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ABSTRACT

AIM: The aim of the study is to analyze the efficiency of combina-
tion of RBPT, STAT and ELISA tests on patients with brucellosis
where the diagnosis is dependent on the compatible clinical and
epidemiological findings with negative RBPT and/or STAT test
results.

METHODS: The serum samples of 66 patients having clinical and
epidemiological findings compatible with brucellosis were ana-
lyzed using the combination of RBPT, STAT and ELISA tests. Both
positive and negative samples were re-analyzed for seropositivity
by using the STAT or ELISA tests together. The results were sta-
tistically analyzed with the SPSS 16.0 computer program using the
Fisher Exact test. The significance level was defined as p< 0.05.

RESULTS: Serum samples tested for brucellosis using the RBPT
were found to be seropositive in 45.5% and seronegative in 54.5%.
The seropositive group had a 73% seropositivity with the combina-
tion of STAT and ELISA tests. The seronegative group also had a
25% seropositivity with the combination of STAT and ELISA tests.
Both groups’ seropositivity rate significantly increased after the
combination of the tests (p<0.05).

CONCLUSION: It seems that the combination of RBPT, STAT
and ELISA tests increases the rate of seropositivity in patients with
negative RBPT and /or STAT tests, particularly with a pre-diagno-
sis of brucellosis.
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0ZET

AMAGC: Bu calismada RBPT ve/veya STAT testleri negatif olan kli-
nik ve epidemiyolojik olarak bruselloz ile uyumlu hastalarda RBPT,
STAT ve ELISA kombinasyonunun tanidaki etkinliginin degerlendi-
rilmesi amagland.

YONTEM: Kiinik ve epidemiyolojik olarak brusellozla uyumiu 66 olgu-
nun serum 6regi RBPT, STAT ve ELISA ile test edildi. RBT pozitif ve
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negatif kisilerde STAT ve/veya ELISA test sonuglar seropozitiflik y6-
nidnden karsilastinildi. Veriler SPSS 16.0 bilgisayar programina girildi.
Sonuclann istatistiksel analizi icin Fischer Exact testi yapildi. p<0,05
anlamiilik diizeyi olarak kabul edildi.

BULGULAR: Brusella antikorlari yéniinden RBPT ile test edilen se-
rumlarin %45,5’i seropozitif, %54,5°(i seronegatif olarak bulundu.
iki farkli testin (STAT ve/veya ELISA) pozitifligi birlikte degerlendi-
rildiginde seropozitiflik orani RBPT pozitif grupta %73 iken RBPT
negatif grupta ise %25 olarak saptandi. Testlerin kombinasyonu
her iki grupta da seropozitiflik oranini anlamii olarak artirdi (p<0,05).

SONUC: RBPT, STAT ve ELISA kombinasyonunun ézellikle bru-
selloz 6n tanisi ve RBPT velveya STAT icin negatif testleri olan
hastalarda daha fazla test pozitifligini sagliyor gibi géziikmektedir.

Anahtar kelimeler: bruselloz; tanisal testler; rutin; serolojik testler

Giris

Bruselloz, tim dinyada gorilebilen zoonotik bir
hastalik olup ilkemizde endemiktir. Halen 6nemli
bir halk saglig1 problemi olan bruselloz, herhangi bir
organi tutabilen sistemik bir enfeksiyon hastaligidir.
Multisistemik bir hastalik olmast ve bircok hastalikla
kolayca karisabilen degisik belirti ve klinik bulgularla
seyretmesi nedeniyle enfeksiyonun kesin tanist, sade-
ce klinik belirti ve bulgulara dayanilarak konulamaz.

Bruselloz tanist hastanin 6ykist, klinik belirti ve bul-
gulari, rutin hematolojik ve biyokimyasal laboratuar
testleri, radyolojik tetkikleri ve brusellaya 6zgii mik-
robiyolojik tant metotlart birlikte degerlendirilerek
yapilmalidir. Brusellozun laboratuar tanisi, bakterinin
klinik 6rneklerden izolasyonu, kan serumunda bru-
sella antikor yanitlarinin gésterilmesi veya molekiiler
yontemlerle mikroorganizmaya 6zgi ntkleik asit ta-
yininin yapilmasindan ibarettir.
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Bakteri izolasyonu altin standart olarak kabul edil-
mekle birlikte yavas tireyen bir bakteri olmast nedeni
ile brusellanin izolasyon orant dustktir. Kiltirden
bakterinin izolasyon orani bakterinin tipine, hastali-
gin evresine, antibiyotik kullanimina, klinik 6rnegin
tirine, miktarina ve kullanilan kiltir metoduna bagh
olarak, akut olgularda %80-90 iken, kronik olgularda
kiiltiir pozitifligi %30-70 arasinda degisir. Ozellikle
kronik olgularda etken ¢ogunlukla izole edilemez ve
laboratuar kaynakli enfeksiyon gelisme riski nede-
niyle, 6zel biyo—guvenlik kosullarini gerektirir. Bu
yluzden giniimiizde tanida en yaygin olarak serolojik
testler kullanilir'=.

Insan brusellozunun tanisinda standart/serum tiip
agglutinasyon testi (STAT), Rose Bengal plate testi
(RBPT), Coombs testi (CT) ve enzim bagl immu-
nosorbent assay (ELISA) en fazla kullanilan serolojik
testlerdir’'’. Gunumiizde bruselloz tanist icin kul-
lanilan en yaygin serolojik test RBPT olup, endemik
bélgelerde insan brusellozunun tanisinda tarama testi
olarak kullanilmaktadir'>*,

RBPT testinin tant kapasitesi, daha 6nceden temas
veya hastalik 6ykisii olmayan olgularda yiiksek iken,
tekrarlayan temas varliginda ve gecirilmis enfeksi-
yonda diigiiktiir. Bu nedenle, enfeksiyonun endemik
oldugu bolgelerde, reenfeksiyon/rekiirrens veya yeni
gecirilmis enfeksiyon 6ykiisi olan bireylerde tanida
tek basina kullanilmasi uygun degildir. RBPT 6zel-
likle tek basina kullanildiginda yalanct pozitiflik ve
negatiflikler gortlebilmektedir. Bu ytizden sonuclar
Standart Tup Aglutinasyon test (STAT) veya ELISA
gibi daha 6zgiil testlerle teyit edilmelidir®?.

RBPT basit, ucuz ve etkili bir test olmasina ragmen,
STAT, kompleman fiksasyon testi (CFT) ve ELISA
gibi diger testlerden daha az duyarh oldugu kabul edi-
lir. RBPT nin tek bagina veya STAT ya da ELISA ile
birlikte iyi bir tarama testi oldugu iddia edilmektedir.
Ancak, ti¢ testin karsilastirmali duyarliligy ile ilgili az
sayida calisma yapilmustir. Ozellikle, RBPT ve STAT
testlerindeki yalanci negatifliklere baglt yanls tanilarin
onlenmesi icin ELISA gibi diger testler ile teyit edilmesi
gerekir. Bu calisma, endemik bélgede yasayan bruselloz
6n tanit hastalarin serumunda anti brusella antikorla-
rinin saptanmasinda ¢ serolojik testin (RBPT, STAT
ve ELISA) etkinligini degetlendirmek amactyla yapildi.

Yontem

Bu calisma Bozok Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuart kayitlarinin incelenmesi ile
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retrospektif olarak yapildi. Ekim 2012 ile Subat 2013
tarihleri arasinda klinik ve epidemiyolojik bulgulartyla
brusella tanist alan hastalarin verileri kullaniarak calisma
tamamlandi. Calisma sirasinda Helsinki Deklarasyonu
olgiitlerine uyularak katthmcilarin kimlik ve kisilik bilgi-
leti korundu. Tlgili bélimden gerekli izinler alindi.

Bruselloz 6n tanust ile takip edilen 66 hastadan alinan
serum 6rnegi RBPT (Metser lab. TURKIYE), STAT
(Cromatest Linear Chemicals. S. L. SPAIN) ve ELISA
(Vircell ELISA Anti—Brucella IgM ve IgG) testleriyle
degerlendirildi. Lam tzerine hasta serumu ve sonra
bir damla RBPT antijen kitinden eklendi, elde dort
dakika cevrildi ve agliitine olanlar pozitif olarak kabul
edildi. ELISA antikorlart tretici firmanin Gnerileri
dogrultusunda arastirildt ve sonuglar antikor indeksi
olarak hesaplandi. Antikor indeksi 11 ve tstii olanlar
porzitif, 9-11 arasinda olanlar ara deger, 9 ve altinda
olanlar negatif olarak degerlendirildi. STAT testi i¢in-
se serumda 1/160 titre ve tstiindeki érnekler STAT
pozitif olarak degerlendirildi.

RBPT testi ile pozitif ve negatif sonu¢ elde edilme-
sine gore ornekler iki gruba ayrildi. RBPT pozitif ve
negatif olan gruplarin STAT ve ELISA testleri ile
kombinasyonu sonrasi toplam pozitiflik oraninin de-
gisimi degerlendirildi.

Veriler SPSS 16.0 bilgisayar programmna girildi.
Istatistik analiz icin Fischer Exact testi kullanildi. P<
0.05 anlamlilik dizeyt olarak kabul edildi.

Bulgular

Brusella antikorlari yoniinden RBPT ile test edilen
serumlarin %45,5’i seropozitif, %54,5’1 seronegatif
olarak bulundu. RPBT ile seropozitif 30 6rnegin 19’u
(%63.3) ELISA IgG, 18’1 (%60) STAT ile seropozitif
olarak degerlendirildi. RPBT ile seronegatif bulunan
orneklerin %13.8’inde ELISA ve %11’inde STAT ile
seroporzitiflik saptandi. Tki farkli testin (STAT ve/
veya ELISA) porzitifligi birlikte degerlendirildiginde
RPBT seropozitif grupta 22 (%73); RBT seronegatif
grupta ise 9 (%25) 6rnekte brusella antikoru pozitif
bulundu. Toplamda brusella i¢in testlerin kombine
edilmesi 66 hastada 39 hastanin pozitif test sonucu
vermesine sebep oldu. Testlerin kombinasyonu son-
rast elde edilen toplam %59 pozitiflik orani, RBPT
ile test sonucu elde edilen %45.5’lik pozitiflik oranina
gbre anlamli olarak daha ytiksektir (p< 0.05).

Calismada yer alan laboratuar testlerinin sonuclari
Tablo 1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Klinik ve epidemiyolojik ozellikleri ile brusella 6n tanisi alan 66 hastanin antikor sonuglarinin farkl testlere gére pozitiflik oranlari

SEROLOJIK RBPT POZITIF RBPT NEGATIF
TESTLER N=30, %45.5 N=36, %54.5
STAT POZITIF 18 (%60) 4 (%11.1)
ELISA IgG POZITiF 19 (%63.3) 5 (%13.8)
STAT ve/veya ELISA POZITIF 22 (%73) 9 (%25)

RBPT: Rose Bengal plate testi, STAT: Standart/serum tiip agglutinasyon testi, ELISA: Enzim bagl immunosorbent assay testi

Tartisma

Calismamiz bulgulariyla bruselloz tanisinda kullani-
lan testlerin kombinasyonunun seropozitiflik oranini
artirdigint gosterdik.

Bruselloz tiim diinyada yaygin olarak gériilen zoono-
tik bir hastaliktir. Insanlarda ve hayvanlarda hastalik
olusturan bruselloz tlkemizde endemik olup, ekono-
mik kayiplara yol agan 6nemli bir halk sagligi proble-
mi olarak karsimiza ctkmaktadir.

Bruselloz, herhangi bir organi tutabilen sistemik
bir enfeksiyon hastaligidir. Bir¢ok hastalikla kolay-
ca karisabilen degisik semptom ve klinik bulgularla
seyrettiginden enfeksiyonun tanisi, sadece klinik be-
lirti ve bulgulara dayanilarak konulamaz. Bu neden-
le Bruselloz tanisinda hastanin 6ykisi, klinik belirti
ve bulgular, rutin hematolojik ve biyokimyasal test-
ler, radyolojik tetkikler ve brusellaya 6zgii mikrobi-
yolojik tant metotlart birlikte degerlendirilmelidir.
Giunimiizde epidemiyolojik ve klinik olarak brusel-
loz ile uyumlu olgularin kiltiir veya serolojik testler
ile dogrulanmasi brusellozda tedaviye baslamak i¢in
yeterlidir. Hastadan alinacak detaylh 6yki ve bakteri-
nin Uretilmesi tanida halen standart yontemdir.

Brusellaya 6zgii tant metotlart bakterinin izolasyo-
nu, serolojik olarak Brusellaya 6zgii antikor yanitla-
rinin ya da antijenlerinin gosterilmesi ve molekiler
yontemlerle mikroorganizmaya o6zgu niikleik asit
tayininden ibarettir. Bakteri izolasyonu altin stan-
dart olarak kabul edilmekle birlikte yavas tireyen bir
bakteri olmast nedeniyle izolasyon orant dusiktar.
Kiltiirden bakterinin izolasyon orani bakterinin ti-
pine, hastaligin evresine, antibiyotik kullanimina,
klinik 6rnegin tiriine, miktarina ve kullanilan kualtir
metoduna bagli olarak degisiklik gosterir. Ozellikle
kronik olgularda etken ¢ogunlukla izole edilemez
ve laboratuar kaynakli enfeksiyon gelisme riski ne-
deniyle, 6zel biyogiivenlik kosullar1 gerektirir. Bu

yluzden, serolojik testler giiniimiizde tanida yaygin
olarak kullanilir'=.

Bruselloz tanisi icin kullanilan en yaygin serolojik test
Rose Bengal plate testi (RBPT) olup, endemik bol-
gelerde insan brusellozunun tanisinda tarama testi
olarak kullanilmaktadir. RBPT’nin tant degeri, daha
onceden temas veya hastalik ykiisii olmayan olgu-
larda yiiksek iken tekrarlayan temaslarin varliginda
ve gegcirilmis enfeksiyonda dusiktiit®’. Bu nedenle,
brusella endemik bélgelerde, reenfeksiyon/rekiirrens
veya yeni gecirilmis enfeksiyon 6ykisii olan bireyler-
de tanida tek bagina kullanilmast uygun degildir'>*%.

Aktif brusellozu olan olgularda RBPT nin duyarliligs
ve Ozgulligi %75-100 iken, kronik ve komplike ol-
gularda yalanci negatiflik nedeniyle testin duyarhilig:
%33-50 arasinda degisit"""". Bu yizden RBPT gibi
hizli aglitinasyon testleriyle alinan sonuglarin STAT
ve ELISA gibi daha 6zgiil yontemlerle dogrulanmasi
gerekmektedir' 1",

Bu ¢alismada, brusellozla uyumlu semptomlart uzun
stire devam eden ve epidemiyolojik olarak brusellozla
iliskili hastalarda RBPT ile seropozitiflik orant %45,5
olarak bulundu. RBPT ile seropozitif bulunan 6rnek-
ler STAT ve ELISA ile test edildiginde ise seropozi-
tiflik oran1 sirastyla %60 ve %063,3 olarak tespit edi-
lirken, STAT ve ELISA birlikte degerlendirildiginde
ise seropozitiflik orant %73 olarak bulundu. RBPT
ile seronegatif bulunan 6rnekler ELISA ve STAT
ile degerlendirildiginde seropozitiflik orani sirasiyla
%13,8 ve %11,1 olarak bulunurken, STAT ve ELISA
birlikte degerlendirildiginde seropozitiflik orani %25
olarak tespit edildi (p<0.001).

RBPT basit, ucuz ve etkili bir test olmasina ragmen,
standart tip agliitinasyon testi (STAT), kompleman
fiksasyon testi (CFT) ve enzim bagli immunosorbent
assay (ELISA) gibi diger testlerden daha az duyarh-
dir® 1%, Ozellikle, tek basina kullanildiginda rastlanilan
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yalanct negatifliklerin 6nlenmesi i¢in daha duyarlt ve
6zgul yontemler kullanilmali veya farkl calisma pren-
sibi olan testler birlikte degerlendirilmelidir.

ELISA yontemi, blokan antikorlardan etkilenmedigi
icin, kronik olgularin tanimlanmasinda ELISA-IgG

daha duyarlt bir yéntem olarak gérilmektedir™'.

STAT’indaki en 6nemli yalanct negatiflik durumu
komplike ve kronik olgularda goriilmektedir. Bu du-
rumda KBT, 2-ME testi, ELISA veya Coombs’ testi
calistlmalidir®'>"7.

Indirekt ELISA, brusellozis taramasinda tek basina
veya RBPT e ek olarak kullanilabilecek iyi bir test ola-
bilit'*2". Serolojik testlerin karsilastirildigt diger calis-
malarda ELISA'nin duyarlilik ve 6zgtllighi STAT ’a
esit veya daha yuksek bulunmustur>®'*12,

Mantur ve arkadaslart ELISA” nin STAT ’a gére daha
yiksek duyarlilikta oldugunu (akutta %28, kronik-
te ise %55 daha fazla duyarlhilik) gostermislerdir'”.
ELISA, 6zellikle kronik ve nérobruselloz gibi komp-
like bruselloz olgularinda STAT dan daha duyarl bu-
lunmustur™!, Kiltir, tant icin altin standart olmakla
birlikte duyarliligr diisiiktiir. Ozellikle kronik olgular-
da etken ¢ogunlukla izole edilemez. Kiiltiir laboratu-
ar kaynakli enfeksiyon gelisme riski nedeniyle, 6zel
biyogtivenlik kosullarini gerektirdiginden serolojik
testlerden ELISA, STAT ve RBPT’ye ek olarak kulla-
nilabilecek iyi bir tan1 testi olabilir.

Sonug¢ olarak calismamiz bulgularina gore; RBPT,
STAT ve ELISA kombinasyonunun 6zellikle bru-
selloz 6n tanist ve RBPT ve/veya STAT icin nega-
tif testleri olan hastalarda daha fazla test pozitifligini
sagliyor gibi gozitkmektedir.
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