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Protozoonlarm Tanisinda [lmige Dayali [zotermal Cogaltma Yontemi (LAMP)

Diagnosis of Protozoa by Loop-Mediated Isothermal Amplification: (LAMP)
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OZET

Protozoanlardan Apicomplexan subesinin insan sagligr yoninden ¢cok dnemli parazit cinsleri Plasmodium, Isospora, Toxoplasma, Babesia ve
Cryptosporidium'dur. Protozoer hastaliklarin tanisinda kullanilan genel ydntemler, protozoonun viicutta yerlestigi yere, konagi terk etme yol-
una ve klinikten génderilen drnege dayanir. Bazi protozoanlarin tanimlanmasinda tek basina klasik ydntemler yeterli olmayip tirler arasindaki
farklihgi belirlemek icin molekiler metotlar kullanilmak zorundadir. Son yillarda protozoanlarin tanimlanmasinda siklikla kullanilan molekiler
yontemlerden biri de LAMP teknigidir. Cok fazla teknik beceri ve profesyonel ekipmanlara gerek olmayan ancak gtvenilir sonuglarin elde
edildigi lamp teknigiyle sabit sicaklikta hedef DNA'dan kisa bir sirede ¢ok fazla sayida kopya elde etmek mimkindir. Bu calismanin amaci
insan saghgi yoninden énemli olan protozoanlarin tanimlanmasinda lamp tekniginin kullaniimasi ve diger molekdler tekniklerle kiyaslanmasi
hakkinda bilgi vermektir. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 207-11)
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ABSTRACT

Plasmodium, Isospora, Toxoplasma ,Babesia and Cryptosporidium are parasites which have a significant role in human health. The location
in which the protozoon settles in the body, the way that it leaves the host, and the sample which is send from the clinic are the elements of
the general methods used in the diagnosis of the ailments caused from protozoan. Classical methods are not adequate for the identifica-
tion of some protozoon; also, molecular methods have to be used in designating the distinctions between the species. In recent years,
one of the molecular methods which has been used frequently in the identification of protozoon is the technique of LAMP. With the aid
of the LAMP technique, from which it is possible to obtain reliable outcomes without the contribution of technical skills and professional
equipment, in constant temperature it is possible to have a great number of copies from the targeted DNA in a short period. The aim of
this collation is to give information about the usage of the technique of LAMP in the identification of the protozoa which are important for
human health and the comparison between the technique of LAMP and other molecular methods. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 207-11)
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LAMP proseduri hizlidir ve sabit sicaklikta (60-70°C) 1 saatte
tek bir kopyadan 10 (2) kopya ¢ogaltilabilir. LAMP teknigini

GiRiS

ilmige Dayali izotermal Cogaltma Yontemi (LAMP) enfeksi-
yonlari teshis etmede uygulanan nikleik asit codaltma test-
lerinden biridir. Lamp son yillarda kullanilan yeni bir teknik
olup, 10 yildan daha az bir zamanda bu teknikle 250 nin
lUzerinde calismanin yapildidi belirtilmistir (1).

uygulamak oldukga basit olup yiksek teknik becerilere
gerek yoktur (3). Bu teknikte alti adet primer kullanilir, duyar-
lilik ve 6zgullik PCR'dan daha yiksektir bu yizden birkag
DNA kopyasi, bir saat icinde milyarlarca kopya halinde
cogaltilabilir. Kapali bir sistem oldugu icin kontaminasyon
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riski azdir. Farkli miktarlardaki yabanci DNA, yéntemin duyarlihgi-
ni etkilemez. Alti primerle sekiz farkli bélgenin taninmasi gerek-
tigi icin, 6zgullik ve duyarlilik ylksektir. Uygulanmasi kolay,
Sicaklik degisiklikleri icin zaman kaybi olmadigindan, daha hizli
sonug alinan bir yontemdir (1, 2).

Lamp tekniginde 6 adet primer hedef DNA nin 8 farkli noktasini
tanimaktadir. Dig forward primer (F3), dis revers primer (B3), ig
forward primer (FIP): 3'ucunda F, ve 5'ucunda F1c bélgelerinden;
I¢ revers primer (BIP): 3’ ucunda B, ve 5 ucunda B1c bélgelerin-
den olugsmaktadir (Sekil 1 ve 2) (4).

Protozoonlar icinde énemli bir yere sahip Cryptosporidium tirleri
icin basit ookist ve kist morfolojisi, konakgi spesifitesi, gibi 6zellik-
ler molekiler taksonomiyi desteklemek amacli kullaniimaktadir.
Fenotipik olarak ayni olan Cryptosporidium turlerinin kesin tanisi,
ancak molekuler ydntemler kullanilarak gerceklestirilebilir.

Bu calismada, toplum saghdinin korunmasi, iyiliestirilmesi ve
yasam kalitesinin arttinlmasi igin insan sagligini tehdit eden pro-
tozoonlarin teshisinde daha glvenilir sonuglarin alinacagd, ulusla-
rarasi kabul edilmis glincel standart bir metod olan LAMP tekni-
ginin kullaniimasi hakkinda bilgi vermek amaglanmistir.

GENEL BiLGILER

Lamp Tekniginin Uygulanmasi
Loopamp DNA amplification kit (Eiken Chemical Co. Ltd) kulla-
nilarak bu teknik uygulanir (Resim 1).

Lamp teknigi igin;

Distile su,

Primer mix (FIP, BIP, F3, B3),
2X Reaksiyon Tamponu,

Bst DNA polimeraz enzimi,
DNA érmegi gerekmektedir.

LAMP reaksiyonu 25 pl son hacimde hazirlanir. Bu karigsimin 2 pl
sini cogaltilacak DNA 6rnegi olusturur. 12.5 pl LAMP Tamponu
[(40 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20 mM KClI, 16 mM MgSO4, 20 mM
(NH4)2S04, %0.2 Tween 20, 1.6 M betaine ve 2.8mM dNTP ler)];
0.9 ul primer karigimi (FIB ve BIP primerlerinin her biri 40 pmol,
F3 ve B3 primerlerinin her biri 5 pmol, (LF ve LB primerlerinin her
biri 20 pmol)), Bst DNA polimeraz'in 8U (Eiken Chemicals Co,
Japan) veya (New England Biolabs, M0275L) 1 pl ve 8.6'sida dis-
tile sudur. LAMP Urinleri ethidium bromide ile boyandiktan
sonra %1.5 agarose jel de yuratdlir (5).

Lamp Tekniginde Primer Dizayni ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bu primerler PrimerExplorer V4 software (http://primerexplo-
rerjp) programi kullanilarak caligsilacak protozoonun hedef gen
bolgesine gore dizayn edilir. Lamp teknigi uygulandiktan sonra
elde edilen sonuglarin gézlenmesi %1.5 agaroz jel elektroforezi
kullanilip etidium bromid ile boyanarak saglanir (Resim 2). Bu-
nun yani sira flouresan boya yontemiyle drneklerin ciplak goézle
gdzlenmesi de miimkiindiir. Ornekleri tespit etmek icin flouresan
boya konulmus 6rnek tipleri siyah arkaplanda giinisigi altinda
gozleme birakilir ve pozitif érneklerin bulundugu tip yesil flo-
resan renk verir (Resim 3). LAMP y&nteminde gdrsel olarak bir
baska belirleme yéntemi tirbidite yéntemidir bu yontemin esasi
orek tlplerine konulan magnezyum fosfat'in olusturdugu beyaz
cOkeltiye dayanir (Resim 4) (6, 7).

Template DNA

3 F3c F2¢ Filc B1 B2 B3
- = =
F3 F2 F1 B1c B2c B3c

Primers
Inner Primer

FIP: s 5-Flc-F2

Quter Primer
F3: =

BIP: mom 5-B1c-B2 B3:

Sekil 1. Lamp tekniginde kullanilan primerlerin &zellikleri

FIP , Flc
5~ F2
F3 )
FaPrime]Sm3
F3c F2cF1c Target DNA B1 B2 B3
S M >
s . [N .
F3 F2 F1 B1cB2cB3c
Sm >
-
B2 5
Bilc
BIP

Sekil 2. Lamp tekniginde kullanilan primerlerin yapisi

[T Ltoopamp

e o bt s i St

Resim 1. Lamp tekniginde kullanilan kit

Diski 6rneklerinde Cryptosporidium tirlerini ayirtetmek icin g
farkli Lamp teknigi kullanildi. SAM geni C. Parvum, C. Homi-
nis ve C. Meleagridis icin, gpé0 geni C. Parvum'u, HSP-70 geni
C. andersoni'yi tespit etmek icin kullaniimistir. Bu calismada kul-
lanilan primerler ve uzunluklar Tablo 1'de ki gibidir (8).
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Resim 2. Lamp teknidiyle elde edilen bandlarin agaroz jeldeki
goruntusu

Resim 3. SYBR Green | floresan boya ile lamp sonucunun belirlenmesi

Protozoonlarda Lamp Teknigi Kullanilarak Yapilan Calismalar
Cryptosporidium tirlerinin ooksitlerini belirlemek icin arastirma-
cilarin yaptigi 5 yil Gzerindeki bir calismada, aralarinda yakin ilis-
kili tarlerin belirlenmesi icin farkli yaklagimlar kullanildi. Bu farkli
yaklagimlardan biri olan LAMP tekniginde Cryptosporidium tir-
leri arasinda hedef tir olarak C.parvum secildi ve teshislerde bu
turtn hedef genleri kullanilmistir (Sekil 3) (9).

Guney Afrikada sidir, koyun ve atlardan alinan 270 digski 6rnegin-
de Cryptosporidium tirlerinin DNA'sini belirlemek i¢in 3 LAMP
(floresan, turbidite ve elektroforez) teknigi kullanildi.
Cryptosporidium 18S rRNA hedef geni ile yapilan nested PCR ve
LAMP teknigi sonuglari kiyaslandi. Nested PCR ile tim ornekler
negatif cikarken, érneklerin 3'te 1'i LAMP teknigi ile pozitif ¢ikt.
Bu calismada C. Parvum’un gpé0 geninin belirlenmesi icin LAMP
teknigi kullanilmistir (6).

Resim 4. Turbidite ile lamp sonucunun belirlenmesi

Toxoplazma gondii Lamp deneyinin 6zgulliguni gdstermek icin
yapllan calismada, hedef DNA olarak secilen T. gondii'nin yani sira
hedef DNA olarak secilmeyen N. caninum, B. gibsoni, B. Bovis, C.
parvum, T. Brucei ve T. Parva protozoonlar kullanildi. Sonug olarak 60
dakika stiren Lamp reaksiyonuyla T. Gondii cogalirken diger protozo-
anlarda herhangi bir cogalma gdézlenmemistir. Sonuglar real time
turbidimetre ile gosterilmistir (Sekil 4) (5).

Toxoplazma gondii ile lamp tekniginin duyarliligi ve spesifikliginin
belirlenmesi icin yapilan bir calismada LAMP teknigi ve klasik PCR
teknigi kiyaslandi. Calismada kullanilan Lamp primerlerini dizayn
etmek icin T. gondii'nin 529 bp hedef geni kullaniimig ve elde edi-
len sonuclarda caligilan érmeklerin %76.9'u klasik PCR ile, %85.7'i
LAMP teknigiyle pozitif bulunmustur. Tum &rnekler Gzerinde yapi-
lan mikroskopik calismalar ve klasik PCR ile pozitif sonuglanan
drneklerin hepsi LAMP teknigiyle de pozitif ¢cikmistir. T.gondlii lize-
rinde yapilan calismada LAMP ve klasik PCR tekniginin kiyaslanma-
si sonrasinda elde edilen sonuglar gostermistir ki hem in vitro
sartlarda kiltir edilmis érneklerde hem de belirli bir alanda enfek-
te olmus drneklerde T.gondii'nin belirlenmesi icin LAMP metodu
spesifik, duyarli, hizli ve kolay bir sekilde uygulanabilir bir metodtur.
Bu nedenle LAMP metodu T.gondii enfeksiyonun tespit edilmesi
icin gucli bir arac olarak kullanilabildigi gibi arastirmacilar bu tek-
nigi klinik teshislere uygulamak icin de gelistirmelidir (5).

Cin’in kuzeyinde yaygin bir parazit olan koyun ve keci gibi hayvan-
lar Gzerinde enfeksiyonel hastaliklar birakan Babesia spp. turleri
18S rRNA genleri kullanilarak LAMP teknigiyle belirlenmistir. 18S
rRNA genlerinin dizisine dayanarak Babesia spp. tirleri 2 guruba
aynimistir. Birinci gurupta Babesia sp. BQ1 (lintan), Babesia sp.
(Mingxian), Babesia sp. (Tianzhu), Babesia sp. (Hebei), Babesia
sp. (Madang), Babesia sp. (Lioning) ve diger gurupta sadece
Babesia sp. Xinjiang -2005 olarak belirlenmistir (10).

Cin'in kuzeyinde Gansu eyaletinden 365 6rnek, Xinjiang eyaletin-
den 145 &rnek toplanmis ve bu &rnekler hem LAMP teknigi
hemde Nested PCR ile calisip sonuglar kiyaslanmistir. 365 6rne-
gin 52 (%14.5) 'si LAMP teknigi ile pozitif ¢ikarken, Nested PCR



2 10 Koloren Z.
Protozoon Parazitlerin Tanisinda LAMP Yéntemi

Turkiye Parazitol Derg
2010; 34: 207-11

Tablo 1. Cryptosporidium tirleri i¢in kullanilan Lamp primerleri

LAMP assay Primer Sequence (5'—3’) Length | Amplicon | Target
type size®
SAM-1b F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTAG 22 145 Cryptosporidium parvum,
B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19 C. hominis and C. meleagridis
FIP (F1c-F2) TTGCGCCCTGTTAATCCAGCAT- 45 S-adenosylmethionine
TAATTAATCCATCTGGCAGRTTT synthetase (SAM) gene
BIP (B1-B2c) TTGTAGATACATACGGAGGATGGG- 46
TCTACTTTAGTTGCATCTTTCC
LF CTGCTGGCCCMCCAATTG 18
LB CATGGRGGTGGTGCATTTAG 20
gpé0 F3 TCGCACCAGCAAATAAGGC 19 157 Cryptosporidium parvum,
B3 GCCGCATTCTTCTTTTGGAG 20 (genotype Il) 60-kDa
FIP (F1c-F2) ACCCTGGCTACCAGAAGCTTCA- 39 glycoprotein (gpb0) gene
GAACTGGAGAAGACGCAGAA
BIP (B1-B2c) GGCCAAACTAGTGCTGCTTCCC- 41
GTTTCGGTAGTTGCGCCTT
LF GTACCACTAGAATCTTGACTGCC 23
LB AACCCACTACTCCAGCTCAAAGT 23
HSP-70P F3 CGTGCAAAGAGAACACTTTC 20 115 Cryptosporidium andersoni
B3 CCTACTAATACAACATCATGTACT 24 heat shock protein
FIP (F1c-F2) TCCTCAAATCTTGCACGACTTATWGA- | 47 (HSP)-70 gene
TTCATCTACWCAAGCAACAAT
BIP (B1-B2c) GTTCTGATTATTTCCGTGGCACA- 43
CTCTTATCCATTCCAGAATC
LF CAAAGTAGTCAATACCTTCGAAC 23
LB TAGCTCCAGTAGAGAAGGTATT 22
ile 365 6rnegdin 8'i pozitif ckmistir. Xinjiang eyaletinden alinan
145 6rnekten 5 (%3.5)'i LAMP teknigi ile pozitif ¢cikarken, Nested 12 3 456 78 910
PCRile hi¢ pozitif bulgu elde edilmemistir (11). i | 1. 100bg ladder
Bulgaristan’da yapilan bir calismada 7 irmak suyundan alinan su 2106 cocysts
orneklerinde Cryptosporidium tirlerini belirlemek icin LAMP tek- LAMP 3105 cooysts
nigi ve PCR calismalan kiyaslanmisti. Alinan su &rneklerinin 4104 cocysts
7'sinde de LAMP teknigi ile Cryptosporidium DNASsI ¢cogaltilirken, >- 103 cocysts
PCR teknigiyle hicbir érnekte Cryptosporidium DNAS! belirlene- 6102 cocysts
medi. Su érneklerinde bulunan muhtemel DNA polimeraz inhibi- 7101 cocysts
torlerinin varligindan dolayr PCR sonuclarinin negatif oldugunu PCR 8.100 cocysts
. . - 200b¢ 9.10-1 oocysts
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (12), Buna kargin PCR inhi- -
10. Negative control

bitorlerinin LAMP Uzerine etki yapmadigi da vurgulanmustir (13).

Rostov ve Sofya'da cevre sularinda T. gondii'yi belirlemek igin
yapilan bir calismada Nested PCR ve LAMP kullanildi. Alinan su
orneklerinde T. gondii’ yi belirlemek icin uygulanan tekniklerde,
LAMP teknigi icin T.gondii B1 geni hedef gen olarak kullanilmis,
Nested PCR icin ise 18S rRNA geni hedef olarak kullaniimistir.
Rostov bélgesinden 16, Sofya’dan ise 36 su 6rnegdi toplanmig ve
calismalar yapildiktan sonra sonuclar kiyaslanmistir. Rostov'dan
alinan 16 su érneginden Nested PCR ile 2 su érneginde T. gondii
belirlenirken LAMP teknigiyle incelenen 16 su 6rneginin 9'unda
T. gondii tespit edilmistir. Sofya b&lgesinden alinan 36 su érne-
ginden Nested PCR ile 5 su 6rnegdinde T. gondii belirlenirken 16
sinda T. gondiii tespit edilmistir (14).3

Sekil 3. Farkli dilusyonlardaki Cryptosporidium parvum ookistlerden
elde edilen DNA &érneklerinde LAMP ve PCR duyarlilik testi

Giardia duodenalis’ den izole edilmis A ve B alt gruplarinin seri
sulandinmlarn yapilmistir. G. duodenalis B alt grubu icin 4 sulandir-
ma, G. duodenalis A alt grubu icin 5 sulandirma yapilarak ve LAMP
teknigiyle bitin sulandinmlarda Giardia DNA' si ¢cogaltilmistr.
LAMP teknigi ile bu ¢alismada G. duodenalis B alt grubu icin 0.548
pg DNA cogaltilmis, G. duodenalis A alt grubu icin 0.8 pg DNA
coGaltlmistir. Yine ayni calisma da Giardia duodenalis’i teshis
etmek icin diski érneklerinden, ylzey sularindan ve kanalizasyon
sularindan toplam 35 6mek alinmistir. Bu érnekler immiino floresan
test (IFT), G.duodenalis’ in 18S rRNA gen dizisini taniyan PCR, G.
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duodenalis’ in glutame dehydrogenase (GDH) gen dizisini taniyan
PCR teknigi, yine G. duodenalis’ in B alt grubu icin triosephospha-
te isomerase (TPI) genini taniyan Real-time PCR ve G. duodenalis’
in uzama faktort 1/alfa ( EF1a) genini hedef alan LAMP teknigiyle
35 8rnek calisiimig ve sonuclar kiyaslanmistir. Yapilan ¢alismada IFT
ile 35 6rnegin hepsi pozitif ¢ikmig, 18S rRNA PCR teknigi ile 35
ornegdin 23'U pozitif ¢ikmig, GDH PCR ile 35 drnegdin 15" i pozitif
ctkmig, TPl Real-time PCR ile tim ornekler negatif cikmis, EF1a
LAMP teknigi ile 35 6rnegin 24'G pozitif cikmistir (15).

SONUC

LAMP teknigiyle, karmasik ve profesyonel aletlere gerek olmak-
sizin reaksiyon karigiminin tirbidite veya floresan boya ile gorsel
denetiminin kolay bir sekilde degerlendiriimesi saglanir. PCR ve
diger molekdler biyolojik teknikler sadece iyi donatilmis labora-
tuarlarda en iyi uygulanabilir (1).

LAMP tekniginin en dnemli 6zelliginden biri pozitif reaksiyonlarin
kolayca belirlenmesine izin veren magnezyum fosfat'in beyaz
cokeltisini blyik miktarda Uretebilme yetenegidir. Bu yontemle
ciplak gozle de porzitif rnekler teshis edilebilir (2).

Lamp teknigiyle Cryptosporidium parvum ve Giardia lamblia gibi
parazitler ve bu parazitlerin alt gruplarnini belirlemek mimkinddr.
Lamp yonteminin yiksek duyarliligi, ekonomik ve kolay uygula-
nabilir olmasi bir cok alandaki tani laboratuarlarinda bu teknigin
kullanimini saglamaktadir. PCR tani testinin aksine Lamp tekigi
icin etkili bir DNA amplifikasyonunda tamamen saf halde elde
edilmis DNA gereksinimi yoktur. Standart bir PCR icin harcanan
zamanin Ugte biri kadar daha kisa sirede sonug almak mimkin-
dir. Sinirli kosullarin oldugu laboratuarlarda sabit bir sicaklk
kullanilarak yapilacak lamp teknigi icin PCR Cihazi veya real time
turbitimetre yerine su banyosu veya kuru blok isiticisi kullanilarak
63-65°C lik izotermal sicaklik saglanabilir.

Hem zaman hemde ekonomik anlamda edindigimiz kazang goz
ontine alindiginda uluslar arasi standartlarda kabul gérmis duyarli-
Iigr yiksek olan bu teknigi kullanarak fekal, su ve gida kékenli pro-
tozoanlar tespit etmemiz daha kolay ve daha kisa stirede olacaktir.
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