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Hiiseyin Bilgin BILGIC?, Tiilin KARAGENC?, Serkan BAKIRCI!, Hasan EREN?,
William WEIR?

'Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin; 2Glasgow University, College of Medical,
Veterinary and Life Sciences, Wellcome Trust Centre for Molecular Parasitology, Bearsden Road, Glasgow, UK.

Ozet: Son yillarda polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) alternatif olarak termal siklus kullanmadan izotermal kosullar altinda
hedef bolgelerin ¢ogaltilmasina olanak saglayan LAMP (loop mediated isothermal amplification) gibi yeni teknikler gelistirilmistir.
LAMP, yiiksek 6zgiinliikte ve kisa zamanda ¢ok sayida hedef DNA kalibinin ¢ogaltilabildigi ve elde edilen tiriiniin kolay ve hizli
tespitine olanak veren bir yontemdir. Bu ¢aligmada, Theileria annulata’nin merozoit yiizey antijeni (Merol), 30 kDa major merozoit
ylizey antijeni (Tams-1) ve sitokrom b genlerini ¢ogaltmak i¢in 6zgiil olarak tasarlanan primer giftleri kullanilarak, hasta ve tastyici
sigirlarda T. annulata’nin tespitinde LAMP yonteminin 6zgiilliik ve duyarlihigi degerlendirilmistir. En yiiksek duyarliliga sahip olan
primer c¢iftleri ile LAMP’1n sahadan toplanan 6rneklerde uygulanabilirligi arastirilmistir. Sitokrom b genine 6zgii iki primer ¢iftinin
(CYTOBL ile CYTOB341) T. annulata’nin farkli izolatlarini 6zgiil olarak ¢ogalttigi ve BL20 ve diger tiirlere ait DNA’larda ise her-
hangi bir ¢ogalma olmadig1 belirlenmistir. CYTOBI1 primerleri 2 fg’a kadar T. annulata Ankara / D7 DNA’sin1 tespit edebilmis, bu-
nunla birlikte CYTOB341’in duyarliligit CYTOB1’ye oranla 10 kat diisiikk bulunmustur. Yapilan analizlerde, CYTOB1 LAMP’1nin
duyarliligi F3/B3 PZR ile ayn1 bulunmusg, ancak CYTOB1 F3/B3 PZR'in duyarliliginin cytobl PZR’ye oranla 10 kat daha az oldugu
belirlenmistir. Ayrica, LAMP iiriinlerinin 6zgillikleri restriksiyon enzimi ile keserek ve sekans analizleri ile dogrulanmustir. Elde
edilen sonuglar, sitokrom b geni disinda hedef gen bolgelerine (Tams-1 ve Merol) 6zgii tasarlanan primer ¢iftlerinin hi¢birinin T.
annulata’nin farkli izolatlarin1 6zgiil ve duyarh olarak tespit etmedigini géstermistir. Sonug olarak, CYTOB1 LAMP yonteminin T.
annulata’nin saha sartlarinda tespitinde kullanilabilirliginin cytobl PZR’ye oranla diisiik oldugu saptanmustir.

Anahtar sozciikler: DNA, LAMP, tani, Theileria annulata.

Loop mediated isothermal amplification (LAMP) of Theileria annulata DNA

Summary: In the past three decades, as an alternative to PCR (polymerase chain reaction) new diagnostic techniques like
LAMP (loop mediated isothermal amplification) whereby target DNA can be amplified under isothermal conditions without using
thermocycler have been developed. The LAMP method allows the synthesis of large amounts of DNA in a short time with high
specificity and rapid and easy detection of generated products. In this study, specificity and sensitivity of LAMP method was evaluated
for the detection of T. annulata in acute infected and/or carriers cattle using primer pair specifically designed to amplify merozoite
surface antigen gene (Merol), 30 kDa major merozoite surface antigen gene (Tams-1) and cytochrome b gene of T.annulata. Primer
pairs with highest sensitivity were used to evaluate the applicability of LAMP to the field samples. Two LAMP primers (CYTOBL1 and
CYTOB341) targeting cytochrome b gene specifically amplified DNA of different T. annulata isolates successfully while no
amplification was seen in other species DNAs and BL20. CYTOBL1 primers detected T. annulata Ankara/ D7 DNA up to 2 fg, however
the detection limit of CYTOB341 was 10 fold lower. The sensitivity of CYTOB1 LAMP assay was same with F3/B3 PCR, however
when compared with that of cytobl PCR a 10 fold lower sensitivity was found. The LAMP product was confirmed by restriction
digestion and sequencing. Results obtained from this study indicated that none of the designed primer pairs specific to target genes
(Tams-1 and Merol), except cytochrome b gene was able to specifically and sensitively detect different isolates of T. annulata.
Consequently, it was shown that LAMP method using CYTOBL1 primers is less effective than the cytobl PCR in terms of detecting T.
annulata in the field samples.
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Giris

Biyoteknoloji alanindaki yenilikler niikleik asit tek-
nolojisini olas1 ihtimaller olmaktan ¢ikarip hastalik etken-
lerinin belirlenmesinde rutin laborotuvar teknikleri ve mo-
delleri haline getirmistir (7). Tanisal amagl kullanilan bu
yeni tekniklerin 6zellikle saha sartlarinda kolay adapte
olabilen, yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip, ¢ogaltila-
cak son {irliniin rahat ve basit bir yontemle degerlendirile-
bilmesi olanak saglamasi1 6nemlidir. Niikleik asit ¢ogaltma
tekniklerinin basim ¢eken polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) arastirmacilar tarafindan yogun olarak kullaniliyor
olmasina karsin reaksiyonun olusup hedef b6lgenin ¢ogal-
tilmasinda termal sikluslu makinelere ihtiya¢ duyulmasi
bu teknigin saha sartlarina adapte edilip kullanilmasini ki-
sitlamaktadir. Son yillarda termal siklusa ihtiyag duyma-
dan izotermal kosullar (63-65°C) altinda hedef bolgelerin
¢ogaltilmasina olanak saglayan LAMP (loop mediated
isothermal amplification) gibi yeni teknikler gelistiril-
mistir (7). LAMP, hedef DNA’nin 3' ve 5' ucundaki adl
alt1 farkli bolgeye (F3c, F2c ve Flc ile B1, B2 ve B3) 6zgii
F3, FIP, B3 ve BIP olmak iizere dort tip primer kullanarak
1s1 denatiirasyonuna gerek kalmadan (20) zincir yer
degistirme aktivitesine sahip Bst DNA polimeraz enzimi
yardimu ile ¢ok az sayidaki hedef DNA’y1, 6zgiil olarak,
kisa zamanda 10° kopyaya cogaltilabilen bir yéntemdir (7,
21, 25). Buna ilave olarak g¢ogaltilan iiriinler agaroz jel
elektroforezi, gozle goriiniir tiirbitide veya floresans 6zel-
likleri ile hem laboratuvar kosullarinda hem de saha sart-
larinda kolay ve etkin olarak belirlenebilmektedir (18, 25,
31). LAMP yontemi son yillarda, tek niikleotid polimor-
fizmlerinin belirlenmesine dayali genetik calismalar ile vi-
ral, bakteriyel ve paraziter etkenlerin tanisal amacl belir-
lenmesinde giderek artan oranda kullanilmaya baslan-
mustir. Paraziter kdkenli hastaliklardan equine piroplas-
mosis (2, 3, 32), tropikal theileriosis (15, 28), East Cost
Fever (ECF) (29) ile sig1r babesiosis (10, 14) etkenlerinin
ve koyunlarda hastalik olusturan Theileria ve Babesia so-
yundaki kan parazitlerinin (8, 16, 27), Giardia duodenalis
(26) ve Cryptosporidium tiirlerinin (5, 12), Trypanosoma
brucei gambiense’nin (13), kopeklerde B.gibsoni (17, 9)
ve B.canis (1, 19) ile ara konak sivrisineklerdeki
Plasmodium spp.’lerin (4) teshisi amaciyla LAMP yon-
temi kullanilarak bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Bu ¢alismada, LAMP yo6ntemi farkli gen bdlgelerine
Ozgii primer ¢iftleri kullanilarak T.annulata’nin hasta
ve/veya tastyict hayvanlarda tespitinde 6zgiillikk ve duyar-
liliklar1 yoniinden karsilagtirilmali olarak degerlendiril-
mistir. Ayni zamanda en yiiksek duyarliliga sahip olan pri-
mer giftleri kullanilarak LAMP’1n sahadan toplanan &r-
neklerde uygulanabilirligi arastirilmstir.

Materyal ve Metot
Calismada kullanilan primerlerin tasarlanmasit ve
bunlara ait niikleotid dizilimleri: Theileria annulata’nin

LAMP yontemi ile tespitinde kullanilmak {izere ilk ikisi
tek kopyal1 ve tigiinciisii de muhtemel ¢oklu kopyaya sa-
hip olan sirasiyla merozoit yiizey antijen geni (Merol), 30
kDa major merozoit yiizey antijen geni (Tams-1) ve sitok-
rom b gen bolgelerine 6zgii primerler tasarlanmigtir. Her
gen bdlgesine 6zgii primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP)
‘Primer Explorer V3’ adli bilgisayar programi (http://
primerexplorer.jp/e) kullanilarak tasarlanmigtir. Her gen
icin tasarlanan primer ¢iftlerinden 5'/3' stabiliteleri en ytik-
sek olanlar (AG <-4 kcal/mol) ile primer-dimer olusturma
oranlari en diisiik olanlardan {iger adet se¢ilmistir. LAMP
metodu ile T. annulata DNA’sin1 ¢ogaltmakta kullanilan
primer giftleri, bunlarin tasarlandigi gen bolgeleri ile dizi-
limleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tasarlanan primerlerin LAMP yéontemi ile degerlen-
dirilmesi: LAMP reaksiyonunda kullanilmak {izere tasar-
lanan primerlerin 6zgiilliikleri T.annulata’nin farkli izo-
latlar1 (Tunus, fran, Umbanein, Gharb, Israil, Akgaova,
Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir), T. parva, T. sergenti,
T.lestoquardi, B.bovis, B.bigemina, T.equi, A.marginale,
A.centrale ve A.phogocytophila tiirleri ile, BL20 (bovine
lenfosarkoma hiicreleri), enfekte olmayan sigir periferal
kan hiicrelerine ait toplam 20 DNA 6rnegi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla yapilan LAMP reaksiyonu
25 ul’lik son hacimde; 20 mM Tris—HCI, 10 mM KClI, 10
mM (NH4)2S0s, 8mM MgSOs4, %0.1 Triton X-100, 0.8M
Betaine (Sigma—Aldrich, Amerika), her bir dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP’tan 1.4mM, 8U Bst DNA polimeraz (New
England Biolabs, ingiltere), 1.6uM ileri ve geri yonlii i¢
primerler (FIP/BIP), 0.2uM F3 ve B3 dig primerleri ile 1
ul DNA 6rnegi kullanilmigtir. Reaksiyon 65°C sabit 1sida
90 dakika boyunca gergeklestirilmistir ve bunu takiben re-
aksiyon 80°C’de 4 dakika inkiibe edilerek durdurul-
mustur. Ayrica, Iseki ve ark. (10) tarafindan B.bovis’in
LAMP yontemi ile teshisinde kullanilmak {izere tasarla-
nan primer ¢iftleri (Tablo 1) B.bovis’in Afrika (Kusan-
yangwa, Kuwangya), Meksika (Meksiko, M07, Lismore),
Israil (saha susu I, Il ve as1 susu I, IT), Aydin izolatlarmnin
degerlendirilmesi ve bu caligmada tasarlanan primerler
kullanilarak yapilan LAMP reaksiyonlarinda internal
kontrol olmas1 amaciyla kullanilmistir. LAMP reaksiyonu
B.bovis primerleri kullanilarak yukarida anlatildigi sekilde
63°C sabit 1s1da 90 dakika boyunca yapilmig ve takiben
reaksiyon 80°C’de 3 dakika inkiibe edilerek durdurul-
mustur. Her iki reaksiyon sonucunda elde edilen LAMP
iirtinleri oda 1s1s1 ya da 4°C’de tutulmustur.

LAMP iiriinlerinin incelenmesi: LAMP yontemi ile
¢ogaltilan {riinler agaroz jel elektroforezi ya da ¢iplak
gozle incelenebilmektedir. Bu amagla yapilan agaroz jel
elektroforezde her LAMP iiriiniinden 10 pl alinarak mili-
litresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1,5’lik aga-
roz jelde, 100 voltluk akimda bir saat elektroforez sonrasi
ultraviole 1s1k altinda goriintiilenmistir. Bunun yaninda,
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LAMP reaksiyonunda pyrofosfat iyonlart DNA polimeri-
zasyonu sirasinda kullanilan deoksiniikleotidtrifosfat’lar-
dan son {rlin olarak agiga ¢ikmaktadir [(DNA)n-
1+dNTP—(DNA)n+P,0,*]. Olusan pirofosfat iyonlarmin
(P207*) miktar1 arttikca LAMP reaksiyonunda kullanilan
tampon soliisyonda bulunan magnezyum iyonlari ile reak-
siyona  girerek  magnezyum  pirofosfat  [P.0+*
+2Mg?*—Mg,P,07] seklinde ¢okelti olugmaktadir ve bu
da ¢iplak gozle bakildiginda tiipte bulaniklik seklinde go-
riilmektedir (18). Ciplak gozle incelemede kullanilan bir
diger yontemde, reaksiyonda kullanilan tiipe 1 pl Sybeer
Green | (Invitrogen™) eklendiginde pozitif olan tiiplerde
orijinal turuncu renk yesile doniismekte, negatif olan tiip-
lerde ise herhangi bir renk degisikligi olmadan turuncu
renk kendini muhafaza etmektedir. Bu amagcla, her tiipe
1 ul 1/10 oraninda sulandirilmig Sybeer Green |
(Invitrogen™) eklenerek pozitif érneklerdeki renk degi-
simi incelenmistir.

LAMP iiriinlerinin EcoRI restriksiyon enzimi kulla-
nilarak kesilmesi: Cogaltilan LAMP iiriinlerinde FIP ve
BIP primerlerinin sirasiyla F2—-F1c ve B2-Blc bdlgeleri
arasinda bulunan boslukta yer alan restriksiyon bolgesi
(GAATTC) (Tablo 1) EcoRI restriksiyon enzimi (New
England Biolabs, Ingiltere) ile kesilmesi amaciyla ilk ola-
rak LAMP iriinleri QIAquick PZR piirifikasyon Kkiti
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak saflagtirilmistir. Elde
edilen triinlerin DNA konsantrasyonlari spektrofotomet-
rik olarak 6l¢iildiikten sonra 1 ug DNA 6rnegi 1 U EcoRl
enzimi ile 37°C’de gece boyunca inkiibe edilerek ilgili
bolgelerinden kesilmis ve daha sonra enzimin inaktivas-
yonu i¢in 65°C’de 20 dakika bekletilmistir. Kesilen iiriin-
ler mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %?2 aga-
roz jelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tu-
tulduktan sonra ultraviole 151k altinda incelenmistir.

LAMP yéntemi ile PZR 'nin duyarliligimin karsilasti-
rimasi: LAMP yonteminin duyarliliginin belirlenmesi ve
bunun LAMP reaksiyonunda kullanilan dig primerler
(F3/B3) ile cytobl primer giftleri (6) kullanilarak yapilan
iki ayr1 PZR ile karsilastirilmas: amactyla deneysel en-
fekte buzagidan alinan kan, enfekte olmayan buzagidan
aliman kan ile %0.1-10"1° parazitemi olacak sekilde 10
katli sulandirilmig ve bunlardan DNA izole edilmistir. Ay-
rica, hazirlanan sulandirmalardan Whatmann® FTA kart-
lar1 (Sigma-Aldrich) iizerine damlatilarak DNA izolas-
yonu yapilincaya kadar oda 1sisinda muhafaza edilmistir.
Bunun yaninda, LAMP ile PZR’nin duyarliliklar tizerine
biyolojik ajanlar ile ortamda bulunan parazite ait baslangig
DNA miktarinin etkilerinin belirlenmesi amaciyla yuka-
rida bahsedilen diliisyona ilave olarak T.annulata An-
kara/D7 in vitro makrosizont hiicre kiiltiird ile saflastirila-
rak hazirlanmis T.annulata Ankara/C9 piroplazmindan
hazirlanan DNA 6rnekleri deiyonize H>O ile 10 katli su-
landirilarak LAMP yontemi ile degerlendirilmistir. F3/B3

ve cytobl primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PZR 50pul’lik
son hacimde; 45 mM Tris-HCI, pH 8.8, 11 mM
(NH4)2S04, 4.5 mM MgClz, 0.113 mg/ml BSA, 4.4 pM
EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 1 mM, 1
U Ampli Taqg DNA polimeraz (Applied Biosystems), 10
uM ileri ve geri yonlil primer ¢ifti ile 2 pl DNA ornegi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR firtinleri
4°C’de tutulmustur. Daha sonra her LAMP ve PZR iirii-
niinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidi-
yum bromid bulunan %1.5’lik agaroz jelde 100 voltluk
akimda bir saat elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultra-
viole 151k altinda incelenmistir.

F3/B3 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR tiriinleri-
Nnin sekans analizleri i¢in klonlanmasi: LAMP yonteminde
hedef DNA bolgesinin dogrulanmasi ve T.annulata’nin
farkli izolatlar1 (Ankara/D7, Dalama, Diyarbakir, Akca-
ova, Aydin ve Pendik) arasinda herhangi bir farklilik gos-
terip gostermediginin belirlenmesi amaciyla F3/B3 primer
ciftleri ile PZR’de ¢ogaltilan 185 bp’lik bolge TOPO TA
Klonlama Kiti (Invitrogen™) kulamlarak PCR-4 TOPO
vektorii igerisine klonlanmis ve pozitif koloniler segilerek
sekans analizlerinin yapilmasi i¢in ticari bir sirkete gonde-
rilmistir (MWG Biotech, Almanya).

LAMP yonteminin saha sartlarinda denenmesi:
LAMP ydnteminin saha sartlarinda denenmesi amaciyla
tropikal theileriosis’in endemik olarak goriildiigii bolge-
lerden toplanan toplam 52 pozitif kan 6rneginden hazirla-
nan DNA 6rnekleri kullanilmig ve elde edilen sonuglar cy-
tobl PZR ile karsilagtirtlmistir. Toplanan kanlar i¢in etik
komite onayr ADU-HADYEK’in 07.02.2006 tarih ve
B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-HEK/2006/0022
karar1 geregince yapilmustir.

numarali

Bulgular

Tasarlanan LAMP primerleri ile elde edilen sonug-
lar: LAMP metodu ile T. annulata DNA’sim1 ¢ogaltmakta
kullanilan primer ¢iftleri, bunlarin tasarlandigi gen bolge-
leri ile dizilimleri Tablo 1’de gosterilmistir. T. annu-
lata’nin LAMP yontemi ile tespiti merozoit yiizey antijen
geni (Merol), 30 kDa major merozoite yiizey antijen geni
(Tams-1) ve sitokrom b genine 6zgii olarak tasarlanan tiim
primerlerin 6zgiilliikleri T. annulata’nin farkli bélgelere
ait izolatlar1 kullamilarak degerlendirilmis ve elde edilen
sonu¢lar Tablo 2’de 6zetlenmistir. LAMP reaksiyonla-
rinda internal kontrol olmasi amaciyla kullanilan ve Iseki
ve ark. (10) tarafindan B. bovis’in LAMP yontemi ile
teshisinde kullanilmak iizere tasarlanan primer ¢iftleri B.
bovis’in Afrika (Kusanyangwa, Kuwangya), Meksika
(Meksiko, M07, Lismore), Israil (saha susu I, Il ve as1 susu
ILI1), Aydin gibi farkli cografik bolgelere ait izolatlardan
sadece Kuwangya, MO07 ve Lismore izolatlarini
cogaltirken kullanilan diger izolatlarda herhangi bir {iriin
olugsmamustir.
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Resim 1. (A); T. annulata’nin farkli izolatlar1 ve diger baz1 Theileira, Babesia ve Anaplasma tiirlerine ait DNA 6rnekleri ile CYTOBI
primerleri kullanarak yapilan LAMP. Kuyu 1: 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™); 2: bos; 3-12: T. annulata’nin
sirast ile Tunus, iran, Umbanein, Gharb, Israil, Akgaova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir izolatlari; 13: BL20; 14: enfekte olmayan
sigir PBM; 15: T. parva; 16: T. sergenti; 17: T. lestoquardi; 18: B. bovis; 19: B. bigemina; 20: T. equi; 21: A. marginale; 22: A. centrale;
23: A. phogocytophila; 24: su; 25: bos; 26: 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™). (B ve C); T. annulata’ya ait sitokrom
b genini ¢ogaltmakta kullanilan CYTOBI primer ciftleri yapilan LAMP (B) ve F3/B3 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR (C)’mn
duyarligimm T. annulata’ya ait DNA 6rneklerinin 10 katli sulandirmalart kullanilarak belirlenmesi. Kuyu 1: 100 bp’ lik molekiiler
boyut belirleyici (Invitrogen™); 2-10: T. annulata Ankara/D7 DNA’sma ait 200 nanogram - 2 femtogram’a kadar 10 katli sulandir-
malar.

(D); Babesia bovis tiiriine ait rhoptri protein-1 geninin Iseki ve ark. (10) tarafindan belirlenen primerler kullanilarak LAMP ile ¢ogal-
tilmast. Kuyu 1: 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™); 2: bos; 3-11: B. bovis’in farkli suslar1 (Meksiko, Kusanyangwa,
MO7, Lismore, Kuwanyga, israil saha susu I, Israil saha susu I, Israil as1 susu |, Israil as1 susu IT); 12: enfekte olmayan sigir PBM; 13:
su; 14: B. bovis Aydin susu.

(E - H); Theileria annulata’ya ait piroplasm (C9) ve makrosizont hiicre kiiltiirinden (D7) hazirlanan DNA’larin 10 katli diliisyonlarinda
(1011029 sitokrom b genini LAMP yoéntemi ile gogaltmakta kullanilan CYTOBI1 primer ¢iftleri (E ve F) ve PZR yontemi ile gogalt-
mada kullanilan F3/B3 primerlerinin (G ve H) duyarliliklarinin karsilagtirilmasi. (*); LAMP yontemi ile ¢ogaltilan iriinlerin syber
green (Invitrogen™) ile gériintiilenmesi.

Image 1. (A); LAMP performed using CYTOB1 primers with template DNA from different isolates of T. annulata and other Theileira,
Babesia and Anaplasma species. Lane 1: 100 bp molecular size marker (Invitrogen™); 2: empty; 3-12: Tunusian, Iran, Umbanein,
Gharb, Israel, Akgaova, Dalama, Pendik, Aydin and Diyarbakir isolates of T. annulata; 13: BL20; 14: uninfected bovine PBM; 15:
T. parva; 16: T. sergenti; 17: T. lestoquardi; 18: B. bovis; 19: B. bigemina; 20: T. equi; 21: A. marginale; 22: A. centrale; 23: A.
phogocytophila; 24: water; 25: empty; 26: 100 bp molecular size marker (Invitrogen™). (B and C); Determination of the sensitivity of
LAMP performed using CYTOBL primer pairs to amplify cytochrome b gene of T. annulata (B) and PCR performed by F3/B3 primer
set (C) using 10-fold serial dilutions of T. annulata DNA. Lane 1: 100 bp molecular size marker (Invitrogen™); 2—10: ten-fold dilution
series of T. annulata Ankara/D7 DNA ranging from 200 nanogram to 2 femtogram.

(D); LAMP of rhoptry protein-1 gene of B. bovis using primers determined by Iseki et al. (10). Lane 1: 100 bp molecular size marker
(Invitrogen™); 2: empty; 3-11: different isolates of B. bovis (Meksiko, Kusanyangwa, M07, Lismore, Kuwanyga, Israel field strain I,
Israel field strain II, Israel vaccine strain I, Israel vaccine strain IT); 12: uninfected ovine PBM; 13: water; 14: Aydin strain of B. bovis.
(E - H); Comparison of sensitivities detected by CYTOB1 primer pairs used to amplify cytochrome b gene of T. annulata with LAMP
method (E and F) and PCR with F3/B3 primers (G and H) using 10-fold serial dilutions (10-1-10-1%) of DNA samples isolated from
piroplasm (C9) ve macroschizont cell line (D7), respectively. (*); visualization of products amplified using LAMP reaction after
straining with syber green (Invitrogen™).

o
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Sekans analiz sonuclart ve LAMP iirtinlerinin EcoRI
restriksiyon enzimi kullanilarak kesilmesi: LAMP yon-
temi ile F3/B3 dis primerlerinin ¢ogalttigi hedef DNA bol-
gesinin T.annulata’nin farkli izolatlar1 (Ankara/D7,
Dalama, Diyarbakir, Akcaova, Aydin ve Pendik) arasinda
herhangi bir farklilik gosterip gostermediginin belirlen-
mesi amactyla yapilan sekans analiz sonuglari incelendi-
ginde F3/B3 ve FIP ile BIP (Blc hari¢) bolgelerinde
herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 1A). BIP
primerine ait Blc bolgesinde tek niikleotid polimorfizm-
leri (SNP) gozlenmis ve bu polimorfik niikleotidler prime-
rin ilgili bolgeye baglanmasinda herhangi bir farkliliga yol
agmamaktadir. Bunun yaninda, LAMP yonteminde ¢ogal-
tilan hedef DNA bolgesinin dogrulanmasi amaciyla
T.annulata’nin  C9 piroplasm ve D7 makrosizont
DNA'’lar1 kullanilarak F3/B3 PZR ile ¢ogaltilan 185 bp’lik
bolgenin sekansinin clustal X bilgisayar programi kullani-
larak yapilan karsilagtirmasinda piroplasm ve makrosizont
donemlerinde sitokrom b genine ait 185 bp’lik iki bdlge
de herhangi bir polimorfizm goriilmemistir (Sekil 1B).
NCBI veri tabaninda kayitli gen bolgeleri ile yapilan
karsilastirma 185 bp’lik dizilim analiz
sonuglari ile veri tabaninda kayithi sitokrom b genine ait
ayni bolge arasinda % 100 benzerlik gozlemistir.
Cogaltilan LAMP iiriinlerinin EcoRI enzimi ile kesilmesi
sonrast olusan bantlar incelenmis ve yukaridan asagiya
dogru sirasiyla 301 bp, 271 bp, 158 bp, 143 bp, 114 bp’lik
toplam bes bant gozlenmistir (Resim 2). Bunlarda 271,
185 ve 114 bp’lik bolgeler beklenen bantlar olmasina
karsin, olusan diger iki bant (301 ve 143) daha once
yapilan analizlerde belirlenememis bantlardir. Bunlarin
restriksiyon esnasinda hedef DNA miktarinin fazla olma-
sindan kaynakli 6zgiil olmayan bantlar oldugu diisiiniil-
mektedir.

PZR ve LAMP yonteminin duyarhiliklarinin
karsilastiriimasi: CYTOBL ve CYTOB341 primerleri ile
yapilan LAMP ve dis F3/B3 primer giftleri ile cytobl pri-
mer ¢iftleri (6) kullanilarak yapilan PZR deneysel enfekte
buzagidan elde edilen sulandirmalardan ekstrakte edilen
DNA ornekleri ile elde edilen sonuglar Tablo 2’ de veril-
mistir. Ayrica, deneysel enfekte buzagidan elde edilen
sulandirmalarin FTA kartlarindan {izerine damlatilmasi ile
hazirlanan kartlardan ekstrakte edilen DNA ornekleri ile
D7 makrosizont hiicre kiiltiiriinden hazirlanan sulandirma-
lardan elde edilen DNA &rnekleri kullanilarak elde edilen
duyarliliklar Tablo 2’ de verilmistir.

LAMP reaksiyonu iizerine inhibitorlerin etikisi:
LAMP ile PZR’nin duyarliliklar1 {izerine biyolojik
bilesenler ile ortamda bulunan parazite ait baglangic DNA
miktarinin etkilerinin belirlenmesi amaciyla esit kon-
santrasyonlardaki T. annulata’ya ait C9 piroplasm ve D7
makrosizont hiicre kiiltiiriinden hazirlanan DNA’larm 10
katl diliisyonlarinda sitokrom b genini LAMP yontemi ile
¢ogaltmakta kullanilan CYTOBI1 primer ciftleri ve PZR

sonucunda

yontemi ile ¢cogaltmakda kullanilan F3/B3 primer ciftleri-
nin duyarliliklar1 Tablo 2’ de verilmistir.

LAMP yénteminin saha sartlarinda kullanilabilir-
ligii LAMP yonteminin saha sartlarinda denenmesi
amaciyla tropikal theileriosis’in  endemik olarak
goriildiigii bolgelerden toplanan toplam 52 kan 6rnegin-
den hazirlanan DNA &rneklerinin CYTOB1 LAMP ve cy-
tobl PZR ile elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Cyto
bl PZR toplanan 52 6rnekten 51 tanesi T. annulata i¢in
pozitif sonug verirken, CYTOBI1 primerleri kullanilarak
yapilan LAMP testi sonucunda toplanan 52 Ornekten
sadece 28 tanesi pozitif, kalan diger 24 6rnekte ise negatif
sonug vermistir.

Resim 2. LAMP iirtinlerinin EcoRI restriksiyon enzimleri ile ke-
sildikten sonra yapilan agaroz jel % 2 elektroforez goriintiisii.
Kuyu 1 ve 9: 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitro-
gen™); 5: 1 kb’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™) 2,
4, 6 ve 8: bos; 3: LAMP iirtiniin EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesildikten sonra olusan yukaridan asagiya sirastyla; 301-271-
158-143 ve 114 bp’lik bantlar; 7: EcoRI restriksiyon enzimleri
ile kesilmemis olan LAMP iiriiniinii géstermektedir.

Image 2. Agarose gel (2%) electrophoresis of LAMP products
digested with EcoRIl (New Englang Biolabs, UK) restriction
enzyme. Lanes 1 and 9: 100 bp molecular size marker
(Invitrogen™); lane 5: 1 kb molecular size marker
(Invitrogen™); 2, 4, 6 and 8: empty; 3: 301-271-158-143 ve 114
bp LAMP products digested with EcoRI from top to bottom,
respectively; 7: undigested LAMP product.

Tartisma ve Sonu¢
Biyoteknoloji alaninda yasanan yenilikler niikleik
asit cogaltma teknikleri hastalik etkenlerinin belirlen-
mesinde rutin laborotuvar teknikleri ve modelleri haline
getirmistir (7). Son yillarda termal siklusa ihtiyag¢ duy-
madan izotermal Kosullar altinda hedef bolgelerin
¢ogaltilmasina olanak saglayan yeni nesil gen ¢ogaltma
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tekniklerinden biri olan LAMP hedef DNA’y1 kisa za-
manda cogaltabilen ve elde edilen iiriiniin kolay ve hizli
tespitine olanak veren bir yontem olarak (7, 22, 26) diger
niikleik asit gogaltma yontemlerine gore daha avantajli bir
konuma getirmistir. LAMP yonteminde hedef organizma-
larin DNA’lan yiiksek 6zgiillitkte cogaltilabilmektedir.

T. annulata’ya ait SVSP geni (28) ile T. annulata’nin
18S rRNA ve ITS gen bolgelerine 6zgii primerlerin (15)
ve T. parva’nin tek kopyali PIM ve p150 gen bolgelerine
0zgii primerlerin (30) farkli bolgelere ait izolatlar1 6zgiil
olarak ¢ogaltilabilmektedir. Bu ¢alismada, T. annulata’min
LAMP yontemi ile tespiti amaciyla CYTOB1 ile
CYTOB341 primer ¢iftlerinin T. annulata’nin farkl izo-
latlarin1 ¢ogalttigi, BL20 ve diger tiirlere ait DNA’larda
herhangi bir ¢ogalma olmadigi belirlenmistir (Resim 1A).
Bu ¢aligsmada, kullanilan diger gen bolgelerini ¢ogaltan si-
rastyla Mero21, 25, 26, Tams417 ve CYTOB288 pimer
ciftlerinden herhangi bir iiriin elde edilememis, bunun ya-
ninda Tams416, 898 primer ¢iftleri T. annulata’nin Tunus,
Umbanein, Ak¢aova ve Dalama izolatlarin1 6zgiil olarak
¢ogaltamamistir (Tablo 2). Yapilan ¢aligmalarda,
T. parva’nin LAMP yontemi ile belirlenmesinde kullani-
lan p67 ile 18S primer ciftleri de sadece belli izolatlarda
¢ogalma saglayabilmistir (30). Bunun yaninda, HSP70 ge-
nine 6zgii tasarlanan primerlerin T. annulata/T. parva/T.
mutans ve T. taurotragi etkenlerinin es zamanl tespitinde
kullanilabilecek tiniversal bir primer oldugu belirtilmistir
(30). Diger taraftan, lIseki ve ark. (10) tarafindan
B. bovis’in LAMP yontemi ile teshisinde kullanilmak
lizere tasarlanan primer ciftlerini kullanarak yaptigimiz
testlerde, farkli cografik bolgelere ait dokuz izolatin tii-
miinii ayni 6zgiilliikte gogaltamamasi (Resim 1D) LAMP
yonteminde kullanilan primer ¢iftlerinin tasarlanmasinda
ve reaksiyonun optimizasyonunda dikkate alinmasi gere-
ken bir¢ok bilinmeyen degisken oldugunu ve bunlarin ile-
ride yapilacak ¢aligmalar ile degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir.

Saha sartlarinda kullanilacak bir testte aranilan bir
diger 6nemli 6zellikte tespit edilmesi planlanan organiz-
may1 hangi diizeyde ya da bir diger deyimle hangi duyar-
lilikta tespit edebildigidir. LAMP’1n duyarliliginin belir-
lenmesinde en sik kullanilan yontem, reaksiyonda kullani-
lan dis primer giftleri (F3/B3) ile yapilan PZR’de elde edi-
len sonuglarin LAMP ile elde edilen sonuglarla karsilasti-
rilmasidir. Ancak, bu yolla belirlenen duyarliliklar kulla-
nilan hedef DNA bolgesi, primer ¢iftleri, reaksiyon kosul-
lar1 ve ortamda bulunan hedef DNA miktarina bagli olarak
farkliliklar gosterebilmektedir. LAMP’1n, Trypanosoma
brucei gambiense’nin mikroskobik ve PZR metotlariyla
teshisine (13), T.equi (32) ve sigir babesiosis (10) ile ko-
yunlarda hastalik olusturan Theileria ve Babesia soyun-
daki kan parazitlerinin (8, 27) belirlenmesinde PZR’ye
gore, B. gibsoni’nin tespitinde (17) ise nested PZR’ye gore
daha duyarli oldugu bildirilmistic. Bunun yaninda,

kopeklerde goriilen B. gibsoni’nin (9) ve equine piroplas-
mosis etkenlerinin tespitinde kullanilan LAMP yodntemi
(3) ile PZR esit duyarlilikta hastalik etkenlerini tespit ede-
bilmistir. Yine kopeklerde goriilen B. canis’in tespitinde
LAMP yontemine gore PZR’nin daha duyarli oldugu be-
lirtilmistir (19). T. annulata’ya ait SVSP genine 6zgii pri-
merler kullanilarak yapilan LAMP’m PZR’ye oranla 10
kat daha duyarli oldugu ve 10 pg’a kadar parazit DNA’sin1
tespit edebildigi belirlenmistir (28). T. annulata’nin 18S
rRNA ve ITS gen boélgelerine 6zgii primerler kullanilarak
yapilan LAMP reaksiyonlarmimn 0.1 pg T. annulata
DNA’sin1 duyarli olarak tespit edebildigini, bunun ya-
ninda ilgili gen bolgelerine ait F3/B3 dis primerleri ile ya-
pilan PZR ’lerin duyarliliklarinin ise 10 pg’a kadar diistiigii
bildirilmistir (15). Bu ¢alismada, CYTOB1 ve CY-
TOB341 primerleri ile yapilan LAMP reaksiyonu ayn1 gen
bolgesini PZR ile ¢ogaltan F3/B3 primer ¢ifti ile elde edi-
len duyarlilik ile ayn1 bulunmus (10?), ancak ayn1 genin
312 bp’lik bolgesini PZR ile ¢ogaltan cytobl primer ¢if-
tinden (6) 10? kat daha az duyarh oldugu belirlenmistir.
Bunun yaninda, D7 makrosizont hiicre kiiltiiriinden hazir-
lanan sulandirmalarda CYTOB1 LAMP ve F3/B3
PZR’nin her ikisininde 2 fg parazit DNA’sini tespit ede-
bilmekte (Resim 1B ve C) ve SVSP genine oranla (10 pg)
10* kez daha duyarli oldugu goriilmektedir. Ancak, CY-
TOB341 primerleri ile yapilan LAMP D7 diliisyonlarinda
10 kat daha az duyarlilik (10®) gostermistir. Salih ve ark.
(28) tarafindan belirtilenin aksine LAMP PZR’ye oranla
10 kez daha duyarl olmayip esit duyarlilik gostermistir.
Bir diger calismada ise; T.parva’nin LAMP yontemi ile
tespitinde kullanilan tek kopyali PIM ve p150 gen bolge-
lerine 6zgii primerlerin duyarliliginin 1 fg oldugu, P104
primer ¢iftlerinin ise PZR’ye oranla duyarliliginin daha
diisiik oldugu bildirilmis ve saha sartlarinda testin duyar-
lihigimin degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmstir (30).
Trypanosoma tiirlerinde (22, 23, 24) oldugu gibi T.
annulata’da (15) da belli bir miktardan (>200 ng) daha yo-
gun DNA igeren 6rnekler LAMP iizerine inhibitor etkisi
yaparak agaroz jelde zayif bantlarin goriilmesine neden
olabilmektedir. Reaksiyonda kullanilan DNA miktarinin
100 ng’a kadar disiiriilmesinin LAMP yontemi ile iiriin-
lerin gogaltilmasini sagladigi belirtilmistir (15). Benzer
sekilde bu ¢aligmada, LAMP testi sonrasi yapilan agaroz
jel elektroforezinde bazi saha 6rneklerinin ¢ok zayif pozi-
tiflik gosterdigi belirlenirken (veri gosterilmemistir), tekli
PZR testleri ile ayn1 saha ornekleri daha giiglii pozitiflik
vermistir. Bu calisgmada, CYTOB1 LAMP ile 400 ng’a ka-
dar saflastirilmis piroplazmlardan elde edilen DNA’lar ba-
sar1 ile ¢cogaltilmis ve daha Onceki bildirimlerin aksine
reaksiyonda baslangi¢c hedef DNA miktar1 arttik¢a testin
duyarliligininda arttig1 belirlenmistir. Ayrica, CYTOBI
LAMP yontemi saflastirilmig piroplasm DNA’larimni, D7
hiicre kiiltiirii DNA diliisyonlarina oranla 10° kez daha
duyarli olarak tespit edebilmistir. Ayn1 dillisyonlar ile
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F3/B3 primer c¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonuglari ile
LAMP sonuglari paralellik gostermistir (Resim 1E-H).
LAMP yontemi ile 25-37°C’de saklanan DNA
orneklerinde Trypanosoma DNA’lar1 gogaltilabilmekte ve
farkli derecelerde (-20°C, 25°C ve 37°C) saklanan reaksi-
yon soliisyonlarin etkinliginde istatistiksel olarak bir fark
olugsmamaktadir (30). LAMP yonteminin kiiltiir vasatina
ve bazi biyolojik bilesenlere karsi tolerans gosterdigi ya-
pilan calismalarda belirlenmistir (11). Ancak bu ¢a-
lismada, yapilan analizler sonucunda DNA miktarindan
ziyade LAMP reaksiyonu iizerine in vitro hiicre kiiltii-
riinde yer alan bazi biyolojik inhibitorlerin etkili olabile-
cegini akla getirmektedir. Bununla birlikte, duyarliligin
goreceli olarak az olmasinin in vitro hiicre kiiltiiriindeki
baslangic hedef DNA miktarinin az olmasindan kaynak-
lanma olasilig1 gz ard1 edilmemelidir. /n vitro hiicre kiil-
tirlinde yer alan biyolojik inhibitorlerin, LAMP reaksi-
yonu iizerine olan etkisi ileride yapilacak ¢alismalar ile de-
gerlendirilmesi faydali olacaktir. Onceki calismalarda,
LAMP’1n etkinliginin en iyi genomik DNA ile elde edil-
digi (%100), bunun yaninda filtre kartlar1 (%78), ham kan
(%72) ve hemoliz edilmis kan (%51) kullanilarak yapilan
denemelerde LAMP’ 1n etkinliginin ortamda bulunabile-
cek yiiksek konsantrasyondaki (1 mg/ml) EDTA ve hepa-
rin gibi inhibitorlerin reaksiyonu olumsuz etkiledigi ve
testin verimliligini azalttigi belirtilmistir (30). Bu c¢alig-
mada FTA kartlarindan izole edilen DNA’larla yapilan de-
nemede hem CYTOBI1 ve CYTOB341 primerleri ile yapi-
lan LAMP ve hem de F3/B3 primerleri ile yapilan
PZR’lerde herhangi bir iiriin elde edilememistir. Yapilan
deneysel enfeksiyon esnasindaki diisiik parazitemi seviye-
sine (%0.1) sahip kanin enfekte olmayan kan ile sulandi-
rilmasi ve buna bagli olarak FTA kartlarindan izole edilen
¢ok diisiik miktardaki DNA ile ortamda bulunan yiiksek
konsantrasyondaki EDTA ve/veya heparine bagh olarak
hem PZR hem LAMP yonteminde iiriin elde edilememis
olma olasilig1 oldukga yiiksektir.

LAMP yonteminin saha sartlarinda kullanilabilir-
liginin belirlenmesi amaciyla bu ¢alismada saha sartlarin-
dan toplanan toplam 52 kan 6rnegi ile yapilan degerlen-
dirmelerde CYTOBI1 primerleri kullanilarak yapilan
LAMP testi ile PZR’ye oranla yaklasik olarak %50 daha
az pozitiflik gozlenmistir. LAMP yonteminin T. equi’nin
saha ornekleri ve kenelerde tespitinde normal PZR ile ayni
ozgiillik ve duyarliliga sahip oldugu belirlenmistir (32).
LAMP yontemi ile saha sartlarinda toplanan orneklerin
tespiti referans yontemlere gore farkliliklar gosterebil-
mekte ve kimi negatif drnekler LAMP ile pozitif olarak
belirlenirken, pozitif drnekler ise negatif sonug verebil-
mektedir (19). B. gibsoni’nin saha sartlarinda toplanan or-
neklerinde LAMP yontemi ile nested PZR ve mikroskobik
incelemelere oranla daha fazla sayida drnekte pozitiflik
belirlenmistir (17). Sudan’da toplanan 61 saha 6rneginde

RLB (reverse line blotting) ile 38 (%62.3), LAMP yonte-
miyle 37 (%60.7) 6rnek T. annulata yoniinden pozitif ola-
rak bulunmustur (28) Her ne kadar her iki yontemde de
birbirine yakin sonuglar elde edilmis gibi goriinse de RLB
ile pozitiflik tespit edilen 14 drnek, LAMP ile negatif bu-
lunmustur (28).

Sonug olarak, LAMP teknigi saha sartlarinda kulla-
nilabilecek ve yiiksek 6zgiilliikte bir test olmakla birlikte,
sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan CYTOBI1 pri-
merleri ile saha sartlarindan toplanan 6rneklerde elde edi-
len sonuglara gore T.annulata’nin tespitinde LAMP’1n du-
yarlihiginin PZR’ye oranla oldukca diisiik oldugunu gos-
termistir. Ancak LAMP’in son yillarda gelistirilmeye
baslayan yeni bir niikleik asit gogaltma yontemi olmasi ve
ileride yapilacak calismalarda kullanilabilecek farkli gen
bolgeleri ve optimize edilecek kosullar ile duyarliliginin
arttirilarak saha sartlarina uygun bir yontem haline gelebi-
lecegi goz ardi edilmemelidir.
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