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~ KULTUR VE SEROLOJIK YONTEMLERIN
INSAN BRUSELLOZU TANISINDAKi DEGERI

THE VALUE OF CULTURE AND SEROLOGICAL METHODS IN THE
DIAGNOSIS OF HUMAN BRUCELLOSIS

Hikmet ALISKAN'

OZET: insan brusellozu coklu organ tutulumu ile seyreden ve potansiyel olarak
yasami tehdit eden bir hastaliktir. Enfeksiyonun ilk haftasinda IgM antikorlari, en erken
ikinci haftasinda ise IgG antikorlan yUkselir ve her ikisi de dérdiinci haftada pik yapar.
Antibiyotik tedavisi ile IgM ve IgG antikorlarinin diizeyi dismektedir. Hastadan alinacak
detayli 6ykU ve kan kultdrinden bakterinin Uretilmesi tanida halen standart olan yontemdir.
Brusellozun kesin tanisi kan, kemik iligi ve doku 6rneklerinden bakterinin izole edilmesi
ile konulmaktadir. Kan kaltGrinan duyarliidi laboratuvar pratigine, kullanilan yénteme ve
kanda dolasan bakteri miktarina gére degismekle birlikte %15-70 araligindadir. Kemik
iligi kaltard, bakteri 6zellikle retikiloendotelyal sistemde yliksek konsantrasyonda oldugu
icin altin standart yontemdir. Standart aglitinasyon testi (STA), insan brusellozunun
dogrulanmasinda en sik kullanilan serolojik yontemdir. Klinik bulgular varliginda
serokonversiyonun ya da =1/160 titrelerin saptanmasi hastaligin tanisinda yol géstericidir.
Klinik olarak kuvvetle stpheli hastalarda seropozitifligin saptanamamasi, enfeksiyonun
cok erken dénemini, blokan (non agglutinating, incomplete) antikorlarin varligini ya
da prezon fenomenini diustndurmelidir. Enzim immun yoéntemleri (ELISA), Brucella ‘ya
6zgul 1gG, IgM ve IgA antikorlarinin diizeyini belirleyen, klinik yorumu daha kolay olan
ve STA testinde yalanci negatiflik/pozitifliklere neden olan faktérleri ortadan kaldiran
bir yébntemdir. Bu derleme yazida brusellozun laboratuvar tanisinda kultir ve serolojik
yontemlerin (Rose-Bengal, STA, Coombs’, mercaptan testleri, “dipstick” yontemi, akim
yontemi, ELISA ve brucellacapt) kullanimi ve degeri tartisiimaktadir.

Anahtar sézclikler: Brucella, bruselloz, tani ydntemleri, kdltir, seroloji.

ABSTRACT: Human brucellosis is a potentially life-threatening multisystem disease.
During the first week of infection, IgM antibodies against lipopolysaccharide antigens
appear in the serum, followed by IgG antibodies as early as the second week. Both
antibody isotypes peak during the fourth week, and the use of antibiotics was associated
with a decline of both IgM and IgG class antibodies. The diagnosis of brucellosis is
based on a detailed history obtained from the patients and the isolation of Brucella
spp. from blood cultures are accepted as the standard method. The definitive diagnosis
of brucellosis requires isolation of the bacterium from blood, bone marrow or tissue
samples. Although the sensitivity of blood culture method varies depending on the
individual laboratory practices, quantity of bacteria in blood and the methods used,
it changes between 15-70 percent. Bone marrow culture is considered as the gold
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standard for the diagnosis of brucellosis, since the relatively high concentration of Brucella
in reticuloendothelial system enables the detection of the organism. The standard tube
agglutination test (SAT) is the most widely used serologic test for the confirmation of human
brucellosis. The detection of seroconversion or high antibody titers (=1/160) are considered
diagnostic together with a compatible clinical presentation. The lack of seropositivity in
patients with strongly suspected clinical picture may be attributed to the performance of
tests early in the course of infection, the presence of blocking antibodies (non-agglutinating,
incomplete) or the so-called “prezone” phenomenon. Enzyme immunoassays (ELISA)
which measure specific IgM, IgG and IgA antibodies, allow for a better interpretation of
the clinical situation and overcome the false negativities/positivities which may arise in
SAT. In this review article, the use and the values of culture methods and serological tests
(Rose-Bengal test, SAT, Coombs’ test, mercaptan-based tests, dipstick assay, flow assay,
ELISA and brucellacapt) in the diagnosis of brucellosis have been discussed.

Key words: Brucella, brucellosis, diagnostic methods, culture, serology.
GiRiS

Bruselloz, Brucella tarlerinin neden oldugu ¢oklu sistem tutulumu ile seyreden
bir hastaliktir. Bulastan sonraki 2 hafta-3 ay icinde 6zgul olmayan semptomlar
ortaya cikar. Brucella turleri intraselliler olarak 6zellikle retikUloendotelyal
sistemde (RES) yerlesmektedir. Brusellozun klinik gériinima, sik gérilmeyen
prezentasyonlari nedeniyle yanls deg@erlendirilebilir. Atipik lezyonlar olan nadir
olgular yayinlarda bildiriimektedir ve bu durum taninin laboratuvar testleri ile

desteklenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Hastadan alinacak detayh 6yka ve
bakterinin Uretilmesi tanida halen standart olan yéntemdir’.

Bruselloz tanisinda iki dnemli kriter vardir: 1. Brucella turlerinin izolasyonu;
2. Klinik bulgular esliginde kanda Brucella’ya 6zgul yiksek titrede antikor varligi
(Standart tip aglutinasyon testinde =1/160, Coombs’ testinde =1/320 titreler).
Serokonversiyonun goésteriimesi de tanida énemli olan bir diger kriterdir?.

Eritrosit sedimentasyon hizi diizeyinin bruselloz tanisindaki degeri azdir. Siklikla
gbrilen hematolojik bulgular arasinda I6kopeni, anemi ve trombositopeni sayilabilir.
Diger vicut materyalleri, rnegin beyin omurilik sivisi (BOS), merkezi sinir sistemi
(MSS) bulgular oldugu zaman degerlendirilebilir. Karaciger ve lenf nodu biyopsileri
gibi kemik iligi biyopsileri de tipik olarak kazedz olmayan grantlomlar g&sterir'.

Bruselloza ait semptom ve bulgular iki aydan kisa sUren olgular akut, 2
ay-1 yil suren olgular subakut, 1 yildan uzun suren olgular ise kronik olarak
tanimlanmaktadir®. Relaps, tedavi sonrasinda hastalik semptom ve bulgularinin
yeniden ortaya cikmasi ve/veya kan kultir pozitifligi olarak kabul edilmektedir.
Relapslarin cogu tedavi sonrasi 3-6 ay arasinda meydana gelir. Fokal hastaligin
tanimi ise, enfeksiyon semptom ve bulgularinin en az bir anatomik boélgede
yedi ginden uzun sure devam etmesidir*.

BRUSELLOZ TANISINDA KULTUR YONTEMi

Brusellozun kesin tanisi kan, kemik iligi, doku biyopsisi ve BOS gibi
Orneklerden bakterinin izole edilmesi ile konulur?. Kan ve kemik iligi kaltarleri
siklikla akut fazda pozitiftir'. Kan kaltirinin duyarliidi laboratuvar pratigine,
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kullanilan yénteme, kanda dolasan bakteri miktarina ve bakteri tlrine goére
degismekle birlikte pozitiflik orani %15-70 araligindadir. Duyarhlik, lizis
santrifigasyon yonteminin kullaniimasi ile artmaktadirs. Kemik iligi kalttra,
bakteri 6zellikle RES’de yuksek konsantrasyonda oldugu icin altin standart
yontemdir ve pozitifik zamani (4.2 gun) kan kultarune (5.8 gun) gére daha
erkendir?6. Buna karsilik, invazif ve agrili bir girisim olmasi nedeniyle sik tercih
edilen bir yéntem degildir. Brucella turleri, standart bifazik (kati ve sivi) veya
Castaneda kultir yontemleri ile izole edilebilir. Otomatize kan kuiltar sistemleri
Brucella izolasyonunda guvenle kullanilabilir’. Organizma oldukga yavas
Uremektedir, bu nedenle inkibasyonu 4-6 haftaya uzatimaldir. BACTEC kan
kaltdr sistemi ile bakteri, ilk yedi gun icerisinde, yaklasik %90 oraninda izole
edilmektedirs. Negatif sonu¢ alinan kultirlerde 2-3 hafta sonrasinda mutlaka
pasajlarin yapilmasi énerilmektedir®. Laboratuvar calisanlarina aerosol yolu ile
bulasabilecegi icin tim calismalar biyolojik glvenlik kabininde yapilimaldir.

Tanimlama: Brucella tirleri, sporsuz, zayif boyanan, Gram negatif minik
kokobasillerdir. %5 kanli, cikolata ve BCYE (buffered-charcoal-yeast exract
agar) besiyerlerinde Urer, MacConkey ve EMB agarda lUremezler. Aerop
olmasi nedeniyle Uremesi igin ortamda oksijen varligi gereklidir. Oksidaz,
katalaz, Ureaz testleri pozitiftir®. Brucella turleri, fuksin ve tiyonin boyalarinin
farkli konsantrasyonlarinda Greme, safranin inhibisyonu, H,S Gretimi, Greaz
testinin pozitiflik zamani, CO,'li ortamda Greme, Tiblisi ve Weybridge faj lizisi
Ozelliklerine gbre alt tlrlere (B.melitensis, B.abortus, B.suis, B.canis, B.ovis,
B.neotomae, B.pinnipediae ve B.cetaceae) ve biovarlara (B.melitensis 1-3;
B.abortus 1-6, 9; B.suis 1-5) ayrilmaktadir.

Gram negatif bakteri tanimlamasinda kullanilan ticari hazir kitlerde Brucella
tarleri tanimlanamamaktadir. Bakteri APl 20NE tanimlama sisteminde yanlhiglikla
Moraxella phenylpyruvica; COMBO tip 5 (Dade-Microscan) sisteminde Moraxella;
Haemophilus-Neisseria tanimlama panelinde (Dade-Microscan) ise Haemophilus
influenzae biotip IV olarak tanimlanmaktadir®.

Antijenik yapi: Antikor yanitinda dominant olan antijen lipopolisakkarit
yapisindaki antijenlerdir. “Smooth” faz tarleri (S-LPS) bir lipid A (aminoglikozun
iki tipinden olusur) molekull, ayirt ettirici yag asitleri (B-hidroksimiristik
asit haric), glukoz, mannoz ve kinovozamine iceren bir kor bdélgesi ve 4-
formamido-4,6-dideoksimannoz (A epitopunun dominant oldugu tirlerde o-1,2
ile, M dominant turlerde o-1,3 ile baghdir) rezidilerinin yaklasik 100 tanesinin
homopolimerizasyonu ile olugan bir O zincir yapisindan meydana gelmektedir.
LPS epitoplarinin seklini farkli baglantilar etkilemektedir. A dominant tipler
basil seklindedir ve bes adet ardisik o-1,2 ile bagh rezidilerden olusurken, M
dominant tipleri karsik yapidadir ve o-1,3 ile bagh doért rezididen meydana
gelmektedir. Dis ve ic membran, sitoplazmik ve periplazmik protein antijenleri
de mevcuttur. LPS’de bulunan 4-amino, 4-6 dideoksimannoz yapisi, Francisella
tularensis, Escherichia coli O157, Escherichia hermanni, Salmonella O:30, Vibrio
cholerae O-1, Yersinia enterocolitica O:9, Stenotrophomonas maltophilia ile
capraz reaksiyonlardan sorumludur.
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BRUSELLOZ TANISINDA SEROLOJIK TESTLER

Lipopolisakkaritlere karsi olusan IgM antikorlari, enfeksiyonun ilk haftasinda,
IgG antikorlari ise en erken ikinci haftada yUkselir. Her iki antikor tipi de dérdincu
haftada pik yapar ve antibiyotik tedavisi ile dlzeyleri azalir?. Tedavi sonrasinda
IgG duzeyleri IgM’e gbre daha hizli dusus gosterir. IgG’nin hizh disusu
basarili bir tedavinin géstergesi iken, diisme olmamasi veya sonrasinda tekrar
yukselme olmasi durumunda klinik olarak relaps varligindan bahsedilebilir''.
Kronik hastalikta 1gG, IgA ile birlikte alti aydan uzun sure yuksek kalabilir?.
Ancak bu kriterler kesin degildir; antikor profili her zaman klinik ile uyumlu
olmayabilir ve titreler uzun sure ylUksek duzeylerde kalabilir.

Rose-Bengal testi: Bu yéntem, duyarliligi yUksek, hizli sonuc veren,
uygulamasi kolay, maliyeti oldukca dustk olan bir plak aglitinasyon testidir.
B.abortus’un asit tampondaki stuspansiyonu kullaniimaktadir. Aglitinan olan ve
olmayan antikorlarn tespit etmektedir. Rose-Bengal testi,hastallk déneminden
bagimsiz olarak duyarliigi yiksek olan bir yéntemdir. Ayrica hizli sonug vermesi
ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle insan brusellozunun tanisinda tarama testi
olarak siklikla kullaniimaktadir. Testin 6zgulligu %75-91 araliginda degismektedir'2.
Brusellozun endemik oldugu bélgelerde, hastalikla tekrar karsilasma durumunda
veya yeni gecirilmis enfeksiyon hikayesi olan bireylerde tanida tek basina
kullanilmasi uygun degildir'2. Brucella’'nin LPS yapisina bakildiginda, bu patojenin
sepsis, sok ve disemine intravaskuler koagtlasyon yapma kapasitesi oldukca
dUsuktar, bu ylzden tedavideki birkag gunlik gecikme prognozu etkilememektedir.
Kesin tani icin diger serolojik testlerin sonucu beklenmelidir.

Standart tiip aglitinasyon testi (STA, Wright): ilk kez Wright ve arkadaslarn
tarafindan 1897 yilinda bruselloz tanisinda kullanilan STA testinin diger yontemlere
gbre daha standart oldugu ifade edilmistir'’. Tim dinyada bruselloz tanisi igin
kullanilan en yaygin yéntemdir. 1/10-1/2560 araliginda dillisyonlar hazirlanan
serum Orneginin Uzerine B.abortus antijeni eklenir. 37°C’de 24 saat sonunda
aglatinasyon varhi@ deg@erlendirilir'. Aglatinasyonun derecesi; 0=aglutinasyon
yok, 1+ = %25, 2+ = %50, 3+ = %75, 4+ = %100 seklinde skorlanir’'. En
son aglitinasyonun tespit edildigi serum dillisyonu (>%50, skor >2+) pozitif titre
olarak degerlendirilir'®. STA testi ile bakterinin ylzeyindeki 6zellikle S-LPS’ye karsi
olusan total antikorlar tespit edilmektedir. IgG, IgM ve IgA antikorlari bu yéntemle
belirlenirken, 6zellikle IgM antikorlari daha belirgindir''. STA testinin dezavantaj,
cok fazla sayidaki serum o6rneklerinin taranmasindaki zorluktur. Ayrica, diger
Gram negatif bakterilerle gosterdigi capraz reaksiyonlar nedeniyle yorumlanmasi
bazen sikinti yaratmaktadir. STA ile negatiflik saptandiginda; ya enfeksiyonun
cok erken dénemi, ya blokan (non-agglutinating, incomplete) antikorlarin varhg
veya prezon fenomeni s6z konusu olabilir. Bu durum, kompleman birlesmesi
testi, 2-merkaptoetanol (2-ME) testi veya Coombs’ testi (anti-insan globulini ile
muamele) uygulanarak giderilebilir2.,

Prezon fenomeni: Bu olay, hasta serumunda antikor fazlaligi nedeniyle disik
sulandinmlarda aglitinasyonun gérilmemesi olarak tanimlanir. Young ve arkadaslarinin''
calismasinda, pozitif serumlarin %6’sinda prezon fenomeninin olustugu, siklikla disik
titrede (1:20), nadiren de >1:80 dilisyonlarda rastlanabilecegi bildirilmistir.
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Blokan antikorlar: Brusellozda iki tur antikor olusmaktadir: a) Akut
brusellozda olusan IgG, IgM ve IgA yapisindaki aglitinan antikorlar; b) Daha
cok kronik olgularda rastlanan IgG ve IgA yapisindaki blokan ya da eksik
(non-agglutinating, incomplete) antikorlar (Sekil 1). Bu olayin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Brucella eksik antikorlar ile antijenin sensitize parcasi
spontan olarak baglanmakta, ancak aglitinasyon gérilmemektedir'4. Yiksek
devirde santrifij sonrasinda ve anti-insan globulin IgG muamelesi ile blokan
antikorlarin baglanmasi saglanmaktadir. Serum 6rneginde blokan antikorlarin
varliginin saptanmasi icin kullanilan yéntem su sekilde uygulanmaktadir: 1) ilk
tipe 0.8 mL dilient ve 0.2 mL hasta serumu konur ve 0.25 mL seri dilisyonu
yapilir; 2) Uzerine antijen eklendikten sonra, karistirilir ve 37°C’de 48 saat su
banyosunda inkibe edilir; 3) Blokan antikor yoklugunda, batin tiplerde 4+
aglitinasyon meydana gelirken blokan antikor varliginda prezonu takiben
tiplerde aglitinasyon géraltr?.
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Sekil 1. Brusellozda olusan aglitinan ve blokan antikorlar.

Coombs’ (anti-insan globulin) testi: Blokan antikorlari ve prezon fenomenini
ortadan kaldirarak aglutinasyon testinin duyarliigini artiran bir yéntemdir. STA
testindeki tuplerin yUksek devirde santriflj edilmesi sonrasinda Uzerlerine anti-
insan IgG (Coombs’ serumu) damlatiimaktadir. Bu ydntem iki farkl sekilde
uygulanabilir:

a) STA testindeki tipler 2000 xg’de 15 dakika santrifiij edilir, sGpernatan
atihr ve kalan antijen PBS (phosphate-buffered saline) (pH: 7.2) ile kanigtirilir.
Santriflij ve yikama islemi 3 kez tekrar edilir. Son yikamadan sonra 0.9 mL
PBS ve 0.1 mL anti-insan IgG eklenir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. STA
Coombs’ serumu eklendikten sonraki titreler kaydedilir'.

b) Yukaridaki islemler ayni sekilde uygulanir. Santrifij islemi 3000 xg'de
20 dakika yapilir. En son yilkamadan sonra supernatan atilir ve Uzerine 15 pl
Coombs’ serumu eklenir. 37°C’de 30 dakika inkibasyon sonunda sonuglar
degerlendirilir'3.

Merkaptan testleri: 2-ME ve dithiothreitol (DTT) kullanilarak yapilan bu
yontemde, IgM antikorlarinin disilfit baglar indirgenmektedir. Serum érneginin bu
maddelerle muamele edilmesi sonrasinda IgM yapisindaki antikorlar aktivitesini
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kaybederken, IgG yapisindaki antikorlar etkilenmemektedir''. STA’'ya goére bir
tlp azalma anlamh kabul edilir. STA testi ile total antikor dlzeyi belirlenirken,
2-ME ve DTT testleri ile 1IgG antikorlarn tespit edilmektedir. 2-ME testi inaktif
formun aktif kronik enfeksiyondan ayirt edilmesinde kullanilabilir. Relaps gelisen
olgularda IgG ve IgA yuksekligi, bu yéntemle Coombs’ ve ELISA ydntemine
gore daha iyi tespit edilmektedir'®. Dikkat edilmesi gereken nokta, kalan titrenin
sadece IgG’yi degil, IgA varlhigini da ifade ettigidir*.

“Dipstick” testi: Brucella‘'ya 6zgul IgM’nin tespiti akut brusellozun kronik
olgulardan ayirt edilmesini saglar. Bu yéntem, kolorometrik bir yéntem olup,
hizli sonu¢ verir ve kolay uygulanabilir. 5 uL hasta serumu ile 250 uL reaktif
kanstirilir. Antijen kapl strip ile U¢ saat inkibe edilir. Kirmizi boyanmis antijen
bandinin goérilmesi testin pozitifligini géstermektedir (Sekil 2). Boyanmanin
siddetine gbre 1+’den 4+’e kadar derecelendirilir. Smiths ve arkadaslarinin'®
yapmis olduklarn ¢alismada, testin 6zgulligu %98.6; duyarliligi ise hastaligin
ilk iki ayllk dénemi icin %89, 2-4 ay icin %83.1, 4-6 ay icin %32.6 ve >6 ay
slre icin %29.8 olarak bulunmustur. Hastalik 6ykusu kisa olan akut bruselloz
olgularinin tanisinda kullanilabilir. Hastalik 6ykisu uzun olan olgularda 6zgul IgM
yaniti azalacag icin, dipstick testi negatif sonu¢ verebilir. Test sonucu negatif
olan serum &rnekleri diger yéntemlerle (Coombs’ veya kultir yéntemi gibi)
dogrulanmalidir. Ozel egitimli personel gerektirmeyen bu testin reaktiflerinin
uzun sureli oda isisinda saklanabilmesi de avantajlarn arasindadir'.

Sekil 2. Dipstick testinde kirmizi bant gériimesi pozitif, gérilmemesi
negatif olarak degerlendirilir.

Akim ybéntemi (Flow Assay): Brucella‘ya 6zgul IgG ve IgM antikorlarini
tespit eden immunokromatografik bir yontemdir. Bu yéntemin STA ve 2-
ME’e gore daha duyarl oldugu belirtiimektedir'®. Yapilan galismalarda testin
duyarhh@r %96 ve %100, 6zgulligu %96 ve %99 olarak bildirilmistir'® 20,
Hizli, kolay uygulanabilir ve ekipmana ihtiyac gdstermeyen bu yéntemde, bir
damla serum 6rnegi kullanilarak 10-15 dakika iginde sonug alinabilmektedir
(Sekil 3). Akut, persistan ve kronik olgularin takibinde kullanilabilir. Akut veya
subakut olgularda IgM flow assay orta dlizeyden (2+) c¢ok gucluye (4+)
kadar boyanma gosterirken, 1gG zayif boyanmadan (1+) orta dizeye (2+)
kadar boyanma gosterir. Hastaligin ilerleyen dénemlerinde IgG 2+ iken, IgM
1+ boyanma go&sterir.
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Sekil 3. Akim yontemi ile alinan negatif ve pozitif sonuglar.

Enzim immdin yéntemi (ELISA): Bu ydntem IgG, IgM ve IgA duzeylerinin
belirlenmesine olanak saglar. Klinik yorumu daha iyidir. Galismalarda duyarllik
ve 0zgulluglu STA’ya goére daha yuksek bulunmustur (Tablo I). Noérobruselloz
tanisinda Ustandur?'. Yapilan calismalarda farkli bakteriyel antijenlere
(6rn. korpuskuler antijen, S-LPS veya protein antijenleri) karsi gelisen antikorlarin
saptanabildigi belirtiimektedird4'" 22,

Tablo I. Akut ve Kronik Brusellozun Tanisinda Kullanilan
Bazi Yontemlerin Karsilastirmasi

Akut Bruselloz Kronik Bruselloz
Yontem Duyarliik (%) Ozgullik (%)  Duyarliik (%)  Ozgullik (%)
Kan ve kemik iligi kaltara 53 100 5 100
STA =160 92 100 45 100
ELISA IgG =1.600 mg/dL 98 98 100 98
ELISA IgM =100 mg/dL 100 36 82 36
ELISA IgA =100 mg/dL 99 89 89 100

Akut brusellozda 6zgul IgM tek basina veya IgG ve IgA ile birlikte
yUkselirken, kronik brusellozda tek basina IgG veya IgG+IgA birlikte
yukselmektedir?®. Anti-Brucella IgA, hastaligin erken déneminde olugmakta,
ilk ay suresince 6nemli bir yikselme géstermekte, ancak daha sonra IgG’den
daha dusuk duzeylerde kalmaktadir+?4. Brucella’da IgA yaniti, STA testi
disinuldiginde minimal éneme sahiptir ve bu konuda yapilan calismalar
yetersizdir®. Buna karsin akut olgularda, IgM ELISA testinin duyarlihigi %80
iken, 1gG ve IgM’nin birlikte saptanmasinin duyarlihd %90-100 arasinda
saptanmaktadir®. Subakut olgularda IgM’nin performansi azalirken, IgG daha
iyi sonuc vermektedir; bazi olgularda ise her ikisi de negatif olabilir®. Memish
ve arkadaslarnin® calismasinda, bakteriyemik olan bruselloz olgularinda STA
testinin performansi (duyarliik %95.6, 6zgulluk %100), ELISA yéntemine gore
(duyarhlik ve 6zgullik IgG icin %45.6 ve %97.1; IgM icin %79 ve %100; IgG
ve IgM birlikte %94.1 ve %97.1) daha iyi bulunmustur. Yapilan caligmalar, akut
brusellozda IgG, dizeyinin diger IgG alt tiplerine gére daha fazla yikseldigini,
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kronik olgularda ise IgG, diizeylerinin digerlerine gbre daha ylksek oldugunu
go6stermistir??. Dolayisiyla taninin zor oldugu durumlarda, 1gG, dominanthg:
yardimci bir belirleyici olabilir.

Akut bruselloz olgularinin %5-40’Iinda relaps gelismekte ve bu olgularda
her zaman kultir pozitifligi olmayabilmektedir?. Bu durumda klinik bulgular
ve serolojik testler &nem arz eder™. Yapilan bir calismada, relaps olgulari
Coombs’ testi/lgG ile %83; IgA ile %58; STA ile %25 oraninda tespit edilmis,
IgM ile tespit edilememistir. ELISA IgG, IgA ve Coombs’ titrelerindeki yukselme
relapsin iyi bir géstergesi iken, IgM titresinde yukselme olmamaktadir*'s.
Bazen klinik olarak relaps gelisimi oldugu halde, hi¢ bir serolojik bulgu
saptanmayabilir. Relaps sirasinda serolojik degisikligin meydana gelme zamani
hastadan hastaya degismektedir. Hastalarin %40’inda relaps zamaninda en
disUk titre saptanmaktadir, sonrasinda serolojik degisiklikler baslamaktadir.
Akut hastaligin tedavisinden sonra 1.ve 3. aylarda serolojik takip yapilmaldir.
IgG titresindeki her ylkselme relapsin belirtisi olabilir'®. Ariza ve arkadaslarinin®
relaps olgularini izledikleri calismalarinda, hastaligin ilk 6 ay icerisinde, ELISA
IgG titresinin Coombs’ testi ile, ELISA IgM’in STA ile benzer oldugu, ELISA
IgA titresinin ise IgG ELISA/Coombs’ ve IgM ELISA/STA titreleri arasinda yer
aldigi bildiriimektedir. IgG ve IgA ELISA dizeyleri ile DTT aglitinasyon dizeyleri
benzer uyum gbéstermektedir ve bu veri 2-ME ve DTT testlerinin gercekten
IgM’i inaktive ettigini ispatlamaktadir.

Kronik olgularda baglangic titresinden bagimsiz olarak IgG duzeyi yiksek
kalmaktadir. Klinik olarak iyilesmeye ragmen, IgG titresi uzun sire kalici olabilir
ve bu siklikla baslangi¢ titresinin yuksekligi ile iligkilidirt. IgG, IgM ve IgA’nin
ELISA ile tespiti STA ve 2-ME aglitinasyona gére daha ézguldur. Fokal odakl
hastalarda IgG ve IgA duzeyleri daha yavas dusmektedir, zira bu hastalarda klinik
iyilesme daha yavas meydana gelmektedir. Hastanin bagvurudaki IgG duzeyleri
hastaligin suresini belirleyen en énemli faktdr olup, tedaviden 12 ay sonrasina
kadar relaps gelismeksizin kanda yuksek titreler tespit edilebilmektedir*.

Serolojik galismalardaki en buyuk sikintilardan birisi gcapraz reaksiyonlarin
varligidir ve bu durum S-LPS antijeninin kullanildigi ELISA yéntemi icin de
gecerlidir. Geligtirilen yansmal (kompetetif) ELISA yénteminin 6zgulliga ise
daha yuUksektir; zira S-LPS’nin O-polisakkaritinde sik olarak yer alan epitopa
karsi 6zgul monoklonal antikorlarin kullaniimasiyla gapraz reaksiyonlarin siklig
azaltlmistir. Bu yontemin IgG’yi tespit etmedeki duyarliligi %98.3, 6zgulluga
%99.7 olarak bulunmustur?.

ELISA yontemi, diger aglitinasyon yontemlerine gére daha gok pozitiflik,
daha yuksek titreler ve farkli sinif antikorlari tespit etme avantajina sahiptir; ancak
kati fazin ve anti-globulinin yapisina baglh olarak farkli sonuglar alinabilmektedir.
Bu durum yéntemin duyarliidini, 6zgulliguni ve uygulanabilirligini etkilemektedir®.
Ayrica, antikor profili her zaman klinikle uyumlu olmayabilir ve titreler uzun sure
pozitif kalabilir. ELISA testleri, aglutinasyon yéntemlerine gbére daha pahal,
donanim ve deneyim gerektiren testlerdir. Araj ve arkadaslarinin® yaptigi
karsilastirmal bir calismada, RB ve STA ydnteminin basit, guvenilir ve ucuz
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olduklari icin akut bruselloz olgularinda kullanilabilecegi, kronik ve komplike
olgularda bu yéntemlerin olgularin %7’sini kagirabilecegi ve dolayisiyla bu
hastalarda ELISA yonteminin tercih edilebilece@i vurgulanmistir.

Brucellacapt testi: Son yillarda gelistiriimis olan bir hemaglltinasyon
yéntemidir. Kuyucuklar insan kaynakl 1gG, IgM ve IgA antikorlarlarina karsi
antikorlarla (Coombs’ antikorlar) kaphdir (Sekil 4). Kuyucuklarda sulandirilan
hasta serumu Uzerine boyall B.abortus antijeni damlatilir ve 24 saat 37°C’de
inklbasyon sonrasinda reaksiyon degerlendirilir. Brucella’ya karsi olusan her
Uc antikoru ve blokan antikorlari da tespit ettigi icin saptadig: titreler STA
ve Coombs’ yéntemine gére daha yuksek, duyarliik ve 6zgulluga de bu
yontemlere gbre daha fazladir®®. Bu yéntemde tim Brucella’ya karsi olusan
(6zellikle S-LPS) antikorlar bulunmaktadir. Orduna ve arkadaslar®® Brucellacapt
ve Coombs’ testlerinin duyarlligini, esik titresi 1/160 olarak alindiginda sirasiyla
%95.1 ve %91.4, 6zgulligunu ise %81.5 ve %96.2 olarak bildirmis; esik titresi
1/320 olarak alindiginda duyarlligin sirasiyla %91.5 ve %82.9, 6zgulligun ise
%97.4 ve %100 oldugunu ifade etmiglerdir. Ardic ve arkadaslari® Coombs’
testini referans test, esik titresini ise 1/160 olarak kabul ettiklerinde, duyarlilik,
6zgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerlerinin Brucellacapt testi icin sirasiyla,
%55.6, %90 ve %83.3 olarak bulmuslardir. Bu arastiricilar esik titresini 1/320
olarak aldiklarinda bu degerlerin sirasiyla, %100, %59.1, %88.6 ve %100
oldugunu vurgulamiglardir®.
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Sekil 4. Brucellacapt yonteminde pozitif ve negatif reaksiyon.

Diger serolojik testler arasinda yer alan kompleman birlesmesi,
radioimmunassay ve floresan antikor ydntemleri ise kompleks, zaman
alici, radyasyon zararli, zor ve okunmasi subjektif olan testler olup, rutin
laboratuvarlarda bruselloz serolojisinde tercih edilen yéntemler degildirler.
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