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Insan Kaynakh Brucella 1zolatlarinin Tip-Biyotip Tayini ve
Epidemiyolojik Olarak Irdelenmesi

Hiisniye Simsek!, Sevil Erdenlig?, Behi¢ Oral', Necla Tiilek!

Ozet: Bu cahsmada, hastanemize I¢ Anadolu Bélgesi’nden gelen ve bruselloz tanist ile yatirilarak izlenen hastalardan izo-
le ettigimiz Brucella suslarinin tiir ve biyotip diizeyinde idantifikasyonlari yapildi. Farkl hastalardan izole edilen toplam 70
Brucella susu ¢alismaya alindi. Suslarin CO, gereksinimi, H,S iiretimi, tiyonin ve bazik fuksin boyalarina duyarlilik, Tbilisi
faj tiplendirmesi ve A-M monospesifik antiserumlari ile agliitinasyon testleri uygulanarak tiir tayini ve biyotiplendirme yapil-
di. Tiim Brucella izolatlarinin B.melitensis oldugu ve 65’inin (%92.8) B.melitensis biyotip-3, 5’inin (%7.2) B.melitensis biyo-
tip-1 oldugu saptandi. Sonugta bélgemizde insan brusellozunda en sik etkenin B.melitensis ve en yaygin B.melitensis biyoti-
pinin biyotip-3 olabilecegi goriisiine varildi.

Anahtar Sozciikler: Bruselloz, Brucella spp., biyotiplendirme.

Summary: Typing-biotyping of Brucella isolates of human origin and their epidemiologic evaluation. In this study, we
identified and biotyped of Brucella spp. isolated from the patients admitted to our department from different regions of Central
Anatolia. A total number of 70 Brucella spp. isolated from different patients were included in the study. Isolates were evaluated
on the basis of requirement of CO, for growth, production of H,S, sensitivity to thionin and basic fuchsin dies. Tbilisi phage typing
was also used to determine the species. Biotyping was performed by agglutination method by using A-M monospecific antiserums.
All Brucella isolates were identified as B.melitensis. It was found that 65 of the isolates (92.8%) were B. melitensis biovar 3, and
5 isolates (7.2%) were B.melitentis biovar 1. According to our results B.melitensis may be the most frequently agent responsible

for human brucellosis and B.melitensis biovar 3 may be the most frequently type in our region.

Key Words: Brucellosis, Brucella spp., biotyping.

Giris

Bruselloz, iilkemizde o6zellikle bazi1 bolgelerde olduk¢a
yaygin olan bir zoonozdur. Ulkemizdeki insan infeksiyonlarinin
cogundan en viriilan tiir olan Brucella melitensis sorumludur
(1). Insanlarda brusellozun 6nlenmesi, oncelikle hayvanlardaki
hastaligin kontrolii ve eradikasyonuna baglidir. Eradikasyon
programlarinin olusturulmasinda ise epidemiyolojik verilere
gereksinim vardir. Ulkemizde insan kaynakli Brucella suslari-
nin tiir ve biyotiplendirilmesine iligkin yeterli ¢alisma bulun-
mamaktadir. Bu calismada klinigimizde bruselloz tanisi ile
izlenen hastalardan izole ettigimiz Brucella suslarinin tiir ve
biyotip diizeyinde idantifikasyonlari, biyotiplerle klinik seyir
arasindaki iligkinin aragtirilmasi ve bolgemizle ilgili epidemi-
yolojik verilere ulagilmast amagclandi.

Yontemler
Eyliil 1999 ile Agustos 2002 tarihleri arasinda Ankara Egitim

(1) Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi, Infeksiyon Hastaliklar
ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Cebeci-Ankara

(2) Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisti, Pendik-
Istanbul

XI. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar: Kongresi
(30 Mart-3 Nisan 2003, Istanbul) ve 13th European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (10-13 Mayis 2003,
Glasgow, United Kingdom) nde bildirilmistir.

ve Aragtirma Hastanesi Infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mik-
robiyoloji Klinigi’nde yatirilarak izlenen, kiiltiirlerinde Brucel-
la spp. tireyen 70 brusellozlu hasta ve bu hastalardan izole edi-
len 70 Brucella susu ¢alismaya alindi. Tiir ve biyotiplendirme
calismalar1 Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Brucella Laboratuvari’nda yapildi.

Etken Izolasyonu

Brucella suglari, hastalarin kan, kemik iligi ve/veya beyin-
omurilik sivist (BOS) kiiltiirlerinden BACTEC 9050 (Becton
Dickinson, Sparks, MD, USA) sistemi kullanilarak izole edildi.

Tiir ve Biyotip Tamsinda Kullanilan Y ontemler

Izole edilen suslarin tiir ve biyotip tanisinda bakterinin kolo-
ni morfolojisi son derece 6nemlidir. R (“rough”, piiriizlii) tipi ko-
lonileri monospesifik A ve M antiserumlari ve Brucella fajlari ile
tiplendirmek miimkiin olmadigindan tiplendirme icin S (“smo-
oth”, diizgiin) tipi kolonilerin secilmesi gerekmektedir (2-4).

Izolatlarin koloni morfolojileri, steoroskopik mikroskopta
oblik 1sikta incelenerek ve akriflavin soliisyonu (Sigma-A 8126,
1/1000’lik soliisyon) ile agliitinasyon ozelliklerine bakilarak
ayirt edildi ve hepsinin S tipi koloni oldugu goézlendi. Incele-
necek her izolatin pepton-salin soliisyonu ile stispansiyonlart
hazirlanarak, ikiser adet Serum Dekstroz Agar (SDA) besiyer-
lerine ekimleri yapildi.

Suglarin CO, gereksinimi aerop ve %5-10 CO,’li ortamlarda
iireme durumlarina gore, H,S iiretimi ise besiyerlerine yerles-
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B.melitensis’in biyotip-2’sinde A antijeni
dominant iken B.abortus’un biyotip 4, 5 ve
9; B.suis biyotip 5 ve B.melitensis biyotip-
1’inde M antijeni dominanttir. B.melitensis
biyotip-3 ve B.suis biyotip-4 ise A ve M an-
tijenlerini esit miktarlarda tagirlar (10).
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el LT Thr anfin gy L icinde siispanse edilerek bir lam iizerinde A
e uw"?ﬁfm ETE, | '::"'_F:"_:'J'-""-"“f".'_ ve M monospesifik antiserumlar1 (Pendik
I’ e TR T Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii)

ile karistirlldr. Sonuglar 1 dakika icerisinde
olusan agliitinasyon durumlarina gére de-
gerlendirildi.

Calisma siiresince kontrol amaci ile
B.abortus biyotip-1 544 (NCTC 10093),
B.melitensis biyotip-1 16 M (NCTC 10094),
B.melitensis biyotip-2 63/9 (NCTC 20508),
B.melitensis biyotip-3 Ether (NCTC 10505),

Sekil 1. Brusellozlu hastalarin geldikleri iller.

tirilen kursun asetatli kagit seritlerde olusan renk degisiklikle-
rine gore degerlendirildi.

Tiyonin ve bazik fuksin boyalari ile inhibisyona duyarl-
Iik: Bazik fuksin ve tiyonin varliinda Brucella suslarimin iire-
me kabiliyetinin belirlenmesi, biyotiplendirmede kullanilan
testlerden birisidir. Temel besiyerlerine belirli konsantrasyon-
larda boyalarin katilmasi ile bakilabildigi gibi boya emdirilmis
disk yontemi ile de degerlendirilebilir (5-9). Tiyonin ve bazik
fuksin varliginda; B.abortus yalniz tiyonin tarafindan inhibe
olurken, B.melitensis inhibisyona ugramadan {iremektedir.
B.suis ise bazik fuksin tarafindan inhibe olurken tiyoninden et-
kilenmeden iiremesini siirdiirmektedir (5,6).

Calismamizda, tiyonin ve bazik fuksin duyarlilifini saptar-
ken boyali disk yontemi kullanildi. Tiyonin (Sigma-T 3387)
ve bazik fuksin (Sigma-B 0904) iceren diskler ekim yapilan
SDA besiyerleri iizerine esit araliklarla yerlestirilerek aerop ve
%5-10 CO,’li ortamlarda 37°C’de 4 giin siireyle inkiibe edil-
di. Inkiibasyon siiresinin sonunda boyali disklerin etrafinda
>3 mm’lik bir inhibisyon zonunun goriilmesi duyarlilik olarak
kabul edildi.

Tbilisi faj tiplendirmesi: Ayn sekilde ekim yapilan Petri
kutusundaki SDA besiyerleri, steril pipet uclari ile Thbilisi faji-
nin (Centre National d’Etudes Veterinaires et Alimentaires,
CNEVA, Fransa) rutin test diliisyonu (RTD)’ndan 20’ser mi
damlatilarak 37°C’de 4 giin siire ile inkiibe edildi. Sonu¢lar in-
kiibasyon siiresinin sonunda iireme ve lizis durumlarina goére
degerlendirildi.

Thilisi bakteriyofaji rutin test diliisyonunda (RTD)
B.abortus’un S Kkiiltiirlerini lizise ugratir. Fakat B.suis ve
B.melitensis kiiltiirleri etkilenmez. B.suis RTD’nun 10* kati
konsantrasyonda kismen lizise ugramasina ragmen B.meliten-
sis Thilisi faji ile hicbir sekilde lizise ugramaz (3,4,6).

A ve M monospesifik antiserumlart ile agliitinasyon: A ve
M antijenleri tiirlere ve biyotiplere gore farkli orandadirlar.
B.abortus™un biyotip-1, 2, 3 ve 6; B.suis’in biyotip 1, 2, 3;

B.suis biyotip-1 1330 (NCTC 10316), B.ovis
63/290 (NCTC 10512) (CNEVA, Fransa)
standard suglar1 kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmede ise C° testi ve Fisher’in kesin
testi kullanildi.

Sonuclar

Calismaya 42’si (%60) erkek, 28’i (%40) kadin olmak
iizere toplam 70 hasta alindi. Bu 70 hastadan 65’inin (%92.8)
I¢c Anadolu Bolgesinden geldigi gozlendi. Hastalarin geldikle-
ri illere gore dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir.

Hastalarin yas ortalamalar1 42.7 yil ve yas dagilimi 15-75
yas arasindaydi. Hastalarin epidemiyolojik ozellikleri Tablo
1’de gosterilmigtir.

Brucella izolatlarinin iireme yerleri Tablo 2’de goriilmektedir.

Tiir ve biyotiplendirme sonuglari: Gerek aerop gerekse
%5-10 CO,’li ortamda SDA besiyerlerinin tiimiinde iireme go-

< N

ablo 1. Hastalarin Epidemiyolojik Ozellikleri
Hasta Sayis1 (%)

Bulasma yollar:
Taze peynir yeme +

hayvancilikla ugrasma 34 (48.6)
Sadece taze peynir yeme 30 (42.8)
Sadece hayvancilikla ugrasma 3 (4.3)
Bulagma yolu saptanamayan 3 4.3)
Hastalarin yasadiklar: yer
Kent 32 45.7)
Kirsal kesim 38 (54.3)
Beslenen hayvan
Koyun + keci 26 (37.1)
Koyun + si8ir 10 (14.3)
Sadece s181r 1 (1.4)
Hayvan beslemeyen 33 (47.2)

\
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/ Tablo 2 . Brucella Izolatlarinin Izole Edildigi \

Ornekler

Kiiltiir Sonuclari Hasta Sayisi (%)

Kan 48 (68.6)
Kan + kemik iligi 17 (24.3)
Kemik iligi 1 (1.4)

Kan + BOS 1 (1.4)
BOS 3 4.3)

- J

riildii ve kursun asetatli kagit seritlerde siyahlagsma gozlenme-
di. Boylece izolatlarin iireme icin CO,’ye gereksinim goster-
medigi ve H,S iiretmedigi saptandi. Izolatlarin tiimii bazik fuk-
sin ve tiyonin emdirilmis disklerin etrafinda 3 mm’nin altinda
zonlar olusturarak veya hi¢ zon olusturmayarak bazik fuksin
ve tiyonine direnglilik gosterdi; ayrica Tbilisi fajinin RTD’nda
lizis gostermediler. Bu sonuglara gore tiim izolatlar B. meliten-
sis olarak degerlendirildi. Izolatlardan 65’i hem A hem de M
monospesifik anti-serumu ile agliitinasyon verirken, 5 tanesi
sadece M anti-serumu ile agliitinasyon gosterdi.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde toplam 70 adet
Brucella izolatindan 65’inin (%92.8) B. melitensis biyotip-3 ve
5’inin (%7.2) ise B. melitensis biyotip-1 karakteri tagidig1 sap-
tandi.

Hastalarin geldikleri illere gore biyotiplerin dagilimi Tablo
3’te goriilmektedir

Saptanan Brucella biyotipleri ile hastalarin kent veya kir-
sal kesimde yasamalari ve bulag Gykiileri arasindaki dagilima
bakildiginda her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamadi (p>0.05). izolatlarin tiimiiniin B. melitensis olma-
s1 ve biyotip-3 disindaki diger biyotiplerin cok az sayida sap-
tanmas1 nedeniyle klinik 6zelliklerle iligski degerlendirilemedi.

Irdeleme

Bruselloz, diinyanin pek ¢ok yerinde goriilebilen ve bazi
iilkelerde endemik olan bir zoonozdur. Ozellikle Akdeniz iil-
keleri, Arabistan yarimadasi, Hindistan, Orta ve Giiney Ame-
rika iilkeleri gibi bolgelerde yaygindir (11,12). Ulkemiz de bu
endemik bolgelerin icerisindedir. Ozellikle Ankara ovasinda,
Konya yoresinde, Giineydogu Anadolu’da, Diyarbakir ve Urfa
yorelerinde yaygindir (1). Ulkemizde hayvanlar arasinda yapi-
lan genis kapsamli bir proje calismasinda bruselloz seropozi-
tifligi sigirlarda %1.43; koyunlarda %1.97 saptanirken bu oran
siiriilerde %11.4 ve %15 olarak rapor edilmistir. Ayni ¢alisma-
da Ankara ilindeki sigirlarda bruselloz oran1 %1.1, koyunlarda
ise %6 olarak tespit edilmistir (13). Bu veriler bolgemizde
B.melitensis infeksiyonu olasiliginin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Cig siit ve siit iiriinleriyle beslenme ve hayvancilikla ugras-
ma, Brucella infeksiyonunun baslica risk faktorlerini olustur-
maktadir. Calismamizda hastalarin 64 (%91.3)’linde taze pey-
nir yeme, 37 (%52.7)’sinde hayvancilikla ugrasma oykiisii
saptand1 ve bulasta en 6nemli yolun taze peynir yeme, ikinci
olarak da hayvancilikla ugrasma oldugu goriildii. B.meliten-
sis’in primer rezervuart koyun ve kecilerdir. B.abortus ise
esas olarak sigirlarda infeksiyona yol agar, ancak deve ve buf-

falo gibi hayvanlarda da goriilebilir (11). Calismamizda hay-
vancilikla ugrasan hastalarda, koyun ve keci besleme oraninin
sigir besleme oranina gore daha fazla oldugu gézlendi. Bu ve-
ri de hastalarimizda B.melitensis infeksiyonunun daha sik ol-
masin agiklamaktadir.

Diinyanin ¢esitli bolgelerindeki arastiricilar iilkelerindeki
mevcut Brucella tiir ve biyotiplerini saptamak amaciyla calig-
malar yapmustir. Urdiin’den Aldomy ve arkadaslar1 (14)
yaptiklan1 ¢alismada, 31 B.melitensis izolatindan 27 sinin bi-
yotip-3 ve 4’linlin biyotip-1 oldugunu bildirmislerdir. Tolari
ve arkadaglar1 (15) Italya’'min 14 bolgesinden gelen Brucella
izolatlarinin biyotiplendirilmesi sonucunda iilkede en yaygin
olarak B. melitensis biyotip-2’nin goriildiigiinii belirtmislerdir.
Mustafa ve arkadaglar1 (16) Suriye’de her ii¢ biyotipin de var
oldugunu bildirmislerdir. Crichton ve arkadaglari (17) nin yap-
tiklart bir calismada Avustralya’da 1981-1985 yillar1 arasinda
izole edilen Brucella suslar identifiye edildiginde B. abortus
biyotip-1’in en yaygin oldugu, ayrica B. abortus biyotip-2 ve
4, B. melitensis biyotip-3, B. suis biyotip-1 ve B. ovis’inde tes-
pit edildigi belirtilmisgtir.

Brucella’nin izole edilmesi ve idantifikasyonunun yani si1-
ra biyotiplendirilmesi, epidemiyolojik ¢alismalar ve eradikas-
yon programlart acgisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Brucel-
la tiir ve biyotiplerinin dagilimina iliskin bilgiler, bir iilkedeki
yeni biyotiplerin, as1 suslarinin takibi ve serolojik tanida kulla-
nilan optimal suslarin se¢imi acisindan da énemlidir.

Ulkemizde ise Brucella izolatlarinin tiir ve biyotip diize-
yindeki idantifikasyonuna iligkin ¢ok az sayida ¢aligma bulun-
maktadir. Erdogan ve arkadaslari (18), Trakya bolgesinde hay-
vanlardan izole edilen 29 Brucella susundan 25’inin B. meliten-
sis biyotip-1, 3’iiniin B. melitensis biyotip-2 ve 1’inin B. me-
litensis biyotip-3 oldugunu bildirmislerdir. Erdenli§ ve arka-
daslar1 (9) ise koyunlardan izole edilen toplam 78 Brucella su-
sundan 69’unun (%88.5) B. melitensis biyotip-3 ve 9’unun
(%11.5) B. melitensis biyotip-1 oldugunu bildirmislerdir. Bol-

G‘ablo 3. Hastalarin Geldikleri Illere Gore \
Biyotiplerin Dagilimi

B.melitensis
biyotip-1

B.melitensis
biyotip-3

Hastanin
Geldigi Yer

Ankara merkez 20 3
Ankara ilge ve koyleri
Kirikkale

Corum

Yozgat

Cankir1

Samsun

Konya

Afyon

Kirgehir

Aksaray

Erzurum

Mus

Toplam 65 5

.
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ca ve arkadaslar1 (19)’nin yaptig1 bir caligmada 29 insan kay-
nakli Brucella izolatindan 22’sinin (%75.8) B.melitensis biyo-
tip-3, 4’tintin (%13.7) B.melitensis biyotip-1 oldugu saptanmig
ve 3’1 R tipi koloni morfolojisi gosterdigi icin biyotiplendirme
yapilamamustir. Ozkurt ve arkadaglari (20)’ min Erzurum bol-
gesinde yaptiklar1 bir ¢alismada 50 brusellozlu hastada kemik
iligi kiiltiirii pozitifligi %70, kan kiiltiirii pozitifligi %48 olarak
belirtilmis ve elde edilen tiim izolatlarin B.melitensis olarak
tiplendirildigi, bunlarin da cogunlukla biyotip-3, az sayida bi-
yotip-1 olarak saptandig: bildirilmistir. Bunlarin disinda bagka
yetersiz ¢alismalar da olmasina ragmen, kullandiklar1 yontem-
lerin standart yontemlerin tiimiinii icermemesi nedeniyle bura-
ya alinmadi.

Brucella suslarimin tiir ve biyotip tayininde Diinya Saglik
Orgiitii (WHO)’ niin 6nerdigi standard yontemler, biyokimya-
sal dzellikler (CO,’e gereksinim, H,S iiretimi), boyalara (tiyo-
nin ve bazik fuksin) duyarlilik, Tbilisi faji ile lizisin degerlen-
dirilmesi ve A ve M monospesifik antiserumlart ile agliitinas-
yondur (3-6). Bizim ¢aligmamizda da, bu standard yontemlere
gore tiir ve biyotiplendirmeleri yapilan insan kaynakli 70 fark-
11 sustan 65’1 (%92.8) B. melitensis biyotip-3 ve 5’i (%7.2) B.
melitensis biyotip-1 olarak saptandi. Sonug olarak bolgemizde
insan brusellozunda en sik etkenin B. melitensis oldugu ve en
yaygin susun B. melitensis biyotipinden biyotip-3 oldugu go-
riildii. Bruselloz eradikasyonunda basariya ulasmak icin 6nce-
likle yeterli epidemiyolojik verilere gereksinim vardir. Elde et-
tigimiz sonuglarin epidemiyolojik olarak 6nemli bir veri kay-
nag1 olabilmesi ve Brucella testlerinde ililkemizde antijen ve
antikor seciminde kullanilabilmesi i¢in iilke genelinde yapilan
benzer ¢alismalara gereksinim oldugu diisiinmekteyiz.
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