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OZET

Bu galismanin amaci, Konya ili'nde Nisan-Ekim 2008'de insanda Brucella canis infeksiyonu seroprevalansini saptamak idi. insanda
B. canis'ten ileri gelen brusellozun serolojik tanisi ancak R-tipi antijenin kullaniimasi ile yapilabilir. Arastirmada toplam 76 serum
orneginde Cabuk Lam Aglitinasyon Testi (CLAT), Modifiye Yavas Aglutinasyon Testi (MYAT) ile R-tipi etkene karsi (B. canis) ve
Rose Bengal Pleyt Test (RBPT) ve Serum Aglitinasyon Test (SAT) ile de S-tipi etkenlere (Brucella melitensis, Brucella abortus,
Brucella suis) karsi antikor yaniti aragtirildi. Orneklenen riskli populasyonda B. canis’in serolojik sikigi %9.2; S-tipi etkenlere ait
serolojik siklik ise %0 olarak bulundu. Konya'da B. canis infeksiyonu serolojik olarak ilk kez gosterildi.

SUMMARY

The purpose of this study was to determine the prevalence of Brucella canis infection in man in the Konya Province, Turkey, in the
April-October 2008 period. The sero-diagnosis of B. canis infection in man can only be made by using antigen obtained from R-
typed brucella. Antibody responses to R-type agent (B. canis) or S-typed agents (Brucella melitensis, Brucella abortus or Brucella
suis) in 76 serum samples were investigated by Rapid Slide Agglutination Test (RSAT) and Modified Plate Agglutination Test
(MPAT) for R-typed agent and Rose Bengal Plate Test (RBPT) and Serum Agglutination Test (SAT) for S-typed agents. Sero-
prevalance of the population in respect to B. canis and S-typed Brucellae antibodies were found %9.2 and %0, respectively. This is
the first serologic report on B. canis infection in man in the Konya Province, Turkey.

GIRiS

Brucella canis kopeklerin bruselloz etkeni olup; insana
bulas, infekte kdpek veya kopek salgilaryla temas ile
(6zellikle abortus dénemi sonrasinda) ya da laboratuvar
infeksiyonu seklinde olur (1-3).

insanda képek orijinli brusellozun Klinik bulgulari S-tipli
Brucella bakterilerinden ileri gelen bruselloz klinigine
benzer (1, 3). Basarili tedavi olgularinda dahi aylar sonra
relapslar gérilebilir. Mortalite dugiktir. Tedavi edilmeyen
hastalarda gelisecek endokardit veya meninjit kompli-
kasyonlari sonucu dlimler gorulebilir (%2-5) (4).

Hastaligin tanisinda bakteriyolojik izolasyon ve serolojik
testler birlikte kullaniimaktadir (1). Serolojik tanida; Ca-
buk Lam Aglitinasyon Testi (CLAT), 2-Merkaptoetanol
Cabuk Lam Aglitinasyon Testi (2-Me CLAT), Modifiye
Yavas Aglitinasyon Testi (MYAT), Tilp Aglitinasyon
Testi (TAT), 2-Merkaptoetanol Tip Aglitinasyon Testi
(2-Me TAT), Agar Jel immiinodifiizyon Testi (AGID) ve
ELISA testleri yaygin sekilde kullaniimaktadir (4-7).

Klinik bulgularinin ortak olmasina ragmen, R tipi Brucella
etkeninden (B. canis) ileri gelen infeksiyonlarin S tipi
Brucella etkenlerinden (Brucella abortus ve Brucella
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melitensis) hazirlanan ticari antijenler ile saptanamamasi
bu infeksiyonun sikhidinin dislik belilenmesinde en
6nemli etmendir. Bu nedenle, dinyada insandaki
B. canis infeksiyonlarinin sikliinin tahmin edilenden
daha yiksek oldugu ileri striimektedir (7, 8).

Bu galismada Konya ili'nde risk grubunda yer alan
mesleklere ait insanlarda B. canis antikor dizeylerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Kan Serumlan ve Antijenler: Calismada, kan serumu
orneklemesi Nisan-Ekim 2008 tarihleri arasinda yapildi.
Bu amagla, Konya il Merkezinde bulunan belediye
koépek barinagi calisanlar (18 kisi) ile Selguk Universi-
tesi Veteriner Fakdltesi saglik personelinden (58 Kkisi)
herhangi bir saglik sikayeti olmayan toplam 76 (71
erkek, 5 kadin) kisiden vendz kan (4 ml) érnekleri alindi.
Veteriner Fakiltesi'ndeki ornekleri kliniklerin (Cerrahi,
Jinekoloji, i¢ Hastaliklari ve Délerme) akademik perso-
neli ve kdpeklerle temas iginde bulunan intdérn veteriner
hekimlerin kan serumlari olusturdu. Kan &rnekleri
alinmadan 6nce bilgilendirme yapildi ve onay alindi.
Alinan kan drnekleri derhal laboratuvara getirilerek, 1000
rpm de 3 dakika santriflij edildi ve serumlari Eppendorf
tiplere alinarak kullanilincaya kadar —20° C’de saklandi.
Calismada kullanilan R-tipi etken antijenleri Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarr'nda hazirlandi ve serolojik testler ayni
laboratuvarda gercgeklestirildi. R tipi antijen, Refik
Saydam Hifzissihha Enstitlisi'nden saglanan B. canis
NCTC 10854 susundan hazirlandi. Ticari SAT ve RBPT
antijenleri ise Pendik Veteriner ve Kontrol Arastirma
Enstitisi’nden saglandi.

Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlari: Calismada pozitif
kontrol serumu olarak Selguk Universitesi Veteriner
Fakdltesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda bulunan pozitif
kopek serumlari (iki kdpege ait) kullanildi (Bu serumlar
serolojik olarak negatif olan saglikli kdpeklerin hiperim-
minizasyonu ile elde edilmistir). Negatif kontrol amaciyla
koépek temasi olmayan sekiz saglikli insanin kan serum
ornekleri kullanildi.

Serolojik Testler:
B. canis antikorlarinin aranmasinda;

Calismada CLAT, MYAT testleri
RBPT (Rose
Bengal Plate Testi) ve SAT (Serum Aglitinasyon Testi)
ise S-tipi Brucella etkenlerine karsi olusan antikorlarin
aranmasinda kullanildi.

74

Antijenlerin Hazirlanmasi

CLAT Antijeninin Hazirlanmasi: Antijen, Lisle ve
Carmichael (6)’in bildirdigi yonteme gére hazirlandi: B.
canis NCTC 10854 sugunun ilk kiltiri yapildiktan sonra
20 tane petri kabina dokilen besi yerinde (pepton 10 g,
NaCl 5 g, agar 20 g, distile su 1000 ml) pasajlari yapilip
37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
sonunda koloniler 20 ml PBS ile toplanip 10 000 g’de 20
dakika santrifuj edildi. Toplanan pelet ayni islemle iki kez
yikandi. Yikama isleminden sonra pelet 125 g/L oranina
uygun sekilde 20 ml PBS ile siispanse edildi ve birkag
katl steril gazli bezden suziildiikten sonra 56° C’de bir
saat tutularak inaktive edildi. Elde edilen 20 ml antijen
slispansiyonuna, boya sollisyonundan (2 g brillant green
ve 1 g kristal viyole 300 ml distile suda ¢ézdurilda) 0.12
ml miktarinda (boya son yogunlugu 6ml/L) eklenerek
boyandi ve % 6 antijen hacmi olacak sekilde sulandirilip
cam yunu ile filtre edildi. Son olarak, % 0,01 son konsan-
trasyon olacak sekilde tiyomersal eklendi ve koyu sisede
+ 4° C’'de muhafaza edildi.

Modifiye Yavas Agliitinasyon Testi (MYAT) Antijeni-
nin Hazirlanmasi: Test antijeni, Alton ve ark. (1)nin
bildirdigi yoénteme goére hazirlandi. Brucella canis NCTC
10854 susunun ilk kiltlird yapildiktan sonra 20 tane petri
kabina dokiilen besiyerinde (pepton 10 g, NaCl 5 g, agar
20 g, distile su 1000 ml) pasajlari yapihp 37° C'de 24
saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun sonunda elde
edilen koloniler 10 ml % 0.06 formalinli fosfat tampon
soliisyonu (PBS) ile toplanip birka¢ kath steril gazlh
bezden sizlldi ve 70° C'de bir saat tutularak inaktive
edildi. Sispansiyon sogutulduktan sonra 10 000 devirde
30 dakika santrifiij edildi. Ust sivi atildiktan sonra tortu %
0.5 formalinli PBS ile suspanse edildi. Elde edilen
antijen, yogunlugu % 4.5 (v/v) hicre olacak sekilde
standardize edildi. Hazirlanan stok antijen suspansiyonu
kullanilincaya kadar + 4° C’de muhafaza edildi.

Testler

Cabuk Lam Agliitinasyon Testi (CLAT): Lam Uzerine
40, 20, 10 ve 5 pl serum ve ayni miktarlarda antijen dam-
latilarak kombinasyonlar yapildi ve en ideal antijen-antikor
miktari belirlendi. En iyi reaksiyonun, 20 pl antijen ile 20 pl
serumun iki dakika boyunca karistiriimasiyla gerceklestigi
saptandi ve testlerde bu miktarlar kullanildi (6).

Modifiye Yavas Agliitinasyon Testi (MYAT): Damp ve
ark. (5) bildirdigi yonteme gore yapildi. U tabanl mikrop-
leytin her bir géziine 25 pyl PBS dagitildi. Pleytin ilk
kuyucuguna 25 pl kan serumu ilave edildi ve sonraki
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gOzlere 25’er pl aktarilarak ¢ift katl sulandirma elde
edildi. Daha sonra tim goézlere 50 uyl B. canis antijeni
(4.4 ml B. canis stok antijeni 100 ml PBS ile sulandirildi)
ilave edildi ve son sulandirmalari 1/6, 1/12, 1/24...1/768
olarak elde edildi. Usti kapatilan pleytler 37° C'de 48
saat inklibasyona birakildi. Son iki sira pozitif ve negatif
kontrol olarak birakildi. Aglitinasyonun goérildigi son
kuyucuk reaksiyon titresi olarak, 1/48 ve Ustlindeki
titreler pozitif, 1/24 ve altindaki titreler ise negatif olarak
kabul edildi. Modifiye yavas aglitinasyon testinin
standardizasyonu, ayni antijenin kullanildigi standart tip
aglutinasyon testi ile karsilastirilarak bildirildigi sekilde
yapildi (1).

Rose Bengal Plate Testi (RBPT): Toplanan ve soguk
kosullarda muhafaza edilen kan serumlari ve antijenin
sicakliklari, 6ncelikle oda sicakhigina (22 + 4° C) getirildi.
Daha sonra bir lam Uzerine serum érneginden bir damla
(30 pl) damlatildi. Uzerine ayni miktarda antijen ilave
edilip, yaklasik 2 cm gapinda bir daire olusturacak sekil-
de antijen ile serum 4 dakika boyunca karigtirildi. Stire
sonunda aglutinasyonun gerceklesmesi bruselloz ydnin-
den pozitif olarak degerlendirildi (1).

Serum Agliitinasyon Testi (SAT): Test edilecek serum-
larin, % 0.5 oraninda fenol igeren fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile sulandirmalari yapilip her bir tipteki 0.5 ml
serum sulandirmasi Uzerine 0.5 ml SAT antijeni ilave-
siyle 1:10, 1:20,.. 1:1280 dilisyonlar elde edildi. Tupler
37° C'de 17-24 saat bekletildikten sonra sonuglar deger-
lendirilip 1:40 ve daha yuksek titrede 80 IU/ml’ye karsilik
olan ++ (%50 berrak) pozitif reaksiyon gosteren serumlar
bruselloz yéniinden pozitif kabul edildi (1).

istatistik: Ele edilen degerler Minitap-SPSS paket
programi ile analiz edildi ve t-testi ile degderlendirildi.
istatistik olarak énemlilik p<0.05 degeri ile belirtildi.

BULGULAR

Konya il Merkezi'nde bulunan ve Bilyiiksehir Belediyesi
tarafindan igletilen kopek barinaginda galigan kisilerden
saglanan toplam 18 kan serum 0&rneg@inin, MYAT ve
CLAT testleri ile yapilan kontrollerinde, serumlarin (g
tanesi her iki test ile de B. canis ydninden pozitif
bulundu. Onsekiz kan serumunun RBPT ve SAT testleri
ile yapilan yoklamalarinda ise serumlarin tamami negatif
bulundu (Tablo 1).

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde gorevli saglk
personelinden alinan toplam 58 kan serum 6&rneginin
MYAT, CLAT ve RBPT testleri ile yapilan serolojik
yoklamalarinda ise 6rneklerin sirasiyla 4, 6 ve 3’0 pozitif
olarak saptanirken digerleri negatif bulundu. Veteriner
Fakiltesi saglik personeli kan serumu o&rneklerinden
CLAT ile pozitif bulunan 6 &rnegin 4'G MYAT ile de
pozitif sonu¢ verdi (MYAT pozitif veren érneklerin tama-
minin titreleri 1/48'dir). Orneklerin tamami SAT ile nega-
tif sonug verdi (Tablo 1).

Toplam 76 6rnegin %9.2’si MYAT ile, %11.8'i CLAT ile
ve %3.9'u ise RBPT ile pozitif olarak bulundu. Kaynak
bazinda yapilan incelemede ise, belediye barinak cali-
sanlarinda serolojik pozitifik MYAT ve CLAT ile %16.7
oraninda bulunurken Veteriner Fakiiltesi saglik persone-
linde ise MYAT ile %6.9 ve CLAT ile %10.3 olarak
saptandi. Belediye barinak calisanlari ile Veteriner Fa-
kiltesi saglk personeline ait serolojik siklik farkhliklari
arasinda testler yoniinden fark énemsiz (t testi; p>0.05)
bulundu.

TARTISMA

Brucella turlerinin konak spesifitesi olmakla birlikte tima,
insan dahil gesitli hayvan turlerinde infeksiyon yapabilir.
Dolayisiyla képek kaynakl R tipi veya S tipi Brucella
etkenlerinin insanlar igin potansiyel bir infeksiyon riski

Tablo 1. insanda Brucella canis infeksiyonuna iligkin serolojik testler ile alinan sonuglar

CLAT MYAT RBPT SAT
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif  Pozitif  Negatif
Barinak galisanlari 3 15 3 15 - 18 - 18
Veteriner. Fak. saglik personeli 6 52 4 54 3 55 - 58
Toplam 9 67 7 69 73 - 76
% 11.8 88.2 9.2 90.8 3.9 96.1 - 100
CLAT: Cabuk lam aglitinasyon testi, MYAT: Modifiye yavas agliitinasyon testi,
RBPT: Rose Bengal plate testi, SAT: Serum agliitinasyon testi
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vardir. Bu nedenle brusellozdan kuskulanilan olgularda
serolojik testlerin yapilirken mutlaka R tipi antikorlarin da
aranmasi gerekir. Bu durumdan o6turi de dinyada
infeksiyonun sikhginin gercek degerinden daha dusik
bildirildigi ileri slUrtlmektedir (7). Bir meslek hastahgi
olarak da tanimlanabilecek bruselloz hayvanlardan
insana dogrudan veya dolayll olarak bulasir. Hastalik
gelismekte olan Ulkelerde bir halk saghgi sorunu olmaya
devam etmektedir (7, 9, 10).

Hastaligin Turkiye’de képeklerdeki serolojik sikhdi cesitli
illerde yapilan sinirli sayidaki ¢alismalarla belirlenmistir
(11, 12).

Diinyada ve Turkiye’de hastaligin insanlardaki sikligini
belirlemeye yonelik galismalarda degisik oranlar bildiril-
migtir. Hastanede yatan hastalarda yapilan iki arastir-
mada serolojik siklik Meksika’da %13 (13), Almanya’da
%0.3 (14) olarak rapor edilmistir. Amerika Birlesik Dev-
letleri’nde askeri personelde (15) %0.4, Florida’da sakin-
lerinde %0.6 (16) ve Oklahoma sakinlerinde ise %67.8
(10) olarak bildirilmigtir. Tirkiye’de yapilan galismalarda
ise, infeksiyon ilk kez Diker ve ark. (9) tarafindan
Bursa’dan orneklenen kan serumlarinda arastiriimis ve
sikligin %1.6 oldugu bildirilmistir. Adana’da ise infek-
siyon siklig1 %8.3 olarak belirlenmistir (17).

Modifiye yavas aglitinasyon testi, insan kan serumla-
rinda B. canis antikorlarinin aranmasinda kullanilabile-
cek pratik ve ekonomik bir testtir (5, 10). Calismamizda
B. canis antikorlarinin belirlenmesinde CLAT, screening
testi olarak; MYAT ise dogrulama testi amaciyla kulla-
nildi. Veteriner hekimler de kdpek kaynakli bruselloz
yoninden risk altindadirlar (10). Calismamizda Veteriner
Fakdltesi serolojik pozitifik orani MYAT testi ile %6.9
(4/58) iken barinak personelinde %16.7 (3/18) bulun-
mustur. Istatistiksel olarak fark bulunmasa da veteriner
hekimlerdeki dustik oran mesleki disipline baglanabilir.

insanda bruselloz S tipi tiirlerden de (B. melitensis,
B. abortus, B. suis) ileri gelebilen akut bakteriyemik fazin

KAYNAKLAR

ardindan gelisen kronik dénem ile karakterize, cesitli
organ ve dokularin etkilendigi zoonotik bir infeksiyon
olarak tanimlanir (3, 4). Ulkemizde 1984 yilinda biiyiik
ve kuguk ruminantlarda uygulanmaya baslanan Ulusal
Brusellozis Eradikasyon Projesine ragmen hastalik hem
ruminant hayvanlarda hem de insanlarda endemik
seyrine devam etmektedir. Ayrica kdpekler nadiren de
olsa B. melitensis veya B. abortus ile infekte olabilirler ki
bu durumun da insanlardaki S-tipi antikor yanitina neden
olan tirlerin kdpekten bulagmasi olasiligini dogurur. Bu
¢alismada tum serumlar ayni zamanda S tipi Brucella
tirlerine karsi antikor yaniti yoninden de arastirildi
(RBPT ve SAT), ancak higbir 6rnekte serolojik pozitiflige
rastlanmadi. Bu bulgu, halen serolojik testlerle dlglilen S
tipi antijene karsi olugsan antikorlarin yani sira R tipi
antikorlarin da mutlaka belirlenmesi geregini ortaya koy-
mustur. Aksi takdirde, bruselloz serolojik pozitiflik gbz-
den kagmaktadir.

Brucella canis antikorlarinin sikhginin kadinlarda erkek-
lere gore daha yuksek oldugu bildiriimistir (18). Ancak bu
durumun, kadinlarin daha gugld bir immin yanit
olusturabilmelerinden mi yoksa erkeklere gére etkene
daha fazla maruz kalmalarinin bir sonucu mu oldugunun
tartisildigi bir calismada (10), etkene maruziyetin belir-
leyici faktdr oldugu belirlenmistir. Calismamizda ise
barinak personelinin tamaminin, fakiilte personelinin ise
blylk cogunlugunun erkeklerden olusmasi nedeniyle
cinsiyet etkisinin istatistiksel analizi yapilmamigtir.

Sonug olarak, standart (S tipli) Brucella antijenleri ile
kopek kokenli brusellozun taninamamasi énemli atlama-
lara neden olabilmektedir. Brusellozdan kugkulanilan
olgularda B. canis'ten hazirlanan (R-tip) antijenle de
incelemenin yapilmasi bu atlamalarin éniine gegecek ve
toplumdaki gercek sikhgin  belirlenmesine  katki
saglayacaktir.
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