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Acanthamoeba’nin Hizli Tespiti icin 185 ¥rRNA
Genine Ozgii Hizli Dongii Aracili Izotermal
Amplifikasyon (LAMP) Testinin Geligtirilmesi ve
Hassasiyetinin Belirlenmesi
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Amag: Serbest yasayan amiplerden biri olan Acanthamoeba, basta su, toprak ve hava olmak tizere bircok ¢evresel érnekte tespit
edilmisgtir. Acanthamoeba’nin neden oldugu en 6nemli klinik tablolar i¢cinde Acanthamoeba keratiti ve graniillomatéz amibik ensefalit
bulunmaktadir. Bu ¢calismada klinik ve ¢evresel 6rneklerde Acanthamoeba’nin varhginin daha hizlh bir sekilde saptanabilmesi icin
Acanthamoeba 18S rRNA gen bélgesine 6zgii primerler ile gelistirilen hizli déngii aracih izotermal amplifikasyon (LAMP) testinin
hassasiyetinin belirlenmesi amaglanmgtir.

Yontemler: Kiiltiirde ¢ogaltilan Acanthamoeba spp. susu 200 pL'de 1x10° trofozoit olacak sekilde sulandiriip DNA izolasyonu
yapilarak DNA miktar1 Nano-Drop Spektrofotometre ile belirlenmistir. Saflagtirilan DNA’lar 1000 pg'den 0,001 pg’ye kadar
seyreltilip, kolorimetrik ve floresan tabanli iki farkli LAMP reaksiyonunda kullanilmigtir. LAMP reaksiyon karigimi toplam 25 pL
hacimde 63 °C’de 60 dk olacak gekilde inkiibe edilmigtir.

Bulgular: Gelistirilen testlerin hassasiyetinin saptanmasinda elde edilen Acanthamoeba spp. genomik DNA’sin1 hem kolorimetrik
hem de floresan tabanli LAMP testlerinde 1, 10, 100 ve 1000 pg/reaksiyon pozitiflik gézlenmistir. Hem kolorimetrik hem de
floresan LAMP testinin en dusiik analitik hassasiyeti 1 pg/reaksiyon olarak tespit edildi. Ayrica, testin 6zgiillugunii degerlendirmek
i¢in diger parazit DNA'lari ile uygulanan LAMP reaksiyonu sonucunda kolorimetrik ve %1’lik agaroz jel elektroforezinde pozitif
kontrol disinda LAMP iiriint tespit edilmemis olup, gelistirilen testin ézgulliugi %100 olarak tespit edilmistir.

Sonug: Acanthamoeba'nin 18S rRNA gen bélgesi hedef alinarak gelistirilen LAMP testinin 1 pg genomik DNA saptama limitine
sahip oldugu ortaya konulmustur. LAMP testinin kiiltiir yéntemine gére daha hassas ve hizli olmasinin yan: sira basit, ucuz ve
yiiksek hassasiyete sahip olmasi umut vericidir. Bu nedenle gelistirilen testin ¢evresel ve klinik 6rneklerde Acanthamoeba spp.
tanisi i¢in uygulanabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba spp., 18S rRNA geni, hassasiyet, kolorimetrik LAMP, floresan LAMP
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ABSTRACT

Objective: Acanthamoeba, one of the free-living amoeba, has been detected in many environmental samples, mainly in water, soil and air. Acanthamoeba
keratitis and granulomatous amoebic encephalitis are among the most important clinical manifestations caused by Acanthamoeba. In this study, it was aimed
to determine the sensitivity of the rapid loop mediated isothermal amplification (LAMP) test designed with primers specific to Acanthamoeba 18S rRNA gene
to detect more rapidly the presence of Acanthamoeba in clinical and environmental samples.

Methods: Acanthamoeba strain grown in culture was diluted in 200 pL as 1x10° trophozoites and DNA was isolated, and the amount of DNA was determined
by Nano-Drop Spectrophotometer. The purified DNAs were diluted from 1000 pg to 0.001 pg and used in colorimetric and fluorescence-based LAMP
reactions. The LAMP reaction mixture was incubated for 60 minutes at 63 °C in a total volume of 25 puL.

Results: To determine the sensitivity of the test, positivity of Acanthamoeba genomic DNA was observed at 1, 10, 100 and 1000 pg/reaction in both
colorimetric and fluorescence-based LAMP tests. The lowest analytical sensitivity of both calorimetric and fluorescent LAMP assay was determined as 1 pg/
reaction. In addition, as a result of LAMP reaction applied with other parasite DNAs to evaluate the specificity of the test, no LAMP product was detected in
calorimetric and 1% agarose gel electrophoresis, except for positive control, and the specificity of the test was determined as 100%.

Conclusion: It has been demonstrated that the LAMP assay designed by targeting 18S rRNA gene of Acanthamoeba has a detection limit of 1 pg of genomic
DNA. It is promising that LAMP test is more sensitive and faster than culture method, as well as simple, inexpensive and highly sensitive. For this reason, it

is thought that developed test can be applied in the diagnosis of Acanthamoeba in environmental and clinical samples.
Keywords: Acanthamoeba spp., 185 rRNA gene, sensitivity, colorimetric LAMP, fluorescence LAMP

GIRiS

Serbest yagsayan amiplerden biri olan Acanthamoeba cinsindeki
turler, toprak, tath su kaynaklari1 ve denizler gibi dogal
ekosistemlerin yani sira havalandirma sistemleri, havuzlar,
ameliyathaneler gibi insan yapimi alanlarda da yasayabilmektedir
(1-3). Ayrica, kontakt lenslerden, lens saklama kaplar1 ve
soliisyonlarindan da Acanthamoeba izole edilmistir. Bu firsatc
amip, merkezi sinir sistem hastalig olan granillomatéz amibik
ensefalitte (GAE), gozde gérmeyi tehdit eden bir géz hastalig:
olan Acanthamoeba keratitine (AK) ve 6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerde Acanthamoeba pnémonisi ve deri lezyonlar:
gibi ¢esitli klinik semptomlara yol acabilmektedir (4). Ayrica, bu
hastaliklar yalmizca insanlarda degil ayni zamanda da hayvanlarda
gorilmektedir (5). Képek, sigir, kus ve at gibi bazi hayvanlarda da
bu firsat¢i patojenin enfeksiyonlara neden olabildigi bildirilmigtir
(6-8).

Acanthamoeba’nin yasam déngiisinde trofozoit ve kist olmak
tizere iki formu vardir. Trofozoit formu aktif olarak beslenen,
biiyiiyen, ¢ogalan ve hareket eden bir formudur. Kist formu
ise olumsuz dig cevre kogullarina karsi daha dayanikli olan
formudur (1). Trofozoitler, sicaklik ve pH uygun ve gida yeterli
ise yasayabilirler. Ancak bu faktérlerin yoklugunda endokist ve
ektokistten olugan cift duvarh bir kiste déntgiir. Zorlu kogullara
dayanikli olan kistler antibiyotiklere, klora ve dezenfektanlara
kars: direnglidirler. Kogullar tekrar uygun oldugunda, eksitasyon
ile trofozoit formuna déniigebilirler (1,9).

Acanthamoeba, 6zellikle bagisikligi  baskilanmig hastalarda
nadir goérilen ancak oélumcil GAEye neden olur. GAEnin
olum orami %97-98 civarindadir. Bugiine kadar, tim diinyada
yaklagik 200'den fazla Acanthamoebanin neden oldugu GAE
olgusu rapor edilmigtir (10). Amerika Birlegik Devletleri'nde
her yil Acanthamoeba’nin neden oldugu yaklasik 10 GAE olgusu
bildirilmektedir (11). Turkiye’de bugtiine kadar Acanthamoeba'nin
sebep oldugu toplam dért GAE olgusu rapor edilmistir (12).
Ozellikle gelismis tilkelerde AK olgularmin kiiresel insidans orani
artmaya devam etmekte olup ve en 6énemli risk faktéri olarak
kontakt lens kullanicilari olgularin %85-88’ini olusturdugu
bildirilmigtir (13). Son zamanlarda, miyopi ve kozmetik amach
kontakt lens kullananlarin sayis1 artmig ve kornea lazer refraktif
cerrahi sonrast AK, nadir de olsa bildirilmigtir (14). Kontakt lens

kullaniminin daha az oldugu gelismekte olan iilkelerde cogu
olgunun travma ile iligkili olmasinin yani sira, ana bulas kaynag:
kontamine su, toprak ve toz oldugu belirtilmigtir (13,15,16).
AK’nin erken teghisi etkili tedavi i¢in énemlidir. Ancak, AK
siklikla baslangicta herpes simpleks viriisti, bakteriyel veya
fungal keratite benzerlik gosterdiginden yanlis teshis edilebilir.
Bu yiizden tedavide gecikmeler olur ve siklikla énemli gérme
kaybina veya kornea nakli ameliyatina sebep olabilir (16).
Acanthamoeba'min  klinik 6rneklerde tanisinda mikroskobik
inceleme, kiiltir yéntemi gibi yontemlerle dogrudan patojenin
varliginin tanimlanmasi hem zaman alict hem de teknik uzmanlik
gerektiren bir yontemdir. Ayrica, bu yontemler genellikle hassas,
uygun veya kesin bir teghis i¢in yeterince uygulanabilir degildir
(13,17). Acanthamoeba’min saptanmasini daha da iyilestirmek
i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), gercek zamanli PZR gibi
molekiler yoéntemler kullanilmasi daha yitksek hassasiyette
ve daha kisa siire gerektirmesine ragmen pahali laboratuvar
ekipmanlarina duyulan ihtiya¢ nedeniyle hala yaygin olarak
kullanilmamaktadir (17-19). Bu nedenle Acanthamoeba tanisi
icin basit, hizli ve hassas bir tamisal teste ihtiya¢ oldugu
digtiniilmektedir.

Doéngt aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) yontemi teghis
amaciyla kullanilan ilk izotermal molekiiler tabanli bir yéntemdir.
Bu yéntem, geleneksel DNA tabanli teshis yéntemlerine umut
verici bir alternatiftir. Cunki hizlh DNA amplifikasyonuna
dayal, basit ve oldukg¢a yitksek duyarlilik ve 6zgullige sahip bir
testtir. LAMP yoénteminde izotermal kosullar altinda Bacillus
stearothermophilus DNA polimerazi ve spesifik olarak tasarlanmig
4-6 primer kullanarak bir saatten daha kisa siirede hedef DNA'nin
10° kopya sayisina kadar ¢ogaltilabilmektedir (20). LAMP
tekniginde kullanilan primer sayisinin PZR'de kullanilandan daha
fazla olmasi amplifikasyonun 6zgulligini ve hizim iyilestirir,
béylece ¢oklu bantlardan olusan tipik bir merdiven modeli iireten
dongii yapili bir amplikon olusturur (21). Pozitif bir reaksiyon,
bulaniklik olarak gozle kolorimetrik veya floresan boyalarin
eklenmesiyle kolayca belirlenir (22).

Bu caligmada Acanthamoeba tanisim1 daha hizhi bir gekilde
gerceklestirmek icin Acanthamoeba 18S rRNA gen bélgesine 6zgii
primerler tasarlanarak hem kolorimetrik hem de floresan tabanlh
hizli LAMP testinin hassasiyetinin belirlenmesi amaglanmstir.
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YONTEMLER

Acanthamoeba Kiltiirii ve Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan Acanthamoeba susu, Ege Universitesi
Tip Fakiltesi Hastanesinde AK'li bir hastanin gézinden izole
edilmis ve bu izolat genotipi 6nceki ¢alismamizda T4 (GenBank
no: ON600789.1) olarak tanumlanmustir (23). Kriyopreservasyon
(-80 °C) iglemi ile saklanmis olan Acanthamoeba susunu tekrar
canlandirmak i¢in daha oénce hazirlanmig olan %1,5'lik non-
nutrient agarin (NNA) inaktive edilmig Escherichia coli (ATCC
25992) ile yuzeyi kaplanan agar plaklarin tzerine eklenerek
37 °Cde inkiibe edilmigtir. NNA plaklarinda ¢ogalma meydana
geldikten sonra Acanthamoeba susu aksenik kiiltiir olan proteaz
pepton %0,75, maya ekstresi %0,75 ve %1,5 glikoz iceren (PYG)
ortamda 30 °C’de kiiltiire edilmistir. Amipler toplanip 500 g’'de 10
dk santrifyj edilip ve PBS ile ii¢ kez yitkanmigtir.

DNA izolasyonu

Kiltiire edilmis Acanthamoeba’nin total genomik DNA’s1 QIAamp
DNA Mini Kit'i (Qiagen, Almanya) kullanilarak iretici firmanin
protokoliine gére izole edilmigtir. Kisaca; 200 pLsinde 1x10°
trofozoit iceren kiiltiir sivisi tizerine 20 pL proteinase K ve 200
pL buffer AL eklenip ardindan 56 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 200 ul etanol eklenip vorteks yapilip ve
QIAamp filtreli kolon tiiplerine aktarilmigtir. Daha sonra QIAamp
filtreli kolon tupleri iki kez sirasiyla 500 puL Buffer AW1 ve Buffer
AW?2 ile yikanmigtir. DNAy1 elde etmek i¢in 100 pL Buffer AE
eklenerek santriftij yapilmistir. Ekstrakte edilen DNA miktar:
Nano-Drop spektrofotometre ile 6l¢iilditkten sonra ¢alisilincaya
kadar -20 °C’'de saklanmugtur.

LAMP Primer Tasarimi

Acanthamoeba’ya 6zgii 18S rRNA geni hedefleyen alt1 farkh bolgeyi
tamiyan iki i¢ ve iki dig primer setleri PrimerExplorer V5 yazilim
(http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)
tasarlanmigtir (Tablo 1). Tasarlanan primerlerin Acanthamoeba’ya
spesifik oldugu, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) BLAST
programu kullamilarak (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
kontrol edilmisgtir.

kullanilarak

LAMP Reaksiyonun Optimizasyonu

LAMP testinin optimizasyonu i¢in ilk olarak Kolorimetrik LAMP
reaksiyonlari, WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix
with UDG (New England Biolabs, Ipswich, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. 25 pL LAMP reaksiyon icerigi; 12,5 pL
WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master mix, 2,5 pL. LAMP
primer karigimi (final konsantrasyon FIP ve BIP: 1,6 uM, F3 ve
B3: 0,2 uM, LF ve LB 0,4 uM), 1 pL total genomik DNA ve 9 uL
nitkleaz icermeyen su ile hazirlanmistir. Tkinci olarak, WarmStart

Fluorescent LAMP (DNA&RNA) kiti (New England Biolabs,
Ipswich, ABD) kullanilarak toplam hacmi 25 uL olan reaksiyon;
12,5 pL, WarmStart LAMP 2X Master mix, 2,5 pL LAMP primer
karigimu (final konsantrasyon FIP ve BIP: 1,6 uM, F3 ve B3: 0,2
uM, LF ve LB 0,4 pM), 0,5 pL floresan boya, 1 pL total genomik
DNA ve 8,5 puL nukleaz icermeyen su ile hazirlanmistir. LAMP
reaksiyonlar1 termal blokta 59, 61, 63 ve 65 °C sicakliklarda
optimal sicakhigin ve siirenin belirlenmesi i¢in 30, 45 ve 60 dakika
olacak sekilde test edilmistir. Elde edilen LAMP iriinleri %1
agaroz jel elektroforezi tizerinde yurutuliip ve SafeView Classic
(Abm, Kanada) eklenerek DNR Bio-goriintilleme sistemleri
altinda goruntilenmistir.

Acanthamoeba’nin Analitik Hassasiyeti

Kolorimetrik ve floresan LAMP testlerinin tanimlayabilecegi
minimum DNA miktarini belirlemek ve LAMP reaksiyonun
duyarlih@inin degerlendirmesi icin, Acanthamoeba DNA'sinin 10
kat seri sulandirmalar1 (1000, 100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 pg/
pL) kullanilmistir. Kolorimetrik ve floresan LAMP reaksiyonlari
yukarida tespit edilen (63 °C’de 60 dakika) optimal kosullara
gore yapilmigtir. Kolorimetrik LAMP testinin sonuglariin
degerlendirilmesinde indikatorlerin pH degisikligine bagh
olarak pembe renkten sar1 renge doéniigmektedir. Bylece pembe
renk negatif durumu gésterirken sari renk pozitif durumu
ifade edecek sekilde yorumlanmistir. Floresan LAMP testinin
degerlendirilmesinde ise ultraviyole (UV) 15181 altinda floresan
yansimalar incelenmisgtir.

Ayrica kolorimetrik LAMP testinin ézgilligiini saptamak icin
diger parazit etkenlerinden (Giardia intestinalis, Leishmania
infantum, Blastocystis, Toxoplasma gondii ve Naegleria fowleri) elde
edilen genomik DNA’lar LAMP ile amplifiye edilip %1 agaroz jel
elektroforezi tizerinde yurutilmugtiir.

istatistiksel Analiz

Bu caligmada istatistiksel analiz yapilmamugtir.

BULGULAR

Acanthamoeba Kiiltiirii ve DNA izolasyonu

Acanthamoeba sugu NNA plaklarinda cogalmasi gorildiikten sonra
aksenik kiiltiir olan PYG besiyerine alinarak cogalmasii¢cin 30 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 7 giin sonra Acanthamoeba’nin
%951 trofozoit formunda ve %51 ise kist fomunda tespit
edilmistir (Sekil 1). Amipler toplanip hemositometre kullanilarak
mikroskop altinda sayilmigtir. Amipler DNA izolasyonu ic¢in
200 pL'de 1x10° olacak sekilde hesaplanmigtir. DNA izolasyonu
yapildiktan sonra Nano-Drop spektrofotometre ile él¢iilerek total
genomik Acanthamoeba DNA konsantrasyonu 1000, 100, 10, 1,
0,1, 0,01, 0,001 pg olacak sekilde sulandirilmigtir.

Tablo 1. Acanthamoeba spp. 18S rRNA genine 6zgii LAMP testi i¢in tasarlanan primerler

Primerler Hedef gen Sekans (5" — 3")

F3 GGGGATCGAAGACGATCAGA

B3 CCCCGGAACCCAAAGACT

FIB GCGCCGATGGTGGTGTTTTGTAAACCATAAACGATGCCGACC
BIP 185 rRNA GGCGTCTGTCCCTTTCAACGGCTGCTAGGGGAGTCATTCAC
LF TTCAACGTCTCCTAATCGCT

LB GGTTTAGCCCGGTGGCA
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LAMP Primer Tasarimi

LAMP yéntemi ile Acanthamoeba’y: saptamak i¢in PrimerExplorer
V5 programi kullanilarak tasarlanan Acanthamoeba castellanii Neff
susun (GenBank No: U07416) 18S rRNA bélgesine 6zgii 6 LAMP
primerleri Tablo 1'de gosterilmistir. Tasarlanan primerlerin
Acanthamoeba ile %100 benzerlik gosterdigi ve diger parazitler
ile benzerligi bulunmadigi online NCBI BLAST programu ile
degerlendirilmigtir.

LAMP Reaksiyonun Optimizasyonu

LAMP’1n optimizasyonu i¢in 30, 45 ve 60 dakika olacak sekilde
59, 61, 63 ve 65 °C sicakliklarda inkibe edilerek elde edilen
LAMP irunleri degerlendirilmistir. Her ne kadar 45 dakikalik
inkiibasyonda LAMP iirtni gézlenmis olsa da elde edilen uriinin
rengi, pembe renk olan negatif kontrol ile karistirilabilecek
olan turuncuya déniistiigi gézlenmigtir. Bu yuzden elde edilen
sonuclar hem kolorimetrik hem de floresan LAMP testinin 60
dakika stireyle 63 °C’de inktibasyonda en iyi tiriin tespit edilmistir.

Kolorimetrik LAMP reaksiyonunda pozitif érneklerde pembeden
sartya bir renk degisimi goruliirken, negatif drneklerde pembe
olarak kalmigtir. Floresan LAMP reaksiyonunda pozitif 6rnekler
UV 1g1k altinda 151ma vererek tespit edilmistir.

Acanthamoeba’nin Analitik Hassasiyeti

Nano-Drop Spektrofotometre ile ¢lgillen total genomik
Acanthamoeba DNA konsantrasyonu 1000, 100, 10, 1, 0,1, 0,01,
0,001 pg olacak gekilde farkli oranlarda sulandirilmigtir. Bir dizi
sulandirilan 6rnekler ile yapilan LAMP reaksiyonu sonucunda
kolorimetrik gézlemde 1, 10, 100 ve 1000 pg/reaksiyon tiiplerinde
rengin pembeden sariya déniistugi gozlenmisgtir (Sekil 2A) ve aym
sekilde floresan LAMP reaksiyon sonucunda da UV igin1 altinda 1,
10, 100 ve 1000 pg/reaksiyon tiiplerinde 1s1ma gozlenmistir (Sekil
3A). Ayrica, LAMP ile pozitif olarak tespit edilen testin en digiik
konsantrasyon %1’lik agaroz jel elektroforez tzerinde yuriitiip
olugan bantlar ile test dogrulanmistir (Sekil 2B, 3B). Boylece hem
kolorimetrik hem de floresan LAMP testinin en diigitk analitik
hassasiyeti 1 pg/reaksiyon olarak tespit edilmistir.

A

Sekil 1. A) PYG besiyerinde cogalmig Acanthamoeba trofozoitleri (siyah ok bas1), B) Giemsa boyama yontemi ile boyanmis Acanthamoeba

kist sekilleri

1000pg 100 pg 1pg 01pg 0,01pg 0,001 pg )
A) r

1000 pg 100pg 10 pg 1pg 01pg 0,01pg 0,001pg ()

Sekil 2. LAMP reaksiyonunda Acanthamoeba DNA’sinin
bir seri seyreltilmesinin A) Kolorimetrik gériintilleme ile
analitik hassasiyetinin gosterilmesi B) %1’lik agaroz jelde
goruntillenmesi (-) Negatif kontrol

1000 pg 100pg  10pg 1pg  0,1pg 0,01 pg 0,001 pg ©)

L 1000 pg 100pg 10 pg 1pg 01l1pg 001pg 0,001pg ()

Sekil 3. LAMP reaksiyonunda Acanthamoeba DNA'sinin bir
seri seyreltilmesinin A) Ultraviyole altinda floresan boya ile
analitik hassasiyetinin gosterilmesi B) %1’lik agaroz jelde
goruntilenmesi (-) Negatif kontrol
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Calisgmamizda LAMP testinin ozgulligini degerlendirmek
icin Giardia intestinalis, Leishmania infantum, Blastocystis
sp., Toxoplasma gondii ve Naegleria fowlerinin DNA 6rnekleri
kullanilmigtir. Kolorimetrik LAMP testinde pozitif kontrolde sar1
renk goriiliir iken diger 6rneklerde herhangi bir renk degisikligi
olmayip pembe renk olarak gézlenmistir ($ekil 4A). Ayrica, LAMP
iriini %1’lik agaroz jel elektroforezinde yalnizca pozitif kontrolde
(Acanthamoeba T4 genotipi, GenBank no: ON600789.1) amplifiye
dranler gorilirken diger parazit DNAlarinin trinlerinde
herhangi bir bant gériilmemistir (Sekil 4B).

TARTISMA

Acanthamoeba cinsinin  bir¢ok tirleri ve bazi genotipleri
dinyanin bir¢ok yerinde yaygin olarak gérillmektedir. Bu amipler
suda, toprakta, havada, sebze ve meyvelerde, kontakt lens
soliisyonlarinda, hayvanlarda, insan dokular1 ve bosluklarinda
tespit edilmigtir (1,4,24,25). Acanthamoeba insanlarda merkezi
sinir sistemini etkileyen ciddi enfeksiyon olan GAE ve gérmeyi
tehdit eden AK’ye sebep olmaktadir. Ayrica, kontakt lens takanlar
i¢in bitytik bir risk olan AK'nin insidansinin son yillarda arttig:
bildirilmisgtir (4,16). Bu parazitin sebep oldugu hastaliklarin teghis
edilmesi ve yonetilmesi olduk¢a zordur. Ayrica, etkili bir tedavi
saglanabilmesi i¢in hizli, duyarl;, ucuz ve kolayca uygulanabilen
ve yorumlanabilen sonuglar saglayan bir tan: yéntemi gerektirir.
Ozellikle AK tanisinda erken tani hayati énem tagimaktadir.
Ancak, hastaligin erken klinik gériinimii Herpes ve mantar
enfeksiyonlar ile kolay bir sekilde karigabilmektedir. Bu yiizden
yanlis taniya sebep olarak tedavinin gecikmesine sebep olmaktadir
(26,27). Kornea kazint1 érneklerinin dogrudan yaymalar1 veya

Sekil 4. LAMP testinin 6zgilluginin gésterilmesi A)
Kolorimetrik olarak elde edilen tiriinlerin goriintiisii B) %1’lik
agaroz jel elektroforez goruntusi, 1: Acanthamoeba spp., 2:
Giardia intestinalis, 3: Leishmania infantum, 4: Blastocystis, 5:
Toxoplasma gondii, 6: Naegleria fowleri

L: DNA ladder, (-): Negatif kontrol

kiltire edilmis o6rneklerinin mikroskobik tanimlanmalari,
AK’nin laboratuvar teghisinde olduk¢a yaygin kullanilan bir
yontemdir. Ancak, Acanthamoeba trofozoitleri ve kistlerinin
genellikle kazinmig hiicrelere veya hiicre dokiintilerine benzer
oldugundan dolay1 ayirt etmek zaman alic ve teknik uzmanhk
gerektirmektedir. Konfokal mikroskopu, yakin zamanda, kaltir
ve mikrobiyolojik analizlere ihtiya¢ kalmadan in vivo olarak
enfeksiyonun hizli teshisini saglamaktadir. Ancak bu yéntem
her laboratuvar i¢in uygun olmayan pahali ve 6zel uzmanlk
gerektiren bir aractir (28,29). Bu nedenle, Acanthamoeba'nin
laboratuvar tanisimin icin hassas, hizhh ve disik maliyetli bir
yontem gereklidir. Bu calismada Acanthamoeba’nin 18S rRNA gen
bolgesine 6zgu primerler tasarlanarak hem kolorimetrik hem de
floresan goruntileme yontemleri kullanilarak hassas, ucuz ve
hizli LAMP testinin etkinligi gosterilmistir.

Acanthamoeba’nin  doku, kornea kazintilar1 veya cevresel
orneklerde tamimlamak i¢cin PZR ve genomik dizileme gibi
yontemler gelistirilmistir. Ancak, Acanthamoeba’min teghisi
icin kullanilan bu yéntemin reaksiyon siiresinin uzun olmasi,
maliyetinin yiitksek ve karmasik olmasi, pahali laboratuvar
cihazlar1 gerektirmesi ve alaminda uzman bir kigiye ihtiyac¢
duyulmas: agisindan dezavantajlari  bulunmaktadir (19,30).
Ancak, PZR'den daha ucuz ve daha verimli olan LAMP yéntemi,
2000 yilinda Notomi ve ark. (20) tarafindan geligtirilen nispeten
yeni bir molekiiler tekniktir. LAMP testi i¢in dort primer hedefin
alt1 farkli bélgesi icin tasarlanan primerler sayesinde, hedef
diziyi yuksek secicilik ve ézgiillikle cogaltmas: beklenir. Hemen
hemen tim aragtirmalarda LAMP tekniginin 6zgulliginin
%100 yakin oldugu bildirilmistir (21). Bakteriyel, viral ve
paraziter enfeksiyonlarin molekiiler tespiti dahil bir¢ok klinik
uygulama icin LAMP teknigi basarih bir sekilde rapor edilmigtir
(31,32). LAMP, pahali olmayan su banyosu gibi ucuz cihazlar ile
gerceklegtirilebilmektedir. Ayrica, PZR'de kullanilan agaroz jel
elektroforezi gibi uygulamalara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Test
sonucu olusan renk degisikligi ciplak gézle veya floresan boya
kullanarak degerlendirilebilmektedir (21,33).

Bu c¢alismada Acanthamoeba’nin 18S rRNA genine 6zgi LAMP
primerleri tasarlanmigtir. Acanthamoeba genomunda bu gen
bélgesi cinse 6zgii olmasinin yani sira genotipleme i¢in de yaygin
olarak kullanilan degisken bolgedir (19). Ayrica, daha 6nceki
caligmalarda klinik ve cevresel 6rneklerin bu gen bélgesine ait
primerlerin kullanilmasindan dolay1 bu ¢alismada da bu bélge
secilmigtir (12,34-37).

Turkiye'de cesitli ¢evresel ve klinik 6rneklerde bazi parazitlerin
varligi LAMP testi ile tespiti gerceklestirilmistir (38). Cevresel
su orneklerinde Cryptosporidium ookistlerin varh@imin tespit
edilmesinde LAMP yénteminin PZR yénteminden daha duyarh
oldugu ortaya konmusgtur (36). Ayrica, cevresel su érneklerinde
Toxoplasma gondiimin B1 geni ile gelistirilen LAMP yéntemi
ile 18S ¥RNA genine 6zgii PZR yoéntemin kargilastirithp LAMP
yoénteminin daha duyarl oldugu rapor edilmistir (37). Bagka bir
calismada Toxoplasma gondiinin RE gen boélgesine ézgii LAMP
primerleri tasarlanarak testin hassasiyeti 0,05 takizoit olarak
tespit edilip PZR’ye gore RE gen bolgesi 1,000 kat daha hassas
oldugu bildirilmistir (32).

Acanthamoeba'nin  tamisinda altin  standart olarak kaltir
yoénteminin kabul edilmesine ragmen 6nceki ¢aligmalar LAMP
testinin, direkt mikroskobik inceleme, kiltir yéntemi ve PZR
yontemlerinden duyarlihginin ve oézgilliginin daha yiiksek
oldugunu géstermistir (39,40). Onceki ¢aligmalarda LAMP
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yonteminin duyarlibgs Acanthamoeba spp.nin DNA's1 bir seri
sulandirmaile degerlendirilip, 10 pg Acanthamoeba DNA’s1 floresan
boya ile UV 1g1k altinda gésterilmigtir (41). Bir bagka caligmada ise
in vitro olarak kiiltiire edilmig Acanthamoeba tirlerinden ekstrakte
edilen DNA'larin seyreltilerek LAMP testinde minimum genomik
DNA konsantrasyonu 1 pg Acanthamoeba DNA’s1 floresan
boya ile tespit edilmigtir (39). Calismamizda kiiltiire ettigimiz
Acanthamoeba’dan elde edilen DNA'larin bir seri seyreltildikten
sonra minimun genomik DNA konsantrasyonu 1 pg olarak hem
kolorimetrik hem de floresan boya ile tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarin daha hizli ve hassas bir gekilde yorumlanabilmesi
ve hasta baginda uygulanabilir olmas: agisindan kolorimetrik
yontem daha avantajli olmaktadir. Ayrica 6énceki ¢aligmalarda
LAMP yénteminin PZR yénteminden 10 kat daha fazla duyarh
oldugu bildirilmistir (41). LAMP yénteminin Acanthamoeba’y1
tespit etmede érneklere 1s1l iglem uygulanarak elde edilen DNA
ile pozitif tespit edilirken PZR yénteminde sadece kit ile ekstrakte
edilmis DNA kullanildiginda etkili oldugu rapor edilmistir (39).
LAMP ve PZR sonuglar1 arasindaki bu fark LAMP yénteminde
toplam alti primer kullanilarak c¢alismasindan dolay:r daha
yitksek hassasiyete sahiptir (42). Bundan dolay1 DNA izolasyon
basamagina ihtiya¢ duymadan o6zgin primerler kullanilarak
tasarlanan LAMP yéntemi ile Acanthamoeba’nin tanisi igin
gereken siire kisaltilabilir.

Acanthamoeba’nin 18S rRNA genine 6zgu tasarlanan primerler
daha o6nceki caligmalarda AK ile benzer klinik gosteren goéz
enfeksiyonlarina neden olabilecek mantar (Aspergillus fumigatus,
Fusarium solani, ve Candida albicans), bakteri (Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli) ve viral (Herpes simpleks viriis tip
1) patojenler ile herhangi bir capraz reaksiyon gézlenmedigi rapor
edilmektedir (39,40). Calismamizda LAMP testi i¢in tasarlanan
18S rRNA genine 6zgi primerlerin cesitli protozoanlar (Giardia
intestinalis, Leishmania infantum, Blastocystis sp., Toxoplasma
gondii ve Naegleria fowleri) ile herhangi bir capraz reaksiyon
gézlenmemistir.

AK tanisinda kullanilan kiltir ve mikroskobik yéntemlerin her
bir testi i¢in yaklagik 2,5 $ olmasi agisindan en ucuz yéntem
olarak 6nemli bir avantaja sahipken, testlerin uzun zaman almasi
ve uzman personel gerektirmesi dezavantajlaridir. Molekiiler
yontemlerin gelismesiyle daha hizli ve hassas olan PZR yontemleri
her bir test i¢in yaklagik maliyeti 16,4-30 $ olabilmekle birlikte
gerekli olan zaman ise 120-150 dk arasinda degismekte ve pahali
laboratuvar cihazlarina gereksinim duyulmaktadir (43,44). Son
yillarda gelistirilen LAMP yontemi ise daha duyarli, hizh ve ucuz
olmasi agisindan énemli bir molekiiler testtir. Ayrica tek bir su
banyosu ile uygulanabilen ucuz bir yéntem olmas, her bir test icin
yaklagik 0,71-2 $ maliyetinin olmasi, sonuglarin 60-90 dk arasinda
degerlendirmesi gibi avantajlara sahiptir (21). Calismamizda
uyguladigimiz LAMP testi ile 60 dk i¢inde sonuca varilmigtir. Bu
sekilde hastaligin tanisinda sonuglara hizh bir sekilde ulagilmas:
saglanarak, erken tedaviye baglanmasina olanak saglayacaktur.

SONUC

Calismamizda, tasarladigimiz primerler kullanilarak yapilan
LAMP testi Acanthamoebanin DNAsimin varhigini saptamada
kullanilabilecek basit, ucuz ve yitksek hassasiyete sahip umut verici
bir tekniktir. LAMP testi, tek bir ekipman ile minimum donanimh
laboratuvarlarda, saha ortamlarinda ve hasta baginda kullanim
i¢cin basit, hizl, uygun maliyetli bir yéntemdir. Bu nedenle LAMP

testi, AK tanisinin hizli bir sekilde teghisine yardima olmak i¢in
laboratuvar test yontemi olarak klinik uygulama icin dikkate
degerdir. Ayrica, cevresel orneklerde Acanthamoeba tarama
calismalarinda daha hizl bir sekilde uygulanabilir bir testtir.
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* Yazarlik Katkilar:

Konsept: M.A., M.K., M.D,, Dizayn: M.A., M.K,, H.C., A.D.D,, Veri
Toplama veya isleme: M.A., H.C., M.K., Analiz veya Yorumlama:
M.D., H.D, AY.G.,, HC.,, M.A., Literatir Arama: M.A.,, M.K,,
Me.A., H.C., A.D.D,, Yazan: M.A.

Cikar Catigmast:
bildirilmemistir.

Yazarlar tarafindan ¢kar catigmasi

Finansal Destek: Yazarlar tarafindan finansal destek almadiklar1
bildirilmigtir.

KAYNAKLAR

1. Khan NA. Acanthamoeba: biology and increasing importance in human
health. FEMS Microbiol Rev 2006; 30: 564-95.

2. MaDP, Visvesvara GS, Martinez AJ, Theodore FH, Daggett PM, Sawyer TK.
Naegleria and Acanthamoeba infections: review. Rev Infect Dis 1990; 12:
490-513.

3. Ozgelik S, Cogskun KA, Yunlt O, Alim A, Malatyah E. The prevalence,
isolation and morphotyping of potentially pathogenic free-living
amoebae from tap water and environmental water sources in Sivas.
Turkiye Parazitol Derg 2012; 36: 198-203.

4. Visvesvara GS, Moura H, Schuster FL. Pathogenic and opportunistic free-
living amoebae: Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria
fowleri, and Sappinia diploidea. FEMS Immunol Med Microbiol 2007; 50:
1-26.

5. Schuster FL, Visvesvara GS. Free-living amoebae as opportunistic and
non-opportunistic pathogens of humans and animals. Int J Parasitol
2004; 34: 1001-27.

6. Valladares M, Reyes-Batlle M, Martin-Navarro CM, Loépez-Arencibia
A, Dorta-Gorrin A, Wagner C, et al. Molecular characterization of
Acanthamoeba strains isolated from domestic dogs in Tenerife, Canary
Islands, Spain. Arch Microbiol 2015; 197: 639-43.

7. Karakus M, Aykur M, Ozbel Y, Téz S, Dagc1 H. Molecular detection and
genotyping of Acanthamoeba spp. among stray dogs using conjunctival
swab sampling. Acta Trop 2016; 164: 23-6.

8. Karakavuk M, Aykur M, Sahar EA, Karakus M, Aldemir D, Dondiiren O,
et al. First time identification of Acanthamoeba genotypes in the cornea
samples of wild birds; Is Acanthamoeba keratitis making the predatory
birds a target? Exp Parasitol 2017; 183: 137-42.

9. Marciano-Cabral F, Cabral G. Acanthamoeba spp. as agents of disease in
humans. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 273-307.

10. Cope JR, Ali IKM, Georgacopoulos O. Free-Living Ameba. Neurological
Complications of Infectious Diseases: Springer; 2021.p.255-70.

11. CopeJR, AliIK, Visvesvara GS. Pathogenic and Opportunistic Free-Living
Ameba Infections. Hunter’s Tropical Medicine and Emerging Infectious
Diseases: Elsevier; 2020.p.814-20.

12. Aykur M, Dirim Erdogan D, Selvi Gunel N, Guler A, Biray Avci C, Celebisoy
N, et al. Genotyping and Molecular Identification of Acanthamoeba
Genotype T4 and Naegleria fowleri from Cerebrospinal Fluid Samples of



Turkiye Parazitol Derg 2023;47(3):129-35

Aykur ve ark. LAMP Yéntemi ile Acanthamoeba'nin Hizh Tespiti 135

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Patients in Turkey: Is it the Pathogens of Unknown Causes of Death? Acta
Parasitol 2022; 67: 1372-83.

de Lacerda AG, Lira M. Acanthamoeba keratitis: a review of biology,
pathophysiology and epidemiology. Ophthalmic Physiol Opt 2021; 41:
116-35.

Mozayan A, Madu A, Channa P. Laser in-situ keratomileusis infection:
review and update of current practices. Curr Opin Ophthalmol 2011; 22:
233-7.

Carvalho FR, Foronda AS, Mannis MJ, Hofling-Lima AL, Belfort R Jr, de
Freitas D. Twenty years of acanthamoeba keratitis. Cornea 2009; 28: 516-
9.

Lorenzo-Morales J, Khan NA, Walochnik J. An update on Acanthamoeba
keratitis: diagnosis, pathogenesis and treatment. Parasite 2015; 22: 10.

Mathers WD, Nelson SE, Lane JL, Wilson ME, Allen RC, Folberg R.
Confirmation of confocal microscopy diagnosis of Acanthamoeba
keratitis using polymerase chain reaction analysis. Arch Ophthalmol
2000; 118:178-83.

Varacalli G, Di Zazzo A, Mori T, Dohlman TH, Spelta S, Coassin M, et al.
Challenges in Acanthamoeba Keratitis: A Review. J Clin Med 2021; 10:
942.

Schroeder JM, Booton GC, Hay J, Niszl IA, Seal DV, Markus MB, et al.
Use of subgenic 18S ribosomal DNA PCR and sequencing for genus and
genotype identification of acanthamoebae from humans with keratitis
and from sewage sludge. J Clin Microbiol 2001; 39: 1903-11.

Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe K, Amino
N, et al. Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids
Res 2000; 28: E63.

Garcia-Bernalt Diego J, Fernandez-Soto P, Muro A. LAMP in Neglected
Tropical Diseases: A Focus on Parasites. Diagnostics (Basel) 2021; 11: 521.

Mthethwa NP, Amoah ID, Reddy P, Bux F, Kumari S. Fluorescence and
colorimetric LAMP-based real-time detection of human pathogenic
Cryptosporidium spp. from environmental samples. Acta Trop 2022; 235:
106606.

Dirim Erdogan D, Aykur M, Selvi Gunel N, Palamar M, Barut Selver O,
Ozel B, et al. The Risk Factors and Clinical Features of Acanthamoeba
Keratitis: First Time Detection of Acanthamoeba T5 Genotype from
Keratitis Patients in Turkey. Acta Parasitol 2022; 67: 1384-92.

Cope JR, Ali IK, Visvesvara GS. 107 - Pathogenic and Opportunistic Free-
Living Ameba Infections. In: Ryan ET, Hill DR, Solomon T, Aronson NE,
Endy TP, editors. Hunter’s Tropical Medicine and Emerging Infectious
Diseases (Tenth Edition). London: Content Repository Only!; 2020.p.814-
20.

Lorenzo-Morales J, Martin-Navarro CM, Lépez-Arencibia A, Arnalich-
Montiel F, Pifiero JE, Valladares B. Acanthamoeba keratitis: an emerging
disease gathering importance worldwide? Trends Parasitol 2013; 29: 181-
7.

Mathers WD, Sutphin JE, Folberg R, Meier PA, Wenzel RP, Elgin RG.
Outbreak of keratitis presumed to be caused by Acanthamoeba. Am J
Ophthalmol 1996; 121: 129-42.

Boggild AK, Martin DS, Lee TY, Yu B, Low DE. Laboratory diagnosis of
amoebic keratitis: comparison of four diagnostic methods for different
types of clinical specimens. J Clin Microbiol 2009; 47: 1314-8.

Daas L, Viestenz A, Schnabel PA, Fries FN, Hager T, Szenthry N, et
al. Confocal microscopy as an early relapse marker for acanthamoeba
keratitis. Clin Anat 2018; 31: 60-3.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Kaufman AR, Tu EY. Advances in the management of Acanthamoeba
keratitis: A review of the literature and synthesized algorithmic approach.
Ocul Surf 2022; 25: 26-36.

Riviere D, Szczebara FM, Berjeaud JM, Frére J, Héchard Y. Development
of areal-time PCR assay for quantification of Acanthamoeba trophozoites
and cysts. J Microbiol Methods 2006; 64: 78-83.

Zhang J, Cao J, Zhu M, Xu M, Shi F Loop-mediated isothermal
amplification-lateral-flow dipstick (LAMP-LFD) to detect Mycoplasma
ovipneumoniae. World J Microbiol Biotechnol 2019; 35: 31.

Karakavuk M, Can H, Karakavuk T, Giil A, Alak SE, Giil C, et al. Rapid
detection of Toxoplasma gondii DNA in cat feces using colorimetric loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) assays targeting RE and Bl
genes. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 2022; 81: 101745.

Mom¢ilovié¢ S, Cantacessi C, Arsi¢-Arsenijevi¢ V, Otranto D, Tasié¢-Otasevi¢
S. Rapid diagnosis of parasitic diseases: current scenario and future needs.
Clin Microbiol Infect 2019; 25: 290-309.

Qvarnstrom Y, Visvesvara GS, Sriram R, da Silva AJ. Multiplex real-time
PCR assay for simultaneous detection of Acanthamoeba spp., Balamuthia
mandrillaris, and Naegleria fowleri. J Clin Microbiol 2006; 44: 3589-95.

Aykur M, Dagci H. Evaluation of molecular characterization and
phylogeny for quantification of Acanthamoeba and Naegleria fowleri in
various water sources, Turkey. PLoS One 2021; 16: e0256659.

Koloren Z, Sotiriadou I, Karanis P. Investigations and comparative
detection of Cryptosporidium species by microscopy, nested PCR and
LAMP in water supplies of Ordu, Middle Black Sea, Turkey. Ann Trop Med
Parasitol 2011; 105: 607-15.

Koloren Z. Sensitive and cost-effective detection of Toxoplasma gondii in
water supplies of the Black Sea in Turkey by Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP). Biotechnology & Biotechnological Equipment
2013; 27: 3543-6.

Koléren Z, Avsar C, Ath Sekeroglu Z. Diagnosis of Protozoa by Loop-
Mediated Isothermal Amplification: (LAMP). Turkiye Parazitol Derg
2010; 34: 207-11.

Yang HW, Lee YR, Inoue N, Jha BK, Danne DB, Kim HK, et al. Loop-
mediated isothermal amplification targeting 18S ribosomal DNA for
rapid detection of Acanthamoeba. Korean J Parasitol 2013; 51: 269-77.

Ge Z, Qing Y, Zicheng S, Shiying S. Rapid and sensitive diagnosis of
Acanthamoeba keratitis by loop-mediated isothermal amplification. Clin
Microbiol Infect 2013; 19: 1042-8.

Lek-Uthai U, Passara R, Roongruangchai K, Buddhirakkul B,
Thammapalerd N. Rapid identification of Acanthamoeba from contact
lens case using loop-mediated isothermal amplification method. Exp
Parasitol 2009; 121: 342-5.

Enomoto Y, Yoshikawa T, Thira M, Akimoto S, Miyake F, Usui C, et al.
Rapid diagnosis of herpes simplex virus infection by a loop-mediated
isothermal amplification method. J Clin Microbiol 2005; 43: 951-5.

Khairnar K, Tamber GS, Ralevski F, Pillai DR. Comparison of molecular
diagnostic methods for the detection of Acanthamoeba spp. from clinical
specimens submitted for keratitis. Diagn Microbiol Infect Dis 2011; 70:
499-506.

Liu HY, Hopping GC, Vaidyanathan U, Ronquillo YC, Hoopes PC, Moshirfar
M. Polymerase Chain Reaction and Its Application in the Diagnosis of
Infectious Keratitis. Med Hypothesis Discov Innov Ophthalmol 2019; 8:
152-5.



