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The New Global Map of Human Brucellosis

Annual incidence of brucellosis
per 1000 000 population
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Pappas, G, et al. Lancet 2006;6:91-9



Turkiye Verileri

Ulkemizde bildirimi zorunlu....

2011 verileri; 7177 kesin vaka
2012 verileri; 6757 kesin vaka

Konya,;
« 2011; 110 kesin, 607 olasi vaka
o 2012; 277 kesin, 116 olasi vaka

Saglik Bakanligi 2011 ve 2012 verileri



Mikrobiyolojik
Tetkikler




Anamnez ve Fizik Muayene

Asemptomatik
| Subklinik

Akut/Subakut
v Terleme
v' Bas agrisi
v' Eklem agrisi Fokslergguslum
v Bel agrisi
v' Karin agrisi
v Halsizlik



Anamnez ve Fizik Muayene

v Ates
v' Hepatomegali
v Splenomegali

v’ Spinal vertebra hassasiyeti
v' Artrit
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Biyokimyasal ve Hematolojik

Tetkikler

v' Hematolojik tetkikler;
« Lokosit sayisi; normal, dusuk veya yuksek
« Hemoglobin duzeyi; dusuk (anemi),
« Trombosit sayisi; disuk (trombositopeni)

PANSITOPENI

v Biyokimyasal tetkikler;
« AST, ALT yuksekligi

v" CRP yuksekligi
v' ESR orta derecede yukseklik



Mikrobiyolojik Tetkikler

Bakteriyolojik

YOontemler
(DIREKT)

Molekller
Tanli
Yontemleri

(DIREKT)

Serolojik
YOontemler

(INDIREKT)




Mikrobiyolojik Tetkikler

Bakteriyolojik yc'jr)temler

7\

Kaltar Gram boyama
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Mikrobiyolojik Tetkikler

KULTUR

 Kultur tanida altin standart yontem

« Fakat 7?77?77

« Hastaligin suresi ve etkenin alt turu (akut, subakut,
kronik...B.melitensis, abortus, suis vs..)

»Kan ve kemik iliginden siklikla izole edilir

»Supheli ornekler 2 saat icinde ekilmelidir
»2-8°C veya -20°C’de saklanabilir

» Doku ornekleri nemli tutulmalidir

Memish ZA, et al. Diag Microbiol and Infect Dis 2002, 44(2) :129-132




Mikrobiyolojik Tetkikler

KULTUR

« Kultur tanida altin standart yontem

« Fakat 7?77?77

e Fkim vontemi ve heciverleri

Tedavi sonrasi takipte kullaniimaz

Relapslarin teshisinde duyarlihgr dusuktur

Aerosoller ile laboratuvar personeline bulas riski vardir

INUUItUL Vil ITNAdWwiIll vuAal Taaza l‘yl \JVIIUY Vsl 11

Memish ZA, et al. Diag Microbiol and Infect Dis 2002, 44(2) :129-132




Mikrobiyolojik Tetkikler
KULTUR

BIFAZIK OTOMATIZE
(CASTENADA) SISTEMLER
/

: KATI BESIYERLERI
: Kanh agar

- Cukulata agar

: Tripticase soy agar
: Brucella agar

- Thayer Martin by.

: BCYE agar



5 ml kan
Brain heart infuzyon agar
Brain heart infuzyon broth

Castaneda bifazik besiyeri






Lizis Santrifugasyon Yontemi

50ml steril kapakli tiip
20 ml steril distile su

5 ml kan
| . 1.5 ml %4 sodyum sitrat
% - 2000 devir ‘ 30 dakika

\'n /.' ‘/
i - f/

Brain heart infuzyon agar plaklari



http://img106.imageshack.us/img106/3060/santrifuj.jpg

Mikrobiyolojik Tetkikler
KULTUR

Kolonileri kaguk, yuvarlak, saydam, sebnem tanesine benzer, nonhemolitik
ve S tipi kolonilerdir




Mikrobiyolojik Tetkikler

GRAM BOYAMA
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Ince, solgun boyanan gram negatif kokobasiller



»API| 20NE tiplendirme sisteminde;

Moraxella phenylpyruvica

»COMBO tip 5 (Dade-Microsan)

tiplendirme sisteminde; Moraxella spp.

»Haemophilus-Neisseria tanimlama
panelinde (Dade-Microsan); Haemophilus

influenzae biotip 4
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Kan kulturu ve Kemik iligi kulturunde ureme oranlari

Tani yontemi n

Hastaligin evresine gore tani oranlari (Semptomlarin siiresi) (%)

Akut Bruselloz

Subakut bruselloz

Kronik bruselloz

Ref.

(=8 hafta) (8-52 hafta) (252 hafta)

KAN KULTURU

B’“":ﬂ;:’; ﬁg: ve 50 T_—I_TIT .
Castaneda yéntemi | 50 83.3 | ™™ 40 | 25 ,
Castaneda yontemi | 103 54.7 - 36.4 e | 28.6 3
KEMIK iLiGi KULTORU

Brucella broth ve 50 83.3 —L’ 52 -I-’ 33 1
Castaneda yontemi 50 97.2 m— 90 ——) 50 2
Castaneda yéntemi | 103 92 2 m— 72.7 w1 64.3 3

Expert Rev. Anti Infect.Ther.9 (7), (2011)

1.Clin.Microbiol.Infect. 8(11),749-752 (2002) Ozkurt Z ve Ark.

2.).Infect.Dis. 153(1),122-125 (1986) Gotuzzo E ve Ark.
3.Int.J.Infect.Dis.12(3),303-307 (2008) Mantur BG ve Ark
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MINIREVIEW

Detection of Brucellae in Blood Cultures

P. YAGUPSKEY*
Chinical Microbialogy Laboratories, Soraka Medical Canver, Ben-Gurion Universioy of the Negev, Beer-Sheva, Imael

TABLE 2. Time-to-detection of Brucella spp. by automated blood culture systems

Detection by instrument within:

Incubation . - Positive
System for =14 Blind Patients cultures 4 days T days
days subculture (m) ()
H o " oL
BACTEC 460 Yes Yes 15 15 ] 0. 15 100.0
Mo Yes 1 a ] 00 0 0.0
Mo Yes 7 56 i ™ i ™
BACTEC ME Yes Yes & 2 ] 0. 1 55
Yes Mo i) 12 0 0.0 0 0.0
Yes Mo 19 19 ] 0.0 P Vi
MNo Mo 7 58 44 T5.9 & 100.0
Yes Yes 21 2 2 74 21 i
Mo Mo 27 42 f 143 2 100.0
MNAS Yes 1 2 0 0.0 H 7
Yes Yes 1 a9 ] 0.0 pd od
BACTEC 9000 Mo Mo ? a0 a0 1000 30 100.0
Yes Yes 16 2 a7 B5.1 41 97.6
Yes Mo a7 a7 ] T1.1 04 96.9
Yes Yes 15 15 10 55.6 15 100.0
Wital Yes Yes 15 15 1 S & 44 .4
BacT/Alert es Yes 5 11 1 9.1 1 9.
M Mg 1 3 3 L0 3 100.0
Yes Yes 5 Q9 9 100D ) 100.0
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4 Two cultures (3.6%) were detected by day 5, and mwenty-seven (48,29 were detected by day 10
# Mean time-to-detection, 14 days {range, 7 to 30 days).

© Al positive cultires werg detected within 7 days. NA, not applicable.

@ All positive cultures were detected within 20 days.,
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Mikrobiyolojik Tetkikler
MOLEKULER TANI YONTEMLERI

PCR

» Bcsp 31 geni 31 KDA immungenetik dis membran proteini
» PCR bakteri ile karsilagtiktan yaklasik 10 gun sonra pozitif olur
» Tur ve biyotip ayriminda kullanilabilir

» Tam kan, serum, vlucut sivilari ve kultirden identifikasyon igin kullanilabilir
» Ochromobactrum anthropi, Agrobacterium, Alcaligenesile ¢capraz reaksiyon

MALIYET
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Mikrobiyolojik Tetkikler
MOLEKULER TANI YONTEMLERI

» Klltlre alternatif bir yontem
» Norobruselloz ve lokalize enfeksiyonlarda 6n plana ¢ikmaktadir

» Daha fazla sayida molekuler marker kullanimi sensitivite ve spesifiteyi

!

Real-time/multiplex PCR (Sensitivite:%100 Spesifite:%93)

artirir



Mikrobiyolojik Tetkikler
MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Gelecekte nukleik asit testleri altin standart test
olarak kulturun yerini alabilir

Standardizasyon ?!!!!!

4

L (4 -

L)

4

L)

*

Test kanda (+) sonug verirken vucutta canli bakteri olmayabilir
Tedavi sonrasi (-) PCR sonucu relaps olmayacagi anlamina gelmez

L)

/
0‘0

Expert Rev.Anti infect. Ther.9 (7) 2011



REAL TIME PCR DUYARLILIK ORANLARININ KAN
KULTURU ILE KARSILASTIRILMASI

Pozitif Test Sonuclari
Klinik bulgular Hasta sayisi
(%) ———
Kan Kultara (%) RT-PCR
(%)

Akut bruselloz 34 (68) 13(38.2) === 31 (91.2)
Kronik Bruselloz 6 (12) 1(16.7) ===y 4(66.7)
Fokal organ 10 (20) 4 (40) e 9 (90)
tutulumu
Menenjit 4 (8) 1(16.7) ==y 4 (100)
Epididimoorsit 4 (8) 2 (50) —) 3 (75)
Osteomyelit 1(2) 1 (100) 1 (100)
Spinal epidural 1(2) 0 ——) 1 (100)
abse
Toplam 50 (100) 18 (36) * 44 (88)

Surucuoglu S, et al. Pol J Microb 2009;58:15-9



Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with »>Nukleik asit izolasyonuna ve

\TrmmW Y amplifikasyonuna gerek yok

»Ribozomal RNA dizilerine uygun
floresan boya ile isaretli problar

»Birkac saat icinde cins
duzeyinde identifikasyon




Mikrobiyolojik Tetkikler
SEROLOJIK YONTEMLER

Standart Tup
Aggl. Testi 4

Spot Test

Brusellozun serolojik
tanisi ilk olarak 1897°'de
basit bir aglutinasyon testi
lle basladi

Kompleman
Fiksasyon
Dot- y

BRUCELLACAPT immunobinding Testl
(DIA) ve
Dipstict testi




Mikrobiyolojik Tetkikler
SEROLOJIK YONTEMLER

Immunfloresan test Radioimmunassay

Brusellozun serolojik
tanisinda kullanilan testler
halen gelistiriliyor

P P="Double-gel g
immundifuzyon
Floresan S-LPS, Counter
Polarisation Assay Immiinelektroforez
(CIEP)




Antikor yanitini arastirdigimiz temel antijen lipopolisakkarit
yapisindaki antijenlerdir

lipid A molekuld,

ayirt ettirici yag asitleri,

glukoz,

mannoz,

kinovozamin igeren bir kor bolgesi
4-amino, 4-6 dideoksimannoz



Antikor yanitini arastirdigimiz temel antijen lipopolisakkarit
yapisindaki antijenlerdir

|
S-LPS

lipid A molekuld,

ayirt ettirici yag asitleri,

glukoz,

mannoz,

kinovozamin igeren bir kor bolgesi

serolojik yalanci pozitiflikten

4-amino, 4-6 dideoksimannoz sorumlu




B.abortus

B.melitensis

B.canis ??7?7?




Brusella enfeksiyonu sirasinda immun cevap

[eM

1

\

Acﬁte Sub-acute Chronic

Bruselloz evresi | I1gM IgA

IgG
Akt T [T77 (gove lge3) |1

Kronik I ™ (1gG1 ve) ™
™

Relaps I




Mikrobiyolojik Tetkikler

Serolojik Testlerdeki Sorunlar......

» Erken donemde negatif olmasi

» Tedavisi tamamlanan hastalarda aglutinasyon titrelerinde pozitifliklerin
devam etmesi

» Kronik bruselloz, relaps ve reenfeksiyon durumlarinda serolojik
testlerin yorumlanmasinin gug¢ olmasi

» Brusellozun endemik oldugu bolgelerde toplumda antibrusella
antikorlarinin yaygin olmasi

» Blokan antikorlarin varliginda bagli bazi serolojik testlerin yaniltici
olmasi



« Brucella abortus susunun S kolonilerinin suspansiyonu
Rose Bengal boyasi
pH: 3.65

SENSITIVITE: %96-100 arasinda degisir
SPESIFITE: Endemik bélgelerde %76.9’a disebilir

« Pozitif sonuglar mutlaka kultar ve/veya STA ile dogrulanmalidir

* En hizli ve duyarli tarama testidir.



Rose Bengal Tarama Testi

Yalanci pozitiflik;
v'V.cholerae
v'F.tulerensis
v'Y.enterocolitica
v'"M.tuberculosis

v'Lenfoma




Rose Bengal Testinin Tanisal Degeri

Duyarlilik Ozgiilliik PPD

(%) (%0)

Bruselloz 6ykusu/Brucella spp. 93.8 94.3 0.97 0.90
temasi olmayanlar

Tekrarlayan Brucella spp. temas 91.7 91.2. 0.98 0.69
oykusu olanlar

Bruselloz gecirmis olanlar 91.6 76.9 0.89 0.91

Mesa et al. Clin Microbial Infect Dis 2005;11:221-5.



Spot Test

« Tam kan kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testidir.

« Ozellikle kitle taramalarinda parmaktan alinan kan ile calisilr



Standart Tup Aglutinasyon (STA) Testi

« Brucella aglutininlerini saptamada altin standart yontemdir.

« ANTIJEN: B.abortus’un S kolonilerinden hazirlanan fenolle inaktive

STA testi uygun tedavi protokolunin seciminde ve

hastaligin  seyrini gostermede onemli olan farkl
immunglobulin siniflarint ayirt edemez

FITE:%100
« Diger prote Papraz reaksiyonlardan
* Romatoid faktor aktivitesi ile olusan IgM

Dithiothreitiol (DTT)




Standart Tup Aglutinasyon (STA) Testi




Yalanci pozitiflik Yalanci negatiflik

F. tularensis

Y. enterocolitica
V. cholera
Salmonella spp.
S. maltophila

E. coli O157

Brucella deri testi

Agamaglobulinemi
Hastaligin erken donemi
B.canis infeksiyonlari
Kronik bruselloz

Blokan antikor varligi

Prezon olayi



» Akut bruselloz belirti ve bulgulari olan hastalarin
taranmasinda STA testi uygun bir testtir

»inkubasyon doneminde

Slabilir. !
. . ' KULLANIMI SINIRLIDIR !
»agsllanma veya infeksiyon l ,

sonucu olusan antikorlarin e e e e '
ayriminda

»kronik brusellozda




Reduktan ajanlarin varliginda STA testi spesifik IgG
antikorlarini olcebilir

2-ME veya rivanol uygulamalarindan sonra olusan
aglutinasyon IgG ile iliskilidir

STA'ya gore bir tup azalma anlamli kabul edilir

Brusellozda relaps varligini tespit etmede kullanilir



STA ve 2-ME testlerinin karsilastiriimasi

STA =>1:320

IgM + 1gG




STA ve 2-ME testlerinin karsilastiriimasi

STA=>1:320

IgM + 1gG

2-ME

4/1\




STA ve 2-ME testlerinin karsilastiriimasi

STA=>1:320

IgM + 1gG

2-ME

4/1\

Negatif

Akut enfeksiyon




STA <1/160 fakat klinik bruselloz ile
uyumlu olan hastalar

Blokan antikorlar (1gG ve I1gA)

Aglutinasyon gorulmez



« Inkomplet veya blokan antikorlar hastaligin akut
safhasinda oldugu gibi ¢cok yuksek konsantrasyonlarda
olmazlarsa klasik aglutinasyon testlerinde aglutine

olmazlar

« Aglutinasyon anti-human globulin eklenmesi ile
induklenir

Brucella spp 119G Brucella spp IgG
A \ ” ‘ '
NS - \ -~ | I |
e 1" |
\ ~ U u e )
"/: 9 £y IgM R — ‘
P A : /‘f’ S 7 o
e a v W ' v i 42
7 c?r L4 v / _)"l\
a—— - ‘.-'.-“—‘n:f =
"‘1( : \F L /':":‘ \ W/ -
\ - N
’;/ I
Agliitinan Antikorlar (IgG +IgA+IgM) Blokan Antikorlar (IgG +IgA)




Anti-humanglobulin

Blokan antikorlar
(1gG ve IgA)

Aglutinasyon izlenir

Relapsta ve kronik brusellozda coombs testi ile olgulen
titreler STA ile Olgulenlerden yuksektir



BRUCELLACAPT

Kuyucuklarda gerceklesen bir Coombs’lu Brucella aglutinasyon testidir.
Coombs testi ile sensitivite ve spesifitesi aynidir.

Coombs testine gore daha kolaydir.

Coombs testi gibi ikinci basamak bir testtir.

STA ile saptanamayan eski olgulari saptayabilir.

Ancak higbir zaman Rose Bengal testinin yerini alamaz, daha pahalli ve
yavastir.

Casaoa MA, et al. Journal of Infection 2004;49(2): 102-8.



Sekil 1. Brucellacapt testinde poczitif ve negatif
reaksivonlar
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Ozdemir M ve ark. Genel Tip Derg 2007;17:9-13



Journal of Microbiclogy and Infectious Diseases / 2012; 2 (2): 50-56
IMID doi: 10.5799/ahinjs.02.2012.02.0042

ORIGINAL ARTICLE

Evaluation of serological diagnostic tests for human Brucellosis in an
endemic area

Filiz Arabacit, Mehmet Oldacay?

! Department of Infections Disenses and Clinical Microbielogy Canallale State Hospital, Canalkale, Turkey

! Department of Infections Diseases ud Clinical Microbiclogy Canakfale State Hospital, Canakkale, Turkey

Table 1. Distribution of serological test results from sera of symptomatic patients and controls.

Titers No. of patient sera (n=131) No. of control sera (n=105)

R.Bengal SAT Coombs B.Capt R.Bengal SAT Coombs B.Capt

0 17 40 19 13 91 99 102 103
1/40 56 2 g5 5 g5 T o5 |12 2 2 1
BB BB |28 1
1/160 20 17 10 9 2 1 0 0
1/320 5 18 23 25 0 0 0 0
1/640 4 9 49 2 95 16 106 O 0 0 0
1/1280 0 2 21 14 0 0 0 0
1/2560 0 3 16 15 0 0 0 0
1/5120 0 0 2 27 0 0 0 0




Kompleman Fiksasyon Testi

» KFT en sensitif ve en
spesifik konvansiyonel
serolojik yontem olmasi
nedeniyle bruselloz
tanisinda dogrulama
testi olarak kabul
edilmektedir

»Kronik bruselloz tanisinda en degerli testtir



Complement Fix Complement Fixation (Dilution of Antiserum) stem

W
J|  dnannn

Complem Antibody | 1/72 1/4 1/8 1/161/321/64 1/128

v oY oy SR R A

...a.cmrs,,m,.. U U H H U U H H Test systom

Antibody (m1) ! 1

Antigen (m1) ! ' ' ‘
Complement(m1) ‘ ‘ ‘ ‘ U !
2 CFU

sRBC | | | | 1 1 1 1

/ com Hemolysin 1 l 1 1 G D N N -
I syst| (Antisheep) The titer is 32
indikatér komplemanla birlesmedigi icin Indikatér komplemanla birlestigi igin
dibe ¢oker hemolize olur

Hasta reaksiyonu (+) olarak degerlendirilir Hasta reaksiyonu (-) olarak degerlendirilir




ELISA
- ANTIJEN:

v/ Bakterinin soluble antijenleri (S-LPS veya nativ hapten
polisakkaridi gibi)
v Hucre extraktlari (dis membran, sitoplazmik proteinler)

« Kan kulturu pozitif hastalarda;
v’ Spesifitesi %99.5
v' Sensitivitesi %100

« Brucella antikorlari direkt olarak sandwich ELISA ile saptanabilir



ELISA

» Akut brusellozda yuksek duzeyde
IgG, IgM ve IgA saptanir.
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» Kronik hastalarda orta derecede
yuksek 1gG saptantr.
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» Brusellozun tam iyilesmesinden
sonra ¢ok dusuk duzeydeki IgG
antikorlari uzun sdre kalabilir.

-




DIPSTICK TESTI

Akut olgularda IgM tespitinde kullanilir

Hizli tani testi, sensitivitesi %89

. [ 9 =t
— —_ - — -_— - p— — -

Brucellosis patients Controls



BRUSELLOZ TANISI

/\ Molekiiler
Yontemler
(yalanci negatiflik)

KULTUR

NEGATIF

I.LBASAMAK

:gg ((:/)) :|. Akut enfeksiyon

Titre yuksek
(Akut enf.)

I9G (+) . .
v IgM () Kronik enfeksiyon, relaps

Titre dusuk

N

15 glin sonra Coombs testi

tekrar 1
1 Titre artigi
4 kat artis Blokan antikor

(Akut enf.) (Akut enf, kronik enfeksiyon veya relaps)



Sonuc¢ olarak.....

» Bakterinin kaltur veya PCR yontemleri ile gosterilmesi her zaman tercih
edilen tani yontemidir.

» Tanida higbir zaman tek basina serolojik testlere gore hastaligin evresine
karar verilmemeli hastanin 6ykisu, sikayetleri ve fizik muayenesi ile
serolojik testler birlikte yorumlanmalidir

» Serolojik testler arasinda temel test STA testi olup diger testlerin
yorumlanmasi her zaman STA ile birlikte yapilmalidir.



liginiz igin tesekkiirler...



