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KOYUN BRUCELLOSIS'iNiN SEROLOJiK TEŞHiSiNDE
~ DITHIOTHREITOL VE EDTA'NIN KULLANILMASI
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The use of dithiothreitol and EDTA in the serological diagnosis of ovine
bruceliosis

Summary: In this study, a total of 101 brucellosis suspected blood serum
samples obtained from aborted ewes were examined with Rose Bengal Plate
Test (RBPT), Microagglutination Test (MAT), 2 Mercaptoethanol Microaggluti-
nation Test (ME-MAT), Dithiothreitol Microagglutination Test (DTT-MAT) and
Ethylene Diamine Tetraaeetic Acid Microagglutination Test (EDTA-MAT).

Among 101 blood serum samples examined, 59 (58.4%), 64 (63.4%), 65
(64.4%), 65 (64.4%) and 65 (64.4%) samples were determined as positive in
RBPT, MAT, ME-MAT, DTT-MAT and EDTA-MAT, respectively.

lt was concluded that, the use of DTT- and EDTA-MAT, which can readily
eliminate non-specific antibodies as well as co-agglutinins, together with Serum
Agglutination Test (SAT) and/or MAT in the serological diagnosis of ovine bru-
eellosis would be benejicial.

Özet: Bu çalışmada, abort yapmış koyunlardan alınan brucellosis şüpheli
101 kan serumu Rose Bengal Plate Test (RBPT), Mikroaglutinasyon Testi
(MAT), 2 Merkaptoetanol Mikroaglutinasyon Testi (ME-MAT), Dithiothreitol
Mikroaglutinasyon Testi (DTT-MAT) ve Etilen Diamin Tetraasetik Asit Mikro-
aglutinasyon Testi (EDTA-MAT) ile incelenmiştir.

Test edilen 101 koyun kan serumundan RBPT'de 59 (%58.4), MAT'da 64
(63%.4), ME-MAT'da 65 (%64.4), DTT-MAT'da 65 (%64.4) ve EDTA-MAT'da
65 (%64.4) pozitifreaksiyon saptanmıştır.

Sonuç olarak, koyun brucellosis'inin serolojik teşhisinde Serum Aglutinas-
yon Testi (SAT) ya da MAT yanında non-spesifik antikorların ve koaglutininle-
rin elimine edilmesini sağlayan DTT ve EDTA katkılı serum aglutinasyon testle-
rinin de kullanılmasının yararlı olacağı kanısına varılmıştır.

Giriş

Brucellosis, insan ve hayvanlarda Brucella
cinsine bağlı mikroorganizmalar tarafından
oluşturulan bir infeksiyon olup hayvanlarda
yavru atımına, mastitis, orşitis ve artritise neden
olmaktadır. Hastalığın teşhisi direkt (etken izo-
lasyon ve identifikasyonu) ve indirekt (kan se-
rumu, süt ve süt serumu vs. ile serolojik testler)
yöntemlerle yapılabilmektedir. Aynca son yıl-
larda biyoteknolojik yöntemlerle de (PCR, hib-
ridizasyon, vs.) etkenin tanısı mümkün olmak-
tadır (1, 3, 9).

Koyun brucellosis'inin serolojik tanısında
Plate Test (PT), Rose Bengal Plate Test
(RBPT), Serum Aglutinasyon Testi (SAT),
Komplement Fikzasyon (CF) ve Enzyme Lin-
ked Immunosorbet Assay (ELISA) gibi teknik-
lerden yararlanılmaktadır (3, 14, 15,26).

Rose Bengal Plate Test (RBPT), hem labo-
ratuvar şartlarında ve hem de sahada tarama
testi olarak kullanılmaktadır (l). Rose Bengal
boyası ile boyalı bu antijen asit pH'ya (pH 3.6)
sahip olması nedeniyle IgM'lerin aktivitesini
durdurarak IgG'lerin reaksiyon vermesini sağ-
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lar. Ayrıca nonspesifik aglutininlerin de etkinli-
ğini engeller (8).

Serum Aglutinasyon Testi (SAT), makro
veya mikro olarak uygulanmaktadır (I, 13).
Makro serum aglutinasyon testi fazla miktarda
serum, tüp, pipet ve antijen gerektirdiği için çok
sayıda örneğin işlenmesinde dezavantaja sahip-
tir. Mikro serum aglutinasyon testi (MAT), az
miktarda serum ve antijen gerektirmesi, uygu-
landığı mikroplate'lerde çok sayıda örneğin de-
ğerlendirilmesi gibi avantajlara sahiptir (I 2,
i3). MAT sonuçlarının okunması sırasında olu-
şabilecek güçlükler de antijenin boyanması ile
ortadan kaldırılmıştır. MAT'da antijenin boyan-
ması için çeşİtli boya maddelerinden (Safranin-
O, Trifeniltetrazolium klorid, vs.) yararlanılmış-
tır (5, i8). Araştıncılar (5, ıo, 16) Safranin-O
ile boyalı antijenle yapılan MAT' da sonuçların
daha net değerlendirildiğini bildirmişlerdir.
Serum aglutinasyon testi fazla spesifik değildir
(8). Koaglutininler ve non-spesifik aglutininler
spesifiteyi etkilemektedir. Bruceıla grubu mik-
roorganizmalar ile ortak antijenik yapıya sahip
olan bazı bakteriler (Yersinia enterocolitica 0:9,
Escherichia coli O: ii6 ve O: 157, Franciella tula-
rensis, N grubu Salmoneıla'lar özellikle S. ur-
bana ve Campylobacter fetus vs.) ko-
aglutininlerin nedeni olarak gösterilmiştir (19,
25). Non-spesifik aglutininlerin nedeni henüz
tam olarak anlaşılamamıştır. Trap ve ark.
(25)'na göre bu durum serum glikoproteinleri-
nin desializasyonuna bağlı olarak, serumda bu-
lunan IgM'lerin modifiye olması ve bu serum-
larla yapılan SAT' da IgM'lerin bruceıla
antijenleri ile nonimmun reaksiyon vermeleri-
dir.

Serum aglutinasyon testının non-spesifik
antikorlardan ileri gelen bu olumsuzluğu testte
bazı kimyasal maddeler (Ethylenediamine tetra-
asetik asİt-EDTA, 2 mercaptoethanol-ME, Dit-
hiothreitol-DTT, rivanol, vs.) ve ısı (56 C'de
SAT) kullanılarak giderilmeye çalışılmıştır (I,
6, 11,21,24,25). ME ve DTT, SAT'da serum
sulandırıcısına katılarak kullanılmaktadır (I,
21). Her iki madde de, IgG aktivitesini etkile-
mezken, IgM'lerin disülfit bağlarını kopararak
inaktive olmalarına neden olurlar (2, 21).
EDTA ise aglutinasyon antijenine ilave edilerek
kullanılmıştır (25). EDTA' nın antijen üzerine
etkisi bulunmamaktadır. Hücre-aglutinin bağ-
lantısı üzerinde bir rolü olduğu ve kompetitif
bir etki ile non-immun bir reaksiyonu engelledi-
ği düşünülmektedir (20, 22). Mercaptoetha-
nol'ün gözleri irrite etmesi ve kötü bir kokuya
sahip olması nedeniyle son yıllarda araştırıcılar
(4, 17, 21, 24) aynı işleve sahip olan DTT'yi
serum aglutinasyon testlerinde kullanmışlardır.
Okuno ve Kondelis (21) insan eritrositlerine
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karşı oluşan antikorları identifiye ettikleri çalış-
mada, DTT'yi değişik pH'larda, miktarlarda ve
ısılarda denemişler; sırasıyla pH 7-8 arası,
0.0025 M-0.D05 M miktarında ve 37 C'de mak-
simal etkiyi gösterdiğini saptamışlardır. Ayrıca,
mercaptoethanol' le karşılaştırıldığında prosedü-
rün basit ve çabuk olmasının yanısıra kötü koku
bulunmamasını da avantaj olarak belirtmişler-
dir. Behan ve Klein (4) Bruceıla cinsleri ve F.
tularensis arasındaki kros reaksiyonların DTT
ile azaltılması üzerine insan serumlarıyla yap-
tıkları çalışmada, Safranin-O ile boyanmış anti-
jen kullanılan MAT tekniğinden yararlanmışlar
ve DTT'nin kros reaksiyonları azalttığını sapta-
mışlardır. Thiange ve ark. (24) yaptıkları bir ça-
lışmada, DTT katkılı aglutinasyon testinin aşılı
ve infekte sığırların ayırımında anahtar bir test
olduğunu belirtmişlerdir.

Bu çalışmada, koyun brucellosis'inin sero-
lojik teşhisinde DTT ve EDTA katkı lı aglutinas-
yon testlerinin kullanılabilirliği araştırılmıştır.

Materyal ve Metot

Serumlar

Test Serumları: Çalışmada, Etli~. Hayvan
Hastalıkları Araştırma Enstitüsü ve AU Veteri-
ner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı'na
getirilen abort yapmış koyunlara ait, iO i kan se-
rumu kullanılmıştır.

Standart Serumlar: AÜ Veteriner Fakültesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalı'ndan sağlanan tit-
resi SAT ile 2/1280 olarak belirlenen serumdan,
pozitif kontrol ve sağlıklı bir hayvandan elde
edilen negatif titreli bir serumdan da, negatif
kontrololarak serolojik testlerde yararlanılmış-
tır.

Antijenler

Rose Rengal Plate Test Antijeni: RBPT'de
Pendik Hayvan Hastalıkları Merkez Araştırma
Enstitüsü tarafından üretilen B. abortus S99 su-
şundan hazırlanan boyalı antijen kullanılmıştır.

Mikro Aglutinasyon Test Antijeni: MAT,
ME-MAT (i) ve DTT-MAT'da kullanılan anti-
jenler Brown ve ark. (5)'nın bildirdikleri yönte-
me göre B. abortus S99 suşundan Safranin-O ile
boyanarak hazırlanmıştır.

, EDTA-MAT için ise, bu antijenin 100
ml'sine 0.372 g EDTA (Sigma) ilave edilerek
(10 mMIL) hazırlanan antijenden (L5) yararla-
nılmıştır.

Rose Rengal Plate Testi (RBPT)

Alton ve ark. (1)'na göre yapılan bu testte
kan serumları, lam üzerinde bir damla (0.03 ml)
RBPT antijeni ve bir damla (0.03 ml) serum



KOYUN BRUCELLOSIS'İNİN SEROLOnK TEŞHısİNDE D1THIOTHREITOL VE EDTA'NIN KULLANILMASI

Tablo i: Çalışmada kullanılan serum örneklerinin RBPT, MAT, ME-MAT, DTI-MAT ve EDTA-MAT sonuçlan.
Table i:RBPT - MAT - ME-MAT - DTI -MAT and EDTA-MAT results of serum samples.
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Serum
sayısı

101

*: Yüzde oranı

RBPT MAT ME-MAT DTI-MAT EDTA-MAT
+ + + + +... --_._-_.- ---_ ..- -_."._--- --_0._------- - --- --- __ o _____ ---
59 42 64 37 65 36 65 36 65 36

(58.4)* (41.6) (63.4) (36.6) (64.4) 35.6) (64.4) (35.6) (64.4) (35.6)

olacak şekilde karıştınImış ve 4-5 dakika içinde
aglutinasyon verenler pozitif ve vermeyenler
negatif kabul edilmiştir.

Mikro Aglutinasyon Testi (MAT)

Bu test Brown ve ark. (5) bildirdikleri yön-
teme göre uygulanmıştır. Testte 96 çukurlu, altı
yuvarlak, polystyrene mikroplate'ler (Greiner)
kullanılmıştır. Serumun PBS (pH 7.2) ile LI
5'ten başlayan iki katlı sulandırması yapılarak
bu dilüsyonlardan gözlere 0.05 ml konulmuş,
sonra bunun üzerine de Safranin-O ile boyalı
antijen eşit miktarda (0.05 ml) ilave edilmiştir.
Mikroplate'lerin üzeri şeffaf bantla kapatıldık-
tan sonra mikroshaker' da (Oynatech) 30 saniye
çalkalanmış ve etüvde 37 c'de 24 saat inkübe
edilmiştir. Bu süre sonunda sonuçlar gözle oku-
narak değerlendirilmiştir. Düğme tarzmda çö-
küntüler negatif ve dantela benzeri çöküntüler
pozitif kabul edilmiştir.

ME-Mikro Aglutinasyon Testi (ME-MAT)

ME-MAT yukarıda bildirildiği gibi yapıl-
mış ve değerlendirmiştir. Ancak, serum sulan-
dırrnalarında kullanılan PBS'ye (pH 7.2) Alton
ve ark. (l)'nın bildirdiklerine göre %0.7 oranın-
da 2-Mercaptoethanol (Merck) ilave edilmiştir.

DTT-Mikro Aglutinasyon Testi (DDT-
MAT)

OTI-MAT da yukarıda bildirildiği gibi ya-
pılmış ve değerlendirilmiştir. Ancak, serum su-
landırmalarında PBS (pH 7.2) ile hazırlanmış
0.005 M dithiothreitol'den yararlanılmıştır. An-
tijen ilavesi ile her gözdeki OTI'nin final kon-
santrasyonu 0.0025 M olmuştur (4).

EDTA-Mikro Aglutinasyon Testi (EDTA-
MAT)

Bu test de yukarıdaki gibi Brown ve ark.
(5)'nın bildirdiklerine göre yapılmış ve değer-
lendirilmiştir. Ancak, antijen olarak EDTA ile
hazırlanmış boyalı mikroaglutinasyon antijeni
kullanılmıştır.

Bu testlerin tümünde pozitif ve negatif
kontrol serumları kullanılmış ve incelenen se-
rumIarın bütün testlerle aynı gün paralel mua-
yeneleri yapılmıştır. Ayrıca, testlerde kullanılan

serumlar aşısız hayvanlara ait olduğu için 2/
20'lik titrelerin üzerindeki serumlar (23) pozitif
kabul kullanılan MAT tekniğinden yararlanmış-
lar ve OTI'nin kros reaksiyonları azalttığını
saptamışlardır. Thiange ve ark. (24) yaptıkları
bir çalışmada, DTT katkı lı aglutinasyon testinin
aşılı ve infekte sığırlarm ayın mında anahtar bir
test olduğunu belirtmişlerdir.

Bulgular

RBPT Sonuçları: Çalışmada incelenen 101
koyun serumundan 59'u (%58.4) pozitif ve 42'si
(%41.6) negatif bulunmuştur (Tablo 1).

MAT Sonuçları: Bu testle incelenen 101
koyun serumundan 64'ü (%63.4) pozitif ve 37'si
(%36.6) negatif bulunmuştur (Tablo 1).

ME-MAT Sonuçları: İncelenen 101 seru-
mun 65'i (%64.4) pozitif ve 36'sı (%35.6) ise bu
testı e negatif bulunmuştur (Tablo 1).

DTT-MAT Sonuçları: Test edilen 101 seru-
mun 65'i (%64.4) pozitif ve 36'sl (%35.6) ise bu
testle negatif bulunmuştur (Tablo 1).

EDTA-MAT Sonuçları: Bu testle incelenen
101 serumun 65'i (%64.4) pozitif ve 36'sl
(%35.6) ise bu testle negatif bulunmuştur
(Tablo 1).

Tablo 2: Çalışmada kuııanılan serum örneklerinin MAT,
ME-MAT, DTI-MAT ve EDTA-MAT ıitreleri.

Table 2: MAT- MET-MAT- DTI-MAT- and EDTA.MAT
titers of serum samples.

Titre MAT ME-MAT DDT-MAT EDTA-MAT
._.

Negatif 37* 36 36 36
1/20 ii 6 6 6
1/40 8 4 4 8
1/80 8 Lo 12 8
1/160 14 Lo Lo 14
1/320 7 19 18 16
1/640 ii 9 7 7
1/1280 2 5 7 6
1/2560 2 2 i O
1/5120 i O O O
------_._. _ ..

TOPLAM 64** 65 65 65

*: Serum sayısı
**: Toplam pozitif serum sayısı

"'.
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Çalışmada incelenen pozitif serumların
MAT, ME-MAT, DTI-MAT ve EDTA-MAT
titrelerine göre dağılımlan Tablo-2'de gösteril-
miştir.

Tartışma ve Sonuç

Brucellosis'in serolojik tanısında non-
spesifik antikorlardan ve koaglutininlerden ileri
gelen yanlış pozitif reaksiyonlan önlemek
amacı ile son yıllarda DTI ve EDTA gibi çeşit-
li maddelerden yararlanılmıştır (i I, 2 I, 24, 25).
Sığır brucellosis'inin tanısında kullanılmaya
başlanan EDTA (i i) ve DTI (24) ile serum ag-
lutinasyon testi hakkında çeşitli kaynaklar bu-
lunmasına karşın, yapılan literatür taramaIann-
da koyun brucellosis'inin teşhisinde bu testlerin
kullanıldığına ilişkin bilgiye rastlanılamamıştır.
Ancak, koyun brucellosis' inin teşhisinde SAT
(makro veya mikro), RBPT ve ME-SAT ile il-
gili birçok çalışma bulunmaktadır (6, 7, 14, 16,
26). Falade ve Hüssein (7) koyun ve keçi se-
rumiarında yaptıkları çalışmada RBPT, SAT ve
ME-SAT sonuçlarında sırasıyla %2.8, %2.8 ve
%1.6 pozitif reaksiyon saptamışlardır. Huang
(14) 221 koyun serum örneğinde ELISA, SAT,
CFT ve RBPT ile bruceıla antikorlarını araştır-
mış, SAT'da %48.8 ve RBPT'de de %39.0 po-
zitif olgu saptamıştır. Yardımcı (26) i 92 koyun
kan serumu ile yaptığı denemede pozitifleri
saptamada ELlSA SAT RBPT PT sırası elde
etmiştir. Buna karşın Coker ve ark. (6) B. meli-
tensis ile infekte koyun kan serumlarında tüp
aglutinasyon testi ile %70.6 ve RBPT ile %69.3
pozitif bulmuşlardır. Kızılyer (16) Safranin-O
ile boyalı B. abortus antijeni kullandığı mikro-
aglutinasyon testinde %84 pozitif belirlerken,
RBPT ile %47.6 pozitif serum saptamıştır. Bu
çalışmada, incelenen 101 koyun kan serumun-
dan MAT, ME-MAT ve RBPT'de sırasıyla
%64, %65 ve %59 oranlarında pozitif sonuçlar
elde edilmiştir. Bu sonuçlar MAT ve RBPT
oranlan yönünden Kızılyer'in (16) bulgularına
uygunluk göstermektedir. Her nekadar bu çalış-
mada mikro yöntem kullanılmışsa da MAT ve
RBPT sonuçları makro teknikle çalışan diğer
araştırıcılardan Falade ve Hüssein (7) dışındaki
diğer çalışmaların (6, 14, 26) sonuçlanna uy-
maktadır.

İzgür ve ark. (15) 320 sığır serumunu PT
(Plate test), RBPT, SAT, SAT-EDTA ve
56 C' de SAT ile incelemişler ve bu testlerde sı-
rasıyla %32.2, % i .6, %23.8 ve %5.9 pozitif
olgu saptamışlardır. Bu çalışmada, DTT ve
EDTA, pozitifleri saptamada eşit bulunmuşsa
da bazı serum örneklerinde bir titre fazla ya da
eksik sonuç vermişlerdir. Aynı antikor sınıfları
ile çalışan EDTA-MAT, DTI-MAT ve ME-
MAT' dan birinin pozitif olduğu tüm serumlar-
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da diğerleri de pozitif bulunmuştur. Ancak,
RBPT bu üç testin pozitif olduğu altı serumda
negatif sonuç vermiştir. MAT ve diğer testler
(EDTA-, DTI-ve ME-MAT) arasındaki farklar
aynı sürü içindeki hayvanların, hastalığın deği-
şik periyodlarında (akut veya kronik) bulunma-
sından ileri gelmektedir. Bilindiği gibi (3, 8)
akut olgularda kan se~munda IgM seviyeleri
yüksek durumdadırlar. Infeksiyon kronik hale
geçtikçe IgG seviyesi yükselmektedir. Nitekim,
beş serum MATile pozitif sonuç verdiği halde
EDTA- DTI ve ME-MA T'ta negatif olduğu gö-
~I~üştür. Bu da, kan serumlannda IgM seviye-
sının daha yüksek olduğunu göstermektedir.
Ayrıca, bu çalışmada pis kokulu ve irkiltici
özellikteki mercaptoethanol yerine kokusuz ve
kolay hazırlanabilir özelliğe sahip dithiothreitol
maddesinin de koyun brucellosis'inin serolojik
teşhisinde kullanılabileceği gösterilmiştir. Bu
iki testten farklı olarak aglutinasyon antijenine
EDTA karıştırılarak hazırlanan MAT tekniğin-
de de sığır brucellosis'inin teşhisinde İzgür ve
ark. (l5)'nın çalışmalarında görüldüğü gibi
olumlu sonuçlar alınmıştır.

Sonuç olarak, koyun brucellosis' inin sero-
lojik teşhisinde SAT ya da MAT yanında non-
spesifik antikorların ve ko-aglutininlerin elimi-
ne edilmelerini sağlayan DTI ve EDTA katkılı
serum aglutinasyon testlerinin de kullanılması-
nın yarar sağlayacağı belirlenmiştir.
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