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Bruselloz Supheli Olgularda Brucella canis
Seroprevalansinin Arastiriimasi

Investigation of Brucella canis Seroprevalence in
Brucellosis Suspected Cases
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OZET

K6pek brusellozunun etkeni olan Brucella canis insanlara bulastiginda diger tiirlere gore daha hafif ve-
ya asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Etken insanlara ya hasta kopeklerden dogrudan te-
mas ile ya da laboratuvarlarda calisma esnasinda bulasmaktadir. B.canis enfeksiyonlari hastanelerde rutin
olarak arastinlmamaktadir. Ulkemizde insan popiilasyonunda B.canis enfeksiyonlarinin mevcut durumu-
nu ortaya koyacak arastirmalar sinirlidir. Bu calismada, bruselloz 6n tanisi alan hastalarda B.canis serop-
revalansinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, Mart-Agustos 2011 tarihleri arasinda Konya Egitim ve
Arastirma Hastanesinin cesitli poliklinik ve kliniklerinden brusellozis stiphesi ile tibbi mikrobiyoloji labora-
tuvarina gonderilen, “smooth” Brucella antijeninin kullanildigi Rose Bengal Plate Test (Seromed, Tirkiye)
sonucu negatif olan 652’si kadin 1000 hastaya (yas araligi 15-65 yas) ait serum 6rnegi dahil edilmistir.
Hastalar, ates, gece terlemesi, bas agrisi, halsizlik, istahsizlik, kas ve eklem agrisi gibi bruselloz klinik be-
lirtileriyle hastaneye basvuran olgulardir. B.canis’e karsi 6zgll antikorlarin saptanmasi amaciyla, B.canis
NCTC 10854 susundan R (rough) tipi antijen hazirlanmis ve hizli lam agliitinasyon testi (LAT) ile modifi-
ye plak agliitinasyon testi (MAT) uygulanmistir. Hasta serumu orneklerinin %0.34 (34/1000)'G LAT anti-
jeni ile iki dakika icerisinde agliitinasyon vermis ve B.canis yoniinden pozitif olarak kabul edilmistir. Anti-
kor titresinin belirlenmesi amaciyla yapilan MAT ile drneklerin 22 (%0.22)'sinden pozitif sonug alinmis;
hasta serumlarinin biri 1/48, besi 1/96, altisi 1/192, altisi 1/384 ve dordi 1/768 titrede pozitif bulunmus-
tur. B.canis antikorlari pozitif olan 22 hastanin 17'si kadin, besi erkek olup, cinsiyetler arasindaki farkin is-
tatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p< 0.05). Sonug olarak, llkemiz hastanelerinde, bruselloz
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icin yapilan serolojik taramalarda S tipi brusella antijenlerinin yani sira R tipi antijenlerin de kullanilmasi-
nin, gerek tani gerekse seroepidemiyolojik verilere katkida bulunabilecegi diisinilmustir.

Anahtar sozciikler: Bruselloz; Brucella canis; tani; seroprevalans; insan enfeksiyonu.

ABSTRACT

Brucella canis which is the main etiologic agent of brucellosis in dogs, can be transmitted to man. It
causes mild or asymptomatic infection in human compared with other Brucella species. B.canis can be
transmitted to man either by laboratory accidents or contact with infected dogs. Since B.canis infections
in humans are not routinely investigated in hospitals in Turkey, the data are limited to reveal the current
status of B.canis infections in people in our country. The purpose of this study was to determine the se-
roprevalence of B.canis infection in brucellosis-suspected cases. The study was conducted at Konya Edu-
cation and Research Hospital, (located at Central Anatolia of Turkey) during March-August 2010 period.
Serum samples were obtained from 1000 patients (age range: 15-65 years; 652 of them were women)
presented with brucellosis-like symptoms, including fever, headache, night sweats, appetite loss, weak-
ness, arthralgia and myalgia. Rose Bengal Plate Tests (Seromed, Turkey) for smooth Brucella species we-
re negative in all serum samples. Rough type B.canis antigen was prepared with B.canis NCTC 10854
strain for serodiagnosis. Antibody responses to B.canis in the serum samples were investigated by rapid
slide agglutination test (SAT) and modified plate agglutination test (MPAT). Of the 1000 sera tested, 34
(0.34%) were found to be positive with SAT while the remaining were found negative. MPAT was used
for the detection of antibody titer and 22 (0.22%) out of 1000 sera were found positive with MPAT (one
had 1/48, five had 1/96, six had 1/192, six had 1/384, four had 1/768 titers). Among 22 positive pati-
ents, 17 were female and five were male, and the difference between the genders was found statistically
significant (p< 0.05). It was concluded the use of both S and R antigens in the serological tests applied
for the diagnosis of brucellosis in our country will supplement both diagnosis and seroepidemiological
data related to brucellosis.

Key words: Brucellosis; Brucella canis; diagnosis; seroprevalence; human infection.

GIRiS

insanlarda bruselloza neden olan Brucella tiirleri B.melitensis, B.abortus, B.suis ve B.ca-
nis'tir. Kopek brusellozunun etkeni olan B.canis insanlara bulastiginda diger tirlere gore
daha hafif veya asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir'. Etken insanlara ya has-
ta kopeklerden dogrudan temasla ya da laboratuvarlarda calisma esnasinda bulagmakta-
dir?, Hastaligin tanisinda; etkenin izolasyonu, serolojik testler ve molekiiler yontemler
kullaniimaktadir®3. Serolojik tanida; hizli lam agliitinasyon testi (LAT), modifiye plak ag-
[itinasyon testi (MAT), tup aglitinasyon testi, 2-merkaptoetanol tiip aglitinasyon testi,
agar jel immiinodifiizyon testi ve ELISA testleri kullaniimaktadir?.

Ulkemizde risk altindaki insanlarda yapilan bir calismada, B.canis enfeksiyonunun se-
roprevalansi %9.2 olarak bulunmustur?. Bruselloz siiphesiyle hastanelere bagvuran kisi-
lerde ise hastaligin seroprevalansi %3.7’dir>. Diinyanin baska bélgelerinde yapilan calis-
malarda da, hayvanlarla temasi olan kisiler veya laboratuvar calisanlarindan B.canis izo-
lasyonu yapildigr bildirilmistir>®. Ulkemizde insan popiilasyonunda B.canis enfeksiyonla-
rinin mevcut durumunu ortaya koyacak yeterli sayida calisma bulunmamaktadir. Bu ¢a-
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lismada, Konya ilinde hastaneye basvuran bruselloz stipheli hastalarda B.canis seropreva-
lansinin arastirilmasi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Hastanemiz Etik Kurul onayi ile gerceklestirilen bu calisma, Mart-Agustos 2011 tarih-
leri arasinda yapildi. Konya Egitim ve Arastirma Hastanesinin ¢esitli poliklinik ve klinikle-
rinden bruselloz stiphesiyle tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen, Rose Bengal
Plate Test (Smooth Brucella antijeni, Seromed, Tiirkiye) sonucu negatif olan 1000 hasta
calismaya alindi. Hastalar, ates, gece terlemesi, bas agrisi, halsizlik, istahsizlik, kas ve ek-
lem agrisi gibi bruselloz klinik belirtilerine sahipti. Toplanan kan 6rneklerinden ayrilan se-
rumlar, serolojik testler yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar

Pozitif kontrol serumu olarak Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji La-
boratuvarinda bulunan iki adet B.canis pozitif kopege ait serum 6rnekleri; negatif kont-
rol olarak ise kopek temasi olmayan bes saglikl insanin kan serum 6rnekleri kullanildi.

Hizli Lam Agliitinasyon Testi (LAT)

Test antijeni, Lisle ve Carmichael” tarafindan tanimlanan yénteme gére hazirlandi. Re-
fik Saydam Hifzissihha Enstitlisi’nden saglanan B.canis NCTC 10854 susunun ilk kltu-
ru yapildiktan sonra Roux siselerinde hazirlanan besiyerinde (pepton 10 g, NaCl 5 g,
agar 20 g, distile su 1000 ml) pasajlar yapilip 37°C’de 24 saat inkibasyona birakildi.
Ureyen koloniler 20 ml fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile toplanip 10.000 g’de 20 da-
kika santriftij edildi ve ayni islem iki kez tekrar edildi. Daha sonra pelet 125 g/L oranina
uygun sekilde siispanse edildi ve birka¢ kath steril gazli bezden suzildikten sonra
56°C’de bir saat tutularak inaktive edildi. Elde edilen antijen stspansiyonunun 20 ml’si-
ne 0.12 ml boya sollsyonu (2 g brillant yesili ve 1 g kristal viyole 300 ml distile suda
¢Ozdurdldl) eklendi. Antijen, son hacmi %6 olacak sekilde sulandirilip cam ytnayle filt-
re edildi. Son konsantrasyonu %0.01 olacak sekilde tiyomersal eklendi ve koyu renkli si-
sede +4°C’de saklandi.

LAT icin en ideal antijen-antikor miktarini belirlemek amaciyla, lam tzerine 30, 20 ve
10 pl pozitif ve negatif serumlar ile ayni miktarlarda antijen damlatilarak kombinasyon-
lar yapildi. En iyi reaksiyonun, 30 pl antijen ile 30 pl serumun iki dakika boyunca karisti-
rnimasiyla gerceklestigi saptandi ve testlerde bu miktarlar kullanildi’.

Modifiye Plak Agliitinasyon Testi (MAT)

MAT antijeninin hazirlanmasinda Alton ve arkadaslarinin® tarif ettigi yéntem kullanil-
di. B.canis NCTC 10854 susunun ilk kultiri yapildiktan sonra Roux siselerinde yukarida-
ki gibi hazirlanan besiyerinde pasajlari yapilip 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. In-
kiibasyonun sonunda tireyen koloniler 50 ml %0.06 formalinli PBS ile toplanip steril gaz-
Il bezden suzildi ve 7°C’de bir saat tutularak inaktive edildi. Antijen 10.000 devirde 30
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dakika santriftij edildi ve pelet %0.5 formalinli PBS ile siispanse edildi. Elde edilen stok
antijen, yogunlugu %4.5 (v/v) hiicre olacak sekilde standardize edildi ve kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandi.

MAT icin U tabanl mikropleytin tim cukurlarina 25 pl PBS dagitildi. Pleytin ilk kuyu-
cuguna 25 pl hasta serumu eklendi ve sonraki cukurlara 25’er pl aktanlarak cift katl su-
landinmlar elde edildi. Cukurlarin timune 50 pl B.canis antijeni (4.4 ml B.canis stok an-
tijeni 100 ml PBS ile sulandirldi) ilave edildi ve bdylece son sulandirmlar 1/6, 1/12,
1/24...1/768 olarak hazirlanmis oldu. Pleytler 37°C’de 48 saat inkibasyona birakildi.
Son iki sira pozitif ve negatif kontrol olarak ayrildi. Degerlendirmede > 1/48 titreler po-
zitif, < 1/24 titreler ise negatif olarak kabul edildi®. MAT standardizasyonu, ayni antijenin
kullanildigr standart tiip aglitinasyon testi ile karsilastirilarak daha 6nceden tanimlandi-
g1 sekilde yapildi®.

istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgular Minitap-SPSS paket programi ile analiz edildi ve ki-kare testi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak 6nemlilik p< 0.05 degeri ile belirtildi.

BULGULAR

Calismaya alinan bruselloz stipheli 1000 olgunun 652’si kadin ve 348’ erkek olup, yas
araligi 15-65 yil arasinda degismektedir. Olgulara ait serum orneklerinden 34 (%0.34)"U
LAT ile iki dakika icinde aglitinasyon vermis ve B.canis yoninden pozitif olarak kabul
edilmistir. Diger 966 ornek ise negatif olarak bulunmustur. Antikor titresinin belirlenme-
si amaciyla yapilan MAT ile 6rneklerin 22 (%0.22)'sinde > 1/48 titre saptanmis ve B.ca-
nis yoninden pozitif olarak degerlendirilmistir (Tablo I). MAT pozitif bulunan 22 hasta-
nin 17’si kadin besi erkek olup, cinsiyetler arasi fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus-
tur (p< 0.05).

TARTISMA

B.canis kopeklerde bulasici abortus, epididimit ve testis atrofisine neden olan zoono-
tik bir etkendir. insanlara bulagsmasi genellikle enfekte hayvanlarla temas ile olmaktadir.
insanlardaki enfeksiyonlar, diizgiin koloni olusturan “Smooth (S) Brucella” turlerinin

Tablo I. MAT ile Elde Edilen Pozitif Sonuglarin Dagilimi

Kadin Erkek Toplam
Serum titresi Sayi (%) Sayi1 (%) Sayi (%)
1/48 1(5.9) 0 1(4.5)
1/96 5(29.4) 0 5(22.7)
1/192 4 (23.5) 2 (40) 6 (22.3)
1/384 5(29.4) 1 (20) 6 (22.3)
1/768 2(11.8) 2 (40) 4(18.2)
Toplam 17 (100) 5 (100) 22 (100)
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(B.abortus, B.melitensis, B.suis) neden oldugu tabloya benzese de genellikle asemptoma-
tik karakterdedir®. S tipi brusella tiirlerinin aksine B.canis'in kolonileri diizensiz (rough; R)
yaplya sahiptir. B.canis’in bu 6zelliginden dolayi, rutinde kullanilan S tipi brusella antijen-
leri ile B.canis enfeksiyonlari serolojik olarak teshis edilememektedir'®. Bu calismada,
B.canis NCTC 10854 susu kullanilarak hazirlanan R tipi brusella antijeni ile Konya Egitim
ve Arastirma Hastanesine basvuran bruselloz siipheli hastalarda B.canis antikorlari sero-
lojik olarak arastiriimistir.

Hastaligin insanlardaki serolojik sikhgini belirlemeye yonelik diinyanin degisik bolge-
lerinde sinirli sayida da olsa calismalar yapilmistir. Almanya’da hastanede yatan hastalar-
da yapilan bir calismada hastaligin seroprevalansi %0.3 olarak bulunmustur''. Amerika
Birlesik Devletleri’'nde askeri personelde enfeksiyonun varligi serolojik olarak arastiriimis
ve %0.4 olarak rapor edilmistir'. Lucero ve arkadaslari®, Arjantin’de B.canis'in kiiciik bir
salgina neden oldugunu ve enfeksiyon kaynaginin da aborte kopek fetuslari oldugunu
bildirmislerdir. Hastaligin Glkemizdeki varligini gostermek amaciyla ilk calisma Diker ve
arkadaslan'? tarafindan yapilmis ve Bursa ilinde hastaligin seroprevalansi %1.6 olarak ra-
por edilmistir. Kéksal ve arkadaslarinin'* Adana’da yaptiklari calismada ise enfeksiyonun
sikhig %8.3 olarak bildirilmistir. Ulkemizin degisik bélgelerindeki hastanelere bruselloz
sliphesiyle basvuran hastalarda yapilan serolojik taramada B.canis’in sikhgi %3.7 olarak
rapor edilmistir’. Konya’da risk altindaki veteriner hekimler ve képek barinagi calisanla-
rinda yapilan bir calismada B.canis enfeksiyonu seroprevalansi %9.2 olarak bulunmus-
tur®. Sayan ve arkadaslarinin®'> yaptigi iki ayr calismada, bruselloz siipheli olgularda
B.canis seropozitifligi mikroaglitinasyon testi ile %3.8 (68/1746), saglikli kan dondrlerin-
de ise LAT ile %1.6 (31/1930) olarak rapor edilmistir. Bizim calismamizda, Konya Egitim
ve Arastirma Hastanesine bruselloz siiphesi ile bagvuran hastalarda B.canis seroprevalan-
st MAT ile %0.22 olarak tespit edilmis ve seropozitifligin cinsiyetler arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark gosterdigi izlenmistir (17 kadin, 5 erkek; p< 0.05). Elde ettigimiz bu
veri, kadinlarin erkeklere gore etkene daha fazla maruz kaldigini vurgulayan Monroe ve
arkadaslarinin'® sonuglari ile uyumludur. Sonug olarak calismamizda, bélgemizde brusel-
loz stipheli olgularda dustik oranda da olsa B.canis’in varlii serolojik olarak ortaya kon-
mus ve kadinlarin erkeklere gére daha fazla risk altinda oldugu gériilmistiir. Ulkemiz
hastanelerinde, bruselloz icin serolojik taramalarda S tipi brusella antijenlerinin yani sira
R tipi antijenlerin de kullanilmasinin, gerek tani gerekse seroepidemiyolojik verilere kat-
kida bulunabilecegi distunilmustur.
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