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Özet 
Bu çalışmada, Kars yöresinde atık yapan ineklerden alınan çeşitli örneklerden Brucella etkenlerinin bakteriyolojik ve moleküler 

yöntemlerle araştırılması ve atık olgularının epidemiyolojik ve klinik özelliklerinin belirlenmesi amaçlandı. Bu amaçla brusellozise karşı 
aşılanmamış ve atık yapan 284 inekten alınan 265 süt ve 261 vajinal sıvap örneği ile 97 ineğe ait atık fötal doku örneği incelendi. 
Bakteriyolojik inceleme sonucunda 265 süt örneğinin 41 (%15.47)’inden ve 261 vajinal sıvap örneğinin 25 (%9.57)’inden ve 97 atık 
fötus örneğinin 40 (%41.23)’ından olmak üzere toplam 106 (%17.01) örnekten Brucella spp. izolasyonu yapıldı. İneklerin 8 (%3.30)’inin 
hem süt hem de vajinal sıvap örneğinden Brucella spp. izole edildi. İzolatların 105 (%99.05)’i Brucella abortus ve 1 (%0.94)’i Brucella 
melitensis olarak identifiye edildi. İzolatların tümü saha suşu olarak saptandı. 105 B. abortus izolatının 92 (%87.61)’si B. abortus biyotip 
3, 2 (%1.90)’si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)’si B. abortus biyotip 9 ve 1 (%0.95)’i B. abortus biyotip 1 olarak tiplendirildi. Atık fötus doku 
örneğinden izole edilen 1 adet B. melitensis suşu B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. B. abortus olarak identifiye edilen 8 suş klasik 
yöntemlerle biyotiplendirilemedi ve atipik B. abortus olarak belirlendi. Brucella cins spesifik PZR kiti ile tüm izolatlar Brucella spp. ve 
Brucella tür spesifik PZR kiti ile 105 izolat B. abortus ve 1 izolat B. melitensis olarak teyit edildi. Çalışmada, hastalık için risk oluşturabilecek 
epidemiyolojik faktörler incelendi ve bu faktörlerin brusella pozitifliğine katkı sağladıkları belirlendi.
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Investigation of Brucella Species from Various Samples of Aborted 
Cattle in Kars Province (Turkey) by Cultural and Molecular 

Methods and Epidemiological Analysis of Cases

Summary 
In this study, investigation of Brucella agents from various samples obtained from aborted cattle in Kars province by bacteriological 

and molecular methods and determination of epidemiological and clinical characteristics of cases were aimed. For this purpose 265 
milk and 261 vaginal swab samples were obtained from 284 aborted cattle that were  not vaccinated against brucellosis and 97 tissue 
samples of aborted foetuses were examined. As a result of bacteriological examination, Brucella spp. were isolated from total of 106 
(17.01%) samples, in 41 (15.47%) out of 265 milk, 25 (9.57%) out of 261 vaginal swab and 40 (41.23%) out of 97 aborted foetus samples. 
Brucella spp. were isolated from both milk and vaginal swab samples of 8 (3.30%) cattle. Among 106 isolates, 105 (99.05%) and 1 
(0.94%) were identified as Brucella abortus and Brucella melitensis, respectively. All of the isolates were detected as field strains. Among 
105 B. abortus isolates, 92 (87.61%), 2 (1.90%), 2 (1.90%), 1 (0.95%) were typed as B. abortus biotype 3, B. abortus biotype 6, B. abortus 
biotype 9 and B. abortus biotype 1, respectively. One B. melitensis strain isolated from aborted foetus tissue was typed as B. melitensis 
biotype 3. Eight B. abortus strains couldn’t be biotyped by classical methods and they were determined as atypical B. abortus. All of the 
isolates were confirmed as Brucella spp. with Brucella genus-spesific PCR and 105 isolates were identified as B. abortus and one isolate 
was identified as B. melitensis with Brucella species-specific PCR. In the study, some epidemiological factors that pose a risk for the 
disease were also investigated and it was found that these factors contributed to brucella positivity.
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GİRİŞ 

Brusellozis, hayvanlarda abort ve infertilite ile karakterize 
olan ve Brucella cinsi bakteriler tarafından oluşturulan, 
enfeksiyöz, bulaşıcı ve önemli bir zoonotik hastalıktır 1,2. 
Uluslararası Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella 
Taksonomisi Altkomitesi Brucella cinsi içerisinde; Brucella 
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae,  
B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B. inopinata sp. nov. 
adlı 10 farklı tür bildirmiştir 3,4. Sığırlarda enfeksiyondan  
B. abortus sorumlu tutulmuştur 5. Fakat B. melitensis ve 
nadiren B. suis’in saptandığı sığır enfeksiyonları da mev-
cuttur 6. 

Brusellozis, dünyada en yaygın zoonoz olarak kabul 
edilmektedir. Akdeniz Bölgesi, Orta Doğu, Batı Asya’nın 
gelişmekte olan ülkelerinde, Afrika ve Latin Amerika’nın 
bir kısmında insan ve hayvanlarda yaygınlığını sürdür-
mektedir 1,7. Türkiye’de ve Kars yöresinde brusellozis 
endemik seyreden bir hastalıktır ve epidemiyolojisi tam 
olarak bilinmemektedir 8. Kars ili ve çevresinde yapılan 
çalışmalarda sığır abortlarından %30-40 oranında Brucella 
spp. izole edilirken 9-11, %30-70 oranında Brucella antikorları 
tespit edilmiştir 9,12. 

Bu çalışmada süt, vajinal sıvap ve atık fötuslardan 
Brucella cinsi mikroorganizmaların izolasyonu, identifi-
kasyonu, biyotiplendirilmesi ve moleküler yöntemlerle 
araştırılması, Kars yöresinde süt sığırlarında brusellozisin 
coğrafi dağılımının belirlenmesi, atık olguları ile ilgili epi-
demiyolojik verilerin ve klinik özelliklerin ortaya konulması 
ve yorumlanması amaçlanmıştır.

MATERYAL ve METOT

Çalışmanın materyalini, Kars ili ve ilçelerine ait işlet-
melerde Mart 2009 ile Mart 2010 tarihleri arasında atık 
yapan ve aşısız olduğu bilinen ineklere ait süt ve vajinal  
sıvap örnekleri ile 2005-2010 yılları (ilk iki ay) arasında  
teşhis amaçlı Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikro-
biyoloji Laboratuarlarına getirilen atık fötus örnekleri 

oluşturdu. Örnekleme yapılan 86 farklı işletmedeki toplam 
inek sayısı 4.276, boğa sayısı 47 ve koyun odağı 14 olarak 
saptandı. Çalışmada 284 farklı ineğin 242’sinden hem 
süt hem de vajinal sıvap olmak üzere toplamda 265 süt 
ve 261 vajinal sıvap örneği ile 97 farklı ineğin fötal doku 
örneği Brucella etkenlerinin izolasyonu amacıyla incelendi  
(Tablo 1). 

Süt ve vajinal sıvap örneklerinden direk ve Farrell 
Broth’da ön zenginleştirme sonrası Brucella selektif 
supplement (Oxoid, SR0083A) ilave edilmiş Farrell Agar 
ve Brucella Selektif Agar (Oxoid CM0169) ile Kanlı agara 
(Oxoid CM0271) ekim yapıldı. Atık fötusa ait organ ve doku 
örnekleri %5-10 koyun kanı ilave edilmiş kanlı agara ekildi. 
Tüm örnekler için ikili ekim yapılarak bir tanesi aerob diğeri 
ise %5-10 CO2’li ortamda, 37°C’de 5-7 gün süre ile inkübe 
edildi. 

Süt, vajinal sıvap ve atık fötus örneklerinin ekim ve 
inkübasyonunu takiben, besiyerleri Brucella cinsi bakte-
rilerin oluşturdukları koloni morfolojisi yönünden ince-
lenerek şüpheli kolonilerden preparat hazırlandı, Gram 
boyama yöntemi ile boyanarak mikroskopta incelendi. 
Gram negatif kokobasil olarak görülen etkenlerin katalaz, 
oksidaz ve üreaz aktiviteleri belirlendikten sonra izolatların 
identifikasyonu ile biyotiplendirilmesi Alton ve ark.13 
tarafından bildirilen yöntemlere göre yapıldı. Sonuçlar, 
Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nde yapı-
lan çalışmalar ile doğrulandı. 

Bu çalışmada moleküler yöntemlerle 41 süt, 25 vajinal 
sıvap ve 40 fötus Brucella izolatı incelendi. Bu amaçla 
Brucella cins spesifik PZR kiti (FC BIOTEC, 0303) ve Brucella 
tür spesifik (Multiplex) PZR kiti (FC BIOTEC, 0301) kulla-
nıldı. DNA ekstraksiyonu daha önce bildirilen 14 kloroform 
ekstraksiyon yöntemi kullanılarak yapıldı. Her bir örnek 
için 0.2 ml’lik tüpler içerisinde hazır olan 45 µl’lik reaksiyon 
karışımına 5 µl DNA ekstraktı eklendi ve amplifikasyon işlemi 
üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleştirildi. 

Atık olgularının epidemiyolojik ve klinik özelliklerin 
değerlendirilmesi amacıyla modifiye bir kesitsel çalışma 

Tablo 1. Yerleşim yerlerine göre incelenen örnek cinsi ve sayısı

Table 1. Types and the number of samples examined according to locations

Bölge İşletme Sayısı Süt Vajinal Sıvap Fötus

Akyaka 5 7 0 6

Arpaçay 8 0 0 13

Digor 5 4 2 8

Kağızman 4 3 2 8

Merkez 42 187 197 38

Sarıkamış 3 2 0 6

Selim 10 54 55 9

Susuz 9 8 5 9

Toplam 86 265 261 97

http://vetdergi.kafkas.edu.tr/extdocs/13_1/27_31.pdf
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şeklinde yürütülen bu araştırmada, örnekleme küme 
örnekleme yöntemi ile yapıldı. Araştırma verilerinin analizi 
bilgisayar ortamında Minitab paket programı (Minitab 
Release 12.1 for Windows, State College, PA) kullanılarak 
yapıldı. Verilerin analizinde yüzdelik oran ve Ki-kare testi 
kullanıldı. 

BULGULAR 

Bakteriyolojik inceleme sonucu 265 süt örneğinin 41 
(%15.47)’inden, 261 vajinal sıvap örneğinin 25 (%9.57)’inden 
ve 97 fötus örneğinin 40 (%41.23)’ından Brucella spp. 
izolasyonu yapıldı. Çalışmada 8 (%3.30) hayvana ait hem 
süt hem de vajinal sıvap örneğinden Brucella spp. izole  
edildi. Süt ve vajinal sıvap örneklerinden ön zenginleş-
tirme öncesi ve sonrası en çok izolasyon Farrell Agarda  
bunu takiben Brucella Agar ve Kanlı Agarda yapıldı. Ör-
neklerin 24 (%36.36)’ü Farrell Broth’da zenginleştirmeyi  
takiben katı besiyerlerinde kültür sonucu üretildi. Çalış-
mada en fazla izolasyon fötal atığı takiben 3 ile 30. gün 
arasında alınan örneklerden, en az izolasyon ise 91. gün-
den sonra alınan örneklerden yapıldı (Tablo 2). 

Süt ve vajinal sıvap örneklerinin ekimi sonucunda 4-5. 
günlerde oluşan kolonilerin Brucella A ve M antiserumu 
ile yapılan aglütinasyon testinde 1 adet süt izolatı hariç (A 
antiserumu ile negatif ve M antiserumu ile pozitif ), tüm 
izolatlar A antiserumu ile pozitif ve M antiserumu ile negatif 
aglütinasyon reaksiyonu verdiler. Ayrıca nötral akriflavin 
solüsyonu ile yapılan aglütinasyonda tüm izolatlar smooth 
koloni yapısı gösterdiler. Süt ve vajinal sıvaplardan izole 
edilen ve Brucella spp. olarak tanımlanan 66 izolatın tümü 
Tbilisi Fajı’nın rutin test dilüsyonu (RTD) ve 104xRTD ile lizis 
oluşturmaları nedeniyle B. abortus olarak identifiye edildi. 
Ayrıca izolatların 63’ü ilk izolasyonlarında %5-10 CO2’li  

ortamda üredi ve 64’ü H2S pozitif saptandı. Atık fötuslar- 
dan izole edilen 31 suş A antiserumu ile ve 1 suş M anti-
serumu ile pozitif reaksiyon oluşturdu. İzolatların 25’inin 
smooth ve 7’sinin kısmı rough koloni yapısında olduğu 
saptandı. Atık fötus doku örneklerinden izole edilen ve 
Brucella spp. olarak tanımlanan bir izolat, ilk izolasyonda 
aerob ortamda üremesi, H2S testinin negatif olması ve 
Tbilisi Fajı’nın RTD ve 104xRTD ile lize olmaması nedeniyle 
B. melitensis olarak identifiye edildi.  

Biyotiplendirme çalışmaları sonucu süt izolatlarının  
37 (%90.24)‘si B. abortus biyotip 3, 2 (%4.87)’si B. abortus 
biyotip 6, 1 (%2.43)’i B. abortus biyotip 1 ve 1 (%2.43)’i 
B. abortus biyotip 9; vajinal sıvap izolatlarının tümü B. 
abortus biyotip 3; atık fötus izolatlarının 30 (%96.77)‘u B. 
abortus biyotip 3 ve 1 (%3.22)’i B. abortus biyotip 9 olarak  
belirlendi. Atık fötustan izole edilen 1 adet B. melitensis  
suşu ise B. melitensis biyotip 3 olarak tiplendirildi. Çalış- 
mada fötuslardan izole edilen ve konvansiyonel yön- 
temlerle B. abortus olarak identifiye edilen 8 suşun tama-
mının monospesifik M antiserumu ile pozitif aglütinasyon 
vermesi ve bunların 7’sinin Tbilisi fajının değişik kon-
santrasyonlarıyla (RTD ve RTDx104) ve R/C fajları ile lizis  
özelliklerinde farklılıkların olması nedeniyle bu 8 suş  
atipik B. abortus olarak tanımlandı (Tablo 3). Çalışmada  
105 B. abortus izolatının tamamı ve 1 adet B. melitensis 
izolatı saha suşu olarak belirlendi. 

Süt, vajinal sıvap ve atık fötus örneklerinden izole ve 
identifiye edilen 106 izolatın Brucella cins spesifik PZR kiti 
ile yapılan analizi sonucunda yaklaşık 250 bp’lik bantların 
görülmesi ile tüm izolatlar Brucella spp. olarak belirlendi  
(Şekil 1a). Süt, vajinal sıvap ve atık fötus örneklerinden  
izole ve identifiye edilen ve atipik izolatlar da dahil kon-
vansiyonel yöntemlerle ve Brucella cins spesifik PZR kiti 

Tablo 2. Atık sonrası örnek alma zamanı ve izolasyon oranları

Table 2. The sampling time after the abortion and isolation rates

Brucella spp. İzolasyon Durumu 3-30. Gün 31-60. Gün 61-90. Gün 91-120. Gün 121. Gün Sonrası Toplam

İzole edilen 32 17 5 2 2 58

İzole edilemeyen 46 73 41 28 38 226

Toplam 78 90 46 30 40 284

Tablo 3. Brucella izolatlarının biyotip dağılımı ve üreme özellikleri

Table 3. Biotype distribution and growth characteristics of Brucella isolates

Biyotip İzolat Sayısı Örnek Türü CO2 H2S Tionin B. Füksin A Serum Agl. M Serum Agl. Tbilisi Fajı

B. abortus biyotip 1 1 Süt + + - + + - +

B. abortus biyotip 3 92
Süt (37)
V. sıvap (25)
Fötus (30)

+ + + + + - +

B. abortus biyotip 6 2 Süt - - + + + - +

B. abortus biyotip 9 2 Süt (1) Fötus (1) - + + + - + +

B. melitensis biyotip 3 1 Fötus - - + + + + -

Atipik B. abortus 8 Fötus + + -/+ + -/+ + -/+
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ile Brucella spp. olduğu doğrulanan 105 adet Brucella spp. 
suşunun tümü Brucella tür spesifik PZR kiti ile 650, 450 ve 
305 bp boyutunda bant profilleri göstererek B. abortus, 
klasik yöntemlerle B. melitensis olarak identifiye edilen 
1 adet suş ise 650 ve 360 bp boyutunda iki bant profili 
vererek B. melitensis olarak belirlendi (Şekil 1b). 

Atık olgularının epidemiyolojik ve klinik özelliklerine 
bakıldığında en fazla örnek alınan ve Brucella spp. izolas-
yonu yapılan hayvanlar arasında Montofon melezi, 5 yaş, 
1 veya en fazla 3 defa gebelik geçiren, önceki yıllardaki 
gebelikleri normal sonuçlanan, boğa ile gebe kalan ve 7 
ile 9. aylar arasında atık yapan ineklerin çoğunlukta olduğu 
belirlendi. İstatistiksel olarak değerlendirildiğinde hastalık 
yönünden sayılan bütün bu risk faktörleri ile brusellozis 
görülme sıklığı arasındaki ilişki önemli (P<0.05) bulundu. 
Çalışmada ineklerde abort haricinde klinik belirti olarak 
metritis (%8.66), retensio sekundinarum (%6.29), infertilite 
(%1.57) ve mastitis (%1.57) saptandı. Çalışmada sadece 
97 ineğe ait fötus örneğinin patolojik incelemesi yapıldı. 
Olguların çoğunda fötusta şişkinlik, deri altı ödem ve 
pnömoni tablosuna rastlandı. 

TARTIŞMA ve SONUÇ

Brusellozis, gelişmekte olan ülkelerde insan ve hayvan 
sağlığını olumsuz etkileyen ve büyük ekonomik kayıplara 

yol açan enfeksiyöz bir hastalık olarak güncelliğini koru- 
maktadır 15,16. Dünyanın birçok ülkesinde ve Türkiye’de 
ineklerde abortlara neden olan etkenlerin teşhisine yönelik 
birçok çalışma yapılmıştır 10,17,18. Peter 19, abort olgularının 
ancak %50-65’inin etiyolojisinin belirlenebildiğini ve bun- 
ların %50-65’inin bakteriyel, %15-25’inin viral ve %20

-25’inin mantar enfeksiyonlarından kaynaklandığını bildir- 
miştir. Abort olgularında bakteriyel etken olarak sıklıkla 
Brucella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Chylamydia 
abortus, Salmonella spp., Leptosipira spp. gibi mikro-
organizmalar izole edilmiştir 10,16,19-21 ve olguların çoğunda 
Brucella türlerinin ilk sırada yer aldığı bildirilmiştir 19,22. 
Ülkemizde yapılan araştırmalarda özellikle Kars ve yöre- 
sinde brusellozisin endemik olduğu ortaya konulmuş-
tur 9,15,16,23. Bu çalışmada ineklerden %25.72 oranında 
Brucella izolasyonu yapıldı. Bu bulgular yörede yapılan ve 
brusellozisin endemik olduğunu vurgulayan çalışmala- 
rın 9,15,16,23 sonuçlarına benzer niteliktedir.

Hayvanlarda brusellozisin teşhisine yönelik çalışmalar 
daha çok kan serumu 9,15 ve süt örneklerinin 24-26 serolojik 
ve atık fötus materyallerinin 17,21,23 kültürel incelenmesi 
şeklindedir. İnsanlar için önemli bir bulaşma kaynağı olan 
süt ve süt ürünleri ile vajinal akıntıdan etken izolasyonuna 
yönelik çalışmalar oldukça sınırlıdır 26,27,29. Kültürel çalış- 
malarda seropozitif inek sütlerinden 24,28 %30-88 oranında 
Brucella spp. izole edilirken, sürü taramasının yapıldığı 

ba
Şekil 1. Brucella cins ve tür spesifik PZR sonuçları

a: Brucella cins spesifik PZR sonuçları, 1 nolu kolon; Moleküler ağırlık marker (1 kb DNA ladder, Fermantas, Litvanya), 2 
nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4 nolu kolon; izolat, 5 nolu 
kolon; negatif kontrol  b: Brucella tür spesifik PZR sonuçları, 1 nolu kolon; Moleküler ağırlık marker (1 kb DNA ladder, 
Fermantas, Litvanya), 2 nolu kolon; pozitif kontrol (B. abortus 544), 3 nolu kolon; pozitif kontrol (B. melitensis 16M), 4 
nolu kolon; B. abortus saha izolatı, 5 nolu kolon; B. melitensis saha izolatı, 6 nolu kolon; negatif kontrol

Fig 1. The results of Brucella genus and species-specific PCR

a: Results of Brucella genius-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas, Lithuania), 
lane 2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; isolate, lane 5; negative 
control b: Results of Brucella species-specific PCR, lane 1; molecular weight stand (1 kb DNA plus ladder, Fermentas, 
Lithuania), lane2; positive control (B. abortus 544), lane 3; positive control (B. melitensis 16M), lane 4; B. abortus field 
isolate, lane 5; B. melitensis field isolate, lane 6; negative control
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çalışmalarda 26,29 bu oran süt örnekleri için %4-8 ve vaji- 
nal sıvap örnekleri için %6-10 olarak saptanmıştır. Bu 
çalışmada süt örneklerinin 41 (%15.47)’inden, vajinal sıvap 
örneklerinin 25 (%9.57)’inden Brucella spp. izole edildi. 
Bu izolasyon oranları seropozitif inek sütlerinde yapılan 
çalışmaların 24,28 oranlarına göre düşüktür. Seropozitif inek- 
lerden daha fazla Brucella spp. izolasyonunun beklenen bir 
durum olması bu çalışmadaki izolasyon oranlarının daha 
düşük olmasının sebebi olarak gösterilebilir. Bu çalışma- 
daki izolasyon oranları sürü taramasının yapıldığı çalış-
malara 26,29 oranla daha fazladır. Bu durum çalışmada ince-
lenen örneklerin tamamının yavru atan ineklerden alın-
ması ve brusellozisin yörede endemik seyretmesi gerçeği 
ile açıklanabilir. Bu çalışmada 8 ineğe ait süt ve vajinal sıvap 
örneğinden eş zamanlı olarak B. abortus izole edildi. Bu 
bulgular ineklerin abort sonrası süt, fötal sıvılar, uterus ve 
vajinal akıntıları gibi çeşitli salgıları ile Brucella etkenlerini 
eş zamanlı olarak çıkarabileceğini göstermektedir. 

Brucella etkenleri atığı takiben fötusa ait doku ve or-
ganlarda yoğun bir şekilde bulunmaktadır. Bu tür örnek- 
lerin kültürünün yapılması izolasyon şansını artırmakta-
dır 30. Atık fötus doku örneklerinden Brucella etkenlerinin 
izolasyonuna yönelik birçok çalışma 10,11,17,21,23 yapılmıştır.  
Sağlam ve ark.10 Kuzeydoğu Anadolu Bölgesi’nden alınan  
96 atık inek fötusunu etiyolojik ve patolojik olarak ince-
lemişler ve örneklerin 40 (%41.6)’ından Brucella spp. izole  
etmişlerdir. Şahin ve ark.11 Kars yöresinde 87 atık inek fötu-
sunu bakteriyolojik olarak incelemişler ve 35 (%40.22)’in- 
den B. abortus izole ve identifiye etmişlerdir. Bu çalışmada 
97 atık fötus örneği Brucella etkenlerinin izolasyonu ama-
cıyla incelendi ve örneklerin 40 (%41.23)’ından Brucella 
spp. izole edildi. Bu bulgular brusellozisin endemik sey-
rettiği Kars yöresinde daha önce yapılan çalışmaların 10,11 
sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir.

Brucella etkenlerinin izolasyonunda örneklerin uygun 
bir katı besiyerine direk inokulasyonu en yaygın yöntem-
lerden birisidir. Brucella türlerinin çoğu kanlı agar, çikolata 
agar, triptik soya agar gibi standart katı besiyerinde ürer-
ler. Fakat kontamine doku veya sekresyonlardan etken 
izolasyonunda Martin-Lewis, Farrell Besiyeri gibi selektif 
besiyerleri ve %5 at serumu ile zenginleştirilmiş genel 
besiyerleri kullanılabilir 31,32. Brucella mikroorganizmasının 
düşük sevide bulunduğu süt, kolostrum ve bazı doku 
örneklerinde etken izolasyonunda zenginleştirme öne-
rilmektedir. Zenginleştirme, serum dekstroz broth, triptoz 
broth, soya broth veya Brucella broth gibi besiyerlerine 
birkaç antibiyotiğin ilavesi ile elde edilebilir 32. Brucella 
etkenlerinin üretilmesinde çeşitli besiyerlerinin etkinlik-
lerinin değerlendirildiği birçok araştırma 24,25,28 mevcuttur. 
Bu çalışmada Brucella etkenlerinin izolasyonu amacıyla 
Farrell Agar, Brucella Agar ve Kanlı Agar kullanılmış ve en 
yüksek izolasyon Farrell Agarda elde edilmiştir. Bu sonuçlar, 
Brucella etkenlerinin üretilmesinde çeşitli besiyerlerinin 
etkinliklerinin değerlendirildiği araştırmaların 25,28 sonuçları  
ile benzer niteliktedir. Ayrıca çalışmada elde edilen izolat- 

ların 24 (%36.36)’ünün Farrell Brothta zenginleştirmeyi 
takiben izole edilmiş olması Brucella etkenlerinin izolas- 
yonunda ön zenginleştirmenin önemini vurgulayan araş-
tırmalarla 24,28 uyum içerisindedir. 

Bruselloziste atığı takiben genellikle ilk haftalarda süt 
ve vajinal akıntı gibi sekretlerle Brucella türleri yoğun bir 
şekilde atılmakta ve ilk 6 haftalık sürede en yüksek seviyeye 
ulaşmaktadır. Bazı çalışmalarda etkenin sütle yıllarca (7-9 
yıl) atıldığı bildirilmiştir 33,34. Bu çalışmada süt ve vajinal 
sıvap örneklerinin büyük bir kısmı (%59.15) atık sonrası 
3 ile 60. günler arasında alındı. Atığı takiben Brucella et-
kenlerinin çeşitli sekretlerle ilk 6 haftalık dönemde yüksek 
oranda atıldığı gerçeğine uygun bir şekilde, bu dönemler 
içerisinde alınan örneklerde daha fazla Brucella spp. izole 
edildi. Atığı takiben örnek alma zamanı ile etken izolasyon 
oranı arasındaki ilişki istatistiksel olarak önemli (P<0.05) 
bulundu. Çalışmada atığı takiben 90 gün sonra ve hatta 
birkaç olguda 1 yıl sonra bile etkenin izole edilebilmesi, 
etkenin uzun yıllar süt ile atılabileceğini göstermektedir. 

Hayvanlardan izole edilen Brucella türleri ve biyovarları 
ülkeden ülkeye farklılık gösterebileceği gibi bir ülkenin 
değişik bölgeleri arasında da farklılık gösterebilir. Hasta- 
lığa neden olan baskın Brucella tür ve biyovarlarının 
belirlenmesi enfeksiyonun epidemiyolojisi ve kontrol çalış- 
maları açısından oldukça önemlidir. Türkiye’de sığır ve 
koyun brusellozis etkenlerinin biyotiplendirilmesine yö-
nelik çok sayıda çalışma mevcuttur 16,17,20,21,35. Çalışmaların 
sonucunda Türkiye’de 17,20 ve Kars yöresinde 16,21 sığırlarda  
atıklara sebep olan baskın suşların B. abortus biyotip 1 ve  
3 olduğu ortaya konulmuştur. Bu çalışmada izole edilen 
105 B. abortus suşunun 92 (%87.61)’si B. abortus biyotip 3,  
2 (%1.90)’si B. abortus biyotip 6, 2 (%1.90)’si B. abortus 
biyotip 9 ve 1 (%0.95)’i B. abortus biyotip 1 olarak tip- 
lendirildi. Fötus doku örneğinden izole edilen bir adet 
B. melitensis suşu ise B. melitensis biyotip 3 olarak belir-
lendi. Bu sonuçlar Türkiye’de yapılan identifikasyon ve 
biyotiplendirme çalışmalarının 17,20,26,35 sonuçlarıyla farklılık 
göstermektedir. Bunun nedeni olarak çalışılan bölgelerin 
ve materyallerin faklı olması gösterilebilir. Kars yöresinde 
sığırlarda görülen brusellozis olgularında diğer çalışma- 
lara 16,21,29 benzer şekilde bu çalışmada da B. abortus biyo- 
tip 3’ün baskın olduğu fakat B. abortus biyotip 1’in 
oranının giderek azaldığı belirlendi. Çalışmada ayrıca 
Türkiye’de varlığı daha önce bildirilen 35,36 B. abortus biyo- 
tip 6 ve B. abortus biyotip 9, Kars yöresinde ilk kez sap- 
tandı. Araştırmaların yapıldığı zaman periyotlarının farklı 
olması ve yörede yoğun hayvan hareketleri nedeniyle 
değişik zamanlarda hastalığa neden olan tür ve biyotiple- 
rin değişebilme potansiyeli bu farklılıkların nedenleri 
olarak düşünülmektedir.  

Brucella türlerinin geniş konak çeşitliliği vardır. Fakat 
enfeksiyonların patojenitesinde çok sıkı bir konak spe-
sifitesi görülür ve türler arasında kros enfeksiyon oldukça 
nadirdir. Enfekte koyun ve keçilerle temas halinde olan, 
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aynı ortamlarda barındırılan ve aynı meralarda otlatılan 
ineklerin B. melitensis ile enfekte olabilecekleri bildirilmiş-
tir 37. Bu çalışmada sığır kökenli süt, vajinal sıvap ve fötus 
doku örneklerinden izole edilen toplam 106 Brucella 
suşunun identifikasyon çalışmaları sonucu 105’i B. abortus 
ve bir izolat B. melitensis olarak belirlendi. B. melitensis’in 
izole edildiği fötusun alındığı işletmedeki ineklerin 4-5 
adet keçi ile birlikte barındırıldığı bildirildi. Kars yöresinde 
yapılan diğer çalışmaların 16,21,29 sonuçlarına benzer bir 
şekilde bu çalışmada da sığır brusellozisinden çoğunlukla 
B. abortus saptandı. Ayrıca yörede varlığından daha önce 
bahsedilmiş 22 olmasına rağmen sığır abort olgularından 
gerçek anlamda ilk B. melitensis izolasyonu yapıldı. Daha 
önce bildirilenlere 20,37 benzer şekilde bu çalışmada da B. 
melitensis’in sorumlu olduğu sığır abort vakası saptanmış- 
tır. Bu durumun işletmede farklı hayvan türlerinin bir 
arada beslenmesi ve yakın temasından kaynaklanabile-
ceği ihtimalini akla getirmiştir. Odaktaki ineklerin keçiler  
ile beraber barındırılması, B. melitensis’in keçilerden bula-
şabileceği ihtimalini kuvvetlendirmiştir. Fakat keçilerde 
brusellozis yönünden herhangi bir mikrobiyolojik yoklama 
yapılmadığı için bu ihtimal kesinlik kazanmamıştır.   

Brucella türleri arasındaki genetik homojenite yüksek 
olmasına rağmen bazı metabolik ve biyokimyasal özel- 
liklerinden yararlanılarak tür ve biyotip tayini yapılabil-
mektedir. Fakat konvansiyonel şemaya uymayan yeni ve 
atipik Brucella varyantlarının ortaya çıkması nedeniyle 
Uluslararası Sistemik Bakteriyoloji Komitesi Brucella Tak-
sonomisi Altkomitesi halen Brucella için iyi bir klasifikas- 
yon şeması oluşturamamıştır 38. Çeşitli araştırmalarda pe-
nisilin duyarlı ve bakteriyofaj dirençli smooth B. abortus  
kültürlerinin 39,40 yanı sıra boya duyarlı, M antijene sahip  
B. abortus izolatları da bildirilmiştir 41. Bu çalışmada yapı- 
lan biyotiplendirme sonucunda 105 B. abortus suşunun 8 
(%7.61)’i standart biyotiplendirme profiline uygun olarak 
tiplendirilemedi ve atipik B. abortus suşları olarak belirlendi. 
Bu bulgular yapılan diğer çalışmaların 39,40,42 sonuçları ile 
benzerlik göstermektedir. Bu sonuçlardan da anlaşılacağı 
üzere bir ülke ya da bölgede standart biyotiplendirme 
şemasına uymayan atipik izolatların görülmesi her zaman 
olasıdır. Bu tür izolatların tekrarlayan izolasyonlarının 
yapılması, ileride bu izolatlara yeni bir biyotip statüsü 
verilmesinin ilk aşamasıdır ve bunlar epidemiyolojik araş-
tırmalarda değerli veriler oluştururlar. 

Brucella etkenlerinin konvansiyonel yöntemlerle tanım- 
lanmasında karşılaşılan bazı güçlükler nedeniyle son yıl- 
larda insan ve hayvanlardan brusellozisin tanısı ve cins, tür 
ve biyotip düzeyinde identifikasyonuna yönelik moleküler 
teknikler yaygın bir şekilde kullanılmaktadır 43,44. Bu tek-
niklerden in vitro DNA amplifikasyonunun yapıldığı PZR 
yaygın bir kullanım alanına sahiptir. Bu teknik, örneklerin 
kültürünü takiben izolatlar üzerine 45 uygulanabileceği 
gibi izolasyona gerek duyulmadan kan, süt, vajinal akıntı, 
atık fötus doku örneklerinden etkenin aranmasına yönelik 
direk PZR 18 şeklinde de yapılabilmektedir. Bu çalışmalar ile 

brusellozisin teşhisinde PZR’nin daha hızlı, güvenli, yüksek 
sensitivite ve spesifiteye sahip olduğu bildirilmiştir. Bu 
çalışmada izole edilen 106 Brucella suşunun cins spesifik 
PZR kiti ile yapılan analizi sonucu tümü Brucella spp., 
multipleks PZR kiti ile yapılan analiz sonrası 105’i B. abortus 
ve 1’i B. melitensis olarak belirlendi. Kültürel sonuçlarla 
Brucella cins ve tür spesifik PZR kitleri karşılaştırıldığında 
elde edilen sonuçlar aynı bulundu. Brusellozisin teşhisinde 
altın standart olarak kabul edilen bakteri izolasyonu ile 
moleküler teşhis amaçlı kullanılan bu PZR kitlerinin ben- 
zer sonuçlar vermesi, bu kitlerin spesifitelerinin yüksek 
olduğunu göstermektedir. Klasik identifikasyon yöntem-
lerine göre daha kolay ve kısa sürede sonuç vermesi ne-
deniyle tercih edilebilir niteliktedir.

Bruselloziste olası enfeksiyon kaynaklarının ve risk fak- 
törlerinin belirlenmesi sonraki epidemilerin önlenmesi açı- 
sından oldukça önemlidir ve buna yönelik birçok çalışma 
yapılmıştır 7,46,47. Bu çalışmalarda 7,46,47 daha çok sürü büyük-
lüğü, şekli, idaresi, hijyen ve biyogüvenlik açısından risk 
değerlendirmesi yapılmış ve sayılan tüm bu faktörler 
brusella seropozitifliği için birer risk olarak düşünülmüş- 
tür. Yaş, ırk, cinsiyet ve abort varlığı gibi faktörlerin ise bi-
reysel seropozitiflik açısından farklı etkilerinin olabileceği 
ortaya konulmuştur. 

Bu çalışmada hastalık yönünden risk oluşturabilecek 
yaş, gebelik sayısı, geçen yıllara ait atık varlığı, tohumlama 
şekli ve atığın gerçekleştiği gebelik dönemi gibi faktörler 
değerlendirildi. İneklerin yaş dağılımına bakıldığında en 
fazla atık yapan ve izolasyon yapılan yaş 5 yaş olarak be-
lirlendi ve yaş ile brusellozis görülme sıklığı arasında ista- 
tistiksel olarak anlamlı (P<0.05) bir ilişki saptandı. Bunun 
nedeni olarak yaşlı hayvanların verim düşüklüğü ve tekrar 
atık yapma olasılıkları nedeniyle işletmelerde tutulmaması 
ve dolayısıyla örnekleme esnasında yaşlı hayvan bulma 
olasılığının az olması şeklinde açıklanabilir. Çalışmada 1 
veya en fazla 3 defa gebelik geçirenlerde brusellozis daha 
fazla saptandı ve brusellozis ile gebelik sayısı arasındaki 
ilişki istatistiksel olarak anlamlı (P<0.05) bulundu. Bu du-
rum hayvanların yaşları, döl verimi özellikleri ve dolayısıyla 
hayvanların üretime devam etmek için elde tutulabilirlikleri 
ile ilişkilendirilmiştir. 

Bruselloziste ilk atığı takiben genellikle sonraki gebe- 
likler normal doğum ile sonuçlanır. Fakat bazen ilk atığı 
takiben 2 veya 3 yıl üst üste veya aralıklı olarak atıklar 
şekillenebilir 32. Bu çalışmada önceki yıllarda gebelikleri 
normal sonlanan 290 hayvan olmasına rağmen, atık yapan 
23 ve çeşitli infertilite problemleri olan 7 hayvan belirlendi. 
Geçmiş yıllarda atık yapan ve infertilite problemleri olan 
hayvanlar hariç büyük bir çoğunluğunun ilk kez atık 
yaptığı tespit edildi. Çalışmada aynı zamanda 27 ineğin 
ilk gebeliklerinde atık yaptığı belirlendi. Bu bulgular ile 
yukarıda açıklanan hipotez doğrulanır niteliktedir. 

Çalışmada atık yapan ineklerin tohumlama şekilleri 
ile atık ve izolasyon oranları karşılaştırıldı ve aralarında 
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istatistiksel olarak önemli (P<0.05) bir ilişki saptandı. 
Doğal aşım ile gebe kalan 357 inek ve sun-i tohumlama 
yapılan 24 inek saptandı. Çalışmadaki tüm işletmelerde 
toplam 47 adet boğa ve bu boğaların çoğunun ortak 
kullanıldığı bildirildi. Bu bulgular brusellozis gibi veneral 
yolla bula-şabilecek hastalıklarda doğal aşım ile etkenlerin 
daha fazla bulaşabileceği gerçeğiyle uyum içerisindedir. 

Brusellozis genellikle ineklerde gebeliğin son üç aylık 
döneminde atıklara sebep olmaktadır. Bunun yanı sıra 
gebeliğin ilk dönemlerinde erken embriyonik ölümlere 
ve atıklara sebep olabileceği gibi gebeliğin sonlanmasına 
yakın ölü doğum veya cansız, yaşama gücü zayıf canlı 
buzağı doğumları da görülebilmektedir 6,32. Bu çalışmada 
atık ve izolasyon oranları ile ineklerin gebelik dönemleri 
arasındaki ilişki istatistiksel olarak önemli (P<0.05) bulun- 
du. En fazla izolasyon 7 ile 9. aylar arası, bunu takiben sıra-
sıyla 4 ile 6. aylar arası ve 1 ile 3. aylar arasındaki gebelik 
dönemlerinde yapıldı. Çalışmada ayrıca ölü doğum (21 
inek) ve zayıf buzağı doğumu (13 inek) yapan ineklerden 
de örnekleme yapıldı ve Brucella izole edildi. Bu bulgular 
brusellozisin ineklerde özellikle gebeliklerinin son üç aylık 
döneminde daha fazla görüldüğü ve önemli derecede 
abortlara yol açtığı gerçeği ile uyum içerisindedir. 

Sonuç olarak bu çalışma ile Kars yöresindeki ineklerden 
%25.72 oranında Brucella izolasyonu yapılmış ve hasta- 
lığın yörede endemik olduğu bir kez daha ortaya konul- 
muştur. Sığır brusellozisinin bu yüksek prevalansı ve in- 
san brusellozis vakalarının yıllar içerisinde giderek artması, 
yörede ve ülke genelinde brusellozise yönelik eradikas-
yon programları ve uygulamalarının yetersiz kaldığını 
düşündürmekte ve brusellozisin ülkemizde hem insan 
sağlığına hem de hayvancılık sektörüne olumsuz etkileri 
nedeniyle önemli bir sorun olmaya devam ettiğini gös-
termektedir. Bu sorunun bilincinde olarak, brusellozisin 
eradikasyonu konusunda çok sayıda disiplinin bir arada 
programlı bir şekilde çalışması gerekmektedir. Zoonotik 
hastalıkların insanlara bulaşmasının önlenmesinde temel 
görev veteriner hekimlerin olmasına rağmen insanlarda 
ve hayvanlarda brusellozisin kontrolü tıp ve veteriner dok-
torlarının öncelikli konularından birisi olmalı ve ortaklaşa 
çalışmalar yürütülmelidir. Bu tür kesit çalışmalarda zaman 
sıkıntısı olduğundan brusellozis ile ilgili risk faktörlerinin 
belirlenmesinde büyük öneme sahip kohort çalışmalarının 
sayılarının artırılması gerektiği düşünülmektedir.
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Özet 
Kars merkez ve Selim ilçesine bağlı köylerde atık yaptığı bilinen sığır sürülerinde bulunan ve hastalığa karşı aşılanmamış 

250 inekten elde edilen süt ve vajinal sıvap örnekleri olmak üzere toplam 500 örnek Brusella cinsi bakteriler yönünden kültürel
olarak değerlendirildi. Bakteriyolojik inceleme sonucunda 250 süt örneğinin 11 (%4.4)’inden ve 250 vajinal sıvap örneğinin 16 
(%6.4)’sından olmak üzere toplam 27 (%5.4) örnekten Brucella spp. izolasyonu yapıldı. Bu izolatların, Brusella cinsine (Omp
bp26) ve eritritol (ery) genine spesifik primerle yapılan PCR incelemesinde hepsinin Brucella spp. ve saha suşları olduğu görüldü.
İzole edilen tüm suşlar B. abortus biyotip 3 olarak tiplendirildi. Ayrıca bu izolatların RAPD-PCR ile incelemesinde elde edilen 
DNA profillerinin, B. abortus S19 ile homoloji gösterdiği tespit edildi. 

Anahtar sözcükler: Sığır, Brusella, Süt, Vajinal sıvap, İzolasyon, Biyotiplendirme, PCR 

Bacteriological and Molecular Description of Brucella Species
Isolated from Milk and Vaginal Swab Samples of Aborted Cattle

in Kars Region 

Summary 
In this study, the milk and vaginal swab samples, collected from each of 250 cows raised in Kars and Selim areas, were 

analysed for culturing Brucella species. These animals had a history of abortion and they were unvaccinated against Brucellosis. 

Based on the bacteriological examination, Brucella spp. was isolated from total of 27 (%5.4) samples, 11 (%4.4) and 16 (%6.4) 

originated from milk and vaginal swab samples, respectively. These isolates were found to be Brucella spp. Are field isolates 

based on the PCR analysis using primers specific to Brucella genus (Omp bp26) and erythritol (ery). All of the isolated strains 

were typed as B. abortus biotype 3. RAPD-PCR analysis showed that DNA patterns of these isolates were found to be similar to 

that of B. abortus S19. 

Keywords: Cattle, Brucella, Milk, Vaginal swab, İsolation, Biotyping, PCR 

GİRİŞ 

Brusellozis, evcil ve yabani hayvanlarda Brusella cin- Brusellozisin teşhisinde temel olarak bakteriyolojik 
sine ait mikroorganizmalar tarafı ndan oluşturulan ve ve serolojik yöntemler kullanılmaktadır. Teşhis için kültür 
özellikle uterus, meme ve testis gibi genital organlara altın standart olmasına karşın uzun zaman almakta, izo­
yerleşerek yavru atma, infertilite ve süt veriminde azal- lasyon ve identifikasyonda güçlükler yaşanmaktadır 7-10. 
maya neden olan genellikle kronik seyirli, ekonomik Serolojik testler ise çok duyarlı ve spesifi k olmalarına 
öneme sahip bakteriyel bir zoonozdur 1-6. rağmen bir infeksiyonun dolaylı belirleyicileridirler. Ay­
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rıca çapraz reaksiyonlar nedeniyle oluşan yanlış teşhis 8 

ve aşılama ile kazanılan bağışıklığın ortaya koyduğu yanlış 
değerlendirmeler olabilmektedir 11. Bu nedenle son yıl­
larda moleküler DNA teknolojisi kullanılarak geneti k ta­
nımlama yoluna gidilmektedir 8,12. Bu amaçla yüksek du­
yarlılığa sahip bir DNA teşhis aracı olarak gelişti rilen ve 
Polymerase Chain Reaction (PCR) adlandırılan metot 
oldukça önem kazanmış ve uygulanabilirliği birçok bak­
teriyel etken yönünden incelenmiştir 10,13. Epidemiyolojik 
açıdan brusellozisin detaylı araştırılması için izole edi­
len etkenlerin tiplendirilmesi gerekmektedir. Konvansi­
yonel yöntemler ile Brusella türlerinin tiplendirilmesi­
nin güç olması nedeniyle moleküler tekniklerin uygulan­
dığı gelişmiş ti plendirme metotları yaygınlaşmıştır 10,14. 

Son yıllarda yörede brusellozise ilişkin olarak sığır 
ve koyunlarda kültürel ya da serolojik araştı rmalar ya-
pılmasına rağmen süt ve vajinal sıvap örneklerinden et­
ken izolasyonu, identifikasyonu ve moleküler yöntem­
le araştırılması hakkında mevcut bir çalışma bulun­
mamaktadır 15-21. Bu çalışmada hayvan popülasyonunun 
yoğun olduğu Kars yöresi açısından son derece önemli, 
aynı zamanda zoonotik karakteri ile ciddi bir halk sağ­
lığı problemi oluşturan sığır brusellozisinden etken izo­
lasyonu ve identifikasyonu ile biyoti plendirilmesi, RAPD 
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) - PCR tekniği 
kullanılarak izole edilen suşların aşı suşları ile karşılaş­
tırılması amaçlanmıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Süt ve vajinal sıvap örnekleri 

Çalışmanın materyalini Şubat-Mayıs 2008 tarihleri 
arasında Kars merkez ve Selim ilçesine bağlı köylerden 
atı k yapmış sürülerde bulunan ve brusellozise karşı aşısız 
oldukları bilinen 250 inekten alınan süt ve vajinal svap 
örneği olmak üzere toplam 500 örnek oluşturdu. 

Kültür 

Örneklerden Brusella cinsi etkenlerin izolasyonu için 
selektif (Farrell agar, Farrell broth ve Brusella selektif 
agar) ve zenginleştirilmiş (Serum dekstroz agar ve Kanlı 
agar) besiyerlerinden yararlanıldı. Ekim yapılan besiyer­
leri 37°C’de aerobik ve mikroaerobik olarak 3-5 gün in­
kübe edildi. İnkübasyon sonucunda besiyerleri Brusella 
cinsi bakterilerin oluşturdukları koloni morfolojisi yö­
nünden incelenerek, şüpheli kolonilerden hazırlanan 
preparatlar Gram boyama yöntemi ile boyanarak mik­
roskopta incelendi. Mikroskobik inceleme sonunda 
Gram negatif kokobasil olarak görülen etkenlerin kata­
laz ve oksidaz akti viteleri belirlendi. İzolatların iden­
tifikasyonu ve biyotiplendirilmesi karbondioksit ihti ­
yacı, hidrojen sülfür ve üreaz üretimi, boyalara olan 

duyarlılık, A ve M monospesifi k anti serumlarla aglüti ­
nasyon ve Tbilisi fajı ile lize olma özelliklerine göre 
değerlendirildi. İzolatların saha suşu ve aşı suşu ayrımları 
penisilin ve i-eritritol içeren besiyerlerinde üreme özel­
liklerine göre yapıldı. 

DNA Ekstraksiyonu 

İzolatlar Brusella agara ekilerek 37°C’de 48-72 saat 
inkübe edildi. İnkübasyondan sonra her bir izolatt an 2-3 
koloni 200 μl steril fizyolojik tuzlu su ile süspanse edildi. 
Bakteri süspansiyonuna 3 μl Proteinaz K (20 mg/ml) ve 
400 μl NETS (0.01M NaCI, 1 mM EDTA, 0.01M Tris-HCI 
pH 7.6 ve %0.05 Sodyuum dodesil sülfat) lizis tampon 
solüsyonu eklendi. Karışım hafifçe vortekslenerek 
65°C’de 20 dak. inkübe edildi. Üzerine 600 μl kloro­
form/izoamil alkol (24:1) ilave edilerek karıştırıldı. Son­
ra eppendorflar 13.000 rpm’de 10 dak. santrifüj edildi 
Oluşan süpernatant yeni bir steril eppendorfa aktarıla­
rak üzerine 0.1 volüm 3M sodyum asetat ve 2.5 volüm 
absolüt alkol ilave edilerek vortekslendi ve gece boyunca 
-20°C’de bekletildi. Ertesi gün 13.000 rpm’de 10 dak. 
santrifüj edildi. Böylece presipite olan DNA pelet haline 
geldi. Pelet %70’lik etanol ile yıkandıktan sonra 20 dak. 
kuruması için beklenildi. DNA peleti 100 μl steril distile 
su ile sulandırılıp PCR’de template DNA olarak kullanıldı. 

PCR 

İzolatların cins düzeyinde belirlenmesi amacıyla dış 
membran proteinleri bp26 geni ve aşı ile virülent saha 
suşu ayrımı için eritritol kullanımı temeline dayalı ery ge­
ni kullanıldı. Elde edilen izolatların genotiplendirilmesi 
ve aşı suşlarıyla karşılaştırılması amacıyla RAPD-PCR tekni­
ğinden yararlanıldı. NCBI Accession number (AB126349) 
bp26 geninin büyüklüğü 738 bp dir. Brusella aşı suşu olan 
B. abortus S-19’da eritritol genine özgü bir mutasyon 
vardır. NCBI Accession number (U57100)’de belirtildiği 
üzere Brusella eritritol operon gen bölgesi 7717 bp olup, 
primerlerin çoğalttığı gen bölgesi eryC ve eryD bölgesi­
ne ait 904 bp (3875-4778 bp lik gen bölgesi) içermekte­
dir. Aşı suşu olan B. abortus S-19 da, delesyon gen böl­
gesi eryC ve eryD’ye ait 3975-4675 bp’lik (701bp) kısım­
da mevcuttur. Bu nedenle B. abortus S-19 suşunun yu­
karıdaki primerler ile çoğalttığı gen bölgesi (904-701: 203 
bp) 203 bp olmaktadır. Her iki gen için hazırlanan PCR 
karışımı ve bileşenleri aynı oranlarda hazırlandı. Bu amaç­
la her bir örnek için 0.2 ml’lik steril ependorfl ar içerisin­
de 50 μl’lik reaksiyon karışımı (5 μl 10xPCR buff er, 4 μl 25 
mM MgCl2  250 mM her bir dNTP, 0.5 μl Taq polimeraz, 
her bir spesifik primerden 50 pg  ve 5 μl ekstrakte edilmiş 
DNA) hazırlandı. Bp26 bazlı PCR için uygulanan termal 
şartlar; 95°C’de 5 dak. başlangıç denatürasyonu, 35 siklus­
tan oluşan 94°C’de 30 sn. denatürasyon, 66°C’de 30 
sn. birleşme (annealing), 72oC’de 1 dak. 30 sn. sentez 
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(extention) ve 72°C’de 15 dak. son ekstensiyon olarak 
uygulandı. Ery bazlı PCR için uygulanan termal şartlar; 
95°C’de 10 dak. başlangıç denatürasyonu, 35 siklustan 
oluşan 94°C’de 30 sn. denatürasyon, 60°C’de 30 sn. bir­
leşme (annealing), 72°C’de 1 dak. 30 sn. sentez (extention) 
ve 72°C’de 10 dak. son ekstensiyon olarak uygulandı. 
PCR ürünlerini görmek için %1.5’luk agaroz jel hazırla­
narak 4 μl etidyum bromid ilave edildi. DNA fragman 
büyüklükleri eşzamanlı koşturulan DNA marker’ı (Gene 
Ruler “100 bp” MNI Fermantas) ile pozitif ve negatif 
kontrollerle birlikte kıyaslanarak UV illuminatörde tespit 
edildi. 

RAPD-PCR Tekniği ile Genotiplendirme 

Çalışmada elde edilen izolatların genotiplendirilmesi 
ve bu izolatların aşı suşuyla karşılaştırılması Ünver 18 ile 
Tcherneva ve ark.14 tarafından bildirilen RAPD tekniği 
kullanılarak yapıldı. RAPD-PCR’da kullanılan primer ve 
dizilimi; Primer 6:5’-AAC AGC ACT CTG TTC AGG C-3’ 
şeklindedir. Her bir örnek için 0.2 ml’lik tüpler içerisinde 
50 μl’lik reaksiyon karışımı (4 μl 10xPCR buff er, 250 mM 
her bir dNTP, 2 ünite Taq polimeraz, 25 mM primer ve 
5 μl ekstrakte edilmiş DNA) hazırlandı. Termal şartlar; 
94°C’de 3 dak. başlangıç denatürasyonu, 4 siklustan olu­

Şekil 2. İzolatlara uygulanan ery 
geni bazlı PCR yöntemi ile saptanan 
Brusella DNA’sının %1.5’luk agaroz 
jeldeki görüntüsü. 1 nolu kolon; 100 
bp DNA step ladder plus marker, 2-10 
nolu kolonlar; İzolatlar, 11 nolu kolon; 
negatif kontrol, 12 nolu kolon; pozitif 
kontrol 

Fig 2. An agarose gel picture of 
amplified products from Brucella by ery 
based PCR. Lane 1. DNA ladder (100 bp 
step marker, Fermentas MBI), Lane 2-10. 
Brucella isolates, Lane 11. Negative 
control, Lane 12. Positive control 

şan 94°C’de 45 sn. denatürasyon, 26°C’de 2 dak. birleşme 
ve 72°C’de 2 dak. ekstensiyon, 30 siklustan oluşan 94°C’de 
45 sn. denatürasyon, 36°C’de 2 dak. birleşme ve 72°C’de 
2 dak. ekstensiyon ve 72°C’de 7 dak. son ekstensiyon 
şeklinde uygulandı. PCR ürünlerinin görüntülenmesi, 
DNA standardı ve kontroller PCR bölümünde anlatıldığı 
gibi uygulandı. 

BULGULAR 

Kültürel değerlendirme sonucunda, 250 süt örneği­
nin 11 (%4.4)’inden ve 250 vajinal sıvap örneğinin 16 
(%6.4)’sından olmak üzere toplam 27 (%5.4) örnekte 
Brucella spp. izolasyonu yapıldı. Yürütülen identifi kas­
yon ve ti plendirme çalışmaları sonucunda tüm izolatla­
rın B. abortus biyotip 3 ve saha suşu olduğu ortaya 
konmuştur. Süt ve vajinal sıvap örneklerinden izole ve 
identifiye edilen 27 izolatın bp26 geni bazlı PCR tekniği 
sonucunda 738 baz çiftlik bant oluşturdukları gözlendi 
(Şekil 1). 

İzolatların tümü ery geni bazlı PCR’da,  904 baz çiftlik 
bantlar oluşturmuş ve saha suşu olarak tespit edilmiştir 
(Şekil 2). 

Şekil 1. İzolatlara uygulanan bp26 
geni bazlı PCR yöntemi ile saptanan 
Brusella DNA’sının % 1.5’luk agaroz 
jeldeki görüntüsü. 1 nolu kolon; 100 bp 
DNA step ladder plus marker, 2-10 nolu 
kolonlar; İzolatlar, 11 nolu kolon; negatif 
kontrol, 12 nolu kolon; pozitif kontrol 

Fig 1. An agarose gel picture of amplified 
products from Brucella by bp26 based 
PCR. Lane 1. DNA ladder (100 bp step 
marker, Fermentas MBI), Lane 2-10. 
Brucella isolates, Lane 11. Negative 
control, Lane 12. Positive control 
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Ayrıca izolatların, aşı suşları olan B. abortus S19 ve 
B. melitensis Rev1 ile karşılaştırılmaları amacıyla RAPD­
PCR ile incelenmesinde elde edilen DNA profillerinin, B. 
abortus S19 ile benzerlik gösterdiği ortaya konmuştur 
(Şekil 3). 

örneğinin 111 (%21)’inden B. abortus izole ve identifiye 
edildiğini, biyoti plendirme çalışmaları sonucunda 111 su­
şun 68 (%61.2)’inin B. abortus biyotip 1, 15 (%13.5)’inin 
B. abortus biyotip 2, 16 (%14.4)’sının B. abortus biyotip 
5 ve 6 (%5.4)’sının ise B. abortus biyotip 9 olarak be­

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Hayvanlarda gözlenen brusellozis üzerinde yürütülen 
araştı rmalar hastalığın prevalansı, izole edilen tür ve 
biyotiplerinin ülkeden ülkeye, hatta bir ülkenin bölgeleri 
arasında farklılıklar görülebileceğini ortaya koymaktadır. 
Türkiye genelinde yapılan seroepidemiyolojik bir araştır­
mada 22 brusellozisin prevalansı sığırlarda %1.43, koyun­
larda %1.97 olarak tespit edilmiş ise de il bazında Kars’ın, 
sığırlarda %20.8, koyunlarda %15 prevalans ile yüksek 
oranlara sahip olduğu görülmektedir. Sığır brusellozisi­
nin eti yolojisi üzerinde yapılan çalışmalar Mısır 23, Nijer­
ya 24 ve Hindistan’da 25,26 daha çok B. abortus biyoti p 1, 
İran’da biyotip 2 ile 3 23 ve Türkiye’de biyoti p 3’ün 16,27-29 

predominant suş olarak belirlendiğini ortaya koymak­
tadır. Langoni ve ark.30 Brezilya’da lam, tüp ve merkapto­
etanol testleri ile serolojik olarak brusellozis pozitifliği 
tespit edilen sığırların sütlerinde Brusella etkenlerinin 
varlığını araştırdıkları bir çalışmada elde edilen 49 süt 
örneğinin 15 (%30.61)’inde B. abortus tespit etmişlerdir. 
Araştırıcılar bu izolatların 1 (%2.04)’ini B. abortus biyotip 
1, 8 (%16.32)’ini B. abortus biyotip 2 ve 6 (%12.25)’sını 
ise B. abortus biyotip 3 olarak biyotiplendirildiğini be­
lirtmişlerdir. Farrell ve Robertson 31 serolojik olarak MRT 
ile brusellozis yönünden pozitif bulunan 560 inek sütü 

Şekil 3. İzolatlara uygulanan RAPD-PCR 
yöntemi ile saptanan Brusella DNA’sının 
% 1.5’luk agaroz jeldeki görüntüsü. 1 
nolu kolon; 1 kp DNA step ladder plus 
marker, 2 nolu kolon; B. abortus S19 aşı 
suşu, 3 nolu kolon; B. melitensis Rev1 aşı 
suşu, 4-12 nolu kolonlar; İzolatlar 

Fig 3. An agarose gel picture of RAPD­
PCR products from Brucella isolates. 
Lane 1. DNA ladder (1 kp step plus 
marker, Fermentas MBI), Lane 2. B. 
abortus S19 vaccine strain Lane 3. B. 
melitensis Rev1 vaccine strain Lane 
4-12. Brucella isolates 

lirlendiğini 6’sının ise tiplendirilemediğini bildirmişlerdir. 
İlhan ve ark.32 Holstein ırkı  sığırlardan oluşan 720 başlık 
bir süt işletmesinde yaptıkları çalışmada, 4 boğa, 12 bu­
zağı ve 414 inekten alınan toplam 430 kan serumunu 
RBPT ve SAT, 50 süt örneğini halka testi ile 50 süt ve 
50 vajinal sıvap ve 4 boğanın prepusyum örneğini bak­
teriyolojik olarak incelemişler, 50 adet süt örneğinin 
4 (%8)’ünden ve 50 adet vajinal sıvap örneğinin 5 
(%10)’inden olmak üzere toplam 9 (%9) örnekten B. 
abortus izole edildiğini, izole edilen suşların tümünün B. 
abortus biyotip 3 olarak belirlendiğini ifade etmişlerdir. 
Araştırmacılar izole edilen tüm suşların aynı biyoti p ol­
masını  işletmede görülen bulaşmanın tek bir kaynaktan 
olmasına bağlamışlardır. Genç ve Kamber 15 1998-2002 
yılları arasında Kars’da topladıkları 84 atı k sığır fötusuna 
ait örneklerin 28 (%33.3)’inde Brucella spp. izole edil­
diğini, yöreden izole edilen bu izolatların ilk kez biyo­
ti plendirilmesinin yapılması sonucu 13 (%46.43)’ünün 
B. abortus biyotip 1 ve 15 (%53.57)’inin B. abortus biyo­
tip 3 olarak belirlendiğini, örneklerin hiçbirinden aşı su­
şunun izole edilmediğini bu nedenle Kars bölgesinde bu­
lunan sığırlarda görülen atı klarda baskın suşların B. 
abortus biyotip 1 ve B. abortus biyotip 3 olarak ele 
alınmasını rapor etmişlerdir. Şahin ve ark.16 Kars yöresin­
de 2001-2006 yılları arasında sağlanan 149 atık sığır 
fötusuna ait abomazum içeriği ve akciğer örneklerini 
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incelemişler ve bunların 48 (%32.2)’inden Brucella spp. 
izole etmişlerdir. Bu izolatların 45’ini B. abortus biyotip 
3 ve 3’ünü ise B. abortus biyotip 1 olarak identifiye 
etmişlerdir. Ünver ve ark.18 2002-2004 yılları arasında 
Kars’ta yaptıkları çalışmada 62 atık sığır fötusuna ait 
örneklerin 37 (%59.7)’sinden Brucella spp. izole etmişler­
dir. Çalışmalarında yıllara göre farklılık olmasına rağmen 
ortalama izolasyon oranını %59.7 olarak belirtmişlerdir. 
Bu sonuçlara göre yörede sığır atıkları  eti yolojisinde 
Brusella türlerinin oldukça önemli olduğunu bildirmişler 
ve bunun sebeplerinin düşük aşılama oranı veya aşının 
başarısız olma ihtimali olarak açıklamışlardır. 

Görüldüğü üzere Brusellozis dünyanın birçok coğ­
rafyasında evcil hayvanlar ile insan sağlığını tehdit et­
mektedir. Ülkemiz açısından değerlendirildiğinde ise özel­
likle Kars ve yöresinde hastalığın endemik olarak gö­
rüldüğü 15,16,20,21 ortaya çıkmaktadır. Bu çalışmada, Şubat­
Mayıs 2008 tarihleri arasında, Kars merkez ve Selim il­
çesine bağlı köylerde atı k yaptığı bilinen sığır sürülerinde 
bulunan ve brusellozise karşı  aşısız 250 inekten elde 
edilen süt ve vajinal svap örnekleri olmak üzere toplam 
500 örnek Brusella etkenleri yönünden bakteriyolojik 
olarak araştırılmış, süt örneklerinin 11’i (%4.4) ve va­
jinal svap örneklerinin 16’sından (%6.4) olmak üzere 
toplam 27 (%5.4) örnekten B. abortus izole ve identifiye 
edilmiştir. Bu sonuç yukarıda bildirilen araştırmaları 30,31 

destekler niteliktedir. Araştırmada süt ve vajinal akıntı 
ile Brusella etkenlerinin ne kadar süreyle çıkarıldığı 
amaç edinilmediği ve atık olguları üzerinden geçen 
zaman dikkate alınmadığından örnek alımı bir kez olarak 
gerçekleştirilmişti r. Ayrıca süt ve vajinal akıntı da etkenin 
belirli bir süre bulunacağı dikkate alındığında, elde edi­
len izolasyon oranlarının diğer bazı araştı rmalara gö­
re 30-32 düşük olduğu görülmektedir. Bu araştı rmada süt 
ve vajinal svap örneklerinden izole edilen tüm Bru­
sella etkenleri B. abortus olarak identifi ye edilmiş, ya-
pılan biyotiplendirme sonucunda tümü biyotip 3 ola­
rak belirlenmiştir. Bu sonuç yöremizde yapılan izolas­
yon ve identifikasyon ile biyotiplendirme sonuçla­

15,16rı  ile paralellik göstermekte ve yöre sığırların­
da görülen brusellozis ol-gularında bu tür ve biyotipin 
baskın olduğunu ortaya koymaktadır. Sığırlar üzerinde 
yapılan bazı çalışmalarda değişik tür ve biyotiplerin 
belirlenmesi 27,29,33 hastalığın oluşmasında tür ve biyotip 
farklılığının öneminin göz önüne alınmasını  işaret et­
mektedir. 

Brusella etkenlerinin konvansiyonel tanımlanmasın­
da karşılaşılan bazı güçlükler nedeniyle, son yıllarda in­
san ve hayvanlarda brusellozisin tanısına ve Brusella 
etkenlerinin cins, tür, biyotip düzeyinde belirlenmesi ve 
aşı suşları ile karşılaştırılmasına ilişkin moleküler teknik­
ler yoğun olarak kullanılmaktadır 8,10-12,34. Ünver ve ark.18 

2002-2004 yılları arasında Kars merkez ve köylerinden 

toplanan ve Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi 
Mikrobiyoloji Anabilim Dalı laboratuvarına geti rilen top-
lam 62 adet atık fötusa ait iç organ, fötal membran ve 
abomazum içeriğini bakteriyolojik yönden incelemişler, 
örneklerin 37 (%59.7)’sinden Brucella spp. izole etmişler­
dir. Bu örneklerin 32 (%51.6)’sini PCR ile poziti f bulmuş­
lar ve 27 Brusella suşunun RAPD-PCR ile analizini yap-
mışlar, 12 (%44.4)’sinin B. abortus S19 ve 15 (%55.6)’inin 
ise B. melitensis Rev1 aşı suşlarının profi llerini gösterdi­
ğini bildirmişlerdir. Bu bulgunun daha önce ülkemiz veya 
bölgemizde rapor edilmediğini, B. melitensis’in yaygın 
bir şekilde sığırlarda abortlara yol açtığını gösterdiğini, 
ayrıca bu durumun bölgeden bölgeye veya sürüden 
sürüye değişebilir bir durumdan kaynaklanabileceğini 
öne sürmüşlerdir. 

Bu araştırmada süt vajinal sıvap örneklerinden izole 
ve identifiye edilen 27 izolatın bp26 geni bazlı PCR tek­
niği sonucunda 738 baz çiftlik bant oluşturdukları göz­
lenerek tamamı Brucella spp. olarak teyit edilirken, izo­
latların aşı suşu ile ayırımı amacıyla yapılan ery geni bazlı 
PCR’da, tümü 904 baz çiftlik bantlar oluşturdukları için 
hepsi saha suşu olarak tespit edilmişti r. Ayrıca izolatla­
rın, aşı suşları olan B. abortus S19 ve B. melitensis Rev1 
ile karşılaştırılmaları amacıyla RAPD-PCR ile incelenme­
sinde elde edilen DNA profillerinin, B. abortus S19 ile 
benzerlik gösterdiği ortaya konmuştur. Çalışmada elde 
edilen izolatların hiç biri B. melitensis Rev1 aşı suşu ile 
aynı profi li vermemiştir. Bu bulgu Ünver ve ark.18 tarafın­
dan bildirilen sonuçlarla farklılık göstermektedir. Bunun 
nedeninin, araştı rmalarda kullanılan örneklerin farklı 
yer ve sürülerden alınmasına, ayrıca örneklerin alındığı 
sürülerde sığır ve koyun yetiştiriciliğinin içiçe olmasına 
bağlı olabileceği düşünülmüştür. Ayrıca araştırmaların 
yapıldığı zaman periyotlarının farklı olması ve yörede 
yoğun hayvan hareketleri nedeniyle değişik zamanlarda 
hastalığa neden olan tür ve biyoti plerin değişebilme 
durumunu akla geti rmektedir. 

Yapılan çalışmaların sonuçları incelendiğinde hayvan 
sayısı ve hareketlerinin oldukça fazla olduğu Türkiye’nin 
Kuzeydoğu’sunda bulunan Kars yöresinde sığırlarda gö­
rülen abortların en büyük nedeninin brusellozis olduğu 
görülmektedir. Yörede uygulanan koruma ve kontrol 
önlemlerinden istenilen başarıyı elde etmek için sığır, 
koyun ve keçi gibi evcil hayvanların brusellozis yönün­
den test edilmesi serolojik olarak poziti f bulunanların 
kesimi ve diğer hayvanların aşılanması gibi uygulamaların 
yanı  sıra ülkemizle sınır olan İran, Irak, Gürcistan ve 
Suriye gibi ülkelerden hayvan giriş ve çıkışlarının kontrol 
altına alınması, hastalıkla mücadelenin bu ülkeler ile 
birlikte koordineli olarak yürütülmesi ve bu amaçla ortak 
projeler hazırlanarak bunların hayata geçirilmesi olduk­
ça önemlidir. 
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