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ÖNSÖZ 

Bruselloz, Türkiye’nin de dahil olduğu Akdeniz’e komşu Avrupa ülkeleri ile 

Kuzey Afrika ülkelerinde, Meksika ile Orta ve Güney Amerika’da, Hindistan ve 

Arap Yarımadası’nda hiperendemik ve halk sağlığına önemli etkileri olan oldukça 

bulaşıcı bakteriyel bir zoonozudur. Hastalık neredeyse tüm hayvan türlerinde ve 

insanlarda görülür. Bruselloz insanlık tarihinin bilinen en eski hastalıklarındandır. 

Enfeksiyon hayvanlarda önemli ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. Dünyanın 

birçok ülkesinde endemik görülen enfeksiyonun yılda 500,000 insanı etkilediği ve 

bundan 26 kat kadar fazla enfekte bireyin olduğu tahmin edilmektedir.  Brusellozun 

Türkiye’de sığır ve koyunlarda yaygınlığını tespit etmek için 2011 yılında yapılan 

çalışmada, hastalığın sürü prevalansı sığırlarda %7,8 ve koyunlarda %22,5 olarak 

bildirilmiştir (Yumuk ve O’Callaghan 2012). Daha sonra 2017 yılında Koyun ve 

Keçi Brusellozu yönünden serosurvey çalışmasında fert prevalansı %2,10 ve sürü 

prevalansı %12,34 olarak hesaplanmıştır (GTHB 2018). Brusellozun eradike edildiği 

ülkelerde MLST ve MLVA gibi metodlar hastalıkların orijinlerinin tespiti ve mihrak 

araştırma konularına ışık tutması açısından oldukça önemli moleküler metodlardır. 

Bu çalışmada, tüm Türkiye’yi temsil edecek şekilde suşlar seçildi. Doğrulama 

çalışmalarının ardından genotiplendirme için MLST ve MLVA metodları kullanıldı. 

İki farklı metodun sonuçları yorumlaranarak değerlendirmeye alındı. 
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Bu çalışmaya verdikleri her türlü katkı için Pendik Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Müdürlüğü ile Gıda ve Kontrol Genel Müdürlüğüne tüm içtenliğimle 

teşekkür ederim. 
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T.C. 

SELÇUK ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

Brucella melitensis Suşlarının Genetik Profillerinin MLVA (Multilokus 

Değişken Sayıda Ardışık Tekrar Analizi), MLST (Multilokus Dizi Tiplendirme) 

Yöntemleriyle Değerlendirilmesi 

 

Kadir AKAR 

 

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

 

Doktora Tezi/KONYA-2021 

 

 Brucella melitensis (B. melitensis) kaynaklı Bruselloz enfeksiyonu ülkemizdeki küçükbaş 

hayvanlarında yüksek prevalans ile seyretmektedir. Bu çalışmada, 2009 ve 2017 yılları arasında 

Türkiye’nin yedi coğrafik bölgesinde bulunan farklı çiftliklerden gönderilen atık yapan koyun, keçi ve 

sığır konakçılarına ait numunelerden izole edilen ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü 

Brusella Aşıları Üretim ve Referans Laboratuvarında tiplendirilen 50 adet B. melitensis suşunun 

Multilokus Değişken Sayıda Ardışık Tekrar Analizi (MLVA) ve Multilokus Dizi Tiplendirme 

(MLST) yöntemleri ile genotiplendirilmesi amaçlandı.  

 Çalışmada kullanılan izolatlar, Serum Dekstroz Agar Besiyerine pasajlandıktan sonra B. 

melitensis olduklarına teyit etmek amacıyla klasik biyotiplendirme metodu yapıldı ve biyovarlarına 

göre tiplendirildi. Referans suşları ile 50 adet çalışma izolatının DNA ekstraksyonu ticari kit 

protokolüne uygun olarak gerçekleştirildikten sonra suşlar MLST ve MLVA ile genotiplendirildi. 

Sonuçlar Hunter Gaston Diversity Indexe (HGDI) göre değerlendirildi.  

 Genotiplendirme metotları için 17 adet B. melitensis bt1, 2 adet B. melitensis bt2, 23 adet B. 

melitensis bt3 ve 8 adet atipik B. melitensis izolatı kullanıldı. MLST metodunda 2 profil tespit edildiği 

ve ayrım gücünün yeterli olmadığından dolayı HGDI değeri hesaplanmamıştır. MLVA metodu için 

HGDI değerlerinin 0,55 ile 0,88 arasında değiştiği, ama en ayırt edici lokusun Bruce16 (HGDI=0,88) 

olduğu, onu Bruce04 (HGDI=0,86) ve Bruce30’un (HGDI=0,86) takip ettiği belirlendi. MLVA-16’ya 

göre çalışılan 50 adet izolatta 46 farklı genotip tespit edildi. Toplam 50 adet izolat profilinin 30 

adedinin veritabanı ile birebir eşleştiği, kalan 20 adedinin veritabanında yer almadığı belirlendi. Bu 30 

adet izolatın %93,3’ünün insan izolatları ile birebir aynı olduğu belirlendi. MLVA-8’e göre ise tüm 

izolatlarda genotip 43’ün yaygın olduğu tespit edildi. MLST ile 39 suşta özellikle Doğu Akdeniz 

Bölgesindeki ülkelere ait izolatlarda baskın olarak belirlenen Sequence Typing (ST8) varlığı tespit 
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edilirken, 11 suşta daha önceden tanımlanmayan bir profil saptandı. ST8’in ve yeni ST’nin dizilimi 

karşılaştırıldığında, glucokinase geninde varyasyon olduğu tespit edildi. B. melitensis Rev-1 aşı suşu 

ST7 genotipinde olduğu ve saha izolatları ile tamamen farklı olduğu belirlendi. MLST ve MLVA 

metodları ile B. melitensis biyovarları arasında ayrım yapılamadı. Bunun yanısıra konakçı, bölge ve 

yıla göre suşlar arasında önemli farklılıklar bulunamadı.  

 Sonuç olarak, MLVA metodunun ayrım gücünün MLST’e göre daha yüksek olduğu, MLST 

metodunun önceki yapılan çalışmalara göre belirlenen coğrafik kökenlere göre suşların ayrımında 

yararlı olduğu belirlendi. Kullanılan her iki yöntemin, yeni çıkacak hastalık vakalarından elde edilen 

izolatların takip edilmesine ve ayrıca hastalığın kontrol çalışmaları için bölgeye hâkim genotipe göre 

yapılacak olası aşı çalışmalarına yön verebileceği düşünülmektedir. MLVA metodu ile belirlenen 

profillerin insandakilerle aynı olmasının konakçılar arası geçiş açısından Tek Sağlık konusunu 

gündeme getirmektedir. Hayvan sağlığını korumanın insan sağlığı açısından çok önemli olduğu 

görülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Biyovar; Brucella melitensis; Genotiplendirme; MLST; MLVA. 
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 Brucellosis infection caused by Brucella melitensis (B. melitensis) progresses with a high 

prevalence in ovine animals in our country. In this study, 50 B. melitensis strains isolated from 

samples belonging to abortion made by cows, sheep and goat hosts sent from different farms in seven 

geographical regions of Turkey between 2009 and 2017 and typed in Brucella Vaccines Production 

and Reference Laboratory of Pendik Veterinary Control Institute, was aimed to be genotyped by using 

Multilokus Variable Numbe Tandem Repeat Analysis (MLVA) and Multilocus Sequence Typing 

(MLST) methods. 

 After the isolates used in the study were passaged into Serum Dextrose Agar Medium, 

classical biotyping method was used to confirm that they were B. melitensis and typed according to 

their biovars. After DNA extraction of reference strains and 50 study isolates was performed in 

accordance with the commercial kit protocol, the strains were genotyped with MLST and MLVA. The 

results were evaluated according to the Hunter Gaston Diversity Index (HGDI). 

 For genotyping methods, 17 B. melitensis bt1, 2 B. melitensis bt2, 23 B. melitensis bt3 and 8 

atypical B. melitensis isolates were used. Since 2 profiles were detected in the MLST method and the 

discrimination power was not sufficient, the HGDI value was not calculated. It was determined that 

HGDI values for MLVA method varied between 0.55 and 0.88, but the most distinctive locus was 

Bruce16 (HGDI=0,88), followed by Bruce04 (HGDI=0,86) and Bruce30 (HGDI=0,86). 46 different 

genotypes were detected in 50 isolates studied according to MLVA-16. It was determined that 30 of a 

total of 50 isolate profiles matched exactly with the database, and the remaining 20 were not included 

in the database. It was determined that 93.3% of these 30 isolates were identical to human isolates. 

According to MLVA-8, genotype 43 was found to be common in all isolates. According to MLST 

analysis, the presence of Sequence Typing (ST8), which was determined to be dominant in the isolates 

belonging to the countries in the Eastern Mediterranean Region, was detected in 39 strains, while a 

previously undefined profile was detected in 11 strains. When the sequences of ST8 and the new ST 

were compared, a variation was found in the glucokinase gene. The B. melitensis Rev-1 vaccine strain 

was determined to be in the ST7 genotype and completely different from the field isolates. No 
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distinction could be made between MLST and MLVA methods and B. melitensis biovars. In addition, 

no significant differences were found between strains by host, region and year. 

 As a result, it was determined that the discrimination power of MLVA method is higher than 

MLST and MLST method is useful in differentiation of strains according to geographic origins 

determined according to previous studies. It is thought that both methods used can guide the follow-up 

of isolates obtained from new disease cases and also possible vaccination studies to be carried out 

according to the dominant genotype for disease control studies. The fact that the profiles determined 

by the MLVA method are the same as those in humans brings up the issue of One Health in terms of 

transition between hosts. It is seen that protecting animal health is very important for human health. 

Key Words: Biovar; Brucella melitensis; Genotyping; MLST; MLVA. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Brucella melitensis, koyun ve keçilerde hastalık oluşturduğu gibi sığırlarda 

da yavru atmaya neden olmaktadır. Bu nedenle çiftlik hayvanlarında oldukça 

patojendir. Brusellozun Türkiye’de sığır ve koyunlarda yaygınlığını tespit etmek 

için 2011 yılında yapılan çalışmada, hastalığın sürü prevalansı sığırlarda %7,8 ve 

koyunlarda %22,5 olarak bildirilmiştir (Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı-Gıda 

ve Kontrol Genel Müdürlüğü 2012). Bazı ülkelerde geniş çaplı eradikasyon 

programları ile hastalık eradike edilmiş veya büyük oranda azaltılmıştır (Whatmore 

2007). Hastalıkla ilgili Türkiye’de 2012 yılında Gıda Tarım ve Hayvancılık 

Bakanlığı tarafından kitlesel aşılama ile ‘’Kontrol ve Eradikasyon Projesi’’ 

başlatılmıştır. 2015 yılına ait çalışmalarda hayvan ve insan vakalarında hastalık 

çıkışı sayıları incelenmiş ve hastalığın insidensinin düştüğü görülmüştür. Ayrıca 

hastalığı etkin bir şekilde kontrol etmek ve eradikasyon aşamasına getirmek için, 

kitlesel aşılamanın sürdürülmesi gerektiği vurgulanmıştır. İnsidensin azalması, 

sadece hastalık vaka sayısı değil, hastalık kaynağı olan bölgenin belirlenmesi 

açısından da önemlidir (Saytekin ve ark 2015).  

Brucella spp.’lerın konakçı dağılımı ve ekolojik yaşam aralığı oldukça geniş 

bir yalpazede seyretmektedir. Hastalık etkenlerinin biyoterör ajanı olma potansiyeli 

de hastalığın risk seviyesini yükseltmekte ve mücadelenin önemini arttırmaktadır. 

Brucella etkenleri için bahsedilen riskler göz önüne alındığında enfeksiyona neden 

olan Brucella türü ve suşunun identifiye edilmesi çok önemlidir. B. melitensis 

kaynaklı brusellozun hem ülkemiz küçük ruminant sürülerinde yüksek prevalans 

değeri olması, hem de söz konusu suşun insan ve hayvan sağlığı için oluşturduğu 

riskler bulunmaktadır. B. melitensis konvansiyonel biyotipledirme metotları ile 

biyovar 1, 2 ve 3 olarak ayrılmaktadır. Koyun ve keçilerde yaygın olarak B. 

melitensis biyovar 3 enfeksiyona yol açmaktadır. Enfeksiyonun enzootik olarak 

görüldüğü bölgelerde koyun ve keçilerle yakın ilişki içinde bakılan duyarlı evcil ve 

yabani hayvanlarda B. melitensis’e bağlı Brusellozun yaygın olduğu belirtilmiştir 

(OIE 2009). Bruselloza neden olan Brucella türleri, günümüzde çoğunlukla 

bakteriyolojik ve moleküler yöntemlerle (Real-Time ve Multipleks PZR) identifiye 

edilmektedir. Bu moleküler yöntemlerle biyovar düzeyinde sınıflandırma 

yapılamamaktadır. Ayrıca bu metodlar epidemiyolojik araştırmalar için belirli bir 
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seviyede ayrım yeteneğine sahip olduğu ve Brucella cinsi içindeki yüksek genetik 

benzerlik olması, alt tiplendirmeyi zorlaştırmaktadır. Yapılan araştırmalar yaşanan 

tüm bu zorlukların gelişmiş moleküler metotlar ile aşılabileceği görüşünü 

kuvvetlendirmiştir. MLST ve MLVA analizleri ile her suşun genetik profilleri tespit 

edilerek hangi türün veya biyovarın hangi profile sahip olacağı belirtilip, farklı 

coğrafi yerlerden gelen suşlar ile yakınlıkları ortaya konulmaktadır (Vergnaud ve ark 

2018).  

Son zamanlarda, mikrobiyol popülasyonların karakterizasyonunu ortaya 

koymak için yapılan çalışmalarda bakterilerde Multilokus Dizi Tiplendirme (MLST) 

metodu, tercih edilmektedir. Bu metot hem yerel ve hem de global seviyede 

mikrobiyal tiplendirme ve epidemiyolojik çalışmalar için geniş çaplı 

uygulanmaktadır. Bu şekilde oluşturulan veriler, filogenetik ilişki ve popülasyon 

yapısı araştırmaları için de uygundur. Variable Number Tandem Repeat (VNTR) 

temelli tiplendirme metotları, çabuk değişen işaretleyici bölgelerde varyasyon 

indekslemesi açısından özellikle epidemiyolojik araştırmalar için bilgilendirici 

niteliktedir. Multilokus Değişken Sayıda Ardışık Tekrar Analizi (MLVA) 

metodunda, farklı lokuslarda tekrar ederek yer alan TR (Tandem Repeat) sayıları ve 

baz uzunluklarına göre karşılaştırılabilir somut veriler elde edilmektedir. MLST 

metodunda ise özellikle korunmuş gen bölgelerinin sekansları karşılaştırılarak, suşlar 

arasındaki farklı genetik profiller ve baz dizilimleri sekans verisi ortaya 

konulmaktadır (Whatmore 2009). 

Bu proje ile sığır, koyun ve keçi atık vakalarından izole edilen B. melitensis 

suşlarının birbirini destekleyen ve elde edilecek verileri zenginleştiren MLST ve 

MLVA metotları ile genetik profillerinin ortaya konulması, suşların orjinlerinin 

tespit edilmesi ve B. melitensis Rev-1 aşı suşu ile benzerlik/farklılıklarının 

belirlenmesi amaçlanmaktadır. Çalışma sonucunda elde edilen veriler ışığında sahada 

sirküle olan B. melitensis suşlarının moleküler profilleri belirlenerek hastalığın 

moleküler epidemiyolojisi hakkında bilgi sağlanacaktır. Bununla beraber bölgeye 

özgü suş profilleri varlığı ve baskın genotip tespit edilecektir. Bruselloz 

epidemiyolojisinde elde edilecek gelişmeler, dolaylı olarak hastalığın gelecekteki 

kontrolünde etkili olacaktır. Bu çalışma ile genetik profiller belirlenip filogenetik 

ağaç oluşturularak, suşların çıkış yerleri ile ilgili daha somut veriler elde 

edilebilecektir. Elde edilen profiller veri tabanında karşılaştırılarak, ülkeler arası 
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etken saçılımı ile ilgili daha fazla bilgi edinilecektir. Ayrıca farklı yıllarda gelen 

izolatlar incelenerek profil değişimi olup olmadığı belirlenecektir. Elde edilecek tüm 

veriler Türkiye’deki B. melitensis genetik profil yükünü araştırmaya yönelik 

yapılacak diğer çalışmalar için temel teşkil edecektir.  Pendik Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Müdürlüğü Brusella Aşıları Üretim ve Referans Teşhis Laboratuvarında 

MLST ve MLVA yöntemlerinin validasyonu bu çalışmada gerçekleştirilmesi ile rutin 

analizlerde kullanılabilmesi amaçlanmaktadır. 

1.1.Hastalığın Tanımı 

Bruselloz, Dünyada en sık görülen antropozoonosis olmaya devam etmekte 

olup, sıklıkla kronik, çoğu zaman yetersiz olan ve düşük mortaliteye sahip bir 

hastalığa neden olmaktadır (Pappas ve ark 2006a). Sığır, koyun, domuz ve keçi gibi 

çiftlik hayvanlarda atık ve kısırlık gibi üreme sorunlarına neden olan, son derece 

önemli sosyo-ekonomik sonuçları olan zoonoz bir hastalık olarakta 

tanımlanabilmektedir (Godfroid ve ark 2010). En belirgin semptomları aralıklı ateş, 

titreme, terleme, zayıflık, miyalji, abort, osteoartiküler komplikasyonlar, endokardit, 

depresyon ve anoreksidir. Hastalık düşük mortalite ile yüksek morbidite ile seyreder. 

Ölüm oranının az ve hastalığın uzun süreli olması, çok az miktarda 

mikroorganizmanın aerosol yolla alınarak enfeksiyona neden olması sebebiyle, 

etkenin potansiyel bir biyo-terör ajanı olarak kullanılabileceği bildirilmiştir. Ayrıca, 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), Kuzey Atlantik Antlaşması Örgütü (NATO) ve 

Biyolojik ve Toksin Silahları Konvansiyonu (BTWC) gibi diğer kuruluşların 

potansiyel biyolojik silahlarının tabakalandırılmamış listelerine de dahil edilmiştir 

(Pappas ve ark 2006b). Gelişmekte olan ülkelerde yılda yarım milyondan fazla yeni 

Bruselloz vakası görülmektedir (Pappas ve ark 2006a). 

Hastalık etkeni çiftlik hayvanlarını etkilediği gibi vahşi yaşamdaki hayvan 

türlerinden de izole edilmiştir. Ayrıca farklı konakçılarda farklı Brucella türleri 

bildirilmiştir (Pappas ve ark 2006b). Günümüzde Bruselloza neden olan 12 farklı tür 

tanımlanmaktadır (Scholz ve ark 2018).   

Klasik olarak, Brucella türleri konakçı tercihine göre ve fenotipik 

karakterizasyonun kombinasyonu aracılığı ile tanımlanır. Bu şekilde, B. abortus tipik 

olarak sığırlarda B. melitensis koyun ve keçilerle birlikte, B. suis domuzlarda ve B. 

canis köpeklerde Bruselloz ile ilişkilidir (Whatmore 2009). Koyunlardada, B. ovis 
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koçlarda epididimitis olarak kendini gösterir (Godfroid ve ark 2010). Bununla 

birlikte, sığırlarda B. melitensis’in enfeksiyonu bilidirimi gibi Brucella türlerinin 

öncelikle tercih ettikleri konakçıları dışında da izolasyonları olmuştur (Karagül ve 

ark 2015). 

Bruselloz, ekonomik değeri yüksek hayvanlar için önemli bir hastalıktır 

(Corbel 1997). B. melitensis, küçük ruminantlardaki Brusellozunun etiyolojik 

ajanıdır. Hayvancılık sektöründe ekonomik kayıplara neden olduğu gibi halk 

sağlığını da ciddi şekilde etkiler (Tosser-Klopp ve ark 2014).  

Küçük ruminantların Brusellozu sanayileşmiş çoğu ülkede kontrol altına 

alınmıştır; ancak, bu hastalık, Akdeniz bölgesi, Orta Doğu, Orta Asya, Sahra altı 

Afrika ve Latin Amerika'nın bazı kısımları gibi temel ekonomik geçim kaynağı 

küçük ruminant olan bölgelerde endemik seviyede devam etmektedir. B. melitensis 

için küçükbaş hayvanlar birincil konakçılardır, fakat aynı zamanda çok çeşitli ikincil 

konakçılar, sığırlar, devegiller ve yabani geviş getiren hayvanlarda da enfeksiyona 

neden olmaktadır (FAO 2010). 

Sığırlarda görülen Bruselloza Bang Hastalığı ismi verilmiştir, bulaşıcı abort 

ve epizootik abort terimleri de kullanılmaktadır (Matthew ve Leland 2004). Zoonotik 

karakter gösteren ve etkeni B. canis olarak kabul edilen köpeklerdeki Bruselloz 

hastalığı, üreme bozukluklarının önemli nedeni olarak görülmektedir (The Center for 

Food Security & Public Health 2012). 

İnsanlarda, Bruselloz kronik hallerde genel halsizlik, ateş ve artrit gibi pek 

çok farklı hastalık komplikasyonu olarak kendini gösterebilir. Hayvandan insana 

geçiş, atık dokuları ile temas veya enfekte olmuş hayvanların pastörize edilmemiş süt 

ve süt ürünlerinini tüketilmesi yoluyla gerçekleşebilir (Seleem ve ark 2010). 

İnsanlarda hastalığa neden olan farklı Brucella türleri arasında (B. abortus, B. 

melitensis, B. canis, B. inopinata ve B. suis), B. melitensis virülensi en yüksek olan 

türdür (Corbel 2006). İnsan Brusellozu, ana klinik semptom (ateş) ve coğrafi bölgeye 

bağlı olarak zaman içinde Malta ateşi, Akdeniz ateşi, Undulant ateşi, Cebelitarık 

ateşi, Kaya ateşi ve Neapolitan ateşi gibi isimlerle adlandırılmıştır (Rossetti ve ark 

2017).  
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Brusellozun kaynağı, hayvan rezervuarlarında hemen hemen her zaman 

bulunmakla birlikte insandan insana bulaşma ile ilgili az sayıda rapor bildirilmiştir 

(Godfroid ve ark 2005). Brucella' nın farklı konak hücrelerinde başarılı bir şekilde 

hayatta kalma ve çoğalma kabiliyeti patojenitelerini açıklar. Brucella bakterilerinin 

plasental trofoblastlarda yaygın olarak replikasyonu, hayvan konaklarında abortla 

ilişkilidir ve makrofajlarda kalıcılığı hem doğal hayvan konakçılarında hem de 

insanlarda Brusellozun ayırt edici özelliği olan kronik enfeksiyonlara yol açmaktadır 

(Roop ve ark 2009). 

1.2. Hastalığın Tarihçesi 

Bruselloz hastalığı ile tam olarak hangi tarihte karşılaşıldığı bilinmemesine 

rağmen, hastalığın tarihçesinin insanlarla hayvanların ilk temas ettiği zamana kadar 

uzandığı düşünülmektedir. Arkeolojik ve antropolojik çalışmalarla, Brusellozun 60 

milyon yıl önce hayvanlarda ve yaklaşık 3 milyon yıl önce insanlarda meydana 

geldiğine dair kanıtlar ortaya konulmuştur (Akpınar 2016). Güney Afrika'da, 2.4-2.8 

milyon yıl önce yaşamış bir insanın iskeleti üzerinde yapılan çalışmalar, bel 

omurunda (L4-L5) saptanan kemik lezyonlarının radyolojik, makroskopik ve 

mikroskopik olarak Brusellozla örtüştüğünü göstermektedir (D’anastasio ve ark 

2009). Bruselloza özgü kemik lezyonları, MS 79' da volkanik bir patlama ile tahrip 

olmuş Roma kenti kalıntılarında bulunan yetişkin iskeletlerinde yapılan antropolojik 

çalışmalarda da bulunmuştur. Ayrıca elektron mikroskobu ile yapılan bir çalışmada, 

gömülü karbonize peynir analizinde, morfolojik olarak Brucella'ya benzer kok 

formları tespit edilmiştir (Capasso 2002). 

Brusellozun tarihsel isimleri arasında Dalgalı ateş, Bang hastalığı, Cebelitarık 

hastalığı, Akdeniz ateşi, Malta ateşi, Konstantinopolis ateşi ve Girit ateşi 

bulunmaktadır. Hastalık Malta adasında ilk tespit edildiğinde, hastalığa "Malta 

humması" veya "Akdeniz ateşi" adı verilmiştir. Hastalığın klinik seyrindeki tipik ateş 

nedeniyle, hastalık “inatçı ateş” olarak adlandırılmıştır. Türkiye'de, koyunlardan 

insanlara bulaşmasından dolayı “koyun hastalığı”, hayvanlardan insanlara hastalık 

bulaşmasından dolayı “mal hastalığı” veya çiğ sütten yapılan peynirden 

bulaşmasından dolayı “peynir hastalığı” isimleri verilmiştir. Ancak, en sık olarak 

Bruselloz ismi kullanılmaktadır (Yumuk ve O'Callaghan 2012, Akpınar 2016).  
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Bruselloz hastalığı resmi olarak ilk kez 1860 yılında Jeffery Allen Marston 

tarafından tanımlanmıştır. İngiltere'de Kraliyet Tıp Akademisi'nde cerrahi asistanı 

olan Marston, hastalık bulgularını ayrıntılı bir şekilde yazmış ve hastalığı dalgalı 

ateşi, diğer ateşlerden ayırmıştır (Nicoletti 2002, Wyatt 2013, Akpınar 2016). 

Marston hastalık etkeninin tam formunu tanımlayamasa da diğer Akdeniz 

ateşlerinden ayırt edici bir tanım yapmıştır (Akpınar 2016). İskoç Doktor Sir David 

Bruce 1887 yılında hastalık etkenini morfolojik olarak tanımlamayı başarmıştır. 

Malta'da ateşlenip ölen İngiliz askerinin dalaklarından, Micrococcus olarak 

adlandırılan Gram negatif kokobasili izole etmiştir. İlk kez görülen hastalığa neden 

olan organizmaların adı Latince Micrococcus melitensis olarak adlandırılarak 

‘’melita” kelimesinden türetilmiştir. Danimarkalı Veteriner Bernard Lauritz Frederik 

Bang 1895 yılında, Bacillus abortus adı verdiği veya tanımladığı 

mikroorganizmaları, sığır plasentası, fetus ve uterus duvarı salgıları gibi sığırlara ait 

materyallerden izole etmiştir (Akpınar 2016, Rossetti 2017).  

Wright ve Smith 1897 yılında, insan ve hayvan serum aglütinasyon 

testlerinde B. melitensis'in spesifik antikorlarını tespit ettikten sonra Brusellozun 

zoonoz bir hastalık olduğunu bildirmiştir. Günümüzde de kullanılmakta olan serum 

aglütinasyon testi kullanılarak hastalığın tanısı ilk kez gerçekleştirilmiştir (Akpınar 

2016). 

Themistocles Zammit 1905 yılında, B. melitensis'i keçi sütünden ve 

idrarından izole etmiştir. Ayrıca keçilerin B. melitensis konakçısı olduğunu ve 

insanların çiğ süt ve süt ürünlerinden etkeni aldığını açıklamıştır (Wyatt 2005). 

Jacob Traum 1914 yılında, B. suis'i Amerika Birleşik Devletleri Indiana 

eyaletinde erken doğan domuz yavrularının karaciğer, mide ve böbreklerinden izole 

etmiştir (Wyatt 2005, Mantur ve Amarnath 2008). 

Amerikalı bakteriyolog Alice Evans 1918 yılında, Malta ateşi ve Bang 

hastalığının birbirleriyle oldukça benzer özelliklere sahip olduğunu göstermiştir. 

Keçilerde, domuzlarda ve sığırlarda gözlemlenen etkenin sadece antijenik 

farklılıkları olduğunu, ancak morfolojik, kültürel veya biyokimyasal olarak aynı 

cinsten olduklarını bildirmiştir. Evans, Sir David Bruce'un anısına etkeni Brucella 

olarak isimlendiren ilk kişi olmuştur (Akpınar 2016). 
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Orpen 1924 yılında, İngiltere'deki insanlarda B. abortus enfeksiyonları rapor 

etmiştir. Porto Riko'da benzer çalışmalar Morales-Otero tarafından yürütülmüştür. 

Koyunlardaki B. ovis enfeksiyonu 1953 yılında Van Drimmelen tarafından 

tanımlanmıştır. B. neotoma, Amerika Utah eyaletindeki kenelerden 1957 yılında, 

Stoenn ve Blackman tarafından izole edilmiştir (Pappas ve ark 2005). 

Beamic (1968); köpeklerde yapılan bir çalışmada, B. canis izole edilmiştir. B. 

canis normal olarak av köpeklerinde yaygın olmasına rağmen, 1977 yılında bir kadın 

hastadan da izole edilmiştir (Pappas ve ark 2005).  

İngiliz ve Amerikalı araştırmacılar, 1994 yılında, birbirlerinden bağımsız 

olarak yaptıkları çalışmalarda, daha önce bilinmeyen Brucella organizmalarını 

memelilerin karkaslarından ve İskoçya yunuslarından izole etmişler ve B. maris adını 

vermişlerdir (Foster ve ark 2007). Ewalt, Ross ve arkadaşları, balinalar, yunuslar ve 

foklardan B. pinnipedialis ve B. ceteace adlı iki yeni Brucella türü izole ettiklerini 

bildirmişlerdir (Ewalt ve ark 1994, Akpınar 2016). Yeni Zelanda'da spinal 

osteomiyelitli bir hastada da B. pinnipedialis izole edilmiştir (Sohn ve ark 2003, 

McDonald ve ark 2006). 

Scholz ve ark (2008), Orta Avrupa'daki tarla farelerinden ve vahşi kırmızı 

tilkinin mandibular lenf düğümlerinden B. microti izole edilmiştir. Bu türün 

insanlarda hastalığa neden olduğuna dair bir kanıt bulunamamış, ancak özellikle 

avcılar için potansiyel bir risk oluşturabileceği bildirilmiştir (Scholz ve ark 2009). 

B. inopinata, klinik Bruselloz belirtileri olan yaşlı bir kadındaki meme 

implantı enfeksiyonundan 2010 yılında izole edilmiştir (Scholz ve ark 2010). 

B. papionis, 2014 yılında ABD’de bir araştırma enstitüsünde ölü doğan iki 

babun plesentasıdan izole edilmiş, doğrulayıcı bağımsız biyokimyasal testler, MLST 

ve MLVA 16 yapılarak identifiye edilmiştir (Whatmore ve ark 2014). 

Ülkemizde Brucella etkeninin varlığını bildiren ilk çalışmalar, 1905'te Doktor 

Hüsamettin Kural ve Mahmut Sami Akalın tarafından Kuleli Askeri Hastanesinde 

tedavi edilen bir askerde B. melitensis'in izolasyonu ile başlamıştır. Sığırlarda ilk 

izolasyon 1931 ile 1932 yıllarında Zühtü Berke tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Koyunlarda B. melitensis ilk olarak 1944 yılında Aktan ve Köylüoğlu tarafından 

Bandırma Merinos çiftliğinde tespit edilmiştir. Ülkemizde insan ve hayvanlarda 
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serolojik testlerle hastalığın ilk tespiti, 1943 yılında Golem tarafından yapılmıştır. 

Köpeklerde B. canis ‘in serolojik olarak varlığı, İstanbulluoğlu ve ark (1983) yaptığı 

çalışmada bildirilmiştir. Türkiye'de insan Brusellozun epidemiyolojisi ile ilgili 

kapsamlı çalışmalardan birisi de Çetin ve ark. (1990) tarafından 1984-1987 yılları 

arasında Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu (TUBİTAK)’ ın 

yardımıyla gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada 70,009 serum örneği incelenmiş riskli 

gruplarda %6.0 normal popülasyonda %1.8 oranında seropozitiflik saptanmıştır. 

Ayrıca bakteriye maruz kalan birey sayısının 1,750,000 olarak tahmin edildiği 

raporlanmıştır (Çetin ve ark. 1990, Akpınar 2016). 

1.3. Etken Özellikleri 

Bruselloz hastalığına neden olan Brucella türleri, insanları ve çeşitli memeli 

hayvanları enfekte edebilen Gram-negatif, aerobik, hareketsiz, kapsülsüz, sporsuz, 

fakültatif hücre içi bakterilerdir. Kokobasil (0.5-0.7 μm x 0.6-1.5 μm boyutlarında), 

morfolojiye sahip tek tek veya nadiren kısa zincir kümeler halinde bulunurlar. 

Serum-dekstroz agar veya diğer berrak renkteki besiyerlerinde kolonileri şeffaf, 

kabarık, dışbükeydir, ışık altında soluk bal renginde görünen pürüzsüz, parlak bir 

yüzeyi vardır. (Ryan ve Ray 2004, Eisenberg ve ark 2012, Hull ve Schumaker 2018, 

Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi bakteriler, Proteobacteriaceae'nin α-2 alt 

grubunun bir parçasıdır. Agrobacterium ve Rhizobium cinsinin bazı bitki 

patojenlerine ek olarak hayvan patojenleri (Bartonella) ve fırsatçı bakterileri 

(Ochrobactrum) ile yakın bir genetik ilişki göstermektedirler (OIE 2009, 

Lalsiamthara ve Lee 2017). Bakteri, katalaz ve üreaz pozitiftir. Oksidaz ise B. 

neotoma ve B. ovis türleri haricinde diğerlerinde pozitiftir (Scholz ve ark 2018). 

Karbonhidratı fermente edemezler ve nitriti nitratla oksitleyebilirler. Brucella 

bakterileri, diğer Gram-negatif bakterilerinden çok daha az pirojenik bir 

lipopolisakkarit hücre duvarına sahiptir ve bu da Bruselloz hastalığındaki dalgalı ateş 

tablosunun sebebi olarak bildirilmektedir. Flagella veya pilusları yoktur ve bipolar 

boyama göstermezler. Brucella türlerinin koloni morfolojileri çoğu açıdan benzerdir. 

Rough lipopolisakkarit (RLPS) ve protein antijenleri sahip olan B. ovis ve B. canis 

hariç olmak üzere diğer türlerinin dış hücre duvarlarında smoth lipopolisakkarite 

(SLPS) yapısı vardır (Kaltungo ve ark 2014).  

Pek çok Brucella türünün izolasyonunda serum veya kana ihtiyaç 

bulunmaktadır. Büyüme için optimum sıcaklık 37∘C ve optimum pH 6.6–7.4’dir 
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(Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi bakteriler sıvı ortamda yavaş gelişirler. Brucella 

türleri aerobik olmasına rağmen, bazı suşlarının büyümesi için %5-10’luk C02 

gereksinimi vardır (Matthew ve Leland 2004). Karbondioksit gereksinimleri; 

glutamik asit, ornitin, lisin ve riboz kullanma yeteneği; hidrojen sülfit üretimi, 

tiyonin veya bazik fuksin boyaları varlığında büyüme; belirli lipopolisakarit 

epitoplarına karşı antiserumlarla aglütinasyon ve bakteriyofaj ile lizis duyarlılığı ile 

türler ve biyovarlar ayrılmaktadırlar. Brucella kanlı agar besiyeri plaklarında 

büyüyebilir ve büyümesi için X veya V faktörleri gerekli değildir (Purcell ve ark 

2007). 

Brucella cinsine ait; B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. neotomae, 

B. ovis, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti, B. inopinata, B. papionis ve B. vulpis 

olmak üzere 12 adet tür vardır (Scholz ve ark. 2018, Whatmore 2009, Whatmore ve 

ark 2014). ABD’de bir araştırma enstitüsünde ölü doğan iki babun plesentasından 

izole edilen ve diğer Brucella suşları ile karşılaştırıldığında metabolik aktivite, bazı 

doğrulayıcı bağımsız biyokimyasal testler ve ayrıca MLST ve MLVA16 analizleri 

yapılarak diğer suş profillerinden farklılığı ortaya konularak B. papionis olarak 

adlandırılmıştır (Whatmore ve ark 2014). Kemirgenlerden ve insanlardan yakın 

zamanda izole edilmiş ancak henüz taksonomik olarak tarif edilmeyen diğer gruplar 

da bulunmaktadır (Hull ve Schumaker 2018). İki adet B. vulpis izolatı 2008 yılında 

Avusturya'daki kırmızı tilkilerin mandibular lenf düğümlerinden izole edilmiştir. 

MLST analizi ile diğer Brucella türlerinden farklı olduğu kanıtlanıp doğrulanmıştır 

(Scholz ve ark 2016) (Şekil 1.1.). 
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Şekil 1.1. Brucella türlerinin filogenetik dağılımı (Pappas 2010) 

 

İnsanlarda hastalık oluşturan Brucella türleri azalan patojenitelerine göre; B. 

melitensis, B. suis, B. abortus ve B. canis olmak sıralanmıştır. B. melitensis ve B. 

suis, genellikle deve, domuz, koyun veya keçilerde hastalık yapıcı etkileri vardır. 

Ayrıca B. melitensis’lerin sığırlarda da oldukça patojen oldukları saptanmıştır. B. 

abortus, sığırlarda en yaygın görülen tür olup, B. canis köpeklerle ilgilidir (Matthew 

ve Leland 2004). Bu türlere ek olarak B. ceti, B. pinnipedialis ve B. vulpis düşük 

oranda patojen oldukları belirtilmektedir (Hull ve Schumaker 2018). 

Genom tipik olarak iki dairesel kromozom içerir. DNA G + C içeriği (% 

mol): 57.1–59’dur (Scholz ve ark 2018). Brucella cinsi üyeleri arasında %90'dan 

fazla genetik benzerliğe rağmen, etken ajanların farklı konakçılar için eğilimleri 

bildirilmektedir (Verger ve ark 1985, Cloeckaert ve ark 2002, Banai ve Corbel 2010, 

Kaltungo ve ark 2014). 

B. melitensis’e ait 3 adet biyovar, koyun ve keçileri enfeksiyona neden 

olmaktadır. Çoğu keçi ırkı hassastır, ancak koyun ırklarındaki duyarlılık değişkendir. 
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B. melitensis, sığır, deve ve köpeklerde, ancak nadiren atlarda ve domuzlarda rapor 

edilmiştir. Enfekte koyun ve keçilerdeki etken yabani geviş getiren hayvanlara 

bulaşabilmektedir. Koyunlar B. abortus enfeksiyonlarına karşı nispeten dirençlidir 

(Kaltungo ve ark 2014). Keçilerde B. abortus kaynaklı enfeksiyonun prevalansı 

oldukça düşüktür (Kaltungo ve ark 2014). B. abortus konakçı olarak sığırları tercih 

etmektedir.  Bununla birlikte, bu tür ile mandalar, develer, geyikler, köpekler, atlar, 

keçiler, koyunlar ve insanlar enfekte olabildikleri bildirilmektedir (Kudi ve ark 1997, 

Megid ve ark 2010). Atların B. abortus'a ve daha az sıklıkla B. suis'e karşı duyarlı 

oldukları bildirilmektedir (Megid ve ark 2010). Bu patojen sığır, at, tavşan, tavşan, 

ren geyiği, köpek ve insan gibi diğer hayvan türlerini de etkileyebilir (Çizelge1.1) 

(Kaltungo ve ark 2014).  

Çizelge 1.1. Brucella türlerine ait konakçılar ve insanlardaki patojenitesi (Hull ve 

Schumaker 2018) 

Brusella Türleri            Doğal Konakçılar Enfeksiyon gücü 

B. melitensis Koyun, keçi ve develer Yüksek 

B. abortus Sığır, geyik ve bizonlar Yüksek 

B. suis         Domuzlar, yaban tavşanı, ren geyiği Yüksek 

B.canis Köpek türleri Orta dereceli 

B.ovis Koyun Raporlanmamış 

B.neotamae Çöl fareleri Raporlanmamış 

B.ceti Deniz memelileri Düşük 

B.pinnipedialis Yüzgeçayaklılar Düşük 

B.microti Kızıl tilki ve Tarla faresi Raporlanmamış 

B. inopinata İnsan Yüksek 

B.papionis Babunlar Raporlanmamış 

B. vulpis Kızıl tilki Raporlanmamış 

 

B. suis biyovar 1 ve 3'ün insanlar için patojenik potansiyele sahip olduğu 

belirtilmektedir (Kaltungo ve ark 2014). İlave olarak, biyovar 4 ve 5, sırasıyla ren 

geyiği ve kemirgenlerle spesifik olarak ilişkili oldukları bildirilmektedir (Corbel 

2006). 

Köpekler, B. ovis ve B. neotomae enfeksiyonuna dirençlidir, sadece B. canis, 

B. abortus, B. melitensis ve B. suis ile enfekte olabilmektedirler (Hollet 2006). B. 
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canis genellikle evcil köpekleri, vahşi etoburları ve nadiren diğer evcil hayvanları ve 

insanları enfekte eder (Carmichael 1990). B. canis ile nadir insan enfeksiyonu 

vakaları bildirilirken, B. ovis ve B. neotoma enfeksiyonu insan vakaları 

bildirilmemiştir (Yagupsky 2004). 

OIE raporlarına göre, develerin herhangi bir Brucella türü için birincil 

konakçı olarak görülmediğini bildirmiştir (Kaltungo ve ark 2014). Bununla birlikte, 

hem B. abortus hem de B. melitensis'e karşı hassastırlar (Fugier ve ark 2007, 

Kaltungo ve ark 2014). Yeni Brucella türlerinin enfeksiyona neden olma kapasitesi 

hakkında çok az şey bilinmektedir. Bir deniz memelisi izolatı ile olası bir laboratuvar 

kaynaklı enfeksiyon bildirilmiş ve belirli bir dizi tipi (ST27) Peru ve Yeni 

Zelanda'daki üç insan enfeksiyonu ile ilişkilendirilmiştir (Whatmore ve ark 2008). 

1.4. Epidemiyoloji 

1.4.1. Hayvanlarda Epidemiyoloji 

Akut Bruselloz sadece gebe ruminantlarda görülür ve üreme organlarına ait 

dokularda, etken fazla miktrada çoğaldıktan sonra plasental kolonizasyon ve abort ile 

sonuçlanmaktadır. Ayrıca deneysel sonuçlar, Brucella enfeksiyonu nedeniyle atık 

yapan hayvanların yaklaşık olarak %12'sinin, ilk gebeliklerinde organizmanın tespiti 

olmadan ikinci ve bazen üçüncü kez atık yapabileceğini ve bu sebeple atık yapan 

hayvanın sürüden derhal çıkarılmasını öngörmektedir (Aparicio 2013).  

B. melitensis türü için konakçı yelpazesini önemli oranda keçi ve koyunlar 

oluşturmaktadır. Patolojik ve epidemiyolojik açıdan, küçük ruminantlarda B. 

melitensis enfeksiyonunun seyri, sığırlardaki B. abortus enfeksiyonuna 

benzemektedir. Ruminantlarda Brusellozun ana klinik bulguları, enfeksiyonun 

ardından gebeliğin son üçte birinde oluşan ölü doğumlar şeklinde görülebilmektedir 

(Elzer ve ark 2002, Blasco ve Molina-Flores 2011). Sağlıklı hayvanlar Brucella 

enfeksiyonuna birçok yolla maruz kalabilir, çünkü enfekte olmuş dişilerin doğum 

sıvıları veya fetüs, plasenta ve atık salgıları ile çok sayıda bakteri saçılır. Brucella 

cinsi bakteriler soğuk ve nemli koşullarda, açık havada birkaç ay hayatta kalma 

kabiliyetine sahiptirler. Brucella ayrıca meme bölgesine kolonize olarak süt ile 

saçılabilmektedir. İlk atık sonrasında gebe kalan dişiler herhangi bir semptom 

göstermemesine rağmen bakteri saçılımına devam edebileceği bildirilmiştir (Banai 

2007, Blasco 2010). 
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B. melitensis, Brucella cinsinin virülensi en yüksek türüdür ve üç biyovarı 

bulunmaktadır; biyovar 1 ve 3, Akdeniz, Orta Doğu ve Latin Amerika'da küçük 

ruminantlarda en sık izole edilenlerdir (Lucero ve ark 2008, Blasco ve Molina-Flores 

2011). Bruselloz, ciddi zoonoz hastalık olmasının yanı sıra hayvanlarda abortlara 

sebep olmasından dolayı önemli kayıplara yol açmaktadır. Bu kapsamda hastalık, 

hayvan ve hayvansal ürün ticareti için bir engel oluşturmaktadır (Benkirane 2006, 

Banai 2007, Seleem ve ark 2010). Hastalık çoğu gelişmiş ülkede kontrol altında 

olmasına rağmen, Akdeniz bölgesi, Orta Doğu, Orta ve Güneydoğu Asya, Sahra altı 

Afrika ve Latin Amerika'nın bazı bölgelerinde önemli bir sorun olmaya devam 

etmektedir (Rossetti ve ark 2017). Muhtemelen düşük gelirli ülkelerin diğer 

hastalıklara öncelik vermesi ya da teşhis ve araştırmayı destekleyecek tesisler, insan 

yetenekleri veya spesifik testlerden yoksun olması nedeniyle hastalık geçmiş 

tarihlerde yeterince bildirilmemiştir. Son 15 yılda, özellikle Doğu Avrupa, Balkanlar 

ve Avrasya'da enfeksiyon yeniden ortaya çıktığı görülmektedir (FAO 2010). Asya'da 

Bruselloz enfeksiyonunun geniş alanda seyrettiği bildirilmektedir. Hastalığın hiç 

rapor edilmediği Japonya ve Kore Cumhuriyeti (Güney Kore) dışında, Türkiye, 

İsrail, Ürdün, Irak, İran, Ermenistan, Gürcistan, Afganistan, Rusya ve Moğolistan 

gibi ülkelerde caprine Bruselloz mevcut olması ile beraber bilgi paylaşımının 

kısıtlandığı Suriye, Lübnan, Hindistan, Çin, Endonezya, Myanmar gibi ülkelerde ise 

endemik oarak seyrettiği bilinmektedir (Benkirana 2006, Gwida ve ark 2010, 

Bamaiyi ve ark 2014, Miller ve ark 2016). Dünyadaki güncel B. melitensis kaynaklı 

Bruselloz hastalığının dağılımı Şekil 1.2’de gösterilmektedir. Dünya Hayvan Sağlığı 

Bilgisi Veritabanı (WAHIS) aracılığı ile bu haritaya erişim sağlanabilmektedir (OIE 

2020). 
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Şekil 1.2. Dünya haritasında ki Brucella melitensis kaynaklı hastalık dagılımı (OIE 

2020). 

B. melitensis, yalnızca sığırları değil, aynı zamanda enfekte süt alan 

buzağılarda da enfeksiyona neden olmaktadır (Kahler 2000, Alvarez ve ark 2011). 

Köpeklerden de B. melitensis izole edilmiş olup enfekte plasentaları ya da fetüs 

parçalarını enfekte olmayan bölgelere taşıyabilme riskinden dolayı hastalığın 

saçılımı yönünden köpeklerin önem arz ettiği bildirilmektedir (Hınıc ve ark 2012). 

B. melitensis, keçi sürülerini enfekte ederek Caprine Bruselloza neden 

olabilmektedir. Keçiler, belirli epidemiyolojik durumlar altında B. abortus 

enfeksiyonuna duyarlı olabilir (Leal-Klevezas ve ark 2000, Ali ve ark 2015, Wareth 

ve ark 2015); ancak sürüdeki enfeksiyonu bireysel olarak sürdürmezler. Benzer 

şekilde, keçilerden B. suis izolasyonları nadiren bildirilmiştir, ancak son zamanlarda 

bu şekilde bir enfeksiyon varlığı bildirilmemiştir (Rossetti ve ark 2017). 

B. abortus enfeksiyonunda olduğu gibi, B. melitensis de konjenital yolla 

yavruya geçebilir. Ancak bu yolla bulaşma nadir olarak görülür.  Hastalık annelerde 

latent olarak seyrettiği için yavruya bulaşma daha çok kolostrum veya çiğ süt 

tüketerek olmaktadır (Aparicio 2013). Düşük yayılım hızına rağmen, bu tür gizli 

enfeksiyonların varlığı, hastalığın yok edilmesini daha da zorlaştırır, çünkü 

bakteriler, saptanabilir immun cevap oluşturmadan varlıklarını sürdürmekte, enfekte 
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hayvanlar da hastalık semptomu oluşturmadan etkeni taşımaya devam etmektedir. Bu 

nedenle, enfekte sürülerde, dişiler ile beraber yavrularınında, eradikasyon 

programının bir parçası olarak sürülerinden çıkarılması önerilmektedir (Banai 2007). 

Gizli seyreden Brucella enfeksiyonunun gelişmesini sağlayan mekanizma tam olarak 

bilinmemektedir (Blasco ve ark 2011). 

Bruselloz seropozitif tespit edilen bazı dişi tokluların doğum sonrası sütleri 

ile B. melitensis'i saçtığı tespit edilmiştir. Yapılan bir çalışmada yedi ay boyunca 

seropozitif olan kuzuların postmortem testlerinin seronegatif olduğu bildirilmiştir. Bu 

durum aynı ahırdaki seronegatif annelerden doğan yavru kuzulardada 

gözlemlenmiştir (Aparicio 2013). Yapılan diğer bir çalışmada B. melitensis abort 

yapmış seronegatif bir keçinin vajinal akıntısından izole edilmiştir. Seronegatif 

hayvanların yayılma için potansiyel bir risk olduğu bildirilmiştir (Herrera ve ark 

2011).  

Sığır Brusellozu genellikle B. abortus kaynaklı görülmektedir, insanlar dâhil 

olmak üzere sığır dışındaki hayvanlar da hastalığa yakalanabilir aynı zamanda kalıcı 

enfeksiyonlar ve saçılımda önemli rol oynayabilirler. Türkiye’de sığırlarda en yaygın 

görülen biyovar B. abortus biyotip 3’tür (Karagül ve ark 2015). 

 Bazı enfeksiyonların kaynağının tespitinde biyovarların dağılımının önemli 

olabildiği bildirilmiştir (Garin- Bastuji ve ark 2006, Aparicio 2013). Sığır Brusellozu, 

sığırların yetiştirildiği hemen hemen tüm ülkelerde görülmekle birlikte, bazı kuzey 

ve orta Avrupa ülkeleri, Avustralya, Kanada, Japonya ve Yeni Zelanda’nın 

hastalıktan ari olduğu bildirilmektedir. 2008 yılında, 12 Avrupa Birliği ülkesinin, 

küçükbaş brusellozu ile birlikte sığır brusellozundan da ari olduğu resmi olarak 

kabuş edilmiştir. Güney Avrupa’da sığır brusellozu durumu daha az elverişlidir, 

ancak orada bile görülme sıklığı %1’den azdır (EFSA 2010). Şekil 1.3’de Dünyadaki 

güncel B. abortus kaynaklı Bruselloz hastalığının dağılımı gösterilmiştir. Erişim 

Dünya Hayvan Sağlığı Bilgisi Veritabanı (WAHIS) aracılığı ile 

gerçekleşebilmektedir (OIE 2020).  
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Şekil 1.3. Dünya haritasındaki Brucella abortus kaynaklı hastalık dağılımı (OIE 

2020). 

Sığırlarda Brusellozun saçılımında, suni tohumlamada kullanılan enfekte 

semen önemli rol oynamaktadır. Süt işletmelerinde, sağım için kullanılan meme 

başlıkları bakterilerin inekten ineğe bulaşma riskini yükselttiği için sağım da dikkate 

alınması gereken bir konudur (Samartino 2003, OIE 2010).  

Enfekte annelerden doğan fetüslerin %60 ila %70'inin enfeksiyonu taşıdığı 

kanıtlanmıştır. Dişi buzağılar, doğum kanalından geçerken doğum sırasında veya 

enfekte ineklerden kolostrum veya süt emerek de enfekte olabilir. Çoğu enfekte 

buzağı çeşitli antibakteriyel ajanlar ile tedavi edilmeye çalışılmasına rağmen, 

yetişkinlik dönemine kadar bu buzağılar enfekte olmaya devam eder, serolojik 

testlerde yanlış negatiflik alınsa dahi ilk hamileliklerinde abortlar görülebilmektedir. 

Bu tür hayvanlar Bruselloz kontrolü ve eradikasyon için ciddi bir tehdit oluşturur 

(Aparicio 2013). 

Serolojik testlerde negatif olan işletmeden alınan süt örneklerinden B. abortus 

izolasyonun yapıldığı ve örneklerin biyotip 2, 3, 9 olduğu raporlanmıştır (Aparicio 

2013). Meksika'da, smooth fenotipli B. abortus saha suşunun, seronegatif olan ve 

normal olarak doğan buzağıdan, düşük dozlu RB51 aşısı ile aşılanan iki ineğin 

vajinal sıvısından izole edildiği bildirilmiştirr (Arellano-Reynoso ve ark 2013). 
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Bruselloz prevalansı yüksek olan ahırlarda, yayılma için önemli bir risk faktörü, 

enfekte ineklerin sürünün meralarını kirletmesi ve Brucella'nın yeterli nem seviyeleri 

ile uzun süre yaşayabildiği durumdur. Mikroorganizma organik materyalin varlığında 

daha da dirençli hale gelir (Abernety ve ark. 2011). Sığırların hastalığa karşı 

bağışıklık tepkilerinde önemli farklılıklar gösterdiği belirtilmiş olsa da bu farkın 

çoğu genetik ile ilgili olabilir. Sığır ırkları genetik olarak Bruselloza karşı duyarlı 

veya dirençli değillerdir. Süt ineklerinde Bruselloz insidansının yüksek olması, 

yetiştiricilik düzeninden kaynaklanan yakın birlikte yaşamanın sonucudur 

(Westhusin ve ark 2007, Aparicio 2013). 

B. suis enfeksiyonları esas olarak domuzları enfekte ederken, daha az sıklıkla 

sığırlarda veya koyun ve keçilerde enfeksiyon oluşturabilmektedirler. Dünyada 

domuz Brusellozundan 1, 2 ve 3 başta olmak üzere 5 adet B. suis biyovarı 

bulunmaktadır (EFSA 2009). Her iki cinsiyeti de etkileyerek, kısırlık, abort, orşit, 

kemik ve eklem lezyonlarına neden olabilmektedir. Biyovar 1 Amerika ve Asya'da 

bulunurken biyovar 3 Çin, ABD ve Avrupa'da rapor edilmiştir (OIE 2010). 

Prevalansı Güney Amerika ve Güneydoğu Asya'nın bazı bölgeleri hariç düşük 

olduğu bildirilmektedir. Avrupa Birliği içinde, domuz Brusellozunun epidemiyolojik 

durumu değişmektedir. Bazı ülkeler hastalıktan eradike iken, bazılarında sporadik 

bazılarında ise ciddi enfeksiyonlara neden olduğu bildirmektedir. Mevcut 

epidemiyolojik veriler, Avrupa'da B. suis biyovar 2'nin domuzlarda en yaygın 

enfeksiyon kaynağı olduğunu, ancak biyovarlar 1 ve 3'ün de mevcut olduğunu 

göstermektedir (EFSA 2009; Godfroid ve ark. 2011). 

B. suis giriş bölgeleri, esas olarak oral, nazofaringeal, konjunktival ve vajinal 

mukoza olmak üzere diğer Brucella enfeksiyonu tipleri için tanımlananlara benzer 

yol izlemektedir. Genellikle klinik belirtiler ortaya çıkmadan önce nispeten uzun bir 

inkübasyon süresi vardır. Bunlar genellikle genç hayvanlarda görülmez ve 

enfeksiyon oluşturma durumları hayvanların yaşına, cinsiyetine ve fizyolojik 

durumuna bağlı olarak değişmektedir (Aparicio 2013). 

B. canis, tüm köpekleri enfekte ettiği gibi az da olsa insanlara da bulaştığı 

bilinmektedir (Moreno 2014, Kauffman ve Petersen 2019). Canine Brucellozis olarak 

da isimlendirilen etken oral ve veneral olarak bulaşmaya ek olarak dişi köpeklerin 

plasenta atıkları ve vajinal sekresyonları ve erkeklerin spermalarında yüksek oranda 
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bulunmaktadır. İdrar ile bulaşmaya ilişkin bir kayıt bulunmamasına karşın, salya, 

nazal, oküler sekresyon ve dışkıdan izolasyonun yapılabildiği bildirilmektedir. Alet, 

ekipman ve insan faktörlerinin hastalığın bulaşmasında rol aldığı raporlarda 

bildirilmektedir (Wanke 2004, Seleem ve ark 2010, Kauffman ve Petersen 2019). 

1.4.2. İnsanlarda Epidemiyoloji 

İnsan Brusellozunun yaygınlığı, göçebe çobanlar, hayvancılık uygulamaları, 

beslenme alışkanlıkları, süt işleme yöntemleri ve süt ürünleri ve ayrıca çevresel 

sanitasyon gibi faktörlere bağlıdır (Zinsstag ve ark 2006, Gwida ve ark 2010). 

Bruselloz, enfekte çiftlik hayvanlarından insana pastörize edilmemiş süt veya süt 

ürünlerini tüketme, soluma, konjunktiva veya cilt sıyrıkları yollarıyla 

bulaşabilmektedir (Corbel 2006, Avila-Calderon ve ark 2013, Welburn ve ark 2014). 

Bulaşma ayrıca enfekte hayvanlar, plasenta ile abort dokuları veya ürünleri ile 

doğrudan temas yoluyla da gerçekleşebilir (Kose ve ark 2014). Bruselloz genellikle 

mezbahalarda, Veteriner hekimlerde, laboratuar teknisyenlerinde, avcılarda, 

çiftçilerde ve hayvancılık üreticilerinde görüldüğü için genellikle bir meslek hastalığı 

olarak kabul edilir. Brusellozun bulaşması genellikle kan transfüzyonu, organ nakli, 

kemik iliği nakli, emzirme yoluyla, cinsel temas veya doğuştan yol ile olmaktadır 

(Mantur ve ark 1996, Corbel 2006, Gwida ve ark 2010, Doedato ve ark 2011, Aznar 

ve ark 2012, Tuon ve ark 2017, Frank ve ark 2018). B. ovis koyunlarda yaygın 

olmasına rağmen insanlarda hastalığa neden olmadığı belirtilmiştir (Corbel 1997). 

Brusellozis, Türkiye’nin de içinde bulunduğu Akdeniz’e kıyısı olan Avrupa ülkeleri, 

Meksika, Hindistan, Kuzey Afrika, Arap Yarımadası, Orta ve Güney Amerika’da 

hiperendemik olarak seyretmektedir. Buna karşın Kanada, İngiltere, Avustralya, 

Yeni Zelanda ve Kuzey Avrupa ülkelerinde oldukça nadir olarak görülmektedir. Son 

yıllarda Kırgızistan, Tacikistan ve Kazakistan gibi Asya kıtasındaki ülkelerden yeni 

odaklar bildirilmiştir (Pappas ve ark 2006b, Kandemir 2015). Düşük ve orta gelirli 

ülkelerde, Brucella’nın gerçek insidansının saptanamaması genellikle eksik 

raporlama, yetersiz izleme verileri, mali kaynak ve kapasite eksikliği ve veteriner 

hekimler ile sağlık görevlileri arasındaki sorunlardan kaynaklanmış olduğu ve tüm 

bu faktörlerin hastalığın prevalansının artmasına etken olduğu paylaşılmaktadır 

(Fournier ve ark 2015). Bruselloz için başlıca risk faktörlerinin belirlenmesi, 

hastalığın doğası ve insan Brusellozunun ortadan kaldırılması için bulaşma yolları 

hakkında kapsamlı bir anlayışa ulaşmak için çok önemlidir (Sofian ve ark 2008, 
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Golshani ve Bouzari 2017). Endemik bölgelerde kontrol programlarının bulunması, 

akut Bruselloz vakalarının aile fertlerinin taranmasının önemi son zamanlarda 

vurgulanmıştır (Almuneef ve ark 2004, Mantur ve ark 2006, Verma 2013, Esmaeili 

2014).  

1.4.3. Ülkemizde Bruselloz 

Türkiye’de endemik olarak görülen Bruselloz, özellikle, Doğu, Güneydoğu ve İç 

Anadolu’da yer alan illerde yoğun olarak seyretmektedir. Yapılan hastalık 

bildirimlerinde vaka sayısında düşme görülmesine rağmen, hayvan ve insan 

Brusellozu henüz kontrol altında değildir (Sağlık Bakanlığı 2011). Türkiye'de 

1980'lere kadar insanlarda Bruselloz vakası nadiren kaydedilmiştir. Örneğin, 1930 ve 

1980 arasında, 2000'den az vaka kaydedilmiştir. Resmi olarak 1980–2005 

döneminde, toplam 189.226 insanda Bruselloz vakası rapor edilmiştir; bunların 

yaklaşık 90.000'i, yılda yaklaşık 15.000 vaka olmak üzere 2000 ve 2005 yılları 

arasında bildirilmiştir. Ancak kayda geçilmeyen vakalar da göz önüne alındığında 

tahmini oranın 1:30 civarında olduğu ve gerçek rakamlara ulaşılamadığı 

düşünülmektedir (Durusoy ve Karababa 2010, Yumuk ve O'Callaghan 2012). 

Türkiye'de ilk laboratuvar onaylı Bruselloz vakası 1915'te bildirilmiştir. Ülkemizdeki 

raporlar incelendiğinde, 1915'ten 1963'e kadar 48 yılda 11. 621 kişinin Brusella 

aglütinasyon testi ile test edildiği ve bunların yaklaşık %9'unun pozitif olduğu tespit 

edilmiştir. Çelik (1937), 1157 kişiden aldığı örnekleri çalışmış ve %2.6 oranında 

Bruselloz tespit etmiştir. Golem (1943), 1154 kişiden aldığı örnekleri çalışmış ve 

%5,9'unda pozitiflik belirlemiştir. Akyay ve Gürsel (1957), Eskişehir ilinde 2424 kişi 

ve 203 mezbaha işçilerinden aldığı örnekleri çalışmış ve sırasıyla %4,3 ve %23,1 

oranında Bruselloz tespit etmiştir (Yumuk ve O'Callaghan 2012). Türkiye’de TC. 

Sağlık Bakanlığının OIE ile paylaştığı rapor doğrultusunda 2019 yılı Bruselloz vaka 

sayısı 10244 olup, 2015 yılında vaka sayısının (4173) en düşük seviyelere indiği 

görülmektedir. Aynı verilere göre son ölüm vakası 2018 yılında rapor edilmiştir 

(WAHİS 2019).  

1.5. Patogenez 

 Bruselloz, genel itibarı ile gebeliğin son üç ayında abortlar, prematüre 

doğumlar ile hayvanlarda infertiliteye neden olmaktadır. (Poester ve ark 2005). 

Zoonotik potansiyeli nedeniyle bruselloz, hayvanlarda aborta neden olan diğer bazı 

hastalıklardan ayırt edilmelidir. Hayvanlarda enfeksiyonun akıbeti; hayvanın yaşına, 
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üreme ve immünolojik durumuna, doğal direncine, etkeni alış yoluna ve enfektif 

suşun virülansına ve sayısına bağlı olarak değişmektedir (Neta ve ark 2010). 

 Brucella'nın neden olduğu ilk aborttan sonra, ilerleyen dönemlerde tekrar 

abort görülse de inekler sıklıkla normal doğum yaparlar. Gerek enfekte annelerden 

doğan vertikal yolla etkeni almış buzağılar, gerekse kontamine sütlerle beslenerek 

enfekte olan buzağılar hastalık belirtisi göstermeksizin serolojik olarak negatif 

kalabilirler. Ancak bu tür düveler ilk gebeliğinde asemptomatik enfeksiyon 

sonucunda abort yapabilir ya da enfekte yavrular doğururlar. Enfekte sığırlar etkenin 

bulaşmasında ana kaynaktır. Enfeksiyonun diğer klinik belirtileri ise ineklerde süt 

veriminin azalması sütteki somatik hücrelerin sayısındaki artışı ve bozulmuş üreme 

sağlığı ve verimliliğidir (Neta ve ark 2010). 

 Enfeksiyon genellikle belli başlı ayırt edici klinik semptomplar ile 

seyretmesede enfekte boğalar, ateş, iştahsızlık ve depresyon gibi sistemik enfeksiyon 

belirtileri geliştirebilir (Campero ve ark 1990). Boğalarda B. abortus'un neden 

olduğu en önemli lezyon, genellikle seminal vezikülit ve epididimit ile ilişkili olan 

orşittir (Neta ve ark 2010). Testis parankiminin kronik orşit ve fibrozunun bir sonucu 

olarak, etkilenen boğalarda kalıcı kısırlık gelişebilir (Campero ve ark 1990). 

 Atık fetüslerin yanı sıra elimine edilen fetal membranlar ve uterus 

sekresyonları abort veya doğumdan sonra en önemli enfeksiyon kaynaklarıdır. 

Hastalık, buzağılara vertikal olarak ve kontamine süt yoluyla da bulaşabilir, ancak bu 

enfeksiyon yolları çok daha az önemlidir. Veneral bulaşma, doğal koşullar altında 

önemli bir enfeksiyon yolu olmamakla birlikte, kontamine sperma ile suni 

tohumlama potansiyel bir enfeksiyon kaynağı teşkil etmektedir (Neta ve ark 2010). 

 Etkenin inhalasyonu sonucu solunum mukozası, bütünlüğü bozulmuş deri 

veya konjunktiva yoluyla enfeksiyon meydana gelebilmesine rağmen, en yaygın 

enfeksiyon yolu gastrointestinal sistemdir ki buradan lokal lenf düğümlerine yayılır 

ve burada Brucella etkenleri fagositlerde hücre içinde çoğalarak lenfatik damarların 

invazyonunu takiben gelişen bakteriyemi sonucunda sistemik enfeksiyon meydana 

gelmektedir (Ko ve Splitter 2003). Sistemik enfeksiyon, gebe uterusta, erkek genital 

organlarında ve meme bezlerinde etkenin kolonizasyonunu destekler (Ko ve Splitter 

2003, Neta ve ark 2010).  
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 B. abortus'un, gebelikte son trimesterde yüksek konsantrasyonlara ulaşan 

eritritol ve steroid hormonların etkisi altındaki uterusa karşı güçlü bir yönelimi 

vardır. Eritritol, B. abortus tarafından karbon ve enerji kaynağı olarak metabolize 

edilebildiğinden hayatta kalmasına yardımcı olur (Samartino ve Enright 1996). Geviş 

getirenlerin koryonik villuslarının tabanında bulunan eritrofagositik trofoblastik 

hücreler, B. abortus'un interkotiledoner trofoblastlara yayıldığı yerden fetal plasental 

dokuların birincil invazyon bölgesi olarak kabul edilir (Santos ve ark 1996). Brucella 

çoğalması, inflamatuar hücrelerin infiltrasyonunu, trofoblastik nekrozu, vasküliti ve 

allantokoryon ülserasyonunu indükler. Sonuç olarak, fetal-maternal metabolik 

alışverişler bozulur ve abort ile sonuçlanmaktadır (Nata ve ark 2010). 

 Histolojik olarak plasentadaki birincil hedef hücreler olan trofoblastik 

hücreler şişkin ve etken ile doldurulur. Nekroz, ödem, fibrin birikimi ve bazı 

durumlarda vaskülit ile birlikte genellikle nötrofilik ve histiyositik bir enflamatuar 

infiltrat vardır. Endometriyumda ciddi bir nötrofil, lenfosit, plazma hücresi ve 

eozinofil birikimi vardır. Yangısal reaksiyon, multifokal erozyon veya yüzeysel 

ülserasyonla beraberdir (Neta ve ark 2010).  

 Brucella enfeksiyonlarının en önemli özelliği; etkenin hem retiküloendotelial 

sistemin fagositik hücrelerinde hem de trofoblastlar gibi fagositik olmayan hücrelerin 

içinde çoğalabilmesidir (He 2012). Makrofajlar, dentritik hücreler (DC) ve 

trofoblastlar Brucella’lar için önemli hedef hücrelerdir (Xavier ve ark 2010). Etkenin 

hedef hücrelere ulaşması için solunum sistemindeki mukozal bariyeri, ürogenital 

sistemi ya da sindirim sistemini geçmesi gerekir. Brucella, intestinal mukozaya 

invazyonunu membranöz hücreler (M hücreleri) aracılığıyla yapar. İntra-epitelyal 

fagositler de transepitelyal göç ve Brucella'nın lamina propria ve submukozaya 

taşınmasını destekler. Fagositoza duyarlı hale gelmis bakteri komplement ya da Fc 

reseptörleri aracılıgı ile fagosite edilirken, fagositoza duyarlı hale gelmeyen etkenler 

lektin ve fibronektin reseptörlerinin etkilesimi ile hücreleri ele geçirir. Opsonize 

bakteri genellikle aktive olmuş makrofajlar tarafından hücre içinde çoğalmaya 

başlamadan fagolisosom içinde öldürülür. Opsonize olmayan mikroorganizmalar ise 

genellikle hayatta kalıp, kendisini alan makrofajın içinde çoğalarak hedef hücrelere 

ulasır (Nata ve ark 2010, Xavier ve ark 2010). Attenue suşlar da konakçı hücrelere 
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yapışır ve invaze eder, ancak hücre içinde hayatta kalamazlar (Gorvel ve Moreno 

2002, Nata ve ark 2010). 

 Brucella için fagositik olmayan hücrelerde spesifik bir reseptör 

tanımlanmamakla birlikte, adezyona katılan spesifik bakteriyel moleküllerin kanıtı 

bulunmaktadır (Gorvel ve Moreno 2002). Brucella'nın 41 Kd' luk (SP41) yüzey 

proteini, konakçı hücrelere yapışma ve invazyonu ile ilişkilidir (Castenada-Roldan 

2006). In vitro çalışmalar, epitelyal hücrelerin etken tarafından invazyonu, aktin 

filamanlarının, bakterinin konakçı hücre zarı ile etkileşim alanına alınmasıyla ilişkili 

olduğunu göstermiştir (Guzman-Verri ve ark 2001). Epitel hücresine penetrasyon, 

aktin polimerizasyonu gerektirir (Kim 2015).   

 Etkenin fagositik olmayan hücrelere yapışması ve internalizasyonu, Rho, Rac 

ve Cdc42 gibi hücre iskeleti düzenleyicileri olarak bilinen Rho alt ailesine ait 

GTPaz'ların dolaylı ya da doğrudan aktivasyonu ile gerçekleşir (Guzman-Verri ve 

ark 2001). Bu proteinler hücre metabolizmasının düzenlemesinde rol oynarlar. 

Cdc42, fagositik olmayan bir hücre ile temas sırasında Brucella tarafından doğrudan 

aktive edilen tek GTPazdır. Rac ve Rho'nun aktivasyonu ise dolaylıdır çünkü 

inhibisyonları konakçı hücrelere invazyonu engellemektedir (Nata ve ark 2010). 

Bunlara ek olarak, siklik GMP, PIP3-kinaz, tirosin kinaz ve MAP kinazları içeren 

diğer proteinler Brucella’nın konakçı hücre yüzeyine yapışmasında rol oynar 

(Guzmán-Verri ve ark 2001, Gorvel ve Moreno 2002). 

 GTPaz aktivasyonu ve F-aktin polimerizasyonu aynı zamanda makrofaj 

yüzeyine yapışma ile de ilişkilidir (Guzmán-Verri ve ark 2001). Annexin I’de 

yapışmanın erken safhalarında membran füzyonunda rol oynayan bir proteindir 

(Glowacka ve ark 2018). Bakteriyel internalizasyon, makrofaj hücre zarında oluşan 

mikro bölgeler olan, lipid parçacıkları tarafından da meydana gelir. Bu yapı, 

Brucella'nın hücre içi trafiğine katkıda bulunur (Şekil 1.4) (de Figureido ve ark 

2015). Opsonize olmayan Brucella suşları, insan monositlerine ve murin 

makrofajlarına lipidize olarak internalize olurlar. Bu işlem, TLR4 ve PI3-kinazın 

aktivasyonunu gerektirir. Bununla birlikte, insan dendritik hücrelerindeki bu süreç, 

yalnızca kısmen lipidizasyona bağlıdır (von Bargen ve ark 2012). LPS'de O-

polisakkarit içermeyen (R-LPS) brucella suşları, ökaryotik hücrelere lipid 

parçacıkları vasıtasıyla nüfuz etmez ve bu nedenle makrofajlar tarafından yok edilir 
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(Glowacka ve ark 2018). Lipid parçacıkları, kolesterol, GPI 

(glikosilfosfatidilinositol) ve GM1 (gangliosidler) bakımından zengindir. 

Lipidizasyon ile ilişkili proteinler: GPI ve GM1'in yanı sıra Brucella içeren 

makropinozomlarla kolesterol sağlar ve makrofajlara internalizasyonu kolaylaştırır. 

Brucella, TLR'ler tarafından tanınır, ancak modifikasyonlar nedeniyle TLR'ler ile 

etkileşimi Enterobakterilere göre 10 kat daha azdır (Glowacka ve ark 2018). Bu 

nedenle, Nükleer Faktör kappaβ (NF-κβ)'nın aktivasyonu ve inflamatuar sitokinlerin 

üretimi daha zayıftır (de Figureido ve ark 2015). 

 
Şekil 1.4. Makrofaj hücrelerinde Brucella'nın hücre içi trafiği (de Figureido ve ark 

2015). 

Etkenin hücre içinde hayatta kalması, asitleşmiş intrafagosomal ortama 

direnme ve fagosom-lizozom füzyonunu inhibe etme yeteneğine bağlıdır (Neta ve 

ark 2010). Bu süreçler, hücre içi hareketi yönlendiren, fagozomun normal 

olgunlaşma sürecini değiştiren ve bakteri içeren fagozomların lizozomlarla 

füzyonunu bloke eden Brusella’nın fogosite olması ile tetiklenir (Gorvel ve Moreno 

2002). Etkenin hücre içi iletişimi ve hücre içi hayatta kalma kabiliyeti tüm hücre 

tiplerinde aynı değildir. Örneğin, nötrofiller Brusella’nın hücre içi büyümesine izin 

vermezken, organizma, patojenin hücre içi trafiğinin fagositik olmayan hücrelere 
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benzer olduğu makrofajlar gibi diğer fagositlerde iyi hayatta kalır (Gorvel ve Moreno 

2002, Nata ve ark 2010). Brusella’nın fagosite olmasından kısa bir süre sonra, küçük 

GTP-bağlayıcı protein Rab 5 ve Erken Endozomal Antijen 1 (EEA1) ekspresyonunu 

saplayan erken fagosomal kompleks oluşur (Chaves-Olarte ve ark 2002, Nata ve ark 

2010). GTPazlar Brucella etkenin hücre içi iletişimi sırasında da aktive edilir, ancak 

invazyon işlemi sırasında aktive edilenlerden farklıdır. Dolayısıyla, invazyon ve 

hücre içi hareketten bağımsız görünmektedir (Guzman-Verri ve ark 2001, Gorvel ve 

Moreno 2002). Hücre içi hayatta kalmak için, enfeksiyonun erken aşamalarında 

Brusella içeren vakuolün (BCV) asitleştirilmesi de gereklidir. Bu asitleştirilmiş 

ortam, hücre içi sağ kalımı destekleyen bakteriyel gen ekspreyonu profilindeki 

değişimleri indükler (Porte ve ark 1999). 

 HeLa hücrelerine inokule edildikten 2 saat sonra Brucella etkeni, 

otofagosomlar için bir belirteç olan lizozom ile ilişkili membran glikoprotein 1 

(LAMP1) ile işaretlenmiş çok membranlı hücre içi bölmelere lokalize olur. Brucella 

içeren vakuol daha sonra kalretikulin ve sec61b gibi rough endoplazmik retikulumun 

(RER) belirteçlerini alır. Bu bulgular, etkenin fagosom kompartımanından 

organizmanın replikasyon için optimal bir ortama sahip olduğu konakçı hücrenin 

RER'sine doğru harekette olduğunu göstermektedir. Brucella ile enfekte olmuş 

hücrelerin erken ultrastructurel analizi de RER'i replikasyon yeri olarak tanımlamıştır 

(Nata ve ark 2010). Brucella çok membranlı hücre içi bölmelerinde sınırlı 

replikasyona sahipken RER, optimum bakteri replikasyonunu sürdüren tek 

organelidir (Chaves-Olarte ve ark 2002, Gorvel ve Moreno 2002). 

 Brucella, ekzotoksinler, sitolizinler, kapsül, fimbria, flagellum, plazmidler, 

lizojenik fajlar, antijenik varyasyon, endotoksik lipopolisakkarit (LPS) ve konakçı 

hücre apoptoz indükleyicileri gibi klasik virülans faktörlerine sahip değildir (Moreno 

ve Mariyon 2001). Brusella türlerinin virülans mekanizmaları, organizmanın hücre 

içi replikasyon alanına ulaşmasına izin veren, invazyon ve hücre içi hayatta kalma 

yeteneği için gerekli olan faktörlerdir (Guzmán-Verri ve ark 2001, Moreno ve 

Moriyon 2001). 

 Brucella LPS, organizmanın konakçı hücreleri işgal etmeden önce hücre dışı 

ortamda virülansta önemli bir rol oynamaktadır (Ko ve Splitter 2003). Bununla 

birlikte, Brucella rough mutant suşlarının hücre içi olarak smooth suşlardan daha az 
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hayatta kalma yeteneği vardır, çünkü LPS-O zinciri makrofajlarda Brucella'nın hücre 

içine girişi ve erken hücre içi fazı için gereklidir (Lapaque ve ark 2005, Nata ve ark 

2010). 

 Hücreye giriş sırasında Brucella etkeni, GTPazların toplanması ve dış zarın 

sürdürülebilmesi için gerekli olan BvrR/ BvrS adlı iki bileşenli bir düzenleyici 

sisteme dayanır. Böylece, bvrS-bvrR mutantları, fagositik olmayan hücrelerin 

invazyonu ve hücre içi sağkalım için bozulur (Lopez-Goni ve ark 2002). Bu sistemin 

iki bileşeni, histidin-kinaz süper ailesinin bir sensör protein üyesi olan BvrS ve bir 

regülatör protein olan BvrR'dir. Bu sistem konakçı hücrelerin invazyonunda rol 

oynayan dış zar proteinlerinin (Omp) ekspresyonunu düzenler (Nata ve ark 2010). 

Mutasyona uğramış bvrR ve özellikle bvrS'ye sahip olan Brucella suşları, Rho alt 

ailesinin, özellikle Cdc42'nin, aktin polimerizasyonu ve konakçı hücrelerin 

invazyonu için gerekli olan GTPazlarını alma yeteneğinden yoksundur. Ek olarak, 

konakçı hücrelerin bu mutantlar tarafından invazyonu enzimatik işlemlerle yapay 

olarak uyarıldığında mutantlar konakçı hücre öldürme mekanizmalarına daha 

duyarlıdır. Bu durumda hücre içi sağkalımdaki zayıflamaya, mutantların fagosom-

lizozom füzyonunu önleyememesine neden olur (Lopez-Goni ve ark 2002). 

 Brucella siklik β-1,2-glukan sentetazının tükenmesi, farelerde B. abortus’un 

hayatta kalması ve HeLa hücrelerinde hücre içi replikasyon için gerekli olan dış zarın 

bileşenleri olan siklik β -1,2-glukan eksikliğine neden olur. Siklik β-1, 2-glukanlar, 

Brucella enfeksiyonunun erken hücre içi fazı esnasında gereklidir, çünkü etkenin 

RER'e hareketi için önemli olmasada, fagosom-lizozom füzyonunu önlerler (Nata ve 

ark 2010). 

 Brucella temel bir virülans mekanizması olan hücre içi çoğalma yeteneği için 

de gerekliliği olarak kabul edilen VirB tarafından kodlanan T4SS, hem HeLa 

hücreleri gibi fagositik olmayan hücrelerde hem de fagositik hücrelerde etkenin 

hücre içi büyümesi için gereklidir (Nata ve ark 2010). 

 T4SS, T yardımcı hücre tip 1 (Th1) polarizasyonuna katkıda bulunan IL-12 

ve interferon (IFN)γ gibi sitokinlerin erken yanıtı için gereklidir (Rolan ve Tsolis 

2008). Brusella'nın nötrofiller, makrofajlar ve dendritik hücreler (DC'ler) tarafından 

ilk kez tanınması, Toll benzeri reseptörleri (TLR'ler) içerir (Nata ve ark 2010). 

TLR'ler, patojen ilişkili moleküler modeller (PAMP) olarak bilinen 
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mikroorganizmaların korunmuş bileşenleri tarafından uyarılır. Lipoproteinler, LPS, 

flagellin ve DNA gibi bakterilerden gelen PAMP'ler, sırasıyla TLR2, TLR4, TLR5 

ve TLR9 ile tanınır (Takeda ve Akira 2005). 

 Brucella enfeksiyonu sırasında, düzenleyici rol alan, T hücreleri tarafından 

IFNγ üretimi DC aktivasyonu ile sonuçlanır. Farelerde yapılan çalışmalarda, 

Brucella enfeksiyonuna karşı DC aktivasyonu ve olgunlaşmasında rol alan, T 

hücrelerinde IFNγ üretimi için MyD88 (Miyeloid Differentiation 88) proteininin 

gerekliliği ortaya konmuştur (Copin ve ark 2007, Macedo ve ark 2008). Önemli 

olarak, smooth Brucella LPS yapısı DC'leri IL-12 üretecek şekilde uyarır ve bu da 

CD4 + T hücrelerini uyarılmasına neden olur (Billard ve ark 2007). Oksidatif 

patlamalar ve nitrik oksit üretimi, makrofajların bakterileri öldürdüğü ve IFNγ ve 

tümör nekroz faktörü (TNFα) gibi doğuştan gelen bağışıklık sitokinleri tarafından 

uyarıldığı etkili mekanizmalardır (Nata ve ark 2010).  

 Doğal katil hücrelerin (NK) sitotoksik aktivitesi de etkene karşı doğal 

bağışıklığın bir parçasıdır. Hayvan NK hücreleri, makrofajların bakterisidal 

aktivitesini uyaran bir sitokin olan IFNγ 'nin salgılanması yoluyla doğrudan hareket 

edebilir. Kompleman sisteminin proteinleri, esas olarak hücre dışı Brucella'nın 

opsonizasyonundaki ve anında ortadan kaldırılmasındaki rolleri aracılığıyla ya da 

antikor tarafından nötralize edilen bakterilerle etkileşime girerek doğuştan gelen 

bağışıklık tepkisine katkıda bulunur (Nata ve ark 2010).  

 Brucella etkenine karşı etkili adaptif bağışıklık tepkisi, spesifik T hücresi 

aktivasyonu ile teşvik edilen hücre aracılı bir bağışıklık gerektirir. Etken, α/β 

reseptörleri ile ilişkili ko-reseptör moleküllerinden CD4+ barındıran T yardımcı 

hücreleri veya CD8+ barındıran sitotoksik T hücreleri tarafından tanınır ve 

sonrasında bakteriyel antijenler işlenerek, antijene özgü MHC sınıf II veya I yoluyla 

sunulur (Nata ve ark 2010). Bununla birlikte, γ/δ T hücreleri in vitro koşullarda litik 

aktiviteye sahiptir, TNFα ve IFNγ gibi sitokinler üretirler, böylece makrofajları 

aktive edebilir ve α/β T-hücre aktivasyonunu modüle edebilirler (Ottones ve ark 

2000). 

 Th1 hücreleri tarafından üretilen başlıca sitokin, makrofaj aktivasyonundan 

ve Brucella enfeksiyonunun in vitro ve in vivo kısıtlanmasından sorumlu olan IFNγ 

dir. Ayrıca Thl hücrelerinden salgılanan IL-2 T-hücresi klonal genişlemesini 
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destekler ve makrofajlarda etkenin çoğalmasının kontrolüne katkıda bulunur. 

Bunların aksine, IL-10 gibi bir Th2 yanıtı ile ilişkili sitokinler, Brucella enfeksiyonu 

sırasında, inflamatuar yanıtı sınırlandıran ve farelerde kalıcı enfeksiyon oluşumunu 

destekleyebilen bir etki göstermektedirler (Nata ve ark 2010). 

1.6. Klinik Bulgular 

1.6.1. Hayvanlarda Klinik Bulgular 

Brusellozlu hayvanlarda tek klinik tablonun şekillenebileceği gibi birden 

fazla da klinik semptomla görülebilecek hastalık olduğu bildirilmektedir (OIE 2012). 

Brusellozun ana semptomu hayvanlarda bakterinin plasenta ve fetüse olan afinitesi 

sonucu şekillenen abort semptomudur. Etken aborte olmuş fetüs ve plasenta 

dokularında önemli yoğunlukta mevcut olabilmektedir. Hayvanların gebelikleri 

esnasında etkenle karşılaşmadan sonra atık semptomu tek sefer görülebileceği gibi 

sonraki gebeliklerde atık semptomu görülebilmektedir. Ayrıca enfekte hayvan etkeni 

hayatlarının sonuna kadar taşımaya devam ederler. Doğum sonrası da sütü ile etkeni 

saçmaya devam ettikleri bildirilmektedir (Yumuk ve O'Callaghan 2012, Poester ve 

ark 2013). Abort görülen hayvanlarda yavru zarlarının atılamaması ile birlikte, 

infertilite ve mastitis vakaları sıklıkla yaşanabilmektedir. Etken çok sık olmamakla 

birlikte hayvanlarda bursa mukozaları, tendo zarları ve eklemlere affinite gösterip bu 

bölgelerde kronik yangılara neden olabilmektedir. Diz eklemlerinde artritislere de 

sebep olabilmektedirler (Songer ve Post 2012, OIE 2016). Erkek hayvanlarda etken 

kaynaklı seminal vezikülit, orşit ile epididimit sıklıkla görülebilmektedir (Megid ve 

ark 2010, OIE 2012, Poester ve ark 2013). Enfekte boğalarda sperma üretiminin 

azalması veya kalıcı infertilite semptomları görülmektedir (Poester ve ark 2013). 

Gebe ineklerde 5 ile 8. aylar arasında abort meydana gelmektedir (Megid ve 

ark 2010). Genellikle gebe ineklerde abort bir kez meydana geldikten sonra 

bağışıklık kazanılır. Abortun ardından plasental retansiyon, metritise yol açabilir ve 

bu da kısırlığa neden olabilir. Bunların yanında bazı enfekte inekler hastalığın 

belirtilerini göstermeden de normal buzağıları doğurabilirler. Boğalardaki Bruselloz 

esas olarak orşit, epididimit, ampülit ve seminal vezikülite yol açan üreme sistemini 

etkiler. Orşit genellikle tek taraflıdır, ancak her iki testisin de etkilenme olasılığı 

vardır (Kaltungo ve ark 2014). 

Dişi domuzlardaki Brusellozun en yaygın belirtisi gebeliğin herhangi bir 

zamanında meydana gelen aborttur (OIE 2012). Kronik enfekte dişi domuzlar da 
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vajinal akıntı genellikle yoktur. Hastalığın ekonomik olarak en önemli devamı abort 

yerine kısırlıktır. Üreme sırasında genital sistem yoluyla B. suis'e maruz kalan dişi 

domuzlar ve genç dişi domuzların abort oranının daha yüksek olduğunu ve abortların 

gebelik aşamasından ziyade B. suis'e maruz kalma süresinden daha fazla 

etkilendiğini bildirmişlerdir (Kaltungo ve ark 2014). Buna ek olarak, çiftleşmesinden 

sonraki 17 gün gibi kısa bir sürede embriyonik rezorpsiyonlara, B. suis'i yayan 

domuzlar ile karşılaşılmıştır (Acha ve Szyfres 2003). Bruselloz, üreme sisteminde 

lezyonlara neden olarak daha kalıcı olabilir ve bu da genellikle cinsel aktivitelere 

geçici veya kalıcı hasarlar ile sonuçlanır (OIE 2012). Her iki cinsiyette de 

enfeksiyon, daha sonra topallık ve bazen posterior felç olarak ortaya çıkabilen şişmiş 

eklemlere ve tendon kılıflarına neden olabilir. Çeşitli organ ve dokularda çeşitli 

boyutlarda apseler de olabilir. Genital enfeksiyon gelişmeyen domuzlar nadiren 

hastalıktan iyileşir. Bununla birlikte, aksesuar seks bezlerindeki enfeksiyonlar 

domuzlarda çok yaygındır, ancak her zaman doğurganlığı etkilemez (Kaltungo ve 

ark. 2014). 

Bruselloz enfeksiyonu olan atlar semptom vermeden iyileşebilir ve temastan 

iki yıl sonra klinik belirtilerin görülebileceği bildirilmiştir (Cvetnic ve ark 2005). Bu 

türdeki enfeksiyon çoğunlukla B. abortus'u içerir. Hastalık esas olarak supraspinöz 

ve supra-atlantal bursa iltihabı olarak kabul edilir. Sendromlar sırasıyla “yumruklu 

solmalar” ve “anket kötülüğü” olarak bilinir. Bursa kesesi açık, viskoz, saman renkli 

bir eksüdat ile belirgin bir şekilde dağılır ve kalınlaşmış bir duvar geliştirir. 

Lezyonlar patlayabilir ve sekonder etkenler ile kontamine olabilir. Vajinal akıntılarda 

organizmanın atılımı kısraklarda kısa süre ile görülmektedir.  B. abortus enfeksiyonu 

nedeniyle atlarda bildirilen diğer klinik bulgular artrit, aralıklı topallık, uyuşukluk ve 

karpal eklemin şişmesidir (Ocholi ve ark 2004, Kaltungo ve ark. 2014). 

B. canis ile enfeksiyonun üreme sistemi ile ilişkili değişken klinik bulgularla 

sonuçlandığını bildirmektedir (Shin ve Carmichael 2012). Enfeksiyonun spesifik 

olmayan genel belirtileri arasında uyuşukluk, zayıf tüy tabakası, yorgunluk, kilo 

kaybı, egzersiz intoleransı ve hastalık sürecinin erken dönemlerinde lenfadenopati 

yer alabildiği bildirilmektedir (Wanke 2004, Hollet 2006, Casford 2018, Kauffman 

ve Petersen 2019). Bu enfeksiyon, yüksek morbidite ve düşük mortalite ile 

asemptomatik ve hafif olarak seyredebilmektedir (Hollet 2006). B. canis enfeksiyonu 

ilerledikçe splenomegali ve tekrarlayan üveit meydana gelebilir. Ek olarak, topallık, 
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kas güçsüzlüğü, omurga ağrısı ve nörolojik disfonksiyon gibi ortopedik sorunlar, 

spinal kompresyon ile ilişkilendirilebilir (Wanke 2004, Casford 2018, Hensel ve ark 

2018). Omurga hastalığı erkek köpeklerde daha yaygındır, çünkü prostat B. canis 

için bir rezervuar görevi görür ve aralıklı bakteremiyi teşvik eder (Hensel ve ark 

2018, Kauffman ve Petersen 2019). Damızlık köpeklerde görülen klinik belirtiler 

esas olarak testislerdedir. Akut epididimit ve prostatit daha yaygın belirtilerdir, orşit 

ise daha nadirdir (Olsen ve Palmer 2014, Casford 2018, Hensel ve ark 2018). Sperm 

aglütinasyonu, sperm anormallikleri ve enflamatuar hücreler gibi hastalıklar 

spermatik değişikliklere yol açabildiği bilgisi paylaşılmıştır (Wanke 2004, Hollet 

2006, Kauffman ve Petersen 2019). Dişi köpek türlerinde Brusellozun karakteristik 

işareti, 30-57 gün arasında ortaya çıkabilecek geç dönem abort durumudur. Olguların 

yaklaşık %75'inde 45 ila 55 günlük gebelik daha sık görülebilmektedir. Abortu altı 

haftaya kadar devam eden mukoid, sero-sanguineous, kahverengimsi veya gri vajinal 

akıntı takip eder. Brusellozlu dişi köpeklerde östrus ve üreme şekli değişmez (Hollet 

2006, Casford 2018, Hensel ve ark 2018, Kauffman ve Petersen 2019). Dişi 

köpekteki hastalık, doğum sonrası dönemde sıklıkla ölen hasta yavrularının 

tekrarlanan abortlarına veya doğumuna neden olabilir. Üreme sonrasında 2-3 hafta 

içinde emilim veya erken embriyonik ölüm de görülebilir. Daha sonra hastalıkta, 

görünüşte normal yavruların doğumu ortaya çıkabilir (Hollet 2006, Shin ve 

Carmichael 2012, Kauffman ve Petersen 2019). B. suis ile deneysel olarak enfekte 

olmuş köpeklerin ateşli ve asemptomatik olduğunu ve lezyon bulunmadığını 

bildirmişlerdir (Mathur ve ark 2007).  

Develerin hangi Brucella türü için ana konakçı olduğu bilinmemektedir 

(Musa ve Shigidi 2001). Bununla birlikte, keçi, sığır ve koyun ile birlikte 

otlatıldıklarında B. abortus ve B. melitensis ile enfekte olabilirler. Enfekte sütlerin 

tüketilmesi ciddi bir halk sağlığı problemi ortaya çıkarmaktadır (Musa ve ark 2008, 

Gwida ve ark 2012). Develerde Brusellozun klinik belirtilerin nadiren görülmesinden 

dolayı, develer gizli taşıyıcı olarak kabul edilmektedir (Kaltungo ve ark. 2014). 

1.6.2. İnsanlarda Bruselloz 

İnsan Brusellozu, farklı klinik belirtilerle seyreden kronik bir enfeksiyondur 

(Kaltungo ve ark. 2014). Hastalığın seyrine bağlı olarak, insan Brusellozu üç şekilde 

sınıflandırılır: akut Bruselloz; güçsüzlük, dalgalı ateş, baş ağrısı, miyalji, kırmızı 

döküntü, splenomegali, hepatomegali ve gastrointestinal semptomlarla karakterize 
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hastalıktır. Akut faz ölümle, subakut veya kronik forma geçişle ya da iyileşme ile 

sonuçlanabilmektedir. Subakut Bruselloz akut seyre özgü hemen hemen tüm 

semptomların daha hafif olarak görüldüğü hastalıktır. Kronik Bruselloz, uzun süreli 

belirti ve semptomların yorgunluk, tekrarlayan ateşler, artrit, endokardit ve spondilit 

olabildiği hastalıktır (Corbel 2006, Purcell ve ark 2007, Xavier ve ark 2010, Galinska 

ve Zagorski 2013, Golshani ve Bouzari 2017,).  

Hastalıkta en yaygın klinik bulgu, sıcaklığın sabahları 37ºC'den öğleden sonra 

40ºC'ye kadar dalgalanan ateştir. Diğer belirtiler arasında tuhaf bir kokuya sahip gece 

terlemeleri, titreme, artralji, kas ağrısı ve halsizlik yer alır (Megid ve ark. 2010, 

Casford 2018, Hensel ve ark 2018). Ayrıca halsizlik, uykusuzluk, iştahsızlık, baş 

ağrısı, kabızlık, cinsel isteksizlik, sinirlilik ve depresyon da yaygın olarak görülen 

semptomlardır. Klasik bilgi Brusellozun insan uterusunda eritritol şekeri 

bulunmadığı için abortlara neden olmayacağını belirtmesine rağmen Brusellozun 

insanlarda konjenital ve neonatal enfeksiyonlara neden olabileceği bildirilmiştir. Bu 

durum, Brucella türlerinin fetal veya plasental dokulardan izole edildiği birkaç vaka 

ile kanıtlanmıştır (Karcaaltincaba ve ark. 2010, Roushan ve ark. 2011). Etkilenen iç 

organlara bağlı olarak, spondilit, artrit, endokardit, orşit ve prostatit gibi 

komplikasyonlar fark edilebilir (Acha ve Szyfres 2003, Kaltungo ve ark. 2014). 

Menenjit, ensefalit, meningo ensefaliti, beyin apsesi, yüz felci, 

meningomiyeloensefalo-spondiloz ve iskemik ataklar gibi nörolojik 

komplikasyonların da hastalığın başlangıcı sırasında, iyileşme döneminde veya hatta 

bir akut enfeksiyon iyileşmeden sonra oluşabildiği bildirilmektedir (Tikare ve 

Mantur 2008). Hastalık zayıflatıcı ve kronik olsada, Bruselloz, endokardit nedeniyle 

tedavi edilmeyen birkaç vaka hariç, insanlarda nadiren ölümcüldür (Kaltungo ve ark. 

2014). Genellikle iltihaplı lezyonlarla ilişkili uzun süreli bir hastalık, B. suis 

enfeksiyonları ile ilişkilidir. B. abortus, nadiren komplikasyonlara neden olan hafif 

ila orta şiddette sporadik hastalık ile ilişkilidir. B. canis enfeksiyonunun B. abortus 

enfeksiyonundan ayırt edilemeyen bir hastalık seyri vardır. (Lucero ve ark 2005, 

Kauffman ve Petersen 2019). B. canis enfeksiyonu, sık nükslere neden olan sinsi bir 

başlangıca sahiptir ve insanlarda yaygın olarak kronik hastalığa neden olmaz. B. 

pinnipedialis ve B. cetaceae'nin insanlarda Nörobruselloza neden olduğu 

bildirilmiştir (Kaltungo ve ark 2014). 
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1.7. Tanı Yöntemleri 

1.7.1. Direkt Tanı Yöntemleri 

Hastalığın teşhisi için en güvenilir yol direkt tanı yöntemi olan Brucella'nın 

izolasyonudur (Alton ve ark 1988, Perez-Sancho ve ark 2015). Hastalığın teşhisinde 

materyal olarak dalak, akciğer ve mide içeriğinin bulunduğu atık fötüs, vajinal 

akıntılar, süt, sperma ve eklem sıvıları kullanılır. Bunlardan başka meme, baş, genital 

lenf düğümleri, uterus ve meme dokusu teşhis için kullanılabilir (Robinson 2003, 

OIE 2012, Perez-Sancho ve ark 2015). 

Bakteriyoskopik Tanı Yöntemleri 

Brucella etkeni için önemli materyallerden frotiler hazırlanıp Modifiye 

Köster boyama yöntemi ya da Modifiye Ziehl-Neelsen boyama metoduyla boyanarak 

mikroskopta incelenebilir. Brucella bakterileri, hafif asitle dekolarizayona dirençli 

olmaları sebebiyle modifiye köster boyama ile kolayca ayırt edilebilme özelliği 

gösterirler. Bu boyama yöntemi ısı ile fikse edilmiş biyolojik maddenin incelenmesi 

için kullanılan genel kuraldır. Mikroskop altında mavi zeminde kırmızı tonlarında 

Brucella türleri tespit edilir. Ayrıca Gram boyama yöntemi de Brucella bakterisini 

tanı amaçlı kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988, OIE 2016). 

Kültür 

Brucella bakterisinin izolasyonunda altın standart yöntem örneklerin katı besi 

yerine inokulasyonu olarak kabul edilmektedir. Çünkü hastalığın tanısında izolasyon 

yüksek spesifitesinden dolayı en güvenilir metot olarak kabul edilmektedir. OIE, 

Brusellozun kesin tanısının bakterinin izolasyonu ile olabileceğini bildirmiştir (Alton 

ve ark 1988, OIE 2012, Perez-Sancho ve ark 2015).  

İzolasyon amacıyla Bakto-Triptoz, Tripkaz soy, Tripton soya, Triptik soy 

besiyerleri kullanılır.  Dehidre ticari besiyerleri agar ve %2-5 serum ilavesi ile 

hazırlanmaktadır. İzolasyon için kullanılan diğer besiyerleri Blood agar base, 

Gliserol dekstroz agar, Columbia agar, Nutrient agar ve Serum dekstroz agardır. 

Non-selektif Casteneda’s besiyeri, vücut sıvıları, süt ve kanda bulunan Brucella 

türlerinin dissosiyasyonuna engel olarak izolasyonunu kolaylaştırır. Selektif olarak 

Cita ve Farrell’s, Kuzdas ve Modifiye Thayer Martin besiyerleri kullanılmaktadır 

(Alton ve ark. 1988, De Miguel ve ark. 2011, OIE 2016).  
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Biyotiplendirme 

Bakterinin serolojik özellikleri, boyalar ve faj hassasiyeti genellikle rough 

kolonilerde değiştiğinden, aşağıda açıklanan tiplendirme testlerinde koloni 

morfolojisine dikkat etmek önemlidir. Koloni morfolojisini gözlemlemek için 

önerilen yöntemler, Henry'nin eğik olarak yansıyan ışık yöntemi, Braun & Bonestell 

tarafından tanımlanan akriflavin testi veya White & Wilson’un kolonileri boyamada 

kristal viyole yöntemidir (Alton ve ark. 1988). 

Brucella spp.’lerin tanımlanması, Gram veya Stamp boyaması sonrası 

mikroskobik morfoloji, üreme özellikleri, üreaz, oksidaz testleri ve poliklonal anti-

Brucella serum ile aglütinasyon testleri ile gerçekleştirilebilir (OIE 2016). Tür ve 

biyovar tanımlama; faj lizisi ve anti-A, -M veya -R monospesifik serumlarla 

aglütinasyon gibi ayrıntılı testler gerektirir. Tiflis, Weybridge, Izatnagar ve R/C 

fajlarının eşzamanlı kullanımı, Brucella türlerinin pratik bir şekilde tanımlanmasını 

sağlayan bir faj-tipleme sistemi sağlar. Bununla birlikte, H2S üretimi, bazik fuksin, 

safranin ve tiyonin varlığında üreme için ilave CO2 gereksinimi gibi çeşitli özellikler 

rutin testlerle ortaya çıkmaktadır (Alton ve ark. 1988; OIE 2016). İzolasyon 

sonrasında türlerin ayrımı için göstermiş oldukları özellikler aşağıdaki tabloda 

belirtilmektedir (Çizelge 1.2). 
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Çizelge 1.2. Brucella türlerinin biyovarlarının ayrıcı özellikleri (Alton ve ark. 1988; Joint FAO / WHO Expert Committee on Brucellosis 1986, 

Whatmore 2009; ve Whatmore ve ark. 2014, OIE 2016). 

   
Boyalarda Üreme Monospesifik serumla aglütinasyon Referans Suşlar 
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B. abortus 

1 (+) + - + + - - 544 23448 10093 

2 (+) + - - + - - 86/8/59 23449 10501 

3 (+) + + + + - - Tulya 23450 10502 

4 (+) + - (+) - + - 292 23451 10503 

5 - - + + - + - B3196 23452 10504 

6 - (-) + + + - - 870 23453 10505 

9 +/- + + + - + - C68 23455 10507 

B. melitensis 

1 - - + + - + - 16M 23456 10094 

2 
 

- + + + - - 63/9 23457 10508 

3 - - + + + + - Ether 23458 10509 

B. suis 

1 - + + (-) + - - 1330 23444 10316 

2 - - + - + - - Thomsen 23445 10510 

3 - - + + + - - 686 23446 10511 

4 - - + (-) + + - 40 23447 11364 

5 - - + - - + - 513 / 11996 
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 Boyalarda Üreme Monospesifik serumla aglütinasyon                                                    Referans Suşlar 
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B. neotoma 
 

- + - - + - - 5K33 23459 10084 

B. ovis 
 

+ - + (-) - - + 63/290 25840 10512 

B. canis 
 

- - + (-) - - + RM6/66 23365 10854 

B. ceti 
 

(-) - (+) (+) + (-) - 94-74 / 12891 

B. pinnipedialis 
 

(+) - + (+) (+) (-) - 94-73 / 12890 

B. microti 
 

- - + + - + - CCM4915 / / 

B. inopinata 
 

- + + + - + 
 

6436 / / 

B. papionis 
 

- - - - + - - 958 / 13660 

B. vulpis 
           

 

 

Çizelge 1.2 (Devam). Brucella türlerinin biyovarlarının ayrıcı özellikleri (Alton ve ark. 1988; Joint FAO / WHO Expert Committee 

on Brucellosis 1986, Whatmore 2009; ve Whatmore ve ark. 2014, OIE 2016). 
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Moleküler Yöntemler 

Moleküler tekniklerin ortaya çıkması ile klasik Brusella türleri arasında 

yüksek oranda DNA benzerlikleri olduğu ortaya konulmuştur. DNA-DNA 

hibridizasyonu çalışmaları altı klasik türler arasında %90’ın üzerinde homoloji 

olduğunu ortaya koymaktadır (Verger ve ark 1985, Whatmore 2009). Bu bulgular, 

sonraki yıllarda yapılan araştırmalarda moleküler belirleyicilerin tanımlanmasına ve 

cins üyeleri arasında ayrım yapmak için uygun çalışma yaklaşımlarına yöneltmiştir. 

Çoğu durumda, cins düzeyi tespit için basit bir tanımlama yeterli olsada, bazı 

durumlarda türlerin veya alt türlerin seviyesinin belirlenmesi değerlidir. Örneğin, 

eradikasyon programlarında, tür tayini önem arz eder ve alt tiplendirme, 

epidemiyolojik veri olarak oldukça değerlidir (Bricker 2002, Al Dahouk ve ark 

2007a, Bounaadja ve ark. 2009). 

Brucella türleri arasındaki yüksek DNA homolojisine rağmen, farklı türleri, 

biyovarları ve hatta aşı ya da saha suşlarını tanımlamak için farklı PZR protokolleri 

tarif edilmiştir (Mirnejad ve ark 2012, Nan ve ark 2014). 

Brusella'nın insan ve hayvan dokuları ya da hayvan ürünlerinden elde edilen 

kültürlerden cins seviyesinde identifikasyonu için bir takım PZR analizleri, 

bakterideki gen bölgelerinin keşfedilmesiyle geliştirilebilmektedir. Bu gen bölgeleri; 

16S rRNA, BCSP31 (Brucella cell surface salt extractable protein), IS711 ve omp2 

gen bölümleridir. 16SrRNA kodlayan gen bölgesinden F4 ve R2 primeleri, outer 

membran protein bölgelerinden (omp31, omp2a, omp2b, omp25) proteinleri 

kodlayan gen bölgelerinden seçilen primerler ile omp2’yi kodlayan gen bölgesinden 

JPF ve JPR primerleri, BCSP31 proteinini kodlayan genomik bölgeden B4 ve B5 

primerleri, IS711 bölgesinden IS639 ve IS313 kodlayan gen bölgesinden bruc1 ve 

bruc5 primeleri ile etkenlerin cins düzeyindeki tanısı gerçekleştirilmektedir (Yu ve 

Nielsen 2010). 

Brucella'yı tür seviyesinde ayırmak için IS711 elemanı kullanılarak çeşitli 

analizler geliştirilmiştir. Bu amaç için en yaygın olarak kullanılan analiz, AMOS-

PZR olarak bilinen Brucella türlerini tanımlayabilen PZR metodudur. Bu metot ile B. 

abortus biyovar 1, 2 ve 4, B. melitensis, B. ovis ve B. suis biyovar 1 ayrımları 

yapılabilmektedir (Bricker ve Halling 1994). Bu analiz, IS711’e bağlanmış ortak 

primer ve bu ekleme bölgesine bağlanan ve farklı amplikon boyutları nedeniyle tür 
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ayrımına yol açan türe özgü bir primer kullanılmaktadır. Ayrıca bu analiz, S19 ve 

RB51 aşı suşlarını içerecek şekilde modifiye edilmiş ve eradikasyon programları için 

saha ve aşı izolatlarını ayırt etmesi için önemli bir gelişme sağlanmıştır. Primerlere 

uygulanan bazı modifikasyonlardan sonra analizin performansının artabileceği 

bildirilmektedir (Bricker 2002). Bunun aksine bu analizin Brucella’ nın bazı türlerini 

veya tüm biyovarlarını tespit edememesi gibi dezavantajları bulunmaktadır 

(Whatmore 2009).  

 Bakterinin tüm genomunun çalışılması sonucunda; B. abortus RB51, S19 ve 

B. melitensis Rev-1’i aşı suşlarının ayrımını gerçekleştirebilen 'Bruceladder' isimli 

multipleks PZR analizi geliştirilmiştir (Garcia-Yoldi ve ark 2006). Analizde türe 

özgü farklılıklara dayanarak tasarlanmış sekiz primer çifti kullanılmaktadır. Agaroz 

jel elektroforez ile görüntüleme sağlanıp, her türe özgü ayrı profillerin oluştuğu bant 

skalası ile ayrım gerçekleşmektedir. Yapılan çalışmalarda incelenen B. canis ile B. 

suis izolatları arasındaki ayrımın tam olarak gerçekleşmediği diğer izolat 

ayrımlarının çok başarılı olduğu gösterilmektedir (Whatmore 2009). 

Bruce-Ladder multipleks PZR'a ek olarak, bazı tek primer kullanılan 

PZR'larında yararlı olduğu kanıtlanmıştır. Bunun için, B. ceti ve B. pinnipedialis 

ilişkili olanlardan ayırt etmek için bp26 geni kullanılmaktadır (Cloeckaert ve ark 

2000). Bazı çalışmalarda B. ceti kaynaklı enfeksiyonların tespitinde Bruce-Ladder 

bağımsız bir test olarak yararlı olduğu bildirilmektedir (Sohn ve ark 2003, McDonald 

ve ark 2006, Whatmore 2009).  

Garcia-Yoldi ve ark (2006), tüm türlerin ayırımını yapabilen bir multipleks 

PZR metodunu geliştirmişlerdir. Bu metot ile B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. 

ovis, B. neotomae, B. microti, B. ceti, B. pinnipedialis ve B. inopinata ayrımları ile 

aşı suşları ayrımı rahatlıkla yapılabilmektedir. Laboratuvarlar, hızlı ve güvenilir 

olarak bu multipleks PZR metodunu Brusellozun rutin teşhisinde önemli araç olarak 

kullanmaktadırlar (Mayer-Scholl ve ark 2010). 

Pulsed-Field Gel Elektroforez (PFGE), Brucella genomlarının 

karakterizasyonu amacıyla, elektrik alanının periyodik olarak değiştirilmesi ve bazı 

enzimler yardımıyla yüksek moleküler ağırlıklı fragmentleri üretmek için değişken 

alanlı jel elektroforez kullanılan metotdur. İlk çalışmalar, test edilen beş türün 

hepsinin XbaI adı verilen enzim ile birlikte kullanıldığında farklı profiller verdiğini, 
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ancak biyovarların ayırt edilemediğini göstermektedir (Allardet-Servent ve ark 

1988). Sonraki çalışmalarda, tüm Brucella'nın PFGE profilleri ve fiziksel 

haritalarının, B. suis ve B. canis referans suşları dışında ayırt edilebilir olduğunu 

doğrulamak için PacI ve SpeI enzimleri kullanılmaktadır (Whatmore 2009). 

PFGE tabanlı analizler genom yapısının anlaşılması için elverişli 

yöntemlerdir. Aynı zamanda, diğer birçok bakteri grubunda PFGE'nin yaygın olarak 

kullanılabilecek epidemiyolojik bir araç olmasına karşın, Brucella için biyovar 

seviyesinde alt tür ayrımı yapılamadığı için rutin olarak kullanılamayacağı 

bildirilmektedir (Whatmore 2009). 

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP), Brusella'da polimorfik 

olduğu bilinen gen bölgelerine uygulanan tipleme aracı olarak kabul edilmektedir (Al 

Dahouk ve ark 2005a). Bu analiz, çeşitli bakterilerin dış zar proteinini (omp) 

kodlayan genlerine uygulanmaktadır. Brusella türlerinin ayrımında ve yeni türlerin 

tanımlanmasında kullanılabilen bir yöntemdir (Bricker 2002). Önceki çalışmalar 

omp2 lokusu üzerine yoğunlaşarak bu bölgenin omp2a ve omp2b olmak üzere iki zıt 

yönde sıralanmış olduğunu göstermektedir (Ficht ve ark 1989). Sonraki çalışmalar, 

analizi geliştirmek için, çalışılan farklı türlere özgü polimorfizm varlığını 

göstermektedir (Whatmore 2009). Cloeckaert ve ark (1995), yaptıkları çalışmada B. 

abortus biyovar 3, 5, 6 ve 9'un bazı B. melitensis izolatlarından ve B. canis'i, B. suis 

biyovar 3 ve 4'ten ayırmak için kullandıklarını bildirmişlerdir. B. suis biyovar 3 ve 4 

ve B. canis’in hala ayırt edilemediği bilidirilmiştir (Cloeckaert ve ark 1995). 

İncelenen diğer omp genleri arasında B. abortus'ta silindiği bilinen ancak B. canis, B. 

suis biyovar 2 ve B. ovis’ te mevcut olan omp31 yer almaktadır (Garcia-Yoldi ve ark 

2005, Whatmore 2009).  

Ekleme dizileri (Insertion sequence) (IS), mutasyonlara ve genomik yeniden 

düzenlemelere neden olan prokaryotik genomlar arasında yer değiştirebilen kısa 

DNA dizileridir. Rastgele yerleştirme ve birden fazla genomik bölgeye yerleşme 

eğilimleri olan IS elemanları, izolatlar arası ayrımı probları kullanarak 

gerçekleştirebilmektedir. Birçok bakteri için IS lokalizasyonu, tiplendirme ve 

epidemiyolojik amaçlar için kullanılmaktadır. Brucella'da, IS6501 olarak da bilinen 

IS711 bölgesi yerleşme dizisi, cins içinde önemli bir çeşitlilik kaynağını temsil ettiği 

bilgisi paylaşılmaktadır. IS711 bölgesi, işaretli IS711 probu ile genomik araştırmalar 
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yapmak için sentezlenebilir ve uygun bir veritabanı vasıtasıyla incelendiğinde belirli 

türlerin üyelerini tespit etmek için kullanılabilmektedirler. Ancak analizin, B. abortus 

biyovar 3, B. suis biyovar 3 ve 4 ve B. canis gibi farklı türlerin referans suşlarını 

belirlemede zorlukları mevcuttur (Whatmore 2009). 

 Genom tabanlı tipleme yaklaşımları ile yukarda bahsedilen metotların aksine 

alt tür düzeyinde güvenilir bir şekilde ayrım yapılabilmektedir. Bu metotlarda küçük 

istisnalar dışında klasik Brucella türlerinin genetik olarak ayrımları yapılarak 

doğrulanmıştır. Son yıllarda "genom temelli" yaklaşımlar, "bant temelli" 

yaklaşımların aksine daha çok kullanılır olmuştur. Tercih edilen yaklaşımlar, 

multilocus tandem tekrar esaslı veya multilocus sekans esaslıdır. Bu yaklaşımlarla 

elde edilen veriler, internet üzerinden erişilebilen uluslararası veri tabanlarının 

geliştirilmesine olanak sağlayıp izolatların karşılaştırılarak izlenebilmeleri için imkân 

sunmaktadır (Whatmore 2009). 

VNTR’lerde DNA ipliklerin kayarak yanlış eşleşmeleri, replikasyon kayması 

veya homolog tekrar dizileri arasında DNA rekombinasyonu nedeniyle farklı sayıda 

allellikler saptanabilmektedir. Analizde kullanılan markırlar yüksek hızlı moleküler 

belirteçler olarak kabul edilmektedirler (Whatmore 2009). Bu tür markırlara dayanan 

analizlere, MLVA adı verilmektedir. Bu analizin, Brucella bakterisinin yanı sıra 

Bacillus anthracis, Yersinia pestis ve Mycobacterium tuberculosis gibi çok az 

genomik çeşitlilik sergileyen bakterilerde de kullanışlı olduğu bildirilmektedir 

(Mazars ve ark 2001, Whatmore 2009). 

VNTR analizinin Brucella'ya ilk uygulaması 2003 yılında yayınlanan Hiper 

değişken Octomeric Oligonükleotid Parmak-Baskıları şeması (HOOF-Prints) ile 

gerçekleşmiştir (Bricker ve ark 2003). Analize göre B. suis ve B. melitensis'in genom 

sekansları ile dokuz farklı genomik lokusta sekiz baz çifti tandem tekrar dizilerini B. 

abortus’un sekansının karşılaştırılmasına dayanmaktadır. Dokuz lokusun sekizi üç 

genom dizisi arasında değişken olduğu saptanıp her lokusta tekrarlanan birimlerin 

sayısını tanımlamak için PZR tabanlı bu yöntem geliştirilmiştir. Yapılan çalışmalarla 

analizin tür içinde ayrım gücü ile polimorfik lokuslar incelenerek izolatların takip 

edilebileceği düşüncesini ortaya koymaktadır (Bricker ve ark 2003). 

 MLVA, VNTR’ ye dayalı olarak mikrobiyal izolatları alt tiplemek için 

kullanılan moleküler tiplendirme yöntemidir. VNTR analizi, yüksek oranda genetik 
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olarak benzerlik gösteren bakteri izolatları arasında bile çok fazla tekrar sayısı (allel) 

sergilemektedir. Seçilen gen bölgelerinin analizi ile belirlenen ardışık tekrar sayıları 

sayesinde bakteride mevcut olası varyasyonun tespiti gerçekleştirilmektedir. 

Analizde her bakteri için yeterince ayrım sağlayabilen VNTR lokusları seçilip 

primerler, her VNTR için ardışık tekrarın dışında tasarlanmaktadır (Whatmore ve ark 

2006). Şekil 1.5; Brucella bakterisinin alt tür ve biyovarlarına ait dağılımları 

gösterilmektedir.  

 

Şekil 1.5. Brucella farklı türlerinin biyovar dağılımları (Le Fleche ve ark 2006) 

MLVA analizi nispeten daha ucuz olmasına ek olarak daha geniş veritabanına 

sahip olması gibi avantajları barındırmaktadır. Gelecekte, Brucella enfeksiyonları 

analizi için kesinlikle önemli bir epidemiyolojik araç olarak kalacaktır. Bu yöntemin 

güvenilirliği WGS-SNP tabanlı filogenetik analiz ile doğrulanmıştır (Sun ve ark 

2017). MLVA’nın yeni çıkan hastalık vakalarının araştırılması, suş 

koleksiyonlarındaki izolatların profillerinin kalite kontrolü ve muhtemel yeni 

izolatların tanımlanması için yapılacak en uygun analiz olduğu kabul edilmektedir 

(Vergnaud ve ark 2018). 

MLST, bakterilerin epidemiyolojisini incelemek için önemli bir metottur. 

Filogenetik çalışmalar için de sıklıkla kullanılmaktadır. Klasik haliyle Multilokus 

Sekans Tiplendirmesi, bakterideki varyasyona neredeyse uğramayan, değişmeyen 

gen bölgelerinin kısa fragmenlerinin dizilimini içermektedir (Whatmore 2009). 

Bakterilerdeki değişmeyen genlerde çok az polimorfik bölge olmasına rağmen, 
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birden fazla değişmeyen genlerin birleşik dizilerinin kullanılması, uzun sürede 

gelişen varyasyonların izlenebilmesi ve yüksek ayrım gücü sağlamaktadır (Margos 

ve ark 2008). MLST metodunda yedi değişmeyen gen bölgesi (glyceraldehydes 3-

phosphate) dhydrogenase (gap), 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyl transferase 

(aroA), glicokinase (glk), chaperone protein (dnaK), DNA gyrase B subunit (gyrB), 

anthranilate synthase (trpE) ve cobyric acid synthase (cobQ)), bir tane outer 

membrane proteini (omp25), bir tane upstream and extreme 5' of hypothetical protein 

(int-hyp) olmak üzere toplam 9 gen bölgesinden oluşmaktadır (Whatmore ve ark 

2007). MLST ile, nokta mutasyonları dahi tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, suşlar 

arasındaki toplam dizi benzerliğine bakılmaz. Bunun yerine, belirli bir lokus için her 

sekans, o lokus için önceden bilinen sekanslarla homojenlik açısından değerlendirilir. 

Dizi farklı ise, yeni bir allel olarak kabul edilir ve yeni bir allel numarası atanır. 

Dokuz gen bölgesinin çalışılması ile her bir suş dokuz allel numarasından oluşan bir 

profil ile karakterize edilir. Alellik profiller 9 karakterden oluşan set olarak 

düşünülebilir. MLST, genetik çeşitliliği ve ilişkileri değerlendirmek için bir 

genotipleme aracı olarak kullanılan metot olup bakteri çeşitliliğini ve epidemiyolojik 

karakterizasyonunu tanımlamak ve değerlendirmek için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Cao ve ark 2018).  

MLST analizinin yapıldığı çalışmada, o zamana ait bilinen tüm türlerin ve 

biyovarları içeren 160 adet Brucella izolatından dokuz farklı gen bölgesi 

incelenmiştir (Whatmore ve ark 2007). Genel olarak çalışma, Brucella'nın genetik 

homojenliğini, 160 izolatın tamamında polimorfik olduğu tespit edilen alanların 

sadece %1.5'i ile doğrulanmıştır. Bu konuyla ilgili ilk yapılan çalışmalara göre, 27 

farklı Sequence Typing (ST) tanımlanmış olup ST'ler arasındaki ilişkiyi 

tanımlayabilmek adına filogenetik ağaç oluşturulmuştur (Şekil 1.6). Bu, daha önce 

karakterize edilen dört klasik Brucella türü, B. abortus, B. melitensis, B. ovis ve B. 

neotomae'nin iyi ayrılmış kümelere karşılık geldiğini göstermektedir. B. suis, biyovar 

5 hariç, farklı ST'ye sahip diğer dört biyovar aynı küme içerisinde yeralmaktadır. B. 

canis ve B. suis biyovar 3 ve 4 izolatları yakından ilişkili olsa da bunlardan ayırt 

edilebilir. Deniz memelisi izolatları oldukça zayıf desteklenmiş olmakla birlikte 

belirgin bir kümelenmeyi temsil etmiştir. B. abortus ve B. melitensis'in klasik 

biyovarları içinde ve arasındaki genetik ilişkileri belirlemek için yeterli sayıda örnek 

ile sonraki çalışmalarında elde edilen veriler rapor edilmiştir (Whatmore 2009).  
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Şekil 1.6. Multilocus Sequene Typing ile türlerin dağılımı (Whatmore ve ark 2007) 

MLVA ile ilgili Le Fleche ve ark (2006), çalışmasında belirttiği ardından 

MLST ile ilgili Whatmore ve ark (2016), çalışmasında da teyit edildiği üzere, B. 

melitensis izolatlarında yapılan biyovar düzeyi değerlendirmelerde epidemiyolojik 

olarak sınırlı değere sahip olduğu biyovar ayrımını tam olarak gerçekleştiremediği 

görülmektedir. MLVA veya MLST ile epidemiyolojik açıdan izolatların genotipik 

profillerinin veritabanında yer alan izolatların verileri karşılaştırılmasında buna 

yönelik kullanılan özel programlar bulunmaktadır (Vergnaud ve ark 2018). Yapılan 

MLST analizinde tespit edilen ST değerleri ile MLVA8’e göre yapılan coğrafik 

orijinler karşılaştırıldığında ST8’in doğu Akdeniz grubu içerisinde olduğu 

görülmektedir. Yapılan çalışmalarda Rev-1 aşı suşu ST 7 olarak saptanmış ve 

MLVA8’e göre yapılan coğrafik orijinler karşılaştırıldığında ST7 genotipinin 

Amerika grubu içerisinde yer aldığı belirlenmiştir (Whatmore ve ark 2016) (Şekil 

1.7).  
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Şekil 1.7. Brucella melitensis biyovarların Multilocus Sequence Typing analizindeki 

Sequence Typing değerleri ve coğrafik ilişkisi (Whatmore ve ark 2016) 

 

Hem MLST hem de MLVA analizleri, Brucella türleri ve biyovarlarının 

genetik çeşitliliği ve moleküler epidemiyolojisini araştırmak için değerli tamamlayıcı 

araçlardır. Brucella türlerini tanımlamaya yönelik kabul edilen katkılarına ek olarak, 

her ikisi de biyovar seviyesinin altında bir coğrafi köken veya belirli bir konağı 

temsil eden bir suş seviyesine kadar ayrım yapabilmektedir (Vergnaud ve ark 2018).  

1.7.2. İndirekt Tanı Yöntemleri 

Serolojik Tanı Yöntemleri 

Brusellozun bakteriyolojik tanısı için sınırlı bir besi yeri ve protokol seçeneği 

olmasına karşın çok fazla miktarda serolojik test bulunmaktadır (Alton ve ark 1988, 

de Miguel ve ark 2011). Büyük baş hayvanlarda B. abortus enfeksiyonu için 

kullanılan serolojik testlerin küçükbaş hayvanlarda B. melitensis enfeksiyonu tanısı 

için de yeterli olduğu varsayılmaktadır. Buna göre, Rose Bengal Plate Test (RBPT) 

ve Komplement Fikzasyon Test (CFT) ruminantlarda Brusellozun serolojik tanısı 

için en yaygın kullanılan testlerdir (Garin- Bastuji ve ark 2006). Kandan elde edilen 

serum için en sık kullanılan testler arasında RBPT, Serum Aglütinasyon Test (SAT), 

CFT, İndirekt Enzyme linked immunosorbent assay (I-ELISA) ve competatif 

(cELISA) -ELISA, Floresan Polarizasyon Deneyi (FPA) ve lateral akış 
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immünokromatografi testleri bulunmaktadır. Bu testler sero-epidemiyolojik 

araştırmaların yanısıra hastalığı izlemek için de kullanılabilirler. RBPT taramasının 

ardından RBPT-pozitiflerin CFT testine tabi tutulması ve değerlendirilmesi, hastalığı 

eradikasyonu için mücadele veren ülkelerce yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Ducrotoy ve ark. 2015).  

Kültür ve PZR analizlerinin maliyeti ve düşük bireysel duyarlılığı nedeniyle 

ve hastalığın eradikasyonu için büyük ölçekli sürülerde söz konusu testlerden ziyade 

Bruselloz hastalığı için serolojik testlerin kullanımı daha pratik bir yaklaşımdır. 

Ancak, uygun bir etkinlik ve güvenilirlik için yeterli sayıda testler kullanılmalıdır. 

Dikkat edilmesi gereken konu, serolojik testlerin spesifite sorunudur, çünkü Brucella 

epitoplarına karşı gelişen antikorlar bazı Gram-negatif bakterileri (Yersinia 

enterocolitica O:9) ile çapraz reaksiyonlar verebilmektedir. Aynı zamanda seroloji 

temelli analizlerin biri ile teşhis yapmak doğru bir yaklaşım olmadığı için en az iki 

analiz yapılması zorunludur. Brusellozun ortadan kaldırılması için aşı, test ve kesim 

programlarının birlikte kullanımı gerekmektedir (Garin-Bastuji ve ark 2006). 

Brusellozun kontrolü için tamponlanmış Brucella antijen testleri (Buffered 

Brucella antigen tests) (BBAT) B. abortus S99 veya S1119-3 adı verilen suşlardan 

hazırlanmaktadır. RBPT’ de Rose Bengal boyası ve BPAT’de kristal viole ve brillant 

yeşili boylarının karışımları ile suşlar karıştırılıp, pH’sı 3,65 olan tampon 

solüsyonlarıdır. Bu testler oldukça yüksek sensitiviteye sahiptirler. Bu nedenle 

pozitif reaksiyonları tamamlayıcı testler ile birlikte kullanılmalıdırlar. Nadiren yanlış 

negatif sonuçlarda olabilmektedir. Bu testler, enfekte sürüleri tespit etmek için 

tarama testi olarak veya brusellozdan ari sürüleri izlemek amacıyla yeterli 

görünmektedir (OIE 2016). 

 CFT yaygın olarak kullanılmaktadır, ancak testi uygulamak karmaşıktır ve 

kullanılan solüsyonların doğru şekilde titrasyonu ve hazır halde tutulması için 

laboratuvar alt yapısı ve yeterince eğitimli personel gerektirmektedir. CFT en yaygın 

kullanılan doğrulama testidir (OIE 2016). CFT, enfeksiyon ile Rev-1 aşısı arasında 

tam olarak ayrım yapmaz (Garin-Bastuji ve ark 2006).  

 I-ELISA, çok geniş kullanım alanı mevcut olan test, doğrulanmış antijen 

olarak tüm hücre, S-LPS veya OPS kullanılarak hazırlanan çeşitli ticari I-ELISA 

kitleri mevcut bulunmakdır. Antijen olarak S-LPS veya OPS kullanan I-ELISA'lar, 
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sığırlarda, koyun, keçi ve domuzlarda anti-Brucella antikorlarının tespiti için oldukça 

yüksek sensitiviteye sahiptirler. Ancak B. abortus S19 ve B. melitensis Rev-1 

aşılarından kaynaklanan antikorları ayırt edemezler. Yanlış pozitiflikler, domuz 

rough Brucella suşlarından hazırlanan I-ELISA'lar ile azaltılabilir ancak tam olarak 

çözülemeyebilir. Pozitif reaksiyonlar, RBPT ve CFT testleri kullanılarak da 

doğrulanmalıdır (OIE 2016). 

 c-ELISA, antijen olarak S-LPS veya OPS kullanılarak hazırlanan çeşitli c-

ELISA kitleri mevcuttur. Bu testlerin validasyonlarının OIE standardında tarif 

edildiği gibi yapılmış olması önerilmektedir. c-ELISA, her zaman olmamakla birlikte 

sığır, koyun ve domuzlarda RBPT veya I-ELISA'dan daha yüksek spesifiteye ancak 

daha düşük sensitiviteye sahip olduğu gösterilmiştir (OIE 2016). Tüm bu ELISA 

testleri hem RBT hem de CFT açısından sensitivite ve spesifite açısından potansiyel 

avantajlara sahiptir, ancak bunların büyük ölçekte tanısal etkinlikleri 

bilinmemektedir ve hala çok sayıda standartlaştırma çalışması gerekmektedir (Garin-

Bastuji ve Blasco 2004, Garin- Bastuji ve ark 2006). 

 FPA, antijen-antikor etkileşimini tespit etmek için kullanılan basit bir 

tekniktir. Çok hızlı sonuç verir. OIE tarafından sığır Brusellozu tanısı için kabul 

edilen bu test şu anda koyun ve keçilerdeki sonuçların değerlendirilmesinde 

kullanılmaktadır (McGiven ve ark 2003, Collective 2004, Garin- Bastuji ve ark 

2006). Diğer serolojik testlerden farklı olarak, antijeni eklemeden önce her numune 

için bir boş numune ile okunması gerekmektedir. Bu nedenle, iki aşamadan 

oluşmaktadır. Antijen olarak B. abortus 1119-3 suşunun S-LPS tabakasında küçük 

moleküller kullanılmıştır. FPA'nın sığır brusellozundaki sensitivite ve spesifitesi, c-

ELISA testindekine yakındır. FPA, aşılama sonucu oluşan antikora bağlı 

reaksiyonları azaltabilir ancak tamamen ortadan kaldıramaz. Pozitif reaksiyonlar 

diğer serolojik testlerde olduğu gibi doğrulayıcı metodlar kullanılarak araştırılmalıdır 

(OIE 2016). 

 SAT, sığır brusellozunun kontrol ve surveyans programları için Kuzey 

Avrupa'da uzun yıllardır kullanılmaktadır. Kullanılan antijene Etilen Diamin 

Tetraasetik Asit (EDTA) ilavesiyle spesifitesi önemli ölçüde artırılır. Antijen, fenol 

içeren fizyolojik tuzlu su (FFTS) içinde B. abortus 99 veya B. abortus 1119-3 

suşlarının süspanse edilmesi ile hazırlanır. Bir serumdaki Brucella aglütinasyon 
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derecesi, ml başına İnternasyonel Ünite (IU) cinsinden ifade edilmelidir. Pozitifiliğin 

değerlendirilmesinde, 30 veya daha fazla IU içeren bir serum pozitif olarak kabul 

edilir (OIE 2016). 

 Native hapten (NH) ve sitosol (cytosol) protein tabanlı testler, sığırlarda, B. 

abortus S19 aşılama sonrası kullanımlarda spesifitesi oldukça yüksektir ve bir tarama 

testi olarak RBPT ile kombinasyonu başarıyla kullanılabilmektedir. Testin 

sensitivitesi CFT testine yakın ancak RBPT ve I-ELISA testlerinden düşüktür. Test 

ters dairesel immunodiffüzyon (RDI) (Reverse Radial İmmunodiffusion) ile 

çalışılmaktadır. NH testi ile 3-5 aylık buzağılar deri altı B. abortus S-19 aşısı ile 

aşılamadan 2 ay sonra tespit edilemezler. Ancak yetişkin sığırlar azaltılmış doz B. 

abortus S-19 aşılamasından 4-5 ay sonra tespit edilebilmektedirler. Konjoktival aşı 

ile aşılanan sığırlardan NH testi ile negatif sonuç alma süresi daha da kısalmıştır. 

Sığırlarda Yersinia enterocolitica O: 9 ve kaynağı bilinmeyen yanlış pozitif serolojik 

reaksiyonların, NH testi ile genellikle negatif sonuçlar verdikleri bildirilmiştir 

(Munoz ve ark 2005). Bununla birlikte, NH ile RDI testi, aşılamadan belirli bir 

zaman sonra, aşılanmış koyunlardan enfekte olan B. melitensis'in bağışıklık 

tepkilerini ayırt edebildiği bildirilmektedir (Marin ve ark 1999, Garin- Bastuji ve ark 

2006). Koyun ve keçiler için çift jel difüzyon veya RID testlerinde optimal tanısal 

sensitiviteleri yaklaşık %90 olarak bildirilmiştir (OIE 2016). 

 Süt testleri, süt tanklarından sütün test edilmesi ile sütçü sürülerin taranması 

etkili bir şekilde gerçekleştirilmektedir. Test sonucu pozitif olması durumunda, 

tanktaki süte katkıda bulunan tüm inekler için kan testi gerekmektedir. Süt I-ELISA 

ve Süt Halka Test (Milk Ring Test) (MRT)’leri olmak üzere iki farklı test 

bulunmaktadır. Süt I-ELISA sensitivitesi ve spesifitesi yüksek bir testtir. Özellikle 

büyük sürüleri kontrol etmek için çok önemli bir testtir (Perez-Sancho ve ark 2015). 

Yanlış pozitif serolojik reaksiyonlar kan testlerine oranla daha az sıklıkla süt I-

ELISA'da gözlemlenebilmektedir. Koyun veya keçi sütündeki anti-Brucella 

antikorlarının teşhisi için kulanılacak I-ELISA sığırlar için kullanılan testin aynısıdır. 

MRT, süt I-ELISA mevcut değilse uygun bir alternatiftir. Sığır sürülerindeki 

brusellozu taramak için kullanılırlar. Küçükbaş hayvanlardan elde edilen süt için 

uygun değildir. Testin güvenilirliği 100 baş inekten fazla olan büyük sürülerde 

azalmaktadır. Sürüdeki hayvanlar 150 baştan az ise tanktan 1 ml, 150-450 baş 

arasındaki sürülerden 2 ml, 451-700 baş arası sürülerden 3 ml süt örneği kullanarak 
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test gerçekleştirilmelidir. Testten 4 ay önce aşılanan sığırlarda, kolostrum alınan veya 

mastitis olan hayvanlarda yalancı pozitif reaksiyonlar meydana gelebilmektedir (OIE 

2016).   

Enzimatik Hızılı İmmunofiltrasyon Testi (ERİFA) (Enzymatic rapid 

immunofiltration assay), tavuklarda Mycoplasma gallisepticum enfeksiyonunun 

teşhisi için kullanılan model Bruselloz teşhisi için hazırlanan ile aynıdır. Model, ayrı 

bir plastik kaset içinde bulunan büyük gözenekli nitroselüloz (NC) membran ile 

hazırlanmaktadır. NC membran, test sırasında kullanılan tüm reaktifleri yakalamak 

için ünitelere sabitlenen yüksek kapasiteli emici bir ped yardımı kullanılmaktadır. 

Serum numuneleri hazırlanan kimyasal reaktifler ile muamale edilip memrandan 

geçirilirler. Bir dakika inkübasyon sonrası renk gelişimine göre sonuçlar 

yoğunlukları ve görselleştirme sürelerine göre değerlendirilmektedir (Genc ve ark 

2011). 

1.7.3. Hücresel Bağışıklık Testleri  

 Brusellin (Brucellin) deri testi, saflaştırılmış ve standartlaştırılmış bir antijen 

preparatı kullanılması ile aşılanmış sürülerin taranmasında alternatif bir teşhis 

metodudur (OIE 2016). Brusellin ticari olarak temin edilebilen bir preparat olup, 

rough bir B. melitensis suşundan hazırlanmaktadır (Garin- Bastuji ve ark 2006). 

Brusellin deri testi yüksek bir spesifiteye sahiptir ve aşılama yapılmadığında en 

spesifik tanı testlerinden biri olarak kabul edilir (Alton ve ark 1988, Garin- Bastuji ve 

ark 2006, OIE 2016). Saha çalışmaları Brucella ile enfekte domuzlarda spesifitesinin 

oldukça iyi olduğunu göstermiştir. Ayrıca, bu test ile çapraz reaksiyona giren bakteri 

enfeksiyona bağlı yanlış pozitif serolojik reaksiyonların yorumlanmasına yardımcı 

olabilir, çünkü çapraz reaksiyon veren bakteri enfeksiyonları her zaman deri testinde 

negatif sonuç verir (Dieste-Pérez ve ark 2014, OIE 2016). Ülkemizde Konya 

bölgesinde bir çalışmada, koyun ve keçi Brusellozis’inin sürü bazında taramalarında 

deri testlerinin kolay, kısa sürede değerlendirilmesi ve pratik uygulanışı sayesinde 

aşılanmış veya enfeksiyon şüpheli hayvanları, sağlıklı hayvanlardan ayırmak için 

kullanılabileceği ve allerjik deri testlerinin eradikasyon programlarına da dahil 

edilmesinin faydalı olabileceği paylaşılmıştır (Kaya 1992). Kars bölgesinde sığır 

Brusellozu ile ilgili yapılan başka bir çalışmada da mukoid B. abortus suşlarından 

hazırlanan allerjenlerin rough suşlardan hazırlananlara kıyasla kronik Brusellozis’in 

tespitinde daha etkili olduğu gösterilmiştir (Aslantaş 2006). Yüksek sensitiviteye 
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rağmen, enfekte olmuş tüm hayvanlar deri testi ile pozitif sonuç vermeyebilir. Ayrıca 

Rev-1 ile aşılanmış hayvanlar bu testte yıllarca reaksiyon gösterebilir. Bu nedenle, bu 

test tek tanı testi olarak veya uluslararası ticaret amacında kullanımı 

önerilmemektedir. Sığır tüberkülozunda iyi bilinen tekrarlanan deri testi ile gelişen 

anerji, Brusellozda mutlak değildir. Ayrıca olumlu bir deri testini takip eden 24 gün 

içinde yanıtların azaldığı bildirilmektedir (Garin- Bastuji ve ark 2006). 

 İnterferon gama salınım testi (IFN-γ), tam kandaki lenfositlerin brusellin gibi 

uygun bir antijen ile uyarılması esasına dayanmaktadır. Oluşan IFN-γ üretiminin 

tespiti Capture ELISA ile yapılmaktadır. Bu test ile brusellozun yanlış pozitif 

serolojik reaksiyonlarının ayırt edilmesinde faydalı olmasına rağmen, daha spesifik 

antijenlere hala ihtiyaç duyulmaktadır. Protokolün farklı hayvan türleri ve 

epidemiyolojik koşullarda standartlaştırılması ve uygun şekilde doğrulanmalarının 

yapılması gerekmektedir. Bu test için şu anda doğrulanmış bir protokol 

bulunmamaktadır (OIE 2016). 

1.8. Tedavi  

Brucella hastalığı, ‘’ İhbari Mecburi Hayvan Hastalıkları ve Bildirimine 

İlişkin Yönetmeliği’’nin içerisinde ihbari mecburi hayvan hastalıkları kısmında Sığır 

Brusellozu ve Koyun-Keçi Brusellozu olarak belirtilmiştir (İhbarı Mecburi Hayvan 

Hastalıkları ve Bildirimine İliskin Yönetmelik 2011). Brusella mücadele 

yönetmeliğinde sığır, koyun, keçi gibi hayvanlarda Bruselloz hastalığının varlığı ya 

da şüphe edilmesi durumunda derhal yetkili birimlere bildirilme zorunluluğu olduğu 

açıklanmıştır. Ayrıca söz konusu yönetmelikte yine sığır, koyun ve keçi cinsi 

hayvanların hastalık tedavilerinin yasak olduğu da bildirilmiştir (Bruselloz ile 

Mücadele Yönetmeligi 2009). Brucella'nın hücre içine yerleşebilen bakteri olması ve 

çevresel koşullara adapte olabilmesi nedeniyle, tedavi başarısızlığı ve nüks oranları 

yüksektir ve tedavi başarısı doğru ilaç kombinasyonuna ve hastanın uyumuna 

bağlıdır. (Yang ve ark 2013, Glowacka ve ark 2018). 

Bruselloz, insanlarda nadiren ölüme yol açan ve çeşitli terapötik stratejilere 

iyi yanıt veren bir hastalıktır (Solis ve ark 2015). Bruselloza karşı başarılı bir tedavi 

uygulamak için, makrofajlara nüfuz eden ve asidik ortamda aktif olan antibiyotikler 

gereklidir (Ranjbar 2015). Bununla birlikte, tek antibiyotik tedavisi, hastalığın 

nüksetmesine yol açtığı için Brusellozda yetersizdir (Pappas ve ark 2006b). Benzer 
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şekilde, oksetetrasiklin, rifampin veya doksisiklin gibi tek bir ajanla yapılan tedavi, 

yüksek oranda nükslere (%9-25) neden olur ve tedavinin uzaması ile tatmin edici 

etkiler gözlenememektedir. Trimetoprim-sülfametoksazol veya siprofloksasin ile 

tedavi, vakaların sırasıyla %30 ve %83'ünde nüks ile sonuçlandığı bildirilmektedir 

(Ranjbar 2015). Tedavi, hastalığın nüksetmesini, artrit, spondilit, sakroileit vb. 

komplikasyonları önleyerek semptomların hızla giderilmesini sağlamaktır. Brucella 

kaynaklı enfeksiyonların tedavisinde iki antibiyotiğin kombinasyonu tek antibiyotik 

uygulamalarından daha etkili oldukları belirtilmiştir. DSÖ 1986' da altı hafta 

boyunca rifampisin ile doksisiklin tedavisi önermiş olup, daha sonra bunun yerini 

streptomisin ile birlikte tetrasiklin tedavi prosedürü almıştır. Günümüzde, 

fluorokinolonlar veya rifampisin, doksisiklin-streptomisin ve doksisiklin-rifampisin 

ile birlikte trimoksazol gibi diğer antibiyotiklerin kombinasyonları kullanılmaktadır 

(Skalsky ve ark. 2008, Glowacka ve ark 2018). 

Brusellozun streptomisin ve doksisiklin (SD) ile tedavisi sırasında, sırasıyla 

%7.4 ve %4.8'de tedavi başarısızlığı ve nüks oranları kaydedilmiştir. Doksisiklin ve 

rifampin (DR) veya streptomisin ile tetrasiklin (ST) ile tedavi sırasında neredeyse 

benzer tedavi sonuçları gözlemlenmiştir; bununla birlikte nüksetme oranları SD 

tedavisinde daha yüksek olduğu kaydedilmiştir. Brusellozun başka ikili 

kombinasyonları olduğu bilinmektedir. Örneğin doksisiklin ve gentamisin (DG) ve 

çocuklarda kullanılan kortimoksazol ve rifampisin antibiyotikleridir. Doksisiklin, 

kotrimoksazol, rifampisin ile siprofloksasin veya ofloksasin ile tedavinin, nüks oranı 

ortalama %11,4 ve başarısızlık oranı %12,2 olarak bildirilmiştir (Alavi ve Alavi 

2013, Glowacka ve ark 2018). 

Doksisiklin, rifampisin ve aminoglikosit ile üçlü ilaç tedavisi kullanılan üç 

klinik çalışma yapılmıştır. Üçlü ilaç tedavisinin üstünlüğüne ilişkin olarak iki ilaçlı 

tedaviye kıyasla açık bir kanıt yoktur. Bununla birlikte, üçlü ilaç tedavisinin nüksleri 

önlemede daha etkili olduğu, ancak kısa süreli tedavide ikili ilaç tedavisinden daha 

az başarılı olduğu görülmektedir (Solis ve ark. 2015). Yapılan bir çalışmada iki ilaç 

tedavisinden daha düşük tedavi başarısızlık oranları nedeniyle karmaşık vakalarda 

(spondilit veya artritli) sekiz hafta boyunca üçlü tedavi önerilmektedir. Komplike 

olmayan kronik veya akut vakalarda ve endokardit, spondilit, artrit olmayan 

karmaşık vakalarda doksisiklin ve aminoglikozit tedavisi önerilmektedir. Komplike 
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olmayan vakalarda streptomisin ve doksisiklin veya gentamisin de savunulmaktadır 

(Alavi ve Alavi, 2013, Glowacka ve ark 2018). 

Brusellozu tedavi etmek için yeni stratejiler geliştirildiği bilinmektedir. 

Brucella vakuollerinin endoplazmik retikulum (ER) ile bağlantısı, ER yapısının 

modifikasyonunun konakçıda stres yanıtı sırasında ER’nin yeniden modellenmesi ile 

sağlanabileceği belirtilmiştir. Tauroursodeoksikolik asit vasıtasıyla konakçının 

protein cevabının bozulması ve Brucella spp. nükslerinin engellenebileceği 

paylaşılmıştır. Konakçının protein cevabı Brusellozda yeni hedef olarak seçilip 

çalışmaların yapılabileceği paylaşılmaktadır (Smith ve ark. 2013, Glowacka ve ark 

2018). 

Brusellozla mücadelesinde ginseng saponin fraksiyonu A'nın (RGSF-A) 

etkisinin araştırılması ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır. Yapılan bir çalışmada 

bakteriyel enfeksiyonun ortadan kaldırılması için RGSF-A'nın etkisini incelemiştir. 

RGSF-A, Mitojenle Aktifleştirilen Protein Kinazların (MAPK) düzenlenmesinde yer 

alır ve bu nedenle F-aktinin polimerizasyonunu sınırlar ve hücrelere bakteriyel 

nüfuzu engeller. RGSF-A, B. abortus'un hücre içi iletişimini de etkiler ve B. abortus 

içeren fagosomların (BCP) LAMP-1 ile etkileşimini destekler. LAMP-1, 

lizozomların fagosomlarla hücreye girmesinden sorumlu olan, BCP'lerin lizozom ile 

bağlanmasını ve bakterilerin yok edilmesini sağlayan transmembran proteinidir 

(Arayan ve ark 2015, Reyes ve ark 2016, Huy ve ark 2017). RGSF-A'nın ginsenosid 

Rg3- panaxadiol saponin bileşenlerinin Brusellozu kontrol eden ana faktör olduğunu 

kanıtlamıştır. Kuşkusuz, biyoaktif maddeleri (flavonlar, flavonoidler, antosiyaninler 

ve taninler) önleyen veya hatta Brusellozla savaşmada etkili olabilecek diğer umut 

verici bitkisel bitkiler Teucrium polium, Scophularia deserti, Alhagi, Okaliptüs, 

sarımsak ve kızamık kökleri de vardır (Naghadi ve ark 2016, Huy ve ark 2017, 

Glowacka ve ark 2018). 

1.9. Koruma ve Kontrol 

Dünyada hastalığın hayvanlarda ve insanlarda yaygınlığı ve ekonomik etkileri 

göz önünde bulundurularak kontrol programları hazırlanmıştır. Hayvan 

Brusellozunun kontrol ve eradikasyonuna yönelik olarak hazırlanan programlar test 

ve kesim, sanitasyon ve aşılamayı içermektedir (Olsen ve Stoffregen 2005, Erganiş 

2010). 
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DSÖ tarafından hayvan Brusellozunu eradike etmek için hazırlanan Akdeniz 

Zoonoz Kontrol Programında önerilen genel stratejiler şunlardır: Hayvanlar arasında 

yayılmanın önlenmesi, Brusellozdan ari sürü ve bölgelerin izlenmesi, ari sürü ve 

bölgeleri oluşturmak için enfekte hayvanların itlafı ve aşılanmasıdır (WHO 1998). 

Bruselloza karşı hijyen tedbirleri, enfekte olmuş hayvan veya kontamine ortamlarda 

bakteri ile temas olasılığının azaltılması yönünde çalışmalar tedbirler olarak 

sayılabilir (Perez-Sancho ve ark 2015).  

Her ülke için en uygun kontrol stratejisinin seçimi, hayvancılık uygulamaları, 

hastalığın epidemiyolojik modeli gibi çeşitli faktörlerle birlikte veterinerlik 

hizmetlerinin altyapısı ve finansmanına, hayvancılık ekonomisinin değerine ve ulusal 

düzeydeki yürütülen politikalara bağlıdır. FAO, Bruselloz hastalığının azaltma ve 

halk sağlığının korumasına yönelik yürütülmesi gereken stratejileri dört ana kolda 

belirtmiştir; 1-) Hastalığın durumununu bilinmediği ve kontrol programlarının 

olmadığı durumlarda, hastlık durumunun daha iyi anlamak gerekir. Bunun için temel 

anket ve epidemiyolojik araştırmaların gerçekleştirilmesi ve uygun kontrol stratejisi 

ve eylem planı geliştirilmesi gerekir. 2-) Hastalığın durumunun bilindiği ve kontrol 

programının devam ettiği durumlarda, hastalık oranı düşer. Kontrol programı 

uygulamaya devam ederek kalite ve ilerleme durumları izlenmeli ayrıca halk ve 

hayvan sağlığı arasındaki iş birliğinin artması gerekmektedir. 3-) Hastalığın çiftlik 

hayvanlarında düşük seviyelerde olduğu durumlarda, Hastalığın insan ve çiftlik 

hayvanlarında etkisi azalır. Bunun için uygulanan stratejileri revize etmek için risk 

analizi yapılır ve sonrasında o plan uygulanır ve izleme ve gözetim geliştirilir. 4-) 

Çiftlik hayvanlarında ve insanlarda hiç Bruselloz olmadığı durumlarda, aşılı ya da 

aşısız Bruselloz-arilik beyan edilir. Olası tüm şüpheli Bruselloz vakalarını araştırılır 

ve temizlenir. Hastalıksız durumu izleyerek, sürdürme yoluna gidilir (FAO 2014). 

Hastalık durumunun bilinmediği ve kontrol stratejisinin olmadığı durumlarda 

ciddi serosurvey çalışması gerekir. Çıkan sero-prevalans sonucuna göre stratejiler 

belirlenir. Buna göre genel kaide sero-prevalans yüksekse kitle aşılması en uygun 

strateji olarak kabul edilmektedir. Çıkan sero-survey sonuçları %5’ten yüksekse 

sadece kitle aşılama, %5ten az ise damızlıkların aşılanması, %1 altı ise test ve kesim 

stratejisi uygulamak uygundur. Sero-prevalansın kitle aşılamayla hastalık oranının 

düşürülerek test ve kesim yapılabilecek seviyelere getirmek en uygun stratejidir. 

Ülkemizdede 2011’de tamamlanan serosurvey çalışmasında sığırlarda sürü 
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prevelansı %7,8 koyunlarda sürü prevalansı %22,5 olması nedeniyle kitle aşılama ile 

mücadele yöntemi strateji olarak seçilmiştir (Garin-Bastuji ve ark 2006, Gıda Tarım 

ve Hayvancılık Bakanlığı- Gıda Kontrol Genel Müdürlüğü 2012).    

Epidemiyolojik olarak hastalığın girişini önlemek için uygun biyogüvenlik 

önlemlerinin kullanılması kritik öneme sahiptir. Bu önlemler, yeni hayvanların 

sürüye dâhil edilmeden önce karantinada bekletilmesini, şüpheli hayvanların 

ayrılmasını, hayvan hareketlerinin kontrolünü, gebe dişilerin doğumdan önce 

izolasyonunu ve hastalık etkeni içermeyen sperma kullanımını içerir. Vahşi 

hayvanların enfeksiyon kaynağı olarak görüldüğü ortamlarda, hayvan ve yaban 

hayatı arasındaki temastan kaçınılması veya teması sınırlandırmak, hastalıktan 

korunma açısından oldukça önemlidir (Alton 1990, Adone ve Pasquali 2013, Rhyan 

ve ark 2013, Kreizinger ve ark 2014, Perez-Sancho ve ark 2015). 

Göçebelik, ortak meraların kullanılması gibi bazı yönetim uygulamaları, 

bakteri kontaminasyonuna sebep olurken, kontrol stratejilerini de olumsuz etkiler 

(Reviriego ve ark 2000, Robinson 2003, Perez-Sancho ve ark 2015). 

Gelişmiş ülkelerde, kırk yılı aşkın bir süredir, hayvancılıktaki Brusellozun 

kontrol ve eradikasyon programları ulusal veterinerlik hizmetleri tarafından 

uygulanmaktadır. Klasik olarak, enfeksiyonun zorunlu aşılama ile kontrol edildiği ilk 

aşamadan sonra, aşılama kademeli olarak kısıtlanır ve enfeksiyonu ortadan 

kaldırmak için “test ve kesim” politikası uygulanır (Garin-Bastuji ve ark 2006). Bu 

politikayı tamamlamak için genellikle on yıldan fazla bir süreye ihtiyaç vardır. 

Ayrıca politikanın başarılı olarak uygulanabilmesinin enfekte hayvanlara tazminat 

uygulaması ile mümkün olabileceği bildirilmektedir. Avrupa Birliği (AB), bu tür 

ulusal programları üye ülkeler nezdinde desteklemektedir. Bu politika AB’ nin 

kuzeyinde büyükbaş hayvanların yanı sıra koyun ve keçi Brusellozu için başarılı bir 

şekilde uygulanırken, AB’nin güneyinde bazı eradikasyon programları, özellikle de 

koyun ve keçi Bruselloz eradikasyon programları henüz tamamlanmamıştır 

(Godfroid ve ark 2013). 

İnsan Brusellozunun yayılmasını önlemek için en etkili strateji, süt 

ürünlerinin pastörizasyonunun yanı sıra, sığır, koyun ve keçilerin aşılanması yoluyla 

dolaylı olarak gerçekleşmektedir. Brusellozu kontrol altına almak için etkili aşılar 

olmasına rağmen, hastalık dünyadaki çoğu ülkede ortadan kaldırılamamıştır 
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(Dorneles ve ark 2015). Mevcut aşılar, serolojik testlerde pozitif reaksiyon 

verdiğinden aşı, hastalık ayrımı yapılamamaktadır (Olsen ve Stoffregen 2005, 

Dorneles ve ark 2015). Ölü aşıların koruyuculuğu bulunmamakta, tüm dünyada 

aşılama canlı aşılar ile gerçekleştirilmektedir (Erganiş 2015). Aşılama programları 

çoğunlukla dişilere odaklanır çünkü bazı aşıların erkek üreme sistemine zarar 

verebileceği öne sürülmüştür (Avila-Calderon ve ark 2013). 

 Aşılama, endemik bölgelerde Brusellozun kontrolü için muhtemelen en 

ekonomik önlemdir. Şu anda aşılama programları, esas olarak B. melitensis ve B. 

abortus'a bağlı Brusellozun kontrolüne yönelik uygulanmaktadır (Oliveira ve ark 

2011, Marzetti ve ark 2013). 

1.9.1. İdeal Brucella Aşısı  

Enfekte hayvanları tespit etmek için tanı testlerinde karışıklık oluşturabilecek 

antikorların üretimini tetiklememeli, güçlü bir Th1 tipi yanıt oluşturabilen canlı 

bakteri içermeli, hayvanda hastalığa veya kalıcı enfeksiyona neden olmayan 

zayıflatılmış bir suş içermeli, insanlar için patojenik olmamalı, gebe dişilere 

uygulandığında abortlara neden olmadan tek bir dozla uzun süreli koruma 

sağlayabilmeli, serolojik testlerde karışıklığa sebep olmamalı, stabil olup in vivo 

veya in vitro şartlarda virülan durumuna geri dönmemeli, uygulaması ekonomik, 

üretilmesi ve yönetilmesi kolay olmalıdır (Schuring ve ark 2002, Ko ve Splitter 

2003, Nicoletti 2010, Dorneles ve ark 2015). 

Şu anda kullanılan aşıların çoğu, B. abortus ve B. melitensis neden olduğu 

hastalığı önlemeyi amaçlamaktadır (Olsen ve Stoffregen 2005, Pandey ve ark 2016). 

B. suis, B. ovis ve B. canis için aşı suşları, deneysel olarak geliştirilmiştir (Lopez-

Santiago ve ark 2019). Kas içi veya deri altı yolla aşılama, hayvancılıkta en sık 

kullanılan yöntemdir, ancak intra konjunktival uygulamanın daha iyi sonuç verdiği 

paylaşılmaktadır (Olsen ve Stoffregen 2005). Sığırlarda B. abortus enfeksiyonunun 

kontrolü için: B. abortus 45/20, B. abortus suşu 19 (S19) ve B. abortus RB51 olmak 

üzere 3 canlı attenüe aşı tavsiye edilmektedir (Schuring ve ark 2002, Moriyon ve ark 

2004). 

Brucella abortus S-19 

B. abortus türü ilk olarak 1923'te sütten izole edilmiştir. Oda sıcaklığında bir 

yıl tutulduktan sonra yanlışlıkla zayıflatılmıştır. B. abortus S-19 ismiyle sığırlarda aşı 
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olarak kullanımı 1941'de başlamıştır (Schuring ve ark 1991, Scguring ve ark 2002, 

Olsen ve Stoffregen 2005). S19 suşu, erkek yetişkinlerde epididimitise neden olduğu 

ve gebe dişilerde abortla ilişkili olduğu için buzağılarda uygulanması tercih edilir 

(He ve ark 2001). B. abortus S19 ile aşılanan hayvanlar, suş smooth olduğundan 

LPS'ye karşı antikorlar geliştirir. Bu nedenle, bu suş ile aşılanmış hayvanlar ile doğal 

olarak enfekte hayvanlar arasında ayrım yapmak serolojik testler ile mümkün 

değildir. Uygulaması SC ve konjuktival olarak gerçekleştirilmektedir. Ayrıca B. 

abortus S-19 aşı suşu insanları enfekte edebilir (Olsen ve Stoffregen 2005, Dorneles 

ve ark 2015, Simpson ve ark 2018). Son zamanlarda bağışıklık tepkisinin sığır ırkları 

arasında farklı olduğu tespit edilmiştir (Kumar ve ark 2019).  

Brucella abortus 45/20 

B. abortus 45/20 suşu, 1922'de enfekte bir inekten elde edilen smooth suş 

izolasyonundan türetilmiştir. Suş 45 kobaya uygulandıktan sonra elde edilmiştir ve 

20 pasajdan sonra rough faz izole edilmiştir; bu nedenle suş 45/20 olarak 

adlandırılmıştır. Bu suş, bir adjuvan ile birlikte ısıtılarak inaktive edilerek 

uygulanmaktadır. Virülan smooth formuna geri dönebilir, bu nedenle aşı olarak 

uygulanmadan önce inaktive edilmesi gerekir (Scguring ve ark 2002, Moriyon ve ark 

2004, Olsen ve Stoffregen 2005). Maalesef, koruma ve antikor yanıt deneyleri, aşının 

etkinliği ile ilgili değişkenlik göstermiştir. Ek olarak, bazı hayvanlarda aşının 

enjeksiyon bölgesinde aşırı duyarlılık reaksiyonları gözlemlenmiştir. Bu problemler 

nedeniyle bu türün aşı olarak kullanılmaması gerektiği düşünülmektedir (Dorneles ve 

ark 2015).  

Brucella abortus RB51 

B abortus RB51 suşu, virülan smooth B abortus 2308 suşunun rifampisin 

veya penisilin içeren bir kültür ortamında arka arkaya pasajlamaları sonucunda elde 

edilmiştir. RB51 suşu, rough bir fenotip gösterir ve LPS O-zincirinden yoksundur. 

Oldukça stabildir ve patojen smooth fenotipe geri dönmez (Schuring ve ark 1991). 

O-zincirinin yokluğu, aşıdan kaynaklanan antikor oluşumuna izin vermez. Böylece 

serolojik testlerde aşı ya da saha kaynaklı enfeksiyonların ayrımı gerçekleşir. Ancak 

ELİSA testlerinde aşı ve saha suşundaki c-oligosakkarit yapılarının ortak olmasından 

kaynaklı cut-off değerinin üstünde yalancı pozitiflikler sıklıkla görülebilmektedir. 

(Dorneles ve ark 2015). Aşılama ile yüksek koruma sağlayan güçlü bir Th1 tipi hücre 

tepkisine neden olur. Bu tepki, enfekte olmuş hücreleri inhibe eden ve makrofajların 
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bakterisit aktivitesini artıran sitotoksik T lenfositlerin aktivasyonuna yol açan IFN-γ 

yanıtının uyarılmasından kaynaklanmaktadır (He ve ark 2001). Aşı rifampisin ve 

streptomisin antibiyotiklerine dirençli olması kullanım açısından risk teşkil 

etmektedir (Moriyon ve ark 2004). 

Brucella melitensis Rev1  

Canlı B. melitensis Rev1 aşısı, koyun ve keçilerde Brusellozun kontrolü için 

kullanılmaktadır. Bu suş, 1953 yılında Herzberg ve Elberg tarafından geliştirilmiştir 

ve Brucella türlerinin ortak özelliklerini göstermektedir, ancak streptomisine 

dirençlidir ve penisilin G'ye duyarlıdır (Avila-Calderon 2013). Rev1 türü smooth 

formdadır. B. melitensis 16M kökenlidir ve üremesi için ortama streptomisinin 

eklenmesi gerekir (Schuring ve ark 2002, Moriyon ve ark 2004, Avila-Calderon ve 

ark 2013). Uygulaması SC ve konjuktival olarak gerçekleştirilmektedir. Bu aşı suşu 

ayrıca serolojik olarak tanıda antikorların üretimini de uyararak saha suşları ile aşı 

suş ayrımı yapılamamasına sebep olur (Avila-Calderon ve ark 2013). Canlı suşlarla 

aşılamanın sığır ve yaban hayatı hayvanların için oldukça koruyucu bir etkinliğe 

sahip olduğu kanıtlanmıştır. Bunun nedeni, bakterinin konakta belirli bir süre canlı 

kalması ve çoğalmasıdır (Ko ve Splitter 2003, Zabalza-Barangua ve ark 2019). 

Ayrıca B. melitensis Rev. 1 insanları enfekte edebilir. Gebe hayvanlarda abortu 

önlemek için aşı ilk gebelikten önce 3-7 aylıkken önerilir (Banai 2002, Avila-

Calderon ve ark 2013). Bir çalışmada, B. melitensis Rev1 aşısının Omp19 

bölgesinden hazırlanan aşı kullanılarak aşılanan hayvanlardan enfekte olan 

hayvanları ELİSA yöntemiyle ayırt edilebileceği bilgisi paylaşılmıştır (Uslu ve 

Erganiş 2021).   

Diğer Aşılar  

Subunit aşılar, rekombinant proteinler gibi, ümit verici aşı adaylarıdır. Çünkü 

bunlar daha az biyolojik tehlike içerir. İyi tanımlanmışlardır, avirülandırlar, bulaşıcı 

değillerdir ve cansızlardır (Pasquevich ve ark 2011). Bruselloza karşı etkili bir aşının 

geliştirilmesi için, yeterli bir immünolojik yanıtın ortaya çıkarılması ve ardından 

koruyucu bağışıklığı uyaran en iyi antijenin seçilmesi gerekir. Subunit aşılar, daha 

güvenli aşıları geliştirmek için umut verici bir seçenek olarak görünmektedir. Çünkü 

canlı türlerin aksine virülansı yeniden kazanamazlar (Avila-Calderon ve ark 2013). 

Zayıf immunojenik olduklarından, bir adjuvanın birlikte uygulanması gerekir. 

Subunit aşının başarısı, uygun tipte immünomodülatör özelliklere sahip maddelerin 
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kullanımına bağlıdır. Ayrıca, subunit aşının başarısı, uygulama yolu ile ilişkilidir 

(Pasquevich ve ark 2010, Lopez-Santiago ve ark 2019). 

DNA aşıları hem humoral hem de hücresel immün yanıtı uyarabilmektedirler. 

Protein aşılarına oranla daha az immun yanıt oluşturdukları bildirilmiştir (Avila-

Calderon ve ark 2013). Bruselloz da; örneğin, Omp 31 ihtiva eden bir DNA aşısı, 

IFA ile birleştirilmiş rekombinant protein ile benzer koruma oluşturmaktadır 

(Cassataro ve ark 2005). Ayrıca bir BSL-DNA aşısının, B. abortus a karşı aynı 

rekombinant proteinden daha etkili olduğu bildirilmektedir (Velikovsky ve ark 

2002). DNA aşılarının etkinliğini artırma çalışmaları devam etmektedir. Bu aşılar 

hedef hayvan ve insanlara uygulanabilirliği açısından çalışmaları oldukça önemlidir 

(Avila-Calderon ve ark 2013). 

1.9.2. Ülkemizde Koruma ve Kontrol Programı 

Ülkemizde koyun ve keçi Brusellozuna karşı ilk mücadele 1952 yılında 

devlet çiftliklerinde başlatılmıştır. Hayvanlar serolojik olarak test edilmiş ve 

prevalansları %10’un üzerinde bulunmuştur. Taşıyıcı olarak tespit edilen hayvanlar 

kesime sevk edilmiştir. Daha sonra test ve kesimden ziyade kitlesel aşılamanın daha 

doğru bir yol olacağı kanısına varılmış ve Rev-1 ile ilk aşılamaya geçiş 1968 yılında 

başlatılmıştır. Özel çiftlikler ise aşılamaya 1974 yılı itibari ile geçmişlerdir. 

Hastalığın eradikasyonu için 1984 yılında Tarım ve Orman Bakanlığı tarafından 

“Ulusal Brucella Kontrol ve Eradikasyon Projesi” adlı projede 26 yıl süresince doğan 

dişi koyun, keçi ve sığır yavrularının uygun yaşta aşılanması hedeflenmiştir. Proje 

süresinin sonunda da seroprevalansı %1’in altına çekmek amaçlanmıştır. Hastalığın 

yaygınlığını tespiti amacıyla 1998 yılında yapılan çalışmada sığırda sürü prevalansı 

%11,4 (fert prevalansı %1,43), koyunlarda sürü prevalansı %15 (fert prevalansı 1,97) 

olarak tespit edildiği bildirilmektedir. Kontrol programının sonrasında ise 2011 

yılında seroprevalans çalışması gerçekleştirilmiş ve sığırlarda fert prevalansı %2,7 ve 

sürü prevalansı %7,8 iken koyunlarda fert prevalansı %3,4 ve sürü prevalansı %22,5 

olarak bildirilmiştir (Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı- Gıda Kontrol Genel 

Müdürlüğü 2012, Yumuk ve O’Callaghan 2012).   

Yapılan prevalans çalışması sonucunda “Brucella’nın Konjuktival Aşı ile 

Kontrol ve Eradikasyonu Projesi” 2012 yılında başlatılmıştır. Bu kapsamda koyun- 

keçiler için 6 yıl, sığırlar için 10 yıllık eylem planları hazırlanmıştır. Bu projede 



56 
 

koyun ve keçilere 3-6 aylık dönemlerinde tek doz, sığırlarda 6-12 aylık dönemlerinde 

çift dozla aşılama yapılması kararlaştırılmıştır (Gıda, Tarım ve Hayvancılık 

Bakanlığı- Gıda Kontrol Genel Müdürlüğü 2012). 

Koyun ve keçiler için ön görülen eylem planı sonrasında tüm Türkiye’yi 

temsil eden numuneler toplanarak serosurvey çalışması 2017 yılında 

gerçekleştirilmiştir. Ülke genelinde Koyun ve Keçi Brusellozu yönünden fert 

prevalansı %2,10 ve sürü prevalansı %12,34 olarak hesaplanmıştır. Bulgular hastalık 

prevalansında, Haziran 2012’de tamamlanan ‘’Brucella’nın Konjuktival Aşı ile 

Kontrol ve Eradikasyonu Projesi” (fert prevalansı %4,7 ve sürü prevalansı %30) ne 

kıyasla düşüş olduğu bildirilmiştir (GTHB 2018). Sığırlar için yapılacak olan 

serosurvey ise 2022 yılında planlanmaktadır (Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı- 

Gıda Kontrol Genel Müdürlüğü 2012). 

Bruselloz insan vakaları 2005 yılından itibaren azalma eğiliminde olmakla 

birlikte 2016’dan itibaren tekrar bir artış yaşanmıştır, 2005 yılında 14.644 olan vaka 

sayısı 2019 yılında 10244’e inmiştir (Çizelge 1.3) (WAHİS 2019). 

Çizelge 1.3. Yıllara göre insan Brusellozu vaka ve ölüm sayıları (WAHİS 2019). 

Yıl İnsan vakaları Ölüm 

2005 14644 1 

2006 10790 0 

2007 11803 0 

2008 9818 1 

2009 9324 0 

2010 7658 0 

2011 7177 0 

2012 6759 0 

2013 7225 0 

2014 4475 0 

2015 4173 0 

2016 5148 0 

2017 6457 0 

2018 7219 1 

2019 10244 0 

 

2012/03 sayılı "Brucella’nın Konjuktival Aşı ile Kontrol ve Eradikasyonu 

Projesi" nin yerini 2019/6 ‘’Brucella’nın Konjuktival Ası Ile Kontrol ve 

Eradikasyonu Genelgesi’’ almıştır. 2019/6 Brucella’nın Konjuktival Aşı ile Kontrol 

ve Eradikasyonu Genelgesi Tarım ve Orman Bakanlığı Gıda Kontrol Genel 
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Müdürlüğü tarafından yayınlanmıştır. Genelgeye göre; 2 yıl boyunca aşılama devam 

edilecek olup sonrasındaki yıl serosurvey çalışması yapılıp sonuçlara göre aşılama 

süresi uzatılabilecektir. Aşı uygulama programı kapsamında Trakya’da; 3-6 aylık dişi 

buzağılar B. abortus S-19 ile aşılanacak, 4-12 ay sonra ilk aşılanan hayvanlar tekrar 

aşılanacak, aşı kaydına bakılarak aşılanmamış ergin hayvanlar B. abortus S-19 ile 

aşılanacak, gebe hayvanlar doğumdan sonra aşılanacak, 3-6 aylık dişi kuzu ve 

oğlaklar ile damızlık erkek hayvanlar B. melitensis Rev-1 aşısıyla aşılanmasına karar 

verilmiştir. Hastalık mihrakının yoğun olduğu iller de (Ağrı, Ankara, Ardahan, 

Bayburt, Çankırı, Erzincan, Erzurum, Kars, Konya, Sivas) genç dişi buzağılar B. 

abortus S-19 ile aşılanacak 4-12 ay sonra tekrar aşılamaları yapılacak, aşı geçmişine 

bakılmaksızın tüm dişiler B. abortus S-19 ile aşılanacak, gebe hayvanlar doğumdan 

sonra aşılanacak, 3-6 aylık dişi kuzu ve oğlaklar ile damızlık erkekler B. melitensis 

Rev-1 aşısıyla aşılanmasına karar verilmiştir. Diğer Anadolu illerinde genç dişi 

buzağılar B. abortus S-19 ile aşılanacak 4-12 ay sonra tekrar aşılamaları yapılacak, 

3-6 aylık dişi kuzu ve oğlaklar ile damızlık erkekler B. melitensis Rev-1 ile 

aşılanmasına, ayrıca isteyen yetiştiriciler il müdürlüklerinin bilgisi dâhilinde ilk 

aşılamalarını B. abortus S-19 subcutan- deri altı olarak uygulayıp, 4-12 ay sonra B. 

abortus S-19 konjoktival aşısı ile aşılanacaktır. Aşılamadan bir yıl sonra 

gönderilecek kan numuneleri RBPT ve CFT testleri ile değerlendirilecek olup, 30 

İnternational Complement Fikzation Test (İCFT) Unit’den yüksek titreler pozitif 

olarak değerlendirilerek şartlı kesime gönderileceği belirtilmektedir (TOB 2019). 

Ancak subcutan aşılama da titre yarılanma süresi 1 yılın üzerindedir (Erganiş 2019). 
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2.GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. İzolatlar 

Bu çalışmada; 2012 ve 2017 yıllarında diğer Enstitü Müdürlüklerinden 

Brucella spp. olarak identifiye edilen ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü 

Müdürlüğü’ne biyotiplendirme için gönderilen 50 adet izolat kullanıldı. Ancak 2012 

yılında gönderilen suşlarda Brucella melitensis biyotip 2 bulunmadığı için 1 adet 

numune 2009 yılından seçildi. Ayrıca 2 adet numune Güneydoğu Anadolu bölgesini 

temsil etmesi adına 2011 ve 2013 yılından seçilerek tüm bölgeyi temsil etmesi için 

50 adet numune içine eklendi. Çalışmada kullanılan izolat bilgileri Şekil 2.1 ve 

Çizelge3.1’de gösterildi. 

 
Şekil 2.1. Çalışma izolatlarının coğrafi dağılımı 

 

Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü’ne gelen numuneler biyotip özelliklerine 

ve tüm coğrafi bölgeleri temsil edecek şekilde farklı konakçılardan olmak üzere 

seçildi. Numune seçiminden sonra biyotip doğrulaması yapıldı. Bu doğrulama için 

numuneler Tibilisi, İzatnagar ve R/C fajı ile birlikte %3 dekstroz ve %5 yeni doğmuş 

buzağı serumu içeren Triptik Soy Agar (TSA agar)’a pasajlandı. Beş gün inkübasyon 

süresinin sonunda faj sonuçları kayıt edildi ve daha sonra petriden bakteri %15’ lik 

gliserol broth içeren kroviallerde toplandı. Streptomisinli, penisilinli, i-eritritollü, 

bazikfuksinli, tiyoninli ve safraninli besiyerlerine ve H2S’de üretimi görmek 
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amacıyla TSA içeren yatık agarlara ekimleri yapıldı. İnkübasyon süresinin sonunda 

üreme özelliklerine göre değerlendirildi ve kayıt altına alındı. Biyotiplendirilen ve 

raporlandırılan izolatlar -80 ºC’de derin dondurucuda muhafaza edildi. 

2.1.2. İzolasyon Besiyeri 

Tryptone Soy Agar Besiyeri (TSA)  

Numunelerin ilk izolasyonunda ve identifikasyonunda seçici olmayan TSA 

agar kullanıldı.  

TSA (CM0131, Oxoid) hazırlarken 1 litre için 40 gram TSA tartımı yapıldı. 

Tartılan miktar 1 litre distile su içeren 2 litrelik bir şişeye aktarılıp karıştırıldı. 

Sterilizasyon işlemi için 121 °C ± 3 °C de 20 dakika otoklavlandı. Daha sonra 

sıcaklığı 56 Cº olan benmaride soğutma işlemi gerçekleştirildi. Karışımın üzerine 

steril yeni doğmuş buzağı serumundan (RM0437, HiMedia) 50 ml eklendi. Diğer 

tüm bileşenler ilave edildikten sonra iyice karıştırılıp, 90 mm çaplı steril boş petri 

kaplarına her biri 23 ml olacak şekilde otomatik pipet aracılığıyla taksim edildi 

(Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları Üretim Laboratuvarı 2015). 

2.1.3. Biyotiplendirme Besiyerleri 

Suşların biyotiplendirilmesi amacıyla boyalı (bazikfuksin, tiyonin, safranin), 

antibiyotikli (penisilin, streptomisin) ve eritritol içeren besiyerleri kullanıldı. 

Tiyonin Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Tiyonin besiyerinin 1 litresindeki bileşenler:  

Stok tiyonin boyası (%0,1) 20 ml  

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dektroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA (236950, BD Difco) besiyeri, 

soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride bekletildi. Üzerine 50 ml steril (%20’ 

lik) dekstroz solüsyonu (MC013, LABM), 50 ml steril yeni doğmuş buzagı serumu 

(RM0437, HiMedia) ve 20 ml boya solüsyonu (T-3387, Sigma-Aldrich) eklendi. 

Tüm bileşenler eklenip karıştırıldıktan sonra besiyeri steril 90 mm çaplı boş petrilere 
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20 ml olacak şekilde dağıtıldı (Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları 

Üretim Laboratuvarı 2015). 

Bazik Fuksin Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Bazik fuksin besiyerinin 1 litresindeki bileşenler: 

Stok bazik fuksin boyası (%0,1) 20 ml  

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dekstroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco), 

soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride bekletildi. Üzerine 50 ml steril (%20’ 

lik) dekstroz solüsyonu (MC013, LABM), 50 ml steril yeni doğmus buzagı serumu 

(RM0437, HiMedia) ve 20 ml boya solüsyonu (632-99-5, Merck) eklendi. Sonra tüm 

bileşenler eklendip karıştırıldıktan sonra taksim için steril 90 mm çaplı boş petrilere 

dağıtıldı (Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları Üretim Laboratuvarı 

2015). 

Safranin Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Safranin besiyerinin 1 litresindeki bileşenler: 

Stok safranin boyası (%0,5) 20 ml  

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dekstroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco), 

soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride bekletildi. Üzerine 50 ml sterilize 

edilmiş (%20’ lik) dekstroz solüsyonu (MC013, LABM), 50 ml sterilize edilmiş yeni 

doğmuş buzağı serumu (RM0437, HiMedia) ve 20 ml boya solüsyonu (S-2255, 

Sigma) eklendi. Tüm bileşenler eklenip karıştırıldıktan sonra taksim için steril 90 
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mm çaplı boş petrilere 20 ml dağıtıldı (Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella 

Aşıları Üretim Laboratuvarı 2015). 

Penisilin Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Penisilin besiyerinin 1 litresinde ki bileşenler:  

Penisilin 5000IU 

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dekstroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco), 

soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride bekletildi. Üzerine 50 ml sterilize 

edilmiş (%20’ lik) dekstroz solüsyonu (MC013, LABM), 50 ml sterilize edilmiş yeni 

doğmuş buzağı serumu (RM0437, HiMedia) ve 20 ml antibiyotik solüsyonu 

(AppliChem A1837,0025, 113-98-4) eklendi. Sonra tüm bileşenler eklenip 

karıştırıldıktan sonra taksim için tüm steril 90 mm çaplı boş petrilere dağıtıldı 

(Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları Üretim Laboratuvarı 2015). 

Streptomisin Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Streptomisin besiyerinin 1 litresinde ki bileşenler:  

Streptomisin  2,5 mg  

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dektroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA besiyeri (236950, BD Difco), 

soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride bekletildi. Üzerine 50 ml sterilize 

edilmiş (%20’ lik) dekstroz solüsyonu (MC013, LABM), 50 ml steril yeni doğmuş 

buzağı serumu (RM0437, HiMedia) ve 20 ml antibiyotik solüsyonu (3810-74-0, 

AppliChem A1852,0025) eklendi. Sonra tüm bileşenler eklendip karıştırıldıktan 
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sonra taksim için besiyeri steril 90 mm çaplı boş petrilere 20 ml olarak dağıtıldı 

(Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları Üretim Laboratuvarı 2015). 

Eritritol Besiyeri 

TSA agara doğrulamak için ekilen suşların biyotiplendirme işlemlerini 

yapmak için kullanılan besiyeridir. Eritritol besiyerinin 1 litresinde ki bileşenler:  

Eritritol  1 gr   

Triptik soyagar  40 gr 

Steril Yeni Doğmuş Buzağı Serumu 50 ml 

Steril dektroz solüsyonu (%20’lik) 50 ml 

Distile su  

On ml distile suda 10 gr eritritol (149-32-6, Sigma E7500) çözdürülüp 

sonrasında filtre edilerek steril edildi. Sterilizasyon işlemi için otoklavlanan TSA 

besiyeri (236950, BD Difco), soğutmak için 56 Cº ye ayarlanmış benmaride 

bekletildi. Üzerine 50 ml sterilize edilmiş (%20’ lik) dekstroz solüsyonu (MC013, 

LABM), eritritol solüsyonu ve 50 ml steril yeni doğmuş buzağı serumu (RM0437, 

HiMedia) eklendi. Sonrasında tüm bileşenlerde eklenip karıştırıldıktan sonra taksim 

için besiyeri steril 90 mm çaplı boş petrilere 20 ml olarak dağıtıldı (Pendik Veteriner 

Kontrol Enstitüsü, Brusella Aşıları Üretim Laboratuvarı 2015). 

2.1.4. Diğer Besiyerleri 

%15’lik Gliserinli Triptik Soy Broth 

İzolasyonu ve identifikasyonu yapılan Brucella spp.’leri uzun süre muhafaza 

etmek amacıyla %15 Gliserin (104092, Merck) içeren triptik soy broth (1309881013, 

LabM) kullanıldı ve -20 ºC’de muhafaza edildi (Alton ve ark 1988). Sterilizasyon 

amacıyla triptik soy broth, %15 gliserin ve distile su ilave edilerek hazırlandıktan 

sonra 121 ºC’de 20 dakika otoklavlandı. Bu işlemden sonra steril kriyoviyallere her 

biri 1 ml olacak şekilde dağıtıldı ve sonra kullanılmak üzere +4 ºC’de saklandı. 

2.1.5. Morfolojik, Serolojik, Biyokimyasal ve Faj Test Gereçleri 

Bakteri Saflığı ve Morfolojisinin Belirlenmesi 

İzolatların saflığını belirlemek için ekilen kültürdeki koloniler ticari Gram 

boya seti ile Gram boyaması yapıldı (111885, Merck). Gram boyama için, Kristal-

viyole, lugol, asit-alkol ve Safranin boyaları kullanıldı. Bu işlem için taze 
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kolonilerden öze ucu kadar alındı ve bir damla distile su ile lam üstüne yayıldı, 

kurutma işlemi gerçekleştirildi ve sonra 45 derecelik açı ile 3 defa lam ateşten 

geçirilerek tespit işlemi gerçekleştirildi. Sonrasında hazırlanan preparat üzerine 

kristal-viyole boya çözeltisi damlatıldı ve 1 dakika bekletildikten sonra bol distile su 

ile yıkandı. Preparat üstü lugol boya solüsyonu ile kaplandı ve 1 dakika 

bekletildikten sonra bol distile su ile yıkandı. Preparatın üzeri asit-alkol karışımı ile 

kaplandı ve 10-15 saniye bekletildikten sonra distile su ile yıkandı. Daha sonra 

preparat üzerine safranin boya solüsyonu kaplandı ve 30 saniye bekletildi sonra bol 

distile su ile yıkandı. Kurutma kağıdında bekletildikten sonra mikroskopta incelendi. 

Pembe- kırmızı renkte görülen Gram negatif koko-basiller Brucella olarak 

değerlendirildi (Alton ve ark 1975).  

Antiserumlar 

Biyotiplendirme aşamasında, Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü’nde üretilen 

liyofilize Brucella Monospesifik A ve M Antiserumları (2010-1; PVKE) ile Brucella 

Poliklonal A-M Antiserumu (2008-1; PVKE) 1 ml distile suyla sulandırılarak 

kullanıldı (Alton ve ark 1988, OIE 2015). 

Biyokimyasal Test Gereçleri 

Hidrojen Peroksit (H2O2) %3’lük (108597, Merck) katalaz testi için, oksidaz 

identifikasyon stikleri (113300, Merck) oksidaz testi için kullanıldı. Serum Dekstroz 

Agar (SDA) yatık agar tüplerinde, kurşun asetat (32307, Sigma Aldrich) emdirilmiş 

sterilize whatman kağıtları (1442-1, GE Healthcare) H2S üretiminin tespit edilmesi 

amacıyla kullanıldı (Alton ve ark 1988, OIE 2015).  

Fajlar 

Biyotiplendirme aşamasında faj testleri için, Pendik Veteriner Kontrol 

Enstitüsü’nde üretilen liyofilize Tibilisi (TbØ 104 RTD) (FTb-01-07; PVKE), 

İzatnagar (FIz-05-07; PVKE) ve R/C (FR/C-08-07; PVKE) fajları, distile suyla 1 ml 

karıştırılıp kullanıldı (Alton ve ark 1988, OIE 2015). 

Standart Suşlar 

Referans suşlar, B. melitensis Rev-1 (ATS-PVKE-08-04), B. melitensis 16M 

(ATCC 23456) biyotip 1, B. melitensis 63/9 (ATCC 23457) biyotip 2 ve B. 

melitensis Ether (ATCC 23458) biyotip 3 suşları kullanıldı. Bu suşlar Pendik 

Veteriner Kontrol Enstitüsü Brucella Referans ve Aşı Üretim Laboratuvarının 

bünyesindeki suş koleksiyonundan temin edildi. Çalışma örneklerinin 
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biyotiplendirmesinde test ve kontrol amacıyla, besiyerlerinin kontrolü için pozitif ve 

negatif kontrol olarak bu suşlar kullanıldı (Alton ve ark 1988). Bu çalışmada 

kullanılan her iki test metodunda da referans suşların DNA’ları pozitif kontrol 

amacıyla ekstakte edilip çalışmaya dahil edildi. Özellikle MLVA metoduna 

başlamadan önce kapillar cihazında off-set değerlerinin belirlenmesi için söz konusu 

DNA’lar kullanıldı (Whatmore ve ark 2007, Garofolo ve ark 2013).  

2.1.6. Moleküler Yöntemlerde Kullanılan Gereçler 

DNA Ekstaksiyon Kiti 

DNA ekstraksiyonu için ticari kit (High Pure FFPET DNA Isolation Kit, 

06650767001, Roche) kullanıldı. 

MLVA Primerleri 

B. melitensis 16M referans suşuna ait ilgili gen bölgelerinde yer alan tekrarlı 

ünitelerin çoğaltılmasında primer olarak kullanılan oligonukleotid dizileri 100uM 

(Letgen, Türkiye) olacak şekilde sentezlettirildi (Çizelge 2.1). Stok primerler 10 uM 

olacak şekilde Nuclease-free su ile 10 kat sulandırıldı. 
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Çizelge 2.1. MLVA primer dizileri ve uzunlukları (Garofolo ve ark 2013) 

Gen Bölgesi/ 

Primer İsmi 

Forward 

(5'→3') 
Reverse 

(5'→3') 

Beklenen PZR 

ÜrünToplam 

Uzunluğu (Bp) 

Bruce 30 PET-TGACCGCAAAACCATATCCTTC TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG 119-199 

Bruce 08 PET-ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC 312-384 

Bruce 11 6FAM-CTGTTGATCTGACCTTGCAACC CCAGACAACAACCTACGTCCTG 257-1076 

Bruce 45 6FAM-ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG CGGGTAAATATCAATGGCTTGG 133-187 

Bruce 19 NED-GACGACCCGGACCATGTCT ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT 79-205 

Bruce 06 NED-GATTGCGGAACGTCTGAACT TAACCGCCTTCCACATAATCG 312-714 

Bruce 42 VIC-CATCGCCTCAACTATACCGTCA ACCGCAAAATTTACGCATCG 164-914 

Bruce 12 NED-CGGTAAATCAATTGTCCCATGA GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC 302-452 

Bruce 18 PET-TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG 130-186 

Bruce 55 PET-TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT 193-553 

Bruce 21 6FAM-CTCATGCGCAACCAAAACA GTGGATACGCTCATTCTCGTTG 431-463 

Bruce 04 VIC-CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG TGGTTTTCGCCAATATCAACAA 313-473 

Bruce 07 NED-GCTGACGGGGAAGAACATCTAT ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA 134-246 

Bruce 09 VIC-GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC GGGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG 124-292 

Bruce 43 6FAM-TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC 170-194 

Bruce 16 6FAM-ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT GGCCATATCCTTCCGCAATA 227-353 

 

MLST Primerleri 

B. melitensis 16M referans suşuna ait ilgili gen bölgelerinde yer alan tekrarlı 

ünitelerin çoğaltılmasında primer olarak kullanılan oligonukleotid dizileri 100uM 

olacak şekilde sentezlettirildi. Stok primerler 10 uM olacak şekilde Nuclease-free su 

10 kat sulandırıldı (Çizelge 2.2). 
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Çizelge 2.2.MLST yönteminde kullanılacak genlere özgü primer dizileri ve 

uzunlukları (Whatmore ve ark 2007) 

Gen 

Bölgesi/ 

Primer 

İsmi 

 

Forward 

(5'→3') 

 

Reverse 

(5'→3') 

 

Tekrar 

Ünitesi 

(Bp) 

 

Bant 

Büyüklüğü 

(Bp) 

Gap YGCCAAGCGCGTCATCGT GCGGYTGGAGAAGCCCCA 6 589 

aroA GACCATCGACGTGCCGGG YCATCAKGCCCATGAATTC 7 565 

Glk TATGGAAMAGATCGGCGG GGGCCTTGTCCTCGAAGG 10 475 

dnaK CGTCTGGTCGAATATCTGG GCGTTTCAATGCCGAGCGA 7 470 

gyrB ATGATTTCATCCGATCAGGT CTGTGCCGTTGCATTGTC 6 469 

trpE GCGCGCMTGGTATGGCG CKCSCCGCCATAGGCTTC 6 486 

cobQ GCGGGTTTCAAATGCTTGGA GGCGTCAATCATGCCAGC 7 422 

omp25 ATGCGCACTCTTAAGTCTC GCCSAGGATGTTGTCCGT 10 490 

int-hyp CAACTACTCTGTTGACCCGA GCAGCATCATAGCGACGGA 5 430 

 

MLST ve MLVA Analizlerinde Kullanılan Kimyasallar 

MLVA analizi için Hi-Di formamid (4311320, Applied Biosystems) ve 1200 

LizGene Scan Standart (4379950, Applied Biosystems) kullanıldı. 

MLST ve MLVA analizlerinin ilk PZR aşamalarında 2x Taq PZR Master mix 

(201443, Qiagen) kullanıldı. 

2.1.7. Görüntüleme ve Elektroforez Cihazları 

Jel elektroforez aşaması için, %1,5 oranında agaroz jel hazırlandı. Bu işlemde 

kullanılmak üzere 50 X TAE (Tris Asetat EDTA) solüsyonu (A4686, AppliChem 

Panreac), 1X oranına indirmek için distile su ile karıştırılarak kullanıldı. 

Jel hazırlamak için, agaroz (A9539, Sigma)’dan 4,5 gr olarak alındı ve 1X 

TAE buffer solüsyonu ile 300 ml’ye tamamlanıp homojenliği sağlanana kadar 

eritildi. Eritilen agarozlu solüsyon biraz soğutuldu ve üzerine 5μl %1’lik ethidium 

bromide (Applichem, A1152) eklenilip iyice karıştırıldı. Kalıp tepsisinin üzerine 

taraklar yerleştirildikten sonra jel solüsyonu döküldü. Katılaşması için oda 
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sıcaklığında belirli süre beklenildi. Katılaştıktan sonra taraklar tepsiden çıkarıldı. 

Hazır haldeki jel elektroforez tankına uygun olucak şekilde yerleştirilip yürütme 

işlemi gerçekleştirildi. Yükleme işlemi için 6X DNA Loading dye (G190A, 

Promega) ve jelde DNA marker görmek için 2000 bp’lik ladder (Norgen Low 

Ranger) kullanıldı. 

Sekans verilerinin fasta formatları Genestudio Professional software ve 

AliView software (İsveç) programları kullanılarak okuma işlemleri gerçekleştirildi. 

Kapillar elektroforez işlemi için, Genetic Analyzer 3130/3130xl (Applied 

Biosystems®) cihazı kullanıldı. Bu işlem için ABI PRISM gene analyser ve 

GeneMapper Software 6 programları kullanıldı. 

2.1.8. Kullanılan Diğer Gereçler 

MLST ve MLVA analizlerinde kullanılan diğer gereçler; otomatik pipetler 

(100-1000 μl, 10-100 μl, 0,5-10 μl; Eppendorf), DNase / RNase’dan arındırılmış düz 

kapaklı PZR tüpleri (Axygen), UV jel görüntüleme sistemi (Vilber-Lourmat), DNase 

/ RNase’dan içermeyen steril filtreli pipet uçları (Kırgen), ısı döngü cihazı (Palm-

Cycler), elektroforez sistemi (Thermo EC105) ve Agaroz jel Elektroforez tankı 

(Maxicell Primo EC340)’dır.  

2.2. Yöntem 

2.2.1. Etkenin İdentifikasyonu ve Biyotiplendirilmesi 

Karbondioksit (CO2) İhtiyacının Belirlenmesi 

İzolatlar krovialler içerisinde 1 ml FTS olacak şekilde süspanse edildi. 

Süspansiyonlar eküvyon çubuğu ile TSA agara ince hat şeklinde ekildi. Daha sonra 

petriler 37 ºC’de aerobik koşullarda, etüvde 5 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonunda üremenin olması negatif ve üremenin olmaması pozitif olarak 

değerlendirildi (Alton ve ark 1988). 

Hidrojen Sülfür (H2S) Çıkışının Belirlenmesi 

Seçilen izolatlar, TSA yatık agar içeren tüplere eküvyon çubuklarıyla 

ekimleri yapıldı. Daha sonra, kurşun asetat emdirilmiş whatman kağıtları, 

besiyerlerinin yüzeylerine değmeyecek şekilde tüp ile kapağı arasına sıkıştırıldı. 

Ekilen tüpler %6 CO2’li etüvde 37 ºC’de 5 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonunda kurşun asetat emdirilmiş kâğıt siyah renge dönüşmüşse test poztif olarak 

değerlendirildi (Alton ve ark 1988). 
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Penisilin, Streptomisin, Eritritol, Tiyonin, Bazik Fuksin ve Safranin 

Varlığında Üreme 

Krovialler içerisindeki süspansiyonlar, eküvyon çubuğu ile TSA agara her 

petride 5 örnek olacak şekilde ekimleri yapıldı. Daha sonra petriler 37 ºC’de %6 

CO2’li etüvde 5 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda yapılan 

değerlendirmede üremenin olması pozitif ve üremenin olmaması negatif olarak kabul 

edildi (Alton ve ark 1988). 

Faj Testleri 

Krovialler içerisindeki süspansiyonlar eküvyon çubuğu ile TSA agar ekimleri 

gerçekleştirildi. Ekim alanının sağ tarafı tibilisi ortası izatnagar sol tarafına R/C 

fajlarından 20’şer μl damlatıldı. Petrilerin kuruması için biraz beklenildi. Sonra %6 

CO2’li etüvde 37 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından 

fajların damlatıldığı alanlarda, lizisin tam görülmesi pozitif, fajların damlatıldığı 

alanda lizisin görülmeme durumu negatif olarak kabul edildi (Alton ve ark 1988). 

Brucella A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Aglütinasyon 

İzolatlar krovialler içerisinde 1 ml FTS olucak şekilde süspanse edildi. Bu 

süspansiyonların inaktive işlemleri için 65 ºC’lik sıcak su banyosunda 1 saat süre ile 

bekletildi. İnaktive edilen izolatlar daha sonra temiz bir lam üzerine 25 μl olucak 

şekilde damlatılıp üzerlerine M ve A monospesifik antiserumları 25 μl ilave edilip 1-

2 dakika karıştırıldı. Değerlendirme aşamasında aglütinasyon oluşması pozitif olarak 

kabul edildi (Alton ve ark 1988). 

2.2.2. Moleküler Yöntemler 

Örneklerden DNA İzolasyonu 

Brucella izolatlarından DNA izolasyonu; High Pure FFPET DNA Izolasyon 

Kiti (Roche, 06650767001) kullanılarak, üretici firmanın önerileri doğrultusunda 

gerçekleştirildi. Kit protokolüne göre, 54 numunenin DNA ekstraksiyonları 

gerçekleştirildi. İzolatları pozitif kontrol, steril distile su negatif kontrol olarak 

kullanıldı Örneklerden 200’er µl alındı ve 1,5 ml’lik tüplere konuldu. Aynı tüplere 

180’er µl bağlanma tamponu, 70 µl proteinaz K solüsyonu (25 U/mg) eklendi ve 

vorteks yardımıyla karıştırıldı. Bu karışım 600 rpmde 56°C’de 60 dk inkube 

edildikten sonra aynı tüplerin üzerine 200’er µl DNA bağlanma tamponu ilave 

edilerek vortekslendi. On dakika 15°C’de inkübe edildi. Karışımın üzerine 100 µl 

izopropanol ilave edildi. Karışım pipetlenerek karıştırıldı ve toplama tüpleri içerisine 
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yerleştirilen filtreli tüplere aktarılarak 8000 g’de 1 dk. santrifüj edildi. Santrifüjü 

takiben sıvı biriken toplama tüpleri atıldı. Daha sonra filtreli tüpler yeni toplama 

tüplerine yerleştirildi. Tüplere 500 μl yıkama tamponu 1 eklenip 8000 g’de 1 dk 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası altta sıvı biriken toplama tüpleri atıldı. Üstteki 

filtreli tüpler yeni toplama tüpleri içine yerleştirilerek üzerine 500 μl yıkama 

tamponu 2 eklendi ve 8000 g’de 1 dk. santrifüj edildi. Bu basamak bir kez daha 

tekrar edildi. Ardından filtrede kalan etanolün tamamen uzaklaştırılması için 14000 

g’de 10 saniye santrifüj edildi. Daha sonra filtreli tüpler yeni tüpler içine yerleştirildi 

ve üzerine elüsyon tamponundan 50’şer μl eklendi 5 dakika 15°C’de inkübe edildi ve 

8000 g’de 1 dk. santrifüj edildi. Son olarak üstteki tüpler atıldı ve saf DNA elde 

edildi, ektraktlar PZR testinde kullanılıncaya kadar, -20°C’de muhafaza edildi. 

Örneklerin DNA Konsantrasyonunun Ölçülmesi ve Sulandırılması  

 B. melitensis olduğu tespit edilen 50 adet saha suşu ve 4 adet Referans suş 

(Aşı suşu Rev-1, B. melitensis bt1(16M), B. melitensis bt2(63/9), B. melitensis 

bt3(Ether)) biyotiplendirildi. Biyotiplendirme için elde edilen kültürlerden manuel 

olarak DNA ekstaksiyonları yapıldı ve DNA’lar elde edildi. DNA’ların 

konsantrasyonlarını ve saflıkları nonodrop cihazında (Thermo Scientific 1000, 

Amerika) tespit edildi. Ürünlerin nanogram değerleri 25 ile 340 arasında bulundu. 

Saflık değerleri (260/280) değerleri 1,6 ile 1,8 olarak, (260/230) değerleri ise 1,8 ile 

2,0 arasında değiştiği görüldü. Daha sonra 50 nanogram üzeri olanlar yoğun olarak 

değerlendirildi ve sulandırma işlemine tabi tutuldu. Bunun için 200 µl’lik 

ependorflara her birinde 100 µl ve herbirinin OD (Optik Dansite) değeri 10 

nanogram olacak şekilde sulandırma işlemi gerçekleştirildi.  

MLVA Metodu için Primer Karışımlarının Hazırlanması  

Birinci PZR aşaması için, ilgili gen bölgelerine uygun primerler ile PZR 

gerçekleştirildi (Garofolo ve ark 2013). Primer karışımı hazırlarken Çizelge 2.3’de 

primerlerin uzunlukları ve dizilimleri belirtilen florasan işaretli 16 çift primerler 

kullanılarak 4’lü multipleks hazırlandı. Primer Mixler forwardlar için ayrı olarak 

M1fw, M2fw, M3fw, M4fw şeklinde reverseler için ayrı olarak M1rw, M2rw, M3rw, 

M4rw şeklinde ayrı olarak dörderli tüpler halinde hazırlandı. 
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Çizelge 2.3. Multiplekslerin primer dizilimleri ve uzunlukları, florasan işaret 

renklerine göre dizaynı (Gorofolo ve ark 2013, LeFleche ve ark 2006) 

Paneller    Lokuslar Vntr 

uzunlukları 

(bp) 

Kromozom 

yerleri 

Tekrar 

sayıları 

(bp) 

Beklenen 

uzunlukları 

(bp) 

Florasan 

İşaret 

Renkleri 

P
an

el
 1

 

M
u

lt
ip

le
k

s1
 

Bruce 30 1505 1 8 151 Kırmızı 

(PET) 

Bruce 08 1134 1 18 348 Kırmızı 

(PET) 

Bruce 11 211 1 63 257 Mavi(FAM) 

Bruce 45 233 1 18 151 Mavi(FAM) 

Bruce 19 324 2 6 163 Sarı(NED) 

Multipleks 

2 

Bruce 06 1322 1 134 408 Sarı(NED) 

Bruce 42 424 1 125 539 Yeşil (VİC) 

P
an

el
 2

A
 

M
u

lt
ip

le
k

s 
3

 

Bruce 12 73 2 15 392 Sarı(NED) 

Bruce 18 339 2 8 146 Kırmızı 

(PET) 

Bruce 55 2066 1 40 273 Kırmızı 

(PET) 

Bruce 21 329 1 8 148 Mavi(FAM) 

Bruce 04 1543 1 8 152 Yeşil (VİC) 

P
an

el
 2

B
 

M
u

lt
ip

le
k

s 
4

 

Bruce 07 1250 1 8 158 Sarı(NED) 

Bruce 09 588 1 8 156 Yeşil (VİC) 

Bruce 43 379 1 12 182 Mavi(FAM) 

Bruce 16 548 2 8 152 Mavi(FAM) 

 

MLVA Metodu için DNA Amplifikasyonu Hazırlanması  

Birinci PZR aşaması: DNA ekstraktından, Garofolo ve ark (2013) 

bildirdikleri yöntem kullanılarak ilgili gen bölgelerine uygun primerler ile birinci 

PZR aşaması gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon karışımı, ısıya dayanıklı 200 μl’lik 

nükleazdan arındırılmış PZR tüpleri içerisinde, finalde 10 μl miktarda olmak üzere; 5 

μl 2X master mix PZR kit karışımı (Qiagen, 201443), 1 μl 10x Forward Primer 

karışımı, 1 μl 10x Reverse Primer karışımı (Her primer için 10 pmol/ μl), 1 μl Q 

(buffer) solüsyonu, 1 μl nükleazdan arındırılmış ultra safsu ve 1 μl (10 ng) DNA 

örneği içermektedir. DNA amplifikasyonu (Multipleks2 hariç); 95 ºC’de 5 dakika 

başlangıç denatürasyon işleminden sonra, 95 ºC’de 30 saniye (denatürasyon), 60 
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ºC’de 90 saniye (ilk bağlanma), 72 ºC’de 30 saniye (uzama) toplam 30 döngü olacak 

şekilde 60 ºC’de 45 dakika (son uzatma), 4 ºC’de ürünler çıkartılana kadar 

(sonlanma), Multipleks 2 için ise başlangıç denatürasyon işlemi sonrası döngü 

sayısını 26’ya düşürerek diğer ısı ve zaman değerleri aynı olacak şekilde protokol 

ThermalCycler (PalmCycler) cihazında yürütülerek amplifikasyon işlemleri 

tamamlanmıştır (Qiagen Kit Protokolü). 

MLVA Metodu için Hazırlanan PZR Ürününün Doğrulanması  

Elde edilen PZR ürünlerinin varlığının kanıtlanması ve Fragment analizi 

öncesi kontrolü amacıyla %1,5 ’lik agaroz jelde, jel elektroforez cihazında (Bio-Rad) 

bantlar görüntülenmiştir. DNA bant büyüklükleri 100 bp’lik ladder kullanılarak 

ölçülmüştür. 

MLVA Metodu için Hazırlanan PZR Ürününün Fragment Analizi  

Elde edilen amplifikasyon ürünleri jel üzerinde doğrulandıktan sonra 

fragment analizleri yapılmak üzere Applied Biosystems® 3130/3130xl Genetic 

Analyzer kapillar elektroforez cihazına yüklendi ve binler (piklerin görüleceği 

aralıklar) oluşturulmuştur. Numuneyi cihaza yükleme sırasında uygulanan protokol 

ise; Hi-Di formamid 10,25μl, GeneScan liz 1200 standart 0,3μl ve PZR ürünü 1μl 

M1 ve 1μl M2 toplam 2μl toplam hacim 12,55 olacak şekilde ilk kuyucuk, daha 

sonra Hi-Di formamid 10,25μl, GeneScan liz 1200 standart 0,3μl ve 2μl M3 PZR 

ürünü toplam hacim 10,55μl ikinci kuyucuğa ve Hi-Di formamid 10,25μl, GeneScan 

liz standart 0,3μl ve 2μl M4 PZR ürünü toplam hacim 12,55μl olacak şekilde üçüncü 

kuyucuğa yerleştirilerek 4lü multipleks hazırlanmıştır.  

Karışımlar kuyucuklara yüklenmeden önce denatürasyon amacıyla önce 3 

dakika Thermal Cycler’da daha sonra 1 dakika buz bloğunda şoklanarak pleyt septası 

kapatıldı ve Applied Biosystems® 3130/3130xl Genetic Analyzer cihazına yüklendi. 

Kapillar elektroforez cihazının ABI PRISM gene analyser programı kullanılarak yeni 

proje oluşturuldu ve run modülü komutu yine Garofolo ve ark (2015), yöntemindeki 

gibi ayarlanarak Referans numunelerin yürütülme işlemi gerçekleştirildi. Öncesinde 

yürütme modülü oluşturuldu. Bunun için; long fragment analiz kısmına 50-pop7, 

ısıtma sıcaklığı 60 ºC, yürütme öncesi zamana 180 saniye, yürütme öncesi voltajı 15 

kvolts, yürütme voltajı 8.1 kvolts, püskürtme zamanı 10 saniye, hafıza gecikmesi 

480, püskürtme voltajı 1.6 kvolts ve yürütme zamanı 6000 saniye olarak alet 

protokolü yazılarak cihaz hazır hale getirildi (Garofolo ve ark 2015).  
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GeneMapper software 6 programına yürütme öncesi bazı tanıtımlar yapıldı. 

Projeye isim verildi ismi MLVA Brucella oldu ve yeni binler (piklerin görüleceği 

aralık) Brucella ismi ile oluşturuldu. Daha sonra 3 tane panel oluşturuldu. M1-M2, 

M3 ve M4 olarak isimlendirildi. Sonrasında her bir panele markırlar eklendi. 

Öncelikle M1-M2 panelin içine bruce06, bruce08, bruce11, bruce19, bruce30, 

bruce42 ve bruce45 eklendi. M3 panelinin içine bruce04, bruce12, bruce18, bruce21 

ve bruce55 eklendi. M4 paneline ise bruce07, bruce09, bruce16 ve bruce43 eklendi 

ve panneller GeneMapper software 6 programına bu şekilde tanıtıldı. GeneMapper 

yönetim sekmesinde yeni analiz seçildi ve binler (piklerin görüldüğü aralık) 

oluşturuldu. Bu binler LeFleche ve ark. (2006) da paylaştıkları nükleotide (bp) 

karşılık gelen allel unit (tekrar üniteleri) tablosu aynı zamanda mlva.net’de 

(http://mlva.i2bc.paris-

saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf) bulunan 

tabloya göre binler tekrar sayıları oluşturularak binlerde tanımlandı. Bunun için önce 

B. melitensis 16M referans çalışılarak değerleri belirlendi. Diğer B. melitensis 

referanslarda çalışılarak off- set (tekrar sayısının belirlendiği aralık) değerleri 

ayarlamaları yapıldı. Binlerin belirlendiği fragmentlerin uzunlukları Şekil 2.2’de 

verildi. Tabloda altı çizili olan değerler Referans 16M’e göre hazırlandı. Daha sonra 

Liz standart 1200 seçilerek yürütme işlemine geçildi. Yürütme işleminden sonra 

öncelikle Liz standart 1200 test edilir kaymalar varsa olması gereken standarda göre 

düzeltilir ve okuma işlemine geçilir.  

http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf
http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf


73 
 

 Şekil 2.2. Brucella Nükleotid(bp) karşılık allel değerleri tablosu (Le Fleche ve ark. 2006). (Altı çizili olan değerler B. melitensis 16M Referans 

suşu belirtmektedir) (http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf) 

http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/IMG/pdf/bru_table_allele_assignement_version3.6.pdf
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Daha sonra yürütülen numuneler GeneMapper Software programında değerlendirildi. 

İlk olarak deneme Referans B. melitensis 16M ile denendi daha sonra diğer 

referanslar ve çalışma örnekleriyle devam edildi. Buna göre B. melitensis bt1 (16M) 

referans sonuçlarına göre Şekil 2.2’de belirtilen allel değerlerine göre bin setler 

oluşturuldu. Referans 16M’e ait piklerin görüldüğü sonuçlar Şekil 3.2, Şekil 3.3 ve 

Şekil 3.4’de gösterilmektedir. B. melitensis suşlarının tekrar sayıları ve HGDI 

değerleri http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/index.php 

kullanılarak hesaplandı (Huston ve Guston 1998). 

MLST Metodu için DNA Amplifikasyonu Hazırlanması 

Birinci PZR aşaması: DNA izolasyon aşamasından sonra Whatmore ve ark 

(2007), bildirdikleri yöntem kullanılarak Çizelge 2.2. belirtilen gen bölgelerine ait 

dizilimleri ve uzunlukları belirtilen primer çiftleri kullanıldı. Reaksiyon karışımı, 

ısıya dayanıklı 200 μl’lik nükleazdan arındırılmış PZR tüpleri içerisinde, finalde 20 

μl miktarda olmak üzere; 10 μl 2X master mix PZR kit karışımı (Norgen, 28009), 1 

μl Forward Primeri (2,5μΜ), 1 μl Reverse Primeri (2,5μΜ), 7 μl nükleazdan 

arındırılmış ultrasaf su ve 1 μl (10 ng) DNA örneği eklenerek karışım vortekslenerek 

spin işlemi uygulandı. 95 ºC’de 2 dakika başlangıç denatürasyon işleminden sonra, 

95 ºC’de 30 saniye (denatürasyon), 58 ºC’de 30 saniye (ilk bağlanma), 72 ºC’de 60 

saniye (uzama) toplam 30 döngü olacak şekilde 72 ºC’de 5 dakika (son uzatma), 4 

ºC’de ∞ dakika (sonlanma) olarak protokol ThermalCycler (PalmCycler) cihazında 

yürütülerek amplifikasyon işlemleri tamamlandı (Norgen Kit Protokolü). 

MLST Metodu için Hazırlanan PZR Ürününün Doğrulanması 

Hazırlanan her PZR ürünü singelplex olarak hazırlanmış ve sekans analizi 

öncesinde daha ucuz maliyetle yapılan işlemin kontrollü ve doğru olarak yapıldığının 

göstergesi adına %1,5 ’luk agaroz jelde, jel elektroforez cihazında (Bio-Rad) 

bantların görüntüleme işlemleri yapıldı.  

Elde edilen bant görüntüleriyle PZR ürün varlığından emin okunduktan sonra 

tüm örnekler sekansları için Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü Genetik 

Laboratuvarına gönderilerek analizleri tamamlandı. 

 

 

http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/index.php
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MLST Metodu için Hazırlanan PZR Ürünün Sekans Verilerinin 

Okunması, Değerlendirilmesi ve Allel Numaralarının Belirlenmesi 

Laboratuvardan elde edilerek sekans ham verileri Şekil 2.3’de belirtildiği gibi 

GeneStudio programında değerlendirilmiş olup, düşük kalitedeki sekans verileri 

tekrardan PZR ürünleri oluşturularak sekansları yapıldı. Tüm örnek sekansları ideal 

uzunlukta okunup değerlendirildi. Hatalı veriler ya da istenilen uzunlukta olmayan 

veriler PZR aşamasından itibaren tekrarlandı. Okunan ham veriler AliView 

programında bölgelere göre Align (dizileme) işlemleri gerçekleştirildi. Tüm veriler 

MLST veritabanı (https://pubmlst.org/Brucella/)’na yüklendi ve Allel numaraları ve 

ST numaraları tespit edildi. 50 Adet çalışma örnekleri ve 4 Adet Referans suşlarının 

(B. melitensis Rev-1 bt1, B. melitensis bt1 (16M), B. melitensis bt2(63/9), B. 

melitensis bt3 (Ether)) tüm gen bölgelerinin allel numaraları ve ST değerleri aşağıda 

Çizelge 3.4’de verilmektedir. 

 
Şekil 2.3. aroA gen bölgesi GeneStudio programında değerlendirilmesi 

 

 

https://pubmlst.org/brucella/
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3.BULGULAR 

3.1. Biyotiplendirme Sonuçları 

Çalışma izolatlarını doğrulamak amacıyla biyotiplendirme işlemleri 

gerçekleştirildi. Seçilen izolatlara ait numune bilgileri ve biyotiplendirme ile ilgili 

veriler aşağıdaki Çizelge 3.1’ de verildi. Buna göre sığırlara ait izolatlardan 2 

adedinin B.melitensis bt1, 6 adedinin B. melitensis bt3, 1 adedinin bazik fuksine ve 

safranine duyarlı B.melitensis bt3 ve 1 adedinin penisiline duyarlı B.melitensis bt3 

olan toplam 10 adet izolat, keçilerde 9 adedinin B. melitensis bt1, 2 adedinin 

B.melitensis bt3, 1 adedinin penisiline duyarlı B.melitensis bt1, 1 adedinin penisiline 

duyarlı B.melitensis bt3 olan toplam 13 adet izolat ve koyunlara ait 6 adet 

B.melitensis bt1, 15 adet B. melitensis bt3, 2 adet B.melitensis bt2, 2 adet penisiline 

duyarlı B.melitensis bt3, 1 adet safranine duyarlı B.melitensis bt3 ve 1 adedinin 

penisiline duyarlı streptomisine dirençli B.melitensis bt3 olduğu toplam 27 adet izolat 

biyotip özelliklerine göre çalışmaya alındı. 
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Çizelge 3.1. Çalışmaya dahil edilen Brucella izolatlarının Biyotiplendirme sonuçları 

Numune Bilgileri Brucella spp. Üreme Özellikleri Sonuç 

SIRA 

NO 

  

Suş 

Numarası 

HAYVAN 

TÜRÜ 
GELDİĞİ İL 

GELDİĞİ 

İLÇE 

CO2 

Gereksinimi 

H2S 

üretimi 
Tiyonin 

Bazik 

fuksin 
Safranin Penisilin Streptomisin 

İ-

eritritol 

Tibilisi 

fajı 

R/C  

fajı 

A 

antiserum 

M 

antiserum 
DEĞERLENDİRME 

1 2017/89-9 Keçi Antalya Korkuteli - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

2 2017/40-1 Keçi İstanbul Şile - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

3 2017/24 Koyun Balıkesir Altıeylül - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

4 2017/22-25 Keçi Erzurum Hınıs - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

5 2017/97 Sığır Manisa Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

6 2017/20-29 Koyun Konya Ahırlı - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

7 2017/43 Koyun Bilecik Osmaneli - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

8 2017/49 Koyun Tekirdağ Süleymanpaşa - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

9 2017/20-28 Koyun Isparta Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

10 2017/22-86 Sığır Kars Arpaçay - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

11 
2017/22-

134 
Sığır Erzurum Pasinler - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

12 2017/20-25 Koyun Afyonkarahisar Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

13 
2017/22-

122 
Koyun Ardahan Hanak - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

14 7.07.2017 Koyun Samsun Çarşamba - - + + + - - + - - + + 

Penisiline duyarlı, 

Streptomisine 

dirençli 
B.melitensis bt3 

15 2017/89-14 Koyun Konya Çumra - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

16 2017/20-23 Koyun Niğde Merkez - - + + - + - + - - + + 
Safranine duyarlı 
B.melitensis bt3 

17 
2017/22-

164 
Sığır Bayburt Aydıntepe - - + + - + - + - - + + 

Bazik fuksin ve 

Safranine duyarlı 

B.melitensis bt3 

18 2017/99 Keçi Kırklareli  Merkez - - + + + - - + - - - + 
Penisiline duyarlı 
B.melitensis bt1 
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SIRA NO 
SUŞ 

NUMARASI 
HAYVAN 

TÜRÜ 
GELDİĞİ İL GELDİĞİ İLÇE 

CO2 

Gereksinimi 
H2S 

üretimi 
Tiyonin 

Bazik 
fuksin 

Safranin Penisilin Streptomisin 
İ-

eritritol 
Tibilisi 

fajı 
R/C  
fajı 

A 
antiserum 

M 
antiserum 

DEĞERLENDİRME 

19 2017/89-17 Keçi Antalya Alanya - - + + + - - + - - + + 
Penisiline duyarlı 
B.melitensis bt3 

20 2017/51-5 Sığır Niğde Çiftlik - - + + + - - + - - + + 
Penisiline duyarlı 

B.melitensis bt3 

21 2017/71 Koyun Balıkesir Gönen - - + + + - - + - - + + 
Penisiline duyarlı 

B.melitensis bt3 

22 2017/15-3 Koyun Yozgat Merkez - - + + + - - + - - + + 
Penisiline duyarlı 
B.melitensis bt3 

23 2009/32 Koyun Kocaeli Körfez - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2 

24 2012/15 Keçi Adana Karaisalı - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

25 2012/19 Koyun Bursa Osmangazi - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

26 
2012/20-

32-2 
Keçi Gümüşhane Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

27 2012/56-14 Keçi İzmir Kemalpaşa - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

28 2012/56-7 Koyun Uşak Ulubey - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

29 2012/31 Keçi Balıkesir Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

30 2012/72 Keçi İstanbul Maltepe - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

31 2012/56-41 Koyun Denizli Sarayköy - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

32 2012/33-29 Sığır Artvin Şavşat - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

33 2012/38-75 Sığır Erzurum Olur - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

34 2012-26 Koyun Edirne Keşan - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

35 2012/44-36 Sığır Erzincan Refahiye - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

36 2012/66-48 Sığır Bayburt Aydıntepe - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

37 2012/1 Koyun Mersin Mezitli - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

38 2012/56-44 Keçi Muğla Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

39 2012/56-35 Koyun Kütahya Domaniç - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

40 2012/60 Koyun Kırklareli Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

Çizelge 3.1. (Devam). Çalışmaya dahil edilen Brucella izolatlarının Biyotiplendirme sonuçları 
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SIRA NO 
SUŞ 

NUMARASI 
HAYVAN 

TÜRÜ 
GELDİĞİ İL GELDİĞİ İLÇE 

CO2 

Gereksinimi 
H2S 

üretimi 
Tiyonin 

Bazik 
fuksin 

Safranin Penisilin Streptomisin 
İ-

eritritol 
Tibilisi 

fajı 
R/C  
fajı 

A 
antiserum 

M 
antiserum 

DEĞERLENDİRME 

41 2012/48 Koyun Çanakkale Biga - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

42 2012/44-52 Koyun Gümüşhane Kelkit - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

43 
2012/44-

148 
Keçi Artvin Şavşat - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

44 2012/38-52 Koyun Erzincan Refahiye - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

45 2012/36 Koyun Balıkesir Dursunbey - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

46 2012/41 Sığır Osmaniye Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

47 2011/77 Koyun Diyarbakır Merkez - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

48 2013/206 Koyun Çanakkale Gelibolu - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2 

49 2012/77 Koyun Bursa Yıldırım - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

50 2011/15-1 Keçi Kahramanmaraş Merkez - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

51 Referans Rev-1 Aşı Suşu - - - - - - + + - - - + Rev-1 

52 Referans B.melitensis bt1 (16M) - - + + + + - + - - - + B.melitensis bt1 

53 Referans B.melitensis bt2 (63/9) - - + + + + - + - - + - B.melitensis bt2 

54 Referans B.melitensis bt3 (Ether) - - + + + + - + - - + + B.melitensis bt3 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.1. (Devam). Çalışmaya dahil edilen Brucella izolatlarının Biyotiplendirme sonuçları 
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3.2. MLVA Metodunda Kullanılan PZR Ürünlerinin Doğrulanması 

Sonuçları 

Referans16M (B. melitensis bt1) ve Referans 63/9 (B. melitensis bt2)’a ait 

PZR ürünlerinin doğrulama sonuçları Şekil 3.1’de sunulmuştur. İki adet referans 

izolatın Çizelge 2.3’e göre hazırlanan multipleks1(M1), multipleks2(M2), 

multipleks3 (M3) ve Multipleks4(M4)’e ait PZR ürünlerinin bant uzunlukları Şekil 

3.1’de görülmektedir.  

 
Şekil 3.1. MLVA-PZR agaroz jel görüntüsü Referans16M ve Referans 63/9’a ait jel 

görüntüsü. Referans63/9M1:145-250 ile 320-465 bp arası Referans63/9M2: 300-400 

bp arası, Referans63/9M3:120-200 ile 280- 450bp arası, Referans63/9M4: 160-

350bp arası. Referans 16M M1:180-320 bp arası, Referans 16M M2:565bp, Referans 

16M M3:130-465bp arası, Referans 16M M4:220-380bp arası bantlar görüldü. 

 

3.3. MLVA Metodu için Hazırlanan PZR Ürününün Fragment Analiz 

Sonuçları 

Elde edilen PZR ürünlerinin fragment analizleri için Applied Biosystems® 

3130/3130xl Genetic Analyzer cihazı kullanıldı. Cihaza yüklenen PZR ürünleri 

GeneMapper version6 programı ile yürütüldü. Bu yürütme işleminde ilk olarak 4 

adet referans suş (B. melitensis Rev-1, B. melitensis 16M, 63/9, Ether) ve daha sonra 

tüm numuneler çalışıldı. Tekrar eden unite (allel) sayıları Çizelge 3.2’de 

sunulmuştur. 

Referans B. melitensis bt1 (16M)’e ait Panel1 Şekil 3.2, Panel 2A Şekil 3.3 ve 
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Panel 2B Şekil3.4’te ait lokuslara ait pikler ve piklere karşılık gelen tekrar (allel) 

sayıları verilmiştir. Şekil3.2’de Bruce 45 (145 bp=3u), Bruce 11 (254 bp=2u), Bruce 

42 (536 bp=4u), Bruce 19 (163 bp=18u), Bruce 06 (565 bp=3u), Bruce30 (151 

bp=6u) ve Bruce08 (345 bp=4u), Şekil 3.3’de Bruce 21 (429 bp=5u), Bruce 04 (319 

bp=2u), Bruce 12 (389 bp=13u), Bruce 18 (145 bp=5u)ve Bruce 55 (262 bp=3u), 

Şekil 3.4.’de ise Bruce 43 (179 bp=2u), Bruce 16 (232 bp=3u), Bruce 09(156 bp=7u) 

ve Bruce 07(159 bp=5u) ait piklerin floresans işaretlerine göre olması gereken allel 

(tekrar) sayıları görülmektedir.  
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Şekil 3.2. Referans 16M multipleks1 ve multipleks 2 lokuslarının pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.3. Referans 16M multipleks 3 lokusların pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.4. Referans 16M multipleks 4 lokusların piklerinin GeneMapper ekran görüntüsü 
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Oluşturulan binsetlerin offset (tekrar sayısının belirlendiği aralık) değerleri, 

yürütülen diğer referans numunelerin (B. melitensis bt2 (63/9), B. melitensis bt3 

(Ether)) pikleri ile database’de mevcut allel numaralarına göre revize edilerek 

binsetler son halleri aldırıldı. Buna göre Referans numunelerin tekrar (allel) (u) 

numaraları Çizelge 3.2’de belirtilmiştir. 

Çizelge 3.2. Referans numunelerin tekrar (allel) sayıları 

Örnek 

Adı 

Bruc

e45 

Bruc

e11 

Bruc

e42 

Bruc

e19 

Bruc

e06 

Bruc

e30 

Bruc

e08 

Bruc

e21 

Bruc

e04 

Bruc

e12 

Bruc

e18 

Bruc

e55 

Bruc

e43 

Bruc

e16 

Bruc

e09 

Bruc

e07 

Ref-Bru-

Ether 
3 3 1 21 3 3 5 7 7 13 7 3 1 10 13 5 

Ref-Bru-

16M 
3 2 4 18 3 6 4 5 2 13 5 3 2 3 7 5 

Ref-Bru-

63-9 
3 3 2 20 1 4 5 7 7 12 4 2 2 5 3 4 

Ref-

Rev1 
3 2 4 18 3 6 4 6 2 13 8 3 3 3 6 4 

 

Saha izolatlarından Kars-Arpaçay ve Afyonkarahisar-Merkez’e ait izolatın 

Panel1 ,2A ve 2B’ye ait lokuslarının uzunlukları (bp) ve bunlara karşılık gelen allel 

(tekrar) sayılarına karşılık numaralar Şekil3.5, Şekil 3.6, Şekil 3.7, Şekil 3.8, Şekil 

3.9 ve Şekil 3.10’da gösterildi. Şekil3.5’te Kars iline ait Panel 1’de Bruce 45 (145 

bp=3u), Bruce 11 (316 bp=3u), Bruce 42 (412 bp=3u), Bruce 19 (178 bp=41u), 

Bruce 06 (310 bp=1u), Bruce30 (134 bp=4u) ve Bruce08 (363 bp=5u), Şekil 3.6’da 

Panel2A’ya ait Bruce 21 (445 bp=8u), Bruce 04 (343 bp=5u), Bruce 12 (389 

bp=13u), Bruce 18 (137 bp=4u)ve Bruce 55 (224 bp=2u), Şekil 3.7’de ise 

Panel2B’ye ait Bruce 43 (180 bp=2u), Bruce 16 (240 bp=4u), Bruce 09(124 bp=3u) 

ve Bruce 07(151 bp=4u), Şekil 3.8’de Afyonkarahisar iline ait Panel1’de Bruce 45 

(145 bp=3u), Bruce 11 (316 bp=3u), Bruce 42 (288 bp=2u), Bruce 19 (178 bp=41u), 

Bruce 06 (310 bp=1u), Bruce30 (143 bp=5u) ve Bruce08 (310 bp=2u), Şekil 3.9’da 

Panel2A’ya ait Bruce 21 (444 bp=8u), Bruce 04 (359 bp=7u), Bruce 12 (389 

bp=13u), Bruce 18 (137 bp=4u)ve Bruce 55 (223 bp=2u), Şekil 3.10’da ise 

Panel2B’ye ait Bruce 43 (180 bp=2u), Bruce 16 (263 bp=7u), Bruce 09(124 bp=3u) 

ve Bruce 07(159 bp=5u) belirlendi. 
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Şekil 3.5. Saha izolatı Kars-Arpaçay multipleks 1 ve multipleks 2 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.6. Saha izolatı Kars-Arpaçay multipleks 3 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.7. Saha izolatı Kars-Arpaçay multipleks 4 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.8. Saha izolatı Afyohkarahisar-Merkez multipleks 1 ve multipleks 2 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.9. Saha izolatı Afyohkarahisar-Merkez multipleks 3 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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Şekil 3.10. Saha izolatı Afyohkarahisar-Merkez mültipleks 4 lokuslarına ait pikleri GeneMapper ekran görüntüsü 
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3.4. MLVA Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

MLVA metot optimizasyonu işlemleri için referans suşlar kullanıldıktan 

sonra 50 adet saha izolatı analiz edildi.  

Tüm veriler BioNumerics yazılım versiyonu 5.1 (Applied Maths, Sint-

Martins-Latem, Belçika) kullanılarak Şekil 3.11’de görülen filogenetik ağaçta 

ilişkileri gösterildi. Unweighted pair group method with mathematical averaging 

(UPGMA) yöntemi ve izolatlar arasındaki ilişki bantlara dayalı “Dice” benzerlik 

katsayısına göre değerlendirildi ve dendrogram oluşturuldu.  

MLVA16 metodu ile 46 farklı genotip tespiti yapıldı. İki farklı kümeden 

oluşan %68 oranında benzerliğin şekillendiği tespit edildi. Grup analiz sonuçlarına 

göre çalışma suşlarının temelde iki ana kola ayrıldığı tespit edildi. Grup I’nin 6 adet 

suştan (8, 9, 12, 14, 16, 17) ve Grup II’in 44 adet suştan (1-7, 10, 13, 15, 18-50) 

oluştuğu ve Grup I ve grup II’yi oluşturan suşların benzerliğinin %71 olduğu 

belirlendi. Grup I’i meydana getiren suşların %83,3’ünün 2017 yılı koyun suşu 

olduğu ve tüm keçi suşlarının grup II’de yer aldığı belirlendi. Grup II-B’nin 

benzerliği %83 olup 5 adet suştan (15, 22, 37, 42, 46) oluşmaktadır. Bayburt-

Aydıntepe’ye ait olduğu 2012 ve 2017 yıllarına ait konakçısı sığır olan numuneler iki 

ayrı genotip profile sahip ayrıca iki farklı kümede yer almaktadır. Erzincan-

Refahiye’ye ait 2012 yılı konakçısı koyun ve sığır izolatları aynı küme içerisinde yer 

almasına karşın farklı profil genotiplerine, Kırklareli-Merkez’e ait 2012 ve 2017 

yıllarına ait konakçısı koyun ve keçi olan izolatların aynı kümede yer almasına karşın 

farklı profil genotiplere sahip oldukları belirlendi. Artvin-Şavşat’a ait 2012 yılına ait 

konakçısı sığır ve keçi olan izolatlar aynı küme içerisinde yer almasına karşın yine 

farklı profil genotiplerine sahiptirler. Ancak 2012 yılı Artvin-Şavşat konakçısı keçi 

izolatı ile 2017 yılı Kars-Arpaçay konakçısı sığır izolatı profil genotipleri birebir 

eşleştiği belirlendi. Yine aynı şekilde 2012 yılı Uşak-Ulubey konakçısı koyun izolat 

ile Balıkesir-Merkez konakçısı keçi izolatı birebir aynı profil genotiplerine, 2017 yılı 

Antalya-Korkuteli konakçısı keçi izolatı ile 2012 yılı Kütahya-Domaniç konakçısı 

koyun izolatları aynı profil genotipleri, 2012 yılı İzmir-Kemalpaşa konakçısı keçi 

izolatı ile Erzurum-Olur konakçısı sığır izolatları aynı profil genotiplerine sahip 

oldukları belirlendi. Sonuç olarak elde edilen filogenetik analiz sonuçlarına göre 

suşların konakçılarına, yıllarına, bölgeye göre ayrım yapılamadığı tespit edildi.  
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Şekil 3.11. Multilokus Variable Tandem Repeat Analiz ile çalışılan 50 adet saha 

izolatına ait dendogram analiz sonuçları 

Brucellav4_5 MLVA veritabanında yapılan MLVA8 (Panel1)’e göre 

değerlendirmede 5 farklı genotip tespit edildi. Çalışılan 50 adet izolatın 43 adeti 

genotip 43 (%86), 3 adeti genotip 42 (%6), 2 adeti genotip 62 (%4), 1 adeti genotip 

61 (%2) ve 1 adedide daha önce tesbit edilememiş bir genotipe (1-2-3-13-2-2-3-2) 
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(%2) ait olduğu belirlendi. MLVA8 değerlendirmesine göre Türkiyede hâkim 

genotipin 43 olduğu belirlendi. 

Brucella MLVA veritabanında yapılan MLVA11 (Panel1 ve Panel 2A) 

değerlendirmesine göre, 8 farklı genotip bulundu. Bunlar sırasıyla 

103,104,114,116,121,122,125 ve daha önce tanımlanmamış bir genotip olduğu tespit 

edildi. Çalışmada kullanılan 50 adet izolattan 1 adeti genotip 103 (%2), 4 adeti 

genotip 104 (%8), 2 adeti genotip 114 (%4), 3 adeti genotip 116 (%6), 2 adeti 

genotip 121 (%4), 1 adeti genotip 122 (%2), 36 adeti genotip 125 (%72) ve 1 adeti de 

daha önce tespit edilemeyen genotipe (1-2-3-13-2-2-3-2-4-41-8) (%2) ait olduğu 

saptandı. Çalışma izolatlarının %72’si genotip 125’e ait olduğu tespit edildi. 

MLVA11 değerlendirmesine göre Türkiyede hâkim genotipin 125 olduğu belirlendi. 

Ayrıca Brucellav4_5 veritabanı MLVA16 (Panel1+Panel2A ve 2B) için 

yapılan aramasında 50 adet izolatın 30 adedinin veritabanında birebir eşleştiği tespit 

edilmiştir. Geri kalan 20 adet izolat veritabanında herhangi genotiple eşleşmemiş ve 

yeni genotip olarak değerlendirilmiştir.  

Bu çalışmada elde edilen 46 adet farklı genotipin konakçılara göre 

aralarındaki ilişkiyi gösteren dendogram Şekil 3.12’da görülmektedir. Yeşil renkteki 

1 numara sığıra, sarı renk 2 numara keçiye, pembe renk 3 numara koyuna, sarı-

pembe renk 4 numara keçi-koyuna, sarı-yeşil renk 5 numara keçi-sığır genotiplerine 

aittir. Etkenin koyun-keçi, keçi-sığır konakçıları içerisinde geçişleri görülmektedir. 

Bu genotiplerin yakınlıkları tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.12. MLVA’ya göre genotiplerin yakınlık ilişkileri. Genotiplerin konakçı 

ilişkilerini göstermek adına kullanılan program ile farklı renklendirmeler yapılmıştır 

1: sığır 2: keçi 3: koyun 4: keçi-koyun 5: keçi-sığır 

 

MLVA ile çalışma izolatlarının ortalama HGDI değeri 0,9572 olarak 

hesaplandı. Buna göre Panel1’deki Bruce06, Bruce11, Bruce43, Bruce45 lokusları ve 

Panel 2A’ daki Bruce21 lokusunun oldukça homojen olduğu ve çeşitliliğinin 

olmadığı görüldü. Panel1 de Bruce 08 (0,68), Bruce12 (0,68), Bruce42 (0,6), 

Bruce55 (0,66) lokusların ayrıca Panel2A’da Bruce18 (0,55), Bruce19 (0,67) ve 

Panel2B’ de Bruce04 (0,86), Bruce07 (0,76), Bruce09 (0,71), Bruce16 (0,88), 

Bruce30 (0,86) tüm lokusların tekrar sayılarının farklı olduğu ve genetik olarak 

çeşitliliğe sebep olan lokuslar olduğu belirlenmiştir. MLVA16’ da Panel 2B’de yer 

alan lokusların ayırt edici güçlerinin diğer panellere oranla daha yüksek olduğu 

görülmektedir. HGDI değerlerinin 0,55 ile 0,88 arasında değiştiği, ama en ayırt edici 

lokusun Bruce16 (HGDI=0,88) olduğu, sonra onu Bruce04 (HGDI=0,86) ve 

Bruce30’un (HGDI=0,86) takip ettiği belirlendi (Çizelge 3.3). 
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Çizelge 3.3. MLVA-16 sonucunda toplam 50 adet Brucella melitensis izolatının allel 

(tekrar) durumları ve HGDI değerleri 

 

 

  

No Panel  Lokus Allel Sayisi Tekrar Sayisi HGDI* 

1  

 

 

 

Panel1 

Bruce06 1 1 (50) 0 

2 Bruce08 3 2(1),3(2),5(47) 0,68 

3 Bruce11 1 3(50) 0 

4 Bruce12 3 12(1),13(48),14(1) 0,68 

5 Bruce42 2 3(43),2(7) 0,6 

6 Bruce43 1 2(50) 0 

7 Bruce45 1 3(50) 0 

8 Bruce55 2 1(1),2(49) 0,66 

9  

Panel2A 

Bruce18 2 4(45),5(5) 0,55 

10 Bruce19 3 36(7),41(42),43(1) 0,67 

11 Bruce21 1 8(50) 0 

12  

 

Panel2B 

Bruce04 7 4(12),5(19),6(7),7(5),8(3),9(3),10(1) 0,86 

13 Bruce07 4 3(1),4(42),5(4),7(3) 0,76 

14 Bruce09 3 3(48),4(1),5(1) 0,71 

15 Bruce16 9 3(1),4(11),5(12),6(13),7(5),8(3),9(1),10(3),11(1) 0,88 

16 Bruce30 7 3(3),4(18),5(20),6(6),7(1),8(1),9(1) 0,86 

   Toplam** 46       0,9572 

*HGDI: Hunter-Gaston diversity index.  

 

Yapılan MLVA8 (Panel1) ve MLVA11 (Panel1 ve Panel2A) 

değerlendirmelerinde farklı genotiplerin olmasının sebebi bu lokuslardaki değişik 

tekrar sayılarından (varyantlardan) kaynaklanmıştır. MLVA16 değerlendirmesinde 

50 suştan 46 farklı genotip eldesi ise Panel2B’de mevcut çeşitlilikle alakalı olduğu 

görüldü.  

Bionumerics software ile Akdeniz ülkeleri içerisinde yer alan ve MLVA ile 

tiplendirme yapılarak veri sağlanan önceki çalışma sonuçları (Wareth ve ark 2020) 

ile ülkemiz izolatlarının benzerliğinin değerlendirildiğinde, Yunanistan ve bazı 

Portekiz izolatları ile genetik olarak yakın ilişkili olduğu ancak İtalya, Tunus ve 

Mısır izolatları ile yakınlıklarının bulunmadığı tespit edildi. İzolatlar arası bu ilişki 

Şekil 3.13’de gösterilmektedir. 
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Şekil 3.13. Çalışma izolatlarının Akdeniz izolatları arasındaki genotiplerin 

ilişkilerinin belirlenmesi. İzolatların kökenlerini belirtmek adına kullanılan program 

ile farklı renklendirmeler yapılmıştır. Koyu yeşil: Türkiye, Mavi: Yunanistan, Açık 

yeşil: İtalya, Pembe: Tunus, Sarı renk: Portekiz 

 

3.5. MLST Metodundaki PZR Ürünlerinin Doğrulanması Sonuçları 

Referans ve saha suşlarından toplam 54 adet çalışma numunelerinden PZR 

ürünleri elde edildi. Elde edilen PZR ürünleri analiz için sekansa gönderilmeden 

önce primerlerin çalıştığını ve PZR ürün aşamasında protokolün düzgün olarak 

çalıştığını gösterebilmek adına jel görüntülemesi gerçekleştirildi. Jel görüntüleri 

beğenilmeyen ya da gerçekleşmeyen PZR ürünlerin PZR aşamalarından itibaren 

çalışma tekrarlandı. Şekil 3.14’de Referans16M (B. melitensis bt1)’ e ait 9 adet gen 

bölgesine (trpE, gyr, aroA, dnaK, cobQ, int-hyp, glk, omp25, gap) ait PZR ürünleri 

MLST analizinde değerlendirmeye alındı. 
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Şekil 3.14. Elde edilen amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel elektroforezi görüntüsü. 

M: Marker, trpE: 486 bp, gry: 469 bp, aroA: 565 bp, dnaK: 470 bp, cobQ: 422 bp, 

intF: 430 bp, glk: 475, omp25: 490, gap: 589 bp 

 

3.6. MLST Metodu için Sekans Veri Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Referans suşlar, saha izolatlarının sonuçlarını doğrulamak için kullanılmış 

olup, tüm gen bölgelerine ait sekans analizleri veritabanına yüklendiğinde elde edilen 

allel (tekrar) sayılarının uyumlu olduğu görüldü. Sekanstan gelen ham veri dataları 

okunma işlemleri gerçekleştirilmiş ve her gen bölgesine ait consensuslar elde 

edilmiştir. Fasta formatındaki veriler veritabanına yüklenerek gen bölgelerine 

karşılık gelen tekrar (allel) sayıları belirlendi. Her suşa ait gen bölgelerinin allel 

profilleri veritabanına karşılık gelen ST değerleri saptandı. Saha ve referans 

izolatlara ait tekrar(allel) sayıları ve ST değerleri Çizelge 3.4’te sunulmuştur. 
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Çizelge 3.4. Multilocus Sequence Typing tüm genlerin allel numaraları ve Sequence 

Typing değerleri 

İzolatlar Gap  aroA  Glk  dnaK  gyrB  trpE  cobQ  int_hyp  omp25  ST 

1 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

2 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

3 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

4 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

5 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

6 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

7 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

8 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

9 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

10 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

11 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

12 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

13 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

14 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

15 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

16 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

17 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

18 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

19 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

20 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

21 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

22 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

23 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

24 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

25 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

26 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

27 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

28 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

29 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

30 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

31 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

32 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 



100 
 

33 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İzolatlar Gap  aroA  Glk  dnaK  gyrB  trpE  cobQ  int_hyp  omp25  ST 

34 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

35 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

36 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

37 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

38 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

39 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

40 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

41 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

42 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

43 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

44 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

45 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

46 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

47 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

48 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

49 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

50 3 2 35 2 1 5 3 2 8 Yeni 

51(Rev-1) 3 5 3 2 1 5 2 2 10 7 (REV-1) 

52(Referans) 3 5 3 2 1 5 2 2 10 7 (16M) 

53(Referans) 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 (63/9) 

54(Referans) 3 2 3 2 1 5 3 2 9 9 (ETHER) 

 

Aşı suşu Rev-1 ST7, B. melitensis bt1 (16M) ST7, B. melitensis bt2 (63/9) 

ST8, B. melitensis bt3 (Ether suşu) ST9 olarak bulunmuştur. Bu sonuçların veritabanı 

ile uyumlu oldukları saptandıktan sonra saha suşları çalışılmış ve tablodaki sonuçlar 

elde edilmiştir. Sonuçlara göre Türkiyede hâkim genotip ST8 (3-2-3-2-1-5-3-2-8) 

olup, bu genotip dışında daha önce raporlanmamış, yeni genotip (3-2-35-2-1-5-3-2-8) 

tespiti de gerçekleşmiştir. Saha suşları arasındaki iki farklı genotip, MLST analizinde 

kullanılan tüm gen bölgeleri glk hariç (gap, aroA, dnaK, gyrB, trpE, cobQ, int-hyp ve 

omp25) kalan 8 gen bölgesinin de birbirleriyle homojen oldukları görülmüştür. Glk 

gen bölgesinin ise hâkim olan ST8’deki tekrar sayısının 3 olduğu yeni olarak tespit 

edilen genotipin tekrar sayısının 35 olarak belirlenmiş olup bu gen bölgesinden 

Çizelge 3.4 (Devamı). Multilocus Sequence Typing tüm genlerin allel numaraları ve 

Sequence Typing değerleri 
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kaynaklanan varyasyondan dolayı olduğu görülmektedir. Aşı suşu B. melitensis Rev-

1 suşunun genetik profili ise ST7 olarak bulunmuştur. Bu durum saha suşları ile aşı 

suşu arasındaki farkı ortaya koymaktadır. Saha izolatları ile referans izolatlar arası 

farklı alleller Çizelge 3.4’te bolt ile gösterilmiş olup, Şekil 3.15’ aroA, Şekil3. 16’da 

omp25, Şekil 3.17’de cobQ, Şekil 3.18’te glk gen bölgelerine ait sekans verilerinin 

farklılaşma sebepleri gösterilmektedir. Şekil 3.19’da trpE, Şekil 3.20’de dnaK, Şekil 

3.21’de gap, Şekil 3.22’de gyrB ve Şekil 3.23’te int-hyp gen bölgelerine ait sekans 

verileri ve genetik olarak mutasyon olmadığı gösterildi. 
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Şekil 3.15. aroA gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.16. omp25 gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.17. cobQ gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.18. glk gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.19. trpE gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 

 



107 
 

 
Şekil 3.20. dnaK gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.21. gap gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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Şekil 3.22. gyrB gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 

 



110 
 

 

 
Şekil 3.23. int-hyp gen bölgesine ait sekans verilerin görünümü 
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3.7. MLST Metodundaki Değerlendirme Sonuçları 

 Tüm biyovarlara ait izolatlar ST8 (3-2-3-2-1-5-3-2-8)’e ait olduğu görüldü. 

Yeni olarak belirlenen genotipe (3-2-35-2-1-5-3-2-8) ait spesifik biyovar ayrımı 

yapılamadı. Çalışılan izolatların 39 adedinin (%78) ST8’e ait olduğu, 11 adedinin 

(%22) ise veritabanında herhangi bir genotip ile eşleşmemiş ve yeni genotip olarak 

isimlendirilmiştir. Çalışılan izolatlara ait yıllar (2009-2017) göz önünde 

bulundurularak yapılan değerlendirme sonucu; profillerin değişmediği tespit edildi. 

Veritabanından alınan Çizelge 3.5’te Türkiye’ye ait suşların farklı yıllardaki insan ve 

koyun suşuna ait ve tamamının ST8 olduğu belirlenmiştir. Bu durum bu çalışma ile 

örtüşmektedir. 

Çizelge 3.5. Veritabanında Türkiye’ye ait izolatların Multilocus Sequence Typing 

değerleri (pubmlst.org) 

Konakçı Biyovar 

 

Yıl gap aroA glk dnaK gyrB trpE cobQ int_hyp omp25 

ST 

(MLST) 

Bilinmeyen 3  2005 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

Koyun 3  1965 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İnsan 2  2001 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İnsan 3  2007 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İnsan 3  2011 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İnsan    2007 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

İnsan    2014 3 2 3 2 1 5 3 2 8 8 

 

 Yapılan MLST analizi neticesinde incelenen izolatların Brucella’ya ait 

oldukları belirlendi ve hâkim olan genotip tespiti yapıldı. Yapılacak olası filogenetik 

analiz sadece iki koldan oluşacağı için herhangi bir filogenetik ağaç oluşturulmadı.
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4.TARTIŞMA 

MLST ve MLVA metotları, salgın yapan suş kaynaklarının belirlenmesi ve 

bu suşların kökenlerine ışık tutulmasını amaçlamaktadır. Ayrıca hastalığın görüldüğü 

bölgelerdeki genotiplerin tespit edilmesi, hayvan ve insanlar arasındaki etken 

sirkülasyonunun izlenebilmesi, tedavi veya eradikasyon için hazırlanacak aşıda 

hâkim genotipin seçilmesi gibi avantajları vardır (Vergnaud ve ark 2018). Brucella 

türleri arasındaki yüksek DNA homolojisi ve alt tiplendirme metotlarının sınırlı 

ayrım yapması, hastalığın epidemiyolojik kökeninin araştırılmasını ve Brucella 

izolatlarının alt tiplendirmesini zorlaştırmaktadır. Bu nedenle MLST ve MLVA gibi 

genetik profilleri ortaya koyan metotlar, araştırmacılar tarafından daha çok tercih 

edilmektedir. Bu amaçla birçok çalışma, genetik profil prensibini hedef alarak 

yürütülmektedir. MLVA analizinin kullanıldığı bir diğer alan da aşıların genetik 

stabilitelerinin kontrolüdür. MLVA16 analizi ile çok küçük genomik varyasyonları 

saptamak mümkün olduğundan sahada kullanılan aşıların genetik stabilitelerini 

kontrol etmek mümkündür (Garcia-Yoldi ve ark 2007, Dorneles ve ark 2013). 

Genetik çeşitliliğin olmaması veya çok az olması aşının genetik olarak stabil 

olduğunun kanıtı olarak kabul edilebilir. MLVA16 analizinin bu özelliğine 

dayanarak, Garcia-Yoldi ve ark (2007) ve Dorneles ve ark (2013), B. melitensis Rev-

1 ve B. abortus S-19, RB51 aşı suşlarının stabilitesini kontrol etmişlerdir. Her iki 

çalışmada da aşı suşları arasında çalışmaya ait gen bölgelerinde değişken varyant 

tespit edilmemiş ve aşıların stabil oldukları ortaya konmuştur. Çalışma sonunda, 

MLVA16 analizinin resmi olarak aşıları kontrol eden test metodları arasına girmesi 

gerektiği önerisinde bulunmuşlardır. 

Bu çalışmada B. melitensis izolatlarının MLST ve MLVA yöntemleriyle 

genetik profilleri değerlendirilmesi amaçlandı. Bu analizlerden elde edilen sonuçlar, 

bölgede hâkim olan genotiplerin belirlenmesi, ayrıca sirküle olan diğer genotiplerin 

tespit edilmesi ve bunların epidemiyolojik olarak değerlendirmesini sağlayacaktır. 

Çalışma esnasında ulaşılan kaynaklar göz önüne alındığında Türkiye’ de MLST ile 

ilgili herhangi bir çalışmaya ulaşılamamıştır. Bu çalışmada seçilen her iki metodun 

beraber kullanımı ülkemizde yürütülmüş çalışmalar arasında ilk olma özelliğini 

taşımaktadır. Bu çalışma ile Türkiye’nin tüm bölgelerine ait çiftlik hayvanları 

kökenli B. melitensis suşlarının genotipleri elde edildi.   



113 
 

4.1. MLVA ile Sonuçların Değerlendirilmesi 

4.1.1. Akdeniz ve Avrupa Ülkelerindeki Durum 

Bricker ve ark (2003), Brucella cinsi içindeki yüksek genetik homojeniteye 

bağlı alt tiplendirmenin zorluğu nedeniyle DNA dizilimindeki değişkenliği 

araştırmak için üç Brucella türünün genom sekansını yapmıştır. Yapılan çalışma ile 

B. abortus genomunun 9 lokusunda 8 baz çiftinin birbirini izleyen tekrar dizileri 

ortaya konulmuştur. Geliştirdikleri bu metot ile hastalığın kontrolü için 

epidemiyologların da erişebileceği MLVA tabanlı uluslararası bir Brucella DNA veri 

bankasını oluşturulmuştur. MLVA16 analizi yapılmak suretiyle MLVA8, MLVA11 

ve MLVA16 için Brucella MLVA database (http://mlva.u-psud.fr)’i incelenmiş ve 

suşlara ait genotipler belirlenmiştir. Whatmore ve ark (2006), türler arasındaki 

moleküler ayrımı daha da geliştirmek ve gelecekte oluşturulacak standardize edilmiş 

Brucella MLVA analizi için ilave farklı lokuslar seçtikleri bir çalışma yapmışlardır. 

Yapılan çalışmada önceden bildirilmiş 8 lokus ve ek olarak 13 lokustan oluşan 21 

farklı gen bölgesinin, VNTR metodu ile moleküler alt tiplendirme sistemi 

incelenmiştir. Tür tayini için 6 lokusun kullanımının yeterli olduğu belirtilmiştir. 

Daha fazla sayıda değişken lokus kullanımı ile endemik coğrafi bölgelerden gelen 

izolatların, bu analiz yardımıyla ayırt edilebileceği ortaya konulmuştur. Çalışma 

sonucunda MLVA analizinin epidemiyolojik araç olarak kullanılabileceği 

bildirilmiştir. Ayrıca, Brucella türlerinin epidemiyolojik olarak izlenmesi ve 

dünyadaki izolatların MLVA profilleriyle karşılaştırılarak aralarındaki ilişkinin 

ortaya konulması açısından önemli olduğu sonucuna varılmıştır. Yapılan çalışmada 

16 lokus analiz edilmiş, ayrım gücünün yüksek olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 

hâkim genotiplerin belirlenmesi ve epidemiyolojik olarak izlenebilirliği ile ilgili 

literatürlerle uyumlu bulgular saptanmıştır. 

Le Flech ve ark (2006), Brucella cinsine ait referans suşları da içeren 257 

adet izolat (117 B. suis, 43 B. melitensis, 52 B. abortus, 24 B. ovis, 1 B. neotamae, 17 

B. canis, 1 B. pinnipedialis ve 2 B. ceticea) ve 3 aşı suşu ile çalışma yapmışlardır. 

MLVA15 (Panel1’de 8 ve Panel2’de 7) analizi yaparak polimorfizim olan lokusları 

tespit ederek, tür tanımlama ve klasik biyotiplendirme ile uyumluluklarını 

incelemişlerdir. Referans suş ve saha izolatlarının uyumları kümeler oluşturularak 

değerlendirmeye alınmıştır. Her iki panel birlikte (MLVA16) değerlendirildiğinde 

204 farklı genotip saptanmıştır. B. suis bt4 ile B. canis suşlarının ayrımı 
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yapılamamıştır. B. melitensis biyovarlarının (B. melitensis bt 1, 2, 3) uyumunun da 

orta düzeyde olduğu bildirilmiştir. Ayrıca çalışma izolatları referans suşlarla paralel 

çalışılmış ve klasik biyotiplendirme özellikleri yönünden bazı lokuslarda homojenlik 

bazı lokuslarda farklılıklar saptanmıştır. Çalışma sonuçları, türlerin ayrımı ve klasik 

biyotiplendirme için kısmen uyumlu olduğunu göstermiş olup tam olarak 

biyotiplendirme ile ilişki kuramamışlardır.  

Al Dahouk ve ark (2007), izolatların coğrafi orijinlerini belirlemek için 

sadece Panel 1’deki lokusları kullanmışlardır. Kullandıkları izolatları ‘’Doğu 

Akdeniz, Batı Akdeniz ve Amerika’’ olmak üzere üç bölgeye ayırmışlardır. Bu 

lokuslar arasında Panel 1 (Bruce06, Bruce08, Bruce11, Bruce12, Bruce42, Bruce43, 

Bruce45, Bruce55) kullanılmış ve MLVA8’e göre değerlendirme yapılarak 

izolatların coğrafik açıdan kökenleri ile ilgili bilgi edinilmiştir. Çalışmalarında 

genotip 42, 43, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66’nın Doğu Akdeniz grubuna ve 

genotip 49, 51 ‘in Batı Akdeniz grubuna ait olduğu tespit edilmiştir. Genotip 47, 52, 

53, 54, 55, 56’nın ise Amerika grubu içerisinde yer aldığı ortaya konulmuştur. Al 

Dahouk ve ark (2007)’nın yaptığı çalışmada Türkiye’ye ait suşların genotip 42, 43, 

61, 62, 57 ve 58 olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca Türkiye’deki izolatların çok büyük 

bir kısmının genotip 42, 43’e ait olduğu ve tamamının Doğu Akdeniz grubu 

içerisinde yer aldığı bildirilmiştir.  

Valdezate ve ark (2010), 13 yıl boyunca İspanya’daki 108 adet insan izolatı 

çalışmışlar ve MLVA16’ya göre 86 farklı genotip tespit etmişlerdir. İzolatların 

MLVA8’e göre Amerika (genotip 47, 48, 53, 55, 80 ve yeni genotip), Batı Akdeniz 

(genotip 51) ve Doğu Akdeniz (genotip 42, 43, 63) gruplarına ait oldukları tespit 

edilmiştir. Ayrıca Doğu Akdenize grubuna ait genotip 42’nin İspanya’da yaygın 

genotip olduğu (%55) saptanmıştır. 

Aftab ve ark (2011), Danimarka’daki insanlardan elde edilen, 14 adedi B. 

melitensis olarak identifiye edilmiş 17 adet izolat kullanmışlardır. İzolatların 

tamamının Doğu Akdeniz grubu içinde yer aldığı bildirilmiştir. Hastaların çoğunun 

Türk vatandaşı oldukları ya da Türkiye’de bulundukları bilgisi paylaşılmıştır. 

MLVA8 (panel1) değerlendirmesine göre 11 izolatın genotip 42, 43, 57 olduğu 

saptanmıştır. Bu genotiplerin Türkiye, Yunanistan, Beyrut ve Suriye ile yakın ilişki 

içinde oldukları görülmüştür. Diğer üç izolat genotip 63, genotip 65 ve daha önce 
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raporlanmamış bir genotip olarak tespit edilmiştir. Genotip 63’ün İran ile ilişkili 

olduğu, genotip 65’in Pakistan’a ait suşla yakın ilişkili olduğu ve raporlanmamış 

yeni genotipin ise Somali’de bulunan çok miktarda deve sütü tüketen bir hastadan 

izole edildiği bilgisi paylaşılmıştır. Danimarka’da artan Bruselloz vakalarının 

nedeninin çoğunlukla Akdeniz ülkelerinden kaynaklı B. melitensis olduğu 

raporlanmıştır. 

Ferreira ve ark (2012), Portekizdeki insan ve hayvanlara ait, 126’sı B. 

melitensis olan 290 adet B. melitensis, B. abortus ve aşı suşunu MLVA16 ile analiz 

etmişlerdir. İzolatlar arası çeşitliliği değerlendirmek ve epidemiyolojik ilişkiyi 

araştırmak için yapılan bu analizde, MLVA8’e göre izolatların %17’sinin Amerikan 

grubu, %83’nün Doğu Akdeniz grubu içerisinde olduğu saptanmıştır. Batı Akdeniz 

grubunda izolata rastlanmadığı bildirilmiştir. MLVA11 değerlendirmesinde insan 

izolatlarının %85’inin genotip 116 ya ait olduğu görülmüştür. Portekiz’deki suşların 

diğer Akdeniz ülkelerinden farklı olarak evrimleştiği bilgisi paylaşılmıştır.  

Garofolo ve ark (2013), İtalyada yaptıkları çalışmada 84’ü B. melitensis ve 

122’si B. abortus’a ait olmak üzere 206 adet izolat çalışmışlardır. MLVA16’ya göre 

56 farklı genotip tespit etmişlerdir. Tespit ettikleri genotipleri, MLVA11 analizi ile 

küresel veri tabanında kıyaslamışlardır. MLVA11 analizinde 15 farklı genotip 

saptamışlardır. Bunlar; 87, 91, 92, 96, 125, 138, 154, 155, 162 ve altı yeni genotiptir. 

Baskın genotiplerin 87, 91 ve 96 olduğu bildirilmiştir. B. melitensis izolatlarının 

MLVA8’e göre yapılan değerlendirmesinde, Batı Akdeniz grubuna ait 81 adet, 

Amerika grubuna ait 1 adet ve Doğu Akdeniz grubuna ait 2 adet genotip olduğu 

saptanmıştır. Nadir olarak farklı gruplar tespit edilmiştir. Bunun nedeni olarak 

ülkeler arası geçiş düşünülmüştür. 

Gyuranecz ve ark (2016), Birleşik Arap Emirlikleri’nde, 11 adet deve, 2 adet 

sığır, 1 adet keçi ve 1 adet ceylan olmak üzere toplam 15 adet B. melitensis izolatı ile 

çalışmışlardır. MLVA8 değerlendirmesinde genotip 42, 43, 64 ve iki adet 

raporlanmamış yeni genotip, MLVA11 değerlendirmesinde genotip 108, 122 ve beş 

adet raporlanmamış yeni genotip ve MLVA16 değerlendirmesinde 10 farklı genotip 

tespit edilmiştir. Birleşik Arap Emirlikleri'nden izolatlar, Doğu Akdeniz grubunda 

bulunduğu bildirilmiştir. 
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Hanot-Mambres ve ark (2017), Belçika’da 1996-2015 yılları arasında 

yaptıkları çalışmada 37 adet insan izolatı kullanmışlardır. Klasik biyotiplendirmede 

çoğunun B. melitensis olduğu ve biyotip 3 olduğu vurgulanmıştır. MLVA8 (Panel1) 

değerlendirmesinde genotip 42, 43, 45, 51 ve MLVA11 değerlendirmesinde genotip 

91, 96, 104,115, 116, 125 saptanmıştır. MLVA11 değerlendirmesinde suşların izole 

edildiği hastaların İtalya, Türkiye, Lübnan ve Peru’ya seyahat ettikleri bilgisi 

paylaşılmıştır. Elde edilen genotipler seyahat edilen ülke suş genotipleri ile 

uyumludur. MLVA16 değerlendirmesinde 37 izolattan 33 farklı genotip saptanmıştır. 

Çalışmanın bir diğer çıktısı B. melitensis biyovarlarının tek başına MLVA yöntemi 

ile ayırt etmenin mümkün olmadığıdır. Çalışmada, Brucella izolatlarının sürveyansı 

için klasik biyotipleme ve MLVA karakterizasyonunun birlikte kullanılması 

gerektiği ortaya konulmuştur.  

Duvnjak ve ark (2018), Hırvatistan ve Bosna Hersek’ten 43 adet insan ve 

hayvan B. melitensis izolatını çalışmışlardır. MLVA16’da 25 yeni genotip ve 

MLST’de 2 yeni genotip tanımlamışlardır. MLVA8’de tüm izolatların Doğu Akdeniz 

grubu içerinde yer aldığını, MLVA11’e göre yeni hiçbir izolat saptanamadığını ve 

MLVA16’da 27 farklı genotipin tespit edildiğini bildirmişlerdir. İzolatların Türkiye, 

Yunanistan, Suriye izolatlarıyla yakın ilişki içinde olduğu sonucuna varılmıştır. 

Vergnaud ve ark (2018), Fransa’da 1974-2006 yılları arasında oluşturdukları 

suş koleksiyonlarından, 1404 adet insan ve hayvan izolatını coğrafi kökeni ve biyotip 

özelliklerine göre seçmişlerdir. Seçilen izolatlar; B. melitensis (1050 adet), B. 

abortus (213 adet), B. suis (122 adet), B. canis (1 adet), B. ovis (2 adet), B. neotamae, 

B. ceti ve B. pinnipedialis (7 adet)’dır. Yapılan bu çalışmayla, MLVA analizinin 

bakteri popülasyonlarının genetik çeşitliliğini büyük ölçekte ve hızla değerlendirmek 

için güçlü bir araç olduğu gösterilmiştir. MLVA11’ e göre yapılan değerlendirmede 

377 genotip saptanmıştır. Saptanan bu genotiplerin 63 adedi daha önce hiç 

raporlanmamıştır. Çalışma sonucunda MLVA'nın ayırt edici gücü nedeniyle, tüm 

genom dizilimi için Brucella suşlarının seçilmesinde ilk adım olması gerekliliği 

vurgulanmıştır. 

Wareth ve ark (2020), Mısıra ait suşlarla ve İtalya, Portekiz, Yunanistan, 

Tunus suşlarını karşılaştırmışlar ve genetik olarak yakınlıkları saptamışlardır. Buna 

göre Mısır’daki B. melitensis izolatlarının MLVA16 değerlendirmesinde 21 farklı 
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genotip tespit edilmiştir. Ayrıca İtalya izolatları ile daha yakın oldukları 

bildirilmiştir. Mısır’da yapılan bu çalışma Akdeniz ülkeleri hakkında az sayıda veri 

olması nedeniyle oldukça değerlidir. 

Sayour ve ark (2020), Mısır’da yaptıkları çalışmada insan, sığır, manda ve 

develerden izole edilen 118 adet B. melitensis biyotip 3 izolatlarını kullanmışlardır. 

MLVA8 ile yapılan değerlendirmede 3 farklı genotip olduğu ve izolatların büyük 

çoğunluğunun Batı Akdeniz kökenli olduğu tespit edilmiştir. MLVA11 ve MLVA 16 

değerlendirmelerinde sırasıyla 8 ve 70 farklı genotip tespit edilmiştir. 

Bu çalışmada MLVA analizi, panel1, panel 2A ve panel 2B den oluşan 16 

lokus ile yapıldı. Çalışmada MLVA8 (panel1)’e göre 5 adet genotip tespit edildi. 

Kullanılan izolatların %86’sının MLVA8 (panel1)’e göre genotip 43 olduğu 

saptandı. Ayrıca genotip 42, 61, 62 ve daha önce tanımlanmamış bir genotip daha 

tespit edildi. Literatürlerdeki (Al Dahouk ve ark 2007) gruplama sistemine göre bu 

çalışmada kullanılan izolatların Doğu Akdeniz grubuna ait olduğu belirlendi. Batı 

Akdeniz veya Amerika grubuna ait hiçbir genotip saptanmadı. Bu çalışmada 

MLVA8 değerlendirilmesine göre elde edilen sonuçlar, Al Dahouk ve ark (2007), 

Valdezate ve ark (2010), Aftab ve ark (2011), Ferreira ve ark (2012), Gyuranecz ve 

ark (2016), Hanot-Mambres ve ark (2017) ve Duvnjak ve ark (2018)’nın tespit 

ettikleri genotipler ile benzer olduğu belirlendi. Ayrıca Al Dahouk ve ark (2007)’ nın 

çalışmalarında Türkiye izolat sonuçları, önceki yapılan çalışma (Aftab ve ark 2011, 

Hanot-Mambres ve ark 2017) ile uyumludur. Yapılan MLVA11 (Panel1 ve Panel 

2A) değerlendirmesine göre 8 farklı genotip bulundu. Bunlar sırasıyla 

103,104,114,116,121,122,125 ve daha önce tanımlanmamış bir genotiptir. Ayrıca 

baskın genotipin 125 olduğu görüldü. MLVA11 değerlendirilmesine göre elde edilen 

bu sonuçlar, Ferreira ve ark (2012) çalışmasında saptadığı baskın genotip 116 ile 

Garofolo ve ark (2013) çalışmasında tespit ettiği genotip 125’ ile Gyuranecz ve ark 

(2016)’nın çalışmalarında genotip 108 ve 122 tespit etmeleri bakımından benzerlik 

göstermektedir. Ayrıca Hanot-Mambres ve ark (2017) çalışmalarındaki hâkim 

genotipi 125 bulması ve genotip 104, 116 çalışma sonuçlarında tespiti ile uyumludur. 

Ancak bu çalışmada elde edilen sonuçlar, Vergnaud ve ark (2018), Sayour ve ark 

(2020) ve Wareth ve ark (2020) çalışmalarında elde ettikleri genetik profiller ile 

benzerlik göstermemektedir. Çalışmadaki MLVA16 değerlendirmesinde 50 izolattan 

30 adedinin Le Flech ve ark (2006), Al Dahouk ve ark. (2007), Aftab ve ark (2011), 
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Ferreira ve ark (2012), Garofolo ve ark (2013), Gyuranecz ve ark (2016), Hanot-

Mambres ve ark (2017), Vergnaud ve ark (2018) çalışmalarına ait izolatlardan birebir 

aynı profiller ile eşleştiği saptandı. Değerlendirmedeki 20 adet izolat ise veri tabanı 

ile eşleşmemiş yeni profiller oldukları görüldü. Vakaların çoğunun sebebi, endemik 

ülkelere seyahatler ve dünyanın birçok yerinde hayvan kontrol önlemlerinin 

olmaması nedeniyle göçlere bağlı olduğu görülmektedir (Hanot-Mambres ve ark 

(2017). Çalışmaların yapıldığı ülkelerle görülen bu birebir izolat eşleşmesinin 

nedenleri arasında Türkiye’de sirküle olan hayvan izolatları ile insanların ve 

hayvanların teması ya da insan ve hayvan hareketleri ile gerçekleşebileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca bu benzerliklerin bir diğer sebebi olarak ortak bir 

genotipten farklılaşmaların sonucun da elde edilebileceği düşünülmektedir. Suşların 

bölgesel özellikleri, benzerlikleri ve farklılıkları gibi bilgiler, Brusellozun 

yayılmasının olası kaynaklarına, zayıf noktalarına ve yönlerine işaret edebilir.  

4.1.2. Orta Asya ve Uzak Doğu Ülkelerindeki Durum 

Orta Asya ve Uzak Doğuda, MLVA analizinin kullanıldığını gösteren birçok 

literatür bulunmaktadır. Jiang ve ark (2011), Çin’de 105 adet insan B. melitensis 

izolatı kullanılarak MLVA16 analizi yapmışlardır. Çalışma sonunda, MLVA8 

(Panel1) değerlendirmesinde baskın genotipin 42 olduğu ve tüm izolatları Doğu 

Akdeniz grubu içinde yer aldığı belirlenmiştir. Diğer gruplara ait izolat tespiti 

yapılamamıştır. MLVA16 değerlendirmesinde 69 farklı genotip tespit edilmiştir. 

Çin’de insan Bruselloz vakalarının sebebinin B. melitensis’e ait olduğu ve MLVA 

analizi ile biyovar ayrımının klasik biyotiplendirme düzeyinde yapılamayacağı 

bilgisi paylaşılmıştır.  

Tay ve ark (2015), Malezya’da ilk defa insan izolatlarını kullandıkları 

çalışmalarında, 43 adet B. melitensis insan izolatı ve 2 adet B. suis izolatı ile 

MLVA16 (Panel1, Panel 2A ve Panel 2B) analizi yapmışlardır. MLVA8 (Panel1) 

değerlendirmesine göre B. melitesis’e ait izolatların genotip 43 ve 44 olduğunu 

saptamışlardır. Ancak hâkim genotipin 43 olduğu ve izolatların tamamının Doğu 

Akdeniz grubu içerisinde yer aldığını bildirmişlerdir. Yapılan MLVA11 (Panel1 ve 

Panel 2A) değerlendirmesinde, genotip 125 ve 109 tespit edilmiş ancak baskın 

genotipin 125 olduğu saptanmıştır. MLVA16’ya göre 9 farklı genotip bulunmuştur. 

Ülkedeki farklı genotipleri saptamak için daha fazla izolat çalışılması gerektiği 

çalışma sonuçlarında bildirilmiştir. Bu çalışmada MLVA8 ve MLVA11’de yapılan 
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değerlendirmelerde aynı genotipler saptanmıştır. Bu sonuç Türkiye’deki izolatların 

Malezya’daki izolatlarla yakın ilişkide olduğunu göstermektedir. Malezya’ya çok 

sayıda çiftlik hayvanlarının ithal etmesinin hayvan popülasyonunda Brusellozun 

kalıcı olmasına neden olduğu düşünülmektedir (Tay ve ark 2015). İki ülke 

araasındaki genotipik benzerliğin ülkelerarası hayvan transportu sebebiyle 

oluşabileceği düşünülmektedir. MLVA16’ya göre ise farklılığı oluşturan lokusların 

Bruce16 ve Bruce30’dan kaynaklandığı belirlenmiştir. 

Shevtsova ve ark (2015), Kazakistan’da 128 adet B. melitensis ve 124 adet B. 

abortus olmak üzere 252 adet hayvan izolatını çalışmışlardır. MLVA8’e göre 

değerlendirilen B. melitensis izolatlarının, genotip 42, 43 ve 63 olduğu, en yaygın 

genotipin 42 ve Doğu Akdeniz grubu içinde yer aldığını bildirilmiştir. MLVA16’ya 

göre B. melitensis izolatlarında 25 farklı genotip saptanmıştır. Türkiye, Kazakistan ve 

Çin izolatları ile yakın ilişki içerisinde oldukları görülmüştür. Shevtsova ve ark 

(2019), Kazakistan’da yaptıkları çalışmada, 1327 insan Brucella izolatı 

kullanmışlardır. MLVA8’e göre değerlendirmede en yaygın genotipin 42 (%91,25) 

olduğu ve Doğu Akdeniz grubunda yer aldığı bildirilmiştir. MLVA11 

değerlendirmesine göre çalışma sonunda, 9’u ilk kez olmak üzere 16 farklı genotipi 

tespit edilmiş ve yaygın genotipin 116 (%86,8) olduğu saptanmıştır. Genotip 116’nın 

Kazakistanın her yerinde mevcut olduğu ve Orta Asya’da B. melitensis suşları 

arasında da oldukça yaygın olduğu bildirilmiştir. Çalışma sonunda, insan 

izolatlarında görülen çeşitliliğin daha önce hayvan izolatlarından yapılan model ile 

örtüştüğü ortaya konulmuştur. 

Ma ve ark (2016), Çin’ deki insanlardan, evcil ve vahşi hayvanlardan elde 

edilen 65 adet Brucella izolatını MLST ve MLVA metotları ile çalışmışlardır. 

MLVA yöntemi ile izolatlar B. melitensis, B. abortus ve B. suis olmak üzere 3’e 

ayrılmış ve verilerin Brucella 2012 MLVA veri tabanındaki herhangi bir veri ile 

eşleşmediği tespit edilmiştir. MLVA8 (Panel1)’de B. melitensis izolatlarında genotip 

42, 43, 47, 63 saptamışlar ve yaygın genotipin 42 olduğunu tespit etmişlerdir. 

Çalışmalarında Doğu Akdeniz (Genotip 42,43,63) ve Amerikan grubunu (Genotip 

47) tespit etmişlerdir. MLVA16’ ya göre 60 adet B. melitensis izolatında 34 farklı 

genotip tespit edilmiştir. Bu değerlendirmeye göre MLVA2012 database’de hiçbir 

genotip eşleşmediği bildirilmektedir.  
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Sun ve ark (2016), 50 adet B. melitensis ve 9 adet B. abortus izolatlarında 

MLVA16 ve MLST metotlarını kullanmışlardır. MLVA8 değerlendirmesine göre 42, 

63 ve daha önce raporlanmamış bir genotip olmak üzere 3 genotip tespiti yapılmıştır. 

İzolatların Doğu Akdeniz grubu içinde olduğu bildirilmiştir. MLVA16’ ya göre 28 

farklı B. melitensis genotipi tespit edilmiş, bunların 15 adedinin bölgeye özgü olduğu 

ve 10 tanesinin komşu ülkeler ve Kazakistan’da görülen genotiple ortak özellikte 

olduğu bildirilmiştir. Sun ve ark (2017), 110 adet B. melitensis izolatını MLVA8’e 

göre değerlendirmişler ve 5 farklı genotip tespit etmişlerdir. Bunlar 42, 43, 63 ve 2 

adet yeni belirlenen genotiplerdir. En baskın genotip 42’dir. İzolatların Doğu 

Akdeniz grubu içerinde olduklarını rapor etmişlerdir. MLVA16’ya göre 57 farklı 

genotip belirlenmiş ve bunların 41 adedinin daha önce hiç raporlanmadığı 

belirtilmiştir. Geriye kalan 16 genotipin daha önce Kazakistan (Shevtsova ve ark. 

2015) ve Türkiye’de (Kılıç ve ark. 2011) belirlenen genotipler oldukları 

bildirilmiştir. 

Liu ve ark (2019), Çin’in Guanji bölgesinde B. melitensis (16), B. suis (17) ve 

B. canis (7)’ e ait toplam 40 adet izolatı MLST ve MLVA yöntemleriyle 

çalışmışlardır. MLVA8 değerlendirmesine göre B. melitensis izolatlarından genotip 

42, 58 ve 114 tespit edilmiştir. Bu genotiplerden en baskın olanın genotip 42 olduğu 

ve tüm B. melitensis izolatlarının Doğu Akdeniz grubunda olduğu bildirilmiştir. 

MLVA11’ e göre baskın genotip 116 (%81,2) olarak saptanmıştır. MLVA16’ya göre 

ise 12 farklı genotip tespit edilmiştir. Genotiplerin MLVA veritabanı ile uyum 

göstermediği belirtilmiştir. 

Bu çalışmada, MLVA8, MLVA11 ve MLVA16 değerlendirmelerine göre 

elde edilen sonuçlar Uzakdoğu ve Orta Asya’da yapılan çalışmaların sonuçları ile 

benzerlik göstermektedir. Tay ve ark (2015)’nın MLVA8’e göre genotip 43’ü ve 

MLVA11’e göre genotipi 125’i saptamaları çalışma sonucu ile uyumludur. Ayrıca 

Jiang ve ark (2011)’nın MLVA8’e göre hâkim genotipi 42 saptaması, Shevtsova ve 

ark (2015 ve 2019) MLVA8’e göre genotip 42 ve 43’ü tespit etmesi, Ma ve ark 

(2016), Sun ve ark (2016 ve 2017) ve Liu ve ark (2019) MLVA8’e göre genotipi 

42’yi hâkim genotip olarak saptamaları bu çalışmada elde edilen sonuçlar ile 

benzerlik göstermektedir. Ayrıca, MLVA16 değerlendirmesinde çalışmamıza ait 

Bursa 2012 izolatı ile Jiang ve ark (2011)’na ait Çin izolatı ile birebir eşleştiği 

saptandı. Orta Asya ve Uzak Doğu’da yapılan bu çalışmalarda elde edilen sonuçların, 
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Doğu Akdeniz ve Türkiye izolat profilleri ile uyumlu olduğu görüldü. Brusellozun 

tarihsel olarak varlığı orta çağa dayandığı metagenomik çalışmalarla ortaya 

konulmuştuır (Kay ve ark 2014). Çin’deki çalışma sonuçları vakaların ithalat 

kaynaklı olabileceğini göstermektedir (Jiang ve ark 2011). Türkiye’de sirküle olan 

izolatların Uzakdoğu ve Orta Asya’daki izolatlarla uyumlu olması; ülkeler arasında 

mesafelerin uzun olmasına rağmen, hayvan ticaretleri ve tarihte bu bölgeden 

Anadolu topraklarına göç sırasında bile hastalığın bu coğrafyaya taşınma fikrini akla 

getirmektedir.  

4.1.3. Ülkemizdeki Durum  

Kılıç ve ark. (2011), Türkiye’deki tüm coğrafi bölgelerden gelen 162 adet 

insan izolatı arasındaki epidemiyolojik ilişki ve genetik çeşitliliği MLVA analizi ile 

araştırmışlardır. Yapılan çalışma sonucunda, MLVA genotip profillerinin, bazı 

coğrafi bölgelerde sınırlanmış olduğu, yıllık olarak herhangi bir değişiklik 

göstermediği ve minimum 10 yıllık zaman diliminde belirli alanlarda süreklilik 

gösterdiği ortaya çıkmıştır. Elde edilen diğer bir veri, Türkiye ve Doğu Akdeniz’de 

yer alan komşu ülkelerdeki B. melitensis insan izolatları arasındaki yakın ilişkidir. 

Yaptıkları bu çalışmada MLVA8 değerlendirmesinde 9 farklı B. melitensis genotipi 

saptamışlar ve hâkim genotip 43 olarak belirlemişlerdir. Ayrıca MLVA11 

değerlendirmesinde 14 farklı genotip ve MLVA16 değerlendirmesinde 105 farklı 

genotip tespit etmişlerdir. Kılıç ve ark (2011) yaptıkları çalışma sonucunda MLVA 

analizinin, Brucella enfeksiyonunun kontrolü ve epidemiyolojik geri izlenmesinde 

önemli ölçüde katkı sağlayacağı vurgulanmışlardır. Aslan (2015), doktora tez 

çalışmasında Türkiye’deki klinik izolatların epidemiyolojik özelliklerini Pulsed-field 

Gel Electrophoresis (PFGE) ve MLVA yöntemleriyle incelemiştir. Aslan (2015) ‘ın 

tez çalışmasında fenotipik olarak biyotiplendirilmiş 118 adet hayvan Brucella izolatı 

(B. melitensis, B. abortus, B. suis) PCR ile tür düzeyinde identifiye edilmiş ve 

izolatların genotipik özelliklerini belirlemek için PFGE ve MLVA-16 yöntemleri 

kullanılmıştır. Yapılan MLVA8 (Panel1) ve MLST11(Panel1+2A) 

değerlendirmelerinde 6 şar farklı genotip tespit edilmiştir. MLVA8 

değerlendirmesine göre hâkim izolatı genotip 43 olarak saptamıştır.  

Bu çalışmada, MLVA8 (panel1)’değerlendirmesinde elde edilen genotiplerin 

Doğu Akdeniz grubu içerisinde yer aldığı ve çalışmada kullanılan izolatların 2009-

2017 yılları arasında yıllık olarak genotipik değişkenlik göstermediği saptandı. 
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MLVA8 değerlendirmesine göre hâkim genotip 43’tür. Bu veriler, Kılıç ve ark 

(2011) çalışmalarının sonuçları ile uyumludur. Ayrıca bu çalışmada MLVA16 

(panel1, panel 2A ve panel 2B)’ değerlendirmesinde tespit edilen 16 adet izolat Kılıç 

ve ark (2011)’nın çalışmalarının sonuçları ile birebir eşleşdi. Bu çalışmada MLVA8 

(Panel1) değerlendirmesi ile elde edilen hâkim genotip profili ile Aslan (2015)’ın 

çalışmasındaki hâkim genotip aynıdır. MLVA16 (Panel1+2A ve 2B) 

değerlendirmesine göre gerek bu çalışma gerek Aslan (2015) çalışması arasında 

panel2A ve 2B küçük farklılıklar tespit edildi.  

Şekil 3.1’deki grup analiz sonuçlarına göre, GrupI’de yer alan suşların 

Akdeniz, Karadeniz, Marmara, Ege ve İç Anadolu Bölgesine ait olduğu belirlendi. 

Grup II’nin ise Türkiye’nin 7 bölgesine ait suşlar olduğu tespit edildi. Bu veriler 

kontrolsüz hayvan hareketlerinin bölge içinde yakın illerde olabileceği gibi bölgeler 

arası uzak iller arasında olabileceğini ortaya koymaktadır. Ayrıca keçi-sığır, koyun-

keçi konakçıları arasında geçişlerin olması aynı profil genotiplerinin farklı 

konakçılarda da olabileceği dolayısıyla genetik profilleri konakçı ayrımı 

yapılamayacağı görülmektedir. Aynı zamanda 2012 ve 2017 yıllarındaki Kütahya ve 

Kırklareli izolatlarının farklı yıllarda farklı konakçılarda (keçi-koyun) bulunması 

yine profil genotiplerinin yıl ayrımı yapmaksızın sahada sirküle olup saçılama sebep 

olabileceği tespit edildi. Yapılan veritabanı karşılaştırılmasında 30 adet izolata ait 

profil genotiplerinin birebir eşleştiği, veritabanında eşleşen izolatların coğrafik olarak 

çoğu Türkiye’ye ait olmasına karşın İspanya, Portekiz, Belçika, Fransa, İsviçre, 

Suriye, Irak ve Birleşik Arap Emirlikleri ülkelerine ait profil genotipleri ile birebir 

eşleştiği ve tüm izolatların insan izolatları olduğu tespit edildi. Diğer ülkelerle 

eşleşme durumları da Türkiye’den o ülkelere giden kişiler ya da o ülkelerden gelen 

insanların burada hastalığa yakalanması ile olduğu düşünülmektedir. Bu durum yine 

konakçılar arası geçişlerin rahatça olduğunu göstermektedir. 

4.2. MLST Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Multilokus sekans tiplendirme, bakteriyel tipleme ve epidemiyolojik 

çalışmalar için bir araç olarak kabul edilmiştir ve elde edilen veriler, filogenetik 

çalışmalar için de idealdir (Sun ve ark 2017). Hem MLVA hem de MLST, Brucella 

türleri ve biyovarlarının genetik çeşitliliğini ve moleküler epidemiyolojisini 

araştırmak için değerli tamamlayıcı araçlar olarak kabul edilmektedir (Vergnaud ve 

ark 2018). Brucella cinsi içindeki genetik çeşitliğinin karakterize edilmesi amacıyla 
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MLST analizi kullanılmaktadır. Türkiye’de yapılmış olan MLST analizi ile ilgili 

literatür bilgisi ile karşılaşılmamıştır. 

Whatmore ve ark. (2007), 160 Brucella izolatının 9 lokustaki genetik profilini 

MLST ve MLVA ile analiz etmişlerdir. Elde edilen sekans verileri ile 27 sekans tipi 

arasındaki ilişkiyi şematize etmişlerdir. İncelenen lokusların büyük bir kısmı 

değişmeyen gen lokuslarını temsil etmektedir. Sekans verileri ile izolat profilleri 

arasındaki ilişkiyi gösterecek şekilde komşu-ağaç dendogramı oluşturulmuştur. 

Sekans/gen dizi analizi verileri ile Brucella taksonomisindeki var olan çelişkiyi 

ortadan kaldırmak için, atipik olarak yeni ortaya çıkan izolatlar komşu-ağaç 

dendogramına yerleştirilmiştir.  

Chen ve ark. (2013), Moğolistan’ın iç bölgelerinde yaptıkları çalışmada; 

Brusellozun etiyolojik değişimini göstermek için 60 adet izolat kullanmışlardır. 

Seçilen izolatlar klasik biyotiplendirme ile doğrulanmış ve MLST analizi ile 

genotipleri incelenmiştir. Çalışmanın yapıldığı yıllar arasında Brucella izolatlarının 

hem biyovar hem de genotiplerinde farklılıklar görülmüştür. Sonuç olarak 14 farklı 

ST değeri saptanmıştır. Bunların 9 adeti (ST28-ST36) çalışma numunelerinin %64,3 

kısmı olduğu ve daha önce raporlanmamış genotip oldukları bildirmişlerdir. 

Çalışmaya göre 1950-60’lı dönemler ve 1990-2000 yılları arası dönemde ST8 hâkim 

genotip iken 1970-80’li dönemlerde ST2 hâkim genotip olduğu vurgulanmıştır. Bu 

değişikliklerin Çin’deki Bruselloz hastalığının insidansındaki farklılıkları 

belirlemede yardımcı olduğu bildirilmektedir.  

Whatmore ve ark (2016), genetik çeşitliliğin ayrım gücünü arttırmak için 

daha önce kullanılan 9 gen bölgesine ilave olarak 12 gen bölgesi ekleyerek toplam 21 

gen bölgesi incelemişlerdir. Yapılan bu çalışmada Brucella’ya ait tüm türleri içeren, 

508 adet izolat kullanmışlardır. Bu amaçla; 172 adet B. abortus, 84 adet B. 

melitensis, 100 adet B. suis, 24 adet B. canis, 11 adet B. ovis, 73 adet B. ceti, 20 adet 

B. pinnipedialis, 7adet B. microti, 3 adet B. neotamae, 2 adet B. papionis, 2 adet B. 

vulpis, 1 adet B. inopinata ve 9 adet sınıflandırılamamış Brucella izolatı 

kullanmışlardır. Çalışma sonucunda 100’den fazla ST değeri tanımlanmıştır. Çalışma 

izolatlarını Al Dahouk ve ark (2007), yaptığı MLVA değerlendirmesindeki coğrafik 

orjinler ve MLST metodu sonucu bulduğu ST değerleri ile karşılaştırmışlardır. 

MLST değerlendirmesi sonucunda bulunan ST8’in B. melitensis izolatları içerisinde 



124 
 

Portekiz'den Afganistan ve Moğolistan'a kadar Avrupa ve Asya'da yaygın olarak 

dağılmış olduğu tespit edilmiştir. Al Dahouk ve ark (2007), yaptığı üç gruplamada 

her biri B. melitensis biyovar referans suşlarından birini içerirken ("Batı Akdeniz" 

Ether, biyovar 3; "Doğu Akdeniz" 63/9 biyovar2; "Amerikan" 16M biyovar1) 

genotip ve biyovar arasında net bir ilişki tespit edilmemiştir. Yaptıkları çalışmada 

"Amerika" grubundaki izolatların çoğunluğu biyovar 1'e (%81) ve "Batı Akdeniz" 

grubundaki biyovar 3'e (%64) ait olduğu belirtilmiştir. "Doğu Akdeniz" grubu ise her 

üç biyovarın da eşit sayıda dağıldığı bildirilmiştir. Biyotiplendirme ile 

genotiplendirme arasında B. suis, B. abortus ve B. melitensis arasında azalan bir 

uyum olduğu saptanmıştır. Çalışma sonucunda sadece klasik biyotiplendirme ile elde 

edilen biyovar özelliklerinin epidemiyolojik olarak yeterli olmadığı moleküler 

metodlarla birlikte kullanılması gerektiği ortaya konulmuştur. 

Ma ve ark (2016), Çin’ in Qinghai-Tibet bölgesindeki insan, evcil ve vahşi 

hayvanlardan elde edilen 65 adet Brucella izolatı ile çalışmışlardır. Bu izolatların 

türleri ve genotiplerini belirlemek için MLST ve MLVA metotları kullanılmıştır. 

MLST metotu ile B. melitensis izolatları içerisinde 3 farklı ST tipi rapor edilmiştir. 

Bunların; ST7, ST8 ve ST8’in atipik varyantı olduğu olduğu bildirilmiştir. Çalışma 

sonucunda B. melitensis’in incelenen alan içerisinde baskın tür olduğu saptanmıştır. 

Ayrıca elde edilen verilerin incelenen alandaki Brucella popülasyonu için 

karakteristik olduğu görülmüştür. Çalışmada elde edilen diğer sonuçlar ise, insan, 

evcil ve vahşi hayvanlar arasında çok fazla genotip çeşitliliğinin olmadığı ve 

bölgedeki zoonotik konakçının insan olduğudur.  

Sun ve ark (2016), Çin’in Xinjiang bölgesinden 2010-2015 yılları arasında 

izole edilen 50 adet B. melitensis ve 9 adet B. abortus izolatına MLVA16 ve MLST 

analizleri yapmışlardır. MLST analizinde 59 izolattan 4 farklı genotip elde edilmiş ve 

tüm genotiplerin daha önce raporlandığı görülmüştür. 50 adet B. melitensis izolatları 

içerisinde 49 adeti ST8 ve 1 adeti yeni genotip ST37 olmak üzere toplam iki farklı 

genotip tespiti yapılmıştır. Sun ve ark (2017), Çin’de yaptıkları çalışmada 110 adet 

B. melitensis izolatını MLST analizi ile incelemişlerdir. İzolatların 91 adedinin 

hâkim genotip olan ST8 olduğunu bildirmişlerdir. Tespit edilen diğer genotipler 

ST137, ST138, ST139, ST140 ve ST141’dir. İzolatlardan 15 adetinin ST139’a ve 

geriye kalan izolatların ise ST137, ST138, ST140, ST141 ait olduğunu tespit 

etmişlerdir.  Çalışmada saptanan tüm yeni ST'ler, baskın ST8 ile birlikte Doğu 
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Akdeniz soyunda yer almaktadır. Çin’deki B. melitensis suşlarının Doğu Akdeniz 

bölgesinden olanlarla yakın bir filogenetik ilişkisi görülmüştür. Bu sonuç, 

çalışmadaki MLVA analizinde elde edilen bulgularla uyumludur. Veritabanına göre 

ST8, B. melitensis'te tanımlanan en yaygın ST'dir. Ayrıca birçok Avrupa ve Asya 

ülkesini kapsayan geniş bir coğrafi dağılım gösterir.  

Cao ve ark (2018), 2015-2016 yllarında Çin’in birçok bölgesindeki farklı 

hayvan türlerinden izole ettikleri 66 adet izolatla MLST analizi yapmışlardır.  

Çalışılan 59 adet B. melitensis izolatının genotipleri ST8 (n=54), ST7 (n=3) ve ST3 

(n=2) olarak saptanmıştır. Çin’de en hâkim genotipin ST8 olduğu bildirilmiştir. 

Çalışma sonucunda, Brucella hastalığının izlenmesi ve etkenin genetik 

varyasyonlarını anlamak için çok sayıda izolatla çalışılması gerekliliği 

vurgulanmıştır.  

Piao ve ark (2018), 1953 ile 2013 yılları arasında Çin'de izole edilen 206 adet 

Brucella izolatından MLST analizini yapmışlardır. Yapılan bu çalışmada 32 adet 

farklı MLST genotipi elde edilmiştir. Bu genotiplerden ST8’in hâkim genotip olduğu 

ortaya konulmuştur. Elde edilen 32 farklı genotipin 13 adedinin yeni ST (ST71-83) 

olduğu tespit edilmiştir. 

Liu ve ark (2019), Çin’de 1961-2016 yılları arasında insan, köpek ve 

domuzdan izole edilen 40 adet Brucella izolatına MLST ve MLVA analizi 

yapmışlardır. Guangxi özerk bölgesinde yapılan bu çalışmada B. melitensis, B. suis 

ve B. canis olmak üzere 3 tür incelenmiştir. Bölgedeki popülasyonlarda 2000 

yılından önce ST17 ve ST21 hâkim genotipken, 2012 yılından sonra elde edilen 

izolatlar arasında ST8’in hâkim genotip olduğu tespit edilmiştir. 2012 yılından sonra 

ST8’in hâkim genotip olması insan brucellosis vakalarındaki artışa bağlanmıştır. 

Yapılan MLST analizi ile bu bölgedeki Brucella suşlarının genetik yapısının önemli 

ölçüde değiştiği gösterilmiştir. 

Bu çalışmada Whatmore ve ark (2007) çalışmasındaki metot birebir 

uygulandı. Buna göre ülkemizdeki tüm bölgeleri temsil eden 50 adet izolat arasında 2 

farklı genotip elde edildi. Türkiye’deki B. melitensis’ ler içinde hâkim genotipin ST8 

(n=39) (3-2-3-2-1-5-3-2-8) olduğu ve elde edilen diğer genotipin ise daha önce 

raporlanmayan yeni bir genotip (3-2-35-2-1-5-3-2-8) (n=11) olduğu tespit edildi. Her 

iki genotip arasında sadece glk gen bölgesinde farklılaşmanın olduğu diğer gen 
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bölgelerinde herhangi bir varyant değişimi olmadığı tespit edildi. Çalışma sonunda 

elde edilen bulgular Whatmore ve ark. (2007), Chen ve ark. (2013)’nın ST8 

genotipini saptaması, Whatmore ve ark (2016)’nın tüm ST değerlerini ülke coğrafik 

orjinlerine göre değerlendirerek ST8 genotipinin Türkiye ve Uzak Doğuda hâkim 

genotip olarak bildirmesi, Ma ve ark (2016), Sun ve ark (2016 ve 2017),  Cao ve ark 

(2018), Piao ve ark (2018) ve Liu ve ark (2019)’nın yaptıkları çalışmalarda ST8 

genotipini çalışma bölgelerinde hâkim genotip olarak tespit etmeleri ve bu çalışmada 

da ST8 genotipinin hakim olarak belirlenmesi ile uyumludur. 

MLST analizinde; konakçısı koyun, sığır, keçi farketmeksizin ST8 ve yeni ST 

genotipine sahip oldukları ayrıca bölge, yıl farketmeksizin aynı profil genotipleri 

belirlendi. Dolayısıyla bu analiz ile profil genotipleri coğrafya, yıl, konakçı, biyotip 

ayrımına göre belirlenememektedir. Ancak bu metod ile daha önce Whatmore ve ark 

(2016), paylaştıkları sonuç ST8 genotipi Türkiye’nin içinde bulunduğu coğrafya ile 

uyumlu olduğu görüldü. Sonraki çalışmalarda yeni ST ler ile ilgili yapılan 

çalışmalara da bu elde edilen veriler ışık tutacaktır. Ayrıca referans B. melitensis 

Rev1 Aşı suşunun ST7 olarak saptanması da saha suşlarından ayrıldığı görüldü. 

Eradikasyon çalışmalarının temeli olan aşılama programları için saha suşlarının 

genetik profillerine yönelik çalışmaların yapılmasının faydalı olabileceği 

düşünülmektedir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1. Tüm Türkiye’yi temsil edebilecek sayıdaki B. melitensis suşunun ve referans 

suşlarının tiplendirilmesinde MLST ve MLVA metodlarının kullanılabileceği, 

2. MLVA-16 ile 46 farklı genotip tespiti yapıldı. 

3. MLVA-16, kıtalararası izlemeye olanak tanıyan geniş bir ölçekte genetik 

çeşitliliğin değerlendirilmesi için güçlü bir araçtır. 

4. Ülkemizde mevcut kullanılan aşıların kalitelerini ve genetik stabilitelerini 

kontrol edilmesinde MLVA16 analizinin yer alabileceği, 

5. MLST analizi ile saha suşları ile aşı suşları ayrımı yapılabileceği, 

6. MLST analizi ile çalışılan izolatlarda bölgelere, yıllara, konakçılara ve hatta 

biyovarlarına göre tayin yapılamadığı, 

7. ST8 ve yeni genotip tespit edildi.  

8. Özellikle yeni ST ile çalışma yapılmasının gerekliliği, 

9. B. melitensis Rev-1 aşı suşunun ve B. melitensis 16M bt1’in genotipi ST7 

iken diğer referans suşlarında baskın genotip ST8 (%78) olmakla beraber yeni ST 

(%22) varlığı tespit edildi. Bu sebeple yeni aşılama stratejilerinin geliştirilmesinin 

gerektiği,  

10. Kullanılan iki metot sadece B. melitensis suşlarına uygulanarak Pendik 

Veteriner Kontrol Enstitüsü Brusella Referans Teşhis Laboratuvarına kazandırılmış 

olup, ilerleyen dönemlerde diğer Brucella türlerini de içeren çalışmalarla daha da 

güzel sonuçlar elde edilebileceği, 

11. Ülkemizde daha önce MLST metodu ile Brusella spp.’nin filogenetiği 

çalışılmamış olup kendi izolatlarımızı daha güvenilir değerlendirebilmek adına veri 

tabanımızın oluşturulması ve daha fazla izolatın çalışılmasının gerekliliği, 

12. MLST ve MLVA metodlarının çalışılması sonrasında suşların konakçılarla 

olan ilişkilerini daha da iyi anlayabilmek için WGS (Whole Genome Sequence) 

yapılması, 

13. WGS metoduna ek olarak suşların proteomik ve genomik çalışmalarla 

ilişkilerinin daha da detaylı bilgiler sağlayacağı kanaatine varıldı. 
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