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Uti1is:ıtion uc:; tCa.S ~:ı ccro-agglutination li 50"C et par l'emploi de l'EDTA en
dhg:ıostic de la Brucellose bovlne

Rcsu:::ne: Dans aU!] T •.:.;ıerc!ıe, 320 serums de bovine susPoJct de la
Brucellase, sont exmııiJlCs en ;>la!e Test (PT), en Rose Bengal Plate Test
(RBPT), en Sero-Aggluthati:m Test (SA T), en Sero-Agglutination addion-
ııee d'EDTA (SAT-EDTA) tt en St!ro-Agglutinatio.ı cl 56°(;.

On .ı {rOltNf P:hili.f, jıormi cer serums etamines, 32.2 p. 100 en Plate
Test; 1.6 p. 100 ı:n Rose Renga! Plate Test et PoUI"les memes serv.ms, on a
ohserve des titres dijfCmıts dt 2! iO LL 2/320, 23.8 p. 100 en Sero-A.gglutina-
tion Test; 13.8 p. i00 en Siro-Agglutinafion-ED TA et 5 .9 lı. i00 en Sero-
Agglutination cl 56 oC.

Özet: Bu çalışmada, sığır orijinli, Brucellosis Jiinünden şüpheli 32Cl se-
rum; Plate Test (PT), Rose Bengal Plate Test (RBPT), Sero-aglutiııas]on
testi (SA T), SA T-ED TA ve 56 oC de SA T ile incelenmiştir.

Serumların Plate Test'de % 32. 2'si, Rose Bengal Plate Test'de % i. 6'sı
Pıı<itif bulunmuş re o-mı semmların % 23.8'i SAT'inde, % 13.8'i SA2-
EDTA'da, % 5.9'11 ise 56"C de SAT'da 2flO--2j320 araçtlZda de,~i)ik
titreler görtermMt!fdir.

Giriş

BruceIla cinsindeki etkenler tarafından oluşturulan BruceIlosis,
akut veya kronik seyirli bir infeksiyon olup; hayvanlarda yavru ati-.
mına, infertiliteye, mastitis, orşitis ve artritise neden olmaktadır. Bru-
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cellosis'in teşhisi, etken jzolasyonu ve identifikasyonuna dayalı direkt
yöntemle yapıldığı gibi, infekte hayvanların kan serumları, süt ve
süt serumlarına uygulanan serolojik testlerle de indirekt olarak yapı-
labilmektedir. Bunların dışında etkenin DNA'sının identifikasyonunu
esas alan peR, hibridizasyon gibi biyoteknolojik yöntemler de etke-
nin varlığını ortaya koymada yararlı olmaktadır.

Dünyanın bir çok ülkesinde, uzun zamandan beri Bruceııosis'
in teşhisinde önemli bir kriter kabul edilen seco-aglütinasyon testinin
(SAT), fazla ı.pesifik olmadığı bilinmektedir (1,4,11,22). SAT'de spe-
sifiteyi, bjr yandan ko-aglutini.n'ler ve diğer yandan da non-spesifik
aglutinin'ler etkilemektedir. Ko-aglutinin'lerin kanda ortaya çıkması-
nın nedeni Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0:116 ve 0.157,
Francisella tularensis, N grubu Salmonella'lar özellikle Salmoneila urbana
ve ayrıca Campylobaeter Joetııs gibi etkenlerin Brucella grubu mikroor-
ganizmaları ile olan ortak antijenik yapılarıdır (14,22). Pratikte ko-
aglutininlerle karşılaşılan problemler oldukça azdır ve bunların ortaya
konulması amacıyla, çeşitli komplementer serolojik reaksiyonlar öne-
rilmektedir (1,2,14). SAT'da spcsifiteyi etkileyen non-spesifik aglu-
tininlerin nedeni ise, bu konuda birçok çalışma olmasına rağmen henüz
tam olarak anlaşılamamıştır (3,6-8,22). Bu durum erişkin hayvan se-
rumiarında ortaya çıkmaktadır. Serum glikoproteinlerinin desializas-
yonuna bağlı olarak, serumda bulunan IgM'ler modifiye olmakta ve
bu serumlarla yapılan SAT'da IgM'ler Brucella antijenleriyle non-
immun özellikte hir reahiyon vermektedirler (22). IgM'lerin Fab'
larıyla gerçekleşmeyen, sadece Fc kısımlarıyla oluşan bu reaksiyon,
SAT sonıUçlarının yanlış değerlendirilmesine yol açmaktadır. Ancak,
bu fenomen sığır serumlanna ve Brucella antijenlerine bağlı değildir
ve diğer bazı hastalıkların tanısında da sorun yaratmaktadır (16, 17,
22).

Non-spesifik antikorları elimine etmek amacıyla; ısı ile serumla-
rın muamelesi (9), 56°C'de SAT (IS), 2-MET veya rivanolün SAT
reaksiyonunda kuııanılması (2) ve asit pH'lı (pH 3.6) antijenlerden
yararlanılması (5) önerilmektedir. Bu amaçla, son yıllarda en fazla kul
nılan EDTA'lı antijenlerdir (16,19-21). EDTA'nın antijen üzerine
etkili olmadığı bilinmektedir. Rolünün hücre-aglutinin bağlantısı üze-
rine olduğu düşünülmekte ve kompetetif bir etki ile non-immun bir
reaksiyonu engellediği zannedilmektedir. Divalent katyon kelatların-
dan olan EDTA ile non-spesifik antikorların ortadan kaldırılmasına
ilgili birçok araştırma yapılmıştır. Scheibner (20), Brucellosis'te EDTA
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kullanımının konsantrasyona bağlı olarak sentisiviteyi yükselttiğini vc
prozonu ortadan kaldırdığını açıklamış ve aynı araştırıcı (21) bir diğer
çalışmasında EDTA kullanarak non-spesifik reaksiyonların büyük bir
bölümünün elimine edildiğine dikkati çekmiştir. Nielsen ve ark.
(17), RIA kullanarak infekte olmamış sığır scrumlarında Br. abortus' a
karşı oluşan antikorların IgM özelliğinde olduğunu, ancak bu serum-
ların Br. abortus antijenine absorbe edilmelerinden sonra EDTA ile
muamelelerini takiben clue olduklarını, bu durumun da IgM'lerin
bakterilere Fc kısımlarıyla bağlanmalarından ileri geldiğini açıklamış-
lardır. Niclsen ve Duncan (16), araştırmalarında Br. abortus ile in-
fekte 3 sığırın 2'sinin serumunda EDTAile titredc değişme olduğunu,
ancak bu değişimin sadcce bir dilusyanda görüldüğünü belirtmişler-
dir. Nowlan ve Geus (IS), Br. abortus ile infekte veya Brucellosis'e
karşı aşılanmış sığır serumlarında EDTA'lı antijen kullanarak yapı-
lan testte aglutinasyon titresinde değişiklik olmadığını, ancak Brucella
şüpheli hayvanlarda kan serumunda bulunan antikorları EDTA ilc
elimine ettiklerini açıklamışlardır. MacMillan ve Cockrem (13)'in
yaptıkları çalışmada, EDTA sensitif SATtitresi, diğer çalışmalara
oranla çok düşük bulunmuş ve nedeni antijen hazırlama yöntemine,
test prosedürüne, değerlendirmeye, hayvan sayısına ve test edilen
hayvanların yaşına bağlı olabilir diye belirtilmiştir. MacMillan ve
Beli (12), yaptıkları çalışmada, serum aglutinasyon testinin EDTA
modifikasyonunun hatalı pozitif reaksiyonların sayısını azaltmada
önemli olduğunu, ancak bunun da CFT ile birlikte yapılıp yorumlan-
ması gerektiğini vurgulamışlardır. Trap ve ark. (22), EDTA ve 56°C'
de SAT testini 3 farklı sürüde kullanmışlar, 109 hayvanlı infekte sürü-
de SAT'la % 82. 6, EDTA SAT'la % 80.7 reaktör tespit ederken,
56°C'de yapılan testde ise çoğu serumda titre düşmeleri belirlemiş-
!erdir. Problemli sürü olarak kabul edilen 163 hayvanaait serumların;
SAT'la % 63.2 olan titrclerinin EDTA-SAT'la % 15.9'a; SAT'la
% 66.3 olan titrenin ise 56°C'de SAT'la % 15. 9'a düştüğü belirlen-
miş ve 3. grupta ise (aynı zamanda CFT pozitif), önemli bir değişik-
lik gözlenmediği belirtilmiş ve bu sonuçlara göre; infekte hayvan se-
rumIarında EDTA-SAT ile önemli sayılacak titre değişikliklerinin ol-
madığı ancak problemli sürülerde EDTA'nın non-spesifik aglutinin-
leri elimine ettiği ve EDTA-SAT ile 56 oC 'de SAT arasında iyi bir
korelasyon olduğu açıklanmıştır.

Serum içinde bulunan antikorların ortadan kaldırılması veya
inaktive edilmeleri değişik ısıda tutulmaları ile de mümkündür. An-
cak, inaktiva~yon emasında koagulasyonun önüne geçmek için se-
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rumlar dilli C cdilmelidir. Uygulanacak ısı dcrccesi de her antikor için
değişik olmaktadır (7,10,15). HC5s (6), yaptığı çalışmada non-spe-
sifik antikorların ısı ile 70°C'de iO dak. tutulmalanyla elimine edi!-
diklcrini, spesifik antikorların ise bundan ctkilcnmediklerini, aneak
90°C'de tutulmaları gerektiğini açıklamıştır. Hoerlein (I O), domuz-
ların şüpheli. BruceIlosis olgularında 56°C'lik benmari ve 16 saat ısıt-
madan sonra değerlendirilen testlerin 37°C'de yapılanlara göre daha
düşük titrede olduklarını belirtmiştir.

Bu çalışmada, Brueellosis yönünden şüpheli sığır serumlarının
SAT yanısıra, EDTA-SAT ve 56°C'de SAT uygulanarak, non-spe-
sifik antikorların ortadan kaldırılması ve sonuçlarının karşılaştırıl-
ması amaçlanmıştır.

~aterya1 ve ~etot
Serumlar

Test serumları: Denemede kullanılan 320 sığır serumu A.Ü.
Veteriner Fakültesi Bakteriyoloji Bilim dalı ve Etlik Hayvan Hasta-
lıkları Araştırma Enstitüsü'nden sağlanmıştır.

Standart semmlar: Te:ıtlerde, kontrol serumlan olarak 2/500
tıtreli Br. abortus antiserumu ile Br. abortus ncgatif serumu kullanıl-
mıştır.

Antijenler

Bruceıla platc test, Rosc Bengal plate test ve BruceIla abortus
aglutinasyon antijenleri Pendik H2.yvan Hastalıkları Araştırma Ens-
Ütüsü'nden sağlanmıştır.

EDTA kullanılarak yapılan sero-aglutinasyon testi ıçın Br.
abcrtus aglutinasyon antijeninin ml'sine 0.372 g EDTA (di sodique
ethylene diamine tetra acetique acide) ilave edilerek iO mM / i sağ-
lanmıştır (22).

Plate Test (PT)

Bu test için 0.03 ml serum aynı miktar BruceIla Plate Test anti-
jeni ilc karıştırılıp sonuçlar 4- dak içinde değerlcndirilmiştir (I).

Rose Bengal Plate Test (RBP T)
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Bu test için de 0.03 ml serum aynı miktar Rose Bengal Plate
Test antijeniy!c (sodyum laktat-asit tamponlu, pH 3. 6) karı~tırılmış
ve sonuçlar 4 dak. içinde değerlendirilmiştir (ı).

Serum Aglııtinas)'o71 Testi (SA T)

Bu amaçla, te5t serumlannın 1/5 ... ,. 1/640'a kadar 0.5 ml
içinde sulandırmaları yapılarak, üzerine e~it miktarda Br. ahortus
aglutinasyon antUeni konulmuş Ye 3JOC'de 18 saat inkuhasyonu taki-
ben sonuçlar, kontrol ile kar~ılaştırılarak gözle değerlendirilmi~tir (2).

EDTA-SAT

Bu testte, sero-aglutinasyon testine göre hazırlanan dilusyonların
üzerine EDTA'lı antijenden eşit miktarda konulmu~ ve 3fOC de IS
saat inkubasyon süresi sonunda sonuçlar SAT'i gibi değerlendirilmiş-
tir (22).

Bu amaçla, sero-aglutinasyon testi yapıldıktan sonra tüpler 2
saat 56°C'lik su banyosunda tutulmuş, daha sonra -!.4°C de 18 saat
bırakıldıktan sonra sonuçlar SAT'inde olduğu gibi değerlendirilmiş-
tir (l5).

Bu testlerin tümünde kontrol negatif ve pozitif serumlar kullanıl-
mış ve incelenen serumların 5 testle de aynı gün paralel muayeneleri
yapılmıştır.

Bulgular

PT Sunuçları

BrucelIosis vönünden incelenen 320 sığır serumunun bu testle
103 (% 32.2)'ü pozitif \"c 217 (% 67.8)'si negatif bulunmuştur.

RBPT Sonuçları

İncelenen 320 serumun 5 (% 1.6)'i pozitif \'e 315 (% 98.4)'i ise
bu testle negatif bulunmuştur.

SA T Sonuçları

Bu testle incelenen serumların 76 (% 23.8)'sl 2/l0-4/320 ara-
sında pozitif titre gösterirken, 244 (% 76.2)'ii negatif olarak değer-
lendirilmiştir (Tablo 1).
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Tablo i . SAT Sonuçları.

Serum Dilusyonlar.
i

Pozitiflik
Derecesi I/LO ı-ı~1/40 1/80 1/160 1/320
-- + - - - - -

--
++ 9 9 i i - -

--+++ - - - - - -
----- ----

++++ 35 12 4 2 i 1
----- ----
Toplam 44 22 5 3 i 1

RD TA-SA T SDnuçları

Bu testle 320 serumun 44-(% 1:,.8)'ünün 2/10-2/320 arasında tit-
re gösterdikleri, 276 (% 86.2) 'sının ise negatif olduğu belirlenmiştir
(Tablo 2).

Tablo 2. EDTA-SAT Sonuçları.

l'ozitiflik
Serum Dilusyonlan

Derecesi I/lO 1/20 1/40 1/80 i 1/160 1/320

+ - - - - - -
---- ---++ 12 i - - - i

---- ---
+++ i - - - - -

---
++++ 22 5 i - i -

---- ---
Toplam 35 G i - i i

56 oC de SA T Sr)1luçla1'l

İncelenen 320 serumun 19 (% 5.9)'unun 2/10-2/320 arasında
titre gösterdiği. 301 (% 94.1)'inin bu testle negatif olduğu saptanmış-
tır (Tablo 3).

Ayrıca, incelenen negatif kontrol serum 5 testin tümünde negatif
bulunmuş, aynı testlerde, pozitif kontrol serumun titresinde de her-
hangi hir değişiklik saptanmamıştır.
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Tablo 3. 56°C de SATSonuçları.
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Pozitiflik Serum Dilusyonları

Derecesi I/LO 1/20 1/40 1/80 i 1/160 1/320
------

+ - - - - - -
--- ---

++ 6 i - - - i
.---

+++ - - - - - -

++++ 7 2 i - i -
--- ---- -----

Toplam 13 3 i - i 1

Tartışma ve Sonuç

Sığır Brucellosis'inin te~hisinde serolojik testler çok önem taşı-
maktadır. Bu amaçla en çok Plate Test (PT), Rose Bengal Plate
Test (RBPT) ve Sero-aglutinasyon Test'inden (SAT) yararlanılmak-
tadır. Bu testlerden, özellikle, Sero-Aglutinasyon Testiyle belirlenen
titre düzeylerine göre; sığırların infekte olup olmadıklarına karar ve-
rilmektedir.

Aşısız sığırlar için 2/40 ve üstü, aşılı sığırlar için ise 2/80 ve üstü
titreler SAT'de BruceIlosis yönünden pozitif kabul edilmektedir (4).
Ancak bu kriterleri. sadece SAT ile saptamak, infeksiyon açısından
yanlış sonuçlara sebebiyet vermektedir. Bu yanlış pozitif sonuçlar
ko-aglutininler kada. non -spesifik antikorlardan da ileri gelebilmek-
tedir. Günümüzde ne immunoelektroforez, ne de poliakrilamid jel
üzerinde elektroforezlc bu yapılar ortadan kaldmlamamaktadır (3,
8,14,22). Bu nedenle, özellikle, ya~lı hayvanlarda ortaya çıkan non-
spesifik antikorların elimine edilmesinde bir çok modifiye SAT'inden
yararlanılmaktadır (13,16,18-21). Niclsen ve Duncan (16), EDTA'
nın SAT antijenine ilavesiyle yaptıkları çalışmada, non-spesifik anti-
korların EDTA labil olduklarını saptamışlardır. Nowlan ve Gt>us (8),
45/20 ile aşılı 9 hayvan, Br. abortus 544 ile gebeliğin 6. ayında infekte
ettikleri 6 hayvan ve Br. abortus'a karşı antikor taşıdıkları saptanan LO
hayvana ait serumları SAT ve SAT-EDTA ile incelemişler ve sadece
3. grupta önemli ölçüde titre düşüşlerini kaydetmişlerdir. Trap ve
ark. (22) ,problemli bir sürüye ait 163 serumu SAT ve SAT-EDTA
ile incelemişler ve de antikor düzeyinde SAT-EDTA ile % 63. 2'den
% ıs. 9'a inen bir düşüş kaydetmişlcr ve bu düşiisün titrcde en az 2
dilusyonluk olması gerektiğini vurgulamışlardır. Çalışmada ince1e-
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nen 320 serumun plate testle 103 (% 32.2) 'li, Rose Bcngal plate testle
:) (% 1.6)'i pozitifbulunmuş, aynı serumların SAT ilc 76 (% 23.8)'sl,
SAT-EDTA ile 44(% 13.S:I'ü 2110--2/320 ar?~ında değişik tİ:rclcr
göstermişlerdir. Sonu(;larıı1 b.rşılaştırılmasında, SAT'b inCl~lciıcil
serumların 44'ü i /LO da titre gösterirken, SAT-EDTA'cla bu dilu:;-
yanda 35 serum, 1(20 de SAT'ta 22, SAT-EDTA ilc 6, i /40 da SATLı
5, SAT-EDTA ile I, i /80 de SAT'la 3 serum pozitif bulunurken, ~~ynı
tilTede SAT-EDTA ile pozitif veren seruma rast!anılamamıştır.
Buna karşın i /lGO ve 1/320 titrede bulunan 2'şer serum SAT-EDTA
ile de aynı dilıısyonlarda pozitif bulunmuştur. SAT ve SAT-EDTA'
nın karşılaştırılması amacıyla yapılan çalışmala.rdaki titre düşüşleri,
bu çalışmada da saptanmıştır. Ayrıca, bu araştırmada yüksek titre-
lerde pozitif sonuç ,'eren serumların EDTA'lı antijenle reaksiyon so-
nucunda EDTA'dan etkilenmediklcri, dilusyonlarda herhangi bir
değişikliğe ll.eden olmadıkları belirlenmiştir.

:\on ..spesifik antikcrların dimine edilmesi amacıyla kullanılan
yöntemlerden biri de ısıdır (7,9, i0,22). Ancak, iSi yalnızca aglutinas-
yon reaksiyonunun seyrini etkilememektc, aynı zamanda, antikarların
niteliğine de tesir etmektedir (9). Ayrıca, ısının non-spesifik antikor-
lara olduğu kadar, spesifik antikorları da etkilediği bilinmektedir (22).
1'v1orseve ark. (15), non-spesifik antikorlar içerdikleri bilinen ~erum-
ları, Brucellasis yönünden 56 oC de aglutinasyonla incelemelerinde,
SAT'a göre titre düşüşleri saptadıklarını belirtmişlerdir. Trap ve ark.
(22), sığır Brucellosis'i için yaptıkları çdışmada, 56°C de SAT ilc
nonspesifik antikarları % G7 oranında elimine ettiklerini açıklamış-
lardır. Çalışmada, 56°C de SAT ilc 320 serumun 10 (% 5.9)'u 2(10
ve 2(320 arasında titre göstermiş ve dolayısıyla; SAT'la bu dilusyon-
larda % 23.8 saptanan pozitiflik, ısıyla % .').9' inmiştir. Bu konuda
yapılan araştırmalara paralellik sağlayan bu çalışmada, yine ısı ile
SAT-EDTA'da olduğu gibi i/lGO ve 1/320 titredc saptanan pozitif
sonuçlarda değişiklik gözlenmemiştir.

Alınan bu sonuçl"x, sığır Bruccllosis'inin saptanmasında, kriter
olarak kabul edilen i /40 ve 1/80 dilusyonlarının sadece SAT'la de-
ğerlendirilmemcsini, bu testle birlikte, sonuçları ctkileyen özellikle
non-spesifik antikarların eliminasyonu amacıyla EDTA veya ısının
kullanılmasın ın gerektiğini göstermektedir.
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