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BOLUM 13

Brucella TURLERININ IiDENTIFIKASYON VE
GENOTIPLENDIRILMESINDE KULLANILAN GUNCEL
MOLEKULER YONTEMLER

Tiilin GUVEN GOKMEN!

GIRIS

Brusellozis diinyada, 6zellikle Akdenize kiyisi olan iilkelerde, Ortadogu, Bati
Asya, Afrika ve Gliney Amerika’ da endemik olarak goriilen en yaygin zoonotik
hastaliktir™®. Sigir, koyun, ke¢i, domuz ve kopek gibi memelileri infekte eden Bru-
cella tiirleri; solunum yolu, deri ve mukoza yolu, kontamine siit ve siit tiriinleri
veya dogrudan hasta hayvanlara temas ile bulagir. Ulkemizde de oldukea sik go-
rilmekte ve halen 6nemini korumaktadir®.

Brucella tiirlerinin tanisinda insanlarda altin standart olarak kiiltiir yontemi
kullanilmakta, serolojik test olarak Serum Agliitinasyon Testi (SAT) diger adiyla
Wright testi tercih edilmektedir. Ancak, bu test IgG ve IgM ayrimi yapamadig1 igin
2-ME (Merkaptoetanol) veya ELISA testi ile desteklenir. Ayrica tarama testi olarak
Rose-Bengal testi kullanilabilmektedir. Klinik olarak siipheli ancak agliitinasyon
testleri negatif olan hastalara ise Coombs testi uygulanmaktadir. Son yillarda dips-
tick testler ile de duyarlilig1 %90'1n tizerinde olan sonuglar elde edilmektedir®.

Hayvanlarda brusellozis tanisinda ise sahada tarama caligmalarinda en ¢ok
Rose-Bengal testi ve bazi iilkelerde Brucellin testi tercih edilmektedir. Kiltiir
yontemleri altin standart olarak degerini korumaktadir. Hasta hayvanlarin kan
orneklerine; Cabuk agliitinasyon testi, Serum agliitinasyon testi, Kompleman fik-
sasyon testi, Coombs testi, ELISA, Pasif hemagliitinasyon testi ve Floresan antikor
testi gibi serolojik testler uygulanir. Siit 6rneklerinde Brucella spp. etkenleri Ring
testi ile tanimlanabilirken, siit serumu, atik yavrunun kas sivisi, vajinal mukus ve
sperm Orneklerine agliitinasyon testleri yapilabilir. Ayrica bakteriyofaj uygulama-
lar1 da yapilmaktadir®.

Hem insanlarda hem hayvanlarda Brucella tiirlerinin tanimlanmasinda kul-
lanilan tiim bu konvansiyonel yontemler tiir ve biyotip diizeyine kadar identi-
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metodudur. Ancak Brucella tiirlerinin genomunda goriilen yiiksek homoloji ne-
deniyle MLVA yontemi kadar etkili olmadig1 diistiniilmektedir V. Yapilan bazi
caligmalarda ise PFGE yonteminin etkin bir genotiplendirme metodu olabilecegi
bildirilmigtir “®. Restriksiyon enzimi olarak Xbal enzimi tercih edilebilir. Kesim
sonucu olusan DNA fragmentleri, belirli siirelerle 3 yonden verilen elektrik aki-
mu ile jel igerisinde molekiiler agirligina gore ilerler. Bu elektroforez cihazlarinda
elektrotlar farkli agilarla dizilmistir ve elektroforez bant biikliiklerinden dolay1
olduk¢a uzun siirmektedir. Olugan DNA paternleri 6zel yazilim programlari ile
degerlendirilir. Patern kiyaslamalar1 bant bazli Dice coeflicient ile, dendrogramlar
ise UPGMA analizi ile yapilabilmektedir 7.

Whole-Genome Sequencing-SNP Analizleri

Eski donemlerde bir bakterinin tiim genom analizini zahmetli, pahali ve uzun
stire gerektirirken, yeni nesil dizileme teknolojileri ile tiim genom verileri olduk¢a
erisilebilir hale gelmistir. Ozellikle SNP bélgelerinin tespiti ile genotipik iligkiler
kolaylikla degerlendirilebilmektedir. Etkenin potansiyel kokenlerinin ve yayilimi-
nin tespitine, ag1 ve saha suglarinin ayrimina imkan saglamaktadir®®. Ancak ve-
ritabanlarinda heniiz yeterli sayida izolatin tiim genom profilinin bulunmamast,
caligmalarda kiyaslama yapilacak izolatlarin eksikligine ve trace-back analizlerin
yapilamamasina neden olur®.
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