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ÖNSÖZ 

Dünyanın önemli yaygın zoonoz hastalıklarından olan Brusellozis; 

hayvanlarda genital organlara yerleşerek yavru atmalara ve infertiliteye neden 

olmakta, ülkelerin ekonomilerini olumsuz yönde etkilemektedir. 

Son yıllarda, epidemiyolojik araştırmalarda moleküler tiplendirme yöntemleri 

daha yaygın kullanılmaya başlanmıştır. Đzole edilen Brucella suşlarının, birbirlerine 

olan genetik yakınlıkları ve aynı kaynaktan köken alıp almadıkları moleküler 

tiplendirme yöntemleri ile belirlenmektedir.  

Bu çalışmada, Konya Bölgesi’ndeki koyun atıklarından etken izolasyonu ve 

identifikasyonun yapılması, izole edilen B. melitensis suşlarının RAPD-PZR yöntemi 

ile genotiplendirilmeleri ve birbirlerine olan genetik yakınlıklarının tespit edilerek 

yaygın olarak bulunan genotipin belirlenmesi hedeflenmiştir. Ayrıca, atık 

materyallerinden izole edilen B. melitensis saha suşlarının, B. melitensis Rev-1 aşı 

suşundan köken alıp almadığının PZR-RFLP yöntemi ile araştırılması ve atık görülen 

koyun sürülerinden kan serumları toplanarak Rose Bengal Plate Test (RBPT), Mikro 

Serum Aglütinasyon Testi (mSAT) ve ELISA testleri ile değerlendirilerek 

enfeksiyonun yaygınlığının tespit edilmesi amaçlanmıştır. 

Doktora tez çalışmam sırasında ilgi ve yardımlarını gördüğüm, danışman 

hocam Sayın Prof. Dr. Mehmet ATEŞ’e, S.Ü. Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

ABD Öğretim üyeleri Sayın Prof. Dr. Osman ERGANĐŞ, Doç. Dr. U.Sait UÇAN, 

Doç. Dr. H. Hüseyin HADĐML Đ, Dr. Kürşat KAV, Araş. Gör. Zafer SAYIN’a, örnek 

ve izolatların sağlanmasındaki yardımlarından dolayı Konya Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsü’nde görev yapan Doç. Dr. Leyla GÜLER, Dr. Ümran OK, Vet. 

Hekim Yasin GÜLCÜ’ye, tez çalışmalarıma maddi katkılarından dolayı S.Ü. BAP 

Koordinatörlüğü’ne, S.Ü. Veteriner Fakültesi Patoloji laboratuarında görev yapan 

Dr. Özgür ÖZDEMĐR, Araş. Gör. Özgür KANAT’a ve çalışmalarım boyunca ilgi ve 
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1. GĐRĐŞ 

1.1. Tanım 

 Brucella’ların neden olduğu Brusellozis; sığır, koyun, keçi, domuz, köpek ve 

koç gibi hayvanlarda özellikle testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleşerek 

yavru atmalara ve infertiliteye neden olan kronik, bulaşıcı, nekrotik ve yangısal 

infeksiyonlarla ortaya çıkan zoonoz bir hastalıktır (Buxton ve Fraser 1977, Bilgehan 

2000, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 2005). 

Brucella cinsindeki etkenler, evcil hayvanlarda önemli ekonomik kayıplara 

neden oldukları gibi enfekte hayvanların sütleri, sütlü yiyecekler ve hatta et ile 

insanlara da bulaştıkları ve enfekte ettikleri için halk sağlığı yönünden de önemli bir 

grubu oluşturmaktadırlar (Arda ve ark 1997). Primer olarak otçul hayvanların 

hastalığı olan Brusellozis, insanlarda akut başlangıçlı yüksek ateş, splenomegali, 

gece terlemesi, eklem ağrısı gibi belirtilerle seyredebileceği gibi bazen vücudun diğer 

sistemlerinde bozukluklarla da kendini gösterir (Bilgehan 2000, Plommet ve ark 

1998, Ayaz 2005) 

1.2. Tarihçe 

Hayvan abortları hakkındaki en eski kitabi kayıtlardan birinde, Brusellozis’in 

tanımı 1859 yılında Martson tarafından yapılmıştır (Nicoletti 2002). David Bruce, 

1887 yılında Malta’da ölen bir askerin dalağından yaptığı kültür sonucu izole ettiği 

etkene Micrococcus melitensis adını vermiştir. Araştırıcı, insanlardaki Malta Ateşi 

hastalığının etkeninin bu mikroorganizmalar olduğunu ortaya koymuştur (Arda ve 

ark 1997, Nicoletti 2002). Sonraları Zammit (1905) etkeni enfekte keçi sütünden 

izole etmiş ve insanlara sütle bulaşabileceğini göstermiştir (Arda ve ark 1997). Bang, 

1895 yılında yavru atmış bir sığırın fötal membranları ile uterus sıvısından Gram 

negatif basilleri izole etmiş ve etkeni Bacillus abortus olarak isimlendirmiştir (Arda 

ve ark 1997, Nicoletti 2002). Domuzlardaki enfeksiyöz abortusun etkeni 1914 

yılında Traum tarafından izole edilmiş ve etkene Bacterium abortus suis adı 

verilmiştir. 1918 yılında Evans bu 3 etken arasındaki morfolojik, kültürel ve serolojik 

benzerliği ortaya koymuş, 1920 yılında da Meyer ve Shaw, bu üç etkeni bir grupta 

birleştirerek Bruce’un ismine izafeten Brucella adını vermişlerdir (Nicoletti 2002). 
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1953 yılında Buddle ve Boyes, Yeni Zelanda’da epididimitisli koçlardan Brucella 

ovis’i izole etmişlerdir. Brucella neotomae ilk defa Stoenner ve Lockman tarafından 

1957 yılında dağ farelerinden izole edilmiştir (Arda ve ark 1997). Brucella canis, 

1968 yılında yavru atmış bir köpekten Carmicheal ve Bruner tarafından izole edilmiş 

ve adlandırılmıştır (Lisle ve Carmicheal 1974). 

Ülkemizde ilk Brusellozis vakası 1915 yılında Dr. Hüsamettin Kural ve 

Mahmut Sabit Akalın tarafından Kuleli Askeri Hastanesinde tedavi edilen bir 

askerde tespit edilmiştir. Koyunlarda B. melitensis ilk olarak Aktan ve Köylüoğlu 

tarafından 1944 yılında Bandırma Merinos Çiftliği’nde saptanmıştır. Sığırlarda ilk B. 

abortus izolasyon ise 1931 yılında Berke tarafından bildirilmiştir (Đyisan ve ark 

2000). 

1.3. Etiyoloji 

1.3.1. Morfoloji 

Brucella cinsi mikroorganizmalar Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, 0,5-0,7 x 

0,6-1,5 µm boyutlarında kokobasillerdir. Kenarları hafif konveks ve uçları 

yuvarlaktır. Kültürlerde tek tek rastlanmasına karşın bazen çiftler veya küçük 

kümeler halinde görülebilirler. Flagella, pili ve pigmentleri yoktur. Genellikle 

kapsülsüz olan etkenin hastalık olgularından yeni izole edilmiş smooth (S) 

kolonilerinde ince bir mikrokapsül bulunabilmektedir. Gerçek asit-fast olmadıkları 

halde zayıf asitlerle dekolorizasyona dirençli olduklarından modifiye Ziehl-Neelsen 

boyama tekniği ile kırmızı renkte boyanırlar (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 

1988, Koneman ve ark 1992, Quinn ve ark 2002, OIE 2004). 

1.3.2. Kültür ve Üreme Özellikleri 

 Đlk izolasyonlarında  % 5-10 CO2’e ihtiyaç duyan B. abortus (Biyotip 5 ve 6 

hariç) ve B. ovis dışındaki diğer Brucella’lar aerobiktirler (Alton ve ark 1988). 

Etkenin üremesi için optimum pH 6.6-7.4 ve optimum ısı 36-38 ºC’dir. Fakat 

suşların çoğu 20-40 ºC arsında da üreyebilmektedir (Alton ve ark 1988, Plommet ve 

ark 1998, Garrido-Abellan ve ark 2001). Etkenin  üremesi için tiamin, 

nikotinamid ve biotine ihtiyacı olmasına karşın X ve V faktörlerine gereksinimi 

yoktur. Besiyerine eklenen % 5-10 kan veya serum üremeyi stimüle eder. Fakat 



3 
 

selenit, tellurit veya safra tuzu ise üremeyi inhibe eder (Alton ve ark 1988, Plommet 

ve ark 1998).  

 Brucella etkenlerinin kültürleri için genellikle katı besiyerleri kullanılır. 

Çünkü katı besiyerleri koloni oluşumunu sağladıkları gibi dissosiasyonu da 

sınırlarlar. Sıvı besiyerleri genellikle önzenginleştirme ve kan gibi sıvı örneklerin ilk 

kültürlerinde kullanılmaktadır. Sıvı besiyerinde üreme yavaştır ve homojen bir 

bulanıklık yaparlar. Brucella kolonileri, katı besiyeri üzerinde ancak ikinci günden 

sonra görülmeye başlarlar ve maksimum gelişme 5-7 günde tamamlanır. Koloniler 

küçük (0,5-2 mm), kabarık, smooth tarzda (B. ovis ve B. canis hariç) ve saydam 

renkte olup, şebnem tanesi görünümündedir. Yansıyan ışıkta hafif mavimsi bir refle 

verirler. 6-7 günlük süre sonunda koloniler büyür, matlaşır ve dissosiye olmaya 

başlarlar (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Koneman ve ark 1992, Arda ve 

ark. 1997, Plommet ve ark 1998, OIE 2004). Smooth Brucella kültürleri (özellikle B. 

melitensis), üreme sırasında özelliklede subkültürler esnasında rough (R), mukoid 

(M) veya intermedier (I) formlara dissosiye olabilirler. Bakteri LPS’inin yapısında 

bulunan polisakkarit zincirinin kaybına bağlı olarak gelişen (Plommet ve ark 1998) 

koloni morfolojisindeki değişim virülens, antijenite, serolojik özellikler ve faj 

duyarlılığını değiştirir (Alton ve ark 1988, Plommet ve ark 1998, Garrido-Abellan ve 

ark 2001). S-koloniler daha patojen olmalarına karşın R-varyantlarının enfeksiyon 

yapma yeteneği azalmış ve S-kültür antijenik karakteri kaybolmuştur (Plommet ve 

ark 1998).  

1.3.3. Biyokimyasal Özellikleri 

 Brucella grubu mikroorganizmalar, fermentatif metabolizma yerine oksidatif 

metabolizmaya sahip olduklarından, klasik karbonhidrat fermentasyonu testleri ile 

asit veya gaz oluşturma yeteneğine sahip değildirler (Alton ve ark 1988, Garrido-

Abellan ve ark 2001). Katalaz, oksidaz ve üreaz pozitiftirler ve nitratı nitrite 

indirgerler (Đstisnalar Çizelge 1.1 de gösterilmiştir). Đndol, Metil Red, Voges-

Proskauer ve Sitrat testleri negatiftir. Kükürt içeren aminoasitlerden H2S üretimleri 

değişken olasına karşın B. melitensis’ler H2S negatiftir. Jelatini eritmezler ve 

litmuslu süte etkimezler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Koneman ve ark 

1992, Arda ve ark. 1997, Quinn ve ark 2002). Oksidatif metabolizma testleri referans 

laboratuarlarınca yapılmaktadır. B. melitensis, D-glikoz, meso-erythritol, L-alanin, 
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D-alanin, L-asparagin ve L-lutamik asiti okside ederken L-arabinoz veya L-lizini 

oksidatif metabolizmada kullanmaz (Alton ve ark 1988). 

Çizelge 1.1. Brucella’ların diğer Gram negatif bakterilerden ayrımı (Alton ve ark 
1988, Garrido-Abellan ve ark 2001). 
 

Testler Brucella 
B.bronchiseptic

a 
C.fetus 

Moraxell

a 

Acinetobacte

r 

Y.enterocolitic

a 

Morfoloji 
Küçük 

kokobasi
l 

Küçük 
kokobasil 

Virgül 
şeklind

e 
Diplokok Diplokok Basil 

37 C Hareket - + + - - - 
20 C Hareket - - - - - + 
MacConkey’d
e laktoz 
ferment. 

- - - va v - 

Glikoz içeren 
agarda asit 
teşkili 

-b - - - v + 

Hemoliz - + - v v - 
Katalaz + + + v + + 
Oxidaz + c + + + - - 
Üreaz + d + - v v + 
Nitrat 
indirgemesi + e + + v - + 

Sitrat 
kullanımı - + - - v - 

S-Brucella 
antiserumu ile 
aglütinasyon 

+f
 - - - - + 

R-Brucella 
antisrumu ile 
aglütinasyon 

+g
 - - - - - 

a- Genus içinde pozitif ve negatif türler 
b- B. neotomae bazen (+) tir 
c- B. ovis, B. neotomae ve bazende B. abortus’un bazı suşları (-) tir 
d- B. ovis ve bazende B. abortus’un bazı suşları (-) tir 
e- B. ovis (-) tir 
f- B.ovis, B.canis ve diğer türlerin R suşları hariç. 
g- B.ovis, B.canis ve diğer türlerin R suşları pozitif. 

1.3.4. Antijenik Özellikleri 

 Brucella hücreleri, ultrasonikasyon veya dondurup çözdürme gibi 

yöntemlerle parçalanırsa immunelektroforezde hiperimmunserumlara karşı 20 

eriyebilir antijen elde edilebilir (Aydın ve ark 1988). S-tipi Brucella türlerinde 

immun yanıtı oluşturan immunodominant moleküller, dış membran (OM), S-

lipopolisakkarit (S-LPS), native hapten (NH) polisakkarit ve polisakkarit B’dir (Diaz 
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ve ark 1979, Palmer ve Douglas 1989, Marquis ve Ficht 1993, Aragon ve ark 1996, 

Moriyon ve Lopez-Goni 1998). 

S-Brucella yüzeyinde bulunan endotoksik S-LPS varlığı, fenol-su ve eter-su 

ekstraktları ya da elektron mikroskobu yardımı ile ortaya konulabilir (Diaz ve ark 

1979, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). LPS, serolojik olarak dominant antijenik 

komponenttir. S-LPS yapısal olarak, O- polisakkarit zinciri, oligosakkarit kor bölgesi 

ve lipit A’dan oluşmaktadır (Moriyon ve Lopez-Goni 1998). B. abortus’un lipit A 

bölgesi glukozamin yerine diaminoglikoz kuyruğu içerir ve oligosakkarit kor 

bölgesine ester ve amid bağları yerine sadece amid bağlarıyla bağlanır. Brucella’ların 

bu klasik olmayan LPS yapıları enterik bakterilerin LPS yapısı ile kıyaslandığında 

daha az toksiktir. Bu düşük endotoksin aktivitesi hücre içi yaşama adapte olmak 

amacıyla gelişmiş olduğu düşünülmektedir (Lapaque ve ark 2005).  

 O- polisakkarit zincirinin, nuclear magnetic resonance (C-NMR) (Meikle ve 

ark 1989), sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

analizi  (Moriyon ve Lopez-Goni 1998) ve monospesifik antikor (Douglas ve Palmer 

1988) kullanımı ile yapılan incelemesinde A ve M olmak üzere 2 farklı tipte olduğu 

belirlenmiştir. Her iki tip O-polisakkarit zinciri de N-formil-perosamin 

homopolimeridir. Fakat ayrımlarının zincir üzerinde bulunan α-1,2 ve α-1,3 bağlantı 

oranlarından kaynaklandığı belirlenmiştir. A antijeni, α-1,2 bağlı N-formil-

perosaminin lineer bir homopolimeridir. M antijeni, dördü α-1,2 bağlı ve biri α-1,3 

bağlı olmak üzere toplam beş N-formil-perosaminin tekrarlayan ünitelerinden 

ibarettir (Diaz ve ark 1975, Meikle ve ark 1989, Marquis ve Ficht 1993, Aragon ve 

ark 1996, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). C-NMR yönteminin kullanıldığı bir 

çalışmada, B. melitensis biyotip 1-16M (M+), biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether 

(A+,M+) ve B. abortus biyotip 1 (A+) suşları analiz edilmiş ve taşıdıkları M antijen 

miktarı sırasıyla 2.08, 0.016, 0.38 ve 0.005 mg, A antijen miktarı 0.005, 2.62, 2.39 ve 

1.38 mg olarak bulunmuştur (Meikle ve ark 1989). Brucella türlerinin rough ya da 

smooth lipopolisakkarite (R-LPS ya da S-LPS) sahip olmalarını, O-polisakkarit 

zinciri taşıyıp taşımamaları belirlemektedir. S-Brucella türlerinin patojeniteleri O-

polisakkarit zinciri taşımalarına bağlı iken R-LPS’e sahip B. canis ve B. ovis, O-

polisakkarit zinciri taşımadıkları halde köpek ve koçlar için patojendirler (Caro-

Hernandez ve ark 2007). 
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 NH polisakkarit, ilk kez Diaz ve ark (1968) tarafından S-Brucella 

etkenlerinde belirlenmiş ve O-polisakkarit zincirinin kor bölgesi şekerlerini 

içermeyen formudur. Diğer polisakkarit antijeni olan polisakkarit-B ise düşük 

moleküler ağırlıklı bir şekerdir. Bu iki antijen birbirleri ile ilişkilidir ve fonksiyonları 

tam olarak aydınlatılamamıştır (Aydın ve ark 1988, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). 

Polisakkarit-B’de bulunan cyclic glucan, Rhizobiaceae familyası üyelerinin 

periplasmik bölgesinde bulunanlarla benzeşmektedir (Aragon ve ark 1996). B. 

abortus ve B. melitensis enfekte hayvanların serumlarında NH ve polisakkarit-B’ye 

karşı antikor oluşumu immunopresipitasyon testi ile ortaya konulmuştur. Fakat 

aşılanmış hayvanların serumlarında aynı antikorlara rastlanmaması bu antijenlerin 

enfekte ve aşılı hayvanların ayrımında kullanılabileceği sonucunu ortaya koymuştur  

(Aragon ve ark 1996). 

   Major dış memran proteinleri (Omp) ilk olarak 1980 yılında Dubray ve 

Bezard tarafından, hücre zarfının deterjan ekstraksiyonu ile elde edilmiş ve SDS-

PAGE kullanılarak moleküler büyüklüklerine göre grup 1 (94 ya da 88 kDa), grup 2 

(36-38 kDa) ve grup 3 (31-34 ve 25-27 kDa) olmak üzere üç gruba ayrılmıştır 

(Moriyon ve Lopez-Goni 1998, Cloeckaert ve ark 2002a, Gupta ve ark 2007).  Grup 

2 proteinleri aynı zamanda porin proteinleri olarak da bilinmektedir (Douglas ve ark 

1984) ve bu proteinleri kodlayan genler (Omp2a ve Omp2b) ortaya konulmuştur 

(Marquis ve  Ficht 1993). Grup 3 proteinleri, Omp25 ve Omp31 genleri tarafından 

kodlanmaktadır (Caro-Hernandez ve ark 2007). Minör Omp’ler ise Omp19, Omp16.5 

ve Omp10 olarak belirlenmiştir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998). 

 S-Brucella türleri ile Gram negatif bakteriler (E. coli O:116 ve O:157, 

Salmonella Kaufmann-White grup N(O:30), Pseudomonas multophilia, Vibrio 

cholerae ve özellikle Yersinia enterocolitica O:9) arasında serolojik çapraz reaksiyon 

bildirilmi ştir (Alton ve ark 1988, Aydın ve ark 1988). Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda, Brucella spp. ile Ochrobactrum anthropi (O. anthropi) arasında 

immunolojik çapraz reaksiyon (Velasco ve ark 1997) ve genetik yakınlık olduğu 

gösterilmiştir (Leal-Klevezas ve ark 2005). Ayrıca, B. ovis R-LPS ile O. anthropi R-

LPS arasındaki çapraz reaksiyonda,  doğal enfekte koç serumlarının her iki antijen ile 

test edilmesiyle gösterilmiştir (Velasco ve ark 1997). Yapılan bir başka çalışmada 

ise, Brucella Omp’lerine karşı hazırlanmış monoklonal antikorlar (Omp10, Omp 16, 

Omp19) ile Rhizobium, Ochrobactrum, Agrobacterium ve Phyllobacterium yüzey 
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antijenleri arasındaki çapraz reaksiyon gösterilmiş ve genetik benzerlik yanında 

antijenik benzerliğin varlığı da vurgulanmıştır (Cloeckaert ve ark 1999). Ayrıca, keçi 

ve farelerde, B. abortus ve B. melitensis’e karşı enfeksiyon veya aşılama sonucu 

oluşmuş antikorlar O. anthropi antijeni ile başarılı bir şekilde teşhis edilmiştir 

(Yongqun 2000). 

1.3.5. Faj Duyarlılığı 

 Brucella üyelerini lize eden 40 civarında faj rapor edilmiştir. Bu fajların 

tamamı Brucella cinsi için spesifik olup, diğer bakterilere karşı aktivite 

göstermemektedirler. Bundan dolayı Brucella fajları tiplendirme çalışmalarında 

başarı ile kullanılmaktadır (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Garrido-

Abellan ve ark 2001). Đlk Brucella fajı 1950’de Rusya’nın Tiflis kentinde izole 

edilmiş ve Tbilisi (Tb) adı verilmiştir. Brucella fajlarının tamamı DNA fajları olup 

Corbel (1987) tarafından, konakçı affinitesine göre, 6 gruba ayrılmıştır. Grup 1: Tb 

fajı rutin test dilüsyonunda (RTD) smooth B. abortus kültürlerini lize ederken, 

10.000x RTD’nda B. suis ve B. neotomae’yi lize etmektedir. Grup 2:  Firenze (Fi) 

fajı, Grup 3: Weybridge (Wb) fajı, Grup 4: Berkeley fajı, Grup 5: R kolonileri lize 

eden R/C fajı, Grup 6: Đzatnagar (Iz) fajını içermektedir. Tb, Wb ve Iz fajları smooth 

Brucella türlerinin ayrımında ve R/C fajı B.canis ve B. ovis’in lizisinde 

kullanılmaktadır (Çizelge 1.2) (Alton ve ark 1988).  

Meksika’dan izole edilen ve bilinen Brucella fajları ile lize olmayan B. 

melitensis izolatlarını, karakterize etmek amacıyla aynı bölgedeki sığır ve keçi 

dışkıları ile klinik örneklerinden 9 yeni faj izole edilmiştir. Yeni fajlarla yapılan 

denemelerde, Brucella türleri ile çapraz reaksiyon veren bakterileri lize etmedikleri 

ve smooth Brucella suşları için spesifik oldukları belirlenmiştir (Arechiga-Ceballos 

ve ark 2004).   

Çizelge 1.2. Brucella fajlarının ayırıcı özellikleri (Alton ve ark 1988). 

 Fajlarla lizis 
 Tb R/C 
Türler RTD 104 x RTD RTD 
B. melitensis - - - 
B.abortus + + - 
B.suis - + - 
B. neotomae - + - 
B. ovis - - + 
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B. canis - - + 

 

1.3.6. Boya ve Antibiyotiklere Duyarlılığı 

 Brucella türlerinin rutin tiplendirme testlerinden de olan, tiyonin ve bazik 

fuksin (20 µg/ml) duyarlılığı biyotipler arasında farklılıklar göstermektedir. B. 

melitensis’in tüm biyotipleri her iki boyaya da dirençli iken diğer Brucella türlerinin 

duyarlılıkları farklılıklar göstermektedir (Çizelge 1.4) (Alton ve ark 1988, Corbel 

1991, Garrido-Abellan ve ark 2001, OIE 2004). Porin kanallarının kompozisyonunun 

(Douglas ve ark 1984) ve omp2 porin gen polimorfizminin tiyonin duyarlılığında 

etkili olduğu belirlenmiştir (Corbel 1991). B. suis suşlarının çoğu safranin O’ya 

duyarlı iken B. abortus ve B. melitensis suşları dirençlidir (Alton ve ark 1988, Corbel 

1991). 

 Aşı suşları olan B. abortus S19 ile B. melitensis Rev-1 suşları, penisiline (5 

IU/ml) duyarlı iken aynı türlerin biovar 1’leri penisiline dirençlidir. B. melitensis 

Rev-1 streptomisine (2,5 µg/ml) dirençli iken diğer B. melitensis’ler duyarlıdır 

(Alton ve ark 1988). B. melitensis Rev-1 aşı suşunun streptomisine direncinin, rpsL 

gen bölgesinde bulunan 91. kodondaki (kodon 91: CCG yerine CTG) mutasyondan 

kaynaklandığı belirlenmiştir (Cloeckaert ve ark 2002b). Penisilin ve streptomisin 

duyarlılık testleri aşı ve saha suşlarının ayrımında kullanılmaktadır (Alton ve ark 

1988). 

 Brucella izolatlarının çoğu, gentamisin, tetrasiklin, rifampisin, ampisilin, 

kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, novobiosin, spektinomisin ve streptomisine 

duyarlı bulunmuştur (Garrido-Abellan ve ark 2001). 

1.3.7. Brucella Tür ve Biyotipleri 

Brucella cinsi mikroorganizmalar, 16S rRNA sekans analizi sonucuna göre 

Proteobactereaceae sınıfının α-altgrubunda yer almaktadırlar. Bu alt grupta ayrıca 

Rhizobium, Agrobacterium, Bartonella, Phyllobacterium ve Ochrobactrum gibi 

bakterilerde bulunmaktadır (De Lay ve ark 1987, Moreno ve ark 1990, Corbel ve 

Moriyon 2006). 
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Meyer ve Shaw tarafından düzenlenen Brucella cinsi, 6 türe ayrılmıştır 

(Nicoletti 2002): B. melitensis Meyer ve Shaw 1920, B. abortus Meyer ve Shaw 

1920, B. suis Huddleson 1929, B. ovis Buddle 1956, B. neotomae Stonner ve 

Lackman 1957 ve B. canis Charmihael ve Brunner 1968 (Verger ve ark 1985). B. 

melitensis 3, B. abortus 7 ve B. suis 5 biyotipe sahip iken diğer türler için herhangi 

bir biyotip bildirilmemiştir (Çizelge 1.3) (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, 

Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plommet ve ark 1998, Quinn ve ark 

2002, OIE 2004). Son yıllarda, henüz yukarıdaki sınıflandırmaya eklenmemiş olsa da 

çeşitli kaynaklardan yeni Brucella türleri izole edilmiştir. Deniz memelilerinden (fok, 

yunus balığı) izole edilen iki tür önce Brucella maris (Jahans ve ark 1997) daha 

sonra da Brucella cetaceae ve Brucella pinnipediae (Cloeckaert ve ark 2001) olarak 

isimlendirilmiştir. Foster ve ark (2007), Avrupa’da deniz memelilerinden izole edilen 

28 Brucella suşunu, oksidatif metabolizma testleri ve faj duyarlılıklarına göre 

incelemişler ve suşları konakçı tercihi ve L-arabinose, D-galactose ve D-xylose 

testlerine göre 2 gruba ayırmışlardır. Yunus balıklarından izole edilenleri, Brucella 

ceti sp. nov. ve foklardan izole edilenleri de Brucella pinnipedialis sp. nov. olarak 

isimlendirmişlerdir. Ayrıca, Microtus arvalis türü farelerden ve topraktan Brucella 

microti izole edilmiştir (Scholz ve ark 2008a, Scholz ve ark 2008b). 

Verger ve ark (1985), DNA-DNA hibridizasyon yöntemi ile tüm tür ve 

biyotipleri içeren 51 suş üzerinde yaptıkları çalışmada, Brucella türleri arasında % 

90’ın üzerinde genetik benzerlik tespit etmişlerdir. Bu yüksek orandaki DNA 

homolojisi sebebiyle B.melitensis’in tek tür olarak kabul edilip, diğer türlerin biyotip 

(B. melitensis biovar melitensis 3, B. melitensis biovar abortus 2 gibi) olarak 

sınıflandırılmasını önermişlerdir. Fakat, pratik olmaması ve tam olarak kabul 

görmemesi sebebiyle eski isimlendirme tercih edilmektedir (Garin-Bastuji ve ark 

1998). Daha sonra yapılan çalışmalarla, B. melitensis, B. abortus ve B. suis’e ait 

genomların sekans analizleri tamamlanmış ve bu 3 türe ait genom dizilimleri 

tamamen belirlenmiştir. Her üç türün de ikişer sirküler kromozoma sahip olduğu ve 

bu kromozomlardan büyük olanın (2.1 Mbp) küçük kromozomun (1.2 Mbp) iki katı 

büyüklüğe sahip olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, üç türe ait genom sekansları arasında 

% 99’dan fazla benzerlik tespit edilmiştir (Halling 2003). B. ovis’in de genom 

sekansı belirlenmiş ve diğer üç tür ile aralarında % 95’den fazla nükleotid 

uyumluluğu bildirilmiştir (Seshadri ve Paulsen 2003). 
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Çizelge 1.3. Brucella türlerinin ayrımı (Alton ve ark 1988). 

 

Türler 

 

Koloni 
Morfoloji
si 

 

Serum 
Gereksini

mi 

Faj Duyarlılığı  

Oksida
z 

 

Ürea
z 

 

Konakçı 
Tb Fajı R/C 

RT
D 

104xRT
D 

RT
D 

B.melitens

is 

Smooth - - - - + + a Koyun,,ke

çi 

B. abortus Smooth - b + + - + c + d Sığır 

B. suis Smooth - - + - + +e Domuz vb 

B.neotoma

e 

Smooth - -f + - - +e
 Çöl ağ. 

ratı 

B. ovis Rough + - - + - - Koç 

B. canis Rough - - - + + +e Köpek 
a- Değişik oranlarda, bazı suşlar hızlı pozitiftir. 
b- B. abortus biyotip 2 hariç (genelde ilk izolasyonunda serum gereksinimi vardır). 
c- B. abortus biyotip 3 hariç. 
d- Referans suş 544 hariç ve ara sıra saha suşları negatiftir. 
e- Hızlı oranda pozitiftir. 
f- Çok ince bir plak oluşur.  
 

Tür identifikasyonu, faj duyarlılığı ve bazı biyokimyasal testlere (üreaz, 

oxidaz gibi) dayanmakta iken biyotip seviyesindeki identifikasyon 4 ana testle 

yapılmaktadır. Bu testler, karbondioksit (CO2) ihtiyacı, hidrojen sülfid (H2S) üretimi, 

boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlılığı ve monospesifik A ve M antiserumları ile 

aglütinasyondur (Çizelge 1.4) (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji 

ve ark 1998, Plommet ve ark 1998). B. melitensis biyotip 3, Akdeniz ve orta doğu 

ülkelerinde en çok izole edilen B. melitensis biyotipidir (Garrido-Abellan ve ark 

2001, Benkirane 2005). Ara suşlar veya atipik suşlar, ara sıra örneklerden izole 

edilebilmekte ve değişik fenotipik karakterler sergilemektedir. Bu durum, tür ve 

biyotip identifikasyonunu engellemektedir. Bundan dolayı, moleküler metotlarla 

identifikasyon önem kazanmaktdır (Garin-Bastuji ve ark 1998, Corbel ve Moriyon 

2006).    

 Brucella tür ve biyotiplerinin moleküler tiplendirme ve identifikasyonu 

amacıyla, DNA üzerindeki polimorfizmi belirlemek için, PZR-RFLP veya Southern 
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blot analizi gibi metotlar kullanılmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998). Omp gen 

bölgelerinin yeterli miktarda polimorfizm içermelerinden dolayı Brucella türlerinin 

tiplendirilmesinde en çok kullanılan gen bölgeleri olmuşlardır. Omp2a, Omp2b, 

Omp25, Omp31, DnaK, Ery ve RpsL gen bölgeleri PZR-RFLP yöntemi ile çoğaltılıp 

enzimlerle kesilerek Brucella türlerinin ayrımında başarı ile kullanılmıştır (Garin-

Bastuji ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 2005). Spesifik primerle çoğaltılıp, 

restriksiyon enzimleri ile kesilen gen bölgeleri ve ait oldukları tür veya biyotip 

çizelge 1.5’de verilmiştir (Al Dahouk ve ark 2005).  

Çizelge 1.4. Brucella biyotiplerinin ayrımı (Alton ve ark 1988). 

 Boya Duyarlılığı 
Monospesifik 

Serumla 
Aglütinasyon 

Türler Biyotip 
CO2 

Đhtiyacı 
H2S 

Üretimi 
Tiyonin 

Bazik 
Fuksina A M R 

B.melitensis 
1 - - + + - + - 
2 - - + + + - - 
3 - - + + + + - 

B.abortus 

1 + c + - + + - - 
2 + c + - - + - - 
3 + c + + + + - - 
4 + c + - +b

 - + - 
5 - - + + - + - 
6 - - + + + - - 
9 +, - + + + - + - 

B.suis 

1 - + + - + - - 
2 - - + - + - - 
3 - - + + + - - 
4 - - + -d + + - 
5 - - + - - + - 

B.neotomae  - + -e - + - - 
B.ovis  + - + -d - - + 
B.canis  - - + -d - - + 

a- Boya konsantrasyonu, 20 µg/ml Serum dextroz agar (1:50 000). 
b- ABD, Kanada ve Đngiltere’de izole edilen bazı suşlar negatiftir. 
c- Đlk izolasyonda genellikle pozitiftir. 
d- Suşların çoğu negatiftir. 
e- 10 µg/ml tiyonin konsantrasyonunda üreme şekilenir. 
 

Çizelge 1.5. Brucella türlerinin PZR-RFLP metodu ile ayrımı (Al Dahouk ve ark 

2005). 

Brucella    

Türleri 

Gen Bölgesi 

Omp2 Omp25 Omp31 DnaK Ery RpsL 
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B. abortus + - NA - B19 - 
B. melitensis + + - 16M - Rev-1 
B. suis + - - - - - 
B. canis + - + - - - 
B. ovis + + + - - - 
B. neoteomae + - - - * - 
B. maris + * * * * - 

NA: Amplifiye olmamış; *: test edilmemiş; 16M: B. melitensis biyotip 1; B19: B. abortus aşı suş;  
Rev-1: B.melitensis aşı suşu.  

1.4. Epizootiyoloji 

1.4.1. Coğrafik Dağılımı 

Brusellozis, dünyada yaygın bir seyir göstermesiyle birlikte Akdeniz 

ülkelerinde, Arap yarım adasında, Hindistan, Meksika, Orta ve Güney Amerika, 

Güney ve Kuzey Afrika, Güney, Orta ve Batı Asya ülkelerinde endemik, Güneydoğu 

Asya ülkelerinde sporadik olarak görülmektedir (Benkirane 2005). Đngiltere, Kuzey 

Avrupa ülkelerinin büyük çoğunluğu, Kuzey Amerika, Avustralya, Kanada ve Yeni 

Zelanda’da hastalık eradike edilmiştir (Garrido-Abellan ve ark 2001, Benkirane 

2005, Ayaz 2005). Avrupa Birliği ülkelerinden, Belçika, Danimarka, Finlandiya, 

Almanya, Đrlanda, Lüxemburg, Hollanda, Đsveç ve Đngiltere hastalıktan ari kabul 

edilmektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001, Benkirane 2005). 

Türkiye’de hayvanlarda Brusellozis’in prevalansını belirlemek amacıyla 

yapılan Tarım ve Köyişleri Bakanlığı (TKB) Araştırma Projesi ile 1998-1999 

yıllarında 79 ilden tesadüfi örnekleme ile alınan toplam 34958 adet sığır kan serumu 

ve 30433 adet koyun kan serumu RBPT ve Komplement Fikzasyon Testleri (KFT) 

ile incelenmiştir. Hastalığın prevalansı sığırlarda % 1.43, koyunlarda ise % 1.97 

olarak tespit edilmiştir. Brusellozis’in sürü prevalansı ise her köy bir sürü olarak 

kabul edildiğinde sığırlarda 1313 köyde % 11.5, koyunlarda ise 1077 köyde % 14 

olarak belirlenmiştir. Bu bulgular hayvan hareketlerinin fazla olmadığı ve atık 

vakalarının nadir olduğu Orta ve Doğu Karadeniz Sahil şeridinde ki iller dışında, 

ülke genelinde hastalığın yaygın olduğunu göstermektedir. Aynı çalışmada, Konya 

ilinden toplanan sığır ve koyun kan serumlarında sırasıyla % 0.9 ve % 2.2 pozitiflik 

tespit edilmiştir  (Đyisan ve ark. 2000). 

 Kenar ve ark (1990), Konya ilinden tesadüfi örnekleme ile topladıkları 422 

koyun kan serumunda % 1.2 pozitiflik belirlemişlerdir. Erganiş ve ark (1992) 
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tarafından yapılan bir başka çalışmada Konya yöresinden toplanmış 47 atık koyun 

fötusunun 14’ünden (% 30) B. melitensis izole edilmiştir. Yapılan başka bir 

çalışmada ise, Konya yöresinden 58 atık koyun fötusunun 31’inden (% 53) B. 

melitensis izole edilmiştir (Kaya ve ark 1995). Konya Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsü’ne 1987-1998 yılları arasında getirilen 799 adet atık koyun 

materyali ve atık yapmış sürülere ait 925 adet kan serum örneği Brucella yönünden 

incelenmiştir. Atık materyallerinin % 24’nden B. melitensis izole edilmiş ve kan 

serum örneklerinin % 24.8’i Brucella yönünden pozitif bulunmuştur (Güler ve ark 

1998a). Kıran ve ark (1998), Konya bölgesinden topladıkları 238 adet atık koyun 

fetüsünün % 31.1’inde B. melitensis ve aynı sürülere ait 1119 adet kan serumunun % 

32.3’ünde anti-Brucella antikorları tespit etmişlerdir. 

1.4.2. Bulaşma ve Enfeksiyon Kaynakları 

 Hayvanlar arasında enfeksiyonun başlıca kaynağı enfekte hayvanlardır. 

Hastalığa yeni yakalanmış veya kronik taşıyıcı olan gebe hayvanlar, abort veya 

doğum sonrası, özellikle fetüs, fetüse ait sıvılar, amnion ve plasenta aracılığı ile 

çevreye bol miktarda hastalık etkeni yayarlar. Ayrıca, enfekte hayvanlara ait dışkı, 

idrar, süt ve sperma da çok sayıda mikroorganizma içerdiğinden çevrenin, yemlerin, 

suyun ve kullanılan ekipmanın kontaminasyonuna neden olmaktadır (Manthei 1968, 

Arda ve ark 1997, Gastrucci 2000). Enfekte hayvanlar, aborttan sonra haftalarca 

hatta aylarca sütleri ile etkeni çıkarırlar (Arda ve ark 1997). Keçiler, aborttan sonra 

koyunlara göre daha uzun süre (2-3 ay) etkeni vaginal yolla çıkarırlar. Koyunlarda 

ise bu süre genellikle 3 hafta civarındadır fakat 2 aya kadar da uzayabilir. Keçiler 

hastalığa karşı daha duyarlıdırlar ve genellikle hayatları boyunca persistent olarak 

kalırlar (Alton ve ark 1988, Castrucci 2000). Persistent enfeksiyonlarda, etken meme 

bezlerinde ve meme üstü lenf düğümlerinde barınır ve laktasyon periyodlarında süt 

aracılığı ile ara sıra saçılmaya devam eder. Bu durum insanlar ve kuzular için önemli 

bir enfeksiyon kaynağıdır (Garrido-Apellan ve ark 2001).   

 Başlıca bulaşma, enfekte mera veya yem maddeleri aracılığıyla sindirim 

sistemi ile olmaktadır. Diğer bulaşma yolları, solunum sistemi, konjiktiva, deri, 

genital sistem ve sağım sırasında memenin kontaminasyonudur (Manthei ve ark 

1968, Arda ve ark 1997). Koç, teke ve boğalarda enfeksiyonu dişi hayvanlara 

mekanik olarak nakledebilecekleri gibi kendilerininde enfekte olması sonucu enfekte 
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sperma ile de dişi hayvanları enfekte edebilirler (Arda ve ark 1997, Castrucci 2000). 

Köpeklerde mekanik ve biyolojik olarak hastalığı nakledebilirler (Castrucci 2000). 

Enfekte materyal içeren akarsularda kısa mesafelere hastalığı bulaştırabilirler 

(Garrido-Apellan ve ark 2001). Ayrıca, hastalığın naklinde, artropodlar, kemirgen 

hayvanlar, yabani hayvan ve kuşlarda vektör veya rezervuar olarak rol alabilirler 

(Arda ve ark 1997, Castrucci 2000). 

 Vertikal bulaşma, kuzu, oğlak ve buzağılarda seyrek olarak görülebilmektedir 

(Castrucci 2000). Bu hayvanların küçük bir bölümü uterus içinde enfekte olurken, 

çoğunluğu kolostrum yolu ile enfeksiyonu almaktadır. Dışkı yolu ile etkeni 

saçmaktadırlar ve seksüel olgunluğa ulaştıklarında hastalığa duyarlıdırlar (Garrido-

Apellan ve ark 2001). Bu tarz bulaşma az görülmesine rağmen, latent enfeksiyonların 

varlığı hastalığın eradikasyonunu güçleştirmektedir (Castrucci 2000, Garrido-

Apellan ve ark 2001). 

 Hastalığın, ülkeler arası yayılması genellikle enfekte hayvan transferi ile 

olurken çiftlikler arası bulaşma ise köpekler, yabani hayvan veya kuşlar ile 

olmaktadır (Castrucci 2000). 

 Dünya Sağlık Örgütü tarafından üçüncü risk grubunda sınıflandırılan (OIE 

2004) Brucella türleri içinde önem sırasıyla, B. melitensis, B. abortus, B. suis ve B. 

canis insanları enfekte etmektedir (Plommet ve ark 1998, Bilgehan 2000, Ayaz 

2005). Ülkemizde, insanlardan izole edin türlerin büyük bir kısmını B. melitensis 

oluşturmaktadır (Ayaz 2005). Đnsanlara bulaşma yolu genellikle enfekte hayvanın 

sekresyonlarının bütünlüğü bozulmuş cilt ile direk teması, pastörize edilmemiş süt ve 

süt ürünlerinin tüketimi, enfekte aerosollerin inhalasyonu ve konjiktivaya 

inokulasyonudur (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 1998, Bilgehan 2000, Ayaz 

2005). Ülkemizde en fazla görülen enfeksiyon kaynakları; hayvancılık ve mesleki 

temas (% 28-90) ve çiğ süt ve süt ürünlerinin kullanımıdır (% 30-72) (Ayaz 2005). 

1.4.3. Brucella Türlerinin Çevresel Şartlara Duyarlılı ğı 

 Brucella türleri ısı ve dezenfektanlara karşı dayanıksızdırlar. Pastörizasyon 

esnasında çabucak ölmelerinin epidemiyolojik önemi vardır. Kokuşma sonunda kısa 

sürede ölürler (Buxton ve Fraser 1977, Arda ve ark 1997, Bilgehan 2000). Karanlık 

yerlerde, doku, süt veya uterus akıntıları içinde uzun zaman canlı kalabilirler (Arda 
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ve ark 1997). Kontamine materyallerde bulunan etkenler, % 2.5 sodyum hipoklorid, 

% 2-3 kostik soda, % 20 taze sönmüş kireç ya da % 2 formaldehit solüsyonunda 1 

saatte inaktive olurlar (Garrido-Apellan ve ark 2001). Brucella türleri, uygun pH, ısı, 

gün ışığı şartlarında, su, atık fetus, gübre, yün, saman, barınak ve kıyafetlerde aylarca 

canlılıklarını sürdürebilirler. Etkenlerin değişik koşullar altında çeşitli materyallerde 

canlı kalabilme süreleri çizelge 1.6’da verilmiştir (Garrido-Apellan ve ark 2001). 

Çizelge 1.6. Brucella türlerinin çeşitli materyallerde canlı kalma süreleri (Garrido-
Apellan ve ark 2001). 

Materyal Değişik koşullar Canlılık süresi 
Direk gün ışığı < 31 ºC 4.5 saat 
Su - 4 ºC 4 ay 
Laboratuar suyu 20 ºC 2.5 ay 
Toprak 18 ºC de kurutulmuş 69-72 gün 
 Islak < 7 gün 
 Sonbahar 48-73 gün 
Đdrar 37 ºC, pH 8.5 16 saat 
 8 ºC, pH 6.5 6 gün 
Çiğ süt 25-37 ºC 24 saat 
 8 ºC 48 saat 
 - 40 ºC 2.5 yıl 
Gübre Yaz  24 saat 
 Kış  2 ay 
 8 ºC 1 yıl 
Yün  Depolanmış  4 ay 
Sokak tozu  3-44 gün 
Tahta duvar ve pencere  4 ay 
Mera  Gün ışığı < 5 gün 
 Gölge  > 6 gün 

1.4.4. Bireysel Duyarlılık 

 B. melitensis, sadece cinsel olgunluğa ulaşmış erkek ve dişi hayvanlarda 

hastalık yapar. Genç hayvanlar enfekte olabilir fakat her hangi bir klinik belirti 

göstermezler ve zayıf ve geçici bir serolojik cevap oluştururlar (Castrucci 2000, 

Garrido-Apellan ve ark 2001). Gebelikte hastalığa karşı duyarlılık artar. Yavru atan 

bir hayvanda ikinci abortus olayı çok ender gelişir (Arda ve ark 1997). Malta ve 

Güney Amerika koyun sürüleri hastalığa karşı dirençli iken güney batı Asya, 

Akdeniz ve Avasi koyun sürüleri duyarlıdır (Castrucci 2000). 

 Ayrıca, B. melitensis enfeksiyonları köpek, sığır (Garrido-Apellan ve ark 

2001), deve (Abbas ve Agab 2002), domuz (Garin-Bastuji ve Hars 2000) ve 

bizonlardada (Ewalt 2003) bildirilmiştir. 
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1.5. Patogenez  

1.5.1. Enfeksiyonun Safhaları 

 Enfeksiyonun oluşması, Brucella etkenlerinin miktarına, virülensine ve 

konağın duyarlılığına bağlıdır (Quinn ve ark 2002). Virülens, Brucella türlerine, 

suşlarına ve inokule olan bakteri miktarına bağlı olarak oldukça değişiklik 

göstermektedir (Garrido-Apellan ve ark 2001). Ayrıca, smooth Brucella türlerinin R 

varyantları, S formlara oranla daha düşük virülense sahiptirler ve konakçı hücreleri 

tarafından kolaylıkla elimine edilmektedirler (Quinn ve ark 2002, Seleem ve ark 

2008). 

 Fakültatif intrasellüler patojen olan Brucella türlerinin en önemli özelliği, 

retikülohistiyositer sistem hastalığı olması ve belirgin organ ve dokulara 

yerleşmesidir (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 1998, Garrido-Apellan ve ark 

2001, Quinn ve ark 2002). Etkenlerin vücuda ana giriş yolları, orofaringeal ve üst 

solunum sistemi veya konjuktiva mukoz membranlarıdır. Diğer potansiyel giriş yolu 

da erkek ve dişi genital sistemi mukoz membranlarıdır (Castrucci 2000, Garrido-

Apellan ve ark 2001).  

 Etkenler duyarlı konakçıya girdikleri zaman önce polimorf nüklear lökositler 

tarafından fagosite edilirler (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 1998, Bilgehan 2000, 

Castrucci 2000, Quinn ve ark 2002, Seleem ve ark 2008). Brucella türleri, 

makrofajların ve özelleşmemiş fagositlerin içinde çoğalabilmelerine karşın sadece 

nötrofillerde çoğalamazlar (Quinn ve ark 2002, Ko ve Splitter 2003, Delrue ve ark 

2004). Başlıca hücre içi çoğalma ve hayatta kalma mekanizmaları, fagozom-lizozom 

fonksiyonunun inhibisyonu (Harmon ve ark 1998, Quinn ve ark 2002, Ko ve Splitter 

2003), degranülasyon, myelo-peroxidaz-halide sistemi ve tümör nekrozis faktörü 

üretimidir (Canning ve ark 1986, Caron ve ark 1994). Enfeksiyonun kronik 

seyretmesinin, etkenin makrofaj içinde yaşayabilme özelliğinden ileri geldiği 

düşünülmektedir. Böylece, etken antikorlar ve komplement sistem gibi ekstrasellüler 

savunma mekanizmalarından kurtulabilmektedir (Ko ve Splitter 2003, Seleem ve ark 

2008). Etken, fagolizozom füzyonunu engellemek için çeşitli mekanizmalar 

kullanmaktadır fakat bu mekanizmalar ve virülens faktörleri tam olarak 

açıklanamamıştır (Harmon ve ark 1998, Quinn ve ark 2002, Ko ve Splitter 2003, 
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Seleem ve ark 2008). Brucella türlerinin makrofajlar içerisinde canlı kalabilmelerine 

yardımcı olan virülens faktörleri şunlardır; LPS, Tip IV salgılama sistemi virB, cyclic 

β-1,2 glucans (CβGs), superoksit dismutaz, katalaz, DNA kesip düzenleme (BER), 

üreaz, iki komponentli düzenleme sistemi (BvrS/BvrR), alkil hidroperoksit redüktaz 

(ahpC&D), sitokrom oksidaz, nitrik oksit redüktaz (norD), Brucella virülens faktör A 

(BvfA) (Seleem ve ark 2008). Etkenlerin, makrofajların gama interferona (IFN) 

yanıtlarını bozarakta konakçı savunma sistemini kontrol ettikleri Bouhet ve ark 

(2008) tarafından ortaya konmuştur. 

Đntrasellüler özellik gösteren Brucella etkenleri çoğalarak polimorf nüklear 

lökositleri parçalarlar. Serbest kalan bakteriler mono nüklear lökositler tarafından 

fagosite edilerek bölgesel lenf yumrularına ulaşırlar. Enfekte olan lenf yumrularında 

hiperplazi meydana gelir. Bu engeli aşabilen etkenler bakteriyemi yaparlar. Dalak, 

lenf yumruları ve karaciğerde granülomların görülmeye başlandığı bu evrenin 

ardından ikinci bir bakteriyemi ve lenf yumruları, uterus, meme, testis ve bazen de 

sinovial dokulara yerleşim evreleri gelir. Etkenler buralarda çok uzun süre canlı 

kalabilirler (Arda ve ark 1997, Plommet ve ark 1998, Bilgehan 2000, Castrucci 2000, 

Quinn ve ark 2002). Bu organların histolojik incelemesinde, mononüklear hücre 

infiltrasyonu, fibrin eksüdasyonu, koagülasyon ve fibrozis gözlenir (Bilgehan 2000). 

Etkenin fötus dokularına, maternal ve fötal membranlara karşı da özel bir 

ilgisi vardır (Arda ve ark 1997, Quinn ve ark 2002). Bunun sebebinin, bu dokularda 

bulunan bir üreme stimülantı olan eritritolden kaynaklandığı belirlenmiştir. Đnek, 

koyun, keçi ve domuz plasentaları eritritol içerdiği (Keppie ve ark 1965, Quinn ve 

ark 2002) halde insan plasentası eritritol içermediğinden insanlarda abort 

görülmemektedir (Bilgehan 2000). Ayrıca, polihidrik bir alkol olan eritritol meme 

bezi ve epididimis gibi organlardada bulunmuştur (Quinn ve ark 2002). Gebe 

hayvanların uterusunu işgal eden mikroorganizmalar fötusa ait korionik villi 

epitellerinde ürer ve buradan korion ile uterus mukozası arasına yerleşir. Villiler 

sonradan yağ dejenerasyonu ve otoliz ile karşı karşıya kalırlar. Fibrinopurulent 

eksudat fötal ve maternal zarlar arasındaki bağlantının gevşemesine, fötal 

membranların ayrılmasına ve yavrunun atılmasına yol açarlar (Arda ve ark 1997, 

Plommet ve ark 1998). Korion ile allantois zarları arasındaki bağ dokuyu ve göbek 

kordonunu istila eden mikroorganizmalar, ana karnındaki fetüsün vücuduna 
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yutulmak ve kan dolaşımı aracılığı ile girerler ve mide, ince bağısak ve parankimatöz 

organlarında yangıya neden olurlar. Eğer enfeksiyon gebeliğin son devresinde 

şekillenmiş ise fetüs doğabilir, fakat septisemi sonucu ölür (Arda ve ark 1997). 

 

 

1.5.2. Brusellozis’de Đmmun Cevap 

 Brucella enfeksiyonu sırasında genellikle humoral ve hücresel immun 

cevabın her ikisi de uyarılmaktadır. Fakat bu immün cevapların süre ve seviyelerini, 

etkenin virülensi, etkenin miktarı, gebelik, konakçının yaş ve immün durumu gibi 

çeşitli faktörler etkilemektedir (Garrido-Apellan ve ark 2001, Quinn ve ark 2002).  

 Doğal enfeksiyonlarda, serolojik cevabın 2-4 haftada gelişmesi beklenir. 

Etken gebe uterusa invaze olmuş ise yüksek miktarda ve artan bir şekilde antikor 

üretimine neden olur, fakat bu antikor üretimi abort sonrasına da kalabilir. 

Laktasyondaki bir memede meydana gelen invazyonda daha az miktarda serolojik 

cevap oluşmaktadır. Az sayıda lenf bezinin enfekte olduğu durumlarda ise antikor 

üretimi ya çok az ya da hiç yoktur (Garrido-Apellan ve ark 2001). Enfeksiyonun 

başlarında immünglobulin (Ig) M üretilirken, bir veya iki hafta sonra IgG1 

predominant hale gelmektedir (Hoffmann ve Houle 1995, Nielsen 2002). Daha 

sonraları az miktarda IgG2 ve IgA oluşmaktadır. Diğer mikroorganizmaların 

varlığında oluşan ve çapraz reaksiyona neden olan antikor tipi genelde IgM’dir 

(Nielsen 2002). Kronik enfeksiyonlarda her iki izotipinde miktarlarının düşmesine 

rağmen IgG1 predominanttır (Hoffmann ve Houle 1995, Nielsen 2002).  

 Konakçının vücuduna giren mikroorganizmalar, makrofaj ve T lenfositleri ile 

karşılaşmaktadırlar. Hücresel bağışıklık, birkaç hafta içerisinde hızla 

şekillenmektedir fakat değişik miktarlarda oluşabileceği gibi hiç tespit 

edilmeyedebilir. Hücresel bağışıklık genellikle, lenfosit stimülasyonu, makrofaj 

inhibisyonu, gecikmiş tip hipersensitivite ve γ-interferon stimülasyonu yöntemleri ile 

tespit edilmektedir (Garrido-Apellan ve ark 2001). 

1.6. Klinik Bulgular  
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 Brusellosis’de inkübasyon süresi oldukça değişkendir. Mikroorganizmaların 

giriş ve sayısına bağlı olarak bu süre 10-250 gün arasında değişmektedir (Arda ve ark 

1997). Koyun ve keçilerde yavru atma genellikle gebeliğin son iki ayında görülür 

(Buxton ve Fraser 1977, Garrido-Abellan ve ak 2001). Enfekte hayvanlarda başlıca 

klinik bulgular yavru atma, kısırlık, mastitis, genel düşkünlük, zayıflama, bronşit, 

artritis, topallık, higroma ve orşitistir. Plasentanın içeride kalmasıyla oluşan metrit 

olaylarına da sıkça rastlanılır. Etken abortusta önce süt ve idrarla, sonra ise uterus 

akıntıları ile etrafa saçılır (Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998).  

 Sağlam bir sürünün B. melitensis ile enfekte olmasından sonra yavru atma 

olayları çok artar ve şiddetli seyreder. Aynı sürü daha sonraki yıllar daha az yavru 

atar. Abort yapan hayvanlar ender olarak iki ve üçüncü kez yavru atarlar (Buxton ve 

Fraser 1977, Arda ve ark 1997). Koyunlarda enfeksiyon süresi keçilere oranla daha 

kısadır (Arda ve ark 1997).  

 Otopside, annenin lenf bezlerinde ve bazı organlarında (meme ve uterus gibi) 

granülamatöz yangı lezyonları görülebilmektedir fakat bunlar Brusellozis için 

patognomik değildir (Manthei 1968, Garrido-Abellan ve ak 2001). Uterusta, 

seroprulent yangı, nekrotik endometritis, kotiledonlar arası bölgede kokusuz bir 

eksudat bulunur (Bali 2005). Plasenta, 2-5 cm kadar kalınlaşmıştır ve fibrinli bir 

irinle örtülmüştür. Kotiledonlar arası bölge kalınlaşmış ve deri görünümündedir. 

Kotiledonlar normale göre daha sert ve büyük olup, üzerlerinde yapışkan 

kahverengimsi bir eksudat vardır. Fötal membranlar ödemlidir ve üzerinde yer yer 

fibrinöz ve purulent lekeler bulunur (Buxton ve Fraser 1977, Arda ve ark 1997). 

 Aborte fetusta deri altı ödemleri, vücut boşluklarında kanlı bir sıvı birikimi, 

bazen fibrin yumakları gözlenir. Mide ve bağırsaklarında iltihaplar bulunur ve 

içerisinde kirli sarı renkte bir sıvı bulunur. Abomazum içeriği limon sarısı 

rengindedir. Dalak ve lenf bezleri şişkindir ve üzerlerinde küçük nekroz odakları 

bulundururlar. Vücudun çeşitli yerlerinde kanama odakları ve karaciğerde nekroz 

odakları görülebilir. Bazı olgularda yeni doğmuş kuzu veya aborte fetusun 

akciğerinde enfeksiyona bağlı pneumoni odaklarına rastlanabilir (Arda ve ark 1997). 

Bazen de karakteristik şekilde fetusun tırnak duvarında kalsifiye plaklar görülebilir 

(Bali 2005).  
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1.7. Teşhis 

Brusellozis’de görülen klinik belirtiler enfeksiyonun teşhisi için yeterli 

değildir. Hastalığın kesin tanısında, etken izolasyonu ve identifikasyonunu kapsayan 

direkt yöntemler ile serolojik ve alerjik testleri kapsayan indirekt yöntemlerden 

yararlanılır. Fakat etken izolasyonunun her zaman mümkün olmaması nedeniyle 

çoğunlukla serolojik testlerden yararlanılmaktadır (Erganiş ve ark 1992, Arda ve ark 

1997, Castrucci 2000, Đyisan 2000, Quinn ve ark 2002, OIE 2004). 

1.7.1. Direk Teşhis 

1.7.1.1. Bakteriyoskopi 

 Fötusun mide içeriği, fötal akciğer, fötal karaciğer, vaginal akıntı, kotiledon 

veya plasenta örneklerinden hazırlanmış sürme ve tuşe preperatlar Modifiye Ziehl-

Neelsen (Stamp) veya Köster yöntemleriyle boyanarak direkt mikroskobik muayene 

ile Brucella morfolojisine sahip mikroorganizmalar aranır. Boyamada zayıf asit-fast 

özelliğe sahip olan Brucella’lar mavi zemin üzerinde kırmızı renkte görünürler 

(Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Castrucci 2000, Quinn 

ve ark 2002). Chlamydophila abortus veya Coxiella burnetti gibi diğer abort 

etkenleri yanlış pozitifliğe neden olabileceğinden sonuç kültür ile teyit edilmelidir. 

Süt ve süt ürünlerinin muayenesinde, etken miktarı genelde düşük olduğundan ve 

yağ moleküllerinin görüntüyü engelleyeceğinden bu metodun sensitivitesi düşüktür 

(Alton ve ark 1988, Garin-Bastuji ve ark 1998, OIE 2004, Garin-Bastuji ve ark 

2005). 

1.7.1.2. Kültür 

1.7.1.2.A. Temel besiyerleri 

 Brucella’ların izolasyonunda, koloni morfolojisinin incelenmesine elverişli 

olduğu ve kontaminantların üremesini sınırladığı için genellikle katı besiyerleri 

kullanılmaktadır. Az miktarda etken içeren ya da miktar olarak fazla büyük olan 

örneklerin incelenmesinde sıvı besiyeri kullanılır (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 

1997, OIE 2004). Temel besiyeri olarak, Brucella, Trypticase soy, Tryptone soy, 

Nutrient besi yerleri ile Kanlı, Columbia ve Patato agarlar kullanılabileceği gibi 

laboratuarda nutrient agarda (agar 20 g, pepton 10 g, NaCl 5 g, meat ekstrakt 5g, 
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distile su 1000 ml, pH 7.8) hazırlanabilir (Alton ve ark 1988, OIE 2004). Özellikle B. 

abortus biyotip 2 ile B. suis’in izolasyonlarında bu besiyerlerine % 2-5 Brucella 

antikoru içermeyen sığır veya at serumu katılmalıdır. Serum ilavesinin B. 

melitensis’in üremesini de arttırdığı bildirilmektedir (Alton ve ark 1988, Garin-

Bastuji ve ark 2005). Diğer faydalı besiyerleri ise Serum dekstroz ve Gliserol 

dekstroz agarlardır. Serum dekstroz agar genellikle biyotiplendirmeler de koloni 

morfolojisinin gözlemlenmesi için kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988, OIE 2004).  

Diğer bir selektif olmayan besiyeride, Castaneda vasatı olarak bilinen bifazik 

besiyeridir. Kan, diğer vücut sıvıları veya sütten Brucella izolasyonu amacıyla bu 

vasat kullanılır (Alton ve ark 1988, OIE 2004). Örnek sıvı kısma inokule edilir ve 2-

3 günlük inkübasyonun sonunda şişe yan çevrilerek katı besiyerine bulaştırılır. Daha 

sonra tekrar şişe dik pozisyona inkübe edilir ve bu işlem birkaç sefer tekrar edilerek 

koloni oluşması gözlenir (Alton ve ark 1988, Bilgehan 2000, Fındık 2005). 

1.7.1.2.B. Selektif besiyerleri 

 Saha örneklerinin genellikle kontaminantları da içermeleri ve bunların 

Brucella etkenlerini örtecek şekilde üremeleri sebebi ile temel besiyerleri yerine 

selektif besiyerleri etken izolasyonunda tercih edilmektedir (Marin ve ark 1996, 

Garin-Bastuji ve ark 1998). Brucella haricindeki diğer mikroorganizmaların 

üremelerini engellemek için temel besiyerlerine çeşitli antibiyotikler eklenerek 

selektif besiyerleri geliştirilmi ştir. Đlk olarak 1953 yılında Kuzdas ve Morse, selektif 

besiyeri konseptini ortaya atmışlar ve temel besiyerinin her litresi için fungistatik 

olarak 100 mg cycloheximide, Gram pozitif bakterilere karşı 25 000 IU basitrasin ve 

Gram negatif bakterilere karşı 6 000 IU polimiksin B sülfat ilave ederek selektif 

besiyeri hazırlamışlardır (Alton ve ark 1988). B. ovis’in izolasyonunda oldukça etkili 

olan modifiye Thayer-Martin selektif besiyeri 1971 yılında ortaya konulmuştur 

(Marin ve ark 1996). Günümüzde yaygın bir şekilde kullanılan (OIE 2004) Farrell 

selektif besiyeri, 1974 yılında Farrell tarafından süt örneklerinden B. abortus’un 

izole edilmesi için geliştirilmi ş (Farrell 1974) ve daha sonraları B. melitensis’in 

izolasyonundada kullanılabileceği bildirilmi ştir (Alton ve ark 1988). Temel besiyeri 

olan serum dekstroz agarın her litresine 100 mg cycloheximide, 25 000 IU basitrasin, 

5 000 IU polimikin B sülfat, 20 mg vankomisin, 5 mg nalidiksik asit ve 100 000 IU 

nistatin ilave edilerek Farrell selektif besiyeri hazırlanmaktadır (Farrell 1874, Alton 
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ve ark 1988, OIE 2004). Bu besiyerinde kullanılan basitrasin ve nalidiksik asit 

miktarlarının B. melitensis’in bazı suşlarının üremesini inhibe ettiği bildirilmi ştir 

(Marin ve ark 1996). Ayrıca, Farrell besiyeri B. ovis’in üremesini de 

engellemektedir. Bunlardan dolayı atık vakalarında etken izolasyonunun 

sensitivitesini arttırmak için Farrell ve modifiye Thayer-Martin besiyerleri birlikte 

kullanılmalıdır (Marin ve ark 1996). 

1.7.1.2.C. Kültür marazi maddeleri 

 Etken izolasyonu için en değerli örnekler, atık fetüs (mide içeriği, dalak ve 

akciğer), fötal membranlar, vaginal sıvap, süt, semen, ve artrit ya da higroma 

sıvılarıdır. Yetişkin hayvan karkasında ise retikülo endotelial sistem organları (kafa, 

meme ve genital lenf bezleri ile dalak), gebe uterus ve meme bezleri kültür için tercih 

edilir (Alton ve ark 1988, Plommet ve ark 1998, OIE 2004). B. melitensis, vaginal 

salgılar ile abortustan sonra haftalarca bol miktarda saçılır (Alton ve ark 1988, Garin-

Bastuji ve ark 1998). Ayrıca, meme bezleri, küçük ruminant enfeksiyonlarında ana 

hedef olduğundan vaginal sıvap ile süt örnekleri alınması koyun sürülerinden B. 

melitensis izolasyonunda en iyi yoldur (Garin-Bastuji ve ark 2005). 

 Kültür metodunun sensitivitesi, örnekteki etkenlerin canlılığına, örneğin 

çeşidine ve aynı hayvandan alınan örnek sayısına bağlıdır (Garin-Bastuji ve ark 

1998). 

1.7.1.2.D. Đdentifikasyon ve tiplendirme 

 Brucella türüne ait suşların birçoğu (B. abortus, B. ovis) üreme sırasında % 

10 CO2’e ihtiyaç duyarken, B. melitensis suşlarının CO2 ihtiyacı yoktur. Brucella 

kolonileri, uygun besiyerine ekilmelerinden itibaren yaklaşık 2 günlük inkübasyon 

peryodu sonunda görünür hale gelirler. Kültürün negatif olarak değerlendirilmesi için 

8-10 gün beklenmelidir. Dört günlük koloniler, 1-2 mm çapında, düz kenarlı, sarı bal 

renginde ve şebnem tanesi görünümündedirler. Eskiyen koloniler koyu bir renk 

alarak büyürler. Kolonilere yukarıdan bakıldığında konveks ve inci beyazı 

rengindedirler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, 

Bilgehan 2000, OIE 2004).  
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 Brucella morfolojisine sahip tüm koloniler Gram boyama yöntemi (veya 

Stamp yöntemi) ile değerlendirilmelidirler. Gram negatif kokobasiller veya kısa 

çomaklar şeklinde görülen bakterilere ait kolonilerden, anti-Brucella poliklonal 

serumu ile lam aglütinayon testi yapılır ve pozitif sonuç veren koloniler Brucella 

olarak kabul edilir (Alton ve ark 1988, OIE 2004). Brucella türlerinin 

identifikasyonunda ayrıca üreaz, oksidaz, katalaz, nitrat indirgeme, sitrat, indol ve 

Voges Proskauer testleride kullanılır. Brucella’ların diğer Gram negatif bakterilerden 

ayrımı çizelge 1.1’de verilmiştir (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Garrido-

Abellan ve ark 2001). 

Smooth Brucella türleri üreme süresince dissosiye olma eğilimindedirler. Bir 

kültürün koloni morfoljisindeki değişiklik, antijenitesi ve infektivitesinide 

değiştirmektedir. Özellikle aşı ve antijen üretiminde S kolonilerin seçimine dikkat 

edilmelidir. S-tipinde olmayan koloniler, monospesifik serum veya smooth Brucella 

fajları ile tiplendirilemediğinden, tiplendirme için smooth koloniler seçilmelidir. 

Koloni morfolojisini belirlemek için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Đlk olarak 

Henry tarafından 1933 yılında bildirilen yöntemde, koloniler 45 ºC’lik açı ile oblik 

ışıkta stereskopik mikroskop altında incelendiğinde S koloniler mavi-yeşil refle 

verirken dissosiye koloniler donuk sarı renkte görünürler. Diğer bir metotta, 

koloniler % 0.01’lik nötral akriflavin ile emülsifiye edilirler. S koloniler homojen bir 

şekilde süspanse olurken, dissosiye koloniler aglütine olurlar. Kolonilerin kristal 

violet boya solüsyonu ile boyandığı yöntemde ise, S koloniler boya almazken non-

smooth koloniler kırmızımsı bir renge boyanırlar ve yüzeylerinde ki çatlaklar el 

merceği ile görülebilir (Alton ve ark 1988). 

  Tür identifikasyonu, faj duyarlılığı ve bazı biyokimyasal testlere (üreaz, 

oksidaz gibi) dayanmakta iken ayrıca referans laboratuarlarınca gerçekleştirilen 

oksidatif metabolik testler ile de yapılabilmektedir. Brucella türlerinin ayrımı çizelge 

1.3’te verilmiştir (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, 

Plommet ve ark 1998). Tb, Wb ve Iz fajları smooth Brucella türlerinin ayrımında ve 

R/C fajı B.canis ve B. ovis’in lizisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Tb fajı stabil 

olduğundan referans faj olarak kabul edilmektedir (Alton ve ark 1988, OIE 2004). 

B. melitensis, B. abortus ve B. suis türlerinin biyotip seviyesindeki 

identifikasyonu 4 ana testle yapılmaktadır. Bu testler, CO2 ihtiyacı, H2S üretimi, 
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boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlılığı ve monospesifik A ve M antiserumları ile 

aglütinasyondur. Brucella türlerine ait biyotiplerin ayrımı Çizelge 1.4’e verilmiştir 

(Alton ve ark 1988, Corbel 1991, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, 

Plommet ve ark 1998, OIE 2004). 

Yeni izole edilen etkenlerin ilk izolasyonundan hemen sonra CO2 ihtiyacı 

olup olmadığı kontrol edilmelidir. B. abotus’un bazı biyotipleri sadece ilk 

izolasyonlarında CO2’e ihtiyaç duymalarına karşın her zaman bir stabiliteye sahip 

değildirler. Boya ve diğer testlerde kullanılacak atmosferin belirlenmesi için önce 

CO2 gereksinimi belirlenmelidir. H2S testinde de kültür SDA içeren bir tüpe ekilip 

tüpün pamuğuna kurşun asetatlı kağıt yerleştirilir. Kağıt 4 gün boyunca günlük 

değiştirilerek renk değişikli ği kontrol edilmelidir (Alton ve ark 1988).  

 Boya duyarlılık testlerinde başlıca serum dekstroz agar, trypticase soy agar ve 

tryptose soy agarlar kullanılmaktadır. Kültürün serum gereksinimi olmasa bile, 

serum eklenmiş boyalı besiyeri (serum üremeyi iyileştirebilir) ile serum eklenmemiş 

olanının üremeleri de karşılaştırılmalıdır. Kullanılacak boya konsantrasyonunu agar 

çeşidi etkilemektedir. Serum dekstroz agara 20 µg/ml (1:50 000) oranında bazik 

fuksin ve tiyonin eklenmektedir. Genellikle B. melitensis kütürleri, B. abortus ve B. 

suis kültürleri kadar bolca üreme göstermemektedir. Safranin O duyarlılık testi, 

B.suis’in ayrımında kullanılmaktadır. 100 µg/ml oranında safranin varlığında, B. suis 

suşlarının çoğu inhibe olurken, B. melitensis ve B. abortus (biovar 2 hariç) suşları 

etkilenmezler (Alton ve ark 1988).  

S ve R forma sahip Brucella kültürleri kendilerine uygun antiserumlar ile 

aglütine olurlar. Smooth forma sahip bakteriler A, M veya her iki monospesifik 

antiserum ile aglütinasyon verirler. Rutin tiplendirme testlerinde monospesifik A, M 

ve Rough antiserumları birlikte kullanılmaktadır. B. melitensis’in biyotip 1’inde M 

antijeni, biyotip 2’sinde A antijeni dominant iken biyotip 3’ünde A ve M antijenleri 

eşit miktarda bulunmaktadır. B. ovis ve B. canis R antijeni taşımaktadırlar. Dominant 

yüzey antijeninin monospesifik antiserumlarla belirlenmesinde tüp ve lam 

aglütinasyon testlerinden yararlanılmaktadır (Alton ve ark 1988). 

Canlı aşı suşları olarak kullanılan B. abortus S19 ve B. melitensis Rev-1, 

arasıra süt veya patolojik materyallerden izole edilmektedir. Gebe hayvanlarda, B. 
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melitensis Rev-1 suşu ile aşılanmalarından sonra atıklar oluştuğu bildirilmiştir. B. 

melitensis Rev-1 suşunun streptomisin içeren besiyerinde üremesi orjinalli ğini 

göstermesine karşın, streptomisine bağımlı mutant suşlarıda oluşabilmektedir. B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu, saha suşundan; 2,5 µg/ml streptomisin varlığında üremesi, 

20 µg/ml bazik fuksin ve tiyonin ile 5 IU/ml penisilin varlığında ürememesi ve 

kolonilerinin daha küçük olması ile ayrılır (Çizelge 1.7) (Alton ve ark 1988).  

Çizelge 1.7. B. melitensis Rev1 ve B. melitensis biovar 1 suşlarının ayrımı (Alton ve 
ark 1988). 
 Besiyerlerinde üreme 

Suş 
Koloni 

büyüklüğü 
Tiyonin 
20µg/ml 

Bazik Fuksin       
20 µg/ml 

Penisilin           
5 iu/ml 

Streptomisin 
2,5 µg/ml 

Biovar 1 büyük + + + - 
Rev-1 küçük - - - + 

 

Hızlı bakteriyel identifikasyon sistemlerinde kullanılan Gram negatif enterik 

ve nonenterik identifikasyon kitleri (API gibi) ile Brucella’lar Moraxella 

phenylpyruvica, Hamophilus ve Neisseria olarak yanlış identifiye edilebilirler 

(Bilgehan 2000, Fındık 2005). 

1.7.1.3. Hayvan deneyi 

 Elde edilen kültürler ve kontaminasyon ihtimali olmayan marazi maddeler 

kobaylara intraperitoneal olarak, kontamine olan materyal ise subkutan veya kas içi 

olarak şırınga edilirler. Her örnek için en az iki kobay kullanılır. Süt ve idrar santrifüj 

edildikten sonra dip tortu fizyolojik tuzlu su ile sulandırılıp 0.2 ml miktarında verilir. 

Amnion sıvısı, sinovial sıvılar ile göğüs ve karın boşluğu sıvıları da bir misli FTS ile 

sulandırılıp 0.5 ml miktarında verilir (Arda ve ark 1997). 

 Kobaylardan birisi 3 ve diğeri ise 6 hafta sonra öldürülür. Otopside; 

karaciğerde nekrotik odaklar, dalak ve lenf yumrularının büyümesi ile epididimitis 

görülür. Lezyonlu organlardan uygun besiyerlerine (serum dekstroz agar gibi) 

ekimler ve kesim öncesi alınan kanlar ile aglutinasyon yapılarak da sonuca varılabilir 

(Buxton ve Fraser 1977). Brucella’ların izolasyonunda ender olmakla birlikte 4-7 

günlük embriyolu tavuk yumurtası da kullanılabilmektedir (Arda ve ark 1997). 

Ayrıca canlı aşı suşlarının virülenslerinin belirlenmesinde de deney hayvanları 

kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988). 
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1.7.1.4. Moleküler yöntemler 

1.7.1.4.A. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

 Brusellozis’in teşhisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon yöntemi 

‘‘altın standart’’ olarak kabul edilmektedir (Alton ve ark 1988). Fakat, örneklerden 

etkenin izole ve identifiye edilmesinin uzun süre gerektirmesi (10 gün gibi), testlerin 

kompleks olması ve tecrübe gerektirmesi, etkenin zoonoz özelliğinden dolayı 

laboratuar çalışanları için tehdit oluşturması ve kontamine örneklerden her zaman 

kesin sonuç alınamaması bu yöntemin dezavantajlarıdır (Garin-Bastuji ve ark 1998, 

Bricker 2002, Garin-Bastuji ve ark 2005). PZR metodu, oldukça hassas, özgül, ucuz, 

hızlı, basit, az emek gerektiren ve çok sayıda örneğin kolayca işlenebileceği bir 

yöntemdir (Bricker 2002). Metodun dezavantajları ise laboratuar kaynaklı DNA 

kontaminasyonları ve genellikle daha kapsamlı örnek hazırlanmasının gerekliliğidir 

(Bricker 2002, Türkyılmaz ve Esendal 2004).  

 PZR, genetik materyaller (DNA ve RNA) üzerinde seçilmiş, bir veya birden 

fazla bölgenin, kimyasal olarak sentezlenmiş olan oligonükleotid primerler ve 

saflaştırılarak elde edilmiş olan Taq polimeraz enzimleri kullanılarak bir otomatik ısı 

döngüsü (thermocycle) cihazı yardımı ile in vitro şartlar altında çoğaltılma 

metodudur (Devrim ve Kaya 2004). PZR metodu ilk olarak 1987 yılında Mullis ve 

Faloona tarafından tanımlanmıştır. Daha sonraki yıllar, birçok araştırıcı Brucella’ları 

teşhis etmek için PZR temelli çeşitli metotlar geliştirmiştir (Bricker 2002). 

 Brucella türlerini cins düzeyinde identifiye etmek için, ilk PZR metodu 

Fekete ve arkadaşları tarafından 1990 yılında geliştirilmi ştir. Araştırıcılar, B. abortus 

S19 suşunun 43-kDa OMP’sini kodlayan gen bölgesinin 635 bp (baz pair)’lik bir 

kısmını dizayn ettikleri primerlerle amplifiye etmişlerdir. Yöntemin, tüm Brucella 

türleri ve biyotipleri için geçerli ve oldukça hassas olduğunuda bildirmişlerdir 

(Bricker 2002). Herman ve De Ridder (1992), Brucella cinsi bakterilerin hepsinde 

bulunan 16S rRNA gen bölgesine yönelik bir metot geliştirmişlerdir. Testin 
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özgüllüğünü belirlemek için 17 değişik Gram negatif bakteriyi test etmişler ve 

Ochrobactrum anthropi’nin de amplifiye edildiğini belirlemişlerdir. Romero ve ark 

(1995a)’da aynı gen bölgesine yönelik dokuz farklı primer geliştirmişler ve 

bunlardan 905 bp’lik fragment amplifiye eden primer çiftini tüm Brucella türlerini 

belirlemede kullanmışlardır. Ayrıca, çalışmaya 36 Brucella harici bakteri ile 3 ayrı 

O. anthropi suşu da dahil edilmiş ve sadece O. anthropi suşlarından bir tanesinin (tip 

D) çapraz reaksiyon verdiği bildirilmi ştir. Baily ve ark (1992), B. abortus’un 31 kDa 

dış membran proteinini (BCSP31) kodlayan gen bölgesine yönelik yeni bir protokol 

geliştirmişler fakat bu gen bölgesi B. ovis’te bulunmadığı için yöntemin B. abortus 

ve B. melitensis için spesifik olduğunu bildirmişlerdir. Da Costa ve ark (1996) bu 

metodu kullanarak O. anthropi’yi de içeren bir takım bakterileri test etmişler ve O. 

anthropi’nin üç suşundan sadece bir suşunun kros reaksiyon verdiğini rapor 

etmişlerdir. Rijpens ve ark (1996), 16S-23S gen bölgesini temel alan yeni bir metotla 

800 bp uzunluğunda amplifiye ürünler elde etmişler ve birleşme (annealing) ısısının 

5 ºC arttırıldığında O. anthropi’ye bağlı kros reaksiyonların ortadan kalktığını 

bildirmişlerdir. Leal-Klevezas ve ark (1995a) omp2 gen bölgesine yönelik 

geliştirdikleri single-step PZR metodu ile kan ve süt örneklerinden Brucella türlerini 

cins düzeyinde teşhis etmişlerdir. Metodun 1 ml süt içerisindeki 10 tane bakteriyi 

belirleyecek kadar hassas olduğunu bildirmişlerdir. 

 Brucella türlerini tür düzeyinde identifiye etmek için geliştirilen ilk PZR 

metodu Bricker ve Halling (1994) tarafından rapor edilmiştir. Araştırıcılar, bir IS 

(Insertion sequences) elementinin (IS711) B. canis haricinde diğer Brucella türlerinin 

tamamında en az bir tane bulunduğunu, Southern blot analizini kullanarak sayı ve 

yerleşim yerleri ile birlikte ortaya koymuşlardır. Kromozom üzerinde bulunan ve 

tekarlayan DNA elementi olan IS elementlerinin sayı ve yerleşim yerleri Brucella 

türlerinde oldukça stabildir. Bu metot, identifiye ettiği türlerin baş harflerinden (B. 

abortus biyotip 1, 2 ve 4, B. melitensis, B. ovis ve B. suis biyotip 1) esinlenerek 

AMOS-PZR olarak adlandırılmıştır. Multipleks olarak 5 adet primer 

kullanılmaktadır. Primerlerden birisi ortak IS711 elementine yönelik dizayn edilmiş 

iken diğer 4 primer türlere özgü IS bölgelerine yönelik olarak dizayn edilmiştir. PZR 

işlemi sonunda B. melitensis 731 bp, B. abortus 498 bp, B. ovis 976 bp ve B. suis 285 

bp’lik bantlar sergilemektedirler (Bricker ve Halling 1994). Daha sonra metot 

modifiye edilerek aşı suşları olan B. abortus S19 ve RB51’e yönelik primerlerde 
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prosedüre eklenmiştir. PZR metodunun doğruluğunu belirlemek için, 231 örnek PZR 

ve konvansiyonel biyokimyasal testler ile test edilmiş ve iki yöntem arasında % 100 

uyumluluk belirlenmiştir (Ewalt ve Bricker 2000). Ayrıca, metot multipleks olarak 

tasarlandığından dolayı tek bir Brucella türüne yönelik yapılan çalışmalarda 

maksimum performans elde etmek için siklus parametreleri ile PZR komponentleri 

kontrol edilmelidir (Bricker 2002). 

 Fitch ve ark (1989) B. abortus’un 36-kDa dış membran protenini kodlayan 

omp2 lokusunun, uc uca birleşik 2 gen bölgesinden (omp2A ve omp2B) oluştuğunu 

belirlemişlerdir. % 85 oranında homolog olan bu iki gen bölgesinden omp2B aktif 

iken omp2A ise sessiz gen bölgesidir. Brucella türlerinde her iki gen sekansınında 

oldukça korunmuş olduğu ve önemli polimorfizm sekansları taşıdığı belirlenmiştir. 

B. abortus biyotip 1, 2 ve 4’ün omp2A gen bölgesinde 115 bp’lik deletion bölgesi 

bulunmaktadır. Leal-Klevezas ve ark (1995b) bu polimorfizmden yararlanarak B. 

abortus’u diğer Brucella tülerinden ayıran PZR metodunu geliştirmişlerdir. Bricker 

ve ark (2003) AMOS PZR tekniğini modifiye ederek B. abortus tür spesifik PZR 

(BaSS PZR) yöntemini geliştirmişlerdir. BaSS PZR yöntemi saha izolatı B. abortus 

suşlarını (saha izolatı biyotip 1, 2 ve 4) aşı suşlarından, diğer Brucella türlerinden ve 

Gram negatif bakterilerden ayırabilmektedir. 

 Gupta ve ark (2006a ve 2006b), B. melitensis’in majör dış membran 

proteinini kodlayan omp31 gen bölgesinin 720 bp’lik bir kısmını çoğaltan yeni bir 

single-step PZR metodu geliştirmişlerdir. Bu gen bölgesinin B. abortus’ta 

bulunmamasından dolayı yeni yöntemin B. melitensis için oldukça hassas ve özgül 

olduğunu bildirmişlerdir. Metodun sensitivite ve spesifitesini doku ve kan örnekleri 

için % 86 ve %100 (Gupta ve ark 2006a), süt örnekleri için ise % 90 ve % 100 

(Gupta ve ark 2006b) olarak bulmuşlardır. 

 Keid ve ark (2007a, 2009), Brucella ssp. 16S-23S rRNA bölgesini 

belirlemeye yönelik hazırladıkları primerlerle köpek kan örneklerinden B. canis’i tür 

düzeyinde identifiye ettiklerini bildirmişlerdir. PZR yönteminin spesifite ve 

sensitivitesini % 100 olarak belirlemişlerdir. Ayrıca aynı yöntemle köpek semen 

(Keid ve ark 2007b) ve vaginal örneklerinden de (Keid ve ark 2007c) B. canis 

identifiye edilmiştir.  
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 PZR tekniğinin geliştirildi ği ilk yıllarda genellikle kültürlerden elde edilen 

DNA’lar örnek olarak kullanılmaktaydı. Fakat, pratikte saha örneklerinden (kültür 

edilmeden) direk etkenin identifiye edilmesi amaçlanmaktadır (Bricker 2002). PZR 

yöntemi kullanılarak dokudan (Gupta ve ark 2006a, Đlhan ve ark 2008, Şen ve ark 

2008), sütten (Leal-Klevezas ve ark 1995a, Romero ve ark 1995b, Rijpens ve ark 

1996, Gupta ve ark 2006b, Kırkan ve ark 2008), aborte fetustan (Güler ve ark 2003), 

kandan (Leal-Klevezas ve ark 1995a, Gupta ve ark 2006a, Đlhan ve ark 2008) ve 

semenden (Amin ve ark 2001) direk etken teşhisi başarı ile yapılmıştır. PZR tekniği, 

kontamine örneklerde az sayıda bulunan etkenler ile ölü bakterilere ait DNA’ları bile 

tespit edilebildiğinden, Brucella ile enfekte hayvanların belirlenme oranını 

arttırmaktadır. Fakat klasik kültür yönteminin yerini alacak kadar hassas bir teknik 

şimdiye kadar geliştirilememiştir (Garin-Bastuji ve ark 2005). 

1.7.1.4.B. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu 

Multipleks PZR yönteminde; amplifikasyon tüpü içerisine klinik örnekte 

bulunabilecek her mikroorganizma veya aynı bakteri geni üzerindeki farklı hedef 

bölgeler için özgül olan primerler konularak, çok sayıda hedef aynı anda 

çoğaltılabilmektedir (Akar 2000). 

 Garcia-Yoldi ve ark (2006) geliştirdikleri multipleks PZR yöntemi ile 

Brucella’ya ait 7 türü ve 3 aşı suşunu moleküler olarak identifiye etmeyi 

başarmışlardır. Tür veya biyotipe özel primerlerini omp31, omp25b, wboA, wboB, 

IS711, ery ve rpsL gen bölgelerine yönelik dizayn etmişlerdir. Serolojik olarak 

çapraz reaksiyon veren 23 Gram negatif bakterilere ait DNA’da test edilmiş fakat her 

hangi bir çapraz reaksiyona rastlanılmamıştır. Imaoka ve ark (2007), BCSP31, 

omp31, omp2a ve omp2b gen bölgelerine yönelik hazırladıkları primerleri 

kullandıkları Combinatorial PZR tekniği ile B. abortus, B. melitensis, B. suis ve B. 

canis’ i başarı ile identifiye ettiklerini bildirmişlerdir. 

 Steevatsan ve ark (2000), B. abortus ve Mycobacterium bovis’i birlikte teşhis 

edecek multipleks PZR tekniği geliştirmiştir. McDonald ve ark (2001) da biyolojik 

savaş ajanı olan B. melitensis, Coxiella burnetti, Bacillus anthracis ve Yersinia 

pestis’i birlikte teşhis edecek bir başka multipleks metodu bildirmişlerdir. 

Sareyyüpoğlu ve ark (2008) koyunlarda atığa sebep olan bakterilerden Brucella ssp, 
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Campylobacter ssp ve Chlamydophila abortus’u birlikte teşhis eden multipleks PZR 

metodu geliştirmişlerdir.  

 

1.7.1.4.C. Real Time PZR 

Nükleik asit amplifikasyonu ile eş zamanlı olarak artış gösteren floresans 

sinyalin ölçülmesiyle kısa sürede kantitatif sonuç verebilen PCR yöntemidir (Akar 

2000). Brucella tanısında real-time PZR gerekli zamanı çok kısaltır ve proplar yeni 

generasyon amplikonlarla spesifiteyi yükselterek hibridize olurlar (Fındık 2005). 

 Redkar ve ark (2001), B. abortus, B. melitensis ve B. suis’i teşhis etmek için 

real-time PZR tekniği geliştirmişlerdir. Primer ve propları IS711 elementini 

amplifiye edecek şekilde dizayn etmişlerdir. Standart ve saha suşları ile yaptıkları 

çalışmada yöntemin oldukça özgül olduğunu bildirmişlerdir. Probert ve ark 

(2004)’da Brucella ssp, B. abortus ve B. melitensis suşlarını hızlı identifiye etmek 

için multipleks real-time PZT tekniği geliştirmişlerdir. Bu amaçla BCSP31 ve IS711 

gen bölgelerine yönelik primer ve proplar geliştirmişlerdir. Bogdanovich ve ark 

(2004)  Brucella türlerini saf kültürden cins düzeyinde 2 saatte identifiye eden real-

time PZR protokolü geliştirmişlerdir.  Fretin ve ark (2008) B. suis suşlarını biovar 

seviyesinde belirleyebilen bir teknik geliştirdiklerini bildirmişlerdir. B. suis 

biyotiplerinin ptsP, pyrH, rpoB ve dnaK gen bölgelerinde belirledikleri tek nükleodit 

polimorfizmlerine (SNPs) yönelik primer ve proplar hazırlamışlardır. Bu metotla137 

saha suşunu test etmişler ve sadece bazı biyotip 3 suşları biyotip 1 ile allellik 

göstermiş diğer suşlar ise doğru tiplendirilmiştir.   

1.7.1.4.D. Moleküler tiplendirme metotları 

 Enfeksiyöz hastalıkların epidemiyolojisinde aynı orjinli bir hastalık 

vakasından izole edilen mikroorganizmalar arasıdaki klonal ilişki önemlidir. Aynı 

enfeksiyondan izole etkenler genelde klonaldir ve tek bir kaynaktan köken 

almaktadırlar. Fakat farklı kaynaklardan, bölgelerden ve farklı zamanlarda izole 

edilen izolatların tür seviyesindeki değişikliklerinden yararlanılarak alt tiplendirmeler 

yapılmaktadır (Güler 1998, Olive ve Bean 1999). Alt tiplendirme salgın 

enfeksiyonlarda, hastane enfeksiyonlarında, enfeksiyon kaynağının belirlenmesinde 
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ve aşılama programlarının takibinde epidemiyolojik olarak önemlidir (Olive ve Bean 

1999).  

Epidemiyolojik araştırmalarda geleneksel (biyotiplendirme, serotiplendirme, 

fajtiplendirme gibi) ve moleküler tiplendirme yöntemleri kullanılmaktadır. Fenotipik 

yöntemler nispeten daha zayıf ayrım gücüne sahip olduğu için günümüzde 

tiplendirme daha çok moleküler yöntemlerle yapılmaktadır. Đzole edilen suşlar çeşitli 

moleküler tiplendirme yöntemleri ile genotiplendirilmekte, birbirlerine olan genetik 

yakınlıkları belirlenmekte ve aynı kaynaktan köken alıp almadıkları belirlenmektedir 

(Güler 1998, Olive ve Bean 1999). 

1.7.1.4.D.1. Random amplified polymorphic DNA-PZR (RAPD-PZR) 

Bu tekniği ilk olarak Welsh ve McClelland (1990) ile Williams ve ark (1990), 

rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA olarak tanımlamışlar ve genetik polimorfizmi 

belirleyen yeni bir teknik olarak ortaya koymuşlardır. RAPD-PZR yönteminde 

primer olarak rastgele dizayn edilmiş kısa (10-15 bazlık) oligonükleotid zinciri 

kullanılır. Kısa primer, analizi yapılacak DNA kalıbının her iki zincirinin de farklı 

yerlerine yapışabilir. Reaksiyon sonucunda, bu farklı yapışmalardan dolayı farklı 

uzunluklarda ürünler ortaya çıkar. Analizi yapılan genomik kalıplar arasında 

farklılıklar varsa primerlerin yapışma yerleri değişeceğinden agaroz jel üzerinde 

farklı büyüklükte bantlar görülecektir (Welsh ve McClelland 1990, Williams ve ark 

1990). Bu yöntemin diğer DNA tiplendirme tekniklerinden daha duyarlı olduğu ve 

çeşitli mikroorganizmaların karakterize edilmesinde başarılı bir şekilde kullanıldığı 

bildirilmektedir (Kılıç ve ark 2003). 

Uygulama kolaylığı ve kısa sürede sonuç verebilmesi açısından geniş kullanım 

alanı bulan bu yöntemin en önemli dezavantajı henüz standardizasyonunun 

sağlanmamış olmasıdır. Laboratuar içi ve laboratuarlar arası tekrarlanabilirlik oranı 

düşüktür. Bu sorunları gidermek için kullanılan hedef DNA ekstraksiyon metodu, 

DNA konsantrasyonu, primerlerin baz dizilimi ve konsantrasyonu, MgCl2 

konsantrasyonu, tampon ve Taq DNA polimeraz enziminin çalışma süresince sabit 

tutulması gerekmektedir (Olive ve Bean 1999).  

Brucella türlerinin RAPD metoduyla tiplendirilmesine dair ilk çalışma Fekete 

ve ark (1992) tarafından yapılmıştır. Araştırıcılar 25 farklı Brucella suşunun, rastgele 
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seçtikleri 5 ayrı primer ile DNA parmak izlerini belirlemişler ve suşlar arası genetik 

yakınlıkları hesaplamışlardır. Seçtikleri primerlerden 2 tanesi 20 bazdan diğer üçü 10 

bazdan oluşmaktadır. Değerlendirdikleri primerlerden P5 primerinin (5’ 

CGGCCCCGG 3’) daha fazla polimorfik fragment sergilediğini ve Brucella suşlarını 

identifiye etmede daha başarılı olduğunu belirlemişlerdir. Tcherneva ve ark (2000) 

RAPD-PZR metodunu standardize etmek için Fekete ve ark (1992)’ının belirlediği 

P5 primeri ile kendi belirledikleri OPLO4 primerleriyle 46 Brucella suşunu ve 16 

Proteobacteria alt grubundaki suşları değişik şartlar altında değerlendirmişler ve 

suşların dendogramlarını belirlemişlerdir. Dendogramda O. anthropi ile B. melitensis 

aynı kümede yer almıştır. Ünver ve ark (2006) aborte sığır fetuslarından izole 

ettikleri 27 B. abortus suşunu RAPD metoduyla genotiplendirmişler ve suşlara ait 

DNA parmak izlerini B. abortus S19 ve B. melitensis Rev-1 aşı suşlarının DNA 

profilleri ile karşılaştırmışlardır. Örneklerin % 44.4’ü B. abortus S19 ve % 55.6’sı B. 

melitensis Rev-1 RAPD profilleri ile aynı bulunmuştur. 

1.7.1.4.D.2. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

DNA Polimorfizmi, DNA üzerinde hastalığa neden olmayan, suskun nükleotid 

değişimleri olarak tanımlanır. Eğer bu polimorfizmler, bir restriksiyon enzimi kesme 

bölgesinin yok olmasına ya da yeniden oluşmasına neden olurlarsa; kolaylıkla 

saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesildiğinde farklı uzunlukta parçalar oluşur ve 

analizlerde değişik pozisyonlarda görülürler. Bunlara "Restriction fragment length 

polimorphism" (RFLP)/ "Restriksiyon enzimi uzunluk polimorfizmleri" 

denilmektedir (Akar 2000). DNA üzerinde görülen bu polimorfizmin nedeni nokta 

mutasyonu olabileceği gibi inversiyon, delesyon veya translokasyondan kaynaklanan 

büyük mutasyonlar da olabilir (Güler 1998, Akar 2000, Al Dahouk ve ark 2005). 

DNA’nın enzimatik kesimi restriksiyon endonükleazlar (RE) ile yapılır. 1950’li 

yılların başlarında saptanan RE`leri, çift iplikli sarmal DNA da özel nükleotid 

dizilerini tanıyan ve DNA’nın her iki ipliğini kesen enzimlerdir. RE’lerinin kesim 

sonucunda oluşturduğu parçalara "restriksiyon parçaları" denir. Bu parçalar jel 

elektroforezi ile ayrıştırılıp, etidyum bromid ile boyanarak görünür hale getirilirler 

(Güler 1998, Akar 2000). Daha sonra jel üzerindeki DNA parçaları nitroselüloz veya 

naylon membrana aktarılıp (Southern blotting) işaretli spesifik proplar ile hibridize 

edilerek aranan gen belirlenir (Olive ve Bean 1999). 
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 O’Hara ve ark (1985) ile Allardet-Servent ve ark (1988), RFLP yöntemini 

kullanarak altı Brucella türüne ait DNA’ları sırasıyla HindIII ve XbaI enzimleriyle 

kesmişler ve restriksiyon parçalarını değerlendirmişlerdir. B. melitensis, B. abortus, 

B. ovis ve B. suis’in aynı atadan geldiğini belirlemişlerdir (Al Dahouk ve ark 2005).  

 Lokus spesifik PZR-RFLP (PZR-RFLP) yöntemi, PZR tekniğinin, belirli bir 

gen lokusunun amplifiye edilerek suşlar arası varyasyonların gösterilmesini mümkün 

kılmasından yola çıkılarak geliştirilmi ştir. Bu metotta, lokus spesifik primerlerle PZR 

kullanılarak çoğaltılan hedef gen bölgesine ait amplifikasyon ürünleri RE’i ile 

kesilerek (RFLP analizi) DNA parçaları elde edilmektedir. Restriksiyon parçaları 

agaroz veya poliakrilamid jel yardımı ile büyüklüklerine göre ayrıştırılıp, etidyum 

bromid ile boyanarak görüntülenirler (Olive ve Bean 1999, Al Dahouk ve ark 2005).  

 Brucella tür ve biyotiplerinin moleküler tiplendirme ve identifikasyonu 

amacıyla, DNA üzerindeki polimorfizmleri belirlemek için, PZR-RFLP veya 

Southern blot analizi gibi metotlar kullanılmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998). 

Omp gen bölgelerinin yeterli miktarda polimorfizm içermelerinden dolayı Brucella 

türlerinin tiplendirilmesinde en çok kullanılan gen bölgeleri olmuşlardır. Omp2a, 

Omp2b, Omp25, Omp31, DnaK, Ery ve RpsL gen bölgeleri PZR-RFLP yöntemi ile 

çoğaltılıp enzimlerle kesilerek Brucella türlerinin ayrımında başarı ile kullanılmıştır 

(Garin-Bastuji ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 2005). Spesifik primerle çoğaltılıp, 

restriksiyon enzimleri ile kesilen gen bölgeleri ve ait oldukları tür veya biyotip 

çizelge 1.5’de verilmiştir (Al Dahouk ve ark 2005). Da Costa ve ark (1996), 

BCSP31, 16S rRNA, groEL, dnaJ, htrA ve dnaK gen bölgelerini, altı Brucella türü 

ve aşı sularında PZR-RFLP yöntemi ile araştırmışlar fakat ayırt edici bir polimorfizm 

bulamamışlardır. 

  Cloeckaert ve ark (1995), tüm Brucella türlerinde varlığı PZR ile gösterilmiş 

olan omp2a ve omp2b gen bölgelerindeki polimorfizmi PZR-RFLP yöntemi ile 

ortaya koymuşlardır. Araştırıcılar 13 ayrı RE’i kullanarak elde ettikleri restriksiyon 

parçaları ile Brucella türlerinin çoğunu identifiye etmişler fakat B. abortus biyotip 3, 

5, 6, 9’u B. melitensis biyotip 1 ve 3’ten ve B. canis’i B. suis biyotip 3 ve 4’ten 

ayıramamışlardır. Bardenstein ve ark (2002), B. melitensis omp2 gen bölgesindeki 

polimorfizmlerin Pst1 enzimi ile ortaya konularak biyotip identifikasyonu 

yaptıklarını bildirmişlerdir. PZR-RFLP analizi sonucu, B. meliensis Rev1 aşı suşu ile 
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B. melitensis 16M standart suşu 282 bp (Pst1 kesim yeri bulundurmayan omp2a 

amplikonu), 238 bp ve 44 bp (omp2b’nin Pst1 ile kesilmesi sonucu oluşan 

amplikonlar) olmak üzere üç ayrı restriksiyon parçası sergilemektedir. Fakat sahadan 

izole edilen B. melitensis’ in üç biyotipide iki tane fragment örneği (omp2a ve 

omp2b’nin kesilmesi sonucu oluşmuş 238 ve 44 bp) göstermektedir. Cloeckaert ve 

ark (2001), deniz memelilerinden izole edilen Brucella izolatlarını ayırt etmek için 

omp2 gen bölgelerini PZR ile çoğaltıp Alu1 ve Sty1 RE’leri ile kesmişlerdir. B. 

cetaceae’nin iki tane omp2b gen bölgesi, B. pinnipediae’nin ise omp2a ve omp2b gen 

bölgesi taşıdıklarını ortaya koymuşlardır. B. abortus ve B. melitensis’in 

tiplendirilmesinde omp2 gen bölgesinin amplifiye edildiği PZR-RFLP yöntemi başka 

araştırıcılar tarafından da başarı ile kullanılmıştır (Ancora ve ark 2005, Salehi ve ark 

2006, Ünver ve ark 2006, Helmy ve ark 2007).  

 Cloeckaert ve ark (1995), omp25 gen bölgesini PZR-RFLP yöntemi ile analiz 

etmişler ve dokuz ayrı RE kullanmışlardır. B. melitensis’in omp25 gen bölgesinde 

diğer türlerden farklı olarak EcoRV RE kesim bölgesinin bulunmadığını tespit 

etmişler ve bu yöntemle B. melitensis’i diğer Brucella’lardan ayırmışlardır. B. ovis’in 

de omp25 gen bölgesinde polimorfizmlere sahip olduğunu ve birden fazla RE 

kullanılarak diğer Brucella’lardan ayırıldığını ortaya koymuşlardır. Cloeckaert ve ark 

(1996), dnaK gen bölgesinin EcoRV enzimi ile verdiği bantlarında B. melitensis için 

spesifik olduğunu bildirmişlerdir. 

 Garcia-Yoldi ve ark (2005), omp31b gen bölgesini DdeI RE kullanarak analiz 

etmişler ve bu yöntemle B. melitensis, B. abortus ve B. ovis’in diğer türlerden 

ayrıldığını bildirmişlerdir. Vizcaino ve ark (1997), Brucella türlerinde bulunan 

omp31 gen bölgesini 4 ayrı RE kullanarak PZR-RFLP ile test etmişler ve B. canis’in 

AvaII enzimi ve B. ovis’in Sau3AI enzimi ile verdiği restriksiyon örneklerinin bu 

türler için spesifik olduğunu belirlemişlerdir.  

Cloeckaert ve ark (2002b), B. melitensis Rev-1 aşı suşunun streptomisine 

direncinin, ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen bölgesinde bulunan 91. 

kodonda ki (kodon 91: CCG yerine CTG) mutasyondan kaynaklandığını 

belirlemişlerdir. NciI RE’nin kullanıldığı PZR-RFLP yöntemi ile tüm Brucella 

referans ve saha suşları test edilmiş ve sadece Rev-1 aşı suşu mutasyonu gösteren 

508 bp’lik bant sergilemiştir.  
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1.7.1.4.D.3. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 

 PFGE, genellikle moleküler tiplendirme yöntemlerinin ‘‘altın standardı’’ 

olarak kabul edilmektedir (Olive ve Bean 1999). Bu yöntemde sıvı besiyeri 

içerisindeki bakteri izolatı erimiş agaroz ile karıştırılıp küçük kalıplara dökülüp RE 

ilave edilir. PFGE 20 kb ile 10 Mb arası uzunluktaki DNA parçalarını ayırır. 

Yöntemde jele farklı açılarda vuruşlu, dalgalı elektrik alan uygulanmaktadır. DNA 

molekülleri ne kadar büyük ise tekrar yönlenmesi de o kadar uzun zaman alır ve 

büyüklüklerine göre ayrılırlar (Olive ve Bean 1999, Akar 2000). 

 PFGE metodu kullanılarak Brucella etkenleri arasındaki genetik ilişkiyi ve 

klonal orjini gösteren genomik makrorestriksiyon parmak izleri çıkarılmıştır. PFGE 

yöntemi, Brucella cinsi içindeki genom yapılarını belirlemede (Michaux ve ark 1993, 

Michaux-Charachon ve ark 1997), Proteobacteria alfa alt grubundaki bakterilerin 

genomik yakınlığının belirlenmesinde (Jumas-Bilak ve ark 1998), deniz 

memelilerinden izole edilen yeni Brucella türlerinin diğer türlerle olan genetik 

yakınlıklarının belirlenmesinde (Jensen ve ark 1999) ve tür içi polimorfizmleri ve 

farklılıkları ortaya koymada (Ridler ve ark 2005) başarı ile kullanılmıştır. 

1.7.1.4.D.4. Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

 Genomik DNA’nın RE ile kesimi sonucu oluşan DNA parçalarının bir 

grubunun selektif amplifikasyon esasına dayanan bir geotiplendirme yöntemidir. Đki 

farklı çeşidi bulunmaktadır. Birinci varyasyonunda iki farklı RE ve iki primer 

kullanılmakta, diğerinde ise tek RE ve primer kullanılmaktadır. En yaygın uygulama 

şekliyle, bakteriyel DNA ekstrakte edilmekte, purifiye edilmekte ve iki RE (EcoRI 

ve MseI gibi) ile kesilmektedir. Restriksiyon parçaları özel adaptörleri ile ligasyona 

tabi tutulduktan sonra primerlerle birlikte amplifike edilir. Amplifikasyon ürünleri 

poliakrilamid jelde yürütülerek görüntülenir (Olive ve Bean 1999). AFLP 

yönteminde önceden sekans dizilimini bilmeye gerek yoktur (Whatmore ve ark 

2005). 

 AFLP analizi ile Brucella türlerinin tür düzeyinde başarılı bir şekilde 

identifiye edildiği ve tüm genom parmak izlerinin çıkarılmasında kullanışlı ve 

faydalı bir metot olduğu bildirilmiştir (Vos ve ark 1995, Whatmore ve ark 2005). 

Ochrobactrum suşlarının AFLP ile yapılan genotiplendirmelerinde O. intermedium 
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ile B. abortus S99 antijen suşu genetik olarak çok yakın bulunmuştur (Leal-Klevezas 

ve ark 2005). 

 

1.7.1.4.D.5. DNA sekans analizi 

 Bakteriyel suşların genomik DNA sekanslarının doğrudan karşılaştırılması iki 

suşun benzer ya da farklı olup olmadığını belirlemenin en iyi yoludur. PZR ile 

amplifiye edilmiş 300-500 bp’lik DNA parçalarının sekansları otomatik DNA sekans 

analiz cihazları ile yapılmaktadır. Çok sayıda bakterinin çalışıldığı durumlarda çok 

pahalı ve kompleks bir yöntemdir (Güler 1998, Olive ve Bean 1999). Viral 

tiplendirmede, DNA sekans analizi "altın standart" olarak kabul edilir. 16S rRNA 

gen bölgesi, bakteri türleri içinde sınırlı ölçüde değişiklik sergilediği için yeni 

türlerin identifiye edilmesinde ve genotiplendirmede başarı ile kullanılmaktadır 

(Olive ve Bean 1999).   

 Gee ve ark (2004), Brucella türlerini cins düzeyinde teşhis etmede ve 

Brucella türleri ile çapraz reaksiyon veren bakterilerin ayrımında 16S rRNA sekans 

analizini kullanmışlar ve yöntemin hızlı ve hassas olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca 

O. anthropi ile Brucella türleri arasında % 98.8’lik 16S rRNA sekans benzerliği 

tespit etmişlerdir. Sanchez ve ark (2001), B. abortus’un sekans analizini yapıp Gram 

negatif bakterilerle karşılaştırmışlardır. Ruppitsch ve ark (2007), B. melitensis, 

Bacillus anthracis, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Francisella 

tularensis ve Yersinia pestis’e ait 28 suşun 16S rRNA sekans analizlerini yapmışlar 

ve yöntemin acil durumlarda hızlı ve doğru identifikasyon sağlayacağını 

bildirmişlerdir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada da Ünver ve ark (2006), sahadan 

izole ettikleri bir B. melitensis suşunun 16S rRNA sekans analizini yapmışlardır. 

Elde ettikleri sekansı Genbank’ta ki diğer suşlarla karşılaştırmışlar ve B. melitensis 

standart suş 16M ile aynı olduğunu bildirmişlerdir. 

 Marianelli ve ark (2006), 26 Brucella referans suşunun rpoB gen bölgelerinin 

sekans analizlerini karşılaştırmışlar ve birçok nükleotid varyasyonuna rastlamışlardır. 

rpoB gen bölgesinin taşıdığı polimorfizmlerden yararlanılarak, Brucella türlerinin 

tamamının ve biyotiplerin çoğunun identifiye edilebileceğini bildirmişlerdir. Ayrıca 
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B. melitensis 16M, Rev-1 ve B115 (Rough suş) suşları aynı sekansa sahip iken, B. 

melitensis biyotip 2 ve 3’ün polimorfizmler taşıdığı gösterilmiştir. 

 

 

1.7.1.4.D.6. Diğer moleküler tiplendirme yöntemleri 

 Garcia-Yoldi ve ark (2007) tarafından, Multiple-locus variable-number 

tandem repeat analizi (MLVA) kullanılarak Brucella türleri ilk kez analiz edilmiştir. 

Klinik örneklerden izole edilen ve ticari olarak satılan toplam otuz altı B. melitensis 

Rev-1 aşı suşu MLVA yöntemi ile tiplendirilmiş ve genetik olarak tüm suşların 

oldukça homojen olduğu bildirilmiştir. Araştırıcılar, dünyada yaygın yapılan aşı 

üretiminde, kalite ve stabilitenin in vitro kontrolünde bu metodun ana test metodu 

olarak kullanılmasını önermişlerdir. Le Fleche ve ark (2006), geliştirdikleri MLVA-

15 yöntemi ile Brucella türlerinin başarı ile genotiplendirildiğini bildirmişlerdir. 

Bricker ve ark (2003), HOOF-Prints adınını verdikleri MLVA metodu ile Brucella 

türlerini birbirlerinden kolayca ayırdıklarını rapor etmişlerdir. Ayrıca, Bricker ve 

Ewalt (2005), HOOF-Prints metodu ile B. abortus saha izolatlarını kolayca 

tiplendirdiklerini bildirmişlerdir.   

 Bakteriyel genetik çeşitlili ği değerlendirmede standart metotlardan olan 

Multilokus enzim elektroforez (MLEE) yöntemi, Brucella türlerinin 

tiplendirilmesinde Gandara ve ark (2001) tarafından kullanılmıştır. Araştırıcılar 99 

Brucella suşu ile Proteobacteria sınıfına ait bakterileri MLEE metoduyla 

değerlendirmişler ve B. abortus ile B. maris’in aynı grupta, B. neotomae ile B. 

ovis’in de bir başka grupta dendogramlandıklarını bildirmişlerdir. B. melitensis ile 

Rhizobium tropici ve B. suis ile B. canis’te aynı grupta yer almışlardır. Ayrıca 99 

Brucella suşu benzer kromozomal profil sergilemişlerdir. 

1.7.2. Đndirekt Teşhis  

1.7.2.1. Diagnostik antijenler 

 RBPT, SAT veya KFT gibi aglütinasyon testlerinde antijen olarak tüm hücre 

antijeni kullanılmaktadır. Bu antijen, yüzeyinde A dominant S-LPS taşıyan B. 



38 
 

abortus biyotip 1 (99 vaya 1119-3 suşları) suşundan hazırlanmaktadır (Alton ve ark 

1988). M dominant B. melitensis biyotip 1 ve M-A dominant B. melitensis biyotip 3 

ile enfekte koyun kan serumlarını teşhis etmede, A dominant antijenlerin yeterli 

sensitiviteye sahip olduğu ortaya konulmuştur (Blasco ve ark 1994a). B. abortus 

antijeni ile B. abortus’un yanısıra B. melitensis, B. suis, B. neotomae ve B. maris 

teşhis edilebilir (Nielsen 2002). R-LPS taşıyan B. canis ve B. ovis ise kendi 

antijenleri ile (Alton ve ark 1988) veya birbirlerinin çapraz antijenleri ile teşhis 

edilebilirler (Lopez ve ark 2005, Uçan ve Aras 2007). 

 Brucella’ların hücre duvarında bulunan S-LPS immünodominant antijen 

karakterindedir. B. abortus biyotip 1 suşunun hücre duvarından elde edilen ham S-

LPS ekstraktı iELISA’da antijen olarak kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988). 

 Sitoplazmik protein antijeni, Brucella cinsine spesifiktir ve diğer bakterilerle 

oluşan çapraz reaksiyonu engellemektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Fakat bu 

antijenin O. anthropi ile çapraz reaksiyon verdiği son yıllarda ortaya konulmuştur 

(Velasco ve ark 1997). Stoplazmik antijenler alerjik deri ve presipitasyon testlerinde 

de kullanılmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998). Debbarh ve ark (1995), B. 

melitensis protein ekstraktından 28 kDa’lık CP28 isimli proteini prufiye etmişler ve 

iELISA testinde antijen olarak kullanmışlardır. Bu testin aşılı koyunları enfekte 

koyunlardan ayırdığını fakat sensitivitesinin RBPT ve KFT’inden düşük olduğunu 

bildirmişlerdir. Daha sonraları B. melitensis ve B. abortus’un periplazmik bir 

proteinini kodlayan bp26 geni ekspresse edilerek monoklonal antikorlar üretilmiş ve 

kompetatif ELISA (cELISA)’da kullanılmıştır. cELISA’nın aşılı koyun ve sığırları 

tespit edebildiği fakat standardize edilmesi gerektiği bildirilmi ştir (Garin-Bastuji ve 

ark 1998, OIE 2004, Garin-Bastuji ve ark 2005). 

 Bazı araştırıcılar, 10, 17, 19, 25-27 ve 31-34 kDa OMP’lerini ELISA’da 

antijen olarak kullanmışlar fakat düşük antikor miktarları ile karşılaşmışlardır 

(Cloeckkaert ve ark 1992, Garin-Bastuji ve ark 1998).  

1.7.2.2. Serolojik testler 

 Enfeksiyonun teşhisinde, etken izolasyon ve identifikasyonu önemli olmasına 

karşın, etken izolasyonunun zaman alıcı, zor oluşu ve hastalığın zoonoz olması, 
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indirekt yöntemlerin (serolojik ve alerjik testler) daha fazla kullanılmasına yol 

açmıştır (Alton ve ark 1988). 

Serolojik testler, protein tabiatındaki bir maddeye karşı canlının kan 

serumunda veya diğer organ sıvılarında bulunan çeşitli antikorları (aglutinin, 

presipitan gibi) değişik tekniklerle tespit etmek amacıyla kullanılır. Bu maddeler özel 

serum proteinleridir. Kendilerini meydana getiren antijenler ile özgül olarak 

reaksiyon verirler (Karaman ve Güler 1988). 

Serolojik reaksiyonlar arasındaki uygunsuzluk nedeni ile sadece bir serolojik 

yoklama yöntemi ile enfekte fertlerin hepsini saptamak mümkün olmadığından en az 

2 hafta arayla 3 serolojik metodun uygulanmasıyla birlikte alerjik muayenelerin 

yapılmasının gerektiği bütün araştırmacıların ortak görüşüdür (Arda ve ark 1997). 

Brusellozis’in teşhisinde kullanılan en yaygın testler Plate Aglütinasyon Testi 

(PAT), RBPT, SAT, KFT, Coombs Test, Rivanol Test (RT), Merkaptoetanol Test 

(MT), Milk Ring Test ve ELISA’dır (Arda 1997, Uçan ve ark 1999, OIE 2004). Bu 

testlerin dışında Jelde Hemoliz Testi, Radioimmüno Assay, Agar Jel 

Đmmünodiffüzyon Testi ve Fluoresans Antikor Tekniği gibi metotlarda kullanılabilir 

(Garin-Bastuji ve ark 2005). Brusellozis eradikasyon programlarında RBPT ve KFT 

testlerinin tarama ve doğrulama testleri olarak kullanılması OIE tarafından 

bildirilmektedir (OIE 2004).  

Her bir teknik doğruluk, sensitivite, spesifite, ölçebildiği immünglobulin 

izotipi (IgG1, IgG2, IgM ve IgA) ve uygulama pratiği bakımından farklar gösterir. 

Brucella enfeksiyonlarında, IgM enfeksiyondan sonra oluşan ilk izotip olmasına 

rağmen kısa süre içerisinde yerini IgG1’e bırakır ve IgG1 cevabı predominant olarak 

uzun süre devam eder. IgG1’in oluşumundan daha sonraları IgA ve IgG2 küçük 

miktarlarda oluşur. IgG2 cevabı oldukça değişkenlik gösterir (Adams 1990, Nielsen 

2002). Nötral pH da yapılan pleyt ya da serum aglütinasyon testleri IgG1 hariç tüm 

izotiplerin tespitinde yüksek bir analitik sensitiviteye sahiptir, ancak tanı için 

sensitivite ve aynı zamanda spesifiteleri düşüktür. Tamponlanmış pleyt aglütinasyon 

testlerinde (RBPT, Card test) antijenin pH’sı 3.65’e düşürülmüştür ve bu testler 

IgG1’in tespitinde yüksek bir analitik sensitiviteye sahiptirler. SAT’den daha yüksek 

bir diagnostik sensitivite ve spesifite gösterirler. KFT klasik testler içinde IgG1’in 
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tespitinde en yüksek sensitiviteye sahip testtir. Ayrıca IgG1 bu test ile tespit edilen 

tek izotip olarak görünmektedir. KFT’nin tanı sensitivitesi RBPT’den biraz düşük 

olmasına karşın klasik testler içinde spesifitesi en yüksek olan testtir (Adams 1990). 

Aglütinasyona dayalı diğer testler olan Rivanol ve Merkaptoetanol testleri IgM 

antikorlarını presipite edip IgG’leri ortaya koyma esasına dayalı olan testlerdir 

(Đyisan ve ark 2000). Ayrıca diğer mikroorganizmaların varlığında oluşan ve çapraz 

reaksiyona neden olan antikor tipi genelde IgM’dir. IgM’i ölçen testler yanlış pozitif 

sonuçlar verebileceklerinden dolayı spesifiteleri düşüktür (Nielsen 2002). 

Brusellozis’in tanısında kullanılan serolojik testler ve belirledikleri antikor tipleri 

çizelge 1.8’de gösterilmiştir (Erdeğer ve ark 1998). 

Çizelge 1.8. Brusellozis’in tanısında kullanılan serolojik testler (Erdeğer ve ark 
1998). 

Serolojik test       Đdentifiye edilen temel Ig Notlar  
Sürü Testleri   
Süt Ring Testi IgM, IgG1, IgA Sürü sütlerine uygulanır 
Bireysel Testler   
RBPT IgG1, IgM Kullanışlı tarama testidir 
SAT IgM, IgG2 (IgG1) Yaygı kullanılan bir testtir 
KFT IgG1, IgM En duyarlı testlerdendir  
ELISA Tüm Ig’ler En duyarlı testlerdendir 
Destekleyici Testler   
Coombs Testi IgM, IgG1, IgG2 Đnkomple Ig’leri belirler 
Rivanol Aglütinasyon IgG IgM’ler uzaklaştırılır 

IgM’ler uzaklaştırılır Merkaptoetanol Testi IgG 

 

1.7.2.2.A. Rose bengal plate test (RBPT) 

 B. abortus 1119-3 suşu ve rose bengal boyasından hazırlanan ilk antijen önce 

A.B.D.’nde kullanılmaya başlanmıştır. B. abortus S99 suşundan hazırlanan antijende 

bugün uygulanışının pratikliği ile gerek laboratuar çalışmalarında gerekse saha 

taramalarında yaygın olarak kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988, OIE 2004). 

Brusellozis’de IgG1’in gerek kanda en uzun süreli ve en dominant olarak kalan ve 

gerekse immün cevabın en erken dönemlerinde saptanabilen bir izotip olması, sadece 

bu izotipi saptayan serolojik testlerin güvenilirliğini artırmaktadır. Bu açıdan sadece 

IgG1’i saptayan RBPT ve KFT’leri gerek bireysel ve gerekse sürü bazında taramalar 

için tavsiye edilen testlerdir (Đyisan ve ark 2000). Bu testte kullanılan antijenin pH’sı 

3.4 olduğundan IgM’lerin büyük bir kısmı denatüre edilerek reaksiyon dışı 

bırakılmakta ve IgG’lerin reaksiyona girmesi temin edilmektedir. Ayrıca RBPT’in 
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özellikle aşılı hayvanlarda yanlış pozitif (aşı sonucu oluşan IgM’lerin kros reaksiyon 

vermesinden dolayı) ve yüksek titreli serumlarda prozondan dolayı yanlış negatif 

reaksiyon gösterdiği bildirilmi ştir. Prozon durumlarında serum sulandırılmalı ya da 

yeniden test edilmelidir. Testin diğer testler ile birlikte kullanılması tavsiye 

edilmektedir (Nielsen 2002, OIE 2004).  

 Koyun ve keçi Brusellozis’i taramalarında RBPT uluslar arası kullanıma 

sahiptir. Fakat bu testin standardizasyonu sığır Brusellozuna göre yapılmaktadır. 

Bundan dolayı küçük ruminantlar için RBPT antijeninin sensitivitesi düşüktür. Çok 

sayıda hayvanın tarandığı enfekte bölgelerde RBPT ile negatif sonuç veren serumlar 

KFT ile pozitif bulunmaktadır (Blasco ve ark 1994b, MacMillan 1997, Ferreira ve 

ark 2003).  Basit bir modifikasyonla testin özgüllüğü değişmeden sensitivitesi 

artmaktadır. Testte kullanılan serum miktarı 25-30 µl’den 75-90 µl (3 katı)’ye 

çıkarılırken, antijen miktarı yine 35-30 µl olarak kullanılmaktadır. Bu modifikasyona 

modifiye RBPT’i denilmektedir (Blasco ve ark 1994b). Ferreira ve ark (2003), 

mRBPT’in sensitivitesini RBPT ve KFT’inden daha yüksek bulmuşlardır. Aydın ve 

Hadimli (2009)’de insan kan serumları ile yaptıkları çalışmada mRBPT’nin 

sensitivitesinin RBPT’nden daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Erganiş ve ark 

(2005), B. melitensis’ten hazırladıkları RBPT antijeni ile enfekte koyun kan 

serumlarını test etmişler ve istatistiksel olarak B. abortus’tan hazırlanan RBPT 

antijeninden daha fazla seropozitiflik elde ettiklerini bildirmişlerdir.  

1.7.2.2.B. Serum aglütinasyon testi (SAT) 

 Wright (1897), kan serumunda şekillenen aglütininlerin antijenle birleşme 

özelliğini tespit ettikten sonra serum aglütinasyon testi teşhis için büyük çapta önem 

kazanmış, bu konu üzerinde çalışmalar yoğunlaşmıştır. Günümüzde hala insan ve 

hayvan Brusellozis’inin teşhisinde yaygın olarak kullanılan bir testtir (Karaman ve 

Güler 1988, Nielsen 2002). Özellikle akut Brusellozis’in saptanmasında büyük değer 

taşır. Çünkü bu dönemde IgM’ler, IgA, IgG1ve IgG2’ye göre daha yüksek reaksiyon 

verirler. Ancak testin aşı ve enfeksiyon titrelerini ayırt edememesi, buna ilaveten bazı 

enfekte hayvan serumlarında aglütinasyon reaksiyonunu engelleyen faktörlerin 

(blocking factors) bulunması veya bunun tersi olarak bazı sağlam hayvan 

serumlarının non-spesifik veya kros aglütinasyon reaksiyonu göstermeleri nedeniyle 

enfeksiyonun her döneminde enfekte hayvanı tespit edememesi bir dezavantaj olup, 
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yanlış sonuçlar verebilmektedir. Bu nedenle teşhiste bu teste ilaveten RBPT, KFT 

veya diğer testlerin de yapılması gerekir (Arda ve ark 1989). 

 Mikro serum aglütinasyon testi, az miktarda antijen ve serum gerektirmesi, 

uygulandığı mikropeytlerde çok sayıda örneğin değerlendirilmesi gibi avantajlara 

sahiptir (Erdeğer ve ark 1998). 

1.7.2.2.C. Komplement fikzasyon testi (KFT) 

 Uygulanmasındaki güçlükler nedeniyle rutin testlerin en zahmetlisi fakat en 

duyarlı ve özgül olanıdır. IgG’leri ve özellikle enfeksiyonu gösteren IgG1’leri açığa 

çıkaran bu test aşılı ve aşısız hayvanların ayrımı ile kronik enfeksiyonların ortaya 

konmasında güvenle kullanılmaktadır. Sıcakta (37 ºC) ve soğukta (4 ºC) olmak üzere 

iki şekilde uygulanmaktaysa da sıcakta prozon ve fikzasyon olaylarına sık 

rastlanıldığından soğukta uygulanan yöntem tercih edilmektedir. KFT’nin tanı 

sensitivitesi RBPT’den biraz düşük olmasına karşın klasik testler içinde spesifitesi en 

yüksek olan testtir. OIE tarafından tavsiye edilen ve en yaygın kullanılan doğrulama 

testidir (Adams 1990, Garin-Bastuji ve ark 1998, Nielsen 2002). Test ve kesim 

programının uygulandığı enfekte bölgelerde RBPT ile birlikte uygulanması tavsiye 

edilmektedir. Rev-1 ile subkutan aşılanmış hayvanlarda bu iki testin spesifitesinin 

düşük olduğu da bildirilmektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). 

 Blasco ve ark (1994b), B. melitensis ile enfekte koyunlarda yaptıkları 

çalışmada, KFT’nin (% 88.6) sensitivitesinin RBPT (%92.1) ve iELISA (%100) 

testlerinden daha düşük olduğunu bildirmişlerdir. Öngör ve ark (2001), 500 adet 

koyun kan serumu serolojik testler ile değerlendirilmiş ve KFT ile % 17.8, RBPT ile 

% 11, SAT ile % 16.8, 2-Merkaptoetanol Testi ile % 15.8 ve ELISA ile % 20.6 

pozitif sonuç elde edilmiştir. Testler arasındaki duyarlılık farklılıkları, hayvanların 

enfeksiyonun değişik dönemlerinde olmaları ve buna bağlı olarak serumlarında farklı 

antikor sınıf ve alt sınıflarına sahip olmalarından ya da kullanılan testlerin 

ölçebileceği en düşük antikor miktarı ve sınıfının farklı olmasından kaynaklanmış 

olabileceğine bağlanmıştır. 

 2.7.2.2.D. Đndirekt enzyme linked immunosorbent assay (iELISA) 
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Klasik serolojik testlerin dışında birincil bağlanma testlerinde üzerinde en 

yoğun olarak çalışılanı Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) olmuştur 

(Đyisan ve ark 2000). Đlk iELISA testi, Carlsson ve ark tarafından 1976 yılında insan 

Brusellozis’inin tanısı için geliştirilmi ştir (Nielsen 2002). En çok kullanılan 

formatında polisterin pleytler S-LPS ile kaplanmaktadır. Dilüe serumun 

eklenmesinden sonra konjugat ve substrat ilave edilmekte ve renk değişikli ğine göre 

sonuç alınmaktadır. Testin kontrolü, kuvvetli ve zayıf pozitif serumlar ile negatif 

serumlarla yapılmaktadır (Alton ve ark 1988, Nielsen 2002, OIE 2004). Antijen 

olarak S-LPS ve konjugat olarak poliklonal anti-IgG’nin kullanıldığı iELISA testleri, 

küçük ruminant Brusellozis’inin tanısında yeterince sensitiv olduğu bildirilmektedir 

(Blasco ve ark 1994a).  Aynı format sütlerin test edilmesinde de kullanılmaktadır 

(Nielsen 2002, Chand ve ark 2005). 

Koyun ve keçi Brusellozis’inin teşhisinde iELISA testi kullanılmakta ve iyi 

sonuçlar alınmaktadır. Fakat bu testin aşılı hayvanlar ile enfekte olanları 

ayıramaması dezavantajını oluşturmaktadır (Nielsen 2002, Garin-Bastuji ve ark 

2005). iELISA testinin bir diğer dezavantajıda, bazı Brucella negatif koyun kan 

serumlarınında reaksiyon vermeleridir. Fakat protein G konjugatının kullanılması ile 

bu sorun ortadan kalkmış ve testin spesifitesi arttırılmıştır (Garin-Bastuji ve ark 

1998). iELISA testi, RBPT ve KFT’lerine benzer veya daha iyi sensitiviteye sahiptir 

(Garin-Bastuji ve ark 2005). Özellikle Brucellozis prevalansı düşük olan bölgelerde, 

koyun sürülerinin iELISA ile taranmasının, hastalığın tanısında başarıyı 

arttırabileceği bildirilmi ştir (Bercovich ve ark 1998). Öngör ve ark (2001), rutin 

testlerle karşılaştırılan iELISA testinin oldukça duyarlı ve spesifik olduğunu ve rutin 

testlerle alınan sonuçların final bir test olarak iELISA ile incelenmesinin reaktörleri 

tespit etmede daha güvenilir olacağını bildirmişlerdir (Öngör ve ark 2001). Burriel ve 

ark. (2004), iELISA yönteminin koyun ve keçi kontrol programlarında erken teşhis 

için başarılı olduğunu bildirmişlerdir. 

1.7.2.2.E. Competatif enzyme linked immunosorbent assay (cELISA) 

Bu ELISA test formatında, polisterin pleyt antijen (genellikle S-LPS) ile 

kaplanmaktadır. Test edilecek serum örneği ile antijenin taşıdığı bir epitopa 

(genellikle S-LPS’nin O-polisakkarit zinciri) karşı üretilmiş monoklonal antikorlar 

(MAb) birlikte pleyte eklenerek inkübe edilmektedir. Yıkama işleminden sonra 
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konjugat (anti-MAb) ve substrat ilave edilmektedir. Testin değerlendirmesi, kuvvetli 

pozitif, zayıf pozitif, negatif serum kontrolleri ve konjugat kontrol OD değeri ile 

yapılmaktadır (Nielsen 2002, OIE 2004). cELĐSA testi aşılı ve enfekte hayvanları 

ayırabilmek için tasarlanmıştır (Nielsen 2002). Bu testte kullanılan MAb, aşılama ve 

çapraz reaksiyon sonucu oluşmuş antikorların büyük kısmını elimine etmektedir 

(OIE 2004). Periplazmik protein olan bp26’nın antijen olarak kullanıldığı cELISA 

yönteminin, Rev-1 ile aşılı hayvanlar ile enfekte hayvanları ayırabildiği 

bildirilmektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Minas ve ark (2008), küçük 

ruminantların tanısında cELISA testinin KFT yerine, Burriel ve ark (2004)’da  

cELISA yönteminin final test olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Nielsen ve 

ark (2008), ikinci jenerasyon cELISA testini geliştirmişlerdir. Bu yöntemde konjugat 

olarak protein A ve G (PAG) kullanmışlar ve bunun enfekte ve aşılı hayvanları 

ayırmada daha başarılı olduğunu bildirmişlerdir.  

1.7.2.2.F. Merkaptoetanol testi (MT)  

 2-merkaptoetanol testi, bazı non spesifik reaksiyonları elimine etmesi 

nedeniyle ilk önce B. canis enfeksiyonunun serolojisinde modifiye edilmiş bir 

tekniktir (Alton ve ark 1988, Erganiş ve Đstanbulluoğlu 1999). Brucella aşısı ile 

aşılama sonucu ilk oluşan IgM grubu antikorlar ile enfeksiyon sonucu meydana gelen 

IgG grubu antikorlar aglutinasyon testinde pozitif reaksiyon görülmesine neden olur. 

Hayvanın aşılı olup olmadığını belirlemek için IgM grubu antikorları ekarte etmek ve 

gerçek enfeksiyonu ortaya çıkarmak gerekir (Ayhan 1988, Erdeğer ve ark 1998). 

Aglütinasyona dayalı bir test olan Merkaptoetanol Testi, IgM antikorlarının disülfit 

bağlarını keserek presipite edip IgG’leri ortaya koyma esasına dayalı olan bir testtir 

(Erdeğer ve ark 1998, Nielsen 2002). Öngör ve ark (2001), KFT ve MT arasında iyi 

bir uyum olduğunu bildirmişlerdir. 

1.7.2.2.G. Rivanol aglütinasyon testi (RT) 

Brucella aşılı ve enfekte hayvanların ayrımında üzerinde en çok çalışılan 

testlerden birisi Rivanol Aglutinasyon Testidir. Testin esası; IgM’lerin % 0.4’lük 

Rivanol (2-ethoxy-6,9-diaminoacridine lactate) solüsyonu (pH 5.8-6) ile presipite 

edilerek uzaklaştırılması ve spesifik antikorların antijenle birleştirilmesini sağlayarak 

aglütinasyon reaksiyonunun oluşturulmasıdır (Alton ve ark 1988, Erdeğer ve ark 



45 
 

1998, Nielsen 2002). Çoker ve ark (1990), enfekte koyunların tespitinde RT’nin 

RBPT ve SAT’dan daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir. 

1.7.2.2.H. Coombs (antiglobulin) testi 

Tek reseptöre sahip inkomple antikorların antiglobulin serum aracılığı ile, 

antijenle birleşip flakonlar teşkil ederek çökmesi esasına dayan bu yöntem 1945 

yılında Coombs ve ark tarafından bulunmuştur (Arda ve ark 1997, Garrido-Abellan 

ve ark 2001). Bazı durumlarda serumda, antijene spesifik antikorlar bulunsa da 

aglutinasyon oluşmayabilir. Bunun nedeni, serumda fonksiyonel olarak monovalan 

veya inkomple antikorların bulunmasıdır. Coombs testi, inkomple antikorları 

saptamak için direk ve indirekt olmak üzere iki şekilde uygulanır. Direk testte 

antijenlere bağlanmış inkomple antikorlar saptanır. Bunun için, aglütinasyon 

reaksiyonu görülmeyen test ortamına antiglobulin ilave edilir. Eğer ortamda 

inkomple antikorlar varsa, anti Ig bunlara bağlanarak aglütinasyon oluşturur. Đndirekt 

test metodunda ise serumdaki inkomple antikorlar tespit edilir. Test için, şüpheli 

serum antijen partikülleri ile inkübe edilir ve inkomple antikorlar varsa partiküllerin 

üzerine adsorbe olur. Bu partiküller anti Ig ile muamele edilerek aglütinasyon oluşur 

(Diker 1998, Erdeğer ve ark 1998). KFT’ine göre düşük spesifiteye sahip 

olduğundan, B.abortus S19 ve B. melitensis Rev-1 ile aşılı hayvanlarda kullanılması 

tavsiye edilmemektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001).  

1.7.2.2.I. Sütte ring testi 

 Sütte bulunan anti-Brucella antikorlarını saptamaya yönelik özel bir 

aglütinasyon testidir (Diker 1998). Bu test ile bir sürüdeki enfekte hayvanları 

ayırmak mümkündür. Genellikle sürü taramalarında kullanılmasına rağmen ferdi 

teşhis için de kullanılabilir. Bu test için hematoxylene ve Triphenyl tetrazolium’la 

boyanmış iki çeşit antijen kullanılır (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997).  

1.7.2.2.J. Floresans polarizasyon assay (FPA) 

 B. abortus S-LPS’sinin 22kD’luk küçük bir molekülü olan OPS parçası, 

fluorescein isothiocyanate (FITC) ile işaretlenerek antijen olarak kullanılmaktadır. 

Đşaretli antijen, dilüe serum, süt veya kan örneğine eklenerek ortalama 2 dakikada 

antikor miktarı cihaz yardımı ile belirlenebilmektedir (Nielsen 2002, OIE 2004). 
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Yöntem ucuz, basit ve hızlıdır (Nielsen 2002). Koyun ve keçi Brucellozis’inin 

teşhisinde FPA kullanılmış ve sensitivitesinin BPAT, KFT, iELISA ve cELISA 

testlerinden daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Nielsen 2002).  

1.7.2.2.K. Agar jel presipitasyon testi (AGĐD) 

 Enfekte ve aşılı hayvanları ilk ayıran test AGĐD testidir. Bu yöntemde, 

agardaki gözlerden birine antijen olarak (genellikle) B. melitensis’den elde edilen 

polisakkarit B, diğer gözlerede serum örnekleri eklenir. Serum örneği antikor 

içeriyorsa, inkübasyon sonunda serum ile anjijen arasında presipitin bantı belirecektir 

(Nielsen 2002). Antijen olarak native hapten (NH)’lerin kullanıldığı AGĐD testinin, 

enfekte ve Rev-1 ile aşılı hayvanları ayırmada yeterince spesifik olduğu 

bildirilmektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001). Bu yöntem daha çok B. ovis’in 

teşhisinde kullanılmaktadır ve orada antijen olarak R-LPS ve hot saline ekstrakt 

kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988, Lopez ve ark 2006) 

1.7.2.3. Hücresel bağışıklık testleri  

1.7.2.3.A. Allerjik testler 

 Brucellozis’in teşhisinde allerjik deri testleri 1900’lü yıllardan beri farklı 

metot ve değişik isimlerle pek çok allerjen hazırlanıp vücudun değişik bölgelerinde 

uygulanmıştır. Brusellozis enfeksiyonunda bağışıklık, humoral bağışıklığın yanında 

hücresel bağışıklık ile de ilgilidir. Gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonu esasına 

dayanan in vivo allerjik deri testleri, hücresel bağışıklığın kesin olarak ortaya 

konmasında temel teşhis yollarından biridir (Alton ve ark 1988, Kaya 1992).   

Brucella sitoplazmik antijenlerini içeren Brucellin, koyun ve keçi 

Brusellozis’inin allerjik deri testi ile tanısında başarı ile kullanılmaktadır. Rough B. 

melitensis 115 suşundan hazırlanan cold saline protein extract (O-polisakkarit zinciri 

eksik) allerjen olarak kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988, Garrido-Abellan ve ark 

2001, OIE 2004). Ayrıca B. abortus mukoid suşlarından hazırlanan allerjenlerin 

rough suşlardan hazırlananlara oranla kronik Brusellozis’i saptamada daha başarılı 

olduğu bildirilmektedir (Aslantaş 2006). 

 Brucella allerjenlerinin birçok inokulasyon yöntemi bulunmaktadır. Sığır, 

koyun ve keçilerin kuyruk altı derisi içine 0.1-0.2 ml, domuz ve keçilerin kulak üstü, 
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sığırların boyun derisi altına 0.5 ml verilmektedir. Allerjik testler koyun ve keçilerde 

sığırlardan daha iyi sonuç verir (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, OIE 2004). 

 Allerjik deri testleri inaktif Brucella aşıları ile aşılı hayvanlarda 

kullanılmamalıdır. B. melitensis Rev-1 ile aşılı olanlar ise 2 yıl boyunca allerjenlere 

duyarlıdırlar (Alton ve ark 1988). Brucella negatif sürülerde, deri testleri % 100 

spesifisiteye sahiptirler. RBPT ve KFT’lerinden daha yüksek sensitiviteye sahiptirler 

(Garrido-Abellan ve ark 2001). Kaya (1992), yaptığı bir çalışma sonucunda, deri 

testlerinin koyun ve keçi Brusellozis’inin sürü bazında taramalarında pratik 

uygulanışı, kolay ve kısa sürede değerlendirilmesi, enfeksiyondan şüpheli portörleri, 

aşılanmış hayvanları, sağlıklılardan ayırmak için güvenle kullanılabileceği, yapılacak 

epidemiyolojik çalışmalara ve eradikasyon programlarına allerjik deri testlerinin de 

dahil edilmesinin yararlı olacağını bildirmiştir. 

1.7.2.3.B. Gamma interferon testi 

 Hücresel bağışıklığın invitro olarak ölçüldüğü bir sistemdir. Gamma 

interferon (INF), T lenfositlerini stimüle eden en önemli sitokindir. Gamma INF testi 

koyun ve sığır Brusellozis’inin tanısında başarı ile kullanılmıştır. Bu yöntemde önce 

tam kan örnekleri antijen (stosolik protein, S-LPS) ile stimüle edilmekte daha sonra 

sandwich ELISA yöntemi ile gamma-INF miktarı ölçülmektedir (Weynants ve ark 

1995, Garrido-Abellan ve ark 2001). Weynants ve ark (1995), serolojik testler ile 

yanlış pozitif bulunan örneklerin gamma-INF testi ile belirlenebildiğini 

bildirmişlerdir. Ayrıca gamma-INF testi ile alerjik deri testi arasında iyi bir 

korelasyon tespit etmişlerdir. Duran-Ferrer ve ark (2004),  deneysel çalışmalarında 

aşılı koyunlarda oluşturdukları akut enfeksiyonları gamma-INF ile serolojik 

testlerden daha iyi tespit ettiklerini bildirmişlerdir.   

1.8. Koyun ve Keçilerde Aşı ve Aşılamalar 

 Enfeksiyöz hastalıkların kontrolünde genellikle ilk adımı aşılama 

oluşturmaktadır. Birçok ülkede, Brusellozis’in insidensini azaltmak için koyun ve 

keçiler aşılanmaktadır (Blasco 2005). 

1.8.1. B. melitensis Rev-1 Aşısı 
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 B. melitensis Rev-1 canlı aşı suşu, Elberg ve Faunce tarafından 1957 yılında, 

virülent smooth bir B. melitensis suşundan attenüe edilerek elde edilmiştir. Bu suş 

üremesi için streptomisine ihtiyaç duymakta fakat ileriki subkültürlerinde ise 

streptomisine direnç geliştirmektedir. Rev-1, koyun ve keçileri B. melitensis’e, 

koçlarıda B. ovis’e karşı korumaktadır (Elberg ve Faunce 1957). Standart doz (0.5-2 

109 cfu) Rev-1 aşısı, 3-8 aylık kuzu ve oğlaklara derialtı yolla uygulanmakta olup en 

az beş yıl süren oldukça uzun bir immünizasyon elde edilmektedir (Fensterbank ve 

ark 1987, Alton ve ark 1988). Aşılamadan sonra serolojik antikor titresi, önce hızla 

artmakta ve daha sonra azalmaya başlayıp 6 ayın sonunda hayvanların birçoğunda 

negatif hale gelmektedir (Fensterbank ve ark 1987). Bu doz aşı ile gebe hayvanlar 

aşılandığında değişik oranlarda abortlar şekillenebilir (Zundel ve ark 1992, 

Bardenstein ve ark 2002). Rev-1 aşı suşu smooth karakterde olduğu için, serolojik 

testlerle pozitif reaksiyon veren antikor titresi oluşturmaktadır (Zundel ve ark 1992, 

Schurig ve ark 2002). Rev-1 aşısının, sığırlarda S19 aşısından daha iyi koruma 

sağladığıda bildirilmektedir (Schurig ve ark 2002).  

 Rev-1 aşısının, doza ve hayvanın gebelik durumuna bağlı olarak atığa neden 

olması ve uzun süre devam eden immün cevap oluşturması nedeniyle dozun 

azaltılması yoluna gidilmiştir. Azaltılmış doz (103-106 cfu) Rev-1 aşısı, ergin 

hayvanlara deri altı yolla uygulanmakta, daha düşük immün cevaba neden olmakta 

ve gebe hayvanlarda nispeten daha güvenle kullanılmaktadır (Fensterbank ve ark 

1987, Garrido-Abellan ve ark 2001). Fakat saha çalışmaları göstermiştir ki, azaltılmış 

doz Rev-1 aşısıda vaginal yolla saçılabilmekte ve abortlara neden olabilmektedir 

(Fensterbank ve ark 1987). 

Aşılama ile oluşan serolojik cevabı azaltmak için geliştirilen diğer bir metotta 

konjunktival aşılamadır. Standart doz (0.5-2×109 cfu) Rev-1 aşısı, 30-50 µl 

konjunktival olarak inoküle edildiğinde klasik derialtı yolla uygulanan aşı ile benzer 

bir koruma oluşurken, oluşan serolojik cevap önemli ölçüde azalmaktadır. Bu 

nedenle bu yolla yapılan aşılamanın test ve kesime dayalı eradikasyon programıyla 

daha uyumlu olduğu bildirilmektedir (Fensterbank ve ark 1987, Zundel ve ark 1992). 

Aşılamadan 4 ay sonra hayvanların hiç birisinde serolojik titre gözlemlenmemiştir 

(Fensterbank ve ark 1992). 

1.8.2. Diğer Canlı Aşılar 
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 B. suis S2 (biyotip 1), oral yolla kullanılan attenüe bir aşıdır. Sığır, koyun, 

keçi ve domuzları Brusellozis’ten korumak amacıyla Çin’de (Xie 1986) ve Libya’da 

(Mustafa ve Abusowa 1993) kullanılmaktadır. B. melitensis suş 5’de, sığır, koyun, 

keçi ve geyikleri hastalıktan korumak için Çin’de kullanılmaktadır. Fakat bu aşıların 

hiç birinin Rev-1 ve S19 aşıları kadar koruma sağlamadığı rapor edilmiştir (Schurig 

ve ark 2002). B. abortus rough aşı suşu RB51’in keçileri B. melitensis’e karşı 

koruduğu, fakat koçları B. ovis’e karşı korumada yetersiz kaldığı bildirilmektedir 

(Garrido-Abellan ve ark 2001). El Đdrissi ve ark (2001)’da yaptıkları deneysel 

çalışmada, RB51 aşısının koyunları B. melitensis’e karşı koruyamadığını ve 

abortların gerçekleştiğini bildirmişlerdir.  

1.8.3. Đnaktif A şılar 

 Smooth B. melitensis suşu olan H38’den, formaldehit ile inaktive edilip 

mineral yağ adjuvantı ile inaktif aşı hazırlanmıştır. Bu aşı abortlara karşı iyi bir 

koruma sağlarken serolojik cevap oluşturmakta, lokal reaksiyona neden olmakta ve 

kısa süreli koruma sağlamaktadır (Schurig ve ark 2002). 

1.9. Brusellozis Kontrol ve Eradikasyon Stratejileri 

 Kontrol stratejisinin seçiminde asıl amaç, hastalığın halk ve hayvan sağlığı 

üzerindeki etkilerini en az seviyeye indirecek şekilde, hayvan popülasyonunda 

enfeksiyonu azaltmaktır. Sonraki adım, test ve kesim yöntemi ile bölgenin 

hastalıktan eradike edilmesidir. Eradikasyondan sonra, hastalığın yeniden girişini 

engellemek için ölçümler yapılmalıdır (Garrido-Abellan ve ark 2001, Minas 2006). 

Çizelge 1.9. B. melitensis kontrol ve eradikasyon stratejilerinin avantaj ve 
dezavantajları (Minas 2006). 

Strateji Avantaj Dezavantaj 

Enfekte hayvanların eliminasyonu 
(düşük prevalans) 

Eliminasyon 
-Yüksek masraf 
-Tam etkili veteriner 
yapılanmasına ihtiyaç vardır 

Genç hayvanların aşılanması ve 
enfekte hayvanların elimine edilmesi 
(orta prevalans) 

-Abortların azalması 
-Serolojik testler 
aşılı/enfekte hayvan ayrımı 
yapabilir 

Sürü immünitesi yavaş oluşur 

Tüm hayvanların aşılanması (yüksek 
prevalans) 

-Düşük maliyet 
-Kolay yönetim 
-Sürü immünitesi çabuk 
gelişir 

-Gebelerde abort oluşur 
-Serolojik testler aşılı/enfekte 
ayrımı yapamaz 
-Halk sağlığı etkilenebilir 
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B. melitensis kontrol ve eradikasyon stratejileri, tüm hayvanların aşılanması, 

enfekte hayvanların elimine edilmesi ile genç hayvanların aşılanması ve enfekte 

hayvanların elimine edilmesi olarak sıralanabilir (Minas 2006). Stratejinin seçiminde 

prevalansın miktarı önemlidir. Genel olarak yüksek prevalansta (> %5) tüm 

hayvanların aşılanması, orta prevalansta (%2-5) genç hayvanların aşılanması ile 

birlikte enfekte olanların kesilmesi ve düşük prevalansta (< %2) ise sadece test 

edilerek enfekte hayvanların elimine edilmesine dayalı bir program seçilmektedir. Bu 

programlarla ilgili avantaj ve dezavantajlar çizelge 1.9’da verilmiştir (Minas 2006). 

Bu çalışmada, Konya yöresindeki koyun sürülerinden atık materyalleri 

toplanarak etken izolasyonu ve identifikasyonun yapılması, izole edilen B. melitensis 

suşlarının RAPD yöntemi ile DNA parmak izleri belirlenerek genotiplendirilmeleri 

ve birbirlerine olan genetik yakınlıklarının tespit edilerek yaygın olarak bulunan 

genotipin belirlenmesi hedeflendi. B. melitensis Rev-1 aşı suşunun da RAPD 

yöntemi ile değerlendirilip saha suşlarının bant modelleri ile karşılaştırılması ve sürü 

aşılamaları sonrası aşı suşuna bağlı atık vakalarının araştırılması amaçlandı. Ayrıca, 

atık materyallerinden izole edilen B. melitensis saha suşlarının, B. melitensis Rev-1 

aşı suşundan köken alıp almadığının PZR-RFLP yöntemi ile araştırılması ve atık 

görülen koyun sürülerinden kan serumları toplanarak RBPT, mSAT ve iELISA 

testleri ile değerlendirilerek enfeksiyonun yaygınlığının tespit edilmesi amaçlandı. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. GEREÇ 

2.1.1. B. melitensis Đzolasyonunda Kullanılan Örnekler 

Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi ve Konya Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsü’ne, 2007-2008 kuzulama döneminde, Konya il ve ilçe 

merkezleri ile köylerinde bulunan 79 ayrı koyun sürüsünden yavru atma şikayeti ile 

getirilen 86 adet atık koyun fetusu araştırmanın materyalini oluşturdu. Seksen altı 

atık koyun fetusunun 14’ü Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesinden, 72’si Konya 

Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nden temin edildi. Örneklerin ilçelere göre 

dağılımı çizelge 2.1’de gösterilmiştir. Ayrıca, Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma 

Enstitüsü’nce, 2006-2007 kuzulama döneminde Konya bölgesine ait atık koyun 

fetuslarından izole edilmiş, 12 adet B. melitensis suşuda araştırmaya dahil edilmiştir 

(Çizelge 2.2). 

Çizelge 2.1.  Atık koyun fetuslarının ilçelere göre dağılımı. 

Đlçe Örnek sayısı 
Örneklerin  

alındığı sürü sayısı 
Toplam  

hayvan sayısı 
Meram 10 10 1380 
Selçuklu 7 6 755 
Karatay 12 12 3510 
Çumra 8 7 1180 
Sarayönü 3 3 450 
Ereğli 4 4 760 
Akşehir 8 8 850 
Kadınhanı 4 4 420 
Karapınar 3 3 900 
Yunak 7 3 920 
Ilgın 3 3 440 
Beyşehir 2 2 350 
Doğanhisar 1 1 100 
Seydişehir 4 4 810 
Hadim 2 2 280 
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Bozkır 2 2 340 
Ahırlı 1 1 60 
Tuzlukçu 5 4 380 
Toplam 86 79 13885 
 

 

2.1.2. Koyun Kan Serumlarının Temini 

B. melitensis izole edilen aborte koyun fetuslarının ait olduğu 24 ayrı koyun 

sürüsünden, her bir sürüyü temsil edebilecek oranda tesadüfi örnekleme ile toplam 

588 adet koyun kan serum örneği temin edildi (Çizelge 2.3). Atık vakalarının 

görülmesinden 15 gün sonra işletmelere gidilerek 2 yaş ve üstü koyunların vena 

jugularislerinden 5’er ml kan örnekleri 13 x 100 mm’lik vakumlu cam tüplere alındı. 

Toplanan kan örneklerinden elde edilen kan serumları 56ºC de 30 dakika tutularak 

inaktive edilip, serolojik testlerde kullanılıncaya kadar -20ºC de muhafaza edildi. 

 

Çizelge 2.2. Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nden alınan 2006-2007 
kuzulama dönemine ait B. melitensis izolatlarına dair bilgiler. 

No Đlçe Sürüdeki hayvan sayısı Sürüdeki atık sayısı Aşı durumu 
1 Akşehir 100 6 Aşısız 
2 Akşehir 150 16 Aşısız 
3 Çumra 190 21 Aşısız 
4 Karatay 120 6 Aşısız 
5 Meram 100 8 Aşısız 
6 Karatay 500 18 Aşılı 
7 Seydişehir 250 6 Aşısız 
8 Seydişehir 200 35 Aşısız 
9 Ahırlı 60 10 Aşısız 
10 Akşehir 85 7 Aşılı 
11 Karatay 500 18 Aşılı 
12 Kadınhanı 130 11 Aşısız 

 

2.1.3. Standart Brucella suşları 

B. melitensis Rev-1 ile B. melitensis biyotip 1 16M (NCTC 10094) suşları 

Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nden, B. canis NCTC 10854 suşu 

Refik Saydam Hıfzıssıhha Enstitüsü’nden ve B. abortus S99 suşu S.Ü. Veteriner 

Fakültesi kültür kolleksiyonundan temin edildi. 
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2.1.4. Besiyerleri 

2.1.4.1. Serum dekstroz agar (SDA) 

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B) hazırlanıp otoklav edildikten 

sonra 56ºC’ye soğutulup 950 mililitresine, milipor filtre ile sterilize edilmiş % 20 

dekstroz içeren Horse Serum (Oxoid, SR0035C) stok solüsyonundan 50 ml eklendi 

(Alton ve ark 1988, OIE 2004). 

2.1.4.2. Brucella selektif besiyeri  

SDA’a Brucella selektif suplement (Oxoid, SR0083A) ilave edilerek 

hazırlandı (Alton ve ark 1998, OIE 2004).  

Çizelge 2.3. B. melitensis izole edilen sürülere ait veriler. 

No Đşletmenin 
bulunduğu ilçe 

Sürüdeki hayvan 
sayısı 

Sürüdeki atık 
sayısı 

Aşı 
Durumu 

Alınan kan 
serum sayısı 

1 Meram 147 17 Aşısız 25 
2 Akşehir 97 7 Aşılı 25 
3 Tuzlukçu 100 5 Aşısız 25 
4 Karatay 250 30 Aşılı 25 
5 Çumra 150 15 Aşısız 25 
6 Akşehir 130 15 Aşılı 25 
7 Karatay 140 10 Aşısız 25 
8 Karapınar 300 10 Aşılı 28 
9 Hadim 90 12 Aşısız 22 
10 Sarayönü 100 30 Aşısız 25 
11 Çumra 60 5 Aşısız 17 
12 Meram 94 6 Aşısız 25 
13 Akşehir 150 42 Aşızız 25 
14 Meram 49 3 Aşılı 22 
15 Selçuklu 130 12 Aşısız 25 
16 Ereğli 75 17 Aşılı 23 
17 Yunak 400 80 Aşılı 50 
18 Yunak 400 80 Aşılı - 
19 Meram 350 57 Aşısız 26 
20 Çumra 170 17 Aşılı 24 
21 Meram 50 20 Aşısız 16 
22 Karatay 150 18 Aşısız 25 
23 Karatay 700 10 Aşılı 35 
24 Tuzlukçu 200 15 Aşısız 25 

2.1.4.3. Safranin, tiyonin ve bazik fuksinli besiyerleri 

Distile su ile safraninden (Sigma, S2255) % 0,5 lik, tiyonin (Sigma, T3387) 

ve bazik fuksinden (Sigma, B0904) % 1 lik stok solüsyonlar hazırlandı ve kaynar 
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suda 1 saat tutuldu. Otoklav edilmiş 1000’er ml TSA’lara tiyonin ve bazik fuksin 

stok boya solüsyonlarından 2’şer ml (20µg/ml) ilave edilerek 1/50000 

konsantrasyonunda tiyonin veya bazik fuksin içeren besiyerleri hazırlandı. Safranin 

stok solüsyonundan ise 1000 ml TSA’a 20 ml ilave edilerek 1/10000 

konsantrasyonunda safraninli besiyeri hazırlandı ve petri kutularına döküldü (Alton 

ve ark 1998, OIE 2004). 

2.1.4.4. Penisilin ve streptomisinli besiyerleri 

Otoklav sonrası 56 ºC ye soğutulan 1000’er ml SDA’lardan birisine 5000 IU 

penisilin (Sigma, P7794) (5 IU/ml) diğerine 2,5 mg streptomisin (Sigma, S6501) (2,5 

µg/ml) ilave edildi ve petrilere dağıtıldı (Alton ve ark 1998, OIE 2004).  

2.1.4.5. Diğer besiyerleri 

Çalışmanın çeşitli safhalarında Blood Agar Base (Oxoid, CM0271B), 

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B), Simon Sitrat Agar (Oxoid, CM0155), 

Nutrient Broth (NB) (Oxoid, CM0001B), Sülfid-Đndol-Motilite Agar (SĐM) (Oxoid, 

CM 01435), MacConkey Agar (Oxoid, CM0007B) ve Brain Heart Infusion Broth 

(BHĐB) (Oxoid, CM0225B) kullanıldı. 

2.1.5. Kristal Violet Solüsyonu 

Kristal violetin (Sigma, C3886) 2 gramı 20 ml absolut etanolde ve 0,8 gram 

amonyum oksalat 80 ml distile suda çözdürüldükten sonra her iki solüsyon 

karıştırıldı ve stok solüsyon elde edildi. Stok boya solüsyonu distile su ile 1:40 

oranında sulandırılıp smooth kolonilerin belirlenmesinde kullanıldı (Alton ve ark 

1988). 

2.1.6. Akriflavin Solüsyonu 

 Nötral akriflavinin (Sigma, A8126) distile suda 1/1000’lik dilüsyonu her test 

için günlük olarak hazırlandı (Alton ve ark 1988). 

2.1.7. Brucella Antiserumları 

 Poliklonal Brucella antiserumu ile A ve M monospesifik antiserumlar Pendik 

Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsünden temin edildi. 
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2.1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR,  RAPD-PZR ve RFLP)  Testleri 

2.1.8.1. DNA ekstraksiyonu 

 DNA ekstraksiyonunda Fermentas’ın Genomic DNA Purification Kiti (Cat. 

#K0512) kullanıldı. 

2.1.8.2. DNA amplifikasyonu’nda kullanılan malzemeler 

2.1.8.2.A. Thermal cycler 

 Ependorf (Mastercycler gradient 5331 000.010, Germany) marka thermal 

cycler kullanıldı. 

2.1.8.2.B. Primerler 

2.1.8.2.B.1. B. melitensis spesifik PZR primerleri 

Primer olarak, sadece Burucella türlerinde bulunan, tekrarlayan genetik 

element IS711’in gen bölgesine yönelik seçilen,  

B. melitensis spesifik (5’-AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA-3’) ve 

IS711 spesifik (5’-TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT-3’) oligonükleotid 

primerleri (Bricker ve Halling 1994) sentezlettirildi (IDT). 100 µM’lık Primerler ¼ 

oranında sulandırılarak 1µM konsantrasyonunda kullanıldı. 

2.1.8.2.B.2. RAPD-PZR primerleri 

 RAPD-PZR parmak izi analizi için seçilen  

 P1 (GGA CTG CAT AAA ATT GGC AC) (Fekete ve ark 1992), 

 P3 (CGGCCACTGT) (Fekete ve ark 1992), 

 P4 (CGGCCCCTGT) (Fekete ve ark 1992), 

 P5 (CGGCCCCGGT) (Fekete ve ark 1992), 

 OPLO4 (GACTGCACAC) (Tcherneva1 ve ark 2000) ve 

 OPA 17 (GACCGCTTGT) (Güler ve ark 1998b) 

10-mer ve 20-mer oligonükleotid primerleri sentezlettirildi (IDT). 100 µM’lık 

primerler ¼ oranında sulandırılarak kullanıldı. 

2.1.8.2.B.3. PZR-RFLP Primerleri 
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Primer olarak, Brucella omp2 gen bölgesine yönelik seçilen,  

Foward P1 (5'- TGG AGG TCA GAA ATG AAC -3') ve 

Reverse P2 (5'- GAG TGC GAA ACG AGC GC -3') oligonükleotid primerleri 

(Bardenstein ve ark 2002) sentezlettirildi (IDT). 100 µM’lık Primerler ¼ oranında 

sulandırılarak 1µM konsantrasyonunda kullanıldı. 

2.1.8.2.C. Deoxynucleotide set 

 dNTP’ler (Fermentas, R0182) 25 µm oranında ultra saf su ile sulandırılarak 

kullanıldı.  

2.1.8.2.D. Taq polimeraz 

 Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, EP0282) kullanıldı. 

2.1.8.2.E. Film 

 Bio-Rad Gel Doc (Model #2000) görüntüleme sistemi kullanıldı. 

2.1.8.2.F. Marker 

 Vivantis VC 100bp DNA Ladder Plus veya Fermentas GeneRuler 100bp 

DNA Ladder Plus (Cat.#SM0321) 0.5 µl kullanıldı. 

2.1.8.2.G. Pozitif ve negatif kontrol 

 BHĐB’ta üretilen B. melitensis 16M NCTC 10094 referans suşuna DNA 

ekstraksiyon işlemi uygulandı ve PZR’a tabi tutuldu. Elde edilen PZR ürünü pozitif 

kontrol olarak kullanıldı. Steril ultra saf su ise negatif kontrol olarak kullanıldı. 

2.1.8.2.H. Agaroz jel elektroforezi için gerekli çözeltiler 

1) Tris asetat (TBE) tamponu (10X) 

Tris base   60.5 g  

Borik asit   30.85 g 

Na2EDTA.2H2O  3.72 g 

H2O (Distile su)  1 L’ye tamamlandı. 

Kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında kullanıldı. 
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2) Agaroz gel (%1.5) (w/v) 

Agaroz   3 g (w/v) 

TBE   200 ml 

 

3) Etidyum bromür stok solüsyonu (10mg/ml) 

Etidyum Bromür  20 mg 

Distile Su   1.98 ml 

Karanlıkta muhafaza edildi ve stok solüsyon agaroz jele 0.5 µg/ml oranında katıldı.  

4) Yükleme tamponu 

6X Loading dye solution (MBI Fermentas, R0411) 

Örneklerin jele yüklenmesi için 22 göze sahip (20x0.1x8) taraklarda: 1,4 µl (6x) 

yükleme tamponu ile 7 µl PZR ürünü kullanılmıştır. 

2.1.8.2.I. PZR-RFLP restriction enzimi 

 Vivantis Pst 1 restriction enzimi (Cat#1320) kullanıldı. 

2.1.8.2.Đ. RAPD-PZR parmak izlerinin bilgisayarda numerik analizi 

 PubMLST data analizi web sayfasında (http://pubmlst.org/) bulunan bir java 

script (Veri analizi için hazırlanmış yazılım) uygulaması kullanılarak suşlar 

arasındaki benzerlikler hem Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Means 

(UPGMA) hem de Neighbor Joining (NJ) metodları ile belirlendi. 

2.1.9. Rose Bengal Pleyt Test (RBPT) Antijeni 

 RBPT antijeni, Vetal A.Ş. ile Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma 

Enstitüsünden temin edildi. 

2.1.10. Serum Aglütinasyon Test (SAT) Antijeni 

 SAT antijeni, Vetal A.Ş. ile Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma 

Enstitüsünden temin edildi. 
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2.1.11. Enzim Linked Immunosorbent Assay Test’inde Kullanılan Malzemeler 

2.1.11.1. Enzim linked immunosorbent assay test kiti 

 ELISA test kiti Institut Pourquier’den (Version: P04310/04, France) temin 

edildi.  

3.1.11.2. ELISA okuyucusu 

 ELISA pleytlerinin okunmasında, Anthos II Labtec Instruments marka (A 

5022, Salzburg ve MWGt Lambda Scan 200 Bio-Tek Inst. Inc. USA) ELISA 

okuyucusu kullanıldı. 
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2.2. YÖNTEM 

2.2.1. Etken izolasyonu 

Çeşitli i şletmelerden getirilen atık koyun fetuslarının mide içeriği, karaciğer, 

dalak, akciğer, kalp ve böbreklerinden Brucella Selektif Besiyeri, MacConkey ve % 

5 koyun kanı içeren Kanlı Agara derhal ekimler yapıldı. Tüm örnekler ikişer 

besiyerine ekildi ve ekim yapılan petrilerin yarısı aerobik diğer yarısı % 5-10 CO2 

ihtiva eden mikroaerofilik etüve kaldırılarak 37ºC de 8-10 gün inkübe edildi. Koloni 

oluşumu günlük olarak kontrol edildi. Ayrıca, B. melitensis Rev-1 ve kontrol amaçlı 

kullanılan standart suşların Brucella Selektif Besiyerine ekimleri de aynı şekilde 

yapıldı (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, OIE 2004). 

2.2.2. B. melitensis suşlarının identifikasyonu 

Üreme görülen petri kutularında tipik 1-2 mm çapındaki Brucella kolonileri 

seçilerek Gram yöntemi ile boyandı. Karakteristik Gram negatif kokobasil ya da kısa 

basil şekillerini gösteren, Oksidaz, Katalaz, Üreaz pozitif olan ve poliklonal Brucella 

antiserumu ile aglütinasyon veren mikroorganizmalar BHIB’a ekilerek daha sonra 

biyokimyasal testler, A ve M monospesifik anti-Brucella serumları ile aglütinasyon 

ve moleküler tekniklerin yapılmasında kullanıldı (Alton ve ark 1988, OIE 2004).  

Đzolatların koloni morfolojilerini belirlemek için, kristal violet solüsyonu 

petrideki kolonilerin üzerine 10-15 saniye damlatıldı. Daha sonra boya pastör pipeti 

ile uzaklaştırıldı ve koloniler hemen bir el merceği ile muayene edildi. Boya almayan 

koloniler S, kırmızımsı gölgeli boyananlar ise R koloni olarak değerlendirildi. Aynı 

amaçla, taze hazırlanmış nötral akriflavinden lam üzerine bir damla alınıp, birkaç 

koloni ile süspanse edildi. R koloniler hemen aglütine olduğu halde S koloniler 

homojen bir süspansiyon gösterdiler. B. canis NCTC 10854 suşu R koloni tanısı için 

kontrol olarak kullanıldı (Alton ve ark 1988). 
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Ayrıca, koloni morfolojisi belirlenen izolatlara nitrat indirgeme, sitrat, indol, 

Voges-Proskauer testleri uygulandı (Alton ve ark 1988, Arda 2000, Uçan ve Erganiş 

2005).  

 

2.2.3. Tür ve Biyotip Tanısında Kullanılan Yöntemler 

2.2.3.1. Üremede serum gereksinimi 

Brucella suşlarından, serum ihtiva eden SDA ve serum içermeyen TSA’a 

ekim yapıldı ve petriler % 5-10 CO2 içeren etüve kaldırıldı. Petriler 37ºC de 2-3 gün 

inkübe edilip üremeler karşılaştırıldı (Alton ve ark 1988). 

2.2.3.2. Üremede karbondioksit (CO2) ihtiyacı 

Bu amaçla Brucella izolatları, 1’er ml Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) içerisinde 

yoğun bir şekilde süspanse edildi. Süspansiyonlardan ikişer adet yatık TSA tüplerine 

ekim yapıldı ve tüplerden birisi normal etüve, diğeri % 5-10 CO2 içeren etüve 

kaldırıldı. Tüpler 37ºC de 2-3 gün inkübe edilip üremeler karşılaştırıldı (Alton ve ark 

1988). 

2.2.3.3. Hidrojen sulfid (H2S) üretimi 

Taze kültürlerden TSA içeren yatık tüplere ekim yapıldıktan sonra % 10’luk 

nötral kurşun asetat emdirilmiş filtre kağıtları besiyerlerine değmeyecek şekilde 

tüplere yerleştirildi ve 37ºC de 2-7 gün inkübe edildi. Kurşun asetatlı kağıtlar günlük 

değiştirildi. Kağıdın renginin siyaha dönüşmesi pozitif olarak kabul edildi (Alton ve 

ark 1988). 

2.2.3.4.  Tiyonin, bazik fuksin, safranin, penisilin ve streptomisin varlığında 

üreme 

Kültürlerin süspansiyonları, 1 ml steril FTS içerisinde eşit yoğunluklarda 

hazırlandı. Steril pamuk sıvaplara bakteriyel süspansiyonlar emdirilip her bir boyalı 

petride 5 örnek olacak şekilde tek çizgi halinde ekimler yapıldı. Kontrol petrisi 

olarak TSA kullanıldı ve ona da aynı şekilde ekim yapıldı. Petriler etüve kaldırılarak 
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37ºC  de 3-4 gün inkübe edildi ve sürenin sonunda kolonilerin varlığı kontrol edildi 

(Alton ve ark 1988).  

2.2.3.5. Monospesifik anti-serumlar ile aglütinasyon 

Test edilecek her bir suştan, FTS ile eşit yoğunlukta 1-2 ml’lik bakteri 

süspansiyonu hazırlandı. Süspansiyonlar 65ºC’lik sıcak su banyosunda 1 saat 

tutularak inaktive edildi. Petri içine yerleştirilmi ş bir lama A ve M serum 

dilüsyonlarından birer damla damlatıldı. Her seruma birer damla bakteri 

süspansiyonundan damlatılıp karıştırıldı. Serumların 1 dakika içinde aglütinasyon 

vermesi pozitif olarak değerlendirildi (Alton ve ark 1988). 

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, RAPD PZR ve PZR-RFLP) Metotları 

2.2.4.1. DNA ekstraksiyonu 

DNA ekstraksiyonunda Fermentas’ın Genomic DNA Purification Kiti (Cat. 

#K0512) üretici firmanın belirttiği şekilde kullanıldı. Sıvı besiyerinde üretilmiş 

bakteri kültürü 7500 rpm’de 10 dakika satrifüj edildi ve üst kısım atılarak pelet 200 

µl distile su içerisinde süspanse edildi. Daha sonra üzerine 400 µl lizis solüsyonu 

ilave edilip 65 ºC’de 10 dakika inkübe edildi. Süre sonunda tüpe 600 µl kloroform 

ilave edilip bir kaç kez alt üst edildi ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. 

Üstteki aköz kısım yeni bir tüpe alınıp üzerine 800 µl presipitasyon solüsyonu ilave 

edildi ve 1-2 dakika karıştırılıp 10000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Üst kısım 

atıldıktan sonra pelet 100 µl 1.2 M NaCl içerisinde süspense edildi. Üzerine 300 µl 

soğuk etanol ilave edilip -20 ºC’de 10 dakilka tutulduktan sonra 10000 rpm’de 5 

dakika santrifüj edildi. Pelet % 70 etanol ile bir kez daha yıkandı ve pelet 100 µl 

distile su içerisinde süspanse edilerek DNA elde edildi.  

2.2.4.2. Ekstraksiyonu yapılan DNA’ların absorbans tayini 

Ekstraksiyonu yapılan DNA örneklerinin saflık ve miktar tayinlerini 

hesaplamak için 260 nm ve 280 nm dalga boylarında optik dansiteleri (OD) 

spektrofotometre (Eppendorf, Model 6131, Germany) kullanılarak saptandı. Distile 

su blank olarak kullanıldı. 5 µl eksrakte edilen DNA örneği distile su ile 100 µl’ye 

tamamlandı ve 260 nm (OD260) ve 280 nm (OD280)’de ölçümleri yapıldı. DNA 

örneklerinin konsantrasyonları ng/ml cinsinden elde edildi 
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OD260 ve OD280 değerlerine göre hesaplanan DNA miktarları birbiri ile 

oranlanarak (OD260 / OD280), bu oranın 1,8-2,0 arasında bulunanlar PZR’da 

kullanıldı.  

 

2.2.4.3. PZR ile DNA amplifikasyonu 

Amplifikasyon, her bir oligonükleotid primerinden (IS711 ve B. melitensis 

spesifik primerler) 1 µM içeren 50 µl PZR karışımında uygulandı. 10X tepkime 

tamponundan (60 mM Tris-HCl (pH 9), 15 mM (NH4)2SO4, 1,5 mM MgCl2) 5 µl, 

her bir primerden (1µM) 1µl, 37.25 µl steril nuclease-free su, 0,25 µl (1,25 U) Taq 

DNA Polimeraz (5 U/µl), 0.5 µl (250 µM) dNTP karışımı ve 5 µl (50 ng µl-1) kalıp 

DNA kullanılarak PZR gerçekleştirildi. Bu karışım ısı döngü cihazında, 95 ºC’de 3 

dakika ön denatürasyondan sonra her döngüsü 95 ºC’de 2 dakika, 55.5’ºC de 2 

dakika ve 72 ºC’de 2 dakikalık adımlardan oluşan 35 döngülük bir reaksiyon ile 

çoğaltıldı. Son uzatma olarak 72 ºC’de 4 dakika tutulduktan sonra PZR ürünleri 0.5 

µg/ml etidyum bromid ve % 1,5’lik agaroz içeren jel ortamında elektroforez edildi. 

Marker olarak 100 bp’lık oluşturan marker kullanıldı. 731 bp büyüklüğündeki bantlar 

pozitif olarak değerlendirildi. Pozitif kontrol olarak B. melitensis Rev-1 suşunun 

DNA ekstraksiyonu kullanıldı (Bricker ve Halling 1994). 

2.2.4.4. RAPD PZR 

2.2.4.4.A. RAPD PZR ile DNA amplifikasyonu 

Amplifikasyon, her bir oligonükleotid primerinden (P1, P3, P4, P5, OPA 17 

ve OPLO4) 6,25 µM içeren 25 µl PZR karışımında her primer için ayrı olarak 

uygulandı. 10X tepkime tamponundan (with 50 mM KCl) 2,5 µl, primerden (6,25 

µM) 0,5 µl, 19,75 µl steril nukleaz-ari su, 0,1 µl (0,5 U) Taq DNA Polimeraz (5 

U/µl), 1 µl (1mM) MgCl2, 1,5 µl (150 µM) dNTP karışımı ve 1 µl (50 ng µl-1) kalıp 

DNA kullanılarak RAPD PZR karışımı hazırlandı. Bu karışım ısı döngü cihazında, 

94 ºCde 3 dakika ön denatürasyona tabi tutuldu. Sonra her döngüsü 94 ºC de 1 

dakika, 35 ºC de 2 dakika ve 72 ºC de 1 dakikalık adımlardan oluşan 10 döngü ve 

daha sonra her döngüsü 94 ºC de 1 dakika, 50 ºC de 2 dakika ve 72 ºC de 1 dakikalık 

adımlardan oluşan 30 döngülük bir reaksiyon ile çoğaltıldı. Son uzatma olarak 72 ºC 
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de 4 dakika tutulduktan sonra PZR ürünleri 0,5 µg/ml etidyum bromid ve % 1,6’lik 

agaroz içeren jel ortamında elektroforez edildi. Marker olarak 100 bp’lık oluşturan 

marker kullanıldı (Fekete ve ark 1992, Tcherneva ve ark 2000). 

 

2.2.4.4.B. RAPD-PZR fingerprintlerinin bilgisayarda numerik analizi 

B. melitensis suşlarının RAPD analizi sonucu elde edilen bantlardan 

yararlanılarak bantların varlığında bir, yokluğunda sıfır olacak şekilde veri matrisleri 

oluşturuldu. Elde edilen veri matrislerinden yararlanarak genetik benzerlik değerleri 

Nei ve Li’nin (1979) formülüne (F=2NAB/NA+NB; NAB: A ve B suşları arasındaki 

ortak bant sayısı, NA: A suşuna ait bant sayısı, NB: B suşuna ait bant sayısı) göre 

hesaplandı. Ayrıca, veri matrisleri MS Windows XP excel programına kaydedilerek, 

PubMLST data analizi web sayfasında (http://pubmlst.org/) bulunan bir java script 

uygulamasına yüklenerek kümeleme analizi (cluster analizi) yapıldı ve suşlar 

arasındaki benzerlikler hem Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Means 

(UPGMA) hem de Neighbor Joining (NJ) metodları ile belirlenerek dendogramlar 

elde edildi.  

2.2.4.5. PZR-RFLP  

2.2.4.5.A. PZR ile DNA amplifikasyonu 

PZR amplfikasyonu, 5 µl (50 ng µl-1) kalıp DNA ile 45 µl PZR karışımı 

(50mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,1 (wt/vol) triton X-100, 0,2 mg/ml bovine serum 

albumen (Sigma, A8531), 10 mM tris-HCl (pH 8.5), 100 mM her bir dNTP’den, 10 

pM her bir primerden, 0.5 U Taq polymerase) kullanılarak gerçekleştirildi. Karışım, 

ısı döngüsü cihazında 95 ºC’de 3 dakika ön denatürasyona tabi tutulduktan sonra her 

döngüsü 95 ºC’de 20 saniye, 50 ºC’de 1 dakika ve 72 ºC’de 1 dakikalık adımlardan 

oluşan 35 döngülük bir reaksiyon ile çoğaltıldı. Son uzatma olarak 72 ºC’de 7 dakika 

tutulduktan sonra PZR ürünleri 0,5 µg/ml etidyum bromid ve % 1,5’lik agaroz içeren 

jel ortamında elektroforez edildi. Marker olarak 100 bp’lık oluşturan marker 

kullanıldı. 282 bp büyüklüğündeki bantlar pozitif olarak değerlendirildi. Pozitif 

kontrol olarak B. melitensis 16M ve B. melitensis Rev-1 suşlarının DNA 

ekstraksiyonları kullanıldı (Bardenstein ve ark 2002). 
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2.2.4.5.B. PZR ürünlerinin Pst 1 enzimi ile kesilmesi 

 PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen 282 bp büyüklüğündeki PZR 

ürününün 10 µl’si 0,2 ml’lik tüpe alındı. Daha sonra tüpe üretici firmanın belirttiği 

şekilde 1 µl (10 U) Pst1 restriction enzimi, 2 µl 10X Buffer ve 17 µl steril nuclease-

free su eklenerek thermal cycler cihazında 37 ºC’de 16 saat tutularak PZR 

ürünlerinin enzimle kesilmesi sağlandı. 

Elde edilen PZR ürünleri 0,5 µg/ml etidyum bromid ve % 3’lük agaroz içeren 

jel ortamında elektroforez edildi. Marker olarak 100 bp’lık oluşturan marker 

kullanıldı. 282, 238 ve 44 bp büyüklüğündeki bantlara sahip suşlar B. melitensis Rev-

1 yönünden pozitif olarak değerlendirilirken, 238 ve 44 bp büyüklüğündeki bantlara 

sahip suşlar ise negatif olarak değerlendirildi (Bardenstein ve ark 2002). 

2.2.5. Serolojik Testler 

2.2.5.1. Rose bengal pleyt testi (RBPT) 

Koyun sürülerinden toplanan kan serumları ve antijen oda sıcaklığına (22 ± 4 

ºC) getirildikten sonra beyaz bir seramik pleyt üzerine serum örneğinden bir damla 

(30µl) damlatıldı. Üzerine aynı miktarda antijen ilave edilip, yaklaşık 2 cm çapında 

bir daire oluşturacak şekilde antijen ile serum 4 dakika boyunca karıştırıldı. Süre 

sonunda aglütinasyonun gerçekleşmesi Brusellozis yönünden pozitif olarak 

değerlendirildi (Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Erganiş ve Đstanbulluoğlu 

1999, OIE 2004). 

2.2.5.2. Mikro serum aglütinasyon testi (mSAT) 

 mSAT testi, Alton ve ark (1988)’ının bildirdiği tüp aglütinasyon testinin 

pleyte uyarlanması ile gerçekleştirildi. Test için 96 gözlü U tabanlı mikropleytler 

kullanıldı. Mikropleytin ilk gözlerine 80µl diğer tüm gözlere 50 µl % 0,5 fenol içeren 

fizyolojik tuzlu su (FTS) dağıtıldı. Her bir serum örneğininden 20 µl alındı ve 

mikropleytlerin ilk gözlerine ilave edilip homojen bir şekilde karıştırıldı. Đlk gözden 

ikinci göze 50 µl dilüsyon aktarılmak suretiyle son göze kadar 2 katlı serum 

sulandırması yapıldı. Daha sonra tüm gözlere eşit miktarda SAT antijeni ilavesiyle 

1/10, 1/20, 1/40, 1/80… dilüsyonlar elde edildi. Mikropleytler 37 ºC de 17-24 saat 

bekletildikten sonra sonuçlar değerlendirildi. 1/40 ve daha yüksek titrede 80 
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Đ.Ü./ml’ye karşılık olan ++ (%50 berrak) pozitif reaksiyon gösteren aşısız hayvanlara 

ait serumlar ile 1/80 ve daha yüksek titrede pozitif reaksiyon gösteren aşılı 

hayvanlara ait serumlar Brusellozis yönünden pozitif kabul edildi (Alton ve ark 

1988). 

2.2.5.3. Enzim linked immunosorbent assay testi (ELISA) 

ELISA testi, Institut Pourquier (Version #P04310/04, France) ELISA test kiti 

ile üretici firmanın belirttiği şekilde kullanılarak gerçekleştirildi. Pozitif ve negatif 

kontrol serumları ile test edilecek serum örnekleri 1/20 oranında dilüe edilerek 

mikropleytin ilgili gözlerine 100 µl miktarında dağıtıldı ve 21 ºC’de 1 saat inkübe 

edildi. Pleyt 3 kez yıkandıktan sonra kuyucuklara 100 µl konjugat (Peroksidaz 

enzimli) ilave edildi ve 21 ºC’de 30 dakika inkübe edildi. Mikropleyt tekrar 3 kez 

yıkandıktan sonra tüm gözlere 100 µl substrat (TMB) ilave edilip 21 ºC’de 20 dakika 

inkübe edildi. Sürenin sonunda kuyucuklara 100 µl stop solüsyonu (0.5 M H2SO4) 

ilave edilip ELISA okuyucusunda 450 nm’de sonuçlar okundu. Her örnek için 

ELISA indeksi (% S/P = Örnek OD-Negatif Kontrol OD/Pozitif Kontrol OD-Negatif 

Kontrol OD) hesaplandı. ELISA indeks değeri % 120 üstü olan örnekler pozitif, % 

110-120 arası şüpheli ve % 110 altı olan örnekler negatif olarak değerlendirildi.  

2.2.6. Đstatistik 

Serolojik veriler Minitap-SPSS paket programı ile analiz edildi ve t-testi ile 

değerlendirildi. Đstatistik olarak önemlilik p<0.05 değeri ile ifade edildi. 

2.2.7. Etik Kurul Kararı  

 Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi Etik Kurulu’ndan 07.06.2007 tarih ve 

2007/ 024 nolu etik kurul kararı alınmıştır. 
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3. BULGULAR 

3.1. Brucella Suşlarının Đzolasyon ve Đdentifikasyonu 

 Konya Merkez ve Đlçeleri’nden Brusellozis şüphesi ile Selçuk Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi ve Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü 

laboratuarlarına getirilen toplam 86 adet atık koyun fetüslerinin çeşitli doku ve 

organlarından yapılan bakteriyolojik muayene sonucunda, 24 tanesinden (% 27.9) 

Brucella spp. ve 3 tanesinden (%3.5) Campylobacter spp. izolasyonu yapıldı. 

Đzolatların tamamı, fetüslerin hem mide içeriğinde hem de diğer iç organlarında 

üreme gösterdi. Etken izole edilen 24 sürüye ilişkin bilgiler çizelge 3.5’te verildi. 

Ayrıca, Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nce, 2006-2007 kuzulama 

döneminde Konya bölgesine ait atık koyun fetüslerinden izole edilmiş 12 adet B. 

melitensis suşunun, tür ve biyotip testleri yukarıdaki 24 izolat ile birlikte yapıldı.   

 Selektif Brucella besiyerine yapılan ekimlerin 4-5. günlerinde oluşan 

Brucella şüpeli koloniler, Gram boyama ile boyanarak Gram negatif kokobasiller 

görüldü. Bu kolonilerden poliklonal Brucella anti-serumu ile yapılan aglütinasyon 

testinde hepsinin aglütinasyon reaksiyonu verdiği görüldü. Daha sonra yapılan 

oksidaz, katalaz ve üreaz testlerinin tüm izolatlar için pozitif olduğu belirlendi. 

Koloni morfolojilerini belirlemek için yapılan kristal violet ile boyamada, 36 izolatın 

hepsinin boya almayan S karakterde bakteriler olduğu tespit edildi (Resim 3.1.). 

Ayrıca koloni morfolojileri, nötral akriflavin ile aglütinasyon oluşturmamaları ile de 

teyit edildi. Kontrol amaçlı kullanılan B. canis suşunun (doğal R suş) kristal violet ile 

boyandığı ve nötral akriflavin ile aglütinasyon oluşturduğu da gözlendi. Ayrıca, 

koloni morfolojisi belirlenen 36 izolatın hepsinin sitrat, indol, Voges-Proskauer, 

hareket ve hemoliz testlerinin negatif, nitrat indirgeme testinin pozitif olduğu 

görüldü. Sonuçlar çizelge 3.1’de gösterildi. 

3.2. Brucella izolatlarının Tür ve Biyotip Test Sonuçları 
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3.2.1. CO2 ve Serum Gereksinimi ile H2S Üretimi Sonuçları 

 Ekim yapılmış yatık SDA tüplerin, % 5-10 CO2’li ve aerobik ortamlarda 

inkübasyonu sonunda her iki ortamda da üreme gerçekleştiği görüldü. Aynı tüplere 

yerleştirilen ve günlük değiştirilen kurşun asetatlı kağıtlarda da, 4 günün sonunda 

herhangi bir renk değişikli ği gözlemlenmedi. Ayrıca, TSA içeren petrilere yapılan 

ekimlerde de, aerobik koşullarda üreme gerçekleşti. Sonuçta, 36 adet Brucella 

izolatınında serum ve CO2’te gereksinim göstermediği ve H2S üretmediği belirlendi 

(Çizelge 3.2). 

Resim 3.1. B. melitensis izolatlarının koloni morfolojilerinin kristal violet boyama ile 
gösterilmesi, mor koloniler "R", beyaz koloniler "S". 

 

3.2.2. Tiyonin, Bazik Fuksin ve Safranin O Đçeren Besiyerlerinde Üreme 

Sonuçları 

Tiyonin, bazik fuksin (1/50 000) ve safranin O (1/10 000) içeren boyalı TSA 

besiyerlerine, tüm izolatlar ile standart suşların ekimleri yapılıp 3-4 gün inkübe 

edildiler. Đnkübasyonun sonunda, tiyonin içeren besiyerinde B. melitensis Rev-1 

standart aşı suşu ile 17 nolu izolatın üremediği ve diğer izolatların üreme gösterdiği 

görüldü. Bazik fuksin içeren besiyerinde, 17, 27, 28, 30 ve 34 nolu izolatlar ile B. 

melitensis Rev-1 aşı suşunun üremediği fakat diğer suşların tamamın ürediği tespit 

edildi. Safranin O içeren besiyerinde ise, 17, 27, 28, 34 nolu izolatlar ile B. melitensis 

Rev-1 dışında tüm izolatların ürediği belirlendi (Çizelge 3.2). 

3.2.3. Streptomisin ve Penisilin Đçeren Besiyerlerinde Üreme Sonuçları 
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 Streptomisin içeren (2,5 µg/ml) besiyerinde, 17 nolu izolat ile B. melitensis 

Rev-1 aşı suşu üremiş, diğer izolatların hiçbiri üreme göstermemiştir. Penisilin içeren 

(5 IU/ml) besiyerinde ise, 9, 17, 24, 25, 31, 32, 34 nolu izolatlar ile B. melitensis 

Rev-1 suşu üreme göstermemiş fakat B. melitensis 16M standart suşu ile diğer 

izolatlar üreme göstermiştir (Çizelge 3.2). Sonuç olarak, streptomisin içeren 

besiyerinde üreyebilen 17 nolu saha izolatının diğer testlerde de B. melitensis Rev-1 

aşı suşu ile aynı sonuçlar sergilediği ve B. melitensis Rev-1 aşı suşu olduğu kanaatine 

varıldı.  

3.2.4. A ve M Monospesifik Antiserumlar ile Aglütinasyon Test Sonuçları  

 Monospesifik anti-M stok serum solüsyonunun B. melitensis 16M ile, anti-A 

stok serumununda B. abortus S99 suşu ile 1 dakika içinde aglütinasyon verecek 

şekilde FTS ile sulandırmaları gerçekleştirildi. 3, 17, 26 ve 33 nolu test izolatları 

(biyotip 1) sadece M anti-serumu ile aglütinasyon gösterirken diğer izolatlar (biyotip 

3) her iki anti-serum ile de aglütinasyon göstermişlerdir (Çizelge 4.2). Sonuç olarak, 

36 tane B. melitensis izolatının 4 tanesinin biyotip 1 ve 32 tanesinin de biyotip 3 

olduğu belirlendi. 
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Çizelge 3.1. Brucella izolatlarının biyokimyasal test sonuçları. 

  Sahadan Đzole edilen Suşlar 

Testler 
1

6M
a 

1b 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13c 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 

Gram boyama - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Anti-serum 
aglutinasyonu + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Koloni morf. S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S 

Oksidaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Üreaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Hareket - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Hemoliz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Nitrat + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Sitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Đndol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

VP - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

a- Standart suş B. melitensis 16M (NCTC 10094), 
b- 1-12, Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nden temin edildi, 
c- 13-36, sahadan izole edildi.
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Çizelge 3.2. Brucella izolatlarının tür ve biyotip test sonuçları. 

 Boya varlığında üreme 
Monospesifik 

serumla 
aglütinasyon 

Penisilin 
varlığında  

üreme 

Streptomisin 
varlığında 

üreme Đzolatlar Serum 
ihtiy 

CO2 

ihtiy. 
H2S 
üret. 

Tiyonin 
Bazik 
fuksin Safranin A M 

16Ma - - - + + + - + + - 
Rev-1b - - - - - - - + - + 

1c - - - + + + + + + - 
2 - - - + + + + + + - 
3 - - - + + + - + + - 
4 - - - + + + + + + - 
5 - - - + + + + + + - 
6 - - - + + + + + + - 
7 - - - + + + + + + - 
8 - - - + + + + + + - 
9 - - - + + + + + - - 
10 - - - + + + + + + - 
11 - - - + + + + + + - 
12 - - - + + + + + + - 
13 - - - + + + + + + - 
14 - - - + + + + + + - 
15 - - - + + + + + + - 
16 - - - + + + + + + - 
17 - - - - - - - + - + 
18 - - - + + + + + + - 
19 - - - + + + + + + - 
20 - - - + + + + + + - 
21 - - - + + + + + + - 
22 - - - + + + + + + - 
23 - - - + + + + + + - 
24 - - - + + + + + - - 
25 - - - + + + + + - - 
26 - - - + + + - + + - 
27 - - - + - - + + + - 
28 - - - + - - + + + - 
29 - - - + + + + + + - 
30 - - - + - + + + + - 
31 - - - + + + + + - - 
32 - - - + + + + + - - 
33 - - - + + + - + + - 
34 - - - + - - + + - - 
35 - - - + + + + + + - 
36 - - - + + + + + + - 

a- B. melitensis 16M, 
b- B. melitensis Rev-1,  
c- 1-36 arası saha izolatları. 
 



71 
 

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Sonuçları 

 Çalışmada, toplam 36 adet Brucella izolatı ile B. melitensis 16M ve B. 

melitensis Rev-1 referans suşlarının, IS711 ve B. melitensis spesifik primerleri ile 

yapılan PZR sonucunda tüm suşlar agaroz jel elektroforezinde 731 bp B. melitensis 

tür spesifik bantları verdi (Resim 3.1). Tüm saha izolatları B. melitensis olarak 

belirlendi. 

Resim 3.2. B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suşlarının PZR ile 
spesifik bantlarının görüntülenmesi. 

 

M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis Rev-1 ve 
1-36: Saha suşlarının ait 731 bp’lik B. melitensis tür spesifik bantları.  

 

3.4. RAPD-PZR Sonuçları 

Altı farklı primer kullanılarak yapılan RAPD-PZR işlemi sonucunda, agaroz 

jel ile yapılan görüntülemede, OPA17 primerinin 15, OPLO4 primerinin 20, P1 

primerinin 11, P3 primerinin 12, P4 primerinin 13 ve P5 primerinin 11 adet bant 

oluştuğu gözlemlendi. B. melitensis suşları arasındaki polimorfizmi belirlemede, 6 

primerinde kullanılabileceği kanaatine varıldı. Fakat, B. melitensis Rev-1 aşı suşunun 

bantları ile diğer suşlara ait bantlar incelendiğinde en fazla güçlü bant sayısına P5 

primerinin sahip olduğu, Rev-1 aşı suşunun ayrımında ve saha suşlarının 

genotiplendirmesinde P5 primerinin daha faydalı olacağı kanaatine varıldı. Böylece, 
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P5 primeri B. melitensis suşları arasındaki polimorfizmin belirlenmesinde ve suşların 

genotiplendirmesinde kullanıldı. 

P5 primeri ile yapılan RAPD-PZR sonucunda, B. melitensis 16M referans 

suşu 2000, 1250, 980, 650, 400, 310, 280 ve 190 bp olmak üzere toplam 8 bant, B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu 650, 400, 310 ve 190 bp toplam 4 bant, 17 nolu saha izolatı 

olan B. melitensis Rev-1 aşı suşu 980, 650, 400, 310 ve 190 bp toplam 5 bant verdi. 

Diğer saha izolatları değişik büyüklüklerde bantlar vermiş olup Resim 3.2’de 

gösterildi. Ayrıca, OPA17, OPLO4, P1, P3 ve P4 primerleri ile elde edilen bantlar 

sırasıyla Resim 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7’de gösterildi. 

P5 primeri ile elde edilen bantlar kullanılarak, B. melitensis suşları arasındaki 

polimorfizm, benzerlik katsayıları hesaplandı ve ölçülmemiş çift grup aritmetik 

ortalamalı gruplandırma analizi (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic 

Means, UPGMA) ile Şekil 3.1’de verildi. Ayrıca, komşu birleştirme (Neighbor 

Joining, NJ) metodu ile de Şekil 3.2’de dendogramları gösterildi. UPGMA metodu 

ile elde edilen dendogramda, referans suş B. melitensis 16M tek başına bir grupta yer 

alırken, saha suşlarının tamamı ile Rev-1 aşı suşu diğer bir grupta yer aldı ve 

toplamda 2 ana grup ile 14 alt grup oluştu. Alt grupların en genişinde 10 suş ve 7 alt 

grupta da birer suş yer aldı. NJ metodunda ise 3 farklı ana grup oluştu ve refarans suş 

B. melitensis 16M tek başına bir grupta yer alırken diğer suşlar 2 ayrı ana gruba 

bölündü. B. melitensis suşlarının 14 alt gruba ayrıldığı ve UPGMA metodu ile aynı 

dağılımı sergiledikleri görüldü. Ayrıca, OPA17, OPLO4, P1, P3 ve P4 primerlerinin 

oluşturduğu bantlar kullanılarak UPGMA metodu ile elde edilen dendogramlar 

sırasıyla Şekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7’de, NJ metodu ile de sırasıyla Şekil 3.8, 3.9, 

3.10, 3.11 ve 3.12’de gösterildi. 

P5 primeri ile elde edilen bantlar kullanılarak suşlar arası genetik benzerlik 

değerleri, Nei ve Li’nin (1979) bildirdiği metoda göre hesaplandı (Çizelge 3.3). B. 

melitensis 16M ve B. melitensis Rev-1 referans suşları ile 36 adet B. melitensis saha 

izolatları arasında ki benzerlik değerleri, % 50,0’den % 99,9’a kadar geniş bir 

aralıkta dağılım gösterdi. B. melitensis 16M ile B. melitensis Rev-1 referans suşları 

arasında ki benzerlik değeri % 66,6 olarak hesaplanırken, B. melitensis Rev-1 

referans aşı suşu ile 17 numaralı saha izolatı B. melitensis Rev-1 aşı suşu arasında % 

88,9’luk genetik benzerlik değeri hesaplandı. 
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3.5. PZR-RFLP Sonuçları 

B. melitensis 16M ve B. melitensis Rev-1 referans suşları ile 36 adet Brucella 

saha izolatının, omp2 gen bölgesine yönelik seçilen P1 ve P2 primerleri ile yapılan 

PZR işlemi sonucunda tüm suşlar agaroz jel elektroforezinde 282 bp bantları verdi 

(Resim 3.8).  

PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen 282 bp büyüklüğündeki PZR 

ürünlerinin, Pst1 restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu oluşan restriksiyon 

parçaları agaroz jelde görüntülendi (Resim 3.9). B. melitensis 16M ve B. melitensis 

Rev-1 referans suşları ile 17 nolu saha izolatı 282, 238 ve 44 bp büyüklüğünde 

bantlar sergilerken diğer saha izolatları 238 ve 44 bp büyüklüğünde bantlar 

oluşturmuşlardır. Sonuç olarak, 17 nolu saha izolatının, B. melitensis Rev-1 aşı suşu 

olduğu moleküler yöntemle de (RFLP) teyit edildi.  

Resim 3.3. B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suşlarının P5 primeri 
ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

 

 
M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis Rev-1 ve 
1-36: Saha suşlarının P5 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları.  



 

Şekil 3.1. B. melitensis 
UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı.

 

Stn-16M: B. melitensis 

Rev-1: B. melitensis Rev

B. mel 1-36: B. melitensis 

 

 

 

 

 

B. melitensis suşlarının P5 primeri ile elde edilen RAPD
UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı. 

B. melitensis 16M, 

Rev-1, 

B. melitensis saha suşları. 
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elde edilen RAPD-PZR profillerinin 

 



 

Şekil 3.2. B. melitensis 
NJ metodu ile elde edilen dendogramı.

 

Stn-16M: B. melitensis 

Rev-1: B. melitensis Rev

B. mel 1-36: B. melitensis 

 
 
 

B. melitensis suşlarının P5 primeri ile elde edilen RAPD
NJ metodu ile elde edilen dendogramı. 

B. melitensis 16M, 

Rev-1, 

B. melitensis saha suşları. 
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larının P5 primeri ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin 
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Çizelge 3.3. B. melitensis standart suşları ile saha suşları arasındaki genetik benzerlik değerleri, Nei ve Li (1979)’ nin benzerlik indeksine göre hesaplandı (P5 primerine göre). 

Suşa Rev1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 
16M 66.6 75.0 57.1 71.4 62.5 71.4 66.7 61.5 75.0 75.0 75.0 75.0 71.4 75.0 71.4 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 75.0 80.0 61.5 80.0 75.0 

Rev1  66.6 80.0 80.0 66.6 60.0 54.4 66.6 66.6 66.6 66.6 66.6 80 66.6 80.0 88.9 88.9 88.9 88.9 80.0 88.9 80.0 88.9 99.9 88.9 88.9 88.9 88.9 99.9 99.9 99.9 88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6 

1   85.7 85.7 87.5 85.7 93.3 76.9 99.9 99.9 99.9 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

2    83.3 85.7 66.6 76.9 72.7 85.7 85.7 85.7 85.7 66.6 85.7 83.3 72.7 72.7 72.7 72.7 66.6 72.7 66.6 72.7 80.0 72.7 72.7 72.7 72.7 80.0 80.0 80.0 72.7 71.4 76.9 72.7 76.9 85.7 

3     71.4 83.3 76.9 72.7 85.7 85.7 85.7 85.7 83.3 85.7 99 90.9 90.9 90.9 90.9 83.3 90.9 83.3 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 72.7 85.7 92.3 72.7 92.3 85.7 

4      71.4 80.0 76.9 87.5 87.5 87.5 87.5 71.4 87.5 71.4 61.5 61.5 61.5 61.5 71.4 61.5 71.4 61.5 66.6 61.5 61.5 61.5 61.5 66.6 66.6 66.6 76.9 87.5 80.0 76.9 80.0 87.5 

5       92.3 90.9 85.7 85.7 85.7 85.7 66.6 85.7 83.3 72.7 72.7 72.7 72.7 66.6 72.7 66.6 72.7 60.0 72.7 72.7 72.7 72.7 60.0 60.0 60.0 54.5 85.7 92.3 54.5 92.3 85.7 

6        83.3 93.3 93.3 93.3 93.3 61.5 93.3 76.9 66.6 66.6 66.6 66.6 61.5 66.6 61.5 66.6 54.5 66.6 66.6 66.6 66.6 54.5 54.5 54.5 50.0 80.0 85.7 50.0 85.7 93.3 

7         76.9 76.9 76.9 76.9 54.5 76.9 72.7 60.0 60.0 60.0 60.0 54.5 60.0 54.5 60.0 66.6 60.0 60.0 60.0 60.0 66.6 66.6 66.6 60.0 76.9 83.3 60.0 83.3 76.9 

8          99.9 99.9 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

9           99.9 99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

10            99.9 71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

11             71.4 99.9 85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

12              71.4 83.3 90.9 90.9 90.9 90.9 99.9 90.9 99.9 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 90.9 85.7 76.9 90.9 76.9 71.4 

13               85.7 76.9 76.9 76.9 76.9 71.4 76.9 71.4 76.9 66.6 76.9 76.9 76.9 76.9 66.6 66.6 66.6 61.5 87.5 93.3 61.5 93.3 99.9 

14                90.9 90.9 90.9 90.9 83.3 90.9 83.3 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 72.7 85.7 92.3 72.7 92.3 85.7 

15                 99.9 99.9 99.9 90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

16                  99.9 99.9 90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

17                   99.9 90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

18                    90.9 99.9 90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

19                     90.9 99.9 90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 90.9 85.7 76.9 90.9 76.9 71.4 

20                      90.9 99.9 88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

21                       90.9 80.0 90.9 90.9 90.9 90.9 80.0 80.0 80.0 90.9 85.7 76.9 90.9 76.9 71.4 

22                        88.9 99.9 99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

23                         88.9 88.9 88.9 88.9 99.9 99.9 99.9 88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6 

24                          99.9 99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

25                           99.9 99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

26                            99.9 88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

27                             88.9 88.9 88.9 80.0 76.9 83.3 80.0 83.3 76.9 

28                              99.9 99.9 88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6 

29                               99.9 88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6 

30                                88.9 66.6 72.7 88.9 72.7 66.6 

31                                 76.9 66.6 99.9 66.6 61.5 

32                                  93.3 76.9 93.3 87.5 

33                                   66.6 99.9 93.3 

34                                    66.6 61.5 

35                                     93.3 

a : 16M: B. melitensis 16M, Rev1: B. melitensis Rev-1, 1-36: B. melitensis saha suşları. 



 

Resim 3.4. B. melitensis
primeri ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi.

 

M: Marker 100 bp (3000 
1-36: Saha suşlarının OPA17 primeri ile elde e

 

Şekil 3.3. B. melitensis 
primeri ile elde edilen RAPD
profillerinin UPGMA metodu ile elde edilen 
dendogramı. 

 

Stn-16M: B. melitensis 16M,
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 

 

. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suş
PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

(3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis 
larının OPA17 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları.

B. melitensis suşlarının OPA17 
primeri ile elde edilen RAPD-PZR 
profillerinin UPGMA metodu ile elde edilen 

 

16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 

Şekil 3.8. B. melitensis 
primeri ile elde edilen RAPD
profillerinin NJ metodu ile elde edilen 
dendogramı. 
 

Stn-16M: B. melitensis 
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 
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36 saha suşlarının OPA17 

 

B. melitensis Rev-1 ve 
PZR bantları. 

B. melitensis suşlarının OPA17 
primeri ile elde edilen RAPD-PZR 

metodu ile elde edilen 

 

B. melitensis 16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 



 

Resim 3.5. B. melitensis
primeri ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi.
 

 

M: Marker 100 bp (3000 
1-36: Saha suşlarının OPLO4 primeri ile elde edilmi

 

Şekil 3.4. B. melitensis suş
primeri ile elde edilen RAPD
profillerinin UPGMA metodu ile elde edilen 
dendogramı. 

Stn-16M: B. melitensis 16M,
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 

B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suş
PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

(3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis 
larının OPLO4 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları.

suşlarının OPLO4 
primeri ile elde edilen RAPD-PZR 
profillerinin UPGMA metodu ile elde edilen 

 

16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 

Şekil 3.9. B. melitensis 
primeri ile elde edilen RAPD
profillerinin NJ metodu ile elde edilen 
dendogramı. 

Stn-16M: B. melitensis 
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 
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36 saha suşlarının OPLO4 

 

B. melitensis Rev-1 ve 
PZR bantları. 

B. melitensis suşlarının OPLO4 
primeri ile elde edilen RAPD-PZR 

metodu ile elde edilen 

 

B. melitensis 16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 



 

Resim 3.6. B. melitensis
ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi.
 

 

M: Marker 100 bp (3000 
1-36: Saha suşlarının P1 primeri ile elde edilmi

 

Şekil 3.5. B. melitensis suş
ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin 
UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı.
 

Stn-16M: B. melitensis 16M,
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 

B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suş
PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

(3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis 
larının P1 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları. 

suşlarının P1 primeri 
PZR profillerinin 

UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı. 

 
16M, Rev-1: B. 

B. mel 1-36: B. melitensis 

 
 
Şekil 3.10. B. melitensis 
ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin NJ 
metodu ile elde edilen dendogramı.
 

Stn-16M: B. melitensis 
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları.
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36 saha suşlarının P1 primeri 

 

B. melitensis Rev-1 ve 

B. melitensis suşlarının P1primeri 
PZR profillerinin NJ 

metodu ile elde edilen dendogramı. 

 
B. melitensis 16M, Rev-1: B. 

B. mel 1-36: B. melitensis 



 

Resim 3.7. B. melitensis
ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi.

 

   

M: Marker 100 bp (3000 
1-36: Saha suşlarının P3 primeri ile elde edilmi

 
Şekil 3.6. B. melitensis su
ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin 
UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı.
 

Stn-16M: B. melitensis 16M,
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 

B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suş
PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

(3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis 
larının P3 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları. 

suşlarının P3 primeri 
PZR profillerinin 

UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı. 

 

16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 

 
Şekil 3.11. B. melitensis 
ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin NJ 
metodu ile elde edilen dendogramı.
 

Stn-16M: B. melitensis 
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 
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uşlarının P3 primeri 

 

B. melitensis Rev-1 ve 

B. melitensis suşlarının P3 primeri 
PZR profillerinin NJ 

metodu ile elde edilen dendogramı. 

 

B. melitensis 16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 



 

Resim 3.8. B. melitensis
ile RAPD-PZR sonuçlarının görüntülenmesi.

  

 

M: Marker 100 bp (3000 
1-36: Saha suşlarının P4 primeri ile elde edilmi

 

Şekil 3.7. B. melitensis suş
ile elde edilen RAPD-PZR profillerinin 
UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı.

Stn-16M: B. melitensis 16M,
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları. 

B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suş
PZR sonuçlarının görüntülenmesi. 

(3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis 
larının P4 primeri ile elde edilmiş RAPD-PZR bantları. 

suşlarının P4 primeri 
PZR profillerinin 

UPGMA metodu ile elde edilen dendogramı.  

 

16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 

 

Şekil 3.12. B. melitensis 
ile elde edilen RAPD-PZR prof
metodu ile elde edilen dendogramı.
 

Stn-16M: B. melitensis 
melitensis Rev-1, B. mel 1
saha suşları.
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36 saha suşlarının P4 primeri 

 

B. melitensis Rev-1 ve 

melitensis suşlarının P4 primeri 
PZR profillerinin NJ 

metodu ile elde edilen dendogramı. 

 

B. melitensis 16M, Rev-1: B. 
B. mel 1-36: B. melitensis 
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Resim 3.9. B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suşlarının omp2 gen 
bölgelesi PZR-RFLP amplifikasyon bantlarının görüntülenmesi. 

 

 

M: Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas), 16M: B. melitensis 16M, R: B. melitensis Rev-1 ve 
1-36: Saha suşlarına ait 282 bp’lik bantlar.  

 

Resim 3.10. B. melitensis 16M, B. melitensis Rev-1 ve 1-36 saha suşlarının omp2 gen 
bölgesi PZR-RFLP amplifikasyon ürünlerinin Pst1 ile kesim bantlarının 
görüntülenmesi. 

 

Pst1 kesimi sonucu oluşmuş bantlar 238 ve 44 (görünmüyor) bp,  kesilmemiş bant ise 282 bp 
olarak görülmektedir. M, Marker 100 bp (3000 bp, Fermentas); 16M, B. melitensis 16M; R, 
B. melitensis Rev-1 ve 1-36, Saha suşları. 
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3.6. Serolojik Test Sonuçları 

3.6.1. RBPT Sonuşları 

B. melitensis izole edilmiş atık fetüslerin ait olduğu sürülerden toplanan 588 

kan serumu RBPT ile test edildi. Kan serumlarından toplam 242 (% 41.1)’ü RBPT 

antijeni ile 4 dakika içerisinde aglütinasyon verdi (Resim 3. 11) ve Brusellozis 

yönünden pozitif olarak kabul edildi. 346 adet (% 58.9) örnekte negatif olarak 

bulundu. Pozitif kan serumlarının sürülere göre dağılımı çizelge 3.3’te verilmiştir. 

RBPT ile diğer testlerden elde edilen seropozitiflik oranları mukayese edildiğinde, 

sonuçlar arasındaki farkın istatistiksel olarak önemsiz olduğu tespit edildi.  

Resim 3.11. RBPT antijenleri ve oluşan aglütinasyon reaksiyonları. 

 

3.6.2. mSAT Sonuçları 

mSAT testi ile incelenen 588 adet kan serum örneğinin 219 (% 37.2)’u pozitif 

titre verirken, 369 (% 62.8)’u negatif bulundu (Çizelge 3.3). Pozitif kan serumlarının 

48’i 1/40 (aşısız hayvanlara ait), 74’ü 1/80, 52’si 1/160, 32’si 1/320, 10’u 1/640 ve 

3’ü 1/1280 titre verdi (Resim 3.12). mSAT ile diğer test sonuçları arasında ki farkın 

istatistiksel olarak önemsiz olduğu tespit edildi. 
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Resim 3.12. mSAT ile antikor titrelerinin belirlenmesi. 

 

3.6.2. iELISA Sonuçları 

Araştırmada kullanılan 588 adet kan serum örneğinin 254 (% 43.2)’ü iELISA 

testi ile pozitif bulunurken, 334 (% 56.8)’ü negatif bulundu (Çizelge 3.3).  

Resim 3.13. Serolojide kullanılan iELISA test kiti. 
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Çizelge 3.4. Atık yapmış sürülerden toplanan kan serumlarının RBPT, mSAT ve 
iELISA test sonuçları. 

 

Sürü 
No 

Kan 
serum 
sayısı 

RBPT mSAT iELISA  
Sürüden  
Đzole 
edilen 
Biyotip P

oz
iti

f 

% 1/
40

 

1/
80

 

1/
16

0 

1/
32

0 

1/
64

0 

1/
12

80
 

T
op

la
m

 

% 

P
oz

iti
f 

% 

1 25 10 40 5 3 - - - - 8 32 9 36 Biyotip 3 
2 25* 11 44 -** 7 2 1 - - 10 40 12 48 Biyotip 3 
3 25 7 28 3 2 2 1 - - 8 32 10 40 Biyotip 3 
4 25* 9 36 -** 3 2 3 - - 8 32 10 40 Biyotip 3 
5 25 8 32 2 3 1 2 - - 8 32 9 36 Rev-1 
6 25* 7 28 1 2 3 - - - 6 24 6 24 Biyotip 3 
7 25 10 40 4 1 2 1 - - 9 36 9 36 Biyotip 3 
8 28* 9 32,1 -** 4 1 2 - - 7 25 8 28,5 Biyotip 3 
9 22 10 45,5 5 2 3 - - - 10 45,5 9 40,1 Biyotip 3 
10 25 9 36 5 2 1 - - - 8 32 11 44 Biyotip 3 
11 17 8 47 - 3 2 1 1 - 7 41,1 8 47 Biyotip 3 
12 25 8 32 5 1 2 1 - - 9 36 10 40 Atipik 
13 25 11 44 2 3 2 1 2 - 10 40 12 48 Atipik 
14 22* 19 86,4 -** 5 5 4 2 1 17 77,2 18 81,8 Biyotip 1 
15 25 9 36 4 1 1 2 - - 8 32 10 40 Atipik 
16 23* 12 52,2 -** 5 2 3 1 - 11 47,8 11 47,8 Atipik 
17 50* 22 44 -** 10 6 1 - - 17 43 26 52 Biyotip 3 
18 -***             Atipik 
19 26 9 34,6 3 4 2 1 - - 10 38,5 11 42,3 Atipik 
20 24* 19 79,2 -** 4 4 4 3 1 16 66,7 17 70,8 Atipik 
21 16 10 62,5 3 1 3 1 1 1 10 62,5 12 75 Biyotip 1 
22 25 10 40 3 3 2 1 - - 9 36 11 44 Atipik 
23 35* 10 28,6 -** 4 2 2 - - 8 22,9 9 25,7 Biyotip 3 
24 25 5 20 3 1 2 - - - 6 24 6 24 Biyotip 3 

Topl
am 

588 242 41,1 48 74 52 32 10 3 219 37,2 254 43,2  

* A şılı sürüler,  
** 1/40 titre aşılı hayvanlarda negatif olarak kabul edilmiştir. 
*** 17 ve 18 nolu sürüler aynıdır (aynı sürüden 2 atık etkeni izole edilmiştir). 
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Çizelge 3.5. Brucella spp. izole edilen 24 koyun sürüsüne ait bilgiler. 
 
Faktör Kategori Cevap Oran (%) 

 
Sürü büyüklüğü 

Küçük  (1-50) 2 8,3 
Orta     (50-150) 13 54,2 
Büyük  (150- …) 9 37,5 

Sürü yönetimi 
Serbest otlatma/mera 
koyunu 

24 100 

Sınırlı alanda yetiştirme - - 
Koyun ve keçilerin bir 
arada yetiştirilmesi 

Evet 17 71 
Hayır 7 29 

Sürüye yeni hayvan alımı 
Evet 4 16,7 
Hayır 20 83,3 

Köpeklerle temas 
Evet 24 100 
Hayır - - 

Diğer koyunlar ile temas 
Evet 24 100 
Hayır - - 

Dezenfektan kullanımı 
Evet  6 25 
Hayır 18 75 

Veteriner hizmeti 
Evet  - - 
Hayır 24 100 

Daha önceki yıllar atık 
varlığı 

Evet 20 83,3 
Hayır 4 16,7 

Daha önceki yıllar 
Brucella varlığı 

Evet  2 8,3 
Hayır ? ? 

Abort oranı 
≤ % 5  3 12,5 
> % 5 21 (mak. %40) 87,5 

Ergin Rev-1 aşısının son 
2 yıl içinde kullanımı 

Evet  10 41,7 
Hayır 14 58,3 

Genç Rev-1 aşısının 
kuzulara uygulanması 

Evet  - - 
Hayır 24 100 

Su kaynağı 
Kuyu suyu, akarsu 24 100 
Musluk suyu - - 

Umuma açık otlakların 
kullanımı 

Evet  24 100 
Hayır - - 

Koç katımında ödünç koç 
kullanılması 

Evet  21 87,5 
Hayır 3 12,5 

Yeni koç satın alınması 
Evet  2 8,3 
Hayır 22 91,7 
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4. TARTI ŞMA 

Brusellozis; sığır, koyun, keçi, domuz, köpek ve koç gibi hayvanlarda 

özellikle testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleşerek yavru atmalara ve 

infertiliteye neden olan kronik, bulaşıcı, nekrotik ve yangısal infeksiyonlarla ortaya 

çıkan zoonoz bir hastalıktır (Buxton ve Fraser 1977, Arda ve ark 1997, Bilgehan 

2000, Garin-Bastuji ve ark 2005).  

Brusellozis, FAO, WHO ve OIE tarafından dünyanın en yaygın zoonoz 

hastalığı olarak kabul edilmektedir (Yurtalan 1999). Brucella cinsindeki etkenler, 

evcil hayvanlarda önemli ekonomik kayıplara neden olduğu gibi enfekte hayvanların 

sütleri, sütlü yiyecekler ve hatta et ile insanlara da bulaştıkları ve enfekte ettikleri 

için halk sağlığı yönünden de önemli bir grubu oluşturmaktadırlar (Arda ve ark 

1997). Đnsan ve hayvan sağlığına çeşitli zararları nedeniyle, Brusellozis’e bağlı 

ekonomik kayıp büyüktür (Yurtalan 1999). 

Ülkemizde 1984 yılından beri Brucella kontrol ve eradikasyon programı 

uygulanmasına rağmen mali kaynak yetersizliği, aşı uygulamalarının aksaması, 

yetiştiricilik yapısı ve eğitim eksikliği gibi sebeplerden hastalık yeterince kontrol 

altına alınamamıştır (Đyisan ve ark 2000, Đyisan 2008).   

Brusellozis’de görülen klinik belirtiler enfeksiyonun teşhisi için yeterli 

değildir. Hastalığın kesin tanısında, etken izolasyon ve identifikasyonunu ile 

moleküler metotları kapsayan direkt yöntemler ile serolojik ve alerjik testleri 

kapsayan indirekt yöntemlerden yararlanılır. (Erganiş ve ark 1992, Arda ve ark 1997, 

Castrucci 2000, Đyisan 2000, Quinn ve ark 2002, OIE 2004). Brusellozis’in 

teşhisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon yöntemi "altın standart" olarak 

kabul edilmektedir (Alton ve ark 1988).  

Epidemiyolojik araştırmalarda geleneksel (biyotiplendirme, serotiplendirme, 

faj tiplendirme gibi) ve moleküler tiplendirme yöntemleri kullanılmaktadır. Fenotipik 

yöntemler nispeten daha zayıf ayrım gücüne sahip olduğu için günümüzde 

tiplendirme daha çok moleküler yöntemlerle yapılmaktadır. Đzole edilen suşlar çeşitli 

moleküler tiplendirme yöntemleri ile genotiplendirilmekte, birbirlerine olan genetik 

yakınlıkları belirlenmekte ve aynı kaynaktan köken alıp almadıkları belirlenmektedir 

(Güler 1998, Olive ve Bean 1999). Bu yöntemlerden RAPD-PZR metodu, diğer 
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yöntemlere göre daha hızlı ve pratiktir (Olive ve Bean 1999). PZR-RFLP yöntemi, B. 

meliensis Rev1 aşı suşunun saha suşlarından ayrımında başarı ile kullanılmaktadır 

(Cloeckaert ve ark 1995, Bardenstein ve ark 2002, Cloeckaert ve ark 2002b). 

Bu çalışmada, Konya bölgesinden toplanan 86 atık koyun fetusundan 24 adet 

B. melitensis suşu izole edildi. Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nce, 

2006-2007 kuzulama döneminde Konya bölgesine ait atık koyun fetuslarından izole 

edilmiş, 12 adet B. melitensis suşu ile sahadan izole edilen 24 adet izolatın tür ve 

biyotip düzeyinde identifikasyonları yapıldı. 36 adet izolatın B. melitensis olduğu 

PZR yöntemi ile teyit edildi. Toplam 36 adet B. melitensis suşunun RAPD yöntemi 

ile DNA parmak izleri belirlenerek genotiplendirmeleri yapıldı ve birbirlerine olan 

genetik yakınlıkları tespit edildi. Saha izolatlarının B. melitensis Rev-1 aşı suşundan 

köken alıp almadıkları PZR-RFLP yöntemi ile ortaya konuldu. B. melitensis izole 

edilen sürülerden elde edilen toplam 588 adet kan serum örneğinin serolojik 

yoklamaları RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile yapıdı.   

4.1. Brucella Suşlarının Đzolasyon ve Đdentifikasyonu 

 B. melitensis türlerinin, genel besiyerlerinde üreme özelliğine sahip 

olmalarına karşın, serum ilavesinin B. melitensis’in üremesini arttırdığı 

bildirilmektedir (Alton ve ark 1988, Garin-Bastuji ve ark 2005). Đçerisinde % 5-10 at 

veya koyun serumu ve % 1 dekstroz bulunduran serum dekstroz agar genellikle 

biyotiplendirmelerde koloni morfolojisinin gözlemlenmesi için kullanılmaktadır 

(Alton ve ark 1988, OIE 2004). Bu çalışmada da, % 5 serum, % 1 dekstroz ve 

Brucella selektif suplement içeren selektif besiyeri kullanıldı. Đnkübasyon sonunda 

tüm izolatların, tipik Brucella koloni morfolojisine sahip olduğu, anti-Brucella 

poliklonal serumu ile aglütinasyon gösterdiği görüldü. 

"R" koloniler, monospesifik serum veya smooth Brucella fajları ile 

tiplendirilemediğinden, tiplendirme için smooth kolonilerin seçilmesi gerekir (Alton 

ve ark 1988). Bu çalışmada incelenen tüm izolatların koloni morfolojileri, nötral 

akriflavin ile aglütinasyon ve kristal violet ile boyama yöntemleri ile test edildi ve 

izolatların tamamının S karakterde olduğu belirlendi. 
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 Atık koyun fetüslerinden izole edilen 36 adet Brucella izolatının tamamının, 

primer konakçısı koyun ve keçi olan B. melitensis olduğu (Alton ve ark 1988, Arda 

ve ark 1997, OIE 2004), tür spesifik PZR yöntemi ile ortaya konuldu.  

B. melitensis, B. abortus ve B. suis türlerinin biyotip seviyesindeki fenotipe 

dayalı identifikasyonu 4 ana testle yapılmaktadır. Bu testler, karbondioksit (CO2) 

ihtiyacı, hidrojen sülfid (H2S) üretimi, boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlılığı ve 

monospesifik A ve M antiserumları ile aglütinasyondur (Alton ve ark 1988, Corbel 

1991, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plommet ve ark 1998, OIE 

2004). Bu çalışmada incelenen 36 izolatın tamamının, hem % 5-10 CO2 içeren hem 

de aerobik ortamda ürediği ve H2S pozitif oldukları gözlendi. Bazen CO2 gereksinimi 

ve H2S üretimini kodlayan genlerde oluşacak mutasyonlar sonucu, bu iki test 

yönünden atipik suşlar oluşabileceği bildirilmektedir (Alton ve ark 1988). 

Büyükcangaz ve Şen (2008), Marmara bölgesindeki atık koyun fetuslarından izole 

ettikleri 23 adet B. melitensis izolatından bir tanesinin H2S üretimi nedeniyle atipik B 

melitensis suşu olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, toplam 

36 izolatın bu iki özellik yönünden atipik olmadığını gösterdi. 

Boya duyarlılık testleri için bazik fuksin, tiyonin ve safranin O içeren 

besiyerleri kullanılır (Alton ve ark 1988). Çalışmada kullanılan referans suşlardan, 

boya içeren besiyerlerinde üreme yönünden beklenen reaksiyonlar alındı. B. 

melitensis 16M her üç boyanın varlığında da üredi ve B. melitensis Rev-1 aşı suşu ise 

üç ortamda da beklendiği gibi üreme göstermedi. 17 nolu saha izolatının haricinde 

diğer izolatların tamamı tiyonin varlığında üreme gösterdi. Bazik fuksin varlığında, 

17, 27, 28, 30 ve 34 nolu izolatlar üreme göstermezken diğer saha izolatlarının bazik 

fuksine dirençli olduğu gözlendi. 17, 27, 28 ve 34 nolu izolatlar safranin O’ya 

duyarlı bulunurken diğer 32 izolatın dirençli olduğu belirlendi. Dolayısıyla, 17 nolu 

izolatın tiyonin, bazik fuksin ve safranin O duyarlılığından, 27, 28 ve 34 numaralı 

izolatların bazik fuksin ve safranin O duyarlılığından ve 30 numaralı izolatın bazik 

fuksin duyarlılığından dolayı atipik B. melitensis suşları olduğu belirlendi. 

Canlı aşı suşları olarak kullanılan B. abortus S19 ve B. melitensis Rev-1, 

bazen süt veya patolojik materyallerden izole edilmektedir (Pishva ve Salehi 2008, 

Aldomy ve ark 1992, Banai ve ark 1990). Penisilin ve streptomisin duyarlılık testleri 

aşı ve saha suşlarının ayrımında kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988). B. melitensis 
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Rev-1 aşı suşunun ayrımını yapabilmek için, 2.5 µg/ml streptomisin ve 5 IU/ml 

penisilin içeren TSA besiyerleri kullanıldı (Alton ve ark 1988). Çalışmada incelenen, 

referans suş B. melitensis Rev-1 ile 9, 17, 24, 25, 31, 32 ve 34 nolu saha izolatları 

penisilin içeren besiyerinde üreme göstermezken diğer 29 saha izolatı ile standart suş 

B. melitensis 16M penisiline dirençli bulundu. Streptomisin varlığında, B. melitensis 

Rev-1 aşı suşu ile 17 numaralı saha izolatı üreme gösterdi. Diğer 35 saha izolatı ise 

streptomisine duyarlı bulundu.  

Ara suşlar veya atipik suşlar, ara sıra örneklerden izole edilebilmekte ve 

değişik fenotipik karakterler sergilemektedir. Bu durum, tür ve biyotip 

identifikasyonunu engellemektedir. Bundan dolayı, moleküler metotlarla 

identifikasyon önem kazanmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998, Corbel ve Moriyon 

2006). Bu suşların hastalığın orjini ve epidemiyolojisi ile yakın ilişkisi olduğu 

düşünülmektedir (Banai ve ark 1990, Corbel 1991). Bu çalışmada ara suşlar (9, 24, 

25, 27, 28, 30, 31, 32, 34 nolu izolatlar) moleküler yöntemlerle tiplendirildi. 

Banai ve ark (1990), Đsrail’de 2 yıl boyunca topladıkları B. melitensis 

suşlarını tiplendirmişler ve ilk kez atipik B. melitensis biyotip 1 suşlarını 

bildirmişlerdir. Araştırıcılar,  B. melitensis biyotip 1 suşlarından 26 tanesinin bazik 

fuksin, tiyonin ve penisilin varlığında üremediğini rapor etmişler ve bunların B. 

melitensis biyotip 1’in alt varyantları olduğunu savunmuşlardır.  

Corbel (1991), 1980-1986 yılları arasında Avrupa, Asya, Afrika ile Güney ve 

Orta Amerika ülkelerinden Weybridge Merkez Veteriner Laboratuarına gönderilen 

500 adet B. melitensis suşunu biyotiplendirmiş ve 29 tanesinin boya duyarlılık 

testlerine göre atipik B. melitensis suşu olduğunu rapor etmiştir. Araştırıcı, B. 

melitensis’in 3 biyotipinden de atipik suşların bulunduğunu ve atipik B. melitensis 

suşlarının tamamının bazik fuksin (20 µg/ml) ve safranin O (200 µg/ml) varlığında 

ürediğini fakat tiyonine (20 µg/ml) duyarlı olduklarını bildirmiştir. Ayrıca, tiyonine 

duyarlı bu atipik suşların mevcut sınıflandırmaya uymadığını ve klasifikasyon 

sisteminin modifikasyonunu önermiştir.  

Lucero ve ark (2006), Arjantin’de insanlardan izole ettikleri 9 adet atipik B. 

melitensis biyotip 1 suşunun, penisilin, tiyonin, bazik fuksin ve safranin O duyarlılığı 

ve küçük koloni morfolojileri ile B. melitensis Rev-1 aşı suşuna benzediklerini fakat 
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streptomisin (2.5 mg/ml) varlığında inhibe olduklarını bildirmişler ve bu suşların B. 

melitensis’in yeni mutant varyantları olduklarını ileri sürmüşlerdir.  

Bu çalışmada, bazik fuksin ve safranin O’ya duyarlı bulunan 27, 28 ve 34 

numaralı izolatlar atipik  olarak değerlendirildi. Bu suşlar bazik fuksin ve safranin 

O’ya duyarlı oluşları ile Lucero ve ark (2006)’ının bildirdiği atipik suşlara benzerlik 

göstermektedirler. Fakat, Lucero ve ark (2006)’ının saptadığı atipik suşlar B. 

melitensis biyotip 1’e ait iken bu çalışmada saptanan atipik suşlar B. melitensis 

biyotip 3’e ait bulundu. Sadece bazik fuksine duyarlı olan 30 numaralı izolat ile 

penisilin içeren besiyerinde üreme göstermeyen 9, 24, 25, 31, 32 ve 34 nolu saha 

izolatlarıda atipik B. melitensis suşları olarak değerlendirildi. Bu 7 atipik B. 

melitensis suşunun, Banai ve ark (1990) ile Lucero ve ark (2006)’nın saptadığı atipik 

suşlarla benzeştiği belirlendi. Fakat, Banai ve ark (1990) ile Lucero ve ark 

(2006)’ının saptadığı atipik suşlar B. melitensis biyotip 1’e ait iken bu çalışmada 

saptanan 9, 24, 25, 30, 31, 32 ve 34 nolu atipik suşlar B. melitensis biyotip 3’e ait 

bulundu. 

Brucella izolatları, boya ve penisilin duyarlılığı yönünden atipik özellikler 

sergileyebilirler. Bu atipik suşlara yeni bir tür veya biyotip statüsü verilmeden önce 

bu izolatların dünyanın değişik yerlerinden tekrarlanan izolasyonlarının yapılması 

gerekmektedir (Alton ve ark 1988). Ayrıca, bu yeni varyantların oluşması, Brucella 

porin proteinlerinin değişiminden kaynaklandığı düşünülmektedir (Banai ve ark 

1990). Biyotip spesifik moleküler teşhis metotlarının geliştirilmesi ve her 

laboratuarda kullanılabilecek şekilde validasyonlarının yapılması, atipik suşların 

biyotip seviyesinde identifiye edilmesine olanak sağlayacaktır.  

Gebe hayvanlarda, B. melitensis Rev-1 suşu ile aşılanmalarından sonra 

atıklar oluştuğu bildirilmiştir (Alton ve ark 1988). B. melitensis Rev-1 aşı suşu, saha 

suşundan 2.5 µg/ml streptomisin varlığında üremesi, 20 µg/ml bazik fuksin ve 

tiyonin ile 5 IU/ml penisilin varlığında ürememesi ve kolonilerinin daha küçük 

olması ile ayrılmaktadır (Alton ve ark 1988). Bu çalışmada, streptomisin varlığında 

üreme gösteren ve penisilin, tiyonin, bazik fuksin ve safranin O’ya duyarlı olan 17 

numaralı B. melitensis biyotip 1 saha izolatının, koloni morfolojisininde diğer saha 

izolatlarından küçük olduğunun belirlenmesiyle B. melitensis Rev-1 aşı suşu olduğu 

kanaatine varıldı. 
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Banai ve ark (1990)’da Đsrail’de koyun ve keçilerin vaginal sıvap ve atık 

fetuslarından izole ettikleri 35 adet B. melitensis izolatından 7 tanesinin B. melitensis 

Rev-1 aşı suşu olduğunu bildirmişlerdir. Bir keçi sürüsüden ardı ardına 2 yıl B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu izole ettiklerini de vurgulamışlardır. Aldomy ve ark (1992), 

Ürdün’de atık yapmış koyun sürülerine ait toplam 206 adet vaginal sıvap ve atık 

fetüs örneklerinden 31 adet B. melitensis suşu izole etmişlerdir. Đzole ettikleri 31 

izolattan 4’ünün B. melitensis biyotip 1 olduğunu ve bunlardan bir tanesinin de B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu olduğunu bildirmişlerdir. Nashwa ve ark (2007), Mısır’da 

seropozitif koyunların lenf yumrularından 2 tane B. melitensis Rev-1 aşı suşu izole 

ettiklerini rapor etmişlerdir. Pishva ve Salehi (2008), Đran’da atık sığır fetüslerinin 2 

tanesinden B. melitensis Rev-1 aşı suşu izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada, 

streptomisin varlığında üreme gösteren, penisilin, tiyonin, bazik fuksin ve safranin 

O’ya duyarlı ve moleküler olarak B. melitensis Rev-1 aşı suşu olarak belirlenmiş bir 

izolat (17 numaralı) bulundu. Ülkemizde incelenen koyun atıklarından, ilk kez B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu izole edilmiş oldu. Ülkemizde koyun atıklarından B. 

melitensis Rev-1 aşı suşunun da sorumlu olduğu ilk kez ortaya konuldu. 

Koyun ve keçileri, B. melitensis ve B. ovis’e karşı korumak için B. melitensis 

Rev-1 canlı aşı suşu 1957 yılından beri etkili bir şekilde kullanılmaktadır (Elberg ve 

Faunce 1957, Alton ve ark 1988). Bu aşı suşunun, humoral immün cevap oluşturması 

ve virülensini arttırma eğiliminde olmasına bağlı olarak hayvanlarda abortlara ve 

insanlarda enfeksiyona neden olması dezavantajları olarak sayılabilir (Squarcione ve 

ark 1990). Ülkemizde, standart doz (1-2x109 cfu) B. melitensis Rev-1 aşısı, 3-8 aylık 

kuzu ve oğlaklara derialtı yolla uygulanmaktadır. Bu doz aşı ile gebe hayvanlar 

aşılandığında değişik oranlarda abortlar şekillenebilmektedir (Zundel ve ark 1992, 

Bardenstein ve ark 2002). Standart doz aşı ile aşılanan genç hayvanlar nadir olarak 

persiste kalabilmekte ve horizantal yayılım gösterebilmektedirler (Bardenstein ve ark 

2002). Gebe hayvanlarda aşılama sonrası abort vakalarını önlemek için azaltılmış 

doz (103-106 cfu) B. melitensis Rev-1 aşısı uygulamaya geçirilmişse de (Fensterbank 

ve ark 1987, Garrido-Abellan ve ark 2001), azaltılmış doz B. melitensis Rev-1 

aşısısınında vajinal yolla saçılabildiği ve abortlara neden olabildiği gösterilmiştir 

(Fensterbank ve ark 1987). Konjuktival aşılamanın, abort riskini ve serolojik immun 

cevabı azalttığı bildirilmektedir (Fensterbank ve ark 1987, Zundel ve ark 1992, OIE 

2004). Ayrıca, B. melitensis Rev-1 aşısının, orijinal tohumdan hazırlanırken 3 
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defadan fazla pasajlanmaması önerilmektedir (Alton ve ark 1988). Aşı üretiminde, 

virülens artışı ve immünojenite yönünden testler düzenli olarak yapılmalıdır (Alton 

ve ark 1988, OIE 2004). Farklı lot aşıların, sahip oldukları farklı seviyelerde ki 

virülenslerine bağlı olarak, farelerde değişik oranlarda immünojenite gösterdikleri 

rapor edilmiştir (Bardenstein ve ark 2002). Attenüe canlı Brucella aşılarının da 

insanlar için risk oluşturduğu, bu sebeple aşı uygulayıcılarının aşı uygulamaları 

sırasında el, yüz ve gözlerini koruyacak önlemler almaları bildirilmiştir (Squarcione 

ve ark 1990). 

"S" forma sahip Brucella türleri, A, M veya her iki monospesifik antiserum 

ile aglütinasyon verirler (Alton ve ark 1988). O-zincir polisakkarit zincirinin iki 

farklı yapısından kaynaklanan A ve M epitopları biyotiplere göre farklı oranlarda 

bulunmaktadır (Diaz ve ark 1975, Meikle ve ark 1989, Marquis ve Ficht 1993, 

Aragon ve ark 1996, Moriyon ve Lopez-Goni 1998). B. melitensis’in biyotip 1’inde 

M antijeni, biyotip 2’sinde A antijeni dominant iken biyotip 3’ünde A ve M 

antijenleri eşit miktarda bulunmaktadır. B. melitensis biyotipleri birbirlerinden 

sadece monospesifik antiserum aglütinasyonu ile ayrılmaktadırlar (Alton ve ark 

1988). Bu çalışmada elde edilen sonuçlara göre, 36 izolattan 32 tanesi hem A hem de 

M, 4 tanesi de sadece M monospesifik antiserumu ile aglütinasyon gerçekleştirdi. 

Böylece, sahadan izole edilen 36 adet B. melitensis suşundan, 3 tanesinin (3, 26, 33 

numaralı izolatlar) B. melitensis biyotip 1, 32 tanesinin de B. melitensis biyotip 3 

olduğu sonucuna varıldı. Streptomisin direnci ve diğer test sonuçlarına göre B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu olduğu belirlenmiş olan 17 numaralı izolatta, B. melitensis 

biyotip 1 olarak sınıflandırılmıştır.  

B. melitensis biyotip 3, en çok Akdeniz ve orta doğu ülkelerinden, biyotip 1 

Latin Amerika, Đspanya, Malta ve Portekiz’den izole edilmektedir (Garrido-Abellan 

ve ark 2001, Benkirane 2005). Brusellozis’in yaygın olarak görüldüğü Akdeniz 

ülkelerinde B. melitensis biyotip 3 ve 1’in yaygın biyotipler olduğu bildirilmektedir 

(Garrido-Abellan ve ark 2001). Yakın doğu ülkelerinden, Tunus, Đsrail, Ürdün ve 

Mısır’da en yaygın bulunan B. melitensis biyotipinin biyotip 3 olduğu bildirilmiştir. 

Biyotip 1’in Libya, Umman ve Đsrail’den, biyotip 2’nin de Suudi Arabistan’dan rapor 

edildiği bildirilmi ştir (Refai 2002). Di Giannatale ve ark (2008), 2001-2006 yılları 

arasında Đtalya genelinden, koyun ve keçi atık vakalarından izole ettikleri toplam 346 
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adet B. melitensis izolatının tamamının biyotip 3 olduğunu rapor etmişlerdir. Ancora 

ve ark (2003), 2001-2003 yılları arasında Đtalya’da, sahadan izole ettikleri toplam152 

adet B. melitensis izolatının tamamının biyotip 3 olduğunu bildirmişlerdir. Aldomy 

ve ark (1992), Ürdün’de, atık yapmış koyun sürülerinden izole ettikleri 31 adet B. 

melitensis izolatından, 4 tanesinin biyotip 1, 27 tanesinin biyotip 3 olduğunu 

bildirmişlerdir. Miguel Gomez ve ark (2003), Đspanya’da insanlardan izole ettikleri 

11 adet B. melitensis izolatından, 6 tanesinin biyotip 1, 1 tanesinin biyotip 2 ve 4 

tanesinin biyotip 3 olduğunu rapor etmişlerdir. 

Ülkemizde yapılan tiplendirme çalışmalarında, Erdenliğ-Cener ve ark (2008), 

koyun atıklarından izole edilmiş 61 adet B. melitensis izolatını tiplendirmişler ve 40 

tanesinin biyotip 3 ve 21’inin biyotip 1 olduğunu bildirmişlerdir. Büyükcangaz ve 

Şen (2008), Bursa Bölgesi koyun atıklarından izole ettikleri 22 adet B. melitensis 

izolatından, 5’inin biyotip 1, 1’inin biyotip 2 ve 16’sının biyotip 3 olduğunu 

belirlemişler ve Bursa ve çevresinde koyunlarda B. melitensis biyotip 3’ün 

predominant olduğunu rapor etmişlerdir. Đlhan ve ark (2008a), Van Bölgesi koyun 

sütlerinden izole ettikleri 8 adet B. melitensis suşununun tamamının biyotip 3 

olduğunu bildirmişlerdir. Erdoğan ve ark (1993), Trakya Bölgesi atık koyun ve keçi 

örneklerinden izole ettikleri B. melitensis izolatlarının 25’inin biyotip 1, 3’ünün 

biyotip 2 ve 1’inin de biyotip 3 olduğunu bildirmişlerdir. Güler ve ark (2003), 1998-

2001 yılları arasında, Konya ve çevresinden elde ettikleri atık koyun fetüslerinden 

izole ettikleri toplam 39 adet B. melitensis suşundan 37’sinin biyotip 3 ve 1’inin 

biyotip 1 olduğunu rapor etmişlerdir. Köse ve ark (2003), Đzmir Bölgesi’nden elde 

ettikleri 11 adet insan kaynaklı B. melitensis izolatının 10’unun biyotip 3 ve 1’inin 

biyotip 1 olduğunu bildirmişlerdir. Şimşek ve ark (2004), Đç Anadolu Bölgesi’nden 

elde ettikleri 70 adet insan kaynaklı B. melitensis izolatınıdan, 65’inin biyotip 3 ve 

5’inin biyotip 1 olduğunu rapor etmişlerdir. 

Bu çalışmada incelenen 36 adet B. melitensis izolatından 3 tanesinin B. 

melitensis biyotip 1, 32 tanesininde B. melitensis biyotip 3 ve 1 tanesininde B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu olduğu belirlendi. Dolayısıyla, çalışmada elde edilen 

bulgular, son yıllarda ülkemizde koyun atıklarına, yaygın olarak B. melitensis biyotip 

3’ün ve daha az olarak da B. melitensis biyotip 1’in sebep olduğunu göstermektedir. 

Akdeniz ve yakın doğu ülkelerinde olduğu gibi Türkiye’de de, B. melitensis biyotip 3 
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ve biyotip 1’in en yaygın görülen B. melitensis biyotipleri olduğu saptandı. Elde 

ettiğimiz bulgular, ülkemizde son yıllarda yapılan çalışmalardan, Büyükcangaz ve 

Şen (2008), Erdenliğ-Cener ve ark (2008), Đlhan ve ark (2008a), Şimşek ve ark 

(2004), Güler ve ark (2003) ve Köse ve ark (2003)’nın bulduğu sonuçlar ile benzer 

bulunmuştur. Tüm bu çalışmalar göstermektedir ki, Türkiye ve Konya Bölgesi 

koyunlarında yaygın olarak B. melitensis biyotip 3 ve daha az olarak da B. melitensis 

biyotip 1 atıklara sebep olmaktadır. Çalışmada elde edilen bulgular, Erdoğan ve ark 

(1993)’ının bulduğu sonuçlar ile farklılık göstermektedir. Bu farklılık, çalışmaların 

yapıldığı yıl ve bölge farklılığı ile açıklanabilir. Ancak, aynı bölgede yapılan yeni 

çalışmalarda (Büyükcangaz ve Şen (2008) ve Erdenliğ-Cener ve ark (2008)),  B. 

melitensis biyotip 3’u dominant biyotip olarak belirlemesi, yıllar içinde bazı 

biyotiplerin gerilemiş olabileceğini göstermektedir. Bundan dolayı, B. melitensis 

biyotiplerinin belirli aralıklarla belirlenmesi epidemiyolojik açıdan önem 

taşımaktadır.   

Ayrıca, biyotiplendirme yapılırken, yetersiz ayrım gücüne sahip monospesifik 

antiserumların kullanılmamasına dikkat edilmelidir. B. melitensis biyotip 2 olarak 

sınıflandırılan bazı suşların, referans laboratuarlarınca B. melitensis biyotip 3 olarak 

yeniden sınıflandırıldığı bildirilmektedir (Garrido-Abellan ve ark 2001). Her bir stok 

serum solüsyonunun (monospesifik anti-A ve anti-B) bir damlası, homoloğu olan 

kontrol kültürü ile 1 dakika içinde lamda aglütinasyon verirken, diğer iki kontrol 

kültürü ile aglütinasyon vermeyecek şekilde fenollü FTS ile sulandırılmalıdır (Alton 

ve ark 1988).  

Bu çalışmada, 2007-2008 kuzulama döneminde, Konya merkez ve 

ilçelerinden Brusellozis şüphesi ile laboratuara getirilen toplam 86 adet atık koyun 

fetus örneğinin, 24 tanesinden (% 27,9) B. melitensis ve 3 tanesinden (%3,5) 

Campylobacter spp. izole edildi. Örneklerin toplandığı sürüler baz alındığında ise, 

atık vakası görülen toplam 79 sürünün 24’ünden B. melitensis izole edilmiş olup 

sürülerden Brucella izolasyon oranı da % 30,4’tür.  

 Konya ve çevresinde, Brusellozis’in yaygınlığını tespit etmek amacıyla çeşitli 

araştırıcılar tarafından birçok araştırmalar yapılmıştır. Baysal (1987), Konya Bölgesi 

koyun ve keçi atık vakalarını incelemiş ve 1100 vakanın 244’ünden (% 22,2) B. 

melitensis izole ettiğini rapor etmiştir. Kenar ve ark (1990), Konya ve çevresinden 
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topladıkları 303 adet atık koyun fetüsünün 43’ünden (% 14,1) B. melitensis izole 

ettiklerini bildirmişlerdir. Erganiş ve ark (1992) Konya Bölgesi’nden topladıkları 47 

atık koyun fetüsünün 14’ünden (% 30) B. melitensis izole etmişlerdir. Kaya ve ark 

(1995), Konya yöresinden 58 atık koyun fetüsünün 31’inden (% 53,4) B. melitensis 

izole ettiklerini bildirişlerdir. Kıran ve ark (1998), Konya Bölgesi’nden topladıkları 

238 adet atık koyun fetüsünün % 31,1’inden B. melitensis tespit etmişlerdir. Konya 

Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsüne, 1987-1998 yılları arasında getirilen 799 

adet atık koyun materyali Brucella yönünden incelenmiş ve % 24’nden B. melitensis 

izole edilmiştir (Güler ve ark 1998a). Karaman ve Küçükayan (2000), 1993-1997 

yılları arasında, Đç Anadolu Bölgesi’nden topladıkları toplam 297 adet atık koyun 

fetusunu incelemişler ve % 33,7’sinden (100 adet) Brucella spp. izole etmişlerdir. 

Erganiş ve ark (2002), Konya ve çevresinden topladıkları atık koyun fetuslarının % 

53.4’ünden B. melitensis izole etmişlerdir. Güler ve ark (2003), 1998-2001 yılları 

arasında Konya ve çevresinden topladıkları toplam 126 adet atık koyun fetusunun 

39’undan (% 30,9) B. melitensis izole ettiklerini bildirmişlerdir. Küçükayan ve ark 

(2007), 2003-2007 yılları arasında, Đç Anadolu Bölgesi’nden topladıkları toplam 463 

adet atık koyun fetusunu incelemişler ve % 30’undan (139 adet) Brucella spp. izole 

etmişlerdir. Bu çalışmada tespit edilen B. melitensis izolasyon oranı (% 27,9 veya % 

30,4) ile Küçükayan ve ark (2007), Güler ve ark (2003), Karaman ve Küçükayan 

(2000) ve Kıran ve ark (1998)’ın bulduğu sonuçlar arasında bir fark görülmemiştir. 

Kaya ve ark (1995) ile Erganiş ve ark (2002)’nın elde ettikleri nispeten yüksek 

oranın çalışılan numune sayısının daha az olmasından kaynaklanabileceği gibi, 

örneklenen sürülerin farklılığından da ileri gelebileceği düşünülmektedir. Brusellozis 

halen Konya Bölgesi koyunlarında en önemli bakteriyel atık etkenlerinden birisidir.  

4.2. Moleküler Yöntemler 

4.2.1. PZR    

 Brucella türlerini, tür düzeyinde identifiye etmek için geliştirilen ilk PZR 

metodu Bricker ve Halling (1994) tarafından, AMOS-PZR olarak rapor edilmiştir. 

PZR işlemi sonunda, B. melitensis türüne spesifik 731 bp’lik bant oluşmaktadır 

(Bricker ve Halling 1994). Bu çalışmada da, gerek referans ve gerekse saha 

suşlarının IS711 genetik elementine yönelik yapılan analizlerinde 731 bp’lik bantlar 

elde edilerek tüm suşlar B. melitensis olarak identifiye edildi. 
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PZR tekniğinde, DNA örneği olarak, kültürlerden elde edilen DNA’lar 

kullanılabildiği gibi doğrudan numuneden elde edilen bakteri DNA’ları da 

kullanılmaktadır (Bricker 2002). AMOS-PZR metodunun doğruluğunu belirlemek 

için, 231 örnek PZR ve konvansiyonel biyokimyasal testler ile test edilmiş ve iki 

yöntem arasında % 100 uyumluluk belirlenmiştir (Ewalt ve Bricker 2000).  

Güler ve ark (2003), 126 adet atık koyun fetüsünden izole ettikleri 39 B. 

melitensis suşunu, AMOS-PZR yöntemi ile analiz etmişler ve suşların tamamının 

731 bp’lik B. melitensis spesifik bant verdiğini bildirmişlerdir. PZR yönteminin, 

kültürlerin doğrulanmasında veya identifikasyonunda oldukça spesifik ve başarılı bir 

yöntem olduğunu bildirmişlerdir. Đlhan ve ark (2008a), 102 adet koyun süt 

örneğinden izole ettikleri 8 adet B. melitensis suşunu, AMOS-PZR yöntemi ile analiz 

etmişler ve suşların tamamının 731 bp’lik B. melitensis spesifik bant verdiğini rapor 

etmişlerdir. Araştırıcılar, PZR yönteminin sensitivitesinin kültür metodundan daha 

yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Đlhan ve ark (2008b), 324 adet koyun kan ve lenf 

bezi örneğinden 30 adet B. melitensis izole etmişler ve bu suşların tamamının B. 

melitensis olduğunu AMOS-PZR yöntemini kullanarak teyit etmişlerdir. Kırkan ve 

ark (2008), 222 keçi süt örneğinden DNA ekstraksiyonu yaparak AMOS-PZR 

yöntemi ile analiz etmişler ve 50 tanesinde B. melitensis spesifik 731 bp’lik bant elde 

etmişlerdir. Amin ve ark (2001), Mısır’da, koç ve boğalardan elde ettikleri toplam 

120 adet semen örneğinden 7 adet B. melitensis suşu izole etmişler ve AMOS-PZR 

metodu ile de doğrulamışlardır.  

Bu çalışmada kullanılan topam 36 adet B. melitensis suşu, biyokimyasal 

testlerden sonra moleküler olarak da PZR yöntemi ile B. melitensis olarak identifiye 

edildi. Elde ettiğimiz PZR bulguları, Đlhan ve ark (2008a), Đlhan ve ark (2008b), 

Güler ve ark (2003) ve Amin ve ark (2001) ile uyumlu bulunmuştur. Tür spesifik 

PZR yöntemi, kültürlerden yapılan identifikasyonlarda, biyokimyasal yöntemlere 

göre daha kısa sürede (1 gün) sonuç vermektedir. Ayrıca bakteri izolatı inaktive 

edilip çalışıldığı için daha güvenlidir. 

4.2.2. RAPD-PZR 

RAPD-PZR metodu, ilk olarak Welsh ve McClelland (1990) ile Williams ve 

ark (1990), rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA olarak tanımlamışlar ve genetik 
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polimorfizmi belirleyen yeni bir teknik olarak ortaya koymuşlardır. RAPD-PZR 

metodu, bir populasyonda izole edilen benzer fenotipik özelliklere sahip suşların 

sıklığının belirlenmesinde kullanılan genotipik bir metottur (Güler 1998). Bu 

çalışmada, B. melitensis suşlarının genotiplendirmesinde, ayrım gücü en yüksek 

primeri belirlemek amacıyla 6 değişik primer denendi ve en fazla sayıda güçlü bant 

sergileyen primerin P5 primeri olduğu tespit edildi. P5 primeri ile elde edilen 

bantlardan yararlanılarak UPGMA metodu ile elde edilen dendogramda, referans suş 

B. melitensis 16M tek başına bir grupta yer alırken, saha suşlarının tamamı ile Rev-1 

aşı suşu diğer bir grupta yer aldı ve toplamda 2 ana grup ile 14 alt grup oluştu. Alt 

grupların en büyüğünde 10 suş ve 7 alt grupta da birer suş yer aldı. NJ metodu ile 

elde edilen dendogramda, 3 farklı ana grup oluştu ve referans suş B. melitensis 16M 

tek başına bir grupta yer alırken diğer suşlar 2 ayrı ana gruba bölündü. B. melitensis 

suşlarının 14 alt gruba ayrıldığı ve UPGMA metodu ile aynı dağılımı sergiledikleri 

görüldü.  

 Çalışmada, P5 primeri ile elde edilen bantlar kullanılarak suşlar arası genetik 

benzerlik değerleri, Nei ve Li’nin (1979) bildirdiği metoda (F=2NAB/NA+NB) göre 

hesaplandı. B. melitensis 16M ve B. melitensis Rev-1 referans suşları ile 36 adet B. 

melitensis saha izolatları arasında ki benzerlik değerleri, % 50.0’den % 99.9’a kadar 

geniş bir aralıkta dağılım gösterdi. 

 Fekete ve ark (1992), Brucella tür ve biyotiplerinin tamamını içeren 25 adet 

referans suşu RAPD-PZR ile genotiplendirmişlerdir. Bu amaçla 5 ayrı primeri 

değerlendirmişler ve en fazla polimorfik bant (12 bant) sergileyen P5 primerini, 

Brucella türlerini tiplendirmede en başarılı primer olarak rapor etmişlerdir. Primer 

sekansındaki tek baz değişiminin bile sonucu tamamen değiştirebildiğini 

bildirmişlerdir. Suşlar arası genetik benzerlik katsayısının % 57-98 arasında 

değiştiğini ve suşların genetik olarak yakın ilişkili olduğunu rapor etmişlerdir. 

Tcherneva ve ark (2000), Brucella referans suşları, 27 adet B. canis saha suş, 4 tane 

B. ovis saha izolatı ve Proteobacteria grubu bazı bakterileri, OPLO4 ve P5 

primerlerini kullanarak RAPD-PZR ile tiplendirmişlerdir. P5 primerini, Brucella 

türlerini tiplendirmede OPLO4 primerinden daha başarılı bulmuşlardır. P5 primerini 

kullanarak oluşturdukları NJ ve UPGMA dendogramlarında,  B. melitensis biyotip 2 

ile 3 aynı alt grupta yer alırken B. melitensis 16M (biyotip 1)’in farklı bir grupta yer 
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aldığını ve Proteobacteria grubu bakterilerinde Brucella suşlarından farklı bir grupta 

yer aldığını rapor etmişlerdir. Suşlar arası genetik benzerlik katsayısının % 20-97 

arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Genellikle % 50’in altında ki benzerlik 

katsayıları, B. ovis, B. canis ve B. suis’ten kaynaklanmıştır. B. melitensis suşlarının 

kendi aralarında ki ve diğer suşlar ile olan benzerlik katsayıları % 50- 85.7 arasında 

değişmiştir. Araştırıcılar, yöntemin basit, hızlı ve hassas olduğunu ve özellikle 

Brusellozis sorunu olan bölgelerdeki epidemiyolojik çalışmalarda, Brucella 

etkenlerini tiplendirmede faydalı olacağını bildirmişlerdir. Ünver ve ark (2006), Kars 

ve çevresinden elde ettikleri 37 adet B. abortus izolatını RAPD-PZR ile 

tiplendirmişler ve elde ettikleri polimorfik bantları, B. melitensis Rev-1 ile B. abortus 

S19 aşı suşlarının bantları ile karşılaştırmışlardır. Saha suşlarının % 44.4’ünün B. 

abortus S19’a ve % 55.6’sının B. melitensis Rev-1’e benzer DNA profili 

sergilediğini rapor etmişlerdir.  

 Bu çalışmada da, 6 değişik primer kullanılmış olup, B. melitensis suşlarını 

tiplendirmede en başarılı primerin P5 primeri olduğu belirlenmiştir. Bu sonuç, Fekete 

ve ark (1992) ile Tcherneva ve ark (2000)’nın bulguları ile paralellik göstermiştir. P5 

primeri, bizim çalışmamızda 11 adet polimorfik bant amplifiye ederken, Fekete ve 

ark (1992)’nın yaptığı çalışmada da 12 tane bant amplifiye etmiş ve bizim 

çalışmamızla çok yakın sonuç vermiştir. 

 Çalışmada, Nei ve Li’nin (1979) bildirdiği metoda göre, B. melitensis 16M ve 

B. melitensis Rev-1 referans suşları ile 36 adet B. melitensis saha izolatları arasında 

ki benzerlik değerleri, en az % 50.0 en çok % 99.9 olarak tespit edildi. Bu genetik 

benzerlik sonuçları, Fekete ve ark (1992)’nın belirlediği % 57-98 oranındaki 

benzerlik katsayıları ve Tcherneva ve ark (2000)’nın B. melitensis suşları için tespit 

ettikleri % 50- 85.7 oranındaki benzerlik katsayıları ile uyumlu bulundu. Ünver ve 

ark (2006), suşların benzerlik katsayılarını hesaplamadıkları için karşılaştırma 

yapılamadı. 

Bu çalışmada kullanılan suşlar, DNA parmak izlerine göre, UPGMA metodu 

ile elde edilen dendogramda 2 ve NJ metodu ile elde edilen dendogramda 3 ana 

gruba ayırdı. Her iki dendogramda da ana gruplardan 1 tanesini B. melitensis 16M 

referans suşu tek başına oluşturdu (şekil 4.1 ve şekil 4.2). Bu sonuç Tcherneva ve ark 

(2000)’nın yaptığı çalışma ile uyumlu bulundu.  
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UPGMA dendogramında 2 ve NJ dendogramında 3 ana grup şekillenmiş ise 

de her iki dendogramda da 14 alt gruba aynı suşları içerir şekilde bölünmüşlerdir. 

Böylelikle, Konya ve çevresinde atığa sebep olan 36 atık etkeninin aynı kaynak veya 

klondan köken almadığı anlaşıldı. Meram Đlçesinde bir birlerine yakın 3 köyden izole 

edilen 26, 31 ve 32 numaralı B. melitensis izolatları, dendogramlarda 3 ayrı altgrupta 

yer aldı ve ortak kaynaktan yayılmadıkları anlaşıldı. Bu üç sürüde geçmiş yıllarda da 

atık vakalarının görülmesi, sürülere birbirlerinden bulaşmanın olmadığı, farklı 

yıllarda farklı kaynaklardan enfekte oldukları ve bu güne kadar enfeksiyonun devam 

ettiği düşünülmektedir. Aynı sürüden izole edilen 29 ve 30 numaralı izolatlar, 

dendogramlarda aynı altgrupta yer aldı ve aynı klondan köken aldıkları tespit edildi. 

B. melitensis Rev-1 referans aşı suşu ile 23, 28, 29 ve 30 numaralı saha izolatları aynı 

alt grupta yer alırken, 17 numaralı saha izolatı olan B. melitensis Rev-1 aşı suşuda 

15, 16, 18, 20, 22, 24, 25, 26 ve 27 numaralı saha izolatları ile aynı alt grupta yer aldı 

ve bu iki alt grup arasındaki genetik benzerlik % 88.9 olarak hesaplandı. Konya 

Bölgesi’nde atığa sebep olan en yaygın genotipin, 36 tane saha izolatından 10 

tanesini içeren (en büyük) alt gruptaki 15, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 25, 26 ve 27 nolu 

suşların olduğu belirlendi.  

Çalışmada kullanılan saha suşlarından, B. melitensis biyotip 1 olarak 

identifiye edilen 3, 26 ve 33 numaralı izolatlar farklı alt gruplarda yer aldı. Fakat, 3. 

ile 26. izolatlar arasında % 90.9, 3. ile 33. izolatlar arasında % 92.3 ve 26. ile 33. 

izolat aralarında % 83.3 gibi yüksek bir genetik benzerlik tespit edildi. B. melitensis 

16M ile B. melitensis Rev-1 referans suşları arasında ki benzerlik değeri % 66.6 

olarak hesaplanırken, B. melitensis Rev-1 referans aşı suşu ile 17 numaralı saha 

izolatı B. melitensis Rev-1 aşı suşu arasında % 88.9’luk genetik benzerlik değeri 

hesaplandı. B. melitensis Rev-1 referans aşı suşu ile saha izolatı B. melitensis Rev-1 

aşı suşu aynı alt grupta yer almamış olsa da aynı ana grupta yer aldığı ve iki suş 

arasında sadece 1 tane polimorfik bant farkı olduğu görüldü. 

Atipik suşlardan, safranin ve bazik fuksine duyarlı suşlar (27, 28 ve 34 nolu 

izolatlar) aynı ana grupta fakat ayrı alt gruplarda yer aldı. 27 ve 28 nolu izolatlar ile 

28 ve 34 nolu izolatlar arası benzerlik katsayısı % 88.9 ve 27 ile 34 nolu izolatlar 

arasında ise % 80.0 olarak hesaplandı. Penisiline duyarlı atipik suşlar olan, 9, 24, 25, 

31, 32 ve 34 numaralı izolatlar farklı ana grup ve alt gruplarda dağılım gösterdiler. 
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Bu atipik suşlardan 28 numaralı izolat B. melitensis Rev-1 standart aşı suşu ile aynı 

alt grupta yer alırken diğer suşlar farklı alt gruplarda yer aldı. Dolayısıyla, atipik 

suşlar arasında klonal bir ilişkinin bulunmadığı anlaşıldı. 

RAPD-PZR yöntemi ile 36 saha izolatının birbirlerine olan genetik 

yakınlıkları hesaplandı ve B. melitensis suşlarının yüksek DNA homolojisine sahip 

olduğu belirlendi. Konya Bölgesi’nde atığa sebep olan 36 adet B. melitensis 

izolatının aynı kaynaktan köken almadığı saptandı. Aynı alt grupta yer alan 10 adet 

izolatın en yaygın görülen genotip olduğu gözlendi. Farklı alt gruplarda yer alan 

atipik suşların farklı klonlardan köken aldığı belirlendi. B. melitensis Rev-1 aşı 

suşunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyeceği fakat aynı ana grupta yer alan 

benzer polimorfik batlara sahip izolatlardan şüphe edilmesi gerektiği belirlendi. 

Yöntemin uygulama ve yorumlamasının basit olduğu, Brucellozis’in 

epidemiyolojisinde kullanılmasının fayda sağlayacağı düşünülmektedir. 

4.2.3. PZR-RFLP 

Brucella tür ve biyotiplerinin moleküler tiplendirme ve identifikasyonu 

amacıyla, DNA üzerindeki polimorfizmleri belirlemek için, PZR-RFLP metodu 

kullanılmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998). Cloeckaert ve ark (1995), tüm Brucella 

türlerinde varlığı PZR ile gösterilmiş olan omp2a ve omp2b gen bölgelerindeki 

polimorfizmi PZR-RFLP yöntemi ile ortaya koymuşlardır. Bardenstein ve ark 

(2002), B. melitensis omp2 gen bölgesindeki polimorfizmlerin Pst1 enzimi ile ortaya 

konularak biyotip identifikasyonu yaptıklarını bildirmişlerdir. PZR-RFLP analizi 

sonucu, B. melitensis Rev-1 aşı suşu ile B. melitensis 16M standart suşu, 282 bp 

(Pst1 kesim yeri bulundurmayan omp2a amplikonu), 238 bp ve 44 bp (omp2b’nin 

Pst1 ile kesilmesi sonucu oluşan amplikonlar) olmak üzere üç ayrı restriksiyon 

parçası sergilemektedir. Fakat sahadan izole edilen B. melitensis’in üç biyotipi de iki 

tane fargment örneği (omp2a ve omp2b’nin kesilmesi sonucu oluşmuş 238 ve 44 bp) 

göstermektedir (Bardenstein ve ark 2002). Bu çalışmada, omp2 gen bölgesine 

yönelik yapılan PZR analizinde, gerek referans ve gerekse saha suşlarının tamamında 

282 bp’lik bantlar amplifiye edildi. Daha sonra, PZR ürünleri Pst1 enzimi ile kesildi. 

Referans aşı suşu B. melitensis Rev-1, referans suşu B. melitensis 16M ve 17 nolu 

saha izolatı B. melitensis Rev-1 aşı suşları 3 ayrı restriksiyon bantı (282, 238 ve 44 

bp) sergilerken, diğer 35 saha izolatı sadece 2 restriksiyon bantı (238 ve 44 bp) 
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gösterdi. Ayrıca, bu çalışmada atipik olarak identifiye edilen 9 izolattan 3 tanesi aşılı 

sürülerden izole edildi ve bu suşların B. melitensis Rev-1 aşı suşundan köken 

almadığı da PZR-RFLP yöntemi ile moleküler olarak belirlendi. 

Bardenstein ve ark (2002), Đsrail’de, insan ve hayvanlardan izole ettikleri 

normal ve atipik B. melitensis suşları ile saha izolatı B. melitensis Rev-1 aşı suşlarını 

PZR-RFLP yöntemi ile değerlendirmişlerdir. Referans ve saha izolatı B. melitensis 

Rev-1 aşı suşları ile B. melitensis 16M (biyotip 1) referans suşunun, restriksiyondan 

sonra 3 ayrı bant (282, 238 ve 44 bp) sergilediğini bildirmişlerdir. Saha izolatı B. 

melitensis’lerin üç biyotipi, B. melitensis biyotip 2 referans suşu ile B. melitensis 

biyotip 3 referans suşlarının ise 2 restriksiyon bantı (238 ve 44 bp) gösterdiklerini 

rapor etmişlerdir. Bu yöntemin, atipik B. melitensis biyotip 1 izolatlarının Rev-1 aşı 

suşundan köken alıp almadıklarını belirlediğini açıklamışlardır. Nashwa ve ark 

(2007), Mısır’da seropozitif koyunların lenf yumrularından izole ettikleri 2 tane B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu ile 4 adet B. melitensis biyotip 3 izolatlarını, moleküler 

olarakda ayırabilmek için PZR-RFLP yöntemi ile incelemişlerdir. omp2 gen 

bölgelesine yönelik primerlerle amplifikasyon yapıp Pst1 enzimi ile muamele 

etmişler ve saha izolatı B. melitensis Rev-1 aşı suşlarının 3 (282, 238 ve 44 bp) ve B. 

melitensis biyotip 3 saha izolatlarının 2 adet restriksiyon bantı (238 ve 44 bp) 

sergilediğini rapor etmişlerdir. Ayrıca, yöntemin B. melitensis Rev-1 aşı suşunu 1 

gün içinde identifiye ettiğini ve oldukça hassas ve özgül olduğunu bildirmişlerdir. 

Ünver ve ark (2006), Kars ve çevresinden izole ettikleri 14 tane B. melitensis suşunu, 

omp2 gen bölgesine yönelik primerler kullanarak PZR-RFLP ile incelemişlerdir. 

Đzolatların tamamının 238 ve 44 bp’lik restriksiyon bantları sergilediklerini ve hiç 

birisinin B. melitensis Rev-1 aşı suşu olmadığını rapor etmişlerdir. Pishva ve Salehi 

(2008), Đran’da, 70 atık sığır fetusundan izole ettikleri 50 adet Brucella spp. 

izolatından 2 tanesinin, PZR-RFLP işleminde 282, 238 ve 44 bp’lik restriksiyon 

fragmentleri sergilediğini ve B. melitensis Rev-1 aşı suşu olarak identifiye ettiklerini 

rapor etmişlerdir.  

Bu çalışmada, omp2 gen bölgesine yönelik seçilen primerlerin kullanıldığı 

PZR-RFLP yöntemi ile değerlendirilen 36 saha ve 2 adet referans suşundan, B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu, B. melitensis 16M referans suşu ile 17 nolu saha izolatı 

282, 238 ve 44 bp’lik restriksiyon bantları göstermişlerdir. Böylelikle, konvansiyonel 
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tiplendirme yöntemleri ile B. melitensis Rev-1 aşı suşu olarak değerlendirilen 17 nolu 

saha izolatının aşı suşundan köken aldığı moleküler olarak da teyit edilmiş oldu. 

Rev-1 aşı suşu şüpheli izolatların PZR-RFLP yöntemi ile identifiye edilmesi ile ilgili 

elde ettiğimiz sonuç, Pishva ve Salehi (2008), Nashwa ve ark (2007), Ünver ve ark 

(2006) ve Bardenstein ve ark (2002)’nın bulduğu sonuçlar ile uyumlu bulundu.  

Brucella türlerinde bulunan omp2 gen bölgesi, bir birlerini takip eden iki 

homolog lokus kopyadan (omp2a ve omp2b) oluşmaktadır ve 25-36 kDa OMP’lerini 

kodlamaktadır (Ficht ve ark 1989). B. melitensis Rev-1 aşı suşu ile B. melitensis 16M 

suşunun omp2a gen bölgelerinde PstI kesim bölgesi olmadığı için sadece 282 bp’lik 

fragment amplifiye edilmektedir. Fakat bu iki suşun haricindeki referans ve saha 

izolatı B. melitensis suşlarının omp2a gen bölgelerinde PstI kesim bölgesi olduğu 

için, bu suşlardan yapılan PZR-RFLP işlemlerinde 238 ve 44 bp’lik restriksiyon 

bantları elde edilmektedir. B. melitensis’in tüm referans ve saha izolatlarının omp2b 

gen bölgeleri PstI kesim bölgesine sahip olduklarından 238 ve 44 bp’lik restriksiyon 

fragmentleri oluşmaktadır. omp2a gen bölgesinde ki bu polimorfizm farkı, B. 

melitensis Rev-1 aşı suşunun moleküler ayrımını mümkün kılmaktadır (Bardenstein 

ve ark 2002). Konvansiyonel tiplendirme yöntemleri ortalama 2 hafta sürerken, PZR-

RFLP yöntemi ile tiplendirme 24 saat sürmektedir. PZR-RFLP yöntemi, 

konvansiyonel tiplendirme testleri ile % 100 uyumlu bulundu. B. melitensis Rev-1 aşı 

suşunun identifiye edilmesinde oldukça hassas ve özgül olduğu ve zaman tasarrufu 

sağladığı sonucuna varıldı. 

4.3. Serolojik Yöntemler 

 Enfeksiyonun teşhisinde, klinik bulguların diğer enfeksiyonlarla karışması, 

özellikle büyük sürülerde izolasyon ve identifikasyonun güç ve zaman alıcı olması 

gibi nedenlerle rutin teşhiste ve epidemiyolojik çalışmalarda genellikle serolojik 

testlerden yararlanılmaktadır (Alton ve ark., 1988; Lopez, 2006). Brusellozis’in 

teşhisinde kullanılan en yaygın testler PAT, RBPT, SAT, KFT, Coombs Test, RT, 

MT, Milk Ring Test ve ELISA’dır (Arda 1997, Uçan ve ark 1999, OIE 2004). 

Ülkemizde enfeksiyonun yaygınlığını belirlemeye yönelik çeşitli çalışmalar 

yapılmıştır. Türkiye’de hayvanlarda Brusellozis’in prevelansını belirlemek amacıyla 

yapılan Tarım ve Köyişleri Bakanlığı (TKB) Araştırma Projesi ile 1998-1999 
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yıllarında 79 ilden tesadüfi örnekleme ile alınan toplam 34958 adet sığır kan serumu 

ve 30433 adet koyun kan serumu RBPT ve KFT’leri ile incelenmiştir. Hastalığın 

prevelansı sığırlarda % 1,43, koyunlarda ise % 1,97 olarak tespit edilmiştir. 

Brusellozis’in sürü prevelansı ise her köy bir sürü olarak kabul edildiğinde sığırlarda 

1313 köyde % 11,5, koyunlarda ise 1077 köyde % 14 olarak belirlenmiştir. Bu 

bulgular hayvan hareketlerinin fazla olmadığı ve atık vakalarının nadir olduğu Orta 

ve Doğu Karadeniz Sahil şeridindeki iller dışında, ülke genelinde hastalığın yaygın 

olduğunu göstermektedir. Aynı çalışmada, Konya ilinden toplanan sığır ve koyun 

kan serumlarında sırasıyla % 0,9 ve % 2,2 pozitiflik tespit edilmiştir  (Đyisan ve ark. 

2000). 

 Kenar (1990), Konya ilinden tesadüfi örnekleme ile topladığı 422 koyun kan 

serumunu RBPT ile incelemiş ve % 1,2 oranında seopozitiflik belirlemiştir. Güler ve 

ark (1998a), Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsüne 1987-1998 yılları 

arasında getirilen atık yapmış sürülere ait 925 adet kan serum örneğini Brucella 

yönünden incelemişler ve kan serum örneklerinin % 24,8’ini Brucella yönünden 

pozitif bulduklarını bildirmişlerdir. Aynı Enstitüye 1980-1986 yılları arasında, atık 

yapmış koyun sürülerinden getirilen 760 adet kan serumunun % 25,8’i Brucella 

yönünden pozitif bulunmuştur. Kıran ve ark (1998), Konya Bölgesinde, B. melitensis 

izole edilmiş sürülerden topladıkları 1119 adet kan serumunun % 32,3’ünden anti-

Brucella antikorları tespit etmişlerdir. Çoker ve ark (1990), Konya ve Đstanbul 

illerinde bulunan B. melitensis ile enfekte sürülerden elde ettikleri 75 adet koyun kan 

serumu örneğini RBPT, RT ve SAT testleri ile değerlendirmişler ve sırasıyla % 69,3, 

% 85,2 ve 70,6 oranlarında pozitiflik belirlemişlerdir. 

Çetinkaya ve Öngör (2000), Elazığ ve çevresinde atık yapmış 27 koyun 

sürüsünden aldıkları toplam 142 adet kan serum örneğini KFT, ELISA ve 

Đmmünocomb testleri ile Brucella yönünden incelemişler ve sırası ile % 40, % 41.5 

ve % 43.7 oranında pozitiflik saptamışlardır. Esendal ve ark (2000), Brusellozis 

şüpheli 250 adet koyun-keçi kan serumunu RBPT, SAT ve Coombs testleri ile 

değerlendirmişler ve örneklerin % 37.6’sını RBPT ile ve % 44.4’ü de SAT ile pozitif 

bulduklarını bildirmişlerdir. Ayrıca, SAT negatif örneklerin % 11.5’inin, Coombs 

testi ile 3-5 dilüsyon daha yüksek titre verdiğini rapor etmişlerdir. Karaman ve Güler 

(1988), Ankara ve çevresinden topladıkları atık yapmış koyun sürülerine ait 92 adet 
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kan serumunu, Brusellozis yönünden SAT, RT ve KFT ile değerlendirmişler ve 

sırasıyla % 34, % 31 ve % 33 oranında pozitiflik belirlemişlerdir. Öngör ve ark 

(2001), Elazığ ve çevresinde bulunan atık yapmış 36 adet koyun sürüsünden elde 

ettikleri 500 adet kan serumunu serolojik testler ile değerlendirmişler ve KFT ile % 

17.8, RBPT ile % 11, SAT ile % 16.8, 2-Merkaptoetanol Testi ile % 15.8 ve ELISA 

ile % 20.6 pozitif sonuç elde etiklerini bildirmişlerdir. Şahin ve Yıldız (2006), Hatay 

Đlinde ki koyun sürülerinden tesadüfi örnekleme ile topladıkları 462 adet kan 

örneğini Brucella yönünden iELISA testi ile değerlendirmişler ve örneklerin % 

33.5’nin pozitif olduğunu bildirmişlerdir. Atık yapmış 72 koyuna ait kan serum 

örneklerinin de % 77.8’inin Brucella pozitif olduğunu rapor etmişlerdir. Çelebi ve 

Atabay (2009), Kars Yöresinde atık yapmış 16 koyun sürüsünden topladıkları toplam 

400 adet kan serum örneğini Brucella yönünden RBPT, SAT, RT ve KFT testleri ile 

değerlendirmişler ve sırasıyla % 34.7, % 36.7, % 35.5 ve % 33.75 oranında pozitiflik 

belirlemişlerdir.   

Bu çalışmada, B. melitensis izole edilen 24 tane koyun sürüsünden elde edilen 

toplam 588 adet koyun kan serumu örneği, RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile 

değerlendirildi ve sırasıyla % 41.1, % 37.2 ve % 43.2 pozitiflik belirlendi (çizelge 

4.4). Final test olarak kullanılan iELISA testi ile sürü bazında en düşük pozitiflik 

oranı % 24 ve en yüksek oran % 81.8 olarak belirlendi. Aşılı ve aşısız sürülerin 

seropozitiflik oranları arasında istatistiksel olarak bir fark tespit edilmedi. Atipik 

suşların izole edildiği sürülerin seropozitiflik oranları diğer sürülere göre biraz 

yüksek olarak belirlenmiş olsada istatistiksel olarak bir fark tespit edilemedi. iELISA 

ve RBPT’leri, IgG’leri spesifik olarak tespit ettiklerinden dolayı bu testlerin paralel 

çalıştığı gözlemlendi. Bu çalışmada kan serum örneği temin ettiğimiz toplam 24 

sürünün % 83.3’ünde önceki yıllarda da atık vakaları görüldüğü, dolayısıyla bu 

sürülerde enfeksiyonun kronik olduğu ve inkomple antikorların oluştuğu 

düşünülmektedir. Bundan dolayı mSAT testinin daha düşük oranda pozitif sonuç 

sergilediği sonucuna varıldı.   

  Bu çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar, Çelebi ve Atabay (2009), Çetinkaya ve 

Öngör (2000) ve Esendal ve ark (2000)’ın buldukları sonuçlar ile benzer bulundu. 

Đyisan ve ark (2000) ile Kenar (1990)’ın belirlediği sonuçların, bizim bulduğumuz 

sonuçlardan bir hayli düşük olması, o çalışmalarda hayvanların tesadüfi örnekleme 
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ile seçilmesine karşın bizim çalışmamızda maksatlı örnekleme ile seçilmesinden 

kaynaklanmaktadır.  Şahin ve Yıldız (2006) ile Çoker ve ark (1990)’nın tespit 

ettikleri sonuçların bu çalışmadaki bulgulardan yüksek olması, sürü 

varyasyonlarından, sadece atık yapan hayvanlardan örnek alınmasından ve az sayıda 

örnek kullanılmasından kaynaklanmış olabilir. Güler ve ark (1998a) ile Kıran ve ark 

(1998)’nın Konya Bölgesi’nde, Karaman ve Güler (1988)’in Ankara Bölgesi’nde 

gerçekleştirdikleri çalışma bulgularına göre artış olduğu görünmektedir. Bu artış, 

enfeksiyonun prevalansındaki artıştan veya sürüler arası dağılım farklılığından 

kaynaklanmış olabilir. Öngör ve ark (2001)’nın daha düşük oranda pozitiflik 

belirlemeleri bölgesel farklılıktan kaynaklanmaktadır.   
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5. SONUÇ ve ÖNERĐLER 

Konya Merkez ve Đlçeleri’nden temin edilen toplam 86 adet atık koyun 

fetusunun 24 tanesinden izole edilen Brucella izolatlarının tür ve biyotiplerinin 

belirlenmesi sonucunda, koyun atıklarından B. melitensis’in sorumlu olduğu ve en 

yaygın görülen B. melitensis biyotipinin 3. biyotip olduğu ortaya konuldu. 

Brusellozis kontrolünde yoğun bir şekilde kullanılan aşı suşu B. melitensis Rev-1, 

Türkiye’de ilk kez bir atık koyun fetüsünden izole edildi. Rev 1 aşı suşunun 

moleküler teşhisinde kullanılan PZR-RFLP yöntemi, konvansiyonel tiplendirme 

testleri ile % 100 uyumlu bulundu. B. melitensis Rev 1 aşı suşunun identifiye 

edilmesinde oldukça hassas ve özgül olduğu ve zaman tasarrufu sağladığı sonucuna 

varıldı. 

RAPD-PZR yöntemi ile 36 saha izolatının birbirlerine olan genetik 

yakınlıkları hesaplandı ve aynı kaynaktan köken almadıkları saptandı. Aynı alt 

grupta yer alan 10 adet izolatın en yaygın görülen genotip olduğu ve farklı alt 

gruplarda yer alan atipik suşların farklı klonlardan köken aldığı belirlendi. B. 

melitensis Rev-1 aşı suşunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyeceği fakat 

yöntemin uygulama ve yorumlamasının basit olduğu, Brusellozis’in 

epidemiyolojisinde kullanılmasının fayda sağlayacağı görüşüne varıldı.  

Konya’da B. melitensis’e bağlı atık görülen koyun sürülerinde % 24-81.8 gibi 

yüksek oranlarda enfekte hayvan bulunduğu ve bu yüksek oranın halk sağılığı ve 

ülke hayvancılığı açısından tehdit oluşturduğu kanısına varıldı. Ayrıca, Brusellozis 

kontrol ve eradikasyon çalışmalarının aksatılmadan yürütülmesi ve enfeksiyonun 

yaygınlığının belirlenmesi amacıyla benzer çalışmaların belirli aralıklarla yapılması 

gerekmektedir. 

Đleriki çalışmalarda, RAPD-PZR ile yaygın olarak tespit edilen genoma sahip 

bakterilerin antijenik yapılarının araştırılmasına yönelik çalışmalar yapılmalıdır. 

Ülkemizde, sürülere ait kayıtlar düzenli olarak tutulmalı ve aşılama programları 

yapılırken bu bilgiler göz önünde bulundurulmalıdır.  
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Bu çalışmada, Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi ve Konya Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsü’ne, 2007-2008 kuzulama döneminde, Konya il ve ilçe merkezleri ile köylerinde 

bulunan 79 ayrı koyun sürüsünden yavru atma şikayeti ile getirilen 86 adet atık koyun fetusundan 

izole edilen 24 adet B. melitensis suşu ile Konya Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nce, 2006-

2007 kuzulama döneminde Konya bölgesine ait atık koyun fetuslarından izole edilmiş 12 adet B. 

melitensis suşunun konvansiyonel testleri ve biyotiplendirmesi yapıldı. Sahadan izole edilen B. 

melitensis suşlarının RAPD yöntemi ile DNA parmak izleri belirlenerek genotiplendirmeleri ve 

birbirlerine olan genetik yakınlıkları tespit edilerek yaygın olarak bulunan genotip belirlendi. B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu da RAPD yöntemi ile değerlendirilip saha suşlarının bant modelleri ile 

karşılaştırıldı. Ayrıca, atık materyallerinden izole edilen B. melitensis saha suşlarının, B. melitensis 

Rev-1 aşı suşundan köken alıp almadığı PZR-RFLP yöntemi ile araştırıldı. Atık görülen koyun 

sürülerinden kan serumları toplanarak RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile değerlendirilerek 

enfeksiyonun yaygınlığı tespit edildi. 

 Biyotiplendirme sonucunda, 36 tane B. melitensis izolatının 3 tanesinin biyotip 1, 32 

tanesinin biyotip 3 ve bir tanesinin B. melitensis Rev-1 aşı suşu olduğu belirlendi. Saha izolatı B. 

melitensis Rev-1 aşı suşu moleküler olarakda PZR-RFLP yöntemiyle teyit edildi. 9, 24, 25, 27, 28, 30, 

31, 32 ve 34 numaralı izolatların, penisilin veya tiyonin ve bazik fuksine duyarlılık göstermeleri 

nedeniyle atipik oldukları saptandı. Otuz altı adet izolatın B. melitensis olduğu, tür spesifik AMOS-

PZR metodu ile de doğrulandı. 

 RAPD-PZR metodu kullanılarak, saha suşları ile B. melitensis Rev-1 aşı suşunun DNA 

parmakizleri çıkarıldı ve UPGMA ile NJ dendogramları oluşturuldu. Her iki dendogramda da suşların 

14 alt gruba ayrıldığı ve aynı dağılımları sergiledikleri görüldü. Konya Bölgesi’nde atığa sebep olan 

36 adet B. melitensis izolatının aynı kaynaktan köken almadığı saptandı. Aynı alt grupta yer alan 10 

adet izolatın en yaygın görülen genotip olduğu gözlendi. Farklı alt gruplarda yer alan atipik suşların 

farklı klonlardan köken aldığı belirlendi. Referans suşlar ile 36 adet B. melitensis saha izolatları 
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arasında ki genetik benzerlik değerleri, % 50.0’den % 99.9’a kadar geniş bir aralıkta dağılım gösterdi. 

B. melitensis Rev-1 aşı suşunun, RAPD-PZR ile identifiye edilemeyeceği belirlendi. 

B. melitensis izole edilen 24 koyun sürüsünden elde edilen toplam 588 adet koyun kan 

serumu örneği, RBPT, mSAT ve iELISA testleri ile değerlendirildi ve sırasıyla % 41.1, % 37.2 ve % 

43.2 pozitiflik belirlendi. 

Sonuç olarak, Konya Bölgesi’nde atıklara sebep olan B. melitensis suşlarının RAPD-PZR 

yöntemi ile farklılık gösterdiği, en çok izole edilen ve tiplendirilen biyotipin biotip 3 olduğu ve aşı 

suşu B. melitensis Rev-1’in ilk kez bir atık fetüsten izole edildiği ortaya konuldu. RAPD-PZR 

yöntemin uygulama ve yorumlamasının basit olduğu, Brusellozis’in epidemiyolojisinde 

kullanılmasının fayda sağlayacağı kanaatine varıldı. 

Anahtar Sözcükler: Brucellozis; B. melitensis; B. melitensis Rev-1; Genotiplendirme; 

RAPD-PZR; PZR-RFLP. 
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In this study, by a total of 86 aborted sheep fetuses brought from different sheep herds (n=79) 

in lambing season 2007-2008 from Konya and its rural areas to Selcuk University Veterinary Faculty 

and Konya Veterinary Control and Research Institute numbers of 12 and of 24 Brucella melitensis 

(B.melitensis) were isolated and identified by the Faculty and the Research Institute, respectively. The 

strains isolated isolated from aborted sheep fetuses by Konya Veterinary Contol and Research 

Institute in lambing season 2006-2007 were identified by conventional tests and biotyping procedures. 

DNA fingerprints, genetic relationships and common genotypes of field isolated of B. melitensis 

strains were determined by RAPD method. B. melitensis Rev-1 vaccine strain was checked by RAPD 

method and fingerprint obtained was compared with those of field isolates. In addition, B. melitensis 

strains isolated from field were evaluated by RFLP-PZR to determine origins of them for belonging to 

the vaccine strain Rev-1. Serum samples were collected from infected sheep herds (n=24) and 

evaluated by RBPT, mSAT and iELISA tests in order to determine nature of spread of infection.  

Of the 36 B. melitensis isolates, 3, 32 and 1 were identified as biotype 1, biotype 3 and B. 

melitensis Rev-1 vaccine strain, respectively. Field isolated B. melitensis Rev-1 vaccine strain was 

confirmed by RFLP-PZR. Isolates of 9, 24, 25, 27, 28, 30, 31, 32 and 34 were detected for being 

atypical since they were susceptible of penicillin or thionin and basic fuschin. A total of 36 B. 

melitensis isolates were confirmed by species specific AMOS-PZR.    

 DNA fingerprints of field isolates and B. melitensis Rev-1 vaccine strain were obtained by 

RAPD-PZR method and UPGMA and NJ dendograms were created. Strains were separated similarly 

14 subgroups in both dendograms. 36 B. melitensis isolates from Konya region were detected that they 

had not from the same source. A number of 10 isolates located in the same subgroup were observed 

the most common genotypes. Atypical strains that located in different subgroups have different clonal 

origin. Levels of genetic similarity between reference strains and field isolates were 50,0-99,9%. That 

between reference vaccine strain B. melitensis Rev-1 and field isolated B. melitensis Rev-1 was 
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88,9%. It was also detected that B. melitensis Rev-1 vaccine strain cannot be identified by RAPD-PZR 

alone, while isolates located the same main group with B. melitensis Rev-1 can be suspected for being 

the vaccine strain. 

 A total of 588 serum samples collected from B. melitensis isolation positive herds (n 24) were 

examined by RBPT, mSAT and iELISA tests. Of the 588 serum samples, 41,1%, 37,2% and 43,2% 

were found to be positive by RBPT, mSAT and iELISA, respectively. 

 Consequently, B. melitensis strains were isolated in Konya region were found to be different 

by RAPD-PZR. B. melitensis biotype 3 was found the most common biotype. B. melitensis Rev-1 

vaccine strain were isolated from aborted fetus in Türkiye for the first time. RAPD-PZR method was 

found for being an ease to use and interpretation. This can be used for studies on epidemiology of 

Brucellosis. 

 Key Words: Brucellosis; B. melitensis; B. melitensis Rev-1; Genotyping; RAPD-PZR; PZR-

RFLP. 
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