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Insanda Brusella Enfeksiyonlarinin Tanisinda Kullanilan Tam
Yontemleri
Diagnostic Methods of Brucella infection diagnosis in humans
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Ozet

Bruselloz insana enfekte gida diriinleri, enfekte hayvanlarla direkt temas veya aerosollerin solunmasi ile insana bulasan bir hayvan
hastaligidir. Tim diinyada goriilmesine ragmen hastalik Akdeniz Havzasi, Orta Dogu, Arap Yarimadasi, Meksika, Orta ve Giiney Amerika,
Balkan Yarimadas: ve Hint Yarimadasinda daha yaygindir. Brusellozun tanimlanmasi ve hastaya uygun klinik yaklasim i¢in oncelikle
ayiricl tanida hastaliktan siiphelenmek ardindan uygun laboratuvar testlerinin uygulanmasi ve uygun antibiyotik tedavisinin uygulanmasi ile
miimkiindiir. Bruselloz herhangi bir doku ve organi tutabilen ¢oklu sistem hastaligidir. Cok ¢esitli klinik belirtilerle seyredebildiginden
klinik tamist gii¢ bir hastaliktir. Bruselloz tanisinda kullanilan laboratuvar yontemleri arasinda kiiltiir, serolojik yontemler ve molekiiler
yontemler yer almaktadir. Bu makalenin amaci, bruselloz tanisinda kullanilan tani testlerini gézden gegirmek ve tartismaktir.

Anahtar Kelimeler: Brucella, Laboratuvar Tanis, Kiiltiir, Seroloji, Molekiiler Yontemler.

Abstract

Brucellosis is a disease of animals that transmitted to humans by the ingestion of infected food products, direct contact with an infected
animal or inhalation of aerosols. Although it occurs worldwide, brucellosis is more common in Mediterranian basin, Middle East, the
Arabian Peninsula, Mexico, Central and South America, the Balkan Peninsula and the Indian subcontinent. The identification and clinical
management of brucellosis requires a combination of clinical suspicion, appropriate laboratory tests and consideration of antibacterial
therapy. Human brucellosis is a multisystem disease that may involve any organ or system. Therefore clinical diagnosis of brucellosis is
difficult because of the wide spectrum of clinical manifastations associated with them. The diagnostic methods to detect Brucella spp
include culture, serology and molecular tests. The aim of this article is to review and discuss the laboratory tests in the diagnosis of human
brucellosis.

Key words: Brucella, Laboratory Diagnosis, Culture, Serology, Molecular Tests.

Tarihce: ile insana bulagir. Kan ve kemik iligi nakli, cinsel temas ve
Bruselloz, Akdeniz Atesi, Malta Atesi, ondiilan ates gibi  sperm bankalari yoluyla bulagsma saptanan nadir vakalar
farkli isimlerle anilan Brucella cinsi bakterilerle olusan  bildirilmistir. Etkenin anne siitinde bulunmasi nadir
zoonotik bir enfeksiyon hastaligt olup muhtemelen  goriilen yenidogan bruselloz vakalarinin bulag yolunu
hayvanlarin evcillestirilmesinden giiniimiize var olan bir  agiklayabilir. Bruselloz laboratuvar kaynakli enfeksiyonlar
hastaliktir. Ancak ilk olarak Malta Adasi’nda bulunan  arasinda da 6nemli bir yer tutar. (2).

Ingiliz Askeri Birliginde Dr.David Bruce brusellozdan 6len

Ingiliz askerinin dalagindan bakteriyi izole etmistir. Daha  Klinik ve Patogenez

sonra 1895 yilinda Danimarka’li hekim Bernhard Bang  Bruselloz; gece terlemeleri, ates, istahsizlik, kilo kaybi,
Bacillus abortus (Brucella abortus) adin1 verdigi bakteriyi ~ halsizlik, poliartralji gibi nonspesifik semptomlarla
diisiik yapan sigirdan, 1914 yilinda ise Traum B. suis’i  karakterize olan, hemen hemen her organ sistemini
domuzlardan izole etmistir (1). Brucella genusunda etkileyebilen bir hastaliktir (5). Deri, hematolojik,
hastaliga en sik yol agan tiir olan B. melitensis disinda B.  gastrointestinal, genitoliriner, solunum, osteoartikiiler,
abortus, B suis, B. canis, B. ovis, B. neotoma, B. delphini,  kardiyovaskiiler ve norolojik bozukluklarla seyredebilir.

B. pinnipediae ve B. cetaceae yer almaktadir (2). Klinik belirtilerin ¢ok genig spektrumlu olmasi nedeniyle
bruselloz bir ¢ok enfeksiyon hastaliginin yaninda
Tim diinyada goriilmesine karsilik Akdeniz Havzasi, Orta  enfeksiyoz orjinli olmayan hastaliklarla da

Dogu, Arap Yarimadasi, Meksika, Orta ve Giliney Amerika,  karigabilmektedir. Brusella tiirleri intraselliiler bakteriler
Balkan Yarimadas1 ve Hint Yarimadasinda daha yaygindir  olmalari nedeniyle mononiikleer fagositik hiicrelerde
(2). Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gore bruselloz  yasamlarini  siirdiiriip ¢ogalma yetenegindedirler. Bu
diinyada en sik rastlanan bakteriyel zoonotik enfeksiyon — Ozellikleri nedeniyle bruselloz fokal komplikasyonlar ve
olup ve her yil yaklagik 500.000 yeni olgu bildirilmektedir ~ relapslarin goriilebildigi uzun siiren, kroniklesebilen bir
3). hastaliktir. Spondilit, sakroileit ve artrit gibi osteoartikiiler
Bruselloz Tiirkiye’de endemik olarak goriilen bir hastaliktir.  belirtiler en sik goriilen fokal komplikasyonlar iken,
DSO verilerine gore 2005 yilinda 14639 (21.48/100000)  endokardit ve nérobruselloz en fazla 6liime yol agan
olarak bildirilen vaka sayis1 yillara gore azalmakla birlikte,  komplikasyonlardir (5).
2010 yilinda 7702 (10.59/100000) vaka bildirilmistir (4).

Laboratuvar Tanisi:
Epidemiyoloji: Tamida  kiiltiir, seroloji ve/veya molekiiler testler
Hastalik basta pastorize edilmemis siit ve siit iiriinleri olmak  kullanilmaktadir.
tizere enfekte besinlerin yenmesi, enfekte hayvan dokulart  Kiiltiir: Brusellozun kesin tanist kan, kemik iligi, diger
ile direkt temas veya enfekte partikiilleri iceren aerosollerin ~ dokular ve viicut sivilarindan bakterinin izolasyonu ile
solunmasi ya da kazayla burun, g6z ve agiza inokiilasyonu  konur. Bakterinin izolasyon oranlari hastaligin donemine,
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hastanin 6nceden antibiyotik tedavisi alip almamasina,
kiiltiirii yapilan drnege gére degisir. Bifazik Ruiz-Castaneda
siselerinin kullanildigi konvansiyonel kan kiiltiiriinde 6
hafta gibi uzun inkiibasyon siiresi gerekmektedir. Bu
yontem ile lireme oranlart akut vakalarda %40-90 iken
kronik ve komplike vakalarda %5-20’lere diismektedir.

Lizis santrifligasyon yontemi ile {ireme oranlar
konvansiyonel yonteme gore daha yiiksek olup akut
vakalarda %90, kronik vakalarda ise %70’lere

ulasabilmektedir (6). Yontem santrifiij asamasinin ardindan
besiyerine ekim islemlerini igermekte, bu islemler sirasinda
aerosol olusumuna yol acgarak laboratuvar g¢alisanlari igin
tehlike olusturabilmektedir (2). BACTEC ve BactAlert gibi
otomatize kan Kkiiltiir sistemlerinde izolasyon oranlari
konvansiyonel yonteme gore daha yiiksektir. Otomatize
sistemlerde vakalarin biiyiik bolimiinde etken yedi giinden
daha kisa siirede izole edilmektedir (7). Kemik iligi
kiiltiirlerinde izolasyon oranlari periferik kan kiiltiirlerine
gore %15-20 daha fazladir (2). Kemik iligi kiiltiirleri
antimikrobiyal tedavi alan hastalarda daha basarilidir (5).
Serolojik Testler: Brusellozun tanisinda en yaygin
kullanilan testlerdir. Hastaligin ilk haftasinda IgM antikor
yaniti, ardindan 10-14 giin iginde IgG antikor yanit1 ortaya
¢ikar (2). Her iki antikor tipi dordiincii haftada pik yapar.
Hastaligin erken doneminde serolojik testler negatif
cikabileceginden klinik olarak bruselloz siiphesi olan
vakalarda serolojik testlerin 1-2 hafta sonra tekrarlanmasi
gerekmektedir (5). Serolojik testler tedaviye yanitin
izlenmesine de olanak saglar. Antikor titreleri uygun
tedavinin baslanmasindan sonra azalmaya baglar ancak
tedavi basarisma ve negatif kan kiiltiirlerine ragmen,
vakalarm %15-20’sinde anlaml yiiksek titrelerin (genellikle
IgG ve bazen IgM) aylar hatta yillarca devam edebildigi
gosterilmistir (2, 5). Bu durum aktif enfeksiyon, gegirilmis
enfeksiyon ve klinik olarak 6nemi olmayan Brucella tiirleri
ile temas sonucu olusan yanmit1i ayut etmeyi
giiclestirmektedir. IgG antikorlarinin hizli disiisii basarili
tedavi i¢in prognostik gosterge iken, tedavi sonrasi
persistan  yiiksek IgG titreleri aktif hastaliga isaret
edebilmektedir. Fokal komplikasyonu olan hastalarda
antikor titreleri daha yavas diiser, relaps oldugunda ise IgG
ve IgA antikorlarinda ikinci bir yilikselme goriliir, IgM
antikorlarinda ise yiikselme goriilmez.

Serolojik tani yontemlerinde genellikle B. melitensis ve B.
abortus’tan elde edilen gesitli antijenler kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda en yaygin kullanilan antijen smooth
lipopolisakkarit (S-LPS)’tir. S-LPS antijeni Escherichia
hermanni, Escherichia coli 0:157, Salmonella 0O:30,
Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae O:1 ve
Yersinia enterocolitica O:9 LPS’i ile capraz reaksiyon
verebilmektedir. B. canis ve B. suis pirtiiklii koloniler
olusturdugundan bu tiirlerle olugan enfeksiyonlarda S-LPS
antijenlerinin kullanildig1 serolojik testlerle negatif sonug
elde edileceginden, bu tiirlerle olusan enfeksiyonlarda tani
testlerinde dis membran protein antijenleri kullanilmalidir

Q).

Rose Bengal Testi (RBT): Rose Bengal boyast ile boyanmig
B. abortus 1119-3 (USDA) susunun asit tampondaki
slispansiyonunun antijen olarak kullanildig1 kart formatinda
bir agliitinasyon testidir. S-LPS spesifik IgM, IgG ve IgA
antikorlarmni saptar. Brusella enfeksiyonu gegirmemis veya
Brucella tiirleri ile temas Oykiisii olmayan hastalarda tani
degeri yiiksektir (5). Test akut ve kronik olgularda esit tani
degerine sahiptir, antijen siispansiyonu asit tamponda
hazirlandigi i¢in de test sonuglar1 prezon fenomeni (hasta
serumunda antikor fazlaligy nedeniyle diistik
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sulandirimlarda agliitinasyonun goriilmemesi olay1) ve
blokan antikorlardan etkilenmez (8). Testin duyarlilig:
%99’un tizerindedir, ancak Brucella tiirleri ile temas etmis
saglikli bireylerde ve antijen olarak S-LPS kullanildigindan
diger gram negatif bakterilerle ¢apraz reaksiyon sonucu
yalanci pozitif sonuglar elde edilebilmektedir (9). Bu
nedenle DSO RBT ile elde edilen pozitif sonuglarin diger
testlerle dogrulanmasini 6nermektedir (8). Ruiz Mesa ve
ark.’nin  (10) yaptig1 bir calismada bruselloz gegirme
Oykiisii ve temas Oykiisi olmayan bireylerde testin
duyarlilik ve 6zgilligii %93.8; %94.3, Brucella tiirleri ile
tekrarlayan temas: olan bireylerde testin duyarlilik ve
ozgilligli %91.7; %91.2; bruselloz gegirme Oykiisii olan
bireylerde testin duyarlilik ve o&zgiilligi %96.1; %76.9
olarak bildirilmistir. Gomez ve ark. (11) brusellozun
endemik oldugu bir bolgede yaptiklar1 ¢alismada RBT’nin
duyarlilik ve 6zgiilliiginii sirastyla %100 ve %97 olarak
saptamuglardir.

Serum agliitinasyon testi (SAT): 1897 yilinda Wright ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen yontem bruselloz
tanisinda referans yontem olarak olarak kabul edilir (11).
Yontem ile total antikorlar (IgM, IgG ve IgA) saptanir.
Testin duyarlilign %92 6zgiilliigii ise %100°diir (12). Olasi
prezon fenomeni serum diliisyonunun 1:1280’¢ uzatilmasi
ile Onlenir. Standardize edilmis antijen ile test
uygulandiginda test ile elde edilen titreler hastaligin
donemleri ile uyumludur. Beraberinde uyumlu bir klinik
tablo ve temas Oykiisii varsa, 1:160 ve {izerindeki titreler
genellikle aktif brusellozu gosterir (5, 9). Hastaligin
baslangi¢ doneminde hatta bakteriyemik hastalarda titre
1:160’mn altinda olabilir. ki serum &rnegi arasindaki siire
iki haftadan az olmayacak sekilde akut ve konvelesan
dénemde alinacak serum Orneklerinde titrenin dort kat veya
iizerinde artmasi enfeksiyonu kanitlar. 1:160’1n altindaki
titrelerin taniy1 ekarte edemeyecegi, bazi vakalarn akut
donemde negatif olabilmesi, ¢ift serum O6rnegi alinmadan
taninin gozden kagirilabilecegi unutulmamalidir. Komplike
vakalar ve kronik vakalarda yalanci negatif sonug elde etme
orani yiiksektir. Kronik vakalarda olusan blokan antikorlar
nedeniyle elde edilen yalanci negatif sonu¢ Coombs testi
veya Brucellacapt testlerinin uygulanmasi ile giderilebilir.
Tedavi basarisi ve SAT titrelerinin diisiikliigii arasinda
korelasyon bulundugundan hastalar klinik ve serolojik
olarak takip edilmelidir. Klinigi diizelen hastanin ne kadar
siire serolojik olarak takip edilecegi belirlenmemistir.
Basarilt antibiyotik tedavisi ile klinik kiir elde edilen
hastalarin %3-5’inde iki yil sonra SAT titreleri yiiksek
olarak saptanabilmektedir (5).

Coombs testi: Blokan, agliitine olmayan, eksik antikorlari
saptamak icin kullanilan bir testtir. Test kronik seyirli
hastalikta ve relaps sirasinda Brucella antikor titrelerindeki
kiiclik degisikliklerin saptanmasina olanak saglar. Testin
duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla %692-%100’diir (13).

Brucellacapt testi: Brucellacapt (Vircell, Ispanya) immiin
yakalama temelli kolay uygulanan ve 18-24 saatte sonug
alinan bir testtir (2). Blokan antikorlarda dahil olmak iizere
total antikorlar1 saptayan test Coombs testinin alternatifidir.
Persistan hastaligi olan bireylerde Brucellacapt testi ile
saptanan yiiksek titreler hastanin takibi sirasinda yavas
diisme gosterir (5). Yapilan bir caligmada persistan hastaligi
olan olgularin %90’1nda tedavinin baslangicinda >1:2560
olan titrelerin tedavinin 15. aymna gelindiginde, higbirinde
1:320’nin altma diigmedigi gosterilmistir (14). Ozellikle
relaps gelisen hastalarda Brucellacapt ve Coombs testi ile
titrelerin  ¢ok yavas azalma gosterdigi, SAT ile
karsilastirildiginda titrelerde donem dénem artiglarin oldugu
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gozlenir. Bu degisiklikler bakteremik relapslarda daha
belirgindir. Basarili tedavi ve klinik olarak iyilesmenin
ardindan Brucellacapt testinde SAT ve Coombs testlerine
gore titrelerde daha belirgin ve daha hizli bir azalma
saptanir (5). Bu nedenle Brucellacapt testi enfeksiyonun
aktivitesinin belirlenmesinin iyi bir gostergesidir, dzellikle
hastalarin izlenmesinde yararl bir testtir. Ancak relaps ve
kronik hastaligt olan bazi hastalarda diisiik afiniteli
antikorlarda kiigiik degisiklikler gozlenir, bu degisiklikler
en iyi Coombs testi ile saptanir.

ELISA: Yontem ile total immiinglobulin ya da tek tek IgM,
IgG, IgA antikorlar1 saptanabilmektedir. Ik c¢aligmalarda
bruselloz tanisinda etkin bir yontem oldugu gosterilmistir.
Gomez ve arkadaslarinin ¢alismasinda (11) IgM; IgG; IgA
ELISA testlerinin duyarliligi ve 6zgilliigi sirastyla %60-
%100;  %84-%100; %96-%98 olarak  bulunmustur.
Arastiricilar ticari ELISA IgM testinin diigitk duyarlilikta
oldugunu, ELISA testlerinin konvansiyonel testlere
stiinliigiiniin olmadigini belirtmiglerdir. Cesitli
caligmalarda ELISA yontemi ile ilgili bildirilen yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliik ile ilgili olarak, farkli ticari kitlerde
farkli antijenlerin  kullanilmasinin  bu duruma yol
acabilecegini belirtmislerdir. Welch RJ ve ark. (15)
caligmalarinda ELISA IgG ve IgM sonuglarini SAT ile
karsilastirmiglardir. IgG ve IgM i¢in genel uyum, duyarlilik
ve Ozgilliigh sirasiyla %56.3, %41.7, %65; %77.4, 83.3,
73.7 olarak saptamuglardir. Diisiik Ozgiillik neticesinde
ortaya c¢ikabilecek yalanci pozitif sonuclar nedeniyle
Centers for Disease Control and Prevention, agliitinasyon
temelli olmayan testlerin bruselloz tanisimin
dogrulanmasinda kullanilmamasini énermektedir.

Molekiiler Yontemler: Direkt klinik orneklerde Brucella
tirlerinin saptanmasinda konvansiyonel polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve real-time PZR testleri gelistirilmistir.
Bu yontemlerde BCS P31 (31-kDa’luk hiicre ylizey
proteinini kodlar), BP26 (26-kDa’luk periplazmik proteini

kodlar), 16SrRNA ve insertion sequence IS711 gibi
Brucella tiirlerine  spesifik  hedef gen bdlgeleri
kullanilmaktadir. Bu testlerin duyarlilign  %50-%100
arasinda  degismektedir. = Duyarliliklardaki  farklilik
kullanilan DNA ekstraksiyon yontemleri, saptamada
kullanilan  yontemler ve kullanilan klinik 6rnegin
farkliligina bagli olabilir. Molekiiler testler bruselloz

tanisinda rutinde kullanilan diger testlerin yaninda yardimct
test olarak kullanilabilecek, gelecek igin {imit verici
testlerdir. Ancak rutin tanida yer alabilmeleri icin
standardize edilmelerine ihtiyag vardir (2).

Sonu¢ olarak diinyada ve iilkemizde onemli bir saglik
sorunu  olmaya devam eden Brucelloz tanisinda;
kullanilacak testlerin standardizasyon, yalanci negatif ve
yalanci pozitif sonug verme gibi kisitlamalarinin olmasi ve
hastaligin ~ klinikk  doéneminin Onemi g6z Oniinde
bulundurulmalidir.
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