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Ozet

Amac: Brucella canis infeksiyonlarinin laboratuvar tanisi, in-
sanlarda hastalik yapan diger Brucella turlerinin infeksiyonla-
rindaki gibi klasik serolojik yontemlerle konulamamaktadir. Bu
nedenle Turkiye'de B. canis infeksiyonlari hakkindaki bilgiler ki-
sithdir. Bu calismada, Tirkiye’de bruselloz tanisi almis hastalar-
da B. canis koinfeksiyonu varliginin saptanmasi amaglanmistir.
Yontemler: Calisma retrospektif kesitsel olarak tasarlandi.
Tirkiye'nin Dogu ve Glineydogu Anadolu bolgelerinde brusel-
loz tanisi almis 566 hastanin uygun kosullarda saklanmis se-
rum 6rnegdi, zayif mukoid B. canis M- varyant susundan elde
edilen antijenin kullanildigi hizli lam aglutinasyon testi (LAT),
2-merkaptoetanol lam agliitinasyon testi (2ME-LAT) ve modifiye
plak agliitinasyon testi (MAT) ile analiz edildi.

Bulgular: Test edilen 6rneklerden 142 (%25)'si LAT, 49 (%8.7)'u
2ME-LAT ile B. canis seropozitif olarak saptandi ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). MAT ile 6rneklerin
55 (%9.7)'i pozitif olarak saptandi. 2ME-LAT ve MAT arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).
Sonuglar: B. canis koinfeksiyonu prevalansina iliskin bulgulari-
miz, Turkiye'de B. canis icin serolojik testin yapilmasi gerekti-
gini gostermektedir. Ayrica B. canis infeksiyonlarinin serolojik
tanisinda MAT'In bazi avantajlarinin oldugu ve 2ME-LAT yerine
tercih edilebilecegi sonucuna variimistir.

Klimik Dergisi 2018, 31(3): 214-7.

Anahtar Soézcukler: Bruselloz, Brucella canis, koinfeksiyon, se-
rolojik testler.

Abstract

Objective: Laboratory diagnosis of Brucella canis infections
cannot be made by classical serological methods as readily as
infections of other species of Brucella pathogenic for humans.
Therefore, the information about B. canis infections in Turkey is
limited. In this study, we aimed to detect presence of B. canis
coinfections in humans who were diagnosed as brucellosis.
Methods: Study has been designed as retrospective cross-sec-
tional. A total of 566 serum samples collected from patients
who had confirmed brucellosis and were living in cities of the
Eastern and Southeastern Anatolia regions of Turkey were test-
ed with rapid slide agglutination test (RSAT), 2-mercaptoetha-
nol RSAT (2ME-RSAT) and microplate agglutination test (MAT)
using B. canis M-, a less mucoid variant, as the antigen.
Results: Out of the samples tested, 142 (25%) and 49 (8.7%)
were positive by RSAT and 2ME-RSAT, respectively, and this dif-
ference was significant (p<0.05). In total, 55/566 (9.7%) samples
were MAT-positive. Differences between 2ME-RSAT and MAT
were not statistically significant (p>0.05).

Conclusions: Our B. canis coinfection prevalence data demon-
strates that serological testing for B. canis should be performed
in Turkey. It was also concluded that there are some advantages
for using MAT, and this technique may be preferable over 2ME-
RSAT.

Klimik Dergisi 2018; 31(3): 214-7.

Key Words: Brucellosis, Brucella canis, coinfection, serologic
tests.

Giris

Bruselloz, ozellikle Akdeniz havzasinda yaygin olarak
gorilen, dogrudan infekte hayvanlara ve/veya bunlarin
Urtinlerine temasla bulasan zoonotik bir hastaliktir (1).

Brucella cinsinde 10 tiir bulunmaktadir. Bunlardan B. me-
litensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ceti ve B. inopinata
insan brusellozu olgularindan izole edilmistir (2,3). Képek
brusellozu etkeni olan B. canis’in insanlara bulasmasi,
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infekte kopeklere veya bunlarin salgilarina temasla (6zellikle
abortus sonrasinda) ya da laboratuvarda olur. Képek yetistiren-
ler ve veterinerler infeksiyon acgisindan ytksek risk altindadir.
infeksiyonun klinik tablosu genellikle hafif seyirlidir (4,5).

insanlarda képek brusellozunun tanisinda zorluklar bu-
lunmaktadir. Bunun nedenleri arasinda, hastaligin klinik sey-
rinin nonspesifik olmasi, rutin serolojik tarama testlerinin
bulunmayisi, taniyr dogrulayan laboratuvar testlerinin yeter-
sizligi, infeksiyonun disiik diizeyde bakteriyemiyle seyrede-
bilmesi ve etkenin bakteriyolojik besiyerlerinde iremesinin
zorlugu sayilabilir. Eslik eden diger mikroorganizmalarin
kiltirde Gremeleri de B. canis’in lremesine engel olabilir.
Aralikli bakteriyemi yaptiklari icin kan kilturiinde Uretileme-
yebilirler. Ampirik olarak baslanan nonspesifik antibiyotik te-
davisi Gremelerini engelleyebilir (3,6-8).

O-polisakkaridi (OPS), S tipi koloni olusturan (“smo-
oth”: dlizglin) Brucella turlerinde ylizey antijenidir ve R tipi
(“rough”: dlzensiz) koloni olusturan Brucella turlerinde
bulunmamaktadir (9). S tipi koloni olusturan turler tarafin-
dan meydana getirilen brusellozun serolojik tanisi OPS’ye
karsi olusan antikorlarin tespitine dayanirken, R tipi koloni
olusturan turlerin tanisi klasik serolojik testlerle konulama-
maktadir (10). B. canis, insanda hastalik etkeni olan tiirler
arasinda dogal olarak R tipi koloni olusturan tek Brucella
tiradir (11). Insanlarda B. canis infeksiyonu genellikle ge-
lisen antikorlarin serolojik testlerle tanisina dayanmaktadir
ve bu amacla hizli lam aglutinasyon testi (LAT), 2-merkap-
toetanol lam aglitinasyon testi (2ME-LAT), modifiye plak
agliitinasyon testi (MAT), agar jel imminodifiizyon testi ve
enzim bagli immiinoessey (ELISA) testi tercih edilen teknik-
lerdir (12-14). LAT, %50-60’lara varan yalanci pozitif sonuc-
lariyla dustik 6zgullige sahip olsa da duyarliligi ylksektir.
Ancak 2ME ile serum IgM antikorlari inaktive edilebilmekte
ve LAT'in 6zgulliga artirllabilmektedir (6,13,14).

Tirkiye'de 1984-1987 yillari arasinda yapilan tarama
calismalarinda bruselloz prevalansi %1.8-6 arasinda belir-
lenmistir (15). insan brusellozu etkenleri arasinda siklikla B.
melitensis ve B. abortus saptanmaktadir (16). Ote yandan,
kopeklerde B. canis seroprevalansi 1980°lerde yapilan iki ba-
gimsiz calismada %6.3 ve %6.7 iken, 2005 yilinda yayimla-
nan bir calismaya gore %7.7’ye yuikselmistir (17-19). Ancak
Tlirkiye'de insanlarda B. canis infeksiyonunun prevalansi
daha Once yapilan calismalara ragmen kesinlik kazanmis de-
gildir (20,21). Yapilan kisitli sayidaki calismalara gore B. canis
seropozitifligi saghkh popiilasyonda %1.6, bruselloz benzeri
semptomlu ancak rose Bengal testi negatif hastalarda %3.7
olarak saptanmistir (22,23). Bununla birlikte Tirkiye'de B.
canis’in insan brusellozunda koinfeksiyonu bilinmemektedir.
Bu calismada, Tlrkiye'de bruselloz tanisi alan hastalarda B.
canis koinfeksiyon varhginin belirlenmesi amaclanmistir.

Yéntemler

Serum drnekleri: Tirkiye'nin Dogu ve Glineydogu Ana-
dolu bolgelerinde ¢ogunlukla ciftci ve kopek sahibi olan kir-
sal bir nifus mevcuttur. Serum 6rnekleri Turkiye'nin Dogu
ve Glineydogu Anadolu bélgelerini temsilen sirasiyla Van ve
Sanliurfa’dan toplandi. Calismada, B. melitensis-B. abortus
tlp aglitinasyon test titreleri 1/160 ve 1/1280 arasinda pozitif

olan ve bruselloz tanisi alan hastalardan elde edilmis 566 se-
rum ornegdi kullanildi.

Antijen hazirlama: Antijen kaynagi olarak Cornell Uni-
versitesi Hayvan Saghgi Tani Merkezi Baker Enstittisii (Ithaca,
New York, ABD)'nden saglanan zayif mukoid B. canis M- susu
kullanildi. LAT antijeni B. canis M- susunun Tris-maleat tam-
ponu (TMB; pH 9.0) icinde %6 hiicre volimiinde hazirlandi.
MAT antijeni B. canis M- susunun boyasiz islemlenmesiyle
hazirlandi. B. canis M- susu, formalinli Sorensen’in PBS tam-
ponu iginde %4.5 hiicre volimiinde stoklandi (5,12,13).

LAT, 2ME-LAT ve MAT yontemi: LAT tekniginde bir dam-
la antijen, esit miktarda test ve kontrol serumuyla karistirildi
ve sonuglar agliitinasyona dayali olarak pozitif ya da negatif
olarak degerlendirildi. 2ME-LAT y6nteminde test 6zgulligl-
nu artirmak i¢cin hasta serumu 6rneklerinde IgM inaktive edil-
di ve bu amagla 6rneklere 0.2 ml 2ME solisyonu karistirildi.
MAT tekniginde serum ornekleri, TMB’de seri olarak 2 kat
seyreltildi ve seyreltilmis serum o6rnekleri, 96 cukurlu U ta-
banli mikroplaklara (Nunc Microwell, Waltham, MA, ABD) ak-
tarildi. Esit miktardaki seyreltilmis antijen, serum 6rneklerine
eklendi, etiketlendi ve 37°C’de gece boyunca inkiibe edildi.
Sonuclar, bir mikrotitre aynanin yardimiyla degerlendirildi.
Aglitinasyon gosteren ornekler (1/25 serum dillisyonunda)
pozitif olarak kabul edildi (12).

Istatistiksel analiz: LAT, 2ME-LAT ve MAT diizeyleri sayi-
sal degerler olarak kabul edildi. iki oran arasindaki farklarin
onemi iki bagimsiz 6rneklem cift t-testi kullanilarak 6l¢uldi.
istatistiksel olarak p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
istatistiksel analizler icin IBM SPSS Statistics for Windows.
Version 24.0 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM
Corp., Armonk, NY, ABD) yazilimi kullanildi.

Bulgular

Dogu ve Glineydogu Anadolu bolgelerinden elde edilen
orneklerde LAT sirasiyla 95/566 (%17) ve 47/566 (%8) ornekte
pozitif olarak saptandi. Pozitif LAT 6rnekleri 2ME-LAT ile ¢a-
lisildiginda sirasiyla 27/566 (%4.8) ve 22/566 (%3.9) 6rnekte
pozitiflik saptandi. LAT ve 2ME-LAT toplaminda 142 (%25) ve
49 (%8.7) ornek pozitif bulundu ve bu fark anlamliydi (p<0.05).
LAT ve 2ME-LAT icin sonuglar Tablo 1'de sunulmaktadir.

Hasta ornekleri ayrica diger bir serolojik test olan MAT
teknigi kullanilarak incelendi. Dogu ve Giineydogu Anadolu
kokenli brusellozlu hasta ornekleri, B. canis infeksiyonu yo-
niinden sirasiyla 31/566 (%5.4) ve 24/566 (%4.2) oranda pozi-
tif saptandi. Toplamda, 55/566 (%9.7) 6rnekte MAT pozitifligi
saptandi. 2ME-LAT ve MAT arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli saptanmadi (p>0.05). Dogu ve Glineydogu Anadolu
hasta 6rnekleri icin MAT prevalansi ve seropozitiflik titrasyon
sonuglari Tablo 1'de sunulmaktadir.

irdeleme

Rutin bruselloz teshisinde, B. canis gibi R tipi antijen ice-
ren serolojik testler kullanilmamaktadir. Bu nedenle Brucella
tirlerinin yol actigi insan infeksiyonlari bilinenden daha yay-
gin olabilir (6,24). Bulgularimiz, bruselloz tanisi alan hastala-
rin B. canis ile koinfekte olabilecedini disliindiirmektedir. Bu
nedenle B. canis serolojik testleri insanlarda rutin serolojik
bruselloz tanisinin bir parcasi olmalidir.
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Tablo 1. Brusellozlu insanlarda Brucella canis icin Lam Agliitinasyon, 2-Merkaptoetanol Lam Agliitinasyon ve Modifiye Plak

Aglutinasyon Testlerinin Sonuglari

MAT
LAT 2ME-LAT 1/25 1/50 1/100 >1/100
Bolge Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi Sayi Sayi Sayi
Dogu Anadolu (n=346) 95 (17) 27 (4.8) 31 (5.4) 15 6 7 3
Guneydogu Anadolu (n=220) 47 (8) 22 (3.9) 24 (4.2) 11 7 5 1
Toplam (n=566) 142 (25) 49 (8.7) 55 (9.7) 26 13 12 4

LAT: lam aglutinasyon testi; 2ME-LAT: 2-merkaptoetanol LAT; MAT: modifiye plak aglitinasyon testi.

Ulkemizde B. canis ile ilgili calismalarda bruselloz benzeri
semptomlari olanlarda prevalansin %1.6-8.3 arasinda degisti-
gi, riskli temasi olan bireylerde oranin %9.2 oldugu gosteril-
mistir (20-23,25,26). Bu ¢alismada, 2ME-LAT (%8.7) ile B. canis
seropozitifligi yliksektir. Beklenenden daha yliksek B. canis
seropozitifligi Trkiye'nin Dogu ve Glineydogu Anadolu bol-
gelerinin dinamiklerine bagli olabilir. Bulgularimiz, Turkiye'de
diger bolgelerde de insan brusellozunda B. canis koinfeksiyon-
larinin arastiriimasinin gerekli oldugunu goéstermektedir. Ote
yandan, B. canis M- susunun R-LPS yapisinin, diger bakteri-
lerin R tlrleriyle capraz reaksiyona girebilecedi duslinulebilir
(27,28). Bu nedenle, bruselloz hastalarinda hastalik durumu-
nun daha dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in serolojik
testlerde daha spesifik antijenlere ihtiya¢c duyulmalidir.

Dogru tani tekniklerinin azligindan dolayi, B. canis infek-
siyonlarinin laboratuvar tanisi zordur. 2ME-LAT, B. canis in-
feksiyonlarinin tanisinda en yaygin kullanilan tarama testidir
(26-30). MAT teknigini kullanirken spesifik olmayan reaksi-
yonlar da ortaya ¢ikabilir ve bu sebeple bazi arastirmacilar
saflastiriimis rekombinant antijenlerle kapl lateks boncukla-
rin kullanilmasini 6nermektedir (28). Calismamizda, 2ME-LAT
ile MAT teknikleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
belirlenemedi. 2ME-LAT ile karsilastirildiginda MAT teknigini
kullanmanin bazi avantajlari bulunmaktadir. MAT, az miktarda
antijen ve ornekle ¢ok sayida test uygulamalarinda avantaj-
lidir. Bu durumda saha c¢aligsmalarinda MAT, tarama testleri
icin daha uygundur. Bununla birlikte, halihazirda, insanlarda
B. canis infeksiyonlari icin, MAT seropozitifligi icin acikca ta-
nimlanmis tani koydurucu titre kesin belli degildir. Bu durum,
buyuk oranda B. canis igin uluslararasi standard bir serumun
bulunmayisina bagli olabilir.

Turkiye, Gliney ve Glineydogusundaki komsu Ulkelerden
kaynaklanabilecek bircok bulasici hastalik igin risk altindadir.
Kose ve arkadaslari (31)'nin 832 saglikh yetiskinde yaptikla-
ri taramada Brucella infeksiyonu prevalansi %3 olarak sap-
tanmustir. Iran’da her bir milyon kisinin 238.6'sinda, Irak’ta
278.4’inde ve Suriye’de 1603.4'linde bruselloz mevcuttur
(32). Tirkiye'de insan nufusunun heterojenligi ve kitle hare-
ketlerindeki ivme son birkag¢ yildir artis gostermektedir. Bu
durum Tirkiye'nin spesifik cografi konumu nedeniyle de-
mografik degisikliklere ac¢ik olmasina bagl olabilir. Ozellikle
Suriye’den (2011 krizinden bu yana yaklasik 3 milyon) gelen
toplam siginmaci sayisindaki artis, iltica basvurularindaki ar-
tis (Ocak 2015 itibariyla yaklasik 212 400 bagvuru, 6zellikle
Irak, Afganistan, iran ve Somali) demografik degisikliklerin
basinda gelmektedir (33). Kurban Bayrami gibi dini bayram-

lar ve ihtiya¢ duyulan hayvanlarin Dogu ve Gilineydogu bol-
gesinden Turkiye'nin her yerine nakledilmesi de bagka bir kit-
le trafigi yaratmaktadir. Diger yandan bu bolgelerde basibos
kopek sayilarinin diger bolgelerden fazla olmasi da B. canis
infeksiyonlarinin artisina neden olmaktadir (34). Ulkemizde-
ki demografik, dini ve kultiirel hareketler Brucella'nin S veya
R suslarinin neden oldugu seropozitiflik oranlarina katkida
bulunabilir. Ote yandan bu durum Brucella turlerinde biyo-
tiplerin bolgesel dolasimina ve cesitlenmesine katki yapabilir.
B. canis infeksiyonlarinin ve insan brusellozundaki koinfeksi-
yonlarinin laboratuvar tanisinda, hizli ve dogru olabilmek icin
spesifik test ve antijenlerin gerekliligi oldukga aciktir.

Turkiye, Akdeniz havzasinda bulunmaktadir ve Ortado-
gu ulkelerine yakindir. Ulusal bruselloz kontrol programlari
halihazirda tarimdaki ekonomik kayiplarin 6nlenmesinde ve
insan-hayvan brusellozunu 6nlemede gerekli ve 6nemlidir. B.
canis koinfeksiyonu prevalansi bulgularimiz, B. canis testinin,
Turkiye'de insan brusellozunun rutin tanisinda kullaniimasi
gerektigini ve ulusal bruselloz kontrol programina dahil edil-
mesi gerektigini gostermektedir. Ayrica yliksek prevalansa
sahip bolgelerde B. canis infeksiyonlarinin stirekli izlenmesi,
brusellozu 6nleme ve kontrol etme ¢abalarinin basarisiyla ya-
kindan ilgili olabilir.
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Yazarlar, herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirmemislerdir.
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