iyice karismasi saglandi. Ornekler plate’e yiiklenerek
tizerlerine birer damla mineral yagi damlatildi. Beckman Coulter CEQ 8000 DNA
Analysis System cihazinda VNTR programinda ¢alisma baglatildi.

3.9. Calisma suslarinda MLVA c¢alismalari:
Standardizasyon tamamlandiktan sonra c¢aligmaya dahil edilen 77 susun MLVA c¢alismalari,

kapiller elektroforez ve fragman analizleri yapildi.

3.10. Sonuclarin analizi

Kapiller elektroforez sonrasinda her bir sus i¢in test edilen 16 lokusun PCR iiriin biytkliga
“base pairs” (bp.) belirlendi ve bu degerler kullanilarak o susa ait MLVA formiilii ¢ikarildi.
Cluster analizinde UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) algoritmasi ve

kategorik uzaklik kullanildi. Genetik c¢esitlilik (Hunter-Gaston diversity index [HGDI]) ve
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confidence intervaller www.hpabioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICL.pl web sitesinde yer

alan araglar yardimiyla hesaplandi. B. melitentis izolatlarinin MLVA-160rsay genotipleri
referans suslara ait ve daha 6nceki izolatlara ait verilerle karsilastirildi (17). Hastalarin 6zellikleri

ve genotipler arasindaki iliskinin belirlenmesinde ise Ki-kare testi kullanildi.

3.11. Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari, molekiiler tiplendirme ve klasik epidemiyolojik
veriler birlestirilerek; MLVA tipleriyle direng profili ve belirli bir klinik form ile iliski olup

olmadig1 analiz edildi.



4 BULGULAR

4.1.Hastalara ait bulgular

77 hastanin 401 (% 55) erkek, 37'si (% 45) kizd1 ve yaslar1 2 yildan 16 yila kadar
(ortalama 9.13 + 3.6 y1l) idi. Tiim hastalarda yakin zamanda pastorize edilmemis siit veya
stit drtinleri tiikketme hikayesi mevcuttu. Hastalarin en sik sikayeti ates (%80) ve karin
agrisi (%58) olup bunu sirasiyla artralji ( % 56) ve miyalji (% 40) takip ediyordu. En sik
goriilen bulgular ise ates (%80), artrit (%45), hepatomegali (%5) ve splenomegali (%4)
idi. Cocuklarda goriilen bruselloz vakalarinin bityiik ¢ogunlugu (%99) geg ilkbahar ve yaz
aylarinda (Mayis, Haziran, Temmuz) goriilityordu.

4.2. Brusella suslari

Calismaya dahil edilen 77 izolatta tireme gozlendi. Geleneksel yontemler ile suslarin tiir
diizeyinde tayini sonucu iireme gozlenen 77 izolatin tamaminin Brucella melitensis biovar
3 oldugu belirlendi.

4.3. Antibiyogram sonuclari

Izolatlara ait antibiyogram sonuglar1 Tablo 6’ de gosterildi. Antibiogram sonuglarina gore
Brusella izolatlarinin ikisi seftriaksona direngli bulunurken, suslarin tamam doksisiklin,
streptomisin ve trimetoprim-siilfametoksazole duyarli olarak bulundu. Break point
degerleri CLSI’de heniiz belirlenmemis olan Tigesiklin ve Rifampisin i¢in MIK araliklari
0,016-0,23 ve 0,38-1,5 pg/ml olarak saptandi (Tablo 7). Bir g¢alisma susuna ait
antibiyogram caligsmasi ise Sekil 3’de gosterildi.
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Tablo 6. Brucella melitensis suslaria kars1 test edilen antibiyotiklerin MIK degerleri
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SIRA Ceftriaxone | Trimetoprim-siilfametoksazol** | Rifampicin*** | Doxycycline | Gentamicin | Tigecycline***
NO (CRO) pg/ml (SXT) pg/ml (RD) pg/ml (DO) pg/ml | (CN) pg/ml | (TGC) pg/ml
1 0,094 0,004 0,5 0,016 0,38 0,016
2 0,25 0,006 0,5 0,032 0,38 0,016
3 2* 0,002 0,38 0,064 0,5 0,016
4 0,38 0,008 0,38 0,064 0,38 0,016
5 0,125 0,006 0,5 0,016 0,38 0,016
6 0,94 0,004 0,5 0,032 0,38 0,23
7 0,125 0,016 1 0,047 0,38 0,016
8 0,38 0,003 0,38 0,023 0,38 0,032
9 0,125 0,004 05 0,023 0,5 0,032
10 0,19 0,023 0,75 0,023 0,5 0,047
11 0,19 0,023 0,75 0,032 0,38 0,032
12 0,19 0,032 1 0,032 0,38 0,064
13 0,19 0,023 1 0,023 0,38 0,047
14 0,19 0,023 1 0,032 0,38 0,047
15 0,19 0,016 0,75 0,023 0,38 0,047
16 0,125 0,023 1 0,023 0,5 0,047
17 0,125 0,023 1 0,032 0,5 0,047
18 0,19 0,023 15 0,023 0,38 0,047
19 0,38 0,023 1 0,064 0,5 0,064
20 0,19 0,008 0,75 0,016 0,19 0,032
21 0,19 0,032 0,75 0,032 0,38 0,047
22 0,75 0,094 0,75 0,032 0,5 0,047
23 0,125 0,008 0,75 0,016 0,038 0,038
24 0,125 0,023 0,75 0,023 0,5 0,047
25 0,125 0,032 15 0,047 0,5 0,047
26 0,094 0,004 0,75 0,016 0,038 0,016
27 0,19 0,023 0,75 0,032 0,38 0,047
28 0,038 0,016 1 0,047 0,38 0,064
29 0,5 0,016 0,75 0,047 0,38 0,064
30 0,125 0,023 0,75 0,023 0,25 0,032
31 0,19 0,023 0,75 0,023 0,5 0,047
32 0,19 0,023 0,75 0,032 0,38 0,032
33 0,19 0,032 1 0,032 0,38 0,064
34 0,19 0,023 1 0,023 0,38 0,047
35 0,19 0,023 1 0,032 0,38 0,047
36 0,19 0,016 0,75 0,023 0,38 0,047
37 0,125 0,023 1 0,023 0,5 0,047
38 0,125 0,023 1 0,032 0,5 0,047
39 0,19 0,023 15 0,023 0,38 0,047
40 0,38 0,023 1 0,064 0,5 0,064
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41 0,19 0,008 0,75 0,016 0,19 0,032
42 0,19 0,032 0,75 0,032 0,38 0,047
43 0,75 0,094 0,75 0,032 0,5 0,047
44 0,125 0,008 0,75 0,016 0,038 0,038
45 0,125 0,023 0,75 0,023 0,5 0,047
46 0,125 0,032 15 0,047 0,5 0,047
47 0,094 0,004 0,75 0,016 0,038 0,016
48 0,19 0,023 0,75 0,032 0,38 0,047
49 0,038 0,016 1 0,047 0,38 0,064
50 2* 0,016 0,75 0,047 0,38 0,064
51 0,125 0,023 0,75 0,023 0,25 0,032
52 0,5 0,016 0,75 0,047 0,38 0,064
53 0,125 0,016 1 0,016 0,19 0,047
54 0,38 0,003 0,38 0,032 0,38 0,016
55 0,125 0,004 0,5 0,064 0,5 0,047
56 0,19 0,023 0,75 0,064 0,038 0,064
57 0,19 0,023 0,75 0,016 0,5 0,064
58 0,19 0,032 1 0,016 0,5 0,032
59 0,19 0,023 1 0,032 0,038 0,047
60 0,19 0,023 1 0,064 0,38 0,032
61 0,19 0,016 0,75 0,023 0,38 0,064
62 0,125 0,023 1 0,032 0,38 0,047
63 0,125 0,023 1 0,032 0,25 0,047
64 0,19 0,023 15 0,023 0,5 0,047
65 0,38 0,023 1 0,032 0,38 0,047
66 0,19 0,008 0,75 0,023 0,38 0,047
67 0,19 0,032 0,75 0,023 0,38 0,047
68 0,75 0,094 0,75 0,032 0,38 0,064
69 0,125 0,008 0,75 0,023 0,38 0,047
70 0,125 0,023 0,75 0,064 0,5 0,016
71 0,125 0,032 15 0,016 0,5 0,047
72 0,094 0,004 0,75 0,032 0,38 0,064
73 0,19 0,023 0,75 0,032 0,5 0,064
74 0,038 0,016 1 0,016 0,19 0,032
75 2* 0,016 0,75 0,023 0,38 0,047
76 0,125 0,023 0,75 0,047 0,5 0,032
77 0,19 0,023 0,75 0,016 0,038 0,064
Kontrol susu 0,047 0,008 15 0,094 0,25 0,032

*CLSI break point degerleri (doksisiklin<] pug/ml duyarli, SXT<2 duyar, Streptomisin <8 duyarl) gdre direncli suglar. **

Trimetoprim-siilfametoksazol
gosterildi. ***Tigesiklin ve Rifampisin i¢in CLSI breakpoint degerleri bulunmamaktadir.

1/9’luk  orana

sadece

trimetoprim  kismmin  MIK  degerler




Tablo 7. Brusella izolatlarma ait MIK 50 ve MIK 90 degerleri

Antibiyotikler MIK MiK MIK M16
(ng/ml) 50 90 standart
susunun
MIK
degeri
(ng/ml)
Seftriakson 0.94-2.00 0.19 0.19 0.047
Trimetoprim- 0.002-0.032 0.023 0.032 0.008
Stilfametoksazol
Rifampisin 0.5-1.00 1.0 1.0 1.5
Doksisiklin 0.016-0.064 0.032 0.047 0.094
Gentamisin 0.038-0.50 0.38 0.5 0.25
Tigesiklin 0.016-0.064 0.047 0.064 0.032
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Sekil 3. Bir ¢alisma susunun antibiyogram fotografi



4.4 Brusella tiirlerinin belirlenmesine ait PCR sonuclari

Calismada 77 susa ait molekiiler incelemeler Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapildi ve Realtime PCR calismalar1 ile suslarin
tamaninin Brucella melitensis oldugu belirlendi. B.melitensis ve B.abortus standart suslari
ve bazi hasta ornekleriyle (4,5,16,18 nolu 6rnekler) yapilan Real Time PCR sonuglar1 ve
Melting Curve analizleri Sekil 4 ve Sekil 5’de gosterildi.
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Sekil 4. B. melitensis ve B.abortus standart suslar1 ve bazi hasta 6rnekleriyle yapilan Real Time

PCR sonuglari
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Sekil 5. Bazi 6rneklere ait “MeltingCurve” analizi
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4.5. MLVA analizi ve kapiller elektroforez sonuclar:
Kapiller elektroforez sonrasinda “Map Marker” yardimiyla her bir sus i¢in test edilen 16 lokusun

PCR iirlin biiylikliigii “basepairs” (bp.) belirlendi. Calismada kullanilan 1 nolu &rnege ait

fragman analiz sonuglar1 Sekil 6-11°de gosterilmistir.
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Sekil 6. Karigim 1 fragmant analiz sonuglari (1 no’lu drnek)
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Sekil 7. Karigim 2 fragmant analiz sonuglari ( 1 no’lu 6rnek)
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4.6. MLVA analiz sonuclari

Kapiller elektroforeze tabi tutulan PCR iiriinlerinin biyiikligii bp olarak belirlendikten
sonra, her bir VNTR lokusuna ait tekrar sayilar1 bulundu (Sekil 12). Bulunan rakamlar
yardimiyla Brucella izolatlarina ait cluster analizi yapildi (Sekill12). Ayrica izolatlara ait

“spanning tree” olusturuldu (Sekil 13).
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Sekil 12. Brusella izolatlarina ait cluster analizi
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Sekil 13. Brusella izolatlarina ait spanning tree

Ta

29



Yapilan MLVAOrsay 16 genotiplendirme analizleri sonucunda 77 susta 42 farkli
MLVA16 profili belirlendi. Bu 42 profilin 18 tanesi kiime olup her bir kiime 2 veya daha
fazla sus icermekteydi. Geriye kalan 24 sus ise 0zgii profil gosterdi. Calisilan suslar
arasindaki kiimelesme orami % 66.7 olarak tespit edildi. Calismada 32 susta
((6,13,25,29,19,28,9,27,1,2,3,4,7,53,55,56,57,59,10,12,35,36,38,42,31,34,39,40,41,
66,14) tek lokus variasyonu (single locus variante: SLV), 26 susta
(17,18,5,7,8,15,16,50,51,52,58,37,11,49,30,32,33,48,70,75,76,20,69,77), iki lokus
variasyonu (DLV), 15 susta (44,45,46,47,43,63,67,68,22,23,61,71,74,64,65) ii¢ lokus
variasyonu (TLV) saptand1. Ug susta (72,62,60) dért lokusta varyasyon, bir susta ise

bes lokusta varyasyon tespit edildi. Standart Brucella melitensis susu 12 farkli lokusta
varyasyon gosterdi. Lokuslardan ayirim giicii en yiiksek lokus Bruce 30 iken, bunu
sirastyla Bruce 16, Bruce 9, Bruce 7, Bruce 4 takip etti. Ilk 11 lokusun ayirim giiciiniin
olmadigi belirlendi. Suslariin tamaminin MLVA 11'e gore 122 genotipinde, MLV AS'e
gore ise genotip 43 oldugu gozlendi. Suslarin tamami Dogu Akdeniz genotipindeydi (Sekil
12, 13).
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5. TARTISMA

Bruselloz {ilkemizde halen giincel bir halk sagligi problemi olup 06zellikle c¢ocuk
hastalarin tedavisinde giigliiklere ve niikslere neden olmaktadir. Morbiditesi yiiksek,
mortalitesi diisiik olan bu hastaligin tilkemiz ¢ocuklarindaki yaygmlhg ile ilgili kapsamli
bir veri bulunmamaktadir. Bu konu ile ilgili yaymlanan serilerden 2011 yilinda yapilan bir
calismada 15 ¢ocuk hastada basvuru sirasindaki en sik yakinmalar ates (%93.3), halsizlik
(%86.6), istahsizlik (%80), terleme (%66.6), eklem agris1 ve/veya sisligi (%53.3); en sik
saptanan fizik muayene bulgulan artrit (%46.6), lenfadenopati (%26.6), splenomegali
(%6.6) ve makiilopapiiler dokiintii (%6.6) oldugu bildirilmistir. Hastalarin %17’sinde
serum aminotransferaz diizeylerinde artis, %63’ilinde eritrosit sedimentasyon hizinda
(ESR) ve %72’sinde C-reaktif protein (CRP) diizeylerinde artis saptanmistir. Vakalarin
timiine kombine antibiyotik tedavisi uygulanmasina ragmen bir hastada rolaps
gozlenmigtir (11). Alt1 yillik siirede 32 brusellali ¢ocuk hastanin degerlendirildigi bir
calismada, olgularin %87,5’inde ¢ig siit ve siit liriinii yeme Oykiisii, %12,5’inde hayvan
temas Oykiisii bulunurken, %12,5 hastada kaynak tespit edilememistir. Kombine tedaviye
ragmen {i¢ hastada rolaps goriilmiistiir (14). Toplamda 82 ¢ocuk bruselloz hastanin dahil
edildigi bir vaka serisinde ise olgularin ¢ogununun (%76.8) kirsal kesimde yasayan, tarim
ve hayvancilikla ugrasan ailelerin ¢ocuklar1 oldugu gézlenmis, en sik basvuru nedenleri
olarak ates (%86.6), eklem agrilar1 (%75.6), halsizlik (%51.2) ve terleme (%37.8)
kaydedilmigtir (15). Calismalar bruselloz olgularimin yaz aylarinda arttig1 yoniindedir
(3,11,14). Sunulan tez ¢alismasinda da literatiir ile benzer sekilde tiim hastalarda yakin
zamanda pastdrize edilmemis siit veya siit tiriinleri tiiketme hikayesi mevcuttu. Olgularin
¢ogu yaz aylarinda tespit edildi ve ates, artrit, hepatomegali ve splenomegali en sik
bulgular arasinda yer altyordu.

Son yillarda yaymlanan olgu serileri brusellozun iilkemiz i¢in halen 6nemini korudugunu
gostermektedir. Bu nedenle hastaligin kontrolii ve tedavisinde biiyiik katkilar saglayan,
brusellozda ¢apraz bulas, kaynak ve yayilma yollar1 hakkinda kanita dayali veriler sunan
molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. MLVA yo6ntemi, Brucella
suslarinin genotiplendirilmesinde siklikla kullanilan ve sonuglarimin diinya verileriyle

kiyaslanmasina da olanak veren ayrim giicii oldukga yiiksek olan bir yontemdir (19).

Onalt1 lokuslu MLVA yontemi yardimiyla diinyada izole edilen Brucella izolatlar
arasindaki klonal iligkinin belirlenmesi miimkiin olmustur. Brusellozun yayilmasinda
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tilkeler arasindaki hayvan hareketliliginin, kontamine et ve siit iiriinleri ile beslenmenin
rolii biiyiik oldugundan her iilkenin o iilkede yaygin olan genotipi belirlemesi hastaliktan
korunma ve yayilmasini 6nlemeye yardimci olacaktir.

Cinde yapilan bir MLVA ¢alismasinda 24 Brusella izolatinin tamami B.melitensis olarak
belirlenmistir. MLV A-8'e (Panel 1) gore suslarin 7'si genotip 45, 1 sus genotip 42, 1 sus
ise genotip 62 olarak smiflandirilmistir. MLVA 16 (Panel 1+2A+2B)'ye gore suslarin
hi¢birinin bilinen genotipler ile ayni olmadigi gozlenmistir (20).

Kazakistan'da yapilan bir ¢alismada ise 128 B.melitensis susu MLVA ile test edilmistir.
MLVA-8 sonuglarina gore B. melitensis suslarinin ¢ogunlukla genotip 42 (n=108) iginde
yer aldig1 bunu sirasiyla genotip 43 (n=2) ve 63 (n=19)’iin izledigi ve bu suslarin Dogu
Akdeniz grubu ile iligkili oldugu saptanmistir. MLV A-16 ile 128 B.melitensis susunun 25
farkli genotipte oldugu, bir degisken lokus diglandiktan sonra yapilan MLVA-15
analizinde ise suslarin Akdeniz Bolge'sinden kaynaklanan suslardan farkli oldugu
%77'sinin Cin'den izole edilen kdokenlerle ayni oldugu gozlenmistir (21).

Italya'da yapilan bir ¢alismada ise 84 B.melitensis izolatinda MLVA-16 ile 56 genotip
saptanmistir. Bunlardan 43 genotip 6zgii profil gostermistir. Seksen bir susun Bati
Akdeniz grubu ile iliskili oldugu kaydedilmistir. italya’da yapilan bu ¢alismada bir insan
susunun bir hayvan izolatiyla ayni genotipte bulunmasi epidemiyolojik iliskinin varligini
dogrulamistir (22).

Ulkemizde sekiz yillik bir dénemde Tiirkiye'nin tiim cografi bolgelerinden 162 insan
Brucella izolat1 arasindaki epidemiyolojik iliski ve genetik cesitliligin arastirildig1 bir
caligma Kili¢ ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada 161 izolat B. melitensis
biovar 3, bir izolat ise B. abortus biovar 3 olarak saptanmigtir. Toplamda 16 lokusun
arastirildigt MLV A-16 yontemi ile 105 genotip saptanmis, izolatlarin yarisina yakininda
capraz bulas belirtilmistir. Calismada MLVA-16'ya gbre genotip 42 ve 43 en yaygin
genotipler olarak belirlenmistir. Yapilan molekiiler tiplendirme ile aile i¢i, laboratuvar i¢i
ve ayni irliniin tiiketimine bagli ¢capraz bulagmalarin gosterilmesinde yontemin oldukca
etkin oldugu vurgulanmistir. Calisma sonuglar1 en az on yillik bir siire iginde belirli
alanlarda genotip persistansinin olast oldugunu yansitmistir. Tiirkiye insan Brucella
izolatlarinin Dogu Akdeniz filogenetik grubuna dahil oldugu ve komsu tilkelerin izolatlar

ile ilgili oldugu gosterilmistir (3).
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Sunulan tez ¢alismasinda da Kilig ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer bigimde yaygin
olarak saptanan Brucella melitensis biovar 3 izolatlar1 arasinda ¢apraz bulas orani oldukga
yiksek bulunmus olup Diyarbakir’da ¢ocuklardan izole edilen Brucella suslarinin
cogunun Dogu Akdeniz filogenetik grubuna dahil oldugu ve komsu iilkelerin izolatlar1 ile
ilgili oldugu gosterilmistir. Suslarinin tamaminin MLVA 11'e gére 122 genotipinde,
MLVA-8'e gore ise genotip 43 oldugu gozlendi. Kili¢ ve arkadaglarimin ¢alismasina
benzer sekilde Bruce 4, Bruce 16, Bruce 30 lokuslarinin ayirdediciligi yiiksek bulundu.
Standart susun 10 farkli lokusta varyasyon gdstermesi yontemin ayrim giicliniin yiiksek
oldugunu ortaya koymaktadir. Calismamizda 78 susta kiimelesme orani %66.7 olarak
tespit edildi. Yiiksek kiimeleseme oraninda, ¢alismamizin lokal bir hastanede g¢ocuk

hastalardan izole edilen suslar {izerinde yapilmis olmasinin etkisi olabilir.

Cocuklarda Brucella enfeksiyonlarinin tedavisinde trimetoprim-siilfometaksazol,
rifampisin, gentamisin ve sekiz yasindan biiylik ¢ocuklar i¢in doksisiklin kombine
tedavileri uygulanmakta, tedavi amprik olarak yapilmaktadir (23). Tedavide
basarisizliklar ve rolapslarin gozlenmesi nedeniyle Brucella’nin yaygin goriildigi
bolgelerde uygun tedavi politikalarinin belirlenmesi i¢in Brucella izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik paternlerinin bilinmesi ve alternatif tedavi yoOntemlerinin belirlenmesi
onemlidir (21,23,24). Ulkemizde izole edilen Brusella tiirlerinin antibiyotik duyarliliklari
ile ilgili sinirh sayidaki ¢alismalardan 2013 yilinda Van yoresinde yapilan bir ¢alismada
75 kokenden, 73’ B. melitentis biovar 3, iki koken B. abortus biovar 3 olarak
tanimlanmistir. Doksisiklin en etkili antibiyotik olarak bildirilmistir. Bunu sirasiyla
tigesiklin, trimetoprim-siilfametoksazol ve siprofloksasin takip etmistir. Calisma
sonucunda tigesiklinin tedavide bir alternatif olabilecegi, azitromisinin ise tedavi icin
uygun bir antibiyotik olmadigi belirtilmistir (25). Bayram ve arkadaslarinin 2011
yilindaki calismasinda ise yine Van yoresinden 56 Brusella izolat1 ¢alismaya dahil edilmis
ve biitiin kokenler B. melitensis olarak tanimlanmistir. Minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) 90 degerleri doksisiklin, streptomisin, rifampin, trimetoprim-siilfametoksazol ve
tigesiklin i¢in sirasiyla 0.064 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 0.125 mg/L ve 0.094 mg/L olarak
tespit edilmistir (6). Sunulan bu projede sadece iki izolat seftriaksona direngli
bulunurken, suslarin tamami doksisiklin, streptomisin ve trimetoprim-siilfametoksazole

duyarliydi. Tigesiklin ve Rifampisin i¢cin MIK araliklar1 0,016-0,23 ve 0,38-1,5 pg/ml
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olarak saptandi. Antibiyotik duyarlilik sonuglarindan elde etti§imiz veriler, halihazirda

kullanilan antibiyotik tedavilerinin gegerli oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak bruselloz yore i¢in halen 6nemli bir halk sagligi problemi olup ¢ocuk
hastalar arasinda c¢apraz bulas yaygindir. Diyarbakir’da ¢ocuklardan izole edilen Brucella
suslariin hepsi B.melitensis biovar 3 olup Dogu Akdeniz filogenetik grubuna dahildir.
Suslarinin tamaminin MLVA 11'e gore genotip 122, MLVA 8'e gore ise genotip 43
oldugu gozlendi. Calismamiz bdlgede hayvan hareketliligin kontrol altina alinmasinin, et
ve siit triinlerinin denetimlerinin siklastirilmasinin, ¢ocuklarin beslenmesinde pastorize /
kaynatilmig siit tiiketilmesine yonelik egitim faaliyetlerinin gerekliligini ortaya

koymustur.
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6.SONUC VE ONERILER

Brucella melitensis Diyarbakir'da yasayan g¢ocuklarda onemli bir halk sagligi

problemidir.

alisilan suslar arasindaki kiimelesme orani %66.7 olup suslar arasindaki capraz
Calig $ $ p sus cap

bulag orani yiiksektir.

Suslarinin tamaminin MLVA-11'e gore genotip 122, MLVA-8'e gore ise genotip

43 oldugu gozlenmistir.

Bruselloz tedavisi i¢in kullanimda olan antibiyotikler halen etkilidir.

Diyarbakir’da ¢ocuklardan izole edilen Brucella suslarinin ¢ogunun Dogu
Akdeniz filogenetik grubuna dahil oldugu gosterilmistir. Ulkemize gesitli
iilkelerden giris yapan hayvanlarin Brucella acisindan denetlenmesi ve kontrolii

gereklidir.
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