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BÖLÜM 13

Brucella TÜRLERİNİN İDENTİFİKASYON VE 
GENOTİPLENDİRİLMESİNDE KULLANILAN GÜNCEL 

MOLEKÜLER YÖNTEMLER

Tülin GÜVEN GÖKMEN1

GİRİŞ

Brusellozis dünyada, özellikle Akdeniz’e kıyısı olan ülkelerde, Ortadoğu, Batı 
Asya, Afrika ve Güney Amerika’ da endemik olarak görülen en yaygın zoonotik 
hastalıktır(1). Sığır, koyun, keçi, domuz ve köpek gibi memelileri infekte eden Bru-
cella türleri; solunum yolu, deri ve mukoza yolu, kontamine süt ve süt ürünleri 
veya doğrudan hasta hayvanlara temas ile bulaşır. Ülkemizde de oldukça sık gö-
rülmekte ve halen önemini korumaktadır(2).

Brucella türlerinin tanısında insanlarda altın standart olarak kültür yöntemi 
kullanılmakta, serolojik test olarak Serum Aglütinasyon Testi (SAT) diğer adıyla 
Wright testi tercih edilmektedir. Ancak, bu test IgG ve IgM ayrımı yapamadığı için 
2-ME (Merkaptoetanol) veya ELISA testi ile desteklenir. Ayrıca tarama testi olarak 
Rose-Bengal testi kullanılabilmektedir. Klinik olarak şüpheli ancak aglütinasyon 
testleri negatif olan hastalara ise Coombs testi uygulanmaktadır. Son yıllarda dips-
tick testler ile de duyarlılığı %90’ın üzerinde olan sonuçlar elde edilmektedir(3).

Hayvanlarda brusellozis tanısında ise sahada tarama çalışmalarında en çok 
Rose-Bengal testi ve bazı ülkelerde Brucellin testi tercih edilmektedir. Kültür 
yöntemleri altın standart olarak değerini korumaktadır. Hasta hayvanların kan 
örneklerine; Çabuk aglütinasyon testi, Serum aglütinasyon testi, Kompleman fik-
sasyon testi, Coombs testi, ELISA, Pasif hemaglütinasyon testi ve Floresan antikor 
testi gibi serolojik testler uygulanır. Süt örneklerinde Brucella spp. etkenleri Ring 
testi ile tanımlanabilirken, süt serumu, atık yavrunun kas sıvısı, vajinal mukus ve 
sperm örneklerine aglütinasyon testleri yapılabilir. Ayrıca bakteriyofaj uygulama-
ları da yapılmaktadır(4).

Hem insanlarda hem hayvanlarda Brucella türlerinin tanımlanmasında kul-
lanılan tüm bu konvansiyonel yöntemler tür ve biyotip düzeyine kadar identi-
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metodudur. Ancak Brucella türlerinin genomunda görülen yüksek homoloji ne-
deniyle MLVA yöntemi kadar etkili olmadığı düşünülmektedir (41). Yapılan bazı 
çalışmalarda ise PFGE yönteminin etkin bir genotiplendirme metodu olabileceği 
bildirilmiştir (46). Restriksiyon enzimi olarak XbaI enzimi tercih edilebilir. Kesim 
sonucu oluşan DNA fragmentleri, belirli sürelerle 3 yönden verilen elektrik akı-
mı ile jel içerisinde moleküler ağırlığına göre ilerler. Bu elektroforez cihazlarında 
elektrotlar farklı açılarla dizilmiştir ve elektroforez bant büklüklerinden dolayı 
oldukça uzun sürmektedir. Oluşan DNA paternleri özel yazılım programları ile 
değerlendirilir. Patern kıyaslamaları bant bazlı Dice coefficient ile, dendrogramlar 
ise UPGMA analizi ile yapılabilmektedir (47).

Whole-Genome Sequencing-SNP Analizleri
Eski dönemlerde bir bakterinin tüm genom analizini zahmetli, pahalı ve uzun 

süre gerektirirken, yeni nesil dizileme teknolojileri ile tüm genom verileri oldukça 
erişilebilir hale gelmiştir. Özellikle SNP bölgelerinin tespiti ile genotipik ilişkiler 
kolaylıkla değerlendirilebilmektedir. Etkenin potansiyel kökenlerinin ve yayılımı-
nın tespitine, aşı ve saha suşlarının ayrımına imkân sağlamaktadır(48). Ancak ve-
ritabanlarında henüz yeterli sayıda izolatın tüm genom profilinin bulunmaması, 
çalışmalarda kıyaslama yapılacak izolatların eksikliğine ve trace-back analizlerin 
yapılamamasına neden olur(49).
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