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KOYUN BRUCELLOSIS’ININ SEROLOJIK TESHISINDE
DITHIOTHREITOL VE EDTA’NIN KULLANILMASI
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The use of dithiothreitol and EDTA in the serological diagnosis of ovine
brucellosis

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 Tetraacetic 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.

It 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-
cellosis would be beneficial.

Ozet: Bu ¢alismada, abort yapnus koyunlardan alinan brucellosis siipheli
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 incelenmigtir.

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) pozitif reaksiyon saptannugstir.

Sonug olarak, koyun brucellosis’inin serolojik teshisinde Serum Aglutinas-
yon Testi (SAT) ya da MAT yaninda non-spesifik antikorlarin ve koaglutininle-
rin elimine edilmesini saglayan DTT ve EDTA katkili serum aglutinasyon testle-

rinin de kullamilmaswun yararli olacagi kanisina vanilmigtir,

Girig

Brucellosis, insan ve hayvanlarda Brucella
mikroorganizmalar tarafindan

olusturulan bir infeksiyon olup hayvanlarda
yavru atimina, mastitis, orsitis ve artritise neden
olmaktadir. Hastaligin teshisi direkt (etken izo-
lasyon ve identifikasyonu) ve indirekt (kan se-
rumu, siit ve siit serumu vs. ile serolojik testler)
yontemlerle yapilabilmektedir. Ayrica son yil-
larda biyoteknolojik yontemlerle de (PCR, hib-
ridizasyon, vs.) etkenin tanis1 miimkiin olmak-
tadir (1, 3, 9).

Eabad B

Koyun brucellosis’inin serolojik tanmisinda
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 yararlaniimaktadir (3, 14, 15, 26).

Rose Bengal Plate Test (RBPT), hem labo-
ratuvar gartlarinda ve hem de sahada tarama
testi olarak kullanilmaktadir (1). Rose Bengal
boyasi ile boyali bu antijen asit pH’ya (pH 3.6)
sahip olmasi nedeniyle IgM’lerin aktivitesini
durdurarak IgG’lerin reaksiyon vermesini sag-
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lar. Ayrica nonspesifik aglutininlerin de etkinli-
gini engeller (8).

Serum Aglutinasyon Testi (SAT), makro
veya mikro olarak uygulanmaktadir (1, 13).
Makro serum aglutinasyon testi fazla miktarda
serumn, tiip, pipet ve antijen gerektirdigi i¢in ¢ok
sayida ornegin iglenmesinde dezavantaja sahip-
tir. Mikro serum aglutinasyon testi (MAT), az
miktarda serum ve antijen gerektirmesi, uygu-
landig1 mikroplate’lerde ¢ok sayida drnegin de-
gerlendirilmesi gibi avantajlara sahiptir (12,
13). MAT sonuglarinin okunmas: sirasinda olu-
sabilecek giigliikler de antijenin boyanmas: ile
ortadan kaldirnimigtir. MAT’ da antijenin boyan-
mast i¢in gesitli boya maddelerinden (Safranin-
O, Trifeniltetrazolium klorid, vs.) yararlamlmg-
tir (5, 18). Aragtinicilar (5, 10, 16) Safranin-O
ile boyal1 antijenle yapilan MAT da sonuglarin
daha net degerlendirildigini bildirmislerdir.
Serum aglutinasyon testi fazla spesifik degildir
(8). Koaglutininler ve non-spesifik aglutininler
spesifiteyi etkilemektedir. Brucella grubu mik-
roorganizmalar ile ortak antijenik yapiya sahip
olan bazi bakteriler (Yersinia enterocolitica 0:9,
Escherichia coli 0:116 ve 0:157, Franciella tula-
rensis, N grubu Salmonella’lar 6zellikle S. ur-
bana ve Campylobacter fetus vs.) ko-
aglutininlerin nedeni olarak gosterilmistir (19,
25). Non-spesifik aglutininlerin nedeni heniiz
tam olarak anlagilamamistir. Trap ve ark.
(25)'na gore bu durum serum glikoproteinleri-
nin desializasyonuna bagh olarak, serumda bu-
lunan IgM’lerin modifiye olmasi ve bu serum-
larla yapilan SAT’da IgM’lerin brucella
antijenleri ile nonimmun reaksiyon vermeleri-
dir.

Serum aglutinasyon testinin non-spesifik
antikorlardan ileri gelen bu olumsuzlugu testte
bazi kimyasal maddeler (Ethylenediamine tetra-
asetik asit-EDTA, 2 mercaptoethanol-ME, Dit-
hiothreitol-DTT, rivanol, vs.) ve is1 (56 Cde
SAT) kullanilarak giderilmeye caligilmigtir (1,
6, 11, 21, 24, 25). ME ve DTT, SAT’da serum
sulandinicisina  katillarak kullanilmaktadir (1,
21). Her iki madde de, IgG aktivitesini etkile-
mezken, IgM’lerin disiilfit baglanni kopararak
inaktive olmalarina neden olurlar (2, 21).
EDTA ise aglutinasyon antijenine ilave edilerek
kullamlmigtir (25). EDTA’nin antijen lizerine
etkisi bulunmamaktadir. Hiicre-aglutinin bag-
lanus1 lizerinde bir rolii oldugu ve kompetitif
bir etki ile non-immun bir reaksiyonu engelledi-
gi disiiniilmektedir (20, 22). Mercaptoetha-
nol’lin gozleri irrite etmesi ve kotii bir kokuya
sahip olmasi nedeniyle son yillarda arastiricilar
4, 17, 21, 24) ayni isleve sahip olan DTT yi
serum aglutinasyon testlerinde kullanmuglardir.
Okuno ve Kondelis (21) insan eritrositlerine
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karg: olusan antikorlan identifiye ettikleri calis-
mada, DTT’yi degisik pH’larda, miktarlarda ve
istlarda denemigler; sirasiyla pH 7-8 arasi,
0.0025 M-0.005 M miktarinda ve 37 C’de mak-
simal etkiyi gosterdigini saptamglardir. Ayrica,
mercaptoethanol’le kargilastinldiginda prosedii-
riin basit ve ¢abuk olmasinin yanisira kotii koku
bulunmamasin1 da avantaj olarak belirtmisler-
dir. Behan ve Klein (4) Brucella cinsleri ve F.
tularensis arasindaki kros reaksiyonlarin DTT
ile azaltlmas ilizerine insan serumlariyla yap-
tiklan ¢aligmada, Safranin-O ile boyanmis anti-
jen kullanilan MAT tekniginden yararlanmglar
ve DTT’nin kros reaksiyonlan azalttigin sapta-
muglardir. Thiange ve ark. (24) yaptiklan bir ¢a-
lismada, DTT katkili aglutinasyon testinin asth
ve infekte sigirlarin ayirnminda anahtar bir test
oldugunu belirtmiglerdir.

Bu ¢alismada, koyun brucellosis’inin sero-
lojik teshisinde DTT ve EDTA katkili aglutinas-
yon testlerinin kullamlabilirligi arastinlmigtir.

Materyal ve Metot
Serumlar

Test Serumlar: Caligmada, Etlik Hayvan
Hastaltklarnn Aragtirma Enstitiisii ve AU Veteri-
ner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na
getirilen abort yapmis koyunlara ait, 101 kan se-
rumu kullanilmgtir.

Standart Serumlar: AU Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanan tit-
resi SAT ile 2/1280 olarak belirlenen serumdan,
pozitif kontrol ve saglikli bir hayvandan elde
edilen negatif titreli bir serumdan da, negatif
kontrol olarak serolojik testlerde yararlanilmig-
tir.

Antijenler

Rose Bengal Plate Test Antijeni: RBPT de
Pendik Hayvan Hastaliklart Merkez Arastirma
Enstitiisii tarafindan tiretilen B. abortus S99 su-
sundan hazirlanan boyalt antijen kullamlmgtir.

Mikro Aglutinasyon Test Antijeni: MAT,
ME-MAT (1) ve DTT-MAT’da kullanilan anti-
jenler Brown ve ark. (5)'nin bildirdikleri yonte-
me gore B. abortus S99 susundan Safranin-O ile
boyanarak hazirlanmigtir.

" EDTA-MAT igin ise, bu antijenin 100
mli’sine 0.372 g EDTA (Sigma) ilave edilerek
(10 mM/L) hazirlanan antijenden (15) yararla-
nilmastir.

Rose Bengal Plate Testi (RBPT)

Alton ve ark. (1)'na gore yapilan bu testte
kan serumlan, lam tizerinde bir damia (0.03 ml)
RBPT antijeni ve bir damla (0.03 ml) serum
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Tablo 1: Cahigmada kullanilan serum Orneklerinin RBPT, MAT, ME-MAT, DTT-MAT ve EDTA-MAT sonuglan.

Table 1: RBPT- MAT- ME-MAT- DTT-MAT and EDTA-MAT results of serum samples.

Serum RBPT MAT ME-MAT DTT-MAT EDTA-MAT

sayisl + - + - + - + - + -

y . T )

101 59 42 64 37 65 36 65 36 65 36

(58.4)* (41.6) (63.4) (36.6) (644) 35.6) (64.4) (35.6) (64.4) (35.6)

*: Yiizde oram

olacak sekilde kangtinlmig ve 4-5 dakika iginde
aglutinasyon verenler pozitif ve vermeyenler
negatif kabul edilmistir.

Mikro Aglutinasyon Testi (MAT)

Bu test Brown ve ark. (5) bildirdikleri yon-
teme gore uygulanmugtir. Testte 96 gukurlu, alt1
yuvarlak, polystyrene mikroplate’ler (Greiner)
kullamlmigtir. Serumun PBS (pH 7.2) ile 1/
S'ten baslayan iki kath sulandirmas: yapilarak
bu diliisyonlardan gozlere 0.05 ml konulmus,
sonra bunun iizerine de Safranin-O ile boyals
antijen esit miktarda (0.05 ml) ilave edilmistir.
Mikroplate’lerin iizeri seffaf bantla kapatildik-
tan sonra mikroshaker’da (Dynatech) 30 saniye
¢alkalanmig ve etiivde 37 C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda sonuglar gozle oku-
narak degerlendirilmigtir. Diigme tarzinda ¢o6-
kiintiiler negatif ve dantela benzeri ¢okiintiiler
pozitif kabul edilmigtir.

ME-Mikro Aglutinasyon Testi (ME-MAT)

ME-MAT yukanda bildirildigi gibi yapil-
mis ve degerlendirmistir. Ancak, serum sulan-
dirmalarinda kullanilan PBS’ye (pH 7.2) Alton
ve ark. (1)'nin bildirdiklerine gore %0.7 oranin-
da 2-Mercaptoethanol (Merck) ilave edilmistir.

DTIT-Mikro Aglutinasyon Testi (DDT-
MAT)

DTT-MAT da yukanda bildirildigi gibi ya-
pilmig ve degerlendirilmistir. Ancak, serum su-
landirmalarinda PBS (pH 7.2) ile hazirlanmig
0.005 M dithiothreitol’den yararlamlmstir. An-
tijen ilavesi ile her gozdeki DTT nin final kon-
santrasyonu 0.0025 M olmustur (4).

EDTA-Mikro Aglutinasyon Testi (EDTA-
MAT)

Bu test de yukandaki gibi Brown ve ark.
(5)'nin bildirdiklerine gore yapilmis ve deger-
lendirilmistir. Ancak, antijen olarak EDTA ile
hazirlanmig boyali mikroaglutinasyon antijeni
kullanilmstir.

Bu testlerin tiimiinde pozitif ve negatif
kontrol serumlan kullanilmig ve incelenen se-
rumlarin biitiin testlerle aymi giin paralel mua-
yeneleri yapilmustir. Ayrica, testlerde kullanilan

O

serumlar asisiz hayvanlara ait oldugu igin 2/
20'ik titrelerin lizerindeki serumlar (23) pozitif
kabul kullamlan MAT tekniginden yararlanmis-
lar ve DTT nin kros reaksiyonlan azalttigim
saptamuglardir. Thiange ve ark. (24) yaptiklart
bir ¢caligmada, DTT katkil1 aglutinasyon testinin
asili ve infekte si@irlarin ayiriminda anahtar bir
test oldugunu belirtmislerdir.

Bulgular

RBPT Sonuglari: Calismada incelenen 101
koyun serumundan 59'u (%58.4) pozitif ve 42'si
(%41.6) negatif bulunmugtur (Tablo 1).

MAT Sonuglani: Bu testle incelenen 101
koyun serumundan 64'ii (%63.4) pozitif ve 37'si
(%36.6) negatif bulunmugtur (Tablo 1).

ME-MAT Sonuglari: Incelenen 101 seru-
mun 65'i (%64.4) pozitif ve 36's1 (%35.6) ise bu
testle negatif bulunmustur (Tablo 1).

DTT-MAT Sonuglarn: Test edilen 101 seru-
mun 65'1 (%64.4) pozitif ve 36'st (%35.6) ise bu
testle negatif bulunmugtur (Tablo 1).

EDTA-MAT Sonuglari: Bu testle incelenen
101 serumun 651 (%64.4) pozitif ve 36's1
(%35.6) ise bu testle negatif bulunmustur
(Tablo 1).

Tablo 2: Caligmada kullamlan serum 6rneklerinin MAT,
ME-MAT, DTT-MAT ve EDTA-MAT titreleri.
Table 2: MAT- MET-MAT- DTT-MAT- and EDTA-MAT
titers of serum samples.

Titre MAT ME-MAT DDT-MAT EDTA-MAT
Negatif 37* 36 36 36
120 11 6 6 6
1/40 8 4 4 8
1/80 8 10 12 8
1/160 14 10 10 14
1/320 7 19 18 16
1/640 11 9 7 7
1/1280 2 5 7 6
1/2560 2 2 1 0
1/5120 1 0 0 0
TOPLAM 64** 65 65 65

*: Serum sayisi
**: Toplam pozitif scrum sayisi

N\

N
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Caligmada incelenen pozitif serumlarin
MAT, ME-MAT, DTT-MAT ve EDTA-MAT
titrelerine gore dagilimlan Tablo-2'de gosteril-
migtir.

Tartigma ve Sonug

Brucellosis’in serolojik tamisinda non-
spesifik antikorlardan ve koaglutininlerden ileri
gelen yanhig pozitif reaksiyonlan o©Onlemek
amaci ile son yillarda DTT ve EDTA gibi ¢esit-
li maddelerden yararlamilmstir (11, 21, 24, 25).
Sigar brucellosis’inin tamisinda kullanilmaya
baglanan EDTA (11) ve DTT (24) ile serum ag-
lutinasyon testi hakkinda gesitli kaynaklar bu-
lunmasina kargin, yapilan literatiir taramalarin-
da koyun brucellosis’inin teghisinde bu testlerin
kullamldigina iligkin bilgiye rastlanilamamugtir.
Ancak, koyun brucellosis’inin teshisinde SAT
(makro veya mikro), RBPT ve ME-SAT ile il-
gili birgok ¢aligma bulunmaktadir (6, 7, 14, 16,
26). Falade ve Hiissein (7) koyun ve kegi se-
rumlarinda yaptiklan ¢aligmada RBPT, SAT ve
ME-SAT sonuglarinda strasiyla %2.8, %2.8 ve
%1.6 pozitif reaksiyon saptamiglardir. Huang
(14) 221 koyun serum 6rneginde ELISA, SAT,
CFT ve RBPT ile brucella antikorlarin aragtir-
mus, SAT da %48.8 ve RBPT de de %39.0 po-
zitif olgu saptamustir. Yardimer (26) 192 koyun
kan serumu ile yaptifi denemede pozitifleri
saptamada ELISA SAT RBPT PT siras: elde
etmistir. Buna karsin Coker ve ark. (6) B. meli-
tensis ile infekte koyun kan serumlarinda tiip
aglutinasyon testi ile %70.6 ve RBPT ile %69.3
pozitif bulmuglardir. Kizilyer (16) Safranin-O
ile boyal1 B. abortus antijeni kullandigr mikro-
aglutinasyon testinde %84 pozitif belirlerken,
RBPT ile %47.6 pozitif serum saptamugtir. Bu
¢aligmada, incelenen 101 koyun kan serumun-
dan MAT, ME-MAT ve RBPT’de sirasiyla
%64, %65 ve %59 oranlarinda pozitif sonuglar
elde edilmigtir. Bu sonuglar MAT ve RBPT
oranlan yoniinden Kizilyer’in (16) bulgularina
uygunluk gostermektedir. Her nekadar bu calig-
mada mikro yontem kullanilmigsa da MAT ve
RBPT sonuglari makro teknikle ¢aligan diger
aragtiricilardan Falade ve Hiissein (7) disindaki
diger caligmalarin (6, 14, 26) sonuglanna uy-
maktadir.

Izgiir ve ark. (15) 320 siir serumunu PT
(Plate test), RBPT, SAT, SAT-EDTA ve
56 C’de SAT ile incelemigler ve bu testlerde si-
rastyla %32.2, %1.6, %23.8 ve %5.9 pozitif
olgu saptamuslardir. Bu ¢alismada, DTT ve
EDTA, pozitifleri saptamada esit bulunmugsa
da bazi serum &rneklerinde bir titre fazla ya da
eksik sonug¢ vermislerdir. Aymi antikor siniflari
ile calisan EDTA-MAT, DTT-MAT ve ME-
MAT’dan birinin pozitif oldugu tiim serumlar-
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da digerleri de pozitif bulunmustur. Ancak,
RBPT bu ii¢ testin pozitif oldugu alti serumda
negatif sonug vermistir. MAT ve diger testler
(EDTA-, DTT-ve ME-MAT) arasindaki farklar
aym siiri i¢indeki hayvanlarin, hastalifin degi-
sik periyodlarinda (akut veya kronik) bulunma-
sindan ileri gelmektedir. Bilindigi gibi (3, 8)
akut olgularda kan serumunda IgM seviyeleri
yiiksek durumdadirlar. Infeksiyon kronik hale
gectikce IgG seviyesi yiikselmektedir. Nitekim,
beg serum MAT ile pozitif sonug verdigi halde
EDTA- DTT ve ME-MAT ta negatif oldugu go-
riilmiigtiir. Bu da, kan serumlannda IgM seviye-
sinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ayrica, bu calismada pis kokulu ve irkiltici
Ozellikteki mercaptoethanol yerine kokusuz ve
kolay hazirlanabilir 6zellige sahip dithiothreitol
maddesinin de koyun brucellosis’inin serolojik
teshisinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu
iki testten farkh olarak aglutinasyon antijenine
EDTA kanigtinlarak hazirlanan MAT teknigin-
de de sigir brucellosis’inin teshisinde Izgiir ve
ark. (15)'min c¢aligmalarinda gorildigi gibi
olumlu sonuglar alinmigtir.

Sonug olarak, koyun brucellosis’inin sero-
lojik teghisinde SAT ya da MAT yaninda non-
spesifik antikorlarin ve ko-aglutininlerin elimi-
ne edilmelerini saglayan DTT ve EDTA katkili
serum aglutinasyon testlerinin de kullanilmasi-
nin yarar saglayacagi belirlenmistir.
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