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1.GIRIS VE AMAC

Insan bruselozunun laboratuvar tamisinda kullanilan ELISA (IgM ve IgG) ve aglutinasyon
testlerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilmis olan 6n ¢alismada 04.07.2012-29.08.2013 tarihleri
arasinda laboratuvarimiza brusella serolojisi istegiyle gelen ornekler incelenerek; RB pozitif
bulunan ornekler (84 6rnek) agliitinasyon testlerinin yaninda ELISA IgM ve IgG testleriyle de
calisildi. RB testi referans olarak kabul edildiginde, ELISA IgG, IgM ve IgG ve/veya IgM
testlerinin duyarlhilig1 sirasiyla; % 70, % 39, % 80 oraninda bulundu. Sadece RB pozitif hastalar
incelendiginden 6zgilliik karsilastirilmasi yapilamadi. Bu amagla 17.06.2013-29.08.2013 tarihleri
arasinda laboratuvarimiza brusella serolojisi istegiyle gelen 658 6rnek, RB, agliitinasyon testleri ve
ELISA IgG ve IgM ile ¢alisildi. Bunun sonucunda, 30 6rnekte antikor testlerinden en az biri pozitif
bulundu. RB pozitif bulunan 21 6rnek, SWT > 1/80 olan 14 6rnek, IgG pozitif olan 20, IgM pozitif
olan 16 6rnek bulundu. RB negatif olup IgG ve/veya IgM pozitif olan 9 6rnek bulundu. RB testi
referans kabul edildiginde ELISA IgG, IgM ve IgG ve/veya IgM testlerinin duyarliligi
sirastyla; %71, %57, % 100, ozgiilliikkleri sirasiyla; %99, %99, % 99, pozitif prediktif degerleri
(PPD) sirasiyla; % 75, % 55, % 70, negatif prediktif degerleri (NPD) sirasiyla; % 99, % 99, %100
olarak bulundu. SWT referans test olarak alindiginda ELISA IgG, 1gM ve IgG ve/veya IgM
testlerinin duyarlilig1 sirasiyla; % 64, % 71, % 100, o6zgiilliikleri sirasiyla % 98, % 99, % 98, pozitif
prediktif degerleri (PPD) sirasiyla; % 45, % 63, % 43, negatif prediktif degerleri (NPD)
strastyla; %99, % 99, %100 olarak bulundu. Bu veriler Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi
tarafindan 2013 yilinda diizenlenen 2. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi’'nde poster (PS239)
olarak sunuldu (1). RB negatif olup IgG ve/veya IgM pozitif olan 9 hasta RB referans kabul
edildiginde yalanci pozitif gibi goziikmektedir. Ancak RB testinin yalanci negatif olabilecegi de goz
onlinde bulundurulmalidir. Yalanci negatif sonuglar, enfeksiyonun erken ve ge¢ donemlerinde
ortaya ¢ikar. B. abortus, B. melitensis ve B. suis’in antijenik benzerligi nedeniyle bu kdkenlere karsi
olusan antikorlar da bu test ile saptanabilir. B. canis ve B. ovis enfeksiyonlarinda reaksiyon
olusmaz. Baz1 Yersinia, Vibrio, Campylobacter, Francisella, E. coli ve Pseudomonas
enfeksiyonlarinda ¢apraz reaksiyon veren antikor olusumuna bagli olarak yalanci pozitiflikler
gozlenebilir. SWT <1/80 olan hastalarin 6’s1 IgM pozitif, 11°1 IgG pozitif, 15’1 IgG ve/veya IgM
pozitif bulunmustur. SWT testi de blokan antikorlarlardan etkilenebileceginden AHG ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi bilinmektedir. Bu baglamda ELISA testinin yalanci pozitifligi mi, yoksa
SWT testinin yalanci negatifligi mi ayrimini 1yi yapmak gerekir. Hastaligin erken donemlerinde,
bagisiklik-yanitsizligr durumlarinda, prezon ve antibiyotik tedavisi alan hastalarda yanls negatif
sonuclar olabilir. Sonu¢ olarak ELISA ile duyarliligi artirmak icin IgM ve IgG testi birlikte
kullanilmalidir. Hastalar1 dogru degerlendirmek icin klinik bilgi ve izlem gereklidir. Agliitinasyon
testlerinin dogrulugu AHG testi ile birlikte degerlendirilmelidir. Bu amagla RB testi, SWT, 2ME
testi, AHG’li agliitinasyon testi, ELISA IgG ve IgM testi ve AHG’li jel testin birlikte caligilacagi
prospektif bir calisma planlandi. Elde edilen verilerle, 6rnek akisina ve laboratuvar calisma
kosullarina uygun bir laboratuvar tani algoritmasi 6nerilmesi amaglandi.

Bu amacla caligmaya katilacak hastalar i¢in bilgilendirilmis goniillii onam formu (Form 1)
hazirlanarak Etik kurula bagvuru yapildi. Etik kurul onayr 13-12.1/8 karar no ile 07.01.2014
tarthinde alinarak ¢alismaya baslandi.



Form 1: Bilgilendirilmis goniillii onam formu.

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!!!
Bu calismaya katilmak tizere davet edilmis bulunmaktasiiz.Bu ¢alismada yer almay1 kabul etmeden
once calismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararimizi bu bilgilendirme sonrasi
Ozgilirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz,
sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

‘CALISMANIN AMACI NEDiR? :
Bruselloz koyun, keci, sigir, manda ve domuz gibi hayvanlarin siit/siit iiriinleri, viicut sivilar1 veya enfekte hayvanin gebelik:
imateryali ile insanlara bulasabilen bir hastaliktir. Hastalik titreme, ates, kas ve eklem agrilar1 ile seyreder . Hastaliga brusella:
‘cinsi bakteriler neden olur.
‘Bruselloz tanisi, hastanin sikayetleri ve laboratuvar testlerinin birlikte degerlendirilmesiyle konulmaktadir. Hastalarin her:
zaman karakteristik sikayetlerinin olmamasi, klinik olarak farkli formlarinin bulunmasi nedeniyle tamida gii¢liiklerle:
karsilasilmaktadir. Mikrobiyolojik laboratuvar tanisinda, brusella bakterisinin iiretilmesi ve bakteriye karst olusan antikor!
testleri kullanilir. Bu testlerin kullanimi ve yorumlanmasinda sikintilar olabilmektedir. Rutinde kullanilan antikor testlerine:
(agliitinasyon, Rose Bengal gibi) ek olarak yeni yontemler gelistirilmistir. (ELISA ile Brusella IgM ve Brusella IgG , jel testi:
‘gibi). Bu testlerin birbirleriyle karsilastirilmasi ve degerlendirilmesine ihtiyag vardir. Bu amagla; bruselloz 6n tanili hastalarin:
kanlarindan laboratuvarimizda rutin olarak calisilan (Rose Bengal Testi, Standart Wright Testi, 2 Merkaptoetanol Testi ve:
éAnti Human Globulin Testi) ile birlikte diger testlerin (EIA Brusella IgG antikorlari, EIA Brusella IgM antikorlar1 ve:
‘Coombs’lu jel test) ¢alisilarak degerlendirilmesi amaglanmistir. :

EKATILMA KOSULLARI NEDiR? :
:‘Bu calismaya dahil edilebilmeniz i¢in klinisyen tarafindanbrusella enfeksiyonu ge¢irdiginiz distiniilmeli ve istenen tetkikler:
'sonucunda brusella enfeksiyonu geg¢irdiginize karar verilmelidir. :

ENASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR? :
‘Hastanemize bagvuranbruselloz siipheli hastalardan,klinisyen tarafindan rutin olarak gerekli olan tetkikler istenecek ve bununé
icin kan alinacaktir. Alinan kandan istenen tetkiklerin bir kismi (rutin olarak ¢alisilan testler) 48 saat i¢inde bir kismi da (rutin:
‘olarak ¢alisilmayan testler) biriktirilerek toplu halde ¢alisilacaktir. :
Sizden fazladan kan alinmayacaktir. Gerektiginde tekrarlamak i¢in serumlar -20 C’ deki derin dondurucuda galisma sonuna:
kadar saklanacaktir. :

‘SORUMLULUKLARIM NEDIR?

‘Arastirma ile ilgili olarakyapilmasi gereken tetkiklere izin vermekdisinda herhangi bir sorumlulugunuz yoktur.
KATILIMCI SAYISI NEDiR?

‘Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 yaklasik 100 “diir.

'KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR? :
‘Bu arastirma yaklasik 18 ay siirecektir. Hastalardan kan alindiktan sonra klinisyen gerekli goriirse kontrole ¢agirilacaktir.:
iBunun disinda ¢calismamiz 6zelinde ayrica ¢agrilmaniza gerek yoktur. :

ECALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIiR?
Buarastirma ile tan1 duyarlhilig: arttirtlabilir ve bu ¢alismadan ¢ikarilan sonuglar baska insanlarin yararina kullanilabilir.

‘CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDiR?

‘Gerekli tetkikler i¢in kan alinacaktir. Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir.
‘Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir. Olas1 bir soruna karsi gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

;DiGER TEDAVILER NELERDIR?
Bu taninin tedavisinde gerekli rutin tedaviler uygulanacaktir.

'HERHANGI BIiR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK KiMDEDIR VE NE:
YAPILACAKTIR? :
1Bu ¢alismanin getirecegi ek bir zarar gorme durumu s6z konusu degildir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR iCiN KiMi ARAMALIYIM?
no’lu telefondan Dr. EMINE EMEL KOCMAN’a basvurabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
‘Calismanin getirdigi masraflar, size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa
odetllmeyecektlr :

'CALISMAYA KATILMAM NEDENiYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?



: ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM DURUMUNDA NE :
 YAPMAM GEREKIR? E
Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay: reddedebilirsiniz; reddetme veya '
. durumunda bile sonraki bakimimiz garanti altina alinacaktir. :

! KATILMAMA iLiSKIiN BILGILER KONUSUNDA GiZLiLiK SAGLANABILECEK MiDiR? :
. Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, :
ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. :
: Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz. :

Calismaya Katilma Onay1:

: Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren 3 sayfalik metni :
: okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tim
agiklamalar ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli :
: zaman tanindi. Bu kosullar altinda,bana ait tibbi bilgilerin gbézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda :
: aragtirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski :
. olmaksizin biiyiik bir goniilliiliikk igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklari :
: kaybetmeyecegimi biliyorum. :

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyast bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI
ADI & SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN VELI VEYA VASININ IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR ARASTIRMACININ iIMZASI

ADI &

SOYADI EMINE EMEL KOCMAN

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH




2.GENEL BiLGIiLER
2.1.TARIHCE

Bruselloz ile ilgili ilk kayitlarda bu hastalik degisik isimlerle anmilmistir. 1800’1 yillarda,
Akdeniz atesi, Malta atesi, Gibraltar atesi, Kirim atesi, Kibris atesi, mide atesi (gastric remitttent
fever), Bang hastalig1 gibi isimler verilmistir. Ingiliz askeri literatiiriinde “Kolordu Hastalig1”
(Corps Disease) olarakta isimlendirilmistir. Baslangigta yukaridaki isimlerle anilan bu hastalik,
1913 yilindan itibaren ondiilan ates (undulent fever) ismiyle anilmaya baglanmistir. Hastaligi
olusturan etkenlerin 1920 yilinda Brucelleae ailesi ismi altinda toplanmasindan sonra, 1940 yilindan
itibaren gliniimiize kadar ve halen bu hastalik ‘Bruselloz’ adi ile isimlendirilmektedir (2-7).

Bruselloz, tarihin en eski hastaliklarindan biridir. Misirda yapilan kazilarda elde edilen ve M.O.
750 yillarna ait olan kemiklerin tekrar incelenmesinde; brusellozda sik rastlanilan komplikasyonlar
olan sakroileit ve diger kemik lezyonlarina rastlanildigi belirtilmektedir (8).

Insan brusellozu klinik tanimlamasinda askeri hekimlik ¢ok 6nemli rol oynamustir. Bu giinkii
tarihi bilgilerimizin biiyiik bir kismi Ingiliz askeri hekimlerinin gozlemlerine ve kayitlarina
dayanmaktadir. ingiliz askeri Doktor Jeffrey Allen Marston ilk Malta atesi ile 1861 yilinda
karsilagsmis klinik gozlemlerini ve istatistiksel analiz raporlarini olusturmustur. Marston’un Malta
atesini diger Akdeniz ateslerinden ayiran ilk hekim oldugu kabul edilmektedir (5,7,9).

David Bruce 1884 yilinda mikroskobik incelemeler yaparak Malta atesinin etiyolojisini ortaya
koymustur. David Bruce daha sonra 1893 yilinda organizmaya, Malta’nin Roma donemi ismine
esinlenerek, Melita (Bal adas1) “Micrococcus melitensis” adin verdi (5,10,11).

Malta’da 1904 yilinda Akdeniz Atesi Komisyonu kurulmus olup, bu komisyon iiyeleri arasinda
David Bruce ve Maltali Doktor T. Zammit’te yer almaktadir.

Resim 1: Akdeniz atesi komisyon

°% : _ iiyeleri (1904).
8 i On sira: Binbas1 J. C. McNaught,
' : : Dr. J. W. Eyre, David Bruce,

‘ Binbasi T. McCulloch, Cerrah F. H.
A. Clayton,
Arka sira: Dr. T. Zammit, Yiizbag1 J.
Crawford Kennedy, Binbag1 J. C.
Weir (12).
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S.S. Joshua Nicholson isimli ticaret gemisi Agustos 1905 tarihinde bir giin Malta’dan
Amerika’ya gotiirmek lizere 65 siit kecisi gemiye almislardir. Miirettebat sefer esnasinda keci
siitlinii ¢ig olarak tiikketmisler ve biitiin miirettebatin Malta atesine yakalandigi belirtilmistir
(hastaligin ¢ig siit ile gectigini gésteren 6nemli bir gdzlemdir) (5).

Ik defa 1895 yilinda Kopenhag’da Professor B. Bang sigirlarda diisiik yapan etkenin kiiciik bir
basil oldugunu gorerek, buna Bacillus abortus ismini vermistir.



Jacob Traum 1914 yilinda diisiik yapan domuzun fetusundan aym sekilde kiiciik bir bakteri
izole ederek buna Bacterium abortus suis ismini vermistir. Nihayet Alice Catherine Evans (1881-
1975), insanlarda ondiilan ates yapan bakteri ile sigirlarda diisiik yapan bakterinin yakin iligkisini
ortaya koymus ve ayni cinsten oldugunu ifade etmistir (7). 1920’lerde bu bakteriler yeniden David
Bruce’un adina atfen “brusella” ad1 altinda ve onun tiirleri B. melitensis, B. abortus ve B. suis olarak
isimlendirildi.

1956 yilinda koglardan epididimit yapan bir brusella tiirii daha izole edildi ve Brucella ovis
olarak isimlendirildi. 1957 yilinda sigandan izole edilen brusella tiirii Brucella neotomae olarak
isimlendirildi. 1964 yilinda ise L.E. Carmichael kopeklerde diisiik yapan brusella tiiriinii izole etti
ve Brucella canis olarak isimlendirildi (2,13).

Brusella genusu, uzun dekatlar boyunca 6 tiir olarak bilinmekteydi. 1990’11 yillarda deniz
memelilerinde farkl tiirlerin izole edilmesi taksonomiyi degistirmistir (14). B. ceti, dominant olarak
yunuslardan izole edilmistir. Yeni kdkenlerden bir digeri B. microti olup, Orta Avrupa’da kirmizi
tilkiler ara konakgisidir (15).

Son bilgilere gore brusella tiirleri ve hayvan konaklar1 Tablo 1°de 6zetlenmektedir (15-16).

Tablo 1: Brusella cinsi bakteriler, konak hayvanlar ve insanlarda en sik hastalik olusturanlar

Brusella tiirleri Konak hayvan Insan brusellozu

B. melitensis Koyun, keg¢i, deve En sik insan enfeksiyonu

B. abortus Sigir, bufalo, deve, bizon Ikinci siklikla insan enfeksiyonu

B. suis Evcil domuz, yabani ayi, ren geyigi, kemiriciler | Artan insan enfeksiyonu

B. canis Kopekler Artan sayisa insan enfeksiyonu raporu
B. ovis Koyun Rapor edilmedi

B. neotomae Kemiriciler Rapor edilmedi

B. ceti Yunus baligi, kopek baligi, balina Norobruselloz, spondilit, lab enfeksiyonu
B. pinnpedialis Fok baligi Rapor edilmedi

B. microti Kirmiz: tilki, tarla faresi Rapor edilmedi

B. inopinate Bilinmiyor Az sayida vaka
2.2.EPIDEMIYOLOJI

Bruselloz diinyanin en 6nemli zoonotik hastaliklarindan biridir. Diinyada her yil 500 000 yeni
insan bruselozunun olmasi hastaligin veterinerlik boyutunu asarak, ciddi tibbi ve sosyo ekonomik
problemlere neden oldugunu gdstermektedir (8). Hastaligin bir diger boyutu laboratuvar kazanimli
bir hastalik olmasidir. Hastaligin cografi dagilimi her yil yeni ve farkli bir sekilde ortaya ¢ikan
epidemiyolojik odaklara gore degisiklik gostermektedir. Hastaligin ekolojisinin de degismesi bu
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epidemiyolojik degisime bir nedendir. Ornegin, Brucella ceti ve B. pinnipedialis gibi iki yeni
brusella tiirliniin saptanmis olmasi, bu hastaligin deniz memelilerinde de var oldugu gostermistir.
Yeni tiirlerin yaninda; gogler, yolculuklar, savaslar, iilkelerin siyasi yap1 degisiklikleri hastaligin
farkl1 cografik bolgelerde karsimiza ¢ikmasina neden olmustur (18). Son yillarda balkan
iilkelerindeki bruselloz salginlar1 bu degisime bir 6rnektir. Hayvan brusellozu énlenmeden, insan
brusellozunun 6nlenemeyecegi bilinmektedir. Hayvanlarin asilamasinda kullanilan birgok as1 basari
ile kullanilmakla birlikte, giiniimiizde insan brusellozunu 6nlemeye yonelik mevcut bir as1 yoktur.

2.2.1.BULASMA YOLLARI

Insana bulasma, enfekte hayvanlarin pastorize edilmeyen iiriinlerinin (siit, krema, tereyag, taze
peynir, dondurma ) yenmesi, enfekte hayvanlarla direkt temas ya da sekresyonlarina deri yolu ya da
konjonktival yolla temas1 ile olur (2). Siit, bruselloz bulagimindan temel sorumlu besindir. Et
iirlinleri bruselloz i¢in ¢ok nadiren kaynak olustururlar. Cig et tiiketim oranlarinin diisiik olmasinin
yaninda kas dokusu i¢indeki mikrorganizma sayisinin ¢ok diisiik olmasi bu durumdan sorumludur.
Gastrik asit brusella tiirlerine kars1 bakterisidal etkilidir. Anti asit kullananlarda gastrik asit inhibe
oldugundan; bulasma oldugunda hastaliga daha kolay yakalanilir. inhalasyon yoluyla bulas coban,
hayvan bakicisi, ciftei, ¢iftlik ¢alisanlari, kasap, mezbaha calisanlari, veteriner ve yardimcilarinda
stk goriiliir. Brusella bakterilerinin  kiiltiirleri ile ugrasan laboratuvar personeli bu
mikoorganizmalara aerosollerle ya da uygun laboratuvar dnlemlerinin alinmamasi sonucu maruz
kalabilirler. Bruselloz tiim laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin %2’den fazlasini olusturmaktadir
(19). Ozellikle veterinerlerin hayvan asilamalarinda kullandiklar1 canli B. abortus 19 kokenine
konjonktival ya da perkiitan yolla (otoinokiilasyon) maruz kalmalar1 bu meslek grubu i¢in dnemli
bulasma yolunu olusturmaktadir. Insandan insana bulasma, ¢ok nadir olarak kan ya da kemik iligi
nakli veya cinsel yolla olabilmektedir. Aktif brusellozu olan anneden bebege gecis plasental yolla
ve anne siitiiyle olabilmektedir. Literatiirde bu konuda olgu bildirimleri seklinde sunumlar vardir
(20,21).

2.2.2.DUNYADAKI DAGILIMI

Diinya iizerindeki insidans, 100 000°de <0,03 ile 160 arasinda degismektedir (18). Insidans
iilkeden {ilkeye, bolgeden bolgeye gore degiskenlik gostermektedir. Tiirler arasinda da degiskenlik
s0z konusudur. B. abortus, Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D) ve Kuzey Avrupa’da, B. melitensis,
Latin Amerika ve Akdeniz iilkelerinde daha yaygin goriilen tiirlerdir. Diinya iizerinde Peru, Kuveyt,
Suudi Arabistan gibi iilkeler, bruselloz i¢in hiperendemik bolgelerdir (22).

Bruselloz i¢in siirekli degisen bir epidemiyolojik degisim s6z konusudur. Bu degisiklikler cogu
kez sanitasyon kosullari, sosyoekonomik degisiklikler, politik nedenlerle birlikte biiyiik ol¢iide
artan seyahatlere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Orta Asya ve Orta Dogu iilkeleri, insan brusellozu
icin yeni odaklar olarak belirlenmistir. S1gir brusellozunun (B. abortus) eradike edildigi; Avustralya,
Kanada, Kibris, Danimarka, Finlandiya, Norveg, Isve¢ ve Ingiltere gibi iilkelerde son yillarda yeni
bruselloz olgusuna rastlanmamistir. Akdeniz tlkeleri, Orta Avrupa, Kuzey ve Dogu Afrika, Orta
Asya, Meksika ve Giliney Amerika {ilkelerinde hastalik olduk¢a yaygindir (Resim 2).

Diinyada endemik bdlgelerde bildirilen bruselloz insidansi yiiz binde <0.01 ile >200 arasinda
degismektedir (23). Ulkemizde bruselloz insidansi yiiz binde 26, Iran'da 24, Irak'ta 28 ve diinyanin
en yliksek insidansina sahip olan Suriye’de yiiz binde 161 ile ciddi bir halk sagligi sorunudur.
Ancak gercek insidansin yanlis tan1 ve eksik bildirime bagli olarak bildirilenden 25 kat daha fazla
oldugu tahmin edilmektedir (23).
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Resim 2: insan brusellozunun Diinya’daki dagilimi (insidans - 1/1000 000) (24).

Annual incidence of brucellosis
per 1000 000 population

I =500

[ 50-500 cases

N 10-50

] 2-10

M <2

[ Possibily endemic, no data
[ Non-endemic/no data

2.2.3.TURKIYE’DE BRUSELLOZ

Tiirkiye’de sinirli ulasilabilen kaynaklarin incelenmesi bize Malta atesinin ilk defa 1915 yilinda
saptandigini isaret etmektedir. (4,25).

Tiirkiye’de ilk defa 1930 yilinda ¢ikan Umumi Hifzissithha Kanunu’n (Kanun Numarasi: 1593,
Resmi Gazete Yayimlandigi tarih: 06.05.1930, Resmi Gazete Sayisi: 1489) 57°inci maddesine gore
“Malta hummasi1” ihbar1 zorunlu hastaliklar arasina alinmistir (17,25).

Veterinerlik hizmetleri agisindan ise, bruselloz ilk defa 1937 yilinda Hayvan Saglik Zabitasi
Kanunu kapsamina alinmis ve ihbar1 zorunlu hastalik haline getirilmistir. T.C. Tarim ve Orman
Bakanlhig1 Veteriner Isleri Genel Miidiirliigii 1984 yilinda “Tiirkiye Bruselloz Miicadelesi Projesi”
hazirlamis ve uygulamaya koyulmustur. Bu projenin halen devam ettigi ifade edilmektedir. Bu
proje kapsaminda biitiin bolgelerde koyun ve kegiler Brucella melitensis Rev 1 asisi ile agilanmasi,
sigirlarin ise Brucella abortus S19 ile asilanmasi hedeflenmistir (27).

Ulkemizde bruselloz seroprevalansini belirlemek icin yapilan cesitli ¢alismalarda; Demir ve ark.
(28), Kirsehirde %3, Dabanlioglu ve ark. (29), Erzincan’da %8, Alim ve ark. (30), Sivas’ta %15,
Turhan ve ark. (31), Giindiiz ve ark. (32), Manisa’da % 4 Hatay’da %3, Biike ve ark. (33), %S,
Glines ve ark. (34), %3.6 olarak bildirmislerdir. Bolgesel dagilima gore hastalik siklikla Dogu, Orta
ve Giliney Anadolu’da endemiktir (35). Sonu¢ olarak Tirkiye bruselloz agisindan endemik bir
iilkedir ve seroprevalans %3 ile % 15 arasinda degismektedir.

Hastaligin mevsimsel dagilimina bakacak olursak Cogu olgu bahar ve yaz aylarinda karsimiza
cikmaktadir. Giir ve ark.’nin ¢aligmasinda olgularin %68’inin bu aylarda goriildiigii bildirilmektedir
(36). Diinyada yapilan calismalarda da hastalik Temmuz ayinda pik yaparken en diisiik oranlara
Ocak ayinda rastlanmaktadir. Buzgan ve ark.’nin caligmasinda hastalifin iki fazli bir epidemik pike
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sahip oldugu bildirilmistir. i1k olgulara taze peynir kullaniminin sik oldugu Nisan-May1s aylarinda
rastlanilmig, ardindan ikinci salgin donemine ise bahar aylarinda depolanan peynirlerin tiiketilmeye
baslandig1 Eyliil ayinda rastlanmistir (37).

Bruselloza bagl 6liim oran1 ¢ok diisiiktiir (% 0.1). Oliim daha ¢ok gec tan1 ve tedavi nedeni ile
brusella endokarditi, menenjit veya beyin apsesine baglidir (38). Ulkemizde 2004 yilinda morbidite
hiz1 25.67 (1/100 000), mortalite hiz1 0.03 (1/1000 000) olarak belirlenmistir (Tablo:2 — Sema:1).
Saglik bakanliginin yillik olarak yayinladigi ‘Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii Calisma
Yillig1’ yayinlarinda 2004 yilindan sonra bruselloza yer verilmemistir.

Sema 1: Brusella morbidite ve mortalite Hizlari, Tiirkiye, 1970-2004 (39).

Brusella Morbidite ve Mortalite Hizlar1
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Tablo 2: Brusella vaka ve 6liim sayilari, morbidite ve mortalite hizlari, Tiirkiye, 1970-2004 (40).

YIL VAKA MORBIDITE HIZI | OLUM MORTALITE

YILLAR | ORTASI SAYISI (1/100 000) SAYISI HIZI (1/1000 000)
NUFUS

1970 35.321.000 37 0,1 2 0,06

1971 36.215.000 70 0,19 0 0

1972 37.132.000 63 0,17 1 0,03

1973 38.072.000 84 0,22 0 0

1974 39.036.000 70 0,18 0 0

1975 40.078.000 69 0,17 0 0

1976 40.915.000 | 69 0,17 0 0

1977 41.768.000 | 62 0,15 0 0

1978 42.640.000 | 72 0,17 0 0

1979 43.530.000 | 157 0,36 0 0

1980 44.438.000 | 186 0,42 0 0

1981 45.540.000 | 438 0,96 1 0,02

1982 46.688.000 676 1,45 1 0,02

1983 47.864.000 618 1,29 1 0,02

1984 49.070.000 | 1.135 2,31 0 0
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1985 50.306.000 1.177 2,34 0 0
1986 51.546.000 1.563 3,03 1 0,02
1987 52.845.000 1.809 3,42 1 0,02
1988 54.176.000 2.356 4,35 1 0,02
1989 57.426.316 3.145 5,48 0 0
1990 57.582.446 5.003 8,69 2 0,03
1991 57.736.288 4.658 8,07 4 0,07
1992 59.088.101 6.197 10,49 0 0
1993 60.384.474 6.795 11,25 2 0,03
1994 61.779.288 8.383 13,57 0 0
1995 63.206.510 8.506 13,46 9 0,14
1996 62.727.000 9.480 15,11 0 0
1997 63.745.000 11.812 18,53 1 0,02
1998 64.786.000 12.330 19,03 0 0
1999 65.819.000 11.462 17,41 3 0,05
2000 67.844.903 10.742 15,83 6 0,09
2001 69.081.716 15.510 22,45 2 0,03
2002 70.415.064 17.765 25,23 1 0,01
2003 71.772.711 14.572 20,3 0 0
2004 71.152.000 18.264 25,67 2 0,03
2.3.ETKEN

Brusella tiirleri, “Rhizobiales” takimindaki Brucellaceae ailesinde Proteobacteria alfa 2 alt
grubunda smiflandirilir. Retikiiloendotelial sistemin fakiiltatif intraseliiler parazitidir. Brusella
tirleri fenotipik ve antijenik 6zelliklerine biyovar (bv) / biyotiplere ayrilmaktadir. B. melitensis’in
i¢, B. abortus’un yedi, B. suis’in bes biyovart bulunurken diger tiirlerin ise birer biyovari
bulunmaktadir (41,42 ,43).

Gram negatif kok, kokobasil veya 0,5-0,7 um eninde, 0,5-1,5 um boyunda kisa ¢omakc¢ik
seklinde olabilmektedir. Bir veya ikili hiicreler, kisa zincirler seklinde bulunabilirler (Resim 3) (44).
In vivo ortamda bakteri hiicre iginde sikica kiimelenmis durumda yasar. Spor veya gercek kapsiil
olusturmazlar. Hareketsizdirler ve flajellalar1 yoktur. Aerobiktirler, zorunlu anaerop kosullarda
ireyemezler ve Ozellikle B. abortus biyovar 1, 2, 3, 4 ve B. ovis gibi baz tiirler tireme kosullar1 i¢in
karbondioksite gereksinim duymaktadir (45,46).

Ozellikle ilk izolasyonda iireme icin aminoasitler, tiamin, biotin, nikotinamid ve pantotenik asit
iceren kompleks besiyerlerine gereksinim duyar. Ureme 20-40 °C 1s1 araliginda gerceklesir fakat
iireme i¢in optimum 1s1 37 °C’dir. Ureme icin optimum pH 6,6 ve 7,4 araligindadir. Kiiltiirlerde
yavas irer, Gram boyasiyla silik boyanirlar. Koloniler kiigiik, konveks, diizgiin, yar1 saydam ve
hafif sar1 renkte, 15181 yansitan S koloniler olarak izlenirler (Resim 4) (47), durduk¢a bazen esmer-
kahverengi renk alir ve cabucak R kolonilere doniisiir. Demir ve manganez gibi eser metaller
iremeleri i¢in gereklidir (45,46).
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Resim 3: Brusella bakterileri, Gram boyama preperatinda Gr - kokobasil olarak goriliir
Resim 4: Brusella bakterileri, kanli agarda  kiigiik, konveks, diizgiin, yar1 saydam ve hafif sari
renkte, 15181 yansitan S koloniler olarak izlenirler.

Tim kokenler katalaz, bazi kokenler ise oksidaz pozitiftir. Bircok koken nitrat rediiktaz
iretmektedir. Siilfiir iceren amino asitlerden H,S olusturma 6zelligi; tiirler ve biyovarlar arasinda
farkliliklar gosterir ve birbirlerinden ayirt edilmeleri isleminde kullanilmaktadir. B abortus (biyovar
5 harig), B. suis biyovar 1 ve B. neotomae H,S olusturur. Proteolitik aktiviteleri zayiftir, jelatini
eritemezler veya eritrositlerde hemoliz yapamazlar. B. suis ve B. canis yiiksek iireaz aktivitesine
sahip olmasma karsin diger tiirlerin bazilarinda iireaz aktivitesi zayiftir. B. ovis’te ise lireaz
aktivitesi yoktur.

Metabolizma oksidatiftir ve enerji aminoasitlerle karbonhidratlardan elde edilir. Bir¢ok kdken
enerji i¢in i-eritritol kullanmaktadir. B. melitensis D-glukoz, i-eritritol, L-alanin, L-asparagine, L-
glutamik asit gibi karbonhidrat ve amino asitleri substrat olarak kullanir. B. abortus ise ek olarak L-
arabinoz, D-galaktoz, D-riboz’u da okside edebilmektedir. B. ovis sadece birkag amino asidi okside
edebilmektedir. B. canis ve B. suis genis bir grup karbonhidrati, amino asidi ve iire siklusu ara
iirtinlerini okside edebilmektedir (45,48,49).

Brusellanin tantimlanmis bir ekzotoksini yoktur, endotoksini de diger Gram negatif bakterilerin
endotoksinleri kadar toksik degildir. Hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarid (LPS) tabakanin
endotoksin aktivitesi bulunur. Ozellikle LPS tabakada yer alan O polisakkarid zinciri bakteri
viriilansinda 6nemli yer tutar. Sitoplazmik, periplazmik ve dis membran yapisal proteinleri (6rn.
Omp25) antijenik 6zellik tasirlar ve bagisiklik sistemi tarafindan taninirlar (6).

Brusella taze siitte 37°C’de birka¢ saat, 8 ©C’de 48 saat yasamimi idame ettirir. Siitiin
dondurulmast veya krema yapimi bakterinin O6lmesine neden olmaz. Siit ve diger hayvansal

proteinlerin kaynatilmas1 (60 °C’de 10 dakika) veya pastdrizasyonu bakterinin 6lmesine neden olur.
Siit eksimeye basladiginda veya peynir laktik asit fermantasyonu ile birlikte olgunlastiginda bakteri
Olmektedir. Peynirin 60-90 giin bekletilerek olgunlasmasi insanlar i¢in giivenlidir (45).

Brusella kokenleri kuruluga oldukca direnglidir. Biyolojik materyellerde 6zellikle diistik 1sida
¢ok uzun siire canli kalabilmektedir. Formaldehid, hipokloriir, iodoforlar, fenol gibi dezenfektanlara
kars1t duyarhdirlar. Pastorizasyonla oliirler ancak sterilizasyon siiresi bakteri sayisina bagli olarak
arttirilmalidir. Antibiyotiklere duyarliliklar cesitlidir. Kokenlerin ¢ogu kloramfenikole, gentamisine,
tetrasiklin ve rifampisine duyarlidir; kotrimoksazole duyarlilik sinirdadir ve rifampisin, ofloksasin
gibi antibiyotiklerle kombine kullanildiginda daha fazla etkilidir (45,49,52).
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Aktif bruselloz meydana getirebilecek minimum doz brusella tiiriine ve bulas yoluna baglidir
(Tablo 3) (50).

Tablo 3: B. melitensis ve B. abortus’un oral ve inhalasyon yoluyla aktif bruselloz meydana
getirebilecek minimum bakteri sayisi.

BAKTERI SAYISI

TUR ORAL INHALASYON
B. melitensis 5000 1300
B. abortus 10° <100
B. suis 10’ <100

2.4.PATOGENEZ

Pastdrize edilmenmis siit ve siit iiriinlerinin tiiketilmesi ile gastrointestinal (GIS) ya da inhalasyon
yoluyla viicuda giren mikroorganizmalar, mukozadan penetrasyonu takiben, fagositler i¢inde ya da
serbest olarak bolgesel lenf nodlarina, dalak, karaciger, kemik iligi gibi diger retiikiiloendotelyal
sistem (RES) organlarina yayilir. Hayvan deneylerinde’nin brusellanin testis, kemik ve tiikiiriik bezi
gibi dokulara da afinitesi oldugu gosterilmistir (51). Bakteri enfekte ettigi dokuda epiteloid hiicreler,
polimorf niiveli l6kositler, lenfositler ve dev hiicrelerden olusan graniilomlar meydana getirir.
Graniilomlar 6zellikle B. abortus i¢in karakteristiktir (52).

Hastalik insan ve hayvanlarda farkli klinik sekillerde ortaya ¢ikar. Insanlarda ondiilan ates ve
halsizlikle seyreden akut, ya da endokardit, spondilit, menenjit, artrit gibi kronik enfeksiyonlara yol
acarken; hayvanlarda esas olarak abortus ya da orsite neden olur. Farelerde ise patojen degildir. Bu
gozlemler brusellanin tiire spesifik bir mikroorganizma oldugunu, farkli konak immiin sistemleri ile
farkli etkilesimde bulundugunu gostermektedir. Karsilastirmali genom analizleri de ortaya
koymustur ki, brusella tiirleri arasinda genetik farkliliklar vardir. Bu farkliliklar, konaga adaptasyon
sirasinda her bir brusella tiiriiniin kendine 6zgiin 6zellikler gostermesine katkida bulunmaktadir (51).

Brusella bakterilerinin en 6nemli 6zelligi, makrofaj i¢inde uzun siire yasama ve c¢ogalma
kabiliyetidir. Bunda konak hiicresi ile etkilesimi 6nemli rol oynamaktadir. Konak-patojen iligkisini,
bakterinin hiicre i¢i yasamimi silirdiirebilmek icin gelistirdigi stratejiler ve konagin savunma
mekanizmalar1 belirlemektedir.

2.4.1.INTRASELULER YASAM

Bruselloz patogenezi temel olarak brusellanin konak hiicresi ig¢inde canliligini siirdiirme ve
cogalma yetenegine dayanmaktadir (53). Hastaligin klinik semptomlari, konaktaki bakteri
replikasyonu ile iliskilidir. Konakta bakteri sayisindaki artis esas olarak bakterinin 6ldiirme
mekanizmalarindan kagabilme ve hiicre icinde ¢ogalabilme kabiliyeti sonucu gerceklesmektedir.
Brusella makrofaj i¢inde yasamayi tercih eden fakiiltatif intraselliiler bir patojendir (53). Makrofaj
icinde bir taraftan konak savunma mekanizmalarindan korunurken, bir taraftan da ¢cogalabilmesi en
onemli oOzelligidir. Bu 06zelligi kronik enfeksiyonlarin gelismesine de zemin hazirlar. Kronik
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enfeksiyonlar ve relapslar brusellozun tipik 6zelliklerinden biri olup bakterinin RES’de intraselliiler
yerlesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (54).

2.4.2.BRUSELLA-KONAK ILiSKiSi

Intraselliiler patojenlerin canliligmn siirdiirmesi, cogalmasi, yayilmas: ve spesifik immiinitenin
olusmasinda belirleyici olan faktor, konak hiicresi ile etkilesimidir. Salmonella, Listeria gibi bazi
patojenler i¢cin bu etkilesim agresiftir ve makrofajlar1 fizyolojik olarak bloke ederek ortadan
kaldirirlar. Mycobacteria, Chlamydia gibi diger intraselliiler patojenler ise daha az agresiftir.
Makrofajlar1 ya hi¢ aktive etmezler ya da bakterisidal aktivitelerini ve immiin aktivasyonlarini
inhibe ederek intraselliiler cogalma i¢in uygun ortam olustururlar. Brusellada daha az agresif bakteri
grubunda yer alir (53). ile Brusella-konak arasindaki iliskinin bir¢ok yonii tam olarak acikliga
kavusturulamamustir (55).

2.4.2.1. BRUSELLANIN MAKROFAJA GIRISi VE REPLIKASYONU

Bakteri makrofaj i¢ine lipid tabakadan girer. Lipid tabaka bozuldugunda ise fagosite edilerek
ortadan kaldirilir. Diger taraftan, bakterinin lipid tabaka ile etkilesime girebilmesi i¢in dig
membraninda diiz (smooth) lipopolisakkarid (LPS) icermesi gerekmektedir. Diiz LPS bakteriyi
makrofajin bakterisidal etkisinden korur. Kaba (rough) LPS iceren bakteriler ise hizla fagosite
edilirler (53).

Brusella lipid tabakadan makrofaj i¢ine girdikten sonra etrafi membranla g¢evrilerek i1 brusella
iceren vakuol (BIV), olusur. BIV hiicre icinde iki yol izleyebilir. Ya endoplazmik retikuluma (ER)
giderek orada replike olur ve canliligini siirdiiriir, ya da endositik yoldan lizozoma giderek fagosite
edilir (Resim 5). Viriilan bakteri hiicreye girdikten hemen sonra olusan erken BIV gecici olarak
erken endozom ile etkilesime girer ve Rab5 proteini, erken endozomal antijen (EEA1), transferrin
reseptorii gibi erken endozomal gostergeleri kazanir. Ancak bu etkilesim c¢ok kisa siirer ve
endozomla fiizyon olugmadan, yaklasik 30 dk. sonra erken endozom gostergeleri kaybolur. Bundan
sonraki asamada BIV hizla lizozom iliskili membran glikoprotein-1 (lysosmal-associated membrane
glycoprotein-1, LAMP-1) gostergesini kazanir, ancak yine endozom ile flizyon ger¢eklesmez. Bu
nonreplikatif ara BIV’de, LAMP-1 yaklasik 4 saat kaldiktan sonra kaybolur. Bu sekilde endositik
yoldan kacan viriilan bakteri endoplazmik retikulum (ER) ile etkilesime girer. Kalretikiilin,
kalneksin gibi ER gostergelerini edinen BIV ile ER arasinda fiizyon gerceklesir. ER i¢inde giivenli
bir ortamda olan, brusella replikatif BiV’de ER-kokenli organeller iireterek c¢ogalir. BIV
matiirasyonunu saglayamayan aviriillan mutantlar ise endositik yoldan kagcamadiklar1 i¢in ER ile
flizyon olusturmada basarili olamazlar ve lizozom tarafindan pargalanarak yok edilirler (Resim 5 —
Resim 6) (53,55,56,57).Viriilan suslarda fagozom-lizozom filizyonunu engelleyen spesifik
mekanizmalar heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamis olmakla birlikte, brusella viriilans
faktorleri arasinda yer alan iki komponentli BvrR/BvrS sistemi ve virB tip IV sekresyon sisteminin
fagozom-lizozom filizyonunu engelledigi gosterilmistir (57-59). Fagozom ig¢inde toplanan
mikroorganizmalar daha sonra diger konak hiicrelerine yayilirlar (51).
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Resim 5: Brusellanin makrofaj igine girisi ve replikasyonu
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Patogenezde en kritik nokta, brusellanin konagin fagositik mekanizmalar1 ile nasil basa ¢ikarak
makrofaj iginde canli kalabilmeyi basardiginin anlasilmasidir. Makrofaj fonksiyonlari proliferasyon,
diferansiyasyon ve apopitozu baslatma kararimi kontrol eden ¢ok sayida sinyalizasyon yollarina
baghdir. Bu yollarin brusella bakterileri tarafindan bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan degisiklikler,
patojenin hiicre i¢inde yasamasini ve diger konak hiicrelerine yayilmasini kolaylastirir (51). Biitiin
bu mekanizmalara ragmen, makrofajlar brusella bakterilerini 6ldiirmede etkili olabilmektedir.
Makrofajlara giren viriilan B. abortus suglarinin ilk birka¢ saatte %80-90’1 oldiiriilmekte, kalan
direngli bakteriler ise makrofaj icinde yasamaya devam etmektedir (57).

2.4.3.VIRULANS FAKTORLERI

Son yillarda genetik tekniklerle brusella genomunun incelenebilmesi, molekiiler diizeyde
brusella viriilans faktorlerinin identifikasyonuna imkan tanimistir. Bakteri genomunun molekiiler
manipiilasyonu ile spesifik ya da random mutantlar iiretilerek aviriilan fenotipler aranmakta ve bu
sekilde viriilans genleri saptanmaktadir. Varsayilan viriilans genleri delesyona ugratildiktan sonra
hiicre dizeleri veya fare modellerinde bakteri virtilansindaki azalma tespit edilmektedir ( 53,55).

2.4.3.1.LIPOPOLISAKKARID

Laktoferrin, lizozim, polimiksin B gibi bakterisidal katyonik peptidlere karsi direnci artirir.
Makrofajlarin yikimina karsi ise oldukga direnclidir (57,59,53,55). Makrofajda proinflamatuar ve
antibakteriyel cevabi dnlemesi nedeniyle LPS brusella viriilansinda kritik bir rol oynar. Boylece
bakterinin makrofaj ile daha az agresif bir yoldan etkilesime girmesini saglar (53).

Brusellanin diiz (smooth) ve kaba (rough) olmak iizere iki fenotipi vardir. Diiz fenotipinde LPS
biitiin oldugu halde kaba fenotipinde O-yan zinciri yoktur (53,56). Vahsi tip (wild-type) brusella
suslarinin ¢ogu diiz fenotipindedir. Kaba fenotipindekiler ise mutant suslardir (Resim 6)
(57,59,53,55).
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Resim 6: Diiz (smooth) ve kaba (rough) brusella fenotiplerinin Hiicre i¢ine giris ve replikasyonu
(62).
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2.4.3.2.VirB TIP IV SEKRESYON SISTEMI (T4SS)

Bakteriyel makromolekiillerin bakteri membranindan enfekte hiicre sitoplazmasina transferinden
sorumlu ¢ok sayida protein kompleksinden olusan bir topluluktur (52). Bakteri tarafindan iletilen bu
makromolekiiller enfekte hiicrenin Oliimiine yol acabildikleri gibi, hiicrede sinyal iletiminde
karisikliga da neden olabilirler. On iki genden olusan virB operonu tarafindan kodlanan virB T4SS,
brusellanin major viriilans faktorlerinden biridir (53). VirB T4SS, brusella igeren fagozomun ER ile
flizyonun gergeklesmesinde, yani fagozomun matiirasyonunda rol almaktadir (59,56). VirB
mutantlar1 endositik yolu by-pass edemedikleri i¢cin ER’da yer alan replikatif bolgeye ulasamadan
lizozom tarafindan pargalanirlar (53,55,57).

2.4.3.3.IKi KOMPONENTLI BVRR/BVRS SIiSTEMIi

Polimiksin B gibi bakterisidal polikatyonlara direng, viriilans, hiicreye invazyon, intraselliiler
replikasyon gibi fonksiyonlarin kontroliinde etkilidir (53,55). Dis membran proteinlerinin (Omps)
kompozisyonunun diizenlenmesinde rol oynar (57). Brusella bvrR ve bvrS mutantlar1 daha az
invazivdir; hiicre i¢inde replikasyon yetenekleri azalmistir; lizozomla fiizyon olusturma egilimleri
ise artmistir. Ayrica bakterisidal katyonik peptidlere daha fazla duyarlidirlar (58).

2.4.3.4.SIKLIK p-1,2 GLUKAN

Bir membran proteini olan siklik B-1,2 glukan, cgs geni tarafindan kodlanan siklik  (1;2)
glukan sentetaz tarafindan sentezlenir (53). Konak hiicre membraninda bulunan lipid tabaka iizerine
etki eder ve fagozom-lizozom fiizyonunu onler (Sekil 3) (55). Cgs delesyonu olan mutant brusella
suslarinda fagozom-lizozom filizyonu gerceklestiginden replike olamazlar ve viriilanslarim
kaybederler (52).

2.4.3.5.SUPEROKSIT DISMUTAZ

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin oksijen ve hidrojen perokside doniisiimiinii
katalize eden bir metalloenzimdir. Fe-Mn igeren sitoplazmik SOD, aerobik metabolizma sonucu
ortaya ¢ikan endojen siiperoksidi detoksifiye eder. Cu-Zn iceren SOD (sodC) ise katalaz ile birlikte
periplazmik bolgede yer alir ve brusellayr konak makrofajlarinda olusan reaktif oksijen
elementlerinden korur (55).
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2.4.3.6.ADENIN VE GUANIN MONOFOSFAT

Adenin ve guanin monofosfat iiretimi, viriilansin O6nemli bir determinantidir. Bunlar
fagolizozom flizyonunu, miyeloperoksidaz-halid sisteminin degraniilasyonu ve aktivasyonunu, TNF
iiretimini inhibe ederek bakteriyi immiin sistemden korurlar (53,55).

2.4.3.7.UREAZ

Mideden gegisi sirasinda B. abortus ve B. suis suslarini korudugu gosterilmistir (65). Insanlarda
enfeksiyonun major bulas yolunun gastrointestinal sistem olmasi sebebiyle 6nemlidir.

Bunlarin disinda, bakteriyi reaktif oksijen elementlerinin toksik etkisinden koruyan sitokrom
oksidaz (cydB), alkil hidroperoksit rediiktaz (ahpC/ahpD) ve nitrik oksit detoksifikasyonunu
saglayan nitrik oksit rediiktaz (norD) gibi viriilans faktorleri de mevcuttur (55).

2.4.4. KONAGIN iMMUN YANITI

Bakteri konaga girdiginde derhal dogal (innate) immiin yanit baglatilir ve makrofajlar harekete
gecerek patojeni ortadan kaldirmaya ¢alisir. Makrofajlar daha sonra immiin sistemin diger
hiicrelerini uyarir. Bunlar arasinda, NK ve T hiicreleri hemen yanit vererek sekonder dogal immiin
yanit1 baslatir ve patojenin konakta yerlesmesini onlemeye calisir (Resim 7). B hiicreleri ve T
hiicreleri gibi diger lenfositlerin ise, daha spesifik ve daha etkili olan adaptif immiin yaniti
baslatmak i¢in daha fazla zamana ihtiyaclar1 vardir ve bu cevabi farkli yollardan (Thl veya Th2)
bagslatirlar. Thl hiicreleri interferon gama ve IL-2, Th2 ise IL-4, IL-5 ve IL-10 salgilar. Fare canli
bakteriyle infeke edildiginde giiclii Th1l yanitt meydana gelir, ancak bakteri 1s1 ile dldiiriilmiis ise,
Th2 yanit1 uyarilmaktadir (66). Sitokin iiretimindeki fark hayvanlarin hastaliktan korunmasi icin
gelistirilmesi diisiintilen asida canli bakteri kullanilmasinin nedenini agiklamaktadir (66,67). Adaptif
immiin yanit, dogal immiin yanit sirasinda verilen sinyallerin etkinligi ile direkt iliskilidir. Konak
immiin yanit1 zayifladiginda patojenin replikasyonu hizla artar ve enfeksiyon siddetlenir (68).

Resim 7: Brusella bakterisine kars1 gelistirilen immun yanit (68).
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2.4.4.1.DOGAL iMMUN YANIT

Dogal immiinite enfeksiyonun erken doneminde gelisen nonspesifik immiin yanittir. Brusella
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enfeksiyonunda ilk asamada bakteri sayisim1 azaltmak ve konakta tip 1 (Thl) spesifik hiicresel
immiin cevabin olusmasi i¢in uygun ortami hazirlamakla gorevlidir. Bakteri insan viicuduna
girdikten sonra makrofajlar ve noétrofiller tarafindan fagosite edilir; ancak, brusella sahip oldugu
cesitli antimikrobiyal direng¢ mekanizmalar1 ile enfeksiyonun erken doneminde nétrofil iginde
yasamini siirdiirebilmeyi basarir. Benzer sekilde, gelistirdigi savunma mekanizmalart ile
makrofajlar tarafindan {iretilen bakterisidal ajanlarin zararli etkilerinden korunur. Bdylece
makrofajlar araciligi ile lenfoid dokulara tasinir (55).

2.4.4.2. ADAPTIF IMMUN YANIT

Brusella enfeksiyonu sirasinda konakta gelisen adaptif immiin cevap 3 grupta toplanabilir: 1)

CD4", CD8" ve vd T hiicreleri tarafindan indiiklenen IFN-y, makrofajlarin bakterisidal
fonksiyonlarini aktive ederek brusellanin hiicre i¢inde yasamasini engeller. i1) Sitotoksik CD8+ ve
vo T hiicreleri enfekte makrofajlar: 6ldiirtir. 111) Th1 tipi antikor izotoplar1 (IgG2a ve 1gG3) patojeni
opsonize ederek fagositozu kolaylastirir (55).

Enfeksiyonun ilerlemesini 6nleyen IFN-y ve IL-2 gibi Thl tipi sitokinler CD8 + T hiicreleri
tarafindan iiretilmektedir (69). yo T hiicrelerin, brusella kokenli molekiiller tarafindan direkt olarak
aktive edildikleri ve makrofaj i¢indeki bakterinin c¢ogalmasim1 kontrol altina aldiklar1 ortaya
konmustur (70-72).

Antikorlarin brusella enfeksiyonuna kars1 temel koruyucu rolleri opsonizasyondur. IgG2a ve
IgG3 brusellozda tespit edilen dominant antikor izotoplaridir ve Thl spesifik hiicresel immiin
yanitin olustugunu gosterirler (72).

2.4.4.3.ANTIKOR OLUSUMU

Hiicre i¢i yerlesim gosteren bakteri immiin sistem tarafindan ortadan kaldirilamazsa temasdan
1-3 hafta sonra bakteriyemiyle birlikte RES’de lokalize olur (41,73). LPS ve internal (cogunlukla
sitozolik) proteinlere kars1 hiimoral immiin yanit, genellikle temastan 1-5 hafta sonra (akut atesli
donemde) saptanmaya baslamaktadir. Bazi olgularda dis membran proteinlerine karsi antikorlar
gelisebilmektedir. Ancak bu antikorlarin koruyucu etkisinin daha az oldugu gosterilmistir (41,73-
76).

Brusellozda S-LPS’ine kars1 IgM ilk haftada belirmeye baslar, takiben ikinci haftada IgG ve
kisa bir siire sonra da IgA saptanabilir diizeylere ulasir. Birkag ay (4 - 8. hafta) icinde IgM ve IgG
antikorlar1 tepe noktaya ulasilir ve antibiyotik tedavisi ile diizeyleri azalir. Spesifik IgM antikor
diizeyi hastaligin baslangicindan yaklasik 3 ay sonra diismeye baslar; ancak IgM diizeyi ve siiresi
oldukca degisken olup bazi olgularda aktif enfeksiyon bulgusu olmadan aylarca-yillarca (=6-24 ay)
saptanabilir diizeylerde kalabilir (61-64). IgG diizeyi tedavi edilmemis olgularda 1 yi1ldan daha uzun
stire yliksek diizeylerde kalmaktadir (70-76).

Tedavi sonunda IgG antikorunda IgM’e gore iyilesme ile uyumlu olarak daha hizl diisiis
goriiliir. IgG’nin hizl diislisti bagarili bir tedavinin gostergesi iken, IgG titresinde diisme olmamasi
veya tekrar yilikselmesi “niiks veya kronik enfeksiyonun” gostergesi olarak kabul edilmektedir
(76,82,83). Uygun tedavi ile IgG diizeylerinin 6. aya kadar ¢ok diisiik diizeylere indigine yonelik
yayinlara ragmen, son yillarda yapilan g¢alismalarda IgG diizeylerinin ¢ok daha uzun siire
saptanabilir diizeylerde (1:160- 320) kaldigini gostermistir (76,77,80,81).

IgG diizeyinde artma veya siirekli olarak yiiksek diizeylerde bulunmasi relaps olmadan RES’de
canl hiicre i¢i veya diger enfeksiyon odaginda bakterinin (fokal enfeksiyon) varligini gosteren bir
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bulgudur (75-77,80). Kronik hastalikta IgG, IgA ile birlikte alt1 aydan uzun siire yiiksek kalabilir.
Ancak bu kriterler kesin degildir; antikor profili her zaman klinik ile uyumlu olmayabilir ve titreler
uzun siire yiiksek diizeylerde kalabilir.

2.4.5.BRUSELLANIN KONAK IMMUN YANITINDAN KACIS MEKANIZMALARI

Bakteri uzun siire intraselliiler yasami siirdiirebilmek i¢in konagin savunma mekanizmalarini
minimal diizeyde aktive ederek fagositik hiicrelerde ¢ogalir (51). Bunu saglamak i¢in de cesitli
taktikler gelistirmistir: 1- Makrofaj apopitozunun inhibisyonu, ii- Tip 1 (TH1) spesifik hiicresel
immiin yanitin baskilanmasi, 1ii- TNF-a iiretiminde azalma.

2.5 KLINIiK

Bruselloz hayvanlarda abortus ve sterilite ile seyreden lokalize bir hastalik iken, insanlarda
birgcok organ veya sistemin tutuldugu, ¢esitli klinik tablolar seklinde goriilen, sistemik bir
enfeksiyon hastaligidir. Hastalik klasik olarak; ates, gece terlemesi, halsizlik, yorgunluk, istahsizlik,
kilo kayb1 ve yaygin kas-eklem agrilar1 gibi nonspesifik belirti ve bulgularla seyreder (17,87-89).

Hastaligin klinik seyri; hastaligin evresine, herhangi bir organ ya da sistem tutulumu varligina,
konagin direncine ve yasina, etken patojenin tiiriine ve viriilansina ve tedavi verilinceye kadar gegen
stireye bagl olarak oldukca degiskendir. Hastaligin inkiibasyon siiresi genellikle 1-5 hafta olup, 3
aya kadar uzayabilir (90,91). Bruselloz baslangi¢c semptomlar1 akut-ani veya sessiz-sinsi olabilir.
Hastalar hekime; 6liime yola agabilen septisemi benzeri akut belirtilerle, subakut veya fokal odak
belirtileri ile veya tliberkiiloza benzeyen kronik belirtilerle basvurabilir (17,87-89).

Hastalar sabahlar1 kendilerini daha iyi hissederler. Giin i¢inde gittik¢e hastalik semptomlari
daha belirgin hale gelir ve cogunlugunda 6gleden sonra iisiime titreme ile yiikselen ates gece
yarisindan sonra bol terleme ile diiser. Bazen 7-10 giin i¢cinde giderek ytiikselen ates, yiikseldigi gibi
yavas yavas diiserek normale doner. 3-5 giinliikk atessiz donemi takiben baglangigta oldugu gibi
atesin tekrar yiikseldigi goriilebilir. Tarif edilen bu ates sekli, bruselloz i¢in tipik ondiilan ates
trasesidir. Ancak giiniimiizde klasik ondiilan ates trasesi nadiren ve Onceden antibiyotik tedavisi
almayan veya uzun siire tedavisiz kalan hastalarda goriilebilir (17,87-89,91).

Klinik tabloyla iliskisi, tedavi karari-secimi ve siiresi iizerinde etkisi siirli olsa da
semptomlarin siiresine gore hastaligin akut (<8 hafta), subakut (8-52 hafta) ve kronik (>1 yil)
seklindeki klasik siniflandirilmasi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda hastaligin klinik
seyir ve siddetine gore relaps, reenfeksiyon, asemptomatik ya da subklinik, fokal ya da
komplikasyonlu seyir seklinde siiflandirmalar da kullanilir (17,87-89).

2.5.1.SUBKLINIiK VEYA ASEMPTOMATIK BRUSELLOZ

Subklinik veya asemptomatik seyir ozellikle mezbaha iscilerinde, ciftgilerde ve veteriner
hekimlerde bildirilmistir. Hastada hastaligin klinik belirti ve bulgular1 goriilmez. Tani pozitif
serolojik testlerle konur. Cocuklarda asemptomatik seyir yetiskinlere gore daha sik goriilebilir
(17,88,89).

2.5.2.AKUT BRUSELLOZ

Akut bruselloz brusellozun en sik goriilen tipik klinik formudur. Akut baslayan agir seyirli
bruselloz, tipki bir sepsis tablosu gibi iisiime - titreme ile yiikselen intermittant veya remittan ates ve
yaygin viicut ve eklem agrilari ile kendini gosterir. Hastalarin %85’ten fazlasinda ates 38,5 °C
iizerindedir. Eger hastalik fokal tutulum bulgulari ile baglamigsa tutulan organ veya sisteme ait fizik
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muayene bulgular1 6n planda olabilir (17,88,89).
2.5.3.SUBAKUT BRUSELLOZ

Uygun olmayan antibiyotik tedavisi alan hastalarda sik gozlenir veya hastalik subakut sekilde de
baslayabilir. Subakut vakalarda en sik belirtiler; yorgunluk, sinirlilik, bas ve bel agris1 ile ondiilan
atestir. Subakut form {ilkemizde oldugu gibi sebebi bilinmeyen ates olgularinda oncelikle akla
gelmelidir (17,88,89).

2.5.4 KRONIK BRUSELLOZ

Hastalik 1 yildan uzun siirdiigii takdirde, hastaligin kroniklestigi kabul edilir. Kronik form,
cocuklarda c¢ok nadir goriliirken, eriskinlerde ve yashlarda daha sik goriiliir. Kronik
vakalarin %85°1 asemptomatik seyirlidir. Semptomlu vakalarda belirti ve bulgular genellikle
nonspesifiktir ve bu yiizden klinik tan1 oldukga giictiir. Kronik yorgunluk sendromuna benzer bir
klinik tablo ile seyredebilir. Halsizlik, yorgunluk, sinirlilik, uykusuzluk, emosyonel labilite,
psikonevrotik sikayetler, belli belirsiz etraf agrilar1 ve basagrist gibi depresyon belirtileri 6n
plandadir (17,87-89).

Kronik brusellozis brusella bakterilerinin kemik, dalak, karaciger ve diger baz1 derin dokularda
yerlesmesi ve derin dokulardan elimine edilememesi sebebiyle hastaligin karakteristik fokal belirti
ve bulgularinin tekrarlamasi ile olustugu diisiiniilmektedir. Bu tablo kronik lokalize enfeksiyon
olarak bilinir. Baz1 hastalarda ise tam tersine inat¢i nonspesifik semptomlar varken objektif bir
bulgu ve yiikselen brusella antikor titreleri goriilmez ve bu tablo gecikmis iyilesme/kalic1 hastalik
olarak tanimlanir (delayed convalescence). Iyilesmedeki bu gecikmenin nedeni tam olarak
anlasilmamis olmakla birlikte, enfeksiyonun alevlendirdigi psikonevroz nedeniyle hastalarin
yakinmalarinin devam edebilecegi diistiniilmektedir (92-94).

2.5.5.RELAPS VEYA REENFEKSiYON

Tedavi sonrasi belirti ve bulgularin tekrarlamasi, yeni patolojik radyolojik goriintiileme
bulgularinin ortaya ¢ikmasi ve yeni kiiltlir pozitifligi olmasi relaps olarak tanimlanir. Bruselloz
olgularmin % 5-30’unda relaps goriilebilir. Bakterinin intraseliiler yerlesim gostermesi, graniilomlar
ve siipiiratif odaklardaki devam eden varlig1 nedeniyle olustugu diistiniilmektedir. Relaps genellikle
3-6 ay icinde goriiliir ve iyilesmeyi takip eden akut bruselloz tablosunun yenilemesi seklinde baslar.
IgG tabiatindaki brusella antikor titrelerinde yiikselme relaps icin tipiktir.

2.5.6.FOKAL TUTULUM VEYA KOMPLIKASYONLAR

Aktif brusellozlu hastalarda herhangi bir anatomik bolge veya organ tutulumu bulgular klinik
tabloya hakimse fokal bruselloz, lokalize hastalik veya komplikasyon olarak tanimlanmaktadir.
Brusellozda hemen hemen her sistemin fokal tutulum formlar1 ile siklikla karsilasilir. Ancak
bunlarin ¢ok azi ciddi seyirlidir. Literatiirde fokal tutulum oranlar1 % 7,7 ile % 43,2 arasinda
bildirilmektedir (37).

2.5.6.1.ISKELET SISTEMi TUTULUMU

Brusellozda osteoartikiiler tutulum hastalarin % 19 - 69’unda goriilmektedir. Klinikte en sik
sakroileit, spondilit ve artrit goriiliir. Agirlik tasiyan eklemlerde (Kalga, diz, ayak bilegi vb) tutulum
kiiciik eklemlere gore daha fazladir (17,87-89,95). Spondilit genellikle yash erkeklerde ve lomber
bolgede goriiliirken, sakroileit her iki cins ve yasta ancak daha sik genclerde goriiliir (91,96,97).
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Artralji, bazen tek bagvuru bulgusu olarak goriilebilen en sik sikayetlerden biridir (% 85) ve en
cok diz, ayak bilegi ve omuz eklemlerinde goriiliir. Bazen ¢ok siddetli olabilirler, bununla beraber
radyolojik bulgu vermezler ve sekel birakmadan diizelirler. Bunun yaninda bruselloz, periferik
eklemlerde reaktif artrite de neden olabilir. Ayak bilegi, el bilegi, dirsek ve ayni anda her iki diz
eklemi en ¢ok tutulan eklemlerdir (88).

Sakroiliak tutulumu olana hastalar siklikla genel bruselloz bulgular ile birlikte ayaga yayilan ve
ayaga kalkmay1 yiirimeyi zorlastiran bel-kal¢a agris1 ile bagvururlar. Sakroileitte destriiksiyon
goriilmesi nadirdir, tedaviye iyi cevap verir ve siklikla kalic1 hasar birakmadan iyilesir (95,96).

Direkt grafide patolojik radyolojik bulgularin goriilmesi 3 ay kadar gecikebilirken,
Bilgisayarli Tomografi (BT) ve kemik sintigrafisi erken tani acisindan yardimci olabilir. Manyetik
Rezonans Goriintilleme (MRG) ise tan1 ve ayirici tanida ve tedavi takibinde en hassas goriintiileme
yontemidir (17,87-89,98).

2.5.6.2.CILT BULGULARI

Bruselloz vakalarmin yaklasik %5’inde deri belirtileri ortaya ¢ikar. Bunlar nonspesifik olup;
eritem, papiil, trtiker, petesi, impetigo, ekzematdz ras, eritema nodosum, derialt1 apseleri,
rubeoliform ras ve kutanodz vaskiilittir (17,87-89). Cilt bulgulari, hastaligin yiiksek atesle seyrettigi
toksik donemde goriilebildigi gibi, diisiik yapan hayvanlarin plasentasini ¢ikartmak i¢in miidahale
eden veteriner hekim, hayvan saglik memurlar1 veya hayvan bakicilarinin temas yerlerinde, eller ve
on kollarinda kontakt dermatit seklinde de goriilebilir. (99,100).

2.5.6.3.HEMATOLOJIK KOMPLIKASYONLAR

Brusellozda hematolojik  degisiklikler sik  goriilmekle birlikte, gercek hematolojik
komplikasyonlar nadir goriiliir, ilimlidir ve tedavi ile diizelir. Bruselloz tanisinda kullanilabilecek
0zgiin hematolojik bir bulgu yoktur. Anemi, 16kopeni, rolatif lenfositoz ve trombositopeni en sik
goriilen hematolojik degisikliklerdir (17,87-89,101,102). Seyrek olarak mikroanjiyopatik hemolitik
anemi, Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyon (DIC), akut hemoliz ve hemofagositik sendrom
bildirilmistir. Brusellozdan 6liim sebepleri arasinda trombositopenik purpura, endokardit ile beraber
ilk sirada yer almaktadir (91,101-104).

Splenomegali vakalarin yarisindan fazlasinda goriiliir ve vakalarin ¢ogunlugunda hepatomegali
ile birliktedir. Splenomegali, hepatomegali gibi akut vakalarda daha sik goriiliirken, kronik
vakalarda daha az gortiliir (88).

2.5.6.4. KARDIYOVASKULER TUTULUM

Kardiak komplikasyonlar; endokardit, miyokardit, perikardit, aort kokii apsesi, mikotik
anevrizmalar, pulmoner emboli ve derin ven trombozudur (17,87-89,103). Endokardit en sik
goriilen kardiak tutulum sekli olup, bruselloz olgularimin %?2’sinden azinda goriilmesine ragmen
bruselloza bagli 6liimlerin énemli kismini (%80) olusturur (17,87-89,105). Dogal kalp kapaklar
tutuldugu gibi protez kapaklar1 da tutabilir (17,87-89,105,106).

Brusella endokardit kapak yapilari lizerinde ciddi destriiksiyona neden olur. Genellikle kombine
medikal ve cerrahi tedavi gerekir (107).

2.5.6.5.SOLUNUM SISTEMI TUTULUMU

Brusellozda solunum sistemi tutulumu olduk¢a nadir goriiliir. Daha ¢ok kontamine aerosollerin

24



inhalasyonu veya bakterilerin akcigerlere bakteriyemi ile yayilimi sonunda goriilebilir. Brusellozlu
hastalarin %15-25’inde solunum sistemi ile ilgili sikayetler olmasina ragmen, pndémoni olgularin
ancak %0,5-1’inde goriiliir (17,87-89,108).

2.5.6.6.GENITOURINER SISTEM TUTULUMU

Urogenital sistemin fokal tutulumu %2-10 oraninda gériiliirken, epididimiorsit, erkek bruselloz
hastalarinda %?2-20 oraninda goriilen en sik genitoliriner sistem tutulumudur. Epididimoorsit
genellikle unilateral, nadiren bilateral goriilebilir. Vakalarin ¢cogu tedaviyle sekelsiz iyilesir (109-
111).

2.5.6.7.GEBELIK VE EMZIiRME

Brusella bakterileri insan plasentas1 ve fetiisten izole edilmis ve insan koryoamniyotik
dokularinin gebelik sirasinda enfekte olabildigi gosterilmistir (17,87-89). Bu sebeple brusellozun
insanlarda prematiir veya 6lii dogumlara neden olabildigini, spontan abortus oranlarinda artisa
neden oldugunu ve tedavinin fetiisiin hayatinin korunmasi agisindan 6nemli oldugunu bildiren
caligmalar vardir (112,113). Kurtoglu ve ark. 29 gebe hastada yaptiklar1 calismada spontan abortus
oranin1 %?24,14 olarak bildirmisler ve erken veya 6lii dogumdan ¢ok spontan abortus oranlarinin
gebe brusellozunda yiiksek bulundugunu bildirmislerdir (113). Anneden bebege vertikal gegis veya
anne siitli ile bulas i¢cin smirli sayida bildirimler mevcuttur. Ancak bu bulas yollar ile ilgili daha
ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir (114,115).

2.5.6.8.GASTROINTESTINAL SISTEM TUTULUMU

Istahsizlik, karin agrisi, bulanti, kusma, kabizlik veya ishal gibi gastrointestinal sikayetler
bruselloz hastalarinin %70’inde goriiliir (17,87-89). Peyer plaklarinin enflamasyonu sonucu barsak
mukozasinda hiperemi olustugu rapor edilmistir. B. melitensis ile meydana gelen kolitli hastalarda
ileum enflamasyonu radyografik ve histolojik olarak gosterilmistir (116).

2.5.6.9.HEPATOBILIYER SISTEM TUTULUMU

Brusella bakterisi intraselliiler bir bakteri oldugu icin ve retikiiloendotelial sistemi tuttugu i¢in
brusellozda karaciger (KC) tutulumu yaygindir. Farkli tanimlamalar olmakla birlikte KC lojunda
agri, KC enzimlerinde ciddi artis ve belirgin sarilik varliginda ger¢ek KC tulumundan bahsetmek
daha dogru olacaktir (87,88,91).

Brusella hepatitinin en sik goriilen sekli graniilomatéz hepatittir (87,88). Nadiren KC
parankiminde monontikleer hiicrelerin bir araya gelerek olusturdugu hepatoseliiler nekroz alanlari,
epiteloid graniilomlar ve bruselloma olarak da tanimlanan graniilamatdz lezyonlar bruselloz
endemik bolgelerde daha sik goriliir (17,87-89). Karacigerde viral hepatit veya alkolizm gibi ek
patolojiler yoksa enflamasyon siddetli olsa bile hepatik lezyonlar siroza ilerlemez ve antimikrobiyal
tedavi ile diizelir (117).

2.5.6.10.NOROLOJIK TUTULUM

Brusellozda depresyon ve dikkat kaybi sik goriilen bulgulardan olmasina ragmen, SSS’nin
direkt invazyonu olgularin sadece %5’inde goriiliir ve ve genellikle menenjit ya da
meningoensefalit seklindedir. Norobrusellozda goriilen diger klinik tablolar; ensefalit, miyelit,
radikiilo-norit, beyin apsesi, epidural apse, demiyelizan tablolar ve meningovaskiiler sendromlari
kapsar (17,87-89,113).
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Brusella menenjiti ve meningoensefaliti vakalar1 akut veya kronik menenjit bulgulart ile
basvurabilir, hatta multipl skleroz ile benzer bulgularla seyredebilir. Klinik tablo tipik olmadig i¢in
diger menenjitlerden ayirt edilmeleri zordur. Ancak vakalarin yarisindan daha azinda ense sertligi
olmasi dikkat ¢ekicidir (17,87-89,113,114).

BOS’ta mikroorganizmanin iretilmesi olgularin 1/4’linde miimkiin ise de, vakalarin ¢ogunda
etken tiretilemez ve gram boyamasi genellikle negatiftir. BOS’ta spesifik antikorlarinin bulunmasi
veya polimeraz zincirleme reaksiyonu ile etkenin niikleik asidinin gdsterilmesi tani i¢in yeterlidir
(17,87-89). Uygun tedavi edilen norobrusellozun prognozu iyidir, ancak ciddi sekeller de
bildirilmistir. (17,87-89,154).

2.5.6.11.GOZ VE KULAK TUTULUMU

Bruselloz gdziin tiim tabakalarm gesitli sekillerde tutabilir (17,87-89,121). Uveit en sik goriilen
brusellozun ge¢ komplikasyonudur. Brusellozlu hastalarda goriilebilen iiveal hasar
fizyopatolojisinde de non-enfeksiy6z immiinreaksiyon sonucunda sirkiile immiin komplekslerin
rolii vardir ve topikal sistemik steroid tedavisine cevap verir. Optik ndrite bagh kalic1 gérme kaybi
nadirdir (121,122).

Brusellozda isitme kaybi gelisebilir. Buna bakterinin endotoksinin neden oldugu refleks
spazmin veya serebral enflamasyonun yol acgtig1 diisiiniilmektedir. Ancak kalic1 sagirlik nadirdir ve
isitme kayb1 genellikle tedavi ile diizelir (123).

2.5.6.12.NADIR TUTULUMLAR

Bruselloz seyrinde troidit, tiroit apsesi, adrenal yetmezlik ve uygunsuz antiditiretik hormon
saliimi1 sendromu gibi endokrinojik tutulumlar goriilebilir. Ayrica hipofiz apsesi ve buna baglh
hipopitiiarizm bildirilmistir. Akut sol fasial sinir paralizisi, trombositopenik purpura, hidrosel,
Stevens-Johnson sendromu, iiriner sistem enfeksiyonlari, spontan bakteriyel peritonit, pankreatit,
kolesistit, perikardit, meme apsesi ve akut batin tablosu gibi atipik tutulumlar da bildirilmistir
(17,37,87-89,124).

2.6 MIKROBIYOLOJIK TANI

Bruselloz tanisi, anamnez, klinik bulgular, brusella-spesifik testlere dayanilarak konulan bir
hastaliktir (74). Insan bruselloz tanisinda kullanilan mikrobiyolojik yontemler iki ana grupta
degendirilebilir (Tablo 4) (73,125).

Enfeksiyon esnasinda immiin sistem tarafindan taninan protein yapisindaki antijenler
(sitoplazmik, periplazmik ve dis membran proteinleri-OMPs) serolojik tanida kullanilabilir. S ve R
suslarda brusella c¢oziilebilir fraksiyonlarindaki sitoplazmik proteinler en Onemli antijenik
bilesenlerdir. Bu proteinler ile diger yapisal proteinler ve Gram Negatif Bakteriler (GNB) arasinda
capraz reaksiyonlar goriilmemistir (73,125,126). Hiimoral immiin yaniti uyaran bu proteinler,
gecikmis tip hipersensitivede rol oynamaktadir. Etkene karsi hiimoral ve hiicresel immiin yaniti
gelistirebilen ribozomal proteinler (6rn. L7/L12) ile flizyon proteinleri brusella asilari icin
potansiyel molekiiller olarak kabul edilmektedir (22,74,126-128).

R koloniye sahip tiirler (B. canis ve B. ovis) ve R- tipi suslarda OPS zinciri bulunmamasi
nedeniyle agliitinasyon reaksiyonlar i¢in antijenik 6zellik gostermezler. B. canis’e kars1 gelisen
antikorlarin  arastirllmasinda R-LPS yapisindan hazirlanmis  antijenler kullanilmaktadir
(41,73,74,125).
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S-tipi koloni olusturan brusella tiirlerinin OPS yan zincirindeki N-acil-D-perozamin bdlgesinin
Francisella hermanni, Salmonella urbana N:30, Vibrio cholerae O:1,Yersinia enterocolitica O:9,
Stenotrophomonas maltophilia ve Afipia clevandensis’in yiizey antijenleriyle benzerlik
gostermektedir. Bu yapisal benzerlik serolojik testlerde capraz reaksiyonlara neden olmaktadir
(22,42,73,125).

Tablo 4: Insan bruselloz tanisinda kullanilan yéntemler (73,125).

DIREKT TANI L . .
YONTEMLERI INDIREKT TANI YONTEMLERI
A-Mikroskobik inceleme A-Serolojik tam

B-Kiiltiir 1-Konvansiyonel testler
C-Molekiiler yontemler a) Hizl agliitinasyon testleri (Tarama)

b) Yavas agliitinasyon testleri

[-Tiip agliitinasyon testi

II-Rediiktan-merkaptan testler

MI-Indirekt Coombs testi

IV-Immuncapture agliitinasyon test

2-Birincil baglanma testleri

a) Enzyme immunosorbent assay (EIA)

b) Radio immune assay (RIA)

¢) Indirekt immun floresan antikor testi (IFA)

d) Immunochromotographic assay (Lateral flow Assay - LFA)

e) Floresan polarizasyon assay (FPA)

f) Kompleman birlesme testi (KBT) ve presipitasyon testleri

2.6.1.DIREKT TANISAL YONTEMLER
2.6.1.1.DIREKT MiKROSKOBIiK INCELEME

Direkt mikroskopik inceleme duyarliliginin ve 0Ozgilliigiin diisiik olmast nedeniyle
onerilmemektedir (41,42). Florokrom veya peroksidaz ile isaretli antikorlarin kullanildig1 yontemler
Gram preparata gore daha duyarl olmasina ragmen, reajenlerin pahali olmasi ve ileri laboratuvar alt
yapisi gerektirmesi nedeniyle kullanim alan1 bulamamistir (42,129,131).

2.6.1.2.BRUSELLOZ TANISINDA KULTUR

Brusellozun kesin tanisi klinik 6rneklerden bakterinin izolasyonu ile konulur (Altin standart)
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(73,74). Brucella spp. hastaligin evresine ve tutulum yerine gore viicut sivilarindan ve doku biyopsi
orneklerden izole edilebilir. Ancak, bruselloz esas olarak retikiiloendotelyal sistemi (RES) tutan bir
enfeksiyon oldugu i¢in kan ve kemik iligi kiiltiir i¢in tercih edilecek klinik 6rneklerdir. Kan kiiltiir,
protokoliiniin standardize edilmis olmasi, diger oOrneklere gore daha kolay alinmasi, tekrar
edilebilirliginin yiiksek olmasi ve giiniimiizde otomatize kan kiiltlir sistemlerinin varlig1 nedeniyle
en ¢ok tercih edilen yontemdir.

Bakterinin izolasyon orani; hastaligin evresine, dnceki antibiyotik kullanimina, alinan klinik
Ornegin tiirline ve miktarina, uygulanan kiiltiir yontemine ve bakterinin tiiriine bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Brusellozlu hastalarda kandaki bakteri diizeyinin disik ve
bakteriyeminin kisa siireli olmasi nedeniyle etkenin izolasyonu biiyiik oranda alinacak Ornegin
toplam miktarina / hacimine ve alinma zamanina baghdir.

Akut brusellozlu veya fokal komplikasyonlar1 olan hastalarda ¢ok sayida Ornek alinmasi
izolasyon sansini artirmaktadir (132-134). Iki haftadan daha kisa siireli semptomlar ile basvuran
olgularda izolasyon oranlar1 cok daha ytiksek olarak bulunmustur (135).

Genel olarak akut brusellozda kan Kkiiltiiriiniin duyarliligit % 80-90 arasinda iken, kronik
olgularda kullanilan teknige gore pozitiflik oran1 % 30-70 arasinda degismektedir (136,137). Atesi
olan hastalarda kan kiiltiir pozitifligi ylizde %86,5 gibi yiiksek oranlara ulasirken, diisiik ates veya
atessiz hastalarda, kiiltiir pozitifligi sirasiyla %75 ve %28,5 olarak saptanmistir (41,73,138,139).

Kan kiiltiirtinde etkenin iiretilemedigi ve serolojik testlerle taninin konulamadigi durumlarda
ozellikle kemik iligi olmak tizere diger doku Kkiiltiirlerinin yapilmasi Onerilmektedir (41,43).
Bakterinin kanda az miktarda ve intermittant olarak bulunmasi ve RES (kemik iligi, lenf nodu,
karaciger ve dalak) fagositler igerisinde daha yogun bakteri varlig1 nedeniyle kiiltiir i¢in doku/organ
biyopsi ornekleri alinabilir. Kemik iligi kiiltiirlerinde kan kiiltiirlerine gore %15-20 daha yiiksek
oranda pozitiflik saptanmistir (132,173). Antibiyotik kullanan olgularda da kemik iligi kiiltiirliniin
kan kiiltliriine gore daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu kanitlanmistir (141).

Kan oOrnegine gore kemik iliginin alinmasinin invaziv bir islem olmasi ve serolojik tani
olanaklarinin varligi nedeniyle kemik iligi kiiltiirii rutin olarak uygulanacak bir yontem degildir
(141,142).

2.6.1.3.MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Kiiltiirtin dezavantajlar1 nedeniyle bruselloz tanisinda PCR 1990 yilinda kullanilmaya
baslanmistir (143). Son yillarda molekiiler tan1 yontemlerindeki ilerleme ile PCR, bru- sellozun
tanisinda duyarlilig1 ve 6zgilliigii yiliksek, hizli, kolay uygulanabilen ve diisiik maliyetli bir yontem
olarak kabul edilmektedir (74,138,139,143).

Konvansiyonel ve real-time (RT-PCR) polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR); I- Klinik ve
cevresel orneklerden etkenin direkt olarak gosterilmesi, II- Tedaviye yanit ve prognozun takibinde,
[I1- Hastaligin aktif ve inaktif ayiriminda, IV- Relapslarin erken tanimlanmasinda, V- Asiya bagl
gelisen enfeksiyonlarin tanimlanmasinda, VI- Molekiiler tiplendirme, VII- Antibiyotik direng geni
arastirilmasi gibi oldukga farkli amaglarla kullanilmaktadir.

Brusellozun molekiiler tanisinda brusella genusu igerisinde farkli hedef bolgeler se¢ilmistir.
Brusella cell surface salt-extractable protein 31 (bcsp31) kodlayan gen bdlgesi i¢in (B4/BS),
16SrRNA  (F4/R2), 16s-23S, 16S-23S rDNA (ITS66/ITS279), IS711 (IS313/IS639),
(brucl/bruc$), dis membran protein: omp-2 (JPF/ JPR), dis membran proteinleri (omp 2b, omp2a
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and omp31), omp25/omp31 protein ailesi ve arbitrary primerler genus diizeyinde tanimlama icin
kullanilan hedef bolgeler ve primerlerdir (143-145,147).

Molekiiler testlerin duyarlilik ve 6zgiilliigii secilen hedef bolge ve kullanilan primer ciftlerine
gore oldukca degiskenlik gostermektedir. B. ovis disindaki tim Brucella spp. ve biyovarlarinda
korunmus olan 31- kDa B. abortus proteini (bcsp31) kodlayan gen bolgesinin B4/B5 primerleri ile
cogaltilmast gliniimiizde insan bruselloz tanisinda en sik kullanmilan PCR  yontemidir
(143,145,146,148). Insan genomik DNA’smin varligi secilen hedef bolge/kullanilan primer
dizilerine bagl olarak testin duyarliligin1 etkilemektedir. F4/R2 ve B4/B5 primerleri ile yapilan
PCR analizi genomik DNA varligindan etkilenirken, JPF/JPR primerlerinin kullamildigi PCR
analizinde duyarlilikta bir azalma gozlenmemistir (144). Ancak, F4/R2 primerlerinin kullanildig:
PCR yontemi genomik DNA varligindan etkilenmesine ragmen insan DNA varliginda bile en
duyarli PCR yontem olarak saptanmistir (144). 16S rRNA kullanilarak yapilan PCR c¢alismalarinda
Ochrobacterum anthropi biyotip D ile brusella tiirleri arasinda ¢ok yakin iliski (yalanci pozitiflik)
oldugu belirlenmistir (143-145). Son yillarda ribosomal ITSR gibi yeni hedef bolgelerin klinik,
parafinize doku ve kiiltirden dogrulama amaciyla olduk¢a uygun bolgeler oldugu bildirilmistir
(149).

Secilecek uygun PCR yontemi disinda molekiiler tan1 yonteminin duyarliligi temel olarak
hastaligin evresine, DNA ekstraksiyon islemine (yetersiz ekstraksiyon), yiiksek miktarda bakteriyel
DNA’nin bulunmasina, yabanct DNA varligina, ortamdaki inhibitorlere, PCR bilesenlerine ve test
parametrelerine baglidir. PCR’1in 10 fg bakteriyel DNA’y1 saptama kapasitesi yontemin yiiksek
duyarliliga sahip olmasii saglamaktadir. Molekiiler yontemdeki primer ve/veya prob dizayni ile
testte kullanilan reajenlerin diizeyleri 6zgiilliigii etkileyen ana faktorlerdir (143,144).

Yapilan c¢alismalarda bruselloz tanisinda PCR’1in duyarlilig1 kiiltiir ve serolojik yontemlerden
daha yiiksektir (139,143,144,149,150). Giiniimiizde mevcut olan en yiiksek duyarlilia ragmen,
negatif PCR sonucu hastaligin varligini ekarte ettirmez. Kanda, bakteriyemi gecici olabilir ve diger
viicut sivilarinda 6rnek alindigr zaman analiz i¢in yeterli miktarda bakteri bulunmayabilir. Diger
taraftan, PCR pozitifligi DNA’y1 saptamasi nedeniyle canli ve 6lii bakteri ayirimimi1 yapamaz, bu
nedenle pozitif sonug¢ her zaman aktif hastaligin bir kanit1 degildir (138,143-145).

PCR testi mutlaka klinik tablo ve yontemin teknik sinirlamalariin 1s18inda yorumlanmalidir.
Son zamanlarda yeterli antibiyotik tedavisi almis bir hastanin klinik 6rnegindeki PCR pozitifligi
ikinci kez tedavinin verilmesi i¢in bir kanit degildir. Ancak, olguda yakinmalar devam ediyorsa
tedavi giindeme gelebilir. Diger yandan, tedavi almamis bir olgudaki pozitif PCR sonucunda
muhtemelen tedavi endikasyonu vardir (143,144,151).

Molekiiler yontemlerin bruselloz tanisindaki onemli potansiyeline ragmen, klinik 6rneklerde
rutin kullanima girmeden once, sonuglarin tutarliligi ve giivenilirligi agisindan (duyarhilik ve
ozgiilliik, kalite kontrol ve giivence konularinda) standardizasyon ve optimizasyonunun saglanmasi
gereklidir (143,144,149).

2.6.2.INDIREKT TANISAL YONTEMLER
2.6.2.1.BRUSELLOZ TANISINDA SEROLOJIK TESTLER

Brusellozun serolojik tanist ilk kez 1897 yilinda Wright ve Smith tarafindan tiip agliitinasyon
testi ile konulmustur (41,73). Sonraki yillarda serolojik taninin dogrulugunu artirmak igin tiip
agliitinasyon testinin cesitli modifikasyonlar1 ve yeni testler gelistirilmistir. Brusellozun serolojik
tan1 uygulamalar1 iki ana boliimde incelenebilir: “konvansiyonel testler” ve “birincil baglanma
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testleri”. Konvansiyonel testlerde antijen antikor birlesmesi direkt olarak degerlendirilirken, birincil
baglanma testleri olusan immiin kompleksin ‘isaretleyici’ bir molekiil ile saptanmasina
dayanmaktadir (125).

Bruselloz serolojik tanisindaki yavas agliitinasyon testleri 8-24 saatlik inkiibasyona ihtiyag
duyan testlerdir. Temel olarak standart/serum agliitinasyon testi ve onun Ig izotiplerini ve blokan
antikorlar1 saptayabilmek amaciyla gelistirilen modifikasyonlarini icermektedir. Hizli agliitinasyon
testleri dakikalar igerisinde agliitinasyon sonuglarinin alinabildigi, renkli antijenlerin kullanildig:
testleri kapsamaktadir. Insan brusellozunun tanisinda Standart Wright testi (SWT), Rose Bengal
testi (RBT), Coombs’ testi (CT veya anti-human globulin-AHG) ve ELISA en fazla kullanilan
serolojik testlerdir (41,73-75).

2.6.2.2.HIZLI AGLUTINASYON TESTLERI

Hizli agliitinasyon testleri, tiip agliitinasyon test antijenlerinin diisiik asidite de hazirlanmis bir
antijenik modifikasyonudur. Giinlimiizde tamponlanmis antijen kard test (Buffered Antigen Plate
Agglutination test-BPAT) ve Rose Bengal testi (RBT) endemik bdlgelerde insan brusellozunun
tanisin da tarama testi olarak kullanilmaktadir. Hizl1 agliitinasyon testlerinde B.abortus S 99 veya S
1119-3 suslarindan hazirlanan antijenler kullanilmaktadir.

Asidik ortam IgM’in agliitinasyon kapasitesini azaltirken, IgG’in (ve ayrica blokan IgA
antikorlarininda) reaksiyona katilmasimmi artirmaktadir. Diger bakterilerle goriilen c¢apraz
reaksiyonlar IgM’e bagli oldugu icin asidik ortam, IgM’e bagli capraz reaksiyonlarin (yalanci
pozitifliklerin) azaltilmasina, bdylece testin duyarligini arttirarak ideal bir tarama testi olmasini
saglamaktadir. Ancak, hizli agliitinasyon testleriyle alinan pozitif sonuglarin SWT ve ELISA gibi
daha 6zgiil yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir (75,76,154,155).

Testin inkiibasyon siiresinin uzatilmasiyla fibrin pihtilarinin olusmasi nedeniyle yalanci pozitif
sonuglara neden olabilecegi unutulmamalidir. RB testinde Yersinia enterocolitica 0:9 ile capraz
reaksiyonlar alinmasina ragmen, F. tularensis veya kolera asis1 yapilanlarda ¢apraz reaksiyonlar
goriilmemektedir (73-75). Ozellikle RB testinde olmak iizere hizli agliitinasyon testlerinde yiiksek
diizeyde antikor varligina bagli (prozon fenomeni) ve kullanilan antijene bagli olarak yalanci
negatif sonuglar almabilir. Ornegin bes ticari RB kitinin karsilastirildigi bir calismada ayni
orneklerde RB testinin duyarliliginin %96-100 arasinda degistigi bildirilmistir (73).

Aktif brusellozlu olgularda yapilan c¢alismalardan elde edilen verilere goére RB testinin
duyarhilig1 ve 6zgiilliigii %75-100 arasinda degismektedir (75,156,157). Ancak, kronik ve komplike
olgularda testin duyarlilig1 (yiiksek yalanci negatiflik) oldukga diisiiktiir (%33-50) (155,156). Hizh
agliitinasyon testlerinde bazen daha uzun inkiibasyon siiresine ihtiya¢ olabilir. Blokan antikorlar
veya prozon yoksa < 4 dakika igerisinde test pozitiflesirken, yiiksek titrede non-agliitinan antikor
varhiginda (Yiksek CT titresi) agliitinasyonun gelismesi 8 dakikaya uzayabilmektedir. Kronik
olgulardaki blokan antikor varligi, kullanilan test protokiiliine bagl olarak yalanci negatiflige ve
sonugta RB duyarliligin diismesinde bir faktor olarak goriilmektedir (73,155).

2.6.2.3.BRUSELLA TUP AGLUTINASYON TESTI

Giliniimiizde insan bruselloz serolojisinde en sik kullanilan ve referans olarak kabul edilen
yontemdir (74,75,130). Antijen olarak B. abortus S kokenlerinin (B. abortus S 99 veya S 1119-3)
1s1 ile Oldiiriilmiis fenollii siispansiyonlar1 kullanilmaktadir (pH=7.2-7.4) (75,130). Serum
agliitinasyon testinde, bakterinin yiizeyindeki 6zellikle S-LPS ile reaksiyona giren IgM, IgG ve IgA
antikorlar1 (agliitininler) saptanmaktadir. Ancak, testin nétr yakin bir pH ger¢eklesmesi nedeniyle
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IgM antikorlarin1 daha fazla saptamaktadir. IgM’in pentamer yapisi agliitinasyon reaksiyonunda
daha 1yi kafes formasyonun olusmasina yol acarak tiip agliitinasyon testlerindeki duyarliliginin
temel olarak IgG tipi antikorlar1 saptayan RB’e gore daha yiiksek olmasina neden olmaktadir
(75,88,89). IgM antikorlar1 nedeniyle gelisen capraz reaksiyonlar (yalanci pozitiflik) SWT inde
ozgilliikle ilgili en 6nemli sorundur (75,76,82,125).

Bruselloz siiphesinde SWT’inde negatiflik saptandiginda; spesifik antikorlarin gelismemesi
(enfeksiyonun ¢ok erken donemi veya agammaglobulinemi), blokan (aglutinasyon vermeyen,
inkomplet) antikorlarin varligi veya prozon fenomeni s6z konusu olabilir. Erken/bakteriyemik
donemde SWT titreleri <1:160 olarak bulunabilir (136,158).

Blokan antikorlar, daha ¢ok kronik olgularda rastlanan, spesifik olarak antijene
baglanabilmesine ragmen agliitinasyona yol agmayan IgG (IgG; ve 1gG;) ve IgA yapisindaki
antikorlardir (Resim 8). Agliitinasyon goriilmemesi; Mentese bolgesinin ¢ok esnek olmasi
nedeniyle iki veya daha fazla epitopa optimal ¢apraz baglanmay1 saglayacak agiy1 verememelerine
veya antijen molekiiliinde epitoplarin yiizeyden c¢ok derin kisimlarda yer almasi ya da epitop
dagilimin diizenli olmamasinin antikorlarin baglanmasin1 zorlastirmasina bagli oldugu o6ne
striilmiistiir. Brusellozlu hastalarin serumundaki blokan antikorlar sikligi % 0.47 - 6 arasinda
bulunmustur (82,158). Serumdaki blokan antikorlarin varlig1 bir agliitinasyon testi olan Coombs’
testi (CT veya AHG) veya Brucella-capt testi ile gosterilebilir. Anti-insan globulin IgG (Coombs’
reajeni) eklenmesi veya mekanik (yliksek devirde santrifiigasyon) islem sonrasinda blokan
antikorlarin baglanmas: indiiklenebilir (75,76,82). Serum Orneginde blokan antikorlar SWT’ inde
prozon olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Resim 8: Brusellozda olusan agliitinan ve blokan antikorlar

Brucella spp 1gG Brucella spp 1gG
\ ~ \ /
Lo LA L
Agliitinan Antikorlar Agliitinasyon vermeyen
(lgM+I1gG+IgA) antikorlar (IgG+IgA)
Akut Olgularda Kronik Olgularda

Prozon fenomeni, hasta serumunda antikor fazlaligi nedeniyle diisiikk sulandirimlarda
agliitinasyonun goriilmemesi/maskelenmesi olarak tanimlanir (41,73,125,173). Antikor fazlaligi
zonu, agirt miktarda antikor varliginda tek bir antikor molekiiliiniin farkli antijenlerdeki epitoplara
baglanmak yerine tek bir antijendeki bir veya daha fazla epitopa baglanmasiyla agiklanmaktadir
(73,75,82). Prozon fenomeni 6zellikle subakut ve kronik olgularda olmak {izere akut evrede de
goriilebilir. Genel olarak, bruselloz serolojisinde prozon fenomeninin yaklasik % 1,5 - 6 oraninda ve
siklikla distik titrede (<1:20), nadiren de >1:80 diliisyonlarda rastlanabilecegi bildirilmistir (73,82).
Cogunlukla diisiik titrelerde (<1:20) goriilmesi nedeniyle bruselloz tanisinda pratik énemi azdir
(73,82). Prozon fenomenin SWT’da diisiik serum diliisyonlarinda saptandigi icin, dillisyonlar
artirlldikca SWT testi pozitiflesmektedir. Bu amacgla genellikle 4 diliisyon (1:20-160) araliginda
SWT calisan klinik laboratuvarlarda prozon fenomenini engellemek amaciyla serum dilusyonlar
artirtlmalidir (73,75,82).

SWT testinin yogun emek ve zaman alici olmasi rutin ¢alismalarda ¢ok fazla sayidaki 6rnegin
calisilmasini zorlastirmaktadir. Ayrica saha calismalar: i¢cin uygun degildir. SWT ile agliitininler
(IgM, IgG ve IgA) saptanirken, immiinglobulin izotipleri belirlenmedigi i¢in hastaligin
evrelendirilmesi yapilamamaktadir. Immiinglobiilin izotipleri, rediiktan test veya ELISA gibi
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yontemlerle saptanabilir (75,76,125).

SWT disiik 6zgiillik, kismen diger bakteriler ve V. cholerae asis1i uygulanmasi sonucunda
gelisen capraz reaksiyona baghdir. V. cholerae asis1 veya enfeksiyonuna bagl 1:160 titreye kadar
ulasabilen SWT titreleri elde edilebilir (41,75,76,130). Capraz reaksiyonlardan primer olarak IgM
antikorlar sorumludur. Ozgiilliigii azaltan bir diger Snemli faktdr ise IgM romatoid faktdr (IgG’nin
Fc kismina karsi gelisen antikor) aktivitesidir. RF varliginda olusan immiin kompleks yalanci
pozitiflige neden olacaktir. Testin pH’1 diisiiriilerek immiin komplekslerden RF uzaklastirilabilir
(75,125,129,130).

2.6.2.4.REDUKTAN-MERKAPTAN TESTLERI

SWT testinde total antikorlar saptandigi icin immiinglobulin izotiplerinin belirlenebilmesi
amaciyla merkaptan/rediiktan (2-ME ve dithiothreitol DTT) maddeler kullanilmaktadir. Serum
orneginin bu maddelerle muamele edilmesiyle IgM pentamerinin disiilfit baglar1 indirgenerek
agliitinasyon yetenegini kaybederken ortamdaki IgG etkilenmeden kalir. Boylece serumdaki IgG
varlig1 indirekt olarak belirlenir (75,78,79). Ancak kalan titrenin sadece IgG’yi degil, IgA varligim
da gosterdigi unutulmamalidir (75,76,86,125). Ancak, baz1 olgularda IgG molekiillerinin rediiktan
maddelere duyarli olabilecegi ve yalanci negatif reaksiyonlarin goriilebilecegi gbéz oOniinde
bulundurulmalidir (79,125).

SWT titrelerinin, merkaptanlarla ¢alisildigindaki azalmanin ne kadarmin anlamli oldugu netlik
kazanmamistir. SWT >1:160 titrenin merkaptan testlerde 4 kat azalmasi “anlamli sonu¢” yani aktif
enfeksiyon gostergesi olarak olarak kabul edilmektedir (86). Diger arastiricilar ise, klinik olarak
uyumlu ve SWT titresinin >1:160 vakalarda merkaptan testlerde <1:80 titrelerin saptanmasinin akut
bruselloz tanist i¢in giiclii bir kanit oldugunu bildirmislerdir (78). Daha ge¢ donemde ise merkaptan
testlerde, SWT’indeki titrenin bir diliisyon azalmasi anlamli kabul edilmektedir (78,82).

Akut brusellozda SWT, 2-ME testine gore daha duyarli iken, merkaptan testlerinin daha sinsi
baslangi¢ gosteren olgularda veya > 3 ay devam eden yakinmalarin varliginda daha iy1 bir gosterge
oldugu bildirilmistir  (75,78,82). Ek olarak, antimikrobiyal tedavinin etkinliginin
degerlendirilmesinde ve kronik olgularin saptanmasinda SWT testine gore daha iistiin olarak
degerlendirilmislerdir. Relaps gelisen olgulardaki IgG ve IgA yiiksekligi, bu yontemle Coombs’ ve
ELISA yontemine gore daha 1yi tespit edildigi bildirilmistir (76,77). 2-ME oldukga kotii kokulu ve
toksik bir madde olmasi nedeniyle iyi havalandirilan laboratuvarlarda veya ceker ocaklarda
kullanilmalidir veya DTT tercih edilmelidir (75,125).

2.6.2.5.INDIRECT COOMBS (CT VEYA ANTI-INSAN GLOBULIN-AHG) TESTi

Bruselloz seyrinde aciga cikan blokan (IgG/IgA) antikorlart anti-human immiinglobulin (AHQG)
kullanilarak agliitinasyon reaksiyonuna katilmasini saglayan indirekt anti-human globulin test
(Coombs Testi) gelistirilmistir (Resim 9) (73,75,76,125,130).

CT ozellikle bruselloz siipheli olgularda SWT sonuglarinin negatif oldugu veya diisiik antikor
titrelerinin saptandigi durumlarda oldukga yararl bir yontemdir. Bu tiir tanisal sorunlar genellikle
“kronik bruselloz” olgularinda gozlenmektedir (73,82). IgG ve IgA’nin brusellozda yiiksek
diizeylerde uzun siire kalabilmesi ve blokan antikorlarin agliitininlere gore hastaligin daha ileri
donemlerinde agiga ¢ikmasi nedeniyle “kronik™ bruselloz siiphesinde SWT’ne ek olarak CT veya
ELISA testi yapilmalidir (75,125,157,159 -161). Ancak, blokan antikorlarin brusellozda nadir
olmasi ve genellikle taniy1 etkilememesi nedeniyle CT nadiren gereklidir (75,82).
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Resim 9: Agliitinasyon vermeyen antikorlarin Coombs testi ile agliitinasyon olusturmasi
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N VAN \ 2
oS Y
Agliitinasyon vermeyen Antikorlar Coombs'Test
(lgG+IgA) Kronik Olgularda (IgG+IgA)

Yapilan calismalarda CT titresi SWT titresinin iki (>1:320) kat1 olarak alinmistir (161-163).
Ancak bazi aragtiricilar SWT’de elde edilen titre degerinde en az 4 kat artis olmasi CT i¢in “anlaml
sonug” olarak kabul etmislerdir (86). CT, kronik seyir ve relaps sirasindaki antikor titresinde gelisen
hafif degisiklikleri belirlemek i¢in en uygun serolojik testtir (163). CT’deki titre artis1 reaktivasyonu
gosteren Onemli bir gostergedir (162). Genel olarak, Brucella-capt ile CT ile elde edilen titreler
arasinda yiiksek uyumluluk saptanmistir. CT titreleri genellikle SWT’de elde edilen titrelere gore
daha ytiksek olup, daha uzun siire pozitif kalmaktadir. Diger serolojik testlerle karsilastirildiginda;
IgG ELISA ve CT sonuglar arasinda iyi bir korelasyon bildirilmistir ve her iki test diger
agliitinasyon testlerinden daha uzun siire pozitif kalmaktadir (41,73,75,76,125).

2.6.2.6.BRUCELLA-CAPT TESTi

Kronik bruselloz tanisinda kullanilmak 1997 yilinda tizere Brucella-capt teknigi gelistirilmistir.
Brucella-capt, tek asamada brusella agliitininlerini ve agliitinasyon vermeyen 1gG/IgA antikorlarin
saptayabilen immiin yakalama teknigine dayanan bir testtir. Bu 6zellikleri ile Coombs ve tiip
agliitinasyon yontemini bir arada saglar. SWT’daki yalanci negatiflik ve prozon olaymi ortadan
kaldirir. Brucella-capt testinde agliitinin ve blokan antikorlar1 saptamasi kronik olgular disinda aktif
enfeksiyonda da kullanilmasina olanak saglar (161-163,200). Test, anti-insan immiin globulinle
(IgG, IgM ve IgA) kapli U- tabanli mikropleytlerde serum 6rnegi ve renkli B. melitensis tim hiicre
antijeni ile uygulanmaktadir.

Kit hem tarama testi olarak hem de titre edilerek kullanilabilir. Tarama testi olarak her hasta i¢in
sadece iki kuyucuk kullanilmasi nedeniyle testin birim maliyeti diismektedir. Brucella-capt testinde
tanisal titre/sinir deger >1:320-640 titre olacak sekilde ayarlanmistir. SWT ile pozitif ¢ikan olgular;
Brucella-capt testinde hem agliitininler hem de blokan antikorlarin saptanmasi nedeniyle daha
yiksek titrelerde pozitif bulunacaktir. Ayrica, CT ile sadece IgG antikorlar1 saptanirken, Brucella-
capt ile total antikorlar tespit edildigi i¢in Brucella-capt titreleri CT ye gore daha yiiksek c¢ikacagi
unutulmamalidir (161-163).

Brucella-capt, kolay uygulanabilmesi, 24 saat i¢inde sonuclarin alinmasi, tarama testi olarak
kullanilabilmesi ve CT’ye benzer bir tamisal kapasiteye (duyarlilik ve 0zgiilliik) sahip olmasi
nedeniyle CT’ye 6nemli bir alternatiftir (157,161,162).

Brucella-capt ile CT sonugclar1 degerlendirildiginde; Brucella-capt’in duyarlilik ve 6zgiilliigi %
91,5 - 100 ve % 97,4 - 100 olarak bulunmustur (161-163). Bir calismada ise CT nin duyarlilig1 %
82,9 olarak bildirilmistir (162). Testin ¢ok basit olmas1 dogrulayici test i¢in uygun olmasini da
saglamaktadir. Ancak, RB ve SWT pozitif bulunan vakalar i¢in bir dogrulama testi olmadig,
aksine; bu testler ile yakalanamayan olgularin saptanmasi amaciyla gelistirildigi unutulmamalidir.

Persistant hastalig1 olan olgularda; basvuru esnasinda siklikla Brucella-capt titrelerinin ¢ok
yiksek oldugu ve takip sirasinda titrelerde yavas bir gerilemeye ragmen <1:320 titrelere diismedigi
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gozlenmistir (165). Ozellikle relaps durumlarinda, SWT ile karsilastirildiginda Brucella-capt ve CT
titrelerinde birkag tepelik artiglar goriilmekte ve titreleri daha yavas azaltmaktadir (163). Basaril1 bir
tedavi ve klinik kiirden sonra antikor titrelerindeki azalma degerlendirildiginde, Brucella-capt
titreleri SWT ve CT’ye gore daha hizli diismektedir. Genel olarak Brucella-capt titreleri tedaviden
hemen sonra diismeye baglar ve 3. ayda 1:640 titre, 6. aydan sonra ise sinir degerlere (1:320-640
titre) inmeye baglar. Makedonya’da yapilan bir ¢alismada olgularin % 27’inde 4. ay ve %90’1inda
ise 15. aym sonunda negatiflestigi (<1:320 titreye) gozlenmistir. Iyilesen veya persistans1 gelisen
olgular degerlendirildiginde tedaviden 3 ay sonra Brucella-capt titrelerinde belirgin degisiklikler
saptanmistir (165). Bu nedenle, Brucella-capt titrelerinin hastaligin aktivitesi ve takibi i¢in iyi bir
gosterge oldugu kabul edilmektedir (161,162,166).

2.6.2.7.BIRINCIL BAGLANMA TESTLERI (PRIMARY BINDING ASSAYS)

Birincil baglanma testleri, test 6rneklerinde antikorlarin spesifik antijenle reaksiyona girmesi ve
olusan immiin kompleksin bir ‘isaretleyici’ molekiilii ile saptanmasina dayanmaktadir. Isaretleyici
molekiil iceren sistem genellikle li¢ sekilde olabilir: antiglobulinler veya izotoplarla isaretlenmis
bakteri hiicre reseptorleri (radyoimmiin teknik), florokromlar (floresan teknik) veya enzimler
(Enzim immun assay). Insan bruselloz tanisinda Radyo Immiin Assay (RIA) ve Indirekt Floresan
Assay (IFA) gibi birincil baglanma testleri kullanilmasina karsin, giiniimiizde ELISA bruselloz
tanisinda tercih edilen/en yaygin kullanilan yontemdir (74-76,125).

2.6.2.8. ENZIMLI iIMMUNOLOJIK TEST (EIA) - ENZIM BAGLI IMMUNOSORBENT
TEST (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY = ELISA)

Bruselloz tanisinda ELISA 1976 yilinda kullanilmaya baslanmistir (73). Immiinglobulin
izotiplerini  (IgM, IgG ve IgA) saptayabilen ELISA yontemi hem hastaliin tanisinda
(evrelendirilmesine) hem de takibinde oldukca yararhidir (80,84,86,159,167). ELISA, yiiksek
duyarlilik ve ozgiilliikle total ve immiinglobulin izotiplerini hizli bir sekilde (4-6 saat iginde)
saptamaktadir (167). Immiinglobulin izotiplerine ek olarak ELISA ile brusella-spesifik IgG
subtipleri ve IgE de saptanabilir (74,83,167).

ELISA ile akut brusellozlu olgularda IgM diizeyleri ¢cok yiiksek bulunurken, aktif enfeksiyon
disinda IgG diizeyleri daima IgM diizeylerinden yiiksek olarak saptanmistir. Uygun tedavi ile 3-6 ay
icerisinde IgG diizeylerinde 4-8 kat azalma goézlenmistir (76,168). Kronik olgularda ise orta
diizeylerde 1gG ve IgA antikorlar1 saptanmaktadir (76,167,169).

Akut olgularda, IgM ELISA testinin duyarlilig1 %80 iken, IgG ve IgM’nin birlikte calisildiginda
testin duyarliligi %90-100 arasinda saptanmaktadir (130). Tek bir serum 6rneginde IgM saptanmasi,
[gM’in uzun siire saptanabilir diizeylerde kalmasi nedeniyle her zaman akut enfeksiyon lehine
degerlendirilmemelidir.

Subakut olgularda IgM diiserken IgG (ve IgA) yiiksek diizeylerde kalmaktadir, bu nedenle
ELISA IgG daha iyi sonu¢ vermektedir (80,85). ELISA IgG, CT sonuglariyla tutarli bir sekilde
uzun siire yiiksek diizeylerde seyretmektedir. Ancak bazi olgularda ise IgM ve IgG negatif olabilir
(195,170).

Relaps gelisen olgularda kan kiiltiirii pozitifligi akut donemdeki kadar yiliksek olmamasi
nedeniyle tani klinik bulgular ve serolojik testler dayanilarak konulmaktadir (77,171). Relaps
gelisen olgularda yapilan bir ¢alismada relaps Oncesi ve sonraki antikor titrelerindeki artis
incelenmis, CT ve ELISA IgG ile %83; IgA ile %58; SWT ile %25 oraninda antikorlar tespit
edilmistir. Beklenildigi gibi IgM titresinde bir artis saptanmamustir (77).
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Akut brusellozda tedavi sonrasinda baslangic titresinin yiiksekligi ile iliskili olarak yiiksek 1gG
diizeyleri goriilebilir, ancak kronik olgularda baglangi¢ titresinden bagimsiz olarak IgG diizeyi
yliksek kalmaktadir. Klinik olarak iyilesmeye ragmen, olgularin %32’sinde IgG titresi relaps
gelismeksizin uzun siire (12 ay boyunca) yiiksek diizeylerde kalici olabilir ve bu durum siklikla
baslangi¢ titresinin yiiksekligi ile iliskilidir (73,76,78,82). ELISA blokan antikorlardan
etkilenmedigi i¢in, SWT ve 2-ME agliitinasyona gore kronik olgularinda tanimlanmasinda ELISA-
IgG daha duyarl bir yontem olarak goriilmektedir (167,173). Liibnan’da yapilan karsilagtirmali bir
calismada; RB ve SWT yOnteminin basit, giivenilir ve ucuz olduklari i¢in akut bruselloz olgularinda
kullanilabilecegi, kronik ve komplike olgularda ise bu yontemlerle olgularin atlanmasi nedeniyle
ELISA yonteminin tercih edilmesinin daha uygun oldugu vurgulanmistir (172).

Serolojik testlerin karsilastirildigr ¢aligmalarda ELISA’nin duyarlilik ve 6zgiilliigii SWT ne esit
veya daha yiiksek bulunmustur (73,75,125,139,164). Ticari ELISA kitleri SWT ile
karsilastirlldiginda; IgG ve IgM’in duyarlilign %91 ve %100, oOzgiilliikkleri ise %100 olarak
bulunmus ve sonuglar SWT ve CT test ile yliksek uyumluluk géstermistir (172,174,175). Mantur ve
ark. (168) hem akut hem de kronik olgularda ELISA’nin SWT’ ne gore oldukea yiiksek duyarliliga
(akutta %28, kronikte ise %55 daha fazla duyarlilik) sahip oldugunu ve bruselloz tanisinda ELISA
IgM ve IgG birlikte kullanilmasini gerektigini bildirmislerdir. ELISA da daha basit ve daha
giivenilir bir sekilde Coombs testinin tiim avantajlarim1 saglamakta ve test sonucglar1 klinik
bulgularla daha yiiksek korelasyon gostermektedir. Genel olarak ELISA klinik siiphe varligina
Coombs testi negatif olsa bile, serolojik tanida tercih edilecek yontem kabul edilmektedir
(160,167,168,176). Ancak, ELISA ozellikle gecirilmis, kronik ve norobruselloz gibi komplike
olgularda SWT’dan daha duyarli iken akut olgularda agliitinasyon testleri ile benzer tanisal
kapasiteye sahiptir (167,173,176,). ELISA testleri, agliitinasyon yontemlerine gore daha pahali,
donanim ve deneyim gerektiren testler olmasi nedeniyle akut olgularda kullanilmasi klinik tablonun
ozelliklerine bagl olarak tercih edilmelidir. Sitoplazmik proteinlerin antijen kullanildig1 ELISA ile
aktif ve inaktif enfeksiyon ayirt edebilmektedir (74,75,170).

ELISA testinde serumdaki romatoid faktor nedeniyle yalanci pozitiflik goriilebilir. Yalanci
pozitif sonuc¢larin 6nlenmesi amaciyla brusella IgM antikor testlerinde rutin olarak RF absopsiyonu
yapilmalidir (173,175). Brusella serolojisindeki 6nemli problemlerden birisi olan OPS yapiya bagh
capraz reaksiyonlar, S-LPS antijeninin kullanildigi ELISA yontemi icin de gegerlidir. Bu durum
antijen olarak tiim hiicrenin kullanildigi ELISA’da daha az oranda goriilmektedir (75,125). Son
yillarda diger bakteriler ile capraz reaksiyonlarin azaltilmasi amaciyla yarismali (kompetetif)
ELISA yontemi gelistirilmistir. Yarismali ELISA’da S-LPS’nin O-polisakkaritindeki genel ve
tekrarlayan epitoplara karst monoklonal antikorlarin (mAb) kullanilmasi capraz reaksiyonlarin
sikligint azaltmistir. Yarigmali ELISA IgG’nin duyarlilign %98.3, ozgilligli %99,7 olarak
bulunmustur (177). Yiksek duyarliigi nedeniyle dogrulayict veya tarama testi olarak
kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

2.6.2.9.IMMUNOKROMATOGRAFIK TEST (LATERAL FLOW ASSAY-LFA: AKIM
YONTEMI)

LFA, nitroselliiloz membranda immobilize edilmis antijen (B. abortus S-1119-2 susunun LPS
fraksiyonu) ve antikor yakalayici olarak kolloidal altinla konjuge anti-human IgG/ IgM reajenini
kullanan test sistemidir (178).

Serum veya plazma eklendikten sonra 10-15 dakika igerisinde test sonucu gorsel olarak
degerlendirilir. Kalitatif olmasimma karsin, antikor miktarina bagli olarak reaksiyonun siddeti-
boyanma yogunlugu 1+ - 4+ kadar degerlendirdigi i¢in semi-kantitatif 6zellik kazanmaktadir
(178,179). Hizl1, kolay uygulanabilir ve ekipmana ihtiya¢ gostermemesi nedeniyle LFA, laboratuvar
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alt yapisinin olmadig: kirsal bolgelerde, sahada tarama/siirveyans calismalarinda, salginlarda veya
hasta basinda kullanim i¢in ¢ok uygun bir yontem olarak goriilmektedir. Reaksiyonun gozle
degerlendirilmesine bagli subjektiflik LFA’ nin en 6nemli dezavantajidir (178-180).

Yapilan calismalarda testin duyarhiligt %96-100, ozgilligi %96-99 olarak bildirilmistir
(178,180). Ozellikle diisiik diizeydeki IgG ve IgM antikorlarin saptanmasinda SWT ne gore biraz
daha duyarli oldugu gosterilmistir. Ancak, CT gore duyarliligi biraz disiiktiir (178). LFA SWT
(>1:160) ile yiiksek (%92) uyumluluga sahiptir (178-180).

2.7.TEDAVI

Bruselloz tedavisinde kullanilacak antimikrobiyallerin makrofajlara penetre olmasi ve hiicre ici
asit ortamda etkinligini siirdiirebilmesi gerekir. Tedavinin bir diger temel prensibi, kombine
antimikrobiyal kullanilmasidir. Tiim monoterapi denemeleri yiiksek relaps oranlart ile
sonuclanmistir (281).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 1986 yilinda bruselloz tedavisinde standart rejim olarak;
doksisiklin 2x100 mg + rifampisin 600-900 mg/giin 4-6 hafta siireyle (veya doksisiklin 2x100
mg/giin 4-6 hafta + 2-3 hafta siireyle streptomisin 1 g/giin) kullanilmasini onermistir. Relapslar
genellikle ayn1 antimikrobiyal kombinasyonuyla tedavi edilebilirler. Tedavi sliresi uzadikca relaps
riski azalmaktadir. Bu nedenle, kabul edilebilir bir relaps orami saglayacak tedavi siiresini
belirlemek 6nem tasimaktadir (182).

2.7.1.TRIMETOPRIM/SULFAMETOKSAZOL (TMP/SMZ)-RIFAMPiSIN

TMP/SMZ, bruselloz tedavisinde, ii¢li kombinasyon seklinde basariyla kullanilmistir. Uclii
kombinasyon, brusellozda rutin tedavi Onerisi olmamakla birlikte, DSO’niin  6nerdigi
kombinasyonlarin basarisiz oldugu boélgelerde TMP/SMZ iicilinci bir ilag olarak ilave
edilebilmektedir. TMP/SMZ kullanimi ile birlikte, Brucella melitensis suslarinda %62’ye varan
direng oranlar1 bildirilmistir. TMP/SMZ igeren ila¢ kombinasyonlar1 ile caligilacagi zaman, bu
diren¢ olasiliginin dikkatle izlenmesi yararli olacaktir (182).

2.8.BRUSELLA BAKTERISI iLE TEMAS SONRASI PROFILAKSI

Etik ilkeler cercevesinde, bu konu ile ilgili calisma yapmak miimkiin degildir. Canli brusella
bakterisi ile temas edilmesi durumunda kolaylikla bulasabilme potansiyeli tagimasi, temas sonrast
profilaksi verilmesine dayanak olusturmaktadir. Brusella bakterisi ile temasi takiben en kisa siire
icinde; doksisikln 2x100 mg/giin + rifampisin 600 mg/giin kombine tedavisi baslanmasi onerilir.
Gebe olanlar i¢in 6neri, TMP/SMZ 2x160/800 mg/giin seklindedir. Tedavi 3 haftaya tamamlanir
(183).

2.9. KORUNMA

Brusellozdan korunma igin; hayvan ve gida sektoriinde ¢alisanlarin egitimi, ciftliklerin
sanitasyonu, mesleki hijyen kurallari, hayvanlarin agilanmasi, laboratuvar giivenliginin saglanmasi
saglanmalidir (184). Tim oOnlemler, 1yi tasarlanmis ve etkin sekilde uyarlanmis kontrol
programlarina entegre edilmelidir. Ancak gelismekte olan bir¢ok iilkenin finansal imkansizliklar
onemli bir engeldir (184).

2.9.1.LABORATUVAR GUVENLIGi

Bruselloza bagli laboratuvar enfeksiyonlari en sik saptanan laboratuvar enfeksiyonlarindan
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biridir. Bu nedenle biyogiivenlik uygulamalar1 6nemlidir. Her laboratuvarda, ekipman kullanimi1
(6zellikle aerosoller olusturan ekipmanlar), ekipman dezenfeksiyonu, kontamine olmus materyal,
tasima ve isleme Ornekler, sizint1 ¢cevreleme ve temizleme ve atik isleme ile ilgili yazili prosediirler
olmalidir. Viriilan Brucella spp. ile ¢alisanlar yakin klinik ve serolojik gozlem altinda tutulmalidir
(184).

2.9.2.GUVENLI GIDA TEMINI

Bakteri, krema ya da peynir, tereyagi, dondurma gibi iirlinlerin i¢ine konsantre olabilir. Taze
siitten hazirlanan yumusak peynirler, ¢ok sayida bakteri icerebilir. Piyasaya sunulmadan Once
peynir alt1 ay, salamura peynir en az li¢ ay, yumusak peynir en az alti ay bekletildikten sonra
tilketilmelidir. Tereyagi, eksi siit, eksi krema ve yogurt asitlestirildigi i¢in, brusella miktar1 6nemli
Olclide azalir. Kaynatma veya yiiksek sicaklikta pastorizasyon siitteki bakterileri yok etmek icin
yeterlidir. Ideal olarak tiim siitler pastdrize edilmelidir. Et ve et iiriinleri iyi pisirilmeden
tilketilmemelidir (184).

2.9.3.ASILAR

Insan brusellozunun Onlenmesi igin onaylanmus, etkili, giivenilir ve yaygmn olarak
kullanilabilecek bir as1 halen mevcut degildir. Bu nedenle asilama, hayvanlar {izerinde
odaklanmigstir. Hastaligin eradikasyonunu saglamak amaciyla hayvanlara karsi siirekli asilama
programi uygulanmalidir. Her yil yenidogan buzagi, kuzu ve oglaklar asilanarak bruselloz
yoOniinden bagisik bir hayvan toplulugu elde edilmelidir (184). (B.abortus S19 asis1, B. abortus S19
ergin asisi, B. melitensis REV1 asis1, B. melitensis H38 asis1, B. abortus 104M asis1)
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3- GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1.Klinik Ornekler

Bruselloz 6n tanisiyla 07.01.2014 - 29.01.2015 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen, 18 yas ve iizerindeki hasta ornekleri calismaya alindi.
Gelen kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Hemen calisilamayacak Srnekler +4°C’de
buz dolabinda saklandi (24-48 saat). Calisildiktan sonra tim serumlar -20°C’deki derin
dondurucuda muhafaza edildi.

3.1.2.Kullanilan Testler

3.1.2.1.Tarama testleri:

Rose Bengal Testi (RB testi), THSK, Tiirkiye

ELISA IgM ve IgG Testi, Vircell, Granada, Ispanya
Brucella Coombs Gel Test, Odak diagnostics, Tiirkiye

3.1.2.2.Titrimetrik testler:

Standart Wright Testi (SWT), THSK, Tiirkiye

Anti Human Globulin Testi (AHG testi ), Millipore, UK
Merkaptoetanol (2-ME) Testi, Merck, Almanya

Titrimetik Brucella Coombs Gel Test, Odak diagnostics, Tiirkiye

3.2.YONTEM
3.2.1.Testlerin ¢alisiimasi

3.2.1.1.1.Rose Bengal Testi (RB testi), THSK, Tiirkiye

3.2.1.1.1.1.Testin Prensibi: Insanlarda brusellozun hizl1 tanisinda ve epidemiyolojik arastirmalarda
tarama amaciyla kullanilan lam agliitinasyonu testidir. Antijen olarak Rose - Bengal boyas ile
boyanmis ve pH 3.6’da tamponlanmis, 6lii B. abortus S99 siispansiyonu kullanilir. Brusellozda
olusan IgM ve IgG antikorlari, RB ile boyanmis B. abortus bakterileri ile birleserek gozle goriilen
agliitinasyon reaksiyonu olusturur.

3.2.1.1.1.2.Saklama: Reajenler ve kontrol serumlari kullanilmadiklari dénemde 2-8 °C’de
muhafaza edildi. KullamImadan 6nce reajenler oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.1.1.3.Testin Cahisilmasi: Antijen kullanilmadan once calkalanarak karigtirildi. Plastik lamlar
iizerine 1’er damla (50ul) hasta serumu ve esit miktarda (50pul) antijen eklendi.

Antijen ve serum karistirma ¢ubuklariyla karistirildi.

Rotatorda dort dakika c¢evrildi. Bu silire sonunda gozle goriinen agliitinasyon olup olmadig:
degerlendirildi.

3.2.1.1.1.4.Testin Degerlendirilmesi: Karisimda herhangi bir agliitinasyon yoksa: Negatif (N);
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Hafif, ince taneli kiimelesme varsa: Zayif Pozitif (ZP); Gozle goriiniir, belirgin kiimelesme: Pozitif
(P) olarak degerlendirildi (Resim 10).

Resim 10: Sag tarafta pozitif RB testi, sol tarafta negatif RB testi (185).

3.2.1.1.1.5.Uyarilar: As1 kokenleri ile temasin yaygin oldugu bolgelerde RB testi pozitif
bulundugunda dogrulama testi (tiip agliitinasyon testi) yapilmasi gereklidir. Yalanci negatif
sonuglar, enfeksiyonun erken ve ge¢ donemlerinde ortaya cikar. B. abortus, B. melitensis ve B.
suis’in antijenik benzerligi nedeniyle bu kdkenlere karsi olusan antikorlar da bu test ile saptanabilir.
B. canis ve B. ovis enfeksiyonlarinda reaksiyon olusmaz. Bazi Yersinia, Vibrio, Campylobacter,
Francisella, E. coli ve Pseudomonas enfeksiyonlarinda ¢apraz reaksiyon veren antikor olusumuna
bagli olarak yalanci pozitiflikler gézlenebilir.

3.2.1.1.2.ELISA IgM ve IgG Testi, Vircell, Granada, ispanya

3.2.1.1.2.1.Testin Prensibi: Test kitinde, her birinde 8 ’er adet ayrilabilir, antijen (B. abortus S-99
susunun lipopolisakkarit antijeni) kapli, polistren yiizeyli kuyucuk bulunan stripler bulunmaktadir.
Birinci reaksiyon asamasinda, diliie edilmis hasta numuneleri, kuyucuklarda inkiibe edilir. Pozitif
numunelerin oldugu durumlarda, spesifik IgG/IgM antikorlar1 antijenlere baglanir. Baglanan
antikorlarin saptanabilmesi i¢in, renk tepkimesinin olugmasini saglayabilen enzim ile isaretli anti-
human IgG (enzim konjugat) kullanilarak, ikinci bir inkiibasyon islemi uygulanir. Enzime uygun
substratla renklendirme yapilarak spektrofotometrik olarak okunur.

3.2.1.1.2.2.1gG Testi Kit icerigi (Resim 11):

Brusella plagi: B. abortus S-99 susunun LPS (lipopolisakkarit) antijeni kapli 96 kuyucuk.

Serum diluent (sulandirici): Mavi renkli 25 mL Proklin ve protein stabilizatorleri iceren fosfat
tampon solusyonu.

IgG pozitif kontrol (PK): Proklin iceren 500 pL pozitif kontrol serumu.

IgG “cut off” kontrol (CK): Proklin i¢ceren 500 pL ‘cut off” kontrol serumu.

IgG negatif kontrol (NK): Proklin iceren 500 uL negatif kontrol serumu.

IgG konjugat: Turuncu renkli, 15 mL peroksidaz bagli anti-human IgG solusyonu.

TMB substrat solusyonu: Trimetilbenzidin (TMB) igeren 15 mL substrat solusyonu.

‘Stop’ soliisyonu: Siilfiirik asit iceren (0.5 M) 15 mL ‘stop’ soliisyonu.

Yikama sivist: Tween®-20 ve Proklin iceren 50 mL fosfat tampon soliisyonu.
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Resim 11: Kullanilan Vircell ELISA IgG kitinin igerigi (188).

3.2.1.1.2.3.IgM Testi Kit icerigi:

Brusella plagi: B. abortus S-99 susunun LPS (lipopolisakkarit) antijeni kapli 96 kuyucuk.

Serum diluent (sulandirici): Mavi renkli 25 mL Proklin ve protein stabilizatorleri iceren fosfat
tampon soliisyonu.

IgM pozitif kontrol (PK): Proklin i¢ceren 500 uL pozitif kontrol serumu.

IgM ‘cut off” kontrol (CK): Proklin i¢ceren 500 uL ‘cut off” kontrol serumu.

IgM negatif kontrol (NK): Proklin igeren 500 pL negatif kontrol serumu.

IgM konjugat: Turuncu renkli, 15 mL peroksidaz bagl anti-human IgG solusyonu.

TMB substrat solusyonu: Trimetilbenzidin (TMB) igeren 15 mL substrat solusyonu.

‘Stop’ solusyonu: Siilfiirik asit iceren (0.5 M) 15 mL ‘stop’ soliisyonu.

Yikama sivist: Tween"-20 ve Proklin igeren 50 mL fosfat tampon soliisyonu.

3.2.1.1.2.4.ELISA Sorbent,Vircell, Granada, ispanya: IgM ve IgA testlerinde, romatoid faktor
ve birgok IgG antikorlar1 yalanci pozitifliklere yol acabilir. Fc spesifik Anti-human IgG iceren 1.2
ml’lik bu sorbentle yanlis pozitiflikler 6nlenmeye calisiimistir.

3.2.1.1.2.5.Saklama: Reajenler ve kontrol serumlar1 kullanilmadiklari dénemde 2-8 °C’de
muhafaza edildi. Substrat soliisyonu 1s18a duyarli oldugu icin 1siktan korunmaya 6zen gosterildi ve
renginde bir degisiklik olup olmadigi kontrol edildi (maviye donme). Kullanilmadan 6nce reajenler
oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.1.2.6.Testin Cahisilmasi: Her test kitinden ¢ikan yikama sivisi (50 mL) distile suyla 20 kat
sulandirilarak 1 litreye tamamlandi. Her ¢alismada ilk 4 kuyucuk kontrol serumlar1 i¢in ayrildi (2
cut off, 1 PK, 1NK).

3.2.1.1.2.6.1.IgG icin testin cahsilmasi: Calisilacak olan tiim kuyucuklara 100 pL serum
sulandiric1 konuldu. Daha sonra ilk kuyucuga SuL IgG PK, ikinci kuyucuga SuL IgG NK, iigiincii
ve dordiincli kuyucuga 5’er pL IgG cut off konuldu. Calisilacak olan hasta serumlar1 besinci
kuyucuktan baslanarak 5’er pL konuldu. Plaklar ‘shaker’ a konarak 2 dk karstirildi ve 37 °C’lik
etiivde 45 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama cihazinda yikama
soliisyonuyla 5 kez yikandi. Tiim ¢ukurlara 100’er uL IgG konjugat soliisyonu eklendi ve 37 °C’lik
etiivde 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama cihazinda yikama
solisyonuyla 5 kez yikandi. Tiim kuyucuklara 100’er pL substrat soliisyonu eklendi ve plaklar
1siktan korunarak oda sicaklifinda 20 dk daha inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50’er
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uL stop solusyonu eklendi. Son olarak da 450/620 nm spektrofotometre cihazinda okuma
gergeklestirildi.

3.2.1.1.2.6.2.1gM icin testin cahsilmasi: Kontrol grubu haricindeki (ilk doért kuyucuk) tim
kuyucuklara 25’er pl. IgG sorbent soliisyonu ve 75’er uL serum diliienti konuldu. Kontrol
grubundaki dért kuyucuga 100’er pL serum diliienti konuldu. ilk kuyucuga S5uL IgM PK, ikinci
kuyucuga SuL IgM NK, ii¢iincii ve dordiincii kuyucuga 5’er pL IgM cut off konuldu. Calisilacak
olan hasta serumlar1 besinci kuyucuktan baslanarak 5’er uL konuldu. Plaklar ‘shaker’ ‘a konarak 2
dk karistirildr ve 37 °C’lik etiivde 45 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama
cihazinda yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Tiim ¢ukurlara 100’er pL. IgM konjugat soliisyonu
eklendi ve 37 °C’lik etiivde 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama
cihazinda yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Tiim kuyucuklara 100’er pL substrat soliisyonu
eklendi ve plateler 1siktan korunarak oda sicakliginda 20 dk daha inkiibe edildi. Siire sonunda tiim
kuyucuklara 50’er pL. ‘stop’ soliisyonu eklendi. Son olarak da 450/620 nm spektrofotometre
cithazinda okuma gergeklestirildi.

3.2.1.1.2.7.Testin Degerlendirilmesi: Spektrofotometrik olarak optik dansitesi (OD) O0lgiilen
serumlarin antikor indeks degerleri asagidaki formiille hesaplanarak sonuglar degerlendirildi (Tablo
5).

Tablo 5: Antikor indeks = (hasta serumu OD / cut off serum OD) x 10

INDEKS SONUC
<9 Negatif
9-11 Zayif pozitif
>11 Pozitif
3.2.1.1.3.Brucella Coombs Gel Test, Odak diagnostics, Tiirkiye:
3.2.1.1.3.1.Testin Prensibi: insan serumunda brusella bakterilerine karsi olusan antikorlarin

Coombs yontemi ile kisa siirede tespit edilmesi amaciyla iiretilen kisa siirede tarama ve titrasyon
yapilabilen bir testtir. Jel matriks ve Coombs antikoru igeren kuyucuklarda gerceklesen bir
Coombs’lu brusella agliitinasyon testidir (Resim 12). Sonuglar gozle degerlendirilir. Incelenen
serumda brusella antikoru yoksa pembe renkli brusella antijenleri tiipiin dibine ¢oker. Serumda
brusella antikorlar1 varsa antijen ve antikor pembe kompleks halinde jelin iistiinde kalir.

Resim 12: Odak Brucella Coombs Gel Test’in tek stribinin kullanilmadan 6nceki goriiniimii (187).

\
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M Egitim Mah. Kasir All Cad. No: 52/A
ISLAB  Kadiksy Istanbui Tl: 0216 551 11 43
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3.2.1.1.3.2.Kit icerigi:

Brusella diluent: Serum diliienti 15 mL.

Brusella antijen siispansiyonu: Inaktif Brucella abortus siispansiyonu 6 mL.
Brusella jel matriks: Coombs antikoru iceren 12 adet 8 kuyucuklu jel matriks.
Brusella negatif kontrol (NK): Sodyum azid i¢eren 250 uL negatif kontrol.
Brusella pozitif kontrol (PK): Sodyum azid igeren 250 pL pozitif kontrol.

3.2.1.1.3.3.Saklama: Reajenler ve kontrol serumlari kullanilmadiklari dénemde 2-8 °C’de
muhafaza edildi. Kullamlmadan 6nce reajenler oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.1.3.4.Testin calisilmas1 (Tarama Yontemi): Diliisyon plagindaki uygun kuyucuga 100 pL
brusella diluent (sulandiric1) koyuldu. Uzerine 5 pL hasta serumu ilave edilerek karistirildi ve
kuyucuklardan 50 pL alinarak atik kabina atildi. Kuyucuklarin iizerine 50 pL brusella antijen
siispansiyonu ilave edilerek karistirildi. Brusella jel matriks iizerinde kullanacagimiz kuyucuklara
ilgili serum numaralan isaretlendi. Plak i1yice calkalanarak ilgili kuyucuktaki karisimdan 50 pL
aliarak brusella jel matriksdeki ilgili kuyucuga aktarildi. Uygun devirde 20 dk santrifiij edildi.
Sonuglar gizle degerlendirildi (bu uygulamada titrasyon 1/40 ).

3.2.1.1.3.5.Sonuglarin degerlendirilmesi: Serumda brusella antikorlar1 yoksa pembe brusella
antijenleri tliplin dibine c¢oker. Serumda brusella antikorlar1 varsa antijen ve antikor pembe
kompleks halinde jelin iistiinde kalir.

3.2.1.2.Titrimetrik testler:
3.2.1.2.1.Standart Wright Testi (SWT), THSK, Tiirkiye

3.2.1.2.1.1.Testin Prensibi: Insanlarda brusellozun tamsinda kullanilan yari-kantitatif tiip
agliitinasyonu testidir (Resim 13). Antijen olarak inaktif B. abortus siispansiyonu kullanilir.

3.2.1.2.1.2.Saklama: Antijenler ve kontrol serumlari kullanilmadiklari dénemde 2-8 °C’de
muhafaza edildi. Kullamlmadan 6nce reajenler oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.2.1.3.Testin Calisilmasi: Seri diliisyon hazirlanmak {izere her serum icin 7’ser tiip ayrild. 11k
tiiplere 0.9mL, digerlerine 0.5mL serum fizyolojik (SF) konuldu. ilk tiiplere 0.1mL hasta serumlari
eklenerek karistirildi. 1k tiipten 0.5mL siv1 alinarak ikinci tiiplere aktarildi. Son tiiplere kadar 0.5
mL aktarip, son tiipten 0.5 mL disar1 atilarak seri diliisyonlar hazirland1 (1/10, 1/20, ..., 1/640).
Tim tiplere 0.5 mL antijen eklenerek karistirildi ve tiim tiipler bir kat daha diliie oldu
(1/20,1/40, ..., 1/1280). Tiipler 37°C’lik etiive kaldirilarak 24-48 saat inkiibe edildi.

3.2.1.2.1.4.Degerlendirme: Inkiibasyondan sonra tiipler dikkatlice hareket ettirilerek agliitinoskop

esliginde agliitinasyon varlig1 degerlendirildi. Sonug¢ olarak agliitinasyonun oldugu en yiiksek titre
rapor edildi. 1/80 iizeri olan titreler raporlandi ve 1/160 titre ve lizeri anlamh kabul edildi.
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Resim 13: SWT’ nin 1/20’den 1/640°a kadar titrelendirilmesi (186).

G G

1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640

3.2.1.2.1.5.Uyarilar:

-Agliitinasyon testleri olasi tan1 saglarlar. Kesin tan1 i¢in mikroorganizmanin izolasyonu gereklidir.
-Saptanabilir agliitininler sadece bakteriyel infeksiyonlarda meydana gelmez. Bazi durumlarda
febril antijenlerle reaksiyona giren nonspesifik agliitininler meydana gelebilir. Ornegin narkotik
maddeler kullanan kisilerden alinan serumlarda antijenlere kars1 anlamli derecede yiiksek titrelerde
agliitininler saptanmaistir.

-Hastaligin erken donemlerinde, bagisiklik-yanitsizligi durumlarinda, prezon ve antibiyotik tedavisi
alan hastalarda yanlis negatif sonuglar olabilir.

-B. abortus, B. melitensis ve B. suis antijenik olarak benzerdir ve ¢apraz reaksiyon verirler. Yine V.
cholerae, Pasteurella spp, Proteus OX19, Y. enterocolitica, F. tularensis ve E. coli
infeksiyonlarinda brusella antijenleri ile ¢apraz reaksiyon goriilebilir.

3.2.1.2.2.Anti Human Globulin Testi (AHG testi ), Millipore, UK

3.2.1.2.2.1.Testin Prensibi: Insanlarda brusellozun tamsinda kullanilan yari-kantitatif tiip
agliitinasyonu testidir. Antijen olarak inaktif B. abortus siispansiyonu kullanilir.

Brusellozda olusan blokan antikorlar, SW testi ile gosterilemezken ortama eklenen AHG aracilig
ile goriiniir agliitinasyon verir (Resim 14). RB testi pozitif, SW testi negatif bulunan, 6zellikle IgG
antikorlarinin baskin oldugu olgularda tami ic¢in kullanilir. Agliitinasyonun son serum diliisyonu
testin titresini verir.

Resim 14: Birinci resimde agliitinan antikorlar, ikinci resimde agliitinan olmayan antikorlar, ti¢lincii
resimde agliitinan olmayan antikorlarin ortama eklenen AHG ile agliitinasyon olusturmasi
gosterilmistir (187).

Brucella spp 1gG Brucella spp 1gG
= !./ H / Antihuman IgG
-y 5 ‘M/"\‘J’ Y S f»";":r‘! Ej
:ﬂ;‘r *’: AV ] ,;)f—“ i Brucella spp ||/4 S\\
h A 2N /S AN T T e Human G
(N/ iy WA\ > YR
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AGGLUTINANT ANTIBODIES  NONAGGLUTINANT ANTIBODIES
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. . 0
3.2.1.2.2.2.Saklama: Reajenler ve kontrol serumlar1 kullanilmadiklar1 donemde 2-8 "C’de

muhafaza edildi. KullamImadan 6nce reajenler oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.2.2.3.Testin Calisilmasi: SW testi negatif degerlendirilen SW testi tiipleri teste alindi. Tiipler
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2000 rpm.de 20 dk. santrifiijlendi. Ustteki sivilar dokiilerek 3 kez yikama islemi yapildi (Yikama
islemi: Her tlipe 1-2 mL SF konur, karistirilir - Tekrar 2000 rpm.de 20 dk. santrifiijlenir ve iistteki
stvi dokdiliir). Tiiplere 0.45 mL SF dagitildi. Her tiipe 0.05mL AHG soliisyonu eklendi. Tiipler 37
OC’lik etiivde 24-48 saat inkiibe edilerek inkiibasyon sonrasi tiipler agliitinoskopta degerlendirildi.

3.2.1.2.2.4.Testin Degerlendirilmesi: Agliitinasyonun oldugu en yiiksek titre rapor edildi. 1/160
titre tizerindeki sonuglar anlamli olarak kabul edildi.

3.2.1.2.3.2-Merkaptoetanol (2-ME) Testi, Merck, Almanya

3.2.1.2.3.1.Testin Prensibi: insanlarda brusellozun izleminde kullanilan yari-kantitatif tiip
agliitinasyonu testidir. Antijen olarak inaktif B. abortus siispansiyonu kullanilir. Brusellozda olusan
IgM antikorlar1 2-ME varliginda parcalanir. Kalan IgG antikorlar1 inaktive B. abortus bakterileri ile
birleserek gozle goriilen agliitinasyon reaksiyonu olusturur.

3.2.1.2.3.2.Saklama: Reajenler ve kontrol serumlari kullanilmadiklari dénemde 2-8 °C’de
muhafaza edildi. KullamImadan 6nce reajenler oda sicakligina (20-30 °C) getirildi.

3.2.1.2.3.3.Reajenlerin Hazirlanmasi: 2-ME soliisyonu: 100 mL steril Phosphate Buffer Saline
(PBS-Argene, Biomerieux, Fransa) i¢ine 1.4 mL 2-ME soliisyonu eklenir. Bu stok soliisyon 2-
8°C’de saklanir. Giinliik olarak stok soliisyon 1/4 (1:3) oraninda SF ile diliie edilerek kullanilir.

3.2.1.2.3.4. Testin Calisilmasi: Her serum igin iki sira 7’ser tiip hazirlanarak, iizerlerine 6rnek
numaralar1 ve test isimleri (SWT ve 2-ME) yazildi. SW testi sirasina ilk tiiplere 0.9mL, digerlerine
0.5ml SF konuldu. 2-ME testi sirasina ilk tliplere 0.9mL, digerlerine 0.5mL 2-ME soliisyonu
konuldu. Her iki sirada birinci tiiplere 0.1 mL serum konarak pipetle karistirilds. 11k tiipten 0.5 mL
almarak bir sonraki tiipe aktarilarak karistirildi. Son tiipe kadar 0.5 mL aktarip, son tiipten 0.5 mL
disar1 atilarak seri diliisyonlar hazirland1 (1/10, 1/20, ..., 1/640). Tiim tiiplere 0.5 mL antijen eklenip
karistirildi (1/20, 1/40, ..., 1/1280). Tiipler 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi.

3.2.1.2.3.5.Testin Degerlendirilmesi: Inkiibasyon sonras: tiipler agliitinoskopta degerlendirildi.
Agliitinasyonun oldugu en yiiksek serum titrasyonu rapor edildi.

3.2.1.2.4.Titrimetik Brucella Coombs Gel Test, Odak diagnostics, Tiirkiye

Tarama yonteminde pozitif / zayif pozitif olarak degerlendirilen serumlar titrasyon yontemiyle
de degerlendirildi. Diliisyon pleytinde her hasta i¢in 4 kuyucuk ayrildi. ilk kuyucuklara 100’er pL
diger ii¢ kuyucuga 50’ser puL brusella diluent (sulandiric1) konuldu. ilk kuyucuklara 5’er uL serum
ilave edilerek karistirildi. Birinci kuyucuklardan 50’ser pl alarak ikinci kuyucuklara ilave edildi. Bu
sekilde seri diliisyonlar yapilarak son kuyucuklardan 50’ser pl alimip atik kabina atildi. Biitlin
kuyucuklara 50’ser uL antijen siispansiyonu ilave edilerek karistirildi. Brusella jel matriks {izerinde
kullandigimiz  kuyucuklara serum numaralar1 isaretlendi. Pleyt iyice c¢alkalanarak ilgili
kuyucuklardaki karisimlardan 50°ser pL alinarak brusella jel matriks’deki ilgili kuyucuga aktarildi.
Uygun devirde 20 dk santrifiijlenerek sonuclar gozle degerlendirildi (1/40, 1/80, 1/160, 1/320).
Titrasyon yontemi ile 1/160 diliisyon ve iistiindeki degerler pozitif olarak kabul edilir (Resim 15).
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Resim 15: Soldaki resim jel tarama testi i¢in pozitif ve negatif sonucu gosterirken sagdaki resim
pozitif olan bir 6rnegin titrasyon sonucu en az 1/320’ye kadar pozitif oldugunu gosteriyor (187).

3.2.2.Serolojik Testlerin Calisma Algoritmasi

Her 6rnek RB, ELISA IgM, ELISA IgG ve AHG’li jel test calisildi RB pozitif 6rnekler SWT ile
caligsildi. SWT > 1/80 olan 6rnekler 2-ME testi ile ¢alisildi. SWT < 1/80 olan 6rnekler AHG testi ile
caligildi. SWT < 1/160 ve ELISA IgM/IgG pozitif ve/veya Jel test > 1/160 olan 6rnekler, SWT
testindeki diigiikliigiin blokan antikorlar nedeniyle mi oldugunu belirlemek i¢in AHG testi ile
calisildi. RB testi negatif ornekler ELISA IgM ve/veya ELISA IgG testi pozitif ve/veya jel test
pozitif olan ornekler, agliitinasyon testi negatifliginin blokan antikorlar nedeniyle mi oldugunu
belirleyebilmek amaciyla AHG testi ile ¢alisildi (Sema 2).

Sema 2: Bruselloz 6n tanistyla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gelen, 18 yas ve lizerindeki hasta serumlarinda ¢aligilan testlerin sematik gosterimi.

BRUSELLOZ ON
TANILI HASTALAR




RB, SWT, 2-ME testleri giinliik olarak calisildi. AHG’1i jel test ve ELISA IgM ve IgG testleri,

serumlar biriktirilerek toplu halde c¢alisildi.

3.2.3.KLINIK DEGERLENDIRME

3.2.3.1.0lgu Rapor Formu:Hastalarin klinik bilgisi ve laboratuar bulgulan ile Oykiisiinii

kaydetmek icin bir olgu rapor formu hazirland1 (Form 2)

Form 2: Olgu rapor formu

PROTOKOL ADI/KODU:

INSAN BRUSELLOZUNUN LABORATUVAR TANISINDA KULLANILAN

SEROLOJiK TESTLERIN DEGERLENDIiRILMESI.

OLGU RAPOR FORMU
PROTOKOL NUMARASI: TARIH:
AD - SOYAD: YAS:
MESLEK: CINSIYET:
ADRES: TELEFON:
SEHIR:
iLCE:
KOY:
SIKAYET FiZiK MUAYENE LABORATUVAR
[JHALSIZLIK [JATES [JANEMI:
[JATES [JHEPATOMEGALI [JTROMBOSITOPENI:
OTERLEME [JSPLENOMEGALI [JLOKOPENI:
[JARTRALJi [JLENFADENOPATI [LOKOSITOZ:
[OMYALJi [ONOROLOJiK BULGU [JLENFOSITOZ:

[JSIRT-BEL AGRISI

OCILT LEZYONU

[OKCFT'DE ARTIS:

[IBAS AGRISI [JEPIDiDIMO-ORSIT
[JBULANTI-KUSMA [JAPSE [] CRP YUKSEKLIGI:
[JiSTAHSIZLIK [IDIGER: [JSEDIMENTASYON :
[JKIiLO KAYBI [] DIGER:
[IDIGER:
SEROLOJi:
AHG’LI JEL TEST
. EIA
TARIH RB SWT 2ME AHG IgM 1gG POZIiTiF/ | TITRASYON
NEGATIF
KAN KULTURUNDE UREME: [JVAR: 0 YOK OKULTUR YAPILMAMIS
TARIH:
TANI:
[ DAKUT [ OSUBAKUT | OKRONIK | JRELAPS-REENF.
TEDAVI:
TARIH KULLANILAN iLAC SURE YAN ETKI
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3.2.3.2. Hastalarin Klinik Degerlendirilmesi
Klinik degerlendirmede kullanilan kriterler:

i- Baska bir nedenle agiklanamayan ates, eklem/bel-sirt agrisi, periferik kan tablosunda rolatif
lenfositoz ve/veya olgu rapor formundaki sikayet, fizik muayene ve laboratuvara ait diger bulgular
ile aktif klinigi olmas.

i1- Ge¢gmisinde bruselloz tanis1 ve/veya tedavi alma Oykiisli olmasi

3.2.4.Serolojik Test Sonuclar1 Ve Klinik Degerlendirme ile Hastalarin Stmflandirilmasi

Hastalar laboratuvar sonuglar1 ve klinik bulgular birlikte degerlendirildikten sonra ii¢ grupta
siniflandirildi (Sema 3): Aktif bruselloz (grup 1), gecirilmis bruselloz (grup 2) ve bruselloz olmayan

(grup 3).

Grup 1: Laboratuvar kaniti olan ve bagka bir nedenle acgiklanamayan ates, eklem/bel-sirt agrisi,
periferik kan tablosunda rolatif lenfositoz ve/veya olgu rapor formundaki sikayet, fizik muayene ve
laboratuvara ait diger bulgular ile aktif klinigi olan yeni tanili veya reaktivasyona bagli bruselloz
oldugu diistiniilen hastalar “aktif bruselloz” olarak siniflandirildi.

Grup 2: Tarama testlerinde pozitiflik olup, gegmisinde bruselloz tanisi ve/veya tedavi alma oykiisii
varsa “eski/gecirilmis bruselloz” olarak siniflandirildi.

Grup 3: Sadece bir serolojik test pozitifligi olan ve klinik bulgular1 baska bir nedenle agiklanan
olgular ile herhangi bir laboratuvar kaniti olmayan olgular “bruselloz olmayan” olarak
degerlendirildi.

Sema 3: Hastalarin serolojik testler ve klinik degerlendirme ile siniflandirilmasi algoritmasi

TARAMA TESTLERINDEN TARAMA TESTLERINDEN EN AZ IKISI P
Tiim testler N SADECE BIRI P RB P ve ELISA IgM/IgG P ve Jel test N
Sadece RB P RB P ve ELISA IgM/IgG N ve Jel test P
Sadece IgM ve/veya IgG P RB N ve ELISA IgM/IgG P ve Jel test P
Sadece Jel test P RB P ve ELISA 1gM/IgG P ve Jel test P
J
J
Bruselloz |
olmayan
Klinik Degerlendirme

Klinik Degerlendirme

Eski/ Aktif G E.Sl?li/ :
Bruselloz irilmi Aktif Bruselloz CEITTMIS
olmayan Ceglii; Bruselloz Bruselloz

Bruselloz
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3.2.5. istatistiksel Degerlendirme:

Testlerin  performanslarinin  degerlendirilmesinde  altin ~ standart olarak  bir  test
kullanilamadigindan, serolojik test sonuclari ve klinik degerlendirme sonucunda tanimlanan
siniflandirma referans alindi: Aktif bruselloz (yeni enfeksiyon veya reaktivasyon), gecirilmis/eski
bruselloz, referans kabul edildi.

Kullanilan istatistik yontemleri: duyarlilik, 6zgiilliikk, pozitif prediktif deger (PPD), negatif
prediktif deger (NPD), herhangi bir pozitif sonug¢ icin yalanci pozitif olma olasiligi (PSYP),
herhangi bir negatif sonug i¢in yalanci negatif olma olasilig1 (NSYN), herhangi bir test sonucu i¢in
pozitif olma olasilig1 (HTSP) ve herhangi bir test sonucu i¢in negatif olma olasiligi (HTSN) olarak
belirlenmistir.
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4- BULGULAR
4.1.0lgular

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne 07.01.2014 - 28.01.15 tarihleri arasinda basvuran
ve klinik 6n tanis1 bruselloz olan 103 hastaya ait serum Ornekleri brusella serolojik testleri i¢in
caligmaya alindi. Gerekli klinik bilgilerine ulasilamayan ve/veya gerekli test tekrar1 veya AHG testi
icin yeterli serumu olmayan ve/veya romatolojik hastaligi olan alti hasta degerlendirme disi
birakildi. Geriye kalan 97 hastanin 48’1 erkek (% 49.48) ve 49°u kadin(% 50,52) ve yas ortalamasi
47.15 (18 yas -76 yas) idi.

Hastalarin 46’s1 enfeksiyon hastaliklar1 poliklinik, dordii romatoloji poliklinik, ti¢l
gastroenteroloji poliklinik, ikisi nefroloji poliklinik, ikisi dahiliye poliklinik ve birer tane ndroloji,
gbgiis hastaliklar, fizik tedavi ve rehabilitasyon, iiroloji ve agri polikliniklerinden olmak iizere
toplam 62’si polikliniklere gelen hastalardan olusmaktadir. Hastalarin 19°u enfeksiyon hastaliklari
servis, besi dahiliye servis, dordii noroloji servis, licii acil servis ve birer tane goz hastaliklari servis,
gastroenteroloji servis, gogiis hastaliklar1 servis ve genel cerrahi servis olmak iizere toplam 35’1
servislerde yatan hastalardan olusmaktadir (Tablo 6).

Tablo 6: Hastalarin kliniklere gére dagilima.

POLIKLINIK SAYI KLINIK SAYI

Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigi 46 Enfeksiyon Hastaliklar1 servisi 19
Romatoloji poliklinigi 4 I¢ Hastaliklar1 servisi 5
Gastroenteroloji poliklinigi 3 Noroloji servisi 4
I¢ Hastaliklar1 poliklinigi 2 Acil servis 3
Nefroloji poliklinigi 2 G0z hastaliklar1 servisi 1
Noroloji polikligi 1 Gastroenteroloji servisi 1
Gogiis Hastaliklar: polikligi 1 Gogiis Hastaliklar1 servisi 1
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon polikligi 1 Genel Cerrahi servisi 1
Uroloji polikligi 1

Agr1 polikligi 1

Toplam poliklinik 62 Toplam yatan hasta 35

4.2.Serolojik Test Sonuc¢lari

Bruselloz 6n tanisiyla calismaya alinan 97 hasta 6rneginin; 56’s1 RB pozitif, 40’1 SWT > 1/80,
22’s1 SWT > 1/160, 33’1 IgM pozitif, 49°u IgG pozitif, 59’u jel test tarama testi pozitif, 43’1 jel test
> 1/80 ve 30’u jel test > 1/160 olarak bulundu (Sema 4). Tiim tarama testleri (RB, ELISA IgM/IgG,
Jel test) negatif olan hasta sayis1 35, Tiim tarama testleri pozitif olan hasta sayis1 51; sadece RB testi
pozitif olan hasta yok, sadece RB testi negatif olan hasta sayis1 dort; sadece ELISA 1gM/IgG testi
pozitif olan hasta sayis1 iki, sadece ELISA IgM/IgG testi negatif olan hasta sayis1 dort; sadece jel
test pozitif olan hasta yok, sadece jel test negatif olan hasta sayis1 bir olarak bulundu (Tablo 7).
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Sema 4: Calisilan hasta 6rneklerinin serolojik sonuglari.

i BRUSELLOZ ON TANILI HASTA

97
TAT TAT ) ) JEL TEST JEL TEST
RBP || >1/80 >1/160 1eMP || 1gGP || he iR > 1/80 >1/160
56 40 2 33 49 | o 43 30

Toplam 39 hasta AHG testi ile ¢alisildi. Bunlardan 34’ii RB testi pozitif, besi RB testi negatif
idi. RB testi pozitif olan hastalardan 16’sinin SWT negatif (SWT <1/80 ) oldugu i¢in; sekizinin
SWT = 1/80 ve ELISA IgM/IgG testi pozitif oldugu i¢in; onunun SWT = 1/80 ve ELISA IgM/IgG
ve Jel test > 1/160 oldugu icin AHG testi ile ¢alisildi. RB testi negatif olan hastalarin besinde de
ELISA IgM/IgG testi pozitif oldugu i¢cin AHG testi ile ¢alisildi (Sema 5).

Sema 5: AHG testi ¢alisilan hastalarin semasi.

AHG TESTI CALISILAN HASTALAR

RB POZITIF RB NEGATIF
34) 5)
SWT < 1/80 ' SWT=1/80
I 1

JEL TEST ELISA IgM/IgG

ELISA IgM/IgG
POZITIF

POZITIF ve JEL TEST >
1/160

T
ELISA JELTEST> || ELISA IgM/IgG
(16) IgM/IgG 1/160 P |
POZITIF ve JEL TEST > AR
1/160 AHG () AHG
AHG 6 )
()]

SWT titrelerinde, 2 ME testiyle ¢alisildiginda azalma toplam 15 hastada olmustur. Bu hastalarin
hepside grup 1’dedir (aktif bruselloz). Bunlarin yedisinde, SWT > 1/160 olup bir kat titre azalmasi;
birinde SWT > 1/160 olup iki kat titre azalmasi; birinde SWT > 1/160 olup ii¢ kat titre azalmasi
olmustur (SWT > 1/160 olup, 2 ME testi < 1/80 olan dort hasta vardi). SWT = 1/80 olan hastalarin

dort tanesinde titre azalmasi mevcuttu.
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Serolojik test sonuglar1 (Tablo 7) ve klinik degerlendirmeye gore iic gruba ayrilan hasta sayilari
semada gosterilmektedir. Aktif bruselloz olanlar / grup 1 gecirilmis/eski bruselloz olanlar /grup 2 ve
bruselloz olmayanlar /grup 3 (Sema 6).

Sema 6: Serolojik test sonuclarina ve klinik degerlendirmeye gore hastalarin siniflandirilmasi.

Tiim testler TARAMA TESTLERINDEN TARAMA TESTLERINDEN EN AZ iKiSi P
N SADECE BIRI P RB P ve ELISA IgM/IgG P ve Jel test N (1)
(€5 Sadece RB P (0) RB P ve ELISA IgM/I¢G N ve Jel test P (4)
Sadece IgM ve/veya IgG P(2) RB N ve ELISA IgM/IgG P ve Jel test P (4)
Sadece Jel test P (0) RB P ve ELISA IgM/IgG P ve Jel test P (51)
Bruselloz J J
degil | |

(ED)

Klinik
Degerlendirme

Klinik Degerlendirme

Bruselloz ol Aktif Aktif Eski/
deai” | | St | | prso Bmaalr | | Qe
@ ) (36) 4
Tablo 7: Tiim tarama testi sonuglarinin gruplara gére dagilimi.
TARAMA TEST SONUCLARI | Toplam Say1 | Aktifbruselloz |  OcSiriimis Bruselloz
bruselloz olmayan
Tim testler N 35 0 0 35
Sadece RB P 0 0 0 0
Sadece ELISA (IgM ve/veya IgG) P 2 0 0 2
Sadece jel test P 0 0 0 0
RB P, ELISA P, jel test N 1 0 1 0
RB P, ELISA N, jel test P 4 0 4 0
RB N, ELISA P, jel test P 4 1 3 0
RB P, ELISA P, jel test P 51 35 16 0
Toplam 97 36 24 37

4.3.Gruplara Gore Olgularin Dagilim

Aktif bruselloz olan hasta sayis1 36 olup 17 erkek (% 47.22) ve 19 kadin (% 52.77) hastadan
olusmaktadir (yas ortalamasi 48.83). Geg¢irilmis/takipli bruselloz olan hasta sayis1 24 olup 10 erkek
(% 41.66) ve 14 kadin (%58.33) hastadan olugsmaktadir (yas ortalamasi 45.16). Bruselloz olmayan
hasta sayist 37 olup 21 erkek (% 56.75) ve 16 kadin (% 43.24) hastadan olusmaktadir (yas
ortalamas1 46.81) (Sema 7).
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Sema 7: Gruplardaki kisi sayilarinin ve kadin — erkek sayilarinin birbirlerine gore durumu.

40 -

S KADIN
20 A
EERKEK

15 -

10 A

AKTIF BRUSELLOZ ESKi/GEGIRILMIS BRUSELLOZ
BRUSELLOZ OLMAYAN

Orneklerin geldikleri poliklinik — servis dagilimi; 62 poliklinik (grup 1; 22, grup 2; 20, grup 3;
20) ve 35 servis (grupl; 14, grup 2; 4, grup 3; 17) seklindedir (Sema 8).

Sema 8: Gelen drneklerin servis / poliklinik ve gruplara gore dagilimi.

40 -

35 -

30 A

25 - ,
u SERVIS
20 L
# POLIKLINIK
15 -

10 -

O T T |
AKTIF BRUSELLOZ  ESKi/GECIRILMIS BRUSELLOZ
BRUSELLOZ OLMAYAN

Olgularin test sonuclari, yas, cinsiyet ve geldikleri klinik-poliklinik bilgileri tablolarda
gosterilmektedir (Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11).
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Tablo 8: Grup 1’deki (aktif bruselloz) hastalarin yas, cinsiyet, geldikleri poliklinik-servis durumlari
ve laboratuvar sonuglari.

o - EIA o -
savi | cinsiveT | vas AGLUTINASYON TESTLERi i =G AHG'Li JEL TEST KLINiK KOLTUR
RB SWT 2ME AHG | P-N-SD | P-N-SD | P-N-SD | TITRASYON VAR-YOK TARIH ETKEN
1 | ERKEK | 52 P 1/160 | 1/160 zpP p p 1/320  |ENF. P. YOK
2 | ERKEK | 65 p 1/80 1/80 1/160 P p p 1/160 | ACIL SER. VAR 0. YOK
3 | ERKEK | 33 p 1/640 | 1/320 P p p 1/320  |ENF.S. YOK
4 | kaDIN | 45 p 1/320 | 1/160 P P p 1/160  |ENF.P YOK
5 | KADIN | 50 p 1/80 1/40 1/80 P p p 1/80 ENF. P. YOK
6 | ERKEK | 72 P 1/160 1/80 P P p 1/80 ENF. P. YOK
7 | kKADIN | 55 P 1/80 1/80 1/640 N P p 1/320 |ENF.P YOK
8 | ERKEK | 41 p 1/80 1/80 1/160 7P p p 1/160  |ENF. P. YOK
9 | KADIN | 62 p | >1/640 | >1/640 P zP p 1/320 |DAH.S. VAR 17.03.14 | B. melitensis
10 | KADIN | 38 P 1/160 | 1/160 zpP P P 1/160  |ENF. P. YOK
11 | KADIN | 54 P 1/320 | 1/320 P P 1/320 |DAH.S. VAR 0. YOK
12 | ERKEK | 59 P 1/640 | 1/320 p 7P p 1/320  |ACIL SER. YOK
13 | KADIN | 27 p 1/80 1/80 1/80 zP N P 1/40 ENF. P. YOK
14 | ERKEK | 65 P 1/320 | 1/160 p P P 1/320  |ENF.S. VAR 0. YOK
15 | ERKEK | 61 P 1/80 1/80 1/640 p P P 1/320 |DAH.S. YOK
16 | ERKEK | 44 P 1/80 N 1/160 p P p 1/160  |ENF. P. YOK
17 | ERKEK | 52 P 1/320 | 1/320 N P P 1/320  |ENF. P. YOK
18 | ERKEK | 71 p 1/320 | 1/320 P p P 1/320 |G.CER.S. VAR 23.01.14 | B. melitensis
19 | KADIN | 39 p 1/160 | 1/160 zP N P 1/160  |ENF. P. YOK
20 | ERKEK | 41 p 1/640 | 1/640 zP p P 1/320  |ENF.S. YOK
21 | KADIN | 34 P 1/160 1/80 zP p P 1/160  |ENF. P. YOK
22 | ERKEK | 64 p <1/80 1/40 1/640 zP P P 1/320 |GOGUSS. YOK
23 | KADIN | 50 p <1/80 1/20 1/320 N p P 1/160  |ENF. P. YOK
24 | KADIN | 62 p 1/320 N p p p 1/80 DAH. P. YOK
25 | KADIN | 36 p <1/80 | <1/80 1/80 p N p 1/40 ENF. P. YOK
26 | KADIN | 57 p 1/80 1/80 1/80 p p p 1/160  |ENF.S. YOK
27 | ERKEK | 46 N 1/160 p p p 1/40 NOROLOJI S. YOK
28 | ERKEK | 64 p 1/640 | 1/640 N p p 1/320 | ACIL SER. VAR 13.06.14 | B. melitensis
29 | KADIN | 54 p 1/160 | 1/160 N p p 1/160  |ENF. P. YOK
30 | KADIN | 33 p 1/80 1/20 1/80 p p p 1/80 ENF. P. YOK
31 | KADIN | 50 p 1/160 1/40 p N p 1/80 ENF. P. YOK
32 | KADIN | 34 p 1/80 1/40 1/160 p N zpP <1/40  |NOROLOIIS. YOK
33 | ERKEK | 32 p 1/80 1/40 1/640 N p p 1/320  |ENF. P. YOK
34 | KADIN | 41 p 1/160 | 1/160 p p p 1/320 | GASTR. P. YOK
35 | ERKEK | 50 P 1/640 | 1/320 p N p 1/40 ENF. P. YOK
36 | KADIN | 25 p 1/80 1/40 1/160 p p p 1/160  |ENF. P. YOK

(SD: Siir Deger = ZP: Zay:f Pozitif)
Tablo 9: Grup 2’deki (Eski-gecirilmis bruselloz) hastalarin yas, cinsiyet, geldikleri poliklinik-servis
durumlar1 ve laboratuvar sonuglari

s ) EIA o L
san | cinsiver | vas AGLUTINASYON TESTLERI ™ e AHG'Li JEL TEST KLNIK KULTUR
RB SWT 2ME AHG | P-N-SD | P-N-SD | P-N-SD [TiTRASYON VAR-YOK TARIH ETKEN
1| ERKEK 48 P 1/80 1/80 1/80 N p p 1/80  |ENF.P. YOK
2| KADIN 73 P <1/80 1/40 N N p p 1/80  |ROM. P. YOK
3] kapIN 68 P <1/80 1/40 N N N zpP <1/40 [GASTR.P. YOK
4| ERKEK 61 P <1/80 1/20 N N P zpP <1/40 |UR.P. YOK
5] KADIN 39 p <1/80 1/40 N N p zpP <1/40  |ENF.P. YOK
6] KADIN 33 zP <1/80 1/40 N N N p 1/40  |GASTR.P. VAR 0. YOK
7| ERKEK 32 P <1/80 1/40 N N p p 1/40  |ENF.P. YOK
8| KkaDIN 50 N <1/80 <1/80 N P P 1/80  |ENF.P. YOK
9] KkADIN 39 P <1/80 1/80 N N P P 1/40  [FTR YOK
10| KADIN 31 P 1/80 1/80 1/80 P N N ENF. P. YOK
11| KADIN 44 p 1/160 1/160 N p p 1/80  |ENF.P. YOK
12| ERKEK 55 p 1/80 1/80 N N p p 1/160 |ENF.P. YOK
13| ERKEK 25 zP N N N p zP <1/40  |ENF.P. YOK
14| KADIN 35 N N N P P <1/40 [ENF.P. YOK
15| ERKEK 51 N N P zpP <1/40 |NEFR.P. YOK
16| ERKEK 36 P <1/80 1/40 N N p p 1/80 |GASTROS. VAR 0. YOK
17| ERKEK 36 p 1/80 1/80 N N p p 1/160 |ENF.P. YOK
18| ERKEK 26 zP N N N N p p 1/160 |ENF.S. VAR 0. YOK
19] KADIN 57 p <1/80 1/40 N N N P 1/40  [ENF. P. YOK
20| KADIN 59 p N N N N N P 1/40  [DAH.S. VAR 0. YoK
21| ERKEK 25 p N N 1/80 N p zpP <1/40 |NEFR.P. YOK
22| KADIN 33 p 1/80 1/80 N p N p 1/80 [GOGUS P. YOK
23| KADIN 76 p 1/160 1/160 N p p 1/160 |DAH.S. YOK
24| KADIN 52 P N N N N p p 1/80  |ENF.P. YOK

(SD: Siir Deger = ZP: Zay:f Pozitif)
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Tablo 10: Grup 3’deki (Bruselloz olmayan) hastalarin yas, cinsiyet, geldikleri poliklinik-servis
durumlar1 ve laboratuvar sonuglari.

o - EIA o -
savi | cinsiver | vas AGLUTINASYON TESTLERI v | igo | AHELUELTEST | i KULTUR
RB | swt [ 2ME | AHG [P-N-sD | P-N-SD | P-N-SD [TRASYO| VAR-YOK  TARIH ETKEN
1 ERKEK 25 N N N N DAH. P. YOK
2 ERKEK 38 N N N N ENF. P. YOK
3 ERKEK 54 N N N N ENF. P. YOK
4 KADIN 69 N N N N ENF. HEP.P. | YOK
5 ERKEK 55 N N N N ENF.S. VAR 0. YOK
6 KADIN 61 N N N N ENF. P. YOK
7 KADIN 41 N N N N ENF. P. YOK
8 ERKEK 47 N N N N ROM. P. VAR U. YOK
9 ERKEK 22 N N N N NOROLOJIS. | Yok
10 | ERKEK 43 N N N N ENF.S. VAR U. YOK
11 | KADIN 41 N N N N ENF. P. YOK
12 | KADIN 53 N N N N ENF. P. YOK
13 | ERKEK 41 N N N N AGRI K. YOK
14 | KADIN 61 N N N N ENF.S. VAR U. YOK
15 | KADIN 54 N N N N ENF.S. VAR 0. YOK
16 | ERKEK 67 N N N N ENF. P. YOK
17 | kADIN 46 N N N N ENF. P. YOK
18 | KADIN 50 N N N N ENF. P. YOK
19 | ERKEK 65 N N N N NOROLOJIS. | Yok
20 | ERKEK 29 N N N N ENF.S. VAR U. YOK
21 | ERKEK 27 N N N N ENF.S. VAR 0. YOK
22 | KADIN 43 N N N N ENF.S. VAR U. YOK
23 | ERKEK 64 N N N N ENF.S. VAR 0. YOoK
24 | KADIN 29 N N N N GOZS. YOK
25 | KADIN 18 N N N N ENF.S. YOK
26 | ERKEK 58 N N N N ENF. P. YOK
27 | ERKEK 30 N N N N ENF. P. YOK
28 | ERKEK 64 N N N N ENF.S. YOK
29 | ERKEK 52 N N N N NOROLOJI P | Yok
30 | KADIN 58 N N P N N ENF.S. VAR 0. YOK
31 | ERKEK 49 N N N N ENF. S. YOK
32 | ERKEK 32 N N N N ENF. P. YOK
33 | KADIN 50 N N N N ENF. P. YOK
34 | ERKEK 52 N N N zp N ENF.S. YOK
35 | ERKEK 41 N N N N ROM. P. YOK
36 | KADIN 44 N N N N ENF.S. YOK
37 | KADIN 59 N N N N ROM. P. YOK

(SD: Siir Deger = ZP: Zay:f Pozitif)
4.4.Kan Kiiltiirii Sonuclari

Kan kiiltiirii istegi yapilan 20 (Grup 1; 6, grup 2; 4, grup 3; 10) hasta 6rneginin sadece {i¢iinde
ireme oldu. Bu 20 hastanin ikisi polikliniklerden (Romatoloji - Gastroenteroloji), geriye kalan 18’1
serviste yatan hastalardan istenmisti. Ureme olan ii¢ 6rnek de aktif bruselloz grubundayds; biri i¢
Hastaliklar1 servisinden, biri Genel Cerrahi servisinden, biri de Acil servisten gonderilmisti. Ugiiniin
serolojik testlerinin hepsi pozitif, SWT > 320 ve AHG’1i jel testi titresi 320 idi.

4.5.Istatistiksel Analiz
Istatiksel olarak tiim testlerin % 95 giiven araliginda duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger
(PPD), negatif prediktif deger (NPD), herhangi bir test sonucu i¢in pozitif olma olasiligt (HTSP)ve

herhangi bir test sonucu i¢in negatif olma olasiligi (HTSN) hesaplandi. Testlerin duyarhiliklar1 Grup
1 ve grup 2 i¢in ayr1 ayr1 hesaplanarak karsilastirildi (Tablo 12-27).
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Tablo 11: RB testinin sonuglari.

RB BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - TOPLAM
POZITIF 56 0 56
NEGATIF 4 37 41
TOPLAM 60 37 97

Tablo 12: SWT testinde 1/80 ve iizeri titreler pozitif alindiginda sonugclar.

SWT (1/80) BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - TOPLAM
POZITIF 40 0 40
NEGATIF 20 37 57
TOPLAM 60 37 97

Tablo 13: SWT testinde 1/160 ve iizeri titreler pozitif alindiginda sonuglar.

SWT (1/160) BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - TOPLAM
POZITIF 22 0 22
NEGATIF 38 37 75
TOPLAM 60 37 97

Tablo 14: SWT ve AHG testi birlikte degerlendirildiginde 1/80 ve iizeri titreler pozitif alindiginda
sonuglar.

AHG + SWT (1/80) | BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ- | TOPLAM
POZITIF 45 0 45
NEGATIF 15 37 52
TOPLAM 60 37 97

Tablo 15: SWT ve AHG testi birlikte degerlendirildiginde 1/160 ve iizeri titreler pozitif alindiginda
sonuglar.

AHG + SWT (1/160) | BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - | TOPLAM
POZITIiF 33 0 33
NEGATIF 27 37 64
TOPLAM 60 37 97

Tablo 16: IgM testinin sonuglari.

IgM BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - TOPLAM
POZITIF 32 1 33
NEGATIF 28 36 64
TOPLAM 60 37 97
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Tablo 17:

IgG testinin sonuglart.

IgG BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - TOPLAM
POZITIF 48 1 49
NEGATIF 12 36 48
TOPLAM 60 37 97
Tablo 18: IgM ve IgG testi birlikte degerlendirildiginde sonuglar.
IgM ve/veya IgG BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ-| TOPLAM
POZITIF 57 2 59
NEGATIF 3 35 38
TOPLAM 60 37 97
Tablo 19: AHG’1i Jel tarama testinin sonuglari.
JEL TEST TARAMA | BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - | TOPLAM
POZITIF 59 0 59
NEGATIF 1 37 38
TOPLAM 60 37 97
Tablo 20: AHG’11 Jel testinde 1/80 ve {izeri titreler pozitif alindiginda sonuglar.
JEL TEST (1/80) BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ-| TOPLAM
POZITIF 43 0 43
NEGATIF 17 37 54
TOPLAM 60 37 97
Tablo 21: AHG’1i Jel testinde 1/160 ve iizeri titreler pozitif alindiginda sonuglar.
JEL TEST (1/160) BRUSELLOZ + | BRUSELLOZ - | TOPLAM
POZITIF 30 0 30
NEGATIF 30 37 67
TOPLAM 60 37 97
Tablo 22: Tiim hasta 6rneklerinden elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi.
o O
esT (S |2_|@ 2142 |4
SONUCU = = = g - = =P
= = oz Ve &~ 2
2 'z & |2X 32 & (% 3 EE|ES
Duyarlilik (%) | 93.33 | 66.66 | 36.66 | 75 55 | 5333 | 80 95 | 9833  71.66
Ozgiilliik (%) 100 100 100 100 100 97.29 | 97.29 | 94.59 100 100
PPD (%) 100 100 100 100 100 96.96 | 97.95 | 96.61 100 100
NPD (%) 90.24 | 6491 | 49.33 | 71.15 | 57.81 | 56.25 75 92.1 97.36 | 68.51
HTSP (%) 57.73 | 41.23 | 22.68 | 46.39 | 34.02 @ 34.02 @ 50.51 @ 60.82 | 60.82 @ 44.32
HTSN (%) 4226 | 58.76 | 77.31 | 53.60 | 6597 | 6597 | 4948 | 39.17 | 39.17 | 55.67
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TABLO 23: Tiim hasta 6rneklerinden elde edilen sonuglarin % 95 giiven araliginda karsilastirilmasi.

|5 g g |§ |E

S-S = B z

TESTLER ) g S = = E E

(% 95 GUVEN ARALIGI)

RB 93.33 100 100 90.24 57.73 42.26
Diisitk limit 82.99 88.28 92.002 75.94 47.28 32.43
Yiiksek limit 97.84 100 100 96.82 67.56 5271
SWT (1/80) 66.66 100 100 64.91 41.23 58.76
Diisitk limit 53.20 88.28 89.08 51.05 31.47 48.30
Yitksek limit 77.98 100 100 76.75 51.69 68.52
SWT (1/160) 36.66 100 100 49.33 22.68 77.31
Ditsiik limit 24.89 88.28 81.50 37.69 15.04 67.48
Yiiksek limit 50.15 100 100 61.03 32.51 84.95
AHG + SWT (1/80) 75 100 100 71.15 46.39 53.60
Diisitk limit 61.87 88.28 90.20 56.72 36.30 43.23
Yitksek limit 84.89 100 100 82.45 56.76 63.69
AHG + SWT (1/160) 55 100 100 57.81 34.02 65.97
Diisiik limit 41.69 88.28 87.01 44.84 24.89 55.57
Yiiksek limit 67.66 100 100 69.83 44.42 75.10
IgM 53.33 97.29 96.96 56.25 34.02 65.97
Diisitk limit 5139 84.19 82.48 4332 24.89 55.57
Yitksek limit 71.36 99.85 99.84 68.41 44.42 75.10
IgG 80 97.29 97.95 75 50.51 49.48
Diisitk limit 67.29 84.19 87.76 60.11 40.24 39.25
Yiiksek limit 88.80 99.85 99.89 85.89 60.74 59.75
IgM + IgG 95 94.59 96.61 92.1 60.82 39.17
Diisitk limit 85.17 80.46 87.25 77.51 50.35 29.57
Yitksek limit 98.69 99.05 99.41 97.93 70.42 49.64
JEL TEST (TARAMA) 98.33 100 100 97.36 60.82 39.17
Diisitk limit 89.86 88.28 92.38 84.56 50.35 29.57
Yiiksek limit 99.91 100 100 99.86 70.42 49.64
JEL TEST (1/80) 71.66 100 100 68.51 44.32 55.67
Diisitk limit 5835 88.28 89.78 543 34.36 45.24
Yiiksek limit 82.18 100 100 80.09 54.57 65.63
JEL TEST (1/160) 50 100 100 55.22 30.92 69.07
Diisitk limit 36.95 88.28 85.86 42.63 22.14 58.76
Yiiksek limit 63.04 100 100 67.21 41.13 77.85
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Tablo 24: Grup 1’de (Aktif bruselloz) testlerin duyarliliklarinin karsilastirilmasi.

~ = = ~

S g g @) B < = IS

< — —_ B0 %) %) %)

= S|l mns | »no o = = 2
TEST e = (g7 |78 =2 | g T E< | B8 | B2
SONUCU = n= | o2 | o= ~ ~ = A% A | A

2| T|Z|ET 5 |Eg|BT|ET
Pozitif 35 32 20 36 31 30 30 36 36 32 26
Negatif 1 4 16 0 5 6 6 0 0 4 10
Duyarhlik (%) | 97.22 | 88.88 | 55.55 | 100 | 86.11 | 8333 | 8333 | 100 | 100 | 88.88 | 72.22

Tablo 25: Grup 2’de (Eski / gegirilmis bruselloz) testlerin duyarliliklarinin karsilagtirilmasi.

~ = = —

) = = @) E< | & =

0 —~ ~ an [75] n 2]

— = ngs | e = = ~ o
TEST 2 = g2y l+r2 3 |9 n E§ E2 | ES
SONUCU = n= o |o= |~ - s = AT | A

z CIETIES B |EE|ET(ET
Pozitif 21 8 2 9 2 2 18 21 23 11 4
Negatif 3 16 22 15 22 22 6 3 1 13 20
Duyarlilik (%) 87.5 | 3333 | 833 37.5 8.33 8.33 75 87.5 | 95.83 | 45.83 | 16.66

Tablo 26: Grup 1 ve grup 2 birlikte alindiginda testlerin duyarliliklarinin karsilastirilmasi.

— = = —

GRUP 1 VE GRUP S = _| =~ Q1525 |52
2’NIN o | 2 |EE|T78 T2 5| 9| % 2| Eg|E8

DUYARLILIKLARI = o |lo=s|lo=| & = s | Q g Q| as

(%) 21 |55 5 | ES|ET|E

GRUP 1 97.22 | 88.88 | 55.55 | 100 | 86.11 | 83.33 | 83.33 | 100 | 100 | 88.88 | 72.22

GRUP 2 87.5 | 3333 | 833 | 37.5 | 833 | 833 | 75 | 87.5 | 95.83 | 45.83 | 16.66
GRUP 1 +2 93.33 | 66.66 | 36.66 | 75 55 | 5333 | 80 95 | 9833 | 71.66 | 50
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5-TARTISMA VE SONUC

Olas1 bir bruselloz vakasinin tanisi, rutin hematolojik ve biyokimyasal laboratuvar testleri,
radyolojik tetkikler ve brusellaya ozgl testler olmak {izere cesitli yaklagimlarin bir arada
degerlendirilmesini gerektirir. Kan, kemik iligi ve doku 6rneklerinden brusella tiirleri izole edilmesi
altin standart yontem olarak kabul edilir. Ancak; etyolojik ajanin izolasyon orami hastaligin
evresine, antibiyotik kullanimina etken olan brusella tiiriine, kiiltiir ortamina ve kullanilan teknige
bagh olarak diisiiktiir. Calismamizda 97 hastadan sadece 20’sinde kan kiiltiirii istegi yapilmis ve
sadece {ligiinde iireme saptanmistir (% 2.91). Bu 20 hastanin ikisi polikliniklerden, 18’1 serviste
yatan hastalardan istenmistir. Aktif bruselloz grubunda olan hastalardan sadece altisindan kan
kiiltiirii istendigi goriilmektedir. Ureme saptanan ii¢ drnegin de aktif bruselloz grubundan oldugu
dikkate alinirsa, dogru hastadan uygun sekilde kan kiiltiiri alinmasiyla kiiltiirtin etkinligi artacaktir
(% 50). Bu sonuclara gore aktif klinigi olan hastalarda daha fazla kan kiltiirii istegi yapilmasi
onerilir. Rutinde kiiltiirde iiremenin az olmasi nedeniyle brusellozun laboratuvar tanis1 ¢ogunlukla
serolojik ve daha az oranda molekiiler testlere dayanmaktadir. Klasik agliitinasyon testlerinin,
bireysel ve laboratuvarlar arasi farkli degerlendirilme olasilig1 nedeniyle standardizasyon sorununa
kars1 kullanmlmaya baslanan ve kisa siirede daha ¢ok &rnek calisilabilen Enzimli Immiinolojik test
(Enzyme - Linked immunosorbent assay (ELISA) ve Anti insan globulin’li (Anti human Globulin -
AHG) jel test gibi alternatif yoOntemlerin agliitinasyon testlerinin yerini alip alamayacagi
degerlendirilmelidir.

Insan bruselozunun laboratuvar tanisinda kullanilan serolojik testlerin karsilastiriimasi amaciyla
04.07.2012-29.08.2013 tarihleri ve 17.06.2013-29.08.2013 tarihlerinde yapmis oldugumuz
calismalarda test sonuglarini degerlendirebilmek dogru degerlendirebilmek icin klinik bilgi ve izlem
gerektigi sonucuna varilmisti (1). Bu amacla, RB testi, SWT, 2ME testi, AHG’li agliitinasyon testi,
ELISA IgG ve IgM testi ve AHG’li jel testin birlikte ¢alisilacagi prospektif bir ¢alisma planlayarak
laboratuvar galisma kosullarina uygun bir laboratuvar tani algoritmasi1 6nermeyi amacladik.

Bu amagla yiiriittiigiimiiz ¢alismada klinik 6n tanisi bruselloz olan 103 hastaya ait serum
ornekleri RB, ELISA IgM, ELISA IgG ve AHG’li jel test calisildi. RB pozitif 6rnekler SWT ile
calisildi. SWT > 1/80 olanlar 2-ME testi ile ¢alisildi. SWT < 1/80 olan 6rnekler AHG testi ile
calisildi. SWT < 1/160 ve ELISA IgM/IgG pozitif ve/veya Jel test > 1/160 olan 6rnekler, SWT
testindeki diisiikliiglin blokan antikorlar nedeniyle mi oldugunu belirlemek icin AHG testi ile
calisildi. RB testi negatif ornekler ELISA IgM ve/veya ELISA IgG testi pozitif ve/veya jel test
pozitif olan Ornekler, agliitinasyon testi negatifliginin blokan antikorlar nedeniyle mi oldugunu
belirleyebilmek amaciyla AHG testi ile ¢alisildi.

Hastalarin klinik bilgisi ve laboratuar bulgular ile dykiisiinii kaydetmek i¢in bir olgu rapor
formu hazirlandi. Gerekli klinik bilgilerine ulagilamayan ve/veya gerekli test tekrar1 veya AHG testi
icin yeterli serumu olmayan ve/veya romatolojik hastaligi olan alt1 hasta degerlendirme disi
birakildi. Geriye kalan 97 hastanin 48’1 erkek (% 49.48) ve 49°u kadin (% 50,52) ve yas ortalamast
47.15 (18 yas - 76 yas) idi. Calismamizin amaglar1 arasinda olmadigindan kadin-erkek cinsiyet
arasinda anlamli bir fark olup olmadigi istatiksel olarak degerlendirilmedi.

Hastalarin 46’s1 Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi, dordii Romatoloji Poliklinigi, ti¢l
Gastroenteroloji Poliklinigi, ikisi Nefroloji Poliklinigi, ikisi Dahiliye Poliklinigi ve birer tane
Néroloji, Gogiis Hastaliklari, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon, Uroloji ve Agr1 Polikliniklerinden
olmak tizere toplam 62’si polikliniklere gelen hastalardan olusuyordu. Hastalarin 19°u Enfeksiyon
Hastaliklar1 Servisi, besi Dahiliye Servisi, dordii Noroloji Servisi, ii¢li Acil Servis ve birer tane G6z
Hastaliklar1 Servisi, Gastroenteroloji servisi, Gogiis Hastaliklar1 Servisi ve Genel Cerrahi servisi
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olmak iizere toplam 35’1 servislerde yatan hastalardan olusuyordu (Tablo 7). En ¢ok hasta 6rnegi
basta Enfeksiyon hastalar1 poliklinik (46 hasta) olmak tizere polikliniklerden (62 hasta) ve
Enfeksiyon hastaliklart servisinden (19 hasta) gelmisti. Bunlarin disinda bruselloz bir¢cok organ
veya sistemin tutuldugu, ¢esitli klinik tablolar seklinde goriilen, sistemik bir enfeksiyon hastaligi
oldugundan; bircok servis ve poliklinikten bruselloz 6n tanisiyla hasta takibi yapilmaktadir.

Bruselloz 6n tanisiyla ¢alismaya alinan 97 hasta 6rneginin; 56’s1 RB pozitif, 40’1t SWT > 1/80
(SWT), 22°si SWT > 1/160, 33’1 IgM pozitif, 49’u IgG pozitif, 59’u jel test tarama testi pozitif,
4371 jel test > 1/80 ve 30°u jel test > 1/160 olarak bulundu (Sema 4).

On calisma sonuglar1 ve literatiir verilerine dayanarak, ELISA IgM ve/veya IgG pozitifliginin
total olarak ELISA pozitif seklinde degerlendirilmesine karar verildi. Toplam 39 hasta 6rneginde
AHG testi ile caligmaya ihtiya¢ oldu. Bunlardan 34’ii RB testi pozitif, besi RB testi negatif idi. RB
testi pozitif olan hastalardan 16’s1 SWT negatif (SWT <1/80 ) oldugu i¢in; sekizi SWT = 1/80 ve
ELISA IgM/IgG testi pozitif oldugu i¢cin; onu SWT = 1/80 ve ELISA IgM/IgG pozitif ve Jel test >
1/160 oldugu icin AHG testi ile ¢alisildi. RB testi negatif olan hastalarin besinde ELISA IgM/IgG
testi pozitif oldugu icin AHG testi ile ¢alisildi (Sema 5).

Tiim tarama testleri (RB, ELISA IgM/IgG, Jel test) negatif olan hasta sayis1 35, Tiim tarama
testleri pozitif olan hasta sayis1 51; sadece RB testi pozitif olan hasta yok, sadece RB testi negatif
olan hasta sayis1 dort; sadece ELISA IgM/IgG testi pozitif olan hasta sayisi iki, sadece ELISA
IgM/IgG testi negatif olan hasta sayis1 dort; sadece jel test pozitif olan hasta yok, sadece jel test
negatif olan hasta sayisi bir olarak bulundu. Bu durumda 86 hastada bruselloz tarama testlerinin
timii tutarli bulunmustur (% 88.65).

Hastalar laboratuvar sonuglar1 ve klinik bulgulari ile birlikte degerlendirildikten sonra ii¢ grupta
siniflandirilarak testlerin performanslar1 bu gruplara gore degerlendirildi (Sema 3): Aktif
bruselloz/grup 1 (Tablo 9), geg¢irilmis bruselloz/grup 2 (Tablo 10) ve bruselloz olmayan/grup 3
(Tablo 11).

Aktif bruselloz olan hasta sayist 36 olup 17 erkek (% 47.22) ve 19 kadin (% 52.77) hastadan
olusmaktadir (yas ortalamasi 48.83). Geg¢irilmis/takipli bruselloz olan hasta sayis1 24 olup 10 erkek
(% 41.66) ve 14 kadin (%58.33) hastadan olusmaktadir (yas ortalamasi 45.16). Bruselloz olmayan
hasta sayist 37 olup 21 erkek (% 56.75) ve 16 kadin (% 43.24) hastadan olusmaktadir (yas
ortalamasi 46.81) (Sema 7). Orneklerin geldikleri poliklinik — servis dagilimz; 62 poliklinik (grup 1;
22, grup 2; 20, grup 3; 20) ve 35 servis (grupl; 14, grup 2; 4, grup 3; 17) seklindedir (Sema 8).
Calismamizin amaglar1 arasinda olmadigindan gruplardaki kadin-erkek cinsiyet dagilimi ve
poliklinik — servis dagilimi arasinda ve yas ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigi
degerlendirilmedi.

Testlerin performanslar1 degerlendirilirken duyarlilik ve 6zgiilliikk yoniinden altin standart veya
referans bir test kullanilmas1 uygun bulunmadigindan, laboratuvar sonuglar1 ve klinik bulgulari ile
birlikte degerlendirilerek bruselloz olan (aktif veya eski/ge¢irilmis) ve bruselloz olmayan gruplar
baz alinarak analiz yapildi. Duyarlilig1 en yiiksek olan tarama testi % 98.33 ile jel test olarak
bulundu. Bunu % 95 ile ELISA 1gM/IgG % 93.33 ile RB testi takip ediyordu. Aktif (grup 1) ve
gecirilmis (grup 2) gruplan iginde testlerin duyarhiliklar1 ayr1 ayr1 hesaplandiginda ise; aktif
brusellozu olan grupta duyarlilig1 en yiiksek olan tarama testi % 100 ile jel test ve % 100 ile ELISA
IgM/IgG testleri bulundu. Bunu % 97.22 ile RB testi takip ediyordu. Gegirilmis bruselloz grubunda
ise duyarlilig1 en yiiksek olan tarama testi % 95.83 ile jel test iken bunu % 87.5 ile ELISA 1gM/IgG
ve % 87.5 ile RB testi takip ediyordu.
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RB testinin tan1 kapasitesi, daha dnceden temas veya hastalik 6ykiisii olmayan yeni bruselloz
olgularinda miikemmel iken (yliksek duyarlilik ve 6zgiilliik), tekrarlayan temaslarin varliginda ve
gecirilmis enfeksiyonda distiktiir (156,157). Aktif brusellozlu olgularda yapilan ¢aligsmalardan elde
edilen verilere gore RB testinin duyarlilig1 ve 6zgilligl %75-100 arasinda degismektedir (75,156-
158,164). Ancak, kronik ve komplike olgularda testin duyarliligi (yiiksek yalanci negatiflik)
oldukca distktiir (%33-50) (55,56,74). Yalanci negatif sonuglar, enfeksiyonun erken ve ge¢
donemlerinde ortaya cikar. B. abortus, B. melitensis ve B. suis’in antijenik benzerligi nedeniyle bu
kokenlere karsi olusan antikorlar da bu test ile saptanabilir. B. canis ve B. ovis enfeksiyonlarinda
reaksiyon olusmaz. Bizim sonuglarimiza gore de aktif brusellozu olan hastalarda RB testinin
duyarliligt (% 97.22), gecirilmig, kronik, komplike hastalara gore (% 87.5) daha yiiksek
bulunmustur. RB testi yalanci negatif olan dort hastanin biri aktif bruselloz grubunda ii¢ii gegirilmis
bruselloz grubundadir.

Aktif olgularda, IgM ELISA testinin duyarlilig1 yaklasik % 80 olarak bildirilirken, IgG ve IgM
birlikte ¢alisildiginda testin duyarliliginin % 90-100 arasinda saptandigi bildirilmektedir (9). Bizim
sonuclarimiz da buna benzerdir. Aktif brusellozda IgM duyarliligt % 83.33 iken IgM/IgG
duyarliligt % 100 olarak saptanmistir. Gegirilmis bruselloz grubunda ise, IgM pozitifligi % 8.33,
IgG duyarliligt % 75, [gM/IgG duyarhilig1 % 87.5 olarak saptanmistir. Beklenildigi gibi gegirilmis,
kronik brusellozda IgM pozitifligi saptanmamaktadir. Bu hastalarda IgM saptanmasi, I[gM’in uzun
sire saptanabilir diizeylerde kalmasi nedeniyle her zaman akut enfeksiyon lehine
degerlendirilmemelidir. Bizim ¢alismamizda da geg¢irilmis enfeksiyon grubunda degerlendirilen iki
hastada IgM pozitifligi vardir. Her iki hastanin da yaklasik bir — bir bucuk yil 6nce aktif bruselloz
gecirdigi bilinmektedir. Ilging olarak bu hastalarda ELISA IgG negatiftir.

Eski/gecirilmis bruselloz olgularda ELISA blokan antikorlardan etkilenmedigi i¢in, SWT ve 2-
ME agliitinasyona gore ELISA-IgG daha duyarli bir yontem olarak goriilmektedir (167,173).
Bruselloz siiphesinde SWT’inde negatiflik saptandiginda; spesifik antikorlarin gelismemesi
(enfeksiyonun ¢ok erken donemi veya agammaglobulinemi), blokan (aglutinasyon vermeyen,
inkomplet) antikorlarin varligi veya prozon fenomeni s6z konusu olabilir. Erken/bakteriyemik
donemde SWT titreleri <1:160 olarak bulunabilir (136,158). Bizim sonuglarimiza gore de gegcirilmis
bruselloz grubunda duyarlhiliklar; SWT 1/80 titrasyonda % 33.33, SWT 1/160 titrasyonda % 8.33,
SWT 1/80 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 37.5, SWT 1/160 AHG ile birlikte
degerlendirildiginde % 8.33 olarak saptandi. Aktif bruselloz grubunda ise SWT 1/80 titrasyonda %
88.88, SWT 1/160 titrasyonda % 55.55, SWT 1/80 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 100,
SWT 1/160 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 86.11 olarak saptandi. Liibnan’da yapilan
karsilagtirmali bir calismada; RB ve SWT yonteminin basit, giivenilir ve ucuz olduklar1 i¢in akut
bruselloz olgularinda kullanilabilecegi, kronik ve komplike olgularda ise bu yontemlerle olgularin
atlanmasi nedeniyle ELISA yonteminin tercih edilmesinin daha uygun oldugu vurgulanmistir (172).

Uygun epidemiyolojik (temas Oykiisii) ve klinik bulgularin varliginda tek bir serum 6rnegindeki
SWT titresi >1:160 akut/aktif brusellozla uyumlu olarak kabul edilir. Ancak, bruselloz tanisinda
hastaligin dogrulanmasi ic¢in agliitinasyon testindeki tanmisal titre heniiz netlik kazanmamistir
(74,78,164).Tanisal titre, hastaligin prevalansina (endemisite), hastanin yasadigi bolgeye (kirsal
veya kentsel) ve calisilan popiilasyonun 6zelligine (mesleki risk faktorleri gibi) ve hastalik evresine
(aktif-inaktif) gore degerlendirilmesi gereklidir (73,75,82). Cogu saglikli bireylerde ge¢misteki
tekrarlayan maruziyet ve inaparan enfeksiyon nedeniyle 1:80-160 gibi titrelerde agliitininler
bulunabilir (testin 6zgiilligliniin azalmasi). Bu nedenle ¢ogu arastirict SWT >1:160 titreleri akut
enfeksiyon gostergesi olarak kabul ederken, 1:80 titre silipheli olarak kabul etmektedirler
(73,77,158). Endemik bolgelerde >1:320 titrelerin pozitif kabul edilmesi 6zgiilliigli artiracaktir (73-
75). Bununla birlikte, erken donemde SWT titrelerinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle en az iki hafta
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ara ile alian ¢ift serum 6rneginde brusella SWT titresinin > 4 kat artis1 (serokonversiyon) kesin
tan1 kriteridir (22,74,76,82).

SWT ile agliitininler (IgM, IgG ve IgA) saptanirken, immiinglobulin izotipleri belirlenmedigi
icin hastaligin evrelendirilmesi yapilamamaktadir. Immiinglobiilin izotipleri, rediiktan test (2-ME)
veya ELISA gibi yontemlerle saptanabilir (75,125,159,168).

Aktif bruselloz grubunda Jel testte 1/80 titrasyona gore duyarlilik % 88.88 iken 1/160 titrasyona
gore duyarlilik 72.22 olarak bulundu. Bu sonuglar tek bagina SWT testinin duyarliliginin jel testten
diisiik oldugunu AHG ile birlikte degerlendirildiginde ise daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.
Ancak; SWT kadar AHG testinin de yogun emek ve zaman alic1 olmasi ve AHG testinin rutinde
cok fazla kullanilamamasi nedeniyle AHG’1i jel test daha avantajli gibi goziilkmektedir.

SWT’nin diisiik 6zgiilliigl, kismen diger bakteriler ve V. cholerae asis1 uygulanmasi sonucunda
gelisen capraz reaksiyona baghdir. V. cholerae asis1 veya enfeksiyonuna bagl 1:160 titreye kadar
ulagabilen SWT titreleri elde edilebilir (41,75,130). Capraz reaksiyonlardan primer olarak IgM
antikorlar sorumludur. IgM diizeylerini azaltmak i¢in kimyasal (merkaptan maddeler, EDTA veya
Rivanol) ve fiziksel (serumun isitilmasi) yéntemler kullamlabilir (75,125,129,130). Ozgiilliigii
azaltan bir diger onemli faktor ise [gM romatoid faktor (IgG’nin Fc kismina karst gelisen antikor)
aktivitesidir. RF varliginda olusan immiin kompleks yalanci pozitiflige neden olacaktir. Testin pH’1
digtiriilerek immiin komplekslerden RF uzaklastirilabilir (75,125,129,130). Bizim ¢alismamizda
SWT testinin 6zgilliigii % 100 olarak bulunmustur. Ancak; RB testi negatif olan hastalara SWT
testi yapilmadigi dikkate alinmalidir. Bu da 6zgiilliigiin daha yiiksek olmasini saglamis olabilir.

ELISA testinde de serumdaki romatoid faktdr nedeniyle yalanci pozitiflik goriilebilir. Yalanci
pozitif sonuglarin 6nlenmesi amaciyla Brucella 1gM antikor testlerinde rutin olarak RF absopsiyonu
yapilmalidir (173,175). Bizim kullandigimiz ELISA testinde de RF absorbsiyonu yapilmistir. Buna
ragmen biri IgM biri IgG olmak {izere iki hastada yalanci ELISA pozitifligi nedeniyle ELISA nin
ozgilligi dismiistiir (IgM % 97.29, 1gG % 97,29, 1gG/IgM % 94.59). Diger testlerin 6zgiilligi %
100 olarak bulunmustur. Brucella serolojisindeki 6nemli problemlerden birisi olan OPS yapiya
bagl c¢apraz reaksiyonlar, S-LPS antijeninin kullanildigi ELISA yontemi i¢in de gecerlidir. Bu
durum antijen olarak tiim hiicrenin kullanildigi ELISA’da daha az oranda goriilmektedir. Son
yillarda diger bakteriler ile capraz reaksiyonlarin azaltilmasi amaciyla yarismali (kompetetif)
ELISA yontemi gelistirilmistir. Yarismali ELISA’da S-LPS’nin O-polisakkaritindeki genel ve
tekrarlayan epitoplara karst monoklonal antikorlarin (mAb) kullanilmasi capraz reaksiyonlarin
sikligint azaltmistir. Yarigmali ELISA IgG’nin duyarlilign %98.3, ozgilligli %99,7 olarak
bulunmustur (177). Yiksek duyarliigi nedeniyle dogrulayict veya tarama testi olarak
kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

SWT titrelerinin, merkaptanlarla ¢alisildigindaki azalmanin ne kadarmin anlamli oldugu netlik
kazanmamistir. SWT >1:160 titrenin merkaptan testlerde 4 kat azalmasi “anlamli sonu¢” yani aktif
enfeksiyon gostergesi olarak olarak kabul edilmektedir (67). Diger arastiricilar ise, klinik olarak
uyumlu ve SWT titresinin >1:160 vakalarda merkaptan testlerde <1:80 titrelerin saptanmasinin akut
bruselloz tanisi i¢in giiglii bir kanit oldugunu bildirmislerdir (79). Daha ge¢ donemde ise merkaptan
testlerde, SWT’indeki titrenin bir diliisyon azalmasi anlamli kabul edilmektedir (63,79). SWT
titrelerinde, 2-ME testiyle ¢alisildiginda azalma toplam 15 hastada olmustur. Bu hastalarin hepside
grup 1’dedir (aktif bruselloz). Bunlarin yedisinde, SWT > 1/160 olup bir kat titre azalmasi; birinde
SWT > 1/160 olup iki kat titre azalmasi; birinde SWT > 1/160 olup ii¢ kat titre azalmas1 olmustur
(SWT > 1/160 olup, 2-ME testi < 1/80 olan dort hasta vardil). SWT = 1/80 olan hastalarin dort
tanesinde titre azalmasi mevcuttu. Bu sonuclara gore 2-ME testi uygulayarak aktif/inaktif ayrimi
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yapilabilen hastalar oldugu gibi biiylik bir kismi atlanmaktadir. Ayrica tlip agliitinasyon testinin
kisisel degerlendirmeye bagli olmas1 bir kat diliisyon ayrimini yapmada zorluk yaratmaktadir. Bu
da bize 2-ME testinin rutin tan1 degerinin diisiik oldugunu gostermektedir.

Serolojik testlerin karsilastirildig1 ¢aligmalarda ELISA’nin duyarlilik ve 6zgiilliigii SWT ne esit
veya daha yliksek bulunmustur (73,75,125,139,164). Bizim calismamizda testlerin duyarliliklar
SWT 1/80’a gore % 66.66, SWT 1/160’a gore, % 36.66, SWT 1/80 AHG ile birlikte
degerlendirildiginde % 75, SWT 1/160 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 55, IgM % 53.33,
IgG % 80, IgM ve IgG birlikte degerlendirildiginde % 95 olarak bulunmustur. Mantur ve ark. (168)
hem akut hem de kronik olgularda ELISA’nin SWT’ne gore oldukca yiiksek duyarliliga
(akutta %28, kronikte ise %55 daha fazla duyarlilik) sahip oldugunu ve bruselloz tanisinda ELISA
IgM ve IgG birlikte kullanilmasini gerektigini bildirmislerdir. ELISA da daha basit ve daha
giivenilir bir sekilde Coombs testinin tiim avantajlarim1 saglamakta ve test sonucglar1 klinik
bulgularla daha yiiksek korelasyon gostermektedir. Genel olarak ELISA klinik siiphe varligina
Coombs testi negatif olsa bile, serolojik tanida tercih edilecek yontem kabul edilmektedir
(160,167,168,176). Ancak; farkli ELISA testleri ve sistemleri oldugu ve aralarinda duyarlilik ve
Ozgiillik yoniinden farklar oldugu unutulmamalidir. Calisilan popiilasyonlara gére PPD ve NPD
degisebilmektedir.

Insan bruselloz’unun tanisinda en giivenilir sonuglar1 elde etmek icin iki testin birlikte
kullanilmast (SWT ve CT veya SWT ve Brucella-capt veya ELISA IgG ve IgM c¢alisilmasi
onerilmektedir (74,75). Bu yaklasim, akut donemde RB ve SWT ve/veya 2-ME yeterli iken, SWT
negatifligi durumunda ve/veya kronik, komplike veya fokal olgularda CT, Brucella-capt ve ELISA
IgG pozitifligi ile hastaligin farkli evrelerinde antikorlarin saptanmasina olanak saglayacagi one
striilmektedir. Serumdaki blokan antikorlarin varlig1 bir agliitinasyon testi olan Coombs’ testi (CT
veya AHG) veya Brucella-capt testi ile gosterilebilir. Anti-insan globulin IgG (Coombs’ reajeni)
eklenmesi veya mekanik (yliksek devirde santrifiigasyon) islem sonrasinda blokan antikorlarin
baglanmas1 indiiklenebilir (75,76,82). Bizim calismamizda kullandigimiz jel testte de AHG
bulunmakta ve yliksek devirde santrifiij islemi uygulanarak blokan antikorlarin da AHG ile
baglanarak SWT titrelerine gore daha yiiksek titreler elde edilmesine olanak saglamaktadir.

Sonug¢ olarak: Bizim ¢aligmamizda, tarama testi olarak en yiiksek duyarlilikta AHG’li jel testi
bulunmustur (% 98.33), eski/gecirilmis bir bruselloz olgusunu atlamistir. Bu olguda diger testler
pozitiftir. Duyarlilikta jel testini % 95 ile ELISA IgM ve/veya IgG testi takip etmektedir. Ancak,
ELISA’da hem IgG hem de IgM’in birlikte ¢alisiimasi gerekmektedir. Bir hastada ELISA IgM ve
bir hastada ELISA IgG yalanci pozitif bulunmustur. Diger testlerde yalanci pozitiflik bulunmamustir.
En yaygin tarama testi olarak kullanilan RB, bizim ¢aligmamizda biri aktif bruselloz, {i¢ii gegirilmis
bruselloz grubunda olmak iizere dort bruselloz hastasini saptayamamistir (duyarlilik % 93.33).

Bu sonuglara gore duyarlilig1 artirmak i¢in taramada en az iki test dnerilmektedir;
AHG’li jel test + RB veya
AHG’1i jel test + ELISA (IgM + IgG) veya
ELISA + RB

Sadece bir tarama testi kullanilacaksa; aktif bruselloz grubunda % 100 duyarlilig1 olan

ELISA (IgM + 1gG) veya
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AHG’1i jel test secilebilir

Aktif bruselloz grubunda RB testinin yalanci negatif oldugu bir 6rnek AHG testiyle pozitif
bulunmustur. Rutin ¢alismada her 6rnegin AHG calisilmasi pratik olmayacag i¢in tek basina RB
testiyle olgu atlanabilecegi akilda tutulmalidir. ELISA testinin duyarlilig1 yiiksek olmakla birlikte
hem IgG hem de IgM birlikte calisilmasi gerektiginden maliyet ve is giicli kayb1 dikkate alinmalidir.

Calismamiz secilmis grup oldugundan PPD’ler yiiksek bulunmustur. Rutin laboratuvar
kosullarinda gercek negatif Orneklerin daha yiiksek olabilecegi ve PPD’in diisebilecegi
ongoriilmektedir.

Titrimetrik testlerin ilk taramada yararinin yiiksek olmadigir goriilmektedir. Ancak yiiksek
titrelerde olursa taniy1 kuvvetle desteklemektedir. Olgularin izleminde titrasyon takibi agisindan
titrimetrik testler kullamilabilir. 2-ME testinin yorumunun da aktif bruselloz olgularinda bile zor
oldugu goriilmektedir. Sonug olarak duyarlilig: yiiksek bir tarama testinin yani sira iyi bir klinik
degerlendirme sarttir.
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OZET

Ulkemizde endemik olan bruselloz, ¢ogunlukla siit ve siit iiriinleri ile bulasan, etkeni brusella
cinsi bakteriler olan zoonotik bir hastaliktir. Tip tarthinde bilinen en eski hastaliklardan biridir.
Bruselloz prevalansi iilkemizde yasam sekli ve bolgelere gore degisiklik gosterir. Bruselloz,
viicuttaki tliim organlar tutabildiginden ¢ok ¢esitli klinik tablolara yol agmaktadir. Olas1 bir
bruselloz vakasinin tanisi, rutin hematolojik ve biyokimyasal laboratuvar testleri, radyolojik
tetkikler ve brusellaya 6zgii testler olmak {izere g¢esitli yaklasimlarin bir arada degerlendirilmesini
gerektirir. Kan, kemik iligi ve doku 6rneklerinden brusella tiirleri izole edilmesi standart yontem
olarak kabul edilir. Etyolojik ajanin izolasyon orani hastaligin evresine, antibiyotik kullanimina
etken olan brusella tiirline, kiiltiir ortamina ve kullanilan teknige bagli olarak diisiiktiir. Bu nedenle,
brusellozun laboratuvar tanist1 ¢ogunlukla serolojik ve daha az oranda molekiiler testlere
dayanmaktadir. Kiiltiiriin diistik duyarliligi, PCR yonteminin standardizasyonunun heniiz
saglanamamis olmas1 nedeniyle bruselloz tanisinda yaygin olarak antikor testleri kullanilir. Klasik
agliitinasyon testlerinin, bireysel ve laboratuvarlar aras1 farkli degerlendirilme olasilig1 nedeniyle
standardizasyon sorununa karsi kullanilmaya baslanan ve kisa siirede daha ¢ok 6rnek calisilabilen
Enzyme - Linked immunosorbent assay (ELISA) ve Anti Human Globulin’li (AHG) jel test gibi
alternatif yontemlerin agliitinasyon testlerinin yerini alip alamayacagi degerlendirilmelidir.

Insan bruselozunun laboratuvar tanisinda kullanilan serolojik testlerin karsilastiriimasi amaciyla
04.07.2012-29.08.2013 tarihleri ve 17.06.2013-29.08.2013 tarihlerinde yapmis oldugumuz 6n
calismalarda test sonuglarini dogru degerlendirebilmek i¢in klinik bilgi ve izlem gerektigi sonucuna
varilmist1 (1). Bu amacla, RB testi, SWT, 2ME testi, AHG’li agliitinasyon testi, ELISA IgG ve IgM
testi ve AHG’1i jel testin birlikte ¢alisilacagi prospektif bir ¢calisma planlanarak laboratuvar ¢alisma
kosullarina uygun bir laboratuvar tani algoritmasi 6nerilmesi amaglandi.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne 07.01.2014 - 28.01.2015 tarihleri arasinda
basvuran ve klinik 6n tanis1 bruselloz olan 103 hastaya ait serum 6rnekleri brusella serolojik testleri
icin calismaya alindi. Hastalarin klinik bilgisi ve laboratuar bulgular ile dykiisiinii kaydetmek icin
bir olgu rapor formu hazirlandi. Gerekli klinik bilgilerine ulagilamayan ve/veya gerekli test tekrar
veya AHG testi i¢in yeterli serumu olmayan ve/veya romatolojik hastaligi olan alti hasta
degerlendirme dis1 birakildi. Hastalar laboratuvar sonuglari ve klinik bulgular1 birlikte
degerlendirilerek {i¢ gruba ayrildi: Aktif bruselloz (grup 1), gegcirilmis bruselloz (grup 2) ve
bruselloz olmayan (grup 3).

Bruselloz 6n tanisiyla calismaya alinan 97 hasta 6rneginin; 56’s1 RB pozitif, 40’1 SWT > 1/80,
22’s1 SWT > 1/160, 33’1 IgM pozitif, 49°u IgG pozitif, 59’u jel test tarama testi pozitif, 43’1 jel test
> 1/80 ve 30’u jel test > 1/160 olarak bulundu. Tiim tarama testleri (RB, ELISA IgM/IgG, Jel test)
negatif olan hasta sayis1 35, Tiim tarama testleri pozitif olan hasta sayis1 51; sadece RB testi pozitif
olan hasta yok, sadece RB testi negatif olan hasta sayis1 dort; sadece ELISA 1gM/IgG testi pozitif
olan hasta sayis1 iki, sadece ELISA IgM/IgG testi negatif olan hasta sayis1 dort; sadece jel test
pozitif olan hasta yok, sadece jel test negatif olan hasta sayisi bir olarak bulundu. Bu durumda 86
hastada bruselloz tarama testlerinin tiimii tutarl bulunmustur (% 88.65).

Istatiksel olarak tiim testlerin % 95 giiven araliginda duyarlilik, dzgiilliik, pozitif prediktif deger
(PPD), negatif prediktif deger (NPD), herhangi bir test sonucu i¢in pozitif olma olasiligi (HTSP) ve
herhangi bir test sonucu i¢in negatif olma olasiligi (HTSN) hesaplandi. Testlerin duyarliliklar1 Grup
1 ve grup 2 i¢in ayr1 ayr1 hesaplanarak karsilastirildi.

Duyarlilig1 en yiiksek olan tarama testi % 98.33 ile jel test olarak bulundu. Bunu % 95 ile
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ELISA IgM/IgG % 93.33 ile RB testi takip ediyordu. Aktif brusellozu olan grupta duyarlilii en
yliksek olan tarama testi % 100 ile jel test ve % 100 ile ELISA IgM/IgG testleri bulundu. RB
testinin duyarlilig1 % 97.22 bulundu. Gegirilmis bruselloz grubunda ise duyarlilig1 en yiiksek olan
tarama testi % 95.83 ile jel test iken bunu % 87.5 ile ELISA IgM/IgG ve % 87.5 ile RB testi takip
ediyordu. Aktif brusellozda IgM duyarliligt % 83.33 iken IgM/IgG duyarliligi % 100 olarak
saptandi. Gegirilmis bruselloz grubunda ise, IgM duyarlilig1 % 8.33, IgG duyarlilig1 % 75, 1gM/IgG
duyarhilig1 % 87.5 olarak saptandi. Aktif bruselloz grubunda SWT 1/80 titrasyonda % 88.88, SWT
1/160 titrasyonda % 55.55, SWT 1/80 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 100, SWT 1/160
AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 86.11 olarak saptandi. Gegirilmis bruselloz grubunda; SWT
1/80 titrasyonda % 33.33, SWT 1/160 titrasyonda % 8.33, SWT 1/80 AHG ile birlikte
degerlendirildiginde % 37.5, SWT 1/160 AHG ile birlikte degerlendirildiginde % 8.33 olarak
saptandi.

Sonug olarak tarama testi olarak en az iki test ; AHG’li jel test + RB veya AHG’li jel test +
ELISA (IgM + IgQG) veya ELISA + RB, sadece bir tarama testi kullanilacaksa; aktif bruselloz
grubunda % 100 duyarhilig1 olan ELISA (IgM + IgG) veya AHG’li jel test kullanilmas1 6nerilmistir.
Titrimetrik testlerin ilk taramada yararinin yiiksek olmadig1 goriilmektedir. Ancak ytiksek titrelerde
olursa taniy1 kuvvetle desteklemektedir. Olgularin izleminde titrasyon takibi a¢isindan titrimetrik
testler kullanilabilir. 2-ME testinin yorumunun da aktif bruselloz olgularinda bile zor oldugu
goriilmektedir. Sonu¢ olarak duyarlili@i yiiksek bir tarama testinin yani sira iyi bir klinik
degerlendirme sarttir.
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SUMMARY

Being endemic in our country, brucellosis is a zoonotic disease infected mostly by dairy
products and caused by brucella type of bacteria. It is one of the oldest diseases known in medical
history. Brucellosis prevalence varies according to the life style and areas in our country.
Brucellosis causes many different clinical profiles as it can develop in all organs in the body.
Diagnosis of a probable brucellosis case requires the mutual evaluation of different approaches such
as routine haematological and biochemical laboratory tests, radiological examinations and brucella
tests. Isolating brucella types from blood, bone marrow and tissue samples is accepted as the
standard method. Isolation rate of the etiological agent is low depending on the phase of the disease,
brucella type requiring antibiotic usage, culture media and the technique used. For this reason,
laboratory diagnosis of brucellosis depends mostly on serologic and less on molecular tests. Due to
the low sensitivity of the culture, as the PCR system standardization has not been provided yet,
antibody tests are used commonly in brucellosis diagnosis. As the classical agglutination tests can
be evaluated differently individually or among the laboratories, the possibility of alternative
methods such as Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) and Anti Human Globulin
(AHG) gel test started to be used against the standardization problem and in which more samples
can be studied in short time taking the place of agglutination tests should be evaluated.

In the preliminary studies made between 04.07.2012-29.08.2013 and 17.06.2013-29.08.2013 in
order to compare the serological tests used in laboratory diagnosis of human brucellosis, a
conclusion stating that clinical information and observation is required in order to correctly evaluate
the test results. For this reason, planning a prospective study in which RB test, SWT, 2ME test,
agglutination test with AHG, ELISA IgG and IgM test and gel test with AHG can be studied
together and proposing a suitable laboratory diagnosis algorithm for laboratory study conditions
were aimed.

Serum samples of 103 patients who applied to Ege University Faculty of Medicine Hospital
between 07.01.2014 - 28.01.2015 and had a clinical pre-diagnosis of brucellosis were studied for
brucella serological tests. A case report form was prepared in order to record the clinical
information and laboratory findings of the patients together with their medical history. Six patients
whose necessary clinical information couldn't be reached and/or who didn't have satisfactory serum
for AHG test and/or have a rheumatologic disease were not included in the study. Patients were
separated into three groups after evaluating laboratory results and clinic findings: Those who have
active brucellosis (group 1), who had brucellosis before (group 2) and those who don't have
brucellosis (group 3).

Among 97 patient samples included in the study with brucellosis pre-diagnosis , 56 had RB
positive, 40 had SWT > 1/80, 22 had SWT > 1/160, 33 had positive IgM, 49 had positive IgG, 59
had positive gel test scanning test, 43 had gel test > 1/80 and 30 had gel test > 1/160. 35 of the
patients had negative results in all scanning tests (RB, ELISA 1gM/IgG, Gel test), 51 had positive
results in all scanning tests; there were no patients who had positive results only in RB test, four
patients had negative results in the RB test only; two patients had positive results only in ELISA
[gM/IgG test, four patients had negative test only in ELISA IgM/IgG test; one patient had negative
result only in the gel test. In 86 patients all of the brucellosis scanning tests were found consistent
(88.65%).

Sensitivity in 95% confidence interval, specificity, positive predictive value (PPD), negative
predictive value (NPD), probability of being positive for any test result (PBPT) and probabilty of
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being negative for any test result was calculated for all tests statistically. Sensitivity of the tests
were compared after being calculated separately for Group 1 and Group 2.

The scanning test with highest sensitivity was found as the gel test with 98.33%. ELISA
IgM/IgG with 95% and RB with 93.33% followed this. The scanning test which had the highest
sensitivity in the group with active brucellosis was found as gel test with 100% and ELISA
IgM/IgG tests with 100%. Sensitivity of RB test was found 97.22%. While scanning test with
highest sensitivity was the gel test with 95.83% sensitivity in the group which had brucellosis
before, ELISA 1gM/IgG with 87.5% and RB test with 87.5% followed this. While IgM sensitivity
was 83.33% in active brucellosis, [gM/IgG sensitivity was determined as 100%. In the group which
had brucellosis before, IgM sensitivity was determined as 8.33%, IgG sensitivity as 75% and
IgM/IgG sensitivity as 87.5%. In active brucellosis group, it was determined as 88.88 % in SWT
1/80 titration, 55.55% in SWT 1/160 titration, %100 when SWT 1/80 was evaluated with AHG and
86.11% when SWT 1/160 was evaluated with AHG. In previous brucellosis group, it was
determined as 33.33% in SWT 1/80 titration, 8.33% in SWT 1/160 titration, %37,5 when SWT 1/80
was evaluated with AHG and 8.33% when SWT 1/160 was evaluated with AHG.

As a result if at least two tests will be used as scanning test; gel test with AHG + RB or gel test
with AHG + ELISA (IgM + IgG) or ELISA + RB, if only one scanning test will be used, ELISA
(IgM + IgG) with 100% sensitivity in brucellosis group or gel test with AHG is suggested. It is
observed that titrimetric tests don't have high advantage in the first scanning. But it strongly
supports the diagnosis in high titres. Titrimetric tests can be used in titration follow-up in case
observation. It is also observed that 2-ME test interpretation is hard even in active brucellosis cases.
As a result in addition to a scanning test with high sensitivity, a good clinic evaluation is a must.
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KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

AHG : Anti Human Globulin

BIV : Brusella iceren vakoul

BOS : Beyin omurilik s1visi

BPAT : Buffered antigen plate agglutination
test

BT : Bilgisayarli tomografi

Bv : Biyovar

CK : Cut off kontrol

CT : Coombs test

DIC : Dissemine intravaskiiler koagiilasyon
DSO : Diinya saglik orgiitii

DTT : Dithiothreitol

EIA : Enzyme immunosorbent assay

EEA : Erken endozomal antijen

ELISA : Enzyme linked immunesorbent
assay

ER : Endoplazmik retikulum

FPA : Floresan polarizasyon assay

GIS : Gastrointestinal sistem

GNB : Gram negatif bakteri

Gr — : Gram negatif

Gr + : Gram pozitif

HTSP : Herhangi bir test sonucu i¢in negatif
olma olasilig1

HTSN : Herhangi bir test sonucu i¢in negatif
olma olasilig1

IFA : Indirect immune floresan antikor testi
KBT : Kompleman birlesme testi

Kec : Karaciger

LAMP-1 : Lizozomal associated membrane
glycoprotein 1

LFA : Lateral flow assay

LPS : Lipopolisakkarit
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mADb : Monoklonal antikor

MO : Milattan énce

MRG : Manyetik rezonans goriintiileme
N : Negatif

NK : Negatif kontrol

NPD : Negatif prediktif deger

OD : Optik dansite

OPS : Oligopolisakkarit

P : Pozitif

PBS : Phosphate buffer saline

PCR : Polimeraz chain reaction
PK : Pozitif kontrol

PPD : Pozitif prediktif deger

PSYP : Herhangi bir pozitif sonug i¢in pozitif
olma olasilig1

RB : Rose Bengal

RES : Retikiiloendotelyal sistem
RF : Romatoid faktor

RIA : Radio immune assay

RT : Real time

SD : Sinir deger

SF : Serum Fizyolojik

SOD : Siiperoksit dismutaz

SSS : Santral sinir sistemi

SWT : Standart Wright Testi

TC : Tiirkiye Cumhuriyeti

THSK : Tiirk Halk Sagligi Kurumu
THI1 : T helper 1

TMB : Trimetilbenzidin
TMP/SMZ : Trimetoprim sulfometaksazol
T4SS : Tip IV sekresyon sistemi
UK : United Kingdom

ZP : Zayif pozitif

2-ME : 2 Merkapto ethanol



