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Kisa Bilimsel Calisma / Short Communication

Tavuklarda infeksiyoz koriza’nin serolojik teshisinde aglutinasyon,
hemaglutinasyon inhibisyon ve indirekt hemaglutinasyon testlerinin
karsilastirilmasi

Arzu FINDIK', Hakan YARDIMCI?

! Yrd.Dog.Dr., 0.M.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun; * Prof Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara.

Ozet: Bu calisma, tavuklarda Infeksiydz Korizanin serolojik teshisinde aglutinasyon, hemaglutinasyon inhibisyon (HI) ve
indirekt hemaglutinasyon (IHA) testlerinin kullanilabilirligini arastirmak ve bu testler arasinda bir karsilastirma yapmak amaciyla
yapildi. Aglutinasyon testi hem serotip spesifik lam aglutinasyon antijenleri (serotip A, B ve C spesifik) hem de serotip C (Modesto)
susundan hazirlanan tiim hiicre lam aglutinasyon antijeni kullanilarak yapildi. Calisma kapsaminda 510 serum incelendi. Tiim hiicre
antijeni ile yapilan lam aglutinasyon testinde saha serumlarinin %42.75’i pozitif, %57.25’1 ise negatif sonug verdi. Serotip spesifik
lam aglutinasyon antijenleri ile yapilan testte, serumlarin %31.37’si serotip A, %15.1°1 serotip C antikorlar1 yoniinden pozitif
bulundu. Serumlarin %53.53’0 ise sero-negatif bulundu. Taze tavuk eritrositleri ile yapilan hemaglutinasyon testinde aglutinasyon
goriilmezken; gluteraldehit ile fikse edilmis tavuk eritrositlerinin kullanildig1 hemaglutinasyon testinde 1/64 titre belirlendi. Sonug
olarak, seropozitif tavuklarin saptanmasinda tiim hiicre antijeni ile yapilan agliitinasyon testinin duyarlt oldugu belirlenirken, HI ve
IHA testlerinin yetersiz kaldigi saptandi. Serotip spesifik antijenlerle yapilan lam aglutinasyon testinin de infekte hayvanlar
belirlemede yararli oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler: infeksiyoz koriza, serolojik teshis.

The comparison of agglutination, hemagglutination inhibition and indirect hemagglutination tests in
the serological diagnosis ofinfectious coryza in chickens

Summary: This study was carried out to investigate the feasibility of agglutination, hemagglutination inhibition (HI) and
indirect hemagglutination (IHA) tests in the diagnosis of Infectious Coryza in chickens and to compare these tests. The agglutination
tests were performed by using both serotype specific plate agglutination test antigens (serotype A, B and C specific) and the whole
cell plate agglutination test antigen that prepared from serotype C (Modesto) strain. 510 sera were tested in this study. 42.75% of the
field sera were found positive and 57.25% were found negative in plate agglutination tests performed with whole cell antigen. The
test sera of 31.37% were found positive in regards to have serotype A antibodies and 15.1% of them were found positive in regards to
have serotype C antibodies and remaining 53.53% were found to be negative in plate agglutination test performed with serotype
spesific plate agglutination antigens. Hemagglutination did not occur in hemagglutination test performed with fresh chicken
erythrocytes. Whereas in hemagglutination test which was performed with glutaraldehyde-fixed chicken erythrocytes, 1/64 HA titer
was determined. Consequently, while the agglutination tests performed with whole cell antigen was found to be sensitive, HI and
IHA were inefficient in the detection of seropositive chickens. Plate agglutination test performed with serotype spesific antigens were
found to be useful to determine chickens infected with these serotype strains.

Key words: Infectious coryza, serological diagnosis.

Infeksiydoz ~ Koriza, tavuklarin  Haemophilus tarafindan yapilmigtir. Eliot ve Lewis (1934) ile

paragallinarum tarafindan olusturulan akut iist solunum
yolu infeksiyonlarindan olup yumurta veriminde ve
karkas agirliginda 6nemli diisiislere neden olmaktadir. H.
paragallinarum De Blieck (1932) tarafindan tavuklardan
ilk kez 1930’lu yillarda izole etmis ve 1932 yilinda
“Bacillus  haemoglobinophilus  coryzae gallinarum”
olarak isimlendirilmistir. Bu etken hakkindaki ilk
karakterizasyon calismalar1 1932’de McGoughey (1932)

Delaplane ve ark. (1934) ise etkeni 1934°te Haemophilus
gallinarum olarak yeniden isimlendirmislerdir (1).
Etkenin izolasyonunun zor olmasi, iretilmesi i¢in
zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiya¢ duymasi ve identi-
fikasyonda kullanilan biyokimyasal testlerin zaman alic1
olmas1 hastaligin teshisini zorlastirmaktadir (17). Infekte
veya asili tavuklarda H. paragallinarum’a kars1 olugmus
antikorlar1 belirlemede lam ve tlip aglutinasyon testleri
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(8), agar jel presipitasyon testi (5), lateks aglutinasyon testi
(16) ve 3 tip Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) testi (5,
12) gibi cesitli serolojik testler kullanilmaktadir. H.
paragallinarum serolojik olarak A, B ve C olarak isim-
lendirilen 3 serotip icermektedir (10). indirekt hemagluti-
nasyon testi ile M-tip H. paragallinarum'un sivi kiiltiir
filtratlarinda ve kiiltiir yikantilarinda serotip spesifik
polisakkarit antijenin varlig1 ilk kez Hinz (3) tarafindan
belirlenmistir. Kato ve ark. (7), da ilk kez H. paragal-
linarum’un hemaglutinasyon yetenegini bildirmislerdir.
Aragtiricilar (4, 8), HA antijeninin serovar-spesifik
oldugunu bildirmiglerdir. Daha sonralar1 yapilan ¢alisma-
larda (15), H. paragallinarum’un hemagliitinasyon
antijeninin aglutinasyon antijenlerine esdeger oldugu,
clinkii hemagliitinasyon inhibisyon testi ile yapilan
serotiplendirmenin, lam aglutinasyon testi ile yapilan
serotiplendirme ile uyumlu oldugu ileri siiriilmiistiir.

Sunulan calismada, tavuklarda Onemli ekonomik
kayiplara neden olan Infeksiydz Koriza hastahigmin
serolojik tanisinda aglutinasyon, hemaglutinasyon inhi-
bisyon ve indirekt hemaglutinasyon testlerinin standar-
dize edilmesi ve bu testlerin sonuglar1 karsilastirilarak
rutin tant ve saha taramalarinda kullanilabilirliklerinin
belirlenmesi amaglanmuistir.

Sugslar: Aglutinasyon, HI ve THA testlerinde kulani-
lan H. paragallinarum susu (serotip C), Dr. Patrick J.
Blackall (Queensland Department of Primary Instustries,
Animal Research Institute, Avusturalya)’dan saglandi.

Deney hayvanlari: Caligmada immun serum elde
etmede kullanilan 4 haftalik beyaz Leghorn irki tavuklar
ile 2 adet 2 yaslt Yeni Zellanda ki tavsan, Tarim ve
Koyisleri Bakanligi Tavukguluk Arastirma Enstitiisii-
Ankara’dan temin edildi.

Test ve kontrol serumlari: Caligmada, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'ne solunum sistemine
yonelik bir hastalik siiphesi ile gelen tavuklardan ve
ayrica gesitli illerdeki (Konya, Bursa, Balikesir, Bolu,
Izmir) solunum sistemi hastalig1 ve ozellikle Infeksiydz
Koriza siipheli asisiz yumurtaci siiriilerden toplam 510
kan serum Ornegi alindi. Pozitif kontrol serumu olarak
immunize edilen tavuk ve tavsanlardan elde edilen
serumlardan, negatif kontrol olarak da Manisa Tavuk
Hastaliklar1 Arastirma ve Asi1 Uretim Enstitiisii'den
saglanan SPF tavuklarin kan serumlarindan yararlanildi.

Immun serum: Calismada uygulanan testlerde pozitif
kontrol olarak kullanilan serumlar, tavuk ve tavsanlardan
elde edildi. Immun serum, tavuklardan Page (10)’in
bildirdigi yonteme gore elde edildi. Tavsanlardan immun
serum, Sawata ve ark. (11)’nin bildirdigi yonteme gore
elde edildi.

Aglutinasyon testi: Saha serumlar1 Thornton ve
Blackall (13)’in bildirdigi yonteme gore C serotipinden
(Modesto susu) hazirlanan lam aglutinasyon antijeni ile
ve ayrica Hipra Laboratuvarlarindan temin edilen

spesifik lam aglutinasyon antijenleri ile yapildi. H.
paragallinarum ’un her ii¢ serotipine karsi hazirlanmig
spesifik lam aglutinasyon antijenleri, kullanma talimatina
uyularak lam aglutinasyon testinde kullanildi.

Hemaglutinasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon:
Sirasiyla Eaves ve ark. (2), Iritani ve Hidaka (5) ve
Sawata ve ark. (12)’nin bildirdigi 3 ayr1 yontem ile
yapildi. Gluteraldehit ile tespit edilmis -eritrositlerin
aglutine oldugu son sulandirma HA titresi olarak kabul
edildi. HI titresi, serumun hemaglutinasyonu inhibe ettigi
en yiiksek sulandirma olarak degerlendirildi.

Indirekt hemaglutinasyon testi: indirekt hemagluti-
nasyon test antijeni Eaves ve ark. (2)’min bildirdigi
sekilde hazirland1 ve Sawata ve ark. (12)' nin bildirdigi
yonteme gore yapildi. Tiim testlerde negatif ve pozitif
kontroller kullanildi.

Cesitli bolgelerden toplanan siipheli tavuk kan
serumlari, spesifik lam aglutinasyon antijenleri ile test
edildi ve toplam 510 serumun 160’1 (%31.37) serotip A,
77°si (%15.1) serotip C antikorlar1 ydniinden pozitif
bulunurken, geri kalan 273 (%53.53) serum Ornegi
aglutinasyon testinde negatif bulundu. Serotip C-Modesto
susundan hazirlanan aglutinasyon antijeni kullanilarak
yapilan aglutinasyon testinde, test edilen 510 tavuk
serumundan 218’1 (%42.75) pozitif ve 292’si (%57.25)
negatif bulundu. H. paragallinarum ile ilgili ilk serolojik
calisma, Page (10) tarafindan yapilmis olup lam agluti-
nasyon testi ile 3 serotipi belirlenmistir. Daha sonra
baska arastiricilar da H. paragallinarum’un serotiplendir-
mesinde lam aglutinasyon testini kullanmislardir (1).
Infekte hayvanlarm belirlenmesinde de lam aglutinasyon
testi olduk¢a yaygin bir seklide kullanilmaktadir (6).
Bununla birlikte, bazi arastiricilar (1, 5, 11) aglutinasyon
testinde kullanilan antijenin, degisik aglutinasyon
serotiplerinde ortak oldugundan tip spesifik antijenlere
kargi hazirlanan antiserumlar ile adsorpsiyon uygulan-
madan serotip spesifik aglutininleri  belirlemenin
imkansiz oldugunu bildirmiglerdir. Sunulan c¢alismada,
laboratuvarda C serotipinden hazirlanan tim hiicre lam
aglutinasyon antijeninin, serotipler arasinda ortak olan
antijenleri icerdigi ve bu antijenin kullanildig1 aglutinasyon
testinde, her 3 serotipte ortak olan antijenlerin belirle-
nebildigi ve serotip spesifitesi belirlenmeksizin infekte
hayvanlarin ortaya konulabilecegi kanisina varilmistir.
Calismada ayrica, Ok ve Ates (9)’in bulgularina paralel
olarak, Ankara, Konya, [zmir, Bursa ve Balikesir bolgeleri
genelinde A serotipinin baskin oldugu belirlenmistir.

Hemaglutinasyon ve HI testinde, taze ve GA ile
fikse edilmis tavuk eritrositleri %0.5, %1 ve %?2’lik
stispansiyonlar1 kullanilarak pozitif sonuglarm en iyi
%2’lik GA ile tespit edilmis eritrosit silispansiyonu ile
alindig1 goriildii. IHA testinde ise tannik asitle muamele
edilmis ve duyarlilastirilmis GA ile fikse koyun
eritrositlerinin son hacmi %0.5 ve %1 olmak {izere 2
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sekilde denendi ve pozitif olarak degerlendirilen dantela
gorilintiisii %0.5°1ik siispansiyon ile daha iyi gozlendi.
Birinci metoda gore hazirlanan hemaglutinasyon antijeni
ile %2’lik tavuk eritrositlerinin kullanildig1 hemaglutinasyon
testinde eritrositler aglutine olmadi. Ayn1 antijen ve GA
ile fikse edilmis %2’lik tavuk eritrositinin kullanildig1
hemaglutinasyon testinde 1/64 titre belirlendi. Testte, GA
ile fikse edilmis tavuk eritrositlerinin kullanilmasinin
sonug tiizerine etkili oldu-gu goriildii. 2. ve 3. metoda
gore hazirlanan HA antijeni ile %2’lik taze tavuk
eritrositlerinin  kullanildigi  hemaglutinasyon testinde
eritrositler aglutine olmadi. Ayni antijenler ve GA ile
fikse edilmis eritrositlerin kullanildigi hemaglutinasyon
testi sonunda da ayni sekilde negatif sonug elde edildi
(Tablo 1). Calismada, Modesto (serovar C) susundan
basit olarak yikama suretiyle hazirlanan HA antijeninin
ne taze ne de glutaraldehit ile fikse edilmis tavuk
eritrositlerini aglutine etmedigi goriilmistiir. Antijen,
etkenin KSCN ile muamelesi ve ardindan sonike
edilmesi suretiyle hazirlandiginda ise GA ile fikse edilen
eritrositlere karst HA aktivitesi gozlenmistir. Buna gore,
KSCN ile muamele ve sonikasyonun hiicrelerde HA
aktivitesini inhibe eden yapilar1 uzaklastirmak suretiyle
HA aktivitesini uyardig1 kanisina vartlmistir. Bu sonug,
Sawata ve ark. (12)’nin elde ettigi sonuglarla uygunluk
gostermektedir.

Tablo 1. Hazirlanan HA antijenlerinin taze ve GA ile fikse
edilmis tavuk eritrositlerini agliitine etme 6zellikleri.

Table 1. Haemagglutinating properties of HA antigens with
fresh and GA-fixed erythrocytes.

Taze GA ile fikse
HA antijenleri L edilmis
Eritrosit I
eritrosit
1. ydonteme gore hazirlanan antijen <172 1/64
2. yonteme gore hazirlanan antijen <12 <172
3. yonteme gore hazirlanan antijen <12 <172

Hemaglutinasyon inhibisyon testinde 4HA {initesinde
antijen kullanildi. HI ve IHA testlerinde elde edilen
bulgular Tablo 2’de sunulmustur. HI testinde pozitif
kontrol olarak kullanilan immun tavuk serumunda 1/256,
tavsan immun serumunda ise 1/512 HI titresi belirlendi.
IHA testinde pozitif kontrol olarak kullanilan immun
tavuk ve tavsan serumlarinda 1/8 THA titresi belirlendi.
Sunulan g¢alismada, saha serumlari, serotip C susundan
Eaves ve ark. (2)’nin bildirdigi yonteme gore hazirlanan
HI antijeni ve GA ile fikse edilmis tavuk eritrositlerinin
kullanildigi HI testi ile degerlendirilmistir. Antijenin 4
hemagliitinasyon tinitesi kullanildigr géz oniine alindi-
ginda, test serumlarmin hi¢ birinde 1/8’in {izerinde HI
titresi elde edilemedigi saptanmistir. Calismanin yapil-
dig1 donem igerisinde Infeksiyoz Koriza asili tavuk

Tablo 2. Serum 6rneklerinin agliitinasyon, HI ve IHA pozitif test sonuglari.
Table 2. The positive agglutination, HI and IHA results of sera samples.

Agliitinasyon testi

is:tlr%lee ‘Il\?o zzrylirsrll Serotip A spesifik  Serotip B spesifik  Serotip C spesifik Serotip C tiim Tiltf‘isi TlltHr eAsi
antijen (*) antijen (*) antijen (*) hiicre antijeni (**)

1 20 - - 17 17 <1/8 <12

2 20 20 - - 19 <1/8 <172

Konya 3 30 - - - - <1/8 <172
4 30 - - - - <1/8 <172

5 20 20 - - 16 <1/8 <172

Bursa 6 20 - - - - <1/8 <12
7 20 - - - - <1/8 <12

8 30 - - - - <1/8 <12

9 30 - - - - <1/8 <172

Ankara 5 39 - - - - <18 <12
11 30 - - - - <1/8 <1/2

12 20 - - 20 20 <1/8 <172

13 20 20 - - 19 <1/8 <12

14 20 - - 20 20 <1/8 <12

Izmir 15 20 - - 20 20 <1/8 <12
16 25 25 - - 21 <1/8 <172

17 25 - - - - <1/8 <172

18 25 - - - - <1/8 <1/2

Bolu 19 20 20 - - 17 <1/8 <172
20 10 10 - - 8 <1/8 <12

21 10 10 - - 8 <1/8 <1/2

Balikesir 22 10 10 - - 10 <1/8 <172
23 15 15 - - 13 <1/8 <172

24 10 10 - - 10 <1/8 <172

Toplam 510 160 0 77 218
*) Hipra Laboratuvarlarindan temin edilen serotip spesifik antijenler.

")

Serotip C (Modesto) susundan hazirlanan tiim hiicre antijeni.



72 Arzu Findik - Hakan Yardimci

serumu elde edilemediginden, testin asili hayvanlarda
nasil bir sonu¢ verecegi goriilememistir. Ancak,
immunizasyon sonunda, tavuklarda yiiksek titrede HI
antikoru elde edilebilmistir. Tavuklarin nazal boslugun-
daki serovar C etkenlerinin tip spesifik HA antijenlerini
tam olarak eksprese edemedigi veya serovar C spesifik
HA-L‘nin antijenitesinin zayif olabilecegi ve bu yiizden
HI testinde belirlenebilir HI titresi elde edilemedigi
kanisina varilmistir. Bu sonug, Yamaguchi ve ark.
(14)’nin sonuglari ile uyum gostermektedir.

Sonug olarak, serotip spesifik antijenlerle yapilan
lam aglutinasyon testinin infekte hayvanlarin hangi
serotiple infekte oldugunu belirlemede yararli olacagi
goriigiine varilmigtir. Bdylece, bolgelerde yaygin olan
serotip belirlenerek bu serotiplere karst etkin asi
hazirlama caligmalar1 yapilabilecektir. Bunun yanisira,
basit olarak hazirlanabilen tiim hiicre antijeni ile yapilan
aglutinasyon testinin, ¢ok sayida seropozitif hayvani
serotip spesifitesi olmaksizin belirleyebildigi ortaya
konulmustur. Bu antijenin hazirlanmasinin kolay olmasi
nedeniyle sahada kullanilabilecegi goriisiine varilmistir.
Calismada ayrica serotip C (Modesto) susu ile hazirlanan
antijenlerin kullanildig1 HI ve IHA testlerinin seropozitif
hayvanlar1 saptamada agliitinasyon testine gore yetersiz
kaldig1 saptanmistir.
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