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BRUSELLOZDA MIKROBIYOLOJIK TANI

Osman AKTAS

Brucella cinsi genetik olarak benzerlik gosteren alti tiir
icermektedir. Insan infeksiyonlarindan Brucella melitensis,
Brucella abortus, Brucella suis ve ender olarak da Brucella
canis tiirleri izole edilmektedir. Brucella ovis ve Brucella ne-
otomae digerlerinden fenotipik farkliliklari olan ve insanlar-
dan izole edilmeyen tiirlerdir (8). Aerop, Gram negatif, koko-
basiller olan brusellalarin rezervuar sigir, domuz, keci, ko-
yun, bizon, geyik, kipek ve kurt gibi evcil ya da yabani me-
melilerdir (29). Insan brusellozunun klinik belirtilerinin ¢e-
sitliligi ve cogu kez sinsi seyretmesiyle klinik tamida glicliik-
lere neden oldugundan, kiiltiirde etkenin kendisinin ya da
molekiiler yontemlerle niikleik asitlerinin gosterilmesi ya da
bakterinin antijenlerine kargt olugan immun yamtin saptan-
mas1 gerekmektedir (7). Bakteriyolojik izolasyon temeline
dayali direkt yontemler hemen her yerde kullanilan, ancak
zor, zaman alici ve bakterinin laboratuvar ¢caligmalar: sirasin-
da solunum yoluyla kolayca bulagma dzelliginden dolay: teh-
likelidir, Sarbon, veba, tularemi, Q atesi etkenlerinin yani si-
ra Brucella bakterileri de kolay bulagmalart ve yaptig1 hasta-
liklarin ¢ok cabuk yayilmasi nedeniyle terdrist tilkelerinin
kullanilabilecegi biyolojik saldirt ajanlar arasinda smiflandi-
rilmuglardir (5,10,15,23,26,27). Gerek bu 6zelligi nedeniyle,
gerekse de olumlu sonuglarin alinmasinda bagan oraninin her
zaman istenilen diizeyde olmamasi nedeniyle, bruselloz tani-
sinda kiiltiirden ¢ok serolojik yontemler tercih nedeni olmak-
tadir (24).

Tanida hastanin hikayesi, fiziki moayenesi, radyolojik
bulgular ve laboratuvar verileri gereklidir. Kesin tani mikro-
biyolojik yontemlerden elde edilen bulgular sonunda konula-
bilmektedir. Tanida kullanilan teknigin duyarliligi genellikle
ornek icerisinde bulunan mikroorganizmalarin sayisina bag-
lidir. Ozgiilliigii ise; spesifik organizmamin mikroskopik ola-
rak morfolojisinin diger mikroorganizmalardan farkli olup
olmamasina, antikor ya da genetik probun cins ya da tiire §z-
gii olup olmamasina bagh olarak degismektedir. Cok cesitli
ve diger hastaliklarda da goriilebilen klinik belirtilere neden
olan insan brusellozunun tanisinda mikrobiyolojik yontem-
lerden alinan sonuglar 1s181nda bile zorluklar yasanabilmek-
tedir (6,9,11-13,20-22,25,28).

Bruselloz tanisinda incelenen drnekler

Brucella spp. kiiltiirii yoniinden incelenen &rneklerin
baginda kan ve kemik iligi, daha az olarak da dalak ve kara-
ciger biyopsileri, abse, BOS, eklem, periton ve perikard sivi-
lart ve idrar Groekleri gelmektedir (3). Serolojik ¢aligmalar
amaciyla en sik alinan 6rnek ise serumdur. Akut donemde se-
rolojik calismalar i¢in serum ornekleri hastaligin baslangi-

cinda; iyilesme doneminde ise akut dénemden 21 giin sonra
alinmasi uygundur. Kiiltiir i¢in alinan bakteriyolojik 6rnekler
en gec 2 saat icerisinde uygun besiyerlerine ekilmelidir. Eger
bu siire igerisinde ekimlerin yapilmasi miimkiin olamayacak-
sa 4-10°C’de korunmas: gerekmektedir.

Direkt etiyolojik tam yontemleri

Bruselloza neden olan susun kiiltiirden izolasyonu, anti-
jenlerinin ya da niikleer materyallerinin serolojik ya da mo-
lekiiler tekniklerle gisterilmesi temeline dayanan yontemler-
dir,

A. Kiiltiir ydntemleriyle etkenin izolasyonu: Fakiilta-
tif hiicre i¢i paraziti olan Brucella bakterilerinin kiiltiirden
izolasyonu 5-7 giin arasinda bir zamani gerektirmektedir.
Rutin kiiltiirler bir hafta boyunca takip edilerek siire sonunda
iireme saptanamamasi halinde negatif sonuclar bildirilir. Bu
bakterilerin optimal 181 gereksinimleri 35°C dolaylarindadir.
Ozellikle Brucella abortus’un ilk izolasyonunda % 10 CO,
iceren atmosferik kosullarin tercih edilmesi uygundur. Steril
olmayan viicut bolgelerinden alman 6rneklerin kiiltiiriiniin,
kontamine flora bakterilerin iiremesini engellemek i¢in segi-
ci besiyerlerinde yapilmasi uygun olmaktadir. Et ekstresi,
triptoz, glikoz ve tuz igeren ortamlarda bir ¢ok tiiriiniin izole
edilebilmesine ragmen bir ¢ogu da tiamin, niasin nikotinik
asit, biotin ve serum gibi maddelerin varliginda tireyebilmek-
tedir. Brucella’larm iiretiminde; % 5 koyun kanli agar, trip-
toz agar, triptikaz soy agar, serumlu dekstroz agar, gliserol
dekstroz agar ve kan kiiltiirii siseleri kullanilan besiyerlerin-
den bazilaridir (3). Castaneda besiyeri olarak bilinen nonse-
lektif bifazik besiyeri kan ve diger viicut sivilar1 ya da siitten
Brucella izolasyonunda tercih edilen besiyeridir. Tiim temel
ortamlar Brucella bakterilerinin digindaki organizmalarin
iiremesini engellemek i¢in antibiyotik ilave edilerek segici
hale getirilebilir. Bu amagcla, belirli oranlarda polimiksin B,
basitrasin, siklohekzimid, nalidiksik asit, nistatin, vankomi-
sin iceren antimikrobik komplekslerinin kullanilmas: uygun
olmakta- dir (16).

Brucella tiirlerinin direkt izolasyonu ve kiiltiirii amaciy-
la genellikle kati besiyerleri tercih edilmektedir. Kat1 besi-
yerlerinin en 6nemli avantajlarindan birisi gelisen bakteri ko-
lonilerinin morfolojisinin incelenmesi ile taniya katki sagla-
masidir. Kat1 yiizeylerde elde edilmis kolonileri 1-2 mm ¢a-
pinda, nonhemolitik, sebnem tanesine benzer saydam, kii-
¢iik, kabarik, S tipi kolonilerdir. Yavag tireyen bakterinin ko-
lonileri 48 saat sonra gozle goriilebilir biiyiiklige erigmekte-
dir. Koloniler eskidikce caplar biiyiir ve matlagir. Gram bo-
yamada ¢ok kiigiik, zay1f boyanan Gram olumsuz kokobasiller
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seklinde gézlenir. Gram morfolojisi Francisella tularensis ile
benzerlik gosterir. Kolonilerine uygulanan oksidaz ve katalaz
testlerinden pozitif sonug alinir. Hareketsiz olan organizma-
lar nitrat rediiksiyonu yapar. Christian’in iire agarinda B.suis
icin bir saat, B.abortus ve B.melitensis igin 24 saat igerisinde
iireaz aktivitesi olumlu olarak saptanir.

Bruselloz nedeniyle ortaya ¢ikan atesin ikinci giiniinden
sonra kan kiiltirlerden olumlu sonuglar alinabilmektedir.
Olumlu sonug elde edebilmek icin farklt zamanlarda alinan
birden fazla kan kiiltiiriiniin yapilmasi uygundur (3). Yapilan
kiiltiirlerden alinan pozitif sonuglarin orani yoreden yoreye
ve laboratuvardan laboratuvara oldukca degismektedir.

Kan kiiltiirleri sadece sivi ortamlarda (buyyon kiiltiirii)
ya da bifazik ortamlarda yapilabilmektedir. Buyyonda yapi-
lan kan kiiltiirleri bir ay inkiibe edilerek Brucella bakterileri-
nin izolasyon sansinin arttirtlmasi amaglanir. Castaneda tara-
findan geligtirilen ayni kan kiiltiirii sisesinde siv1 ve kati be-
siyeri iceren bifazik ortamlarda da kiiltiir yapilir. Besiyerine
kan 6rnegi ekildikten sonra, kati ortam tizerine sivi besiyeri-
nin gecmesini saglayacak sekilde sise egdirilerek kanin besi-
yerine yayilmas: saglanir. Sise dik pozisyonda etiivde inkiibe
edilir ve ii¢ giin boyunca her giin incelenir. Kat1 kisimda ko-
loni olusumu halinde alt kiiltiirler yapilir. Eger koloni olug-
manmugsa yine 3 giin boyunca inkiibasyona tabi tutularak ye-
niden incelenir. Bu yontemle kiiltiir genellikle 1 hafta i¢inde
pozitif sonug verir, 15 giinden sonra pozitif sonug almak
nadirdir. Ancak olumsuz sonuclar 21 giinliik inkiibasyondan
sonra rapor edilmelidir. Bakterilerin izolasyon siiresini ki-
saltmak amaciyla “liziz konsantrasyon yontemi” uygulan-
maktadir. Bu yontemde ozmotik basingla kan hiicreleri lize
edilerek hiicre i¢i bakterilerin acifa ¢ikmasi saglanir. Santri-
fiigasyonla yogunlastirilan bakteri siispansiyonu agar iceren
besiyerlerine ekilir. Brucella bakterilerinin izolasyonunda ki-
sa siirede sonug alabilmek amaciyla ticari otomatik kan kiil-
tiirii sistemlerinden de yararlanilmaktadir (29).

Brucella bakterilerinin fagositoz hiicreleri icerisinde ya-
samalari ve retikiiloendoteliyal sistemde lokalize olmasi ne-
deniyle kemik iligi, karaciger ve lenf nodiillerinden izolas-
yonlart daha kolay olmaktadir. Brusellozlu olgularin kan kiil-
tiirlerinden izole edilemeyen bakterilerin, kemil iligi kiiltiir-
lerinden % 20 oraninda izole edildigi bildirilmektedir. Bu de-
gerlerin istatistiksel olarak tnemli oldugu yazilmaktadir. Ke-
mik ilifi kiiltiirlerinden pozitit sonug alma siiresi kan kiiltii-
riine oranla daha kisa olmaktadir. Bakterilerin kiiltiirden izo-
lasyonunu sinirlayan en énemli faktorlerin baginda antibiyo-
tik kullanimi gelmekte, antibiyotik kullananlarda kan kiiltiir-
lerinden 6nemli dlgiide hatali negatif sonuglar alimabilmekte-
dir. Antibiyotik kullananlardan kemik iligi kiiltiirlerinin ya-
pilmasi durumunda daha olumlu sonuglarin alindig bildiril-
mektedir. Bu nedenle, bruselloz kugkusu olan olgulardan kan
kiiltiirii negatifligi durumunda kemik iligi kiiltliriiniin yapil-
mas1 dnerilmektedir.
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B. Molekiiler yontemlerle Brucella antijenlerinin ve
DNA’simn aranmast: Brusellozun semptom ve bulgular: ta-
nida spesifik olmadig i¢in kesin tani Brucella bakterilerinin
ya da niikleik asitlerinin izolasyonu ile ya da spesifik immun
yanitin kamitlanmasi ile yapilir (7). Bruselloz tamisint daha
giivenilir kilmak amaciyla PCR yontemlerinden yararlanil-
maktadir (4). Insan brusellozunun tanisinda PCR, kan kiiltiir-
lerinden daha duyarli ve serolojik testlerden daha spesifiktir
(18). Brusellozlu oldugu klinik olarak tanimlanan olgularda
geleneksel kiiltiir yontemleri ile PCR testi karsilagtirilmug ve
PCR’1m konvansiyonel kiiltiirlere gore ¢ok daha fazla duyar-
Ii ve hizli oldugu, laboratuvarda calisanlan riske atmamak
icin bu testin kullaniimasmin yerinde olacagi, brusellozun
merkezi komplikasyonlarinin tarust icin yararlt bir arag ola-
cag1 bildirilmekte- dir (17).

2. indirekt tam yéntemleri

Bu yontemler hastaliga neden olan mikroorganizma ya
da bu mikroorganizmanin antijenlerine organizmanin verdigi
bagisik yamit sonucu olugan antikor ve otoantikorlarin
serolojik olarak belirlenmesi; antijenlere kargi organizmada
ortaya cikan agir1 duyarliligin (alletji) “deri testleri” ile arag-
trlmasi ile yapilan tani yontemleridir. Bruselloz tanisinda
kullanilan serolojik testlerde kolera, tularemi ve yersinyoza
karst asilanmuglarda ya da bu hastaliklar: olan kisilerde ve ay-
rica E.coli O:157 ve 0:116, Salmonella (Kaufmann—White
grup N), Stenotrophomonas maltophila ve Yersinia enteroco-
litica serotip 0:9 ile capraz reaksiyonlar almabilmek-
tedir (29).

Bruselloz tamisinda siklikla kullanilan serolojik yontem-
lerle antikor aranmasina dayanan indirekt mikrobiyolojik ta-
n1 yontemleri asagida verilmigtir.

A. Tiip agliitinasyon testleri: Brusellozun tanisinda
kullamlan standart serolojik test, standart tiip agliitinasyon
(STA) testidir. Bu test ilk kez Wright tarafindan 1897 yilinda
uygulanmigtir (29). Bu testin dezavantaji yogun emek gerek-
tirmesi ve diger Gram negatif bakterilere kars1 olugan anti-
korlarla gapraz reaksiyon vermesidir. Farkli immunoglobii-
linlerin saptanmasi amactyla 2-merkaptoetanol (2ME) testi
ve dithiothreitol testleri gelistirilmistir. Bu testler IgM penta-
merinin disiilfit baglarimin indirgenmesini temel alan testler-
dir. Serum 2ME ya da dithiothreitol ile muamele edildiginde
IgG molekiilleri etkilenmez fakat IgM molekiilleri agliitinas-
yon yapma yetenegini kaybeder. STA agliitinasyon yapan an-
tikorlarin (IgM ve IgG) total miktarint belirlerken, 2ME tes-
ii bu maddeye direngli olan IgG antikorlarini tespitte kullani-
labilir (3). IgG antikorlan aktif infeksiyonun bir gdstergesi
olmasindan dolayi 6nemlidir. STA testi 1/160 ya da daha yu-
kar titrelerde pozitif ise 2ME testinden genellikle pozitif so-
nug alimmaktadir. STA’da aglutinasyon vermeyen antikorlar
tespit etmek (blokan antikorlarin etkisini engellemek) icin
Coombs antiglobulin testi uygulanir (29). Coombs testinde



seri sulandinimlara anti-human gamaglobulini ilave edilir.
Daha sonra baglanmamug globulinler yikanarak ortamdan
uzaldagtirthr. Test tlipleri yeniden inkiibe edilir. STA'da ali-
nan pozitiflik orani ile kargilagtirildiginda bu test sonucu po-
zitif sulandirim oraninda STA testine gére 4 kat gibi bir artig
gozlenirse test sonucu pozitif olarak degerlendirilir. Brusel-
lozda blokan antikorlar nadir oldugu igin bu teste pek fazla
gereksinim duyulmamaktadir. Serum agliitinasyon testlerinin
IgM, IgA, ve IgG antikorlarimi birlikte tespit etme avantaji
olmasina ragmen Szellikle diisiik titrelerde tanidaki spesifite-
si diigiiktiir. Serumun diigiik sulandirimlarinda “prozon ola-
y1” ortaya ¢ikmakta ve aglutinasyon maskelenebilmektedir.

B. Kompleman birlestirme testi: Hastaligin ileri evre-
lerinde ya da kronik hastalikta predominant olan IgG antikor-
larinin tamisinda 6nemli olmaktadir, fakat antikomplementer
aktivitenin ortaya ¢itkmasi, kompleman gibi kararsiz reaktif-
lerin kullanilmasi, hastaligin baslangi¢ donemlerinde komp-
leman fiksasyonuna yanitin tespit edilmesindeki yetersizlik
ve teknik gereksinimler gerektirmesi gibi cesitli dezavantaj-
lara sahiptir.

C. Hizh aglutinasyon testleri: Bu testlerde bakterinin
konsantrasyonu belli degildir. Alinan pozitif sonuglarin stan-
dart tiip aglutinasyon yontemiyle dogrulanmasi gerekir. Hiz-
I aglutinasyon testleri lam aglutinasyon testi (LAT) ya da
kart test (KAT) yontemidir (1). Bu makroskopik agliitinas-
yon testlerinde boyali bakteri siispansiyonlar kullaniimakta-
dir. Boyali Brucella antijenleri kullamilarak tiipte agliitinas-
yon (mikroaglutinasyon) arastirilabilir. Bu uygulama ile
STA’ya gore daha az antijen, daha az tiip diliisyonu ve daha
kisa inkiibasyon avantaji saglanir. Diger bir hizli test olan
Rose Bengal testi SAT ile olduk¢a uyumlu sonuglarin alindi-
g1 tamponlanmig reaktifler ile diisiik pH’da aglutinasyon te-
meline dayanmaktadir (29).

D. ELISA: Son zamanlarda, 6zgiil lipopolisakkarit an-
tijenlerinin kullanilmas: esasina dayanan ELISA yontemleri
uygulamaya giren serolojik testler arasindadir (24). Brusello-
zun seyrinin belirlenmesinde 6zgiil antikorlarin aranmasi he-
kime hastasina uygulayacagi tedavide yol gosterici olmakta-
dir. Hastalifin baglangicinda 6zgiil IgM antikorlan, iigiincii
haftadan sonra da 6zgiil IgG antikorlar serumda saptanabilir
diizeylere ¢ikmaktadir. ELISA yontemi, Brucella akut ve
kronik bruselloz tanisinda Ig siniflarinin profilini veren hizli,
duyarli ve zgiil giivenilir bir yontemdir (1). Brusellozda ta-
rama testi olarak kullanilabilecegi bildirilen, serolojik tanida
secenck yontemlerden biridir (2). Yanlig pozitif ELISA so-
nuglart B. abortus lipopolisakkariti ile bovine IgM’lerinin
nonspesifik baglanmasi sonucu ortaya cikmaktadir. Yeni ge-
listirilen ELISA testleriyle tamda duyarlilik ve dzgiilliik art-
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tirtlmaya galigmaktadir. Son zamanlarda geligtirilen “compe-
titive enzyme immunoassay (CELISA)”in dzgiilliigi % 96.5-
100; duyarhligr ise % 94.8-100 arasinda bulunmustur. Luce-
ro ve ark. (14) bu bilgiyi verdikleri ¢aligmalarinda indirek
ELISA (IELISA) testinin en duyarl: test oldugunu ancak bu
testin yorumlanmasinda érmegin Yersinia enterocolitica O:9
ile infekte olgularda yanlis pozitif sonug verebilecegine de
dikkat cekmektedirler. CELISA’da infeksiyon bélgelerinden
elde edilen ¢oklu Brucella tirlerine kars: tek tek olugan mo-
noklonal antikorlar aranabilmektedir. Bu deneyde kullanilan
monoklonal antikorlar bakteriye ait smooth lipopolisakkarit
(S-LPS) icin 6zgiildiir. CELISA S-LPS’nin O-polisakkaritine
karst olusan 6zgiil M antikorlarinin aranmasi esasma daya-
nan bir testtir. M antikorlan, ¢apraz reaksiyon veren antikor-
larla yangir. Bu calismada CELISA’nin insan brusellozunun
tanisinda uygun bir test oldugu ve bir dogrulama testi olarak
ayarlanabilecegi bildirilmektedir,

E. Floresan polarizasyon deneyi (FPD): Bu deneyin
esasi florokrom ile isaretli ¢6zelti i¢indeki az miktardaki bir
¢oziiniir antijen ile antikoruyla kompleks olusturmus antijen
molekiilii arasinda rotasyonal farkliliklara dayanmaktadir.
Kiiciik molekiil, hizli sekilde rasgele doner ve 151k hizla de-
polarize olur. Daha biiyiik olan kompleks molekiil ise daha
yavas doner ve 15181n depolarizasyonu yavaslar. Depolarizas-
yondaki degisim hizi olciilebilmektedir. FPD reaksiyona
girmeyen reaktiflerin ortamdan uzaklastirmasini gerektirme-
yen bu nedenle hizli, tagmabilir ekipmanla yapilabilen labo-
ratuvar ve sahada uygulanabilir olan homojen bir deneydir.
FPD deneyinin sigir, domuz, koyun, keci ve bizon gibi hay-
vanlarin brusellozunun serolojik tanisinda uygun oldugu ka-
bul edilmektedir (19).

F. Deri testleri: Geg tip asir duyarlilik testleri bruselloz
tanisinda yardimer olmakta, ozellikle gevig getiren hayvan-
larda yaygin olarak kullanilmaktadir. Insanlara da uygulanan
bu testlerde antijen olarak &ldiiriilmiis Brucella bakterileri,
saflagtirilmig bakterilerin 21 giinliik kiiltiir siiziintiileri ve ti-
cari olarak hazirlanmig saflagtinlmig rekombinant bakteri
proteinleri kullanimaktadir. Testte kullanilan antijenlerin li-
popolisakkarit icermemesi gerekir. Aksi halde diger Gram
negalif bakteri infeksiyonlarinda capraz reaksiyonlar alinma-
st nedeniyle testin tanisal degeri olmaz, Brusellin allerjik de-
i testleri tarama testi ya da tamamlayici test olarak yararl ol-
maktadir. Brusellozun allerjik tanisinda en sik kullanilan test
“Brucellergen” deri testidir. Brucellergen bir niikleoprotein
kompleksi olup deri igine siringa edildikten sonra 24  saat
icerisinde ginmga yerinde kizariklik, 6dem ve sertlik meyda-
na gelmesi durumunda kisinin Brucella bakterilerine kars:
agirt duyarlt oldufuna karar verilir (3).
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