Brusellozun serolojik tanisinda yeni bir yontem:
Immuncapture aglutinasyon testi
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Amag: insanda brusellozun serolojik tanisinda kullanilan cesitli testler vardir. En sik kullanilanlari Standart Tip
Aglutinasyon ve Coombs anti-brusella testleridir. Calismadaki amacimiz immuncapture aglutinasyon testinin tani
degerini (Brucellacapt) Standart Tup Aglutinasyon ve Coombs anti-brusella testi ile karsilagtirarak arastirmaktir.
Yontem: Klinik olarak bruselloz siphesi olan 74 hastanin serumu galismaya dahil edildi. Bu serumlarda Rose
Bengal, Standart Tup Aglutinasyon, Coombs anti-brusella testi ve Brucellacapt testleri c¢alisildi. Bulgular:
Brucellacapt testi, Coombs anti-brusella testi ile uyumlu bulunurken SAT ile istatistik olarak uyumsuz sonuglar
verdigi saptandi ve bulunan titreler Brucellacapt testinde daha yiiksek idi. Sonug: immuncapture aglutinasyon
testi (Brucellacapt), Coombs anti-brusella testine benzer sonuglar vermektedir. Bu test brusellozun tani ve
takibinde blokan antikorlari da tespit etmesi nedeniyle kullanilabilecek iyi bir testtir.
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A new method in the diagnosis of Brucellozis: Imnmuncapture agglutination test

Objective: The methods mostly used in the diagnosis of brucellosis are Standard Tube Agglutination and
Coomb’s anti-brucella test. The aim of this study is to investigate and compare immunocapture agglutination test
with Standard Tube Agglutination and Coomb’s anti- brucella test. Methods: 74 serum samples of brucellosis
suspected patients were included in this study. Rose Bengal, Standard Tube Agglutination, Coomb’s anti-brucella
test and immunocapture agglutination tests were performed to these serum samples. Results: It was found that
immunocapture agglutination test was correlated with Coomb’s anti- brucella test but not with Standard Tube
Agglutination. The titrations obtained with brucellacapt were higher compared to other methods. Conclusion:
immunocapture agglutination test gives similar results to Coomb’s anti-brucella test. Brucellacapt is a convenient
test for diagnosis and follow up of brucellosis with an advantage of detecting blocking antibodies.
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Bruselloz bir zoonoz olup, hayvanlardan insanlara
bulasarak bir ¢ok sistemi tutan ve biiyiik fakliliklar
gosteren klinik bulgularla seyreder. Yiiksek ates,
splenomegali, gece terlemesi, eklem agris1 gibi belirti
ve bulgularla seyredebildigi gibi, romatizmal ve
psikiyatrik hastaliklar: taklit edebilen klinik tablolara
da yol acabilen bir hastaliktir (1). Brucella, Gram
negatif boyanan, hareketsiz, sporsuz, organizmadan
yeni  ayrldiklarinda ~ mikrokapsiilld, aerop,
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mikroaerofil, kokobasil seklinde bir bakteridir (2).
Kiiltirden = mikroorganizmanimn izole edilmesi
hastaligin tanisin1 kesinlestirir fakat bu ydntemin
duyarlilig1 hastaligin evresine bagl olarak %30 ile %
90 arasinda degismektedir (3). Kiiltiir negatif
olgularda klasik serolojik testlerle antikorlarin
aragtirllmasi  Bruselloz tanmisinda 6nemli yer
tutmaktadir (4,5). Hastalikta antikorlar iki hafta sonra
olusmaya baglar. Hayvancilikla ugrasanlarda brusella
bakterileriyle karsilagmaya bagli olarak hastalik
olmaksizin 1/80 titrede antikor bulunabilir. IgM tipi
antikorlar bir haftada ortaya ¢ikip {i¢ ayda en yiiksek
diizeylere ulasir. IgG antikorlari ise ii¢ haftada ortaya
cikar ve alt1 sekiz haftada en yiiksek diizeylere ulagir.
Blokan antikorlarinin arastirilmasi i¢in Coombs
testine ihtiyac vardir. Prezon olaymin ortadan
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kaldirilmasi i¢in diliisyonlarin oldukga ileri oranlarda
yapilmasi gerekmektedir (6). Son yillarda “sandwich
ELISA”  sistemine  dayanan
agliitinasyon testi kullanima girmistir. Brucellacapt
yonteminde, kuyucuklar insan kaynakl IgG, IgM,
IgA antikorlarma karst antikorlarla (Coombs
antikorlar1) kaplidir. Test brusellaya karsi olusan ii¢
antikoru da tespit eder. Brucellacapt, kuyucuklarda
gerceklesen ve Coombs antiserumu ile yapilan
brusella agliitinasyon testidir.

immunocapture

Yontem

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Merkez
Mikrobiyoloji Labaratuvarina g¢esitli kliniklerden
gonderilen bruselloz siipheli 74 hastanin serum
Oornegi calismaya dahil edildi. Hasta serumlari igin
Rose Bengal testi (Tulip Diagnostics Ltd, India),
Standart Tiip Aglutinasyon (SAT) (Tulip Diagnostics
Ltd, India), Coombs anti-brusella (Tulip Diagnostics
Ltd, India) testleri calisildi. Bu testlerden herhangi
birinde agliitinasyon izlenince serumlar tekrar
calisincaya kadar -20°C de saklandi. Immunocapture
testi, SAT, Coombs anti-brucella testleri her serum
orneginde es zamanli olarak ¢alisildi. Diliisyonlar
1/5120 oranlarina kadar yapildi. Immunocapture
agliitinasyon testi su sekilde calisildi: Biitiin
reaktifler oda sicakligima (18-25°C) getirildi.
Mikroplakta ilk kuyucuga 95 ul, diger kuyucuklara
50 pl serum diluenti konuldu. flk kuyucuga 5 ul
serum pipetleyip karistirildi. Bu kuyucuktan 50 pl
alip sira ile diliisyon yaparak en son 50 pl disar
atildi. Biitiin kuyucuklara 50 pl Brucella antijeni
ilave edildi. Uzerini kutuda bulunan koruyucu bant
ile kapatip kuyucuklarda bulunan sivinin kurumamasi
ve gerekli reaksiyonun gergeklesmesi igin plak nemli
ortamda 18-24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Sonuglar
ilk kuyucuk 1/40 titrasyon olmak iizere 1/5120
titrasyona kadar dilusyon yapildi ve kuyucuklar gozle
degerlendirildi.  Incelenen  serumda  brusella
antikorlar1 yoksa antijenler duvara baglanmadan dibe
¢oktiigiinden mavi nokta seklinde gorildii. Mavi
nokta sekli negatif, kuyucugun i¢ ylizeyine yapisik
homojen mavi goriintii pozitif olarak degerlendirildi
(sekil 1). Bu ii¢ yontemle bulunan titrelerde 1/160 ve
iizeri degerler pozitif kabul edildi. Sonuglar, SPSS
for Windows10.0 programmin paired t test
metoduyla analiz edildi.
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Sekil 1. Brucellacapt testinde pozitif ve negatif
reaksiyonlar

Bulgular

Bu c¢alismadaki 74 hastadaki dort farkli test ile
calisilan serumlarda elde edilen sonuglar tablo 1°de,
Immuncapture ve STA testi karsilastirmasi tablo 2°de
ve Immuncapture ve Coombs testi karsilastirmasi
tablo 3°de verilmistir.

Istatistiksel incelemede kullamlan paired t test
metoduyla {i¢ testin sonucunun uyumu analiz edildi:

Grup I (SAT), Grup II (Coombs) ve Grup III
(Brucellacapt). Grup I-II arasinda yapilan analiz
sonuclarma gore % 95 giiven aralifinda paired t- testi
sonuclarma gore t degeri -6,103, korelasyon 0,491,
p=0,000 bulundu. Buna goére Grup I-II arasindaki
degerler istatistik olarak uyumlu bulunmamistir.
Grup I-1II arasinda % 95 giiven araliginda yapilan
paired t- testi analiz sonuclarma gore t degeri -6,6660,
korelasyon 0,442, p=0,000 bulundu. Buna gore Grup
[-III arasindaki degerler istatistik olarak uyumlu
bulunmamistir. Grup II-III arasinda % 95 giiven
araliginda yapilan paired t- testi sonuglarina gore t
degeri -1,756, korelasyon 0,901, p=0,083 bulundu.
Buna gore Grup II-III arasindaki degerler istatistik
olarak uyumlu bulunmustur

Tartisma

Brucella agliitinasyon testleri brusellozun teshisinde
o6nemli yer tutmaktadir. Rose Bengal deneyi tarama
amacityla kullanilan testlerdendir. Olumlu bulunan
testler tiip agliitinasyon ve diliisyon deneyleriyle
yeniden degerlendirilmelidir. Agliitinasyon
deneylerinde olumsuz sonuglarla kargilasiimasi sik
kargilagilan olaylardandir. Blokan antikorlar varsa
bunu ortaya g¢ikarmanin yollarindan biri Coombs.
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Tablo 1.Calisilan hasta serumlarinin testlere gore sonuglari

Rose Bengal SAT Coombs

Immuncapture

Pozitif =~ Negatif Pozitif Negatif Pozitif

Negatif  Pozitif
51 23 28 46 53 21 57

Negatif
17

Tablo 2. SAT ve Brucellacapt metoduyla ¢alisilan serum titrelerinin iligkisi

SAT titre say1s1
Brucellaca
pt titresi
0 20 40 80 160 320 1280 2560 5120
0 9
20
40 3
80 1 1 1
160 3 1
320 5 5 2 2
640 2 1 1
1280 2 1 4
2560 2
5120 3 1 2 1 2 5

Tablo 3. Coombs ve Brucellacapt metoduyla ¢alisilan serum titrelerinin iligkisi

Brucella Coombs titre Sayisi

capt titre

Say1st 0 20 40 80 160 320 1280 2560 5120
0 8 1

20

40 3

80 1 1 1

160 1 3

320 5 5 4

640 1 3

1280 4 3 1

2560 ! 1 4

5120 3 1 2 4 9 !

deneyidir (4). Brucellacapt deneyi ise ‘“sandwich
ELISA” metoduna dayali
agliitinasyon testi olup antijen antikor birlesmesini
gosteren bir testtir. Bu yeni testin yalanci

immunocapture
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negatifliklerin ortaya c¢ikartilmasindaki etkinligi ve
rutin kullanimda yerinin arastirilmast 6nem arz
etmektedir
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Laboratuvarimizda yaptigimiz bu ¢aligmada 1/160 ve
iizeri titreler pozitif kabul edildiginde Brucellacapt
testi ile Coombs testleri arasinda istatistiksel
uyumluluk bulunmustur. ki hastada brucellacapt
testinin pozitif buldugu serum titresini Coombs testi
negatif bulmustur. Pozitif bulunan serumlardaki
titreler brucellacapt ile daha yiliksek saptanmaktadir.
Bu durum pozitif titrelerin kabul edilmesinde,
pozitiflik degerinin ne olmasi gerektigini tartismaya
agmaktadir. Serum tiip agliitinasyon testi ile
karsilastirildiginda inkomplete antikorlar sebebiyle
uyumsuzluk s6z konusudur. Bu istatistiksel
uyumsuzluk SAT ile Coombs arasinda da
goriilmektedir.

Ordun ve arkadaslarinin.(7) 78 akut ve 4 kronik
hastadan alarak 884 serum Orneginde yapmis
olduklar1  caligmada, baslangic  serumlarinda,
brucellacapt testi ve Coombs testleri ile 82 hasta
pozitif bulunurken, SAT ile 75 hasta pozitif
bulunmustur. 1/160 ve {izeri titreler pozitif
alindiginda brucellacapt testi, Coombs testi ve
SAT’nin sensiviteleri sirastyla, % 95.1, % 91.5 ve %
65.8  bulunmustur. Serum titrasyonlar1 da
brucellacapt testinde daha yiiksek saptanmistir. Bu da
calismamizdaki sonuglarla uyumludur.

Casao ve arkadaslariin (6) yaptig1 bir ¢alismada 123
serum Orneginde brucellacapt testi ile Coombs testi
arasinda uyumluluk orani ¢ok yiiksek degil iken,
bizim c¢alismamiza benzer sekilde titrasyonlarda
yiikseklik bulunmustur. SAT testi ile uyumlari ise
diisik bulunmustur. Brucellacapt testi ve Coombs
testleri arasinda korolesyon (r=0.14), brucellacapt
testi ile SAT arasinda korelasyon (r=0.0), Coombs ile
SAT arasinda korelasyon (r=0.8) bulunmustur. En
yiiksek korelasyon SAT ve Coombs arasinda oldugu
saptanmigtir.

Ardig ve arkadaslarmin (8) yapmis olduklari bir
calismada 1/160 ve {izeri titreler pozitif kabul
edildiginde Coombs ve SAT’nin her ikisinde de %80
pozitiflik bulunurken brucellacapt testinde %87’lik
pozitiflik bulunmustur.

Prado ve arkadaslarinin (9) yaptiklart karsilagtirmali
calismada immunocapture-aglutinasyon testi
(Brucellacapt), SAT ve Coombs anti-Brucella testi,
IgG, IgA ve IgM ELISA testleri ile karsilagtirtlmistir.
Tanisal amagli test olarak
aglutinasyon testi (Brucellacapt) ile Coombs anti-

immunocapture-
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brucella testinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin benzer
oldugu saptanmus, tedavinin izlenmesinde de bu iki
testle saptanan antikor titreleri birbirine yakin
bulunarak; elde edilen sonuglarin birbiriyle iyi bir
korelasyon gosterdigi sonucuna varilmstir (9).

Gomez ve arkadaglarinin (10) yapmis olduklar
calismada ise Brucellacapt testi ve Coombs testi
arasinda negatif ve pozitif serum orneklerinde direkt
bir korelasyon goriilmiistiir. Pozitif serumlarda
Brucellacapt testi ile Coombs testi titreleri arasinda
ise bir veya iki dillisyon araliginda benzer sonuglar
almmugtir (10)

Serra ve arkadaglarinin (11) yapmis olduklar1 bagka
bir c¢aligmada brusellozun tam1 ve takibinde
Brucellacapt ve Coombs testinin sensitivite ve
spesifisite bakimindan arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik  goriilmemistir ve brusellozlu hastalarin

takibinde sonuglarin benzer oldugu kanaatine
vartlmigtir(11).
Sonug

Bu ii¢ yontem iginden serum 6rneklerinde en yiiksek
titre veren yontem Immunocapture agliitinasyondur.
Bu test tiip aglutinasyonu ve Coombs anti-brusella
testini bir arada yapmaktadir ve brusellaya karsi
olusan IgG yaninda, IgM, IgA antikorlarini da tespit
eder. Brusellozun klinik takibinde 1/160 ve daha
yiiksek titreler onemlidir. Bu titreyi degistirebilecegi
icin inkomplete antikorlarin da tespiti Onem
kazanmaktadir. Immunocapture agliitinasyon
(brucellacapt) yonteminin blokan antikorlart da
yakalayarak yiiksek titrede antikor tespit etmesi
brusellozun tani ve takibinde tedavinin izlenmesi
acisindan kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir.

giivenle
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