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. GIRIS

Bruselloz, birgok hayvan tirli ve insanlari etkileyen Brucella cinsi
bakterilerin olusturdugu sistemik bir hastaliktir. Ortadogu ve Akdeniz Ullkeleri
basta olmak Uzere bir¢cok Ulkede, halk saghgi ve veterinerlik yoninden temel
bir sorun olarak énemi korumaktadir. insan brusellozu, olusan rolapslarla,
kroniklesmesi ve reenfeksiyonlari ile dalgali bir seyir izler. Buylk bir ¢esgitlilik
sergileyen hastalik, taninin klinik olarak konmasini zorlastirmaktadir ve bu
nedenle sUpheli brusellozlularda laboratuvar tani gereklidir (1).

insan brusellozunun laboratuvar tanisi kan kiltirinden Brucella
izolasyonuna ve serolojik testlerle spesifik antikorlarinin gdsteriimesine
dayanmaktadir. Ancak Brucella cinsi bakteriler yavas Gremekte ve bu yontem
ile vakalarin ancak %10-70’'inde basar saglanmaktadir (2). Kemik iligi
aspiratlarinda kan kulturlerinden daha cabuk uUremektedir. Ayrica Brucella
bakterileri biyolojik olarak “risk Ill patojen” olarak degerlendiriimektedir ve
laboratuvar iglemleri personel i¢in kontaminasyon riski yaratmaktadir. Bu
nedenlerle brusellozun laboratuvar tanisi siklikla serum antikorlarinin
tespitine  dayanmaktadir.  Cesitli  laboratuvar testleri bu amagla
kullaniimaktadir. Siklikla basvurulan testlerden olan Rose Bengal (RB) testi
Brucella abortus antijenlerine karsi antikorlari tespit eder ve dusuk yalanci
pozitifligi ile bir 6n tarama testi olarak yaygin olarak kullaniimaktadir ancak
diger testlele dogrulanmasinin yapilmasi Onerilmektedir (3). 1897 yilinda
Wright tarafindan gelistirilen standart aglitinasyon testi (SAT) karsilastirilan
diger serolojik testler icin bir referans niteliginde olup, bruselloz tanisinda en

yaygin kullanilan testtir. Hastalikta olugsan total antikorlar semikantitatif olarak



tespit edilir. Blokan antikorlarinin varliginda negatif sonu¢ veren SAT igin
Coombs’lu Brucella testi uygulanmaktadir. Bruselloz, semptomlarin siresine
gore temelde Ug farkli klinik formu vardir; semptomlarin siresine goére, akut
(ilk 2 ay) subakut (2-12 ay), kronik (> 12 ay). Bu klinik formlarin disinda,
asemptomatik, subklinik, fokal veya komplikasyonlu, relaps ve reinfeksiyon
seklinde de gorulebilir. Hastalik surecinde ortaya gikan antikorlarin varhgini
tespit etmeye yonelik testler ile hastaligin klinik formunu veya olus suresi ile
ilgili goéris sahibi olunabilir. Bu amagla 2-merkaptoetanol testi (2-ME)
kullanilabilir. 2-ME, IgM pentamerinin disulfit bantlarinin rediksiyonuna
neden olur ve SAT ile IgG titresi tespit edilebilir (4). Son yillarda spesifik
antikor siniflarinin (IgM, IgG, IgA) tespitinde enzim immuno assay (EIA)
yuksek duyarliik ve 6zgulluk degerleriyle kullanima girmistir. Ayni amacla
son yillarda geligtirilen immunokromatografik lateral flow assay de bu
antikorlarin tespitini yapabilmektedir. Son yillarda sandvi¢ EIA sistemine
dayanan immunocapture aglutinasyon testi de kullanima girmistir. Her Ug¢
antikor cesidini Coombs antiserumu kullanilarak tespit etmektedir. Tim bu
testler hastaligin farkli  klinik formlarint  ve gelisim ddnemlerini
degerlendirmeye katki saglamakla birlikte vakalarin gogunda bu kesin olarak
ortaya konulamamakta hastaligin zamanlamasi -6zellikle ilerleyen veya
tekrarlayan vakalarda- serolojik olarak belirlenememektedir (1).

Bazi viral ve paraziter hastaliklarda, antikor afinitesinin olgunlagsmasi
temeline dayanan IgG avidite testi kullanilarak hastalik i¢in akut ve kronik
ayirimi yapilabilmekte, hastaligin sureci tahmin edilebilmektedir Avidite testi
bruselloz tanisi igin henlz standardize edilmemis olmasi nedeniyle rutin
kullanima girmemistir, ancak bu test akut infeksiyon ile gecirilmis enfeksiyon
arasindaki ayirrmda faydal olabilir ve bazi arastirmalar brusella igin
geligtirilebilecegine dair olumlu sonuglar alinmigtir. (5).

Biz bu galigmamizda, 6n tanisi konmus farkli klinik formlardaki bruselloz
hastalari igin rutin olarak kullanilan serolojik testleri (RB, SAT, EIA, 2-ME)
kargilastirmak ve IgG avidite testini uygulayarak sonuglarini degerlendirmek
istedik.



ll. GENEL BILGILER

1. TARIHGE

Bruselloz, ilk olarak Hippocrates tarafindan humma olarak
tanimlanmigtir. 1859 yilinda Martson, hastali§in tarifini yapmustir. Ingiliz
ordusu doktoru Sir David Bruce 1886’da Malta adasinda ¢alismalar yaparken
Malta Hummasi sebebiyle 6len hastalarin dalak pulpasindan hastalik etkenini
izole etmigtir. Klguk koklar seklinde goruldiginden, “Micrococcus” seklinde
adlandirmistir. 1897°de Malta’da, Hughes hastaligi “ondilan ates” olarak
adlandirmistir ve etken bakteriye “Micrococcus melitensis” adini vermistir.
Ayni yil Malta’da patoloji profesoru olarak c¢alisan Wright, Gruber ve
Durham’in  serum reaksiyonu adli yontemini Micrococcus melitensis
septisemisinin tanisinda kullanmistir (10). Ayni yil Bang Danimarka’da
sigirlardan bakteriyi izole etmeyi basarmistir. Fetisten elde edilen ve dusuge
sebep olan bu bakteriye “Bacillus abortus” ismi verilmistir. Ayni yil Wright ve
arkadaslari bruselloza yakalan hastalarin kaninda Brucella. melitensis’e karsi
aglutininlerin mevcudiyetini gdstermigler. 1911°de Schroder ve Cotton,
1912’de Smith ve Fabyan inek sutliinden B.abortus’u izole etmigler; 1914’de
de Traum domuzlardan B. suis'i izole etmistir (11). Ulkemizde bruselloz ilk
kez 1915 yilinda Hisamettin Kural ve Mahmut S. Akalin tarafindan tespit
edilmistir. Hastalik ilk olarak Malta adasinda tespit edildiginden “Malta

Hummasi” veya “Akdeniz Hummasi” olarak isimlendirilmigtir (12).



2. BAKTERININ OZELLIiKLERI

2.1. YAPI

Brucella cinsi bakteriler 0,6- 1,5 x 0,5- 0,7 mm boyutlarinda, Gram
negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsulsiz, zorunlu aerop hicre igi
kokobasillerdir. Genelde tek olarak, bazen ikili, kisa zincir halinde veya klguk
gruplar halinde bulunabilirler. (13). Gergek asit-fast olmadiklari halde zayif
asitlerle dekolorizasyona direncli olduklarindan modifiye Ziehl-Neelsen
boyama teknigi ile kirmizi renkte boyanirlar. Bipolar boyanma 06zelligi
gOstermezler (14). S seklinde ve mukoid koloni olusturan suslarda kapsdul

gOsterilebilir. Pasajlarla ve R koloni sekillerinde bu kapsuller kaybolur (15).

2.2. GENOMIK YAPI VE SINIFLANDIRMA

Brucella cinsinin taksonomisi hala net degildir ve ¢dzUmlenmemistir.
16S rRNA gen sekanslarina bagh olarak Brucella ailesi alfa-2
protoeobakteria olarak kategorize edilir ve Agrobacterium, Rickettsia,
Rhizobium ve Rhodobacter ile yakin filogenetik iligkileri vardir. Konak tercihi
ve patojenitesindeki farklliklara bagl olarak Brucella alti tare ayriimistir:
B.melitensis, B.abortus, B.suis, B.ovis, B.canis ve B.neotomae. Ancak Verger
ve arkadaslari DNA-DNA hibridizasyon calismalarini kullanarak her cinsten
51 sus kesfettiler ve onlar tanimladilar. Bu sonuclarla birlikte tim turlerin
aslinda B.melitensis’in biyovarlari olarak kabul edilmesi gerektigini ileri
surduler. (16)

Simdiye kadar alti karasal, U¢ su Brucella tirl tanimlanmistir: B.
melitensis (kegilerde, koyunlarda, develerde), B. abortus (sigirlarda,
bufalolarda), B. suis (domuz ve vahsi hayvanlarda), B. canis (kdpeklerde), B.
ovis (koyunlarda), B. neotame (kemiricilerde), B. dephini, B. pinnipediae ve
B. cetaceae (fok baligi, balina, yunus baligi gibi deniz memelerinde). ilk dért

tr insanlari enfekte edebilir, B. melitensis, B. abortus, B. suis, hem



insanlarda hem hayvanlarda en sik hastalik yapan etkenlerdir. Su hayvanlari
ile iligkili Brucella turlerinin insanlarda da hastalik yaptigi bildirilmistir (17).

Karbonhidrat ve amino asitlerin substrat olarak kullanildigi oksidatif
metabolizma deneyi temeline dayanarak tur ayrimi yapilabilmektedir. B.
abortus ve B.neotomae Ure siklusu ara drtnleri disinda bir grup karbonhidrat
ve amino asidi okside edebilmektedir. B.melitensis aminoasitleri okside
edebilmekte ancak i-erythritol ve D-glikoz disinda sadece birkag
karbonhidrati daha okside edebilmektedir. B.ovis sadece birka¢c amino asidi
okside edebilmektedir. B.canis ve B.suis genis bir grup karbonhidrati, amino
asidi ve ure siklusu ara Urunlerini okside edebilmektedir. Oksidatif
metabolizma paterni faj erime paterni ile oldukga yakin bir benzerlige sahiptir
ve her iki islemde tirlerin identifikayonunda kullaniimaktadir.

B. abortus, B. melitensis ve B. suis igindeki biyovarlar, karbonhidrat
gereksinimi, H,S Uretimi, serolojik 6zelliklerine ve bazi boyalarin bulundugu
ortamda Ureme Ozelliklerine gore birbirlerinden ayirt edilebilmektedir.
Biyovarlar arasinda asgi yapiminda kullanilan sus, diger bazi ek testler
kullanilarak ayirt edilebilmektedir. Brucella cinsinin gunimuizde kullanilan

siniflama sistemi Tablo 1’de 6zetlenmigtir. (10)



Tablo 1. Brucella tlrlerinin biyotiplerinin ayirici karakterleri

Tiir Biyotip | CO2 H2S Tiyonind | Bazik A* | M* | R*
ihtiyaci tiretim | e iireme | fuksinde
i Ureme

B.melitensis | 1 + + - +

2 + + + -

3 + + + +
B.abortus 1 + + + + -

2 + + - - +

3 + + + + + -

4 + + - + - +

5 + + - +

6 + + +

9 + + + + - +
B.suis 1 + + - + -

2 - + - +

3 + + + -

4 + - + +

5 + - -
B.neotomae - + - +
B.ovis + + - +
B.canis - - + - - - +

*A, M, R antijenleri

3. UREME VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Brucella cinsi bakteriler, bir c¢ok aminoasiti iceren kompleks
besiyerlerine ihtiya¢g gosterirler. Tiamin, nikotinamid, biyotin ihtiyaclar
uremeleri icin esastir. Kan ve serum Uremeleri Uzerine olumlu etki yapar.
Brucella spp. i¢in temel enerji tretim kaynagi oksidatif metabolizmadir (15).
B.abortus’un baz tipleri ve B.ovis uremeleri icin %10 COZ2 vye ihtiyag
gosterirler. Etkenler 20-40 °C arasinda Urerlerse de, ortalama 37 °C ve PH
6.6-7.4 optimum Ureme kosullarini olugturur. Etkenlerin izolasyonlari ve
uretilmeleri igin genelde kati besiyerleri kullanilir. Koloniler kiguk, kabarik, S
tarzinda (B .ovis ve B. canis hari¢) ve saydam renkli olup, sebnem tanesi
gorunumdedirler (15). Tum Brucella turleri katalaz pozitiftirler, eritrositleri
eritmezler, indol ve asetil metil karbinol (Voges-Proskauer) olusturmazlar,
metil red ve o-Nitrophenyl-Beta-D-galactopyranoside (ONPG) negatiftirler,
sitratll besiyerlerinde uUremezler (18). B. neotomae disinda, besiyerlerinde

karbonhidratlardan asit olusturmazlar. B. ovis, B. neotomae ve B. abortus’un



bazi suslari hari¢ tUm Brucella tarleri oksidaz pozitiftir H,S ve Ureaz
aktiviteleri degiskendir. B. suis en uzun sure (3-5 glin) ve en fazla miktarda,
B. abortus orta sure (2gin) ve az miktarda; B. melitensis ise en az sure (1
gun kadar) ve en az miktarda H,S yapar (19). B. ovis hari¢ diger turler
nitratlari indirgerler (15).

Brucella cinsi bakteriler organizmadan yeni ayrildiklarinda; besiyerinde
yavas urerler ve ilk izolasyondan sonra buyyon ve jeloz gibi basit besiyerinde
de Uremeye alisirlar (19). Jelozdaki kolonileri kiguk, yuvarlak, konveks,
saydam, sebnem tanesine benzeyen kaygan ve S tipindedir ancak B. canis
ve B. ovis ilk izolasyonlarinda R koloni olustururlar (20). Pigment yapmazlar.
B. melitensis ve bir kisim B. abortus kdkenlerinin kolonileri zamanla esmer-
kahverengi bir renk alir, hemoliz yapmazlar (21).

Karbonhidratlardan asit veya gaz yapmamakla beraber glikozu az
miktarda kullanirlar. Jelatini eritmezler ve indol olusturmazlar. Katalaz ve
¢ogu kez oksidaz olumludurlar. Nitratlari nitritlere indirgerler. Asetil metil
karbinol (Voges Proskauer) olusturmazlar. Metil kirmizisi testi olumsuzdur.
Ureaz aktivitesi degisken olup en yiiksek B.suis’te gériilmektedir.

Brucella bakterilerinin belirli boyalar ile olan iliskilerinde de bazi farklar
gOrulur, bundan dolayi turlerinin ayriminda bu boyalarin eklendigi 6zel

besiyerleri (triptikaz soyagar veya triptoz agar) kullaniimaktadir (19).

Tablo 2: Brucella tlrlerinin boya varliginda treme 6zellikleri

Tiir Tiyonin Bazik fuksin Metil viyole Pironin
B.melitensis Urer Urer Urer Urer
B.abortus Uremez Urer Urer Urer
B. suis Urer Uremez Uremez Uremez

4. ANTIJENIK YAPI

Cesitli antijenik yapilar tanimlanmig ve patogenezde, immin yanitta ve
hastaligin tanisindaki rolleri ortaya konulmustur. Lipopolisakkarit (LPS) temel
antijendir ve iki antijenik epitop halinde bulunur: A (B. abortus) ve M (B.

melitensis). LPS molekdlinin O spesifik yan zincirleri, Brucella turleri ile




Yersinia enterocolitica O:9, Escherichia hermannii, Escherichia coli 0:157,
Salmonella O:30, Stenotrophomonas maltophilia ve Vibrio cholerae O:1
arasindaki bildirilen c¢apraz reaksiyondan (aglitinasyon ve kompleman
fiksasyon testlerinde) sorumlu oldugu disinulmektedir (22).

Sitoplazmik, periplazmik, dis memran yapi proteinleri (Omp25 vb.) gibi
protein antijenleri immun sistem tarafindan taninmaktadir ve tanida da
kullaniimaktadir. Diger proteinlerin (ribozomal ve flizyon proteinleri gibi)
antikor ve hucre aracili yanita dayanan Brucella’ya kargi koruyu etkileri
gOsterilmigtir. Bu tip antijenler potansiyel bir agilamada da faydali olabilirler.

Brucella’nin antijenik iceriginin énemli bir kismi karakterize edilmistir.
Ancak antikor salinimini yénlendiren esas antijen lipopolisakkarittir.(LPS) S
tipi koloniler iginde bulunan S-LPS; lipid A (iki ¢esit aminoglikoz igerir), yag
asitleri, (B-hidroksimiristik asit disinda), glukoz, mannoz, quinovasamin
iceren kor bolge ve yaklagik 100 tane 4-formamido-4,6 dideoksimannoz
kalintisisi iceren homopolimerden olusan O zincirden olusur.

Baglantilardaki farklihklar LPS epitoplarinin seklini etkilemektedir. A-
dominant tip gubuk seklindedir ve bes birbirini takip eden &-1,2 bagiyla bagh
rezidulerle belirlenir. Ayni zamanda M-dominant tip a-1,3 bagiyla bagh dort
rezididen olusur. Wilson ve Miles’in hipoteziyle uyumludur. Escherichia
hermanni ve Escherichia coli 0:157, Salmonella 0:30 Stenetrophmonas
maltophilia, Vibrio cholerae 0:1 ve Yersinia enterocolitica 0:9 ile gelisen
antijenik capraz reaksiyondan sorumlu olan LPS icindeki 4-amino, 4-6
dideoksimannozdur. Purlzsuz olmayan kolonilerdeki (R-LPS) LPS yapisi
temelde S-LPS’e benzemektedir. Tek farki O zincir yoktur veya birkag rezidu
eksiktir. R-LPS’in 6zelligi genis dlglide kor polisakkarit tarafindan belirlenir.

Cesitli ic ve dis membran, sitoplazmik ve periplazmik protein antijenleri
ayrica karakterize edilmigtir. Bir kismi infeksiyon slresince immun sistem
tarafindan taninmaktadir ve potansiyel olarak tanisal testler icin yararlidirlar.
Bu antijenlere dayali testlerin duyarliligi dusuktir. Enfekte kigiler LPS’lere
kiyasla bireysel protein antijenlerine daha az tutarl yanit geligtirirler. Parifiye

insan antijenleri iceren kantitatif testlere gore, drnegdin immunblot yontemi gibi



tum hicre ekstraklarina karsi uygulanan testler daha fazla avantajlara
sahiptir.

Son ddénemde, ribozomal proteinler immunolojik olarak 6nemli
komponentler olarak yeniden ortaya ¢cikmigtir. Ribozomal proteinlere karsi ilgi
20 yil 6ncesinde ortaya ¢ikmaya baglamigtir. L7/L12 ribozomal proteinlerinin
hicre aracili bagisikligi uyardigi yayimlanmigtir. Brucellin’ler ve flzyon
proteinlerinin; Brucella’'ya karsi koruyucu yanitin gelismesini uyardigi

gOsterilmistir. Ertelenmis hipersensitivite yanitina neden olurlar. (23)

5. VIRULANS VE PATOGENEZ

Brucella’nin virtlansi ve patojenitesi ve bakterinin immun sistemden
kagmasinin mekanizmalari heniuz  tam aydinlatiimig degildir.
Polimorfonukleer ve mononukleer fagositler iginde yasayabilmesi, fagozom-
lizozom fizyonundan ve immun yanittan kurtulmasi bazi faktorler tarafindan
kolaylastiriimaktadir. Bu faktorlerden biri Greaz Uretme yeteneginidir ve bu
faktor mide asidinden korunmayi saglar. Vakuol iceren Brucella LPS ve
Cu/Zn slperoksit dismutazdan korunmaktadir. Ardindan patojen, lenf
nodlarina transfer olur; degisik organlar ve vicut sistemlerine yayilmak Gzere
sirklasyona katilir (24).

Virtlan Brucella organizmalari, fagositik ve nonfagositik hucreleri infekte
edebilir. Fagositik olmayan hucrelere invazyon mekanizmasi net olarak
anlasilabilmis dedgildir. Hicre adezyonu ve invazyonunu destekleyen hucre
komponentleri karakterize edilebilmis degildir. Enterobactericeae ile homolog
olan invazyon genlerinin saptanmasiyla ilgili denemeler sonu¢ vermemigtir.
Nonfagositik hicreler iginde Brucella, endoplazmik retikulum iginde yerlesme
egilimindedir. Polimorfonikleer veya mononukleer fagositik hlcreler iginde
bakterisidal etkiden korunmak igin bir dizi mekanizmalar kullanirlar. S-LPS
muhtemelen hucre igi korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir, ¢inku duz
olan koloniler diuz olmayanlara goére daha efektif bir sekilde hicre igi
bakterisidal mekanizmalardan korunmaktadirlar. Enterobakterial LPS ile

kiyaslandiginda, S-LPS ¢ok farkh oOzelliklere sahiptir. Endotoksin duyarli



civciv, tavsan ve fare embriyolarini ve makrofajlari, hipoferremi ve dugsik
pirogenisitiyi uyarma aktiviteleri vardir. Ayrica interferon ve tUmor nekrozis
faktorin goreceli zayif bir uyaranidir. Ancak paradoks olarak interldkin 12’nin
efektif bir uyaranidir.

Koruma kisa surelidir ve tam dedgildir. VirGlan Brucella’'nin eliminasyonu
aktive edimis makrofajlara bagldir ve bu yuzden protein antijenlerine kargi
gelisen Thy tipi hucresel bagisikligin gelismesine ihtiya¢ duyar.

Adenin ve guanin monofosfatin Gremesi en énemli virGlans faktoriuduar.
Bu faktdor fagolizozom flzyonunu, degranulosyonu timor nekrozis faktorin
olusumunu ve miyeloperoksidazi inhibe eder. Cu-Zn superoksit dismutaz
erken dénem hucre i¢i infeksiyonunda énemli bir role sahiptir. Ancak celiskili
sonuglar rapor edilmistir ve dogrulanmaya ihtiyaclari vardir. Makrofajlar
icinde yasamak molekuler agirhigi 17, 24, 28, 60 ve 62 kDa olan proteinlerin
sentezi ile iligkilidir. 24 kDa protein asit ile uyarilir ve tretimi asidik kosullarda
(ph4) bakterinin yasami ile dogrudan koreledir.

17 ve 28 kDa proteinler 6zellikle makrofajlar tarafindan etkilenirler ve
hicre i¢i yasam ile baglantihdirlar.

Bir diger stres proteini olan HtrA, farelerdeki B. abortus’a karsi gelisen
erken granulomat6z yanitin sunumunda rol alir. Ayrica erken faz suresince
infeksiyonun dizeyini sinirlandirmada da roli vardir. Buna karsi bakteri
sayisinin tekrarlayan artisini onleyemez ve htrA eksikligi olan mutantlar,
vahsi tip B.abortus suslarina benzer dizeyde dalak enfeksiyonu olusturur.
Benzer sekilde rec-A delesyonu gosteren mutantlar direngli enfeksiyon
olusturmalarina karsin, rec-A pozitif suslara gére daha az baslangi¢c dalak
tutulumu gosterirler.

Bruselloz patojenitesinde, demir iceren proteinler ve sideroforlarin roll
hala bilinmemektedir. Genelde dusuk miktarda demir, mikrobial buyumeyi
sinirlar. Ancak yuksek demir konsantrasyonlari Brucella’nin hidroksilamin ve
hidroksil radikalleri ile dlduralmesini uyarir.

Dogal konak suslarinda ve insanlarda Brucella infeksiyonunun
patojenite mekanizmalari henlz tam olarak anlagilabilmis degildir ve daha

baska galigmalarin yapilmasi gerekmektedir (23).
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Brucella insan vicudunaakciger, konjunktiva, orofarinks mukozasindan
veya derinin butunligunu kaybetmis bolumlerinden girer. Bakteri mukozayi
gectikten sonra polimorfniveli 16kosit veya histiyositler tarafindan hemen
fagosite edilir. Vicuda giren bakteri sayisi az ise hemen elimine edilir, ancak
say! fazla ise bir kismi lenfatik dolasima girmeyi basarir ve lenf bezlerine
ulasir; bu asamadan sonra sinuzoitlerde bulunan makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Vicuda giren bakteri miktari asiri derecede fazla ise, fagositer
hicreler timina fagosite etmeyi basaramaz, bu durumda kana bakteri geger
ve Dbakteriyemiye neden olur. Kanda dolasan bakteri, dolagimdaki
polimorfniveli I0kositler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek
retikliloendoteliyal hlcrelerden zengin karaciger, dalak, lenf bezi ve kemik
iligi gibi organlara taginir. Bu organlarda bakteri tamamen elimine
edilebilmektedir. Konak savunma sisteminin bakteriyi tamamen elimine
edemedigi durumlarda bulunmaktadir. Bu durumda ise granulomlar meydana
gelir. Meydana gelen granulomlarin supurasyonu sonucu bakteri tekrar kana
gecerek yineleyen bakteriemiye neden olmaktadir. Yineleyen bakteriemi,
retikiloendoteliyal sistem diginda bakterinin kas iskelet sistemi, idrar yollari
optik sinir, akciger, kardiyovaskuler sistem, deri ve yumusak doku gibi
bdlgelere lokalizasyonundan kaynaklanabilmektedir.

Bruselloza bagli patolojik lezyonlar bu nedenle bakterinin girdigi
bdlgede veya badisik yanitta yer alan érnegin lenf bezi, dalak ve kemik iligi
gibi organlarda gorulebilmektedir. Yineleyen bakteriemiye bagli olarak ikincil
organlarda lokalizasyonlar gorulebilmektedir.

ikincil organlarda bakterinin lokalizasyonu, bu dokularda bagisik yanita
bagh doku yikimi gdérilebilmesine neden olmaktadir. Cesitli glomeriler
lezyonlar, deride vaskulit ve diger organlarda immun kompleks

depolanmasina bagli lezyonlar gorulebilmektedir (10).
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6. KONAK IMMUNITESI

Humoral immdinite reinfeksiyona kargi korunmada etkili iken,
bakterisidal fazda huicresel immunite daha énemli bir gorev almaktadir.
Enfeksiyonun kontroli ve eradikasyonu, T-lenfositlerinden salgilanan
lenfokinlerin makrofajlari aktive etmesi ile saglanir. Immin yanitin
baglamasini takiben, Brucella protein antijenlerine kargi gelisen geg tip asiri
duyarlilik reaksiyonu sonucu olugsan grantlomatoz lezyonlar enfeksiyonun
sinirlandiriimasinda énemli rol oynar (25).

Bagisiklik sistemi mikroorganizmayla karsilastiginda 7-10 gin iginde
IgM antikor cevabi, ardindan 7-14 gun sonra IgG antikor cevabi meydana
gelir. Daha sonra her iki immunoglobulin birlikte artar ve ¢ogunlugunu IgG
olusturur. lyilesme déneminde, IgG antikorlari aylar iginde diser; IgM
antikorlari ise infeksiyondan sonra 1-2 yil, bazen de yillarca serumda dusuk
seviyede kalabilir. IgG antikor persistansi veya IgG titresinde ikinci bir artis,

siraslyla persistan enfeksiyon ve relapsi gosterir (26, 27).

7. YAPTIGI HASTALIKLAR

Bruselloz kroniklesebilen bir hastaliktir. Uzun ve degisken inkubasyon
periyodu olup, sik tekrarlar gorulebilir. Yetigkinlerde ve g¢ocuklarda non-
spesifik febril sendrom (periyodik veya ondulan ates, kas ve sirt agrilari,
bitkinlik, terlemek gibi) olusabilir. Hastaligin gesitli evrelerde (akut [0-2 ay],
subakut [2-12 ay], ve kronik [212 ay]) gbrUlmesi ve ¢ok sayida organ ve
dokunun fokal olarak tutulmasi da brusellozun 6zelliklerindendir. Cesitli ve
genis yelpazedeki infeksiydz ve non-infeksiydz hastaliklarla értigsmesi yanhs
taniya ve diger hastaliklarla karisabilmesine yol agmaktadir. Bu 6zelliginden

Al

dolayl “major taklit¢i” veya “hatalarin hastaligl” olarak isimlendiriimektedir.
Karistigi hastaliklar arasinda tiberkiloz, tifoid ates, infektif endokardit,
leptospiroz, kriptokokus, histoplazmosis, infeksiyoz mononukleoz, kollajen ve
vaskller hastaliklar, malarya, kronik yorgunluk sendromu ve malignansi

sayilabilir. Bazi hastalar akil ve ruh saghgi hastanelerinde yatirilmaktadirlar
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ancak brusellozun tani ve tedavisinden sonra psikiyatrik sorunlari
¢ozulmektedir. Kronik olgularda psikiyatrik belirtiler, 6zellikle depresyon ve
mental zorluklar gibi gorulmekte ve iyilesmenin gecikmesinin yol actigi
dusundimektedir (24, 28, 30).

Bruselloz klinik olarak subklinik, akut, subakut ve kronik seyir
gOsterebilir Hastaligin inkiibasyon suresi, genellikle 1-3 hafta olup, birkag aya

uzayabilir

7.1 Subklinik Bruselloz

Bruselloz kimi kez asemptomatik seyir gosterebilir ya da klinik bulgular
tam olarak ortaya ¢ikmadidi halde serolojik bulgular pozitif bulunabilir. Bu
seyir Ozellikle mezbaha isgilerinde, ciftcilerde ve veteriner hekimlerde
bildirilmistir (30).

7.2 Akut Bruselloz

Brusellozun tipik klinik formudur. Semptomlarin baglamasindan itibaren
8 haftaya kadar olan olgular akut olarak kabul edilirler. Hastalik tablolari,
hafiften c¢ok agir seyirli toksik bir tabloya kadar degisik bir spektrum
gosterebilir (31). Vakalarin %50’sinde ani baslangic goralir (25). Bu
vakalarda tablo, 6zellikle geceleri 38-39°C’ye ulasan ates, genel halsizlik,
yorgunluk, bas agrisi, bol terleme, eklem agrilari ve adale agrilan ile
karakterizedir. Hastaligin ilk G¢ dort haftasinda istahsizlik, kabizlik ve kilo
kaybina sik rastlanir. Akut baglayan agir seyirli bruselloz, tipki bir sepsis
tablosu gibi Usume-titreme ile ylkselen ates, terleme, yaygin vicut ve eklem
agrilan ile kendini gosterir Buna karsilik hafif ve orta seyirli vakalarda
influenzaya benzer, nonspesifik belirtiler mevcuttur. Bu vakalarin, risk
gruplarinda olduklari bilinmiyorlarsa klinik olarak teghis edilmeleri zordur (31).

Akut vakalarda ates ve terleme en sik gorilen belirtilerdir (30). Akut
vakalarda en sik rastlanan fizik muayene bulgulari; ates, hepato-

splenomegali ve medulla spinalis Uzerine basmakla duyulan agridir (31).
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7.3 Subakut Bruselloz

Sekiz haftadan baslayip 52 haftaya kadar (52 gln- 52 hafta) uzanan
cizgide yer alan olgular, subakut olarak kabul edilirler. Antibiyotikler
bulunmadan once en yaygin form subakut brusellozdu. Bu vakalarin %90’
cogunlukla ilk 6 ay icinde spontan olarak iyilesmekteydi. Yetersiz antibiyotik
alarak relaps meydana gelen veya yanlis teshislerle hatali antibiyotik verilen
hastalar icin subakut bruselloz tanimi kullaniimaktadir. Subakut formun klinik
paterni ¢ok degisken oldugundan, sebebi bilinmeyen ates vakalarinda akla
gelmelidir. Semptomlar akut formdaki gibi olmakla beraber daha hafiftir. Artrit,
orsiepididimit, hematolojik tutulum ve g6z tutulumuna akut formdan daha sik
rastlanirken, hepatosplenomegali ve yuksek ategse biraz daha az
rastlanmaktadir. Subakut vakalarda en sik belirtiler; yorgunluk, sinirlilik, bas

ve bel agrisi ile ondilan atestir (32).

7.4 Kronik Bruselloz:

Hastalik 1 yildan uzun sirdugu takdirde, kroniklestigi kabul edilir Kronik
seyir 40 yas Ustundeki erigkinlerde sik gorulur. Teshis oldukga gugtur. Kronik
bruselloz 4 sekilde ortaya cikabilir:

I Hastaligin sinsi seyir gosterdigi,

. Akut hastaligi izleyerek tekrarlayan nuks ataklarinin oldugu,
iii. Hastaligin lokalize organ tutulmalari gésterdigi,
V. Hastaligin antibiyotik tedavisine cevap vermedigi durumlarda.

Kronik vakalarin % 85’i asemptomatik seyirlidir. Bu hastalar kontrol
muayenesi sirasinda patolojik bulgular tesbit edildiginde ve bu patolojik
bulgularin sebepler arastirildiginda ortaya c¢ikarilirlar (30). Kronik form
hastalarin %10’unda goérilur (54). Semptomatik vakalarda bulgular genellikle
nonspesifik olup halsizlik, yorgunluk, sinirlilik, uykusuzluk, labilite, belli belirsiz
etraf agrilari ve basagrisi gibi depresyon belirtileri 6n plandadir. Birgok
hastada ateslenme hissi olmakla beraber, ¢codu kez dereceyle dlgulen bir

ates tespit edilemez. Bu klinigiyle kronik bruselloz, kronik yorgunluk
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sendromuna benzer (32, 30). Fizik bulgular akut ve subakut vakalardaki
kadar zengin dedildir. Hepatik ve hematolojik komplikasyonlar nadirdir.
Episklerit ve Uveit gibi okuler komplikasyonlar ise daha siktir. Yine depresyon
ve nevrasteni gibi psikiyatrik komplikasyonlar kronik vakalarda daha sik

goralur (30).

7.5 Relaps

Tedaviden sonra hastaligin semptom ve bulgularinin tekrarlamasi
ve/veya tedaviden sonra yeni bir pozitif kan kdltird olmasi seklinde
tanimlanir. Relaps olgularin %10 kadarinda gérulmektedir. Relapsta klinik ve
laboratuvar bulgulari baslangi¢ hastaligindan daha hafiftir. Relaps hizi
kullanilan ilaglara ve tedavi slresine gore degisir. Genel olarak kombinasyon
tedavisi, monoterapiye gore relapsla daha az iligkilidir. Antibiyotige direncli
suglar bazen izole edilebilmesine ragmen relapslarin gogundan sorumlu
degillerdir. Relapsin temel nedenleri arasinda uzun tedavi suresinin
tamamlanmasindaki basarisizliklar ile cerrahi drenaj gerektiren lokalize
infeksiyon odaklarinin varligi yer alir. Hemen hemen tim relapslar antibiyotik

tedavisinin tekrarlamasina cevap verirler (33, 34).

7.6 Komplikasyonlar

Genelde en sik rastlanan fokal komplikasyonlar, osteoartikuler (%10-70
en ¢ok eklemler) genital, nérolojik (%3-5), kardiyak(%1-3), pulmoner (%1-2)
ve renal (%<1) komplikasyonlardir. Mortalite ¢ok dusuktir (%<1). Basit
cerrahi islem gegiren bazi hastalarda, 6érnegin herni duzeltiimesi, kolostomi
gibi ve aciklanamayan uzamis ates sonrasi brusellozun reaktive oldugu
kanitlanmistir ve dikkate alinmasi gerekmektedir (28).

Kas-Iskelet Sistemi Tutulumu: Artralji, ostealji, miyalji, periferik artrit,
sakroiliit, bursit, tendinit, fibrozit, spondilit, osteit-osteomyelit.

Cilt Tutulumu: Eritem, papul, Urtiker, petesi, ekzematdz ras, eritema

nodosum, ciltalti abseleri, rubeoliform ras, kutan6z vaskuilit.
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Kalp Tutulumu: Endokardit, miyokardit, perikardit, aort koku absesi,
anevrizmalar, pulmoner anevrizmali tromboflebit, pulmoner emboli.

Hematolojik Tutulum: Anemi, Iokopeni, trombositopeni, pansitopeni,
Evan’s sendromu, D.I.C.

Solunum Sistemi Tutulumu: Bronsgit, bronkopndmoni, akciger nodulleri,
pulmoner emboli, akciger absesi, hiler LAP, perihiler infiltrasyon, plevral
efflzyon.

Urogenital Sistem Tutulumu: Orsit, epididimoorsit, interstisyel nefrit,
eksudatif glomerulonefrit, IgA nefropatisi, pyelonefrit, renal abseler, prostatit,
seminalvezikulit, dismenore, tuboovaryen abse, salpenijit, servisit, abortus.

Okuler Tutulum: Keratit, korneal Ulser, retinopati, endoftalmit, Uveit,
optik norit, optik atrofi, papillit, papilla 6demi, optikoasmatik araknoidit, optik
noromyelit, katarakt, makula dekolmani, fitizis bulbi, sekonder glokom.

Gastrointestinal ~ Sistem  Tutulumu: Hepatosplenomegali, diyare,
konstipasyon, hepatit, transaminaz yuksekligi, dalak ve karaciger abseleri,
nekrotizan hepatik grantlom, siroz, splenik nodul, hipersplenizm.

Brusellozlu hastalarin %70’ inde gastrointestinel sistem tutulumu
(karaciger, safra kesesi, ince ve kalin barsak, pankreas ve periton) vardir ve
karin agrisi, bulanti, kusma, diyare, konstipasyon gibi semptomlarla kendini
gOsterir

Endokrinolojik Tutulum: Tiroidit, adrenal yetmezlik, uygunsuz ADH

salinimi sendromu, hipofiz absesi (35).

8 EPIDEMIiYOLOJI

Bruselloz, en sik gorulen zoonotik hastaliklardan biri olup tum olgularda
dogrudan ya da dolayll olarak hayvan temasi s6z konusudur. Hastalik
dinyanin her bolgesinde gorulebilmekle birlikte Akdeniz Ulkeleri, Arap
yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve Glney Amerika’da hiperendemiktir.
ingiltere, Kuzey Avrupa ulkelerinin bilyllk gogunlugu, Avustralya, Yeni
Zelanda ve Kanada'da brusellozun eradike edildigi bildirilmistir. Ancak

gelismekte olan ulkelerde 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
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Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére tim diinyada her yil 500 000 yeni olgu
belirlenmektedir. Dunyada insan brusellozu insidansi $ekil  1'de

gOrulmektedir (36).

Sekil 1. Dunyada insan brusellozu insidansi

Brusellozun yillik insidansi
Olgu sayisy 1 000 000

| =500

0 50-500

B 050

o 210

B

O Olasihkla endemik, veri yok

O Endemik degil, veri yok

Son caligmalar bazi ulkelerde bruselloz epidemiyolojiisinin degistigini
gostermektedir. Brusellozun 1985 yilinda eradike edildigini duyuran
Japonya’dan Takahashi ve arkadaglari 1996 yilinda bir olgu yayimlamigtir.
Falkland Adalari 1994 yilinda brusellozu eradike ettiklerini agiklamistir.
Kanada’da brusellozun eradike edildigini aciklamak uzereyken Baffin
adasindan yapilan bir yayinda 100,000 kiside 34 bruselloz olgusu goruldugu
bildirilmigtir.  Amerika  Birlegsik  Devletlerinde insan  brusellozunun
epidemiyolojisi B.suis’e bagli bir meslek hastaliyi veya B.melitensis’e bagli
besinle bulagsan infeksiyon arasinda degiskenlik gosterir. Bazi Ulkelerde
hastalik eradike edilmesine karsin diinyada insan ve hayvan brusellozu artis
gostermektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde insan brusellozunun gergek
insidansi bildirilenden 26 kat daha fazladir. Foulon ve arkadaslarina gore
Fransa’da ki bruselloz insidansi bildirlen degerlerden 3-5, subklinik ve

g6zden kacgan vakalar ise tani konanlardan 10 kat daha fazladir. Benzer bir
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calisma Ispanya’dan yayimlanmis olup bu yayina gére gercek bruselloz
insidansi resmi olarak bildirilenden 10-12 kat kadar dah fazla tahmin
edilmektedir. irlanda’da yapilan bir calismada son vyillarda bruselloz
insidansinin artmakta oldugu bildirilmistir (10).

Tarkiye’de Saglik Bakanligi verilerine gore 1970 yilinda 37 olarak
bildirilen olgu sayisi (0,1/ 100 000), 2005 yilina gelindiginde 14644’e
ulasmistir (20,32/ 100 000) (12). Bu artisin hastalik prevelansindaki gergcek
artistan c¢ok bildirim ve tani koyma oranlarindaki artistan kaynaklandigi
tahmin edilebilir. Ulkemizde hastalik bildirimlerinin halen yeterli dizeyde
olmadigi dikkate alinirsa, olasilikla gergek bruselloz prevelansi sanildigindan
daha yUksektir. 2004yili Saglik Bakanligi verilerine gore bruselloz morbidite
hizinin en ylksek oldugu iller; Siirt, Van, 13dir, Batman, Ardahan ve Aksaray
olarak bildirilmigtir. Saghk Bakanhgr'na 2005 yilinda Rize ve Bartin illerinden
bruselloz olgusu bildirilmemistir. Turkiye’de brusellozun yilhk mortalite hizi
milyonda 0,01 olarak bildirilmigtir. Tlrkiye’de hastalik etkeni olarak en sik
izole edilen tir B.melitensis’tir (36). insanlar arasinda brusellozun belirli bir
bolgeye yayilmasi, o yoredeki hayvancilikla yakindan iligkilidir. Bir ulkede
hangi hayvan turl fazla ise insanlar arasinda da o tipin infeksiyonlar
¢ogunluktadir.1982-1986 yillari arasinda Turkiye’de bazi illerde yapilan
Bruselloz vakalari g¢alismasinda en fazla odagin, en fazla koyun ve kegci

populasyonuna sahip olan Konya ilinde oldugu gértlmustur.(15)

8.1 Bulagsma Sekli:

Pastorize edilmemis hayvan sutlerinin ve sut Urunlerinin  taketimi,
dinyadaki vakalarin ¢gogunun nedenini olusturmaktadir. Mesleki enfeksiyon
(cogunlukla veterinerler, klinik ¢alisanlari, laboratuvar arastirici ve ureticileri,
mezbaha calisanlari) primer olarak respiratuvar, konjunktival ve deri yoluyla
bulasmaktadir (12).

Brucella insan vicuduna birgok yoldan girebilir. Bulagsmanin en sik
goruldugu yol hastaligin endemik dogasina ve bir eradikasyon programi olup

olmamasina gore degisir. A.B.D. gibi bazi Ulkelerde brucelloz bir meslek
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hastaligi gibi dusunulirken Suudi Arabistan’da hastalik riski sadece mesleki
onem tasimamaktadir.

Oral Yol: Gastrik sivi Brucella turlerine bakterisid etkilidir. Antiasit
kullananlarda gastrik sivi bakterisid etki gosteremediginde, bulagsma
oldugunda hastaliga daha kolay yakalanir. Taze, pastorize edilmemis sut ve
sut drunlerinin  tuketimi  endemik Ulkelerde hastaligin baglica gegis
kaynagidir. Geleneksel olarak karaciger, et veya kan gibi diger hayvansal
besinler bazi bdlgelerde ¢i§ tlketildiginden infeksiyonun ana kaynagini
olusturur. Suudi Arabistan’da koyun veya keginin kesildigi sirada
karacigerinin yenmesine sik rastlanmaktadir.

Solunum Yolu: Endemik bolgelerde solunum yoluyla Brucella
bulagsmasinin en onemli nedeni geleneksel hayvan bakicihgidir. Kirsal
kesimlerde insanlarin bahgelerinde et ve sut gereksinimlerini karsilamak igin
hayvan besledikleri sik gorulir. Koyun ve kegi genellikle ev hayvani olarak
goérulur ve c¢ocuklarin bu hayvanlarla oynamasina, yakin temasta
bulunmasina izin verilir. inhalasyon yoluyla bulas, ¢oban, hayvan bakicisi,
ciftci, ciftik c¢alisanlari kasap, mezbaha c¢alisanlari, veteriner ve
yardimcilarinda sk goérllir.  inhalasyon vyoluyla bulag laboratuar
¢alisanlarinda da sik gorulir.

Kutanoz Yol: Mezbaha caliganlarinda deriden hastaligin bulagsmasi sik
gorulur. Eldiven giymeden infekte hayvanlarla ¢alisan veteriner ve ciftcilerin
el derisinde lokal alerjik reaksiyonlar gorulur ve infeksiyon deri ile temas
sonucu meydana gelebilmektedir.

Konjunktival Yol: Brucella asisinin yanhglkla goéze sigramasi hastaligi
bulastirmaktadir. ilkin oftalmik daha sonra sistemik bruselloz geligir.

Otoinokulasyon: Asilama sirasinda kisi enfeksiyonu kendine
bulastirabilir.

Kan Transfliizyonu ve Kemik iligi Transplantasyonu: Bakteriyemisi olan
subklinik bruselloz hastalarinin kan vermesi hastaligi bulastirmasina neden
olur. Benzer sekilde kemik iligi transplantasyonunu izleyerek infeksiyon
bulasabilir. ilag bagimlilari ortak igne kullandidi igin de hastaligi bu yolla

bulastirabilmektedir.
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Transplasental Gegis: Aktif brusellozu olan anne g¢ocuguna plasental
yolla veya dogumundan sonra hastaligi bulastirabilir. Mikroorganizma
plasenta, fetus ve diger dlsik materyalinden izole edilebilmektedir.

Cinsel Yolla Gegis: 1907 yilinda hastaligin cinsel temasla gectigi deney
hayvanlarinda gosterilmistir. Yakin zamanda insan semeninden Brucella
izole edilmistir. Cinsel temasla bulas insandan insana hastaligin bulastigi
gOsterilen tek yoldur.

Anne Sutuyle Gegis: Aktif brusellozu olan bir anne bebegine sut
verirken hastaligi bulagtirabilmektedir. Anne sutu, bazi hastalarda mastit
olsun veya olmasin Brucella acgisindan kuiltirde pozitif bulunmustur.

B.melitensis anne sutlyle en sik bulasan tardur. (10)

8.2 Korunma

insanlarin brusellozdan korunmasi dogrudan dogruya 6zellikle koyun,
keci, sigir ve domuz gibi evcil hayvanlarin kontroli ve eradikasyonu ile
ilgilidir. Risk altindaki personelin (mezbaha iscileri, et paketleyicileri,
laborantlar, veterinerler ve hayvan bakicilari) eldiven ve tum kollarini 6rten
giysiler giymeleri ve gozluk takmalari gerekmektedir. Sutlerin pastdérizasyonu;
taze peynir ve krema yagi imalatinin onlenmesi onemlidir. Etlerin iyice
pisirimeden yenmemesi gerekmektedir. Endemik bolgelerde hayvan idrari ile
kirlenmis sebzelerden de bulas olabilecegi dusunulmeli ve sebzelerin
dezenfekte edildikten sonra veya pigirilerek tiketilmesine ¢alisiimalidir. Taze
peynir yapiminda son peynirlerin yeterince tuzlanmasi ve en az iki ay
bekletildikten sonra yenmesi onerilir. Bruselloz kuskulu Kigilerin cinsel temasi
yasaklanmalidir. Bruselloz olgularinin mutlaka Saglik Bakanligr'na ihbar
edilerek o bdlgenin bruselloz yoninden genis incelemesinin  yapilmasi

saglanmaldir (37).
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9 TANI

9.1 Laboratuar tani:

Bruselloz tanisi, tibbi oykl, klinikk muayene, rutin hematolojik ve
biyokimyasal laboratuvar testleri, radyolojik arastirma ve en énemlisi Brucella
spesifik kaltirl, serolojik ve molekller testleri iceren cgesitli yaklasim
kombinasyonlarini gerektirmektedir. Bruselloz tanisi igin kullanilan rutin
hematolojik arastirmalar, esas olarak tam kan sayimi, eritrosit edimentasyon
hizi, karaciger fonksiyon testleridir. Genellikle bu testlerdeki bulgular
bruselloz tanisi i¢in spesifik degildir, degiskendir ve diger bazi hastaliklarla

diizeyleri artabilir. insan bruselloz tanisinda temel olan spesifik testlerdir.

9.2 Kiiltur:

Kaltur pozitifligi kesin tani olarak degerlendirilir ve bruselloz tanisinda
altin standart olarak kabul edilir. Antimikrobial duyarliik ve sus
tiplendirmesinin  gergeklesmesi ¢ok dénemlidir. islemin sonucu ve hizi
uygulanan kultir yéntemine, klinik 6rnegin c¢esidine ve hacmine baglidir.
Konvansiyonel ybéntem olan bifazik Ruiz-Castaneda siseleri uzun bir
inkiibasyon suresine ihtiya¢c duyar (6 hafta) ve akut olgularda pozitif sonug
degiskendir (%40-90). Kronik, fokal ve komplike olgularda ise %5-20'dir.
Otomatize surekli monitorize kan Kkualtirt sistemleri, 6rnegin Bactec
(BDDiagnostics, Sparks, MD, Amerika Birlesik Devletleri) ve BacTAlert
(bioMerieux, Durham, NC, Amerika Birlesik Devletleri) konvansiyonel kan
kaltart yontemlerine gore daha yuksek pozitif sonuglar verir ve bakteriyel
uremenin saptanmasinin daha erken dénemde olmasini saglar (genellikle bir
hafta icinde). Kemik iligi kilturlerinin sonuglar periferik kan kultiriine gore
%15-20 daha ylksek oranda sonug¢ verir. Ender olarak pozitif serolojik
testlerin yoklugunda bazi hastalarda pozitif kan kultirt sonucu gértlmektedir
(38).
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Brucella spp. kolonileri ¢esitli klinik érneklerden, Kanli veya cikolata
agarda, 24-48 saat aerobik inkibasyonla veya 5-10 % C,O’li ortamda 37°C
da uretilir. Patojenin identifikasyonu birkag test ile mimkindur, bunlar; Gram-
negatif kokobasil oldugunun goésterilmesi, pozitif oksidaz ve katalaz testleri ve
Brucella spesifik antiserumuyla pozitif aglutinasyon reaksiyonudur. isolatin
karakterize edilmesi ve belirlenmesi, 6zellesmis iyi donanimli, konvansiyonel
biyokimyasal, metabolik, boya ve faj testleriyle mimkundur. Bunlar riskli ve
tehlikeli testlerdir ve uygulamasi ¢ok uzun zaman almaktadir. Brucella
izolatlarinin alt tiplerinin belirlenmesi igin kullanilan ¢esitli molekuler
yontemler daha guvenlidir ve sonuglari da daha iyidir ve konvansiyonal

yontemlerin yerini almaktadirlar (39).

9.3 Brucella serolojik testleri:

Brusellozun laboratuvar tanisinda serolojik testler, en genis Olgude
guvenilir testlerdir. Brusellozu olan hastalarin arastirimasinda in-house ve
ticari serolojik testler kullaniimaktadir. Standardize referans antijen
olmadigindan, antijenin kullanildigi kaynagin test sonucuna etki edebilecegi
unutulmamaldir. Ayrica B. canis ve B. ovis’e karsi gelisen antikorlarin

saptanmasi major dis membran protein antijenlerini gerektirir.

9.3.1. Rose Bengal lam aglutinasyon testi:

Bu test serum ile Rose Bengal boyasiyla boyanmig, bitlin B. abortus
hldcresi suspansiyonunun aglutinasyon reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu
antijen lam aglitinasyon testinde en guvenilir olandir. Kullanilan diger ticari
antijenlerin kaynagina bagli olarak degisken test sonuglari alinabilir. Bu testin
uygulanmasi kolaydir, hizli (5-10 dakika) ve akut brusellozda iyi sonuglar

vermektedir.
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9.3.2. Serum (standart) agliitinasyon testi (SAT):

Bu testin yaklasik yiz yil dnce (1897) bulunmasina ragmen bruselloz
serolojik tanisinda kosetasi olarak kalmistir. Test bilinen standardize
hacimde Brucella hicre solusyonunun, 1:20'den 1:1280’e kadar ¢ift kat
serum dilusyonlar ile uygulanir. Suspansiyon karisimi 37°C de 24 saat
inkube edilir.ve gorsel olarak tuplerin dibindeki aglutinasyon degerlendirilir.
Aglutinasyonun goruldugu en yuksek serum dilisyonu titre degeri olarak
kabul edilir. Ticari hticre suspansiyonlari kalitede ¢ok degiskenlik gosterirler
ve bu yuzden pozitif ve negatif serum ile kalite kontroli yapilmahdir. SAT

total Brucella antikorunu Olger (Ig G, Ig M,ve Ig A).

9.3.3. Mikroagliitinasyon testi (MAT):

Bu test aslinda SAT testinin, U ve V tabanli mikrotitre plaklariyla
uygulanan minyatlr bir seklidir. SAT testine gbére avantaji ¢cok daha klguk
hacimde serum ve antijen kullanir ve ayrica ayni anda birden fazla 6rnegin

degerlendirmesini yapar.

9.3.4. indirekt Coombs (antihuman globiilin) testi:

Coombs testi, SAT testinin devamidir. inkomplet, blokan, nonaglitine
IgG’lerin saptanmasi i¢in kullanilir. Standardize anti-human globulin (anti
IgG) eklenerek aglitinasyondaki bu aksaklik giderilir ve STA testindeki gibi
degerlendirilir (41).

Brucellacapt testi (Vircell, Granada, Spain): imminocapture
aglutinasyon teknigine dayanan bir testtir ve bir adimda, aglutine olmayan
IgG ve IgA antikorlarini aglitine antikorlar kadar iyi bir sekilde saptar.
Coombs testine degerli bir alternatiftir. Benzer sensitivite ve spesifite
gostermesine kargin daha hizli olmasi ve daha kolay gerceklestirilebilir (42).
Son yillarda geligtirilmis olan bir hemaglutinasyon yodntemidir. Kuyucuklar

insan kaynakh IgG, IgM ve IgA antikorlarina karsi antikorlarla (Coombs
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antikorlari) kaphdir. Kuyucuklarda sulandirilan hasta serumu Uzerine boyali
B.abortus antijeni damlatiir ve 24 saat 37 de inkUbasyon sonrasinda
reaksiyon dedgerlendirilir. Brucella’'ya karsi olugan her Ug¢ antikoru ve blokan
antikorlar da tespit ettigi icin saptadidi titreler STA ve Coombs ydntemine
gore daha yuksek, duyarllik ve 6zgullugi de bu yontemlere gore daha
fazladir. Bu yontemde tUim Brucella’'ya karsi olusan (6zellikle S-LPS)
antikorlar bulunmaktadir Orduna ve arkadaslari Brucellacapt ve Coombs
testlerinin duyarliigini, esik titresi 1/160 olarak alindiginda sirasiyla %95.1 ve
%91.4, 6zgullugunu ise %81.5 ve %96.2 olarak bildirmis; esik titresi 1/320
olarak alindiginda duyarlihgin sirasiyla %91.5 ve %82.9, 6zgullugun ise
%97 .4 ve %100 oldugunu ifade etmislerdir (43).

9.3.5. Enzim Immuno assay (EIA) testi:

Komplike, kronik ve fokal olgularda, diger testler negatifse ve yuksek
klinik stiphe varsa EIA tercih edilir. Ylksek sensitivite ve spesifite ile hizlica
(4-6h) total ve ayri olarak spesifik immunoglobulunleri (IgG, IgA, IgM) saptar
(44). EIA Brucella turlerine karsi gelisen antikorlarin gdsterilmesinde en
duyarh yontemdir. EIA testinde kullanilan antijenler: B. abortus hicreleri, diiz
LPS, B. abortus’un salt-extracted proteini, B. melitensis’e 6zgun hapten
polisakkaritleri, B. melitensis’in dis membran proteini, B. abortus ve B.ovis
sitoplazmik proteini. Bazi arastirmacilara goére EIA, kronik brusellozun
tanisinda ilk tercih edilmesi gereken yontemdir. Maalesef kronik brusellozun
kabul edilmis bir tarifi henlz yoktur. EIA ile belirlenen antikorlarin aktif ve
inaktif hastaligi ayirt etmede kullanilabilecegine ait bir kanit yoktur. insan
brusellozunun tanisi icin ve bilimsel ¢alismalarda dnemli yer sahibidir (10).
Hastaligin baglangicinda 6zgul Ig M, GgunclU haftadan sonra ise 6zgul Ig G
antikorlari serumda saptanabilir. ELISA ydntemi akut ve kronik bruselloz
tanisinda immunoglobdlin siniflarinin profilini veren, hizli, duyarli, 6zgul ve

guvenilir bir ydontemdir ve genis kitlelerin taranmasinda uygundur (45, 46).
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9.3.6. Indirekt florasan antikor testi:

Tum B. abortus ve B. melitensis antijenleri iceren suspansiyonun
aseton direngli slaytlar Uzerine fiske edilmesini icerir. iki kat serum
dilusyonlariyla hazirlanir ve 1gG, IgA ve IgM antikorlari tespit edilebilir. Hizi
bir testtir ancak degerlendirme subijektiftir (44). Ig A yI saptamada basarisiz
olabilir, ve farkh Ureticilerden elde edilen antijenlerin reaksiyonlari farkhlik

gOsterebilir (47),

9.3.7. immiinokromatografik lateral flow Yontemi:

Bu testin uygulanabilmesi icin nitroseliloz ve antijen igeren plastik
kompozit strip kullanilir. Brucella spesifik IgG ve IgM test sonuglari 10-15
dakika sonra go6zle okunur, antijen ve kontrol gizgilerinin test penceresinde
degerlendiriimesiyle pozitif veya negatif sonuca varilir. Endemik ve kirsal
alanda, salginlarda tarama amaciyla kullanilir. Basit, hizli, uygulamasi ve

okumasi kolaydir. Sensitivitesi ve spesifitesi (>%90) yuksektir (48).

9.3.8. Molekiiler testler:

Brucellozis laboratuar tanisinda, molekuler bazli gelismis teknolojiye
dayal testler kullaniimaktadir. Klinik érneklerden Brucella’'nin saptanabilmesi
igin konvansiyonal PCR ve real-time PCR kullanima girmistir. identifikasyon,
tedavi takibi, saptanan Brucella spp’nin identifikasyonunda kullaniimaktadir.
Bu testlerin duyarhliklar ve 6zgulliklerin genig bir araliktadir; duyarhliklarinda
%50’den %100’e, 6zgullerinde %60’dan % 98’e kadar farkh sonuglar elde
edilmistir. Molekuler testler, brusellozlu hastalarin arastiriimasi igin iyi bir
potansiyele  sahiptirler ancak rutin laboratuvar testlerinin  icine
girebilmelerinden once gecerlilik ve guvenilirlik elde edebilmeleri amaciyla
daha ileri standardizasyon ve optimizasyon gereklidir (49,50).
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10 TEDAVI

Brucella intraselltler bir bakteri oldugu igin tedavisinde, hucre ici etkili
ve sinerjizmi olan antibiotik kombinasyonlari tercih edilmelidir. Bruselloz
tedavisinde tercih edilen antibiotikler; tetrasiklin, doksisiklin, streptomisin,
rifampisin,  ko-trimaksazol, kinolonlar, seftriakson, kloramfenikol ve
makrolidlerdir (51, 52).

10.1 Tetrasiklinler

Brucella turlerine karsi guglu in vitro aktiviteye sahiptirler. Tetrasiklinler
minimum inhibisyon konsantrasyon degerinin dusuk olmasi, aktivitelerinin
yuksek olmasi ve intraselliler penetrasyonlarinin ¢ok iyi olmasi sebebiyle
tedavide ilk secilecek antibiyotiklerdir. Doksisiklin, tetrasiklinler igerisinde
yagda en fazla ¢6ziinen yapida olmasi, ginde iki doz kullanim kolayhdi, kan-
beyin bariyerini en iyi gegebilen tetrasiklin grubu olmasi ve Idkositler icine
daha fazla nifuz edebilmesi sebebiyle tercih edilmektedir. Gebelerde ve
sekiz yasin altindaki cocuklarda (dislerde kalici sari lekelenmelere yol

acmasi nedeniyle) kullaniimazlar (53, 54).

10.2 Aminoglikozitler

Aminoglikozitler Brucella bakterilerine karsi orta derecede aktiviteye
sahiptirler. Brusellozda Uzerinde en fazla ¢alisma yapilan aminoglikozit
streptomisindir. Lokomotor sistem tutulumu olan vakalarda streptomisin daha
etkili bulunmustur. Doksisiklin + rifampisin ile doksisiklin + streptomisin
kombinasyonlarinin karsilastirildigi bir calismada her iki rejimin de 45 gun
sureyle uygulandiginda esdeger etkinlikte oldugu saptanmig, ancak
doksisiklin + streptomisin kombinasyonun spondilit gibi komplikasyonu olan
vakalarda daha etkili oldugu bildirilmistir (55, ,56).

10.3 Trimetoprim/Sulfametoksazol
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Brusellozlu gebe ve sekiz yas altindaki ¢ocuklarda tercih edilen, ancak
tek basina kullanildiginda %40-50’ye varan nuks orani bildirilen bu nedenle

kombinasyon seklinde kullaniimasi gereken bir ilagtir (57).

10.4 Rifampisin

Rifampisin hlcre igine ¢ok iyi penetre olup, yuksek anti-Brucella aktivite
gosterir.  Tek basina kullanildiginda %2-10 oraninda basarisizlik
saptanmigtir. Bu nedenle doksisiklin veya trimetoprim/sulfametoksazol ile

kombine edilerek kullanilir. Gebelerde ve ¢ocuklarda kullanilabilir (57).

10.5 Fluorokinolonlar

Son vyillarda bruselloz tedavisinde kinolonlarin kullanimi gundeme
gelmistir. Kinolonlar, oral biyoyaralanimlarinin iyi olmasi, yuksek doku
konsantrasyonlarina ulagsmalari, hdcre igine penetrasyonlari ve in vitro
Brucella spp’ye etkili olmalari nedeniyle bruselloz tedavisinde ilgi ¢eken
antimikrobiyal ajanlar arasinda yer almislardir. Siprofloksasin ve ofloksasin,

bruselloz tedavisinde etkili bulunan kinolonlarin baginda gelir (57).

10.6 Sefalosporinler

Birinci ve ikinci kusak sefalosporinler Brucella kodkenlerine etkisi
bulunurken, Uguncl kusak sefalosporinlerden sefotaksim, seftriakson ve
seftizoksim in vitro etkili ajanlardir. in vitro Brucella tirlerine en etkili
sefalosporin seftriaksondur. Seftriakson, noérobruselloz vakalarinda ve
gebelerde kombine tedavide tercih edilen antimikrobiyal ajanlardan biridir
(58).
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lll. GEREG VE YONTEM

Nisan 2009-Haziran 2010 tarihleri arasinda, hasta yogunlugu fazla olan
izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Manisa Devlet Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklari Poliklinik ve Kliniklerinden bruselloz klinik 6n tanili
hastalar ¢alismaya alindi. Tibbi muayene ve tetkikleri yapilarak ¢alismaya
alinan her hasta icin tani formu olusturuldu (ek), hastalar, hastalik surelerine
gbre vyaygin olarak kullanilan sekliyle akut, subakut, kronik olarak
siniflandinidi (bir relaps vakasi g¢alismaya alinmadi). Her hastadan 7-8 ml
vendz kan alindi ve galigilmak Uzere uygun transport sartlarinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Seroloji
Laboratuvar’na getirildi. Kanlar serumlarina ayrilarak, tim serumlardan
Brucella S99 susunun kullanildigi RB ve SAT (Wright Testi) testleri
(Seromed, Istanbul, Tirkiye) Uretici firma énerileri dogrultusunda calisildi.
Serolojik olarak bruselloz tanisi igin, SAT testi = 1/160 titre olmasi sarti
arandi ve bunu saglayan toplan 92 hasta serumu galismaya alindi. Negatif
olan 2 hasta serumuna blokan antikorlari ve/veya prezon fenomenini
gidermek tzere Cooms testi uygulandi (59). Ayni zamanda tim serumlardan
0.05 M 2-ME kullanilarak 2-ME testi ¢ahgildi (60). 2-ME testi titresinin, SAT
testi titresine gore azalmasi, IgM antikorlar varligr yoninden olumlu kabul
edildi. S6z konusu tim testlerin degerlendirmesi en az iki mikrobiyologun
g6zlemiyle gergeklestirildi. Serumlar daha sonra EIA ve IgG avidite testlerini
calismak Uzere ependorf tuplerinde -20°C’a kaldirildi. Hasta drneklerinin
toplanmasi tamamlanmasindan sonra tum serumlarda, EIA yontemiyle anti

brusella IgM, 1gG ve IgA antikorlari arandi. Ticari EIA kitler ve cihazi (Radim,
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Roma, lItalya) Uretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda kullanilarak testler
gerceklestirildi. Sonuglar hesaplanan esik (cut-off) degerlerine gore pozitif ve
negatif olarak tespit edildi. SAT testleriyle ¢elisen EIA test sonuglarinda, hem
STA testleri, hem EIA testleri tekrar edildi.

Avidite testi Hedman ve Rousseau’'nun tanimladigi “8M Ure
denaturasyonu” yontemi temel alinarak gergeklestirildi (8). 1gG antikorlar
pozitif olan 78 hasta serumuna yukarida s6z konusu olan ayni EIA anti
brusella IgG kiti ve cihazi kullanilarak, ayni prosedirle IgG avidite testi
uygulandi. Serumlar 1/100 oraninda dilue edilerek, her birinden bir gift
kuyucuga dagitildi. ilk inkiibasyon ve yikamadan sonra, mikro kuyucuklardaki
her serum ciftinden birine 100 ul 8 M Ure, digerine ise ayni miktarda fosfat
tampon solusyonu eklendi ve 5 dakika inkube edildi. Yikanmadan sonraki
asamalar Uretici firmanin Oneriler dogrultusunda 1gG EIA testindeki gibi
gerceklestirildi ve 450 nm’de tum kuyucuklarin absorbansi dlguldu. Avidite
indeksi yluzde olarak asagidaki formule gére hesaplandi:

IgG avidite indeksi (Ai)=Ure uygulanmis mikrokuyucuklarin absorbansi /

ure uygulanmamig mikrokuyucuklarin absorbansi X 100

Al esik degeri %40, disuk aviditeli antikorlarin yiiksek aviditeli
antikorlara déntsimu (olgunlagmasi) icin gerekli stre 6 ay olarak alindi (1, 5)

Elde edilen bulgular, SPSS v15 istatistik programi (SPSS Inc. Chicago,
IL, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak, avidite testlerinin
degerlendiriimesi icin Pearson Ki Kare Testi ve, diger serolojik testlerin
uyumun degerlendiriimesi igcin McNemar Testi (kappa degeri) uygulandi.
istatistiksel anlamlilik siniri P <0.05 kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Calismaya ortalama yasi 39.2 olan 23 ile 68 yas arasinda, 45'i erkek
(%48.9), 47’si kadin (%51.1) olan toplam 92 hasta alindi. Bruselloz tanisi igin
SAT testinin = 1/160 titre sarti arandi ve 1/160 ile 1/1280 arasinda degdisen
titrelerde alindi.  Hastalar surelerine
siniflandirildiginda 92 hastanin 42’si (%45.7) akut, 40’1 (%43.5) subakut ve

10'u (%10.9) kronik gruptaydi. Tum hastalara uygulanan SAT disindaki

sonuglar semptomlarin gore

testlerin, bruselloz surelerine gore siniflandiriimis gruplardaki dagilimi tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1: Tum hastalar uygulanan SAT disindaki testlerin bruselloz tiplerine

gore dagilimi.
AKUT SUBAKUT KRONIK TOPLAM
n=42 (45.7)* n=40 (43.5)** | n=10 (10.9)** n=92 (100)**
RB (%)* 39 (92.9) 39 (97.5) 10 (100) 88 (95.7)
IgM (%)* 32 (76.2) 16 (40) 3 (30) 51 (55.4)
IgA (%)* 29 (69) 26 (65) 9 (90) 64 (69.6)
IgG (%)* 32 (76.2) 36 (90) 10 (100) 78 (84.8)

*Klinik tiplerdeki orani

**Toplamdaki orani

SAT ile RB arasindaki uyum %95.7 bulundu. Hastalarin 4’inde (%4.3)
ise EIA negatifti. EIA Klinik

degerlendirildiginde sadece IgM antikorlari akut déonem bruselloz ile anlamli

testlerinin  hepsi testleri tiplere gore

derecede ligkili tespit edildi (P=0.02). EIA testleri ikiserli kombinasyonlar
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seklinde ele alindiginda, ikili antikor testleri ile klinik gruplar arasinda
istatistiksel bir iliski olusturacak yeterlilikte degildi.

Hastalarin 53’Gnun (%57.6) SAT titresi 1/160’d1 ve en buyluk orani
olusturmaktaydi. 1/160 SAT titresinde pozitiflik tespit edilen serumlarda, tim

immunoglobulinler en yuksek oranda tespit edildi (Tablo 2).

Tablo 2: Titrelere gére SAT testi sonuglari ve RB ve EIA testlerinin

pozitifliklerinin SAT titrelerine gore dagilimi

SAT
1/160 1/320 1/640 1/1280 TOPLAM
n=53 (57.6)** | n=22 (23.9)** | n=8 (8.7)* | n=9 (9.8)** | N=92 (100)**
RB (%)* | 49 (92.5) 22 (100) 8 (100) 9 (100) 88 (95.7)
IgM (%)* | 24 (47.1) 12 (54.5) 6 (75) 9 (100) 51 (55.4)
I9A (%)* | 30 (56.6) 17 (77.3) 8 (100) 9 (100) 64 (69.6)
19G (%)* | 44 (83) 20 (90.9) 6 (75) 8 (88.9) 78 (84.8)

*Titredeki orani

**Toplamdaki orani

2-ME testinin etkinligini degderlendirmek icin, 2-ME testi titreleri, SAT
titreleriyle karsilastirildi. Titre azalmasi olan hastalarin sayisi
Um hastalarda SAT testine gore saptanan titrelerde, 2-ME testinde

saptanan poztilifliklerin titresi g6z 6ntne alindi.

Tum serumlarda c¢alisilan 2-ME testi ile toplam 55 hastada (%59.8),
SAT testine gére daha disuk titrede pozitiflik tespit edildi. 2-ME testinin 1gG
ile iligkisi degerlendirildiginde, toplam 78 IgG pozitif hastanin 72’sinde
(%92.3) 2-ME pozitifti. Toplam 51 IgM pozitif hastanin 46’sinda (%90.2) titre
dususu tespit edildi. 2-ME ve EIA IgM testlerinin uyumlulugu %84.8 olarak

hesaplandi.
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Tablo 3: 2-ME ile IgM’nin kargilastiriimasi

IgM
Pozitif Negatif TOPLAM (%)**
2-ME Pozitif 46 (90,2) 9 (22) 55 (59.8)
titre disusi Negatif 5(9.8) 32(78) 37 (40.2)
TOPLAM (%)** 51 (55.4) 41 (44.6) 92 (100)

*IgM’deki orani

**Toplamdaki orani

Uygulanan IgG avidite testinde, IgG pozitif olan toplan 78 hastanin 35’i
(%44.9) dusik Al, 43'U (%55.1) yiksek Al'ne sahipti. 78 hastanin 40’inda
(%51.3) hem IgG, hem de IgM pozitifligi mevcuttu. 1gG avidite olgunlagma
suresini 6 ay, Al icin esit degeri (dusuk ve yukse avidite ayirimi) %40 olarak
aldigimizda, esik deger ile olgunlasma suresi arasinda istatistiksel bir iligki
tespit edilmedi (P=0.465). Al esik degeri %45, %50, %55 aldigimizda, P
degerleri sirasiyla 0.190, 0.035 ve 0.050 olarak hesaplandi. Avidite
olgunlasma sureleri birer ay artirilarak yapilan analizlerde de anlamli bir
istatistiksel uyum tespit edilemedi. istatistiksel anlamlilik sinirina en yakin
olarak (P=0.035), avidite icin olgunlasma suresinin 6 ay, Al esik degerinin
%50 oldugu ¢alismamizda ortaya konuldu (Tablo 4).

Tablo 4: Farkli Al’lerin hastalik sirelerine gore dagihmi

HASTALIK SURESI
<6 ay >6ay TOPLAM (%)**
Al %40 (%)* Dustik 27 (77.1) 8 (22.9) 35 (44.9
Yiksek 30 (69.8) 13 (30.2) 43 (55.1)
Al %45 (%)* Dustik 39 (78) 11 (22) 50 (64.1)
Yiiksek 18 (64.3) 10 (35.7) 28 (35.9)
Al %50 (%)* Dustik 46 (79.3) 12 (20.7) 58 (74.4)
Yiksek 11 (55) 9 (45) 20 (25.6)
Al %55 (%)* Disuk 51 (77.3) 15 (22.7) 66 (84.6)
Yiksek 6 (50) 6 (50) 12 (15.4)

*Al’deki orani

**Toplamdaki orani
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V. TARTISMA

Bruselloz hastaliginin kesin tanisi, etken bakterinin izolasyonuyla
konulmakta ve tanida da altin standart olarak kabul edilmektedir. Kan
kalturinde bakteri izolasyonu %10-70 degistigi bildiriimektedir (62). Kaltirde
ornegin kemik iliginden alinmasi, bakteri sayisinin bu dokuda yuksek olmasi
nedeniyle, izolasyon sansini artirmaktadir ancak rutin olarak bu 6rnegin
alinmasi da mimkin degildir. izolasyon siiresi de ¢ok degisiken
olabilmektedir ve bu sire 4 haftayi gegebilmesi mimkindir. Otomatize kultir
sistemlerinde bu sure 1 haftaya kadar inmektedir.

Bugtin, brusellozun rutin laboratuvar tanisi serolojiye dayanmaktadir. ilk
basamakta RB ve SAT (gerektiginde Coombs testi) ve EIA testleri Glkemizde
ve dinyada en sik kullanilan rutin serolojk testlerdir. Calismamizda SAT testi
= 1/160 olan 92 hastanin 88’'inde RB testi pozitif bulundu. RB testini SAT ile
%95.7’lik uyumuyla, kullanim kolayhdi, sonug verme suresi, ucuzlugu dikkate
alindiginda mikemmel bir tarama testi oldugunu ortaya koymaktadir ve
sonuglarina buyuk oranda guvenilebilecegini gostermektedir. Bu konuda
yapilmis calismalarda farkh sonuclar alinmakla birlikte, genellikle SAT
sonuglariyla yapilan kargilagtirmalarda sonuglarimiza yakin degerler elde
edilmistir (63). RB testi icin %100’luk duyarlilik sonuglari bildiren ¢alismalar
da mevcuttur (64, 65). RB testi dakikalar icinde sonug verirken, SAT testi igin
24 saat gerekliligi hatta negatif sonuglarda Coombs uygulanmasi zorunlulugu
bu sureyi 48 saate c¢ikarabilmektedir. Ayrica diger dnemli bir dezavantaj
deg@erlendirmenin subjektif olusudur, yanlis sonuglara zemin hazirlayabilir. Bu

iki olumsuz 6zelligi ile EIA gibi hizli ve objektif testlerde giderilmistir.

33



Semptomlarinin surelerine gore siniflandiriimis hasta grubunda EIA
testleri tek tek ele alindiginda, sadece kronik donemde tek bir immuanglobulin
(IgG) basarli sekilde ve SAT ile %100 uyumlu olarak kullanilabilecegini
gOstermigtir. Kronik donemdeki hasta sayisinin 10 tane olmasina ragmen,
benzer sonucu, Mantecon ve arkadaslarinin galismasinda alinmisg, brucelloz
Oykusu bulunan 22 hastada %100 IgG tespit edilmistir (1). Sirmatel ve
arkadaglari ise 92 kronik hasta grubunda IgG oranini %78.2 olarak
bulmustur.(66). Brusellozun endemik oldugu bodlgelerde persistan IgG
pozitiflikleri bu testin tek basina tanida degerini azaltabilir. 1gG akut ve
subakut brusellozlardaki oranlari (sirasiyla %76.2 ve %90) ile IgG’nin hastalik
suresine paralel olarak degerlendirilebilecek bir test oldugunu ortaya
koymaktadir. IgM, EIA test panelinde, bruselloz klinik tiplerle istatiksel anlamli
iligkili olan tek immunoglobulindi (P=0.01). Akut bruselloz tanisinda IgM'’in
kullanilabilecegini gosterildi. Bu sonug EIA ile yapilan birgok calismada da
ortaya konulmustur. De Klerk, akut brusellozun serolojik tanisinda IgM’i “en
duyarl test” olarak bildirmistir (67). Marradon ve arkadaslari, baslangi¢
seviyesindeki brusellozda ylksek seviyede spesifik IgM oldugunu ve IgG ve
IgA’dan daha hizl bir digus gosterdigini ortaya koymuslardi (68). Ariza’nin
gosterdigi bu hizli dusus, sonuglarimizda da goérulmektedir; akut, subakut ve
kronik donemdeki pozitif IgM sayilari sirasiyla 32, 16 ve 3’dur. Akut
brusellozlu hastalarin tamaminda pozitifik s6z konusu olmadigindan tek
basina negatif sonuglari ile akut brusellozun ekarte edilmesi mumkin
degildir. IgG ve IgA akut ve subakut donemlerde tani koydurucu bir 6zellikte
degillerdir. Ancak diger testlerle birlikte ele alinmali, 6zellikle akut ddonemde
IgM negatif oldugu olgularda mutlaka test edilmelidir. IgM ilk haftadan sonra
tespit edilmekte ve birkag hafta sonra IgG ve IgA ortaya ¢cikmaktadir (69). Bu
spesifik immunoglobulinlerin belli ddnemlerde keskin sinirla ayirmak muamkuan
degildir. Aslinda bruselloz gibi kroniklesen bir hastalik i¢in bu ayirrm degeri
de tartigmahdir.

Hastalarin 3’Unde EIA testleri hepsi negatifti. EIA testlerinin performansi
bir cok calismada farkliliklar gostermektedir. Memish ve arkadaslari, SAT
testi igin duyarhligi %95.6, EIA IgG icin %45.6, IgM icin %79 tespit etmistir
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(69). Sisirak EIA IgM duyarhgi igin %64.8, IgG icin %56.1 gibi oldukga dusuk
sonuglar bildirmistir (64). Ulkemizden Sirmatel ve arkadaslari SAT igin
%83.7, EIA IgM igin %61.9, 1gG igin %49.5 duyarlilik bildirmistir (66). Ancak
EIA testleri igin yuksek duyarllik ortaya koyan c¢aligmalarda mevcuttur.
Ornegin Araj ve arkadaglar EIA IgG ve IgM igin %91 ve %100 duyarlhk
bildirmiglerdir. (70). Ciftci ve arkadaslari kan kultarayle karsilastirdiklar
serolojik testlerde, RB, SAT, EIA IgG, IGA ve IgM icgin duyarhlik sonuglarini
sirasiyla, %100, %94.3, %97.1, %94.1, %71.4 hesaplamislardir (71).
Sonuglarimiz EIA testlerinin 6zellikle akut ve subakut donemlerde birlikte
degerlendiriimesi gerektigini, tek bir spesifik immunoglobulinin ile yapilacak
degerlendirmenin yanlis negatifliklere neden olabilecegini gdstermistir.

Ticari EIA testleri icin antijenler cesitli sekillerde (B. abortus yada B.
melitensis’in tim hicre formundan veya proteinlerin, lipopolisakkaritlerin,
hdcrelerin sonik 6zutlerinden) elde edilebilmektedir. Kullanilan bu gesitlilik ve
standardizasyon eksikligi EIA’lerin performansini etkiliyor olabilir.

Anti  Brucella immunoglobulinlerinin  SAT titrelerine goére vyapilan
kargilastirmalarinda, istatistiksel olarak bir baginti tespit edilememekle
birlikte, en ylUksek titre olan 1/1280°'de hemen hemen tim EIA testlerinin
tamamina yakini pozitifti (sadece bir IgG negatif bulundu). IgA ise SAT
testindeki titre artisina paralel olarak artiyor gibiydi ve bu anlamda P degeri
anlamlihk sinirna yakindi (P=0.07). 1/1280 titredeki hastalarda yuksek
antijenik uyariya kargi gelismis oldugundan bu titrede ve bir alt tirede daha
yuksek spesifik antikorlarin tespiti dogaldir. IgM ve 1gG icin ilk iki titredeki
uyumsuzluk ise antijenik uyarinin etkisinin de bagh olarak, IgM’in IgG’ye
donusumu gecikiyor olabilir. Boyle bir gecikmenin mumkun olabilecegini
White vurgulamistir (72). IgA’nin kisa turnover suresi, onun daha uzun sure
tespit edilmesini ve enfeksiyonun baslamasindan sonraki haftalarda daha
istikrarl olarak tespit edilmesini sagladigindan, titrelerde daha uyumlu sonug
vermis olabilir. Bu 6zelliginden dolayr IgA bir ¢ok enfeksiyon igin
persistanligin gostergesi olarak kullaniimaktadir.

2-ME, IgM'’in disulfit baglarini kirarak aglutinin aktivitesi kaybina neden

olmakta ve IgG ve IgM’in birbirinden ayrilmasini saglamaktadir. SAT testi gibi

35



toplam antikor aktivitesinin ortaya konuldugu bir serumda, SAT testi ile
kargilastirilarak, 2-ME testinde titre disusunu ortaya konulmasi IgM varhgini
ortaya koymaktadir. Bu dusus toplam 55 (%59.8) hastada gdéruldu. IgM
sonuglariyla karsilastirildiginda uyumluluk %84.8 olarak bulundu. Bu sonug
2-ME testinin IgM varligini ortaya c¢ikarmada kullanilabilir oldugunu
gOstermektedir. Buchanan, negatif 2-ME testinin kronik bruselloz igin
“kuvvetli kanit” oldugunu sdylemistir (73). Zeytinoglu ve arkadaslari flow
assay ile 50 serumda yaptiklari ¢galismada IgM ile 2-ME arasindaki uyumu,
benzer sekilde %88 olarak hesaplamislardir (74).

Bazi enfeksiyonlarda oldugu gibi brusellozda da IgM uzun sure
serumda pozitiligini devam ettirebilmektedir (75). Enfeksiyonun ilerleyen
zamanlarinda serolojik testlerle, enfeksiyonun simdiki yada gegirilmis
olduguna karar vermek muimkun olmamaktadir. Antikorlarin afinitesinin
olgunlasmasi temeline dayanan IgG avidite testi ile dusuk aviditeli antikorlar,
yuksek aviditeli antikorlardan ayirt edilerek, IgG’nin olgunlagsma suresi (dustk
aviditeden yuksek aviditeye degisim suresi bilindiginden) tahmin edilmektedir
(5). Al bu degisim esigini olusturdugundan, degisim siresiyle birlikte Al
degerinin bilinmesi gerekmektedir. Rubella, sitomegaloviris, toksoplazma
gibi mikroorganizmalar i¢in bu iki deger de ortaya konulmus olmasina
ragmen, Brucella i¢in gorus birligine variimis degerler mevcut degildir. Biz de,
bazi galismalarda kullanilan degerleri aldik ve uyguladik; Al olarak %40,
degisim siiresi olarak 6 ay (5). Elde ettigimiz Al degerleri ile yiiksek aviditiye
sahip hastalar, bize istatistiksel olarak tatmin edici bir 6 aylik hastalik
surecleri ortaya koyamadi. Boyle bir istatistiksel anlamhgi avidite degisim
suresini artirarak elde etme denemeleri de basarisizdi. Ancak Al esigini
beser puan artirarak yaptigimiz analizlerde, Ai %50 olarak aldigimizda, ki-
kare testinde P=0.035 olarak, anlamlilik sinirina en yakin degere ulastik. Al'yi
%55 ¢ikardigimizda ise yenide P de@eri artmaya basladi (P=0.050). Sadece
bu calismamiza gore, avidite olgunlasma siiresi 6 ay, Ai'nin ise %50 kabul
edilmesinin daha uygun olabilecedi kanaatine ulastik. Bu durumda belki, Al
%45-50 arasi da gri zon olarak uygun olabilir. Avidite ¢alismasinda testi

etkileyen diger parametlerin de kontrolli olarak degistiriimesi ve boyle bir
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testin en uygun olarak kriterlerinin belirlenmesi gerekir. Testteki diger iki
degistirilebilir parametre, Ure konsantrasyonu ve Ure uygulama suresidir.
Daha onceki ¢aligmalara gore Ure konsantrasyonun 8M, sureyi ise 5 dakika
uyguladik. Bu konsantrasyonlar ve sureler uygulanacak avidite testine goére
degisiklikler gosterebilmektedir. Ancak henuz Brucelloz igin standardize
edilmis degerler mevcut degildir. Bazi ¢aligmalarda Brucella 1gG avidite testi
icin basarili sonuglar bildirilmistir. Kutlu ve arkadaslari, 118 hastada yaptiklari
calismada, Al %40, olgunlasma siiresini ise 6 ay almiglar ve aralarinda
istatiksel uyum bulmusglardir. Gutierrez ve arkadaslari olgunlasma suresini 6
ay alarak, IgG avidite testinin duyarhligini %70.5, 6zgulliguna %97.7
bulmuslardir (5, 23). Mantegon ve arkadaslari ise Brucella IgG aviditesini,
bruselloz oykusu olan grupta anlamli derecede yuksek bulmus ve brucella
icin IgG avidite testinin gimdiki ve geg¢mis enfekiyonu ayirabilecegini
belirtmistir (1).

IgG avidite calismalari prospektif olarak yapilmasi daha uygundur.
Belirli surelerde serolojik testlerin yapilmasi ve hastaligin klinik olarak takip
edilmesi gerektiginden, hasta ile calisma ekibi arasinda ¢ok iyi bir uyum
gerekmektedir. Laboratuvarda yukarida sozid edilen tUm parametrelerin
kontrolli olarak degistirimesiyle en uygun Al ve avidite déniisimin
belirlenmesi gereklidir. Bdyle bir prospektif avidite ¢calismasi, amacimizin ve

imkanlarimizin diginda kalmigtir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak brusellozun laboratuvar tanisinda -genis bir perspektifen
bakildiginda- mukemmel bir test mevcut degildir. RB testi ¢cok uygun bir
tarama testi olarak 6nemi korumaktadir. SAT testi, ucuzlugu, kolayhdi ve
yuksek duyarhligi ve o6zgullugu ile ozellikle brusellozun endemik oldugu
bdlgelerde hala en gecerli test oldugunu duastnuyoruz. EIA yontemine gore
sure dezavantaji mutlak bir degerlendirmeyle dogru gibi gérinse de, ¢ok
yogun hasta sirkilasyonunun olmadigi laboratuvarlarda, hastalarin
biriktirilerek calisildigi EIA testlerine gore daha kullanigh olabilmektedir.
Elbette deneyimli personelin varligi 6nem arz etmektedir.

EIA ile spesifik U¢ antikorun taranarak, bruselloz tanisinda EIA’nin
bagaril olarak kullanilmasi imkan vermektedir. Ozellikle akut ddnemde IgM’in
ortaya konulmasi laboratuvarin bu klinik tipi onaylamasi olarak
degerlendirmek mumkindir. Ayni sekilde IgG’nin kronik dénemdeki varhigi
da ayni deg@ere sahip olabilir. Bu iki antikorun ayriminda 2-ME testi, yeterli
sonuglar Uretebilen, ucuz ve pratik bir testtir.

IgG avidite testinin gelistirimesi ve standardize edilmesi halinde,
bruselloz klinigine o6nemli katki saglayabilir, bunun igin prospektif

arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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VIl. OZET

Bu calismamizin amaci, 6n tanisi konmus farkli klinik formlardaki (akut,
subakut, kronik) bruselloz hastalarinda, rutin olarak kullanilan serolojik
testleri (Rose Bengal [RB], standart alUtinasyon testi [SAT], enzim immuno
assay [EIA] icin IgM, IgA, 1gG), 2-merkaptoetanol [2-ME]) karsilastirmak ve
IgG avidite testini uygulayarak sonugclarini degerlendirmekti. SAT testi 2
1/160 titre olan 92 hasta ¢alismaya alindi ve yukaridaki tim testler uygulandi.
EIA-IgG pozitif olan 78 hastada ise IgG avidite testi yapildi. RB testi 88
(%95.7) hastada pozitif bulundu. EIA-IgM ile akut bruselloz arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki bulundu. 2-ME testinde, 55 (%59.8) hastada,
SAT testine gore titre dususu tespit edildi ve IgM arasindaki uyum %84.8
olarak hesaplandi. IgG Avidite testinde kullanilan %40 avidite indeksi (Al) ile
avidite olgulasma suresi (6 ay) arasinda istatistiksel fark bulunamadi, ancak
Al %50 alindiginda istatistiksel anlamlilik sinirina yakin bir deger elde edildi
(P=0.035). Calismamiz sonucunda brusellozun serolojik tanisinda RB ve
SAT testlerinin uygun ve guvenilir testler oldugu, IgM’in akut brusellozun bir
gOstergesi olabilecegi, IgG’yi tespit etmede EIA kadar 2-ME’inde
kullanilabilecedi ve IgG avidite testinin standardize edilmesi gerektigi

sonucuna varildi.
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VIII.ABSTRACT

THE EVALUATION OF SEROLOGICAL TESTS FOR DIAGNOSIS OF
BRUCELLOSIS

The aim of this study was to compare the serological tests (Rose
Bengal [RB], the standard agglutination test [SAT], the enzyme immuno
assay [EIA] for IgM, IgA, IgG), 2-mercaptoethanol [2-ME]) which are used
routinely for the patients who had pre-diagnosis in different clinical forms of
brusellosis (acute, subacute, chronic) and apply IgG avidity test and evaluate
its results. Ninety two patients with SAT titers = 1/160 enrolled and applied all
tests mentioned before. IgG avidity test was performed for 78 patients in
whom EIA-IgG was positive. RB test was positive for 88 (95,7 %) patients. It
was found a statistically significant association between EIA-IgM and acute
brusellosis. The reduction in titre in the 2-ME compared with SAT was found
for 55 (59.8%) patients and the agreement with IgM was calculated as
84.8%. It was not found a statistically difference between 40% avidity index
(Al) used in IgG avidity test and avidity maturation period (6 months),
however, when Al was taken as 50%, it was obtained a value (P=0.035)
which was close to statistically significance threshold. It was concluded that
RB and SAT tests are suitable and reliable in the serological diagnosis of
brusellosis and, IgM can be an indicator of acute brusellosis and, 2-ME can
be used as EIA in diagnosing IgG and IgG avidity test needs to be

standardized.
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HASTA FORMU

“Bruselloz tanisinda serolojik testlerin degerlendirilmesi” galismasi

Dr. Sibel EL

ADI SOYAD

MESLEKX:

TARIH YAS: SINSIYET. -

TANI:
Siireye gore tan

Semptomlarin baglamasindan sonra, devam eden sireye gdre;
Akut bruselloz: <2 ay

Subakut bruselloz: 2-12 ay

Kronik bruselloz: > 12 ay

Relaps: tedaviden sonra hastaligin tekrarlamasi

.- Jd Akut bruselloz O Subakut bruselloz O Kronik bruselloz
O Bruselloz relaps O

Fokallorgan tutuluma gére tani (varise): Tl ...

HASTALIK SURESI: ... Jay

KLIiNIK SEMPTOM VE BULGULAR:

O Yiksek ates (>38°C) O Terleme O Basagnst O Halsizlik «~Eklem agnsi

stahsizik O Kilo kaybr - Miyalii O Artralji 0O Abdaminal agr
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kek O Kadin

L, Oksirtk O Lenfadenopati [0 Hepatomegali O Splenomegali O Artrit

RADYOLOJIK TANI:

MIKROBIYOLOJIK TANI

Rose Bengal testi-,.. +) 0O (-) Write testi: O ‘i/.t‘ © uusyonda (+) O ()

Kiltir: {7 O() Q...

LABORATUVAR BULGULARI:

# RP - OlgM O 1gG O IgA 0 Cs 0C,
Yiksek eritrosit sedimentasyon hizi .

O Lokopeni 0 Anemi O Trombositopeni 07 ..o

O ] 0O ..

TEMAS 8YKUSU:

O Mesleki O Hayvanlarla Sutvesutarinleriyle O ...........oo..ooo

iMMON SISTEMI BOZAN HASTALIKLAR:

O Diyabet 0O Malignensi [0 Nétropeni O ..................... [ TR



