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Brusellozun tanisi temel olarak, kan ve/veya kemik iligi kiltiirii ile serumda yuksek titrede 6zgiil
antikor tespiti veya serokonversiyonun gosteriimesine dayanir. Hastahigin rutin serolojik tanisinda,
Rose Bengal testi ile tarama yapilmakta, pozitif bulunan érnekler standart tiip agliitinasyon (STA) testi
ile dillisyonlu olarak cahsiimaktadir. Ancak blokan antikorlarin varligi nedeniyle STA testinde yalanci
negatif sonuclar alinabileceginden, bu testin Coombs anti-Brucella (CAB) veya yakalamali agltinasyon
(Immunocapture agglutination; ICA) testleriyle dogrulanmasi gerekmektedir. Son yillarda tilkemizde
gelistirilen Brucella Coombs jel testi ise (ODAK Brucella Coombs Gel Test, Toprak Medikal, istanbul),
aglitinasyon esasina dayanan yeni ve hizli bir yéntem olarak kullanima sunulmustur. Bu test, Coombs
antikorlari iceren jel matriksin bulundugu kuyucuklarda gerceklestiriimekte ve sonuglar iki saat icinde
gorsel olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada, brusellozun serolojik tanisinda Brucella Coombs jel
testinin (BCGT) etkinliginin, STA, CAB ve ICA yontemleriyle karsilastirilarak belirlenmesi amaglanmustir.
Calismaya, Ocak 2012- Agustos 2013 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonderilen bruselloz stipheli
olgularin serum orneklerinden, CAB testi (Seromed, istanbul) ile yuiksek pozitif (= 1/160) bulunan 31;
distk pozitif (< 1/80) bulunan 23 ve negatif bulunan 46 6rnek olmak tizere toplam 100 6rnek dahil
edilmistir. Tiim 6rnekler, STA (Seromed, istanbul), ICA (Vircell, ispanya) ve BCGT (islab, istanbul) yéntem-
leriyle titrasyonlu olarak caligilmistir. STA, CAB ve BCGT testleri ile > 1/160, ICA testi ile > 1/320 olarak
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saptanan titreler pozitif olarak kabul edilmistir. Testler arasindaki uyum Cohen kappa (k) analizi ile deger-
lendirilmistir. Calismamizda, orneklerin yedisi STA ile, 30’u ICA ile, 32'si ise BCGT ile pozitif bulunmus;
28 ornek her {i¢ yontem ile de pozitif olarak saptanmistir. CAB ve BCGT poxzitif iki ornekte ICA duistik
titre/negatif; ICA ve BCGT pozitif bir 6rnekte CAB diistik titre/negatif; CAB ve BCGT dusuk titre/negatif
olan bir 6rnekte ise ICA pozitif sonug vermistir. STA testi, pozitiflik oraninin ¢cok dusiik olmasi nedeniyle
kappa analizine dahil edilmemis; diger yontemler arasinda ise miikkemmel uyum saptanmistir (CAB ile
ICA icin k= 0.887, CAB ile BCGT icin k= 0.977, ICA ile BCGT icin k= 0.907). Sonug olarak calismamizda,
BCGT yoénteminin hem CAB hem de ICA testleriyle mikkemmel uyum gosterdigi; testin uygulamasinin
pratik oldugu; iki saat gibi kisa bir zamanda sonug verdigi ve degerlendirmenin gorsel acidan diger yon-
temlere gore daha kolay oldugu belirlenmistir. BCGT rutin calismalar icin onerilebilmekle birlikte, daha
fazla sayida olgu ve kontrol 6rneklerini iceren genis kapsaml calismalarla 6zgillik ve duyarlihiginin ortaya
konulmasi gerektigi dustindlmastdr.

Anahtar sézciikler: Brucella; Coombs jel testi; serolojik tan.

ABSTRACT

Diagnosis of brucellosis basically depends on blood and/or bone marrow culture and demonstration
of high titer specific antibody or seroconversion in serum. In routine serological diagnosis of the disease,
after screening with Rose Bengal test, the positive samples are studied with standart tube agglutination
(STA) test with serial dilutions. However false negative results can be seen in STA test due to the existence
of blocking antibodies, this test should be verified with Coombs anti-Brucella (CAB) or immunocapture
agglutination (ICA) tests. In recent years Brucella Coombs gel test (ODAK Brucella Coombs Gel Test,
Toprak Medikal, Turkey) developed in our country, was available as a new and rapid agglutination based
method. The test is performed in vials that contain Coombs antibodies within gel matrix and results
are evaluated visually within two hours.The aim of this study was to compare the efficacy of Brucella
Coombs gel test (BCGT) with STA, CAB and ICA methods in serological diagnosis of brucellosis. A total
of 100 serum samples with suspected brucellosis sent to our laboratory between January 2012-August
2013 in which 31 high positive (= 1/160), 23 low positive (< 1/80) and 46 negative samples diagnosed
with CAB test (Seromed, Turkey) were included in the study. All the samples were studied using titrations
with STA (Seromed, Turkey), ICA (Vircell, Spain) and BCGT (Islab, Turkey) methods. With STA, CAB and
BCGT tests > 1/160, with ICA test > 1/320 were accepted as positive titers. The correlation between the
tests were evaluated with Cohen’s kappa (k) analysis. In our study, seven of the samples yielded positive
results with STA, 30 with ICA, and 32 with BCGT. The number of the sera which yielded positive results
with all three methods was 28. Two samples positive with CAB and BCGT resulted low titer/negative
with ICA, one sample positive with ICA and BCGT resulted low titer/negative with CAB, and one low
titer/negative sample with CAB and BCGT yielded positive with ICA test. STA test was not included in the
statistical evaluation due to its very low positivity rate. According to the kappa analysis, almost perfect
agreement was detected between the other methods (k= 0.887 for CAB and ICA, k= 0.977 for CAB and
BCGT, k= 0.907 for ICA and BCGT). In conclusion, BCGT method showed excellent correlation with both
CAB and ICA tests; the application of the test was practical; resulted in a short time such as two hours
and visually evaluation was determined to be practical compared to other methods. Although BCGT can
be recommended for routine diagnostics, evaluation of specificity and sensitivity with comprehensive
studies including a greater number of cases and control samples should be considered.

Keywords: Brucella; Coombs gel test; serological diagnosis.
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GIRi$

insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan Brucella tiirleri, hiicre ici yerlesim gosteren
gram-negatif, aerop, kiiciik basillerdir'. Bruselloz, diinyanin en fazla yaylim alanina
sahip zoonozu olarak tarif edilmektedir'-2. Bircok doku ve organin tutulabildigi brusel-
lozda klinik semptomlar 6zgul olmadigindan, bilinmeyen kokenli ates olgularinin ayirici
tanisinda klinisyenlerin brusellozu da arastirmalari 6nerilmektedir'. Hastaligin inkiibas-
yon siiresi ortalama 2-3 hafta olup, ates (siklikla ondilan), gece terlemesi, sirt agrisi,
kas agrisi ve istahsizlik gibi 6zgll olmayan bulgular ortaya cikar. Bruselloz sirasinda,
osteomyelit, hepatomegali, splenomegali, menenijit, endokardit ve epididimo-orsit gibi
cok cesitli komplikasyonlarin gelisebildigi de bilinmektedir>.

Brusellozun tanisindaki iki 6nemli kriterden biri, klinik 6rnekten Brucella spp. izolasyo-
nu; digeri ise klinik bulgular esliginde serumda etkene 6zgiil yiiksek titrede antikor var-
liginin tespiti ve serokonversiyonun gésterilmesidir®. Hastaligin serolojik tanisinda rutin
laboratuvarlarda kullanilmakta olan serolojik testlerin 6zgullik ve duyarliliklari farklilik
gostermekte, bu nedenle testlerin kombine calisilmasi énerilmektedir®. Ornegin blokan
antikorlarin varligr nedeniyle standart tiip aglitinasyon (STA) testinde yalanci negatif
sonuglar alinabileceginden, bu testin Coombs anti-Brucella (CAB) veya yakalamali agli-
tinasyon (Immunocapture agglutination; ICA) testleriyle dogrulanmasi gerekmektedir.
Yapilan ¢alismalarda CAB ve ICA yontemlerinin 6zglilliik ve duyarliiinin birbirine yakin
oldugu bildirilmistir®”.

Son yillarda ulkemizde gelistirilen Brucella Coombs jel testi ise (ODAK Brucella
Coombs Gel Test, Toprak Medikal, istanbul), agliitinasyon esasina dayanan yeni ve hizli
bir ydntem olarak kullanima sunulmustur®®. Bu test, Coombs antikorlari (anti-insan 1gG)
iceren jel matriksin bulundugu kuyucuklarda gerceklestirilir. Test sirasinda yuksek devirde
santrifiij ve Coombs serumu muamelesi ile blokan antikorlarin baglanmasi saglanmak-
ta, sonuclar 2 saat icinde gorsel olarak degerlendirilmektedir. Sunulan bu calismada,
brusellozun serolojik tanisinda Brucella Coombs jel testinin (BCGT) etkinliginin, diger
yontemlerle karsilastirilarak belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2012- Agustos 2013 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonderilen
bruselloz siipheli olgularin serum 6rneklerinden, CAB testi (Seromed, istanbul) ile yiik-
sek pozitif (> 1/160) bulunan 31; dislik pozitif (< 1/80) bulunan 23 ve negatif bulunan
46 ornek olmak Uzere toplam 100 ornek dahil edildi. Tim &rnekler, STA (Seromed,
istanbul), ICA (Vircell, ispanya) ve BCGT (islab, istanbul) yéntemleriyle titrasyonlu olarak
calisildi. STA, CAB ve BCGT testleri ile > 1/160, ICA testi ile > 1/320 olarak saptanan
titreler pozitif olarak kabul edildi.

Brucella Coombs Gel Test (BCGT)

Bu yontemde 6nce serum diliisyonlari, dilisyon plaginda her hasta icin ayrilan kuyu-
lar icinde yapildi. Birinci kuyuya 100 pl, diger kuyulara 50 pl sulandirim sivisi konulduk-
tan sonra birinci kuyulara her bir hasta serumundan 5’er pl eklenerek karistirildi; diger
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kuyulara 50°ser yl gecirilerek seri dills-
yonlari (1/40-1/2560) hazirlandi; son " : L
kuyudan 50 pl alinarak disari atildi. Daha
sonra tim kuyulara 50 pl brusella antijen
stspansiyonu ilave edildi, karistinildi ve
plagin Gzeri kapatilarak 37°C’de inkibe
edildi. Bu sirada kullanilacak olan jel
matriks mikrottpleri, ilgili serum numa-
ralari ile isaretlendi. inkiibasyon sonra-
s plak iyice calkalandiktan sonra ilgili
kuyudaki karisimdan 50 pl alinarak jel
matriksteki ilgili mikrotlipe pipetlendi. f

Mikrotiipler 20 dakika 37°C’de inkii- B v -
basyondan sonra, Ureticinin Onerdigi Negatif Positive
uygun devirde 20 dakika santrifiij edildi.  Resim 1. Brucella Coombs jel testinde negatif ve pozitif
Sonuclar gorsel olarak degerlendirildi.  sonuglarin gérinimi.

Degerlendirmede; antikor yoklugunda

pembe brusella antijenlerinin tlpun

dibine ¢6kmesi negatif, antikor varliginda pembe antijen ve antikor kompleksinin jelin
Ustlinde kalmasi pozitif olarak kabul edildi (Resim 1).

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007 ve PASS
(Power Analysis and Sample Size) 2008 Statistical Software (Utah, ABD) programi kulla-
nildi. Calisma verileri degerlendirilirken, tanimlayici istatistiksel metodlarin (siklik, oran)
yani sira, niteliksel verilerin karsilastirimasinda Cohen kappa (k) analizleri yapildi'®.
Anlamlilik p< 0.05 diizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, CAB testi ile pozitif (= 1/160) bulunan 31 ve dislk titre/nega-
tif (0-1/80) bulunan 69 o6rnek; STA, ICA ve BCGT yontemleri ile degerlendirilmistir.
Orneklerin 7’si STA ile, 30’u ICA ile, 32'si ise BCGT ile pozitif bulunmustur. Her ii¢ yon-
tem ile de pozitif olarak saptanan 6rnek sayisi 28’dir. CAB ve BCGT pozitif iki 6rnekte
ICA dustk titre/negatif; ICA ve BCGT pozitif bir 6rnekte CAB dustik titre/negatif; CAB ve
BCGT dusuk titre/negatif olan bir 6rnekte ise ICA pozitif sonug¢ vermistir. BCGT ile CAB
ve ICA testlerinin karsilagtirmali sonuclari sirasiyla Tablo | ve II'de verilmistir. STA testi,
pozitiflik oraninin ¢ok diistik olmasi nedeniyle karsilastirmaya ve kappa analizine dahil
edilmemis; diger yontemler arasindaki uyum Tablo IlI'de gosterilmistir.

TARTISMA

Brusellozun laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul edilen kan kiltirinin
duyarliigi, laboratuvarin pratigine, kullanilan yonteme, kanda dolasan bakteri mikta-
rna ve bakteri tiiriine gére degismekte olup, pozitiflik orani %15-70 arasindadir'*.
Brucella’'nin retikiloendotelyal sistemde gorece olarak daha yiksek konsantrasyonda
olmasi, kemik iligi kiltlrlerinde izolasyon sansini artirmaktadir. Ancak akut bruselloz
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Tablo I. BCGT ile CAB Testi Sonuglarinin Karsilastirlmasi*
Coombs Anti-Brucella Testi (CAB)
0 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 Toplam
0 45 - - - - - - - 45
1:40 1 14 - - - - - -
1:80 - 3 5 - - - - -

Brucella 1:160 - - 1 6 - - - -
Coombs .35
jel testi

(BCGT)  1:640 - ; ] .

1:1280 - - - -
1:2560 - - - - - - 1 1
Toplam 46 17 6 11 10 5 4 1

-
(%]

—_

w

w
'

N
'
'
—
© N N OV N N ©®

o

* > 1/160 titreler pozitif, <1/80 titreler diisiik titre/negatif olarak degerlendirilmistir.

Tablo Il. BCGT ile ICA Testi Sonuglarinin Karsilastiriimasi*

Immunocapture Agliitinasyon Testi (ICA)

0 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 Toplam

0 39 6 - - - - - - - 45
1:40 - 6 9 - - - - - - 15
1:80 - - 4 3 1 - - - - 8
gﬁ‘:;"’gs 160 - -1 2 - - - - 7
jel testi  1:320 - - - - 4 2 1 - - 7
(BCGCT) 1640 - ; ; ; - 3 5 1 ; 9
1:1280 - - - - - - 1 3 3 7
1:2560 - - - - - - - - 2 2
Toplam 39 12 14 5 9 5 7 4 5 100
* > 1/160 titreler pozitif, <1/80 titreler diisiik titre/negatif olarak degerlendirilmistir.
Tablo Ill. Yontemler Arasindaki Uyum (Kappa Analizi)
Yontemler PKD NKD Dogruluk Kappa*
CAB ile BCGT 96.88 100.0 99.00 0.977
ICA ile BCGT 90.63 98.53 96.00 0.907
CAB ile ICA 93.33 95.71 95.00 0.887

* k= 0.81-0.99, mitkemmel uyum olarak degerlendirilmistir'®. CAB: Coombs anti-Brucella testi; BCGT: Brucella
Coombs jel testi; ICA: Immunocapture agliitinasyon testi; PKD: Pozitif kestirim degeri; NKD: Negatif kestirim degeri.
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olgularinin %5-40"Inda relaps gelistiginden bu olgularda her zaman kiiltlr pozitif-
ligi olmayabilir'#. Bu durumda klinik bulgular ve serolojik testler énem arz eder.
Enfeksiyonun ilk haftasinda serumda lipopolisakkarit (LPS) antijenlerine karsi IgM anti-
korlari ortaya cikmakta, bunu iki hafta icinde IgG antikorlari takip etmektedir. Her iki
tip antikor da dordiinct haftada en yilksek diizeye ulasir. Buna karsin relaps sirasinda
serolojik degisikligin olusma zamani hastadan hastaya degismektedir.

Brucella agliitinasyon testleri, brusellozun serolojik tanisinda énemli bir yer tutmakta-
dir. Rutin uygulamada, Rose Bengal testi ile pozitif bulunan 6rnekler tip aglitinasyon ve
diliisyon deneyleri ile degerlendirilir*>. Standart tiip agliitinasyon (STA) testi tiim diinya-
da bruselloz tanisi icin kullanilan en yaygin yontemdir. Bu testte, bakterinin ylizeyindeki
oOzellikle S-LPS’ye karsi olusan total antikorlar saptanmaktadir. STA testinin dezavantaij,
yalancl pozitif ve yalanci negatif sonuclarin, yorumlamada sikinti yaratmasidir. Yalanci
pozitiflik, diger gram-negatif bakterilerle capraz reaksiyonlar nedeniyle ortaya cikarken,
yalanci negatiflik enfeksiyonun ¢ok erken dénemine, blokan antikorlarin varligina ya da
prezon olayina bagli olabilir. Bu durum, kompleman birlesmesi testi, 2-merkaptoetanol
testi, Coombs anti-Brucella (CAB) testi ve yakalamali aglitinasyon (Immunocapture
agglutination; ICA) testi ile giderilebilir. Yapilan calismalarda, ICA testinin CAB testi ile
yuksek uyumluluk gosterdigi ve her iki yontemin de STA testinden daha yuksek duyarlilik
ve 6zgiillige sahip oldugu bildirilmistir''-13. Serra ve arkadaglarinin' calismasinda da,
brusellozun tani ve takibinde CAB ile ICA testi arasinda duyarlilik ve 6zgdilliik agisindan
istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir. Bizim calismamizda, CAB testi ile pozitif (>
1/160) bulunan 31 ve dusuk titre/negatif (0-1/80) bulunan 69 o6rnek diger testlerle
degerlendirildiginde; STA ile yedi, ICA ile 30 ve BCGT ile 32 ornekte pozitif sonug
alinmistir. Her ¢ yontem ile de pozitif olarak saptanan ornek sayisi 28 olup, CAB ve
BCGT pozitif iki ornekte ICA dusuk titre/negatif; ICA ve BCGT pozitif bir ornekte CAB
disuk titre/negatif, CAB ve BCGT dustik titre/negatif olan bir ornekte ise ICA pozitif
bulunmustur. STA testi ile alinan pozitif 6rnek sayisinin ¢cok diistik olmasi nedeniyle bu
test istatistiksel olarak degerlendirme disinda birakilmistir. Diger testler arasindaki uyum
analizinde kappa degeri; CAB ile ICA icin 0.887, CAB ile BCGT icin 0.977, ICA ile BCGT
icin ise 0.907 olarak hesaplanmis ve tiimi miikemmel uyum olarak degerlendirilmistir'®
(Tablo Il1).

Brucella Coombs jel testi (BCGT)'nin, llkemizde gelistirilen ve ticari olarak kullani-
ma sunulan yeni bir test olmasi nedeniyle, yerli ve yabanci literatiirde konu ile ilgili bir
calismaya ulasilamamis ve karsilastirma yapilamamistir. Ancak Kocagéz'iin bir derleme
yazisinda, bu yéntemin Coombs’lu STA ile kiyaslandigi ve glvenilirliginin kanitlandig
(yayinlanmamig veri) ifade edilmektedir. Uretici firma tarafindan verilen bilgilere gére;
BCGT'nin B.abortus, B.melitensis ve B.suis ile reaksiyon verdigi, Coombs testi ile %99
uyumlu oldugu ve hem tarama hem de titrasyon amaciyla kullanilabilecek hizli ve
ekonomik bir test oldugu belirtilmektedir'>. Bizim yaptigimiz bu én calismada, BCGT
yonteminin hem CAB hem de ICA testleriyle mikemmel uyum gésterdigi; testin uygula-
masinin pratik oldugu; iki saat gibi kisa bir zamanda sonug verdigi ve degerlendirmenin
gorsel acidan diger yontemlere gore daha kolay oldugu belirlenmistir. Calismamizin
en onemli sinirlamalari, 6rnek sayisinin kisith olmasi ve kultur sonuclari ile karsilastir-
manin yapilamamis olmasidir. Sonug olarak, yeni bir yontem olan BCGT'nin rutin tani
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laboratuvarlarinda yerini alabilmesi icin, 6zgullik ve duyarliiginin kiltirle dogrulanmig
olgu ve kontrol gruplarini iceren genis kapsamli calismalarla ortaya konulmasi gerektigi
dustnilmastir.
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