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Brusellozun Hizli Tanisinda
Floresan In-Situ Hibridizasyon
Yonteminin Onemi

Significance of Fluorescent
In-Situ Hybridization Method
in Rapid Diagnosis of Brucellosis

OZET Amag: Bruselloz, tiim diinyada yaygin olarak goriilen, insanlarda ciddi hastalik ve biiyitk ekonomik
kayiplara neden olan bir zoonozdur. Giiniimiizde, bruselloz tanisinda kullanilan klasik tan1 yontemlerinin geg
sonug vermesi ve duyarliligin etkileyen faktorlerden dolayi, hastaligin saptanmasinda hizli ve duyarlilig:
yiiksek tan1 yontemlerine giderek daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda, bruselloz tanisinda farkli
klinik 6rnekler kullanarak kisa siirede sonug veren ¢ok sayida molekiiler tan: testi degerlendirilmistir. An-
cak tan1 ve tedavisi agisindan zor bir enfeksiyon olarak nitelendirilen brusellozun saptanmasinda yeterli du-
yarlilik ve 6zgiilliige sahip, optimizasyonu tamamlanmus, rutinde uygulanabilir bir molekiiler yéntem heniiz
bulunmamaktadir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH), identifikasyon siiresini kisaltarak pozitif sinyal ve-
ren hemokiiltiir siselerinden Brucella spp.’yi saptayabilen yeni bir molekiiler tan1 yontemidir. Bu ¢aligma-
da, bruselloz tamisinda FISH tekniginin konvansiyonel kiiltiir yontemi ile karsilagtirilmasi ve rutin
uygulanabilirliginin aragtirilmas: amaglanmistir. Gereg ve Yontemler: Gram boyama yapildiktan sonra, bru-
selloz siiphesi ile bagvuran ve her biri farkh hastaya ait 100 hemokiiltiir 6rnegi es zamanl FISH ve konvan-
siyonel kiiltir yontemleri ile ¢aligilmistir. FISH sonuglarinin yorumlanmasinda standart Wright's tiip
agliitinasyon (STA) testi de kullamlmigtir. Bulgular: Calismaya dahil edilen érneklerin 43’ kiiltiir, 52’si STA,
44’1 FISH pozitif olarak degerlendirilmistir. Kiiltiir pozitif 6rneklerin 34’1, STA pozitif 6rneklerin 29’u FISH
yontemi ile Brucella spp. olarak yorumlanmistir. Altin standart yontem olan kiiltiir ile birlikte degerlendi-
rildiginde FISH yonteminin duyarliligy, 6zgilligi, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %79.0, %82.4,
%77.2 ve %83.9 olarak belirlenmistir. Sonug: FISH fazla ekipman gerektirmeyen, hizli ve kolay uygulanabi-
lir bir yontemdir. Ancak duyarhihigin istenen diizeyde olmamasindan dolay, maliyet etkin rutin tani araci ola-
rak kullanilamayacag, kullanilmas: gereken durumlarda ise FISH negatif 6rneklerin mutlaka kiiltiir ve/veya
serum tiip agliitinasyon testi ile dogrulanmasinin yararh olacag: diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz; tans; kiiltiir; in situ hibridizasyon, fléresans

ABSTRACT Objective: Brucellosis is a zoonosis commonly seen worldwide it causes severe disease and gre-
at economic loss. Rapid and sensitive tests are increasingly required for detection of the disease since currently
used conventional diagnostic methods give results late and there are some factors affecting its sensitivity.
Recently, a number of diagnostic tests have been determined that use different clinical samples in order to
diagnose brucellosis in a short time. However a sufficiently sensitive and specific, optimized, routinely app-
licable molecular method is still lacking for detection of brucellosis which is defined as a difficult infection
in terms of diagnosis and treatment. Fluorescent in situ hybridization (FISH) is a novel molecular diagnos-
tic method that can detect Brucella spp. from hemoculture tubes signaling positively by shortening identifi-
cation time. In this study, we aimed to compare FISH technique with conventional culture method in
diagnosis of brucellosis and to investigate its use routinely. Material and Methods: A total of 100 hemocul-
ture samples of patients who applied with the suspicion of brucellosis were studied with FISH and culture
methods concurrently, after gram staining. Standard Wright's tube agglutination (STA) test was also used for
interpretation of the FISH results. Results: Of the tested samples, 43 studied with cultures, 52 with STA and
44 with FISH were found positive. The FISH detected Brucella spp. in 34 positive cultures and in 29 STA pos-
itive sample. Sensitivity, specifity, positive and negative predictive values of FISH method were found as
79.0%, 82.4%, 77.2% and 83.9% respectively when evaluated together with culture which is the gold stan-
dard method. Conclusion: FISH is a rapid and easily applicable method not requiring much equipment. Ho-
wever, it was concluded that it could not be used as a cost-effective diagnostic tool as it was not as sensitive
enough as desired, and in case of it is used, it would be useful to confirm FISH negative samples with cultu-
re and/or serum tube agglutination test.

Key Words: Brucellosis; diagnosis; culture; in situ hybridization, fluorescence
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ruselloz, uzun yillardan beri yiiriitiilmekte
Bolan eradikasyon miicadelelerine ragmen,

ozellikle Giiney Avrupa iilkelerinde, Orta
Dogu, Bat1 Asya’nin gelismekte olan iilkelerinde,
Hint Yarimadasi, Afrika, Orta ve Giiney Ameri-
ka’nin bir kisminda hala bir saglik sorunu olarak
6nemini korumaktadir. Her yil binlerce insan has-
taliga yakalanmakta ve hastalik insanlarda fiziksel
yetersizlige ve is giicii kaybina neden olmaktadir.
Ulkemizde de énemli bir saglik sorunu olan bru-
selloz her yas ve cinste gorillmektedir.?

Bruselloz tanisinda geleneksel olarak uygula-
nan kiiltiir ve serolojik tani yontemleri hala “altin
standart” olmay:1 siirdiirmektedir.®> Ancak klasik
tan1 yontemlerinin ge¢ sonug vermesi ve duyarlili-
gim1 etkileyen faktorlerden dolayr hastaligin
saptanmasinda hizli ve duyarlilig: yiiksek tani yon-
temlerine, giderek daha fazla ihtiya¢ duyulmakta-
dir.

Son yillarda kisa siirede sonug veren molekii-
ler tan1 yontemlerinin pratige girmis olmasi bru-
selloz tanisinda da uygulanmalarina yol agmistir.
Ancak tan1 ve tedavisi agisindan zor bir enfeksiyon
olarak nitelendirilen brusellozun saptanmasinda
yeterli duyarlilik ve 6zgiilliige sahip, optimizasyo-
nu tamamlanmis, rutinde uygulanabilir bir mole-
kiiler yontem hentiz bulunmamaktadir.*

Bu aragtirmanin amaci, brusellozun hizl tani-
sinda yeni bir hibridizasyon yontemi olan fléresan
in situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile konvansi-
yonel kiiltiir yontemini karsilastirarak, yeni yon-
temin uygulanabilirligini ve tanisal degerini
aragtirmaktir.

I GEREGC VE YONTEMLER
HASTA GRUBU

Aragtirmaya, Aralik 2007-Eyliil 2009 tarihleri ara-
sinda Celal Bayar Universitesi ve Izmir Atatiirk
Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hasta-
liklar: kliniklerine bruselloz siiphesi ile bagvuran
100 hasta dahil edilmigtir. Caligma protokoli Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastir-
malar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Bruselloz 6n tanisi ile bagvuran hastalardan
alinan kan drnekleri otomatize kan kiiltiir sistemi
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(BACTEC 9120, Becton Dickinson) siselerine ino-
kiile edilerek bir hafta siireyle inkiibe edilmistir.
Ureme sinyali saptandiktan veya inkiibasyon siire-
si tamamlandiktan sonra tiim hemokiiltiir 6rnekle-
rinden iki adet ¢ikolata ve birer adet %5 koyun
kanli ve eosin metilen blue agar (EMB) besiyerleri-
ne (Oxoid, UK) subkiiltiir yapilmistir.

Cikolata besiyerlerine yapilan pasajlardan biri
%5-10 CO?1i ortamda, diger plaklar ise aerob or-
tamda 48-72 saat siireyle inkiibe edilmigtir. Kiltiir-
de iireyen ve gram negatif boyanma o6zelligi
gosteren kokobasil seklindeki bakterilerin Brucel-
Ia spp. olarak tanimlanmas: i¢in standart mikrobi-
yolojik yéntemler kullanilmigtir.® Tiir diizeyinde
identifikasyon yapilmamigtir. Hastalarin serolojik
gostergeleri standart tiip aglutinasyon testi (STA,
Wright testi) ile degerlendirilmistir. 1/160 ve {ize-
rindeki diliisyonlarda agliitinasyonun izlenmesi po-
zitif olarak kabul edilmigtir.

FISH YONTEMI

Gram boyali preparat ve subkiltiir yapildiktan son-
ra tiim hasta 6rnekleri FISH (SeaFAST, Brucella
Combi kit, Hungary) yontemi ile ¢alisilmistir. Uy-
gulamalarda pozitif kontrol olarak kiiltiirde tiretil-
mis ve biyokimyasal yontemlerle dogrulanmais
Brucella spp.; negatif kontrol olarak Escherichia co-
live Pseudomonas aeruginosa suglar1 kullanilmistir.

Caligma prosediirii kisaca asagidaki gibidir: a)
Steril enjektor ile hemokiiltiir siselerinden alinan
200 ml 6rnek iki dakika 2000 rpm’da santrifiij edil-
mistir b) Supernatant uzaklagtirildiktan sonra, ¢6-
keltiden alinan 2 ml 6rnegin tizerine 11 ml PBS
eklenmistir c) Elde edilen karisgimdan 10 ml 6rnek
seaFAST cam slayt kuyucuklarin iizerine damlatil-
mistir d) Slaytlar 45°C’de bes dakika inkiibe edil-
dikten 10 dakika etil alkol
bekletilmistir e) Caligma prosediiriine uygun ola-

sonra icinde
rak hazirlanmis DNA hibridizasyon soliisyonundan
10 ml lamlara yayilmistir f) Slaytlar 48°C’de 90 da-
kika bekletilerek kurutulmustur g) Inkiibasyon
sonrasi lamlar 6nceden 46°C’ye kadar 1s1tilmus yika-
ma soliisyonu ile 2 x 15 dakika yikanmistir h) Lam-
lar PBS ile iki dakika durulandiktan sonra
kurutulmus ve 10 ml anti-fading medyum ilave
edilerek floresan mikroskop altinda incelenmistir.
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Caligmanin verileri SPSS 11. 5 (SPSS INC, Chicago,
IL, USA) istatistik paket programinda degerlendi-
rilmigtir. Aragtirma kapsaminda tanimlayici nite-
likler, farkli tami testlerinin pozitif ve negatif
sonuglar1 yiizde dagilimi seklinde sunulmustur.
Bruselloz tanisinda altin standart yontem olarak
kiilttir kabul edilerek FISH y6nteminin gegerliligi
ve tutarliligi degerlendirilmistir. Gegerlilik i¢in du-
yarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif deger-
ler elde edilmistir. Tutarlilik igin gozlenen
tutarhilik, Kappa degeri ve Kappa degerinin istatis-
tiksel 6nemlilik testi kullanilmagtir.

I BULGULAR

Caligmaya dahil edilen olgularin demografik 6zel-
likleri degerlendirildiginde 35’inin kadin, 65’inin
erkek, yas ortalamalarinin ise 42.2 + 18.9 yil oldu-
gu saptanmigtir. Bruselloz 6n tanisi ile bagvuran
hastalardan alinan kan érneklerinin 44’4 FISH po-
zitif, 43’ tintin Brucella spp. i¢in kiiltiir pozitif oldu-
gu saptanirken, 34 6rnek her iki yontemle bruselloz
yoniinden olumlu olarak degerlendirilmistir. He-
mokiiltiir siselerinden yapilan subkiiltiirlerde Bru-
cella spp. ireyen 43 hastanin dokuzu (%20.9) FISH
negatif olarak degerlendirilirken, kiiltiir negatif
olan 57 hastanin 10’unda (%17.5) FISH yontemi ile
pozitif sonug elde edilmigtir. Kiiltiir altin standart
kabul edilerek degerlendirildiginde, FISH’in duyar-
lilig1 % 79.0, ozgiilliigi %82.4, pozitif prediktif de-
ger (PPD) %77.2, negatif prediktif deger (NPD)
%83.9 olarak belirlenmistir. Hastalarin serolojik
gostergeleri goz 6niinde bulunduruldugunda ise,
kiiltiir pozitif 10 hastadan serum tiip agliitinasyon
testi (STA) istenmemis olup, STA istenen 90 hasta-
nin 52’sinde antikor titrelerinin 1/160 veya tizerin-
de oldugu saptanmistir. STA testi olumlu olan 52
hastanin 29’unun (%55.8), STA negatif 38 hastanin

sekizinin (%21.1) FISH ile pozitif sonug verdigi tes-
pit edilmistir. Brucella spp. i¢in kiiltiir ve FISH ne-
gatif olan 47 hastanin 19 (%40.4)'unda STA testi
pozitif olup, kiiltiir ve FISH pozitif 34 hastanin sa-
dece tigiinde (%8.8) STA’'nin negatif oldugu tespit
edilmistir. Kullanilan yontemler ile elde edilen so-
nuglar ve gézlenen tutarlilik oranlar: Tablo 1'de ve-
rilmistir. Konvansiyonel yontemler ile elde edilen
sonuglar birlikte degerlendirildiginde, STA ve/ve-
ya kiiltiir pozitif 67 hastanin 28’inde FISH’in nega-
tif oldugu; her iki yontemle negatif olan 33
hastanin besinde FISH’in pozitif sonug verdigi sap-
tanmigtir.

I TARTISMA

Bruselloz iilkemizde sik goriilen ve bildirimi zo-
runlu bir hastalik olmasina ragmen gercek insidan-
sina, tani ve tedavisine iliskin veriler yeterli
diizeyde degildir.®

Brusellozun kesin tanis: bakterilerin kiiltiirden
izolasyonu ile yapilmaktadir. Ancak kullanima gi-
ren yeni otomatize kiiltiir tekniklerine ragmen
bruselloz siiphesi ile bagvuran hastalarin biiyiik bir
kisminda bakteri iiretilememektedir. Bu nedenle,
bircok laboratuvarda bruselloz tanisinda serolojik

testlere daha sik bagvurulmaktadir.”-1°

Giintiimiizde, STA bagta olmak tizere, Coombs
testi ve Enzyme Immun Assay (EIA) brusellozun
serolojik tanisinda yaygin olarak kullanilmalarina
ragmen heniiz altin standart olarak kabul edilen se-
rolojik bir yontem bulunmamaktadir.>478

Son yillarda mikrobiyolojinin bir¢ok alaninda
oldugu gibi bruselloz tanisinda da hibridizasyon ve
amplifikasyon temelli molekiiler tan1 kitleri kon-
vansiyonel yontemlere alternatif olarak kullanil-
maya calisilmaktadir. Farkli aragtirmacilar tarafin-

dan duyarhiliklar1 %50-100 arasinda bildirilen bu

TABLO 1: Kullanilan yéntemlerle elde edilen sonuglarin karsilastirnimasi n (%).

Uyumlu sonuglar Uyumsuz sonuglar
Pozitif Negatif +- -1+ Gozlenen tutarliik  Kappa degeri P degeri
Kitdir/FISH 34 (34.0) 47 (47.0) 9(9.0) 10 (10.0) %81.0 0.614 0.000
*STA/FISH 29(32.2) 30(33.3) 23(25.6) 8(8.9) %66.0 0.330 0.001
STA: serum tlip agliitinasyon testi, FISH: fléresan in situ hibridizasyon, *STA sonuglari 90 hasta (izerinden degerlendirilmistir.
Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(4) 925
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testlerde en ¢ok besp31, omp2, 16S rRNA ve IS711
bolgeleri hedef alinmaktadir. Ancak, duyarlilik ve
ozgilliklerinin laboratuvarlar arasinda farkliliklar
gostermesi ve standart calisma protokollerinin

olugturulamamasi bu tekniklerin kullanimini kisit-
lamaktadir,**10:11

Bu ¢alismada kiiltiir yontemi altin standart ka-
bul edilerek, bruselloz tanisinda FISH’in gegerlili-
gi ve rutin kullanilabilirligi hastalarin serolojik
gostergeleri esliginde degerlendirilmistir. Hedef
niikleik asit izolasyonuna ve amplifikasyonununa
ihtiya¢ duyulmayan bu yéntemde, Brucella’larn ri-
bozomal RNA dizilerine uygun fléresan boya ile
isaretli problar kullanilarak birkag saat gibi kisa sii-
rede bakterilerin cins diizeyinde identifikasyonu
yapilabilmektedir.

Almanya’da Wellinghausen ve ark., iki farkh
prob kullanarak hibridizasyon temelli bir tan1 kiti
olan FISH’1, 33 hemokiiltiir 6rnegi kullanarak de-
gerlendirmisler ve 6rneklerin 31’nin Eub 338 ile di-
ger iki 6rnegin de Bru 996 probu ile floresans
verdigini saptamiglardir.'” Ochrobactrum anthropi
ile yalanc1 pozitif sonuglar1 6nlemek i¢in isaretsiz
KBru 996 probu kullanildig: belirtilen bu ¢aligma-
da, Bru 996 probu ile pozitif olarak degerlendiren
orneklerin FISH ile es zamanli yapilan subkdiltiir-
lerinde B. melitensis, Eub 338 probu ile pozitif so-
nuc veren Orneklerin kiiltiirlerinde ise enterik ve
Pseudomonas aeruginosa gibi non fermentatif bak-
terilerin {iredigi saptanmuistir.

Aymni ¢aligmada, B. abortus, B. melitensis, B.
suis, B. canis, B. ovisve B. neotomae ait olmak tize-
re toplam 17 ATCC susunun FISH ile dogru tanim-
landig bildirilmistir (duyarlilik ve 6zgiilliik %100)
ve amplifikasyon gerektirmemesinin yani sira ucuz
olmasindan dolay1 FISH’in bruselloz tanisinda ya-
rarh bir yontem olabilecegi belirtilmigtir.'

Calismamizda, FISH i¢in elde edilen duyarli-
ik ve 6zgiilliik oranlar1 (%79.0-82.4) Wellinghau-
sen ve ark. tarafindan bildirilen oranlara gore daha
diisiik bulunmusgtur.'?

Bu sonuglarin, kullanilan problarin 6zgiillii-
giinden veya uygulama farkliliklarindan kaynak-
lanabilecegi diistiniilmiistiir. FISH sonuglari,
iilkemizde bruselloz tanisinda sik kullanilan STA
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ile karsilastirildiginda, FISH’in kiiltiir ile uyumu-
nun STA’ya kiyasla daha iyi oldugu sonucuna va-
rilmistir. Ancak, konvansiyonel yontemler ile
elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
STA ve/veya kiiltiir pozitif hastalarin %42’sinde
FISH’in negatif sonug verdigi saptanmistir. Bu ne-
denle bruselloz stiphesi ile bagvuran hastalarin la-
boratuvar tanisinda FISH’in tek basina maliyet
etkin rutin molekiiler testi olarak kullanilamaya-
cag, kullanilmas: gereken durumlarda ise FISH
negatif 6rneklerin mutlaka kiltiir ve/veya STA
ile dogrulanmasinin yararli olacag: diistiniilmiis-
tir.

Brucella’larin cins ve tiir diizeyinde identifi-
kasyonuna yonelik, Fernandez-Lago ve ark., Bru-
cella abortus'un 16S rRNA dizilerine 6zgii isaretli
problar kullanarak ve olusan fléresansin flow cyto-
metri ile saptanmasi temeline dayanan bir hibridi-
zasyon yontemi gelistirmiglerdir.!’ Aragtirmacilar,
Brucella cinsine ait bakterilerinin yani sira bu bak-
teriler ile filogenetik yakinlig1 olan Agrobacterium,
Alcaligenes, Ochrobactrum, Mycoplana, Phyllo-
bacterium ve Brucella ile serolojik ¢apraz reaksi-
yonlara neden olan cesitli enterik bakterileri
calismaya dahil ederek, kullanilan problarla farkl
Brucella tiirlerinin tanimlanabilecegini bildirmis-
lerdir. Calismada, Brucella spp. ile serolojik ¢apraz
reaksiyonlara sebep olan bakterilerin hi¢birinde
fléresans saptanmadig, filogenetik yakinlik goste-
ren bakterilerin ise kullanilan yontemle Brucella'-
dan ayirt edilemedigi vurgulanmistir. Bu
sonuglarin 15181nda, arastirmacilar Agrobacterium,
Alcaligenes, Ochrobactrum ile olusan enfeksiyon-
larin ¢ok yaygin goriilmemesi ve bu tiir bakterile-
rin daha ¢ok firsatqi enfeksiyonlara neden
olmalarindan dolay1, bruselloz disiiniilen olgular-
da bu yontemin kullanilabilecegini savunmuglar-
dir.

Calismamizda, serolojik capraz reaksiyonlara
neden olan bakteriler ile olusan yanlis pozitif so-
nuglar1 6nlemek i¢in E. coli ve P. aeruginosa susla-
11 kullanilirken, Brucella ile filogenetik yakinlig:
olan bakteriler i¢in herhangi bir degerlendirme ya-
pilamamustir. Bununla birlikte, giiniimiizde bu ay:-
rimin sadece sekans analizleri ile mimkiin
olabilecegi bir¢ok ¢aligmada bildirilmigtir.*1314

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(4)
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Sonug olarak, bu ¢alismanin verileri ve ilgili

literatiir genel olarak degerlendirildiginde,
FISH’in amplifikasyon gerektirmemesi, PCR’a go-
re maliyetinin diisitk olmasi, direkt hemokiiltiir

siselerine uygulanabilmesi ve klasik kiiltiir yonte-

mine gore daha kisa siirede sonu¢ vermesi gibi
avantajlarinin olmasina ragmen, rutin molekiiler
tani araci olarak kullanilabilirligini destekleyen
ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi kanisina va-
rilmistir.
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