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ÖNSÖZ 

Brusellozis dünyada çok yaygın olarak görülen ve ciddi ekonomik kayıplara 

neden olan önemli bir zoonotik hastalıktır. Enfeksiyon insanlarda ciddi iĢ gücü 

kayıpları ve uzun tedavi dönemlerine neden olmaktadır. Gıda kontaminasyonu ile 

bulaĢma görülmesinden dolayı brusellozis önemli bir halk sağlığı problemi olarak 

insan ve hayvan sağlığını tehdit etmektedir. 

Bu çalıĢmada 2007-2014 tarihleri arasında Konya Eğitim AraĢtırma 

Hastanesinde Bruselloz tanısı konulmuĢ hastalardan izole edilen Brucella suĢlarının 

CO2 li ortamda üreme, üreaz üretimi, H2S üretimi, Tiyonin ve fuksin varlığında 

üreme, Anti-A ve Anti-M serumları ile aglütünasyon ve PZR sonuçları 

değerlendirilerek tür ve biyotip değerlendirmelerinin yapılması hedeflenmiĢtir. 
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Bruselloz Tanısı KonulmuĢ Hastalardan Ġzole Edilen Brucella SuĢlarının PZR 

Yöntemi Ġle Sınıflandırılması 

 

AyĢegül ĠLBAN 

Mikrobiyoloji (VET) Anabilim Dalı 

 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ / KONYA-2015 

  

Bu çalıĢmaya Konya Eğitim AraĢtırma Hastanesine 2007-2014 tarihleri arasında yüksek ateĢ, 

lenfadenopati, halsizlik ve bel ağrısı gibi Ģikayetler nedeni ile baĢvuran hastalardan izole edilen 113 

adet Brucella spp. suĢu dahil edilmiĢtir. Ġzolatların kimyasal özelliklerine göre sınıflandırılmasında 

kullanılan testlerin spesifite ve sensitivite düzeylerinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. SuĢların 

doğrulamasında üreme özellikleri, koloni morfolojileri, hemoliz, gram boyama sonuçları, pozitif 

serum ile lam aglütünasyon, katalaz, oksidaz, hareket, indol ve üreaz aktiviteleri değerlendirildi. 

Brucella spp. olarak değerlendirilen 113 izolatın CO2‟li ortamda üreme, üreaz üretimi, H2S üretimi, 

Tiyonin ve fuksin varlığında üreme, Anti-A ve Anti-M serumları ile aglütünasyon testleri türlerin 

belirlenmesinde kullanıldı. Sonuçlar PZR sonuçları ile karĢılaĢtırılarak değerlendirildi. 

Biyotip düzeyindeki sınıflandırma amacı ile byokimyasal test sonuçları ve PZR sonuçları 

ortak olarak değerlendirildi. B. abortus olarak değerlendirilen 19 adet suĢdan 3 adet suĢ biyotip 3; 4 

adet suĢ biyotip 2; diğer 12 suĢ ise biyotip 1 olarak değerlendirildi. B. melitensis olarak 

değerlendirilen 94 adet suĢdan 12 adet suĢ biyotip 1 diğer 82 adet suĢ ise biyotip 3 olarak 

değerlendirildi. 

Klasik sınıflandırma yöntemlerinin spesifite ve sensitivite değerleri boya varlığında üreme 

sensitivite % 100, spesifite % 84.21; CO2‟li ortamda üreme sensitivite % 96,809 spesifite % 100; H2S 

üretimi sensitivite % 100 spesifite % 100; Anti-A ve Anti-M serumları ile aglütünasyon sensitivite 

%98,936 spesifite % 92.98 olarak değerlendirildi. Bütün çalıĢmalar ilk izolasyon ürünleri ile yapıldı. 

Sonuçlar PZR sonuçları ile uyumlu olarak bulundu. Ancak genel değerlendirme için PZR sonuçları ile 

eĢ zamanlı değerlendirme yapılması önerildi. 

Anahtar Sözcükler: Bruselloz; B. abortus; B. melitensis; PZR 
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Classıfıcatıon Of Brucella Straıns Isolated From Patıents Wıth Brucellosıs By 

PCR 
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Department Of Mıcrobıology (VET) 

 

MASTER THESIS / KONYA-2015 

  

This study included that 113 Brucella spp. strains isolated from patients presenting with 

symptoms like high fever, lymphadenopathy, fatigue and back pain at Konya Education and Research 

Hospital between 2007-2014. Aimed to determine the level of spesificity and sensitivity of the tests 

used to classify the isolates according to the chemical properties. Reproductive characteristics, colony 

morphology, hemolysis, Gram stain results, the rapid slide aglütination with positive serum, catalase, 

oxidase,  motion, indole and urease activity were evaluated the verification of the strains. Brucella ssp. 

as assessed 113 strains of CO2 environment in growth, urease production, H2S production, Thionine 

and fuchsin growth in the presence of anti-A and anti-M aglütünasyo the serum and PCR results were 

evaluated species and biotypes reviews. The results were evaluated by comparing the results with 

PCR. 

Biochemical test results and PCR results were evaluated together with the aim of biotypes 

classification level. Of the 19 B. abortus isolates; 3 were identified as biotype 3, 4 were identified 

biotype 2 and 12 were idetified biotype 1. B. melitensis strain which evaluated 94 isolates 12 were 

identified as biotype 1and 82 were identified biotype 3. 

Reproduction in specificity and sensitivity values for the presence of classical classification 

method paint sensitivity 100%, specificity of 84.21%; CO2 environment on reproductive sensitivity 

96.809% and specificity 100%; H2S production sensitivity 100% and  specificity 100%; with Anti-A 

and Anti-M aglütination serum sensitivity 98.936% and specificity 92.98% was considered. All 

studies were performed with the first isolation products. The results were consistent with the results of 

PCR. However, the PCR results for the overall evaluation were suggested simultaneous evaluation. 

Key Words: Brucellosis; B. abortus; B. melitensis; PCR  
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1. GĠRĠġ 

1.1.Tanım 

Brusellozis baĢlıca Akdeniz ülkeleri olmak üzere dünyanın her bölgesinde 

yaygın olarak görülebilen zoonotik bir hastalık olup, baĢlıca Akdeniz ülkeleri, Orta 

Doğu, Batı Asya, Afrika ve Güney Amerika‟da insanlar ve hayvanlar arasında 

endemiktir (Godfroid ve ark 2001, Çelebi 2003, Young 2006). Hayvanlar arasındaki 

enfeksiyon dağılımı, insanlarda görülen enfeksiyon dağılımını Ģekillendirmektedir. 

Türkiye de yapılan birçok araĢtırma, geçim kaynağı hayvancılık olan kırsal 

kesimlerde hastalığın kentlerde yaĢayan nüfusa göre daha sık ortaya çıktığını, 

hastalığın ülkemiz için sorun olmaya devam ettiğini göstermektedir (Çelebi 2003). 

Brusellozis, ağırlıklı olarak hayvancılığın yaygın olduğu Doğu Anadolu, Güneydoğu 

Anadolu ve Ġç Anadolu Bölgelerinde görülmekle birlikte, Türkiye hemen her bölgede 

vaka bildirimi olmaktadır. Türkiye de Sağlık Bakanlığı BulaĢıcı Hastalıkların Ġhbarı 

ve Bildirimi Sisteminde brusellozis A Grubu Bildirimi Zorunlu Hastalıklar 

Listesinde bulunmaktadır. Ülkemizde yaygıl olarak görülen brusellozis için, Sağlık 

Bakanlığı verilerinde 2009 yılında 9385, 2010 yılında 7703, 2011 yılında 7177, 2012 

yılında 6759, 2013 yılında 7225 vaka bildirimi yapılmıĢtır (Türkiye Sağlık Bakanlığı 

2014). 

 Brucella‟ların neden olduğu Brucellozis; sığır, koyun, keçi, koç, köpek, 

domuz, gibi memmeli hayvan türlerinde genital organlara yerleĢerek gebe 

hayvanlarda atıklara ya da infertiliteye neden olur. Hastalık kronik seyirlidir, oldukça 

bulaĢıcıdır, nekrotik ve yangısal enfeksiyonlar oluĢturabilir (Buxton ve Fraser 1977, 

Garin-Bastuji ve ark 2005). Hastalık evcil hayvanlarda üremeyi önlemesi ile önemli 

ekonomik kayıplara neden olurken, ayrıca enfekte hayvanların süt ve süt ürünleri ile 

insanlara bulaĢması da halk sağlığı açısından önemli problemler oluĢturmaktadır 

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

Enfekte hayvan materyalleri ile temas riski olan veteriner hekimler, çobanlar,  

hayvan bakıcıları, suni tohumlama teknisyenleri, mezbaha çalıĢanları, gıda 

sektöründe görev alan personel ve laboratuvar çalıĢanları brusellozis açısından riskli 

grubu oluĢturmaktadır. Bu meslek gruplarında çalıĢan insanlar için hastalık meslek 

hastalığı olarak ortaya çıkmaktadır (Aydın 2006, Irmak 2010).  
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Enfekte hayvanlara ait pastörize edilmemiĢ süt ve süt ürünlerinin sindirim 

sistemi kanalı ile alınması insanlar arsındaki bulaĢmanın en temel yoludur (Aydın 

2006, Young 2006). Enfekte hayvana ait her türlü materyal ile direkt temasta 

bulunan hasarlı veya yumuĢamıĢ deri ya da enfeksiyon etkeninin solunum yoluyla 

alınması da bulaĢmada önemli rol oynar. Laboratuvar çalıĢanları açısından çalıĢmalar 

esnasında oluĢabilecek kazalar ya da Brucella abortus (B. abortus) S19 ve Brucella 

melitensis (B. melitensis) Rev 1 canlı aĢılarının çiftliklerde uygulanmaları esnasında 

meydana gelen kazalar konjuktiva yolu ile de etkenin sağlıklı bireyler tarafından 

alınmasına neden olmaktadır (Meyer 1990, Corbel 1997, Aydın 2006). Cinsel temas 

ya da emzirme gibi sebeplerle nadirde olsa etkenin insandan insana  bulaĢabileceği 

ancak bu tarz bulaĢmanın oldukça nadir olduğu bildirilmektedir (Young 2005).  

BulaĢmada en yaygın neden kontamine doğum akıntıları ve abort materyali 

olduğundan, hasta hayvanların sürüden izolasyonu ve atık materyallerinin uygun 

Ģekilde imhası enfeksiyonun sürüdeki diğer hayvanlara, komĢu çiftliklere ve dolayısı 

ile insan topluluklarına bulaĢmasını önlemek için uygun bir yöntemdir. Hastalığın 

görüldüğü çiftliklerdeki alet ve ekipman bulaĢmanın ve yayılmanın önlenmesi için 

dikkatli ve uygun bir Ģekilde dezenfekte edilmelidir (Deyoe ve ark 1979). 

BulaĢmanın önlenmesinde sahada çalıĢanların koruyucu giysi kullanmaları ve 

kullanılan malzemelerin uygun bir Ģekilde dezenfekte etmeleri gibi basit ve temel 

önlemler almaları enfeksiyonun pasif olarak yayılımını önlemek açısından kolay 

yöntemlerdir (Uysal ve Erdenliğ 2001). 

Brusellozisin en kolay enfekte olunabilecek enfeksiyonlardan birisi olması 

nedeni ile laboratuar çalıĢanları hastalik için risk faktörü yüksek grubu oluĢturur. Her 

türlü laboratuar çalıĢması sırasında ve sonrasında enfekte materyaller ve bakteriyel 

kültür ortamları uygun Ģekilde imha edilmeli ve çalıĢmalarda yeterli biogüvenlik 

önlemleri alınmalıdır. Kültür için laboratuvara getirilen her türlü materyal, eğitimli 

personel tarafından güvenlik kabinleri içerisinde yapılmalıdır. Bu tarz önlemler 

mezbaha çalıĢanları için de oldukça önem arz eder. Fakat serum örnekleri ile yapılan 

serolojik testler neredeyse hiç risk taĢımazlar (Nicoletti 1977).  

Enfeksiyona maruz kalma riski yüksek olan meslek gruplarında düzenli 

aralıklarla serolojik testlerin uygulanması gerekmektedir. Tedavideki en önemli ve 

kolay yöntem bulaĢmanın önlenmesidir. Hastalığın insanlara bulaĢmasının 
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önlenmesinde en önemli faktörün hasta hayvanların kontrolü olduğu geniĢ ölçüde 

kabul edilen bir fikir birliğidir. Enfeksiyonun kontrolünde hayvan sürülerinin 

aĢılanması önemli bir rol oynar. Çünkü henüz insanlar için ciddi yan etkilerin 

oluĢmadığı etkin bir aĢı geliĢtirilememiĢtir (Uysal ve Erdenliğ 2001). 

Ġnkübasyon süresi bireyler ve canlılar arasında farklılıklar göstermekredir. 

Hastalık belirtileri bireylerde birçok sistemde ortaya çıkabilir. Akut safhada 

bakteriyemiye neden olan mikroorganizmalar baĢta retiküloendoteliyal sistem olmak 

üzere çeĢitli organ ve sistemlerde belirtiler ortaya koyar. Hastalığın ilk belirtileri 

arasında geceleri artan dalgalı ateĢ, titreme, terleme, yorgunluk,  iĢtahsızlık, baĢ 

ağrısı, halsizlik, miyalji, ve sırt ağrısı gibi genel enfeksiyon belirtileri bulunmaktadır 

(Corbel 1989, Godfroid ve ark 2001). Hastaların bir kısmında lenfoadenopati, 

hepatomegali ve splenomegali ortaya çıkabilir (Hoover ve ark 1997, Young 2006). 

Genel belirtiler açısından bakıldığında hastalık birçok enfeksiyon hastalığı ile ortak 

belirtiler göstermektedir. Tedaviden sonra etken hasta vücudunda mononukleer 

fagositik hücrelerde saklanmakta ve uygun Ģartlarda tekrarlayan enfeksiyonlar 

göstermektedir. Hasta bireyler arsında ölüm oranı %1‟den az iken, baĢlıca sebepler 

arasında endokardit ve nörobrusellozis yer almaktadır (Godfroid ve ark 1998, Young 

2006).  

Ġnsanlarda burusellozis tanısında altın tanı yöntemi bakteriyolojik kültürdür. 

Fakat alınan numunelerde bakterinin üretilebilmesi için numunenin uygun zamanda 

alınmıĢ olması gerekmektedir. Kültür metodu özellikle kronik vakalarda daima kesin 

sonuç vermez. Bu nedenlerden dolayı insanlarda tanı amacı ile serolojik yöntemler 

sıkça kullanılır. Laboratuarlarda özellikle yaygın olarak tüp ve lam aglütinasyon, 

merkaptoetanol/rivanol presipitasyon testi, anti-insan globülininin kullanıldığı 

aglutinasyon testi (Coombs reaktifi ile tüp aglütinasyon), indirekt hemaglütinasyon 

testi, FAT ve ELISA testleri kullanılmaktadır (Corbel 1997, Young 2006). Bu 

testlere ek olarak bakteri DNA‟sının araĢtırıldığı PZR gibi moleküler yöntemler de 

hızlı ve güvenilir sonuçlar vermektedir (AktaĢ 2003, Young 2006).  

Brusellozisin insidansı ve hastalığın kontrolü hayvan vakalar ile doğru 

orantılıdır (Young 2006). Hastalığın günümüzde insanlarda kullanılabilen bir aĢısı 

mevcut değildir. Bu nedenden dolayı korunmada primer yol hayvan konakçıların 

kontrolüdür. Hasta hayvanlar ile temas ihtimali olan bütün insanlarda temas 
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önlemlerinin alınması, gıda kontrolünde et ve et ürünlerinin piĢirilerek tüketilmesi ve 

süt ve süt ürünlerinin pastörize edilerek tüketime sunulması, toplumun konu ile ilgili 

bilinçlendirilmesi ve hastalığın görüldüğü çifliklerde bildirimlerin yapılması 

bulaĢmanın önlenmesi açısından önemli faktörlerdir (Hoover ve ark 1997, Young 

2006).  

1.2. Tarihçe 

Bruselloz M.Ö. 450 yılında Hipokrat‟tan bu yana ateĢle karakterize olan bir 

hastalık olarak bilinmektedir. Ġnsan brusellozuna ait ilk tanımlama ise 1860 yılında 

Marston tarafından yapılmıĢtır (Marston 1861). Hastalık etkeni ise ilk olarak, 1887 

yılında Ġskoçyalı bir hekim olan Sir David Bruce tarafından „„Malta Humması‟‟ 

nedeniyle ölen Ġngiliz askerlerinin dalak ve karaciğerlerinden izole edilmiĢ ve 

Micrococcus melitensis (M. melitensis) olarak isimlendirilmiĢtir (Bruce 1887). Daha 

sonraları David Bruce‟u onurlandırmak için hastalığın cins adı Brucella olarak 

değiĢtirilmiĢtir (Meyer ve Shaw 1920). 

Ġnsan ve hayvan serumlarından agliütinasyon testinde B. melitensis‟e ait 

spesifik antikorlar tesbit edilerek hastalığın zoonoz bir hastalık olduğu açıklanmıĢtır 

(Wright ve Smith 1897). B. melitensis keçi sütü ve idrarından izole edilmiĢ ve B. 

melitensis‟in konakçısının keçi olduğunu ve insanlara çiğ süt ve süt ürünlerinden 

geçtiği açıklanmıĢtır (Zammit 1905). O yıllarda Malta halkının kültüründe kapıdan 

direk keçiden süt dağıtımı ve çiğ süt tüketimi yer almaktadır. Ġnsanlara hastalığın çiğ 

keçi sütünden geçtiği belirlenince kapıdan süt satıĢı yasaklanmıĢ olup 1938 yılında 

da pastörizasyon iĢlemi zorunlu hale getirilmiĢtir (Nicoletti 2002). Bang ve Stribold 

(1895)tarafından atık yapan sığırlardan B. abortus‟u izole etmiĢlerdir (Hughes 1897). 

Daha sonra B.suis 1914 yılında Traum tarafından atık yapmıĢ olan domuzlardan izole 

edilmiĢtir (Özsan 1990). Amerikalı bir bakteriyolog olan Alive Evans (1918) 

keçilerde, sığırlarda ve domuzlarda rastlanan bu üç etkenin kültürel, morfolojik ve 

biokimyasal farklılıklarının olmadığını yalnızca antijenik farklılıklarının olduğunu 

açıklamıĢtır (Özsan 1990, Al Dahouk ve ark 2003a, Young 2005). 

B. ovis Buddle (1956) tarafından Yeni Zellanda‟da koyunlardan izole 

edilmiĢtir. B. canis ise Carmichael ve Bruner (1968) tarafından av köpeklerinden 

izole edilmiĢtir. B.neotomae, Amerika‟da Utah eyaletinde Stoenner ve Jackman 
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(1957) tarafından çöl ratlarından izole edilmiĢtir. Son yıllarda deniz memelilerinden 

iki yeni Brucella türü izole edilmiĢ ve B.ceti ve B. pinnipediae olarak adlandırmıĢtır 

(Foster ve ark 2007). En son olarak tarla farelerinden B. microti izole edilmiĢtir 

(Scholz ve ark 2008). 

Brucella spp. Türkiye‟de ilk defa Dr. Hüsamettin Kural ve Mahmut Sabit 

Akalın (1915) tarafından Kuleli Askeri Hastanesi‟nde yatmakta olan bir hastadan 

izole edilmiĢtir. B.melitensis Aktan ve Köylüoğlu (1944) tarafından ilk olarak 

Bandırma merinos çiftliğinde bir koyundan izole edilmiĢtir. (Tarım Bakanlığı 

Brusellosis ve Tüberkülosis ġubesi, Ankara, 1965). BüyükbaĢ hayvanlarda hastalık 

Türkiye‟de ilk Berke (1931) tarafından tanılanmĢtır. B. canis„in ilk teĢhisi Serdar 

Diker ve ark tarafından serolojik yöntemler kullanılarak yapılmıĢtır (Diker ve ark 

1984). Brusellozis vakaları çoğunlukla sürü halinde yaĢayan evcil hayvanlarda 

artmaktadır. En yaygın tür olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis farklı konakçı 

türleri göstersede değiĢik hayvan gruplarında enfeksiyon ortaya çıkabilir. Bu üç türe 

oranla B. ovis, B. canis ve B. neotomae primer konakçılarının dıĢına çok fazla 

çıkmazlar (Hagan 1973, Meyer 1990). Dünya nüfusuna bakıldığında en yaygın türün 

B. melitensis olduğu görülsede diğer türlerle enfekte vaakalar da bulunmaktadır 

(Gotuzzo ve Carrillo 1998). 

1.3. Etiyoloji 

1.3.1. Morfoloji 

Brucella spp. bakterileri gram boyama yöntemi ile hızlı boyanır, gram 

negatiftir, ilk pasajdan sonraki kültürlerde düzensiz boyandığı gözlenir. Kapsül 

yoktur ve endospor oluĢturmaz (Renner ve Hausler 1980, Arda ve ark 1997, Baysal 

1999, Bilgehan 2000, Chu ve Weyant 2003).  

Brucella spp. 0.5 - 0.7 µm geniĢliğinde, 0.6 - 1.5 µm uzunluğunda 

kokobasildir. Çoğunlukla uçuca ekli diplokok Ģeklinde gözlenir. Sıvı besiyerinde 

üretildiği takdirde bakteri 3-5 zincir Ģeklinde üreme gösterebilir. Boyanma yöntem ve 

görünüĢlerine göre Brucella spp. türlerini birbirinden ayırt etmek mümkün değildir 

(Yıldırıcı  1993, Baysal 1999, Sümerkan 2002).  
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Brucella spp. bakterileri oldukça küçük ve hareketsizdir ancak küçük 

olmalarından dolayı moleküler harekete bağlı titreĢim hareketi (Brownian hareket) 

yaparlar. Bakteri ilk pasajda smooth koloni oluĢturur ve boyamada bakteri çevresinde 

ince kapsül gözlenir ancak daha sonraki pasajlarda koloni morfolojisi rough koloni 

Ģeklini alırken boyamada kapsül kaybolur (Yıldırıcı 1993, Baysal 1999, Sümerkan 

2002, Chu ve Weyant 2003).  

Brucella spp. türlerinde plazmit oluĢumu gözlenmez. Bakteride pilus 

olmadığı için konjugasyon yöntemi ile gen aktarımı yapamaz. Ancak transdüksiyon 

yöntemi ile gen aktarımı yapabildikleri antibiyotik direnç geliĢiminden dolayı 

düĢünülmektedir. Etken normal Ģartlar altında minimum seviyede transformasyona 

uğrar (Corbel 1989). Polimorf nüvelli lökositler içerisinde uzun süre canlı kalabilir 

ve burada bağıĢıklık sistemine yakalanmadan üreme gösterebilir (Ugalde 1999). 

1.3.2. Kültür ve Üreme Özelikleri 

Brucella türleri konakçı organizması dıĢında çoğalma göstermez. Ancak 

uygun ortam Ģartları sağlandığında (ısı, nem ve asidite) uzun süre canlılığını korur. 

Uygun Ģartlardaki dayanıklığına rağmen bakteri pastörizasyon, güneĢ ıĢığı, kuru hava 

ve dezenfektanlara karĢı oldukça duyarlıdır. Brucella spp. 10-15 dakikalık 

kaynatmaya oldukça dayanıksızdır, 60°C„de 10 dakika içinde, 100°C„de ise hemen 

ölür. Ancak nemli ve karanlık ortamda 50-70 gün, su içerisinde 15 gün, sütte 1-2 

gün, difrizde 3-5 ay, süt kaynatılmadan yapılan dondurmada 1 ay canlılığını korur 

(Arslan 2002). Konokçı idrarında 30 gün, hayvan atıklarında 75 gün ve vajinal 

akıntıda 200 gün canlılığını korur. Gübre içerisindeki bakteri 56-61°C„de 4-5 saat 

içerisinde yok olur. Kaynatmadan kullanılan süt ile üretilen tuzsuz krema da 142 

gün, % 10 tuzlu salamura peynirde 45 gün canlılığını korur. Et içerisindeki bakteri 

kesim sonrası normal dinlendirme süresi içerisinde ette oluĢan pH değiĢikliği (asitlik) 

nedeni ile hızlıca tahrip olur. Yüzey dezenfeksiyonunda kullanılan % 2‟lik formol 

veya % 1‟lik lizol içerisinde 15 dakikada tahrip olur (Arda ve ark 1997, TaĢçı 2004). 

Brucella spp. organizmadan yeni ayrıldığında genel kullanım besiyerlerinde 

üremesi güçlük gösterir ve yavaĢ ürer (Bilgehan 2000). Özellikle serum, gliserin ve 

glikozlu besiyerlerinde üremeyi tercih eder (Gürler 1990, Bilgehan 2000). Selektif 

besiyeri kullanımı ilk izolasyon için gerekli olabilir. Pepton, et özü, triptoz, glikoz ve 
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tuz gibi kompleks bileĢenler içeren besiyeri ortamlarında güzel ürer (Gürler 1990). 

Brucella spp. türleri kimyasal bileĢenleri besin olarak kullandıkları için birçok tür 

bileĢik içerikli besiyerlerine ihtiyaç duyar. Aminoasitlerden nikotinik asit, niyasin,  

tiyamin, vitaminler ve magnezyum bakteri üremesinde gereklidir (Gürler 1990, 

Moyer ve ark 1991, Mayc ve Weyant 2003). Besiyerinde kan ve serum varlığı 

üremeyi oldukça artırır. Brucella türlerinde enerji üretimi için oksidatif metabolizma 

kullanılır (Holt ve ark 1994). Kalsiyum pentenat ve mezoeritritol üremelerini arttırır 

(Gürler 1990, Moyer ve ark 1991). Brucella agar, Çikolata agar, serum dekstroz agar 

gibi kan ile zenginleĢtirilmiĢ besiyeri ortamları, trypticase soy agar (defibrine koyun 

kanı ilaveli %5 veya ilavesiz), brain-heart infüzyon broth ve agar kültürde yaygın 

olarak kullanılan besiyeri ortamlarıdır (Gürler 1990, Mayc ve Weyant 2003). 

Bakterinin ilk izolasyon sonrası pasajlarında ise üremesi oldukça kolaylık gösterir, 

hatta buyyon ve jeloz gibi standart ortamlarda bile kolayca üreme gösterir (Bilgehan 

2000). Ġlk izolasyonda B. abortus üreyebilmek için %5-10 CO2‟li ortama ihtiyaç 

duyar (Sümerkan 2002). B. abortus uygun atmosfer Ģartlarında dahi oldukça yavaĢ 

ürer (Gürler 1990). Ancak B. abortus sonraki pasajlarda normal atmosfer Ģartlarında 

üreme gösterir. B. melitensis ve B. suis ilk izolasyonda dahi %5-10 CO2‟li atmosfer 

ortamına ihtiyaç duymazlar ve zorunlu anaerop atmosfer koĢullarında üreme 

göstermezler (Gürler 1990). Üreme için uygun ortam ısısı 37°C olsada 20-40°C 

aralığındaki her türlü ısıda üreyebilir. Uygun ortam pH‟sı 6,6-7,4 aralığında olmalıdır 

(Holt ve ark 1994, Mayc ve Weyant 2003). Ekimi takiben 48-72 saat içerisinde 

besiyeri yüzeyinde yüzeyden kabarık, konveks, su damlası Ģeklinde, parlak yüzeyli 

smouth koloni oluĢur (Holt ve ark 1994). Ancak B. canis ve B. ovis„de routh koloni 

oluĢumu ilk izolasyonda dahi gözlenebilir. Kolonilerin gözle görünür hale gelmesi 

48-72 saat alırken koloni büyüklüğü 4-5 gün sonunda 2-3 mm çapına ulaĢır (Gürler 

1990, Moyer ve ark 1991). Koloniler hemolizsiz ve pigmentsizdir (Moyer ve ark 

1991). Birçok pasajdan sonra koloni morfolojisi bozulur B. melitensis ve B. 

abortus‟un bazı türlerinde esmer-kahverenkli koloniler gözlenebilir (Gürler 1990). 

1.3.3. Biyokimyasal Özellikleri 

Brucella grubu mikroorganizmalar, fermentatif metabolizma yerine oksidatif 

metabolizmaya sahip olduklarından, klasik karbonhidrat fermentasyonu testleri ile asit 

veya gaz oluĢturma yeteneğine sahip değildirler (Alton ve ark 1988, Garrido-Abellan 
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ve ark 2001). Katalaz, oksidaz ve üreaz pozitiftirler ve nitratı nitrite indirgerler. Voges-

Proskauer, Metil Red, Ġndol ve Sitrat gibi kimyasal testler negatiftir. Kükürt içeren 

aminoasitlerden H2S üretimleri değiĢken olmasına karĢın B. melitensis‟ler H2S 

negatiftir. Jelatini eritmezler (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Koneman ve 

ark 1992, Arda ve ark 1997, Quinn ve ark 2002) (Çizelge:1.1). Oksidatif metabolizma 

testleri referans laboratuarlarınca yapılmaktadır. B. melitensis, L-alanin, D-glikoz, 

meso-erythritol, 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 cinsi bakterilerin ortak biyoĢimik özellikleri. 

 Katalaz Oksidaz Üreaz 
Nitratları 

Ġndirgeme 
Sitrat 

Metil 

Kırmızısı 

V. 

Proskauer 
Jelatinaz 

ONP

G 

Brucella 
+ + 

(Çoğu tür) 
Değ. + - - - - - 

Tabloda. B. ovis ve B. neonatame hariç B. melitensis biyotip 1, B. abortus biyotip 1 

ve B. suis biyotip 1‟in ortak özellikleri görülmektedir (Koneman ve ark 1992). 

Serolojik testlerde Pseudomonas maltophilia, Escherichia coli O:116, O:157, 

Vibrio cholera Salmonella grup N (0:30) ve Yersinia enterocolitica O:9 gibi 

bakterilerde bulunan SLPS antijeni Brucella spp. ile çapraz reaksiyon gösterir. Bu da 

testlerde yanlıĢ pozitifliğe neden olur (Timoney ve ark 1988, Quinn ve ark 2000).  

B. melitensis, B. abortus ve B. suis H2S‟ü kükürtlü organik bileĢikleri 

parçalama sonucunda oluĢturur. H2S oluĢturma sürelerine bakıldığında B. suis‟in 3-5 

gün ile en uzun sürede ve en fazla ürettiği, B. abortus’un 2 günde oluĢturmaya 

baĢladığı, B. melitensis„in ise bir gün içerisinde eser miktarda H2S üretir (Bilgehan 

2000).  

Brucella spp tiplendirmesinde; %5-10 CO2„li atmosfere ihtiyacı olup olmaması, 

H2S ve üreaz üretip üretmemeleri, bazik fuksin ve tiyonin boya varlığında üremeleri 

değerlendirilmelidir. ÇeĢitli oranlarda boya varlığında üreme biyovar ayırımını belirler. 

B. melitensis üremesi besiyerine belirli miktarda eklenen kristal viyole, pironin, 

thionin (1/25.000, 1/50.000, 1/100.000) ve bazik fuksin (1/50.000, 1/100.000) 

varlığında baskılanmaz. B. abortus üremesi ise thionin eklenen besiyerlerinde 

baskılanır. B. suis„in üremesi ise thionin varlığında devam ederken diğer boyaların 

besiyerine eklenmesi durumunda baskılanır. Ancak biyovarlar arasında farklılıklar 

gözlenmektedir (Çizelge:1.2). Karbonhidrat metabolizmasına bakıldığında trehaloz, 
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inozitol, ramnoz ve mannoz fermantasyonu bakımından türler arasında farklılıklar 

gözlenmektedir (Bilgehan 2000). 

Çizelge 1.2: Brucella türlerinin ayırt edici özellikleri (Dubos 1965) 

Tür biyovar CO2 H2S üreaz 

Boyalarda Üreme 

Thionin Fuksin 

a b c b c 

B. melitensis 1 

2 

3 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

D 

D 

D 

- 

 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

B. abortus 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

+,- 

+ 

+,- 

+,- 

- 

- 

- 

+ 

+,- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+,- 

+,- 

- 

+ 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

1-2 h 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

B. suis 1 

2 

3 

4 

- 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

0-30 dk 

0-30 dk 

0-30 dk 

0-30 dk 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

B. neotomae 1 - + 0-30 dk - - + - - 

B. ovis 1 + - 0 + + + + + 

B. canis 1 - - 0-30 dk + + + - +,- 

Not: a: 1/25.000 b:1/50.000 c:1/100.000 Besiyeri olarak TSA veya TA kullanılmıĢtır.  

1.3.4. Antijenik Özellikleri 

Brucella spp.‟nin hücre duvarına bakıldığında pilus ve fimbria gözlenmez, 

kapsül ise ilk kültür de varken sonraki pasajlarda yoktur (Corbel 1997). Bakteri hücre 

duvarına bakıldığında burada yer alan dıĢ membran proteinleri (OMP) ve 

lipopolisakkarit (LPS) tabaka virülansiteyi belirler (Bundle ve ark 1989, Corbel 

1997, Paquet ve ark 2001). Brucella spp. suĢlarında birçok ortak antijen bulunurken, 

smouth ve routh koloniler arasında LPS antijeni farklıdır ve OMP‟ler türler arasında 

farklı yapılar içerisinde yer alır (Kocabeyoğlu ve ark 1994, Bowden ve ark 1995, 

Paquet ve ark 2001). OMP hücresel bağıĢıklıkta LPS antijenleri ise humoral 

bağıĢıklıkta rol almaktadır. (Paquet ve ark 2001).  
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Brucella hücreleri, ultrasonikasyon veya dondurup çözdürme gibi 

yöntemlerle parçalanırsa immunelektroforezde hiperimmunserumlara karĢı 20 

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

immun yanıtı oluĢturan immunodominant moleküller, dıĢ membran (OM), S-

lipopolisakkarit (S-LPS), native hapten (NH) polisakkarit ve polisakkarit B‟dir (Diaz 

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 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 oluĢur (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 düĢük endotoksin aktivitesi hücre içi yaĢama adapte olmak amacıyla 

geliĢmiĢ olduğu düĢünülmektedir (Lapaque ve ark 2005).  

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

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

PAGE) analizi ile yapılan incelemelerde A ve M olmak üzere 2 farklı tipte olduğu 

belirlenmiĢtir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998). 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 belirlenmiĢtir. 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 beĢ N-formil-perosaminin tekrar etmektedir 

(Diaz ve ark 1977, Meikle ve ark 1989, Marquis ve Ficht 1993, Aragon ve ark 1996, 

Moriyon ve Lopez-Goni 1998). C-NMR ile, B. melitensis biyotip 1-16M (M+), 

biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether (A+,M+) ve B. abortus biyotip 1 (A+) suĢları 

analiz edilmiĢ ve taĢıdıkları 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 bulunmuĢtur (Meikle ve 

ark 1989)(Çizelge:1.3). Brucella türlerinin rough ya da smooth lipopolisakkarite (R-

LPS ya da S-LPS) sahip olmalarını, O-polisakkarit zinciri taĢıyıp taĢımamaları 
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belirler. S-Brucella türlerinin patojeniteleri O-polisakkarit zinciri taĢımalarına bağlı 

iken R-LPS‟e bulunduran B. canis ve B. ovis, O-polisakkarit zinciri taĢımadıkları 

halde köpek ve koçlar için patojendir (Caro-Hernandez ve ark 2007).  

Çizelge 1.3: Bazı Brucella türlerinin A-M-L antijeni bulundurma oranı (Bilgehan 

2000). 

 A antijeni M antijeni L antijeni 

B.melitens az çok yok 

B.abortus çok az var 

B.suis çok az yok 

 Y. enterocolitica 0:9‟un LPS‟i ile aynı yapıda olan A serotipin O-

polisakkariti, α-1,2 bağlı 4,6-dideoksi-4-formamido-Dmannopiranosil (N-formil 

perosamin) çizgisel bir homopolimerdir. M serotipde ise O-polisakkarit, biri α-1,2‟ye 

ve dördü α-1,3‟e bağlı toplam beĢ N-formil perosamin‟in tekrarlaması ile oluĢur 

(Bundle ve ark 1989, Corbel 1997). Monoklonal antikorlardan A ve M antijenleri ile 

hazırlanarak uygulanan immunobloding testlerinde ya A ya da M determinantına 

karĢı reaksiyon görülmekte her ikisine birden tepkime görülmemektedir. Böylece, 

her iki antijeni bulunduran B. melitensis biyotip 3 ve B. suis biyotip 4‟de A ve M 

antijenlerininfarklı moleküller olarak sentezlendiği görülmektedir (Meikle ve ark 

1989). Brucella bakterilerinde A ve M antijen yapıları aynı miktarda bulunmaz. B. 

abortus ve B. suis‟te A antijeni (A/B=20/1), B. melitensis‟de ise M antijeni 

(A/M=1/20) daha fazla olarak görülür. Aglütinin absorbsiyon testi ve jel difüzyon 

yöntemi uygulandığında B. melitensis, B. abortus ve B. suis serolojik yöntemlerle 

kolay ayırtedilirken, B. abortus ve B. suis‟i ayırmak mümkün değildir (Young 2000, 

Sümerkan 2002). Brucella spp. suĢları içerisinde S-LPS‟ye sahip olanlar daha 

virulans ve polimorfnüveli lökositler tarafından intrasellüler yok edilmeye dirençli 

(Yuong 1995), R-LPS‟e sahip olanlar ise virülans faktörler yönünden daha zayıftır 

(Detilleux ve ark 1990).  

Smouth Brucella kolonilerinde NH polisakkarit, ilk kez Diaz ve ark (1968) 

tarafından S-Brucella etkenlerinde belirlenmiĢtir ve bu bölge O-polisakkarit 

zincirinin Ģeker içermeyen Ģeklidir. Diğer polisakkarit antijeni olan polisakkarit-B ise 

düĢük moleküler ağırlıklı bir Ģekerdir. Bu iki antijen birbirleri ile iliĢkilidir ve 

fonksiyonları tam olarak aydınlatılamamıĢtır (Aydın ve ark 1988, Moriyon ve Lopez-
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Goni 1998). Polisakkarit-B‟de bulunan cyclic glucan, Rhizobiaceae familyası 

üyelerinin periplasmik bölgesinde bulunanlarla benzeĢmektedir (Aragon ve ark 

1996). B. abortus ve B. melitensis enfekte hayvanların serumlarında NH ve 

polisakkarit-B‟ye karĢı antikor oluĢumu immunopresipitasyon testi ile ortaya 

konulmuĢtur. Fakat aĢılanmıĢ hayvanların serumlarında aynı antikorlara 

rastlanmaması bu antijenlerin enfekte ve aĢılı hayvanların ayrımında 

kullanılabileceği sonucunu gösterir (Aragon ve ark 1996).  

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

Bezard tarafından, 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 ayrılmıĢtır (Moriyon ve Lopez-Goni 1998, Cloeckaert ve ark 2002b, Gupta 

ve ark 2007). Grup 2 proteinleri, porin proteinleri olarak da isimlendirilir (Douglas 

ve ark 1984). Bu proteinleri kodlayan genler (Omp2a ve Omp2b) ortaya konulmuĢtur 

(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 belirlenmiĢtir (Moriyon ve Lopez-Goni 1998).  

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

Salmonella Kaufmann-White grup N(O:30), Pseudomonas multophilia, V. cholerae 

ve özellikle Y. enterocolitica (O:9) arasında serolojik çapraz reaksiyon olduğu 

gösterilmiĢtir (Alton ve ark 1988, Aydın ve ark 1988). Brucella spp. ile 

Ochrobactrum anthropi (O. anthropi) arasında immunolojik çapraz reaksiyon 

(Velasco ve ark 1997) ve genetik yatkınlık olduğu gösterilmiĢtir (Leal-Klevezas ve 

ark 2005). Ayrıca, B. ovis R-LPS ile O. anthropi R-LPS arasındaki çapraz 

reaksiyonda, doğal enfekte koç serumları iki antijenlede test edilerek 

sonuçlandırılmıĢtır (Velasco ve ark 1997). Ayrıca, keçilerde, B. abortus ve B. 

melitensis‟e karĢı hastalık geçirme veya aĢılama sonucu oluĢan antikorlar O. anthropi 

antijeni kullanılarak baĢarılı bir Ģekilde teĢhis edilmiĢtir (Young 2000). 

1.3.5. Faj Duyarlılığı 

Cins ve tür düzeyinde yapılacak sınıflandırmalarda Brucella‟lara spesifik 

bakteriyofajların kullanılması oldukça uygundur. Günümüze kadar kullanılan bütün 

Brucella fajları DNA yapıda ve Pedoviridae ailesinde yer alan fajlardır. Brucella 
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fajları 6 (altı) grup altında incelenir. Grup 1: Tbilisi (Tb), Grup 2: Firenze (Fi), Grup 

3: Weybridge (Wb), Grup 4: Berkley (BK0, BK1, BK2), Grup 5: R/O, Grup 6: 

R/Cfajları olarak sınıflandırılır. Grup 1 fajlardan Tbilis fajı rutin test dilüsyon (RTD) 

tekniğinde sadece smooth B. abortus kültürlerini lize eder. Yine bu faj 

10.000xRTD‟de B. suis ve B. neotomae „yı “lysis from without” denilen bir 

fenomenle eritmektedir. Bu fenomende çok fazla sayıda fajdan salgılanan enzimler 

bakteri hücrelerini parçalarken faj hücre içerisinde replike olmaz böylece fajın 

enfektivitesi mevzubahis değildir. Grup 2 fajlardan Firenze fajı ise B. abortus, B. suis 

biyotip 4 ve B. neotomae„ye karĢı etkilidir. Grup 3 fajlarından Weybridge fajı ise B. 

suis, B. abortus ve B. neotomae „ye karĢı etkilidir fakat B. melitensis’in birçok 

biyovarında etkili değildir. Grup 4 fajlardan Berkeley fajı Douglas ve Elberg (1976) 

tarafından bulunmuĢtur. Berkeley fajı smouth Brucella suĢlarının tamamında 

etkilidir. Grup 5 fajlar R-Brucella suĢlarında etkilidir. Bu faj grubunda yer alan R/O 

fajı stabil bir yapıda değildir. Ancak B. canis Mex 51‟in pasajları ile temin edilen 

R/C fajı gayet stabil bir yapıdadır. Bu faj rough koloni sergileyen suĢlar için referens 

olarak kabul edilir. Grup 6 da ise Hindistan‟da izole edilmiĢ Ġzatnagar fajı 

bulunmaktadır. Ġzatnagar fajı bütün smouth Brucella spp. türleri ve aynı zamanda 

routh B. melitensis ve B. suis kolonilerinde etkilidir (Corbel 1989). Faj duyarlılığı 

tesbiti için çoğunlukla RTD metodu kullanılmaktadır (Mayc ve Weyant 2003) 

(Çizelge:1.4-Çizelge:1.5).  

Çizelge 1.4: Brucella spp.‟lerin fajlara karĢı duyarlılıkları (Mayc ve Weyant 2003). 

RTDde 

fajların 

lizisi 

B. 

abortus 

B. 

canis 

B. 

melitensis 

B. 

neotoma

e 

B. 

ovis 

B. suis 

Biyotip 

1 

Biyotip 

2 

Biyotip 

3 

Biyo 

tip 4 

Tb L NL NL PL NL NL NL NL NL 

Wb L NL NL L NL L L L L 

Fi  L NL NL L NL PL PL PL L 

Bk2 L NL L L NL L L L L 

R/O PL NL NL NL L NL NL NL NL 

R/C NL L NL NL L NL NL NL NL 

Konak  Sığır Köpek Koyun 

Keçi 

Desert 

wood rat 

Koyun Domuz Domuz 

TavĢan 

Domuz Ren 

geyi

ği 

Not: NL; lizis oluĢturmayan, PL;kısmi lizis, L;lizis oluĢturan. RTD; rutin test 

dilüsyon. 
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Çizelge 1.5: Brucella türlerinin ayırıcı özellikleri (Mayc ve Weyant 2003). 

Tür Koloni 

Morfj. 

Serum 

Ġhtiyacı 

Fajlarla Lizis Oksidaz Üreaz 

Tb                    R/C 

RTD 104xRTD RTD 

B.melitensis smooth       -   -    -   -       +       + 

B.abortus smooth       -   +    +   -       +       + 

B.suis smooth       -   -    +   -       +       + 

B.neotomae smooth       -   -    +   -       -       + 

B.ovis rough       +   -    -   +       -       - 

B.canis rough       -   -    -   +       +       + 

Sembol: RTD; rutin test dilüsyon 

1.3.6. Antibiyotik Duyarlılığı 

B. abortus S19 ile B. melitensis Rev-1 aĢı suĢları, 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 aĢı suĢunun streptomisine direncinin, rpsL gen 

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

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

duyarlılık testleri aĢı ve saha suĢlarının ayrımında kullanılmaktadır (Alton ve ark 

1988).  

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

kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, novobiosin, spektinomisin ve streptomisine 

duyarlı bulunmuĢtur (Garrido-Abellan ve ark 2001). 

1.3.7. Tür ve Biyotipleri 

Brucellalar Proteobactereaceae sınıfının alt grubunda yer alırlar. 

Sınıflandırma 16S rRNA sekans analizi sonucunda yapılmıĢtır. Proteobactereaceae 

grubunda Brucellalar dıĢında Agrobacterium, Rhizobium, Ochrobactrum,  Bartonella 

ve Phyllobacterium bakterileri yer almaktadır (De Lay ve ark 1987, Moreno ve ark 

1990, Corbel ve Moriyon 1997a).  
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Brucella spp. bakterileri Meyer ve Shaw‟ın yaptığı sınıflandırmaya göre 6 

türe ayrılmıĢtır (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). Ayrıca bu sınıflandırmaya ek olarak B. abortus 9, B. melitensis 

3, ve B. suis 5 biyotibe ayrılırken B.ovis, B.canis ve B.neotomae için böyle bir 

biyotip sınıflandırması mevcut değildir (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). Günümüzde yapılan çalıĢmalarda bu sınıflandırmaya henüz eklenmemiĢ olsa 

dahi yeni Brucella türleri tesbit edilmiĢtir. Fok ve yunus balığından teĢhis edilen iki 

yeni tür ilk Brucella maris (Jahans ve ark 1997) daha sonrasında ise Brucella 

cetaceae ve Brucella pinnipediae (Cloeckaert ve ark 1999) olarak isimlendirilmiĢtir. 

Foster ve ark (2007), Avrupa‟da deniz memelilerinden izole edilen 28 Brucella 

suĢunu, oksidatif metabolizma testleri, faj duyarlılıkları, suĢların konakçı tercihi ve 

L-arabinose, D-galactose ve D-xylose testlerine göre 2 gruba ayırmıĢlardır. Yunus 

balıklarından izole edilenleri, Brucella ceti sp. nov. ve foklardan izole edilenleri de 

Brucella pinnipedialis sp. nov. olarak isimlendirmiĢlerdir. Bunlara ek olarak 

farelerden Microtus arvalis ve topraktan Brucella microti izole edilen türlerdir 

(Scholz ve ark 2008a, Scholz ve ark 2008b). 

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

biyotipleri içeren 51 suĢ üzerinde yaptıkları çalıĢmada, Brucella türleri arasında % 

90‟ın üzerinde genetik benzerlik tespit etmiĢlerdir. 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 önermiĢler ancak pratik olmaması ve tam olarak kabul görmemesi 

sebebiyle eski isimlendirme tercih edilmektedir (Garin-Bastuji ve ark 1998). Daha 

sonra yapılan çalıĢmalarla, B. melitensis, B. abortus ve B. suis‟e ait genomların 

sekans analizleri tamamlanmıĢ ve bu 3 türe ait genom dizilimleri tamamen 

belirlenmiĢ her üç türün de ikiĢer sirküler kromozoma sahip olduğu ve bu 

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

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

% 99‟dan fazla benzerlik tespit edilmiĢtir (Halling 2003). B. ovis‟in de genom 
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sekansı belirlenmiĢ ve diğer üç tür ile aralarında % 95‟den fazla nükleotid 

uyumluluğu bildirilmiĢtir (Seshadri ve Paulsen 2003). 

Bakterinin moleküler yöntemler kullanılarak tanılanması ve tiplendirilmesi 

ayrıca polimorfizmin belirlenebilmesi amacı ile PZR-RFLP veya Southern blot 

analizi gibi yöntemler kullanılmaktadır (Garin-Bastuji ve ark 1998). Brucella 

türlerinin tiplendirilmesinde, Omp gen bölgelerinin çok miktarda polimorfizm 

içermelesinden dolayı en çok kullanılan gen bölgesi olmuĢtur. Brucella türlerinin 

ayrımında, Omp2a, Omp2b, Omp25, Omp31, DnaK, Ery ve RpsL gen bölgeleri 

PZR-RFLP yöntemi ile çoğaltıldıktan sonra çeĢitli enzimler kullanılarak kesilmekte 

ve böylece bu gen bölgeleri çalıĢmalarda baĢarı ile kullanılmaktadır (Garin-Bastuji 

ve ark 1998, Al Dahouk ve ark 2005) (Çizelge:1.6). 

Çizelge 1.6: Brucella türlerinin PZR-RFLP metodu ile ayrımı (Al Dahouk ve ark 

2005). 

Brucella türleri 
Gen Bölgesi 

Omp2 Omp25 Omp31 DnaK Ery RpsL 

B. abortus + - NA - B19 - 

B. melitensis + + - 16M - Rev-1 

B. suis + - - - - - 

B. canis + - + - - - 

B. ovis + + + - - - 

B. neotomae + - - - * - 

B. maris + * * * * - 

Simgeler: NA: Amplifiye olmamıĢ; *: test edilmemiĢ; 16M: B. melitensis biyotip 1; 

B19:B. abortus aĢı suĢu; Rev-1: B.melitensis aĢı suĢu. 

1.4. Epidemiyoloji 

Bruselloz, Dünya Sağlık Örgütü (WHO: World Health Organization), Gıda 

Tarım Örgütü (FAO: Food and Agriculture Organization) ve Dünya ve Hayvan 

Sağlığı TeĢkilatı (OIE: World Organisation for Animal Health) tarafından dünyada 

oldukça sık rastlanan zoonoz bir hastalık olarak kabul edilmiĢtir. Hastalık Türkiye, 

Portekiz, Ġspanya, Yunanistan, Fransa‟nın güney kesimleri, Ġtalya ve Kuzey Afrika 

ülkelerinin de içinde bulunduğu Akdeniz havzası ile Arap yarımadası, Meksika, 

Hindistan, Amerika‟nın orta ve güney kesimleri gibi ülkeler ile birlikte hemen hemen 
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dünyanın her bölgesinde gözlenmektedir (Yüce ve ÇavuĢ 2006). Ġnsan 

Bruselloz‟unun özellikle, insanların hayvanlar ile iç içe olarak, kırsal yaĢam sürdüğü 

ülkelerde daha fazla görüldüğü bildirilmektedir. Hastalığın endemik olduğu 

bölgelerde, hastalığın insanlardaki insidansı 100 000‟de 200 seviyelerindedir. 

Ġngiltere ve Avusturalya‟da ağır kontrol ve hijyen tedbirleri sayesinde enfeksiyon 

eradike edilmiĢtir (Boschiroli ve ark 2001). Ġnsan Bruselloz‟unun insidansı, B. 

melitensis kaynaklı koyun ve keçi Bruselloz‟unun meydana geldiği yerlerde daha 

yüksek oranlarda görülmektedir (Mantur ve ark 2007). Ek olarak çoğu bölgede 

insanlarda görülen Brucella enfeksiyonların temel kaynağı olarak sığırlar 

domuzlardan daha önemli yer tutmaktadır (Almuneef ve ark 2004). Ġtalya‟da 1970-

1990 yılları arasında Bruselloza yakalanmıĢ insanların %99‟unda B. melitensis 

identifiye edildiğini rapor edilmiĢ (Caporale ve ark 1992), 1990 ile 2002 yılları 

arasında ise Brusellozlu insan sayısının 100 000‟de 2,7‟den 1,4‟e düĢtüğü 

bildirilmektedir (Massis ve ark 2002). Minas (2007), Yunanistan‟da 2003-2005 

yılları arasında insanlarda Bruselloz vaka sayısını 100 000‟de 32,49 olduğunu 

bildirmiĢtir. (Hussain ve ark 2008)  

ABD gibi geliĢmiĢ ülkelerde evcil hayvan stoğunda Bruselloz nedeniyle 

gerçekleĢen ekonomik kayıpların aĢılama çalıĢmalarının arttırılmasıyla büyük ölçüde 

azaldığı bildirilmektedir (Moreno 2002). Brezilya‟da en yaygın olarak B. abortus 

kaynaklı sığır Brusellozunun görüldüğü, bunu takiben B. suis‟inde izole edildiği, B. 

melitensis ve B. neotoma‟nın ise izole edilmediği ve sığır Brusellozunun ülke 

ekonomisine yıllık zararının 32 milyon doları bulduğu rapor edilmiĢtir (Poester ve 

ark 2002). Meksika‟da Bruselloz‟un halen en önemli ve ciddi bir bakteriyel 

enfeksiyon olduğu, sığırlarda görülen her bir abortun 1000-2000 dolar arasında 

zarara neden olduğu ve yıllık süt üretiminin bir önceki yıla nazaran yaklaĢık % 12 

azaldığı bildirilmiĢtir (Martinez ve Teran 2002). Hindistan‟da, Brucella ile 

enfeksiyon oranının sığırlarda %5, mandalarda ise %3 seviyelerde olduğu ve bunun 

ülke ekonomisine oldukça yüksek seviyede zararlara yol açtığı bildirilmiĢtir 

(Renukaradhya ve ark 2002). Kenya‟da B. abortus kaynaklı sığır Brusellozu 

prevalansının oldukça yüksek olduğu ve özellikle de ekstansif yetiĢtiricilik yapılan 

iĢletmelerde prevalansın % 5 ve üzerinde bir orana sahip olduğu rapor edilmiĢtir 

(Arimi ve ark 2005). Ġtalya‟da yapılan eradikasyon çalıĢmaları sonucunda sığır 

kaynaklı Bruselloz vakaları önlenmiĢ olup, koyun ve keçi kaynaklı B. melitensis 
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enfeksiyonları ancak belirli seviyelerde sınırlandırılabilmiĢtir (Corbel 1997a). Sığır 

ve koyunların birlikte bulunduğu Ortadoğu bölgesi hayvancılığında B. melitensis‟e 

bağlı enfeksiyonlar daha fazla görülmektedir. Böyle bölgelerde sığırlara B. melitensis 

Rev-1 aĢısı uygulanmaktadır. Sığırlarda da bulunabilen B. melitensis Avrupa 

Ülkeleri, Ġsrail, Kuveyt ve Suudi Arabistan gibi ülkelerde önemli olmakta ve B. 

melitensis enfeksiyonlarının oldukça sorunlu ve karmaĢık durumda olduğu 

değerlendirilmektedir. Bunun nedeni uygulanan B. abortus S19 aĢılarının B. 

melitensis enfeksiyonlarına karĢı koruyucu etkili olmaması ve B. melitensis Rev-1 

aĢılarının da sığırlarda kullanımının sonuçlarının ve değerlendirilmesinin tam 

anlamıyla bilinmemesi olduğu bildirilmektedir. Rev-1 aĢısı ile yapılan aĢı 

uygulamalarına rağmen, dünya çapında insanlarda görülen Bruselloz‟unun en önemli 

kaynağı B. melitensis‟tir (Çizelge:1.7). Bazı Güney Amerika ülkelerinde, özellikle 

Brezilya ve Kolombia‟da B. suis biyotip 1 sığırlarda gözlenebilmektedir (Lopez-

Merino 1998).  

Çizelge 1.7: Ġnsan brusellozisinde türler ve konakçılar  (Gotuzzo ve Carrillo 1998). 

TÜR KONAKÇI 
DĠĞER 

KONAKÇI 

ĠNSANLARDA GÖRÜLME 

SIKLIĞI 

B.melitensis Koyun, keçi Sığır ++++ (Olguların %70‟i) 

B. abortus Sığır, manda At +++ (Olguların %25‟i) 

B. canis Domuz, kurt Sığır ++ (Olguların %5‟i) 

Türkiye‟de brucellozis hayvanlarda ve insanlarda ihbarı zorunlu hastalıklar 

grubunda yer almaktadır. T.C. Sağlık Bakanlığı Temel Sağlık Hizmetleri Genel 

Müdürlüğü tarafından yayınlanan BulaĢıcı Hastalıkların Ġhbarı ve Bildirim Sistemi 

Standart Tanı ve Laboratuvar Rehberine göre, bildirimi zorunlu hastalıklar dört gruba 

ayrılmakta ve Brucella “Bildirimi Zorunlu Grup A Hastalıklar” arasında yer 

almaktadır (Anonim 2011a) (Çizelge:1.8).  
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Çizelge 1.8: Türkiye‟de Bruselloz ölüm ve hastalık oranları (Sağlık Bakanlığı 2014). 

Yıllar 
Yıl ortası 

nüfus 

Vaka 

sayısı 

Morbidite hızı 

(100 000) 

Ölüm 

sayısı 

Mortalite 

Hızı 
(1 000 000) 

2000 67.844.903 10.742 15,83 6 0,09 

2001 69.081.716 15.510 22,45 2 0,03 

2002 70.415.064 17.765 25,23 1 0,01 

2003 71.772.711 14.572 20,30 0 0,00 

2004 71.152.000 18.264 25,67 2 0,03 

2005 72.065.000  14.644 20,32 1 0,01 

2006 72.974.000 10.810 14,81 3 0,04 

2007 70.586.256 11.809 16,73 0 0,00 

2008 71.517.100 9.818 13,73 1 0,01 

2009 72.561.312 9.385 12,93 0 0,00 

2010 73.722.988 7.703 10,45 0 0,00 

2011 74.724.269 7.177 9,60 0 0,00 

2012 75.627.384 6.759 8,87 0 0,00 

2013 76.667.864 7.225 9,68 0 0,00 

Ülkemizde insanlarda Brucella prevalansı tam anlamıyla bilinmemekle 

birlikte, serum-pozitif Brucella oranının yaklaĢık % 2-6 arasında olduğu rapor 

edilmektedir (Topcu-Willke ve ark 1999). Türkiye‟de Bruselloz, kırsal kesimde en 

sık rastlanan enfeksiyon hastalığı olmakla birlikte (Bodur ve ark 2003), hastalığın 

görülme sıklığı bölgelere göre Doğu Anadolu, Ġç Anadolu, Güneydoğu Anadolu, 

Ege, Akdeniz, Marmara ve Karadeniz bölgeleri olarak sıralanmaktadır (Kaya 2006) 

(ġekil 1.1). 
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ġekil 1.1: Türkiye‟de Bruselloz vakalarının bölgelere göre dağılımı. 

Kenar ve ark (1990), Konya bölgesinde rastgele örnekleme  yöntemi ile 

topladıkları 422 koyun serumunda % 1.2 pozitiflik belirlemiĢlerdir. ErganiĢ ve ark 

(1992) da ayrıca Konya yöresinden toplanmıĢ 47 atık koyun fötusunun 14‟ünden (% 

30) B. melitensis izole edilmiĢtir. Konya yöresinden 58 atık koyun fötusunun 

31‟inden (% 53) B. melitensis izole edilmiĢtir (Kaya ve ark 1995). Konya Veteriner 

Kontrol ve AraĢtırma Enstitüsü‟ne 1987-1998 yılları arasında getirilen 799 adet atık 

koyun materyali Brucella yönünden ve atık yapmıĢ sürülerde bulunan 925 adet 

koyun serum örneği serolojik yöntemlerle incelenmiĢtir. Atık materyallerinin % 

24‟nden B. melitensis izole edilmiĢ ve koyun serum örneklerinin % 24.8‟i Brucella 

pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (Güler ve ark 1998a). Konya bölgesinden Kıran ve 

ark (1998)‟nın topladıkları 238 adet koyun atığının % 31.1‟inde B. melitensis ve aynı 

sürülere ait 1119 adet koyun serumunda % 32.3 oranında Brucella antikoru tespit 

edilmiĢtir. 

Hastalık Türkiye‟de her yaĢ grubunda ve cinsiyette görülmektedir 

(Çizelge:1.9). Bruselloz görünme oranı 15-35 yaĢ grubundaki bireylerde en yüksek 

seviyededir. Özellikle bazı gruplar; hayvan yetiĢtirenler, veteriner hekimler, 

laborantlar, mezbaha çalıĢanları ve gıda sanayisinde çalıĢanlar gibi bireyler bruselloz 

yönünden risk altındaki gruplardır. Enfeksiyon özellikle yaz aylarında dört kat artıĢ 

göstermektedir. Buna sebep olarak kırsal kesime seyahatlerinin artması, uygunsuz 

üretilen süt ve süt ürünlerinin tüketiminin artması, taze peynir ve krema tarzında 

yağların uygunsuz Ģartlarda taze olarak elde edilmesi gösterilmektedir. 
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Çizelge 1.9: Türkiye‟de yıllara göre insan bruselloz olgularının cinsiyet dağılımı 

(Sağlık Bakanlığı 2010) 

Yıllar 
Kadın Erkek 

n % n % 

2005 7778 53,1 6866 46,9 

2006 5609 51,9 5201 48,1 

2007 6628 52,7 5581 47,3 

2008 5058 51,5 4760 48,5 

2009 4994 53,2 4391 46,8 

2010 3984 51,7 3719 48,3 

Konya, ülkemizde insan brusellozunun en yaygın olarak görüldüğü bölgeler 

arasında yer almaktadır. Sağlık Bakanlığı tarafından Konya‟da insanlardaki olgu 

sayısı 2000 yılında 267 (12,72/100 000), 2005 yılında 367 (15,5/100 000) olarak 

bildirilmiĢtir (T.C. Sağlık Bakanlığı 2006). Konya bölgesinde koyunlarda ve 

sığırlarda brusellozun yaygın olduğunu gösteren birçok çalıĢma mevcuttur (ErganiĢ 

ve ark 1995, ErganiĢ ve ark 2002). Ülkemizde hastalık her ayda görülmekte ancak 

koyunların yavrulama dönemleri ve peynir yapımının arttığı dönemlerde sıklığın 

arttığı görülmektedir (Çizelge:1.10) (GöktaĢ 1990).  

Çizelge 1.10: Bruselloz insidansı (European Centre for Disease Prevention and Control. 

Annual Epidemiological Report 2013) 

ÜLKE Ġnsan (1/100 000) Koyun/Keçi (%) Sığır (%) 

Ġran 23.9 10.2 17.5 

Irak 27.9 15 3 

Suriye 160 3 3.1 

Türkiye 9.6 3.4 2.7 

Yunanistan 0.81   

Bulgaristan 0.03   

1.5. BulaĢma 

1.5.1. Ġnsanlarda BulaĢma 

Bruselloz bugüne kadar devam eden eradikasyon çabalarına rağmen, özellikle 

baĢta Akdeniz ülkeleri olmak üzere bütün dünyada önemini korumaktadır (TaĢçı 

2004). Dünya Sağlık Örgütü (WHO) her yıl 500 000 yeni Bruselloz olgusunun dünya 
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üzerinde belirlendiği bildirilmektedir (Pappas ve ark 2006). Ġnsanlarda hastalık 

oluĢturan en patojenik tür B. melitensis olup, bunu sırasıyla B. suis ve B. abortus 

izlemektedir (Micolich ve Boyce 1990). Enfeksiyonun insanlar arasında, özellikle de 

kırsal kesimlerde geniĢ bir Ģekilde yayılmasının temel nedenini enfekte gıdalar, 

özellikle de çiğ süt ve çiğ sütten yapılan taze peynir, krema ve tereyağı 

oluĢturmaktadır (Sözen 1996, Erol 1997).  

Ülkemizde tüketime sunulan çiğ sütlerin (AslantaĢ ve Yıldız 2003, Atasoy ve 

ark 2003) ve peynirlerin hijyenik kalitesinin iyi olmadığı (Aygün ve ark 2005, 

Kaynar ve ark 2005, KurĢun ve ark 2008) ve patojen mikroorganizmalarıda 

içerebildiği (Gönc ve Kılıç 2000, Akkaya ve ark 2007, Hayaloğlu ve Kirbağ 2007) 

bildirilmiĢtir. Ülkemizde çiğ sütlerin farklı oranlarda Brucella spp. ile kontamine 

olduğu tespit edilmiĢtir. Bu bağlamda Türütoğlu ve ark (2003), Burdur yöresinden 

topladıkları 404 inek sütünün ve 226 koyun sütünün Milk Ring Testi ile analizini 

yapmıĢlar ve inek sütlerinin % 3‟nde, koyun sütlerinin ise % 2,2‟nde Brucella 

pozitifliği bildirmiĢlerdir. SerttaĢ (2006) Isparta‟da yaptığı çalıĢmada, süt 

örneklerinde Milk-Ring Testi ile %56,1 oranında Brucella pozitif tespit etmiĢlerdir. 

Terzi (2006), Samsun‟da topladığı 50 adet inek ve 50 adet keçi sütünü Milk Ring 

Testi ile analiz etmiĢ, inek sütü örneklerini % 20 ve keçi sütü örneklerini % 12 

oranında Brucella pozitif bulmuĢtur. Çelebi ve Otlu (2011) Kars‟ta yaptıkları 

çalıĢmada, atık yapan sığır sütlerinin %4,4‟ünde Brucella spp. izole etmiĢler ve tüm 

izolatları B. abortus biyotip 3 olarak tiplendirmiĢlerdir.  

Afyonkarahisar‟da sütlerde yapılan Brucelloz tarama çalıĢmlarında; Kenar ve 

AltındiĢ (2001) aglütinasyon test ve Ring Testi kullanarak yaptıkları bir çalıĢmada 

Brucella pozitiflik oranını 120 adet süt örneğinde %6 olarak tespit etmiĢlerdir. Eren 

(2004), 100 adet süt örneğinin % 25‟inde Brucella spp. izole etmiĢ ve bu izolatların 

%5‟ini B. abortus, %20‟sini ise B.melitensis olarak idendifiye etmiĢtir. Kenar (2004), 

koyun sütlerinde %4 oranında B. melitensis tespit etmiĢtir. Kenar ve ark (2008b) 

koyunlarda Brucella oranını Milk-Ring testi ile %16 oranında saptamıĢlardır.  

Küplülü ve Sarımehmetoğlu (2004), tüketime sunulan dondurmalarda, %5 

oranında Burucella spp. saptamıĢlar ve izole edilen suĢların hepsini B. abortus olarak 

identifiye etmiĢlerdir. TaĢcı ve Kaymaz (2009), Ankara‟da tüketilen tereyağı, krema 

ve krem Ģantililerde Brucella spp. saptanmadığını bildirmiĢlerdir. 
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Hastalık insanlara çiğ veya pastörize edilmemiĢ enfekte süt ve süt ürünlerinin 

tüketilmesinin yanında enfekte karkas, enfekte uterus ve akıntıları ile direkt temas, 

kontamine tozların inhalasyonu sonucunda da bulaĢabilmektedir (Nielsen ve ark 

1996). Brucella veteriner hekimler, çiftlik hayvanı yetiĢtiricileri, hayvansal ürün 

iĢleme ve paketleme prosesinde çalıĢan iĢçiler ile laboratuvar çalıĢanlarında 

görülmektedir (Rubinstein ve ark 1991). Hastalığın hayvanların sağaltımı veya 

aĢılanması sırasında ki bulaĢma ihtimalinden dolayı veteriner hekimler, laboratuvar 

çalıĢmaları esnasında bulaĢabilmesinden dolayı ise de laboratuvar personeli hastalık 

açısından risk altında bulunan meslek gruplarıdır (Young 2000). Bu nedenle 

Bruselloz bir meslek hastalığı olarak da adlandırılabilmektedir. Bu kiĢilerdeki 

bulaĢma daha çok deri ve mukozalar yolu ile meydana gelmektedir (Trujillo ve ark 

1994). B. abortus çalıĢılan bir mikrobiyoloji laboratuvarında santrifüj tüplerinin 

kazayla kırılması sonucunda 12 laboratuvar personelinin enfekte olduğu bildirilmiĢtir 

(Fiori ve ark 2000). Hayvansal ürün iĢleme ve paketlemede çalıĢan iĢçiler ise, 

enfekte karkastan inhalasyon, konjuktival yolla ve derilerinde bulunan yaralar 

aracılığı ile hastalığa yakalanabilmektedirler (Rubinstein ve ark 1991). Ayrıca 

hastalığın insandan insana bulaĢmasının, organ ve kan nakilleri, cinsel iliĢki (Mantur 

ve ark 1996) ve anne sütü ile (Carrera ve ark 2006) meydana geldiği bildirilmektedir. 

Nitekim Fanconi anemisi tanısı konmuĢ 8 yaĢındaki bir çocukta, kemik iliği 

naklinden 4 gün sonra B. abortus tespit edildiğini bildirilmiĢtir. Yapılan incelemede, 

kemik iliği vericisinin yaklaĢık 5 hafta önce, çiğ inek sütünden yapılmıĢ peyniri 

tüketmesiyle enfekte olduğu tespit edilmiĢtir (Ertem ve ark 2000). Doğanay ve ark 

(2001), kan kültüründe B. melitensis tespit ettikleri bir hastaya altı hafta önce kan 

nakli yapıldığını, kan vericisinin babasının bir aydır Brucelloz tedavisi gördüğünü ve 

vericiye de Brucelloz tanısının koyulduğunu bildirmiĢleridir. Lubani ve ark (1988), 

Kuveyt‟te yeni doğmuĢ ve sadece anne sütü ile beslenen bir bebekte ilk defa neonatal 

Brucellosis tespit ettiklerini bildirmiĢlerdir. Ġspanya‟da yapılan bir araĢtırmada ise 

benzer Ģekilde 2 ve 7 aylık iki bebeğe Bruselloz tanısı konduğu rapor edilmiĢtir 

(Carrera ve ark 2006). 

1.5.2. Hayvanlarda BulaĢma 

Brucella spp. sığır, keçi, domuz gibi hayvanların özellikle genital organlarına 

yerleĢerek abort ve steriliteye neden olmaktadır (Young 2000, Bilgehan 2000). B. 
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abortus öncelikli olarak sığırlarda görülmekle birlikte manda, köpek,  deve, at,  

geyik, koyun ve insanları enfekte etmektedir. B. melitensis ise keçi ve koyunlar 

arasında yüksek seviyede bulaĢıcı olmasının yanında, sığırları ve insanları da enfekte 

edebilmektedir (Young 2000).  

Sığırlar arasında enfeksiyon, abort yapmıĢ hayvanlara direkt temas, otlak ve 

hayvan barınaklarının kontamine olmasıyla ve en sıklıkla da kontamine yemlerin 

alınması ile olmaktadır. Bunun yanı sıra inhalasyon, konjuktival yol, derinin 

kontaminasyonu ve enfekte süt sağım kapları aracılığı ile hastalığın bulaĢması 

mümkündür. Enfekte boğalardan alınan sperma ile de enfeksiyon oluĢmaktadır. 

Enfeksiyonun oluĢumunda hayvanın yaĢı, gebelik durumu, kalıtsal direnci, etkenin 

dozu ve virulansı önemli olmaktadır (Hazıroğlu ve Milli 2001). GeviĢ getiren 

hayvanların plesenta ve amniyon sıvılarında karbonhidrat kaynağı olarak eritrol 

yapısında bir madde izole edilmiĢ olup, gebe hayvanların Brucella‟ya duyarlı 

olmaları bu maddeye bağlanmaktadır (Baldwin 1996).  

Brucella spp.ler vücuda girdikleri yerde lenf bezlerine ulaĢırlar ve lenfanjitise 

neden olurlar. Lenf yumruları büyür, korteks kalınlaĢır ve üzerinde irili ufaklı 

kanamalar Ģekillenir. Bu aĢamadan sonra etkenler çoğunlukla kan yolu ile 

yayılmaktadır. Hastalık kronikleĢtiği taktirde, bakteriyemi kesintili olmakta ve 

hayvanların %5-10‟unda yılda bir kere tekrarlamaktadır. Özellikle doğumda 

bakteriyemi nüks etmektedir. Tekrarlayan bakteriyemilerde etkenler erkeklerde 

lenfoid dokular, testis ve erkek eklenti bezlerine yerleĢir. DiĢilerde ise etkenler dalak, 

meme bezleri ve gebe uterusa yerleĢmektedir. Enfekte inekler istisnasız olarak 

kolostrum ile B. abortus’u saçmaktadırlar (Hazıroğlu ve Milli 2001). Dolayısıyla 

yeni doğan buzağıların beslenmesinde kullanılan infekte kolostrum aracılığı ile 

hastalık taĢınabilmektedir (Young 2000). Çoğunlukla sığırlarda ve mandalarda 

görülen abortlara ek olarak etkenler metritis, retensiyo, zayıf buzağı doğumları ve 

düĢük süt verimi gibi sorunlara neden olmaktadır (Blood ve ark 1989).  

Hastalığın koyun ve keçilerdeki bulaĢma Ģekli sığırlardakine benzer olup, 

çiftleĢme ile bulaĢma oldukça önemli rol oynamaktadır (Young 2000). Keçiler 

bakteriyeminin ilk günlerinde çok ağır hastalanabilmekte ve hatta ölebilmektedirler. 

Koyun Brusellozu ise daha az kronikleĢmekte ve hastalığa ait semptomlar birkaç 

hafta veya ay içerisinde kendiliğinden iyileĢebilmektedir. Koyun ve keçilerde ilk 
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belirti mastitis olmakla birlikte hayvanlarda genellikle gebeliğin son günlerinde 

abortus Ģekillenebilmektedir. Etkenler koyunlarda birkaç hafta, keçilerde ise aylarca 

ve hatta yıllarca süt ile dıĢarı atılmaktadır (Jubb ve ark 1991).  

Köpeklerde görülen B. canis infeksiyonları ise, abort yapmıĢ hayvanlar ve 

bunların akıntıları ile direkt olarak veya çevrenin ve gıdaların kontamine olması 

nedeniyle görülmektedir. Bununla birlikte köpeklerde Bruselloz infeksiyonunun 

bulaĢmasında, keneler önemli rol oynamaktadır (Anonim 2006b).  

1.6. Patogenez 

1.6.1. Enfeksiyonun Safhaları 

Brucella; sindirim, hasarlı deri, konjunktiva veya enfekte aerosollerin 

solunması gibi birçok yolla vücuda girdikten sonra üreme ilk olarak bölgesel lenf 

bezlerinde (mezenterik, aksiller, servikal vaya supraklaviküler) baĢlar (Young 1995, 

Sözen 2002, Sümerkan 2002). Lenf yoluyla vücuda yayılabileceği gibi Brucella kan 

yoluyla da yayılabilir. Karaciğer, böbrek, dalak, merkezi sinir sistemi, kemik iliği, 

endokard ve akciğerler gibi vücuttaki her organda yerleĢim gösterebilir. Brucella‟lar 

polimorfonükleer lökositler ve makrofajlar tarafından fagosite edildiklerinde onlarda 

tahrip edilmeden kalabilirler ve çoğalabilirler (Sözen 1996, Sümerkan 2002, 

Türkçapar ve Kurt 2002).  

Brucella spp.„ler fagositik ve non-fagositik hücrelerin her ikisinide enfekte 

edebilirler. Bakteri hücre içerisinde çoğunlukla endoplazmik retikuluma yerleĢmekte 

ancak mekanizma tam olarak açıklanamamaktadır. Polimorfonükleer ve 

mononükleer lökositler içerisinde, S-LPS‟e sahip Brucella bakterileri S-LPS‟e sahip 

olmayanlara göre canlılıklarını daha kolay sürdürmektedirler (Corbel 1997, 

Türkçapar ve Kurt 2002). Makrofajlardan kaçınmak ya da onları baskılamak için; 

Adenin ve 5‟-Guanin monofosfat (AMP, GMP) üretmeleri neticesinde, 

nötrofillerdeki myeloperoksidaz-H2O2-halojenür mekanizmasının ve Tümör Nekroz 

Faktör (TNF) üretiminin baskılanması; makrofajların fagozom-lizozom füzyonunun 

engellenmesini sağlayan maddelerin salınımı ile nötrofil degranülasyonunun 

engellenmesi; Cu-Zn superoksid dismutaz enziminin salgılanmasıyla, nötrofillerdeki 

oksidatif antibakteriyel etkenin önlendiği düĢünülmektedir (Young 1995, Corbel 

1997, Young 2000, Türkçapar ve Kurt 2002).  
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Brucella‟larda S-LPS çok önemli bir virulans faktördür (Young 1995, Young 

2000). Routh kolonilerde virulansite daha düĢük ve insan serumu ile yok edilmeye 

oldukça hassastır. R-LPS‟ye sahip B. ovis ve B. canis  suĢları; konakçı yanıtı 

oluĢturmada diğer suĢlara göre daha sınırlı ve konakçı seçiminde daha hassastır. 

Sığırda fötüs tarafından sentezlenen ve bir karbonhidrat olan eritritol B. abortus‟un 

uterusa yerleĢmesinin nedenidir. Diğer canlı türlerinde bu karbonhidratın üretimi az 

ya da yoktur (Young 1995, Young 2000). Brucella spp. türleri arasında ki farklar 

oluĢan konakçı yanıtının değiĢmesine neden olmaktadır. B. suis ve B. melitensis doku 

abselerine neden olurken B. abortus granülomu indüklemektedir (Young 1995, 

Sözen 1996). B. suis ve B. melitensis  insanlar için B. canis ve B. abortus’dan daha 

virulansdırlar (Young 1995).  

1.6.2. Ġmmün Cevap 

Bruselloz vakalarında hücresel ve humoral immün yanıtın her ikisi de görülür 

(Young 1995, Sümerkan 2002). Ancak savunmada ana mekanizması hücresel 

bağıĢıklıktır (Young 1995, Ficht ve ark 1996). Protein yapısındaki antijen 

makrofajların uyarılarak T-hücrelerini aktive etmesini sağlar. Uyarılan lenfositler 

lenfokin (IFN-. ve TNF-. gibi) salgılanmasını böylece makrofajların aktive olmasını 

ancak diğer taraftan da bakterilerin öldürme yeteneğinin artmasını sağlarlar (Young 

1995, Türkçapar ve Kurt 2002). Hücresel immünitenin uyarılmasını takiben, 

antijenlere karĢı geliĢen geç tip aĢırı duyarlılık reaksiyonu sayesinde oluĢan 

granülomatöz lezyonların infeksiyonun sınırlanmasında önemli rol oynadığı 

düĢünülmektedir (Young 1995).  

Humoral bağıĢıklık tekrarlayan enfeksiyona karĢı korunmada etkilir (Young 

1995). Antikorlar LPS‟ye karĢı geliĢerek bakterinin kolay bir Ģekilde fagozite 

olmasını sağlar (Young 1995, Türkçapar ve Kurt 2002). Enfeksiyonun ilk 

safhalarında IgM sınıfı antikorlar saptanmaktadır. Enfeksiyonun ikinci haftasından 

sonra ise IgG„ler artmaya baĢlar (Young 1995, Young 2000, Sümerkan 2002). IgG 

sınıfı antikorlar tedavi edilmeyen olgularda en az bir yıl yüksek kalır. Tedaviye yanıt 

veren olgularda ise tedavi baĢlangıcından itibaren altıncı aya doğru oldukça azalırlar. 

Vakaların birkısmında düĢük titredeki IgM seviyesi aktif reaksiyon olmaksızın 

yıllarca devam eder. Tedaviye yanıtın değerlendirilmesinde IgG seviyesinin gösterge 

olabileceği düĢünülmektedir. IgG seviyesinde hasta bireylerdeki ani yükseliĢin nüks 
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ya da yeni enfeksiyon kaynaklı olabileceği gözardı edilmemelidir (Young 1991, 

Young 1995, Young 2000, Sözen 2002, Sümerkan 2002). Tekrarlayan 

enfeksiyonların, konakçı immün yanıt ve bakteri virulans seviyesi arasındaki denge 

ile ilgili olduğu düĢünülmektedir (Türkçapar ve Kurt 2002). 

1.7. Klinik Bulgular 

1.7.1. Ġnsanlarda Klinik Bulgular 

Hastalık baĢlangıçda genel enfeksiyon belirtileri veya septisemi gibi standart 

belirtiler sergilerken, ileriki dönemlerde bakterinin farklı organ tutulumları sonucu 

spesifik belirtiler ve komplikasyonlar sergileyen sistemik bir enfeksiyon hastalığıdır 

(Badur 1990, Sözen 2002, Hatipoğlu 2005). Hastalığın klinik belirtileri bu yüzden 

oldukça değiĢkendir (Mayc ve Weyant 2003). Vakalarda inkübasyon periyodu 

sonrasında gece yükselen ateĢ, titreme, gece terlemeleri, baĢ ağrısı, halsizlik, kas ve 

eklem ağrıları, kilo kaybı gibi nonspesifik yakınmalar ortaya çıkar (Young 1995, 

Young 2000, Türkçapar ve Kurt 2002). Brusellozda klinik seyir olarak subklinik, 

akut (8 haftadan kısa), subakut (8-52 hafta) ve kronik (52 haftadan uzun) bir gidiĢat 

gözlenmektedir (Sümerkan 2002, Türkçapar ve Kurt 2002).  

Brucella enfeksiyonları, sistemik belirtiler göstermeksizin spesifik organ 

tutulumuları gösterebilir. Enfeksiyon bütün organlarda tutulum ve komplikasyon 

oluĢturabilir (Young 1991). Spondilit (Tanakol ve ark 1990), menenjit (Aygen ve ark 

1995), pnömoni, ampiyem, peritonit, hepatik granülom, epididimit (Serter ve ark 

2000), orĢit (Serter ve ark 2000, Cesur ve ark 2002), prostatit (ġenel 2004), 

endokardit (Yavuz ve ark. 1991, Aygen ve ark 1995, Özsoy ve ark 2005), eritema 

nodozum tarzı deri döküntüleri (Sırmatel ve ark 1993), anemi (BaĢak ve ark 1997), 

troidit (Serter ve ark 2000), nörobruselloz (Heper 2004) gibi tutulan organlara 

yönelik komplikasyonlar görülür (Young 1995, Sözen 2002, Türkçapar ve Kurt 

2002). Bruselloza bağlı ölüm nedenlerinin baĢında endokarditler yer almaktadır 

(Young 1995, Türkçapar ve Kurt 2002, Özsoy ve ark 2005). Türkiye‟de hastalık 

çoğunlukla yüksek ateĢ, artrit ve meningoensefalit tabloları ile ortaya çıkmaktadır 

(Sırmatel ve ark 1993). 
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Erkek vakalarda infertiliteye neden olabilirken, kadın vakalarda plasentadan 

eritritol üretimi olmaması nedeni ile abortus oluĢmaz. ġekillenen düĢüklerin 

bakteriyemi nedeni ile oluĢtuğu düĢünülmektedir (Young 2006).  

1.7.2. Hayvanlarda Klinik Bulgular 

Brusellosis‟de inkübasyon süresi oldukça değiĢkendir. Mikroorganizmaların 

giriĢ yolu ve bakteri sayısına göre süre 10 gün ile 250 gün arasında değiĢmektedir 

(Arda ve ark 1997). Koyun ve keçilerde atık gebeliğin son iki ayında meydana gelir 

(Buxton ve Fraser 1977, Garrido-Abellan ve ark 2001). Enfekte hayvanlarda baĢlıca 

klinik bulgular yavru atma, kısırlık, mastitis, genel düĢkünlük, zayıflama, bronĢit, 

artritis, topallık, higroma ve orĢitistir. Plasentanın içeride kalmasıyla oluĢan 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 sürüde atık 

olayları çok fazladır, enfeksiyon Ģiddetlidir. Sürüde daha sonraki enfeksiyonlarda 

daha az atık görülür. 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).  

Nekropside, 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 ark 2001). Uterusta, 

seroprulent yangı, nekrotik endometritis, kotiledonlar arası bölgede kokusuz bir 

eksudat bulunur. Plasenta, 2-5 cm kadar kalınlaĢmıĢtır ve fibrinli bir irinle 

örtülmüĢtür. Kotiledonlar arası bölge kalınlaĢmıĢ ve deri görünümündedir. 

Kotiledonlar normale göre daha sert ve büyük olup, üzerlerinde yapıĢkan 

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 boĢluklarında kanlı bir sıvı birikimi, 

bazen fibrin yumakları gözlenir. Fetüsün bağırsak dokusunda iltihaplar bulunur ve 

içerisinde koyu sarı renkli bir sıvı yeralmaktadır. Abomazum içeriği limon sarısı 

rengindedir. Splenomegali ve lenfadenopati görülür, dalak ve lenf bezlerinde nekroz 

odakları bulundururlar. Vücudun çeĢitli yerlerinde kanama odakları ve karaciğerde 
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nekroz odakları görülebilir. Bazı olgularda yeni doğmuĢ kuzu veya aborte fetusun 

akciğerinde enfeksiyona bağlı pneumoni odaklarına rastlanabilir. Bazen de 

karakteristik Ģekilde fetusun tırnak duvarında kalsifiye plaklar görülebilir (Arda ve 

ark 1997).  

1.8. TeĢhis 

Enfeksiyonun teĢhisinde klinik belirtiler oldukça yetersizdir. Kesin tanıda, 

bakteriyolojik kültür gibi direkt yöntemlerin yanısıra serolojik ve alerjik testler gibi 

indirekt yöntemlerde kullanılmaktadır. Ancak kültürdeki zorluklar ve kontaminasyon 

riski nedeni ile genellikle serolojik testler de kullanılmaktadır (ErganiĢ ve ark 1992, 

Arda ve ark 1997). 

Genel olarak tanıda iki ana yol izlenir: 

a) Ġndirekt Tanı : Serolojik Yöntemler 

b) Direkt Tan : Kültür, Moleküler Yöntemler 

Brusellozun laboratuvar tanısı için muayene maddesi olarak kan kullanılır. 

Bruselloz Ģüphesinde kan kültürleri birkaç kez tekrarlanmalıdır. Enfekte dokulardan 

apse içeriklerinden, kemik iliğinden, karaciğer biyopsisi ile elde edilen materyalden 

de kültür yapılabilir. Daha seyrek olarak BOS, plevra ve periton sıvısı, eklem sıvısı 

ve idrar gibi örnekler de Brucella kültürü için kullanılabilir. Kültür için, triptik soy 

buyyon, triptik soy agar, tiyonin triptoz agar, triptoz agar, serum veya % 5 koyun 

kanı ilave edilmiĢ agar besiyeri, Brucella agar, tripticase agar, serumlu patatesli 

infüzyon agar, serumlu dekstroz agar kullanılır. Ayrıca Kuzdas ve Morse tarafından 

geliĢtirilmiĢ olan basitrasin, polimiksin B, siklohekzimid ve sirkülin içeren özel 

besiyeri; basitrasin, polimiksin B, nalidiksik asit, vankomisin, siklohekzimid ve 

nistatin içeren Farrell‟s selektif besiyeri ve modifiye Thayer-Martin besiyeri 

kullanılabilir (Gürler 1990, Wilfert 1992). Kan kültürleri 35-37°C‟de en az altı hafta 

inkübe edilmelidir. Mikroorganizmalar kan kültür vasatlarında herhangi bir gözle 

görünür belirti yapmaksızın bulunabilirler. Bu nedenle kan kültürlerinden en iyi 

sonucu alabilmek için, haftalık olarak Brucella broth‟a körlemesine pasajlar 

(subkültürler) yapılması tavsiye edilir. Bu tekrarlanan subkültürler boyunca 

muhtemel kontaminasyonu önlemek için Castaneda tipi bifazik kan kültür ĢiĢelerinin 
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kullanılması tercih edilir. Brucella cinsindeki bakteriler kural olarak, sadece 

hastalığın akut safhasında veya nükslerde izole edilebilirler (Wilfert 1992). 

1.8.1. Ġndirekt Tanı Yöntemleri 

Ġnsandaki akut enfeksiyonda önce IgM yükselir ve ilk hafta süresince tespit 

edilebilen tek immunglobulin olabilir. IgM hastalığın baĢlangıcından yaklaĢık 3 ay 

sonra en yüksek düzeye ulaĢır ve sonra düĢmeye baĢlar. IgG seviyesi hastalığın 2. 

haftasında yükselmeye baĢlar ve tedavi edilmemiĢ hastalarda en az bir yıl yüksek 

kalır. Yeterli derecede tedavi edilmiĢ hastalarda IgG antikorları, hastalığın 

baĢlangıcından 6 ay sonra ya kaybolur ya da çok düĢük seviyelere iner (Mikolich ve 

Boyce 1990, Wilfert 1992, Bilgehan 2000). IgG antikor titrelerinin sürekli yüksek 

kalması RES‟de veya diğer enfeksiyon odaklarında canlı hücre içi organizmaların 

varlığına bağlı olabilir. Fakat ileri çalıĢmalarla bu teoriyi desteklemeye ihtiyaç 

vardır. IgA antikor seviyeleri IgG‟den haftalar sonra tespit edilebilir düzeye gelir 

fakat hiçbir tanı değeri yoktur. Hastalığın reenfeksiyonu ya da reaktivasyonu 

süresince IgG ve muhtemelen IgM antikorları yükselir bununla birlikte Brucella 

nükslerinde yüksek hale gelen IgM antikorlarının seviyesi tartıĢmalıdır ve son 

çalıĢmalarda Brucella reenfeksiyonlu hastalarda IgG‟nin yükseldiği fakat IgM‟in 

yükselmediği bulunmuĢtur (Mikolich ve Boyce 1990). 

Tüm enfeksiyon hastalıklarının laboratuvar tanısında olduğu gibi, brusellozun 

etiyolojik tanısında da doğal olarak ilk baĢvurulması gereken yöntem, bakteriyolojik 

kültür yöntemidir. Fakat örneklerin enfeksiyonun belirli dönemlerinde alınması 

gerekliliği, ateĢsiz dönemlerde kültür alınması ya da kandaki bakteri sayısının düĢük 

olması, hastanın antibiyotik kullanması gibi durumlarda etkenin izolasyon Ģansının 

çok azalması, özellikle kronik vakalarda kültür iĢleminin zorlukları ve kültür iĢlemi 

sırasında oluĢabilecek kontaminasyon riskleri gibi nedenlerden ötürü, bruselloz 

tanısında indirek etiyolojik tanı tekniklerine daha sık baĢvurulmaktadır (Bumin 1977, 

Badur 1990, Bilgin ve Gün 1991, GöktaĢ ve ark 1991). 
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Laboratuvarlarda en yaygın uygulanan serolojik testlerin baĢında;  

1) Rose Bengal Lam Aglütinasyon Testi 

2) Standart Tüp Aglütinasyonu (STA,Wright) 

3) Flouresan Antikor Testi(FA) 

4) Coombs Reaktifi Ġle Yapılan TA 

5) Kompleman BirleĢmesi Deneyi 

6) ELISA 

7) Merkaptoetanol/Rivanol TA 

8) Ġndirek Hemaglütinasyon Deneyi 

9) Deri Deneyleri 

1.8.1.1. Standart Tüp Aglütinasyon Testi (STA, Wright aglütinasyon testi)  

Bu testte hasta serumu bir dizi tüpte, en az 1/640 oranında sulandırılıp, 

üzerine eĢit miktarda standart Brucella antijeni (B. abortus S 99 ve B. abortus 1119 ) 

ilave edilir. Ġnkübasyonu takiben (2 saat 37 °C ve bir gece oda ısısı), tüpteki sıvının 

tamamen berrak olması, aglütinasyonun tüpün dibinde yaygın bir kümeleĢme 

Ģeklinde görülmesi, pozitif sonuç olarak değerlendirilir. 1/40 ve yukarı 

sulandırımlardaki aglütinasyon olayı tanı için gereklidir; 1/160 sulandırımdaki 

pozitiflik ise kesin olarak brusellozun göstergesidir (Mikolich ve Boyce 1990, Badur 

1990). Saptanan antikorların hangi sınıftan olduklarının belirlenememesi, düĢük 

titrede alınan pozitiflikleri yorumlamadaki güçlükler ve bu test ile saptanan titrenin 

zaman içinde süratle azalması, STA‟nın olumsuz özellikleridir (Bumin 1977, 

Mikolich ve Boyce 1990, Badur 1990, Bilgin ve Gün 1991, GöktaĢ ve ark 1991). 

STA‟nın değiĢik yapıdaki blokan antikorlar nedeniyle negatif sonuç verdiği ya da 

bruselloz dıĢında bir nedenle IgM antikoru yüksek olan kiĢilerde yanlıĢ olarak pozitif 

bulunduğu olgular da vardır. Ancak bu olumsuz özelliklerine rağmen bugün tüm 

dünyada ve ülkemizde hemen hemen bütün sağlık kuruluĢlarında, brusellozun 

serolojik tanısında en yaygın kullanılan testtir. Bunun nedenleri arasında testin 
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uygulama kolaylığı, erken pozitifleĢmesi ve bu deneyde antijenlerin her üç tipe karĢı 

oluĢmuĢ antikorlar tarafından aglütine edilebilmesi sayılabilir (Bumin 1977, GöktaĢ 

1990, GöktaĢ ve ark 1991). 

1.8.1.2. Rose-Bengal Lam Aglütinasyon Testi (RBLA)  

Aglütinasyon testi B. abortus‟un 99 S kökeninden hazırlanan ve özel 

teknikle, tamponlu tuzlu sudaki yoğun Brucella antijenlerinin Rose-Bengal boyası ile 

boyanıp kullanılarak, lam aglütinasyonu Ģeklinde de uygulanabilir. Antijen 

süspansiyonunda kullanılan tamponun pH‟ı 3.6-3.7‟ye ayarlanmalıdır böylece serum 

IgM aktivitesi önlenmiĢ olur. Bu testle saptanan antikorların büyük bölümü IgG 

yapısındadır. Aglütinasyon testinin serum yerine tam kan ile (parmak ucundan bir 

damla) uygulanan Ģekli Spot Test olarak isimlendirilir ve özellikle kitle 

taramalarında tercih edilir (Badur 1990, Bilgehan 2000).  

STA‟da 1/40 ve üzeri dilüsyonlarda görülen aglütinasyon reaksiyonları 

pozitif kabul edilerek, RBLA‟a sonuçları ile karĢılaĢtırıldığında, RBLA‟nın STA‟ya 

göre duyarlılığı %92.6, seçiciliği de %97.1 olarak saptanmıĢtır. Bu sonuçlara göre 

serolojik olarak pozitif ve negatif kiĢileri saptama açısından iki test arasında önemli 

bir fark olmadığı, bruselloz serolojik tanısında RBLA‟nın, STA kadar güvenilir ve 

geçerli bir test olduğu kanısına varılmıĢtır (Bumin 1977). 

GöktaĢ  ve ark (1991), 1200 serum örneği, RBLA ve STA testleri ayrı ayrı 

çalıĢmıĢ, her iki testte de 98 olgu pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. RBLA ile 5 

olguda daha zayıf pozitif sonuç alınmıĢ, bu olgular STA ile negatif olarak 

bulunmuĢtur. Sonuçların değerlendirilmesinde RBLA‟nın STA‟ya göre daha çabuk 

sonuç veren, kolay, ucuz ve aynı zamanda güvenilir bir yöntem ve tarama testi 

sonuçlarına uygun olduğu, bu test ile pozitif sonuç alınan olgularda, STA ile titre 

belirlemesi yapılmasının uygun olacağı görüĢüne varılmıĢtır (GöktaĢ  ve ark 1991). 

RBLA, STA‟dan daha duyarlı bulunmakla birlikte, bu araĢtırmacılar ELĠSA 

yönteminin bu her iki testten de daha duyarlı olduğunu saptamıĢlardır (Saz ve ark 1987). 

1.8.1.3. Coombs Reaktifi Ġle Yapılan TA 

Bazı serumlar spesifik Brucella antikorları içermelerine rağmen, aglütinasyon 

meydana gelmez. Bu serumlar blokan antikorlar bakımından araĢtırılmalıdır. Bu 
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antikorlar daha çok subakut klinik olgularda oluĢurlar ve IgG yapısındadırlar (Badur 

1990, Bilgehan 2000). Bu antikorlar tarafından bloke edilen inkomple antikorların, 

anti-insan globülini (Coombs reaktifi) kullanılarak, antijenle reaksiyon vermeleri 

sağlanabilir. Bu amaçla, klasik STA uygulamasında aglütinasyon görülmeyen tüpler 

santrifüjde çevrilir; üç kez yıkanan çökeltide, Coombs reaktifi ilavesi sonucu 

aglütinasyon olup, olmadığına bakılır. Ortamda blokan antikorlar olması durumunda, 

antijen-antikor birleĢmesi olurken, aglütinasyon oluĢmamaktadır. Testte kullanılan 

Coombs reaktifi, antikorların arasına köprü kurarak gerçek pozitifliği ortaya 

çıkarmaktadır. Test, düĢük titredeki antikorları saptamada ya da negatif olarak 

değerlendirilen kronik vakaların belirlenmesinde önemlidir (Badur 1990). 

1.8.1.4. Merkaptoetanol/Rivanol TA 

Klasik STA testinde saptanan immünglobülinlerin hangi sınıftan olduklarını 

belirlemek mümkün olmaz. Ancak deney öncesinde hasta serumu 2 merkaptoetanol 

ya da rivanol ile muamele edilirse, IgM sınıfı antikor moleküllerinin polipeptit 

zincirleri kırılarak, bu moleküllerin yıkıma uğratılması mümkündür. Testi takiben 

belirlenen pozitiflik IgG‟ye bağlı olarak gerçekleĢecektir (Mikolich ve Boyce 1990, 

Badur 1990). 

1.8.1.5. Kompleman BirleĢmesi Deneyi 

Bruselloz tanısında güvenilir bir test olan kompleman birleĢmesi deneyinde 

özellikle IgG‟ler, daha az oranda IgM‟ler rol oynar. Bir süre sonra negatifleĢen, bu 

nedenle geçirilmiĢ olguların belirlenmesinde yetersiz kalan bu test, STA ile sonuç 

alınamayan kronik brusellozun tanısı için uygundur. STA‟da saptanan çapraz 

reaksiyonlar kompleman birleĢmesi testi için de geçerlidir. Kompleman birleĢmesi 

testi, makro veya mikro yöntem uyarınca, soğukta veya sıcakta gerçekleĢtirilebilir 

(Badur 1990, Bilgehan 1992). 

1.8.1.6. Ġndirek Hemaglütinasyon Testi 

Bakterinin LPS kısımları ile kaplı, tannik asitle muamele edilmiĢ koyun 

eritrositlerinin kullanıldığı bu testte, çözünmüĢ antijenlerden de yararlanılabilir. Çok 

duyarlı olan bu yöntemde, nanogram düzeyindeki immunglobülinleri bile saptamak 

mümkündür (Badur 1990). 
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1.8.1.7. Flouresan Antikor Testi (FA) 

Veterinerlik alanında fötal membranlarda ve düĢük materyalinde antijen 

aramak için geliĢtirilmiĢ olan FA yöntemi, daha sonra spesifik antikorların 

araĢtırılmasında indirek-FA Ģeklinde de kullanılmıĢtır (Badur 1990). 

1.8.1.8. Deri Deneyleri 

Allerjik tanı için bakterilerden elde edilen ve saflaĢtırılmıĢ nükleoprotein 

kompleksinden oluĢan “Brucellergen” deri içine enjekte edilir ve 24 saat içinde 

enjeksiyon yerinde kızartı, ödem ve sertlik Ģeklinde görülen reaksiyon olumlu kabul 

edilir. Bu kiĢilerin Brucella‟lara karĢı aĢırı duyarlı oldukları anlaĢılır. Hastaların 

birçoğunda bu test olumlu ise de olumsuz olması bruselloz tanısını uzaklaĢtırmaz. 

Ayrıca kısıtlı kullanım alanı olan bu test ile kronik vakaların belirlenmesi oldukça 

zordur (Badur 1990, Bilgehan 2000). 

Belirtilen bu tanı tekniklerinin akut ve kronik bruselloz olgularındaki 

sonuçları farklı olmaktadır. Örneğin; STA deneyi akut olgularda pozitif sonuç 

verirken, sadece IgG‟lerin belirlendiği 2 merkaptoetanollü TA negatif sonuç 

vermekte; zamanla STA titresi azalırken, merkaptoetanol ile saptanan titre artıĢ 

göstermektedir. Diğer yandan uygulama koĢulları nedeniyle, bruselloz tanısında 

kullanılan kompleman birleĢmesi testinde IgM‟ler saptanamaz ve bu test 

infeksiyonun erken dönemlerinde negatif sonuç verebilir (Badur 1990). 

1.8.1.9. ELISA ve RĠA 

RIA ve ELISA bruselloz tanısında günümüzde sık olarak kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır. ELISA uygulamalarında STA için hazırlanmıĢ ölü bakteri 

süspansiyonu, LPS ekstreleri veya çeĢitli protein fraksiyonlarından antijen olarak 

yararlanılabilir. Teknik akut vakaları belirlemede en güvenilir yöntemdir. Test kronik 

vakaların belirlenmesinde de STA ve RBLA‟dan daha güvenilirdir (Hewitt ve ark 

1984, Nielsen ve ark 1988, Barbuddhe ve ark 1994, Kittelberger ve ark 1994). 

Brusellozun serolojik tanısında, ELISA, STA ve RBLA‟larının karĢılaĢtırılması 

yapılmıĢ, hem IgG, hem de IgM için yapılan ELISA testlerinin STA ve RBLA‟dan 

daha duyarlı olduğunu ve insan brusellozunun serolojik tanısında, STA ve RBLA‟da 
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görülen yetersizliklerin ELISA ile giderilebileceğini bildirmiĢlerdir (Bilgin ve Gün 

1991). 

Nörobrusellozda BOS‟daki antikorları saptamak için ELISA testi uygundur. 

ELISA ile spesifik IgG ve IgM‟lerin birlikte incelenmesinin ve elde edilecek 

sonuçların kompleman birleĢmesi deneyi bulguları ile beraber yorumlanmasının en 

sağlıklı tanı yöntemi olduğunu ileri sürmektedirler (Badur 1990). 

Bruselloz tanısındaki önemli bir geliĢme de, çeĢitli vücut sıvılarında ELISA 

ile direk antijen aranması ile ilgili olup, farelerde yapılan ön çalıĢmalarda baĢarılı 

sonuçlar bildirilmiĢtir. Sonuç olarak ELISA, bruselloz tanısı için, duyarlı, özgül, 

süratli ve rutin laboratuvarlar için çok sayıda örneğin bir arada incelenmesine olanak 

tanıyan bir tekniktir (Nielsen ve ark 1988, Badur 1990, Bilgin ve Gün 1991). 

Immünradyolojik metodlarda Brucella spesifik immunglobülinlerinin tek tek 

direk ölçülmesini sağlayıp, Ģüphede kalınan olgularda doktora yeterli miktarda bilgi 

verirler. Ayrıca bu metodla konvansiyonel serolojik tekniklerle elde edilemeyen, 

immünolojik cevap görünümleri de elde edilebilir (Hewitt ve Dayne 1984). 

B. ovis hücrelerinden ekstrakte edilen antijen esasına dayalı basitleĢtirilmiĢ 

elektroforetik immunoblothing tekniği, koyunlarda, kompleman birleĢmesi testi, 

ELISA ve jel difüzyon testi ile karĢılaĢtırılmıĢ, bu testin standart testlere benzer 

duyarlılık ve özgüllük gösterdiği belirlenmiĢtir (Kittelberger ve ark 1994). 

1.8.2. Direkt Tanı Yöntemleri 

1.8.2.1. Bakteriyoskopi 

Ġnsanlarda karaciğer biopsisi, kemik iliği ve BOS örneklerinde; hayvanlarda 

atık materyali, fötal mide içeriği, fötal karaciğer, fötal akciğer, kotiledon, vaginal 

akıntı veya plasenta örneklerinden hazırlanmıĢ sürme ve tuĢe preperatlar Modifiye 

Ziehl-Neelsen (Stamp) veya Köster yöntemleri kullanılarak boyanmalı ve 

mikroskobik muayeneyle Brucella morfolojisine sahip mikroorganizmalar 

aranmalıdır. Boyama sonrasında bakteriler mavi zemin üzerinde kırmızı renkte 

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

2000, Quinn ve ark 2002). Chlamydophila abortus veya Coxiella burnetti gibi 

bakteriyel etkenler ile karıĢabileceğinden sonuç kültür yöntemi ile doğrulanmalıdır. 
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Süt ve süt ürünlerinde bakteriyoskopi yöntemi genelde doğru sonuç vermeyebilir 

(Alton ve ark 1988, Garin-Bastuji ve ark 1998, Garin-Bastuji ve ark 2005). 

1.8.2.2. Kültür 

Brucella‟ların izolasyonunda, koloni morfolojisinin incelenmesine elveriĢli 

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. Brusella kültürü enfekte doku 

materyali veya kan ve kemik iliği ile yapılabilir. Akut vakalarda kan kültür 

yöntemleri tercih edilmelidir. Otomatize kan kültür yöntemleri ile 7 gün içerisinde 

üreme yakalanabilmektedir. Hastada kan alım öncesi antibiyotik kullanımı sonucu 

olumsuz yönde etkiler. Bakteriyemi vakaların hepsinde Ģekillenmeyebilir bu nedenle 

üreme yakalanamayabilir. Kültür yöntemleri ile yakalanamayan vakalar için serolojik 

yöntemler tanıda oldukça önem arz eder (Arda ve ark 1997). 

Brusella kültürü, hastalığın evresi, tedavi uygulanmıĢ olması, uygulanan 

protokol (örnek türü, sayısı, miktarı), kullanılan besiyeri, bakterinin virulansı gibi 

birçok etkenden etkilenebilir. Kemik iliğinde üreme Ģansı oldukça fazladır. Fakat 

iĢlemin zorlukları, kan kültürü tanısal kolaylığı, serolojik tanı olanaklarının varlığı 

yöntemin kullanılırlığını azaltmaktadır. Kemik iliği kültürü; kronik Bruselloz 

vakalarında, kan kültürünün ve serolojik yöntemlerinin negatif olduğu tanı 

konulamamıĢ vakalarda, nüks vakalarda, nedensiz ateĢ olgularında, açıklanamayan 

artrit ve hematolojik anomalilerde yapılmalıdır (Alton ve ark 1988). 

Fakültatif hücre içi paraziti olan Brucella bakterilerinin kültürden izolasyonu 

5-7 gün arasında bir zamanı gerektirmektedir. Rutin kültürler bir hafta boyunca takip 

edilerek süre sonunda üreme saptanmaması halinde negatif sonuçlar bildirilmelidir. 

Bu bakterilerin optimal ısı gereksinimleri 35°C dolaylarındadır. Özellikle B. 

abortus’un ilk izolasyonunda %10 CO2 içeren atmosferik koĢulların tercih edilmesi 

uygundur. Steril olmayan vücut bölgelerinden alınan örneklerin kültürünün, 

kontamine flora bakterilerinin üremesini engellemek için seçici besi yerlerinde 

yapılması uygun olmaktadır. Et ekstresi, triptoz, glikoz tuz içeren ortamlarda birçok 

türünün izole edilebilmesine rağmen birçoğu da tiamin, niasin, nikotinik asit, biotin 

ve serum gibi maddelerin varlığında üreyebilmektedir. Brucella‟ların üretiminde, %5 
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koyun kanlı agar, triptoz agar, triptikaz soy agar, serumlu dekstroz agar, gliserol 

dekstroz agar ve kan kültürü ĢiĢeleri kullanılan besi yerleridir (Baysal 1999). Spesifik 

olmayan, bifazik Castaneda besiyeri, kan ve diğer vücut sıvıları ya da sütten Brucella 

izolasyonunda tercih edilmektedir. Tüm temel ortamlar Brucella bakterilerinin 

dıĢındaki organizmaların üremesini engellemek için antibiyotik ilave edilerek seçici 

hale getirilebilir. Bu amaçla, belirli oranlarda polimiksin B, basitrasin, 

siklohekzimid, nalidiksik asit, nistatin, vankomisin içeren antimikrobik 

komplekslerinin kullanılması uygun olmaktadır (Marin ve ark 1996).  

Brucella türlerinin direk izolasyonu ve kültürü için genellikle katı besiyerleri 

tercih edilmektedir. Katı besiyerlerinin en önemli avantajlarından birisi geliĢen 

bakteri kolonilerinin morfolojisinin incelenmesi ile tanıya katkı sağlamasıdır. Katı 

yüzeylerde elde edilmiĢ kolonileri 1-2 mm çapında, hemolitik olmayan, Ģebnem 

tanesine benzer saydam, küçük, kabarık, S tipi kolonilerdir. YavaĢ üreyen bakterinin 

kolonileri 48 saat sonra gözle görülebilir büyüklüğe eriĢmektedir. Koloniler 

eskidikçe çapları büyür ve matlaĢır. Gram boyamada çok küçük, zayıf boyanan Gram 

olumsuz kokobasiller Ģeklinde gözlenir. Gram morfolojisi Francisella tularensis ile 

benzerlik gösterir. Kolonilerine uygulanan oksidaz ve katalaz testlerinden pozitif 

sonuç alınır. Hareketsiz olan organizmalar nitrat redüksiyonu yapar. Cristian‟ın üre 

agarında B. suis için bir saat, B. abortus ve B. melitensis için 24 saat içerisinde üreaz 

aktivitesi olumlu olarak saptanır.  

Bruselloz nedeni ile ortaya çıkan ateĢin ikinci gününden sonra kan 

kültürlerinden olumlu sonuçlar alınabilmektedir. Olumlu sonuç elde edebilmek için 

farklı zamanlarda alınan birden fazla kan kültürünün yapılması uygundur (Baysal 

1999). Yapılan kültürlerden alınan pozitif sonuçların oranı yöreden yöreye ve 

laboratuvardan laboratuvara oldukça değiĢmektedir. 

Kan kültürleri sadece sıvı ortamlarda (buyyon kültürü) ya da bifazik 

ortamlarda yapılabilmektedir. Buyyonda yapılan kan kültürleri bir ay inkübe edilerek 

Brucella bakterilerinin izolasyon Ģansının arttırılması amaçlanır. Castaneda 

tarafından geliĢtirilen aynı kan kültürü ĢiĢesinde sıvı ve katı besiyeri içeren bifazik 

ortamlarda da kültür yapılır. Besi yerine kan örneği eklendikten sonra, katı ortam 

üzerine sıvı besi yerinin geçmesini sağlayacak Ģekilde ĢiĢe eğdirilerek kanın besi 

yerine yayılması sağlanır. ġiĢe dik pozisyonda etüvde inkübe edilir ve üç gün 
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boyunca her gün incelenir. Katı kısımda koloni oluĢumu halinde alt kültürler yapılır. 

Eğer koloni oluĢmamıĢsa yine üç gün boyunca inkübasyona tabi tutularak yeniden 

incelenir. Bu yöntemle kültür genellikle bir hafta içinde pozitif sonuç verir, 15 

günden sonra pozitif sonuç almak nadirdir. Ancak olumsuz sonuçlar 21 günlük 

inkübasyondan sonra rapor edilmelidir. Bakterilerin izolasyon süresini kısaltmak 

amacıyla “liziz konsantrasyon yöntemi” uygulanmaktadır. Bu yöntemde ozmotik 

basınçla kan hücreleri lize edilerek hücre içi bakterilerin açığa çıkması sağlanır. 

Santifüj ile yoğunlaĢtırılan bakteri süspansiyonu agar içeren besi yerlerine ekilir. 

Brucella bakterilerinin izolasyonunda kısa sürede sonuç alabilmek amacıyla ticari 

otomatik kan kültürü sistemlerinden de yararlanılmaktadır (Young 2000). 

Brucella bakterilerinin fagositoz hücreleri içerisinde yaĢamaları ve 

retiküloendoteliyal sistemde lokalize olması nedeniyle kemik iliği, karaciğer ve lenf 

nodüllerinden izolasyonları daha kolay olmaktadır. Brusellozlu olguların kan 

kültürlerinden izole edilemeyen bakterilerin, kemik iliği kültürlerinden %20 oranında 

izole edildiği bildirilmektedir. Bu değerlerin istatistiksel olarak önemli olduğu 

yazılmaktadır. Kemik iliği kültürlerinden pozitif sonuç alma süresi kan kültürüne 

oranla daha kısa olmaktadır. Bakterilerin kültürden izolasyonunu sınırlayan en 

önemli faktörlerin baĢında antibiyotik kullanımı gelmekte, antibiyotik kullananlarda 

kan kültürlerinden önemli ölçüde hatalı negatif sonuçlar alınabilmektedir. 

Antibiyotik kullananlardan kemik iliği kültürlerinin yapılması durumunda daha 

olumlu sonuçların alındığı bildirilmektedir. Bu nedenle, bruselloz kuĢkusu olan 

olgulardan kan kültürü negatifliği durumunda kemik iliği kültürünün yapılması 

önerilmektedir (Young 2000). 

1.8.2.3. Ġdentifikasyon ve tiplendirme  

B. abortus ve B. ovis ilk izolasyonda %5-10 CO2‟li ortama gereksinim 

gösterirken, B. melitensis CO2 „li atmosfer gereksinimi göstermez. Koloniler ekimi 

takiben yaklaĢık 2 gün inkübasyon sonrası gözle görünebilir büyüklüğe ulaĢır. Fakat 

kültür negatif denebilmesi için 8 ila 10 gün inkübasyon süresi geçmelidir. 

Ġnkübasyonda dördüncü günü takiben, 1-2 mm çapına ulaĢan koloniler Ģebnem tanesi 

görünümündedir. Birkaç defa tekrarlana pasajlar sonrası veya bekletilen kolonil koyu 

bir renk alır ve büyür. (Buxton ve Fraser 1977, Alton ve ark 1988, Arda ve ark 

1997).  
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Ekimi takiben oluĢan kolonilere Gram boyama metodu (veya Stamp 

yöntemi)uygulanmalıdır. Boyamada Gram negatif kokobasil olarak değerlendirilen 

numunelere ait kolonilerden anti-Brucella poliklonal serumuyla lam aglütinayon testi 

yapılmalı, pozitif sonuçlar Brucella olarak değerlendirilmelidir (Alton ve ark 1988). 

Tür düzeyinde identifikasyon için katalaz, üreaz, sitrat,  oksidaz, nitrat indirgeme, 

Voges Proskauer ve indol kimyasal testleri uygulanmalıdır. (Alton ve ark 1988, Arda 

ve ark 1997, Garrido-Abellan ve ark 2001). 

Kültürdeki routh koloni oluĢumu bakterinin antijen yapısı ve virülansını 

etkilemektedir. Bu nedenle aĢı üretimi gibi antijen kullanılması gereken durumlarda 

smooth koloniler tercih edilmelidirler. Rougth koloni yapısında ki kültürler, 

monospesifik serum ve S-Brucella faj tiplendirmelerinde kesinlikle kullanılmamalı 

smooth koloniler tercih edilmelidir. Koloni morfolojisi belirlemede birçok yöntem 

kullanılabilir. Ġlk olarak Henry (1933) tarafından kullanılan yöntem, kolonilerin 45 

ºC‟lik açı ile oblik ıĢık altında stereskopik mikroskop ile incelenmesine dayanır. 

Smooth koloniler mavi-yeĢil röfle verir, routh koloniler ise mat sarı renkli görünür. 

Bir baĢka yöntem ise, kolonilerin % 0.01‟lik nötral akriflavin ile muamele edilmesine 

dayanır. Smooth koloni yapıları homojen Ģekilde süspanse görünürken, routh 

koloniler aglütine olur. Kolonilerin Kristal violet ile boyandığı metotda ise, smooth 

koloni boya almaz iken non-smooth koloni kırmızı bir renge dönüĢür ve yüzeydeki 

çatlak yapı el merceğiyle tesbit edillebilir (Alton ve ark 1988). 

Biyovar düzeyindeki tiplendirmelerde B. melitensis, B. abortus ve B. suis 

türleri 4 ana teste; H2S üretimi, CO2 ihtiyacı, monospesifik A ve M antiserumları ile 

aglütinasyon ve boya (tiyonin ve bazik fuksin) duyarlılığı tabi tutulur (Alton ve ark 

1988, Arda ve ark 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998, Plommet ve ark 1998). 

1.8.2.4. Hayvan Deneyleri 

Hayvan deneylerinde kobay kullanılır. Saf halde üretilen kültür kobaya 

intraperitoneal, kontaminasyon ihtimali taĢıyan marazi maddeler ise subgutan veya 

kas içi enjekte edilmelidir. Ġdrar ve süt santrifüj edilerek pelet fizyolojik tuzlu su ile 

sulandırılıp 0.2 ml kobaya intraperitoneal uygulanır. Amnion mai, sinovial sıvılar ile 

göğüs ve karın boĢluğu sıvıları da bir misli FTS ile sulandırılıp 0.5 ml miktarında 

periton içine verilmelidir (Arda ve ark 1997).  
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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 aĢı suĢlarının virülanslarının belirlenmesinde de deney hayvanları (fare) 

kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988).  

1.8.2.5. Moleküler Yöntemler 

PZR, bir DNA parçasının bilinen iki bölgesinin arasındaki kısmın enzimatik 

olarak çoğaltılması tekniğine dayalı in vitro bir tekniktir. BaĢlangıçta belirli bir genin 

sadece küçük bir parçası elde edilebilirken, günümüzde PZR kullanılarak birkaç saat 

içerisinde tek bir gen bölgesinden bilyonlarca kopya elde edilebilmektedir.  

Brusellozun semptom ve bulguları tanıda spesifik olmadığı için kesin tanı 

Brucella bakterilerinin ya da nükleik asitlerinin izolasyonu ile ya da spesifik immun 

yanıtın kanıtlanması ile yapılır (Coppola 2001). Bruselloz tanısını daha güvenilir 

kılmak amacıyla PZR yöntemlerinden yararlanılmaktadır (Bricker 2002). Ġnsan 

brucellozunun tanısında PCR kullanımı kan kültürü yönteminden duyarlı ve serolojik 

yöntemlere nazaran daha spesifiktir (Navarro ve ark 2002). Brucellozlu olduğu klinik 

olarak tanımlanan olgularda geleneksel kültür yöntemleri ile PZR testi 

karĢılaĢtırılmıĢ ve PZR‟ın konvansiyonel kültürlere göre çok daha fazla duyarlı ve 

hızlı olduğu, laboratuvarda çalıĢanları riske atmamak için bu testin kullanılmasının 

yerinde olacağı, brusellozun merkezi komplikasyonlarının tanısı için yararlı bir araç 

olacağı bildirilmektedir (Morata ve ark 2001). 

PZR‟de alt tiplendirmeler için BCS P31 geni (31kDA kodlayan), BP26 geni 

(26kDA periplasmik proteini kodlayan), 16 S rRNA geni kodlayan ve dıĢ membran 

proteini kullanılmaktadır. PZR ile yaklaĢık 700 cfu/mL bakteri saptanabilir. 

Duyarlılık-özgüllük % 98,3-100‟dır. Değerlendirmede hastalığın tadavisini takiben 5 

ay sonrası bile PCR pozitif olarak değerlendirilebilir. 

Tanının doğruluğu brusellozun eradikasyon ve tedavi süreci açısından 

önemlidir. Brucella spp.‟nin kültür ve tiplendirme aĢamalarında çevresel 
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kontaminasyon ihtimalinin fazla olması, kültürdeki zaman kaybı ve maliyet 

yüksekliği tanıda kültür kullanımını zorlaĢtırmaktadır. Bu nedenlerle tanıda DNA 

tanılama testlerinin kullanımıözellikle zaman ve testin duyarlılığı açısından Bruselloz 

tanısısnda oldukça kullanıĢlıdır. Tanıda PZR kullanımı brucella genomlarındaki en 

sık tekrar bölgelerinin incelenerek belirlenmesi sonucunda hazırlanmıĢtır. Brucella 

türlerinde tekrar eden gen bölgeleri  6-17 arası değiĢiklik göstermektedir. Tanıda 

kullanılan diğer yöntemlere nazaran PZR oldukça spesifiktir. (Morata ve ark 2001). 

1.9. Tedavi 

Brucella türleri birçok in vitro ortamda antibiyotik duyarlılığı gösterir fakat 

tedavinin baĢarılı olabilmesi kombine, uzun süreli bir tedaviyle sağlanabilir 

(Sümerkan 2002, EĢel ve ark 2004). Brusellozda tedavinin Ģekli ve süresi, hasta yaĢı, 

alerjik durumlar, gebelik, böbrek yetmezliği gibi kronik hastalıkların tabloya 

eklenmesi gibi durumlara bağlı değiĢiklik gösterebilir (Solera ve ark 1997, Türkçapar 

ve Kurt 2002). Tedavide kullanılan antibiyotiklerin en az bir tanesinin makrofaj 

hücre duvarını geçerek, içerisine girebilen ve fagolizozomların asit ortamlarında 

etkili olabilen bir antibiyotik olması uygundur (Young 1995, Akova ve ark 1999, 

Turkmani ve ark 2006). Ancak asidik pH etkinliklerinin azalmasına neden olur 

(Kocagöz ve ark 2002).  

Tedavide ilk olarak 45 gün doksisiklin 2x100 mg ve streptomisin 14 gün 1x1 

gr ĠM kullanılması uygundur. Streptomisin kullanılamayan hastalarda tedaviye 

gentamisin ya da netilmisin de ilk 7 gün 5-6mg/kg eklenebilir (Solera ve ark 1997, 

Türkçapar ve Kurt 2002). Doksisiklin ve streptomisin kombinasyonu kullanılan 

hastalar nüksün en az görüldüğü vakalardır (Türkçapar ve Kurt 2002). Ġkinci seçenek 

kırbeĢ gün doksisiklin 2x100 mg ve rifampisin 1x600-900 mg ikilisinin 

kullanılmasıdır (Solera ve ark 1997, Türkçapar ve Kurt 2002). Her iki tedavi 

yöntemini de „„Centers for Disease Control and Prevention‟‟ önermektedir 

(Türkçapar ve Kurt 2002). 

Tetrasiklin kullanımı gebe, çocuk ve emziren anneler için uygun değildir 

(Solera ve ark 1997, Türkçapar ve Kurt 2002). Streptomisinler ise gebelerde fetüsde 

sinir hasarına neden olmasından dolayı kontraendikedir (Sözen 2002, Türkçapar ve 

Kurt 2002). Tedavi çocuklarda kırkbeĢ gün rifampisin ve kotrimaksazol veya 
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rifampisin ve gentamisin ikilileri Ģeklinde planlanmalıdır. Hamile ve emziren 

annelerde kırkbeĢ gün rifampisin tercih edilmelidir (Solera ve ark 1997). Hücreiçi 

geçiĢi iyi olan azitromisin gebelerde rifampisine ek olarak tercih edilebilir (EĢel ve 

ark 2004). Çocuklarda 8 yaĢ sonrası tedavi yetiĢkinlere göre düzenlenir (Türkçapar 

ve Kurt 2002).  

Tetrasiklin grubunda yer alan doksisiklinler; bakteride 30S‟lik ribozomal 

bölgeye bağlanarak tRNA‟nın, mRNA-ribozom kompleksine bağlanmasını 

engellerler. Bu bağlanma peptid zincire yeni aminoasit eklenmesini engeller böylece 

bakteri protein sentezleyemez (Çokça 2002, Yao ve Moellering 2003).  

Doksisiklinlerin hücreiçerisine giriĢini lipofilik özelliği sağlamaktadır. 

Doksisiklinler oral alındıklarında %90-95 oranında absorbe edilirler. Beyin omirilik 

sıvısına geçiĢi plazmadaki konsantrasyonuna göre %10 ya da daha azdır yani BOS 

miktarı yetersizdir. Tetrasiklin fetüse teratojeniktir ve emziren kadınlarda süte geçer, 

bu sebeple gebelik ve emzirme dönemlerinde kullanılmamalıdır (Çokça 2002, Parlak 

2003). Tedavide doksisiklinler streptomisin ya da rifampisinle birlikte kullanılmalıdır 

(Çokça 2002). Doksisiklin kullanılamayacak ise Streptomisin tetrasiklinlerle 

kombine edilerek kullanılır (Willke 2003). 

Streptomisinler aminoglikozidler grubundandır. Bakterinin protein 

sentezlemesini baskılar ya da mRNA‟daki genetik kodun okunmasını engeller. Hızlı 

bakterisidal etkiye sahiptir (Willke 2003). Streptomisinler beta laktam antibiyotik 

grupları ile birlikte iyi çalıĢtıkları için tedavide çoğunlukla tercih edilirler. Bu grubun 

kimyasal yapıları stabildir ve geniĢ spektrumlu antibiyotiklerdir. Ayrıca allerjik yan 

etkileride oldukça azdır (Willke 2003). Sindirim sisteminden emilimleri oldukça 

düĢüktür, bu nedenle kas içi uygulanmaları gerekmektedir. Kas içi uygulamalarda 50 

dakika içerisinde en yüksek plazma düzeyine kavuĢur. BOS‟da yeterli tedavi 

düzeyine ulaĢamaz (Willke 2003).  

Rifampisinler yarısentetik antibiyotiklerdir. Etkilerini DNA‟ya bağımlı RNA 

polimerazını baskılayarak gösterirler, bakterisid etkilidirler. Bakterilerin bir kısmında 

ise bakterisidal etkilidirler. Oral kullanımlarda hastanın aç olması hızlı ve tam 

emilimini sağlar. Bütün vücut dokularında dağılımı iyidir (Erol 2003). Rifampisinler 

menenjit vakalarında BOS geçiĢi nedeni ile tedavide kullanılırlar (Erol 2003, Yao ve 
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Moellering 2003). Ancak emziren kadınlarda süte geçmesi nedeni ile tercih 

edilmezler (Erol 2003). Tedavide doksisiklinlerle beraber altı hafta kullanılmaları 

önerilmektedir (Erol 2003). 

Sefalosporinlerin 3. KuĢağında yer alan seftriakson, penisilin gibi bakteri 

hücre duvarında yer alan proteinlere bağlanarak peptidoglikan tabakanın üretilmesini 

engeller (Leblebicioğlu 2003, Yao ve Moellering 2003). Seftriaksonlar BOS,  

perikart, böbrek, sinovya, akciğer, periton ve plevral maiye kolayca geçerler 

(Leblebicioğlu 2003, EĢel ve ark 2004). Kan serumu yarılanma ömrü sekiz saat kadar 

uzun bir süredir. Yenidoğan bebeklerde serum proteinleriylebağlanmada 

bilirubinlerle yarıĢarak sarılık görülen bebeklerde kernikterus oluĢturma ihtimali 

yüksektir, yenidoğanlarda tercih edilmemelidir (Leblebicioğlu 2003). 

Kinolonlar DNA giraz enzimini baskılayarak bakterinin DNA 

rekombinasyonunu önleyen sentetik antibiyotiklerdir (Hussain 1989, Yao ve 

Moellering 2003, Willke 2003). Yüksek dozlarda RNA ve protein sentezini 

baskılarlar (Willke 2003). Bu grup üyesi antibiyotikler makrofaj ve lökosit 

hücrelerinin içerisine iyi penetre olurlar, nötrofillerin içerisindeki konsantrasyonları 

serum konsantrasyonunun 14 katına kadar ulaĢabilir. Salmonella, Brucella, Listeria 

ve Mycobacterium gibi hücre içi bakterilerle oluĢan enfeksiyonların tedavisinde 

oldukça kullanıĢlıdırlar (Rubinstein 1991, Garcia-Rodriguez ve ark 1995, Yao ve 

Moellering 2003). GeniĢ spektrumlu antibiyotikler olmaları, oral yolla rahatlıkla 

kullanılabilmeleri, doku içinde yüksek konsantrasyona ulaĢabilmeleri ve hücreiçi 

geçiĢ yeteneklerinin iyi olması nedeni ile hücreiçi bakteri enfeksiyonlarında tadevide 

kullanıĢlıdırlar (Rubinstein 1991). Bruselloz tedavisinde ilk tercih antibiyotikler 

arasında yer almazlar (Garcia-Rodriguez ve ark 1995). 

1.10. Brusellozda Korunma  

Brusellozdan korunmada ilk sırada konakçı hayvanların kontrol edilmesi ve 

eradikasyon programlarının uygulanması yer almaktadır (Young 2000, Türkçapar ve 

Kurt 2002). Gıda kontaminasyonunun önlenmesi, süt ve süt ürünleri hazırlanırken 

kontrollerin dikkatli yapılması, bakteriyel temas ihtimali yüksek meslek gruplarında 

koruyucu önlemlerin dikkatli bir Ģekilde alınması gerekmektedir (Türkçapar ve Kurt 

2002).  
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Ġnsanlarda kullanılabilir bir aĢının olmamasına karĢın hayvanlarda B. 

melitensis Rev-1 suĢu kullanılarak hazırlanmıĢ canlı aĢı uygulanmaktadır, fakat bu 

aĢı koyunlarda B. ovis enfeksiyonlarının Ģekillenmesine engel olmaz. B. abortus 19 

suĢu kullanılarak hazırlanan canlı aĢı ise sığırlarda kullanılır (Young 1995, Sözen 

2002, Türkçapar ve Kurt 2002). AĢı uygulaması insanlarda ciddi alerjik 

reaksiyonlara neden olmasından dolayı canlı aĢı uygulaması kullanılmamaktadır. 

Fakat aĢı çalıĢmaları devam etmektedir (Türkçapar ve Kurt 2002). 

Bu çalıĢmada, B. melitensis ve B. abortus türlerinin biyotip seviyesindeki 

identifikasyonunda kullanılan 4 ana testin (CO2 ihtiyacı, H2S üretimi, boyaların 

(tiyonin ve bazik fuksin) varlığında üreme ve monospesifik A ve M antiserumlarıyla 

aglütinasyon) PZR sonuçları ile karĢılaĢtırılması amaçlanmaktadır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. Brucella suĢlarının temini 

Bu çalıĢmada Konya Eğitim AraĢtırma Hastanesi‟ne 2007-2014 yılları 

arasında yükse ateĢ, eklem ve baĢ ağrısı, halsizlik, lenfadenopati gibi klinik 

bulgularla enfeksiyon hastalıkları polikliniğine baĢvuran 113 hastadan alınan kan 

numunelerinden standart metodla izole edilen ve Brucella spp. olarak identifiye 

edilen izolatlar çalıĢmaya dahil edildi. AraĢtırmaya dahil edilen suĢların yıllara göre 

dağılımı çizelge 2.1‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 2.1: AraĢtırmaya dahil edilen suĢların yıllara göre dağılımı. 

Yıllar Temin edilen Brucella ssp. suĢları 

2007 12 

2008 16 

2009 18 

2010 16 

2011 6 

2012 13 

2013 17 

2014 15 

Toplam 113 

Ġzolatlar çalıĢmaya alınıncaya kadar brain-heart infusion broth (BHI) 

içerisinde buzdolabında, -80°C‟de bekletildi. Örnekler -80
o
C‟den çıkartıldıktan sonra 

BHI‟dan %5 defibrine koyun kanlı agara çift olarak pasajlandı. Birinci ekimler 

37°C‟de, %5 CO2 „li ortamda, ikinci ekimler 37°C‟de 48‟er saat inkübasyonda 

tutuldu ve inkübasyon sonrası koloniler incelenmeye alındı. 

2.1.2. Standart Brucella SuĢları 

Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi kültür koleksiyonundan 2 adet B. 

melitensis ve 1 adet B. abortus referans suĢ temin edildi. 
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2.1.3. Besiyerleri 

ÇalıĢmada kullanılan besi yerleri, solüsyon ve boyalar üretici firmalar 

tarafından önerilen yöntemlerle hazırlandı. Besiyerlerinin pH‟sı ayarlandıktan sonra 

otoklavda 121°C‟de 15 dakikada sterilize edildi. 

2.1.3.1. Serum Dekstroz Agar (SDA) 

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B) hazırlanıp otoklav edildikten 

sonra 56°C‟ye soğutulup 950 mililitresine, milipor filtre ile sterilize edilmiĢ % 20 

dekstroz içeren Horse Serum (Oxoid, SR0035C) stok solüsyonundan 50 ml eklendi 

(Alton ve ark 1988, OIE 2004).  

2.1.3.2. Brucella selektif besiyeri  

SDA‟a Brucella selektif suplement (Oxoid, SR0083A) ilave edilerek 

hazırlandı (Alton ve ark 1998). 

2.1.3.3. Thionin ve bazik fuksinli besiyerleri  

Distile su ile tiyonin (Sigma, T3387) ve bazik fuksinden (Sigma, B0904) % 1 

lik stok solüsyonlar hazırlandı ve kaynar suda 1 saat tutuldu. Otoklav edilmiĢ 1000‟er 

ml TSA‟lara tiyonin ve bazik fuksin stok boya solüsyonlarından 2‟Ģer ml (20µg/ml) 

ilave edilerek 1/50000 konsantrasyonunda tiyonin veya bazik fuksin içeren 

besiyerleri hazırlandı. (Alton ve ark 1998). 

2.1.3.4. Diğer besiyerleri  

ÇalıĢmanın çeĢitli safhalarında Blood Agar Base (Oxoid, CM0271B), 

Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, CM0131B), Mueller-Hinton Agar (Oxoid, 

CMO337), Simon Sitrat Agar (Oxoid, CM0155), Nutrient Broth (NB) (Oxoid, 

CM0001B), Sülfid-Ġndol-Motilite Agar (SĠM) (Oxoid, CM 01435), MacConkey 

Agar (Oxoid, CM0007B) ve Brain Heart Infusion Broth (BHĠB) (Oxoid, CM0225B) 

kullanıldı.  
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2.1.4. Pozitif Serum 

SuĢların Brucella ssp. doğrulaması için 1/160 titrede Pozitif Serum ile lam 

aglütinasyon testi uygulandı. ÇalıĢmada kullanılan Pozitif Serum, Brusella pozitif 

hayvan serumlarından elde edildi. 

2.1.5. Katalaz Ayıracı  

H2O2         2 ml (% 3‟lük) 

H2O           8 ml  

2.1.6. KurĢun - Asetat Ayıracı  

Distile su                50 ml  

KurĢun asetat         10 gr  

Süzgeç kağıdı        7 mm X 5 cm ebatlarında  

KurĢun asetatdan 10 gr tartılarak 50 ml su içerisinde kaynatılarak eritildi. 

Hazırlanan süzgeç kağıdı eriğik haldeki kurĢun asetat içerisine konularak petri 

kutularının içerisinde etüvde kurutuldu (Bilgehan 2002). 

2.1.7. Üreaz Testi (Christensen’s Metodu)  

Üre %39‟luk  (Oxoid-SR020K) solüsyon halinde hazırlanarak filtre yöntemi 

ile steril edildi ve steril cam tüplere 5‟er cc dağıtıldı.  

2.1.8. Oksidaz Testi (Kovak’s Modifikasyonu)  

Oksidaz testi için Identification Sticks Oxidase (Oxoid BR64A) hazır stripleri 

kullanıldı. 

2.1.9. 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 

karıĢtırıldı ve stok solüsyon elde edildi. Stok boya solüsyonu distile su ile 1:40 
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oranında sulandırılıp smooth kolonilerin belirlenmesinde kullanıldı (Alton ve ark 

1988).  

2.1.10. Brucella Antiserumları  

Poliklonal Brucella antiserumu ile A ve M monospesifik antiserumlar Pendik 

Veteriner Kontrol ve AraĢtırma Enstitüsünden temin edildi. 

2.1.11. Akriflavin Solüsyonu  

Nötral akriflavinin (Sigma, A8126) distile suda 1/1000‟lik dilüsyonu her test 

için günlük olarak hazırlandı (Alton ve ark 1988). 

2.1.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Testi 

2.1.12.1. DNA Ekstraksiyonu 

DNA ekstraksiyonunda Promega DNA Purification Kiti (Lot# 210462) 

kullanıldı. 

2.1.12.2. DNA amplifikasyonu’nda kullanılan malzemeler  

2.1.12.2.A. Thermal cycler  

Ependorf (Mastercycler gradient 5331 000.010, Germany) marka thermal 

cycler kullanıldı.  

2.1.12.2.B. Primerler 

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‟),  IS711 spesifik (5‟-TGC CGA TCA CTT AAG 

GGC CTT CAT-3‟) ve B. abortus spesifik (5‟-GAC GAA CGG AAT TTT TCC 

AAT CCC-3‟) oligonükleotid primerleri (Bricker ve Halling 1994) sentezlettirildi 

(IDT). 100.M‟lık Primerler 1/4 oranında sulandırılarak 1µM konsantrasyonunda 

kullanıldı. 

2.1.12.2.C.Master Mix 

Master Mix (Solis BioDyne 2X FIREPol) kullanıldı. 
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2.1.12.2.D. Film  

Bio-Rad Gel Doc (Model #2000) görüntüleme sistemi kullanıldı.  

2.1.12.2.E. Marker  

Fermentas GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Cat.#SM0321) 0.5 µl 

kullanıldı.  

2.1.12.2.F. Pozitif ve negatif kontrol  

Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi kültür kolleksiyonundan temin edilen 

2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus referans suĢlarına DNA ekstraksiyon iĢlemi 

uygulandı ve PZR‟a tabi tutuldu. Elde edilen PZR ürünü pozitif kontrol olarak 

kullanıldı. Steril ultra saf su ise negatif kontrol olarak kullanıldı.  

2.1.12.2.G. 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 saklandı.  

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  
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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 42 göze sahip (20x0.1x8) taraklarda: 1,4 µl 

(6x) yükleme tamponu ile 6 µl PZR ürünü kullanılmıĢtır. 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Etken Ġzolasyonu 

Konya Eğitim AraĢtırma Hastanesi‟nden bifazik hemokültür ĢiĢesinde 

stoklanan suĢların ekimleri Brucella Selektif Besiyeri, MacConkey ve % 5 koyun 

kanı içeren Kanlı Agara derhal yapıldı. Tüm örnekler ikiĢer besiyerine ekildi ve 

petrilerin yarısı aerobik atmosfer ortamına kalan yarısı ise % 5-10 CO2 ihtiva eden 

mikroaerofilik etüve kaldırılarak 37°C de 8-10 gün inkübe edildi. Koloni oluĢumu 

günlük olarak kontrol edildi. Ayrıca kontrol amaçlı kullanılan standart suĢların 

Brucella Selektif Besiyerine ekimleri de aynı Ģekilde gerçekleĢtirildi (Alton ve ark 

1988, Arda ve ark 1997). 

2.2.2. SuĢların Ġdentifikasyonu 

2.2.2.1. Gram Boyama 

Üreme görülen petri kutularında tipik 1-2 mm çapındaki Brucella kolonileri 

seçilerek Gram yöntemi ile boyandı. Karakteristik Gram negatif kokobasil ya da kısa 

basil Ģekillerini gösteren koloniler BHIB‟a ekilerek daha sonra biyokimyasal testler 

ve moleküler tekniklerin yapılmasında kullanıldı (Alton ve ark 1988). 

2.2.2.2. Katalaz,üreaz ve oksidaz testleri 

Gram negatif basillere katalaz, üreaz ve oksidaz testleri uygulandı (Alton ve 

ark 1988). 
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2.2.2.3. Brucella Antiserumu 

Karakteristik Gram negatif kokobasil ya da kısa basil Ģekillerini gösteren, 

Oksidaz, Katalaz, Üreaz pozitif olan suĢlara Brucella antiserumu ile aglütinasyon 

testi uygulandı (Alton ve ark 1988). 

2.2.2.4. Koloni morfolojisi 

Ġzolatların koloni morfolojilerini belirlemek için, kristal violet solüsyonu 

petrideki kolonilerin üzerine 10-15 saniye damlatıldı. Daha sonra boya pastör pipeti 

ile uzaklaĢtırıldı ve koloniler hemen bir el merceği ile muayene edildi. Boya almayan 

koloniler S, kırmızımsı gölgeli boyananlar ise R koloni olarak değerlendirildi.  

Aynı amaçla, taze hazırlanmıĢ nötral akriflavinden lam üzerine bir damla 

alınıp, birkaç koloni ile süspansiyon sağlandı ve smooth koloniler homojen bir 

süspansiyon oluĢturdular. (Alton ve ark 1988). 

Ayrıca, koloni morfolojisi belirlenen izolatlara indol ve Voges-Proskauer 

testleri uygulandı (Alton ve ark 1988, Arda 2000). 

2.2.3. Tür ve Biyotip Tanısında Kullanılan Yöntemler  

2.2.3.1. Üremede serum gereksinimi  

Brucella izolatları, serum ihtiva eden SDA ve serum içermeyen TSA‟a ekim 

yapıldı ve petriler % 5-10 CO2 içeren etüve kaldırıldı. Petriler 37°C de 2-3 gün 

inkübe edilip üremeler karĢılaĢtırıldı (Alton ve ark 1988).  

2.2.3.2. Üremede karbondioksit (CO2) ihtiyacı  

Brucella izolatları, 1‟er ml Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) içerisinde yoğun bir 

Ģekilde süspanse edildi. Süspansiyonlardan ikiĢer adet yatık TSA tüplerine ekim 

yapıldı ve tüplerden birisi normal etüve, diğeri % 5-10 CO2 içeren etüve kaldırıldı. 

Tüpler 37°C de 2-3 gün inkübe edilip üremeler karĢılaĢtırıldı (Alton ve ark 1988).  

2.2.3.3. Hidrojen sulfid (H2S) üretimi  

Taze kültürlerden TSA içeren yatık tüplere ekim yapıldıktan sonra % 10‟luk 

nötral kurĢun asetat emdirilmiĢ filtre kağıtları besiyerlerine değmeyecek Ģekilde 
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tüplere yerleĢtirildi ve 37°C de 2-7 gün inkübasyona bırakıldı. KurĢun asetat kağıtları 

günlük değiĢtirildi. Kağıdın renginin siyaha dönüĢmesi pozitif olarak kabul edildi 

(Alton ve ark 1988). 

2.2.3.4. Thionin varlığında üreme 

Kültürlerin süspansiyonları, 1 ml steril FTS içerisinde eĢit yoğunluklarda 

hazırlandı. Steril öze ile bakteriyel süspansiyonlar 1/50000 konsantrasyonunda 

tiyonin içeren her bir petride 6 örnek olacak Ģekilde  çizgi ekim yapıldı. Kontrol 

petrisi olarak TSA kullanıldı ve ona da aynı Ģekilde ekim yapıldı. Petriler etüve 

kaldırılarak 37 °C de 3-4 gün inkübe edildi ve sürenin sonunda kolonilerin varlığı 

kontrol edildi (Alton ve ark 1988). 

2.2.3.5. Fuksin varlığında üreme 

Kültürlerin süspansiyonları, 1 ml steril FTS içerisinde eĢit yoğunluklarda 

hazırlandı. Steril öze ile bakteriyel süspansiyonlar 1/50000 konsantrasyonunda fuksin 

içeren her bir petride 6 örnek olacak Ģekilde  çizgi ekim yapıldı. Petriler etüve 

kaldırılarak 37°C de 3-4 gün inkübe edildi ve sürenin sonunda kolonilerin varlığı 

kontrol edildi (Alton ve ark 1988). 

2.2.3.6. Monospesifik anti-serumlar ile aglütinasyon  

Test edilecek her bir suĢdan, FTS ile eĢit yoğunlukta 1-2 ml‟lik bakteri 

süspansiyonu hazırlandı. Süspansiyonlar 65°C‟lik sıcak su banyosunda 1 saat 

tutularak inaktive edildi. Petri içine yerleĢtirilmiĢ bir lama A ve M serum 

dilüsyonlarından birer damla damlatıldı. Her seruma birer damla bakteri 

süspansiyonundan damlatılıp karıĢtırıldı. Serumların 1 dakika içinde aglütinasyon 

vermesi pozitif olarak değerlendirildi (Alton ve ark 1988). 

2.2.3.7. Biyotiplendirme 

Ġzolatların biyotip düzeyinde ki sınıflandırmaları biyokimyasal test sonuçları 

ve PZR sonuçlarının karĢılaĢılaĢtırılması ile yapıldı.  
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2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Metotları  

2.2.4.1. DNA ekstraksiyonu  

DNA ekstraksiyonunda ticari DNA purifikasyun kiti (Promega DNA 

Purification Kiti Lot# 210462)üretici firmanın belirttiği Ģekilde kullanıldı. Sıvı 

besiyerinde üretilmiĢ bakteri kültürü 7500 rpm‟de 10 dakika satrifüj edildi ve üst 

kısım atılarak pelet üzerine 600 µl Nuclei Lysis solüsyonu ilave edilip 80 °C‟de 5 

dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında 3 µl RNAaz enzimi ilave edilerek 37 

°C‟de 1 saat daha inkübe edildi. Süspansiyon üzerine 200 µl Protein Presipitasyon 

Solüsyonu eklenerek 20 saniye vorteks yapıldı, 5 dakika kırık buz üzerinde 

bekletildi. 10000 rpm‟de 4 dakika santrifüj edildi. Üstteki aköz kısım yeni bir tüpe 

alınıp üzerine 600 µl oda ısısında izopropanol eklendi, yavaĢça tüpler 1-2 dakika 

karıĢtırılıp 10000 rpm‟de 4 dakika santrifüj edildi. Üst kısım dikkatlice döküldükten 

sonra 20 dakika tüpler kurumaya bırakıldı. Pelet üzerine 600 µl % 70 soğuk etanol 

ilave edilip 20‟Ģer kez tüpler alt-üst edildi. 10000 rpm‟de 4 dakika santrifüj yapıldı. 

Üst kısım dikkatlice döküldü, 30 dakika süre ile tüpler kurutuldu. Üzerine 100 µl 

DNA Rehidrasyon Solüsyonu eklenerek 65 °C‟de 1 saat inkübe edilerek DNA‟lar 

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.  

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  

Her bir PZR tüp içeriğinde amplifikasyon için toplam 20 µl olacak Ģekilde 

oligonükleotid primerlerinden toplam 1,2 µl (IS711 1 µl, B. melitensis spesifik 
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primer 0,1 µl ve B. abortus spesifik primer 0,1 µl), Master Mix 10 µl, steril nuclease-

free su 3,8 µl ve 5 µl DNA kullanılarak hazırlandı. Bu karıĢım ısı döngü cihazında, 

95°C „de 3 dakika ön denatürasyondan sonra her döngüsü 95 °C‟de 2 dakika, 55.5°C 

de 2 dakika ve 72°C „de 2 dakikalık adımlardan oluĢan 35 döngülük bir reaksiyon ile 

çoğaltıldı. Son uzatma olarak DNA‟lar 72 °C‟de 4 dakika tutuldu (Bricker ve Halling 

1994). 

PZR ürünleri 0.5 µg/ml etidyum bromid ve % 1,5‟lik agaroz jelde 

elektroforez uygulandı. Marker olarak 100 bp‟lık oluĢturan marker kullanıldı. 731 bp 

büyüklüğündeki bantlar B. melitensis, 500 bp büyüklüğündeki bantlar B. abortus 

pozitif olarak değerlendirildi. Pozitif kontrol olarak B. melitensis Rev-1, B. abortus 

suĢlarının DNA ekstraksiyonları kullanıldı. Negatif kontrol olarak steril ultra saf su 

kullanıldı (Bricker ve Halling 1994). 

2.2.5. Ġstatistik 

Bu çalıĢmada, istatistiksel analizler SPSS 15 istatistik paket programı 

kullanıldı. Sensitivite (Duyarlılık), Spesifite (Özgüllük), Pozitif Prediktif Değer, 

Negatif Prediktif Değer ve Test geçerliliği analizleri yapıldı. Kullanılan testlerin 

duyarlılık ve özgüllükleri PZR referans sonuç kabul edilerek hesaplandı. 

2.2.6. Etik Kurul Kararı 

Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu‟ndan 18.02.2014 tarih ve 

2014/4 sayılı etik kurul kararı alınmıĢtır. 
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3. BULGULAR 

3.1. Brucella SuĢlarının Ġzolasyonu 

Konya Eğitim AraĢtıma Hastanesi‟nden temin edilen izolatların ekim sonuçlari 48-

72 saat sonunda değerlendirildi. Numunelerin tamamında üreme gözlendi (ġekil:3.1). 

 

ġekil 3.1: Selektif Brucella Agarda üreme. 

Serum ihtiva eden SDA ve serum içermeyen TSA‟ya yapılan ekim sonuçları 72 

saat sonra her iki ortamda da bütün suĢlarda üreme gözlendi. SuĢlara gram boyama 

uygulandı. 113 suĢ da gram negatif kokobasil olarak gözlendi. SÜVF stok suĢlarından 

temin edilen 2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus suĢları da üreme ve gram boyama 

sonuçları yönünden değerlendirildi. Bütün suĢlar katalaz ve oksidaz yönünden pozitif 

olarak değerlendirildi. Hemoliz, hareket ve indol negatif olarak değerlendirildi (ġekil:3.2).  

 

ġekil 3.2: Hareket muayenesi. 
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3.2. Brucella Ġzolatlarının Tür ve Biyotip Test Sonuçları 

3.2.1. CO2 Gereksinimi ve H2S Üretimi 

Ekim yapılan yatık SDA tüplerinden 113 izolat % 5-10 CO2‟li etüvde üreme 

gösterdi; 91 izolat aerobik ortamda üreme gösterirken 22 adet izolat aerobik ortamda 

üremedi (Çizelge:3.1). SÜVF stoklarından alınan 3 adet suĢ her iki ortamda da üreme 

gösterdi. 

Çizelge 3.1: CO2‟li ortamda üreme sonuçları. 

 Gerçek Test 
Toplam 

B. melitensis (+) B. abortus (-) 

B. melitensis (+) 91 0 91 

B. abortus (-) 3 19 22 

Toplam 94 19 113 

Toplam izolatların 19 tanesinde 4 günün sonunda H2S üretimi gözlenirken 

diğer 94 izolatta H2S üretimi gözlenmedi (Çizelge 3.2). SÜVF stoklarından alınan B. 

abortus H2S üretimi gösterdi. 

Çizelge 3.2: H2S üretimi sonuçları 

 Gerçek Test 
Toplam 

B. melitensis (+) B. abortus (-) 

B. melitensis (+) 94 0 94 

B. abortus (-) 0 19 19 

Toplam 94 19 113 
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ġekil 3.3: SDA‟da üreme ve H2S üretimi. 

3.2.2. Koloni Morfolojilerinin Değerlendirilmesi 

Brucella izolatlarının tamamı koloni morfolojisi yönünden smooth koloni 

olarak değerlendirildi (Çizelge:3.6). 

 

ġekil 3.4:Koloni morfolojisi incelenmesi. 

3.2.3. Tiyonin Ġçeren Besi Yerinde Üreme 

Tiyonin (1/50 000) içeren besi yerlerine yapılan ekimlerden 97 adet suĢ ve 1 

adet SÜVF B. melitensis suĢunda üreme gözlenirken, diğer 16 suĢ ve SÜVF B. 

melitensis ve B. abortus suĢlarında üreme gözlenmedi (Çizelge:3.3). 
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Çizelge 3.3: Tiyonin içeren besi yerinde üreme verileri 

 Gerçek Test 
Toplam 

B. melitensis (+) B. abortus (-) 

B. melitensis (+) 94 3 97 

B. abortus (-) 0 16 16 

Toplam 94 19 113 

 

 

ġekil 3.5: Tiyonin içeren besi yerinde üreme. 

3.2.4. Fuksin Ġçeren Besi Yerinde Üreme 

Fuksin (1/50 000) içeren besi yerine yapılan ekimlerden 81692, 47915, 

69370, 7823, 11559, 5648, 61713 protokol numaralı numuneler dıĢındaki bütün 

numunelerde ve SÜVF 2 adet B. melitensis ve 1 adet B. abortus suĢlarında üreme 

gözlendi (Çizelge:3.7). 
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ġekil 3.6: Fuksin‟li besiyerinde üreme. 

3.2.5. Üreaz Test Sonuçları 

113 numune ve 3 adet kontron suĢu üreaz pozitif olarak değerlendirildi. Üreaz 

aktivite saatleri değiĢkenlik gösterdi (Çizelge:3.4). 

Çizelge 3.4: Üreaz aktivitesi 1-2 saat arası B. abortus olarak değerlendirildi. 

 Gerçek Test 
Toplam 

B. abortus (-) B. melitensis (+) 

B. abortus (-) 19 21 40 

B. abortus haricindeki(+) 0 73 73 

Toplam 19 94 113 

 

 

ġekil 3.7: Üreaz ve indol test sonuçları. 
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3.2.6. Streptomycin Duyarlılığı 

Streptomycin duyarlılıklarında zone çapları farklılıklar göstermekle beraber 

(Çizelge:3.6) 113 izolatın tamamı streptomycine duyarlı olarak tesbit edildi. SÜVF 

suçlarından 1 adet B. melitensis dirençli iken diğer iki suĢun duyarlı olduğu tesbit 

edildi. 

 

ġekil 3.8: Antibiyogram üreme. 

3.2.7. A ve M Monospesifik Antiserumlar Ġle Aglütinasyon Test Sonuçları 

Anti-A serumu ile 31975, 3125806, 27461, 46579, 11678, 30683, 30950, 

12180, 66122, 72145, 4972, 61820, 1827 protokol numaralı suĢlar; Anti-M serumu 

ile 71625, 7741, 7823, 11891, 11691, 70256, 11559, 5648, 19886, 70453, 34567, 

496781, 28781, 11538, 67549, 61713, 969, 173, 23468 protokol numaralı suĢlar 

negatif diğer suĢlar pozitif olarak değerlendirildi (Çizelge:3.7). 

3.2.8. PZR sonuçları 

Toplam 113 adet Brucella izolatı, SÜVF 2 adet B. melitensis ve SÜVF 1 adet 

B. abortus referans Ģuslarının IS711, B. melitensis ve B. abortus spesifik primerleri 

ile yapılan PZR sonucunda numuneler agoroz jel elektroforezinde değerlendirildi. 

731bp düzeyinde görüntü veren 96 numune B. melitensis; 500bp düzeyinde görüntü 

veren 20 numune B. abortus olarak belirlendi (Çizelge:3.5). 
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Çizelge 3.5: Yıllara göre dağılım ve yüzdeleri. 

Yıllar B. melitensis % B. abortus % 

2007 9 75 3 25 

2008 11 68,75 5 31,25 

2009 16 88,89 2 11,11 

2010 15 93,75 1 6,25 

2011 4 66,66 2 33,34 

2012 11 84,62 2 15,38 

2013 14 82,35 3 17,65 

2014 14 93,33 1 6,67 

3.2.9. Biyotiplendirme 

Biyotiplendirme için PZR sonuçları ile biyokimyasal test sonuçlarının 

değerlendirilmesi ortak olarak yapıldı. PZR sonuçlarına göre B. melitensis olarak 

değerlendirilen 94 tane izolatın Anti-A ve Anti-M serumları ile aglütinasyon test 

sonuçları değerlendirildi. 7, 9, 19, 31, 42, 49, 54, 55, 66, 77, 84, 90 sıra numaralı test 

izolatları (biyotip 1) sadece M anti-serumu ile aglütinasyon gösteririken diğer 

izolatlar (biyotip 3) her iki anti-serum ile de aglütinasyon göstermiĢtir. Sonuç olarak 

94 tane B. melitensis izolatının 12 tanesinin biyotip 1 ve 82 tanesinin biyotip 3 

olduğu belirlendi. 

PZR sonuçlarına göre B. abortus olarak belirlenen 19 tane izolatın 

biyotiplendirilmesinde ise CO2 gereksinimi, H2S oluĢumu, boyalarda üreme ve Anti-

A ve Anti-M serumları ile aglütinasyon test sonuçları ortak olarak değerlendirildi. 

Ġzolatları hepsinin de ilk izolasyonda CO2 ihtiyacı göstermelerinden dolayı biyotip 5, 

6, 7 ekarte edildi. Ġzolatların hepsinde H2S üretimi gözlenmesinden dolayı biyotip 5 

ve 8 ekarte edildi. Ġzolatların tamamı Anti-A anti-serumu ile aglütinasyon gösterdiği 

için biyotip 4, 5, 8 ve 9 ekarte edildi. Boya varlığında üreme sonuçlarına göre 95, 96, 

98, 99, 100, 103, 104, 105, 109, 111, 112 ve 113 sıra numaralı izolatlar (biyotip 1) 

sadece Fuksin varlığında üreme gösterdi; 97, 101, 102, 110 sıra numaralı izolatlar 

(biyotip 2) her iki boya varlığında da üreme göstermedi ve 106, 107, 108 sıra 

numaralı izolatlar (biyotip 3) her iki boya varlığında da üreme gösterdi. Sonuç olarak 

19 tane B. abortus izolatının 12 tanesinin biyotip 1, 4 tanesinin biyotip 2 ve 3 

tanesinin biyotip 3 olduğu belirlendi. 
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 ġekil 3.9: Agoroz  jel  elektroforezi  görüntüleri,  A-B: B. melitensis  C: B. abortus 
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Çizelge 3.6: Brucella izolatlarının biyokimyasal test sonuçları. 

S. 

no 
Yıllar 

Prt. 

No 

Gram 

boya 
Koln. Oksdz. Katlz. 

Üre/ 

saat 
Harkt. Hemlz. 

Ġndl

. 

Antise. 

Aglü. 

1 2014 81690 - s + + 4 - - - + 

2 2014 81692 - s + + 4 - - - + 

3 2010 34023 - s + + 4 - - - + 

4 2014 83477 - s + + 8 - - - + 

5 2013 70726 - s + + 24 - - - + 

6 2014 87800 - s + + 24 - - - + 

7 2009 27461 - s + + 1 - - - + 

8 2013 72855 - s + + 4 - - - + 

9 2011 46579 - s + + 8 - - - + 

10 2014 83477 - s + + 8 - - - + 

11 2010 30767 - s + + 24 - - - + 

12 2013 74076 - s + + 2 - - - + 

13 2009 28693 - s + + 24 - - - + 

14 2013 73393 - s + + 1,5 - - - + 

15 2008 14472 - s + + 24 - - - + 

16 2008 12188 - s + + 24 - - - + 

17 2009 27437 - s + + 1 - - - + 

18 2008 11549 - s + + 1 - - - + 

19 2008 11678 - s + + 4 - - - + 

20 2007 4972 - s + + 8 - - - + 

21 2013 72856 - s + + 8 - - - + 

22 2013 72145 - s + + 8 - - - + 

23 2009 20266 - s + + 2 - - - + 

24 2014 81775 - s + + 2 - - - + 

25 2013 74077 - s + + 24 - - - + 

26 2009 26490 - s + + 24 - - - + 

27 2010 33949 - s + + 24 - - - + 

28 2013 72855 - s + + 8 - - - + 

29 2008 11678 - s + + 8 - - - + 

30 2009 26492 - s + + 1 - - - + 

31 2010 30683 - s + + 1,5 - - - + 

32 2009 25159 - s + + 1 - - - + 

33 2007 1575 - s + + 1 - - - + 

34 2014 81795 - s + + 4 - - - + 

35 2010 31749 - s + + 8 - - - + 

36 2009 20260 - s + + 8 - - - + 

37 2011 46379 - s + + 24 - - - + 

38 2010 31767 - s + + 24 - - - + 

39 2008 16961 - s + + 24 - - - + 

40 2007 7729 - s + + 24 - - - + 

41 2009 27435 - s + + 24 - - - + 
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Çizelge 3.6: (Devam) Brucella izolatlarının biyokimyasal test sonuçları. 
 

S. 

no 

Yıllar Prt. 

No 

Gram 

boya 

Koln. 

 

Oksdz. Katlz. Üre/ 

saat 

Harkt. Hemlz. Ġndl

. 

Antise. 

Aglü. 

42 2010 33950 - s + + 8 - - - + 

43 2014 83470 - s + + 24 - - - + 

44 2010 32241 - s + + 1 - - - + 

45 2008 11672 - s + + 1,5 - - - + 

46 2009 26492 - s + + 24 - - - + 

47 2013 74177 - s + + 8 - - - + 

48 2008 14475 - s + + 2 - - - + 

49 2008 12180 - s + + 8 - - - + 

50 2009 25492 - s + + 8 - - - + 

51 2012 67918 - s + + 1 - - - + 

52 2012 67855 - s + + 4 - - - + 

53 2007 602 - s + + 4 - - - + 

54 2012 66122 - s + + 2 - - - + 

55 2013 72145 - s + + 8 - - - + 

56 2013 73393 - s + + 24 - - - + 

57 2012 55298 - s + + 2 - - - + 

58 2010 33399 - s + + 24 - - - + 

59 2012 56601 - s + + 24 - - - + 

60 2007 4972 - s + + 1,5 - - - + 

61 2014 83472 - s + + 8 - - - + 

62 2014 87800 - s + + 4 - - - + 

63 2014 81692 - s + + 4 - - - + 

64 2012 69913 - s + + 8 - - - + 

65 2012 55108 - s + + 8 - - - + 

66 2012 61820 - s + + 24 - - - + 

67 2013 70450 - s + + 24 - - - + 

68 2012 69924 - s + + 24 - - - + 

69 2011 47915 - s + + 4 - - - + 

70 2014 81818 - s + + 24 - - - + 

71 2013 70265 - s + + 24 - - - + 

72 2012 69370 - s + + 8 - - - + 

73 2012 67490 - s + + 8 - - - + 

74 2010 31975 - s + + 1,5 - - - + 

75 2007 317 - s + + 24 - - - + 

76 2007 1821 - s + + 24 - - - + 

77 2007 1827 - s + + 8 - - - + 

78 2007 1913 - s + + 4 - - - + 

79 2013 72855 - s + + 4 - - - + 

80 2008 17239 - s + + 4 - - - + 

81 2009 23467 - s + + 24 - - - + 

82 2008 17239 - s + + 8 - - - + 

83 2009 21309 - s + + 8 - - - + 

84 2010 31975 - s + + 4 - - - + 
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Çizelge 3.6: (Devam) Brucella izolatlarının biyokimyasal test sonuçları. 
 

S. 

no 
Yıllar 

Prt. 

No 

Gram 

boya 

Koln. 

 
Oksdz. Katlz. 

Üre/ 

saat 
Harkt. Hemlz. 

Ġndl

. 

Antise. 

Aglü. 

85 2009 21307 - s + + 4 - - - + 

86 2009 24346 - s + + 24 - - - + 

87 2010 31978 - s + + 4 - - - + 

88 2009 26938 - s + + 2 - - - + 

89 2014 5517487 - s + + 1,5 - - - + 

90 2014 3125806 - s + + 24 - - - + 

91 2010 38666 - s + + 24 - - - + 

92 2011 497118 - s + + 24 - - - + 

93 2010 32802 - s + + 8 - - - + 

94 2010 34364 - s + + 24 - - - + 

95 2013 71623 - s + + 1 - - - + 

96 2009 7741 - s + + 1 - - - + 

97 2008 7823 - s + + 1 - - - + 

98 2008 11891 - s + + 1,5 - - - + 

99 2008 11691 - s + + 2 - - - + 

100 2013 70256 - s + + 1,5 - - - + 

101 2008 11559 - s + + 2 - - - + 

102 2007 5648 - s + + 2 - - - + 

103 2011 19886 - s + + 2 - - - + 

104 2013 70453 - s + + 1 - - - + 

105 2010 34567 - s + + 1 - - - + 

106 2014 496781 - s + + 1 - - - + 

107 2011 28781 - s + + 1,5 - - - + 

108 2008 11538 - s + + 1,5 - - - + 

109 2012 67549 - s + + 1,5 - - - + 

110 2012 61713 - s + + 2 - - - + 

111 2007 969 - s + + 2 - - - + 

112 2007 173 - s + + 1 - - - + 

113 2009 23468 - s + + 1 - - - + 

a SÜVF B.mel. - s + + 4 - - - + 

b SÜVF B. mel. - s + + 8 - - - + 

c SÜVF B. abort. - s + + 1 - - - + 

Simgeler: a: B.melitensis, b: B.melitensis, c:B.abortus 
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Çizelge 3.7: Brucella izolatlarının tür test sonuçları. 

Sıra 

No 

Thionin’de 

Üreme 

Fuksin’de 

Üreme 

CO2 

ihtiyacı 

H2S 

Üretimi 

Streptomycin 

Duyarlılığı 

Anti-A 

Aglütin. 

Anti-M 

Aglütin. 

Serum 

Gereks. 

1 + + - - 14 + + - 

2 + + - - 14 + + - 

3 + + - - 17 + + - 

4 + + - - 17 + + - 

5 + + - - 17 + + - 

6 + + - - 23 + + - 

7 + + - - 20 - + - 

8 + + - - 16 + + - 

9 + + - - 17 - + - 

10 + + - - 17 + + - 

11 + + - - 19 + + - 

12 + + - - 14 + + - 

13 + + - - 17 + + - 

14 + + - - 15 + + - 

15 + + - - 16 + + - 

16 + + + - 17 + + - 

17 + + - - 20 + + - 

18 + + - - 16 + + - 

19 + + - - 21 - + - 

20 + + - - 18 + + - 

21 + + - - 16 + + - 

22 + + - - 18 + + - 

23 + + - - 12 + + - 

24 + + - - 20 + + - 

25 + + - - 25 + + - 

26 + + - - 20 + + - 

27 + + - - 20 + + - 

28 + + - - 20 + + - 

29 + + - - 17 + + - 

30 + + - - 22 + + - 

31 + + - - 22 - + - 

32 + + - - 23 + + - 

33 + + - - 20 + + - 

34 + + - - 20 + + - 

35 + + - - 21 + + - 

36 + + - - 20 + + - 

37 + + - - 16 + + - 

38 + + - - 19 + + - 

39 + + - - 23 + + - 

40 + + - - 17 + + - 

41 + + - - 20 + + - 
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Çizelge 3.7: (Devam) Brucella izolatlarının tür test sonuçları. 
 

Sıra 

No 

Thionin’de 

Üreme 

Fuksin’de 

Üreme 

CO2 

ihtiyacı 

H2S 

Üretimi 

Streptomycin 

Duyarlılığı 

Anti-A 

Aglütin. 

Anti-M 

Aglütin. 

Serum 

Gereks. 

42 + + - - 19 - + - 

43 + + - - 17 + + - 

44 + + - - 14 + + - 

45 + + - - 17 + + - 

46 + + - - 19 + + - 

47 + + - - 21 + + - 

48 + + - - 17 + + - 

49 + + + - 17 - + - 

50 + + - - 20 + + - 

51 + + - - 17 + + - 

52 + + - - 15 + + - 

53 + + - - 21 + + - 

54 + + - - 16 - + - 

55 + + - - 17 - + - 

56 + + - - 16 + + - 

57 + + - - 20 + + - 

58 + + - - 23 + + - 

59 + + - - 14 + + - 

60 + + - - 20 + + - 

61 + + - - 21 + + - 

62 + + - - 18 + + - 

63 + - - - 17 + + - 

64 + + - - 20 + + - 

65 + + - - 17 + + - 

66 + + - - 22 - + - 

67 + + - - 24 + + - 

68 + + - - 17 + + - 

69 + - - - 16 + + - 

70 + + - - 12 + + - 

71 + + - - 17 + + - 

72 + - - - 18 + + - 

73 + + - - 20 + + - 

74 + + - - 16 + + - 

75 + + - - 23 + + - 

76 + + - - 21 + + - 

77 + + - - 17 - + - 

78 + + - - 18 + + - 

79 + + - - 18 + + - 

80 + + - - 19 + + - 

81 + + - - 18 + + - 

82 + + - - 20 + + - 

83 + + - - 17 + + - 
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Çizelge 3.7: (Devam) Brucella izolatlarının tür test sonuçları. 
 

Sıra 

No 

Thionin’de 

Üreme 

Fuksin’de 

Üreme 

CO2 

ihtiyacı 

H2S 

Üretimi 

Streptomycin 

Duyarlılığı 

Anti-A 

Aglütin. 

Anti-M 

Aglütin. 

Serum 

Gereks. 

84 + + + - 18 - + - 

85 + + - - 18 + + - 

86 + + - - 21 + + - 

87 + + - - 17 + + - 

88 + + - - 12 + + - 

89 + + - - 20 + + - 

90 + + - - 18 - + - 

91 + + - - 16 + + - 

92 + + - - 18 + + - 

93 + + - - 19 + + - 

94 + + - - 18 + + - 

95 - + + + 18 + - - 

96 - + + + 17 + - - 

97 - - + + 19 + - - 

98 - + + + 21 + - - 

99 - + + + 18 + - - 

100 - + + + 20 + - - 

101 - - + + 20 + - - 

102 - - + + 18 + - - 

103 - + + + 18 + - - 

104 - + + + 19 + - - 

105 - + + + 18 + - - 

106 + + + + 17 + - - 

107 + + + + 20 + - - 

108 + + + + 21 + - - 

109 - + + + 17 + - - 

110 - - + + 16 + - - 

111 - + + + 18 + - - 

112 - + + + 19 + - - 

113 - + + + 21 + - - 

a - + - - 10 - + - 

b + + - - 16 + + - 

c - + - + 21 + - - 

PZR sonuçlarına göre 1-94 sıra numaralı suĢlar B. melitensis, 95-113 sıra numaralı 

suĢlar ise B. abortus olarak bulunmuĢtur. 
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4. TARTIġMA 

Ġnsan ve hayvan sağlığına çeĢitli zararları nedeni ile brusellozun ülkelere 

ekonomik kayıpları büyüktür. Brusellozis FAO, WHO, OIE  brusellozu dünyada 

görülen en yaygız zoonoz hastalık olarak kabul etmiĢlerdir (Yurtalan 1999). 

Bruselloz, dünya genelinde ve Türkiye‟de enfeksiyöz bir hastalık olarak önemlibir 

yere sahiptir. Sığırlarda ve koyunlarda atıklara, kısırlık ve süt üretiminde azalmalara 

neden olmasından dolayı büyük ekonomik kayıplara sebep olan bu hastalık insanlara 

da bulaĢarak halk sağlığı ve hayvan sağlığı yönünden tehlike oluĢturmaktadır (Sümer 

ve ark 2003). Özellikle B. melitensis infeksiyonlarının oldukça sorunlu ve karmaĢık 

durumda olduğu değerlendirilmektedir. Bunun nedeni uygulanan B. abortus S19 

aĢılarının B. melitensis infeksiyonlarına karĢı koruyucu etkili olmaması ve B. 

melitensis Rev-1 aĢılarının da sığırlarda kullanımının sonuçlarının ve 

değerlendirilmesinin tam anlamıyla bilinmemesi olduğu bildirilmektedir. Rev-1 aĢısı 

ile yapılan aĢı uygulamalarına rağmen, dünya çapında insanlarda görülen 

Bruselloz‟unun en önemli kaynağı B. melitensis‟tir (Lopez-Merino, 1989). Bu 

çalıĢmada 2007-2014 tarihleri arasında Konya Eğitim AraĢtırma Hastanesinde 

Bruselloz tanısı konulmuĢ ve Brucella spp. izole edilen 113 suĢun 94 adedinin B. 

melitensis (%83,19), 19 adedinin B. abortus (%16,81) olduğu bulundu. Yıllara göre 

B. melitensis dağılımına bakıldığında 2007 yılında %75; 2008 yılında %68,75; 2009 

yılında %88,89; 2010 yılında %93,75; 2011 yılında %66,66; 2012 yılında %84,62; 

2013 yılında %82,35; 2014 yılında %93,33 olduğu bulundu. 

Brusellozis‟de ortaya çıkan klinik belirtiler enfeksiyonun tanısında yeterli 

belirtiler vermez. Brusellozun kesin tanılanmasında, bakterinin izolasyon ve 

identifikasyonu ile moleküler metotları kapsayan direkt yöntemler ve serolojik ve 

alerjik testleri kapsayan indirekt yöntemlerden yararlanılabilir (ErganiĢ ve ark 1992, 

Arda ve ark 1997). Hastalığın teĢhisinde, bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon 

yöntemi “altın standart” olarak görülmektedir (Alton ve ark 1988). 

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

dayalı identifikasyonu 4 ana teste dayanmaktadır. Bu amaçla kullanılan testler, 

karbondioksit (CO2) ihtiyacı, hidrojen sülfid (H2S) üretimi, boya (tiyonin ve bazik 

fuksin) varlığında üreme ve monospesifik A ve M antiserumları ile aglütinasyondur 

(Alton ve ark 1988, Arda ve ark 1997, Corbel 1997, Garin-Bastuji ve ark 1998).  
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Brucella spp. gram olumsuz, sporsuz, hareketsiz ve kirpiksizdir. Küçük 

olmalarından dolayı moleküler titreĢim hareketi nedeniyle yerlerinde titreĢim 

görüntüsü verirler (Braunien hareket). Ġlk izolasyonlarında smooth koloniler 

oluĢturdukları gözlenir. (Arda ve ark 1992, Baysal 1999, Yıldırıcı 1999, Bilgehan 

2000, Sümerkan 2002, Chu ve Weyant 2003). Katalaz ve oksidaz pozitiftirler. Sitrat, 

Ġndol, Voges-Proskauer ve Metil Red testleri negatiftir (Arda ve ark 1997, Quinn ve 

ark 2002). Ġnkübasyonu takiben 48 saat sonrasında yüzeyden kabarık, Ģeffaf, 

konveks, parlak yüzeyli smooth koloni yapısı gösterirler (Holt ve ark 1994). Smooth 

koloni yapısı bozulmuĢ routh koloniler, monospesifik serum veya smooth Brucella 

fajları ile tiplendirilemezler. Bu nedenle tiplendirme kullanmak için smooth 

kolonilerin kullanılması gerekmektedir (Alton ve ark 1988). Bu çalıĢmada incelenen 

tüm izolatların koloni morfolojileri, nötral akriflavin ile aglütinasyon ve kristal violet 

ile boyama yöntemleri ile test edildi ve izolatların tamamının Smooth koloni olduğu 

belirlendi. Ayrıca bütün örneklerin gram negatif, hareketsiz, indol negatif, katalaz 

pozitif, oksidaz pozitif ve smooth koloni olduğu belirlendi.  

Kükürt içeren aminoasitlerden H2S üretimleri değiĢken olmasına karĢın B. 

melitensis’ler H2S negatiftir, B. abortus‟lar pozitiftir (Buxton ve Fraser 1977, Alton 

ve ark 1988, Koneman ve ark 1992). B. abortus, B. melitensis ve B. suis organik 

kükürtlü bileĢiklerden H2S oluĢtururlar. B. suis 3 ila 5 gün içerisinde ve en fazla 

miktarda, B. abortus 2 günde ve orta miktarda, B. melitensis ise bir günde ve en az 

miktarda H2S üretir (Bilgehan 2000). Bazen H2S üretimini kodlayan genlerde 

oluĢacak mutasyonlar sonucu, bu test yönünden atipik suĢlar oluĢabileceği 

bildirilmektedir (Alton ve ark 1988). Bu çalıĢmada 113 numunenin 5 günlük 

inkübasyon sonrası 94 adedinde H2S üretimi gözlenmezken 19 adet suĢta H2S üretimi 

gözlendi. H2S üretimi gösteren suĢların PZR iĢlemi sonrasında B. abortus olduğu 

belirlendi. 

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

melitensis‟ler duyarlıdır (Alton ve ark 1988). B. melitensis Rev-1 aĢı suĢunun 

streptomisine direncinin, rpsL gen bölgesinde bulunan 91. kodondaki (kodon 91: 

CCG yerine CTG) mutasyondan kaynaklandığı belirlenmiĢtir (Cloeckaert ve ark 

2002b). Streptomisin duyarlılık testleri aĢı ve saha suĢlarının ayrımında 

kullanılmaktadır (Alton ve ark 1988). Lucero ve ark (2006), Arjantin‟de insanlardan 
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izole ettikleri 9 adet atipik B. melitensis biyotip 1 suĢunun, penisilin, tiyonin, bazik 

fuksin ve safranin O duyarlılığı ve küçük koloni morfolojileri ile B. melitensis Rev-1 

aĢı suĢuna benzediklerini fakat streptomisin (2.5 mg/ml) varlığında inhibe olduklarını 

bildirmiĢler ve bu suĢların B. melitensis‟in yeni mutant varyantları olduklarını ileri 

sürmüĢlerdir. Bu çalıĢmada 113 numune ve SÜVF stok koleksiyonundan alına 3 adet 

suĢun streptomycin duyarlılıkları değerlendirildi. SÜVF stoklarından alınan 1 adet B. 

melitensis streptomycine dirençli iken diğer bütün suĢların streptomycine duyarlı 

olduğu belirlendi. Sonuç olarak bu çalıĢmada kullanılan B. melitensis izolatlarının aĢı 

suĢu olmadığı, saha suĢu olduğu düĢünüldü. 

Brucella türleri ilk izolasyonda kompleks besiyerlerine ihtiyaç duyarlar. 

Bakteriler et özütü, triptoz gibi kompleks pepton, glikoz ve tuz içeren besi yerlerinde 

daha iyi üreme gösterirler (Gürler 1990). Bakteriler kemoorganotroftur ve birçok tür 

kompleks aminoasit içeren besiyerlerine ihtiyaç gösterir. Üremelerinde esansiyel 

olan maddeler nikotinik asit, tiyamin, magnezyum iyonları, niyasin, vitaminler ve 

biyotindir (Gürler 1990, Moyer ve ark 1991, Mayc ve Weyant 2003). Besiyerinde 

kan ve serum varlığı üreme üzerine olumlu etki yapar (Holt ve ark 1994). Bu 

çalıĢmada serum ihtiva eden SDA ve serum içermeyen TSA‟ya yapılan ekimler 

sonucunda bütün agarlarda üreme gözlendi. Ancak serum ihtiva eden agarlarda 

üremelerin daha önce baĢladığı gözlendi. Üremede serum gereksinmesinin zorunlu 

olmadığı ancak üremeyi destelediği ortaya konulmuĢtur. 

Üreaz, CO2 gereksinimi, H2S üretimi, bazik fuksin ve tiyonin mavisi 

boyalarına karĢı duyarlılık türlere göre değiĢkenlik gösterir. Bazik fuksin ve tiyonin 

mavisi boyalarına karĢı duyarlılık biyovarların belirlenmesinde kullanılabilir. B. 

melitensis besiyerine belirli konsantrasyonda eklenen thionin, bazik fuksin, kristal 

viyole ve pironin gibi boyalar karĢısında inhibisyona uğramaz. Ancak thionin 

varlığında B. abortus inhibe olur. B. suis ise bazik fuksin, kristal viyole, pironin 

varlığında inhibe olurken thionin varlığından etkilenmez ve üremesine devam eder 

(Bilgehan 2000). Boya duyarlılık testleri için bazik fuksin, tiyonin ve safranin O 

içeren besiyerleri kullanılır (Alton ve ark 1988). Corbel (1997), 1980-1986 yılları 

arasında Avrupa, Asya, Afrika ile Güney ve Orta Amerika ülkelerinden Weybridge 

Merkez Veteriner Laboratuarına gönderilen 500 adet B. melitensis suĢunu 

biyotiplendirmiĢ ve 29 tanesinin boya duyarlılık testlerine göre atipik B. melitensis 
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suĢu olduğunu rapor etmiĢtir. AraĢtırıcı, B. melitensis‟in 3 biyotipinden de atipik 

suĢların bulunduğunu ve atipik B. melitensis suĢlarının tamamının bazik fuksin (20 

µg/ml) ve safranin O (200 µg/ml) varlığında ürediğini fakat tiyonine (20 µg/ml) 

duyarlı olduklarını bildirmiĢtir. Ayrıca, tiyonine duyarlı bu atipik suĢların mevcut 

sınıflandırmaya uymadığını ve klasifikasyon sisteminin modifikasyon gerektirdiğini 

bildirmiĢtir. 

Üreaz etkinliği için üre besiyerine ekim yapılmakta ve renk değiĢikliği saatlik 

olarak gözlenmektedir. Pembe rengin oluĢması üreazın pozitif olduğunu 

göstermektedir (Bilgehan 2000). B. melitensis de üreaz 24 saat içerisinde pozitif 

olurken, B. abortus‟da 1-2 saat içerisinde pozitiflik görülür (Al Dahouk 2003a). Bu 

çalıĢmada kullanılan 113 izolatın saatlik üreaz aktiviteleri değerlendirildi. Toplam 40 

numune ilk 2 saat içerisinde üreaz aktivitesi gösterirken diğer 73 suĢ ise üreaz 

aktivitesini 2-24 saat içerisinde gösterdiği, testin özgüllüğünün B. melitensis ve B. 

abortus‟u ayırt etmek için % 77,66 olduğu belirlendi. PZR sonuçları ile 

karĢılaĢtırıldığında 19 adet B. abortus suĢunun ilk 2 saat içerisinde üreaz aktivitesi 

gösterdiği, testin özgüllüğünün B. abotus için % 100 olduğu belirlendi.   

B. suis ve B. abortus üreyebilmek için ilk izolasyonda %5-10 CO2‟li 

atmosfere ihtiyaç gösterir (Sümerkan 2002). B. abortus ilk izolasyonda gayet yavaĢ 

üreme gösterir (Gürler 1990). Birsonraki pasajlarda ise aerop etüvde üreme gösterir. 

B. melitensis CO2 ihtiyacı göstermez (Bilgehan 2000). Bakteri zorunlu anaerop 

Ģartlar altında üremez (Gürler 1990). En uygun üreme ısısı 37°C isede 20 ila 40°C‟ye 

kadar geniĢ bir ısı aralığında üreme gösterir (Holt ve ark 1994, Mayc ve Weyant 

2003). Bu çalıĢmada ikiĢer adet yatık TSA tüpüne yapılan eĢ zamanlı ekimlerden 

birisi normal etüve, diğeri % 5-10 CO2 içeren etüve kaldırıldı. Tüpler 37°C de 2-3 

gün inkübe edilip üremeler karĢılaĢtırıldı. SÜVF kültür koleksiyonundan alınan 3 

adet suĢ her iki ortamda da üredi. 113 suĢdan tamamı CO2 li ortamda üreme 

gösterirken; 22 izolatta normal etüvde üreme göstermedi. PZR sonuçları ile 

karĢılaĢtırıldığında CO2 ihtiyacı gösteren 22 izolattan 19 tanesinin B. abortus olduğu 

belirlendi. Testin sensitivitesi % 96,81, spesifitesi % 100 olarak değerlendirildi. 

Sensitivitedeki düĢmenin ekim hataları, üremedeki gecikme gibi nedenlerden dolayı 

olabileceği düĢünüldü. Kültür koleksiyonundan alınan bir adet B. abortus suĢunun 
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her iki ortamda da üreme göstermesi birçok pasaj geçiren suĢlar için normal olarak 

değerlendirildi. 

C-NMRN yönteminin kullanıldığı bir çalıĢmada, B. melitensis biyotip 1-16M 

(M+), biyotip 2-63/7 (A+), biyotip 3-Ether (A+,M+) ve B. abortus biyotip 1 (A+) 

suĢları analiz edilmiĢ ve taĢıdıkları 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 bulunmuĢtur 

(Meikle ve ark 1989). S forma sahip Brucella türleri her iki Anti-A ve Anti-M 

antiserumu ile tek tek veya her iki antiserumla pozitiflik verebilir(Alton ve ark 1988). 

Smooth koloni oluĢturan Brucella suĢları E.coli O:116, O:157, Salmonella 

grup N (0:30), Vibrio cholera, Pseudomonas maltophilia, ve Yersinia enterocolitica 

O:9 ile serolojik olarak çapraz reaksiyon gösterebilir. Kullanılan tanı testleri Brucella 

spp.‟nin SLPS antijeni ile çapraz reaksiyon vermesi sonuçu yanlıĢ pozitivit olarak 

değerlendirilir (Timoney ve ark 1988, Quinn ve ark 2000). 

Bu çalıĢmada kullanılan referans suĢlardan, boya içeren besiyerlerinde üreme 

yönünden beklenen reaksiyonlar alındı. ÇalıĢmaya konu olan diğer suĢlar da ise 

Tiyonin içeren besiyerlerinde ki üreme sonuçları PZR sonuçları ile 

karĢılaĢtırıldığında B. melitensis suĢlarının tamamında üreme gözlenirken, B. abortus 

suĢlarında tiyoninli besiyerinde üç numunede üreme gözlendi. Testin B. melitensis ve 

B. abortus suĢlarını ayırt edebilme özgüllüğü % 84,21 olarak hesaplandı. Sonuçlar 

Anti-A ve Anti-M serumları ile aglütünasyon sonuçları ile karĢılaĢtırıldığında PZR 

sonucu B. abortus olarak değerlendirilen 19 adet suĢdan 496781, 28781, 11538 

protokol numaralı suĢlar biyotip 3; 7823, 11559, 5648, 61713 protokol numaralı 

suĢlar biyotip 2; diğer 12 suĢ ise biyotip 1 olarak değerlendirildi. PZR sonucu B. 

melitensis olarak değerlendirilen 94 adet suĢun boya varlığında üreme ve Anti-A ve 

Anti-M serumları ila aglütünasyon sonuçları karĢılaĢtırıldığında 27461, 46579, 

11678, 30683, 33950, 12180, 66122, 72145, 61820, 1827, 31975, 3125806 protokol 

numaralı suĢlar biyotip 1 diğer 82 adet suĢ ise B. melitensis biyotip 3 olarak 

değerlendirildi. 

Bu çalıĢmada değerlendirilen 113 izolatın CO2 li ortamda üreme, üreaz 

üretimi, H2S üretimi, Tiyonin ve fuksin varlığında üreme, Anti-A ve Anti-M 

serumları ile aglütünasyon sonuçları PZR sonuçları ile karĢılaĢtırıldığında H2S 
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üretimi ile tiplendirme verileri en güvenilir olarak görüldü. Ancak kimyasal analizler 

yapılırken testlerin uzun zaman alması, Brucella spp. numunelerinin üremelerinin 

geç olması, biyogüvenlik Ģartlarının risk taĢıması, CO2 li ortamda üreme verilerinin 2 

ekimden sonra sonuç değiĢtirmesi, testlerin tamamiyle testi uygulayan kiĢinin genel 

laboratuar becerilerine dayalı olması testler açısından olumsuzluklar oluĢturmaktadır. 

Ayrıca bütün uygulana test sonuçlarının mutlaka PZR sonucu ile birlikte 

değerlendirilmesi sonuçların güvenilirliği açısından daha olumlu olarak 

değerlendirildi.  
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

ÇalıĢmaya dahil edilen toplam 113 Brusella spp. izolatından 94‟ü B. 

melitensis, 19‟u B. abortus olarak değerlendirildi ve izolatlar arasında yaygın olarak 

görülen suĢun B. melitensis olduğu gözlendi.  

Bakteri kültürlerinin uygun besi yerlerinde yapılması üremenin 

değerlendirilmesi ve tiplendirmenin doğru yapılabilmesi açısından önem arz 

etmektedir. Kimyasal testler ile tiplendirme yapılabilmesi için ilk izolasyon 

değerlendirme sonuçları çok önemlidir. Çünkü smooth Brucella türleri üreme 

süresince dissosiye olma eğilimindedirler. Bir kültürün koloni morfoljisindeki 

değiĢiklik, antijenitesi ve infektivitesinide değiĢtirmektedir. Özellikle aĢı 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. Bu çalıĢmada değerlendirilen 19 adet 

B. abortus suĢu ilk ekimde üreme için CO2 „te ihtiyaç duyarken sonraki pasajlarda 

normal atmosfer Ģartlarında üremeye adapte olduğu gözlenmiĢtir. Sık pasajlama 

sonrası S kolonilerde R koloni dönüĢümü gözlendi. R koloni oluĢumu biyokimyasal 

testlerde farklı sonuçlara neden olmaktadır. Üreaz aktiviteleri değerlendirilirken 24 

saat süre ile test sonuçlarının düzenli aralıklarla değerlendirilmelerinin yapılması 

gerekmektedir. H2S üretiminde günlük olarak kurĢun asetatlı kağıtların değiĢtirilmesi 

gerekmektedir. Ġdentifikasyonda kullanılan bütün test yöntemleri ciddi enfeksiyon 

riski taĢımaktadır. Bu nedenle testler uygulanılırken biyogüvenlik yontemlerinie 

mutlaka dikkat edilmelidir. 

Streptomycin duyarlılıklarına bakıldığında bu suĢların B. melitensis Rev 1 aĢı 

suĢu olmadığı izolatların tamamının saha suĢu olduğu gösterildi.  

AĢılama programlarındaki aksaklıklar hayvan ve dolayısı ile insan sağlığını 

olumsuz etkilemektedir. Bruselloz tedavisi ciddi zaman, iĢ güçü ve maddi kayıplara 

neden olmaktadır. Bu nedenle Brusellozis kontrol ve eradikasyon çalıĢmalarının 

aksatılmadan yürütülmesi gerekmekte; enfeksiyon varlığı, yaygın suĢ ve 

tiplendirmeye yönelik çalıĢmaların belirli aralıklarla yapılması gerekmektedir. 

Bruselloz gibi özellikle gıda kaynaklı bulaĢma riski taĢıyan bir hastalıkta tedavideki 

güçlükler bulaĢı önleme yolunda çalıĢmaların hızlandırılmasını gerektirmektedir. Bu 
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amaçla yaygın suĢun belirlenmesi ve buna yönelik koruyucu sağlık hizmetleri 

açısından tedbirlerin alınması, toplum sağlığının korunması açısından hayati önem 

arz etmektedir. 
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