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SIGIR SERUMLARINDA MiKROAGLUTINASYON TESTi (MAT) iLE
BRUCELLA ANTIKORLARININ ARASTIRILMASI

The Detection of Brucella Antibodies with Microagglutinationtest
(MAT) in the Bovine Sera
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Bu g¢alismada asisiz ve brucellosis siipheli 280 adet sigir kan serumu Rose Bengal Plate Test (RBPT), Tup
Aglutinasyon Test (TAT) ve Mikroaglitinasyon Test (MAT) ile incelenmistir.
Test edilen 280 sigir kan serumundan RBPT'de 167 (%59.7), TAT'de 184 (%65.7), MAT'de 209 (%74.6) pozitif

reaksiyon saptanmisgtir.

Sonug olarak; MAT brucella antikor titrelerinin belirlenmesi i¢in daha az zaman, kisa inkibasyon ve daha az

antijen kullanimi_gerektirdiginden TAT'a tercih edilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Brucella abortus, Sigir serumu, RBPT, TAT, MAT.

SUMMARY

In this study, a total of 280 non-vaccinated and brucellosis suspected blood serum samples obtained from cows
were examined with Rose Bengal Plate Test (RBPT), Tube Agglutination Test (TAT) and Microagglutination Test

(MAT).

)
Among 280 blood serum samples examined, 167 (59.7%), 184 (65.7%) and 209 (74.6%) samples were de-

termined as positive in RBPT, TAT and MAT respectively.

It was concluded, the MAT preferred to the detection of brucella antiboqu titers because it requiers less time to
perform, has a shorter incubation time, and uses less antigen than the TAT.
Key Words: Brucella abortus, Bovine sera, RBPT, TAT, MAT.

GiRIiS
Brucellosis, Ulkemiz sigir ve hayvan
yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen

hayvanlarda yavru atma, Kisirlik ve sut ve-
riminde disuklik yaparak blyik ekonomik
kayiplara yol agan; insanlar i¢in de bulagici
olan, enfeksiyoz karakterde zoonoz bir
hastalktir (1-3).

Brucella enfeksiyonu, Brucella grubu
bakteriler tarafindan olusturulmakta; B.
abortus genellikle sigirlarda atiklara sebep
olmaktadir. Ayni zamanda erkek hay-
vanlarin testis, epididimis ve seminal ve-
siklllerinde de yangisel nekrotik degis-
melere yol agarlar. Sigir brucellosisinde kli-
nik ve otopsi bulgulariyla kesin tani kona-
maz. Bunun icin bakteriyolojik ve serolojik
testlerden yararlanilr (1).

Enfeksiyonun taniminda etken izolasyon
ve identifikasyonu 6nemli olmasina karsi
materyal teminindeki guclukler etken izo-
lasyonunun zaman alici ve zor olusu indi-
rekt yontemlerin daha fazla kullaniimasina
yol agmistir. indirekt yéntemler arasinda
kan serumu, slt ve sit serumu ile yapilan
serolojik testler bulunmaktadir.

Teshis, kontrol ve eradikasyon program-
larinda kullanilan baglica serolojik testler;
Rose Bengal Plate Test (RBPT), Tup
Aglitinasyon Testi (TAT), Komplement Fik-
zasyon Testi (KFT), Brucella Ring Test
(BRT), Indirekt Hemoliz Test (IHT), Anti-
globulin Test (Coombs), Merkaptoetanol
Test (MET), Radio Immunoassay (RIA) ve
ELISA gibi yéntemlerdir (1-4).

Bir aglitinasyon testi olan RBPT, hem
laboratuvarda ve hem de tarama testi ola-
rak sahada kullaniimaktadir. Rose Bengal
boyas! ile boyanmis ve pH 3.65'e ayar-
lanmig antijenin bu asidik pH derecesi se-
rumdaki IgM aktivitesini  engelleyerek
IgG'lerin  (6zellikle 1gG 1) reaksiyona
katilmalarina yardimci olurken nonspesifik
aglutininlerin ~ etkinligine de engel olur
(2,4,5).

Tup aglitinasyon testi (TAT), Brucello-
sis'in  serolojik tanisinda eskiden beri
basvurulan en énemli testlerden biri olup
gunumuze dek bu yéntemden genis gapta
yararlaniimistir (1,3-6).
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Yapilan calismalarda TAT'de IgM'lerin,
IgA, IgG 1 ve IgG 2'lerden daha ylksek re-
aksiyon verdigi, bu sebeple TAT'In akut
brucellosis olgularinin serolojik tanisinda
kroniklere oranla daha etkili oldugu bu-
lunmustur. Hastaligin erken dénemlerinde
Ozellikle ylksek titreli serumlarda prozon ve
diger bloke fenomenler nedeniyle testte ne-
gatif sonug elde edilebilir. TAT makro veya
mikro olarak uygulanmaktadir (7-9). Makro
TAT fazla miktarda serum tlp, pipet ve anti-
jen gerektirdigi icin cok sayida Ornegin
islenmesinde dezavantaja sahiptir. Ayrica
TAT'In fazla spesifik olmadigi bildiriimekte
ve buna sebep olarak koaglutininler ve non-
spesifik aglitininlerin spesifiteyi etkiledigi
ileri surtlmektedir (4,5).

Brucella grubu mikroorganizmalar ile or-
tak antijenik yapiya sahip olan bazi bakte-
riler (Y. enterocolitica 0:9, E. coli 0:116 ve
0:157, F. tularensis, N grubu Salmonella'lar
Ozellikle S. urbana ve C. fetus vs.) koag-
lutininlerin nedeni olarak gosterilmistir. Non-
spesifik aglutininlerin nedeni heniiz tam o-
larak anlasilamamasina ragmen bu durum
serum glikoproteinlerinin desializasyonuna
bagli olarak serumda bulunan IgM'lerin
modifiye olmasi ve bu serumlarla yapilan
TAT'de IgM'lerin brucella antijenleri ile non-
immun reaksiyon vermeleri ile agiklanmigtir
(10).

Mikroaglutinasyon Testi (MAT)'nin az
miktarda serum ve antijen gerektirmesi, uy-
gulandigi mikropleytlerde c¢ok sayida oOr-
negin degerlendirilmesi gibi avantajlara sa-
hip oldugu bildirilmigtir (6,7,10,11). MAT
sonuglarinin okunmasi sirasinda olusabi-
lecek gugluklerde antijenin boyanmasi ile
ortadan kaldirimigtir. MAT'de antijenin bo-
yanmas! igin g¢esitli boya maddelerinden
(Safranin-0, Trife-niltetrazolium klorid vs.)
yararlaniimigtir (4,6,7,11). Arastiricilar (6,7,
11), Safranin-0 ile boyali antijenle yapilan
MAT' de sonuglarin daha net degerlen-
dirildigini bildirmiglerdir. Ayrica Safranin-0
ile boyanarak duyarliligi artirilan antijenin
kullanimi ile aglutininlerin erken tanisinin
mumkin olabilecegi belirtilmistir (11).

Bu calismada, sigir brucellosisinin se-
rolojik tanisinda MAT'nin rolini saptamak
ve tanida kullanilan diger serolojik testlerle
(RBPT,TAT) karsilastiriimasini yaparak du-
yarllik derecesini belirlemek amaglanmistir.
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MATERYAL ve METOT
Serumlar:

Test serumlari: Galigmada; Kars merkez
ve cevre koylerden asisiz ve brucellosis'ten
ﬁﬁpheli sigirlardan alinan toplam 280 adet

an serumu kullaniimistir.

Standart serumlar: KAU Veteriner Fakiil-
tesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 'ndan sagla-
nan, titresi TAT ile 1/640 olarak belirlenen
serumdan pozitif kontrol; negatif kontrol
serum igin ise saglikli bir hayvandan elde
edilen ve serolojik testlerle de’ (RBPT, TAT)
reaksiyon vermeyen serum kullaniimistir.

Antijenler:

Rose Bengal Plate Test Antijeni: RBPT'
de Pendik Hayvan Hastaliklari Merkez
Aragtirma Enstitust tarafindan Gretilen B.
abortus S 99 susundan hazirlanan boyali
antijen kullaniimistir.

Brucella Abortus Tip Agldtinasyon Anti-
jeni: TAT'de Pendik Hayvan Hastaliklari
Aragtirma Enstitist tarafindan B. abortus S
99 susundan hazirlanan standart B. abor-
tus aglitinasyon antijeni kullaniimigtir.

Mikroagiitinasyon Test Antijeni: MAT'de
kullanrlan antijen, Brown ve ark (7)'nin bil-
dirdikleri ydnteme gore B. abortus S 99 su-
sundan Safranin-0 ile boyanarak hazirlan-
mistir.

Rose Bengal Plate Test (RBPT): Bu test-
te kan serumlarindan birer damla (0.03 ml)
temiz, yagsiz, c¢izgisiz lam (zerine ko-
nulmus, bir damla da (0.08 ml) RBPT anti-
jeni konarak cam bagetle iyice karigtirilmis
ve 4-5 dakika icinde aglitinasyon verenler
pozitif ve vermeyenler negatif kabul edil-
mistir.

Tip Aglitinasyon Testi (TAT): Bu test
Brown ve ark (7)'min bildirdikleri yénteme
gore yapiimistir. Bu test igin, serumun bir
seri tupte iki kath sulandiriimasi yapilarak
Uzerine Brucella abortus tip aglitinasyon
antijeninden esit miktarda konulmus ve 37
°C'lik su banyosunda 48 saat inkiibasyon-
dan sonra tlplerin dibinde dantela seklinde
bir ¢okintl reaksiyonun pozitif oldugunu
gostermistir. Dantelanin  gérildugu  son
tupteki sulandirma, serum titresi olarak ka-
bul edilmistir.

Mikroagidtinasyon Testi (MAT): Bu test,
Brown ve ark (7)'nin insanlarda



Kafkas Univ.Vet Fak. Derg.
Cilt: 3 Sayl : 1 Sayfa: 7-11

Brucella antikorlarini saptamak amaciyla
kullanildigi  yéntemin  sigirlara  adapte
sekliyle uygulanmistir. Testte 96 cukurlu
(U) tabanli, polystyrene mikroplate'ler kul-
lanimigtir.

Baglangicta tuplerde' serumun 1:10'luk
dilusyonlart (0.1 ml serum + 0.9 ml dilient)
yapiimistir. Stok antijen slspansiyonu %
0.5 Formalin ve % 0.005 Safranin igeren (%
0.5'lik stok solisyondan) % 0.85'lik FTS'da
1:10 dilisyonlu 50 pl serum, geriye kalan
diger gozlere de % 0.85'lik FTS'dan 25 pl
konulmustur. Serum otomatik pipetle seri
sekilde dilte edilmis ve tim gozlere 25 pl
antijen ilave edilmigtir. Bdylece serumun
dilusyonu 1:20 ile 1:40.960 arasinda
dizenlenmis, pleyt plastik bir koruyucu ile
kapatiimis ve 20 saniye shaker'de vertikal
olarak karigtirilarak 37 °C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiilbasyon sonucu pleytler flore-
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sans lamba 15131 altinda okuma aynasi ile
okunmus ve degerlendiriimistir.  Dugme
tarzinda ¢okuntller negatif ve dantela ben-
zeri ¢gOkuntuler pozitif olarak kabul edilmistir
(Resim 1).

BULGULAR

RBPT Sonuglarni: Galismada incelenen
280 s1gir serumundan 167'si (%59.7) pozitif
;/e 1)13‘[] (%40.3) negatif bulunmustur (Tab-
o1).

TAT Sonuglasi: Bu testte incelenen 280
sigir serumundan 184'U (%65.7) pozitif ve
96's1 (%34.3) negatif bulunmustur(Tablo 1).

MAT Sonuglari : incelenen 280 ° se-
rumdan 209'u (%74.6) pozitif ve 71'i (25.3)
ise bu testte negatif bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Galismada kullanilan serum 6rneklerinin RBPT, TAT ve MAT sonuglari.
Table 1. RBPT, TAT and MAT results of serum samples.

Serum RBPT TAT MAT
saylsl + - + R i .
280 167 113 184 96 209 i,
(59.7) (40.3) (65.7) (34.3) (74.6) (25.3)
*ylzde L %11 [ R, |
orani

Calismada incelenen serumlarin TAT ve
MAT titrelerine gore dagilimlari Tablo 2'de
gosterilmigtir.

TARTISMA ve SONUC

Sigirlarda goérilen Brucella abortus en-
feksiyonlari sadece klinik yénden degil, in-
san ve cesitli hayvan tirleri igin enfeksiyon
kaynagi olduklarindan da 6nem tasimak-
tadir (1,3,5).

Sigir brucellosis'inin tanisinda serolojik
testler gok 6nem tasimaktadir. Bu amagla
en ¢ok Plate Test (PT), Rose Bengal Plate
Test (RBPT) ve Seroaglitinasyon Tes-

%12.5

tinden (SAT) yararlaniimaktadir (1,5).

Brucellosis'in  serolojik tanisinda gesgitli
yontemler agikca ortaya konulduktan sonra
Tap Aglatinasyon Testi (TAT) tani icin en
gegerli yontem olmustur. TAT serum
aglltininlerinin tayini ve olgimi amaciyla
tercihan kullaniimigsa da nonspesifik anti-
korlardan ileri gelen olumsuziuklar, fazla
miktarda serum, tiip, pipet ve antijen ge-
rektirdigi  icin ¢cok sayida  Grnegin
islenmesinde de 6énemli bir dezavantaja sa-
hip olmasi gibi bazi olumsuziuklari bil-
dirilmistir (4,7). MAT, De Mello ve De Mello,
Elek ve Jizy, Gaultney ve ark. tarafindan
tanimlanmig, az miktarda serum ve an-
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tijenin  kullaniimasi, uygulandigr  mikro-
pleytlerde ¢ok sayida 6rnegin deger-
lendirilmesi gibi avantajlara sahip oldugu
bildirilmis, bu teknikle F. tularensis anti-
korlan arastirilmis (10-13), daha sonra in-
sanlarda Brucella antikorlarinin aragtiril-
masinda yararlanilmistir  (6). MAT'de
sonuglarinin okunmas! sirasinda olusa-
bilecek guglikler antijenin boyanmasi ile or-
tadan kaldirilmisg, arastiricilar Safranin-0 ile
boyall antijenle yapilan MAT'de sonuglarin
daha net degerlendirildigini bildirmislerdir
(4,7,11).

Safranin-0 ile boyanarak duyarlilid
artirnlan antijenin  dustk konsantrasyon-
larinin kullaniimasi ile erken aglitininlerin
bulunmasina neden olmustur (11). Ayrica
makroteknikle genellikle yuksek antikor se-
viyeleri saptanmasina karsilik, mikroteknik-
le genellikle dustk antikor seviyelerini sap-
tamada bir fark oldugu bildiriimektedir (7).

Tablo 2. Calismada kullanilan serum 6rnek-
lerinin TAT ve MAT titreleri.
Table 2. Tat and MAT titres of serum samples

Titre TAT MAT
Negatif 96* 71
1/20 12 15
1/40 33 36
1/80 36 39
1/160 51 55
1/320 32 34
1/640 12 15
1/1280 8 10
1/2560 . 3
1/5120 - 2
Toplam 184** 209

* : Serum sayisi
** . Toplam pozitif serum sayisi
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Bu caligmada, brucellosis'in serolojik
tanisinda yararlanilan TAT ile MAT'de elde
edilen titre duzeyleri karsilastirnimis ve
MAT'nin TAT'e gbre duyarihg aras-
tinimistir.  Calismada kullanilan  serum
Ornekleri brucellosis oldugu bilinen birim-
lerden asisiz, infekte sirllerden alinmistir.
Calismada kullanilan 280 adet sigir seru-
muna uygulanan ¢ serolojik test sonucu
elde edilen pozitiflikler, RBPT'de 167
(%59.7), TAT'de 184 (%65.7), MAT'de 209
(%74.6) olarak bulunmustur. .

Bu (¢ testin pozitiflikleri saptamada
sirastyla RBPT-TAT %11, RBPT-MAT
%12.5, TAT-MAT %11.3 oraninda faz-
laliklar belirlenmistir.

Calismada si@ir brucellosis'inin  sap-
tanmasinda 1/40 esigine gére TAT ile %
72, MAT ile % 94 serum pozitif sonug ver-
migtir. TAT ile 1/2560 ve 1/5120 seviye-
sinde herhangi bir titre elde edilemezken,
MAT ile 3+2 toplam 5 serumda bu titrelerde
sonug alinmistir.

Calisma sonucunda, pozitiflikleri sap-
tamada MAT'nin daha duyarh oldugu, anti-
kor titrelerinin belirlenmesi icin daha az za-
man, kisa inkiibasyon ve daha az antijen

kullanimi gerektirdiginden TAT'e tercih edi-
lebilir sonucuna variimistir.

Resim 1. MAT'de pozitif ve negatif sonuglar
Figure 1.§X$tive and negative results of
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