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UPOREDNA ANALIZA SEROLOSKIH METODA
U DIJAGNOSTICI BRUCELOZE GOVEDA

Kratak sadrzaj

Bruceloza je zarazno oboljenje domacih, divljih zivotinja i ljudi, raSireno u celom
svetu. Dijagnostika bruceloze putem izolacije uzro¢nika je veoma teska, dugotrajna
i predstavlja rizik od infekcije. Iz tih razloga, seroloske metode predstavljaju metode
izbora.

Cilj rada je bila uporedna analiza specifi¢nosti i osetljivosti testova za dijagnosti-
ku bruceloze koji se rutinski koriste na teritoriji Republike Srbije.

Ukupno je ispitano 120 uzoraka krvnog seruma goveda na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv Brucella spp. Svi serumi su prvo ispitani primenom Rose Bengal testa.
Uzorci koji su pokazali pozitivnu reakciju su zatim ispitivani primenom iELISA i cE-
LISA testa. [zracunavanje osetljivosti i specifi¢nosti seroloskih testova je sprovedeno
na osnovu dobijenih rezultata.

Analizom osetljivosti i specificnosti zaklju¢eno je da su obe metode (Rose Bengal
test, iIELISA test) visoko osetljive (100%, 92%) sa razlikom od 8% u korist iELISA te-
sta, koji se pokazao i kao daleko specifi¢nija metoda (91%) u odnosu na Rose Bengal
test (69%).

Uporednom analizom rezultata dobijenih u ispitivanju osetljivosti i specifi¢nosti
Rose Bengal testa i indirektne imunoenzimske metode (iELISA) u otkrivanju spe-
cifiénih antitela protiv Brucella spp. u krvnim serumima goveda, utvdena je veca
osetljivost i specificnost metode iELISA u odnosu na Rose Bengal test.
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A COMPARATIVE EXAMINATION OF SEROLOGICAL
METHODS IN DIAGNOSTICS OF BOVINE BRUCELLOSIS

Abstract

Brucellosis is a contagious disease that occurs worldwide, affecting a large num-
ber of domestic and wild animals along with people. Isolation of the causative agent
is arduous, time-consuming and hazardous. For these reasons, serological tests are
normally preferred.

The aim of this study was to compare the specificity and sensitivity of diagnostic
tests for brucellosis commonly used in Serbia.

A total of 120 bovine serum samples were used in order to detect the presence of
anti - Brucella antibodies. All sera were firstly examined using the Rose Bengal test.
Sera that demonstrated positive reactions were additionally tested using indirect
ELISA and competitive ELISA. Based on the analysis of the results obtained, evalu-
ation of sensitivity and specificity of these tests was conducted.

Both Rose Bengal and iELISA tests demonstrated to be highly sensitive (100%,
92%), while iELISA test proved to be markedly more specific (91%) than Rose Ben-
gal test (69%).

By comparison of the results of Rose Bengal test and iELISA, iELISA proved to be
more sensitive and specific.

Key words: brucellosis, serological tests, sensitivity, specificity.

UVOD/ INTRODUCTION tus, ¢esto samo nakon prve gestacije, ili
radanje mrtvih, slabo vitalnih mladuna-
¢ih, divljih Zivotinja i ljudi koje predstay-  C2 St najéesciklinicki simptomi kod Zen-
lja globalno znacajnu zooantroponozu !‘1’ dok 'se.kod' TPQSl(}h zivotinja razvija-
sa vige od 500.000 oboljelih ljudi godis- U orhitis i epididimitis sa posledi¢cnom
nje (Matovi¢ i sar., 2008; Seleem i sar., pojavom steriliteta (Rahman i sar., 2006;
2010). Kod Zzivotinja se naj¢e$ée manife- G'ovdfrmd 1sar., 2910);. S ob21rc?rvn na hro-
stuje reproduktivnim smetnjama. Abor- nican tok bolesti koji je uobicajen kod

Bruceloza je zarazno oboljenje doma-
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zivotinja i atipi¢nu klinicku sliku, ovu
bolest je teSko kako kontrolisati, tako i
dijagnostikovati. Kontrola bruceloze je
naroCito znacajna u zemljama medite-
ranskog endemskog podrucja, kojima
pripada i Srbija (Matovi¢ i sar., 2008).
Dijagnostika bruceloze putem izolacije
uzroc¢nika je veoma teSka, dugotrajna i
predstavlja rizik od infekcije (Poester i
sar., 2010). Ovi patogeni su jedni od naj-
ces¢ih uzrocnika laboratorijskih infek-
cija i predstavljaju profesionalni hazard
u veterinarskoj praksi (Agasthya i sar.,
2007; Seleem i sar., 2010). 1z tih razloga,
seroloske metode predstavljaju metode
izbora i najceSce se koriste za dijagno-
stiku bruceloze goveda i malih prezivara
na nivou zapata (Poester i sar., 2010).
Metod brze aglutinacije, odnosno Rose
Bengal test se koristi kao screening test s
obzirom na svoju jednostavnost i brzinu,
a pre svega senzitivnost. Reakcija vezi-
vanja komplementa (RVK) jeste metoda
preporucena od strane OIE-a (Office In-
ternational des Epizooties) kao referentni
test. Nedostaci ove metode su $to za nje-
no izvodenje mora postojati specijalizo-
vana laboratorija, teSko se standardizu-
je, vreme izvodenja je dugo i nepogodna
je za ispitivanje velikog broja uzoraka,
tako da je ista sve viSe potisnuta upotre-
bom imunoenzimskih (ELISA) testova
(Godfroid i sar., 2010). Imunoenzimske
metode se dele u dve kategorije: indirek-
tni ELISA test (iELISA) i kompetitivni
ELISA test (cELISA). Indirektna imuno-
enzimska metoda — iELISA kao antigen
sadrzi Brucella-LPS (lipopolisaharid, en-
dotoksin) i predstavlja visoko senzitivan
test, medutim, moguca je unakrsna reak-
cija sa nekim vrstama gram-negativnih

mikroorganizama (soj O3 i 09 Yersinia
enterocolitica, soj 0X19 Proteus vulgaris i
dr.), Sto ima za posledicu dobijanje lazno
pozitivnih rezultata koji mogu da dovedu
do nanoS$enja ozbiljnih ekonomskih Ste-
ta, s obzirom na to da se bruceloza eradi-
kuje pomocu striktnih veterinarsko-sa-
nitarnih mera. Povecanju specifi¢nosti
seroloskih testova znatno je doprineo
razvoj cELISA testa, u kome se Kkori-
ste monoklonska antitela specifitna za
epitope Brucella-LPS (lipopolisaharidni
antigen). Kompetitivni imunoenzimski
test (CELISA) specifi¢niji je u odnosu na
iELISA i Rose Bengal test (Matovic i sar.,
2008; Godfroid i sar., 2010). S obzirom
na moguce greSke u dijagnostici bruce-
loze sa ozbiljnim posledicama, dijagno-
sticke procedure se moraju konstantno
ispitivati i unapredivati (Nicoletti, 1976;
Matovic i sar., 2008).

Cilj ovog rada je bila uporedna ana-
liza specifi¢nosti i osetljivosti testova za
dijagnostiku bruceloze koji se rutinski
koriste na teritoriji Republike Srbije.

MATERIJAL I METODE/
MATERIAL AND METHODS

Ukupno je ispitano 120 uzoraka krv-
nog seruma goveda na prisustvo speci-
ficnih antitela protiv Brucella spp.

Navedeni uzorci krvnog seruma su is-
pitivani Rose Bengal testom, indirektnim
(iELISA) testom i kompetitivnim (cELI-
SA) testom. Svi serumi su prvo ispitani
primenom Rose Bengal testa. Uzorci koji
su pokazali pozitivnu reakciju su zatim
ispitivani primenom iELISA i cELISA te-
sta.
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Za reakciju brze aglutinacije koris¢en
je antigen BAB-VZ ANTIGEN® proizvo-
daca Veterinarski zavod Zemun, Srbija.
Pri izvodenju iELISA testa, kori$cen je
set kit Prio-CHECK Brucella Ab i-ELI-
SA proizvodaca Prionics, Svajcarska. Za
izvodenje cELISA testa je koriScen set
kit Svanovir Brucella-Ab cELISA proi-
zvodacéa Svanova, Svedska.

Rose Bengal test je sproveden po pro-
ceduri propisanoj od strane Meduna-
rodne organizacije za epizootije (OIE
Manual, 2009). 1zvodenje iELISA i cE-
LISA testova i interpretacija rezultata su
sprovedeni prema uputstvu proizvodaca.
Izracunavanje osetljivosti i specifi¢nosti
seroloskih metoda izvrSeno je prema
modelu prikazanom u tabeli 1.

Tabela 1. Racunanje osetljivosti i specificnosti seroloskih testova koriScenih u dijagnostici

Testiranje

Status zZivotinje
(Referentni test)

Zbir rezultata

i rezultati

Inficirana zivotinja
(Poz. (+) vrednost)

Neinficirana z
Zivotinja
(Neg. (-) vrednost)

prevalenca)

Poz. (+) TP FP TP + FP (manifestna
prevalenca)
Rezultati
Neg. () TN FN TN + EN
Zbir rezultata > TP + FN (stvarna TN + FP N

Osetljivost (Se)

Specifi¢nost (Sp) so= I L)

Sp= TN / (TN + FP)

TP — stvarno pozitivni uzorci; FP — lazno pozitivni uzorci; FN — lazno negativni uzorci; TN —
stvarno negativni uzorci; N — ukupan broj uzoraka oba testa; Se — osetljivost testa; Sp — specific-

nost testa

REZULTATI/ RESULTS

Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog
seruma goveda prikazani su u tabeli 2.
i tabeli 3.

0Od 120 ispitanih uzoraka seruma, 45
je pokazalo pozitivnu reakciju brze aglu-

tinacije Rose Bengal testom, a u 12 uzo-
raka su pomocu iELISA testa detektova-
na antitela protiv Brucella spp. (tabela
2). Procenat pozitivnih seruma ispitanih
Rose Bengal testom je za 27,5% veci od
procenta pozitivnih na iELISA testu.
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Tabela 2. Rezultati Rose Bengal testa i iELISA testa

Test Broj ispitanih ].sr.oj . Brpj . % pozitivnih
seruma pozitivnih negativnih
Rose Bengal 120 45 75 37,5
iELISA 120 12 108 10

Od ukupno 45 uzoraka krvnog se- 0Od 22 uzorka seruma ispitanih cELISA
ruma ispitanih iELISA testom, oda- testom, ustanovljeno je 11 pozitivnih
brano je 22 uzorka, od kojih je 12 bilo uzoraka seruma, $to je za 4,54% manje
pozitivnih, a 10 sumnjivo na prisustvo od vrednosti dobijenih iELISA testom
specificnih antitela protiv Brucella spp. (tabela 3).

Tabela 3. Rezultati iELISA i cELISA testa

Test Bmgeirsllilirtlznih poz]iglfitx)zjnih neglzfgnih i et
iELISA 22 12 10 54,54
cELISA 22 11 9 50

Izracunavanje osetljivosti i specific¢- Osetljivost i specificnost Rose Bengal

nosti metoda koriS¢enih u ispitivanjima testa su izracunati na osnovu rezultata
izvrSeno je primenom jednacina navede- dobijenih pomocu iELISA testa kao refe-
nih u poglavlju Metode (tabela 1). rentnog. Rezultati su prikazani u tabeli 4.

Osetljivost, Se = TP / (TP+FN) =12/ (12+1) =12/13=0,92x 100 = 92%

Specificnost, Sp = TN / (TN+FP) = 74 / (74+33) = 74/107 = 0,69 x 100 = 69%
Tabela 4. Osetljivost i specificnost Rose Bengal testa

iELISA
RBT Pozitivni Negativni Ukupno
Pozitivni 12 33 45
Negativni 1 74 75
Ukupno 13 107 120
Osetljivost RBT 0.923076923

Specifi¢cnost RBT 0.691588785
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Osetljivost i specificnost iELISA testa
su izraCunati na osnovu rezultata dobi-

jenih pomoc¢u cELISA testa kao referen-

tnog. Rezultati su prikazani u tabeli 5.

Osetljivost, Se = TP / (TP+FN) =11/ (11+0) = 11/11 =1 x 100 = 100%
Specifi¢nost, Sp = TN / (TN+FP) =10 / (10+1) =10/11 =0,91 x 100 = 91%

Tabela 5. Osetljivost i specificnost iELISA testa

cELISA
iELISA Pozitivni Negativni Ukupno
Pozitivni 11 1 12
Negativni 0 10 10
Ukupno 11 11 22
Osetljivost iELISA 1
Specifi¢nost iELISA 0.909090909

Analizom osetljivosti i specifi¢nosti
zakljuceno je da su obe metode (Rose
Bengal test, iIELISA test) visoko osetljive
(100%, 92%), sa razlikom od 8% u korist
iELISA testa, koji se pokazao i kao dale-
ko specifi¢nija metoda (91%) u odnosu
na Rose Bengal test (69%).

Uporedni prikaz broja seruma koji su
pokazali pozitivnu reakciju primenom

Rose Bengal testa, iELISA testai cELISA
testa (grafikon 1).

Zbirni prikaz rezultata ispitivanja
osetljivosti i specifi¢nosti koris¢enih me-
toda u otkrivanju prisustva specifi¢nih
antitela protiv Brucella spp. u uzorcima
krvnih seruma goveda (grafikon 2).

50
40
30

Broj pozitivnih seruma

20

RBT

ol BN
0 .

iELISA  cELISA

M Broj pozitivnih
seruma

Grafikon 1. Uporedni prikaz broja seruma koji su pokazali pozitivnu reakciju primenom Rose
Bengal testa, iELISA testa i cELISA testa
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Grafikon 2. Prikaz rezultata ispitivanja osetljivosti i specificnosti koriS¢enih metoda u
otkrivanju prisustva specificnih antitela protiv Brucella spp.

DISKUSIJA/ DISCUSSION

Klinicka dijagnoza bruceloze se ne
postize jednostavno, s obzirom na pri-
rodu bolesti. Primena laboratorijskih te-
stova je neophodna za brzo i pouzdano
otkrivanje ove zoonoze kod ljudi i Zivo-
tinja. Najpouzdanija dijagnostika ovog
oboljenja postize se izolacijom i identi-
fikacijom uzroc¢nika, za Sta je potreban
duzi vremenski period, kao i uspostav-
ljanje biosigurnosnog nivoa 3 u labora-
torijama. Na osnovu ispitivanja velikog
broja dijagnostickih metoda, moze se
zakljuciti da svaka ima svojih predno-
sti i mana. Brza aglutinacija Brucella ¢e
zasigurno ostati osnova u dijagnostici
bruceloze kao screening test. Pored ovog
testa, indirektna imunoenzimska meto-
da (iELISA), kao i kompetitivha imuno-
enzimska metoda (cELISA) zbog svoje
specificnosti i osetljivosti nasle su Siroku
primenu u seroloskoj dijagnostici bruce-
loznih infekcija kod Zivotinja (Nicoletti,
1976; Poester i sar., 2010; Godfroid i
sar., 2010). Rezultati analize efikasnosti

lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) uka-
zuju na veliku pouzdanost ove metode za
screening obolelih grla, posebno u kom-
binaciji sa iELISA testom, kada kombi-
novana osetljivost ovih metoda dostize
100% (Romero i sar., 1995; Mukherjee
i sar., 2007). U studiji koju su McGiven
i sar. izvrsili 2003. godine, prikazane su
prednosti fluorescentnog polarizacionog
testa (FPA) kao novije metode u odnosu
na serum aglutinacioni test (SAT) i RVK
koje su ve¢ dugo u upotrebi.

Od ukupno 120 uzoraka krvnog seru-
ma goveda, 45 je bilo pozitivno na prisu-
stvo specificnih antitela primenom Rose
Bengal testa, odnosno 12 uzoraka prime-
nom iELISA testa. Razlika od 33 uzorka
se pripisuje laZzno pozitivnim rezultati-
ma kao posledica nize specifi¢nosti Rose
Bengal testa, odnosno najverovatnije
ukrstene reakcije sa antigenski srodnim
mikroorganizmima (Corbel i Cullen,
1970). Dvanaest uzoraka krvnog seru-
ma ispitanih metodom iELISA bilo je po-
zitivno na prisustvo specifi¢nih antitela
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protiv Brucella spp., dok je primenom cE-
LISA testa utvrdeno 11 pozitivnih uzo-
raka. Ovi rezultati ukazuju na razliku u
specificnosti ovih metoda, $to potvrduju
i radovi drugih autora (Gall i sar., 1998;
Samartino i sar., 1999; Portranti i sar.
2006; Tardepalli i sar., 2009; Godfroid i
sar., 2010; Perrett i sar., 2010).

Na osnovu rezultata ispitivanja seru-
ma, moze se zakljuciti da oba prethodno
navedena testa imaju vecu osetljivost i
specificnost od metode brze aglutinaci-
je na plocici (Paweska i sar., 2002; Gall i
sar., 2004; Matovic i sar., 2008).

Tabela 6. Uporedni prikaz izracunatih osetljivosti i specificnosti Rose Bengal i iELISA testova
po autorima

., Mainar- .
Seroloski Nagi S?mogo Matowc Muma Jaime P:%weska Uzal i
testovi rezultati| 13T isar. isar. i sar isar. sar.
(2013) | (2008) | (2007) ) (2002) | (1995)
(2005)

Rose Ben- | S€ 92% 54,9% 96% 93% 100% / /

galtest | qn | 699% | 97,7% | 71,3% | 81% | 86,4% / /
Se 100% 96,1% 100% / 98,9% 100% | 98,07%

iELISA

Sp 91% 95% 96,07% / 100% 99,8% | 97,2%

Poredenjem naS$ih rezultata sa dru-
gim autorima ne zapaZaju se znatnije
razlike. Matovic¢ i sar. (2008) vrsili ispi-
tivanje seroloskih metoda u dijagnostici
bruceloze goveda, pri ¢emu su izracuna-
ta specifi¢nost Rose Bengal testa (69%),
kao i osetljivost, odnosno specificnost
iELISA testa (100% i 91%) najsli¢niji na-
$im rezultatima. U analizi koju su izvrsili
Paweska i sar. (2002), osetljivost iELISA
testa takode iznosi 100%, dok je izracu-
nata specifi¢nost ovog testa 99,8%, Sto je
vrednost veca nego u nasem ispitivanju
(91%). Izracunata osetljivost Rose Ben-
gal testa (Muma i sar., 2007) iznosila je
93%, Sto predstavlja vrednost blisku re-
zultatu dobijenom u naSem istrazivanju
(92%), dok je specificnost (81%) nesto
viSa. Rezultati ispitivanja Mainar-Jaime

i sar. (2005) pokazali su da je osetljivost
i specifi¢nost Rose Bengal testa iznosila
100% odnosno 86,4%, a specifi¢nost iE-
LISA testa 100%. Rezultati navedenih
autora se u pogledu osetljivosti i speci-
ficnosti razlikuju od rezultata dobijenih
u nasem ispitivanju. U svojim ispitiva-
njima, Sanogo i sar. (2007) ustanovili su
da je specficnost i osetljivost Rose Bengal
testa iznosila 97,7%, odnosno 54,9% $to
se procentualno najvise razlikovalo kako
od rezultata nasih ispitivanja, tako i od
rezultata drugih autora.

ZAKLJUCAK/ CONCLUSION

Uporednom analizom rezultata dobi-
jenih u ispitivanju osetljivosti i specific-
nosti Rose Bengal testa i indirektne imu-
noenzimske metode (iELISA) u otkriva-
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nju prisustva specifi¢nih antitela protiv
Brucella spp. u krvnim serumima goveda,
utvrdena je veca osetljivost i specificnost
metode iELISA u odnosu na Rose Bengal
test.
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