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

KOQULARDA AGLUTINASYON VE AGAR-JEL

DIFFUZYON YONTEMIYLE BRUCELLA OVIS

ANTIKORLARININ SAPTANMASI UZERINDE
ARASTIRMALAR

‘Mubeccel YUMUSAK

Stableforth (1659)'un  bildirdigine gore bir arastirici, koclarda
epididymitis yapan bu etkeni izole etmis ve Br. ovis olarak isimlen-
dirmistir. ‘

Meinershagen ve arkadaslari (1974), Amerika’da koyun abort-
larindan Br. ovis’i izole etmisler; Hughes ve Claxton (1968), da yap-
tiklan saha incelemelerinde enfeksiyonu tesbit etmislerdir..

Muncz ve arkadaslart (1979), etkenin organlarda semende ve
kKanda bulundugunu aciklamislardir,

Br. ovis, mikroorganizmleri, preparatlarda klg¢lk kokobasiller
halinde olup tek tek veya cift olarak bulunurlar. Gram negatif, hare-
ketsiz, sporsuz, mikro aerofilik ve R-tipi antijen icerirler (5,9,11,14,26,
29,30,31,35,36).

re

Biberstein ve McGowan (1958), formalinli mikroorganizm sus-

pansiyonu parcaliyarak santrifuj ettikten sonra Ust siviyl antijen ola-
rak kullanmislardir.

Ris (1868), Br. ovis organizmlerinin dayanikhgint artirmak icin
yapmig olduklari ¢esitli calismalarda +4°C ve +5 de saklananin da-
ha uzun siire - dayandigini gérmis ve liyofilize edilen antijenin ise
spontan aglutinasyon nedeniyle basarili olmadigini - saptamistir.
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Koclar deneysel olarak, subkutan, intravendz, intratestikuller,
oral, konjunctival ve prepusiyal yol ile injekte edilebilir (32).

Buddle ve Boyes (1853), dogal infekte ko¢ ve koyunlardan izole
ettikleri organizmleri 7 gunlik civciv embryosunun yumurta sarisin-
da kati vasata ekim yaparak R-tipi mikroorganizmleri elde etmislerdir.

Corbel ve arkadaslari (1979), Br. ovis'in insanlarda bir infeksi-
yon meydana getirip getirmediginin henlz bir acikliga kavusmadigi-
ni bildirmiglerdir.

Laws ve arkadaslari (1972), Br. ovis'in kontrolunda, koglarin asi-
lanmasi ve CF testi olmak Ulzere 2 ydntemi bildirmislerdir.

Matthews ve Trueblood (1S66), tlip presipitasyon ve agar-jel
diffuzyon, Meinershagen ve arkadaslari (1974) ise c¢ift diffuzyon tek-
nigini uygulamislardir.

Myers ve arkadaslari (1972), Br. ovis, Br. canis, abortus ve Br.
melitensisin sonike edilmis ve tuzlu suda ekstrake edilmis antijen-
leri CF, jel diffuzyon ve serum absorbsiyon testleriylé kiyaslamiglar
ve bu antijenlerin bu tirlerin infekte ve bagisiklik serumlariyla kros
reaksiyon goésterdigini saptamislardir.

Myers (1973), Arjantin’de koclar Uzerinde yaptidi klinikal, sero-
lojikal ve kultlirel incelemelerinde CF ve jel-diffuzyon testlerini kil-
tirel ve klinikal muayenelerle karsilastirmistir. Sonugta CF testinin
jel diffuzyon testine kiyasla daha cok duyarli oldugunu saptamistir.
Fakat jel-diffuzyon teknigini saha c¢alismalarinda ve olanaklari kit
laboratuvarlarda uygulamasini énermistir,

Matthews ve Trueblood (1966), otoklav ederek hazirlamis ol-
duklarn jel diffuzyon antijenini tavsanlardan elde ettikleri anti serum-
larla test’e tabi tutmuslardir. Fakat presipitasyon cizgileri elde ede-
memislerdir. Ultra sonik parcalamayla elde ettikleri antijen ile 12
saatte presipitin cizgileri elde etmislerdir.

Ris (1963), Yeni Zelanda'da Br. ovis'le savasta CF testi ve se-
men’in kiltirel muayenesinin glincel olarak kullanilan yontem oldu-
gunu soéylemislerdir.
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Marslarski (1973), aglutinasyon, CF ve indirekt HA testlerini, de-
neysel bir enfeksiyondan sonra kog¢lardan almis oldugu seminal
plazma ornekleri Gzerinde denemistir. Antikorlar 3 test ile arastiril-
mistir. Bu arastirict  pozitif testlerin en blytk oranini infeksiyonun
akut asamasinda elde ettigini, aglutinasyon ve indirekt HA testlerin-
de antikorlarin 1/40-1/160 sinirlarinda bulundugunu bildirmistir.

Biberstein ve arkadaslari (1962), nin bildirdiklerine gére bir aras-
tirict 1954, 1958 yillarinda yaptigi calismalarinda Br. abortus S. 19'un
tuzlu suda, hazirlanmis bir bakterinin ayni zamanda enjeksiyonu ile
koclarda etkili oldugunu gdstermistir.

Vanheerden (1963), Br. ovis enfeksiyonuna karsi Rev-l ve S.19
asisinin laboratuvar ve saha denemeleri calismalarinda uygulamis-
lar, S.19 asisinin koclarda Brusellosis’e karsi yeterli derecede etkili
olmadigini, Elberg Rev-l asisinin gen¢ koclari en az iki yil sireyle
kerudugunu ve ergin koglarda iyi sonu¢ alinmadigini sdylemistir.

Lawrence (1961)'nin bildirdigine gore; bir arastirici 1954 yilinda
Br.ovis ile infekte hayvanlarin 5 ay slireyle epididymis’lerin tedavisi-
nin mimkin olacagini bildirmistir. Chlortetrasiklin + Dihidros, rep-
tommycine’nin 21 giin stireyle her giin kullaniimak suretiyle yapilan
tedavide organizmlerin semenden bir ka¢ giin igcinde elimine edile-
cegdini bildirmistir. ilaclarla kisa zamanda, etkili bir tedavi bulunama-
mistir.

Koclarda Brusellosis yerylziinde ¢ok yaygin olan ve tlkemizde-
de etkisini gosteren infeksiydz bir hastaliktir.

Et gereksinmemizin blylk bir kismini karsilayan ve memleketi-
mizde cok cesitli alanlarda yararlanilan hayvanlardan birininde ko-
yunlarin olmasi bu hastaligin dederini bir kat daha artirmaktadir.

Br.ovis, genital organlara yerleserek yavru atma, gec gebe kal-
ma, sterilite ve kuzuiarin 6li dogmasina neden olur. Koclarda ise;
infertilite ve epididymis’le karekterize 6nemli bir hastalik etkenidir.
iste ekonomik kayiplara neden olan bu hastalikla savasta erken tes-
his ve gerekli 6nlemlerin alinmasi en basta gelen ilkelerdir.

Bu calismada, «koglarda, serum aglutinasyon ve agar-jel diffuz-
yon yontemiyle koglarin kan serumlarinda antikor aranmasi Uzerine
arastirmalar amag edinilmigtir.
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MATERYEL ve METOT

1 — Standart suslar : Bu calismada serum aglutinasyon ve
jel diffuzyon testi icin antijen hazirlamak amaciyla Weybirdge Cent-
ral Veterinary Ldboratory’indan saglanan Br.ovis 63/280 susu kul-
laniimigtir.

2 — Serumlar : Calismada kullanilan serumlarin 185 tanesi,
Ankara Et ve Balik Kurumunda kesimi yapilan koglardan, 5 adedi
lGboratuvarimiza muayene icin gelen kog serumlarindan ve 15 tane-
side Enstitimizde deneme hayvani olarak kullanilan koglardan
saglanmistir.

. Pozitif kontrol serumlar : Br.ovis 63/290 susuna karsi hazirlan-
mis iki adet pozitif kontrol serum Weybridge Central Veterinary
Laboratory’indan getirtilmistir.

3 — Besi yerieri : Suslarin bakteriyolojik kontrollerinin yapil-
masinda ve antijen yapimi igin Mikroorganizmlerinin Uretilmesinde
Nutrient agar, Bordet Gengou Agar, Serum Dekstroz Agar, Difco
Brucella Agar, Trypticase Soy Buyyon ve Brucella buyyondan ya-
rarlaniimistir.

4 — Solusyenlar : Antijen hazirlanmasi icin gerekli olan Me-
nezel's Buffer Solusyonu ve Tampon Borat solusyonlart asagidaki
sekilde hazirlanmistir.

Stok solusyonlarin yapilisi :
1 — Menzel’s Buffer Solusyonu

A) % 0,5 NaCL+0,05 mol/litre NaCO; karisimina, eritilmis % 0,5
phenol ilave edildi.

B) % 05 NaCL+0,1 mol/litre NaHCO; karisimina, eritilmis
% 0,5 phenol ildve edildi.

Hazirlanan bu (A) ve (B) solusyonlari +4°C de koyu renkli si-
selerde sikica kapatilarak saklandi. Kullanilacagr zaman 1,5 kisim
(A) solusyonundan ve 8,5 kisim (B) solusyonundan karistirilarak ko-
yu renkli siselerde saklandi. Kullaniimadan énce pH'si 8.9 olup ol-
madigr kontrol edildi.
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2 — Tampon Borat Solusyonu

Borik asit (H; BOs) 1.86 gr.
- Potasyum klorir (KLC) 7.25 gr:
Distile su 9.50 ml.

Bu maddeler eritilip 0,2 mol/litre NaOH ile pH 8,3'e ayarlandi.
Ve 1 litre distile suyla tamamlanarak kullanildi.

YONTEM :

1 — Serum aglutinasyon testinin uygulanmasi :

Antijen hgzirlanmasi :

Corbel ve arkadaslart (1979)'nin hazirlanisini bildirdikleri anti-
jen tontemi kullanimistir.

a) Antijen hazirlamada Br.ovis 63/290 susu kullanildi. Liyofi-
lize kulture, steril distile sudan bir ka¢ damla katilarak sulandinldi.
Bordet Gengou Agar besi yeri bulunan’ petri kutularina kiltiir ekil-
di. 37°C de % 10 CO:'li ortamda 7 gln inkube edildi.

b) lyi gelisen bir kac tipik koloni alinarak Bordet Agar yatik-
larinda sup kultdri yapildi.

c) Trypticase soy buyyonda mikroorganzimler suspanse edildi.

d) icinde serum dekstroz agar bulunan Roux siselerine yaklasik
3 ml. hazirlanan mikrop suspansiycnlarindan ekildi. 3-4 giin 37°C de
% 10 CO:'li ortamda inkube edildi,

e) Orneklerden gram boyamasi yapildi. Ve temizlik icin her si-
se kontrol edildi.

f) 10-15 ml. steril distile su ve bir ka¢c cam boncuk ildvesiyle
organizmlerin hepsi sivi iginde kalacak sekilde sallanarak toplandi.

g) Suspansiycn steril bir tlilbentten slzillerek santrifij tlple-
rinde toplandi. Yarim saat 5000 devirde santriflje edildi. Dipteki bak-
teri coklntlisi steril distile suda suspanse edilerek tekrar santrifij
edildi.

h) Santrifiij edilen bu mikroorganizmler Menzel’s buffer solus-
nunda toplandi.
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i) Mikrop suspansiyonu Menzel's bufferde 1/10-1/200 ara-
sinda. dilue edildi. Menezel’'s buffer'e gbére 450 nm’ye ayarlanmis
spektirofotometre’de hazirlanmis suspansiyonun optikal dansitesi
stok suspansiycnunun OD =1 cm,, 3.30’a gore ayarlandi. Bulunan
bu rakam etikette belirtilerek +4°C da saklandi.

Serum Aglutinasyon testinin yapilisi :

Corbel ve arkadaslari (1979)'nin bildirdikleri yéntemden yarar-
lanildi 0,8 ml. Menzel’s buffer solusyonu bulunan birinci tiipe 0,2 ml.
serum ildve edilip kanistinldi, Bu karisimdan 0,5 ml. Menzel’s buffer
solusyonu bulunan tiiplere 0.5 ml. aktarmak suretiyle serum dilis-
yonlar 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560,
1/5120 olacak sekilde yapildi. Antijenden 0,5 ml. butln tiplere ak-

tarildi. lyice karistinlarak 37°C de 20 saat inkube edildikten sonra
okundu.

Degerlendirmeler asagidakj sekilde yapildi.
4 + = % 100 aglutinasyon, Ust taraf tam berrak,

3 + = % 75 aglutinasyon, (st taraf berrak,

2 + =% 50 » , Ust » hafif bulanik,
14+ = % 25 » , ust » bulanik,
— =% 0 » , yok ust taraf tam bulanik

Il — Agar Jel diffuzyon testinin uygulanisi :
Antijen hazirlanmasi :

A — IsI yontemiye : (Corbel ve arkadaslari (1979)

a) Br. ovis 63/280 susu kullanildi. Liyofilize kulttre steril disti-
le sudan bir ka¢ damla katilarak sulandirildi. Bordet Gegou Agar be-
si yerine ekim yapildi. 37°C de % 10 CO:iyi gelismis koloniler elde
edilenceye kadar inkubasyona birakildi.

b) lyi gelisen koloniler alinarak Bordet Gengou Agar yatiklarin-

da sub kiltarid yapildi. 37°C de % 10 CO:de 3-4 gin inkubasyona
birakildi.
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c) Trypticase soy buyyon iginde gelisen koloniler suspanse
edildi.

d) Serum dekstroz agar bulunan Roux siselerine 3 ml. mikrop
suspansiyonu ekildi. 37°C de 3-4 gilin agar kismi ters cevrilerek in-
kubasyona birakildl. (% 10 CO:'li ortamda).

e) Orneklerden gram boyamasi yapildi. Ve temizlik icin her si-
se kontrol edildi.

f) 10-15 ml. steril distile su ve bir kac cam boncuk ildvesiyle
organizmlerin hepsi sivi icinde toplanincaya kadar sallandi. Steril
bir tulbentten stizllerek toplandi.

g) Mikroorganizmler 5000 dev./dak. yarim saat santrifije edil-
di. Supernatant ayr bir yerde steril olarak toplandi. Ust sivi antijen
olarak kullanildi. Ve + 4° de saklandi.

h) Ust sivi ayrildiktan sonra kalan depozit tekrar yikandi.

i) 50-100 hacimde 0.15 mol/litre NaCL solusyonunda yikanan

mikroorganizmler tekrar suspanse edilerek 80°C de 2 saat benmari
edildi.

B — Ultra Sonik Parcalama Yontemiyle Antijen Hazirlanmasi :

(Corbel ve arkadaslari) :

Isi ydntemiyle antijen hazirlanmasinda (a-g) kisminda, anlatil-
mis oldugu gibi mikroorganizmler gelistirildi. 0,001 mol/litre EDTA
ve 0,005 mol/litre cystein hydochloride katilmis. 5-10 hacimde 0,15
mol/litre NaCL solusyonu hazirlandi. Ve ultre sonike (2x15 dakika
erimis buz derecesinde) edildi.

Agar Jel diffuzycnu ile presipitasycn testi :

(Alton ve arkadaslar (1975)
Testte kullanilan antijenler :

Presipitasyon reaksiyonu i¢in hazirlanigi anlatilan ultra sonik
parcalama ile elde edilen antijen kullaniimistir.

47



Brucella ovis antikorlari — Yumusak

Pozitif serumlar :

Weybridge Central Veterinary Léboratory’indan getirilen 63/280
~usuna karsi hazirlanmis pozitif serumlar kullaniimistir.

Jel ortaminin hazirlanigi :

Agarose 0.8 gr.
Tampon Borat (0.03 mol/litrs, pH 8,3) 5 ml.
% 5 lik tuzlu su 93 ml.

Bu maddeler hemen isitilarak eritildi. 1 ml. sodyum acide (% 1
lik) solusyonu il@ve edilip karistirildi. Capi 6 cm olan steril, temiz ve
cizgisiz petri kutularina 3-4 mm. kalnhkta doékuldd. Caplari 4 mm.
olan 7 delik acildi. Bu delikler ortada bir, kenarlarda 6 tane olacak
sekilde siralanmuslardir. Delikler bir birinden 5 mm. uzaklikta ayar-
landi. Petrj kutularindaki delikler pastor pipetiyle eritilmis agardan
damlatilarak tabanlari kapatildi.

Jel Ortcminin Diffuzyen Denemesi icin Optimal
Antijenin Konsantrasyenu :

Antijenin, 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 seklinde dilisyonlari ya-
pildi. Merkezdeki delige sulandiriilmamis pozitif serum, kenardaki de-
liklerede antijen dilisyonlari konuldu. Petri kutulari nemli bir pamuk
bulunan kutuya yerlestirilerek 5 glin laboratuvar isisinda tutuldu.

1/4 yogunlugundaki dilue antijen ile merkezdeki delik dolduruldu.
Yandaki delikler sulandinimamis érnek serumlarla kapatildi. Her de-

nemede bilinen pozitif serum kullanildi. Léboratuvar isisinda nemli
bir ortamda inkube edildi. Presipitasyon cizgileri 2-5 glin arasinda
okundu. Petriler ayni zamanda 37°C lik nemli etiivde ve + 4°C deki
buzdolabinda inkube edildi. 24 saatten sonra ortada bulunan anti-
jenle yanlardaki serum aresinda gri bir beyaz g¢izginin olusup olus-
madigi arastirildi. Sonuglar 5. gliniin sonunda kaydedildi. Reaksiyon
derecelerj (++++) cok kuvvetli, (++ +) kuvvetli, (++) orta, (+) za-
vif ve (—) olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Br. ovis 63/220 susunun morfolojik, kiltiirel ve biyogimik karak-
terleri incelenmis ve Br.ovis mikroorganizminin gosterdigi ézellikleri
icerdigi saptanmistir. Etken en iyi Uremeyi Laboratuvarda hazirladi-
dimiz % 20 taze koyun kani katilmis Bordet Gengou Agar besi yen
tizerinde % 10 CO:'li ortamda gdstermistir. ilk Uremede kolonller 5
giinden sonra en iyi gelismeyi gostermistir. Etkenin 48 saatlik serum
Dektroslu Agar yatik kiltlrlerinin + 4°C de 20 giin dayandidi tesbit
edilmistir. Pozitif ve stpheli serumlar — 20°C de saklanmistir.

Aglutinasyon testinde, pozitif serumlarin her ikisinden de 1/1280
titre elde edilmistir. (Tablo 1). Stpheli serumlarin 166 tanesi 1/10-1/
640 arasinda dedisen aglutinin titresi gdstermistir. Reaksiyonda
1/160 ve yukarisi pozitif kabul edilmistir. Aglutinasyonda 43 serum
pozitif, 6 stipheli ve 156 serumda negatif sonu¢ vermistir (Tablo 1).

Agar jel diffuzyon testi icin Antijen 3 sekilde hazirlanmistir. 1-Isi
yéntemiyle, 2-Ulirasonik parcalamayla, 3-Mikroorganizm suspansi-
yonunun santriflj edildiktikten sonra Gst sivisi antijen olarak kulla-
nildi.  Ultra sonik parcalamaya birakilan antijenden en iyi sonug
alindi.

6 cm lik kiguk petri kutularina doktlen jel sirasiyla 3 mm, 4 mm
ve 8 mm kalinliginda dékilmis ve en iyi netice 8 mm kalinlikta olan
jelden elde edilmistir. Agar jel diffuzyon testinde 50 serum pozitif,
155 serumda negatif sonuc vermistir. Aglutinasyonla 6 slpheli se-
rumun 5-tanesi negatif ve 3 serum agar jel diffuzyonla pozitif bulun-
mustur. Ve bir serumda agar jelde negatiftir.
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Tablo 1
AGLUTINASYON TESTi SONUCLARI

serum dil1lisyonlara
Serum No 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kont.
Pozitif Kontrol
Serum 1 D e = I 444 ++++ 4+ & -

» » 2 e I S +4+++ e e g -
Silipheli Serumlar
Etlik Vet.Kont.

A.Enst. 3 - &= = L = = = =
3 B T ++ F - - - - -
L R e T = = = R o S e - - - - -
z + b ++4 +++ - w - - - - -

- - - - - - = = = -

7 B +4+4 - - - - - - - -

8 R +t - - - - - - - -

9 +HEd ++ - - - - - - -

10 - - - - - - - - -
11 - - - - - - - - - -
12 o o S +++ - - - - -
: | o S At ¥ - - - - - -
1 B +++ + - - - - - - -
¥ - - - - - - - - -

Bt ve Balik

Kurumu 1 - - - - - = = i =
2 B e e R o o s A = N S e A 2 2 2 - - - -
3 ER ey 4+ Fey ¥ - - - - o -
s bk s - - - - - - - -
z B R & = = R » o = S I 2 s I - - -

B N s 3 - - - - - - -

7 bt At ++ ++  * = - - - -
8 b+t +4++ ++ - - - - - - -
9 ek ++ + - - - - - - -
10 b ++4 44 ¥ - - - - - -
11 B +++ e s -~ - - - -
12 At ++ + - - - - - - -
1 A ++4 +++ + - - - - - -
1! +i ++ * - - = - - - -
15 ¥ & Z = - - - - -
16 R L L I adEoa SR o - - - - <:
17 - = - - - - - - - -
18 e + - & - - - - - -
19 B I = = = + - - - - -
20 +++ Eas + - - - - - - -
21 e and 4t 44 - - - - - - -
22 R = = = T = o = R R - - - -
2 +44+4+ A+ +4++ ++ &5 - - - - -
2 ++ = - - - - - - - -
25 ++ + - - - - = - - -
26 - - - - - - - - - -
2 - - & - - = = - - =
2 +4r+ +4++ 44+ +4+ ++ - - - - -
29 - - - - - - = - = -
30 - = = - - = & I
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Tablo 1 devam:

1/16° 1/20 146 /86 26 17640 141280 1/25%0 Komé. -
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TARTISMA

Br. ovis memleketimizde oldugu gibi yeryliziinde de yaygin ola-
rak bulundugu literatlrlerden anlasiimaktadir. Simmons ve Hall
(1€33), Claap ve arkadaslar (1955), Hall (1655), Kecgh ve arkadas-
lart (1858), Snowden (1258), Hughes ve Claxton (1968) Avusturalya’
da Buddle ve Boyes (1953) Yeni Zelanda’da Miller ve Moule (1984),
Queensland’da Kenedi ve arkadaslari (1856), McGowan ve Shultz
(1956), Biberstein ve Mc Gowan ve Shultz (1€56), Biberstein ve Mc
Gowan (1258), Amerika’da hastaligini bildirmislerdir.

Bu arastirmada aglutinasyon testi icin kullanilan antijen serum
Dextros agarli Roux buatlarinda Uretilmis mikroorganizmlerin 72
caatlik kaltirlerinin Menzel’s buffer solusycnunda toplanmasiyla ha-
zirlandi, standardiasyon icin spektrofometre kullanildi. Olumlu so-
nuglar alindi.

Shimuzu ve Shibata (1S62), aglutinasyon testi icin hazirladiklari
antijenin anti-R serumuyla aglutinasycn testinde 1/320 aglutinin tit-
resi elde etmislerdir. Br.ovis antijeni ise S tipi serumlar ve saglikli
serumlarla 1/20 titrasyon gdstermistir. Bu arastirmadaki ko¢c serum-
larinin serolojik yoklamalarinda immun serumlarda 1/1280 aglutinin
titresi elde edilmistir. 205 ko¢ serumunun serolojik yoklamasinda 166
serum 1/10-1/€40 arasinda degisen aglutinin titreleri gostermistir.

Buddle ve Boyes (1253), Hughes ge Claxton (1€63), Meinersha-
gen ve arkadaslart (1974), Myers ve Siniuk (1870); 1sitilmis ve sonike
edilmis polisakkavit antijjenlerini kullanmislardir.

Calsmamizda 1si ile muamele ederek, parcalayarak ve santri-
fij edilmesinden sonra ust siviyl antijen olarak kullandik. Ultra so-
nike ederek hazirlanan antijende EDTA ve Cystein Hydrochloride
mikroorganizmlerin parcalanmasinda kullaniimistir.

Woeernle (1972), agar jel diffuzyon testinde hem sipheli serum
icin hemde antijen igin iki ayri agarortami hazirlamistir. 6,25 gr. agar
ve % 8 tuzlu su iceren % 10 fenol solusyonu kullanilarak pH'sini
7,5'a ayarlamis ve ultra sonik parcalama ile en iyi sonug almistir.

Ceox (1977), Difko’'nun % 1,75 konsantre saf agarini kullanarak
test ortami hazirlamistir. Antijen ve serumlar sulandiriimadan merkezi
delige antijen ve yanlardakilerede serum yerlestirmis, 24-48 saat
sonra presipitasyon cizgilerinj saptamistir.
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Muncz ve arkadaslari (1S79), jel presipitasyon testi icin Difko
Bacto-agarl % 2 ortmek icin, % 0,8 diffuzyon ortami igin pH’si 7.0
olan fosfat buffer tuzlu suda kullanmislardir. Serumlar G.1 ml. mik-
tarinda kullanilarak oda derecesinde inkube edilmis ve 48 saat son-
ra okunmustur.

Calismamizda, 265 koc¢ serumu ayni zamanda agar jel ve agluti-
nasyon testiyle Br. ovis antikorlari yoriinden yoklandi. Aglutinasyon
testinde 43 serum pozitif, 6 slipheli ve 156 serum da negatif reaksi-
yon verdi. Agar jelde ise 50 tanesi pozitif, 155 tanesi negatif sonuc
vermistir. Aglutinasyonda slipheli 5 serum ve negatif 3 serum agar
jel diffuzyon testi ile pozitif reaksiyon vermistir. Agar jelde negatif
olan 1 serum aglutinasyonda pozitif reaksiyon géstermistir. iki test
arasinda 42 serum pozitif olarak parelel calismis ve % 84 uyum yliz-
desi elde edilmistir.

Enfeksiyonun siddetine gdre kandaki antikor seviyeleri degise-
bilir. Aglutinasyonda negatif sonuc¢ veren serumlarin agar jel diffuz-
yonlu pozitif reaksiyon vermesinin presipin antikorlarin kanda daha
uzun slre kalmasina baglanmaktadir. Deneme sonuglarina goére her
iki testinde duyarli oldugu fakat aglutinasyon testinde oto aglutinas-
yonun olusu agar jel diffuzyon testinin ise daha basit uygulanmasi
ve daha pratik olmasi nedeniyle bu testin daha iyi sonu¢ verdigi ka-
nisina varilmistir.

OZET

Bu arastirmada kullanilan 205 ko¢c serumundan 185'i Et ve Ba-
Itk Kurumu’na, Konya Cihanbeyli kazasindan kesime gelen hayvan-
lardan, 15°'i Enstitimizde deneme hayvani olarak kullanilan koclar-
dan ve 5'i de Adana Mercimek Harasindan Laboratuvarimiza muaye-
ne icin gelen ko¢ serumlarindan saglanmistir. Bu serumlar ayni za-
manda serum aglutinasyon ve agar jel diffuzyon test yontemiyle Bru-
cella ovis'e karsi yocklanmis olup serum aglutinasyon testinde 166
serum 1/10-1/640 arasinda degisen aglutinin titreleri gdstermistir.
Bu testte 43 serum pozitif, 6 slipheli ve 156 serum negatif reaksiycn
verirken, Agar jel diffuzyon testinde 50 serum pozitif, 155 serum da
negatif sonuc¢ vermistir. Aglutinasyon testinde stipheli 5 serum ne-
gatif, 3 serum agar jel diffuzyon testinde pozitif reaksiyon vermistir.
Yine agar jel’de negatif olan bir serum aglutinasyonla pozitif sonucg
vermistir. 42 serum iki testte de parelel calismis olup uyum ylizde
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% 84 dur. Buna, gore agar jel diffuzyon testinin daha kesin sonu¢
vermesi, bu testin duyarli, basit ve ekonomik olusuyla serolojik ka-
nida 6énemli bir yeri oldugu kanisina varilmistir.

SUMMARY

This study was carried out using 205 blood serum of ram
collected mainly from Konya, Ankara and Adana proices of the
country. All serums were 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 were 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 was positive by
agglutination test 42 (84) of the pasitives serums ‘were correspon-
ded by both two tests used.

it seemed to be agar gel diffusion tests more sensitive simplier
and economic, and more valid than aglutinin tests for Brucella ovis.
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