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AGLUTINASYON TESTLERININ KULLANILMASI
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Utilisation des tesis <2 céro-agglutination 4 56°C et par I'emploi de 'EDTA en
diagaestic de l1a Brucellose bovine

Resume: Dans cette iooherche, 320 sérums de bovine suspect de la
Brucellose, sont examinés en Plate Test (PT), en Rose Bengal Plate Test
(RBPT), en Séro-Agglutination Test (SAT), en Séro-Agglutination addion-
née ’EDTA (SAT-EDTA) ct en Séro-Agglutinatior & 56°C.

On a trouvé positif, parmi ces sérums evaminés, 32.2 p.100 en Plate
Test; 1.6 p.100 en Rose Bengal Plate Test et pour les mémes sérums, on a
obscroé des titres différents de 2/10 & 2/320, 23.8 .100 en Séro- Agglutina-
tion Test; 13.8 p.100 cn Séro-Agglutination-EDTA €5 .9 §.100 en Séro-
Agglutination ¢ 56°C.

Ozet: Bu ¢aligmada, sigir orijinli, Brucellosis yiniinden siipheli 320 se-
rum; Plate Test (PT), Rose Bengal Plate Test (RBPT), Sero-aolutmas)on
testi {SAT), SAT-EDTA ve 56°C de SAT ile incelenmistir.

Serumlarin Plate Test'de %, 32.2’si, Rose Bengal Plate Test’de %, 1 .65t
puzitif bulunmus ve avni serumlanin %, 23.8°f SAT inde, %, 13.8% S41-
EDTAda, % 5.9u ise 56°C de SAT’da 2/10-2/320 arasinda degisik
titreler gastermiylerdir.

Giris

Brucella cinsindeki ctkenler tarafmndan olusturulan Brucellosis,
akut veya kronik seyirli bir infeksiyon olup; hayvanlarda yavru ati-.
mina, infertiliteye, mastitis, orsitis ve artritise neden olmaktadir. Bru-
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cellosis’in teshisi, etken izolasyonu ve identifikasyonuna dayalt direkt
vontemle yapildigy gibi, infekte hayvanlarin kan serumlan, siit ve
siit serumlarma uygulanan serolojik testlerle de indirekt olarak yapi-
labilmektedir. Bunlarin diginda etkenin DNA’simm identifikasyonunu
esas alan PCR, hibridizasyon gibi biyoteknolojik yontemler de etke-
nin varlifini ortaya koymada yararh olmaktadir.

Diinyanin bir ¢ok iilkesinde, uzun zamandan beri Brucellosis’
in teshisinde énemli bir kriter kabul edilen seco-agliitinasyon testinin
(SAT), fazla spesifik olmadigt bilinmektedir (1,4,11,22). SAT de spe-
sifiteyi, bir yandan ko-aglutinin’ler ve diger yandan da non-spesifik
aglutinin’ler etkilemektedir. Ko-aglutinin’lerin kanda ortaya ¢ikmas:-
nmn nedeni Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0:116 ve 0.157,
Francisella tularensis, N grubu Salmonella’lar 6zellikle Salmonella urbana
ve ayrica Campylobacter foetus gibi etkenlerin Brucella grubu mikroor-
ganizmalar ile olan ortak antijenik yapilaridir (14,22). Pratikte ko-
aglutininlerle karsilagilan problemler oldukga azdir ve bunlarm ortayva
konulmast amaciyla, gesitli komplementer serolojik reaksiyonlar éne-
rilmektedir (1,2,14). SAT’da spesifiteyi etkileyen non-spesifik aglu-
tininlerin nedeni ise, bu konuda bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen heniiz
tam olarak anlagilamamugtir (3,6-8,22). Bu durum eriskin hayvan se-
rumlarnda ortaya gikmaktadir. Scrum glikoproteinlerinin desializas-
yonuna bagh olarak, serumda bulunan IgM’ler modifiye olmakta ve
bu serumlarla yapilan SAT’da IgM’ler Brucella antijenleriyle non-
immun 6zellikte bir reaksiyon vermektedirler (22). IgM’lerin Fab’
lanyla gergeklesmeyen, sadece Fc kisimlariyla olugan bu reaksiyon,
SAT sonuglarinin yanhs degerlendirilmesine yol agmaktadir. Ancak,
bu fenomen sifir serumlarina ve Brucella antijenlerine bagh degildir
ve diger baz1 hastahklarin tamsinda da sorun yaratmaktadir (16, 17,

22).

Non-spesifik antikorlan elimine etmek amaciyla; 1s1 ile serumla-
rm muamelesi (9), 56°C’de SAT (15), 2-MET veya rivanoliin SAT
reaksiyonunda kullanilmas1 (2) ve asit pH’li (pH 3.6) antijenlerden
yararlamilmas: (5) 6nerilmektedir. Bu amagla, son yillarda en fazla kul
mlan EDTA’L antijenlerdir (16,19-21). EDTA’'nin antijen iizerine
etkili olmadig bilinmektedir. Roliiniin hiicre-aglutinin baglantisi iize-
rine oldugu disiiniilmekte ve kompetetif bir etki ile non-immun bir
reaksiyonu engelledigi zanncdilmektedir. Divalent katyon kelatlarin-
dan olan EDTA ile non-spesifik antikorlarmm ortadan kaldinlmasma
ilgili birgok arastirma yapilmustir. Scheibner (20), Brucellosis’te EDTA
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kullanimmin konsantrasyona bagl olarak sentisiviteyi yiikselttigini ve
prozonu ortadan kaldirdigm agiklammg ve ayn1 aragtiner (21) bir diger
caliymasmda EDTA kullanarak non-spesifik reaksiyonlarm biiyiik bir
boliimiiniin elimine edildigine dikkati ¢ekmistir. Nielsen ve ark.
(17), RIA kullanarak infekte olmamug sigir serumlarmda Br. abortus’a
kars: olusan antikorlarm IgM ézelliginde oldugunu, ancak bu serum-
larm Br. abortus antijenine absorbe edilmelerinden sonra EDTA ile
muamelelerini takiben elue olduklarmi, bu durumun da IgM’lerin
bakterilere Fc kisimlariyla baglanmalarindan ileri geldigini agiklamg-
lardir. Nielsen ve Duncan (16), aragtirmalarinda Br. abortus ile in-
fekte 3 sifirm 2’sinin serumunda EDTA ile titrede degisme oldugunu,
ancak bu degisimin sadcce bir dilusyonda gorildigini belirtmigler-
dir. Nowlan ve Geus (18), Br. abortus ile infekte veya Brucellosis’e
karst agilanmug sigir serumlarimda EDTA’h antijen kullanarak yapi-
lan testte aglutinasyon titresinde degisiklik olmadigini, ancak Brucella
siipheli hayvanlarda kan serumunda bulunan antikorlan EDTA ile
elimine ettiklerini agiklarglardir. MacMillan ve Cockrem (13)’in
yaptiklar: galiymada, EDTA sensitif SAT titresi, diger ¢aligmalara
oranla ¢ok diigiik bulunmus ve nedeni antijen hazirlama yontemine,
test prosediiriine, degerlendirmeye, hayvan sayisina ve test cdilen
hayvanlarin yagina bagh olabilir diye belirtimistir. MacMillan ve
Bell (12), yaptiklan: galigmada, serum aglutinasyon testinin EDTA
modifikasyonunun hatah pozitif reaksiyonlarin sayisini azaltmada
éncmli oldugunu, ancak bunun da CFT ile birlikte yapithp yorumlan-
mas: gerektigini vurgulamuglardir. Trap ve ark. (22), EDTA ve 56°C”
de SAT testini 3 farkh siiriide kullanmuglar, 109 hayvanl: infekte stiri-
de SAT’la % 82.6, EDTA SAT’la 9% 80.7 reaktor tespit ederken,
56°C’de yapilan testde ise ¢ogu scrumda titre digmeleri belirlemis-
lerdir. Problemli siirii olarak kabul edilen 163 hayvana ait serumlarm;
SAT’la 9% 63.2 olan titrclerinin EDTA-SAT’la % 15.9a; SATla
9/ 66.3 olan titrenin ise 56°C’de SAT’la %, 15.9’a diistig belirlen-
mis ve 3. grupta ise (aym zamanda CFT pozitif), onemli bir degisik-
lik gozlenmedigi belirtilmis ve bu sonuglara gére; infekte hayvan se-
rumlarinda EDTA-SAT ile 6nemli sayilacak titre degisikliklerinin ol-
madifi ancak problemli siiriilerde EDTA’nin non-spesifik aglutinin-
leri elimine ettigi ve EDTA-SAT ile 56°C *de SAT arasinda iyi bir
korelasyon oldugu agiklanmgtir.

Serum icinde bulunan antikorlarin ortadan kaldirilmas:i veya
inaktive edilmeleri degisik 1sida tutulmalan ile de mimkiindir. An-
cak, inaktivasyon crnasinda koagulasyonun oniine gegmek i¢in se-
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rumlar dilue edilmelidir. Uygulanacak 151 dereccsi de her antikoc igin
degisik olmaktadir (7,10,15). Hess (6), yapug: ¢aliymada non-spe-
sifik antikorlarin 1s1 ile 70°C’de 10 dak. tutulmalanyla elimine cdil-
diklerini, spesifik antikorlarin ise bundan ctkilenmediklerini, ancak
90°C’de tutulmalar: gerektigini agiklamistir. Hoerlein (10), domuz-
larin giipheli Brucellosis ofgularinda 56°C’'lik benmari ve 16 saat 1sit-
madan sonra degerlendirilen testlerin 37°C’dc yapilanlara gore daha
diisitk titrede olduklarmi belirtmistir.

Bu caligmada, Brucellosis yéniinden siiphceli sigir serumlarmm
SAT yanisira, EDTA-SAT ve 56°C’de SAT uygulanarak, non-spe-
sifik antikorlarin ortadan kaldirilmasi ve sonuclarinin kargilagtiril-
mast amaclanmgtir.

Materyal ve Metot

Serumlar

Test serumlari: Denemede kullanilan 320 sigir serumu A.U.
Veteriner Fakiiltesi Bakteriyoloji Bilim dali ve Etlik Hayvan Hasta-
hklar1 Araghrma Enstitisii'nden saglanmagor.

Standart serumlar : Testlerde, kontrol serumlar: olarak 2/500
titreli Br. abortus antiscrumu ile Br. abortus negatif serumu kullanil-
migtir,

Antijenler

Brucella plate test, Rose Bengal plate test ve Brucella abortus
aglutinasyon antijenleri Pendik Hoyvan Hastaliklarn Aragtirma Ens-
titisi'nden saglanmastir.

EDTA kullanilarak yapilan sero-aglutinasyon testi igin Br.
abcrtus aglutinasyon antijeninin ml’sine 0.372 ¢ EDTA (di sodique
ethylene diamine tetra acetique acide) ilave edilerek 10 mM/1 sag-
lanmigtir (22).

Plate Test (PT)

Bu test i¢in 0.03 ml serum aym miktar Brucella Plate Test anti-
jeni ile kangtirthp sonuglar 4 dak icinde degerlendirilmistir (1).

Rose Bengal Plate Test (RBPT)
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Bu test icin de 0.03 ml serum aymi miktar Rosc Bengal Platc
Test antijeniyle (sodyum laktat-asit tamponlu, pH 3.6) kansurinus
ve sonuglar 4 dak. i¢inde degerlendirilmistiv (1).

Serum  Aglutinasyon Testi (SAT)

Bu amagla, test serumlarmm 1/5..... 1/640’a kadar 0.5 ml
icinde sulandirmalari yapilarak, izerine csit miktarda Br. abortus
aglutinasyon antijeni konulmug ve 37°C’de 18 saat inkubasyonu taki-
ben sonuglar, kontrol ile karyilagtirilarak gozle degerlendirilmistir (2).

LDTA-SAT

Bu testte, sero-aglutinasyon testine gore hazirlanan dilusyonlann
tzerine EDTA’lL: antijjenden csit miktarda konulmus ve 37°C de 18
saat inkubasyon siirest sonunda sonuglar SAT’i gibi degerlendirilmis-
tir (22).

56°C°de SAT

Bu amagla, sero-aglutinasyon testi yapildiktan sonra tiipler 2
saat 56°C’lik su banyosunda tutulmus, daha sonra --4°C de 18 saat
birakildiktan sonra scnuglar SAT’inde oldugu gibi degerlendirilmis-
tic (15).

Bu testlerin tiimiinde kontrol ncgatif ve pozitif serumlar kullanil-
mig ve incelenen serumlann 5 testle de aym giin paralel muayeneleri
yapilmstir,

Bulgular
PT Sonuglar:

Brucellosis voniinden incelenen 320 sifir serumunun bu testle
103 (% 32.2)'t4 pozitif ve 217 (% 67.8)si negatif bulunmustur.
RBPT Sonuglar:

Incelenen 320 scrumun 5 (9%, 1.6)’1 pozitif ve 315 (9%, 98.4)1 ise
bu testle negatif bulunmustur.

SAT Sonuglar:

Bu testle incelenen secrumlarin 76 (9% 23.8)'st 2/10-4/320 ara-
sinda pozitif titre gosterirken, 244 (% 76.2)’4 ncgatif olarak deger-
lendirilmigtir (Tablo 1).
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Tablo 1. SAT Sonuglari.

Pozitiflik Serum Dilusyonlar:
Derecesi 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320
+ - 1 ~ _ _ —
+ 9 9 1 1 _ _
+++ - - - _ _ -
++++ 35 12 4 2 1 1
Toplam 44 B 22 5 3 1 1

EDTA-SAT Sonuglan

Bu testle 320 serumun 44 (%, 13.8)’iiniin 2/10-2 /320 arasinda tit-
re gosterdikleri, 276 (% 86.2)’simn ise negatif oldugu belirlenmigtir
(Tablo 2).

Tablo 2. EDTA-SAT Sonuglar1.

Pozitiflik Scrum Dilusyonlart
Derecesi | 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320
+ B - - - - -
+ | 12 1 _ _ - 1
+++ 1 - _ - - -
++++ 22 5 1 _ ) -
Toplam 35 6 1 _ 1 )

56°C de SAT Sonuglar

fncclencn 320 serumun 19 (9% 5.9)’unun 2/10-2/320 arasinda
titre gosterdigi 301 (% 94.1)’inin bu testle negatif oldugu saptanmig-
ur (Tablo 3).

Ayrica, incelenen negatif kontrol secrum 5 testin tiimiinde negatif
bulunmus, ayni testlerde, pozitif kontrol serumun titresinde dc her-
hangi bir degisiklik saptanmamugtir.
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Tablo 3. 56°C de SAT Sonuglari.

Pozitiflik Serum Dilusyonlan
Derecesi 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320
+ - - = - - -
+ + 6 1 ~ - _ 1
+++ - - - _ _ _
++++ 7 2 1 _ 1 ~
Toplam 13 3 1 - " 1 —

Tartisimma ve Sonug

Sigir Brucellosis’inin teshisinde serolojik testler g¢ok onem tagi-
maktadir. Bu amacgla en ¢ok Plate Test (PT), Rosc Bengal Plate
Test (RBPT) ve Sero-aglutinasyon Test’inden (SAT) yararlanilmak-
tadir. Bu testlerden, ozellikle, Sero-Aglutinasyon Testiyle belirlencn
titre diizeylerine gore; sigirlarin infekte olup olmadiklarma karar ve-
rilmektedir.

Agisiz sigirlar igin 2 /40 ve usti, agth sifirlar igin ise 2/80 ve iistit
titreler SAT’de Brucellosis yoniinden pozitif kabul edilmektedir (4).
Ancak bu kriterleri sadece SAT ile saptamak, infeksiyon agisindan
yanliy sonuglara scbebiyet vermektedir. Bu yanls pozitif sonuglar
ko-aglutininler kadar non —spesifik antikorlardan da ileri gelebilmek-
tedir. Giiniimiizde ne immunoelektroforez, ne de poliakrilamid jel
iizerinde elektroforezle bu yapilar ortadan kaldirilamamaktadir (3,
8,14,22). Bu nedenle, ozellikle, yagh hayvanlarda ortaya gikan non-
spesifik antikorlann climine edilmesinde bir ¢ok modifiyc SAT’inden
yararlanilmaktadir (13,16,18-21). Nielsen ve Duncan (16), EDTA’
nin SAT antijenine ilavesiyle yapuklar: ¢ahymada, non-spesifik anti-
korlarin EDTA labil olduklarin: saptamiglardir. Nowlan ve Geus (8),
45/20 ile aph 9 hayvan, Br. abortus 544 ile gebeligin 6. aymda infekte
ettikleri 6 hayvan ve Br. abortus’a kars: antikor tagidiklar saptanan 10
hayvana ait serumlart SAT ve SAT-EDTA ile incelemisler ve sadecc
3. grupta oénemli olgiide titre diisiislerini kaydetmislerdir. Trap ve
ark. (22) ,problemli bir siiriiye ait 163 serumu SAT ve SAT-EDTA
ile incelemisler ve de antikor diizeyinde SAT-EDTA ile 9% 63.2’den
9, 15.9'a inen bir diisiis kaydetmigler ve bu diisiisiin titrede en az 2
dilusyonluk olmasi gerektigini vurgulamglardir. Galymada inccle-
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nen 320 serumun plate testle 103 {9, 32.2)°4, Rose Bengal plate testle
5 (% 1.6} pozitif bulunmus, aym serumlarm SAT ile 76 (%, 23.8)%:,
SAT-EDTA ile 44(% 13.8Vu 2/10-2/320 arasinda degisik tizreler
gostermislerdir.  Sonuclarm  kargilasiriimasinda, SAT'Ta incelenen
serumlarm 44’4 1/10 da titre gosterirken, SAT-EDTA’da bu dilus-
yonda 35 serum, 1/20 de SAT’1a 22, SAT-EDTA ilc 6, 1/40 da SAT la
5, SAT-EDTA ile 1, 1,80 de SAT’la 3 scrum pozitif bulvnurken, aym
titrede SAT-EDTA ile pozitif veren scruma rastlamlamamigtir.
Buna kargin 1/160 ve 1/320 titrede bulunan 2'ser serum SAT-EDTA
Uc de ayni dilusyonlarda pozitif bulunmustur. SAT ve SAT-EDTA’
min kargilaginlmast amaciyla yapilan caliymalardaki titre digisleri,
bu ¢aliymada da saptanmustir. Ayrica, bu arastirmada yiiksek titre-
lerde pozitif sonug veren scrumlann EDTA’L antijenle reaksiyon so-
nucunda FDTA’dan etkilenmcdikleri, dilusyonlarda herhangi bir
degigiklige neden clmadiklan belirlenmistir.

Non-spesifik antikcrlarn climine edilmesi amaaiyla kullanilan
yontemlerden biri de saidir (7,9,10,22). Ancak, 1s1 yalmzca aglutinas-
yon reaksiyonunun seyrini etkilememckte, ayn: zamanda, antikorlarin
niteligine de tesir ctmektedir (9). Ayrica, 1sinin non-spesifik antikor-
lara oldugu kadar, spesifik antikorlari da ctkiledigi bilinmektedir (22).
Morsc ve ark. (15), non-spesifik antikorlar icerdikleri bilinen serum-
lari, Brucellosis yoniinden 56°C de aglutinasyonla incelemelerinde,
SAT’a gore titre diistigleri saptadiklarini belirtmislerdir. Trap ve ark.
(22}, sigir Bruccllosis’t igin yapuklari ¢alismada, 56°C de SAT ile
nonspesifik antikorlarn %, 67 oraminda climinc ettiklerini agiklamis-
lardir. Cahgmada, 36°C de SAT ile 320 serumun 10 (% 5.9)'u 2/10
ve 2/320 arasinda titre gostermis ve dolayisivla; SAT'la bu dilusyon-
larda 9%, 23.8 saptanan pozitiflik, 1s1yla %, 5.9’ inmistir. Bu konuda
yapilan aragtirmalara paralellik saglayan bu galismada, yine 1s1 ile
SAT-EDTA’da oldugu gibi 1/160 vc 1/320 titrede saptanan pozitif
sonuglarda degisiklik  gozlenmemistir.

Alnan bu sonuglar, sifir Bruccllosis’inin saptanmasinda, kriter
olarak kabul edilen 1/40 vc 1/80 dilusyonlarinin sadece SAT’la de-
gerlendirilmemesini, bu testle birlikte, sonuglart ctkileyen &zellikle
non-spesifik antikorlarin climinasyonu amaciyla EDTA veya 1sinin
kullamilmasinin gerektigini gostermckeedir.
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