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OZET

Amag: Bruselloz, Gram negatif bir bakteri olan brusella tiirlerinin neden oldugu son derece bulasici bir
zoonotik hastaliktir. insan brusellozunun tanisinda ¢ok cesitli serolojik testler kullaniimaktadir. Brusellozun
serolojik tanisinda siklikla tercih edilen yontem olan tiip agliitinasyon testi, blokan antikor varligin1 tespit
edemediginden yalanci negatif sonuglara yol agabilmektedir. Bu ¢alismada farkl iki test olan Rose Bengal
testi (RBT) ve immuncapture- agliitinasyon (Brucellacapt) testi sonuglarinin analiz edilmesi ve bu testlerin
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmstir.

Materyal Metod: Calismaya, Agustos 2009 - Agustos 2011 tarihleri arasinda Kiziltepe Devlet Hastanesi
mikrobiyoloji laboratuarina ¢esitli polikliniklerden gelen 220 hastadan alinan serum 6rnegi dahil edilmistir.
Her bir hasta serumunda hem RBT (ADR Diagnostics, Medico Chemistry) hem de Brucellacapt (ADR
Diagnostics, Medico Chemistry) testleri ¢alisilmistir. Her iki test de {retici firmanin talimatlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Brucellacapt testinde 1/160 serum titresi esik deger olarak kabul
edilmistir. Calisma grubuna klinik bulgulara dayanarak bruselloz stiphesi olan 220 hasta dahil edilmistir.
Bulgular: Serum o6rneklerin serolojik olarak incelenmesi ile her iki test 146 (%66,4) hastada negatif
bulunurken, hem RBT hem de Brucellacapt testinin pozitif oldugu hasta sayist ise 59 (%26,8) olarak
bulunmustur. Ek olarak sadece RBT testinin pozitif oldugu hasta sayist 9 (%#4,1), sadece Brucellacapt
testinin pozitif oldugu hasta sayisi ise 6 (%2,7) olarak tespit edilmistir. Toplamda RBT 68 hastada (%30.,9),
Brucellacapt testi ise 65 hastada (%29,5) pozitif olarak bulunmustur.
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Sonug: Bolgemizde brusellozun endemik bir problem olarak devam ettigi tespit edilmistir.

RBT, bruselloz tanisinda, tecriibeli eleman gerektirmeyen, yorumlanmasi kolay, maliyeti diisiik ve
teknik olarak da kolay uygulanabilir bir testdir. Brucellacapt testi de kolay ve pratik bir test olup bruselloz
tanisinda tamamlayici bir test olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz, Rose Bengal, Agliitinasyon

ABSTRACT

OBJECTIVE: Brucellosis is extremely infectious zoonosis caused by the Gram-negative bacteria of the
genus Brucella. Several serological tests have been used for the diagnosis of human brucellosis. Although
standard tube agglutination test is the frequently preferred method for the serodiagnosis of brucellosis, it may
cause false negative results due to its incompetence in detecting the blocking antibodies. In this study,
analysis of the results obtained with two different tests which are Rose Bengal test (RBT) and
immunocapture- agglutination test (Brucellacapt) for detection of Brucella-specific antibodies in an area of
endemicity and evaluation of usefulness of these tests were aimed.

METHODS: Atotal of 220 sera from different groups of patients from various polyclinics were included the
study between August 2009 and August 2011 dates. Rose Bengal test (ADR Diagnostics, Medico-
Chemistry) and Brucellacapt (ADR Diagnostics, Medico- Chemistry) were performed for each serum
sample. Both of the tests were performed according to manufacturer's recommendations. The threshold
serum titre was accepted as 1/160 in Brucellacapt test. In this study, 220 patients with suspected brucellosis
based on clinical findings were included.

RESULTS: Asaresult of Serological examination of the clinical samples both ofthe RBT

and Brucellacapt tests were negative in 146 (66.4%) patients. Both of the RBT and Brucellacapt tests were
positive in 59 (26.8%) patients. In addition, only RBT was positive in 9 (4.1%) patients and only Brucellacapt
test was positive in 6 (2.7%) patients. Totally, RBT was positive in 68 patients (30.9%) and Brucellacapt test
was positive in 65 patients (29.5%).

CONCLUSION: Brucellosis continues to be an endemic problem in our region. RBT is a very useful test for
the diagnosis of human brucellosis and hasn't got technical difficulties since they didn't require skilled
personnel and high-cost material and easy to interpret. Brucellacapt is also simple and practical test and it is
suitable complementary test for diagnosis of brucellosis.

Key words: Brucellosis, Rose Bengal, Agglutination

GIRIS Malta hummasi, Cebelitarik, Kibris ya da Akdeniz
Bruselloz, Gram negatif bir bakteri olan Brucella ~ atesi, Bang's hastaligi, Ondiilan ates gibi degisik
tiirlerinin neden oldugu ileri derecede enfeksiy6z isimlerle de adlandirilmaktadir. Hastalar ates, tistime,
olabilen ve ¢oklu organ sistemlerini etkileyebilen  artralji, bas agrisi, yorgunluk ve gii¢siizliik gibi
zoonotik bir hastaliktir. Brucella abortus, Brucella ~ spesifik olmayan semptomlar gosterirler. Bruselloz
suis ve Brucella melitensis, brusellozun siklikla insidansiin bazi Akdeniz ilkelerinde ve ozellikle
izole edilebilen {i¢ tiirii olup sirastyla sigir, domuz ~ hayvanciligin 6nemli oldugu gelismekte olan
ve koyun ile kegileri enfekte ederler. Bu hayvanlar, tilkelerde yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu
insanlar i¢in ciddi bir rahatsizlik olan insan tilkelerdeki rapor edilen hastalik insidanslar1 biiyiik
brusellozu vakasinin kaynagidirlar. Bruselloz; degisiklikler gosterir (<0,01->200/100.000).
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Degisken oranlar patognomonik semptomlarin az
oldugu bu hastalikta tani koymadaki zorlugu
gostermektedir (1).

Insan brusellozu tanisinda birgok serolojik test
kullanilmaktadir. Wright ve arkadaslar1 tarafindan
1897 yilinda gelistirilen serum tiip agliitinasyon
testi (SAT) hala diger testlerin karsilastirildigi
referans test olma 6zelligini stirdiirmektedir. Rose
Bengal testi (RBT), kompleman fiksasyon testi,
indirekt Coombs testi, enzim immunoassay
(ELISA) ve son zamanlarda kullanilan
immuncapture-agliitinasyon (Brucellacapt) testi
tanida kullanilan diger testlerdir. Ancak bu testleri
yorumlamak populasyonun biiyiik bir kisminin
hayvanlarla ve hayvansal iirtinlerle temasinin
oldugu ve etkene karsi antikor gelistirebildigi
endemik bolgelerde siklikla zordur (2).

RBT insan brusellozunun tanisinda siklikla hizli
tarama testi olarak kullanilan bir plak agliitinasyon
testidir. Bu testin duyarliligi ¢ok yiiksektir (>%99)
ancak 6zgulligi dusiiktiir

(3). Uygulamasi kolay bir test oldugundan, kisith
imkanlar1 olan kii¢iik laboratuvarlar i¢in uygun bir
test olabilir. Ancak Diinya Saghik Orgiitii
kilavuzlar1 RBT sonuclarinin diger testlerle
dogrulanmasin1  onermektedir (4,5). Ozellikle
brusellozun endemik oldugu bdlgelerde,
hastalikla tekrar karsilasma durumunda veya yeni
gecirilmis enfeksiyon hikayesi olan bireylerde
tanida tek basina kullanilmamasi tavsiye
edilmektedir (6).

Inkomplet antikorlar1 tespit eden Coombs testi ve
immunocapture-agliitinasyon testleri insan
brusellozu tanisinda daha yiiksek sensitivite ve
spesifisite ile hastaligin hem ilk evresinde, hem de
ileri dontisimlii vakalarda, ayrica relaps ve
reenfeksiyonlarin tanisinda benzer performans
gostermislerdir (3). SAT, bruselloz tanisinda en
cok tercih edilen test olsa da blokan antikor
tespitinde inkompetansa yol agarak yalanci negatif

sonuglanabilmekte fakat Coombs testi ile blokan
antikorlar tespit edilebilmektedir. Bu test uzun
sirmesi ve zahmetli olmasi nedeniyle
laboratuvarlarda rutin tanida direkt olarak
kullanilmaz. Son zamanlarda total antikor tespitinde
bloklayici antikor varligini hi¢ engellemeyen ve daha
pratik olan Brucellacapt kullanilmaktadir (7).
Brucellacapt testindeki kuyucuklar insan kaynakli
IgG, IgM ve IgA antikorlarina karsi antikorlarla
(Coombs antikorlar1) kaphdir. Brucellaya karsi
olusan her ti¢ antikoru ve blokan antikorlar1 da tespit
ettigi icin daha yliksek titreler elde edilmektedir.
Ayrica SAT ve Coombs yontemine gore daha yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliiktedir (8).

Bu ¢alismada bruselloz i¢in endemik bir bolgemizde
farkl1 iki test olan RBT ve Brucellacapt test
sonug¢larinin analiz edilmesi ve bu testlerin
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi
amaglanmustr.

GEREC VEYONTEM

Calismaya, Agustos 2009- Agustos 2011 tarihleri
arasinda Kiziltepe Devlet Hastanesine gelen ve
bruselloz stiphesi olan 220 hasta dahil edilmistir.
Hasta grubu; uzun siireli yorgunluk, bas ve sirt
agrisi, istahsizlik, kilo kaybi, listime, ates, gece
terlemesi, lenfadenopati, hepatosplenomegali,
depresyon, halsizlik ve uykusuzluk gibi belirti ve
bulgular1 olan, brusellozdan siiphelenilen yetiskin
kisilerden olusturulmustur. Her bir hasta serumunda
es zamanl olarak RBT (ADR Diagnostics, Medico
chemistry) ve Brucellacapt (ADR Diagnostics,
Medico chemistry) testlerinin her ikisi de
calisilmistir.

RBT i¢in 50 pl serum 6rnegi ile negatif ve pozitif
kontroller i¢in damlalar lam test tlizerinde farkl
halkalara konulmusdur. Rose Bengal reaktifi (ADR
Diagnostics, Medico chemistry) kullanimdan 6nce
oda sicakligina getirilerek hafifce calkalanmis ve test
edilecek 6rnegin yanina bir damla ilave edilmis ve
karistirilarak tiim halka yilizeyine yayilmistir. Lam 4
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dakika boyunca calkalanarak goriinen her
cokelme ve/veya tipik kenar goriintiisii pozitif
sonu¢ olarak kabul edilmistir. Brucellacapt testi
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda
uygulanmistir. Kisaca, serum dilusyonlarindan
50'ser ul anti-total insan immunoglobulini ile
kapli U-tabanli mikrotitre plakalara konmus ve
sonra 50 pl antijen silispansiyonu tiim ¢ukurlara
eklenmistir. Plakalar yapiskan bir bantla ayrilmis
ve 37°C'de 24 saat boyunca karanlik ve nemli
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
1/160 ve tizeri titrasyonlarda ¢gukurun tabanindaki
cokelme goriilmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir.
Test sonuclarinin istatistiki olarak
karsilastirilmasinda McNemar Testi kullanilmis
(SPSS V16.0) ve anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 220 bruselloz stipheli
serum O6rneginin serolojik incelenmesi sonucunda
hem RBT hem de Brucellacapt testi 59 hastada
(%26.8) pozitif olarak bulunurken, 146 (%66.4)
hastada her iki test negatif olarak belirlenmisdir.
Sadece RBT testinin pozitif oldugu hasta sayis1 9
(%4,1), sadece Brucellacapt testinin pozitif
oldugu hasta sayisit ise 6 (%2,7) olarak tespit
edilmistir. Toplamda Rose Bengal testi 68 hastada
(%30,9), Brucellacapt testi ise 65 hastada (%29.,5)
pozitif olarak bulunmustur (Tablo 1). Iki test
arasinda istatistiksel olarak  anlamli  fark
(p=0.607).

uyum iyi derecede

bulunamamustir Iki test arasindaki
(kappa=0.838) ve istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.001).

TARTISMA

Insan brusellozunun tedavisinde basarisizliklar
ve relapslar, kas eklem tutulumu,
norobruselloz ve endokardit gibi siddetli

komplikasyonlara yol acabilmektedir. Hastaligin

kesin tanis1 brusellaya neden olan etkenin kan, kemik
iligi ya da diger dokulardan izolasyonuna dayanir.
Ancak kiiltir islemleri zaman alicidir ve duyarliligi
kisisel laboratuvar pratigi, kandaki bakteri miktar1 ve
kullanilan metoda gore degismekle birlikte %15-70
arasindadir. Retikiiloendotelyal sistemde brusella
konsantrasyonu goreceli olarak daha yiiksek olmasi
nedeniyle kemik iligi kiiltiirti bruselloz tanisinda
altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat bu
yontem invazif bir yontemdir ve duyarlilif1 yiiksek
degildir. Bu nedenlerle klinisyenler siklikla
hastaligin indirekt kanitlarin1 dikkate alma
egilimindedirler. Ozgiil antikorlarin yiiksek ya da
yiikselen degerleri gecici tantya olanak saglar. Rutin
tanida bir¢ok serolojik test mevcuttur ancak yalanci
negatif sonuclar1 engellemek i¢in en az iki serolojik
test kombinasyonu 6nerilmektedir. Genellikle serum
agliitinasyon testi ilk kullanilan testtir. Kompleman
fiksasyon ya da Coombs testi ise agliitinasyon
testinin sonucunu onaylarlar. Bruselloz tanisinda
ELISA diger serolojik testlerden daha duyarli ve
ozguldiir (9).

Hastaligin i1lk haftast boyunca serumda
lipopolisakkarit antijenlerine karsi gelisen IgM
antikorlar1 goriiliir. Bunu ikinci haftada goriilmeye
baslayan IgG antikorlar takip eder. Her iki antikor
izotipi de 4. haftada zirve degere ulasir. Antibiyotik
kullanim1 hem IgM hem de IgG smift antikorlarin
azalmasiyla iliskilendirilmistir. SAT hastaligin
tanisinin dogrulanmasinda

en sik kullanilan serolojik testtir. Tan1 uygun klinik
semptomlarla birlikte, serokonversiyon tespiti ya da
yiiksek antikor titreleri (>1/160) mevcudiyeti ile
konulur. Klinik olarak ciddi bi¢imde brusellozdan
sliphelenilen hastalardaki seropozitivite eksikligi
hastaligin erken sathasindaki test performansina ve
“prezone” fenomeni de denen bloklayici antikorlarin
(non- agglutinating, inkomplet) varligina bagh
olabilir. Klinik goriiniim i¢in spesifik IgM, IgG ve
IgA antikorlarin1 6lcen ELISA yontemi daha iyi
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klinik yorum saglar ve SAT ile goriilebilen yalanci
negatiflik/pozitiflik engellenmis olur (10).

Ayrica endemik olmayan alanlarda genellikle
mikrobiyolojik kiiltiir metodlar1 ve ileri
immiinolojik degerlendirmelerin yapilmasi teknik
olarak zahmetlidir ve yorumlanmasi zordur. Bu
testler taninin gecikmesine yol agcabilmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 kiiciik laboratuvarlarda bile
uygulanabilecek basit, hizl1 ve dogru sonug veren
bir tan1 metoduna gereksinim duyulmustur. Bu
durum bizi brusellozun sik goriildigi bolgemizde
immiinkaptiir teknigine bagli test yontemi ile RBT
yontemini degerlendirmeye tesvik etmistir.
Mantur ve ark. imminkaptiir tekniginin hastaligin
tim evrelerinde SAT'a ustinligi oldugunu
gostermisler ancak Coombs testine gore anlamli
bir tstiinliik tespit etmemislerdir . Ayrica relaps
tanisinda faydali bir metod oldugunu
gostermislerdir. Immiinkaptiir ve Coombs
testlerinin bruselloz sonug¢larinin
degerlendirilmesindeki karisiklig1 gidermede
daha sensitif oldugu bulunmustur. Coombs testi
zahmetlidir, yorumlamasi subjektiftir ve beceri
isteyen bir testtir. iImmiinkaptiir tekniginde ise
subjektif okuma hatalar1 yoktur, uygulanmasi
kolaydir ve bu yontemin sonuglari tekrarlanabilir
goriinmektedir. Bu nedenle immiinkaptiir
teknigini 6zellikle brusellozun endemik oldugu
tilkelerde 6nermektedirler (11).

Orduna ve ark. benzer sekilde SAT, Coombs anti-
Brusella testi ve Brucellacapt testlerini
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma  sonucunda
Brucellacapt testi insan brusellozu tanisinda
hastaligin ilk evrelerinde, uzun doniisimli
olanlarda, relapslarda ve reenfeksiyonlarda
yliksek sensitivite ve spesifiteye sahip bulunmus
olup bruselloz tanisinda Brucellacapt ve Coombs
testlerinin sonuglarinin paralellik gosterdigi
bildirilmistir. Brucellacapt testini Coombs testi ile
karsilastirdigimizda, her ne kadar tanisal smnir

olarak kullanilan 1/320 den daha diisiik titrelerde
spesifitesi hafif sekilde diisse de, Coombs testine
gore daha sensitiftir ve genellikle daha yiiksek titreler
gosterir (8).

Ciftci ve ark. bruselloz siiphesi olan hastalarda RBT,
SAT, Coombs testi, Rivanol tiip agliitinasyon testi ve
ELISA (IgA, 1gG ve IgM) testlerinin sonuglarini
karsilastirmislar. Orneklerde prezon fenomeninin
goriilmedigini belirtmislerdir. Bu ¢aligmada onceki
calismalardan farkli olarak Brusella Coombs tiip
agliitinasyon testi tan1 sansini arttirmamaistir. Ayrica
Brusellanin serolojik tanisinda RBT ve SAT
testlerinin hala etkili oldugu, Rivanol tiip
agliitinasyon testinin sonuglarininin SAT testi ile
benzer bulundugu ve bu testin 6zellikle bruselloz
relapst olan hastalarda kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ek olarak IgA ve IgG antikor
titrelerinini birlikte 6lcen ELISA testinin brusellozda
tan1 koyabilme sansini arttiran ve hastaligin
takibinde faydali bir metod olarak bulundugu
vurgulanmistir (12).

Glizelant ve ark. RBT, SAT, Brucellacapt ve ELISA
testlerini karsilastirdiklar1 calismalarinda  kiiltiir
uygulanamayan hastalarda bruselloz tanisinda
SAT'!n yeterli olmadigini, Brucellacapt ve/veya
ELISA ile kombine edilmesi gerektigini
onermiglerdir. Ayrica bruselloz takibinde
Brucellacapt testinin uygun olmadigini; onun yerine
ELISA (IgM ve IgG) testlerinin kullaniminin daha
uygun olacagini bildirmislerdir. Sirmatel ve ark.
brusellozun serolojik tanisinda SAT, RBT ve ELISA-
IgG ve IgM yontemlerinin performanslarini
degerlendirmislerdir. ELISA ve RBT, SAT'dan daha
az duyarli bulduklari i¢in bruselloz tanisinda SAT'nin
hala en giivenilir metod oldugu sonucuna
varmiglardir (13,14). Yine baska bir c¢alismada
Aliskan ve ark. Brucellacapt testinin brusellozun
tanisindaki degerini arastirmiglardir. Calismalarinda
Coombs ve Brucellacapt metodlar1 arasindaki uyumu
%100 olarak tespit etmisler ve kiiltiir referans metod
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olarak kabul edildiginde Brucellacapt testinin
duyarliligini %92 (23/25), 6zgillugiini ise %100
(31/31) olarak bulmuslardir. Calismalarinin
verilerine gore bruselloz tanisinda Brucellacapt
testi 1yi performans gostermis olmasina ragmen,
daha genis ve kapsamli verilere ihtiya¢ oldugu
kanaatine varmislardir (7). Ardi¢ ve ark. Coombs
ve immiinkaptiir-agliitinasyon testlerini
karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda Coombs  testi
cut-off degeri 1:160 olarak
duyarlilik, 6zgiillikk, PPV ve NPV
degerlerini sirastyla %97,3, %155,6, %90 ve
%83,3 olarak bildirmislerdir. SAT i¢in aym
oranlari sirastyla %97,3, %88.,9, %97,3 ve %88,9
olarak bildirmiglerdir. Cut-off degerleri 1:320
olarak kabul edildiginde Brucellacapt testi ve SAT
icin bu degerleri sirastyla %100,

%59,1,%86,6 , %100 ve %388,6,%90,1,%96,9 ve
%71,4 olarak bildirmislerdir. Ozgiilliikleri her ne
kadar biraz diisiik olsa da Brucellacapt testinin her

alindiginda

iki cut-off degeri icin de duyarliliklarinin diger
caligmalarla uyumlu oldugunu tespit etmislerdir
(15). Bruselloziste bakterinin izole edildigi
testlerin zaman alic1 ve zor oluslarindan dolay1 bu
testlere nazaran dahada pratik olan serolojik testler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozgiilliik ve

duyarhiliklar farklilik gosteren serolojik testler ile
daha saglikli sonuglara ulasabilmek i¢in bu testlerin
kombine olarak kullanilmasi istenmektedir (16,17).
Gilintimiizde RBT ile birlikte siklikla kombine olarak
kullanilan STA testi
saptanmasinda yeterli olamamakta ve yalanci negatif

blokan antikorlarin

sonuclar verebilmektedir. Blokan antikorlarin tespiti
icin kullanilan coombs testi ise pratik bir test
olmadigi ve zaman aldig1 icin laboratuvarlarda
siklikla kullanilmamaktadir. Yeni gelistirilen ve
oldukca pratik bir test olan brucellacapt testi ise
blokan antikorlar da dahil olmak {izere total antikor
varligmin tespitinde kullanilmaktadir (7). Bizim
calismamizin sonuglari RBT ve Brucellacapt
testlerinin brusella tanisinda benzer oranlarda
pozitiflik verdigini gostermistir.

Sonu¢ olarak, bolgemizde bruselloz endemik bir
problem olarak devam etmektedir. Uygun anamnez
ve klinik bulgularla birlikte RBT insan brusellozu
tanisinda maliyet olarak ¢ok ucuz, karmasik bir
egitim gerektirmeyen, sensitivitesi yiiksek ve serum
seyreltmelerine kolay adapte olabilen yararli bir
testtir. Pratik bir test olan Brucellacapt testinin ise
kolay wuygulanabilir olmas1 bu testi bruselloz
tanisinda en uygun tamamlayici test yapmaktadr.
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