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dolayı yanlış pozitif reaksiyonlar görülebilmektedir 

(1, 2, 3). LAMP metodu (Loop Mediated Isothermal 

Amplification) Notomi ve ark. (4)’ları tarafından 

geliştirilen çok özel bir DNA çoğaltma yöntemidir ve 

hızlı, güçlü ve diğer metotlarla karşılaştırıldığında 

çok düşük düzeydeki DNA’yı tespit edebilmektedir. 

LAMP brusellozun teşhisinde kullanılan oldukça 

spesifik bir metottur (5). Son yıllarda LAMP ile ilgili 

çalışmaların sayısı hızlı bir şekilde artmaktadır (5-7, 

8-10). LAMP yöntemi lateral flow araçlara adapte 

edilebilmektedir. Böylece testin maliyeti azaltılarak 

testin sonucu kısa sürede alınabilmektedir.  

Bu çalışmada brusellozun çabuk tanısında 

BCSP31 genini temel alan duyarlı ve özgül özel bir 

moleküler teknik olan, ilmek aracılı bir gen çoğaltma 

tekniğinin (loop mediated isothermal amplification) 

kullanılabilirliğinin belirlenmesi amaçlandı. 

MATERYAL ve METOT 

Klinik örnekler: Bu çalışmada 20 adet süt örneği ve 

37 adet aborte fötus materyali Brucella etkenlerinin 

varlığı yönünden incelendi. Süt numuneleri meme 

başı temizlenip alkol ile silindikten sonra ilk süt 

atılıp, daha sonraki süt steril falkon tüplerine konula-

rak soğuk zincirde laboratuvara getirildi. 

Kültür: Klinik örneklerden Brucella spp. izolasyonu 

OIE (11)’nin bildirdiği yönteme göre yapıldı. Brucel-

la izolasyonu için selektif besiyeri olarak Farrel’s 

besiyeri kullanıldı. Bu besiyerinin hazırlanmasında 

serum ve dekstroz ilave edilmiş triptik soy agar 

(Difco) ve selektifliği sağlamak için ticari supple-

ment (SR0083, Oxoid) kullanıldı. Bu besiyerinde 

örnekler % 5-10 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 

Biotiplendirme: Karbondioksit (CO2) gereksinimi,  

hidrojenülfür (H2S) üretimi, boyalı besiyerlerinde 

üreme, Tbilisi fajı ile lizis ve A ve M monospesifik 

serumlar ile aglütinasyon testleri kullanılarak izole 

edilen suşlar biyotiplendirildi. Kısaca kurşun asetatlı 

kağıt şeritler besiyerine temas etmeyecek şekilde 2 

set vida kapaklı şişelere kondu. Birinci tüpler %5-10 

CO2 içeren etüvde, diğerleri ise aerob koşullarda 

37°C’de, 4 gün süreyle inkübe edildiler. İnkubasyon 

süresi sonunda sonuçlar, üreme durumlarına ve 

kurşun asetatlı kağıtlarda oluşan renk değişikliğine 

göre değerlendirildi. İnkübasyon süresinin sonunda 

oluşan koloniler pepton-salin ile agar yüzeyinden 

yıkanarak toplandı ve yaklaşık 1X109/ml bakteri 

bulunacak şekilde suspansiyon hazırlandı. Her bir 

bakteri suspansiyonundan steril bir svab ile test ve 

kontrol suşlarının tiyonin ve bazik fuksinin 1/50.000 

(20μg/ml) konsantrasyonunu içeren TSA’lara şerit 

halinde ekimleri yapıldı. Aynı solüsyondan TSA 

ağara şerit halinde ekilen test suşlarının ortasına rutin 

test dilüsyonundaki (RTD) Tbilisi fajından 20 µl 

ekildi ve sonuçlar oluşan lizis durumuna göre değer-

lendirildi Üreyen suşlardan alınan bir öze dolusu 

mikroorganizma bir damla FTS içinde süspanse 

edildikten sonra A ve M monospesifik anti-serumlar 

ile karıştırıldılar. Sonuçlar aglütinasyon durumuna 

göre değerlendirildi.  

LAMP Testi: Bu aşamada klinik materyallerden 

DNA ekstraksiyonu gerçekleştirilerek, LAMP yön-

teminde kullanıldı.  

Genomik DNA ekstraksiyonu: Bu aşamada klinik 

örneklerden DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) kullanılarak DNA ekstraksiyonu 

yapıldı. 

Bu çalışmada Ohtsuki ve ark. (12) bildirdiği Brucella 

BCSP31 genine özgü LAMP primerleri kullanıldı. 

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 işaretli) 

Loop F 5’- CCTTGCCATCATAAAGGCC-3’ 

Loop R 5’- CGTAAGGATGCAAACATCAA-3’ 

LAMP reaksiyon şartları: Ohtsuki ve ark. (12) 

bildirilen yönteme göre yapıldı. LAMP yöntemi 25 

µl hacimde yapıldı. Reaksiyon karışımı; 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 ünite Bst DNA polymerase (New 

England Biolabs, Berverly, MA, USA), 2 µl template 

DNA’dan oluştu. Reaksiyon karışımı 63 °C ‘de 35 

dakika thermal cycler (Thermo, Arktik)’da inkübe 

edildi ve son aşamada 95 °C’de 2 dakika bekletilerek 

reaksiyon sonlandırıldı.  

Agaroz jel elektroforezi: Oluşan LAMP ürünlerinin 

görüntülenmesinde % 2’lik agaroz jel elektroforezi 

kullanıldı.  Sonuçlar UV ışık altında incelendi.  

BULGULAR  

Bu çalışmada bruselloz yönünden şüpheli hayvanlar-

dan alınan 20 adet süt ve 37 adet aborte fötüs mater-

yali incelendi. İncelenen süt örneklerinin 5’inde ve 

abort materyalinin 8’inde LAMP testiyle pozitiflik 

saptanırken kültür yoluyla süt numunelerinden 4 ve 

abort materyallerinden 6 B. abortus biyotip 3 identi-

fiye edildi.  (Tablo 1, Şekil 1). Test örneklerinden 10 

adedi her iki yöntemle pozitif bulunurken, 3 süt 

numunesi kültür yöntemi ile negatif bulunurken 

LAMP yöntemi ile pozitif olarak saptandı. Kültür 

yoluyla izole edilen Brucella suşlarının yapılan 

tiplendirilmesinde tümünün B. abortus biotip 3 

olduğu saptandı. 

        Tablo 1. Klinik örneklerden Brucella etkenlerinin izolasyonu ve LAMP sonuçları 

Örnek (n) 
LAMP pozitif LAMP negatif Kültür pozitif Kültür negatif 

n % n % n % n % 
Süt (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 

          

            

              

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

Negatif; 8, 9, 11, 12 Pozitif. 

  M     1      2      3      4      5       6      7      8      9     1 0   11    12   M 
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TARTIŞMA ve SONUÇ 

Bruselloz dünyanın özellikle gelişmekte olan ve az 

gelişmiş ülkelerinde görülen en önemli zoonotik 

infeksiyonlarından biridir (2). Hastalığın teşhisinde 

altın standart kültür yöntemidir (3, 12). Ancak kültür 

yöntemi ile sonuç alınması uzun zaman ve uzmanlık 

gerektirmekte ve laboratuvar personeli için risk 

yaratabilmektedir. Etkenin varlığını tespit etmek için 

nested PCR, multiplex PCR ve Real time PCR gibi 

çeşitli PCR tabanlı moleküler metotlar kullanılmakla 

birlikte bu yöntemler, LAMP yöntemine göre daha 

fazla sarf malzeme kullanımına ve termocycler gibi 

özel ekipmanlara ihtiyaç duymakta, dolayısıyla daha 

yüksek maliyet gerektirmektedir. Kullanılan malze-

melerin azlığından dolayı LAMP yönteminin maliye-

ti düşüktür ve hastalığı daha kısa sürede teşhis eden 

bir yöntemdir (13, 14).  

Bu çalışmada bruselloz şüpheli hayvanlardan 

alınan 20 adet süt 37 adet abort materyalinden bru-

sellozun teşhisi amacıyla LAMP testi kullanıldı. 

İncelenen materyallerin 13’ü (%22,8) LAMP ile 

pozitif bulunurken, kültür yöntemi ile örneklerin 

10’undan (%17,5) B. abortus biyotip 3 izole ve 

identifiye edildi. Yirmi süt örneğinin 5’i (%25)   

LAMP ile pozitif bulunurken kültürle pozitif bulunan 

numune sayısı 4 (%20) oldu. Abort materyallerinden 

8’i (%21,6)  LAMP ile pozitif bulunurken bakteriyel 

kültür sonucu 6 (%16,2) numune pozitif bulundu. 

Perez-Sancho ve ark. (15), 14 süt numunesini incele-

dikleri çalışmada, süt numunelerinin 12’sini, hem 

LAMP hem de kültür yöntemiyle pozitif bulmuşlar-

dır. Yine aynı çalışmada 17 aborte fötüs materyallini 

inceledikleri çalışmada 14 numuneyi kültür, LAMP 

ve RT-PCR ile pozitif bulmuşlar ve üç testin benzer 

sonuçlar verdiğini bildirmişlerdir. Karthik ve ark. 

(16)  200 kan örneği ve 10 abort materyalini LAMP 

ve PCR ile inceledikleri çalışmalarında kan örnekle-

rinden 12’sini LAMP, 11’ini de PCR ile pozitif 

bulurken, abort materyallerinden 5’ini hem PCR ile 

hem de LAMP ile pozitif olarak bulmuşlardır. LAMP 

testinin klinik sensitivite ve spesifitesini Rose bengal 

ve Tüp aglütinasyon testiyle karşılaştırdıklarında % 

100 olarak bulmuşlardır. Bu çalışmada diğer çalışma-

lara (15, 16) benzer bulgular elde edilmiştir. Ancak 

bizim çalışmamızda 3 adet kültür negatif örnek, 

LAMP testinde pozitif olarak bulunmuştur. LAMP 

tekniğinin daha fazla pozitif saptamasının nedeninin 

antibiyotik kullanımı, örneklerin uygun olarak labo-

ratuvara ulaştırılmamış olması ve örneklerde canlı 

bakteri olmaması gibi kültür duyarlılığını azaltan 

bazı faktörlere bağlı olabileceği düşünülmüştür. 

Batinga ve ark. (17) 57 köpekten aldıkları kanı 

moleküler olarak inceledikleri çalışmada, kültür, 

PCR ve LAMP testi pozitif oranlarını sırasıyla % 

31.57, % 33.34, %14.03 olarak bulmuşlardır. LAMP 

testinin köpek brusellozunun teşhisinde sensitivitesi-

nin düşük olduğundan dolayı başarılı bulmamışlardır. 

Araştırıcıların kültür duyarlılığını bizim çalış-

mamıza göre daha düşük bulmalarının nedeni çalış-

malarında PCR’da IS711 insersiyon sekansını hedef 

alan primer kullanmalarından kaynaklanabilir B. 

abortus spesifik LAMP testi geliştirilen başka bir 

çalışmada, 26 klinik örneğin 19’undan LAMP testiy-

le B. abortus saptanmıştır. Ancak, 3 örnek PCR ve 

kültürde pozitif olmasına rağmen LAMP testinde 

negatif bulunmuştur. Araştırıcılar bu örneklerin 

LAMP negatif olarak görülmesinin, PCR inhibitörle-

ri, polimeraz aktivitesinin sensitivitesi ve konak 

genomik DNA’sının fazla miktarda bulunmasından 

kaynaklanabileceğini düşünmüşlerdir (18).  

Sonuç olarak, LAMP yönteminin, pahalı ekip-

man gerektirmeden kısa sürede sonuçlar veren, hızlı 

ve oldukça duyarlı, spesifik bir test olarak brusello-

zun teşhisinde kullanılabileceği, LAMP testiyle 

beraber kültür yönteminin uygulanmasının teşhis 

sensitivitesinin artırılmasında yararlı olduğu, LAMP 

testinin spesifite ve sensitivitesinin yüksek olmasına 

rağmen hala kültür yönteminin altın standart olarak 

geçerliliğini sürdürdüğü kanısına varıldı. Ayrıca 
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brusellozun tanısının diğer moleküler yöntemlere göre 

daha kısa sürede konulmasıyla gerekli kontrol tedbirle-

rinin daha çabuk alınabileceği düşünülmektedir.  
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