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Bu gahgl;nada Brucella melitensis enfeksiyonuna karsi serumda sekillenen antikorlar Plate Test (PT), Rose Ben-

gal Plate

est (RBPT), Tup Aglatinasyon Testi (TAT) ve Mikroagltinasyon Testi (MAT) ile saptanarak sonugclar

sensitiflik ve du?'arllk agisindan karsilastinldi. MAT'de B. melitensis'ten hazirlanan ve Safranin-0 ile boyali antijen

kullanild: ve tes

U tabanli mikropleytlerde gergeklestirildi.

Teste tabi tutulan 1580 adet koyun kan serumundan PT'de 341 (%21.6). RBPT'de 358 (%22.7), TAT'de 463
(%29.3) ve MAT'de 587 (%37.1) adet pozitif rea_ksx}lon saptand.

Mikroaglutinasyon Testi'nin brucella antikor titre!

sonucuna varildi.

lla a erinin belilenmesi Cij(;in daha az zaman, kisa inkiibasyon siresi
ve daha az antijen kullanimi gerektirdiginden avantajl oIdu?u saptandi. i
I

serolojik tanisinda diger testlerin yani sira MAT'nin kullan

Koyunlarda B. melitensis enfeksiyonunun
masinin enfeksiyonun saptanmasinda yararli olacagi

Anahtar Sozciikler: B. melitensis, Koyun serumu, PT, RBPT, TAT, MAT.

SUMMARY

In this study, Plate Test (PT), Rose Bengal Test (RBPT), Tube Agglutination Test (TAT) and Micro?%glutination
S O

Test (MAT) were used for the detection of
were compared with other tests.

rucella melitensis antibodies in sheep sera. Each result

ese tests

The antl%en which prepared by B. melitensis and stained Safranin-0 was used to microagglutination Test (MAT)

and the tes'

was confirmed in the U bottom microplates.

Among 1580 blood serum samples examined and 341 (21.6%), 358I (22.7%), 463 (29.3%), 587 (37.1%) samp-
el

les were determined as positive in PT, RBPT, TAT and MAT respectively.
Advantages of the microagglutination test were that it required less time to perform, had a shorter incubation pe-

riod, and uses less antigen.

In detecting B. melitensis infection in sheep the use of MAT, together with other tests was found to be useful.
Key Words: Brucella melitensis, Sheep sera, PT, RBPT, TAT, MAT.

GIRIS

Turkiye'de koyun yetistiriciligini olumsuz
¥6nde etkileyen cesitli faktorler arasinda in-
eksiyoz karakterlerdeki yavru atmalarin ilk
sirayl aldigi ve koyun yetistiriciligi yapan-
larin en blylk sorunlarindan biri oldugu bil-
dirilmektedir (1).

Brucella'larin neden oldugu brucellosis,
daha ¢ok sigir, koyun, kegi, domuz, kdpek
gibi hayvanlarda genital organ, meme bez-
leri, testislere yerleserek yavru atmalara ve
infertiliteye neden olan kronik bulagici ve
nekrotik yangisel infeksiyonlarla ortaya ci-
kan zoonoz bir hastaliktir (1,3-5).

Koyunlarda genellikle B. melitensis, bru-
cellosis'e neden olur. Bu mikroorganizma
aynl zamanda insanlarda Malta Hummast'
nin (Mediterranien Fever) etkenidir ve in-
feksiyon diinyanin hemen butun tlkelerinde

drilmektedir. infeksiyonun tanisi direkt
etken izolasyonu ve identifikasyonu) ve in-
direkt (kan, serum, sit ve sit serumu vs. ile
serolojik testler) ydontemlerle yapilabilmek-
tedir. Ayrica son yillarda biyoteknolojik yon-
temlerle de (PCR, Hibridizasyon vs.) et-

kenin tanimi mimkan olmaktadir (1,4,5).

Koyun brucellosis'inin serolojik tanisinda
Plate Test (PT), Rose Bengal Testi (RBPT),
Serum Aglatinasyon Testi (SAT), Komple-
ment Fikzasyon (CF) ve ELISA gibi tek-
niklerden yararlaniimaktadir (1,4,6,7,13,15).

Rose Bengal Plate Test (RBPT), hem la-
boratuvar sartlarinda ve hem de sahada ta-
rama testi olarak kullaniimaktadir (1,3,6,8,
13). Rose Bengal boyasi ile boyali bu anti-
jen, pH 3.65'e ayarlanmistir. Antijenin asi-
dik pH derecesi serumdaki IgM aktivitesini
engelleyerek IgG'lerin (6zellikle IgG 1) re-
aksiyona katilmalarina yardimci olurken
nonspesifik aglutininlerin etkinligine de en-
gel olur(1,13).

Tldp (serum) aglitinasyon testi (TAT),
brucellosis'in serolojik tanisinda eskiden
beri basvurulan en 6nemli testlerden. biri
olup gunimuize kadar bu yéntemden genis
capta yararlaniimaktadir. Yapilan c¢alisma-

y Bu caligma Kafkas Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir (97-VF 005 Nolu Proje).
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larda, TAT'de IgM'lerin, IgA, IgG' ve_IgG®
'lerden daha yiksek reaksiyon verdigi bu
sebeple TAT'nin akut Brucellosis olgula-
rinin serolojik tanisinda kroniklere oranla
daha etkili oldugu bulunmp?tur. Hastaligin
erken donemlerinde, 6zellikle yluksek titreli
serumlarda prozon ve diger bloke feno-
menler nedeniyle testte negatif sonug elde
edilebilir (6). Bu nedenle TAT'nin fazla spe-
sifik olmadigi, koaglutininler ve nonspesifik
aglutininlerin - spesifiteyi etkiledigi bildiril-
mektedir (1). Bruce'lla_[g(;rubu mikroorganiz-
malar ile ortak antijenik yapiya sahip olan
bazi bakteriler (Yersinia enterocolitica 0:9,
Escherichia coli 0: 116 ve 0:157, Franci-
sella tularensis, Kaufman-White N t_?'rup Sal-
monella'lar, Pseudomonas matophilica, Vib-
rio cholera ve Campylobacter fetus vs.) ko-
a1glutininlerin nedeni olarak gosterilmistir
(1,9). Nonspesifik aglutininlerin nedeni he-
nuz tam olarak anlagilamamisgtir. Cesitli
arastiricilar bu durumu serum glikoprotein-
lerinin desializasyonuna bagl olarak, se-
rumda bulunan IgM'lerin modifiye olmasi ve
bu serumlarla yapilan TAT'de IgM'lerin bru-
cella antijenleri ile nonimmun reaksiyon ver-
melerine baglamiglardir (1,8).

Tup aglutinasyon testi ayni zamanda faz-
la miktarda serum, tip, pipet ve antijen ge-
rektirdigi icin %ok sayida ornegin islenme-
sinde dezavantaja da sahiptir (1,9,10).

Mikroaglutinasyon testi (MAT), az mik-
tarda serum ve antijen gerektirmesi uy-
gulandigr  mikropleytlerden c¢ok sayida
ornegin degerlendiriimesi gibi avantajlara
sahiptir. MAT sonuglarinin okunmasi sira-
sinda olugabilecek guglikler de antijenin
boyanmasi ile ortadan kaldiriimistir. MAT'
de antijenin boyanmasi igin giegitli boya
maddelerinden {Safranin-o, Trifenil Tetra-
zolium klorid vs.) yararlaniimistir (7). Aras-
tincilar (1,2,7,11, 12) safranin-0 ile boyali
antijenle yapilan MAT' de sonuglarin daha
net degerlendirildigini bildirmiglerdir.

Bu calismada MAT'nin koyunlarda B. me-
litensis infeksiyonlarinin tanimindaki roli
saptanarak diger testlerle (PT, RBPT, TAT)
karsilagtiriimasi yapilmig ve duyarlik dere-
cesl belirlenmisgtir.

MATERYAL ve METOT
Serumlar

Test Serumlari: gah mada; Kars, mer-
kez ve gevre koylerde, Belediye Mezbaha-
nesinden ve Katkas Universitesi Veteriner
Fakultesi Kliniklerine gelen asisiz koyun-
lardan toplam 1580 adet kan serumu kul-
laniimigtir. Koylerden alinan kan ornekleri
enfeksiyondan  sdpheli  birimlerden
alinmistir.
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Standart Serumlar: Kafkas Universitesi
Veteriner Fakultesi Mlkrgblyoloii Anabilim
Dali'ndan saglanan, titresi TAT ile 1/640 o-
larak belirlenen serumdan pozitifkontrol; ne-
gatif kontrol serum igin ise sa_Ellkll bir hay-
vandan elde edilen ve serolojik testlerle de
&RBPT, TAT) reaksiyon vermeyen serum
ullaniimistir.

Suslar: MAT antijeninin hazirlanmasinda
Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Mik-
robiyoloji Anabilim Dali Kultir Kolleksi-
yonundan saglanan ve Kars ydresinden

izole edilen Brucella melitensis” susundan
- yararlanilmistir.  Susun karekterleri bak-

erityoskopi,_ ultdr, biyokimyasal ve serolojik
testlerle de incelenmistir.

Besiyeri: MAT antijenini hazirlamak icin
kullanilan B. melitensis susunu tretmede %
5 at serumlu brucella agar (DIFCO) kul-
lanilmistir.

Antijenler

Plate Test Antijeni: Serumlarin Plate
Test ile deEerlendmlmesmde Pendik Haé-
van Hastaliklari Arastirma Enstitlst'nde B.
abortus S99 susundan Uretilen kristal violet
ve brilland green ile boyali Plate Test An-
tijeninden yararlaniimigtir.

Rose Bengal Plate Test Antijeni:
RBPT' de_Pendik Hayvan Hastaliklar
Aragtirma Enstitist tarafindan dretilen ve
B. abortus S99 susundan hazirlanan Rose
Bengal boyasi ile boyanmis RBPT antijeni
kullaniimigtir.

Ti(l;p Agliitinasyon Antijeni: TAT'de,
Pendik Hayvan Hastaliklar Arastirma Ens-
tiths tarafindan hazirlanan standart B.
abortus Tup aglutinasyon antijeni kul-
laniimistir.

Mikroa?lﬁtinagyon Test Antijeni: MAT'
de kullanilan antijen Brown ve ark. (7)'nin
bildirdikleri yénteme gére B. melitensis su-
undan sairanin-0 ile boyanarak hazir-
anmigtir. Bu amagla B. melitensis'in %5 at
serumlu brucella agardaki 72 saatlik kulttrd
%0.85'lik fizyolojik tuzlu su (FTS) ile toF-
lanmig, %0.05'lik formalin iceren %0.85'lik
(FTS) ile +4°C'de bir gece bekletilmis, for-
malin ile 6ldurtlmis olan bakteri, formalinli
S ile iki kez yikanmistir. Hazirlanan bu
stok solusyonun, negatif, disiik ve yuksek
titreli referans serumlarla yapilan™ stan-
dartize caligmalarinda 1:10'dan 1:100'e ka-
dar gesitli sulandirmalar denenmi? ve en iyi
sonucun 1:50 dilisyonda elde edildigi gord-
ImUs ve stok solusyonun 1:50 oraninda di-
lle edilerek gall§ma solusyonu olarak kul-
laniimigtir. 1:50 oraninda Phosphate-Buffe-
red Saline (PBS) spH 7.2) ile sulandirilan
solusyona 100 mlye 1.1 ml miktarinda
%0.005'lik safranin-0 ilave edilmisgtir.
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METOT

Karakterizasyon: Kafkas Universitesi
Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Kultir Kolleksiyonundan saglanan B.
melitensis sugunun karakterizasyonu ama-
clyla yapilan bakteriyoskobik, kulturel, biyo-
kimyasal ve serolojik degerlendirmelerle su-
sun B. melitensis oldugu ortaya konulmus
ve bu sus MAT antijeni hazirlamada kul-
laniimustir.

Plate Test (PT): Toplam 1580 koyun kan
serumu lam Gzerinde bir damla (0.03 ml) ve
bir damla (0.08 ml) PT antijeni 150 rpm'de
2-3 dakika karistirlmig, sire sonunda
aglttinasyon verenler pozitif, vermeyenler
ise negatif olarak degerlendirilmistir.

Rose Bengal Plate Test (RBPT): Bu
testte kan serumlari, lam Gzerinde bir dam-
la (0.08 ml) RBPT antijeni ve bir damla
(0.03 ml) serum olacak sekilde karistiriimis
ve 4 dakika icinde aglutinasyon verenler
pozitif ve vermeyenler negatif kabul edil-
migtir.

Tip Aglitinasyon Testi (TAT): Bu test,
Brown ve ark. (7)'nin bildirdikleri yonteme
gore yapilmistir. Baglangigta TAT antijeni 1/
50 oraninda sulandiniimistir. 13 x 100 mm
lik on adet tip alinmis, ilk tipe 0.9 ml;
digerlerine 0.5 ml % 0.9uk FTS konul-
mustur. |k tupe incelenecek serumdan 0.1
ml ilave edilerek iyice karistiriimis ve Il
tlpe pipetajla 0.5 ml |. tipten aktariimistir.
Bu islem son tipe kadar devam etmis ve
son tupten (10.) 0.5 ml disan atiimistir.
Boylece serumlarin iki katll sulandirimlar
elde edilmistir. Daha sonra her tupe 0.5 ml
miktarinda antijen ilave edilmigtir (10. tup
hari¢). Bu testte kontrol amaciyla pozitif ve
negatif serumlardan da yararlaniimigtir. An-
tijen ve serumun iyice karismasi igin portlp
iyice kangtirilarak su banyosunda 37 °C'de
48 saat inklibasyona birakilmig, sure so-
nunda siyah zemin Uzerinde ve Igikta
aglitinasyon durumu incelenerek sonuglar
okunmustur.

Mikroaglutinasyon Testi (MAT): Brown
ve ark. (7)'nin bildirdikleri yénteme gore
asagidaki sekilde yapilmistir.

Baslangigta tuplerde serumun 1:10' luk
dilisyonlart (0.1 ml serum + 0.9 ml dilient)
yapilmistir. Stok antijen slspansiyonu %
0.5 formalin ve % 0.005 Safranin-0 iceren
(%0.5'lik stok solusyondan) %0.85'lik FTS'
da 1:10 oraninda sulandiriimigtir.
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MAT'nin baglangicinda (U) tabanli mik-
ropleytin ilk géztne 1:10 dilisyonlu 0.05 mi
serum, geri kalan diger gézlere de %0.85'lik
FTS'dan 0.025 ml konulmus ve serum seri
sekilde dilue edilerek otomatik pipetle tim
gdziere 0.025 ml antijen ilave edilmistir.

Oylece serum dilisyonlart  1:20 ile
1:40.960 arasinda dizenlenmistir. Pleytler
plastik bir koruyucu ile kapatilarak 20 sa-
niye shaker'da vertikal olarak karistiriimis
ve 37 °C'de 24 saat inklbasyona birakil-
mistir. inkiibasyon sonucunda pleytler flore-
san lamba Isigl altinda okuma aynasi ile
okunarak degerlendirilmigtir. DUgme tar-
zinda ¢okuntuler negatif ve dantela benzeri
cokuntuler pozitif olarak kabul edilmistir. Bu
testte de kontrol amaciyla pozitif (dlstk ve
yuksek titreli) ve negatif serumlardan da ya-
rarlaniimigtir.

BULGULAR

Susun Karakterizasyonu: Kafkas Uni-
veristesi Veteriner Fakultesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal Kultur Kolleksiyonundan sag-
lanan ve Kars yoéresinde izole edilen B.
melitensis susunun karakterizasyonu ama-
ciyla yapilan degerlendirmelerde bakteri-
yoskopik olarak; Gram negatif, kokobasil ol-
masi; kultirel olarak CO.'ye gereksinim
duymayan; % 5 serumlu Brucella agar'da
72 saatte 0.5-1 mm gapinda (S) tipi, mat
sari koloniler olusturmasi; biyokimyasal ola-
rak 1/50.000 bazik fuksin ve tioninde Ure-
me; D-glikoz, Ure, oksidaz, katalaz ve nitrat
test-lerinin pozitif; L-arabinoz, D-galaktoz
ve H,S testlerinin negatif sonug vermesi ve
serolojik olarak da lamda anti-Brucella se-
rumlari ile aglitinasyon vermesi ile -ak-
riflavin testi susun B. melitensis oldugunu
ortaya koymus, Ozellikleri bakimindan B.
melitensis'e benzerlik gésteren bu sus MAT
antijeni hazirlamada kullaniimistir (14).

Plate Test (PT) Sonuglari: Arastirmada
kullanilan 1580 adet koyun kan serumu PT
ile degerlendiriimis ve 341 (%21.6) adet
serum pozitif ve 1239 (%78.4) adet serum
negatif olarak saptanmistir.

Rose Bengal Plate Test (RBPT) Sonug-
lari: Bu aragtlrmada 1580 adet koyun kan
serumu RBPT ile degerlendirilmis 358 (%
22.7) adet serum pozitif ve 1222 (%77.3)
adet serum negatif sonuc vermistir.

Tip Agliitinasyon Test (TAT) Sonug-
lari: TAT'de degerlendirilen 1580 adet ko-
yun kan serumunun 463 (% 29.3) adedi po-
zitif ve 1117 (%70.7) adedi negatif olarak
bulunmustur.
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Mikroagliitinasyon Test (MAT) Sonug-
lari: Incelenen 1580 serumdan 587 (%
37.1) pozitif ve 993'U (%62.9) ise bu testte
negatif bulunmustur.

Calismada incelenen serumlarin  PT,
RBPT, TAT ve MAT sonuglar Tablo 1'de
gosterilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Brucellosis'in tanisi genellikle serolojik o-
larak yapilmaktadir. Ancak serolojik test-
lerden yalniz bir tanesi ile tani yapmak
mumkin olmadigindan en az iki testin
yapilmasinin gerektigi bildirilmektedir (4,
6,8). Brucellosis'in serolojik tanisinda, Ca-
buk ve Yavas Aglitinasyon, Rivanol, Komp-
lement Fikzasyon, Antiglobulin Test, Siitle
yapilan Ring Test, Floresan Antikor Teknigi
ve ELISA kullaniimaktadir (4,6,8, 9,15). Bu
amagcla en gok PT, RBPT ve TAT'den ya-
rarlaniimaktadir (4,8). Bu yéntemlerden
TAT, tani igin en gegerli yontem olmustur.
TAT, serum aglutininlerinin tayini ve lgtimu
amaciyla tercihen kullanilmigsa da non-
spesifik antikorlardan ileri gelen olumsuz-
luklar, fazla miktarda serum, tiip, pipet ve
antijen gerektirdigi icin cok sayida érnegin
islenmesinde de énemli bir dezavantaja sa-
hip olmasi gibi bazi olumsuzluklar bildiril-
mistir (1,7,10).

Mikroaglitinasyon testi, gcesitli hasta-
liklarin tanisinda arastiricilar  tarafindan
tanimlanmis, az miktarda serum ve anti-
jenin kullaniimasi, uygulandigi mikropleyt-
lerde ¢ok sayida 6rnegin degerlendirimesi
gibi 6zelliklere sahip oldugu bildirilmis ve bu
teknikle F. tularensis antikorlari aragtiriimig
(11,12,16,17) daha sonra insanlarda ve
sigirlar da Brucella antikorlarinin arastiril-
masinda yararlaniimigtir (7,10). MAT'de
sonuglarin okunmasi sirasinda olusabilecek
guglikler antijenin boyanmasi ile ortadan
kaldirniimis, arastiricilar Safranin-0 ile boyali
antijenle yapilan MAT'de sonuglarin daha
net degerlendirildigini bildirmiglerdir (1,2,7,
11,12). Safranin-0 ile boyanarak duyarlilig
arttinlan antijenin disik konsantrasyonla-
rinin kullaniimasi ile erken aglutininlerin bu-
lunmasina neden olmustur (11).Ayrica
makroteknikle genellikle yiiksek antikor
duzeylerinin saptanmasina karsilik, mik-
roteknikle genellikle dusik antikor se-
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viyelerini saptamada bir fark oldugu bil-
dirilmektedir (7). Insan Brucellosis'inin’ ta-
nisinda MAT ile yapilan bir ¢alismada po-
zitiflikleri saptamada MAT'nin % 60, TAT'
inin % 36 bulundugu bildiriimektedir (7).
Seyda ve ark. (10), sigirlarda brucella anti-
korlarini MAT ile saptadigi bir calismada
pozitiflikleri, saptamada RBPT'de % 59.7,
TAT'de % 65.7, MAT'de ise % 74. 6 sonug
elde etmiglerdir. Kizilyer (2), Safranin-0 ile
boyali B. abortus antijeni kullandigi Mik-
roaglutinasyon Testinde %84 pozitiflik be-
lilerken RBPT ile %47.6 pozitif serum be-
lilemistir. Yardimci ve ark. (1)'nin 101
koyun kan serumu ile yaptiklari calismada
MAT, ME-MAT ve RBPT'de sirasiyla %64,
%65 ve %59 oranlarinda pozitif sonuglar
elde etmiglerdir. Bu galismada da brucello-
sis'in serolojik tanisinda yararlanilan diger
serolojik testlerle MAT 'de elde edilen
sonuclar karsilagtinimis, MAT'nin diger se-
rolojik testlere gére duyarlihg arasti-
nimistir. Caligmada kullanilan serum 6r-
nekleri brucellosis oldugu bilinen bi-
rimlerden ve asisiz sirilerden alinmigtir.
Ayni antikor siniflan ile calisan TAT ve
MAT'de birinin pozitif oldugu tim se-
rumlarda digerleri de pozitif bulunmustur.
Ancak RBPT'de bu iki testin pozitif oldugu
27 serumda negatif sonug vermistir. Bu
farklar ayni sirli icindeki hayvanlarin has-
taligin degisik periyotlarinda (akut, kronik)
bulunmasindan ileri gelebilecedi bildiril-
mektedir (1). Test edilen 1580 adet serum
6rneginde TAT'de 38, MAT'de ise 47 serum
stpheli olarak bulunmustur. Siipheli sonug-
lar 6rneklerin enfekte ve asisiz suriilerden

Resim 1. MAT'de pozitif ve negatif sonuglar
Figuure 1. Positive and negative results of MAT
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alinmis olmasindan dolay! pozitif sonuglarla
birlikte degerlendirilmistir.

Caligsmada kullanilan 1580 adet koyun
serumuna uygulanan dért serolojik test so-
nucu elde edilen pozitiflikler PT'de 341
(%21.6), RBPT'de 358 (%22.7), TAT'de
463 (%29.3) ve MAT'de 587 (%37.1) olarak
bulunmustur. Bu doért testin pozitiflikleri sap-
tamada sirasiyla PT-TAT %13.6, PT-MAT
%17.2; RBPT-TAT %13, RBPT-MAT %
16.4; TAT-MAT %12.7 olarak bulunmustur.

?a||§mada koyunlarda brucellosis'in po-
zitiflikleri saptamada >160 egigine gére (18)
TAT ile 195, MAT ile 267 serum pozitif
sonug vermis, TAT ile 1/5120 seviyesinde
herhangi bir titre elde edilemezken MAT ile
2 serumda bu titrede sonug alinmigtir. Tab-
lo 2'de iki test titrelerinin dagilimi gdste-
rilmektedir. Pozitiflikleri belirlemede MAT'de
TAT'e gore 72 (%13.7) adet fazlalik elde
edilmistir.

Calisma sonucunda; pozitiflikleri belir-

lemede, MAT'nin daha duyarl oldugu, anti-.

kor titrelerinin belirlenmesi icin daha az za-
man, daha az antijen kullanimini gerek-
tirdiginden TAT'e tercih edilebilir sonucuna
variimigitr.

Tablo 1. %_ah mada kullanilan 6rneklerin
PT, RBPT, TAT, MAT sonuglari

Table 1. PT, RBPT, TAT, MAT, results of
serum samples.

Serum PT RBPT TAT MAT
Sayist_+ -+ - + - 4+ -
3411239 358 1222 463 1117 587 993

(21.6)*(78.4) (22.7) (77.3) (29.3) (70.7) (37.1) (62.9)

(*) Ytizde orani

Tablo 2. Calismada kullanilan serum
orneklerinin TAT ve MAT titreleri

Table 2. TAT and MAT titres pf se-
rum samples

TAT MAT
Negatif 1117 993
20 81 93
40 90 103
80 97 124
160 105 141
320 63 72
640 21 39
1280 5 9
2560 1 4
5120 - 2

463 587
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