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GiRIS

Zoonotik enfeksiyonlardan olan Bruselloz, Akdeniz
Atesi, Malta Atesi, ondllan ates gibi farkh isimlerle

Ozet

Amag: Zoonotik bir hastalik olan Bruselloz, bircok sistemi etkileyerek ¢ok farkli klinik belirti ve bulgulara
neden olabilen bir hastaliktir. Insanlarda gelisenbruselloz hastaliginin tanisi baslica kiiltiir ve serolojik
yontemlerle konmaktadir. Serolojik testler arasindarose Bengal (RBT) ve standart tip aglitinasyon
testleri (STA) en sik kullanilan yéntemlerdir. Tarama amacli kullanilan RBT ile pozitif saptanan érnekler
standart tip agliutinasyon testi ile dilisyonlu olarak calisiimaktadir. Ancak blokan antikorlarin varligi
nedeniyle STA testinde yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle bu testler zaman zaman
tanida yeterli olmamaktadir. Calismamizda yeni bir test olan BrucellaCoombs Jel testi (BCGT), RBT, STA,
Brucellaimmuncapture aglitinasyon testi (BCAP) ve Brucella ELISA IgG, M testleri ile karsilastiriimistir.

Hastalar ve Yontem: Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gesitli kliniklerden
goénderilen bruselloz stpheli 100 hastanin serum 6rnegi tUzerinde galisildi. Her bir hasta serumundan
RBT (Seromed Laboratory Product, Turkey), STA (Biomedica, Canada), BCAP (Brucellacapt, Vircell S.D.
Spain), BCGT (ODAK, ISLAB. Tiirkiye), ELISA Brucella IgG, IgM (Euroimmune, Almanya) testleri galisildi.
Caligsmalar uretici firma 6nerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

Bulgular: Testlerdeki Pozitiflik oranlari; BCGT 88 (%88.0), RBT 74 (%74.0), STA 56 (%56.0) , BCAP 84
(%84.0), Brucella 1gG, IgM 92 (%92.0) olarak saptandi.

Sonug¢: BCGT'nin; ELISA, BCAP, RBT ve STA testleriyle yapilan karsilastirmasinda gold standart olarak
kabul edilen bir yéntem calisiimadigindan istatistik karsilastirmalari yapilamamistir. BCGT, 24 saat
inkibasyona gerek olmadan calisiimasi nedeniyle STA ve BCAP ydntemlerine gére daha hizli sonug
vermeyi saglamistir. Bu yeni test (BCGT), brusellozun tani ve takibinde blokan antikorlari da tespit etmesi
ve hizli sonu¢ vermesi nedeniyle avantaj saglamaktadir. Sonuglarin dogrulanmasi icin daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, Brucella Coombs Gel testi, serolojik testler

Abstract

Aim: Brucellosis, a zoonotic disease, may affect several body systems and cause various clinical
manifestations considering the infection sites. Diagnosis of brucellosis is mainly based on culture and
serological methods, specifically Rose Bengal agglutination (RBT) and standard tube agglutination tests
(STA). When RBT, which is usually used as a screening method, is positive for Brucella antigens, STA
is prefered to detect an agglutination titre by using serial dilutons of serum sample. On the otherhand,
false negative results can be obtained by STA due to the presence of blocking antibodies. The refore,
these two methods may be in adequate for diagnosis of Brucellosis. The aim of this study is to compare a
novel method, Brucella Coombs gel test (BCGT) with other four serological methods, RBT, STA, Brucella
immune-capture agglutination test (BCAP), and Brucella ELISA IgG, IgM tests.

Patients and Methods: Serum samples taken from 100 patients, admitted from various clinics at Konya
Training and Research Hospital were sent to the Medical Microbiology Laboratory with a clinical diagnosis
of Brucellosis. Each serum sample was studied with RBT (Seromed Laboratory Products, Turkey), STA
(Biomedica, Canada), BCAP (Brucellacapt, Vircell SD Spain), BCGT (ODAK, ISLAB, Turkey), and ELISA
Brucella IgG, IgM (Euroimmune, Germany) methods. All procedures were carried out in accordance with
the manufacturer’s recommendations.

Results: The rates of positive results for each method were as follows: BCGT 88 (88.0%), RBT 74
(74.0%), STA 56 (56.0%), BCAP 84 (84.0%) and Brucella IgG, IgM test 92 (92.0%).

Conclusion: Statistical analysis could not be executed due to lack of a gold standard method in the study.
Yet, BCGT provided faster results than STA and BCAP methods because it does not require a 24-hour-
incubation. This novel test, BCGT, also showed an advantagein the diagnosis of Brucellosis because of
detecting blocking antibodies. More comprehensive studies are needed to be performed to confirm the
results.

Keywords: Brucellosis, Brucella Coombs Gel test, serological tests

de anilmaktadir. Bu hastalik Brucella cinsi bakteriler
tarafindan olusturulur. Brucella cinsi bakteriler,
aerob, gram negatif, hlcre ici yerlesim goésteren,
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kicuk basilciklerdir (1). Pastorize edilmemis sut ve
sut Urlnleri basta olmak Uzere enfekte besinlerin
yenmesi, enfekte hayvan dokulari ile direkt mukozal
temas veya enfekte partikllleri iceren aerosollerin
solunmasi ile bulasir. Kan ve kemik iligi nakli, cinsel
temas ve sperm bankalari yoluyla da nadiren de
olsa bulas saptanan vakalar bildirilmistir. Anne
sutlyle bulas nadir goérilen yenidogan bruselloz
vakalarinin sebebidir. Bruselloz laboratuvar kaynakl
enfeksiyonlar arasinda da 6énemli bir yer tutmaktadir
(2-6). Hastaligin inkiibasyon suresi ortalama 2-3
hafta olup, siklikla ondllan ates, sirt agrisi, gece
terlemesi, kas agrisi ve igtahsizlik gibi nonspesifik
bulgular ortaya cikar. Bruselloz esnasinda hepato-
splenomegali, osteomyelit, menenjit, endokardit ve
epididimo-orsit gibi ¢ok farkli komplikasyonlara da
gorulebilmektedir (7).

Birgcok infeksiyon hastaliklarinin  oldugu gibi
laboratuvar tanida ilk bagvurulmasi gereken islem,
bakteriyolojik kultir yoéntemidir. Kultir sonucunda
mikroorganizmanin saptanmasi hastaligin tanisini
kesinlestirmekte ancak bu yontemin duyarlihgi,
laboratuvarlarin pratigine, kullanilan yénteme, kanda
dolasan bakteri miktarina, bakteri tliriine ve hastaligin
evrelerine goére farkhliklar gostermekle beraber
pozitifik oranlari %15-70 arasinda degismektedir.
Akur Bruselloz olgularinin  %5-40'Inda  relaps
gelistiginden bu olgularda ve kronik hastalarda
her zaman kultlr pozitif sonu¢ alinmayabilir (1,8).
Etken izolasyonu i¢cin muayene 6rnegdinin hastahgdin
belirli dénemlerinde alinmasi gerekmektedir. Atessiz
dénemlerde kultur icin alinan kan drnegdinde bakteri
sayisinin dusik olmasi ve hastanin antibiyotik
kullaniyor olmasi gibi durumlarda etkenin izolasyon
sansi azalmaktadir. Belirtilen bu gibi durumlarda ve
kiltdr yapma imkani olmayan laboratuvarlarda klinik
bulgular ve serolojik test sonuglari &nem arzetmektedir
(5,9,10,11). insanda brusellozun serolojik tanisinda
kullanilan farkh testler mevcuttur. En sik kullanilan
serolojik testler; Standart Tup Aglitinasyon testi
(STA, Wright), Rose Bengal Aglitinasyon testi (RBT)
ve Brucella immuncapture agliitinasyon (BCAP)
testleridir (8,11,12,13). Rutin laboratuvarlarda siklikla
kullaniimakta olan testlerin 6zgullik ve duyarliliklar
farkhliklar gosterdigi icin testlerin kombi—nasyonlari
onerilmektedir. Bu nedenle basit, hizli ve kesin tani
yontemlerinin gelistiriimesi icin gerekli c¢alismalar
ginimuzde devam etmektedir (14,15). Enfeksiyonun
ilk haftasinda serumda lipopolisakkarit antijenlerine
karsl IgM antikorlari ortaya cikar ve bunu takiben iki
hafta icinde IgG antikrolari da ortaya ¢ikar. Ancak
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relaps donemlerinde hastadan hastaya serolojik
degdiskenlik goralar (11).

Calismada Coombs'lu, titrasyonlu yeni bir test olan
Brucella Coombs Jel testi (BCGT)'in RBT, BCAP, STA
ve ELISABrucella IgG, IgM testleri ile kargilastiriimasi
amaclanmisgtir.

HASTALAR VE YONTEM

Calisma Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji  Laboratuvarina c¢esitli  kliniklerden
gonderilen bruselloz stpheli 100 hastanin serum
ornedi Uzerinde yapilmistir. Alinan hasta serumlari
RBT (Seromed Laboratory Product, Turkey), BCAP
(Vircell S.D, Spain), STA (Biomedica, Canada),
ELISA Brucella IgG,M (Euroimmun, Almanya) ve
BCGT (ODAK, ISLAB, Tiirkiye) testleri ile ayri ayri
calisiimistir. Calismalar firma énerileri dogrultusunda
gerceklesmistir.

RBT duyarliigi yuksek, hizli sonug veren,
uygulamasi kolay, maliyeti olduk¢a disuk ve kalitatif
sonu¢ veren bir plak aglitinasyon testidir. STA
testinde 1/20 - 1/1280 araliginda seri dilisyonlar
hazirlanarak calisiimigtir. STA testinde sonuglar 24
saat sonra degerlendirilmis olup 1/160 ve Ustundeki
titre degerleri pozitif olarak kabul edilmistir. BCAP
testi son yillarda gelistiriimis olan, kuyucuklarda
gerceklesen ve Coombs anti serumu ile yapilan bir
aglutinasyon yontemidir. Kuyucuklarda 1/80 - 1/1280
araliginda seri dilisyonlar hazirlanarak caligiimistir.
Sonuglar 24 saat sonra degerlendirilmis, 1/320 ve
Ustlndeki titreler pozitif olarak degerlendirilmigtir.
ELISA Brucella IgG, IgM testinde antijenle kaplanmis
plaklara serum konarak spesifik IgG, IgM antikorlari
arastinimigtir. ELISA Brucella IgG, IgM testinde pozitif
kontrol, negatif kontrol, standard kontrol ve hasta
serumlari eszamanl kullaniimistir.

BCGT, tlup aglitinasyon ve Coombs ydntemini
bir arada saglayan bir testtir. BCGT yonteminde
once tarama amacl calisildi, burda pozitif ¢ikan
serumlar (Sekil 1) daha sonra titrasyon tespiti igin
seri dilisyonlara alindi (Sekil 2). Tarama amagh
calismada; dncelikle 5 yl hasta serumu alinarak ayri
bir tiipe aktarildi. Uzerine 195 pl Brucsella diliienti
karistirildi (1/40). Buradan da 50 pl alinip mikropleyt
kuyucuguna aktarilip Gzerine 50 pl de Brusella
antijeni ilave edilerek kangtirihr. Bu tupten 50 pl
karisim alinarak jel matrikse aktarildi. Her hasta igin
bir jel matriks kullanildi. Jel matriks 3000 devirde
20 dakika santrifij edildikten sonra degerlendirildi.
Pembe renk alta ¢gdkerse negatif (antikor yok), Ustte
kalirsa pozitif (antikor var) olarak degerlendirildi
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Sekil 1. Tarama amagli yapilan pozitif ve negatif
reaksiyonlu Brucella Coombs Gel testi

(Sekil 1). Dilisyon amach calisiimada; taramada
pozitif gikan serumlarin 1/80 — 1/1280 araliginda seri
dilisyonlari yapildi. Burada 6ncelikle her hasta icin 5
adet mikropleyt kuyucugu hazirlandi (1/80 — 1/1280
dilisyon araldi icin). Bu bes mikropleyt tlplerinin
her birine Brusella dilientinden 50 pl konuldu.
Birinci mikropleyt kuyucuguna daha 6nce hazirlamig
oldugumuz 1/40’lik dilisyon tupunden 50 ul alinarak
ilave edilerek seri dillisyon iglemi yapildi. Son tipten
alinan 50 pl karisim disari atildi. Daha sonra tim
mikropleyt kuyucuklarina 50 ul Brusella antijeni ilave
edildi. Bu kuyucuklar tek tek karistirildiktan sonra
her bir kuyucuk ayri ayri jel matrikslere aktarildi. Jel
matriksler 3000 devirde 20 dakika santriflij edildikten
sonra sonuclar degerlendirildi. YUksek devirde
santrifij ve Coombs serumu muamelesi ile blokan
antikorlarin baglanmasi saglandi. Sonuglar iki saat
icinde gorsel olarak degerlendirildi. Olusan pembe
renk alta ¢cokmus ise negatif, Ustte kalmis ise pozitif
olarak degerlendirildi (Sekil 2). Jel matrikste pozitiflik
saptanan ilk tlp titrasyon degeri olarak degerlendirilip
1/160 ve uzeri titrasyon degerleri pozitif olarak
degerlendirildi.

BULGULAR
RBT'de agliitinasyon veren serumlarin sonuglari

» ’ - Tl !f = '
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— -~y = e d
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Sekil 2. Brucella Coombs Gel testinin pozitif
dilisyonlari gorilmektedir.

Brucella Serolojik Testleri

Tablo 1. Calisilan testlerin pozitif ve negatif
sonugclari (n)

Calisilan Testin Adi Pozitif Negatif Toplam

Standart tip ag. 56 44 100
Rose Bengal 64 36 100
Brucella Immuncapture ag. 84 16 100
Brucella Coombs Gel 88 12 100
ELISA Brucella Ilg G, M 92 8 100

pozitif olarak degerlendirildi. STA'de sonuglar 21/160
titrelerde gorulen dantela seklindeki aglitinasyon
pozitif olarak degerlendirildi. BCAP testinde sonuglar
= 1/320 titrelerde gorulen aglutinasyon pozitif olarak
degerlendirildi. ELISA Brucella 1gG,M testinde
cihazda pozitif ¢ikan kuyucuklar pozitif olarak kabul
edildi. BCGT icin 2 1/160 pozitif olarak kabul edildi.
Pozitif ve negatif sonuglar tablo 1’de gdsterilmigtir.
Dilisyonlar c¢alisilan testlerin pozitiflik oranlari da
tablo 2’de g0Osterilmistir.

TARTISMA

Brucella aglutinasyon testleri rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarda Brusellozun tanisinda siklikla
kullanilan bir testtir. insan brusellozu coklu organ
tutulumu ile seyretmekte olup potansiyel olarak
yasami tehdit eden bir hastalktir. Tanida Brucella’ya
0zgl testlere ek olarak non-spesifik hematolojik
ve biyokimyasal testler de kullaniimaktadir. Tanida
kullanilan serolojik testler hizh, glvenli ve duyarh
testler olmasi nedeniyle rutin tanida siklikla tercih
edilmektedir (8,16).

RBT duyarliigi yuksek, hizli sonug veren,
uygulamasi kolay, maliyeti olduk¢a dusuk, hastalik
déneminden badimsiz olarak duyarliigi yuksek
olan bir plak aglttinasyon testidir. Ayrica hizli sonug¢
vermesi ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle insan
brusellozunda tarama testi olarak siklikla kullanihr.
Brusellozun endemik oldugu bodlgelerde, yeni veya
reinfeksiyon durumunlarinin ayirt edilmesinde tek
basina kullaniimamaktadir (17,18).

Serolojik tanida kullanilan STA testi, ilk kez
1897 vyiinda Wright ve arkadaslari tarafindan
kullanilmis ve diger yontemlere gore daha standart
oldugu bildirilmistir. Dlinyada brusellozun serolojik
tanisinda en sik kullanilan yontemdir. Bu testte
bakteri ylzeyindeki S-lipopolisakkarite karsi olusan
total antikorlar saptanmaktadir. STA testinin en
onemli dezavantaji, yalanci pozitif ve yalanci
negatif sonuclarin goérilebilmesidir. Yalanci pozitiflik,
diger gram negatif bakterilerle ¢capraz reaksiyonlar
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Tablo 2. Dilisyonlari galisilan testlerin pozitiflik oranlari (n)

DILUSYONLAR

Toplam Toplam
Calisilan Testler 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Pozitif Negatif
Standart tip aglitinasyon 18 20 6 18 14 11 8 5 56 44
Brucella Immuncapture - - - 16 27 23 20 14 84 16
Brucella Coombs Gel - 7 5 16 17 19 21 15 88 12

nedeniyle ortaya cikmaktadir. Yalanci negatiflik ise
hastaligin erken dénemlerinde, blokan antikorlarin
varliginda ve prezon olayr varliginda ortaya
¢ikabilmektedir. Bu durum, kompleman birlesmesi
testi, 2-merkaptoetanol testi, Coombs anti-Brucella
testi ve BCAP testi ile giderilebilir. STA testinin diger
bir dez avantaji da sonucun alinmasi i¢in 24 saat’lik
inklbasyon gerektirmesidir. Bu nedenlerden otluru
kisa zamanda guvenilir sonug veren testlere ihtiyac
duyulmustur (1,8,19).

ELISA yontemi, diger aglitinasyon ydntemlerine
gOre daha ¢ok pozitiflik ve farkli sinif antikorlari tespit
etme avantaji saglamistir. Bu yontemde kati fazin ve
anti-globulinin yapisina bagh olarak farkli sonuglar
elde edilebilmektedir. Bu durum ydntemin duyarlihgini,
O0zgulligunit ve uygulanabilirligini etkilemektedir.
Antikor profili her zaman klinikle uyumlu olmayabilir
ve titreler uzun stre pozitif kalabilir. ELISA testleri,
aglutinasyon yontemlerine gére daha pahali, donanim
ve deneyimli personel gerektiren testlerdir. Centers
for Disease Control and Prevention, dusuk 6zgullige
baglh ortaya cikabilen yalanci pozitif sonuglar
nedeniyle, aglitinasyon temelli olmayan testlerin
bruselloz tanisinin dogrulanmasinda kullaniimalarini
onermemistir (2,8,16,20).

Son yillarda geligtirilen “sandwich ELISA”
yontemine dayanan BCAP testi kullanima girmistir.
BCAP testinde, kuyucuklar insan kaynakh 1gG, IgM,
IgA antikorlarina karsi gelistirilen antikorlarla (Coombs
antikorlari) kaplanmigtir. Bu test ile hasta serumunda
bulunabilen u¢ antikor da saptanabilmektedir. BCAP
testi titreleri hastaligin evresinden bagimsiz olarak
enfeksiyon aktivitesinin iyi bir belirtecidir. Brucellacapt
titreleri basarih antibiyotik tedavisinden sonra STA
titrelerine goére belirgin bir disls gostermektedir
(21,22,23).

BCGT’i, Ulkemizde geligtirilen, hizli kantitatif sonug
veren, aglutinasyon ve Coombs ydntemini bir arada
sunan, ticari olarak kullanima sunulan yeni bir testtir.
RBT veya STA testi ile pozitif bulunan sonuglar igin
dogrulama testi olarak énerilmemektedir. Aksine, RBT
ve SAT testi ile yakalanamayan bruselloz vakalarini
tespit edebilmektedir. Uretici firma tarafindan verilen

bilgilere goére BCGT’i, B.abortus, B.melitensis ve
B.suis enfeksiyonlarinda reaksiyon vermekte,
Coombs testi ile %99 uyumlu oldugu, tarama ve
titrasyon amaciyla kullanilabilecek, hizli ve ekonomik
bir test oldugu beldirilmigtir (24, 25).

Bir derlemede, BCGT’inin, Coombs’lu STA
ile kiyaslanarak guvenilir sonuclar elde edildigi
bildiriimigtir (26). Borsa ve arkadaslari (27)nin
yaptigi calismada RBT % 67, STA ve Commbs
aglutinasyon kombinasyonu %45, BCGT %51, BCAP
%58 oranlarinda pozitiflik bildirilmistir. Turhanoglu ve
arkadaslari (28)'in yaptiklari ¢alismada RBT %69,
STA %61, BCGT %51 ve BCAP %65 oranlarinda
pozitiflik bildiriimistir. Kalem ve arkadaslari (29)nin
yaptiklar calismada STA %13, BCAP %27, BCGT
%15 ve ELISA IgG, IgM %33 oranlarinda pozitiflik
bildirilmigtir.

Calismamizda son yillarda yeni geligtirilen
BCGT'de pozitiflik orani %88 olarak saptanmis iken
RBT, STA, BCAP ve ELISA testlerinde pozitiflik
oranlari sirasiyla %74, %56, %84 ve %92 olarak
saptanmistir. BCGT’i, ELISA'dan sonra en yuksek
pozitiflik oranlarini yakaladigi goéralmastir. ELISA
testlerinin, aglitinasyon testlerinden daha pahal
olmasi, donanim ve tecribe gerektirmesi, antikor
profilinin klinikle uyumlu olmamasi gibi dez avantajlari
g6z oOnlnde bulunduruldugunda, BCGT’inin rutin
tani laboratuvarlarinda kullanilabilecedi kanaatine
variimistir. Ancak bu yéntemin de standart yéntemlerle
kanitlanmis olgularin ve kontrol gruplarinin da
yer aldigi daha kapsamli c¢alismalar ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi anlagiimistir.

Sonug olarak dinyada ve Ulkemizde 6nemli bir
saglik sorunu olmaya devam eden Bruselloz’'un
tanisinda klinik ile birlikte kullanilacak serolojik
testlerin erken ve dogru sonug¢ verebilmesi dnem
arzetmektedir. BCGT kisa zamanda sonug¢ veren,
pratik ve sonuglarin gorsel olarak diger yontemlere
gobre daha kolay degerlendirilebildigi bir test olmasi,
rutin tani laboratuvarlarinda rahatlikla kullanilabilecegi
kanaatini olusturmustur.

Cikar Catismasi: Calismada herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.
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Finansal Cikar Catismasi: Calismada herhangi bir finansal ¢ikar
catismasi yoktur.
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