Brusellozda
lJaboratuvar tani
yontemleri




Spesifik tani yontemleri:

1. Direk (kultar ve bakterinin gosterilmesi)
2. Antikorlarin gosterilmesi
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Brusellozun antijenik yapisi zayiftir

» Hastaligin suresine gore olusan
aglutininler farkhdir

* IgM : 1 hafta- 3 ay (akut enfeksiyon)

* IgG: 3. hafta- 12. ay, bazen omur boyu
(Akut ve kronik enfeksiyonda)

* IgA: 3 aydan sonra (Kronik ve relaps
olgularinda)




PCR>ELISA>IFA>Combs>STA
Immuncapture: Coombs ve STA
kombinasyonu

PCR %100 sensitivite, %98.3 spesifite

ELISA ve PCR da cross reaksiyon
gorulmez

Testler pahalli ve zaman alici




:Aglutinasyonlar

Rose-Bengal: Hasta serumu
+ boyall brucella antijeni

STA: Dilusyone edilmis
hasta serumu + brucella
antijeni

Dipstick testi: Hasta serumu
+ brucella antijeni

Spot test: Tam kan +
brucella antijeni

HIZLI, UCUZ, AKUT
iInfeksiyonda spesifitesi
yuksek

Akut Hastalarda
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* Kronik infeksiyonlarda, Brceila sop iz
tekrarlamalarda ve | " /
endemik bolgelerde, u |
brusellaya karsi olugan _"_:_ ":.:J'f_ l
antikor seviyesi artar.Bu \ 4 - '
vakalarda, artan .  »

antikorlarin gcogu
aglutinasyon
gostermeyen IgG
antikorlaridir ( blokan
antikorlar,inkomplet
antikorlar)

Kronik Hastalarda
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Direk tani yontemi:

Kan kulturu
Doku kulturu
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APl 20NE testi

izole edilen bakterinin tanimlanmasi
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STA

Bir spora 10 tup dizin

Birinci tupe 0.9 ml serum fizyolojik

Diger tum tuplere 0.5 ml serum fizyolojik
Birinci tupe 0.1 ml hasta serumu

Karisimdan alinan 0.5 ml diger tuplere
geometrik dilusyonla aktarilir.

Son tupe bu karisim konulmaz
Tum tuplere 0.5 ml brusella antijeni konulur
B|r gece 37 °C de beklet

e o O~
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Coombs testi veya Enzim immunoassay
lle belirlenirler. Rose Bengal testi bu
olgularda negatif olarak sonuc¢
verebilir. Tup aglutinasyon testinde
blokan antikorlar nedeniyle ya dusuk
titrede pozitiflik ya da negatif sonucg
alinir.




Coombs gallgmasn
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1.STA dan
sonra
Aglutinasyon
Olmayan tupler
Satrifujlenip

3 kez yikanir
3. Ust sivisi
atilarak dip
kismi kullanihir
2. Uzerine
sulandiriimis
Anti-IgG
(coombs)
Serumu konur.




ELISA : Antijenle kaplanmis
plaklara serum konarak spesifik
IgG, IgM ve IgA antikorlarina
bakilir.




Coombs + STA olan test:

Brucellacapt kit
icerigi:

* 2 tane 96 kuyucuklu
pleyt

* Poazitif kontrol

* Negatif kontrol

Diluent

114702520006



I

POSITIVE REACTION

NEGATIVE REACTION

Bu yontemde,
kKuyucuklar insan
kaynakli IgG,IgM,IgA
antikorlarlarina karsi
antikorlarla ( Coombs
antikorlari) kaplidir.

Brusellaya karsi
olusan ug¢ antikoru da
tespit eder
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Titrasyondan sonra ustu kapatilir




BRUCELLACAPT®
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Positif Immunecapture




Negatif immuncapture




* Brucellacapt, kuyucuklarda gerceklesen bir
Coombs’lu brusella aglutinasyon testidir.

* Tup aglutinasyon testi ile benzer calismaya
sahiptir.

* Gece boyu inkubasyonu vardir.
» Sonuglar gozle degerlendirilir.




» Incelenen serumda brusella antikorlari yoksa
antijenler duvara baglanmadan dibe ¢coker ve
mavi nokta seklinde gorulur.

* Serumda brusella antikorlari varsa antijenler
duvardaki antikorlar tarafindan tutulur ve
homojen bir mavilik gozlenir.
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« Tarama testi olarak her hasta icin 2 kuyu kullaniimasi
onerilmektedir. Bir kutu, 96 hasta igin tarama amaciyla
kullanilabilmektedir. Ik kuyu i¢in 1/160 , ikinci kuyu
icin 1/320 dilusyon kullanilir .

* Her iki kuyuda da negatif gcikan serum ornekleri negatif
olarak kabul edilir.

« Her iki kuyuda da pozitif cikan serum ornekleri igin
daha yuksek dilusyonlar yapilabilir. 1/160 pozitif, 1/320
negatif olarak ¢ikan serum ornekleri supheli olarak
kabul edilir ve 4-7 gun sonra hastadan yeni serum
ornegdi alinarak test tekrar edilir.
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* Tup aglutinasyon testi ve Coombs testi i¢in
pozitiflik sinirt 1/160 ve ustu , Brucellacapt icin
1/320 ve ustu olarak alinmistir.

» Baclangi¢c serumlarinda, her u¢ calismada
benzer sonuglar alinmasina ragmen ,uzun
donem tekrarlamalarda tup aglutinasyon
testinin performansinda dusme gorulmektedir .




« Coombs testi ve Brucellacapt uyumlu sonug
vermektedir.

« Coombs testi ile sadece IgG antikorlar
,Brucellacapt ile total antikorlar tespit edildigi
icin Brucellacapt titrasyonlari Coombs testine
gore yuksek cikmaktadir.




Tarama yontemi

* 1- Tarama amaciyla 1/160 ve 1/320 dilusyonlar
onerilir.

« 2- Eger pozitif ise 1/320 den baslayarak
titrasyon surdurulur.

e 3- Butun reaktifleri kullanmadan once oda
sicakligina getirin ( 18-25°C ).




» 4- Kullanacaginiz sayida stripi folyodan c¢ikarin. Her
hasta icin iki kuyu kullanilacak sekilde striplerinizi
ayarlayin.

« 5- Hasta serumunu bir tupte, diluent ile 1/40 oraninda
sulandirin ( 200 ul diluent,5 ul serum).

* 6- Stripte ayirdiginiz birinci kuyuya ve ikinci kuyuya
90 ul diluent koyun .Tupte dilue ettiginiz serum
orneginden birinci kuyuya 50 ul ilave edin , karigtirin
ve birinci kuyudan 50 pl alarak ikinci kuyuya transfer
edin.lkinci kuyuda Kkaristirin 50 ul karisimi digari atin.
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/- Birinci ve ikinci kuyudaki karisimlarin uzerine 50 pul
Brucella antijen reaktifinden ekleyin (Brucella
antijenini kullanmadan once iyice karistirin ).

8- Birinci kuyudaki son karisim 1/160,ikinci kuyudaki
son karisim 1/320 olacaktir.

* 9- Kuyucuklarin uzerini kutuda bulunan koruyucu bant
lle kapatin ve plagi dikkatlice galkalayin. Kuyucuklarda
bulunan sivinin kurumamasi ve gerekli reaksiyonun
gerceklesmesi icin plagli nemli ortamda 24 saat
37°C’de inkube edin (Ornek: Kapagi iyi kapanan ve
plagl alabilecek bir kabin dibine 1slak pamuk koyup
kapagini kapatarak uygun ortam saglanabilir




Titrasyon Yontemi

* 1- Calisilacak sayida stripi folyodan ¢ikarin.

« 2- A kuyusuna 100 ul, diger kuyulara 50 pl
diluent koyun.

* 3- A kuyusuna 5 ul serum pipetleyin ve
karistirin. Bu kuyudan 50 ul karisimi alin ve B
kuyusuna pipetleyin karistirin .B'den 50ul alin
C’'ye pipetleyin...En son kuyudan 50 ul disari
atin.Bu sekilde istenen titrede dilusyon

ieriekleiir.



* 4- Butun kuyulara 50 ul Brucella antijeni ilave edin.

* 5- Kuyucuklarin kuyusu 1/40, B kuyusu 1/80,C
kuyusu 1/160...H kuyusu 1/5120 olacaktir.uzerini
kutuda bulunan koruyucu bant ile kapatin ve plagi
dikkatlice ¢alkalayin. Kuyucuklarda bulunan sivinin
kurumamasi ve gerekli reaksiyonun gerceklesmesi icin
plagl nemli ortamda 24 saat 37°C’de inkube edin.Son
titrasyon A kuyusu 1/40, B kuyusu 1/80,C kuyusu
1/160...H kuyusu 1/5120 olacaktir.




 Klinisyen icin, Akut Bruselloz tanisi biraz sikinti
yaratir .

Fakat Kronik Bruselloz ayri bir sorundur.

* Bruselloz vakalari toplumda umulandan daha
fazladir ve kroniklesme orani yuksektir.

» Brusellozlu hastalarin yaklasik % 30’unda ciddi
organ tutulumlari ve komplikasyonlar
gelismektedir.




PCR

 Tam kan, serum ve dokuda calisilir.
- Kandan:

* DNA izolasyonu

« Amplifikasyon

» Purifikasyon ve sekanslama

* Dot-blot anali

31 KDA membran protein tum brusella turlerinde
ortaktir. PCR bunu ortaya koyar
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