Kisa Bildiri/Short Communication Mikrobiyol Bul 2013; 47(3): 514-522

Tularemi Mikroagliitinasyon Testi i¢in Tetrazolyum
Mavisi ile Boyali Francisella tularensis Antijeninin
Gelistirilmesi

Development of a Novel Francisella tularensis Antigen Stained
with Tetrazolium-blue for Tularemia Microagglutination Test

Bekir CELEBI, Selcuk KILIC

Tirkiye Halk Saghgr Kurumu, Ulusal Tularemi Referans Laboratuvari, Ankara.
Public Health Institution of Turkey, National Tularemia Reference Laboratory, Ankara, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 01.04.2013 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 31.05.2013

OZET

Tulareminin laboratuvar tanisinda, Francisella tularensis’in kiltiirden izolasyonu referans yontem ol-
makla birlikte, yiiksek guivenlikli ve donanimli laboratuvar kosullari gerektirmesi ve duyarliiginin distik
olmasi gibi nedenlerle, tanida serolojik testler tercih edilmektedir. F.tularensis’e karsi olusan 6zgil antikor-
larin tespitinde bircok yontem kullanilabilmekle birlikte, duyarlilik ve 6zgulligl yiiksek olan mikroagliti-
nasyon testi (MA) halen en yaygin olan serolojik tani yontemidir. Bu ¢alismada, MA testinde olusan re-
aksiyonun daha iyi goriinmesi ve sonucun daha kolay degerlendirilebilmesi amaciyla F.tularensis tim
hiicrelerinin tetrazolium mavisi ile canli olarak boyanmasina dayanan MA test antijeninin gelistirilmesi
amaclanmistir. Calismada, %9 koyun kani eklenmis sistein kalp agarda Uretilen F.tularensis NCTC 10857
susu plak ytizeyinden kazinarak serum fizyolojik (SF) icine toplanmis ve 1500 rpm’de 10 dakika santrif(j
edilmistir. Stok antijen hazirlamak icin stispansiyondaki bakteri hiicre yogunlugu spektrofotometre ile
ODy,,=1.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Bakteri hiicrelerini boyamak amaciyla son konsantrasyonu %!
olacak sekilde hazirlanan tetrazolyum mavisi (BTC [3,3'-(3,3'-Dimethoxy[1,1'-biphenyl]-4,4'-diyl) bis
[2,5-diphenyl-2H-tetrazolium dichloride], T4375 Sigma-Aldrich) siispansiyona eklenmistir. Boyanin hiic-
reye absorpsiyonunu saglamak icin 37°C’de bes saat inkiibasyona birakilmistir. Takiben, boyali canl bak-
teri hiicre stispansiyonuna formaldehit eklenerek kimyasal olarak inaktive edilmistir. Tekrarlayan santrifij
islemleriyle boya ve formalin fazlahgr uzaklastinlmis ve ¢okelti lizerine %0.4 formaldehit iceren SF eklen-
mistir. Hazirlanan yeni antijenin (BTC-Ag) MA testinde kullanilacak olan optimum konsantrasyonu, titre-
si bilinen (1/128) standart serum 6rnegi kullanilarak plak titrasyon yéntemiyle belirlenmistir. BTC-Ag’nin
MA testindeki performansi, F.tularensis antikoru pozitif 100 olgu ile tularemi negatif 100 olguya (bunlar-
dan 50'si bruselloz seropozitif) ait serum 6rnegi ile degerlendirilmis ve sonuclar standart yéntem olan saf-
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ranin-O ile boyali MA test antijeniyle karsilastinlmistir. Her iki antijen ile MA test sonuglari, tularemi sero-
pozitif (= 1/20 titrelerde ve £1 dilisyon farkliigi normal olarak kabul edildiginde) ve seronegatif drnek-
lerde %7100 uyumlu olarak bulunmus; BTC-Ag ile Brucella spp. karsi dnemli bir capraz reaksiyon gordl-
memistir. BTC-Ag’nin dogrulugu, duyarlihg ve 6zgulliigi %100 olarak saptanmistir. Sonug olarak, gelis-
tirdigimiz BTC ile boyall MA test antijenin, safranin-O ile boyali antijenlere gore daha iyi aglitinasyon pa-
terni vermesi ve reaksiyonun daha kolay degerlendirilmesi gibi avantajlari oldugu belirlenmis; tularemi
serolojisinde kullanilabilir 6zellikte oldugu distinulmustar.

Anahtar sozciikler: Tularemi; Francisella tularensis; antijen; tetrazolyum mavisi; mikroagliitinasyon.

ABSTRACT

The isolation of Francisella tularensis in cultures is the reference method for the laboratory diagno-
sis of tularemia. However, due to the limitations such as the low sensitivity and need for high safety
level and equipped laboratories, serologic methods are frequently used as diagnostic tools. F.tularen-
sis-specific antibodies may be demonstrated by several methods, however microagglutination test
(MA) remains the most common method with its high sensitivity and specificity. The aim of this study
was to develop a novel MA test antigen prepared from whole F.tularensis cells and stained with tetra-
zolium-blue for more clear and easier evaluation. F.tularensis NCTC 10857 strain was cultured on the
cysteine heart agar supplemented with 9% sheep blood and bacterial cells were harvested by scra-
ping, collected in physiological saline (PS) and centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes. For prepa-
ring stock antigen suspension cell concentration was adjusted to OD, =1.5, spectrophotometrically.
Tetrazolium-blue solution (BTC [3,3'-(3,3'-Dimethoxy[1,1'-biphenyl]-4,4'-diyl) bis [2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium dichloride], T4375 Sigma-Aldrich) at the final concentration of 1% was added to cell sus-
pension and incubated at 37°C for 5 hours for absorption. Then, the living cells were chemically inac-
tivated by formaldehyde. Repeating centrifugations were performed to discard excess dye and forma-
line, then 0.4% formaline saline was added on the sediment. Optimum concentration of this novel
antigen (BTC-Ag) for MA test was determined by plate titration method by using standard serum
sample with a known MA titer (1/128). The performance of BTC-Ag in MA test was evaluated by using
100 patient sera positive for F.tularensis antibodies, and 100 tularemia negative patient sera (of them
50 were seropositive for brucellosis). All of the results were compared with standard MA test in which
safranin-O stained antigen (SO-Ag) was used. There was 100% agreement between the two tests per-
formed with BTC-Ag and SO-Ag in tularemia seropositive (in > 1/20 titers and when 1 dilution vari-
ation was accepted as normal) and seronegative sera. No significant cross reactivity with Brucella spp.
was observed. Accuracy, sensitivity and specificity of BTC-Ag were found to be 100%. In conclusion,
newly developed BTC-Ag for MA test provides better agglutination patterns resulting in a clear super-
natant in wells, thus provides easy evaluation for the agglutination reaction, and is expected to faci-
litate tularemia serodiagnosis.

Key words: Tularemia; Francisella tularensis; antigen; tetrazolium blue; microagglutination.

GiRis

Francisella tularensis'in etken oldugu tularemi, diinya capinda dagihm gosteren ve
farkll klinik belirtilerle seyreden zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir'. Tulareminin kesin
tanisi, altin standart yontem olan kiiltiirden etkenin izole edilmesiyle konulmaktadir. An-
cak, bakterinin Gireme icin silfidril bilesikleri iceren zengin besiyerlerine gereksinim duy-
masi ve kiiltur islemlerinin ylksek giivenlikli laboratuvar gerektirmesi nedeniyle tularemi
tanisi genellikle serolojik yontemlerle konulmaktadir'-3. Ftularensis'e karsi gelisen anti-
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korlar agliitinasyon ve ELISA yéntemiyle saptanabilir>*6. Uzun yillar etkene karsi gelisen
antikorlari saptamak amaciyla tiip agliitinasyon (TA) testi kullanilmistir' >, Ancak TA tes-
tinin zaman alici olmasi, ¢ok sayida 6rnegin incelenmesine uygun olmamasi ve tiiketilen
antijen miktarinin fazlahgr gibi dezavantajlari nedeniyle 1970’li yillardan itibaren mikro-
agliitinasyon (MA) testi kullanilmaya baslanmistir’-'!. Giiniimiizde MA test antijenin ti-
cari olarak uretilmemesi nedeniyle “in-house” olarak hazirlanmaktadir ve belirli bir stan-
dardizasyonu bulunmamaktadir'®'!. Antijen-antikor kompleksinin daha kolay gériilme-
si icin Ftularensis tim hicre antijeni; bakterinin kimyasal inaktivasyonu takiben metilen
mavisi, kristal moru veya safranin-O ile boyanmaktadir'®-'!. Ancak tiim hiicre yapisinin
boyalari yeterli oranda absorbe etmemesi nedeniyle mikroplaklarda agliitinasyonun de-
gerlendiriimesinde sikintilar yasanmaktadir®1°.

Bu calismada, MA testinde olusan reaksiyonun daha iyi goérinmesi ve sonucun daha
kolay degerlendirilebilmesi amaciyla F.tularensis tim hucrelerinin canli olarak boyanma-
sina dayanan mikroaglitinasyon test antijeninin gelistirilmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
F.tularensis Tum Hiicre Antijeninin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Ftularensis NCTC 10857 susu, %9 koyun kani eklenmis sistein kalp agara (CHAB) ino-
kile edildikten sonra %5 CO,’li ortamda 35°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Uremeyi ta-
kiben hiicre kaziyici ile besiyeri ylizeyindeki bakteriler steril serum fizyolojik (SF) icine
toplandi. Bakteri siispansiyonuna iki kez SF ile santrifligasyon ve yikama islemi uygula-
narak stok antijen siispansiyonu elde edildi.

Canli bakteri stspansiyonundaki hiicre konsantrasyonu OD,,=1.5 olacak sekilde
ayarlandi ve uzerine %5 tetrazolyum mavisi (BTC [3,3'-(3,3'-Dimethoxy[1,1'-biphenyl]-
4,4'-diyl) bis [2,5-diphenyl-2H-tetrazolium dichloride], T4375 Sigma-Aldrich) stok boya-
sindan son kontrastrasyonu %1 olacak sekilde eklendi. Boyanin bakteri hiicrelerine ab-
sorbe olmasi icin 37°C’de bes saat inkiibe edildi. Inaktivasyon icin boyali bakteri stispan-
siyonuna son konsantrasyonu %0.4 olacak sekilde formaldehit eklenerek 4°C’de bir ge-
ce bekletildi. Formalinli bakteri sispansiyonu iki kez santrifligasyon ve yikama islemine
tabi tutuldu. Sterilite kontroli icin bakteri sispansiyonundan 100 pl alinarak CHAB be-
siyerine yayildi ve 7-10 giin sureyle inkibe edildi.

Optimum Antijen Konsantrasyonunun Belirlenmesi

MA testinde kullanilacak antijenin optimum konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla,
titresi bilinen standart serum (1/128 titrede pozitif) ile plak titrasyon yontemi uygulan-
di. Bu amacla iki adet U-tabanli mikroplakta 50 ul PBS (pH= 7.2) ile serum 6rneginin 1/8-
1/1024 arasinda iki katl seri dillisyonlari hazirlandi. Son cukurlara antijen kontroli icin
serum ornegdi yerine PBS konuldu. Serum diliisyonlarinin tzerine esit hacimde 1/4-1/34
dilisyonlardaki BTC boyali antijen eklendi; boylece serum 6rneginin son dillisyonlari
1/16-1/2048 olarak elde edildi. Nemli ortamda 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben
agliitinasyon degerlendirildi’-'°.
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Hasta Serumu Ornekleri

BTC ile boyali antijenin performansinin degerlendirilmesi amaciyla, F.tularensis antiko-
ru pozitif 100 hasta serumu 6rnegi (= 1/80 titre), bruselloz pozitif 50 hasta serumu 0r-
negi ve baska nedenlerle kurumumuza basvuran 50 olgudan alinmis toplam 200 serum
ornegi calismaya dahil edildi. Tularemi pozitif 6rnekler ayni zamanda ¢apraz reaksiyon-
lari degerlendirmek icin brusella agliitininleri yéniinden incelendi'2. BTC ile boyali anti-
jenin etkinligi (duyarllk ve 6zgulliik), referans yontem olarak safranin-O ile boyali anti-
jenlerle yapilan MA testi ile kargilastirildi’*1°.

MA Testi ve Yeni Gelistirilen Antijen ile MA Testinin Validasyonu

U-tabanh mikroplaklarda serum orneklerinin iki katli seri dilisyonlar (1/10-1/5120)
hazirlandi. Serum icermeyen son cukurlar antijen kontrol icin kullanildi. Uzerine esit mik-
tarda boyali antijenler eklendi ve boylece 1/10 ve 1/20480 serum diltisyonlari elde edil-
di. Mikroplagin Gzeri kapatilarak 37°C’de nemli ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi.
Aglitinasyon reaksiyonu ciplak gozle ve okuma aynasinda degerlendirildi. Antijen-anti-
kor kompleksinin ¢ukurlarda “dantela veya semsiye” tarzinda ¢okmesi ve stipernatanin
timuyle berrak olmasi pozitif; cukurun merkezinde toplanmis boyali diltientin cevreledi-

gi diizglin kenarli diigme tarzinda cokelti varligi negatif olarak degerlendirildi’'°.

BTC antijeniyle tularemi MA testinin validasyonu icin dogruluk, duyarhhk, 6zgullik,
kesinlik (calisma ici ve calismalar arasi) ve dogrusallik calismalari yapildi'®. MA testinin
dogruluk calismasi icin i glin Ust Uste U¢ adet yiiksek pozitif, li¢c adet diuslk pozitif ve
¢ adet negatif serum olmak lizere toplam dokuz adet serum 6rnegi kullanildi. Test so-
nuglar “Dogruluk= Uyumlu sonug¢/Toplam test sayisi x 100” formuliine gore hesaplan-
di. Duyarlihigin belirlenmesi amaciyla pozitif ve dustik pozitif 20 serum 6rnegi ile test ¢a-
lisildi. Ozgiilliigiin saptanmasi icin negatif 20 serum érnegi test edildi.

MA testinin uretilebilirligi ve tekrarlanabilirligi (kesinligi) degerlendirmek icin ylksek
titrede pozitif (= 1/2560), orta titrede pozitif (1/320-1/1280) ve dustik titrede pozitif
(1/80-1/160) olmak iizere dokuz kontrol 6rnegi kullanildi. Ornekler giinde (i kez (calis-
ma ici kesinlik) ve tg kez tg farkh giinde calisilarak (calismalar arasi kesinlik) ayni titrele-
rin elde edilip edilmedigi arastirildi. Kesinlik, elde edilen test sonuclarinin uyumlulugu
olarak degerlendirildi. Yeni antijen ile MA testinin dogrusalligini saptamak icin iki pozitif
serum 6rnedi dort diliisyonda olacak sekilde iki ayri giinde calgildi’3.

BULGULAR

Calismamizda, optimum antijen konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
plak titrasyon isleminde, hem pozitiflik hem de antijen kontrol cukurundaki negatif re-
aksiyona gore degerlendirme yapilmistir. Bu amacla 1/128 titrede pozitiflik saptandigi ve
antijen kontrol cukurunda dipte diigme seklinde-diizgiin-keskin kenarli ¢cokmenin oldu-
gu 1/30 dilusyonu optimum calisma konsantrasyonu olarak saptanmustir (Sekil 1). Bu
antijen dilisyonunda standart serumun antikor titresi 1/128 olarak saptanirken, negatif
reaksiyon cok net olarak degerlendirilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. 1/128 titrede pozitif serum 6rneginin mikroplak titrasyonu. Serum yerine PBS iceren kontrol stitunun-
da 1/30 titredeki antijen diltisyonunda diigme benzeri ¢cékelme (negatif gériiniim).

Tularemi pozitif 100 ve negatif 100 serum 6rneginde BTC ile boyanmis yeni antijen
(BTC-Ag), referans yontem olan safranin-O ile boyali antijen (SO-Ag) ile karsilastirildigin-
da; testin duyarlilik ve 6zgillugl %100 olarak bulunmustur (Tablo 1). Tularemi pozitif
100 serum 6rneginde BTC-Ag; SO-Ag ile yapilan testlerdeki sonuglar +1 diltisyon farkli-
g1 normal olarak kabul edildiginde (= 1/20 titrelerde) %100 uyumlu olarak bulunmus-
tur. Her iki boyali antijen ile 97 drnekte ayni serum dilisyonunda ve tg¢ ornekte ise (MA
titresi > 1/2560) BTC-Ag ile bir Ust dilisyonda pozitiflik saptanmistir.

MA testinin 6zgulligini degerlendirmek icin brusellozlu olgulardan ve baska neden-
lerle kurumuza basvuran bireylerden alinan toplam 100 serum 6rneginin analizinde sa-

Tablo 1. BTC-Ag ve SO-Ag ile Yapilan MAT Sonuglarinin Karsilastirimasi

MA Safranin-O antijeni

MA BTC antijeni Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 103 0 103
Negatif 0 97 97
Toplam 103 97 200

MAT: Mikroaglitinasyon testi; BTC-Ag: Tetrazolyum mavisi ile boyall antijen; SO-Ag: Safranin-O ile boyali antijen
(referans yontem).
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Tablo Il. Tularemi ve Bruselloz Pozitif Serum Orneklerinde BTC-Aq ile Elde Edilen MAT Antikor Titreleri

MAT titresi Capraz reaksiyon titresi (Resiprokal)

Enfeksiyon Sayi F.tularensis Brucella F.tularensis Brucella
1/20 1/40 1/80 1/160 1/10 1/20 1/40

Tularemi 2 1/10.240 1 1
9 1/5120 1 1
16 1/2560 1 1
25 1/1280 1 1
17 1/640 1 1
15 1/320 1 1
11 1/160 1
5 1/80

Bruselloz 6 1/10.240
9 1/5120
15 1/2560 1
11 1/640 1
9 1/320 1

BTC-Ag: Tetrazolyum mavisi ile boyali antijen; MAT: Mikroaglitinasyon testi.

dece bruselloz pozitif ti¢ 6rnekte cok disuk titrelerde aglitininler (capraz reaksiyon) sap-
tanmugstir (Tablo I1). Tularemi pozitif (MAT > 1/80) 100 6rnegin 13 (%13)’Unde B.abor-
tus antijeniyle 1/10-1/40 titrelerde capraz reaksiyon gozlenirken, bruselloz pozitif (MAT
>1/160) 50 6rnegin 3 (%6)'Unde her iki F.tularensis antijeni ile capraz reaksiyon saptan-
mustir (Tablo II). Bu sonuglara gore tek basina BTC-Ag ile MA testinin 6zgilligi ele alin-
diginda %97 olarak degerlendirilmistir. Tularemi pozitif serum 6rneklerindeki B.abortus
antijeni ile reaksiyonlarin ihmal edilebilir diizeyde oldugu gozlenmistir.

Validasyon calismalarinda BTC-Ag ile MA testinin dogrulugu, duyarliigi ve 6zgilligu
%100 olarak bulunmustur. Uretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik calismasinda giin ici ve giin-
ler arasindaki testlerdeki £1 diliisyon farkliigi normal olarak kabul edildiginde; MA test
sonuclarinin %100 tekrarlanabilir oldugu tespit edilmistir. Hicbir serum orneginde > 1
diltsyon titre farkhligi gézlenmemistir.

TARTISMA

Ftularensis'in lipopolisakkaritlerine karsi gelisen antikorlar (IgM, IgG ve IgA) hemen
hemen es zamanli olarak semptomlarin baslangicindan sonraki 6-10 giin icerisinde be-
lirmekte ve genellikle semptomlarin baslangicindan 1-3 hafta sonra saptanabilir diizey-
lere ulasmaktadir'*17. F.tularensis antikorlari siklikla tim hiicre antijeninin kullanildigi ag-
litinasyon testleriyle saptanmaktadir''®17. 1971 yilinda Gaultney ve arkadaslar\’ tarafin-
dan akut atesli bakteriyel hastaliklarin (tifo, bruselloz, tularemi vb.) serolojik tanisinda
kullanilmak tizere TA testinin mikroplaklardaki modifikasyonu tanimlanmistir. Boyali an-
tijenlerin kullanildigi MA testinin, TA testine gore duyarliiginin daha yiiksek olmasi, da-

MiKROBIYOLOJi BULTENI 519




Tularemi Mikroaglitinasyon Testi Igin Tetrazolyum Mavisi ile

Boyall Francisella tularensis Antijeninin Gelistiriimesi

ha az antijen harcanmasi, oda isisinda inkiibe edilmesi, daha kisa siirede (18-24 saat) ve
kolay degerlendirilebilmesi gibi avantajlari vardir’-".

MA testinde aglltinasyonun degerlendirilmesini kolaylastirmak amaciyla bakteri hiic-
resinin boyanmasi gereklidir. Bu amacla, siklikla azin grubu boyalardan olan safranin-O
tercih edilmektedir. Ayrica, triamino trifenil metan boyalari olan metilen mavisi ve kristal
moru da kullanilmaktadir'’. Ancak boyama islemi, bakteri hiicresinin inaktivasyonunu
(1s1 ve/veya kimyasal) takiben yapilmaktadir. Bu uygulama nedeniyle bakterinin yeterli
boyayi alamamasi MA testinde degerlendirme sorunlarina neden olabilmektedir. MA tes-
tinin mikroplak cukurlarinda ve kigiik hacimlerde (50 pl) uygulanmasi nedeniyle, anti-
jen-antikor kompleksine bagli ¢okelti tam olusamamakta ve Ustteki sivi berraklasmamak-
tadir'®. Ftularensis hiicrelerinin indirgenme 6zelligine sahip baska bir boya ile canli ola-
rak boyanmasi ile MA testindeki bu olumsuzluklar 6nlenebilir. Brucella siit testi antijenin
boyanmasi amaciyla 1950’li yillarda hematoksilen disinda tetrazolyum tiirevlerinin kulla-
nilmasi giindeme gelmistir'®1?. Bu calismada; indirgendiginde renkli diformazan olustu-
ran renksiz bir tetrazolyum bilesigi olan BTC, F.tularensis antijenini boyamak icin kullanil-
mis ve inaktive olarak kullanilan Brucella antijeninin aksine, tularemi MA test antijeninin
boyanma 6zelligini artirmak amaciyla canli hiicre boyama yontemi tercih edilmistir. BTC
ve safranin-O ile boyali antijenlerle yapilan MA testlerinde %100 uyumlu sonuglar elde
edilmistir. Ek olarak; G¢ ornekte BTC ile elde edilen titrelerin safranin-O antijenine gore
bir titre daha yuksek olmasi canli boyama isleminin daha etkili oldugunu gostermekte-
dir.

MA testinin duyarliligi ve tekrarlanabilirligi antijen konsantrasyonuna bagh olup, uy-
gulama icin antijenin optimum konsantrasyonun belirlenmesi ve referans bir antijen
ve/veya yontemle Kkarsilastinlarak validasyon calismalarinin yapilmasi gereklidir. Bu
amacla, yeni gelistirilen BTC MA test antijeni (BTC-Ag), referans yontem olarak safranin-
O ile boyali MA antijeni (SO-Ag) ile karsilastinlmistir’?'%. SO-Ag ile kargilastinldiginda
BTC-Ag’'nin duyarhhk ve 6zgulligli %100 olarak saptanmistir (Tablo I). Ancak, antijenle-
rin etkinlikleri ayr ayri incelendiginde, tularemi negatif 100 serum 6rneginin lglinde
(bruselloz MAT > 1/160 titre) BTC-Ag ve SO-Ag 6zgdlliiklerinin disiik (2%97) oldugu go-
rilmektedir (Tablo II). Brucella spp. ile Ftularensis arasinda ortak antijenik yapilar nede-
niyle serolojik testlerde capraz reaksiyonlarin varligi tularemi hastahiginin ilk tanimlandi-
g1 yillarda dikkat cekmistir*>. S-tipi koloni olusturan Brucella tiirlerinin lipopolisakkaritle-
re bagli O-polisakkarit zincirindeki 4-amino, 4-6 dideoksimannoz (N-acil-D-perozamin)
bolgesinin F.tularensis’in yuzey antijenleriyle benzer olmasi bu capraz reaksiyonlardan so-
rumludur?’. Bu antijenik benzerlik agliitinasyon, ELISA ve hizli kromatografik testlerde
6zgiilligu etkileyen 6nemli bir faktérdiir'3>. Her iki antijenle de ayni sonuglarin alinma-
si canli boyama yonteminin antijen kalitesinde bir azalmaya neden olmadigini goster-
mektedir.

BTC-Ag’'nin validasyonu icin referans ornekler ile dogruluk, duyarhhk, 6zgullik, Greti-
lebilirlik ve tekrarlanabilirlik (kesinlik ve dogrusallik) parametreleri arastinlmistir. Validas-
yon calismalarinda BTC-Ag’nin dogrulugu, duyarliigi ve 6zgulligi %100 olarak bulun-
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mustur. Uretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik calismasi, MA testinin giin icinde ve farkli giin-
lerde yapilan uygulamalarda ayni sonuclar verdigini gostermistir. Tekrarlanabilirlik icin
ayri guinler ve guin ici uygulamalardaki bazi serum 6rneklerinde +1 diliisyon farkhligi sap-
tanmis olup, bu farkhliklar teknik uygulamaya ve kismen de serum 6rnegine bagh olarak
degerlendirilmistir (Tablo II). MA testinin kolay uygulanabilmesi, cok sayida 6rnegin ol-
dukca kisa siirede calisilabilmesi, ekonomik olmasi ve kolay degerlendiriimesi gibi avan-
tajlari s6z konusudur. Canli bakterilerin BTC ile boyanmasina dayanan yeni MA test an-
tijeninin duyarhlik, 6zgullik ve tekrarlanabilirliginin ylksek oldugu gozlenmistir. Bazi se-
rum orneklerinde safranin-O ile boyali antijene gore kismen daha ylksek titreler elde
edilmesi ve pozitif reaksiyonun daha kolay ayirt edilebilmesi BTC antijeninin en 6nemli
avantaji olarak tanimlanmustir.
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