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SUMMARY

Brusellosis caused by microorganisms of Brucella genus is a worldwide zoonotic infection seen in livestock
and has serious risk for human and animal health and negative effect on animal production. The disease
agents infect especially genital organs like uterus, testes, mammary glands and cause abortion and infertility
in livestock. The aim of this study was to develop a rapid lateral flow test (LTF) for diagnosis cattle
brucellosis. Sensitivity, specificity and diagnostic accuracy of LFT were evaluated by comparing the results
with Rose Bengal Plate Test (RBPT), complement fixation test (CFT) and i-ELISA. Out of 91 serum samples 45
(49.5%), 44 (48.3%), 37 (40.7%) and 34 (37.4%) were found positive by RBPT, i-ELISA, CFT and LFT,
respectively. Based on the results by CFT as reference test, sensitivity and specificity of LFT were found 92%
and 100%, respectively. As conclusion, LFT and RBPT gave similar results and it was thought that LFT is an
easy, rapid and specific screening test for diagnosis cattle brucellosis in the field.
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OZET

Sigir Brusellozunun Serolojik Teshisinde Lateral Flow Temelli Hizh Tam Kiti
Gelistirilmesi

Bruselloz, sigir, koyun, ke¢i, domuz ve kog gibi ciftlik hayvanlarinda brusella grubu mikroorganizmalarin
sebep oldugu o6zellikle, testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleserek, yavru atmalara ve infertiliteye
neden olan diinyanin bircok iilkesinde goriilen insan ve hayvan sagligini tehdit eden ve hayvansal {liretim
lizerine negatif etkileri olan 6nemli bir zoonozdur. Bu calisma ile sigir brucellozisinin serolojik olarak ¢abuk
tanisinda kullanilacak bir LFT (Lateral flow test)’i gelistirmek amaglandi. LFT'nin sensitivite, spesifisite ve
tanisal dogrulugu, RBPT (Rose Bengal Plate Test), KFT (Komplement Fikzasyon Test) ve i-ELISA ile
karsilastirmah olarak degerlendirildi. incelen 91 serum érneginin 44 (%48.3)ii i-ELISA ile 34 (%37.4)’ii LFT,
45’1 (%49.5) RBPT ile 37 (%40.7)’si KFT ile pozitif olarak saptandi. Komplement fikzasyon testi referans test
kabul edilerek, LFT’nin sensitivitesi %92 ve spesifitesi %100 olarak bulundu. Sonug olarak, LFT’nin, sigir
brusellozun serolojik teshisinde sahada kolayca uygulanabilecek hizli sonug alinan spesifik bir test oldugu
sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Lateral Flow Test, Sigir, Serolojik teshis, Bruselloz

GIRIiS

bulagma riskinin olmasi nedenleri ile teshiste daha cok
serolojik yontemler kullamlmaktadir. Hastaligin serolojik

Bruselloz, gerek insan ve hayvan sagligi, gerekse ekonomik
kayiplar acisindan diinyanin en yaygin zoonoz hastaliklari
arasinda sayilmakta ve iilkemizde de en 6nemli hastaliklar
arasinda bulunmaktadir. Bruselloz, Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Teskilat: (FAO), Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Uluslararas: Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan
diinyanin en yaygin zoonozlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Corbel 1997; Greenfield ve ark. 2002; OIE
2009; Aydin 2012).

Brucella infeksiyonunun laboratuvar tanmisinda serolojik,
bakteriyolojik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir.
Etken izolasyonun zor ve uzun siirmesi ve insanlara

teshisinde OIE tarafindan onerilen testler, tarama testi
olarak Rose Bengal pleyt test (RBPT) ve teyit edici olarak
komplement fiksasyon testi (KFT)'dir (OIE 2009).
Kullanilan diger testler, indirekt ve kompetitif ELISA ve
Fluoresan polarizasyon testleridir (Nicoletti 1969;
Ruppanner ve ark. 1980; Saravi ve ark. 1995; Nielsen
2002; McGiven ve ark. 2003; OIE 2009). Komplement
Fikzasyon testi, altin standart olarak kabul edilen ve OIE
tarafindan onerilen resmi bir serolojik testtir. Ancak KFT
icin 6zel ekipman, deneyimli personel gerekmesi ve testin
zorlugundan kaynaklanan nedenlerden dolay, son yillarda
insan ve hayvan sagliginda brusellozun teghisi i¢in LFT’leri
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basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Smits ve ark 2003;
Irmak ve ark. 2004; Abdoel ve ark. 2008; Shome ve ark.
2015). Membran temelli Lateral Flow
Immunokromatografik testler, ilk olarak gebelik testi
olarak gelistirilen, antijen-antikor iliskisine dayanan saha
kullanimina uygun hizh tam testleridir (Wong ve Tse
2009). Hizli, spesifik deneyim ve ekipmana ihtiyac
gostermeyen, kolay uygulanabilir bir yontemdir. Bes pL
serum Ornegi kullanilarak 10-15 dakika icinde sonug
alinabilmektedir. Son yillarda LFT anthraks, PPR,
bruselloz, tiiberkiiloz gibi bircok hastalik icin
gelistirilmistir (Abdoel ve ark. 2008; Kaewphinit ve ark.
2013; Cox ve ark 2015; Cheng ve ark. 2017).

Bu calismada, sigir brusellozunun hizli tanis1 amaciyla
LFT’nin gelistirilerek, sonuglarin KFT, i-ELISA ve RBPT ile
karsilastirilmali olarak degerlendirilmesi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Saha serum ornekleri

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali serum koleksiyonunda bulunan bruselloz
yoniinden KFT pozitif ve bazilarindan etken izolasyonunun
yapildig1 infekte stiriilerden elde edilen 37 pozitif ve
brusella infeksiyonu yoniinden akredite ari siiriilerden
elde edilen 54 negatif olmak tizere toplam 91 adet sigir
serumu Lateral Flow testinin sensitivite ve spesifisitesinin
saptanmasinda kullanildi.

i-ELISA ve LFT icin Smooth Lipopolisakkarit (S-LPS)
Antijeni hazirlanmasi

Brucella abortus S99 susu serum dektroz agarin bulundugu
Roux siselerine ekilip 5 giin siire ile 37°C’de inkube edildi.
Koloni formu kontrolii yapilarak, uygun bulunan kiiltiirler
fizyolojik tuzlu su icinde toplandi. Toplanan Kkiiltiirler
santrifiij edildikten sonra slipernatant atilarak, altta kalan
sediment toplandi. Yaklasik 50 gram agirhigindaki bakteri
miktarina 170 ml distile su katilarak elde edilen
siispansiyon 66 °C'ye ayarlanmis su banyosunda inaktive
edildi. Daha sonra 190 ml fenol (%90’lik v/v) katilarak,
karisim 66 °C'de 15 dakika siire ile siirekli karistirildi ve
15.000 g’de 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Altta kalan
kahverengi fenol tabakasi atilarak hiicre debrisleri
Whatman No:1 filtre kagidindan siiziildi. Smooth
lipopolisakkarit (S-LPS) 500 ml soguk metanolun katilmasi
ile presipite edildi. Presipitat 10.000 g'de 10 dakika siire
ile santrifiij edilmesinin ardindan alinarak bu presipitata
80 ml distile su katild1 ve 18 saat siire ile karistirildi. Daha
sonra 10.000 g'de 10 dakika siire ile santrifiije edilerek
siipernatant 4 2C’de tutuldu. Presipitat 80 ml distile suda
tekrar stispanse edildi ve 4 °C’de 2 saat daha karistirilarak
ve santrifiij ile elde edilen siipernatant ilk elde edilen
siipernatant ile birlestirildi. Daha sonra elde edilen 160 ml
LPS soliisyonuna 8 gram triklorasetik asit eklendi. Bu
solusyon 10 dakika karistirildiktan sonra santrifiij edilerek
presipitat ayrildi ve iistte kalan saydam solusyon distile
suya karsi dialize edilerek antijen olarak kullanildi.

Serolojik Testler

RBPT: Alton ve ark. (1988)’nin bildirdikleri yonteme gore
yapildi. Bunun i¢in bir damla test serumu (30 pl) esit
miktarda RBPT antijeni ile plastik pleytlerde karistirilarak
sonuglar 4 dakika i¢cinde okundu. Karisimi takiben goriilen
herhangi bir derecedeki agliitinasyon pozitif olarak
degerlendirildi.

Komplement Fikzasyon Testi (KF): Alton ve ark.
(1988)'nin bildirdikleri yonteme goére yapildi. Veronal
buffer soliisyonundan (VBS) mikropleyt lizerinde B ve H
arasindaki kuyucuklara 25’er pl konuldu. Test edilecek
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serum A, B ve H kuyucuklarina 25’er pl ilave edildi. Antijen
A’dan G'ye kadar 25’er pl ve komplement de A’dan H'ye
kadar olan kuyucuklara 25’er pl konuldu. Mikropleytler bir
gece +4 oC’de inkubasyona birakildi. Ertesi giin koyun
eritrositleri (%2) ve amboseptérden olusan hemolitik
sistem A’dan H kuyucuguna kadar 50’ser pl ilave edildi ve
37 oCde yarim saat inkubasyona tabi tutuldu. Ayrica
mikropleyt 45-90 dk siire araliginda +2/+8 °Cde
bekletildi. Mikropleytin kuyucuklarinda meydana gelen
lizise gore pozitiflik saptandi. KFT i¢in mililitresinde 20 ve
tzeri uluslararasi komplement fiksazyon test birimi
(UKFTB) iceren serum dilusyonlar1 pozitif olarak kabul
edildi.

i-ELISA: i-ELISA icin antijen olarak B. abortus S99
susundan elde edilen LPS antijen olarak kullanildi.
Kullanilacak antijen ve konjugatin optimum diliisyonlar1
belirlendi. Bunun icin karsilikh titrasyonlari yapilip; pozitif
ve negatif serum arasinda en biiyiik farki olusturan
dilusyonlar optimum olarak secildi. Hazirlanan ELISA solid
faz antijeni, antijen kaplama tampon solusyonu (0.05M
sodyum karbonat, pH 9.6) ile, konsantrasyonu antijen ve
konjugat dilusyonlarinin optimizasyonunda belirlenen
oranda olacak sekilde sulandirildi ve 96 gozlii diiz tabanh
polistiren pleytlerin (NUNC 692620) tiim kuyucuklarina
100 pl olarak taksim edildi ve pleytler 4 2C’de 18-24 saat
inkiibe edildi. Pleytler %0.05 Tween 20 igeren PBS
(PBS/T) ile 5 kez yikandi. PBS/T icinde 1/100 oraninda
dilusyonlar1 yapilmis pozitif ve negatif serumlar 100 pl
olarak her serum numunesinden ikiser kez olmak tizere
pleyte konuldu ve pleytlerin tstii kapal olarak oda 1sisinda
1 saat siire ile inkiibasyonlar1 yapildi. Pleytler tekrar 5 kez
yikandiktan sonra horse radish peroxidase ile isaretlenmis
protein A/G konjugati belirlenen oranda PBS/T icinde
sulandirilarak tiim kuyucuklara 100’er pl olarak ilave
edildi. Oda 1sisinda 1 saat inkiibasyonu takiben pleytler
tekrar 5 kez PBS/T ile yikandi ve iizerine 100 pl
kromojenik substrat (pH 4.5 olan 0.05 M sitrat tamponu
icinde OPDS tabletler-Sigma) ilave edildi. Pleytler oda
1sisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra otomatik ELISA
okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 450 nm’de
absorbans degerleri okundu. Testin esik degeri negatif
serum optik deger ortalamasina 3 standart sapma
eklenerek belirlendi.

Lateral Flow Testi: Bu test, asagida asamalar1 anlatildig:
sekilde uygulandi.

Kolloidal goldun hazirlanmast: 5 ml %1’lik hydrogen
tetrachloroaurate trihydrate (SIGMA-ALDRICH) solusyonu
500 ml distile su ile karistirilarak kaynayincaya kadar
1sitildi. Bes ml yeni hazirlanmis %1’lik sodium sitrat
solusyonu gold solusyonuna katildi ve renk kirmiziya
doniinceye kadar kaynatildi ve 5 dakika daha
kaynatildiktan sonra solusyon 4 °C’de siyah renkli bir sise
icerisinde saklandi (Frens 1973).

Kolloidal gold problarimin hazirlanmasi: Optimum
konsantrasyonu belirlenerek uygun oranda sulandirilan
tavsanda hazirlanmis anti-sigir IgG (H+L) antikorlar:
kolloidal gold solusyonuna eklenerek karistirildi ve oda
1sisinda 20-40 dakika inkube edildi. Daha sonra sodyum
borat icerisinde hazirlanan %10 (w/v) BSA 1/10 oraninda
eklenerek oda i1sisinda 10-15 dakika bekletildi. Karisim
15.000 g’de 30 dakika santirifuj edildi. Santrifujden sonra
pelet sodyum borat ile siispanse edilerek konjugat olarak
kullanildi.

Immunokromotografik test sitriplerinin hazirlanmasi:
LFT icin farkh reagentlar icin farkli porozitedeki pedler
birlestirildi. Bu amacla 6rnek uygulama pedi, kolloidal gold
konjugati iceren konjugat pedi, test ve kontrol hatlarini
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bulunduran nitroselilloz membran ve bir absorban ped
kullanildi. Konjugat ped icin glass fiber membran
kullanilirken, 6rnek ve absorban ped icinse seliiloz
membran kullanildi. Cesitli por ¢aplarindaki nitroseliiloz
membranlar denenerek uygun olan membrana karar
verildi. Glas fiber pede konjugat, nitroseliilloz membrana
test ¢izgisi icin Brucella-LPS antijeni, kontrol cizgisi icin
sigir IgG antikorlart (SIGMA) uygulandiktan sonra
kurutuldu. Daha sonra bu pedler ve membran
birlestirilerek kesildi ve elde edilen stripler uygun plastik
kasetlere yerlestirilerek kullanima hazir hale getirildi.

LFT’nin uygulanmasi: Ornek pedine 10pl serum
uygulandi. Serumun kapillar difiizyon ile konjugat pedi
boyunca yayilmasi ve gold konjugati rehidre ederek,
konjugat ile etkilesime girmesi i¢in 1 dakika beklendi. 130
ul kosturma sivist eklenip, gold konjugat ve serumdaki
antikorlarin kontrol ve test hatlarina dogru ilerlemeleri
saglanarak test gerceklestirildi. Pozitif sonugcta belirgin iki
kirmizi-mor ¢izgi olusurken, negatif sonucta tek bir
kirmizi-mor ¢izgi gorildi (Sekil 1).

istatiksel analiz : LFT'nin sensitivite ve spesifitesi KFT
gold standart kabul edilerek hesaplandi (Saha ve ark.
2010).

Tablo 1. LFT ve konvansiyonel serolojik test sonuclari
Table 1. LFT and conventional serological test results

Sekil 1. Lateral flow testi a. Negatif sonuc b. Pozitif sonug

Figure 1. Lateral Flow test a. Negative result b. Positive
result

BULGULAR

Calismada kullanilan 91 adet kontrol serumu optimum
miktarlarda antikor ve antijen ile hazirlanan LFT stripleri
yaninda i-ELISA, RBPT ve KFT ile test edildi. incelenen 91
serum Orneginin 44 (%48.3)1 i-ELISA ile, 45 (%49.5)'i
RBPT ile, 37 (%40.7)’si KFT ile, 34 (% 37.4)‘il LFT ile
pozitif sonuglar verdi (Tablo 1).

Test Sonucu RBPT n (%) KFT n (%) LFT n (%) I-ELISA n (%)
Pozitif 45 (49.5) 37 (40.7) 34 (37.4) 44 (48.3)
Negatif 46 (50.5) 54(59.3) 57(62.6) 47 (51.7)
Toplam 91 (100) 91 (100) 91 (100) 91(100)

Tablo 2. Test edilen serumlarin serolojik testlere verdigi
yanitlar

Table 2. Responses of test sera in serological tests

Serum

saysi RBPT i-ELISA KFT LFT
44 - - - -
34 + + + +
5 + + - -
3 + - - -
3 + + + -
2 - + - -

Calismada kullanilan 44 serum tim testler ile negatif
bulunurken 34 serum oOrnegi tiim testler ile pozitif
bulundu. U¢ serum érnegi sadece RBPT ile ve 2 serum
ornegi sadece i-ELISA ile pozitif yanit verirken 3 serum
ornegi LFT hari¢ diger testlerin tiimii ile pozitif yamt verdi
(Tablo 2).

Calismada, RBPT ve i-ELISA'nin sensitivitesi %100
bulunurken LFT’nin %92 bulundu. Bunun yaninda LFT’nin
spesifitesi %100 bulunurken RBPT ve i-ELISA'nin
spesifitesi sirasiyla %87 ve %88 olarak bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. Calismada kullanilan serolojik testlerin sensitivite
ve spesifitelerinin karsilastirilmasi

Table 3. Comparison of sensitivity and specificity of the
serological tests used in the study

S::::;;jik Sensitivite (%) Spesifite (%)
RBPT 100 87
I-ELISA 100 88
LFT 92 100

TARTISMA ve SONUC

Bruselloz diinyanin bir¢ok iilkesinde goriilen insan ve
hayvan saghgim yakindan ilgilendiren bulasici, akut,
subakut veya kronik seyirli zoonoz bir infeksiyoz
hastaliktir. Ekonomik yodnden yavru atma, perinatal
mortalite, infertilite, siit ve et uretiminde azalma, tibbi
harcamalar, gibi nedenlerle hayvancilik endiistrisinde
biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Alton 1990).
Bunun yaninda bruselloz, insanlara da bulasarak 6nemli
bir halk saghigi problemi de olusturmaktadir (Yiice ve Alp-
Cavus 2006; TC Saghk Bakanligi 2014). LFT, ekipman ve
deneyim gerektirmeden kolayca uygulanabilecek bir
testtir. Bu test buzdolabina ihtiyag¢ duymadan uzun siire
saklanabilir. Sonuglar hemen ¢iplak gozle goriilmektedir.
Bu calismada laboratuvarda hazirlanan LFT’nin, KFT, i-
ELISA ve RBPT ile karsilastirmal olarak degerlendirilmesi
amaclandi.

Calismada incelenen sigir serum orneklerinden 7 serum
ornegi i-ELISA ile, 8 serum ornegi RBPT ile pozitif olarak
belirlenirken, bu serumlar KFT’de negatif olarak belirlendi.
Ote yandan 11 serum érnegi RBPT ve 10 serum ornegi i-
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ELISA’da pozitif saptanirken, bu serumlar LFT ile negatif
bulundular. Bu serumlarin daha spesifik olan KFT ve
LFT’de negatif olarak saptanmasinin nedeni, RBPT ve i-
ELISA gibi yiiksek sensitiviteye sahip olan testlerde diger
bakterilerden kaynaklanan (Yersinia enterocolitica 0:9, E.
coli 0116:H21, 0157:H7, Francisella tularensis, kauffman-
white grup N Salmonella tiirleri, Pseudomonas maltophilla
ve Vibrio chlorea) c¢apraz reaksiyonlarin daha fazla
saptanabilmesidir. i-ELISA ve LFT sonuglar arasindaki bu
farkliligin ise bu testlerde antijen olarak kullanilan LPS
molekiiliiniin solid yiizeylere baglanma 6zelliklerinin farkl
olabileceginden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ayrica, i-
ELISA testi antikorlarin bitiin siniflarini, RBPT hem IgG
hem de IgM antikorlarim saptayabilmektedir. Bu nedenle
bu testlerin sensitivitesi yliksek olarak goriilmekle birlikte
spesifitesi sinirlidir (Alton ve ark. 1988; Blasco 1994; OIE
2009). Bu c¢alismada da benzer bir sekilde, i-ELISA ve
RBPT'in sensitivitesi %100 olarak bulunurken LFT’nin
sensitivitesi %92 olarak bulundu. Bunun yaninda, LFT nin
spesifitesi %100 bulunurken, i-ELISA ve RBPT’nin
spesifitesi sirasi ile %88 ve %87 olarak saptandi. Abdoel
ve ark. (2008), sigir brusellozunun serolojik teshisinde
LFT gelistirdikleri ¢alismada testin %90 sensitivite ve
yliksek spesifiteye sahip oldugunu, Smits ve ark. (2003),
insanlar icin immunokromotografik test gelistirdikleri
calismada da testin %96 sensitivite ve %99 spesifiteye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilarin bildirdigi
bulgular ile bu calismada elde edilen bulgular oldukca
benzerdir. RBPT’in LFT ile ayni siirelerde sonug vermesine
ragmen, yliksek spesifitesi nedeni ile LFT’nin tercih
edilmesi gerektigi disiinilmektedir. Zira, LFT de
kullanilan antijen LPS iken, RBPT’de tiim bakteridir. Bu da
yanlis pozitifliklerin LFT de daha az goriilmesinin
nedenidir. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada (Shome ve
ark. 2015) LFT’'nin sensitivitesini %87.1 ve spesifitesini
%92.6 olarak bulunmustur. Nijerya’da yapilan bir
calismada (Kaltungo ve ark. 2013), arastiricilar RBPT, SAT-
EDTA ve LFT kullanarak brusellozun seroprevelansini
sirast ile %25.8, %11.1 ve %2.5 olarak bulmusglardir.
Gorildigi tizere LFT diger testlerden daha az duyarh
goriilmekle beraber bunun derecelerinde olan farkhlik
muhtemelen kullanilan antijenin tipi, saflik derecesi ve
membrana baglanma kapasitesi ile yakindan iliskilidir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada, serum o&rneklerinin
incelenmesi sonucunda, KFT’'ine gore LFT’nin spesifitesi
%100 ve sensitivitesi %92 olarak bulundu. LFT’in kolay
uygulanabilirligi ve 5-10 dakika gibi kisa siirede hizli
sonu¢ vermesi, diger testlere gére daha ucuz olmasi,
veteriner klinikleri ya da koy kosullarinda bir damla serum
ile brusellozun tanisin1 kisa siirede koyabilecegi ve
RBPT’ine alternatif bir test olarak brusellozun teshisinde
sahada kullamlabilecegi sonucuna varildi. LFT’nin
kullanilmas1 sonucunda da hayvanlarda kolay ve ucuz
olarak hastaligin teshis edilmesi ile bir an once gerekli
kontrol tedbirlerin alinmasina olanak verecegi, bu nedenle
gerek hayvan, gerekse insan saghgi acisindan Onem
tasidigi kanaatine varildi.
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