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INDIREK HEMAGLUTINASYON TESTININ
KOYUNLARIN SALMONELLA ABORTUS OVIS ENFEKSIYONLARININ
TESHISINDE KULLANILMASI VE SERUM AGLUTINASYON TESTI ILE

KARSILASTIRILMASI UZERINDE INCELEMELER*

H. Basri Gulcu**

The studies on the application of the indirect haemagglutination test in the
diagnosis of Salmonella abortus ovis infection in sheep and comparison with
serum agglutination test

Summary: In this study, an ndirect haemagglutination (IHA)
test for the diagnosis of S. abortus ovis infection of sheep was developed and com-
pared with serum agglutination (SA) test. According to the resulls of stan-
dardization experiments of the IHA test; a) optimum polysaccharide con-
centration was 0.5 mg [ ml, b) optimum adsorption temperature was 37°C,
¢) optimum adsorption time was 45 minutes, d) the most suitable eryth-
rocyle was of fowl. The THA test was found to be more sensitive than the SA
test. Of 173 sera, 59 (34.1 %,) gave the same titer in both tests. 78 sera
(45 %) gave higher titer in IHA tests than SA tests and 36 sera (20.9 9 )
gave higher titer in SA tests than IHA tests.

Ozet: Bu calymada, koyunlarn S. abortus ovis infeksiyonlarnmn
teshisi iin bir indirek hemaglutinasyon (IHA) testi gelistirildi ve serum ag-
lutinasyon (SA) testi ile karsilaghirdmas: yapuldi. IHA testinin standardi-
zasyonu iizerinde yapilan galismalarda; a) optimal polisakkarid konsantras-
yonunun 0.5 mg[mi, b) optimal adsorbsiyon wsiszmn 37°C, ¢) optimal
adsorbsiyon siresinin 45 dakika, d) en wygun eritrositin tavuk eritrositleri
oldugu saptandi. IHA testi SA testinden daha duyarl bulundu. Incelenen
173 serumdan 59 tanesi (%, 34.1) her tki test ile aynr titreyi verdi. Serumlarin
18 (% 45) IHA testi ile SA testinden daha yiiksek titrede g¢alistr. 36
serum (%, 20.9) ise SA testinde IHA testinden daha yiiksek titre gisterd.

Giris

Koyunlarda yavru atmaya sebep olan ctkenler arasinda S. abor-
tus ovis 6nemli bir yer tutar. Bu ctkenden ileri gelen infeksiyonlarda

* Doktora tezinden 6zetlenmistir.
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baglica klinik belirti yavru atma olup, yavru atmaya schep olan
diger hastabklardan klinik olarak ayirmak imkansizdir. Kesin teghis
bakteriyolojik ve serolojik muayeneler sonucu konabilmekte, sero-
lojik teshiste isc sadece aglutinasyon testinin kullanildigr bildiril-
mektedir (2, 3).

Indirek hemaglutinasyon testinin S. abortus ovis enfeksiyon-
larinin teshisinde kullamildigi bugiine kadar bildirilmemekle bera-
ber, diger salmonella enfeksiyonlarinin teghisinde bagari ile uygu-
lanmakta ve hatta aglutinasyon testinden daha duyarlt oldugu bi-
linmektedir {4, 5,6,8,9, 11

Bu caliymada, indirek hemaglutinasyon  testinin S, abortus
ovis cnfeksiyonlarinm  teshisinde kullamlabilirligini saptamak, tek-
nikle ilgili standartlarn ortaya koymak ve bu testi serum aglutinas-
yon test ile karglaguirmak amag¢ edinilmigtir.

Materyal ve Metot

S. abortus owvis sugu: Antijen, antiserum ve polisakkarid hazir-
lamada kullamlan S. abortus ovis susu Ltlik Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitiisi’nden temin edildi ve biitiin karakterleri tekrar
incelendi.

Serum numuneleri : Elazng Et ve Bahk Kombinasinda kesilen ge-
sitli yas ve iwrklardan 173 adet digi koyundan kesim esnasinda steril
tiiplere ayri ayri kanlari alindi, laboratuvarda usuliine uygun olarak
serumlar1 cikarildy, santrifiij edilerck —20°C de muhafaza cdildi.

Aglutinasyon antijeni : S. abortus ovis’in 24 saatlik buyyon kiil-
tirinden yasst siselerdcki agarlara ckim yapilacak 37°C de bir
gece inkubasyona buwakildli. Ureyen bakteriler steril fizyolojik
tuzlu su ile toplanarak kaynamakta olan su banyosunda 2 saat bira-
kildi. Daha sonra icine koruyucu olarak 9 0,3 formalin ilave edildi
ve sterilite kontrolu yapildi. Steril fizyolojik tuzlu su ile ml sinde 2
milyar bakteri olacak sekilde sulandimlarak testlerde kullamidi (1).

Antiserum  hazirlanmasy: S, abortus ovis anti-O serumu  Aksoy-
can’in (1) bildirdigi metoda goére tavsanlardan clde edildr ve tiip
aglutinasyon testi ile titreleri saptandiktan sonra —20°C de muha-
faza cdildi. '

Polisakkarid hazirlanmast : Indirek hemaglutinasyon testlerinde
kullanilan §. abortus ovis polisakkaridi Smith ve ark.’nin (9) bildir-
digi yonteme gore agagidaki sekilde hazirlandi:
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1~ S. abortus ovis, iginde agar bulunan vyassi biyiik siselerde
18-20 saat (retildi.

2~ Sigelerdeki ireme fizyolojik su ile ayri ayn tiiplere toplandi
ve Gram boyama yontemiyle kontaminasyon kontrolleri yapildik-
tan sonra hepsi bir araya topland:.

3- Siispansiyon, santrifiijle 3 defa fizyolojik tuzlu su kullanila-
rak yikandi.

4~ Tortuya 50 ml fizyolojik su konarak homojen bir siispansi-
yon yapildi.

5— Siispansiyona 68°C sicakliktaki 9, 90 lk fenolden 100 ml
katildr ve 68°C deki su banyosuna konarak 30 dakika devaml kari-
tirildr.

6- Karngim soguduktan sonra 3000 dev/ dak 30 dakika santrifiij
edildi.

7- Olusan 3 tabakadan cn ustte bulunam bir pipet yardimiyla
dikkatlice alindi. ‘

8- Buna 2,5 ml 9, 20 lik sodyum asetat ve 50 ml absolut alkol
ilave edildi.

9- Karigm +4°C de bir gece bekletild:.

10- Olusan presipitat 2500 dev/dak da 15 dakika santrifiij
cdildi.

11- Meydana gelen tortu 20 ml distile suda eritildi.

12— Soliisyon dializ tiipiine konularak akan ¢esme suyuna kar-
st 48 saat dialize edildi ve daha sonra 2.5 ml miktarlarinda steril
siselerc  konarak liyofilize edildi.

Test i¢in kullanilacag: zaman bir sige igerigi tartildr ve 2 ml
0,02 N NaOH iginde critildikten sonra 37°C de 2 saat birakildi.
Igine bir damla brom timol mavisi kondu ve pH s N HCI ile nétra-
lize edildi. Fizyolojik su ile g¢esitli konsantrasyonlarda (0,5 -1 —
1,5 - 2 mg/ ml) sulandinlarak denemeclerde kullamids.

Eritrosit  tiirleri : Indirek hcmaglutinasyon testinin  standardi-
zasyonu icin tavuk, koyun ve sifir eritrositleri ayrni ayn denendi.
Bu hayvanlardan alinan sitrath kan oérnekleri 3 er defa fizyolojik
su ile yikanarak sansibilizasyon i¢in hazirland:.

Entrositlerin - sansibilizasyonu : Smith ve ark.’mn (9) bildirdigi
metoda gore her critrosit tiirii i¢in ayr: ayn agagidaki iglem yapildr:
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1- Yikanms eritrositlerden 0,1 ml ahnarak 5 ml fizyolojik su
ile siispansiyon yapild.

2- Bu siispansiyona 1 ml polisakkarid (0.5 mg/ ml) kauldr
3- Zaman zaman hafifce ¢alkalanarak 37°C de | saat inkube edildi.

4— Bu siircnin sonunda eritrositler santrifijle fizyolojik tuzlu
su kullanilarak 2 defa yikandi.

5- Eritrosit tortusuna 9,9 ml fizyolojik su konarak 9 1 lik siis-
pansiyon hazirlandi ve testlerde kullanildi.

Bu iglemler, 0.5 mg/ ml lik polisakkarid konsantrasyonu yerine
1 -1,5-2mg/ml lik konsantrasyonlar kullamlarak ve 60 dakika-
lik adsorbsiyon siiresi verine de 15, 30, 45 dakikalik stireler kullam-
larak ayn ayn yapild.

IHA testinin yapilise ve degerlendirme : Scrumlar fizyolojik su igin-
de 1/5, 1710, 1/20,..... 1/2560 a kadar 2 kath sulandirildi. Her
serum dilusyonundan 0.2 ml aglutinasyon tiiplerine kondu ve uzer-
lerine esit miktarda 9, 1 lik sansibilize eritrosit ilave edilerek 1/ 10,
1720, 1/40,...... 1/5120 lik sulandirmalar elde cdildi. Hafifge
calkalandiktan sonra 37°C de tavuk eritrositleri kullamldiginda bir
saat, koyun ve sigir eritrositleri kullamldiginda 2 saat inkube cdildi
(7). Bu siirenin sonunda sonuglar degerlendirildi. Kontrol olarak
icerigi asagida belirtilen 4 tip kullanildi.

1. Sansibilize eritrosit + kontrol pozitif serum (1/5)

2. Sansibilize eritrosit + kontrol negatif scrum (1/5)

3. Sansibilize eritrosit = fizyolojik tuzlu su

4. Normal eritrosit (% 1) =+ fizyolojik tuzlu su

Degerlendirme Stavitsky (10} yontemine gore yapild.

Optimal adsorbsiyon 15151 Dencmeler siiresince 37°C lik inkubas-
yon 1sist sabit tutularak optimal polisakkarid konsantrasyonu, opti-
mal adsorbsiyon siiresi ve uygun eritrosit tiirii saptandi. Daha sonra

22°C ve 37°C de testler yapilarak alinan sonuglar karglastinldi ve
optimal adsorbsiyon 1sis1 tesbit edidi.

Bulgular

1— Indirek hemaglutinasyon testinin standardize edilmesi

a) Uygun eritrosit tirii: En uygun eritrosit tiriinii tesbit ctmek
amaciyla denenen sigir, koyun ve tavuk eritrositleri arasinda en yiik-
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sek titreler tavuk ve koyun critrositleriyle elde edildi. Tavuk eritro-
sitleri, sonuglarin daha crken okunmasi ve kolay temin edilmesi
dolaymsiyla tercih edildi.

b) Optimal polisakkarid konsantrasyonu : Optimal polisakkarid kon-
santrasyonunu saptamak amaciyla kullanilan doért farkli konsantras-
yondan (0.5-1-1.5-2 mg/ml) en uygun olarak 0.5 mg/ ml
bulunmustur.

c) Optimal adsorbsiyon siirest : Denenen 4 ayn siireden (13, 30,
45, 60 dakika) 45 dakika yeterli bulunmugtur. 15 ve 30 dakikalik
siireler yetersiz olup, 60 dakika isc bazi denemelerde ayni, bazi dene-
melerde 1se daha diguk titre vermigtir.

d) Optimal adsorbsiyon ws1st: Uygun eritrosit tiirii, optimal po-
lisakkarid konsantrasyonu ve optimal adsorbsiyon siircleri saptan-
diktan sonra optimal adsorbsiyon siiresini tespit etmek amaciyla de-
nemeler 22°C ve 37°C de tekrar cdildi ve 37°C de daha yiiksek titre
cdildi.

Standardizasyon ile ilgili sonuclar Tablo 1-4 de gosterilmistir.

Yukarnidaki standardizasyon denemelerinden elde edilen so-
nuglara goére; en uygun polisakkarid konsantrasyonu 0.5 mg/ ml,
en uygun adsorbsiyon siiresi 45 dakika, en uygun eritrosit tiiri ta-
vuk eritrositi, en uygun adsorbsiyon 1sis1 37°C olarak saptanmustr.

2~ Indirek hemaglutinasyonun serum aglutinasyonla karsilagtiriimas: :

Denemeye sokulan 173 serumdan 12 tanesi her iki test ile reaksi-
yon vermedi. serumiarin 33’unda aglutinasyonla titre clde edileme-
mesine kargin indirek hemaglutinasyonla 1/ 10ila 1/ 320 arasinda dcgi-
sen tireler elde edildi. Indirck hemaglutinasyonla titre vermeyen 23
serumun aglutinasyon titreleri 1/ 10 ila 1/ 40 arasinda bulundu. Geri
kalan 105 scrumda ise aglutinasyon titreleri 1/ 10 ila 1/ 160, indirck
hemaglutinasyon titreleri 1/10 ila 1/320 arasinda degismekteydi.
Ayrica tavsanlardan clde cdilen pozitif serumun aglutinasyon titresi
171280, indirck hemaglutinasyon titresi 1/2560 olarak bulundu.

Incelenen 173 serumun 59’u (9, 34.1) her iki test ile ayni neti-
ceyl vermigtir. Serumlann 78’inin (% 45) indirek hemaglutinasyon
titresi aglutinasyon titresinden daha yiiksek ¢tkrmgtir. Geri kalan 36
serumda (9, 20.9) ise aglutinasyon titrest indirek hemaglutinasyon
titresinden daha yitksek bulunmustur.
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Tablo 1. Koyun eritrositleri ile 37°C lik adsorbsivon isisinda
alinan sonuglar
Polisakkarid Serum dilusyonlari*
yogunlugu Sure

(mg/ ml) (dak.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

15 - - + + + + 4 + - —

30 4 4+ 4 4+ - - s =

05 -
: 45 + + o+ o+ o+ + + -
60 + + +  + + =+ A “-‘.- —

15 + + + + + - = -

30 < + +  + 4 - 4 + - =

1 =
45 -+ - 4 + - - —
60 + R + + 4+ o+ - —
15 -l - A - + = = = -

30 4+ L+ 4+ - = - -
1,5 —— e | — - - ————

45 + + + -+ + + + +

60 + 4+ + + + ! - - -

15 - + - L —- -+ —_ — —

30 +  + ! + o+ + i + - =

9 .
45 - 4+ =+ = + = ! - - =
60 + o+ 4+ 4+ A4 +  + 4+ - —
* o 175270

Indirek hemaglutinasyonun serum aglutinasyonla kargilastiril-

masindan elde edilen sonuglar Cizelge 5 dc gosterilmistir.

Bu cgaliyma ile S. abortus ovis enfeksiyonlarinin teshisinde IHA
testinin somatik serum aglutinasyon testinden daha duyarli oldugu
ortaya konulmustur. Bu bakimdan bulgular onceki gahgmalardan
elde cdilen sonuglar1 dogrular niteliktedir. Nitekim sigirlarin §. dub-
lin, kanathlarin S. pullorum, S. gallinarum, S. virchow ve S. bredeney
enfeksiyonlarinin teshisinde IHA testinin scrum aglutinasyon testin-
den daha duyarli oldugu ve daha yiiksck titreler verdigi bildiril-

Tartisma ve Sonug

mektedir (4, 5,9, 11).
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Tablo 2. Sigir critrositeri ile 37°C lik adsorbsiyon sisinda alinan sonuglar

Standardizasyon caliymalari sonunda clde edilen 0,5 mg/ ml
lik optimal polisakkarid konsantrasyonu ve 37°C lik optimal adsorb-
siyon 1sis1 ile uygun eritrosit tiirii olarak saptanan tavuk eritro-
sitleri diger aragtiricilarin clde cttikleri sonuglarla benzerlik goster-
mektedir (, 7, 9).

Optimal adsorbsiyon stiresi olarak tespit edilen 45 dakikahk
sire difer arastincilanin tespit ettikleri 60 dakikalik adsorbsiyon sii-
resi ile ayni olmamasina karsgin birbirlerine yakin degerler olup, bu
farkin adsorbsiyon esnasindaki ¢alkalamadan kaynaklandig: kanaatine |
varlmstir. Nitekim, Smith ve Harvey (7) eritrositlerin maksimum |

Scerum dilusyonlar®
Polisakkarid _— sre— s
yogunlugu Stire
(mg/ ml) (dak.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
I R T
30 -+ i + -+ + - - - —
0.5 I . _ -
45 i ! 4 - + - — - - —
60 ' i i + 5 - - — _
15 + ! + - L= - - - —
B T I A
| e
45 -+ i - + - - - = =
60 - e T
15 ! 2 ! = = = = =
T
1.5 - ———
45 ! + l + =+ = - = —
60 ! + -+ t F + - - - =
15 + | -+ ! - — - - - -
30 ! =+ - -- + - - - -
g - —
45 - i - + I + - = = -
60 - -+ ! - — - —
* = 1/5.2"

hassaslagmasi Uzerine galkalamanin ctkisinin siireden daha énemli
oldugunu belirterck, karigim her 10 dakikada bir ¢alkalamak suretiyle
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Tablo 3. Tavuk crotrositleri ile 37°C lik adsorbsiyon isisinda ahnan sonuglar

Serum dilusyonlan*
Polisakkarid
yogunlugu Sire

(mg/ ml) (dak.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
15 + 2 - 1 = 4+ + - —_ -
30 -+ b + + +  + A = =

0,5
45 + + - + - S N s
60 + <+ ! + —_ —
15 + 4+ 4+ =+ + - =
30 ~ - - 4+ =+ A + - =

1
45 + o+ - 1 4 + - —
60 + -+ + + - + - -
15 + + +  + ! B + - -
30 - - A - i -+ 4+ - —

1,5
45 + 4+ +  + - [ + = =
60 + + g + + + + 4+
15 + - + -+ = = =
30 ES 1 + - - + EN i- — —

2
45 -t + + : + 4+ - -
60 + =+ e

* =1/52

Tablo 4. Tavuk eritrositleri, 0,5 mg/ ml polisakkarid konsantrasyonu ve
45 dakikalik adsorbsiyon siiresinde ahnan sonuglar

Serum dilusyonlan*

Adsorbsiyon 1sis1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
22°C - + 4+ 4+ 0+ + 4+ = — —
37°C + 4+ 4+ + + o+ + 4+ —

* = 1/52°

minumum adsorbsiyon siiresini 30 dakika olarak tespit ctmisler ve
adsorbsiyon siiresinin 60 dakikaya cikarilmasi halinde galkalama is-
leminin daha uzun arahiklarla yapilabilecegini bildirmiglerdir.
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Tablo 5. Indirck hemaglutinasyon testinin serum aglutinasyon testi ile
kargilagtiilmasindan elde edilen sonuglar

indirek
Aglutinasyon hemaglutinasyon
Numunc adedi titresi titresi
12 —
15 —- 1/10
12 — 1/20
5 - 1/40
1 — 1/320
9 1/10 —
9 1/10 1/10
20 1/10 1720
8 1/10 1/40
2 1/10 1/80
13 1/20 —
4 1/20 1/ 10
27 1/20 1/20
9 1720 1/ 40
1 1/20 1/80
1 1/20 1/ 160
1 1/20 17320
1 1/40 —
1 1740 1/10
8 1/40 1120
8 1/ 40 1/ 40
3 1/ 40 1/80
2 1/80 1/80
1 1/ 160 1/ 160

Sonug olarak THA testi, kisa zamanda sonug alinmast ve daha
yuksek titre vermesi bakimindan §. abortus ovis enfeksiyonlarinin
teshisinde serum aglutinasyon testine iistiinliik saglamaktadir.
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