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DİFFUZYON ·yöNTEMiYLE BRUCELLA OVİS 

ANTİKORLARININ SAPTANMASI ÜZERİNDE 
· ARAŞTIRMALAR . 
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· Mubecceı YUMUŞAK 

· Stableforth (Ü158)\1n bildirdiğine göre 'bir araştırıcı, koçlarda 
epididymitis yo.pan bu etkeni izole etmiş ve Br. ovis olarak' isimlen­
dirmiştir. 

Meinershagen ve arkada.şları (1874). Amerika'da koyun abort­
larından Br. ovis'i izole etmişler; Hughes ve Claxton (1968). da , yap­
tıkları saha ince-lemelerinde enfeksiyonu tesbit etmişlerdir . . 

. Muncz ve arkadaşları (1979). etkenin organlarda semende ve 
kanda bulunduğunu açıklamışlardır. 

Br. ovis, mikroorganizmleri, preparatlarda küçük kokobasiller 
halinde olup tek tek veya çift olarak bulunurlar. Gra.m negatif, hare­
ketsiz, sporsuz, mikro aerofilik ve R-tipi antijen içerirler (5,9,11,14,26, 
29,30,31,35,36) . 

/ 

Biberstein ve McGawan (1958). formalinli mikroOrganizm sus-
pansiyonu parçalıyarak santrifuj ettikten sonra üst sıvıyı antijen ola­
rak kulla.nmışlardır. 

Ris (1968), Br. ovis organizmlerinin dayanıklığını . artırmak için 
. ' - ı -

yapmış oldukları çeşitli çalışmalarda +4°C ve +5 de saklananın da-
ha uzun süre -dayandığını görmüş ve liyofflize edilen ·anti j·enin ise 
spantan aglutinasyon nedeniyle başarılı olmadığını saptamıştır. 
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Koçlar deneysel olarak, subkutan, intravenöz, intratestiküller, 
oral, konjunctival ve prepusiya.l yol ile injekte edilebilir (32). 1 

Buddle ve Boyes (1953). doğal infekte koç ve koyunlardan izole 
ettikleri organizmleri 7 günlük civciv embryosunun yumurta sarısın­

da katı vasata ekim yaparak R-tipi mikroorganizmleri elde etmişlerdir. 

Corbel ve arkadaşla.rı (1979). Br. ovis'in insanlarda bir infeksi­
yon meydana getirip getirmediğinin henüz bir açıklığa kavuşmadığı­
nı bildirmişlerdir. 

Laws ve arkadaşları (1972). Br. ovis'in kontrolunda, koçların aşı­
lanması ve CF testi olmak üzere 2 yöntemi bildirmişlerdir. 

Ma.tthews ve Trueblood (1866). tüp presipitasyon ve agar-jel 
diffuzyon, Meinershagen ve arkadaşları (1974) ise çift diffuzyon tek­
niğini uygulamışlardır. 

Myers ve arkadaşları (1972). Br. ovis, Br. canis, abortus ve Br. 
melitensisin ionike edilmiş ve tuzlu suda ekstrake edilmiş antijen­
leri CF, jel diffuzyon ve serum absorbsiyon testleriy le kıyaslamışlar 
ve bu a.ntijenlerin bu türlerin infekte ve bağışıklık serumlarıyla kros 
reaksiyon gösterdiğini saptamışlardır. 

Myers (1973). Aijantin'de koçlar üzerinde yaptığı klinikal, sero­
lojikal ve kültürel incelemelerinde CF ve jel-diffuzyon testlerini kül­
türel ve klinikal muayenelerle karşılaştırmıştır. Sonuçta CF testinin 
jel diffuzyon testine kıyasla daha çok duyarlı olduğunu saptamıştır. 

Fakat jel -diffuzyon tekniğini saha çalışmalarında ve olanakları kıt 

laboratuvarlarda uygulamasını önermiştir. 

Matthews ve Trueblood (1966). otoklav ederek hazırlamış ol­

dukları jel diffuzyon antijenini tavşanlardan elde ettikleri anti serum­

lario test'e tabi tutmuşlardır. Fakat presipita.syon çizgileri elde ede­

memişlerdir. Ultra sonik parçalamayla elde ettikleri a.ntijen ile 12 

saatte presipitin çizgileri elde etmişlerdir. 

Ris (1963). Yeni Zelanda'da Br. ovis'le savaşta CF testi ve se­

men'in kültürel muayenesinin güncel olarak kullanılan yöntem oldu­

ğunu söylemişlerdir. 
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Marslarski (1973), aglutinasyon, CF ve ·indirekt HA testlerini, de­
neysel bir enfeksiyondan sonra koçlardan almış olduğu seminal 
plazma örnekleri üzerinde denemiştir. Antikorlar 3 test ile araştırıl­

mıştır. Bu araştırıcı pozitif testierin en büyük oranını infeksiyenun 
akut aşamasında elde ettiğini, aglutinasyon ve indirekt HA testlerin­
de antikorların 1/40-1/160 sınırlarında bulunduğunu bildirmiştir. 

Biberstein ve arkadaşları (1962), nın bfldirdiklerine göre bir araş­
tırıcı 1954, 1958 yıllarında yaptığı çalışmalarında Br. abortus S. 19'un 
tuzlu suda, hazırlanmış bir bakterinin aynı zamanda enjeksiyonu ile 
koçlarda etkili olduğunu göstermiştir. 

Vanheerden (1963), Br. ovis enfeksiyonuna karşı Rev-ı ve 8.19 
aşısının laboratuvar ve saha denemeleri çalışmalarında uygulamış­
lar, 8.19 aşısının koçlarda Brusellosis'e ka.rşı yeterli derecede etkili 
olmadığını, Elberg Rev-ı aşısının genç koçları en az iki yıl süreyle 
koruduğunu ve ergin koçlarda iyi sonuç alınmadığını söylemiştir. 

Lawrence (1961)'nin bildirdiğine göre; bir araştırıcı 1954 yılında 
Br.ovis ile infekte hayvanların 5 ay süreyle epididymis'lerin teda.visi­
nin mümkün olacağını bildirmiştir. Chlortetrasiklin + Dihidros, rep­
tommycine'nin 21 gün süreyle her gün kullanılmak suretiyle yapılan 
tedavide organizmlerin semenden bir kaç gün içinde elimine edile­
ceğ i n i b i ldirmiştir. ilaçlarla kısa zamanda, etk·ili bir tedavi bulunama­
m ı ştır. 

Koçlarda Brusellosis yeryüzünde çok yaygın olan ve ülkemizde­
de etkisini gösteren infeksiyöz bir hastalıktır. 

Et gereksinmemizin büyük bir kısmını karşılayan ve memleketi­
mizde çok çeşitl i alanlarda yara.rlanılan hayvanlardan birininde ko­
yunların olması bu hastalığın değerini bir kat daha artırmaktadır. 

Br.ovis, genital organiara yerleşerek yavru a.tma, geç gebe kal­
ma, sterilite ve kuzuiarın ölü doğmasına neden olur. Koçlarda ise; 
infertilite ve epididymis'le karekterize önem li bir hastalık etkenidir. 
işte ekonomik kayıplara neden olan bu hastalıkla. savaşta erken teş­
his ve gerekli önlemlerin alınması en başta gelen ilkelerdir. 

Bu çalışmada, «koçlarda, serum aglutinasyon ve agar- jel diffuz­
yon yöntemiyle koçların ka.n serumlarında antikor aranması üzerine 
araştırmalar amaç ed i ni l m i ştir . 
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MATERYEL ve MEiOT 

1 - Standart suşlar : Bu çalışmada serum agluti,nasyon ve 
jel diffuzyon testi için antijen hazırlamak amacıyla Weybirdge Cent­
ral Veterinary Lôboratory'ından sağlanan Br.ovis_. 63/290 suşu kul­
lanılmıştır . .. 

2 - Serumlaır : Çalışmada kullanılar:ı serum tarın 185 tanesi, 
Ankara Et ve Balık Kurumunda kesimi yapılan koçlardan, 5 adedi 
lôboratuvarımıza muayene için gelen koç serumlanndan ve 15 tane­
side Enstitümüzde deneme hayvanı olarak kullanılan -koçlardan 
sağlanmıştır. 

Pozitif kontrol serumlar : Br.ovis. 63/ 290 suşuna karşı hazır.lan­

mış iki a.det pozitif kontrol serum Weybridge Central Veterinary 
Lôboratory'ından getirtil miştir. 

3 - Besi yerleri : · Suşların bakteriyolajik kontrollerinin yapıl­
masında ve antijen yapımı ·için Mikroorganizmlerinin üretilmesinde 
Nutrient agar, Bordet Gengou Agar, ı Serum Dekstroz .Agar, Difco 
Bruceila Agar, Trypticase Soy Buyyon ve Bruceila buyyondan ya.­
rarlanılmıştır. 

4 - Solusyonla.r : Antijen hazırlanması ıçın gerekli olan Me­
nezel's Buffer Solusyonu ve Tampon Borat solusyonları aşağıdc;ıki 

şekilde hazırlanmıştır. 

Stok solusyonlıa.rın yapılışı 

ı - Menzel's Buffer · Solusyonu 

A) '% 0,5 NaCL+0,05 moljlitre NaC03 kar i şımına , eritilmiş % 0,5 
phenol ilôve edildi. 

B) % 0,5 NaCL+0,1 moljlitre NaHC03 karışımına, eritilmiş 
% 0,5 ph·enol ilôve edildi. 

Hazırlanan bu (A) ve (B) solusyonları +4"C de koyu renkli şi­

şelerde sıkıca kapatılarak saklandı. Kullanıla.cağı zaman 1,5 kısım 

(A) solusyonundan ve 8,5 kısım (B) solusyonundan karıştırılarak ko­
yu renkil şişelerde saklandı. · Kullanılmadan önce pH'sı 8.9 olup ol­
madığı kontrol edildi. 

44 



Etlik Vet. · Mikrob . Enst. Derg . 1984 5 (6 - 7) 

2 - Tampon Borat Solusyonu 

Borik asit (H3 803) 
Potasyum ,klörür (KLC) 
Distile su 

1.86 gr. 
7.25 gr. 
9.50 ml. 

Bu maddeler eritilip 0,2 moljlitre NaOH ile pH 8,3'e ayarlandı. 
Ve 1 litre distile suyla tamamlanarak kullanıldı. 

YÖNTEM : · 

1 - - Serum ,aglutinasyon testinin uygulanması 

Antijen harzırlıa.nması : 

Corbel ve arkadaşları (1979)'nın hazırlanıŞını bildirdikleri anti ­
jen töntemi kullanılmıştır. 

a) Antijen hazırlamada Br.ovis 63/290 suşu kullanıldı. Liyofi­
lize kültüre, steril distile sudan bir kaç damla katıla.rak sulandırıldı. 

Bordet Gengou Agar besi yeri bulunan · petri kutularına kültür ek il­
di. 3rC de % 10 COı'li or~amda 7 gün inkube ,edildi. 

b) iyi gelişen bir kaç tipik kolani alınarak Bordet Agar yatık­
larında sup kültürü yapıldı. 

c) Tryptica.se soy buyyonda mikroorganzimler suspanse edildi. 

d) içinde serum dekstroz agar bulunan Roux şişelerine yaklaşık 
3 ml . hazı~lanan mikrop suspansiyonlarından ekildi. 3-4 gün 37°C de 
% 10 COı' li ortamda inkube edildi. 

e) Örneklerden gram : boyaması yapıldı. Ve temizlik için her şi­
şe kontrol edildi. 

f) 10-15 ml. ster.il distile su ve bir kaç cam boncuk ilôvesiyle 
organizmlerin hepsi sıvı içinde ka.lacak şekilde sallanarak toplandı. 

g) Suspansiyon steril bir tülbentten süzülerek santrifüj tüple­
rinde toplandı. Yarım saat 5000 devirde santrifüje edildi. Dipteki bak­
teri cöküntüsü steril dist-ile suda suspanse edilerek tekrar santrifüj 
edildi. 

h) Santrifüj edilen bu mikroorganizmler Menzel's buffer solus­
nunda toplandı. 
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i) Mikrop suspansiyonu Menzel's bufferde 1/10- 1/200 ara­
sında. dj.Jue edildi. Menezel's buffer'e göre 450 nın 'ye ayarlanmış 

spektrofotometre'de hazırlanmış suspansiyonun optikal dansitesi 
stok susponsiyonunun OD = 1 cmnm 3.30'a göre ayarlandı. Bulunan 
bu rakam etikette belirtilerek +4°C da saklandı. 

Serum Aglutinasyon testinin yapılışı : 

Corbel ve arkadaşla.rı (1979)'nın bildirdikleri yöntemden yarar­
lanıldı 0,8 ml. Menzel's buffer solusyonu bulunan birinci tüpe 0,2 ml. 
serum ilöve edilip karıştırıldı . Bu karışırndan 0,5 ml. Menzel's buffer 
solusyonu bulunan tüplere 0.5 ml. aktarmak suretiyle serum dilis­
yonları 1/10, 1/20, 1/ 40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560, 
1/5120 olacak şekilde yapıldı. Antijenden 0,5 ml. bütün tüplere ak­
tanidı. iyice karıştırılarak 37°C de 20 saat inkube edildikten sonra 
oku nd u. 

Değerlendirmeler a.şağıdaki şekilde yapıldı . 

4 + % 100 aglutinasyon, üst taraf tam berrak, 

3 + % 75 aglutinasyon, üst taraf berrak, 

2 + % 50 )) • üst )) hafif bulanık, 

1 + % 25 )) , üst )) bulanık, 

·% o )) , yok üst taraf tam bulanık 

ll - Agıcrr Jel diffuzyon testinin uygulanışı : 
Antijen hazırlanması : 

A - Isı yöntemiye : (Corbel ve arkadaşları (1979) 

a) Br. ovis 63/ 290 suşu kullanıldı . Liyofilize kültüre steril disti­
le sudan bir kaç damla katılarak sulandırıldı. Bordet Gegou Agar be­
si yerine ekim yapıldı. 37°C de % 10 CO,iyi gelişmiş kolonUer elde 
edileneeye kada.r inkubasyona bırakıldı. 

b) iyi gelişen kolaniler alınarak Bordet Gengou Agar yatıkların­
da sub kültürü yapıldı. 3rC de % 10 CQ,de 3-4 gün inkubasyona 
bırakıldı. 
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c) Trypticase soy buyyon içinde gelişen kolaniler suspanse 
edildi. 

d) Serum dekstroz agar bulunan Roux şişelerine 3 ml. mikrop 
suspansiyonu ekildi. 37°C de 3-4 gün agar kısmı ters çevrilerek in­
kubasyona bırakıldı. (% 10 COı'li ortamda). 

e) Örneklerden gram boyaması yapıldı. Ve temizlik için her şi­
şe kontrol edildi. 

f) 10-15 ml. steril distile su ve bir kaç cam boncuk ilavesiyle 
organizmlerin hepsi sıvı içinde toplanıncaya kadar sallandı . Steril 
bir tülbentten süzülerek toplandı. 

g) Mikroorganizmler 5000 dev.jdak. yarım saat santrifüje edil­
di. Supernatant ayrı bir yerde steril olarak toplandı. Üst sıvı antijen 
olarak kullanıldı. Ve + 4° de saklandı. 

h) Üst sıvı ayrıldıktan sonra ka.lan depozit tekrar yıkandı. 

i) 50-100 hacimde 0.15 moljlitre NaCL solusyonunda yıkanan 
mikroorganizmler tekrar suspanse edilerek aooc de 2 saat benmari 
edildi. 

B - Ultro Sonik Parçalama Yöntemiyle Antijen Hazırlıanması 

(Corbel ve arkadaşları) : 

Isı yöntemiyle antijen hazırlanmasında (a-g) kısmında. anlatıl­

n-:ış olduğu gibi mikroorganizmler geliştirildL 0,001 moljlitre EDTA 
ve 0,005 mal / litre cystein hydochloride katılmış. 5-10 hacimde 0,15 
moljlitre NaCL solusyonu hazırlandı. Ve ultre sonike (2xl5 dakika 
erimiş buz derecesinde) edildi. 

Agar Jel diffuzyonu ile presipitasycn testi 

(Altan ve arkadaşları (1975) 

Testte kullanılan antijenler : 

Presipitasyon reaksiyonu için hazırlanışı anlatılan ultra sonik 
parçalama ile elde edilen antijen kullanılmıştır. 
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Pozitif serumlar : -

Weybridge Central Veterinary Lôboratory'ından getirilen 63/290 
...-uşuna ka.rşı hazırlanmış pozitif serumlar kullanılmıştır. 

Jel ortamının hazırlanışı 

Agarose 

Tampon Bor.at (0.03 rnol / litr,:;, pH 8;3) 

% 5 lik tuzlu su 

0,8 gr. 

5 ml . 

93 ml. 

· Bu maddeler hemen ısıtılarak eritildi. 1 ın.l. sodyum acide (% 1 
lik) solusyonu · ilôve edilip karıştırıldı. Çapı 6 crn olan steril , temiz ve 
çizgisiz petri kutularına 3-4 mm. kalinlıkta döküldü. Çapları 4 mm. 
olan 7 delik açıldı. Bu delikler ortada bir, kenarlarda 6 tane olacak 
şeki_ lde sıralanmışlardır. Delikler bir birinden 5 ,mm. uzaklıkta ayar­
la ndı. Petri kutularındaki , d<;ılikler pastör pipetiyle eritilmiş agardan 

' damlatılarak tabanları kapatıldı. 

Jel OrtCimının Diffuzyon Denemesi icin Optimal 

-Aritijeniiı Konsantrasyonu : 

Arıtijenin, 1/1. 1/2. 1/ 4, 1/8, 1/-16, 1/32 şeklinde dilisyanları ya­
pıldı. Merkezdeki deliğe sulandırılmamış pozitif serum, kenardaki de­
liklered·e a'ntijen di-lisyonları konuldu. Petı'i ·kutu ları · nemli bir pamuk 
bulunan kutuya yerleştirilerek ~5 gün laboratuvar ' ısısında iutuldu. 

1/4 yoğunluğundaki dilue antijen ile merkezdeki delik dolduruldu. 
Yandaki delikler sulandırılmarnış örnek seruınlarla · kapatıldı. Her de­

nemede bilinen pozitif serum kullanıldL Lôbora.tuvar ısısında nemli 

bir ortamda inkube edildi. Presipita~yon çiz~ileri 2-5 gün arasında 

okundu. Petriler aynı zamanda 37°C lik nemli etüvde ve + 4°C deki 

buzdolabında inkube edildi. 24 saatten sonra ortada bulunan anti­

jenle yanlardaki serum aresında gri bir beyaz çizginin olu:;ıup oluş­

madığı araştırıldı. Sonuçlar 5. günün sonunda kaydedildi. Reaksiyon 

dereceleri(++++) çok kuvvetli,(+++.) kuvvetli.(++) orta,(+) za­

y:f ve (-) olarak değerlendirildi. 
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BULGULAR 

Br. ovis 63/290 suşunun morfolojik, kültürel ve biyoşimik karak­

terleri incelenmiş ve Br.ovis mikroorganizminin gösterdiği özellikleri 

içerdiği saptanmıştır. Etken en iyi üremeyi Laboratuvarda hazırla.dı­

ğımız % 20 taze koyun kanı katılmış Bordet Gengou Agar besi ,~i 

üzerinde % 10 COı' li ortamda göstermiştir. ilk üremeda kolaniler 5 

günden sonra en iyi gelişmeyi göstermiştir. Etkenin 48 saatlik serum 

Dektroslu Agar yatık kültürlerinin + 4°C de 20 gün dayandığı tesbit 

edilmiştir. Pozitif ve şüpheli serumlar - 20°C de sa.klanmıştır. 

Aglutinasyon testinde, pozitif serumların her ikisinden de 1/1280 

titre elde edilmiştir. (Tablo 1). Şüpheli serumların 166 tanesi 1/10-1/ 

640 arasında değişen aglutinin titresi göstermiştir. Reaksiyonda 

1/160 ve yukarısı pozitif kabul edilmiştir . Aglutinasyonda 43 serum 

pozitif, 6 şüpheli ve 156 serumda negatif sonuç vermiştir (Tablo 1). 

Agar jel diffuzyon testi için Antijen 3 şekilde hazırlanmıştır. 1-lsı 

yöntemiyle, 2-Ultrason ik parçalamayla, 3-Mikroorganizm susparis i­

yonunun santrifüj edildiktikten sonra üst sıvısı antijen olarak kulla­

nıldı. Ultra sonik parça.lamaya bırakılan anti jenden en iyi sonuç 

alındı. 

6 cm lik küçük p·etri kutularına dökülen jel sırasıyla 3 mm, 4 mm 

ve 8 mm kalınlığında dökülmüş ve en iyi netice 8 mm kalınlıkta olan 

jelden elde edilmiştir. Agar jel diffuzyon testinde 50 serum pozitif, 

155 serumda negatif sonuç vermiştir. Aglutinasyonla 6 şüpheli se­

rumun 5 -tanesi negatif ve 3 serum aga.r jel diffuzyonla pozitif bulun­

muştur . Ve bir serumda agar jelde negatiftir. 
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Tablo 1 

AGLUTiNASYON TEST,j SONUCLARI 

s e ru m d 1 ı 1 s y o n ı a r ~ 
1140 1/So llı6o ı/320 ı/640 ı/ı280 ı/2 560 .1/20 

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

++++ ++++ ++ :; 
++++ ++++ ++++ ......... 

+++ +++ 

+++ 
++ 

++++ ++ 

+++-4- ++++ ++++ +++ 
++++ ++ + 

+++ + 

++++ ++++ .......... .......... ++++ 
+++ +++ + 
+ 

++++ ++++ ++++ ++++ +•++ ......... 
-!-++ + 
+++ ++ ++ + 
+++ ++ 

++ + 
+++ +++ + ......... +++ ........ +++ 

++ + 
+++ +++ + 

++ ... 
............ ++++ +++ ........ 

+ 
++++ ++++ ++++ +++ 

++ + 
+++ +++ 

-4-+++ ++++ ++++ ++++ +++ 
++++ +++ ++ 

+ 
.+ 

+++ +++ ++ ++ 
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Tablo 1 devam 

ıao li20 ;ıL40 ıtao J.Ll60 ld20 J.L64o Ul28o !L:22§0 Ko0 t. 
31 +++ +++ + 
32 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

~~ 
++++ ++ 

35 ++++ +++ +++ +++ 
36 ++++ +++ +++ + 
37 ++++ ++ + 
38 ++++ ++ ++ 
39 + + 
40 +++ +++ 
4ı ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
42 ++++ ++++ ++++ +++ ++ + 

~ + 
++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

45 + 
46 ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
47 +++ +++ ++ + 
48 + 
4-9 +++ 
50 ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
51 +++ + 
52 

~ 
++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ 
++++ ++++ ++++ +++ :;:. 

55 
56 
57 
58 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
ı;q ++++ ++++ ++ ++ 
60 +++ +++ 1 

61 ++++ +++ +++ + 
62 

~~ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
65 
66 

++++ ++ 

67 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 
68 
69 ++ 
70 ++++ 
71 ++++ ++++ +++ ++-'- ++ 
72 +++ ++ 

~' 
++++ ++++ ++++ +++ +++ + 

+++ ++ 
75 +++ + 

·?6 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 
77 

:;:. 78 ++++ 
79 ++++ +++ ++ 
80 
sı +++oio ++++ ++ 
82 

sı 
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Tablo 1 devam 

1/10 1L2o '1/40 lL8o U;ı.6o lı:J2Q J.L6~ Ul28o 1~2 :i§ o Koct· · 
~3 ++++ +++ + = 84 ++++ ++++ +++ +++ + 
85 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 
86 ++++ ++++ + 
87 
88 
89 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ 
90 ++++ ++++ ++++ +++ 
91 ++++ + 
92 ++++ + 
93 ++++ ++++ 
94- ++++ +++ 
95 +++ 
96 
97 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ 
98 ++++ +++ +++ 
99 

ıoo ++++- ++++ +++ +++ 
101 +++ 
102 ++++ +++ 
103 ++++ ++++ ++++ +++:!; ++++ 
ıolt +++ +++ ++ + 
105 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
106 ++++ ++++ ++++ ++ 
107 ++++ ++++ ++++ ++ 
ıo8 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ ·-
109 +++ 
110 
lll +++ 
112 
113 +++ +++ ++ 
ıı4 ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
ıı5 ++++ + 
116 ++++ +++ +++ 
117 
ll8 ++++ ++++ +++ +++ ~ 

119 ++++ ++++ +++ ++ 
120 
121 ++++ + 
122 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ -
123 
124 ++++ +++ ++ 
125 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
126 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 
127 +++ 
128 ++++ ++++ 
129 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
130 
131 ++++ ++++ +++ 
132 +++ 

13~ ++++ ++++ ++++ ++ 
13 +++ + 
135' ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

' 52 
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Tablo 1 devam ·-

' i/iö ' 1120 ' l./40 ıtao 1b,60 iLJ~~ ıh2M · ıl2S60 Xoıı~. _. 
136 ' +++ ++ + 
137 ++++ ++++ ++++ 
J.38 ++++ + 
ı~9 ++++ ++ 
1 o +++ 
141 ++++ -1--1-++ 
142 +++ +++ 
J.4~ ++ + 
14 
145 
146 

++ ... 
147 ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
148 
149 +++ ++ 
150 ++ 
15'1 - ++++ ++++ +++ . +++ 
15'2 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

i~ +++ ++ 
++++ ++++ +++ +++ 

155' +++ + 
156 ++++ ++++ +++ ++ 
15~ ++++ ++++ +++ + 
15 ++++ +++ +++ 
159 ++ ++ 
160 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ _, 
161 ++++ +++ ++ ++ 
162 ++++ +++ +++ ++ 

16~ + -· 16 + 
J.65 
166 

++ 

16~ J.6 ++++ ++++ +++ 
169 ++++ ++++ ++ 
170 ++++ ++++ ++-lo+ +-;-+ 

-~-171 +++ 
172 ++++ ++++ +++:!; ++++ 

17~ ++++ ++++ + 
17 ++++ ++++ ++++ ++++ + 
175 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 
176 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ -
177 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
1?8 ++++ +++ + 

1~9 ++++ +++ ++ 
ı o ++++ ++ 
ısı + 
182 ++ 

i~ ++++ ++++ ++-4-+ ++++ ++++ +++ +++ .. -
ıa,- +++ +++ ++ ++ -

)daha Mercimek 
lfarası 

ı. +++ +++ + 
2 ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
3 ++++ 
4 
5 ++++ + 

5J 
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Tablo 2 

AGAR JEL DiFFUZYON TESTi SONUCLARI 

Serum Ni!! 21+ !!liUe 1+8 saatte 7? saattte 96 saatte Kontrol 
Poz it 1f l{()ntr<ıl 
SPrum ı + 

ll ll 2 ++- ++++ ++++ 
Şlipheli se1'uııılafl 
Etlik Vet. Kıoınt. 
A.Enst~ 

ı 
2 

~ + ++- ++ 
+ +++ +++ 

5 
6 
'! 
8 
9 

ı o 
ll 
12 + ++ ++ 

i~ 
15 

Et ve Balık 
Kuruıııu 

ı + +++ +++ 
2 ++ ++++ ++++ 
3 
i+ 

ı ++- ++++ ++++ 

7 +++ +++ +++ 
8 
9 

10 
ll 
12 

i~ 
15 
16 ++ +++ +++ 

i§ +++ ++++ ++++ 
19 ++ ++++ ++++ 
20 
21 
22 +++ ++++ ++++ 

~~ 
25 
26 
27 

54 
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Tablo 2 devam 

Serum No 24 !liAtte 48 SM~ti 22 SiiHL! 96 §L!S!ij;e !ÇQntrç;ı. 

28 ++ ++ ++ 
29 
30 
31 
32 +++ +++ +++ 

33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
4<J 
41 ++ +++ +++ 
42 ++ ++ ++ 
lı' 
4~ 
lı5 ++ +++ +++ 
lı6 ++ +++ +++ 
lı-7 
48 
49 
50 ++ ++++ ++++ 
5"1 
52 
5.3 - +* ++++ ++++ 
54 
)5 
56 
57 
58 +++ +++ +++ 
59 
60 .. 
61 
62 
63 
61+ +++ ++++ ++++ 
65 .... 
66 
67 ++ ++ ++ 
68 
69 
70 
71 ++ ++ ++ 
72 
73 ++ ++ ++ 
74 
75 
76 ++ ++<ı- +++ 
77 
78 
79 
Bo 
sı 
82 
83 

ss 
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Tablo 2 devam 

Serum No ?4 sgatta 48 saatte 72 saatte 96 saatte Kentrol 

84 +++ +++ +++ 
85 ++ +++ +++ 
86 -
87 
88 
89 ++ ++++ ++++ 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 

~~ +++ ++++ ++++ 

99 
lC'O 
101 
102 
1.03 ++ ++ ++ 
104 
105 ++ ++++ ++++ 
106 . 
107 · 
108 . ++ ++++ ++++ .... 
109 . 
110 . 
lll . 
112 . 

ıır ll . ++ ++ ++ 
11 .5 . 
ıı6 . 
117 . 
ll8 . + +++ +++ 
t19 . 
120 . 
121 
]22 + +++ ++++ 
1.23 . 
t24 . 
125 + +++ +++ 
126 ++ ++ 
127 
t28 
129 +-+- ++t+ ++++ 
130 . 
131 
132 
133 
134 

. ~ ... 

56 
i .•. 
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Tablo 2 devam 

Serum No 24 saat ta 4-8 saa~t2 22 saaH~ 96 §a§t~e KontrQ:!, 

13? ++ ++ ++ 
136 
137 
138 
1.39 
140 
141 
142 
143 
144 
145 
14-6 
ı47 ++ ++ ++ 
ı48 
ı49 
150 
151 ++ ++ ++ 
ı52 +++ +ol-+ +++ 
ı53 
ı54 
ı55 
ı')6 
157 
158 
159 
160 ++ ++ ++ 
ısı 
162 
163 
164 
165 
166 
ı67 
ı68 
169 
170 ++ +++ +++ 
171 
172 
173 
174 ++ ++ ++ 
ı?~ ++ +or+ +++ 
J 76 + ++++ ++++ 
177 ++ +++ ++++ 
178 
179 , 
ıso 
ısı 
ı8:< 
183 
184 +.ı- H++ ++++ 
ı85 

lidana ı 
2 +++ +++ +++ 

ll 3 
ll 4 
ll 5 
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TARTIŞMA 

Br. ovis memleketimizde olduğu gibi yeryüzünde de yaygın ola­
rak bulunduğu literatürlerden anlaşılmaktadır. Simmons ve Hall 
(1953). Claap ve arkadaşları (1955). Hall (1855). Kecgh ve arkadaş­
ları (1858). Sncıwden (ı858). Hughes ve Claxton (1968) Avusturalya ' 
da Suddie ve Boyes (1953) Yeni Zelanda'da Miller ve Moule (1954). 
Oueensland'da Kenedi ve arkadaşları (1856). McGoıwan ve Shultz 
(1956). Biberstein ve Mc Goıwan ve Shultz (1856), Biberstein ve Mc 
Gowa.n (18-58). Amerika'da hastalığını b i ldirmişlerdir. 

Bu araştırmada aglutinasyon testi için kullanılan antijen serum 
Dextros agarlı Roux buatlarında üretilmiş mikroorganizmlerin 72 
saatlik kültürlerinin Menzel's buffer solusycnunda toplanmasıyla, ha­
zırland ı , standerdiasyon için spektrofometre kullanıldı. Olumlu so­
nuçlar alındı. 

Shimuzu ve Shibata (1962). aglutinasyon testi için hazırladıkları 
antijenin a.nti-R serumuyla aglutinasyon testinde 1/320 aglutinin tit­
resi elde etmişlerdir. Br.ovis antijeni ise S tipi serumlar ve sağl ı klı 

serumlarla ı /20 titrasyon göstermiştir. Bu araştırmadaki koç serum­
larının serolajik yoklama larında im mu n serumlarda 1 j1280 aglutinin 
t itresi elde edilmiştir. 205 koç serumunun serolajik yoklama.sında 166 
serum ı / 10-1/640 arasında değişen aglutinin titreleri göstermiştir. 

Sudd ie ve Boyes (1953). Hughes ge Claxton (1863), Meinersha­
gen ve arkadaşları (1974). Myers ve Siniuk (ı970); ısıtılmış ve sonike 
edilmiş polisakkavit antijjenlerini kullanmışlardır. 

Çalışmamızda ısı ile muamele ederek, parçalayarak ve santri­
füj edilmesinden sonra üst sıvıyı antijen olarak kullandık . Ultra so­
nike ederek hazırlanan antijende EDTA ve Cystein Hydrochloride 
nıikroorganizmlerin parçalanmasında kullanılmıştır. 

Woernle (1972). agar jel diffuzyon testinde hem şüpheli serum 
için hemde antijen ·icin iki ayrı agarortamı hazırlamıştır . 6,25 gr. agar 
ve % 8 tuz lu su içeren % 10 fenol solusyonu kullanılarak pH 'sını 

7,5'o. ayarlamış ve ultra sonik parçalama ile en iyi sonuç almıştır. 

1 

Cox (1977). Difko'nun % 1,75 konsantre saf agarını kullanarak 
test o rtamı hazırlamıştır . Antijen ve serumlar sulandırılmadan merkezi 
deliğe antijen ve yanimdakiierede serum yerleştirmiş, 24-48 sa.at 
sonra presipitasyon çizgilerini saptamıştır. 
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Muncz ve arkadaşları (1879), jel presipitasyon testi için Difko 
Bacto-agarı % 2 örtrnek için, % 0,9 diffuzyon ortamı için pH'sı 7.0 
olan fosfat buffer tuzlu suda kulla.nmışlardır. Serumlar 0.1 ml. mik­
tarında kullanılarak oda derecesinde inkube edilmiş ve 48 saat son­
ra okunmuştur. 

Çalışmamızda, 205 koç serumu aynı zamanda aga.r jel ve agluti­
nasyon testiyle Br. ovis antikorları yönünden yoklandı. Aglutinasyon 
testinde 43 serum pozitif, 6 şüpheli ve 156 serum da negatif reaksi­
yon verdi. Agar jelde ise 50 tanesi pozitif, 155 tanesi negatif sonuç 
vermiştir. Aglutina.syonda şüpheli 5 serum ve negatif 3 serum agar 
jel diffuzyon testi ile pozitif reaksiyon vermiştir. Agar jelde negatif 
olan ı serum aglutinasyonda pozit if reaksiyon göstermiştir. iki test 
arasında 42 serum pozitif olarak parelel çalışmış ve % 84 uyum yüz­
desi elde edilmiştir. 

Enfeksiyonun şiddetine göre kandaki antikor seviyeleri değişe­
bilir. Aglutinasyonda negatif sonuç veren serumların agar jel diffuz­
yonlu pozitif reaksiyon vermesinin presipin antikorların kanda daha 
uzun süre kalmasına bağlanmaktadır. Deneme sonuçlarına göre ller 
iki testinde duyarlı olduğu faka.t aglutinasyon testinde oto aglutinas­
yonun oluşu agar jel diffuzyon testinin ise daha basit uygulanması 
ve daha pratik olması nedeniyle bu testin daha iyi sonuç verdiği ka­
nısına varılmıştır. 

Bu araştırma.da kullanılan 205 koç serumundan 185'i Et ve Ba­
lık Kurumu'na, Konya Cihanbeyli kazasından kesime gelen hayvan­
lardan, 15'i Enstitümüzde deneme hayvanı olarak kullanılan koçlar­
dan ve 5'i de Adana Mercimek Harasından Lôboratuvarımıza muaye­
ne için gelen koç serumlarından sağlanmıştır. Bu serumlar aynı za­
manda serum aglutinasyon ve agar jel diffuzyon test yöntemiyle Bru­
ceila ovis'e karşı yoklanmış olup serum aglutinasyon testinde 166 
serum 1/10-1/640 ara.sında değişen aglutinin titreleri göstermiştir. 
Bu testte 43 serum pozitif, 6 şüpheli ve 156 serum negatif reaksiyon 
verirken, Agar jel diffuzyon testinde 50 serum pozitif, 155 serum da 
negatif sonuç vermiştir. Aglutinasyon testinde şüpheli 5 serum ne­
gatif, 3 serum agar jel diffuzyon testinde pozitif reaksiyon vermiştir. 
Yine agar jel'de negatif olan bir serum aglutinasyonla pozitif sonuç 
vermiştir. 42 serum iki testte de parelel çalışmış olup uyum yüzde 
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% 84 dür. Buna. göre agar jel diffuzyon testinin daha kesin sonuç 
vermesi, bu testin duyarlı, basit ve ekonomik oluşuyla serolajik ka­
nıda önemli bir yeri olduğu kanısına varılmıştır. 

SU M MARY 

This study ıwas carried out using 205 blood serum of ram 
collected mainly from Konya, Ankara and Adana proices of the 
country. All serums ware examined both by serum aglutination and 
agar-gel diffusion tests comparisonly Br. ovis By serum aglutination 
tests 166 serums showed 1/10-1/640 agglutinin titres among them 
43 serum !were positives, 156 negatif and 6 suspicion reactions 
were obtained. By agar gel diffusion test, 50 serum gave positive 
reactions and 155 ıwere negatives from 5 serums of suspicion and 
from 3 negatives reactions by agglutination tests were positives by 
agar gel diffussion tests on the otherland one serum sample sho­
wed negative reactions by agar gel diffuion test ıwas positive by 
agglutination test 42 (84) of the pasitives serums ıwere correspon­
ded by both tıwo tests used. 

it seemed to be a.gar gel diffusion tests more sensitive simplier 
and economic, a.nd more valid than aglutinin tests for Bruceila ovis . 
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