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Klasik Gruber-Widal Tiip Agliitinasyon Testi ile Karsilastirtlmasi
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OZET

Temmuz-Eylil 1995 aylart arasinda Yuziincd Vil Universitesi Arastirma Hastanesi polikliniklerine
basvuran Salmonelloz stipheli 114 hastadan istenilen Gruber-Widal testi i¢in alinan serumlarda klasik
tip yénteminin yanisira mikrotitrasyon ve makroELISA plaklart kuyucuklarinda uygulanan
mikroagliitinasyonla antikor titreleri saptanarak sonuglar karstlastirldi. Tiim testlerde ayni bakteri
stispansiyonlar antijen olarak leullanildi. Klasik Gruber-Widal agliitinasyon testi sonuclart ile makrotitrasyon
ELISA plaklart kuyucuklarinda vaptlan test sonuglart arasinda % 97.93 (684 sulandirimin 670’inde),
mikrotitrasyon ELISA plaklar kuyucuklarinda yaptlan test sonuglart arasinda ise % 96,20 (684 sulandirimin

658’inde), uygunluk bulundu.

Sonug olarak; 6zellikle ¢cok sayida Gruber-Widal agliitinasyonu istenilen laboratuvarlarda daha
ekonomik ve zaman kazandirict olmast nedeni ile rutin islemlerde makroELISA plaklarinin, toplum
taramalarinda ise mikrotitrasyon plaklarinin kullant/mastnin uygun olacagt kanisina vanldu.
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SUMMARY

Comparison of the Results of Salmonella Microagglutination Test
which Made in Micro and Macrotitration-ELISA Plates with

Conventional Gruber-Widal Tube Agglutination Test
Conventional Gruber-Widal agglutination tests results were compared with those of Salmonella

microagglutination tests which were made in the wells

of micro and macrotitration-ELISA plates in typhoid

fever suspected 114 patients sera. Patients sera were obtained from the out-patient clinics of the Research
Hospitals of Yiiztincii Y1l University during June and September 1995. The same bacterial suspensions
were used as antigen in all test procedures. 97.93 % and 96.20 % of appropriateness were found between
the results of Gruber-Widal agglutination test and the macro and microplate method, respectively.

Consequently, we suggest that using of macrop

late method for the routine procedures and microplate

method as a screening test instead of conventional Gruber-Widal agglutination test would be more economic

and time-saving.

Key Words : Salmonella, Typhoid fever, Gruber-

Widal, Microagglutination, ELISA

GIRIS

Giiniimiizde, Salmonelia’lara bagli infeksiyonlar,
bélgemizi de icine alacak bicimde iilkemizde hala
dnemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Salmonella
cinsi bakterilerin olusturdugu infeksiyonlar degisik klinik
sekillerde goriilirler. Bunlardan tifo ve ozellikle S.
paratyphi A, B ve C ile olusan ve bakteriyemi ile
seyreden paratifo enfeksiyonlari en sik karsilasilan ve
toplum saghgini en fazla tehdit eden salmonelloz
sekilleridir (1,2). Bdyle olgularda kan, diski ve idrar
kiiltirleri ile etken mikroorganizma izole edilerek kesin

tani konulabilmekte ise de, her olguda etkenin
izolasyonu miimkiin olmamaktadir (3,4). Bu nedenle
tanida serolojik bir test olan Gruber-Widal tip
agliitinasyon testi de kullanilmaktadir.
Enfeksiyonun tanisinda giinimiizde hala
degerini koruyan Klasik Gruber-Widal tiip agliitinasyon
yontemi uygulanmasi zor, zaman alici ve pahali bir
yontemdir. Uygulanmasi igin en az her biri 6 tiipten
olusan 6 seri tiip gerekmektedir. Bu da her hasta igin
36 deney tiipl ayrilmasi anlamina gelmektedir. Bu
zorluklar diisiiniilerek gelistirilen lam aglttinasyonu ise
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daha gok toplum taramalarinda 6nerilmekte, Ozgiillik
ve hassasiyetinin diisiik olmasi nedeniyle pozitif
olgulara tan1 konulmadan &nce testin mutlaka Klasik
tip agliitinasyon yontemiyle tekrarlanmasi gerektigi
bildirilmektedir (5).

Uygulanmasi kolay, daha az zaman alici ve daha
ekonomik olan hizli slayt ya da Mikroagliitinasyon
yontemleri Brucella, Rickettsia, Yersinia, Franciselia
ve Legionella’lann neden oldudu hastaliklarin tanilaninda
kullaniimaktadir (6,7,8,9,10,11). Mikroaglitinasyon
teknigini Brucella antijenlerini safranin-O ile boyayarak
uygulayan Brown ve ark. (12), uyumiu sonuclar alarak
testin ¢ok sayida yapildi§i laboratuvarlara onermisler,
ayni zamanda kitle taramalarinda kullaniimak tizere
“kart agliitinasyon testi’ni bulmuslardir.

Onerdigimiz test yontemlerinden MakroELISA
Plak yontemi uygulama kolayli§i ve zaman tasarrufu
saglamasi yaninda test maliyetini 1/3'e disiirmekte,

+ 2400 ul serum fizyolojik) hazirlandi. Her hasta
serisinde 1. tpler hari¢ diger tiiplere 0.5 ml miktarda
serum fizyolojik (SF) konuldu. Daha sonra hasta
serumlarinin 1/25 sulandirimdaki ana diliisyonundan
her serideki 1. ve 2. tiiplere 0.5 ml miktarlarda eklendi.
Seri diliisyonla tiiplerdeki serum diltisyonlar1 1/25, 1/
50, 1/100, 1/200, 1/400 ve 1/800%e getirildi. Son olarak
tiiplere 0.5 ml miktarlarda boyals antijen siispansiyonu
(Cromatest, Knickerbocker Lab., Spain) eklenerek 1/
50, 17100, 1/200, 1/400, 1/800 ve 1/1600 final dillisyonlar
elde edildi. Testte 1. seride S. typhi H, 2. seride S.
typhi O, 3. seride S. paratyphi AH, 4. seride S.
paratyphi AO, 5. seride S. paratyphi BH ve son seride
ise S. paratyphi BO boyali antijen stispansiyonlari
kullanildi. Son tiipe 0.5 ml miktarlarda SF ve Antijen
stispansiyonu konularak negatif kontrol tipi olarak
kullaniidi (Tablo 1).

MakroELISA plak yénteminde bir kez kullanilip

TUP NO 1 2 3 4 5 6 7
SF (%0.85 NaCl) (ml) - 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Hasta serumu 1/25 0.5 05 e ser dilisyon = -----oe-- 0
ana dilisyonu (ml)
Bakteri siuisp 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
6 seri (ml)
Final dilisyon 1/50  1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600  Kontrol

Tablo 1. Klasik Gruber-Widal tiip aglitinasyon yénteminin sematik gosterimi.

Mikrotitrasyon Plak yéntemi ise yine bu avantajlar
yaninda maliyet yoéniinden 5 kat ucuzluk
saglamaktadir.

Bu galismanin amaci; ¢alisma kolayligi, zaman
ve malzeme tasarrufu saglayan makroELISA ve
mikrotitrasyon plak yontemlerini, klasik Gruber-Widal
tiip agliitinasyon yéntemine altemnatif olarak sunmaktir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma, Temmuz-Eyliil 1995 tarihleri arasinda,
Ylzincl Yil ve Gaziantep Universitesi Arastirma
Hastaneleri polikliniklerine basvuran ve Gruber-Widal
testi istenilen 114 hastayi kapsamaktadir. Hastalarin
98'i (% 50.88) erkek, 56’si ise kadin (% 49.12)'d1.

incelemeye alinan olgularin yas ve cinsleri de
dikkate alinarak vendz kanlar alindi. 15 dakika
bekletildikten sonra santrifiijde 3000 rpm’de 10 dakika
cevrilerek serumlari ayrildi. Serumiar Istyla inaktive
edildiginde bazi termolabil aglitininlerin harap
olabilece§i dikkate alinarak inaktivasyon islemi
uygulanmadi. Tim hasta serumiar klasik yéntem
yaninda diger iki yontemle de galisildi.

Klasik yontemde her hasta serumu icin her biri
7 serolojik tiip iceren 6 seri kullanildi. Once hasta
serumlarinin 1/25 ana diliisyonu (100 ul hasta serumu

atilan plaklar kullanildi. Calismada MakroELISA
plaklarinin 1. kuyucuklar bos birakilarak 2,3,456ve
7. kuyucuklara otomatik pipetler kullanilarak 200°er wl
miktarlarda SF konuldu. Sonra 1. ve 2. kuyucuklara
Klasik yontem icin hazirlanan ana dilisyondan 200’er
pl eklenerek 2 ve 6. kuyucuklar arasinda seri diliisyon
yapildi. Bu suretle 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 ve
1/1600'liik final diliisyonlar elde edildi. Son kuyucuga
200 pl miktarlarda SF ve bakteri stispansiyonu
konularak negatif kontrol kuyucugu olarak hazirlandi.
Mikrotitrasyon plaklariyla yapilan calismada da
yine plaklar bir kez kullanildi. Deneyde mikrotitrasyon
plakiarinin 1. kuyucuklari bos birakilarak 2-7’inci
kuyucuklara 100’er pl miktarlarda SF konuldu. Sonra
hazirlanan ana diliisyondan 1. ve 2. kuyucuklara 100’er
pl eklenerek 2. ve 6. kuyucuklar arasinda seri diltisyon
yapildi ve 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400 ve 1/800
dilisyoniar elde edildi. Boyali bakteri
suspansiyonundan tiim kuyucuklara 100’er mi
miktarlarda eklenerek 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800
ve 1/1600 final dillisyonlar elde edildi. Son kuyucuga
100’er ul miktarlarda SF ve bakteri stispansiyonu
konularak negatif kontrol kuyucugu olarak kullaniidi.
Bakteri siispansiyonu katilan tiim test thpleri
ve plaklariyici karistiriidiktan sonra, test tlpleri 2 saat
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37°C’de sonra gece boyu oda 1sisinda, plaklarise firma
énerilerine uyularak 37°C etiivde 24 saat inkiibe edildi
ve ertesi guin aglitinasyon olup olmadigi arastirildi.
Ance tim kontrol tiiplerine bakildi. Sonra bir isik
kaynagi oninde tst kisimdaki sivinin berrakligt,

olup ortalama yas 36.7 idi. Tablo 2'de Klasik yontem
ve Mikroagliitinasyon yontemleri ile yapilan
calismalarda elde edilen aglutinasyon titrelerinin
dagilimi gosterilmektedir.

TITRASYON DEGERLERI
YONTEM Negatif| 1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 1/1600 | Toplam

Gruber-Widal Testi

S. typhi H (17 4 38 11 5 2 - 114
S. typhi O 43 32 30 4 4 1 - 114
S. paratyphi AH 101 9 4 - - - - 114
S. paratyphi AO 112 2 - - - - - 114
S. paratyphi BH 19 56 22 14 2 1 - 114
S. paratyphi BO 108 6 - - - - - 114
MakroELISA Plak

S. typhi H 17 40 38 11 6 2 - 114
S. typhi O 43 33 29 4 4 1 - 114
S. paratyphi AH 102 10 2 - - - - 114
S. paratyphi AO 113 1 - - - - - 114
S. paratyphi BH 18 56 24 12 3 1 - 114
S. paratyphi BO 109 5 - - - - - 114
Mikrotitrasyon Plak

S. typhi H 19 40 37 8 8 2 - 114
S. typhi O 43 33 29 3 5 1 - 114
S. paratyphi AH 102 8 4 - - - 114
S. paratyphi AO 112 2 - - - - - 114
S. paratyphi BH 17 58 25 10 3 1 - 114
S. paratyphi BO 109 5 - - - - - 114

Tablo 2. Ug Yoéntemle Elde

sedimentin ve agliitine olmus partikiillerin karakteri ve

miktari yoniinden incelendi. Klasik ydntemde negatif
reaksiyonda siispansiyonun gorinuminin

de§ismedigi ve tiplerin dip kismina parmakla
vuruldugunda tipik girdap hareketi goriiltirken, pozitif
reaksiyonda agliitinasyonun yani sira ustteki sivi

kisimda degisik derecelerde berraklagsma goriildu. Bir
sonraki tiipte agliitinasyon goériilmeyen en ylksek

pozitif serum diliisyonu sonug olarak kaydedildi.

BULGULAR
Bu calismanin kapsamina 114 hasta alinmistir.
Olgularin 58'ini (% 50.88) erkekler, 56'sini ise (% 49.12)
kadinlar olusturmaktaydi. Yas dagihmi 5-63 yas arasi

Edilen Degerlerin Dagilimi.

TARTISMA VE SONUC

Klasik yontemle yapilan Gruber-Widal
agliitinasyon testi yeni yontemlerle karsilastiriidiginda;

MakroELISA Plak yontemiyle yapilan testlerde
bizim igin tani kriteri olan 1/200 ve daha yukari
titrelerdeki agliitinasyonlarda tam uyumiu sonuglar
alinmistir. MakroELISA Plak yontemi, Klasik yontemle
karsilastinidiginda toplam 684 dilisyonun 670 (%
97.83)’sinde uygunluk saptanirken, 14 (% 2.07)
diliisyonda bir alt ya da bir st diliisyonlar elde
edilmistir. Bu yontemie uygun sonug alinmayan 14
olguda elde edilen degerlerin Klasik yontemle
karsilastirmasi Tablo 3'de verilmistir.

OLGU SAYISI Klasik Y&ntemle Alinan MakroELISA Y&ntemiyle
Aglutinasyon Degeri Alinan Deg@er

1 - 1/50
2 1/50 -

3 1/50 1/100
1 1/100 -

3 1/100 1/50
1 1/100 1/200
1 1/200 1/100
2 1/200 1/400

Tablo 3. Klasik Gruber-Widal yéntemine uygunluk géstermeyen 14 olgunun
MakroELISA Plak yéntemi sonuglarinin karsllagtirnimasi.
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Tablo 3'de de goriildiigii gibi tanida 6nemli olan
titrelerden sadece bir olguda 1/200 yerine 1/100 titre
saptanmis, bunun disindaki titrelerde klasik yontemle
tam uygunluk saptanmistir.

Tablo 4’'de Mikrotitrasyon plaklari ile yapilan
calismada Klasik yonteme uyguniuk gostermeyen
titrasyon de@erleri veriimektedir.

96.20 uygunluk tespit edilmis olup, tani kriteri olan
titreler g6z6niine alindi§inda bu oranlar daha da
yikselmektedir. Kalitatif olarak de@erlendirme
yapildiginda ise, MakroELISA plak yonteminin Klasik
Widal yontemi ile daha fazla uygunluk gosterdigi
gortimektedir. Bu nedenle, Klasik yonteme nazaran
(kolay uygulanma, ucuzluk ve daha kisa zamanda

OLGU SAYISI Klasik Yontemle Alinan Mikrotitrasyon Plak
Aglitinasyon Degeri Ydntemiyle Alinan Deger

2 - 1/50
1 - 1/100
4 1/50 -

4 1/50 1/100
5 1/100 1/50
1 1/100 1/200
3 1/200 1/100
5 1/200 1/400
1 1/200 1/50

Tablo 4. Klasik Gruber-Widal yontemine uygunluk géstermeyen 26 olgunun
Mikrotitrasyon Plak y&ntemi sonuglarinin karsilastinimasi.

Mikrotitrasyon Plak yénteminin Klasik yontemle
karsilastirimasinda tani kriteri olan titrelerde, klasik
yontemle 1/200 titrede agliitinasyon gériilen iki tlpten
birisinde 1/50, digerinde ise 1/100 titrede aglitinasyon
saptanmis olup bunun disinda tam uygunluk
gordlmiistir.

Uygulanmasi kolay, daha az zaman alici ve daha
ekonomik olan hizli slayt ya da Mikroagliitinasyon
yontemleri Brucella, Rickettsia, Yersinia, Francisella
ve Legionella’lann neden oldu@u hastaliklann tanilarinda
kullamimaktadir (6,7,8,9,10,11).

Bu konuda yapilan benzer galismalarda; Brown
ve ark.(12), Safranin-O ile boyanmis Brucella antijenleri
ile yaptiklari mikroagliitinasyon testinin tip
aglitinasyon testi ile uyumiu sonuglar gosterdigini
dogrulayarak bu yéntemi cok sayida serumla galisan
laboratuvarlar icin 6nermislerdir. Moyer ve ark.(13) ise
Bruselloz taramalarinda kullanilan serolojik testlerin
karsilastirmasini yaptiklari calismalar sonucunda,
Mikroagliitinasyon yéntemiile 1/80 yadadaha yiiksek
titreler alindiginda testin Kiasik Tip Aglitinasyon
yontemiyle tekrarlanmasi gerektigini bildirmislerdir.

Turkiyede ise, Alacgam ve Akman (14), 1982
yilinda yaptiklari bir galismada Mikroagliitinasyon
yonteminde Safraninle boyanmis S. typhi O ve H
antijenlerini kullanmislar ve Klasik Widal yontemiyle
uyumlu sonuglar alarak y6éntemlerinin Klasik
yontemden daha kolay, daha ekonomik ve daha objektif
oldugunu bildirmislerdir. Daha énce Brucella Wright
aglitinasyonuna alternatif olarak yaptigimiz benzer
calismada da MakroELISA ve Mikrotitrasyon Plak
yontemi ile Kiasik Wright Tiip Aglitinasyon deneyleri
arasinda % 95.48 oraninda uygunluk saptanmistir (15).

Sonug olarak; Kantitatif olarak Klasik Gruber-
Widal yontemi ile MakroELISA plak yontemi arasinda
% 97.93, Mikrotitrasyon Plak yontemi arasinda ise %

yapilabilme gibi) bir gok avantajlari olan bu 2 yeni

.yontemi, 6zellikle ¢ok sayida serumla calisilan

laboratuvarlar ya da toplum taramalarinda kullaniimak
lizere Klasik Gruber-Widal Tip Aglitinasyon
yontemine alternatif olarak sunuyoruz.
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