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GiRIS VE AMAG:

Bruselloz, gunamizde dinyanin birgok bélimunde 6zellikle
Akdeniz Ulkeleri ve Ortadogu'da ortak bir infeksiyon hastali§i olarak
durmaktadir. Bir zoonoz olan bu hastalik, direkt temasla veya hasta
hayvanlarin et, sut ve stt trunleri ve ayrica solunum yolundan insanlara
gecmektedir. SGt endustrisinin her gegen gun blydmesinin yaninda st
ve sut Grdnleri ile infekte gidalarin tiketiminin artmasi da bu hastaligin

glncelliginin devam etmesine yol agcmaktadir.

Hastaligin klinik tablosunun her zaman tipik seyretmemesi ve
belirtilerinin non-spesifik olmas: yaninda hekimlerin bu konudaki
bilgilerinin ¢odu kez yetersizligi nedeniyle teshisin guclestigi ve
geciktigi bir gergektir. Bu nedenle gerek veteriner hekimlikte ve gerekse
tip alaninda hastali§in 6zellikle tani ve tedavisj yetersiz kalmaktadir.
Brusellozda sorunlardan bir digeri de hastali§in akut ya da kronik
dénemde olup olmadigi ve ayrica tedaviye cevap alinip alinamadi§idir.

Batan infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi brusellozun da
taninmasi ve etkili bir tedavinin yapilabilmesi i¢in en guvenilir ve ¢abuk
testlerin secilmesi ve uygulanmasi gerekir. Calismamiz, bruselloz
tanisinda kullanilan serolojik testlerin yeterliliklerini, duyarhliklarini,
Ozgulllklerini ve birbirine olan stunluklerini arastirmak amacina
dayahdir. Testlerin sensitivitelerini dogru olarak belirleyebilmek icin kan
Kaltdrieriyle kanitianmis bruselloz olgulari Uzerinde calistik. Ozellikle
rutin olarak kullanilan testler tzerinde durduk ve bu amagla en sik
olarak kullanilanlardan Standart Tup Aglutinasyon Testi ve Lam
Aglutinasyon testlerini, brusellozun tanisina yakin zamanlarda giren
ELISA ile kiyasladik. Caligsmalarimizi, infeksiyon Hastalikiari klinigimize
bagvuran ve kan kulturlerinden Brucella bakterisi izole edilen 21

hastadan ve bruselloz gecirmemis 20 saghkli insandan alinan serumlar

Gzerinde yaptik.



GENEL BIiLGILER:

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin etken oldugu, baslica evcil
ve vahsi toynaklilar ile gevis getiren memelilerin hastali§i olup,
insanlara direkt veya indirekt temas ile veya bu hayvanlarin infekte
urtnleri ile bulasan bir infeksiyon hastaligidir. Akut infeksiyon,
insanlarda, dalgali bir ates, titreme ve Kilo kaybi ile kendini belli eder.
Kronik infeksiyon ise ates, kilo kaybi, anksiete, depresyon ve cesitli

organlarda apselere yol acmaktadir.(1)

Brusellozun ilk tanimi 1859'da Marston tarafindan yapitmistir. jik
olarak 1887'de David Bruce, Malta adasinda Malis Atesi adi verilen
hastaliktan &éImis kimselerin dalagindan Brucella melitensis'j izole
etmistir. Sonralari bu bakterinin kegi sutlerinde bulundugu ve ¢ig sut
icen insanlara gectigi saptanmistir. 1897'de ise M.L.Hughes, hastali§i
"Malta hummasi" ve "Dalgali humma" olarak adlandirmistir. 1893'de
Danimarka'da Bang ve Stribolt, fetis'den izole ettikleri ve ineklerde
distge sebep olan bakteriye "Bacillus -abortus" ismini vermislerdir.
Ayni yillarda Wright ve arkadaslari, B.melitensis'e karg) hasta kaninda
olugsan aglutininlerin varligint géstermislerdir. 1904'de Zammit ve
ayrica 1905'de Merrocks, kecilerde brusellozy tesbit etmislerdir.
1911'de Schréder ve Cotton ve ayrica 1912'de Smith ve Fabyan inek
sutinden B. abortus'y ayirmiglardir. 1914'te Traum, domuzdan B.suis'j
izole etmistir. 1918'de Evans, B. abortus'un da insanda hastalik
yapabilecegini ileri sGrmustir. Brucella cinsinin tarifi 1920'de Meyer ve
Show tarafindan yapiimistir. 1953'de Buddle ve Boyes, koglarda
epididimit yapan B. ovis'j tanimlamiglardir. Ayni zamanda Stoenner ve
Lademan, ¢6l agac kemelerinde B. neotomae'yi bulmuslardir. 1968'de
ise Charmichael ve Bruner tarafindan képeklerde dusiik yapan B. canis
~bulunmustur. Ayrica Sibirya'da geyiklerden B.rangiferis taru izole
edifmistir.(2,3,4,5,6)



A.) BAKTERIYOLOJIK OZELLIKLERI:

Brucella bakterileri, kuguk, hareketsiz, sporsuz, gram negatif,
uglari toparlak, 0,5-0,7um / 0,5-1,5 um baydklagunde, kokobasiller
veya kisa gomakgiklardir. Cok defa ikiser ikiser u¢c uca durma
aliskanliginda olup bu durumlari ile diplokoklara benzerler. Bazen sivi
besiyerlerinde 3-5'li kisa ve duzenli zincirler yapabilir ya da kiumeler
halinde bulunabilirler. Her ne kadar en ¢ok bilinen tg¢ Brucella turg
olan B.melitensis, B.abortus ve B.suis arasinda baz, goranus ayriliklari
kaydedilmis ise de (érnegin toparlagimsilik B. melitensis'de daha
belirgindir) pratik olarak onlari bu yénleri ile birbirlerinden ayirt etmek
olanaksizdir. Bakteriler kiictik olduklarindan molekiiler hareket nedeni
ile yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Kapsulstzdurler, ancak
organizmadan yeni ayrilan kokenlere aijt S tipi kolonilerde ince bir
kapsul bulunur. Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar. Gram negatif
olup iyi gérinmeleri igin sulu fuksin ile U¢ dakika kadar boyanmalari
gerekir. Comakg¢ik seklinde olanlar bazen duzensijz boyanma 6zelligi

gosterebilirler.(2,3,7,8)

Brucella bakterileri zoruniu aerop olup, kati anaerop sartlarda
ureyemezler. Ureme 10-40°C'lik 1s] araliginda, en iyi 37°C'de olur ve
optimal 6,6-7,4'luk bir pH gereklidir. Adi besiyerinde zor ve yavas
tGrerler. Besiyerine kan, asit, serum ve karaciger 6zU koyarak yapilan
zenginlesgtirmeler tUremeyi hizlandirir. Ozellikle serum, gliserin, glikoz
konmus besiyerleri ile yumurtals besiyerlerinde de trerler. Gukulatams
agarda bol drerler. Ik izolasyondan sonra buyyon ve jel6z gibi basit
besiyerlerinde de Gremeye ahsirlar. Uremeleri icin thiamine, niacin ve
biotin'e muhtagtirlar. B.abortus ve B.ovis parazitiikten saprofitlige
gecerken ortamda % 10 CO,'li hava isterler. Calcium panthenate ve
mesoerithritol  Gremeyi uyarir.  Kat besiyerinde 2-3  gunlik
inklbasyondan sonra beliren koloniler, kuguk, yari saydam ve yari
kubbelidir. Koloniler 4 veya 5 gun sonra 2-3 mm.ye erisirler.



Non-hemolitik ve pigment olusturmayan kolonilerdir. B.canis ve B.ovis
R, digerleri ilk Uremede S kolonileri olustururlar. Serumlu buyyonda
once yaygin bulanikiik ve sonra dipte ¢oklntu yaparlar, Brucelia
bakterileri sekerleri fermente etmezler. Ancak klasik ortamda
karbonhidratlar Gzerine az fermentatif etki jle baslica oksidatif

metabolizmalari vardir.(3,7,8)

Brucella bakterileri katalaz pozitif, oksidaz pozitif (B.ovis ve
B.neotomae harig), Ureaz dedisken organizmalar olup nitrat't nitrit'e
indirgerler. Sitrat ve metil red negatiftirler. Organik kukurtlg bilesikleri
parcalama sonucunda Brucella'larin her Ug turd de H,S olustururlar.
Ancak bunlar arasinda Brucella suis en uzun sare (3-5 gun) ve en fazla
miktarda, Brucella abortus orta siire (2 gun) ve orta miktarda, Brucella
melitensis ise en az sure (1 gun kadar) ve en az miktarda kikartlg
hidrojen yaparlar. Acetylmethylcarbinol veya gelatinase uretmezler ve
o-nitrophenol-b-D-galactoside'den o-nitrophenol salinimi yapmazlar.
Brucella bakterilerinin bazi boyalar ile olan iliskilerinde de ayriliklar
goralar. Besiyerlerine belli konsantrasyonlarda konulan thionin, bazik
fuksin, kristal viyole ve pironin gibi maddeler karsisinda Brucella
melitensis inhibisyona ugramadan trer. Brucella abortus yalniz thionin
tarafindan inhibe olur ve Brucella suis ise thionin disindakiler
tarafindan inhibe edildigi halde thionin'den etkilenmeyerek Uremesini
surdurar.  Ayrica inozitol, mannoz, ramnoz, ve trehaloz gibi
karbonhidratlari fermente etme bakimindan da turler arasinda ayriliklar
gortlmektedir. Tur veya biotipin tam idantifikasyonu icin oksidatif

metabolizma c¢alismalari gereklidir.(2,7)

Brucella genusunda halen 6 tar ve 15 biotip bulunmaktadir. B.
melitensis'in 3 biotipi, B. abortus'un 7 biotipi ve B. suis'in 5 biotipi
Atammlanmlgtnr. B.canis, B.ovis ve B.neotomae'nin biyotipleri ise
saptanmamistir. insan igin infektif turler , genellikle domuzlari infekte
eden B.suis, daha ¢ok sigir igin patojen olan B.abortus, koyun ve



kecilerde saptanan B.melitensis, képekierde patojen olan B.canis'dir.
Col agag kemelerinde gérulen B.neotomae ve koyun igin patojen olan
B.ovis'in insanda hastalik yapip yapmadi{i bilinmerﬁektedir(?). En ¢ok

bilinen G¢ Brucella tirinin 6nemli 6zellikieri Tablo-I'de gérulmektedir.

TABLO-I . BRUCELLA BAKTERILERININ ARALARINDAKI AYRILIKLAR

B.melitensis B.abortus B.suis
Tiyonin arer dremez arer
B.fuksin urer arer Uremez
Metil viyole arer arer Uremez
Pironin urer arer uremez
Inozitol - + -
Maltoz - - +
Mannoz - +
Ramnoz - + -
Trehaloz - - +
CO,'ye ihtiyag yok var yok
H,S teskili 1 gln 2gun 3-5 gln
areyi hidroliz -+ -+ ++

Brucella bakterileri 60 °C' de on dakikada, %1 fenolde onbes
dakikada o¢lurler. Yas toprakta 5-10 hafta, steril ¢esme suyunda 6
hafta, deniz suyunda 25 gun, sttte 10 °C' de 10-17 glin, dondurmada 1
ay ve peynirde 2 ay canli kalabilmektedir. Gun Isidinda ise bir kag
saatte Olurler. Bazik fuksin, tiyonin, safranin o, metil moru ve pironin'in

Brucella bakterilerinin Gremesi tizerine etkileri ayri ayridir.(3)

Brucella bakterilerinin Franciella tularensis, Vibrio cholerae,
E.coli (serotip 0157:H7), Salmonella (serotip 0:30 ), ve Yercinia
enterocolitica (serotip 0:9) ile serolojik gapraz reaksiyonlar verdigi



bilinmektedir. Brucella bakterilerinin R sekilleri ile de baz
Pseudomonas turleri serolojik ¢apraz reaksiyon vermektedir. Brucelia
bakterilerinin S sekillerinde lipopolisakkarit-protein kompleksinde M ve
A diye adlandirilan ki yuzey antijen vardir. Bu antijenler
aglutinasyondan sorumludurlar. B.melitensis'de M antijeni A antijenine
gore yirmi kat daha fazla iken, B.abortus ve B.suis'de ise A antijeni
daha fazladir. B.melitensis ve B.abortus'un farkli absorbsiyonlari ile
hazirlanan monospesifik antiserumlar lipopolisakkarit M veya A' dan
baskin olanini belirlemede kullanilabilir. Brucella bakterilerinde ayrica
bir ytzeyel antijen (L zarf antijeni) saptanmigtir. Daha gok B.abortus'un
yeni ayrilan kékenlerinde bulunmustur. Bu antijen immun serumlarla
aglutinasyona engel olmaktadir. Ancak 100 °C'de yarim saat isitilinca
bu 6zellik ortadan kalkmaktadir. Bu bakterilerin R sekilleri S antikorlar
ile daha zayif aglutinasyon verirler veya hi¢ aglutine olmazlar. R
sekilleri ancak iki saat kaynatiimakla suda kendiliginden aglutine
olurlar.(3,7,8,9)

B.) EPIDEMiYOLOJI:

Bruselloz hemen hemen Ddnya'nin her yerinde gorulmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Orta Avrupa, Guney Afrika,
Meksika, Kanada ve Japonya B.abortus'un en yaygin oldugu
bdlgelerdir. B.melitensis ise kegi yetistiricilidinin  yaygin oldugu
Ulkelerde gérulmektedir. Infeksiyon Guney Avrupa ve 6zellikle Akdeniz

sahillerinde endemiktir.(10)

Brucella turleri konak spektrumu genis olan bakterilerdir.
B.melitensis basta kegi ve koyun olmak Uzere, daha seyrek olarak sigir
~ve domuzlarda; B.abortus en c¢ok sigir, sonra domuz, kegi ve
koyunlarda; B.suis en ¢ok domuz, daha sonra sigir ve atta: B.canis
ise képek ve Ren geyiklerinde hastalik yapmaktadir. Ulkemizde kKoyun,

keg¢i, inek ve manda bulasmada rol oynayan en dnemli hayvanlardir.
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Yukarida bahsedilen dért Brucella cinsi insanda hastalik yapmakta ise

de yurdumuzda B.melitensis ve B.abortus infeksiyonlari

gortlmektedir.(3,10)

Bulagmalar infekte hayvanlarin dokulari, kan, idrar, digki, vagina
salgtlari, sutleri, dusen fetusleri, plasentalar... ile olmaktadir. Vicuda
giris, ciltteki siyriklardan ve yaralardan veya sut ve st Urhnleri ile
sindirim  sistemindendir. Ayrica solunum sisteminden bulasmalar
(laboratuvar infeksiyonlar) gérulmektedir. Gerek hayvanlarda ve
gerekse insanlarda bruselloz yaz aylarinda kis aylarina gére ortalama
dért kat daha fazla gérulmektedir. Bruselloz mesleklerle iigki
gostermektedir. Mezbaha isgilerinde, hayvan kesicilerinde, etle
calisanlarda ve veteriner hekimlerde diger meslek gruplarina goére
daha sik rastlanmaktadir. Bulagmalar hayvandan hayvana veya

hayvandan insana olmaktadir.(3,10)

Bruselloza karsi genel olarak insanlarin dogal direnci c¢ok
kuvvetlidir. Genellikle 20-40 yas arasinda sik goruimektedir. Bruselloz
bagisiklik olusturmasina ragmen infeksiyon ikinci kez de gegirilebilir,

(3,6,10)
C.) PATOJENEZ VE PATOLOJI:

Deri, orofarinks, ve konjuktivada ufak yara ve giziklerden giren
bakteriler lenf yollari vasitasiyla béigesel lenf dugumlerine gelirler.
Fagositler tarafindan fagosite edilmelerine ragmen burada Uremelerini
devam ettirerek Ductus thoracicus yoluyla kana Kkarisirlar. Genel
yaylima sonucu karaciger, dalak, kemik iligi gibi organiara ulasirlar. Bu
organlardaki ureme sirecinden sonra ikinci bir yayilma yapar ve bu
sefer organlari tek tek tutarak leptomenenjit, araknoidit, ensefalit,
miyelit, radikulit, norit, endokardit, tromboflebit, lenfadenit, hepatit,
kolesistit, anjiokolit, bronsit, pnoémoni, osteomyelit, periostit, artrit,
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spondilit, orsit, endometrit, abortus, menstirasyon bozukluklari,

nevrasteni...gibi infeksiyon ve rahatsizliklara sebep olurlar.(3,10)

Brusellozda doku reaksiyonu primer olarak grantGlomatéz ézellik
gosterir. Lezyonlarda lokal iltihap, epiteloid hucreler, dev hicreleri,
lenfosit ve plazma hcrelerinden olusan bir infiltrasyon vardir.
Lezyonlarin gérunimi sarkoidozdaki gibidir. Bazen fokal lezyon
nekrotik olabilir ve tiberkiloza benzer kazeifikasyon gérulebilir. Bu

duruma ozellikle B. suis'in neden oldugu supure lezyonlarda

rastlanir.(6)
D.) KLINIK BULGULAR:

Hastaligin inkiibasyon suresi ¢ok degisken olmakla beraber
geneliikle 2 ila 3 hafta kadardir. Ancak bu siire 3 glin kadar kisa
olabilecegi gibi bazen aylar ile de Gleulebilir(11). Klinik bulgular cok
dediskendir.  Genellikle kronik bir infeksiyondur.  Hastaligin
baslangicinda genel olarak yorgunluk, kilo kaybi, terleme, tdsume,
titreme, istahsizlik, mide bulantisi, konstipasyon gibi non-spesifik
bulgular gérultr. Bunlara ilaveten hastalarin yaklagik yarisinda yaygin
kas agrilari, bas agrisi ve sirt agrisi géralebilir. En sik gérlen bulgu
atestir(%89). Daha sonra SIraS|ylé halsizlik, kirginhk(%69), vicutta
yaygin adele ve eklem agrilari(%61), bas agrisi(%51), kilo kaybi(%41),
istahsizlik(%39) gelmektedir. Daha az sikliklarda mental depresyon ve
psikiyatrik bozukluklara da rastlanabilir. Hastaligin baslangici bu
bulgularin pek ¢ogunu igeren bir sekilde ve hizl olabilecegdi gibi sinsi
de olabilir. Ates, kendine &6zgu ve hastaliga ismini veren belirli bir
semptomdur. Yavas vyavas vyikselen ates, 5-6 ginde maksimum
~ seviyesine eristikten sonra tekrar yavag yavas duser, atessiz sliren bir
dénemden sonra periyodik yikselme ve inmelerle dalgal bir seyir izler.
Bu nedenle hasta tabelasinda atesli ve ategsiz donemlerin yumusak

ondUlasyonlari géze carpar. Atessiz dénemlerde hasta kendini iyi
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hisseder. Hastalarin  bazilarinda lenfadenopati, splenomegali,

hepatomegali, lober pnémoni ve deri dokuntuleri bulunabilir.(2,3,8,11)

Brusellozun kan tablosunda karakteristik bulgu yoktur. Lokosit
sayis! gogunlukla normal veya hafif azalmistir. Lenfositlerde nisbi artis
ve anemi oldukga sik rastlanan bulgulardandir. Eritrosit sedimantasyon
hizi normal veya artmis olabilir(3). Crosby ve arkadaslari(12) 38
brusellozlu hastadaki hematolojik degisiklikleri incelediklerinde;
hastalarin % 74' inde anemi, % 45' inde I6kopeni, %21' inde nétropeni,
% 63' Unde lenfopeni ve % 40" inda trombositopeni saptamislardir. Ayni
zamanda bu hastalarin % 26' sinda pihtilasma bozukluklari ile birlikte

kanama komplikasyonlarina rastlanmistir.

Brusellozda gesitli klinik sekiller tarif edilmistir. Bunlar akut,
kronik ve gizli olmak Uzere (¢ grupta incelenebilir. Akut bruselloz,
ates, terleme, yaygin vicut agrilar ve zayiflama gibi belirtilerle kendini
gosterir ve tamimi kolaydir. Bir yildan uzun siren vakalar ise kronik
bruselloz olarak de§erlendirilir. Akut hastali§! takip eden relapslarin
olmasi, lokalize infeksiyon varhi§i ve tedaviye cevap vermeme, kronik
bruselloza isaret eder. Codu vakada semptomlar ¢ok az ve
non-spesifiktir. Hastalik genelde atessiz seyreder. Bunun yaninda
halsizlik, bas agrisi, terleme, istahsizlik, uykusuzluk ve sinirlilik... gibi
belirtiler verir. Brucella'larin hcre ici yerlesimlerine bagh olarak
tekrarlayan vakalar da géralebilir. Bu tip vakalar genellikle bir viral
hastaligi veya travmayi takip ederek 2-3 ay iginde ortaya cikarlar.
Sanildijindan daha fazla olan gizli brusellozda ise belirtiler
bulunmadidi gibi tanimi ancak serolojik deneyler ile olmaktadir.

Asemptomatik olarak seyreden béyle vakalar sikhikla meslek hastaligi

olarak géralar.(3,13)

Hastalik her organa lokalize olabilir. Kemik, santral sinir sistemi,

akciger, kalp, dalak, karaciger, safra kesesi, testis ve prostat'a
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yerlegebilir. Lokalize hastaliklarin % 20'si kemik ve eklemlerde
gérulmekte olup en sik Brucella melitensis ile olugmaktadir. Genellikle
disk boslugunda infeksiyon ve vertebral osteomyelit yapabilir.
Vakalarin % 60"t lumbo-sakral bélgeye yerlegir. Radyolojik olarak
vertebral osteoporoz, 6n vertebral plakta erezyon ve osteofitler
saptanabilir. Ayirici tani olarak pyojenik osteomyelit, tuberktloz ve

malignite énemlidir.(13)

Sinir sistemi komplikasyonlarinin en sik gorileni
menengoansefalitlerdir. Ayrica menenijit, ansefalit, miyelit, radiklit ve
nevrit de gorilebilir(14). Santral sinir sistemi brusellozisinde lomber
ponksiyonla alinan beyin-omurilik sivisinda yuksek basing, bulutiu
gorandm, g¢oguniukla mononikleer htcre artimi ve % 100 mg.'in
Uzerinde protein saptanir. Beyin-omurilik sivisindan yapilan kultor
¢alismalari % 45 basarilidir. Bu tip vakalarda parapleji, hemipleji,
cesitli felgler, psikozlar, gegici parkinsonizm, generalize rijidite ve

nonparkinsoniyen tremorlar gérilebilir.(15)

Kalp tutulumu olarak endokardit, miyokardit ve perikardit
yapabilir. Kalp tutulumu olan hastalarin % 45'ini valvil hastalari
olusturur. Konjestif kalp yetmezligi gelisen vakalarda mortalite % 85

civarindadir. Brusellozdan élen hastalarin % 80' inde otopside

endokardit saptanmistir.(16,17)

Genito-Uriner sistemde en sik testis, daha sonra prostat tutulur.
Bébrekte apse, diffuz interstisyel tutulum ve renal kalsifikasyon
goralebilir. Hastalarinin % 10-25' i hastaliklari esnasinda etkeni
idrarlari ile digari atarlar. Pulmoner sistem yerlesimleri vakalarin %
- 10-15" inde gorulmektedir. Akciger komplikasyonlari olarak bronsit,
pnomoni, plérezi, akciger apsesi ve ampiyem gelisebilir. Bu
saydiklarimizdan bagka deri ve yumusak doku tutulumlari,
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hepatobiliyer sisteme ait tutulumlar, dalakta ve g6zde lokal tutulmalar

da goérulebilir.(13)
E.) KONAK iIMMUNITESI:

Brusellozda antikor cevabi, infekte kisilerin % 95'inden
fazlasinda olusmaktadir. Akut brusellozda IgM tipindeki antikorlar ilk
hafta iginde ylkselmeye basglamakta ve uclncu ayda ise pik
yapmaktadir. Akut hastaligin baslangicindan 2 ila 3 hafta sonra 1gG
tipi antikorlar yUkselmekte, 6-8 hafta yuksek kalmakta ve tedavi
edilmeyen vakalarda ise en az bir yil yuksek seviyede devam
etmektedir. IgA tipi antikorlar IgG tipi antikorlardan hemen sonra
yukselmektedir. Sivisal immunite ¢alismalarinda, normal insan veya
hayvan aglutininlerinin, kompleman varliginda bakterisidal oldugu
gosterilmigtir. Ancak buna ragmen serumdaki antikorlar koruyucu
immunitede yetersiz kalmaktadir. Hucresel immunitenin Brucella
infeksiyonfarina karsi 6énemli derecede roll vardir. Hicresel immun

yaniti bozuk olan lenfomali hastalarda bruselloz oraninin yiksek

olabilecegi bildirilmistir.(13,18)
F.) TANI:

) BAKTERIYOLOJIK TANI:

Hastaligin  6zellikle akut dénemindeki taniminda  Kkaltir
calismalari 6nemlidir. Kan, kemik iligi, eklem sivisi, lenf bezi, karaciger
ve dalak ponksiyon sivilari, idrar, beyin-omurilik sivisi, dusuk
vak'alarinda Uretim organlari ve salgilarindan alinan materyalden
etken organizmay: Uretebilmek mumkindur. Fakat koltar calismalari

her zaman iyi sonug vermemektedir.(3)

Kan ve didger vacut sivilarinin kaltarunde Castaneda teknigi

tavsiye edilmektedir. Bu teknik, ayni sisede sivi ve kati olmak (izere
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bifazik ortamda gergeklesir. Kati faz hazirlanirken ortama trypticase
soy agar, tryptose agar veya nihai konsantrasyonu % 2,5 olacak
sekilde Brucella agar ilave edilir. Sivi faz ise ayni bazal ortamdan
agarsiz olarak hazirlanir ve daha sonra aseptik sartlarda ekienir.
Castaneda sisesi kullanilan bu islem Alton ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir.  Ekimler ¢ift yapiimalidir. Biri normal atmosferde digeri
%35-10 CO,'li atmosferde enkube edilmelidir. CO,'li ortamin saglanmasi
onemlidir ve kiitur sisesi bu ortami igine alabilmelidir. Kan Kultarleri
35-37 °C'de 30 gun sureyle inkube edilirler. Bununla birlikte her 4-5
gunde bir besiyerinin sivi kismindan pasaj yapiimalidir. Castaneda
sisesinin bulunmadigi durumlarda ticari bifazik kan Kaltdrd siseleri
Brucella kulttra igin kullanilabilir. sayet alinan materyel abse, fibroz
pthti, eksuda vs. igeriyorsa, aseptik ortamda, %5 koyun kanli agar, %5
serum igeren Brucella agar veya serum dextroz agara inokule edilirler.
Kontaminasyon ihtimali ¢oksa bazal ortama selektif bir ortam
eklenmelidir. Plaklar 35-37 °C'de, % 5-10 CO,'li ortamda 10 gun inkdbe
edilirler. Yeterli bir idantifikasyon igin onemli kriterler ; H,S retimi,
CO,'ye olan gereksinim, monospesifik  antiserumlarla  olan
aglutinasyon, Greaz Uretimi ve kati ortamda bazik fuksin ve tionin

varhiginda Greme durumlaridir.(7)
Il) SEROLOJIK TANI:

Brucella infeksiyonlarinin tanisinda serolojik reaksiyonlardan
yararlanmak pratik bir yéntemdir. Antikorlar lgG, 1gM ve IgA yapisinda
olup hastaligin ikinci haftasindan itibaren ortaya ¢ikarlar. insanda akut
infeksiyonda énce IgM artar; ilk haftalarda kanda bulunabilen ilk
antikordur. Yaklasik tg ay sonra IgM seviyesi dusmeye baslar. IgG ise
- hastaligin ikinci haftasinda yUkselmeye baslar ve tedavi edilmeyen
hastalarda en az bir yil yiksek kalir. lyi tedavi olmus hastalarda ise
alti ayda gok dusuk duzeylere ulasir veya kaybolur. IgG'nin yuksek
seviyelerde kalmasi infeksiyonun retikiloendotelyal sistem veya diger
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infeksiyon odaklarinda devam ettigini gosterebilir. Bu konu Uzerinde
caligmalar devam etmektedir. IgA antikorlari [gG'den sonra
yukselmektedir fakat tani agisindan degeri yoktur. Relapslarda IgM
antikorunun ylukselmesi geligkilidir ve son zamanlarda yapilan
caligmalarda IgM degil 1gG'nin yukseldigi bulunmustur. Kronik
infeksiyon sirasinda bazen aglutininler ortaya konamaz; hatta

aglutininlerin ortaya ¢ikmadi§i vak'alar vardir.(3,13,19)

Brucella infeksiyonlarinin tanisinda uygulanabilecek serolojik

testleri séylece 6zetleyebiliriz:
1) Standart Tip Aglutinasyon Testi (STAT):

Bruselloz tanisinda aglutinasyon ile hasta kaninda antikor
arastirmak &nemli bir yer tutar. Tup aglutinasyon testi, Brucella
infeksiyonu sirasinda gelisen serum aglutininlerinin yari kantitatif
olarak taninmasini saglar. Ayni zamanda infeksiyonun c¢esitli
safhalarinda serum antikor seviyesindeki degisimleri ortaya ¢ikarmak
agisindan yararl bir testtir. Ucuz olmasi, kolay okunmas: gibi
avantajlar yaninda, saptanan antikorlarin siniflarinin belirlenememesi,
daglk titredeki pozitifligin yorumlanmasindaki guiclikler ve blokan

antikorlarda cevapsiz kalmas) gibi dezavantajlari vardir.(20,21)

Antijen hazirlamak igin antijenik stabilitesi bulunan 6zel Brucella
kékenleri kullaniimaktadir. Bu amagla iyi aglutinasyon veren kékenlerin
S kolonilerinden dretilmis, 1s1 ile o6lduralmas, fenolll bakteri
suspansiyonlari kullanthr. GuUnimlzde en ¢ok kullanilan standart
k6kenler Brucella abortus S 99 ve Brucella abortus 1119 kékenleridir.
Brucella antijenlerinin hazirlanmasinin  zorlugu nedeniyle bunlari

standart olarak hazirlayan merkezlerden elde ederek calismak

Oénerilir.(21)
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Deney icin hasta serumunun fizyolojik tuzlu su (% 0,85 NacCl)
igindeki sulandirimlari hazirlanir. Olas! bir prozon olayini gdzden
kagirmamak icin en az 1:640 sulandirima kadar hazirlamak gerekir. Bu
amacla bir tup tasiyicisina en az 10 adet tup siralanir. Bunlardan
birincisine 0,9 ml. digerlerine 0,5'er ml. fizyolojik tuzlu su dagitilir.
Birinci tipe hasta serumundan 0,1 ml. konur. Yeni bir pipet ile bir kag
kez emilip birakilarak karistiriidiktan sonra bu tpten 0,5 ml. ikinci tipe
aktarilir. Bu sekilde sondan bir dnceki tpe kadar tupten tupe 0,5' er
ml. aktarilir. Bu tapten 0,5 ml. disari atilir. Son tipe serum konmaz
(antijen kontrol tupu). Bu sekilde serumun cift sulandirimlari (1:20,
1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560) elde edilir. Antijen
suspansiyonu iyice karistirnldiktan sonra 0,5'er ml. tum tuplere
dagitiir. Bu iglemle tuplerdeki serum sulandirimlari birer kat artmis
olur. Tupler ¢alkalanarak karistirilir ve 37°C'de 48 saat bekletilir.(21)

Sonuglarin okunmasindan 6nce kontrol tpinde aglutinasyon
olmadiginin saptanmasi gerekir. Aglutinasyon sonuclari okunurken
tipler calkalanmaz. Ustteki sivinin bérrakllgl ve olusan ¢oékanti
derecesine gére 4+, 3+, 2+, 1+, ve (-) olarak degerlendirilir ve titreleri
ile birlikte kaydedilir. Bu sekilde okunan sonuglar serumun sulandirim
derecesine goére her tup igin yazilir. Ornedin (1:80 4+), (1:160
2+)...gibi. Serumun aglutinasyon titresi, en az ikj pozitif sonug veren

serumun sulandirimidir.(21)

Bruselloz tanisi igin titrenin 1:100' den fazla olmas veya 10-15
gun sonra titrenin belirgin yUkselmesi (semptomlarin baslangicini

takiben en az 4 kat artmasi) deger tagir.(21)

2) Plate Test:



18

Gok kisa slrede sonug¢ alinmasi bakimindan kitle taramalarinda
bir 6n deney olarak kullanilabilr. Bu amagla standardize edilmis &lu
bakteri suspansiyonlari hasta serumu ile lam Gzerinde karistirilarak
g6zle goérunen bir aglutinasyonun varligi veya yoklugu arastirilir.
Sonuglar pozitif veya negatif olarak yorumianir.(22) Kronik brusellozda
cevapsiz kalmasi, bazi bakteri infeksiyonlarinda ¢apraz reaksiyon
nedeni ile yalanci pozitif sonuglar vermesi ve prozon olayinda yalanci

negatif sonuclar alinmas| dezavantajlari arasinda sayilabilir.(23)
3) Rose Bengal Plate Test (RBPT):

Rose Bengal testi, insan ve hayvan serumlarindaki Brucella
antikorlarint saptamada kullanilan bir lam testidir. Hem IgG hem de
IgM ile reaksiyon vermektedir. Dolayisiyla hastaliin akut ve kronik

dénemlerinin her ikisinde de kullanilabilir.(24)

Antijen olarak Rose-Bengal boyasi ile ¢zel teknik ile boyanan
Brucella abortus bakterilerinin tamponlu tuzlu sudaki standart
suspansiyonlari kullantlir. Cok temiz ve (zerinde yaklasik 1,5 cm
¢apinda yayvan gukurlar bulunan plastik plaklar ya da c¢ok temiz bir
beyaz fayans (zerine hasta serumundan bir kicuk damla damlatilir
(yaklagik 0,03 ml). Uzerine bir kigik damla Rose-Bengal antijeni
damlatilir ve iyice karistirilarak 1,5 cm. ¢apli bir alana yaydirilir. Elde
ya da bir rotatorda galkalanarak dért dakika sonunda gézle géruntr bir

aglutinasyonun olup olmadi§i gézlenerek degerlendirilir.(21)

Rose-Bengal testi iyi bir tarama testidir. Domuz brusellozu haric
Rose-Bengal testini en iyi sonug veren test olarak kabul edenler vardir.
Fakat hastaligin ¢ok erken ve ¢ok gec¢ devrelerinde yalanci negatif

sonuglar elde edilebilir.(25,26)
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4) 2-Merkaptoetanol veya Rivanol'lii Aglutinasyon Testleri:

Antikorlarin sinifini belirlemede Kullanilan testlerdir.
2-Merkaptoetanol testi ilk defa 1964 yilinda Anderson ve arkadaslar
tarafindan kullanilmistir. Daha sonraki arastirmalarda bu deneyin
Wright reaksiyonuna kiyasla aktif bir infeksiyonu daha iyi gésterdigi
sonucuna varilmistir. 1982' de Sippel ve arkadasglari
immunoglobulinlerin  ayiriminda  bu deneyin  kullanilabilecegini
bildirmiglerdir. Deneyin Wright deneyi ile birlikte yapildiginda aktif
infeksiyonu belirlemede kullanilabilecegi pbildiritmektedir.(27,28)

Brusellozun kronik déneminde IgG antikorlarinin yapimi devam
etmektedir. Ancak bu dénemde bir ¢ok olguda IgM antikorlari da, dustik
titrelerde ve bazen anlamli titrelerde varliklarini sardurebilirler. Béyle
vakalarda olumlu bulunan bir aglutinasyon sonucunun IgM tipi
antikorlardan mi, yoksa hastaligin kronik olarak devam etmesinden mi
oldugunun ayirt edilmesi gerekir. Onemli olan, hastaligin aktif olarak
sardaguna belirleyen IgG tipi antikorlarin varhigini saptamaktir. Bunun
icin hasta serumundaki IgM' in tahrip edilerek aglutinasyon
deneylerinin yapilmas! yo6ntemleri uygulanir. Bu sekilde yapilan
aglutinasyon  deneylerinin  yine olumiu  bulunmasi hastalidin
kroniklestigi anlamini tasir. Once blumlu iken bu islemlerden sonra
olumsuz aglutinasyon elde edilmesi ise ilk aglutinasyonun, IgM tipi

antikorlara bagh oldugu anlamini tagir.(21)

Deneyin  esasi, serumdaki IgM'lerin  disulfit baglarinin
2-mercaptoethanol ile pargalanmasi ilkesine dayanir. Bu deneyde
1:80(++)'lik bir deger aktif infeksiyonu belirlerken, 1:40 ve daha diguk
titrasyondaki degerler stipheli reaksiyonlar olarak kabul edilir. Bu
testin serum sulandirimlari ve okumalari standart tip aglutinasyon testi
ile aynidir. Deney aynen Wright deneyi gibi yapilir, ancak fenolli tuziu
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su yerine fosfat tamponu ile sulandiriimigs 0,1 M 2-mercaptoetanol

kullanilir.(20)

Rivanol (Diamino 6,9 Etoxy acridin) ile yapilan deneylerde de,
rivanol'lin albumin ve yuksek molekl agirlikli globulinleri ¢éktirdugu
ve bdylece 2-mercaptoethanol ile benzer sonuglar verdi§i bildirilmistir.
Bir tip igersine 3 kisim (0,9 ml) rivanol ¢ézeltisi ve tzerine 1 kisim (0,3
ml) hasta serumu konur. Oda isisinda 15 dakika bekletildikten sonra
2000 rpm.de 10 dakika santriftj edilir. Ustteki duru sivi alinarak
aglutinasyon deneyleri bununla yaptlir. Rivanolli serumun birinci tapte
1:5, ikincisinde 1:10 olmak Uzere ¢ift kat sulandirimlari yapilir. Sonraki
igslemler tip aglutinasyon yéntemindeki gibi yoratalur. Ancak bu
deneyde IgM'lerin  ¢Okturilmesi sirasinda bir miktar IgG'de
cokebilmektedir. Serumun rivanol ile muamelesi, santrifuju ve ustteki
sivi ile cahlsilmasi ve ayrica her defasinda rivanolin gunluk

hazirlanmasi gibi zahmetler s6zkonusudur.(21,29)
5) Coombs Serumu ile Yapilan Tiip Aglutinasyon Testi:

Brusellozda sik olarak blokan antikorlar olusur. Klinik olarak
bruselloz belirtileri belirgin oldugu halde aglutinasyon sonuglarinin
olumsuz olmasi, bruseliozda sik rastlanilan bir durumdur. Olay,
antikorlarin antijenlere baglandiklar halde aglutinasyon reaksiyonu
olusturmasini engelleyen mekanizmanin bulunmasindan dogmaktadir.
Aglutinasyon blokajinin ortaya g¢ikariimasinda kullanilan en iyi deney
Coombs deneyidir. Bunun igin aglutinasyon vermeyen tum tupler 2000
rom'de 20 dakika santrifUjlenerek bakteriler ¢okturtlur. Ustteki sivi
dékalur. Her tupe yeniden bir miktar tuzlu su konur. Ayri pipetlerle
gekip birakmak suretiyle karistirilir. Yeniden santrifGjlenir. Ayni islem
uc kez yinelenerek bakteriler yikanir. Sonra her tiipe 0,45 ml.tuzlu su
eklenir. Calkalanarak yeniden suspanse edilirr Daha sonra insan
anti-globulin (coombs) serumu, Uzerinde yazili sulandirim titresinden
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10 kat daha yogun olarak tuzlu su ile sulandirihr. Bu sulandirimdan her
tipe 0,05 ml. eklenip karistirihir. Otuzyedi derecede 24 saat

bekletildikten sonra aglutinasyon okunur.(21)
6) Kompleman Birlegsmesi Testi:

Bu test ozellikle aglutinasyon testlerinde olumsuz sonugclar
alinan kronik vakalarda calisilabilir. Prezon olayindan etkilenmedigi
bildirilmistir. Kompleman birlestirici antikorlar aglutininlerden daha gec
olusmakta, ancak serumda daha uzun sure kalmaktadirlar. Bu
antikorlar IgG ve daha az olarak da IgM yapisindadir.(13,30)

Bu test kronik brusellozun arastiriimasinda ¢ok kullanighdir.
IgG'yi belirler, ancak IgM'i belirlemez. Hastaligin erken evresinde
siklikla negatif sonuglar verir(20). Antijen olarak Brucella bakteri
suspansiyonu kullanilir. Koyun ve kegi bruselloz'unda kompleman

birlegmesi testi en hassas test olarak kullaniimaktadir.(31)

7) Spot Test:

Tam kan kullanilarak yapilan bir lam aglutinasyon testidir. Kitle
taramalarinda bir 6n deney olarak kullanilir. Antijen, 6zel yéntemle
boyanmis Brucella bakterilerinden hazirlanmistir. Temiz bir fayans ya
da gukurlu plak Gzerine 4 mm.lik éze ile bir 6ze dolusu antijen birakilir.
Hastanin parmak ucu delinir. ilk damla kan silinir. ikinci damladan 3
mm.lik 6ze ile alinan bir 6ze dolusu kan, antijenin Uzerine birakilir.
Ayni 6ze ile 1,5 cm.lik bir alana yayilarak karistirilir. Parmak ucu kan
yerine sitratla alinmig damar kani da kullanilabilir. Dért dakika stre jle
edip dogrultmak suretiyle izlenir. Olumlu sonuglarda aglutine olan
~parcalar kenarlarda mavi bir halka seklinde toplanirlar. Orta kisimda

kirmizi-yesil bir renk olusur.(21)
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8) Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Brucella infeksiyonlarinin tanisi lzerine ELISA yéntemiyle ilk
calisma 1976 yilinda Carlsson ve arkadaslari(3) tarafindan yapimistir.
Bu ¢aligmada ELISA'nin tip aglutinasyonuna gére on ila yluz kat daha
duyarli oldugu bildirilmistir. 1980 yilinda ise Magee, bruselloz
tanisinda ELISA'nin tek basina yeterli olabilecegini agiklamistir. ELISA
ile yapilan bruselloz galismalari daha sonraki yillarda hiz kazanmis ve

pek gok detayli bilgifer elde edilmistir.

Bruselloz tanisinda ELISA, ¢ok duyarli ve 0zgul bir metoddur.
Tup aglutinasyonuna gére daha kisa slrede sonuglar elde edilebilir.
Hastaligin akut ve kronik safhalarini kolaylikla belirler. Ayrica en
énemli avantaji olarak tup aglutinasyonu ile belirlenemeyen blokan
antikorlart da tesbit etmesi ve coombs testine gereksinim
gostermemesi sayilabilir. ( 20, 28, 31, 32, 33, 34, 35)

Brucella IgM'in akut vakalarin tamaminda, kronik infeksiyonlarin
ise %32'sinde ylksek seviyelerde bulundugu bildirilen bir calismada,
Brucella-IgG'nin her iki tur infeksiyonda da yuksek bulundugu tesbit
edilmis olup, ayrica 1gG'nin alt gruplari tzerinde de calisiimis, akut
brusellozda IgG,'in (%79), kronik brusellozda da lgG,'un (%73) daha
yUksek oldugu tesbit ediimistir.(36)

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda ise, bruseliozda relaps
esnasinda IgG titresinde artis géruldiugu, ancak IgM titresinde artis
goérulmedigi bildirilmektedir.(19,32,37) Bu calismalardan birinde
akut dénemde hastalarin IgG seviyelerinin baslangicta bir pik yapip
sonra sdrekli bir dusus gésterdigi, buna karsilik, relapsli veya kronik
formda yer alan hastalarda ise IgG seviyelerine ait piklerin birden fazla
sayida oldugu tesbit edilmistir. Hastaligin seyrini takipte IgM
seviyelerinin faydali olmadi§i, ancak IgG'ye gére daha erken
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maksimum seviyeye ulastiklari igin hastali§in erken evrede tanisinda
faydali oldugu bildirilmistir. Ayrica dusuk antikor konsantrasyonlarinda
bile kesinlik arzettigi icin bu testin epidemiyolojik &lguimler igin de

degerli oldug@u bildirilmistir.(32)

BUtdn buniara ragmen Brucella-ELISA'nin bazi dezavantajlari da
sézkonusudur. Bunlar arasinda, cesitli bakterilerle g¢apraz reaksiyon
vermesi (2,23,32,33), yluksek romatoid faktérden kaynaklanan yalanci
IgM pozitifliginin olmasi (35) ve sonuclarin degerlendiriimesinde bir

standardizasyonun olmamasi sayilabilir.

Brusellozun serolojik olarak saptanmasinda genellikle indirekt
ELISA teknigi tercih edilmistir (Antikor aranan yOntemlerden olan bu
teknigin 6zelligi, olusan rengin optik dansitesinin hasta serumundaki
antikor yogunlugu ile dogru orantil olmasidir). Brucella-ELISA'da
antijeni kaplamak igin kati yuzey olarak genellikle 96 cukurlu polistiren
mikrotitrasyon plaklarindan yararlaniimistir.(28,34,38,39,40)

Antijen olarak, Brucella'larin tam hicreleri (28,34,38),
lipopolisakkaritleri (40,41,42) ve dis membran proteinieri (40,43)
denenmistir. ELISA testlerinde genellikle peroksidaz(38), alkalen
fosfataz (28,34,39) ve beta galaktozidaz enzimleriyle isaretli
anti-insan gama globulinleri kullaniimistir.  En  sik  kullanilan
substratlar da, orto-fenilen diamin (28,38), para-nitrofenilfosfat

(34,39) ve 5-aminosalisilik asittir(40).
9) indirekt Floresan Antikor Testi:

A Bu test igin énce 6zel bir lam tzerine Brucella antijeni tesbit
edilmekte ve sonra bunun (zerine stpheli hasta serumu
eklenmektedir. Daha sonra inkibasyon ve yikama islemleri
uygulanmaktadir.  Lam  Uzerindeki  antijen-antikor birlesmesini
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gostermek igin floresan madde ile isaretienmis insan anti-globulin'i
kullantimaktadir. Bir hayli duyarli ve 6zgu! bir metod olup basarili

sonuglar verdigi bildiriimektedir.(11,43)
10) Radio immunoassay (RIA):

Immunoglobulin gruplarini ayri ayri saptayabilmesi sayesinde
akut ve kronik olgularin birbirinden ayirt edilebilmesi mumkan
ofmaktadir. Cok duyarli bir testtir.(11,13,42,43,44)

11) Siitlerde Antikor Arama Yéntemleri:

Hayvan brusellozu olgularinda epidemiyolojik tarama amaciyla
tam sat kullanilarak sut halka testi ve sit lam testi kullanilmaktadir.
Ayrica sut serumu ile de sut serumu aglutinasyon testi, st serumu

anti-globulin testi ve sut serumu rose-bengal testi

uygulanmaktadir.(30)
Hl) ALLERJIK TANI:

Allerjik tani amaciyla bakterilerden saflastirilarak elde edilen ve
bir nukleoprotein kompleksinden olusan "brusellergen" kullanilir.
Brusellergen'in intradermal enjeksiyonunu takiben 24 saat icinde
kizariklik, 6dem ve sertlik olusan reaksiyonlar olumliu kabul edilir. Bu
test her ne kadar hastalarin gogunda olumlu sonug verse de, testin

olumsuz olmasi bruselloz tanisindan uzaklastirmaz.(2,11)

IV) HAYVAN DENEYLERI:

Bruselloz tanisinda hayvan deneyleri diger testlere gére daha
seyrek kullantlir. Brucella bakterilerine karsi kobaylar az duyarh olup 2
ila 4 hafta sonra hastalik belirtileri verirler. Bu is igin hasta kani kobay

peritonu igine enjekte edilir ve 2 ila 4 hafta sonra ates ve sepsis



25

belirtileri veren hamile kobaylarin dasuk yaptigr géralur. Bu
hayvanlarin kan, dalak ve lenf ganglionlarindan yapilan kualtirlerde
Brucella bakterilerini Gretmek mumkindur. Olmeyen hayvanlarda ise
mellitin ile yapilan deri ici testlerinde pozitiflesme ve serumlarinda ise

Brucella aglutinin titrelerinde yukselme saptanabilir.(2,11)
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GEREG VE YONTEMLER:

A.) GEREGCLER:

Serumlar:
Serumlar, Gaziantep yéresinde GZP. U. Tip Fakultesi Sahinbey

Hastanesi'ne basvuran ve kan kalturlerinden Brucella bakterisi izole
edilen 21 hastadan ve bruselloz gecgirmemis 20 saglikli insandan

alindi. Toplanan serumlar calisilincaya kadar derin dondurucuda

dondurularak saklandi.

Besiyerleri:
Kan KkaltarG igin ticari bifazik kan kudltdra siseleri (Oxoid)

kullanildi. Burada Ureyen bakterilerin pasaji i¢cin %5 koyun kanli agar

ihtiva eden plaklar kullanild.

Standart Tiip Aglutinasyon Testi Antijeni: Tup Aglutinasyon
Testi igin Cromatest firmasindan temin edilen Brucella abortus S99

susundan hazirtanmis antijen kullanildi.

Lam Aglutinasyon Testi Antijeni: Lam aglutinasyon testi icin
ticari firmalarin (Cromatest, Botafarma) standardize edilmis boyal 610
bakteri suspansiyonlart kullaniidi. Brucella abortus ve Brucella

melitensis suglarindan hazirlanmis ayri ayri antijenler kullanildi.

Brucella-ELISA Sistemi: Brucella-spesifik IgG ve IgM
calismasinda kullantimak UGzere "Schiapparelli Diagnostici Ismunit"
firmasinin Brucella-ELISA Kkitleri kullanildi. Bu sistemde kullantlan
reajenler:

a.)Spesifik antijenle kapli her biri 8 kuyu igeren 12 adet strip

b.)Pozitif ve negatif kontrol serumlari

c.)Washing buffer (PBS-tween tampon, pH:7,2)
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d.)Sera diluent ( pH:7,2; PBS-tween tampon'da dilte edilmis kegi
kaynakli serum)

e.)Konjugat diltent (PBS-tween tampon, pH:7,2)

f.) Anti-human IgM veya Anti-human IgG enzim konjugat: Kegi
kaynakli anti-human IgM veya Anti-human |gG antikorlari ihtiva
etmektedir. Peroksidaz ile konjuge edilmistir.

g.)Kromojen: Ortofenildiamin.2HCI

h.)Kromojen diltenti: % 0,03 H,0, ihtiva eden sitrat-fosfat
buffer(pH:5)

I.) Stopping solusyon: 2,5 M. siilfirik asit.

Spektrofotometre ( Pasteur LP 400 ) © ELISA calismasi
esnasinda 492 ve 620 nm. dalga boyundaki filtresiyle mikrotitrasyon

plaklarinin okunmasinda kullaniidi.

Otomatik Yikayici ( Pasteur LP 35 ) © Mikrotitrasyon plaklarinin

yikanmasinda kullaniidi.

B.) YONTEM :

Brucella Kiiltiir Yontemi:

Kan ve dider vicut sivilarinin kaltarinde ticari bifazik kan Kaltara
siseleri kullanildi. Hastaliin 6zellikle ategli doénemlerinde kan
Kaltarleri ahindr. Ekimler ¢ift yapilmak suretiyle biri normal atmosfer
ortamina, digeri %5-10 CO,'li ortama alindi. Kan kilttrleri 35-37°C'de
30 gun sureyle inkiibe ediidiler. Ayni zamanda her 4-5 glinde bir
besiyerinin sivi kismindan pasaj yapildi. Bu amacgla alinan materyal
~aseptik ortamda %5 koyun kanli agara inoklUle edildi. Plaklar
35-37°C'de, %5-10 CO,'li ortamda 10 gun sureyle inkibe edildiler.
Olusan kolonilerin idantifikasyonu icin mikrobiyolojik 6zeilikler ve
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monospesifik antiserumlarla yapilan aglutinasyon testlerinden

yararlanildi.

Tiip Aglutinasyon Yéntemi:

BUtan reaktifler ve serum 6rnekleri oda isisina getirildi. Serum
fizyolojik (% 0.85 NaCl) ife butun serumlarin 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320, 1:640 ve 1:1280 sulandirimlari (0,5 ml) hazirlandi ve butun
tiplere standart antijenden (Cromatest) 0,5 ml. eklenerek 37 C'de 24
saat inkUbe edildi. Pozitif ve negatif aglutinin kontroller (Cromatest) de
calisgmada  yer aldi. Parlak 1sik altinda sonuglar degerlendirildi.
Aglutinasyon gérilmeyen tupten bir énceki tupun antikor titresini

yansittigi kabul edildi.

Lam Aglutinasyon Yéntemi:

Batin reaktifler ve serum d&rnekleri oda isisina getirildi. Serum
érneklerinden temiz bir lam UGzerine 20 ml konularak calisildi.
Uzerlerine birer damla boyali lam aglutinasyon antijeni (Cromatest)
damlatildi. lyice karistinlip rotator veya elde sallanarak bir dakika
sonunda aglutinasyon go6zlendi. Brucella abortus ve Brucella
melitensis suslarindan hazirlanmis antijenler kullanilarak her bir serum
érnegi igin ayri ayri test yapildi. Goézle goralebilir aglutinasyonlar
pozitif olarak degerlendirildi. Calismada pozitif ve negatif kontroller

kullanildi.

Brucella-ELISA Yéntemi:

Calismamizda ticari firmalardan (Schiapparelli) temin edilen
Brucella-ELISA sistemi kullanildi§! igin plaklar antijenle kaplanmis
sekilde kullanima hazir idi. Brucella 1gG ve IgM igin ayri ayri
calismalar yapildi. Once test prosediriine uygun olarak konsantre
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haldeki washing buffer'in (PBS-tween tampon, pH:7,2) bidistile su ile
dilisyonu yapildi. Hazirlanan solisyon hem yikama isleminde hem de
sera diltent'in dilusyon isleminde kullanildi. Testin ilk adimi olarak
mikrotitrasyon plaginin solid faz ylkamasi gergeklestirildi. Bunun icin
kuyular yikama sollsyonu ile tam doldurularak 3 kez yikandi. Testin
ikinci basamaginda ise serumlarin inkibasyonu gerceklestirildi. Bu
amagla 6nce test prosedirine uygun olarak sera diltentin dilisyon
islemi yapildi. Sonra sera diltent kullanilarak calisilacak olan
serumlarin 1:300 'lik test dilisyonlari haziriandi. Pozitif ve negatif
kontrol serumlari kit icersinde kullanima hazir olarak sunuldugundan
bunlara ayrica dillisyon uygulanmadi. Kontrol serumlarindan her birisi
icin iki spesifik antijen kuyusu kullanildi. Dilge haldeki serumlardan her
bir kuyuya 100 ul. konulmasindan sonra 37 C'de 60 dk. sUreyle
inktibasyona birakildi. Stre sonunda kuyular yikama soliisyonu ile tam
doldurularak 3 kez yikandi. Testin uclnct basamagi olan konjugat
inkGbasyonu igin anti-human IgG veya anti-human fgM  enzim
konjugatlarinin énce dilisyonlari yapildi. Bunun igin kullanima hazir
haldeki konjugat diltenti (PBS-tween "tampon, pH:7,2) kullanildi.
Dildsyon igin paket Uzerinde yazili olan optimum konjugat diliisyonu
degerleri kullanildi. Dilte haldeki Konjugattan her bir kuyuya 100 .
koymak suretiyle 37 C'de 30 dk. inkiibe edildi. Sure sonunda kuyular
ytkama solusyonu ile tam doldurularak 3 kez yikandi. Testin son
adimini enzim reaksiyonu olusturdu. Bunun igin sitrat-fosfat buffer'in 3
ml'si icersine bir OPD (Ortofenildiamin.2HCI) tablet atilarak kromojen
substrat solisyonu hazirlandi ve hazirlanan solisyondan her bir
kuyuya 100 ul kondu. 37 C'de 10 dk. inklbasyondan sonra her bir
kuyuya 100 pl stopping solUsyon (2,5 M. sulfirik asit) eklenerek
reaksiyon durduruldu ve hemen plaklar Micro-ELISA okuyucusuna
- (Pasteur LP 400) alinarak cift dalga boyunda (492-620 nm) absorbans

degerleri okutuldu.
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Cutoff degerinin hesaplanmasi igin  6nce pozitif  kontrol
serumunun ortalama absorbans degeri ile negatif kontrol serumunun
ortalama absorbans degeri toplandi. Bu deger paket Uzerinde
gosterilen K degeri ile carpilarak deneyin Cutoff de§eri bulundu. Bu
degerin altinda absorbans degeri veren serumlar icin sonug negatif

olarak kabul edildi.
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BULGULAR:

Calismalarimizi, Brucella kan kaltarg pozitif olan 21 hastadan ve
bruselloz gegirmemis 20 sadhklh insandan alinan serumlar Uzerinde
yaptik. Serolojik deneyler ayni sartlarda karsilastirmali olarak yapilidi.
Brucella kan kulturi pozitif olan 21 hastaya ait serolojik testlerin
sonuglari Tablo-II de toplu halde gériimektedir. Bruselloz gegirmemis
20 saglikli insana ait serolojik testlerin sonuglari ise Tablo-III de

verilmistir.

TABLO II : BRUCELLA KAN KULTURU POZITIF 21 HASTAYA AIT
SEROLOJIK TESTLERIN SONUCLARI.

no Hasta IgM IgG STAT lam ag. | lam ag.
Adi (ab.) (mel.)
1 V.B. + + 1/640 + +
2 B.C + - 1/640 + +
3 M.S. + + 1/1280 - +
4 H.B. + + 1/1280 + +
5 R.O. - + 1/160 + +
6 E.O. + + 1/1280 + +
7 AK. - + 1/640 - +
8 S.T. + + 1/320 + +
9 H.K. + + 1/1280 + +
10 S.K + - 1/320 + +
11 M.A. - + 1/320 + +
12 V.G. - + 1/160 + +
13 S.K - + 1/160 - +
14 S.0. - + 1/160 + +
15 AE. - + 1/320 - +
16 N.K. + + 1/640 + +
17 H.A. + + 1/640 + +
18 O.A. + - 1/640 + +
19 D.A. + 1 1/1280 - +
20 S.C. + + 1/1280 - +
21 S.S. + + 11640 - -
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TABLO-III : BRUSELLOZ GEGIRMEMIS 20 SAGLIKLI INSANA A[T

SEROLOJIK TESTLERIN SONUCLARI.
no Hasta IgM lgG STAT lam ag. | lam ag.
Adi (ab.) (mel.)

1 P.Y. - - - - -
2 Z.C. - - - - -
3 F.E. - - - - -
4 F.D. - - 1/20 + +
5 P.K. - - - - -
6 S.K - - 1/40 + +
7 S.D. - - - - -
8 AA. - - - - -
9 G.D. - - - - -
10 E.A. - - - -

11 G.T. - - 1/20 +

12 M.A. - - - - -
13 S.V. - - - - -
14 N.T. - - - - -
15 ZK - - - + +
16 T.0. - - - - -
17 S.P. - - - - -
18 K.S. - - - - -
19 G.G. - - 1/20 + +
20 S.H. - - - - -

Standart Tip Aglutinasyon Testi (STAT) Sonuglar:
Arastirmamizda bu test ile 1/160 ve Uzerindeki titreler pozitif kabul
edilmistir. Brucella kan kultra pozitif 21 hastanin serumlarinin bu test
ile incelenmesi sonucunda 21 serum ( % 100) pozitif bulunurken bu test
ile negatif bulunan hig bir serum yoktu. Bruselloz gegirmemis 20 saglikli
insanin serumlarinin bu test ile incelenmesiyle ise ortaya ¢cikan

sonuclarin tamami negatif olup hig bir pozitif sonuca rastlanmadi.
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Lam Aglutinasyon Testlerinin Sonuglar: Bu calismada
Brucella kan kulturt pozitif 21 hastanin serumlar ile daha Onceden
bruselloz gegirmemis 20 saglikli kiginin serumlart, B. melitensis ve B.
abortus lam aglutinasyon antijenleri kullanilarak test edildiler. Brucella
kan kualtard pozitif olan 21 hastanin serumlari ile B. abortus lam
aglutinasyon antijeni kullanilarak yaptlan inceleme sonucunda 14 serum
( % 66,6) pozitif ve 7 serum ( % 33,3) negatif bulundu. Ayni serumiarda
B. melitensis lam aglutinasyon antijeni kullanilarak yapilan inceleme
sonucunda ise 20 serum (% 95,2) pozitif ve 1 serum (% 4,76) negatif
bulundu. Daha 6nceden bruselloz gecirmemis 20 saglikhi kisiye ait
serumlarda ise; B. abortus lam aglutinasyonu ile yapilan inceleme
sonucunda S serum (%25) pozitif ve 15 serum (%75) negatif bulunurken,
B. melitensis lam aglutinasyonu ile yapilan inceleme sonucunda da 6
serum (%30) pozitif ve 14 serum (%70) negatif bulundu.

Brucella-ELISA Sonuglari: 1gG degerlerinin dlgima igin yaptlan
Brucella-ELISA-IgG ¢alismasinda, Brucella kan Kaltara pozitif 21 insan
serumunun 18 ( % 85,7) tanesi pozitif, 3 ( % 14,2) tanesi ise negatif
olarak  saptandi. fgM degerlerinin  6lgumu icin  yaptlan
Brucella-ELISA-IgM c¢alismasinda ise, Brucella kan kaltara pozitif 21
insan serumunun 14 ( % 66,6) tanesi pozitif, 7 ( % 33,3) tanesi ise
negatif olarak saptandi. Bruselloz gegirmemis 20 saglikh Kigsiye ait
serumlarin ELISA ile degerlendiriimesinde ise her hangi bir pozitif
Brucella-lgG veya her hangi bir pozitif Brucella-IlgM  degerine
rastlanmadi. ELISA ile Brucella-lgG ve Brucella-IgM antikoriar

incelenen 21 hasta serumunun absorbans degerleri tablo-1V de toplu

olarak verilmistir.
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TABLO IV : ELISA ILE BRUCELLA-IGG VE BRUCELLA-IGM ANTIKORLARI
INCELENEN 21 HASTA SERUMUNUN ABSORBANS DEGERLERI.

no 1gG igM
cutoff.0,295 cutoff:0,315
1 0,892 1,768
2 0,264 0,775
3 1,330 1,676
4 0,775 1,176
5 0,577 0,070
6 0,391 0,650
7 0,490 0,184
8 0,491 0,521
9 0,515 1,770
10 0,022 0,425
11 0,327 0,214
12 0,312 0,117
13 0,381 0,231
14 0,323 0,172
15 0,921 0,068
16 0,493 0,534
17 0,596 0,340
18 0,206 1,587
9 2,002 1,599
20 1,041 1,529
21 1,177 1,051

istatistiksel Degerlendirme: Arastirmamizda elde ettigimiz
verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde " bagimh gruplarda kikare

testi " kullaniimistir.(45)
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STAT ELISA-IgM Toplam
Poztif Negatif
Pozitif 14 7 21
Negatif 0 0 0
Toplam 14 7 21

21 serum Uzerinde uygulanan STAT ve ELISA-IgM testlerinin
saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhdir (x*=7;p <0,01)

TABLO VI : STAT VE ELISA-IGG TESTLERININ KARSILIKLI SONUGLARI:

STAT ELISA-IgG Toplam
Poztif Negatif
Pozitif 18 3 21
Negatif 0 0 0
Toplam 18 3 21

21 serum Uzerinde uygulanan STAT ve ELISA-IgG testlerinin
saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. (x*=3;p >0,05)
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absorbans

2,000
1,900
1,800 ~
1,700 ~
1,600~
1,500
1,400+
1,300
1,200
1,100+
1,000
0,900
0,800 -
0,700
0,600
0,500
0,400+
O BSAGG wwalfsy g
0,200t

0,100+

—
[N I

T I T 1 T T
1740 1/80 1/160 1/320 17640 1/1280

STAT titresi

Sekil 1: ELISA ile IgG Degerleri incelenen 21 Serumun Absorbans ve
STAT Titrelerinin Dagilim.
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absorbans

2,000 7
1,900
1,800
1,700 -
1,600+
1 2
1,500
1,400
1,300+
1,200
1,100 1
1,000
0,900
0,800 -
0,700 1
0,600+
0,500~
0,400 I

0,300 ELISA-IgM cutoff sturi 1 1
0,200~

0,100+

1 T 4 | T T
1/40 1/ 80 1/ 160 1/320 17640 1/1280

STAT titresi

Sekil 2: ELISA ile IgM Degerleri Incelenen 21 Serumun Absorbans
ve STAT Titrelerinin Dagilimi,
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TABLO VII : STAT VE LAM AGLUTINASYONU (B.ABORTUS) TESTLERININ
KARSILIKLI SONUCLARI:

STAT Lam agl.(Ab.) Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 14 7 21
Negatif 0 0 0
Toplam 14 7 21

21 serum (Ozerinde uygulanan STAT ve Lam agl.(Ab.) testlerinin
saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (=7 ;p <0,01)

TABLO VIII : STAT VE LAM AGLUTINASYONU (B.MELITENSIS)
TESTLERININ KARSILIKLI SONUCLARI:

STAT Lam agl.(mel.) Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 20 1 21
Negatif 0 0 0
Toplam 20 1 21

21 serum Uzerinde uygulanan STAT ve Lam agl.(mel.) testlerinin
saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamii
degildir (x*=1: p > 0,05)
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TABLO IX : LAM AGLUTINASYONU (B.ABORTUS) VE ELISA-IGM
TESTLERININ KARSILIKLI SONUCLARI:

Lam agl.(Ab.) ELISA-IgM Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 10 4 14
Negatif 4 3 7
Toplam 14 7 21

21 serum Uzerinde uygulanan Lam agl. (Ab.) ve ELISA-IgM
testlerinin saptayabildi§i pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (x2=0; p > 0,05)

TABLO X : LAM AGLUTINASYONU (B.ABORTUS) VE ELISA-IGG
TESTLERININ KARSILIKLI SONUCLARI:

Lam agl.(Ab.) ELISA-IgG Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 11 3 14
Negatif 7 0 7
Toplam 18 3 21

21 serum Uzerinde uygulanan Lam agl. (Ab.) ve ELISA-IgG
testlerinin saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark jstatistiksel
olarak anlamli degildir ( x*=1,6 ; p > 0,05 )
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TABLO XI : LAM AGLUTINASYONU (B.MELITENSIS) VE ELISA-IGM
TESTLERININ KARSILIKLI SONUGLARI:

Lam agl.(mel.) ELISA-IgM Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 13 7 20
Negatif 1 0 1
Toplam 14 7 21

21 serum JUzerinde uygulanan Lam agl.(mel.) ve ELISA-IgM
testlerinin saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (x*=4,5; p < 0,05 )

TABLO XII : LAM AGLUTINASYONU (B.MELITENSIS) VE ELISA-IGG
TESTLERININ KARSILIKLI SONUGLARI:

Lam agl.(mel.) ELISA-IgG Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 17 3 20
Negatif 1 0 1
Toplam 18 3 21

21 serum Uzerinde uygulanan Lam agl.(mel.) ve ELISA-IgG
testlerinin saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir. (x*=1 ; p > 0,05)
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TABLO XIII : LAM AGLUTINASYONU (B.LABORTUS) VE LAM
AGLUTINASYONU (B.MELITENSIS) TESTLERININ KARSILIKLI SONUCLARI:

Lam agl.(Ab.) Lam agl.(mel.) Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 14 0 14
Negatif 6 1 7
Toplam 20 1 21

21 serum Gzerinde uygulanan Lam agl. (Ab.) ve Lam agl.(mel.)
testlerinin saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamiidir (x*=6; p < 0,05)

TABLO XIV : ELISA-IGM VE ELISA-IGG TESTLERININ KARSILIKLI
SONUGLARI:

ELISA-IgM ELISA-1gG Toplam
Poztif Negatif
Pozitif 11 3 14
Negatif 7 0 7
Toplam 18 3 21

_ 21 serum Uzerinde uygulanan ELISA-IgM ve ELISA-IgG testlerinin
saptayabildigi pozitif serumlar arasindaki fark istatistiksel olarak anfamli
degildir (x*=1,6 ; p>0,05)
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absorbans

5 000+ ( *) Ortalama

1,900 +1/2 standart sapma
1,800
1,700+ - 1/2 standart sapma
1,600+
1,500
1,400
1,300+
1,200
1,100
1,000
0,900
0,800

STAT negatiflik sinir1

0,700
0,600+ "

0,500 /
0,400 V |
ELISA-IgG cutoff stun -

0,300 e, B
0,200
0,100

1} [} T T T T
1740 1/80 1/ 160 1/320 17640 1/1280

STAT titresi

Sekil 3 : STAT Diliisyonlarina Karsihik Gelen ELISA-IgG Absorbans

Degerleri.
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absorbans

2,000~ (*) Ortalama

1,900 -1 + 1/2 standart sapma
1,800 4
1,700 4 - 1/2 standart sapma
1,600
1,500
1,400
1,300
1,200
1,100+
1,000+
0,900
0,800 -

STAT negatiflik siniri

0,700
0,600
0,500+

0,400+

0.300T ELISA-IgM cutoff simirt
0,200

0,100+

1 I T 1 T i
1740 1/80 1/ 160 1/320 1/ 640 1/ 1280
STAT titresi

Sekil 4: STAT Diliisyonlarina Karsihk Gelen ELISA-IgM Absorbans

Degerleri.
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TARTISMA :

Calismamiz, bruselloz tanisinda kullanilan serolojik testlerin
yeterliliklerini, duyarhiliklarini,  ézgulliklerini  ve birbirine  olan
ustnldklerini arastirmak amacina dayalidir. Bu amacla en sik olarak
kullanilan serolojik testlerden Standart Tap Aglutinasyon Testi ve Lam
Aglutinasyon Testlerini, brusellozun tanisina yakin zamanlarda giren
ELISA ile kiyasladik. Testlerin sensitivitelerini dogru olarak
belirleyebilmek igin, ¢alismamizi kan Kaltarlerinden Brucella bakterisi

izole edilen yani kesin bruselloziu 21 hastanin serumu Gzerinde yaptik.

Calismada yer alan kesin bruselloziu hastalara ait 21 insan
serumunda, Standart Tup Aglutinasyon Testi ile 21 (%100), B. melitensis
antijeni kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testi ile 20 (% 95,2),
ELISA-IgG ile 18 (% 85,7), ELISA-IgM ile 14 (% 66,6), B. abortus antijeni
kullanilarak yapilan fam aglutinasyon testi ile 14 (% 66,6) tane pozitif

serum saptadik. (Tablo-II)

Yapilan istatistiksel ¢alismada testlerin bir Kisminin duyarhliklari
arasinda anlamli farkliliklar oldugu anlasiimistir (Tablo-V...Tablo-X1IV).
Bu da bizlere en duyarlilarinin Standart Tup Aglutinasyon Testi,
ELISA-IgG ve B. melitensis antijeni  kullanilarak yapilan Lam
Aglutinasyon Testi oldugunu; ELISA-IgM ve B. abortus antijeni
kullanitarak yapilan Lam Aglutinasyon Testlerinin ise daha az duyarli
olduklarini géstermistir. Standart Tap Aglutinasyon Testi, B. melitensis
antijeni kullanilarak yapilan Lam Aglutinasyon Testi ve ELISA-IgG
testleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.

Bilindigi gibi, Brucella'ya 6zgi IgM, 1gG ve IgA tipi antikorlarin
birbirlerinden ayri olarak saptanabilmeleri ancak immunofluorescence
antibody assay (IFA), radioimmunoassay (RIA) ve ELISA jle
saglanabilmektedir. IFA teknigindeki sonuglarin  yorumlanmasindaki
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subjektiflik ve RIA teknigindeki radyoaktivite tehlikesi gibi sorunlar
ELISA'da goriimez. Ayrica ELISA tekniginde kullanilan konjugatlar, IFA
ve RIA'da kullanilan reaktanlara gére daha dayaniklidir. ELISA ile cok
sayida serum érneginin otomatik ve hizli bir sekilde taranabilmesi de bu

teknigin avantajlari arasindadir.(34)

Bu arastirmada 21 kesin brusellozlu hastanin serumunu kuflandik.
Bu hastalarin 18 tanesinde lgG  seviyesini yuksek bulurken, 14
tanesinde ise IgM seviyesinin ylksek oldugunu tesbit ettik.
Hastalarimizin semptomlarinin baslamasindan bize muracaat ettikleri
zamana kadar gecen slireleri inceledigimizde toplam 14 hastanin ilk 3
aylik slrede muracaat ettiklerini, geri kalan 7 hastanin ise daha ge¢
muracaat ettiklerini 6grendik. ilk uc aylik strede muracaat eden 14
hastanin tamaminda da IgM seviyelerinin yuksek oldugunu, geri kalan 7
hastada ise ELISA-IgM sonuglarinin  negatif oldugunu gorduk.
Dolayistyla akut dénemde muracaat eden 14 hastanin tamaminda IgM

seviyelerini yiksek olarak saptadik.

Bilindigi gibi akut brusellozda kanda énce IgM, ikinci haftadan
sonra IgG ylkselmeye baslar. IgM normal sartlarda Gglinct aydan sonra
dusmeye baslarken, IgG tedavisizv vakalarda en az bir yil, tedavi

edilenlerde ise alti ay kadar serum seviyesini korur.(13)

Araj ve arkadaslari(34) 281 kisinin serumlari Uzerinde yaptikiar
arastirmada, akut ve kronik bruselloz tanisinda immunglobulin
siniflarinin belirlenmesinde ELISA kullanmislar ve her bir immunglobulin
sinifi igin farkl derecede duyarlilik ve ozgulluk saptamiglardir. Akut
veya kronik bruselloziu hastalarda 1600'den yuksek titredeki IgG igin
%98 oraninda duyarhilik ve 0zgulluk saptarlarken, akut bruselloziu
hastalarda 400'den yuksek titredeki IgM igin %98 oraninda duyarhlik ve
Ozgulltk saptamiglardir. Bununla birlikte kronik brusellozluy hastalarda

brucella-IgM degerlerinin ¢ok dustk oldugunu da vurgulamisiardir.
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Bizim calismamizda ise akut ve kronik brusellozlu hastalarda
yUuksek 1gG degerleri i¢cin % 85,7 oraninda bir duyarhlik saptanirken,
akut bruselloziu hastalarda yiksek IgM degderleri i¢cin %100 oraninda bir
duyarlilik saptadik. Ayni sekilde kronik bruselloziu hastalarda
Brucella-lgM degerlerinin ¢ok dustik oldugunu da saptadik. Bu yénuyle
bizim ¢alismamiz, Araj ve arkadaslarinin bu calismasina paralellik

gostermektedir.

1985'de E. De Kierk ve R.Anderson (35), akut brusellozlu
hastalarda ELISA ile Brucella-spesifik IgM  élgimintn en duyarl
serodiagnostik test oldugunu bildirmislerdir. Bizim calismamizda ise
akut vakalar igcin ELISA-IgM testinin duyarhiliginin %100 oldugu ve bu
yonuyle E. De Klerk ve R.Anderson'un bu caltsmasina paralel oldugu
izlenmistir. (Bizim istatistik galismamizda akut ve kronik tim vakalar yer
aldigl igin ELISA-IgM testinin diger bazi testlere gore duyarlih@: dusuk

olarak izlenmektedir)

Calismamizda, ELISA-IgM degerleri pozitif ancak ELISA-IgG
degerleri negatif olan 3 serum Ornegi baslangi¢ safhasindaki akut
brusellozu dustndurmektedir(Tablo-XIV). Cuinkii akut vakalarda IgM tipi
antikorlar 1gG tipi antikorlardan 6énce yukselmekte, kronik vakalarda ise

daha erken dugmektedir.(34,35)

1988'de T.Pellicer ve arkadaslari (19), Brusellozda relaps
esnasinda 1gG titresinde artis oldugunu, ancak IgM titresinde artis

gérilmedigini bildirmislerdir.

1989'da Elena Gazapo ve arkadaslari(32) 52 kdltur pozitif
bruselloz vakasini incelemigler ve baslica iki model gormuslerdir. Bazi
hastalarin 1gG seviyelerinin baslangigta bir pik yapip sonra surekli bir
dusUs gosterdigi, buna karsilik, relapsli veya kronik formda yer alan
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hastalarda ise 1gG seviyelerine ait piklerin birden fazla sayida oldugu
tesbit edilmistir. Hastaligin seyrini takipte IgM seviyelerinin faydal)
olmadi§i, ancak IgG'ye gére daha erken maksimum seviyeye ulastiklari
icin hastaligin erken evrede tanisinda faydali oldugu bildirilmistir. Ayrica
disuk antikor konsantrasyonlarinda bile kesinlik arzettigi icin bu testin

epidemiyolojik élgtimler i¢in de degerli oldugu bildiriimistir.

1990 yilinda J.Ariza ve arkadasglari (37), ELISA 1gG ve IgA'nIn
ikinci kez pik yapmasinin relaps icin iyi bir marker oldugunu, ancak
yalniz bagina IgG yuksekliginin devam etmesinin kronik infeksiyon icin

lyi bir belirleyici olmadigin bildirmislerdir.

Goraldugu gibi son zamanlarda yapilan calismalarda, brusellozda
relaps esnasinda IgG titresinde artig goéraldugu, ancak IgM titresinde

artig gértulmedigi bildirilmektedir.(19,32,37)

Semptomlarinin baslamasindan bize muracaat ettikleri zamana
kadar gecen surelerinin 6 ay ila 1 yil'dan daha uzun bir sureyi
kapsadidini veya daha énce de bu infeksiyona ait belirtilerinin oldugunu
6grendigimiz toplam 7 hastamizin serum orneklerini inceledigimizde,
ELISA-IgG degerlerinin pozitif ancak ELISA-IgM degerlerinin negatif
oldugunu gérduk (Tablo-II). Bu yonuyle bizim sonuclarimiz adi gegen

caligmalara paralellik géstermektedir.

Sippel ve arkadaslari (28), 409 hasta UGzerinde yaptiklari
calismada kan kualturt, Standart Tup Aglutinasyon Testi ve ELISA
kullanmislardir. ELISA calismasinda, antijen olarak B. melitensis tam
hicrelerini kullanarak lgG, IgM ve total (lgG,IgM,IgA) antikorlari
aragtiran Sippel ve arkadaslari, kan kaltarlerinin  haftalarca sonra
alinabildigini ve siklikla basarisiz sonuglar verdigini, Standart Tap
Aglutinasyon Testinin de zahmetli, zaman alic) ve blokan antikorlara
bagli yalanci negatif sonuciar verebildigini, buna karsilik ELISA'nin
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Standart Tup Aglutinasyon Testi'nden daha duyarl oldugunu, blokan
antikorlardan etkilenmedigini, hastaligin akut veya kronik olarak

tanimlanmasinda kusursuz bir yéntem oldugunu agiklamislardir.

Saz ve arkadaslari(38) 208 brusellozlu hasta serumu Uzerinde
calismiglar ve Rose-Bengal Plate Test, Standart Tup Aglutinasyon Testi
ve Coombs testlerini ELISA ile kiyaslamislardir. Bunun sonucunda
ELISA'y1 duyarlilik (% 97) ve Ozgullluk (%96) bakimindan diger

testlerden Gstun bulmuslardir.

Hunter ve arkadaslari(43), bruselloz stpheli 101 insan serumunda
yaptiklari ¢alismada, antijen olarak B. melitensis  maj6ér dis
membranlarini kullanmisiardir. ELISA ile IgG ve IgM degerlerini élcerek
bu sonuglari  2-merkaptoetanol'li  ve 2-merkaptoetanol'siiz  tup
aglutinasyon testi sonuglari ile kargilagtirmislar ve ELISA'nin bu

yontemlerin ikisinden de daha duyarl oldugunu bildirmislerdir.

Batin bu c¢alismalarda ELISA' nin Standart Tap Aglutinasyon
Testi'nden daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda ise
Standart Tup Aglutinasyon Testi %100 oraninda bir duyarhlik gostermis
olup ELISA-IgG ile duyarlilik yonunden aralarinda énemli bir fark
olmadigr gérilmistaur. ELISA-IgM'in ise Standart Tap Aglutinasyon
Testi'ne gore daha az duyarl oldugu gérulmus, ancak bu testin akut
vakalar igin %100'luk bir duyarlihk gosterdigi izlenmistir. Bizim
sonuglarimiz, ELISA ile Standart Tap Aglutinasyon Testi'nin duyarfilik
yonunden ayni oldugunu belirtmesi bakimindan adi gegen calismalara

tam bir paralellik géstermemektedir.

GCalismamizda, ELISA-igG ile Standart Tup Aglutinasyon Testi
arasinda duyarlihk yéninden fark géraimedigi saptanmistir. Ancak
ELISA-IgG negatif ve Standart Tap Aglutinasyon Testi pozitif olan 3
serum bulunmaktadir(Tablo-II). Bu serumlar incelendiginde bunlarin
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dglnin de ELISA-IgM testlerinin pozitif oldugu saptanmistir. Buy
serumlarin Standart Tup Aglutinasyon Testi sonuglarinin pozitif ¢cikmasi
IgM tipi antikorlara baglanabilir. Ayni sekilde, IgM negatif fakat Standart
Tup Aglutinasyon Testi pozitif olan 7 serumun incelenmesinde ise bu
serumlarin  yedisinin de ELISA-IgG  degerlerinin pozitif oldugu
saptanmistir.  Bu serumlarin  Standart Tup  Aglutinasyon Testi
sonuglarinin  pozitif c¢ikmasinda ise IgG rol oynamaktadir. cunka
Standart Tup Aglutinasyon Testi, IgM tipi antikorlarla birlikte fgG, ,1gG,
ve IgA tipi antikorlarla da reaksiyon vermektedir. (46)

ELISA'nin aglutinasyon testlerine en onemli Ustunlagu blokan
antikorlari da belirlemesidir(28). Bizim calismamizda, kullandigimiz
ELISA tekniginde bize 6nerilen prosedure bagl kalarak sadece 1:300'|4k
bir serum dilisyonu gibi tek bir dilusyonda calismis olmamizin yaninda
ayrica tlp aglutinasyonu ile calistigimiz hastalarda en disuk titrenin
1:160 ¢ikmis olmasi nedeniyle de bu konuya bir érnek gOsteremiyoruz.
Ancak bizim calismamizda, Standart Tap Aglutinasyon Testi'nde blokan
antikorlar nedeni ile olusmus herhangi bir hatal negatif sonug¢ da

s6zkonusu degildir.

De Klerk ve arkadaslar (1_35), Standart Tup Aglutinasyon
Testi'nden bahsederlerken yUksek derecede o0zgullik ve anlamli bir
duyarliliga sahip olmasi nedeniyle yararli ve tanimlayici bir test

oldugunu ifade etmektedirler.

Standart Tup Aglutinasyon Testi'ni caligirken standardize
edilmemis antijen kullanmak, 5,5 ila 8 arasindaki pH diginda bir pH'da
calismak, % 0,5'den kuclik tuz yogunluklari ile ¢alismak aglutinasyonu
etkiler(47). Ayrica blokan antikorlarin varliginda bu test vyetersiz
kalmaktadir. Aglutinasyon testlerinin yetersiz kalisinda, prezon olayi,
antikor tipleri, kullanilan antijen ve testin tipi gibi sebeplerin rol oynadigi

cesitli arastiricitar tarafindan agiklanmistir,
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1991'de Edward J. Young (48), 214 vakalik calismasinda
aglutinasyon testlerini incelemis ve aktif brusellozlu hastalarin ¢ogdunun
1:160 ve UGzerinde aglutinasyon titrelerine sahip oldugunu bildirmistir.
Bununla birlikte tek bir titrenin her zaman diagnostik olamiyacagini da
ifade etmistir. Takip serumlari da test edildigi takdirde, aglutinasyon
reaksiyonlarinin, aktif hastali§i inaktif hastaliktan ayirt etmede yeterli
bilgi verecegini savunmustur. Bizim calismamizda, aktif bruselloziu
oldugu kan kulturleri ile dogrulanan hastalarin yer aldigini géz énune
alirsak, Standart Tup Aglutinasyon Test] sonuglarinin tamaminin 1:160
ve Uzerinde aglutinasyon titrelerine sahip olmasi yéninden Edward J.

Young'un bu ¢alismasina paralellik gosterdigini soyleyebiliriz.

Russel ve arkadaslari(26) lam aglutinasyon sonuglarinin yiksek
sayirda yanhs pozitif sonuclar verdigini savunmuglardir. Dolayisiyla tani
icin lam aglutinasyon sonuclarinin kabul edilmemesini, sonugclarin
dogrutanmasi igin Standart Tap Aglutinasyon Testi'nin yaptimasi

gerektigini belirtmektedirler.

Nelson ve arkadaslari (22), lam aglutinasyon testi ile hatall pozitif

sonug alinabilecegini ileri siirmektedirler.

Araj ve arkadasglari (34), Lam aglutinasyon testinin duyarlihginin
¢ok dusuk, buna karsilik Standart Tup Aglutinasyon Testi ve Rose
Bengal Testlerinin duyarliliklarini ise yiksek bulduklarin belirtmislerdir.
Ayrica kullanilan antijen tipi, prozon olayr ve antikor cinsi gibi fizyolojik

olaylarda aglutinasyon testlerinin hatal negatif sonuglar verebilecegine

dikkat gekmektedirler.

Bizim calismamizda, B. melitensis antijeni kullanilarak yapilan lam
aglutinasyon testi ile % 95,2; B. abortus antijeni kullanilarak yapilan fam
aglutinasyon testi ile de % 66,6 oraninda bir duyarhlik saptanmistir. Bu
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iki sonug birbirleri ile kiyaslandi§inda aradaki farkin anlamhi oldugu
gértlmustdr. Burada, Lam aglutinasyon testinin duyarlthgmin dusak
oldugunu belirtmesi bakimindan, bizim ¢alismamizda yer alan B. abortus
antijeni kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testinin duyarlihginin
dusuk gtkmasi, Araj ve arkadaslarinin calismasina benzemekte olup, B.
melitensis antijeni kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testinin

duyarlihdinin yuksek ¢ikmasi ise buna benzememektedir.

Calismamizda, 20 saglikh kisiden olusan kontrol grubumuzda
B.abortus antijeni kullanilarak yaptlan lam aglutinasyon testinde 5, B.
melitensis antijeni kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testinde ise 6
pozitif sonug¢ saptadik. Dolayisiyla bu calismada, B.abortus antijeni
kullantlarak yapilan lam aglutinasyon testinin % 75 oraninda bir
ézgulluge, B. melitensis antijeni kullanilarak yapilan lam aglutinasyon
testinin ise % 70 oraninda bir Ozgulluge sahip oldugunu séyleyebiliriz.
Bu veriler lam aglutinasyon testinin yanlis  pozitif sonuclar
verebilecegini, bu nedenle alinabilecek pozitif sonuglarin Standart Tup
Aglutinasyon Testi ile dogrulanmasi gerektigini géstermekte olup, ancak
bu kosulla lam aglutinasyon testinin tarama testi  olarak

kullantlabilecegdini gostermektedir.
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SONUG:

Caligmamizda yer alan kesin brusellozlu 21 hastanin serumu;
ELISA-IgG, ELISA-IgM, Standart Tup Aglutinasyon Test] (STAT),
B.abortus antijeni kullanilarak yapilan Lam Aglutinasyon Testi ve
B.melitensis antijeni kullanilarak yapilan Lam Aglutinasyon Testleri ile
degerfendirildi. Calismamizin sonucunda Standart Tip Aglutinasyon
Testi'nin %100 oraninda bir duyarlihgi oldugu ortaya kondu.
Brucella-ELISA-IgM testinin akut brusellozlu hastalards %100
oraninda bir duyarliliga sahip oldugu saptanirken, Brucella-ELISA-IgG
testinin akut ve kronik brusellozlu hastalarin tamaminda % 85,7
oraninda bir duyarlilia sahip oldugu saptandi. Yapilan istatistiksel
¢alismada ise duyarlilik yénunden Brucella-ELISA'nin, Standart Tup
Aglutinasyon  Testi'ne bir ustunlugd  olmadi§i  géruldd.  Lam
Aglutinasyonlarinda ise kullanilan antijen gesidine gére degisik
oranlarda duyarlihklar ortaya konmasina Kkarsilik, bu testlerin
ozgulltklerinin ELISA ve Standart Tup Aglutinasyon Testlerine gére

daha dusik oldugu anlasiimistir.

Galismamizda, zannedildiginin aksine, Brucella-ELISA' nin
bruselioz tanisinda en hassas test olmadi§i sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Brucella-ELISA yine de, daha kisa zamanda sonu¢ vermesi, blokan
antikorlardan etkilenmemesi ve ayrica IgG ve IgM tipi antikorlari ayri
ayri saptayabilmesi sayesinde hastanin klinik durumu hakkinda daha
iyi bilgi vermesi yoninden Standart Tup Aglutinasyon Testi'ne gore
bazi avantajlar saglamaktadir. Buna Kkarsilik bu testin calistimas igin
daha fazla arag gerece ve egitimli personele ihtiyac vardir. Ayrica
Brucella-ELISA'nin ticari firmalardan temin edilerek uygulanmasinin
maliyeti oldukg¢a yuksektir ve laboratuvar kosullarinda hazirlanarak
ucuza maledilmesi mumkun ise de her tur laboratuvar kosullarinda

rahatlikla hazirlanabilecedi séylenemez.
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BGtin bu yoénleri dikkate alindiginda, rutin uygulama icin
guvenilir ve maliyetinin dusuk olmasi nedeniyle Standart Tup
Aglutinasyon Testi'ni en ideal test olarak Oneriyoruz. Bununla birlikte,
hastaligin akut ya da kronik dénemde olup olmadiginin anlasiimasi
veya kronik bir brusellozun alevlenmesinin belirlenebilmesi igin
Brucella-ELISA'y) tavsiye ediyoruz. Yukaridaki testierin yapilamadi§)
durumlarda ise 6zgullagunin disdk olmasina ragmen lam aglutihasyon

testleri 6nerilebilir.
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OZET :

Bu calismada, bruselloz'un serolojik tanisinda kullanilan
Standart Tup Aglutinasyon Testi (STAT), Lam Aglutinasyon Testi ve
Enzyme Linked Immunosorbent Assay'in (ELISA) duyarhtik ve o6zgulluk

acisindan birbirlerine olan Ustanlukleri arastirildi.

Bakterinin izole ve idantifiye edilerek tani konuldugu brusellozlu
21 hastanin  serumu, ELISA-IgG, ELISA-IgM, Standart Tap
Aglutinasyon Testi (STAT), B.abortus ve B.melitensis antijenleri ile
yaptlan Lam Aglutinasyon Testleri ile degerlendirildi. Standart Tup
Aglutinasyon Testi ile 21 (%100), B. melitensis antijeni ile yapilan Lam
Aglutinasyon Testi ile 20 (% 95,2), ELISA-IgG ile 18 (% 85,7),
ELISA-IgM ile 14 (% 66,6), B. abortus antijeni ile yapilan Lam
Aglutinasyon Testi ile 14 (% 66,6) tane pozitif serum saptandi.
Brucella-ELISA-IgM testinin akut brusellozly hastalarda %100
oraninda bir duyarliliga sahip oldugu saptanirken, Brucella-ELISA-1gG
testinin akut ve kronik brusellozlu hastalarin tamaminda % 85,7
oraninda bir duyarlihga sahip oldugu saptandi. Buna ilaveten,
Brucella-ELISA-IgM testi kronik bruselloziu hastalarin tUmunde negatif

sonug verdi.

Sonug olarak, rutin uygulama igin gavenilir ve maliyetinin dustk
olmasi nedeniyle Standart Tap Aglutinasyon Testi'ni en ideal test
olarak ¢&neriyoruz. Bununla birlikte, hastaliin akut ya da kronik
dénemde olup olmadiginin anlasiimasi veya kronik bir brusellozun
alevlenmesinin belirlenebiimesi icin Brucelia-ELISA'yi tavsiye ediyoruz.
Yukaridaki testlerin yapitamadig! durumlarda ise ézgaltagunun dasuk

olmasina ragmen lam aglutinasyon testleri énerilebilir.
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SUMMARY:

In this study, Standard Tube Agglutination Test (STAT), Slide
Agglutination Test and Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
which were used in the serologic diagnosis of brucellosis, were

investigated from the points of sensitivity and specificity.

The sera of 21 patients having brucellosis, diagnosed by the
isolation and identification of the bacterium, were evaluated by
ELISA-1gG, ELISA-IgM, Standard Tube Agglutination Test (STAT) and
Slide Agglutination Tests using B.abortus and B. melitensis antigens.
Seropositivity detected in 21 sera was 21 (100%), 20 (95,2 %), 18
(85,7 %), 14 (66,6 %) and 14 (66,6 %) using Standard Tube
Agglutination Test, Slide Agglutination Test using B.melitensis antigen,
ELISA-IgG , ELISA-IgM and Slide Agglutination Test using B.abortus
antigen, respectively. It was established that Brucella-ELISA-IgM test
had a sensitivity of 100 % in the patients having acute brucellosis. It
was also established that Brucella-ELlSA-lgG test had an overall
sensitivity of 85,7 % in all the acute and chronjc brucellosis patients.
However, the Brucella-ELISA-IgM test gave negative results in all

chronic brucellosis patients.

As a conclusion, Standard Tube Agglutination Test s
recommended as the ideal test for routine usage because of ijts
reliability and low cost. However, Brucella-ELISA is recommended in
order to determine whether illness is at the acute or chronic stage. In
cases where the above-mentioned tests are not available, the Siide

Agglutination Tests, which have low specificity, may be advised for

use.
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