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Oz

Bruselloz, sigir, koyun, keg¢i, domuz ve kog gibi hayvanlarda, 6zellikle, testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleserek yavru
atmalara ve infertiliteye neden olan zoonoz bir hastaliktir. Bu ¢alismada bruselloz hastaligmin ¢abuk tanis;nda BCSP31 genini temel
alan duyarli ve ozgiil 6zel bir molekiiler teknik olan ilmek aracili bir gen ¢ogaltma tekniginin (loop mediated isothermal
amplification), kullanilmas1 amaglandi. Bruselloz siipheli hayvanlardan alinan 20 adet siit ve 37 adet aborte fotiis olmak iizere toplam
57 adet materyal LAMP ve kiiltiir yontemiyle incelendi. Incelenen materyallerin 13 adedi (%22,8) LAMP ile pozitif bulunurken,
kiiltiir yontemi ile orneklerin 10’undan (%17,5) etken izole ve identifiye edildi. Sonug olarak, LAMP tekniginin brusellozun teshisinde
giiven ile kullanilabilecegi, LAMP testiyle beraber kiiltiir yonteminin uygulanmasiin teshis sensitivitesinin artirilmasinda yararl
oldugu saptandi. LAMP testinin spesifite ve sensitivitesinin yiiksek olmasina ragmen hala kiiltiir yonteminin altin standart olarak
gecerliligini stirdiirdigii distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz, LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), molekiiler teshis, sigir.

Rapid Diagnosis of Bovine Brucellosis by Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) assay
Abstract

Brucellosis is a zoonotic infection that cause abortions and infertility in livestock by effecting of especially genital organs like uterus,
testes, mammary glands. In this study, it was aimed to use loop mediated isothermal amplification (LAMP), which is sensitive and
specific molecular technique that based on amplification of BCSP31 gene, which is unique to organisms in the genus Brucella. In this
study, a total of 57 materials including 20 milk samples and 37 aborted fetuses were tested by LAMP and classical bacterial culture for
diagnosis of brucellosis. Thirteen (22.8%) out of 57 samples were found positive by LAMP while 10 samples (17.5%) yielded bacteri-
al growth. As a conclusion, LAMP could be used satisfactorily for the diagnosis of brucellosis and the sensitivity can be increased by
using two techniques together. We concluded that the bacterial culture is still gold standard for diagnosis of brucellosis although the
sensitivity and specificity of the LAMP is high.

Key Words: Brucellosis, cattle, LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), molecular diagnosis.

GIRiS

Bruselloz, gerek insan ve hayvan sagligi, gerekse
ekonomik kayiplar agisindan diinyanin en yaygin
zoonoz hastaliklar1 arasinda sayilmakta ve lilkemizde
de en 6nemli hastaliklar arasinda bulunmaktadir (1).
Ulkemizde hastahigin teshisinde insanlarda seroloji
on plana ¢ikmakla beraber hayvanlarda kitle asila-
maya gecilmesinden dolay1 serolojik testler as1 ve
infeksiyon sonrasinda sekillenen antikorlarin birbir-
lerinden ayrilamamasmdan dolay1r asilanmig olan

hayvanlarda giivenle kullanilamamaktadir (2).

Giinlimiizde Brucella infeksiyonunun tanisinda
altin standart kiiltiir yontemidir. Fakat bu yontem ile
sonu¢ alinmast uzun zaman ve uzmanlik gerektir-
mekte ve laboratuvar personeli icin buyiik risk
icermektedir. Ayrica kiiltiiriin sensitivitesi besiyerine
ve numunenin alim zamanina gore %50- 90 arasinda
degismektedir. Serolojik olarak ELISA, CFT (Komp-
lement Fikzasyon Testi), SAT (Serum Aglutinasyon
Testi) gibi testler hizli sonu¢ vermesine ragmen
Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio cholera Salmo-

nella grup N gibi benzer antijene sahip bakterilerden
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dolay1 yanlig pozitif reaksiyonlar goriilebilmektedir
(1, 2, 3). LAMP metodu (Loop Mediated Isothermal
Amplification) Notomi ve ark. (4)’lart tarafindan
gelistirilen ¢ok 6zel bir DNA ¢ogaltma yontemidir ve
hizli, giiglii ve diger metotlarla karsilastirildiginda
cok diisiik diizeydeki DNA’y1 tespit edebilmektedir.
LAMP brusellozun teshisinde kullanilan oldukga
spesifik bir metottur (5). Son yillarda LAMP ile ilgili
calismalarin sayist hizli bir sekilde artmaktadir (5-7,
8-10). LAMP yontemi lateral flow araclara adapte
edilebilmektedir. Boylece testin maliyeti azaltilarak

testin sonucu kisa siirede alinabilmektedir.

Bu c¢alismada brusellozun g¢abuk tanisinda
BCSP31 genini temel alan duyarli ve 6zgiil 6zel bir
molekiiler teknik olan, ilmek aracili bir gen ¢ogaltma
tekniginin (loop mediated isothermal amplification)

kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglandi.
MATERYAL ve METOT

Klinik 6rnekler: Bu ¢alismada 20 adet siit 6rnegi ve
37 adet aborte fotus materyali Brucella etkenlerinin
varlig1 yoniinden incelendi. Siit numuneleri meme
bast temizlenip alkol ile silindikten sonra ilk siit
atilip, daha sonraki siit steril falkon tiiplerine konula-

rak soguk zincirde laboratuvara getirildi.

Kiiltiir: Klinik 6rneklerden Brucella spp. izolasyonu
OIE (11)’nin bildirdigi yonteme gére yapildi. Brucel-
la izolasyonu i¢in selektif besiyeri olarak Farrel’s
besiyeri kullanildi. Bu besiyerinin hazirlanmasinda
serum ve dekstroz ilave edilmis triptik soy agar
(Difco) ve selektifligi saglamak icin ticari supple-
ment (SR0083, Oxoid) kullanildi. Bu besiyerinde
ornekler % 5-10 CO, igeren etiivde inkiibe edildi.

Biotiplendirme: Karbondioksit (CO,) gereksinimi,
hidrojeniilfiir (H,S) iretimi, boyali besiyerlerinde
ireme, Thilisi faji1 ile lizis ve A ve M monospesifik
serumlar ile agliitinasyon testleri kullanilarak izole
edilen suslar biyotiplendirildi. Kisaca kursun asetatli
kagit seritler besiyerine temas etmeyecek sekilde 2

set vida kapakl sigelere kondu. Birinci tiipler %5-10
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CO, igeren etiivde, digerleri ise aerob kosullarda
37°C’de, 4 giin siireyle inkiibe edildiler. Inkubasyon
siiresi sonunda sonuglar, iireme durumlarina ve
kursun asetath kagitlarda olusan renk degisikligine
gore degerlendirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
olusan koloniler pepton-salin ile agar yiizeyinden
yikanarak toplandi ve yaklasik 1X10°/ml bakteri
bulunacak sekilde suspansiyon hazirlandi. Her bir
bakteri suspansiyonundan steril bir svab ile test ve
kontrol suglarinin tiyonin ve bazik fuksinin 1/50.000
(20pg/ml) konsantrasyonunu igeren TSA’lara serit
halinde ekimleri yapildi. Ayni soliisyondan TSA
agara serit halinde ekilen test suglarinin ortasina rutin
test diliisyonundaki (RTD) Tbilisi fajindan 20 pl
ekildi ve sonuglar olusan lizis durumuna gore deger-
lendirildi Ureyen suslardan alinan bir 6ze dolusu
mikroorganizma bir damla FTS iginde siispanse
edildikten sonra A ve M monospesifik anti-serumlar
ile karistirildilar. Sonuglar agliitinasyon durumuna

gore degerlendirildi.

LAMP Testi: Bu asamada klinik materyallerden
DNA ekstraksiyonu gerceklestirilerek, LAMP yo6n-

teminde kullanildi.

Genomik DNA ekstraksiyonu: Bu asamada klinik
orneklerden DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanilarak DNA ekstraksiyonu
yapild.

Bu ¢aligmada Ohtsuki ve ark. (12) bildirdigi Brucella
BCSP31 genine 6zgii LAMP primerleri kullanildi.

External EP primerleri (F3 ve B3)

B3 5’-GCTCATCCAGCGAAACGC-3’
F3 5’-GCTTTACGCAGTCAGACGT-3’
Internal IP primerleri (FiP ve BiP)

FIP 5°-
AGGCGCAAATCTTCCACCTTGCGCCTATT-
GGGCCTATAACGG-3’
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BIP 5°-
GGCGACGCTTTACCCGGAAATTCAGGT-
CTGCGACCGAT-3’

Loop LP primerleri (FITC ve Biotin ile isaretli)

Loop F 5°- CCTTGCCATCATAAAGGCC-3’
Loop R 5’- CGTAAGGATGCAAACATCAA-3’

LAMP reaksiyon sartlari: Ohtsuki ve ark. (12)
bildirilen yonteme goére yapildi. LAMP yontemi 25
pl hacimde yapildi. Reaksiyon karisimi; 40 pmol
Internal IP primerler (FiP ve BiP), 5 pmol (F3 ve
B3), 20 pmol (LF ve LB), 14 mmol deoxynucleoside
triphosphates, 0.8 mol betain, 20 mmol Tris—HCl, 10
mmol KCl, 10 mmol (NH4)2SO4, 8 mmol MgSO4,
1% Tween 20, 8 iinite Bst DNA polymerase (New
England Biolabs, Berverly, MA, USA), 2 ul template
DNA’dan olustu. Reaksiyon karigimi 63 °C ‘de 35
dakika thermal cycler (Thermo, Arktik)’da inkiibe
edildi ve son asamada 95 °C’de 2 dakika bekletilerek

reaksiyon sonlandirild.
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Agaroz jel elektroforezi: Olusan LAMP iiriinlerinin
goriintiilenmesinde % 2’lik agaroz jel elektroforezi

kullanild1. Sonuglar UV 11k altinda incelendi.
BULGULAR

Bu caligmada bruselloz yoniinden siipheli hayvanlar-
dan alinan 20 adet siit ve 37 adet aborte fotiis mater-
yali incelendi. Incelenen siit 6rneklerinin 5’inde ve
abort materyalinin 8’inde LAMP testiyle pozitiflik
saptanirken kiiltiir yoluyla siit numunelerinden 4 ve
abort materyallerinden 6 B. abortus biyotip 3 identi-
fiye edildi. (Tablo 1, Sekil 1). Test drneklerinden 10
adedi her iki yontemle pozitif bulunurken, 3 siit
numunesi kiiltiir yontemi ile negatif bulunurken
LAMP yontemi ile pozitif olarak saptandi. Kiiltiir
yoluyla izole edilen Brucella suslarinin yapilan
tiplendirilmesinde tiimiiniin B. abortus biotip 3

oldugu saptandi.

Tablo 1. Klinik 6rneklerden Brucella etkenlerinin izolasyonu ve LAMP sonuglari

LAMP pozitif LAMP negatif Kiiltiir pozitif  Kiiltiir negatif

Srnek
Ornek (n) n % n % n % n %
Siit (20) 5 25 15 75 4 20 16 80
Abort materyali (37) 8 21,6 29 78,4 6 16,2 31 83,8
Toplam (57) 13 22,8 45 77,2 10 17,5 47 82,5
9 10 11 12 M

1000

500

iy

100

Sekil 1. LAMP testi agaroz jel elektroforez goriintiisii, M: Marker (GelPilot Mid Range Ladder, Qiagen), 1-7, 10

Negatif; 8, 9, 11, 12 Pozitif.
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TARTISMA ve SONUC

Bruselloz diinyanin &zellikle gelismekte olan ve az
gelismis iilkelerinde gorillen en Onemli zoonotik
infeksiyonlarindan biridir (2). Hastaligin teshisinde
altin standart kiiltiir yontemidir (3, 12). Ancak kiiltiir
yontemi ile sonug¢ alinmasi uzun zaman ve uzmanlik
gerektirmekte ve laboratuvar personeli icin risk
yaratabilmektedir. Etkenin varligini tespit etmek icin
nested PCR, multiplex PCR ve Real time PCR gibi
¢esitli PCR tabanli molekiiler metotlar kullanilmakla
birlikte bu yontemler, LAMP yontemine gore daha
fazla sarf malzeme kullanimina ve termocycler gibi
0zel ekipmanlara ihtiyag duymakta, dolayisiyla daha
yliksek maliyet gerektirmektedir. Kullanilan malze-
melerin azligindan dolay1 LAMP y6nteminin maliye-
ti diisliktiir ve hastalig1 daha kisa siirede teshis eden
bir yontemdir (13, 14).

Bu calismada bruselloz siipheli hayvanlardan
alman 20 adet siit 37 adet abort materyalinden bru-
sellozun teshisi amaciyla LAMP testi kullanildi.
Incelenen materyallerin 13’ii (%22,8) LAMP ile
pozitif bulunurken, kiiltiir yontemi ile Orneklerin
10’undan (%17,5) B. abortus biyotip 3 izole ve
identifiye edildi. Yirmi siit Orneginin 5’1 (%25)
LAMP ile pozitif bulunurken kiiltiirle pozitif bulunan
numune sayisi 4 (%20) oldu. Abort materyallerinden
8’1 (%21,6) LAMP ile pozitif bulunurken bakteriyel
kiiltir sonucu 6 (%16,2) numune pozitif bulundu.
Perez-Sancho ve ark. (15), 14 siit numunesini incele-
dikleri ¢alismada, siit numunelerinin 12’sini, hem
LAMP hem de kiiltiir yontemiyle pozitif bulmuslar-
dir. Yine ayni ¢alismada 17 aborte fotiis materyallini
inceledikleri ¢alismada 14 numuneyi kiiltir, LAMP
ve RT-PCR ile pozitif bulmuslar ve ii¢ testin benzer
sonuglar verdigini bildirmislerdir. Karthik ve ark.
(16) 200 kan 6rnegi ve 10 abort materyalini LAMP
ve PCR ile inceledikleri ¢alismalarinda kan 6rnekle-
rinden 12’sini LAMP, 11’ini de PCR ile pozitif
bulurken, abort materyallerinden 5’ini hem PCR ile

hem de LAMP ile pozitif olarak bulmuglardir. LAMP
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testinin klinik sensitivite ve spesifitesini Rose bengal
ve Tiip agliitinasyon testiyle karsilastirdiklarinda %
100 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada diger ¢aligma-
lara (15, 16) benzer bulgular elde edilmistir. Ancak
bizim calismamizda 3 adet kiiltiir negatif Ornek,
LAMP testinde pozitif olarak bulunmustur. LAMP
tekniginin daha fazla pozitif saptamasinin nedeninin
antibiyotik kullanimi, 6rneklerin uygun olarak labo-
ratuvara ulastirilmamis olmasi ve Orneklerde canli
bakteri olmamasi gibi kiiltiir duyarhiligini azaltan
bazi faktorlere bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.
Batinga ve ark. (17) 57 kdopekten aldiklar1 kani
molekiiler olarak inceledikleri calismada, kiiltiir,
PCR ve LAMP testi pozitif oranlarmi sirasiyla %
31.57, % 33.34, %14.03 olarak bulmuslardir. LAMP
testinin kopek brusellozunun teshisinde sensitivitesi-
nin diisiik oldugundan dolay1 basarili bulmamislardir.

Aragtiricilarin kiiltiir duyarliligini bizim ¢alis-
mamiza gore daha diisiikk bulmalarinin nedeni ¢alis-
malarinda PCR’da IS711 insersiyon sekansini hedef
alan primer kullanmalarindan kaynaklanabilir B.
abortus spesifik LAMP testi gelistirilen baska bir
caligmada, 26 klinik 6rnegin 19’undan LAMP testiy-
le B. abortus saptanmistir. Ancak, 3 6rnek PCR ve
kiiltirde pozitif olmasina ragmen LAMP testinde
negatif bulunmustur. Arastiricilar bu 6rneklerin
LAMP negatif olarak goriilmesinin, PCR inhibitorle-
ri, polimeraz aktivitesinin sensitivitesi ve konak
genomik DNA’sinin fazla miktarda bulunmasindan
kaynaklanabilecegini diisiinmiislerdir (18).

Sonug olarak, LAMP yonteminin, pahali ekip-
man gerektirmeden kisa siirede sonuglar veren, hizli
ve olduke¢a duyarli, spesifik bir test olarak brusello-
zun teshisinde kullanilabilecegi, LAMP testiyle
beraber kiiltiir yonteminin uygulanmasinin teshis
sensitivitesinin artirilmasinda yararli oldugu, LAMP
testinin spesifite ve sensitivitesinin yiiksek olmasina
ragmen hala kiiltlir yonteminin altin standart olarak

gecerliligini  stirdiirdiigii kanisina varildi. Ayrica
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brusellozun tanisinin diger molekiiler yontemlere gore
daha kisa siirede konulmasiyla gerekli kontrol tedbirle-
rinin daha ¢abuk alinabilecegi diisiiniilmektedir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma HUBAK tarafindan 16215 proje numara-

s1 ile desteklenmistir.
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