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Özet: Brusellozis, Latin Amerika, Orta doğu, Afrika ve Asya’da endemik seyreden zoonotik bir enfeksiyondur. Günümü-
ze kadar 11 Brusella türü tanımlanmıştır. Brusella türleri içerisinde insanlarda en şiddetli enfeksiyona neden olan B. 
melitensis türü olup bunu B. suis ve B. abortus izlemektedir. Brusella türleri farklı sayılarda biyovarlardan oluşmakta ve 
immun serumlar ile aglütinasyon, bazı boyalar ve fajlara duyarlık özelliklerine göre de ayırımları yapılmaktadır. Enfeksi-
yon kaynağının tespiti, enfeksiyon ve/veya aşı suşlarının karakterizasyonu ve yeni türlerin ortaya konulması önceleri 
biyovarlara göre yapılır iken, son yıllarda Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ve Restriction Fragment 
Length Polymorphism (RFLP) gibi PZR tabanlı yöntemler ile Multilokus variable number tandem repeat analysis 
(MLVA), Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST) gibi moleküler test ve yöntemler ile yapılmaktadır. Bu derleme ile bu 
yöntemler ve bu alanda yapılan çalışmalar ile ilgili güncel bilgiler sunulmaktadır.  
Anahtar kelimeler: Brusellozis, LAMP, moleküler tanı, MLST, MLVA 
 

Molecular Methods and Applications in Brucellosis Diagnosis and Epidemiological Studies 
Molecular Methods in Brucellosis 

Summary: Brucellosis is an endemic zoonotic infection in Latin America, the Middle East, Africa and Asia. Up to 11 
Brucella species are described. Among the Brucella species, B. melitensis is the most severe infectious species in 
humans, followed by B. suis and B. abortus. These Brucella species are differentiated into biovar and characterized by 
immunological sera and agglutination, some dyes and phage susceptibility properties. However, some biovars can not 
be distinguished by these methods and additional molecular tests such as Multilocus variable number tandem repeat 
analysis (MLVA), Multilocus Sequence Typing (MLST) and PCR based methods such as Loop Mediated Isothermal 
Amplification (LAMP), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) are needed for the detection of infection 
source. This compilation provides current information on these methods and the work done in this area. 
Key words: Brucellosis, LAMP, molecular diagnosis, MLST, MLVA 

Giriş 

Brusellozis günümüzde hala önemli zoonotik hasta-
lıklardan biri olarak yerini korumaktadır. Birçok ülkede 
eradikasyonu başarılmış ise de yabani ve evcil hay-
vanlarda tüm kıtalarda özellikle Akdeniz bölgesinde, 
Ortadoğu, Batı Asya, Afrika ve Güney Amerika’da 
endemik olarak seyretmektedir (5,35). Brusellalar 
tanımlanmalarına, tür ve biyotip ayırımlarına rağmen 
klasik yöntemler ile suşlarının epidemiyolojik orijinleri 
ve suşlardaki varyasyonlar izlenememektedir (12). 
Saha suşlarının klonal benzerliklerinin, enfeksiyon 
kaynağının ve yeni Brusella türlerinin belirlenmesinde 
biyotiplendirme yöntemlerinin yeterli ayırımı sağlaya-
maması derlemede anlatılan moleküler yöntemlerin 
kavranmasına ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir 
(24,25).  Bu yöntemler, LAMP ve RFLP gibi PZR ta-
banlı metotlar ile MLVA ve MLST gibi moleküler test 
ve yöntemlerdir. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve “Loop Me-
diated Isothermal Amplification” LAMP uygula-
maları 

Brusella tür ve bazı biyovarlarının tanımlanması etke-
nin üreme özelliklerine, serotiplendirme ve bakteriyo-
faj tiplendirme yöntemlerine göre yapılmakta, ancak 
epidemiyolojik araştırmalar için önemli olan suşlar 
arasındaki farklılıkların belirlenmesidir. Epidemiyolojik 
ilişkiler önceleri biyovarlara göre yorumlanır iken, yeni 
marker genlerin veya DNA dizilerinin belirlenmesi; 
PZR, PZR’ye dayalı yöntemler ile birlikte MLVA ve 
MLST gibi moleküler yöntemlerin kullanımını gerekli 
kılmıştır (6,9,17,27,34,40). Brusella türlerinin PZR ile 
belirlenmesinde saha örneklerinde, polimeraz aktivi-
tesinin lipid, nükleaz, yüksek divalent Ca iyonları ile 
engellenmesi ve DNA amplifikasyon sorunlarına rağ-
men daha sensitiv ve kısa süreli sonuç vermesi özel-
likleriyle PZR tabanlı testler kültür testlerine tercih 
edilmektedir (31,41). Brusella teşhisi amacıyla ilk 
PZR uygulamalarından sonra çeşitli moleküler mar-
kerlar tür spesifik identifikasyon amacıyla kullanılmış-Geliş Tarihi/Submission Date  : 17.01.2018  
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tır (1,9,14,25,30). Brusellanın cins ve tür düzeyinde 
PZR ile ayırımı amacıyla çeşitli genler belirlenmiştir 
(7,29). Bu amaçla kullanılan bazı genler 16S rRNA, 
BCSP31, omp2, omp19, bp26, IS711’dir (28). Günü-
müze kadar PZR-tabanlı metotlara yönelik 400’ün 
üzerinde araştırma mevcut olup Yu ve Nielsen (42) 
bu çalışmaların bir kısmını yayınlamıştır. Bricker ve 
Halling (2), 4 Brusella türünü (sırasıyla B. abortus, B. 
melitensis, B. ovis ve B. suis) Brusella tür isimlerinin 
baş harflerinden ibaret bir sinonim “AMOS-PZR” ile 
ifade edilen bir yöntem ile belirlediğini bildirmiştir. Aşı 
suşlarının ve B. abortus biovar 3,5,6 ve 9’un belirlen-
mesi bu yöntem ile mümkün olmamıştır. Bu ayırımı 
yapabilmek amacıyla Bricker ve Halling (3), B. abor-
tus S19 ve RB51 ayırımını AMOS-PZR’a 3 oligonük-
leotid ilavesi ile yapmış ve bu testi multipleks AMOS-
PZR olarak adlandırmıştır. Daha sonra Garcia-Yoldi 
ve ark (10), çabuk ve tek bir basamakta Brusella ayı-
rımlarını yapabilen yeni bir multipleks PZR testi geliş-
tirmişlerdir. Genç ve ark (13) ile Terzi ve ark (36) yap-
tıkları çalışmalarda Lopez-Goni ve ark (19) tarafından 
önerilen primerlerden bazıları ile tür düzeyinde teşhis 
ve aşı suşu-saha suşu ayırımı çalışmalarını yapmış-
lardır. Elde edilen sonuçlar hem pratik olması hem de 
spesifik olması ile avantajlar sağlamıştır. Lopez Goni 
ve ark (19), Brusella tür ve aşı suşları B. melitensis 
Rev.1, B. abortus S19 ve B. abortus RB51 ayırımını 
yapabilen Bruce-ladder olarak tanımlanan bir multip-
leks PZR geliştirmişlerdir. Bu test, B. canis ve B. suis 
ayırımını da yapabilen ilave primerler ile gerçekleşti-
rilmiştir. Brusella türlerinin moleküler teşhisi amacıyla 
“point of care” olarak adlandırılan hızlı, etkin ve du-
yarlı sonuçlar elde edilen LAMP (Loop Mediated Isot-
hermal Amplification) yöntemi geliştirilmiştir. LAMP 
protokolünde, zincir yer değişikliği aktivitesini sağla-
yan Bst DNA polimeraz enzimi ve gende 6 bölgeyi 
tanımlayan 4 primer çifti kullanılmaktadır (22,37). 
Test süresi konvansiyonel PZR’de 2-3 saat iken, bu 
test ile 30-60 dakikaya inmektedir. Gendeki çeşitli 
bölgeleri tanımlayan spesifik primerler testin spesifite-
sini artırır iken ilave loop primerlerinin kullanımı sen-
sitiviteyi artırmaktadır. Ayrıca termal cycler ve jel gö-
rüntüleme gibi sofistike materyallere ihtiyaç duyulma-
ması testin diğer bir avantajıdır. Bu test DNA ürünleri 
ile birlikte fazla miktarda pirofosfat moleküllerinin biri-
kimine neden olmakta ve bu durum Calcein ve Man-
gan gibi florofor boyaların ilavesi ile gösterilmektedir. 
Reaksiyonun başlangıcında calcein, floresans man-
gan iyonları tarafından söndürülür sonraki dönemler-
de biriken DNA ürünleri pirofosfat moleküllerine bağ-
lanarak floresan verir. Bu ürünler divalent Mg iyonları-
na bağlanarak çoğaltılır ve çıplak gözle gözlenebildiği 
gibi elektroforez ve UV kaynağı ile de tespit edilmek-
tedir. Kolorimetrik tespit ise Hidroksinaftol blue ve 
SYBR Green gibi boyaların ilavesi ile mümkündür, bu 
boya ile negatif örnekler menekşe renge, pozitif ör-
nekler ise gökyüzü mavisine dönüşmektedir. Brusel-
lanın LAMP ile teşhisi ilk olarak Ohtsuki ve ark (23) 
tarafından BCSP31 geni baz alınarak yapılmıştır. Bu 

çalışmada 22 suş içerisinde 6 Brusella türünün 10fg 
konsantrasyonda tespiti mümkün olmuştur. Test 63ºC 
de 35 dakikada gerçekleştirilmiştir. Pan ve ark (26) 
süt örneklerinde omp25 gen bazlı LAMP testi ile ol-
dukça yüksek sensitivite (1.3x103 cfu/ml) de genomik 
DNA tespit ettiklerini bildirmişlerdir.  

Multi lokus variable number tandem repeat analy-
sis (MLVA) 

Brusella enfeksiyonunun takibi açısından biyovar ve 
suş farklılıklarının belirlenmesi özellikle birçok biyoti-
pin yaygın olduğu populasyonlarda önemlidir. Yüksek 
oranda konservasyona rağmen bu amaçla birçok 
farklı testin geliştirilmesi devam etmektedir. Bu alan-
da özellikle B. suis, B. melitensis ve B. abortus ge-
nom karşılaştırmaları yapılmaktadır (7). B. meliten-
sis’de 3100 özel ve değişken gen belirlenmiş ve bun-
ların bir kısmı potansiyel diyagnostik marker, bir kıs-
mı da Brusella türlerinin ayırımı amacıyla kullanılmış-
tır. Yakın akraba Brusella türlerinin ayırımı amacıyla 
3 Brusella biyovarı (B. abortus 941, B. suis 1330, B. 
melitensis 16M) genomik sekans verileri kullanılmak-
tadır. Brusellanın moleküler tiplendirilmesi amacıyla 
birçok yöntem mevcuttur. Az sayıda polimorfizm ne-
deniyle çoğu genetik teknikler ile türler içerisindeki 
suşların ayırımı oldukça güçtür. Bu ayırım için en iyi 
yaklaşımlardan biri multi lokus variable number tan-
dem repeat analysis (MLVA)’dır (39). MLVA, lokal 
epidemiyolojilerin ve enfeksiyon tespitinde retrospek-
tif olarak sonuçların değerlendirilmesinde hala ilk 
tercih olarak önem taşımaktadır. Bu yöntem ile, mu-
tasyon oranlarındaki sıklık, aşı ya da pasajı yapılan 
suşlardan orijin alan çok sayıda izolatın araştırılması 
mümkündür. MLVA harici diğer moleküler yöntemler 
biyovar düzeyinde sınırlı bilgi vermesi itibarı ile tercih 
edilmemektedir. Brusella tür ve biyovarları günümüz-
de 16 genetik bölge temel alınarak MLVA ile detaylı 
olarak tiplendirilmektedir. Şu ana kadar 8, 10, 11, 15, 
16 ve son olarak da 21 lokus araştırmalarda kullanıl-
mıştır. MLVA tiplendirilmesinde, 16 değişken tandem 
tekrar bölgelerinin belirlenmesi ile Brusella izolatları-
nın izlenmesinin mümkün olduğu belirtilmektedir 
(4,18). Brusella MLVA veritabanı 2006 yılında Fran-
sanın Orsay şehrinde Paris Sud Üniversitesinde ge-
liştirilmiştir. O zamandan beri bu programa düzenli 
olarak yeni veriler eklenmektedir (32). Bakterilerde 
sıralı olarak (tandemly) tekrar sekansları minisatellit 
(9 bp ve üzeri) ve mikrosatellit (8 bp’e kadar tekrar 
ünitesi) bulunmaktadır (38). MLVA-16Orsay olarak ad-
landırılan bu MLVA genotiplendirme sistemi, 8 adet 
minisatellit ve 8 adet de mikrosatellit marker içermek-
tedir. Minisatellit markerlardan türlerin belirlenmesi, 
mikrosatellitlerden ise alttürlerin ayırımı amacıyla 
yararlanılmaktadır. Satellitleri oluşturan DNA dizileri 2 
panele ayrılarak lokus numarasına göre adlandırıl-
maktadır. Panel-1’i oluşturan minisatellit markerlar 
Bruce06, Bruce08, Bruce11, Bruce12, Bruce42, Bru-
ce43, Bruce45 ve Bruce55 iken, Panel 2’yi oluşturan 
mikrosatellitler 2A (Bruce18, Bruce19 ve Bruce21) ve 
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2B (Bruce04, Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bru-
ce30) olarak iki grupta değerlendirilmiştir. Dünyada 
insan ve hayvan orijinli Brusella izolatlarının bulundu-
ğu ve karşılaştırmaların yapılabildiği bir web sitesi 
mevcuttur (http://mlva.u-psud.fr) (21). MLVA16 panel-
leri ile 2000’ün üzerinde Brusella izolatı ile ilgili bilgile-
re internet veri tabanından ulaşmak mümkündür (29). 
Online olarak MLVABank5.0 tutorial version 4.6 prog-
ramından yararlanılarak MLVA veya CRISPR verileri 
girilerek genotipik çeşitlilik, yaygınlık indeksi, filoge-
netik ağaç çizimi ve coğrafik karşılaştırmalar (http://
mlva.u-psud.fr/) yapılmaktadır. Genetik benzerliklere 
göre cluster ve gruplandırmalar yapılmaktadır. Clus-
ter ve gruplandırma işlemi, UPGMA (unweighted pair 
group method with aritmetic mean) algoritmasına ve 
kategorik mesafenin belirlenmesine göre yapılmakta-
dır. Elektroforez sonuçları BioCalculator (Bionumerics 
6.5) gibi yazılım programları vasıtası ile standart su-
şun amplikon büyüklüğü ile karşılaştırılarak VNTR 
alel Tablo’sundan yararlanılarak ilgili lokusdaki tekrar 
ünite sayılarına dönüştürülür. Genetik diversity, Hun-
ter-Gaston diversity index ve güven aralığı (CI) online 
olarak (www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/
DICI.pI.) biyoinformatik araçlarla yapılabilmektedir.  
İlk MLVA testi, 2003 yılında Bricker ve ark. (4) tarafın-
dan HOOF-print olarak adlandırılan hypervariable 
octameric oligonükleotid fingerprintler olarak ifade 
edilmiş ve Brusella cinsinin, AGGGCAGT olarak bili-
nen tekrar üniteyi içerdiği belirlenmiştir. 

Çeşitli araştırıcılar Brusella aşılarının biyolojik aktivi-
telerini araştırmak amacıyla MLVA yöntemlerinden 
yararlanmışlardır. Bricker ve ark (4), marker RB51 aşı 
suşunda HOOF-print yöntemi ile allellik mutasyon 
belirleyemediklerini bildirmişler, Garcia-Yoldi ve ark 
(11) B. melitensis Rev1 aşı suşlarının stabilitesinin 
ifadesi amacıyla toplam 36 aşıyı MLVA ile incelemiş-
ler ve 7 farklı genotip belirlediklerini bildirmişlerdir. Bu 
genotiplerin Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bruce18 
lokuslarında bir tekrar ünite değişikliğiyle karakterize 
olduğunu açıklamışlar ve Rev1 suşlarının genetik 
olarak homojen olduğunu bildirmişlerdir. Miranda ve 
ark (20) ise Brezilya’da üretilen B. abortus S-19 aşı 
suşlarının genetik stabilitesini belirlemek amacıyla 
immünojenite, rezidüel virülens ve genetik profil özel-
liklerini araştırmışlardır. Araştırıcılar toplam 8 aşı su-
şu ile United States Department of Agriculture 
(USDA) referans aşı suşu karşılaştırmalarını yapmış-
lardır. Araştırmada toplamda 8 suşa ait 2 batch ve 
referans aşı suşu kullanmışlardır. İncelenen batch’le-
rin Bruce07 lokusunda 6 tekrar ünitesi, aşı suşunda 
ise 5 tekrar ünitesi belirlemişlerdir. Farklı bir profili 
gösterse de bu mutasyonun, aşının etkinliği üzerinde 
olumsuz bir etki göstermediğini bunun sadece aşıya 
ait bir marker olarak kullanılabileceği sonucunu çıka-
rılmışlardır. Tüm bu araştırmalar in-vitro aşı kontrolle-
ri amacıyla MLVA’nın kullanımının önemli olduğunu 
göstermiştir. Benzer olarak yapılan çalışmalarda Gar-
cia Yoldi ve ark (11), 36 Rev1 izolatı ve 16M suşları 
içerisinde MLVA-15 ile 11 lokusda identik profil belir-

lerken bazı izolatlarda 4 lokusda (Bruce07, Bruce09, 
Bruce16 ve Bruce18) farklılık belirlemişlerdir. Aşı 
suşlarının izlenmesine yönelik yapılan diğer çalışma-
larda, Dorneles ve ark. (8), B. abortus S19 aşı suşları 
içerisinde bir suşta Bruce 07 lokusunda 5 yerine altı 
tekrar ünitesi, RB51 aşı suşlarında 2 grup belirlemiş-
ler yine aynı lokusda 7 yerine 6 tekrar ünitesi tespit 
etmişlerdir. Her ve ark (15), 2 B. abortus suşunun 
HOOF-3 lokusunda varyasyon tespit ettiklerini bildir-
mişlerdir. Araştırıcılar toplam 9 cluster içerisinde 23 
genotip tespit etmişlerdir. B. abortus 544 ve B. abor-
tus 2308 referans suşları, 2 izolat ve 30’a kadar pa-
sajı yapılan suşlar ile yapılan çalışmalarda; B. abor-
tus 544 suşunun 4, 16 ve Hoof 3 lokuslarında deği-
şiklik belirlerken diğer lokuslarda ve suşlarda değişik-
lik belirlenmediğini bildirmişlerdir. Farklı lokuslardaki 
mutasyonların belirlenmesi gelecekte farklı allellerin 
epidemiyolojik çalışmalar için kullanılabileceğini gös-
termektedir. Türkiye’de gerek insanlardaki Brusella 
suşları (16) gerekse hem insan hem koyun hem de 
sığır suşları (33) MLVA ile tiplendirilmiştir. Kılıç ve ark 
(16) yaptıkları genotiplendirme sonucu 162 Brusella 
izolatının 105 genotip taşıdığını belirleyerek 73’ünün 
tek suşta, 32’sinin 2-8 suşta tespit edildiğini bildirmiş-
lerdir. Sidamonidze ve ark. (33) Gürcistan ve Türki-
ye’deki hayvan ve insan kaynaklı suşların genotiplen-
dirmesini yapmışlar, Türkiye’deki izolatların Doğu 
Akdeniz grubunda yer aldığını belirlemişler, sadece 2 
B. melitensis suşunun klonal benzerliğinin Türkiye ve 
Gürcistan için ortak olduğunu tespit etmişlerdir.  

Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST): Önceleri 
(39) 9 housekeeping gen ile 27, bugün için ise 78 
sekans tipinin belirlendiği açıklanmıştır. Sekans tiple-
rinin gap, aroA, glk, dnaK, gyrB, trpE, cobQ, omp25 
ve int-hyp genlerine göre tanımlandığı ve değişkenli-
ğin en çok glk geninde olduğu bildirilmiştir. Ayırım 
gücünü artırmak amacıyla 9 gene ilave 12 gen ilavesi 
ile toplamda 21 lokusa ait gen ile 141 sekans tipinin 
belirlendiği bildirilmektedir. Hem 9 hem de 21 lokusa 
ait MLST veribankasına http://pubmlst.org/brucella/ 
web adresinden ulaşılabilmektedir (40).  

Sonuç  

Brusellaların tiplendirilmesinde her ne kadar farklı 
moleküler yöntemler mevcut ise de Brusella biyotiple-
rinin ve suşlar arasında varyasyonların belirlenmesi 
için en önemli yöntem MLVA olarak karşımıza çık-
maktadır. Mevcut MLVA tiplendirme yöntemleri, refe-
rans Brusella suşlarının veya aşı-izolatların izlenme-
si, olası mutasyonların, bulaş kaynaklarının veya 
coğrafik dağılımın belirlenmesi için tek metot olarak 
kabul görmektedir. İlave ayırıcı markerlar belirlenin-
ceye kadar Brusella suşlarının genotiplendirmelerinin 
MLVA ile yapılması ve koleksiyonların bu doğrultuda 
oluşturulması Brusella suş/izolat bankasının geriye 
dönük olarak oluşumunu da sağlamış olacaktır.      
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