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Ozet

Amag: Bruselloz Brucella cinsi bakterilerin etken oldugu, 6zellikle gelismekte olan tilkelerde insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak
goriilen endemik bir zoonozdur. Brusellozun tanisinda mikroorganizmanin kiiltiirde tiretilmesi altin standart olmasina ragmen izo-
lasyon orani ¢ok diigiiktiir. Bu nedenle serolojik yontemler daha sik kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci yeni gelistirilen Brucella
Coombs Gel testi ile brusellozun serolojik tanisinda standart yontem olan Coombs’lu Standart Tiip Agliitinasyon testini (STA) kar-
silagtirmaktir.

Gereg ve yontem: Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ¢esitli kliniklerinde bruselloz 6n tanisi alan 74 hastanin serum érnegi
caligmaya dahil edildi. STA (Spinreact, Ispanya) testi 1/40-1/5120 aras1 diliisyonlarda caligildi. 24 saat inkiibasyondan sonra agliiti-
nasyon goriilmeyen tiiplere Coombs testi uygulandi. Brucella Coombs Gel testi firma 6nerileri dogrultusunda galisildi. Her iki testte
de 1/160 ve tistiindeki titreler pozitif kabul edildi.

Bulgular: Caligmaya alinan 74 serum 6rneginin 56’'sinda (%75.7) Coombslu STA testi ile 53’tinde (%71.6) Brucella Coombs Gel
testi ile pozitiflik saptanmistir. Coombs’lu STA testi ile kargilastirildiginda Brucella Coombs Gel testinin duyarlilig1 %94.6, 6zgiilliigii
%100, pozitif prediktif degeri %100 ve negatif prediktif degeri %85.7 olarak bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak bu ¢aligmada, Brucella Coombs Gel testinin brusellozun tanisinda ve takibinde kullanilan serolojik testlerden
Coombs testi ile benzer performansa sahip oldugu goriillmistiir.

Anahtar Sozciikler: Bruselloz, Brucella Coombs Gel test, Coombs, Standart tiip agliitinasyon

Abstract

Objectives: Brucellosis caused by Brucella genus is an endemic zoonosis which is widely seen in humans and animals especially in
developing countries. Although the growth of the microorganism in culture is a gold standard in diagnosis of brucellosis, the isola-
tion rate is very low. Thus, the serological methods are commonly used. This study aims to compare the newly developed Brucella
Coombs Gel test with standard tube agglutination (STA) test with Coombs that is the standard method in the serological diagnosis
of brucellosis.

Material and methods: The serum samples of 74 patients diagnosed with brucellosis in the various clinics of Selcuk University, Faculty
of Medicine Hospital were included in the study. STA test (Spinreact, Spain) was studied between 1/40-1/5120 dilutions. After 24
hours of incubation, Coombs test was applied to the tubes invisible agglutination. Brucella Coombs Gel test was performed in accor-
dance with companies recommendations. >1/160 titers were considered as positive in both tests.

Results: 56 (75.7%) and 53 (71.6%) of 74 patients included in the study were positive in STA test with Coombs and Brucella Coombs
Gel test respectively. When compared to STA test with Coombs, the sensitivity, specificity, positive predictive and negative predictive
values of Brucella Coombs Gel test were 94.6%, 100%, 100% and 85.7% respectively.

Conclusion: Brucella Coombs Gel test has performance similar to Coombs test is serological test used in the diagnosis and monitorng
of brucellosis
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Giris

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin etken oldugu, 6zel-
likle gelismekte olan tilkelerde insanlarda ve hayvanlarda
yaygin olarak goriilen endemik bir zoonozdur. Brusel-
loz, kontamine gidalarla etkenin agiz yoluyla alinmast,
deri ve mukozadaki siyriklar yoluyla infekte hayvanlarla
direkt temas veya infekte materyalin inhalasyonu ile bu-
lagir. Hastalik septisemik atesli hastalik seklinde goriile-
bilir veya lokalize olarak kemik, doku ve diger organlar:

Genel Tip Derg 2016;26(1):19-22
19



tutabilir (1-3). Degisken semptomlar, ayirt edici fiziksel
bulgularin yetersizligi ve hastaligin hem akut ve hem de
kronik agamalarinda subklinik ve atipik formlarin goriil-
mesi brusellozda klinik taniy1 zorlastirir. Bruselloz tani-
sinda mikroorganizmanin kiltiirde iiretilmesi altin stan-
dart olup hem bakteri tanimlanmas: hem de antibiyotik
duyarlilik testine olanak saglar (4, 5). Bruselloz tanisinda
nitkleik asit amplifikasyon testleri ya da antijenlerin tes-
piti yeni bruselloz olgular1 i¢cin diagnostik olmakla bir-
likte DNAnin basarili bir tedaviden sonra bile olgularin
kaninda bulunmasi bruselloz niikstinii belirlemek icin
yararli degildir (6, 7). Brucella kiiltiiriiniin zor, riskli ve
bakterilerin izolasyon oranlarinin diisitk olmasi nedeniyle
serolojik yontemler daha sik kullanilmaktadir. Rose Ben-
gal testi, standart tiip agliitinasyon testi (STA), Coombs’lu
STA, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ve
immunocapture-agglutination test (Brucellacapt) yaygin
kullanilan serolojik testlerdir (8, 9). Rutin laboratuvar-
larda siklikla kullanilmakta olan bu testlerin 6zgiillik ve
duyarliliklar: farkliliklar gosterdigi i¢in testlerin kombi-
nasyonlar1 kullanilmaktadir (10). Bu nedenle basit, hizli
ve kesin tani yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar
devam etmektedir (11). Bu ¢alismanin amaci brusellozun
serolojik tanisinda standart yontem olan Coombs’lu STA
ile yeni gelistirilen Brucella Coombs Gel testini kargilas-
tirmaktir.

Gere¢ ve Yontem

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratu-
varrna gesitli kliniklerden gonderilen bruselloz 6n tanili
74 hastanin serum Ornegi ¢alismaya alindi. STA (Spinrea-
ct, Ispanya)) testi son diliisyon 1/40-1/5120 olacak sekilde
caligildi. 24 saat inkiibasyondan sonra agliitinasyon ver-
meyen tiiplere Coombs testi uygulandi. 1/160 ve iistiinde-
ki titreler pozitif kabul edildi.

Brucella Coombs Gel testi (ODAK, ISLAB, Tiirkiye ) fir-
ma Onerileri dogrultusunda ¢alisildi. Serum 6rnekleri se-
rum diliient ile dilisyon pleytinde 1/20den 1/2560%a kadar
diliie edildi. Her diliisyona esit hacimde brucella antijeni
eklendi ve son diliisyon ilk tiipte1/40 son tiipte 1/5120 ola-
cak sekilde degerlendirildi. Diliie edilmis serumlar, i¢inde
anti-human IgG eklenmis jel matriks bulunan mikrotiip-
lere pipetlendi. 3000 rpmde 20 dakika santriftjj edildi ve
aglitinasyon degerlendirildi. Pembe renkli brusella an-
tijenleri tiipiin dibine ¢okmiisse negatif, pembe renkli
antijen-antikor kompleksi jelin tstiinde kalirsa pozitif re-
aksiyon olarak degerlendirildi. 1/160 ve tistiindeki titreler
pozitif kabul edildi.

Brucella Coombs Gel testinin duyarliligy, 6zglliigii, pozi-
tif prediktif degeri (PPD) ve negatif prediktif degeri (NPD)
Coombslu STA testi ile kargilastirilarak hesaplandi.

Tablo 1. Coombs’lu Standart Tiip Agliitinasyon Testi ve Brucella Coombs Gel Testi Sonuglarinin Karsilagtirilmasi.

Coombs’lu Brucella Coombs Gel Test Diliisyonlar1
STA
<1/40 1/40 1/80 1/160 | 1/320 1/640 1/1280 1/2560 1/5120 | Toplam

<1/40 15 15
1/40 2 2
1/80 1 1
1/160 1 2 4
1/320 2 2 1

1/640 1 9 1 14
1/1280 1 9 2 12
1/2560 3 7 2 12
1/5120 1 5 6
Toplam 15 2 4 5 11 13 10 7 74

BULGULAR lirlenmistir. Coombs’lu STA testi ile karsilagtirildiginda

Caligmaya alinan 74 hastanin 56’sinda (%75.7) Coombs’lu
STA testi ile 53inde (%71.6) Brucella Coombs Gel testi
ile pozitiflik saptanmugtir. 18 hasta her iki testte de nega-
tif olarak tespit edilirken ti¢ hasta Coombs’lu STA testi ile
pozitif Brucella Coombs Gel Testi ile negatif olarak be-
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Brucella Coombs Gel Testinin duyarlilig1 %94.6, 6zgiillii-
gli %100, PPD %100 ve NPD %85.7 olarak bulunmustur.
Coombs’lu STA ve Brucella Coombs Gel testleri ile elde
edilen sonuglarin karsilagtirilmasi tablo 1'de sunulmugtur.
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Tartisma

Brusellozun diinya c¢apinda yayginhig: ciddi halk sag-
lig1 sorunlar1 ve ekonomik kayba neden olmaktadir.
Multisistem tutulum, degisken ve sira dis1 klinik hastali-
gin tanisinda 6nemli zorluklar olusturmaktadir. Tanida
Brucella'ya 6zgli testlere ek olarak non-spesifik hema-
tolojik ve biyokimyasal testler kullanilmaktadir (4, 12).
Serolojik testler hizli, giivenli ve hassastir ve bu nedenle
rutin klinik uygulamada daha ¢ok tercih edilir. Bruselloz
tanisinda kullanilan standart serolojik test, STA testidir.
Testin en 6nemli dezavantaji hastaligin erken déneminde,
blokan antikorlar varliginda ve prezon olayinda yalanci
negatif sonuglar ¢ikmasidir. Blokan veya inkomplet an-
tikor varliginda Coombs serumu (anti-human globulin)
kullanilarak seropozitifligin ortaya ¢ikmasi saglanir (13,
14). SAT ve Coombs testlerinin emek yogun olmasi ve 24-
48 inkiibasyon gerektirmesi gibi nedenlerden dolay: kisa
zamanda giivenilir sonug veren testler gelistirilmektedir.

Son zamanlarda gelistirilen Brucellacapt testi immuno-
capture agliitinasyon teknigi ile kuyucuklarda gercek-
lesen bir Coombs’lu brusella agliitinasyon testidir (13,
14). Brucellacapt titreleri hastaligin evresinden bagimsiz
enfeksiyon aktivitesinin iyi bir belirtecidir. Brucellacapt
titreleri basarili antibiyotik tedavisinden sonra SAT titre-
lerine gore belirgin bir dislis gosterir (15). Hindistanda
yapilan bir ¢caligmada 48’1 kiiltiir ile dogrulanmis 211 bru-
selloz stipheli hastada; STA sadece 21 (%9.9), Coombs 69
(%32.7), Immunocapture 76 (%36) hastada pozitif olarak
bulunmugtur. Immunocapture tekniginin duyarliik ve
ozgulligt sirastyla %97.29 ve %97.08 olarak saptanmigtir
(16). Turkiyeden bir ¢aliimada Immunocapture testinin
duyarlilig1 %90.6, ozgulligii %76.3, PPD %64.2 ve NPD
%65.9 olarak bulunmugtur. Brucellacapt testi ve Coombs
testinin uyumu distik bulunmustur (17).

ELISA testleri anti-Brucella IgM ve IgG antikorlarini tes-
pit etmek i¢in rutin klinik laboratuvarlarda kullanilmak-
tadir. ELISA akut SAT’a benzer sonuglar géstermektedir,
ancak kronik ve iyilesmis olgularda daha duyarlidir. IgM
sonuglar1 IgG diizeyleri yiiksek oldugunda yanlis negatif
ve romatoid faktor varliginda yanlis pozitif olabilir. IgM
ve IgG sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi ELISAnin
duyarliligini artirabilir (18). ELISA testlerinin performan-
st farkli galigmalarda degismektedir. Ulkemizde yapilan
bir ¢alismada, hastaligin siiresine gore IgGnin arttig1 ve
brusellozun akut, subakut ve kronik dénemlerinde IgG
pozitifliginin sirasiyla % 76,% 90 ve % 100 oranlarinda
oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda IgM sonuglar1 bru-
sellozun klinik tipleri ile istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon gosterdigi ve IgM’in akut bruselloz tanisinda
kullanilabilecegi belirtilmistir (19). ELISA IgM ve IgG'nin
duyarliliklarini Sirmatel ve ark. (20) sirastyla %61.9 ve %
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49.5, Ozdemir ve ark. (17) % 73.7 ve % 72.2 olarak tes-
pit etmiglerdir. Ancak ELISA IgG testini duyarliligint (%
97.1) IgMden (%71.4) daha yiiksek saptandig1 ¢alismalar
da bulunmaktadir (21).

Brusellozun serolojik tanisinda standart yontem olan Co-
ombs’lu STA ile Brucella Coombs Gel testini karsilastir-
digimiz bu ¢alismada, 74 hastanin 56’sinda (%75.7) Co-
ombs’lu STA testi 53’tinde (%71.6) Brucella Coombs Gel
testi pozitif bulunmustur. Coombs’lu STA testi ile pozitif
olarak saptanan 3 6rnek (ikisi 1/320 titrede, biri 1/160 tit-
rede) Brucella Coombs Gel testi ile negatif (1/80) olarak
belirlenmistir. 18 hasta her iki testte de negatif olarak tes-
pit edilmistir. Coombs’lu STA testi ile karsilagtirildiginda
Brucella Coombs Gel Testinin duyarlilig1 %94.6, 6zgiillii-
gl %100, PPD %100 ve NPD %85.7 olarak bulunmustur.
Ulkemizde yapilan baska bir ¢alismada Coombs’lu STA
testi ile pozitif (21/160) bulunan 31 ve disiik titre/nega-
tif (0-1/80) bulunan 69 6rnek diger testlerle karsilagtiril-
mustir. 31 6rnek her iki test ile de pozitif iken, Brucella
Coombs Gel Testi pozitif (1/160) bir érnekte Coombs’lu
STA testi diistik titre/negatif (1/80) saptanmugtir. Testler
arasindaki uyum analizinde kappa degeri, Coombs’lu STA
testi ile Brucella Coombs Gel Testi i¢in 0.977 olarak he-
saplanmis ve mitkemmel uyum olarak degerlendirilmistir
(22).

Sonug olarak bu ¢alismada, Brucella Coombs Gel testinin
brusellozun serolojik tanisinda altin standart olan Co-
ombs’lu STA testi ile karsilastirildiginda benzer perfor-
mansa sahip oldugu gortilmiistir. Brucella Coombs Gel
testi endemik bolgelerde brusellozun tanisi i¢in iyi bir
secim olabilir.
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