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ATIK FETUSLARDAN IZOLE EDILEN BRUCELLA SUSLARININ
KO-AGLUTINASYON TESTI ILE IDENTI{FIKASYONLARI
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Identification of Brucella strains isolated from aborted foetuses with
Co-agglutination Test

Summary: The aim of this study was to identify 50 Brucella strains
isolated from aborted foetuses with co-ugglutination test in addition to
conventional identification procedures.

Brucella strains were subjected to tolerance tests against basic
fuchsin and thionin and their H,S production abilities were tested. Additi-
onally, susceptibilities of these isolates to Thilisi and Weybridge phages
were determined. Co-agglutination reagents were prepared from anti-A
and anti-M sera obtained from Weybridge, UK and the antigenic proper-
ties of these 50 isolates were evaluated with these reagents. Meanwhile,
the reagents were simultaneously tested with standart Brucella strains
(Br. abortus S 19 and Br. melitensis 16 M ).

Of the Brucella isolates, 86 ¥, were found to be susceptible to both
Thilisi and Weybridge phages. Similarly, 86 % of these isolates grew on
media containing thionin and basic fuchsin with the final concentration of
1/ 50000 though the same strains failed to grow on media containing
thionin with a final concentration of 1 [ 25000. Since these strains were
ound to be positive with the co-agglutination reagent prepared against
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A-antiserum, 43 strains (86 9, ) were identified as Br. abortus, while
7 strains (14 %) were identified as Br. melitensis.

Ozet: Bu ¢alismada, hayvanlarin atik fetuslarindan izole edilen 50
Brucella susunun bilinen teghis yontemleri yanisira, ko-agliitinasyon tes-
ti ile de identifikasyonlari amaglanmistir,

Brucella etkenlerinin bazik fuksin ve thionine tolerans testleri, H,S
olugturmalarr incelenmis, ayrica Tbilisi ve Weybridge fajlarina karsi
duyarhhklar: da arastiriimistir. Weybridge, Ingiltere’den saglanan anti-A
ve anti-M monospesifik serumlari ile laboratuvarda ko-agliitinasyon rea-
gent’leri hazirlanarak ve bunlarla izole edilen Brucella suglarimin anti-

Jenik ozellikleri incelenmigstir. Ayrica, hazirlanan reagent’ler standart

suglarla (Br. abortus S 19 ve Br. melitensis 16 M) da kontrol edilmistir.

Brucella suglarimin % 86’s1 Tbilisi ve Weybridge fajlarma kars:
duyarl bulunmusg, benzer sekilde % 86’simn 1/ 50000 thonin, 1/ 50000
bazik fuksinde iiredikleri, ancak 1 /25000 thioninde iiremedikleri sap-
tannugtir. Bu suglarin A anti-serumu ile hazirlanan ko-agliitinasyon rea-
gent’i ile de pozitif olmasi nedeniyle 43 sus (%, 86) Br. abortus, ayni
testlerle degerendirilen 7 sug (%, 14) ise Br. melitensis olarak identifiye
edilmistir.

Giris
Brucella grubu etkenler tarafindan olusturulan Brucellosis, hayvan-

larda subakut veya kronik seyreden, insanlarda ise romatizma benzeri
semptomlarla karakterize bir enfeksiyondur.

Fakiiltatif anaerobik Gram negatif gomak ve koklar grubunun
Brucella cinsinde yer alan (26) mikroorganizmalardan insan ve hayvan-
lar i¢in en Onemlileri Br. abortus ve Br. melitensis olup; bu iki etken
inek ve koyunlarda atiklara, metritislere, mastitislere, artritislere, erkek
hayvanlarda ise orsitislere neden olmaktadirlar (3, 6, 8). Gram negatif,
hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz ve kokoid ¢gomak tarzinda olan bu mik-
roorganizmalar, kat1 besi yerlerinde -S karakterli koloni olusturmakta,
buyyonda ise hafif bulanik tarzda bir lireme gostermektedirler (3, 6).
Tk izolasyonlarda, bazilar1 %/ 10 CO,’¢ ihtiyag gdsteren bu etkenlerin
optimal treme 1sis1 37 °C olup, optimal iireme siiresi ise 5-7 giindiir.
Bu mikroorganizmalarin identifikasyonlarinda CQO, ihtiyaglari, H,S
olusturmalan incelenmekte, ¢esitli boyalara karsi tolerans (17, 28,
37, 38) ve cesitli fajlara kargi (Tbilisi, Weybridge, Berkeley, anti-R)
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duyarlilik testleri (13, 15, 16, 29, 36) kullamlmaktadir. Ayrica, etkenle-
rin M ve A antijenlerini degisik oranlarda bulundurmalari gdz 6niine
alinarak, bu antijenlere karsi hazirlanmis monospesifik serumlarla da
identifikasyon miimkiin olmaktadir (23, 32, 40).

Brucellosis’in teshisi; etken izolasyon ve identifikasyonuna yone-
iik direkt sekilde yapildigi gibi, enfekte hayvanlarin kan, kan serumlari,
siit ve slit serumlarina uygulanan serolojik testlerle indirekt olarak da
yapilabilmektedir. Serolojik testlerden plate agliitinasyon (34, 39), sero-
agliitinasyon (19, 35), komplement fikzasyon testi (10, 14), indirekt
flouresans antikor teknigi (18, 36), radio immuno assay (9, 21), ELISA
(22, 27) ile Coombs (5, 7), merkaptoethanol (30, 31), rivanol (31, 33)
agliitinasyon testleri en gok kullanilanlaridir. Joseph ve Yee (23) inek-
lerden izole ettikleri 168 Br. abortus susundan -S formu gosteren 130
susun biyotiplendirmesini yapmislar, bunlardan %, 86.9’unu tip 2, %
10’unu tip 1, % 2.3 iind tip 9 ve % 0.8’ini biyotip 6 olarak identifiye et-
migslerdir. Arastiricilar, 130 sustan 127’sinin A ve 3 susun ise M mono-
spesifik serumlar: ile reaksiyon verdiklerini de agiklamislardir. Verger
ve ark. (40), sigirlardan izole ettikleri 182 Br. abortus susundan 181’
inin bivotip 3 ve 1 susun biyotip 1 olarak bulundugunu ve tiim suslarin
A antiserumu ile pozitif reaksiyon verdiklerini agiklanusfardir. Verger
ve ark. (37), sigirlardan 1693 ve koyunlardan izole ettikleri 190 Brucel-
la susunun biyotiplendirmelerini yaptiklarinda, sigir orijinli 1683 susu
Br. abortus ve 10 susu da Br. melitensis olarak identifiye etmisler, Br.
abortus suslarindan 778’inin tip 1, 28’inin tip 2, 293’lniin tip 3, 17’sinin
tip 4 ve 67’sinin tip 9 ve 10 Br. melitensis susunu ise biyotip 3 olarak
ayirdiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar ayn: ¢alismada, insan ve ge-
sitli hayvan tiirlerinden izole ettikleri toplam 2058 Brucella susunu M ve
A antiserumiart ile incelediklerinde; Br. abortus suslarindan 85’inin
A serumu ile negatif, M monospesifik serumu ile pozitif sonug verdik-
lerini ve bunlarin tip 4 ve tip 9 grubuna, ayrica 2 susun hem M ve hem de
A antiserumu ile pozitif bulduklarim, Br. melitensis suglarindan 130°
unun A ve M serumlari, 45’inin A ve 45 susun ise M antiserumu ile po-
zitif bulundugunu, M ve A ile pozitif sonug veren suslarin tip 3 ve M
antiserumu ile pozitif bulunan 45 susun tip 2 ve A antiserumu ile po-
zitif sonug veren 45 susun tip 1’e dahil olduklarni agiklamislar-
dir.

Brucella tiirlerinin kesin identifikasyonu igin faj testinden yarar-
lantlmaktadir. Rutin amagla en ¢ok kullanilanlar1 Thilisi (12, 40),
Weybridge (12, 37), Berkeley (39) fajlaridir. Verger ve ark. (37), dene-
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melerinde kullandiklan 1683 Brucella abortus susunun Tbilisi ve Ber-
keley, 190 Br. melitensis susundan tiimiiniin Berkeley faji, Verger ve
ark. (40), 181 Br. abortus susunun Thbilisi faji tarafindan 1 X RTD ve
10¢ x RTD’de lize edildigini bildirmislerdir. Verger ve ark. (38), 264
Br. abortus susunun Thbilisi, Weybridge ve Izatnagar faji tarafindan lize
olduklarini agiklamislardir.

Ko-agliitinasyon testi antijenik Ozelliklerine gére mikroorganiz-
malarin serolojik olarak gruplandiriimasinda oldukga onem tasimakta
ve bu test ile bir ¢ok mikroorganizmanin serogruplandiriimasi ve iden-
tifikasyonu yapilabilmektedir (1, 11, 20, 24). Brucella etkenlerinin iden-
tifikasyonunda ko-agliitinasyon testinin kullanilmasina iliskin yapilan
calismalar kisith sayidadir. Batra ve ark. (4)’min yaptiklari ¢alismada,
sigirlarin atik fetuslarma ait 21 adet mide igeridi incelenmis, 16’sindan
Brucelia mikroorganizmalari izole edilirken 20 mide igeriginin Brucella
yonilinden ko-agliitinasyon testinde pozitif oldugu saptanmigtir. Ayri-
ca, arastiricilar bu hayvanlarin atitkdan 20 giin sonra kan serumlarini
sero-agliitinasyon testi ile incelediklerinde tliimiini pozitif bulduklarini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, hayvanlarin atik fetuslarindan izole edilen 50 Bru-
cella susunun, CO, gereksinimi, H,S liretimi, boya tolerans ve faj du-
yarlihk testlerinin yanisira, laboratuvarda hazirlanan ko-agliitinasyon
reagent’leri ile identifikasyonlari amaglanmistir. :

Materyal ve Metot

Standart Suslar

Staph. aureus Cowan I: Ko-agliitinasyon reagent’lerinin hazirlan-
masinda kullanilan bu sus, A.U. Veteriner Fakiiltesi Bakteriyoloji Bi-
lim Dalt kiltir kolleksiyonundan saglanmistir.

Br. abortus S 19 ve Br. melitensis 16 M : Laboratuvarda hazirlanan
ko-agliitinasyon M ve A rcagent’lerinin pozitif kontrolu olarak kullani-
lan bu suslar Alfort Veteriner Okulu, Fransa’dan saglanmistir.

Test Suslari

Denemede Pendik Hayvan Hastaliklary Arastirma Enstitiistin’den
saglanan toplam 50 adet Bruceila susu kullaniimistir.
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Antiserumlar

Ko-agliitinasyon M ve A reagent’lerinin hazirlanmasinda kullan-
lan monospesifik M ve A serumlar1 Weybridge, Ingiltere’den temin edil-
mistir.

Fajlar

Izole edilen Brucella suslarimin faj tiplendirilmesinde kullanilan
faj Thilisi Alfort Veteriner Okulu, Fransa’dan, Weybridge faji1 Wey-
bridge, Ingiltere’den saglanmustir.

Besi Yerleri

Brucella etkenlerinin identifikasyonunda 1/25000 ve 1/ 50000
thionin ve bazik fuksin iceren Brucella agar, faj denemeleri igin Trypti-
case Soy Agar (TSA), Trypticase Soy Broth (TSB) kullaniimistir.

Identifikasyon calismalari

Pendik Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitiisii, Brucella labo-
ratuvarinda inek ve koyunlarin atik fetuslarindan izole edilen 50 adet
Brucella etkeninin ¢aligmada tiir diizeyinde identifikasyonlart yapilmis-
tir. Bu amagla suslarin CO, gereksinimi, H,S olusturmasi, 1 /25000
ve 1 /50000 thionin ve bazik fuksinli besi yerlerinde iireme, M ve A
monospesifik serumlar ile agliitinasyon, Tbilisi ve Weybridge fajlarina
duyarllik testlerinden yararlanilnustir.

Ko-agliitinasyon testi

Ko-agliitinasyon reagentlerinin hazirlanmasi: Ko-agliitinasyon rea-
gent’leri Batra ve ark. (4)'min bildirdikleri yonteme gore hazirlanmistir,
Bunun i¢in TSB’de tretilen Sraph. aureus Cowan 1 susu 3500 rpm’de
30 dak santrifiij edildikten sonra 3 kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra
PBS ile % 5 sulandirilarak, % 2 formol ilave edilmis ve 1 gece + 4 °C’
de tutulmustur. Tekrar iki kez yikanarak PBS’de 9 5 olarak sulandiri-
lan karisim 80 °C lik su banyosunda S dak inkube edildikten sonra iki
esit boliime ayrilmistir, Her mI’ye 0.1 ml M ve A antiserumlarindan ay-
rt ayr1 ilave edilmis, arasira galkalanmak suretiyle 37 °C de iki saat
tutulmus, ti¢ kez PBS ile yikanmis, final konsantrasyonlar1 % 5 olacak
sekilde sulandirimis ve testte kullanilmiglardir. Testte negatif kontrol

-



ATIK FETUSLARDAN iZOLE EDILEN BRUCELLA SUSLARI... 353

olarak kullanilan reagent de ayni yonteme gore normal serum ile hazir-
lanmuigtir.

Ko-agliitinasyon testinin uygulanmas:: Brucella agarda lretilen
test suslarinin kolonilerinden koyu bir siispansiyon hazirlanarak, bu
siispansiyonun 50 pl’si ko-agliitinasyon reagent’lerinin aynr miktart
ile ayr1 ayn karistiriimig ve sonuglar iki dakika iginde degerlendiril-
mistic. Ayni islemler calismada kullanilan standart Brucella abortus
S 19, Brucellu melitensis 16 M suslart ile normal ko-agliitinasyon
reagent’i de kullanilarak kargilastirmali olarak yapilmistir.

Bulgular

Identifikasyon sonuglari: Denemede kullailan 50 Brucella susu
bilinen ydntemlere gore incelenmis ve suslarin 43’G Brucella abortus,
7’si ise Brucella melitensis olarak identifiye edilmistir (Tablo I).

Br. abortus suslarinin gesitli 6zellikleri goz 6niinde tutularak timi
biyotip 3’e, 7 Br. melitensis susunun ise biyotip 1’e dahil olduklart or-
taya konulmustur.

Ko-agliitinasyon test sonuglari: 43 Br. abortus susunun monospesi-
fik A serumu ile hazirlanan ko-agliitinasyon reagent’i ile lam ilizerinde
kuvvetli, 7 Br. melitensis susunun monospesifik M serumu ile 44+ lik
bir reaksiyon verdikleri, buna karsin Br. abortus suglarinin M, Br. meli-
tensis suslarmin A antiserumlar: ile hazirlanan reagent’lerle negatif
oldugu, yine normal serumla hazirlanan reagent’in de tiim Suslarla ne-
gatif sonug verdigi belirlenmistir (Tablo 2). Kontrol olarak kullanilan
Brabortus S 19°un A, Br. melitensis 16 M susunun M antiserumlari
ile pozitif, ayn1 suslarin sirastyla monospesifik A, monospesifik M ve
normal serumla hazirlanan reagent’lerle negatif sonug verdikleri belir-
lenmistir (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

Son yillarda, Brucella tiirlerinin identifikasyonlar: bu konuda ya-
pilan epidemiyolojik ¢alismalarda ve buna gore hazirlanacak eradikas-
yon programlarinda 6nem tagimaktadir. $6yle ki, Brucella tiirlerini
tek bir konak¢t hayvan igin diistinmek mimkiin degildir. Ozellikle si1-
gir ve koyun yetistiriciliginin birliktc yapildig1 bolgelerde Brucella abor-
tus’a koyunlarda, Brucella melitensis’e de sigirlarda rastlandif1 aras-




Tablo 1. Denemede kullanilan brucella suslarmin 6zellikleri

Thionin Bazik fuksin Aglutinasyon Koaglutinasyon Fajlar
Etken CO, | H,S| 1/25000 1/50000|1/25000 1/50000| A M| A M | Tb. Weyb.
Br. abortus (43) - +- + + + — | i - =+ +
Br. melitensis(7) | — | — —_ + + + — + | — 4] - -

Tb.: Tibilisi;

Weyb.: Weybridge
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Tablo 2. Ko-aglutinasyon reagent’lerinin saha ve standart suslarla karsilagtiriimasi.

Sahadan izole 43| Sahadan izole 7

Ko-aglutinasyon | Br. abortus | Br. melitensis Br. abortus Br. melitensis
reagent’i 19 S 16 M susu susu
Monospesifik M — 4t 4 — ek

Monospesifik A +

- — SRR -

Normal Serum

tiricilar tarafindan bildiriimistir (17, 25, 38). Feinhaken ve Dafni (17),
fsrail’de yaptiklari bir ¢alismada sigirlardan %, 30-40’a kadar varabilen
oranlarda Brucella melitensis izole ettiklerini, ve yine Kaitmazova ve
Ostrovskaja (25), Sovyetler Birliginde de buna benzer sonuglar aldik-
larini agiklamislardir.

Brucella tiirlerinin identifikasyonlari; CO, ihtiyaglari, H,S {iretim-
leri ve boya tolerans testlerine gore yapilabilmektedir (2, 3, 28). Ayrica,
Brucella etkenlerini tasidiklart M ve A antijenlerinin oranlarina gore
identifiye etmek miimkiinse de, biyotip dlizeyinde bu ozellikler yeterli
olmamaktadir (2, 3, 37). Br. abortus’un biyotip 4,5 ve 9’u A monospe-
sifik serumu, Br. melitensis’in biyotip 2’si de M monospesifik serumla-
riyla negatif sonug vermekte ve dolayisiyla teshiste zaman zaman giic-
liikkler ortaya ¢tkmaktadir. Bunun igin kesin identifikasyonda faj du-
yarlilik testlerinden yararlamilmaktadir. Brucella abortus’un biitiin bi-
yotipleri Tbilisi ve Weybridge fajlar1 tarafindan lize olduklari halde,
Br. melitensis biyotipleri bu fajlar tarafindan lize edilememektedir (12,
39). Caligmada, 50 Brucella susunun CO, gereksinimi, H,S tiretimi ve
boyalara tolerans durumlar: arastirilmis, M ve A antiserumlariyla ag-
litinasyon ve de Weybridge ve Tbilisi fajlari ile duyarhlik testleri ya-
pilmis, bu suslardan 43’niin Brucella abortus biyotip 3, 7’sinin ise Bru-
cella melitensis biyotip 1’e dahil olduklar1 saptanmuistir.

Son yillarda bir ¢ok hastalifin teshisinde ko-agliitinasyon testinden
basariyla yararlaniimaktadir. Ozellikle oto agliitinasyon, spontan
agliitinasyon veren ya da -R formlar: gésteren mikroorganizmalarin bu
yontemle kolaylikla teshisleri yapilabilmektedir (1, 20). Brucellosis’in
direkt teshisinde son yillarda ko-agliitinasyondan da yararlanilabilecegi
bildiritmektedir (4). Batra ve ark. (4), Brucellosis’in ¢abuk teshisi amaci
ile mide igerigiyle yaptiklar ko-agliitinasyon testini diger teghis yontem-
leriyle karsilastirdiklarinda bu yontemin olduk¢a uygun sonug verdi-
gini aciklamislardir. Brucella M veya A monospesifik serumliart ile
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Brucella kiiltiirleri lam tizerinde agliitinasyona tabi tutulabilir. Ancak
monospesifik serumlarin hazirlanmasinin giig olmasi ve her islemde bii-
yiik miktarlarda serum gerektirmesi nedeniyle az sayida drnegin ince-
lenmesi gibi sorunlar ortaya gikmaktadir. Aynt amagla kullanilabilen
ko-agliitinasyon testinde ise bu monospesifik serumlarin az miktar-
lar: dahi bir ¢ok drnegin islenmesini saglamakta ve ayrica testte indi-
katdr gorevi iistienen Cowan 1 susu nedeniyle reaksiyon daha kolay
goriilebilir hale gelmektedir. Calismada, 43 Brucella abortus susu la-
boratuvarda hazirlanan ko-agliitinasyon A, 7 Brucella melitensis susu
ise M reagent’leri ile pozitif sonug vermis ve monospesifik M ve A
antiserumlariyla yapilan agliitinasyonda oldugu gibi aralarinda her-
hangi bir kros reaksiyona rastlanilamanustir.

Laboratuvarda hazirlanmasi basit, sadece ¢ok az miktarlarda mo-
nospesifik serumlara ihtiyag gdsteren, dolayisiyla ucuz olarak nitelen-
dirilebilen ko-agliitinasyon testinin mide igerigi veya kiiltiirle ya-
pilmastyla Brucella etkenlerinin tiir diizeyinde identifikasyonu sagla-
nabilccektir.

Kaynaklar

1. Akay, O., fzgiir, M., Esendal, 0. ve Cetin, C. (1990). Inek siitlerinden izole edilen strep-
tokok suslarimin serogruplandirimasi. TBTAK, VHAG-760 No. lu proje, Ankara.

2. Alton, G.G., Jones, L.M., Angus, R.D. And Verger, M.J. (1988). Techniques for the
Brucellosis laboratory. INRA, Paris.

3. Arda, M. Minbay, A. ve Aydn, N. (1982). Ozel Mikrobiyoloji. Bakteriyel infeksiyoz
Hastaliklar. A.U. Vet. Fak. Yaym. No., 386. A.U. Basimevi, Ankara.

4. Batra, H.V., Chand, P., Thillaikoothan, P. abd Talwar, G.P. (1987). Coagglutination
test with coloured Staph. aureus from detection of Brucclla antigens in cattle Brucello-
sis. Vet. Recc., 18: 64-65.

5. Beh, K.J. and Lascelles, A.K. (1973). The use of the antiglobulin test in the diagnosis
of bovine Brucellosis. Res. Vet. Sci., 14: 239-244.

6. Blobel, H. und SchlieBer, T. (1982). Handbuch der bakteriellen Infektionen bei Tieren.
Band 1V. Gustaw Fischer Verlag. Stuttgart.

7. Buchmeiser, R. (1961). Beitrag zur serologischer diagnostik der rinder brucellose mitels
der serum-langsammagglutionary der komplement bindings reaktion und des coombs-
schnell testes. Rindertuberl. Bruceil., 10: 143-150.

8. Buxton, A. and Fraser G. (1977). Animal Microbiology. Vol. |. Blackwell Scentific
Publicaticns  L.td.




	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009
	00000010



