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Ozet

Amag:  Bakteriyel farenjit olgularinin ¢ogunlugunu Grup A Streptokoklar (GAS) olusturur. Bu nedenle akut tonsillofareniit
olgularinda tedavinin yonlendirilmesi agisindan bakteriyel-viral etkenlerin ayrnimi ve GAS'in hizli tamisi 6n plana
cikmaktadir. Bu calismada ise akut bakteriyel tonsillofarenjit disiinilen ¢ocuk hastalarda, GAS hizli tanisinda Loop-
Mediated Isothermal Amplification PCR (LAMP PCR) ydnteminin etkinliginin belirlenmesi ve konvansiyonel yontem
olan kiltir testleriyle uyumunun karsilastirnlmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler  Akut tonsillofarenjit yakinmalari ile Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine bagvuran hastalarin posterior
farenks ve tonsillerinden alinan striinti 6rneklerinden izole edilen 36 GAS susu, es zamanl bogaz killtiri GAS pozitif
olan 8 adet hastanin bogaz surintist ve bir adet standart Streptococcus pyogenes susu (ATCC 19615) galisma
kapsamina alinmistrr. izole edilen GAS suslarindan LAMP PCR galisilmistir. Hedef bélge olarak Streptolizin B (speB)
gen bolgesi hedeflenmistir. Ekstraksiyon, amplifikasyon ve sonuglarin analizi LAMP PCR cihazinda (Genie II, Optigene,
UK) gerceklestirilmis olup, tim bu islemlerin 70 dakika icerisinde sonuclandig gorilmustir. LAMP PCR cihazinda elde
edilen sonug grafikleri Genie Explorer v2.0.6.3 (Optigene, UK) programiyla degerlendirilmistir.

Bulgular:  LAMP PCR ile hasta rneklerinden izole edilmis olan GAS suslarinin (n=36) % 97.2’si (n=35) pozitif olarak saptandi.
Es zamanli bogaz kiiltiri GAS yoniinden porzitif olan 8 hastanin bogaz siriintiisii orneginden 7'si (% 87.5) LAMP PCR
ile GAS poritif olarak saptandi. Duplike calisilan standart sus 6rnegi de pozitif bulundu. Enzimatik yontem ile DNA
izolasyonu (~30 dakika) ve izotermal amplifikasyon islemi (~40 dakika) toplamda ~70 dakikada tamamland.

Sonug:  LAMP PCR; yitksek duyarlilik ve 6zgilliikte, ekstraksiyon prosediirii ¢ok basit ve pratik olan, izolasyon ve amplifikasyon
ile sonuclarin analizinin tasinabilir ozellikte kictk tek bir cihazda yapildig), 45-70 dk gibi cok kisa siirede sonug
alinabilen, personel agisindan kolay uygulanabilen, minimal laboratuvar donanimi ile gerektiren, sonuglarin gozle de
degerlendirilmesi imkani olan ve diger molekiller testlere gbre daha uygun fiyati olan bir ydntemdir. LAMP PCR’in bu Gelig Tarihi / Received : 16.05.2017
alanda kullanimi heniiz cok yeni oldugundan yeni ve kapsamli ¢alismalara ihtiyac vardir.
GOy s y P 6o voe Kabul Tarihi / Accepted : 22.05.2017
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Abstract

Objective:  Most bacterial pharyngitis is caused by Group A Streptococci (GAS). Therefore, discrimination between bacterial-viral
causes, and rapid diagnosis of GAS are important in terms of guiding treatment in acute tonsillopharyngitis cases. The
present study aims to assess the efficacy ofLoop-Mediated Isothermal Amplification PCR (LAMP PCR) test for rapid
diagnosis of GAS, and compare its correlation with culture tests as conventional methods in children with suspected
acute bacterial tonsillopharyngitis.

Materials and Methods: ~ We studied 36 GAS strains isolated from swab samples obtained from posterior pharynges and tonsils of patients
presenting to Sakarya University Training and Research Hospital with acute tonsillopharyngitis symptoms, pharyngeal
swab samples from 8 patients who had concurrent positive pharyngeal culture results for GAS, and one standard *Corresponding thor:
Streptococcus pyogenesstrain (ATCC 19615). Isolated GAS strains were analyzed with LAMP PCR. As target region,
Streptoplysin B (speB) gene region was selected. Extraction, amplification and analysis of the results were performed
with LAMP PCR analyzer (Genie I1, Optigene, UK), and all these procedures were completed within 70 minutes. Result Prof. Dr. Mustafa A|tlndi§
graphics obtained from LAMP PCR analyzer were evaluated with Genie Explorer v2.0.6.3 (Optigene, UK) program. Sakarya University Faculty of Medicine,

Results:  LAMP PCR method yielded positive results for 97.2% (35/36) of GAS strains isolated from patient samples. Phary- Department of Medical Microbiology,
ngeal swab samples of 8 patients who had concurrent positive culture results for GAS were analyzed, and 7 of them
(87.5%) had positive GAS results with LAMP PCR. Standard strain sample which was analyzed with duplicate run was Korucuk Sakarya, Turkey
also detected as positive. With enzymatic method, DNA isolation (~30 minutes) and isothermal amplification process
(~40 minutes) were completed in ~70 minutes.

Conclusion: ~ LAMP PCR has high sensitivity and specificity with pretty simple and practical extraction procedure. A single small E-mail: maltindis@gmail.com
portable device is sufficient for isolation, amplification and analysis of the results, with the whole process taking only
as short as 45-70 minutes. It is a convenient method requiring minimal laboratory equipment, and the results can be
evaluated visually. It is more affordable compared to other molecular tests. Since LAMP PCR has been introduced
recently to clinical practice, more comprehensive studies are necessary.

Keywords:  Streptococcus pyogenes,Group A Streptococcus, LAMP PCR, rapiddiagnosis, tonsillopharyngitis
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Streptococcus pyogenes, yaygin olarak kullanilan diger isimlendir-
me ile grup A streptococcus (GAS) olarak da bilinmekte olup, pa-
tojen streptokoklar arasinda yer alir. GAS, adezyon, kolonizasyon,
doku yikimi, toksin gibi virGlans faktorleri ile cesitli klinik tablolara
yol acabilir’. Bu klinik tablolar arasinda siklikla kendini sinirlayan
tonsillofarenjit ve impetigo, selllit gibi deri enfeksiyonlar vardr.
Travma veya yizeyel deri enfeksiyonlarinin komplikasyonu olarak
nekrotizan fasiitis ve miyonekrozis gibi derin doku enfeksiyonla-
rina neden olabilir. Sistemik klinik tablolar arasinda ise sepsis ve
streptokokkal toksik sok sendromu gibi tablolar vardir.

GAS enfeksiyonlari ayrica indirekt olarak immiin aracili, akut ro-
matizmal ates (ARA), romatizmal kalp hastalig) (RKH) ve akut post-
streptokokkal glomerulonefrit (APSGN) gibi ciddi komplikasyonla-
ra yol agabilmektedir?z. ARA ve RKH daha sik karsilasilan tablodur
ve siklikla tedavi edilmeyen, tekrarlayan GAS tonsillofarenijit olgu-
larini takiben gelisir®. Akut tonsillofarenjit olgularinin biyik kismin-
da (%50-80) viral etiyolojik ajan saptanirken bakteriyel etkenlerin
sikligr %5-30 civarindadir*®. Bakteriyel farenjit olgularinin cogunlu-
gunu ise GAS olusturur. Bu nedenle akut tonsillofarenijit olgularin-
da etiyolojik olarak bakteriyel-viral ayriminda GAS’in hizli tanisi 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu hizl tani, antibiyotiklerin uygun kullamimi ve
GAS’a bagli enfeksiyon varliginda daha sonra gelisebilecek ARA,
RKH gibi morbidite ve mortalite nedeni olan komplikasyonlara 6n-
lem alinmasi agisindan kritik 6nemdedir.

GAS’a bagli akut tonsillofarenjitin tanisinda altin standart olan kil-
tir 24-48 saatte, bazen daha uzun siirede sonug vermektedir. Bu
nedenle hizli antijen testleri ve molekiler yontemler kisa streli
testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiksek duyarlilik ve 6zgillikte olan
PCR-real time PCR gibi molekiiler metodlar, pahali olmasinin ya-
ninda ayri bir laboratuvar ve donanimi gerektirdiginden genellikle
arastirma amagh kullanilmistire.

LAMP PCR ilk kez 2000 yilinda bir izotermal amplifikasyon me-
todu olarak ortaya ¢ikmistir”. LAMP PCR metodunda; reaksiyon
sirasinda primer baglanmasi icin sirekli tek iplikcikli bir bolgenin
saglanmasi ile izotermal sartlarda PCR reaksiyonu saglanir. Cift
iplikcikli DNA 65 °C'de dinamik dengede oldugundan primerler-
den biri hedefine baglanarak reaksiyonu baslatir. Bu reaksiyon icin
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toplam 4-6 primer kullanilir. Reaksiyon, Forward Inner (i¢) Primer,
Forward Outer (dis) Primer, Backward Inner Primer, Backward Ou-
ter Primeri ve daha hizli reaksiyon icin ilave kullanilabilecek olan iki
loop primeri ve yer degistirme 6zelligi olan DNA polimeraz enzimi
ile gerceklesir. i¢ ve dis primerlerin baglanmasiyla amplifikasyon
icin baslangic materyalinin olusma adimlari baslar. ic primerlerin
uc kisimlarinda hedef bélgeye baglanmayan baz dizilimi mevcut-
tur ve sentezlenecek olan zincirde bu dizinin komplementer kismi
mevcuttur. Bu baglanmayan kisimla yeni sentezlenen zincir ara-
sindaki hedef bolgeden dis primerlerle olusan sentez sonucu ic
primerden sentezlenen kisim ayrilir ve ayrilirken basta baglanma-
yan kisim sentezlenen kisimdaki komplementer bélgesine baglan-
diginda zincir ug kismindan kivrilmig (ilmik formu) olur. Forward ve
backward primerlerin karsilikli olusturdugu bu reaksiyon sonunda
‘dumble’ tarzinda amplifikasyon icin baslangic Grin{ olusturur.
Bu ilmikli (loop), dumble formasyonlu nikleik asitin ilmiklerinde-
ki primer bolgelerinden seri amplifikasyon islemi gerceklesir ve
sonunda ilmikli, degisik ve biylk boyutlarda DNA amplikonlari
olusur™ (Sekil 1). Konvansiyonel PCR’a gore hizli, ucuz ve daha
kararli olmasi ilgi ¢cekmistir. LAMP PCR Plasmodium sp., Mycop-
lasma pneumoniae, Pneumocystis jirovecii ve Bordetella pertussis
gibi enfeksiyon etkenlerinin saptanmasinda kullanilmaktadir?1%-13,
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Tekli dumble yapisi ikili ve goklu dumble yapilari

Sekil 1. LAMP PCR reaksiyonunun sematik gosterimi®. A) Primer-
ler, baglanma bolgeleri, ve reaksiyon kosullari. B)Amplifikasyon
baslangic rini olan ¢ift ilmikli yapinin olustugu (dumble yapisi)
baslangi¢ reaksiyonu. C) Farkli boyutlarda coklu dumble yapisinda
amplikonlarin olustugu amplifikasyon dongleri




Bu calismada ise akut bakteriyel tonsillofarenjit distnilen gocuk
hastalarda, GAS hizli tamisinda LAMP PCR tekniginin etkinliginin
belirlenmesi ve konvansiyonel yontem olan kiltir testleriyle uyu-
munun karsilastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve yontem

Akut tonsillofarenjit yakinmalar ile Sakarya Universitesi Egjtim ve
Arastirma Hastanesine basvuran hastalarin posteriorfarenks ve
tonsillerinden alinan siriinti 6rneklerinden izole edilen 36 GAS
susu, es zamanl bogaz kiltiri GAS pozitif olan 8 adet hastanin
bogaz sirintUsi ve bir adet standart Streptococcus pyogenes
susu (ATCC 19615) galisma kapsamina alinmistir.

Rutinde alinan bogaz sirintileri kiltir icin %5 koyun kanl agar
besiyerine ekildi. Bir gece % 5-10 CO2’li ortamda 35+2 °C’de in-
kiibe edildi. Besiyerinde iireyen siipheli beta hemolitik kolonilere;
gram boyama ve katalaz testi yapildiktan sonra basitrasin ve trime-
toprim-sulfomtetaksazol diskleri, PYR testi ve VITEK 2®otomatize
sistemi ile GAS identifikasyonu yapildi.

izole edilen GAS suslarindan LAMP PCR calisildi. Bu suslardan 1
McFarland standardinda bakteri sispansiyonu hazirlandi. Nikleik
asit ekstraksiyonu icin bu sividan 20 pL kullanildi. Direkt strinti
orneklerinden LAMP PCR calisilan 8 hastanin bogaz sirintiisi or-
negij icin ise homojenize swab sivisindan alinan 20 pL sivi kullanildi.
Hedef bolge olarak Streptolizin B (speB) gen bolgesi hedeflenmis
olup buna uygun sekilde LAMP PCR igin 6 primer seti kullanilmis-
tir. Primer dizileri Genbank’tan secilmis ve belirlenmistir. Nikleik
asit ekstraksiyonu; lizozim enzimi ile 37°C'de 15 dk, sonrasinda
Insko enzimi ile 75° C'de 10 dk ve son olarak 95° C'de 5 dk inki-
be edildi. inkiibasyon sonunda olusan ekstraksiyon Griinden 5 pL
alinarak amplifikasyon icin kullanildi. Ekstraksiyon Griini, GspSSD
DNA Polimeraz i¢eren 15 pL mastermiks ve 5 pL primer miks ile
kanstirilip 65° C'de 40 dakika amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Ekstraksiyon, amplifikasyon ve sonuclarin analizi LAMP PCR ciha-
zinda (Genie 11, Optigene, UK) (Sekil 2) gerceklestirilmis olup, tiim
bu islemler 70 dakika icerisinde sonuclandi. LAMP PCR cihazinda
elde edilen sonug grafikleri Genie Explorer v2.0.6.3 (Optigene,
UK) programiyla degerlendirildi (Sekil 3)*.
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Bulgular

LAMP PCR ile hasta 6rneklerinden izole edilmis olan GAS suslari-
nin (n=36) %97.2’si (n=35) poxzitif olarak saptandi. Es zamanl bo-
gaz kiltiri GAS yoniinden pozitif olan 8 hastanin bogaz siriintiisi
orneginden 7si (%87.5) LAMP PCR ile GAS pozitif olarak saptandi
(Tablo). Duplike calisilan standart sus 6rnegi de pozitif bulundu.
Enzimatik yontem ile DNA izolasyonu (~30 dakika) ve izotermal
amplifikasyon islemi (~ 40 dakika) toplamda ~ 70 dakikada tamam-
land.

Tablo. LAMP PCR ile elde edilen sonuclar.

LAMP PCR
incelenen 6rnek S(?]))II Pozitif Negatif
Say! % Sayi %
GAS izolatlari 36 35 | 97.2 1 2.8
Bogaz siiriintiisii* 8 7 | 85| 1 |125
Toplam 44 42 | 955 2 4.5

* Eszamanl Kiltir porzitif hastalarin bogaz strintileri
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Sekil 2. Nukleik asit izolasyonu, amplifikasyon ve sonuclarin anali
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Sekil 3. Sirasiyla PCR amplifikasyon ve erime egrileri.

Tartisma

Tonsillofarenjit olgularinda tedavinin zaman kaybedilmeden yon-
lendirilmesi, diger bir ifade ile antibiyotik tedavisi baslanmasi icin
hizlica etkenin ayniminin (virGis/bakteri) yapilmasi gerekmektedir.
Bu aynim saglandigy taktirde gereksiz antibiyotik kullanimi 6nlene-
bilecek ve antibiyotik kullanim oranlar diisecektir. Konvansiyonel
mikrobiyolojik testlerden olan ve tanida gold standart metod olan
kiltir yontemi; 24-48 saat zaman alir, yogun Greme oldugunda
GAS kolonileri atlanabilir ve deneyimli personel gerektirmektedir.
GAS hizl antijen testlerinin duyarliigimin disiik olmasi ve yine kil-
tUre ihtiyac duyulmasi en 6nemli dezavantajidir. PCR yontemleri
ise laboratuvar donamimi ve deneyimli personel gerektirmesinden
dolayi bircok saglik kurumunda yapilamayan pahali yontemlerdir.
Dolayisiyla bu konuda kiltiire alternatif, uygun fiyath, hizli, kolay
uygulanabilen, fazlaca donanim gerektirmeyen, duyarliligy yiksek
ve birinci basamak saglik kurumlarinda dahi uygulanabilecek test-
lere/ydntemlere ihtiyag vardr.

Son yillarda kullamima giren Loop-Mediated Isothermal Amplifica-
tion PCR (LAMP-PCR), 4-6 adet primerle yaklasik bir saat gibi kisa
bir surede, izotermal sartlarda (60-65°C), yiksek 6zgillikte nik-

leik asit amplifikasyonu yapabilen bir yontemdir. Amplifikasyonda
hedef bolge Streptolizin B (speB) gen bolgesidir. Reaksiyonlarin
gozlemlenmesi fluoresan indikatér ya da gercek zamanl bula-
niklik ile saglanir’>. LAMP PCR cihazi ebatlan kiicik oldugundan
cok yer kaplamamaktadir. Bir metrekare kadar laboratuvar tezgah
alani calisma alani olarak yeterli olmaktadir. Testin calisilabilmesi
icin amplifikasyon cihazina ilaveten sadece otomatik mikropipetler
gerekmektedir. Ekstraksiyon asamalarinda da cihaz 1si blogu gibi
kullanilabilmektedir. Gorsel olarak gozle bulaniklik degerlendiril-
mesinin yapilabilmesi; deney sonucunun okunmasi ve olusabile-
cek deneysel problemleri belirlemek icin ¢ok biyiik avantaj sag-
lamaktadir.

Jayaratne et al. LAMP PCR ile kiltiri kiyasladiklari ¢alismada, bo-
gaz surintilerinden GAS saptamasi yoniinden LAM PCR’in per-
formans degerlerini; duyarliik; % 94.1, 6zgillik; % 94.1, pozitif
prediktif deger; % 80 ve negatif prediktif deger; % 98.1 seklinde
rapor etmislerdir. Uyumsuzluk analizi sonrasinda ise duyarlilik, 6z-
glllik, PPV ve NPV degerlerini sirasiyla % 100, % 96.4, % 88 ve
% 100 olarak bildirmislerdir. LAMP icin sonug siresini, kiltir icin
olan minimum 24 saat ile karsilastinldiginda 75 dakika oldugunu




belirtmislerdir. LAMP icin maliyet hesaplamasi da yapmuslar ve test
basina 3 dolar (Kanada dolan) fiyat tespit etmislerdir'*.

Kilig ve ark!min yapmis oldugu baska bir ¢alismasinda bogaz si-
rontG 6rnekleri ve simile GAS drnekleri kullanilmis olup; saptama
sinirini simile 6rneklerde 1 bakteri strinti 6rneklerinde ise 100
bakteri olarak belirtmislerdir, testin 25-45 dk sirdiging, 6zgulluk
ve duyarliiginin %100 oldugunu rapor etmislerdir. Yontemin labo-
ratuvarlar disinda muayenehaneler ve aile hekimliginde de kullani-
labilecegini belirtmislerdir. Birim maliyeti ise 9 ABD dolari olarak
bildirmislerdir'®. Bizim calismamizda birim test maliyetinin yaklasik
30 Tork Lirasi oldugu saptanmistir (cihazla ilgili giderler haric).

Yaptigimiz bu calismada ise LAMP PCR’in kiltir ile tammlanan
suslarin %97’sini saptayabildigi gorildi. Aynica direkt surintl
orneginden calisilan 8 pozitif 6rnekten 7’sini saptayabildi. Bu so-
nuclarla, LAMP PCR yonteminin kiltirle yiksek oranda uyumlu
oldugu saptandi. Bu sonuclanimiz da literatiirde bulunan kisith sa-
yidaki yayinla uyumlu bir sekilde LAMP PCR’in yiiksek 6zgillik ve
duyarlilik degerlerine sahip oldugunu gdstermektedir. Bu alandaki
yeni, hizli ve dogru tanimlama yontemlerinden olan LAMP PCR,
antibiyotiklerin yerinde kullanimi konusunda pozitif etki edecektir.

LAMP PCR yonteminin avantajlari; yilksek duyarliik ve 6zgillik,
ekstraksiyon prosediriinin ¢ok basit ve pratik olmasi, ekstrak-
siyon icin ayri bir cihaz gerektirmemesi, ¢ok kisa siirede sonuc
alinmasi (45-70 dk), personel agisindan kolay uygulanabilir olmasi,
minimal laboratuvar donanimi ile uygulanabilir olmasi, cihazin ki-
¢cUk ve taginabilir olmasi (pille ¢alisabilme ve 2 kg), tek cihazla DNA
izolasyonu ile amplifikasyonun yapilabilmesi ve hasta basi testler
icin de laboratuvar disi uygulanabilir olmasi sayilabilir. Ayri bir bil-
gisayar ihtiyaci olmadan cihazin Gzerindeki ekranda PCR amplifi-
kasyon ve erime egrileri gorilebilmekte, analizi ve yorumu yapila-
bildigi gibi gozle bulaniklik degerlendirmesi seklinde de reaksiyon
sonucu yorumlanabilmektedir. Ayrica diger molekiler yontemlere
gore daha uygun fiyatl olmasi da maliyet etkinligi yoninden 6nem-
lidir. LAMP PCR’in bu alanda kullanimi heniiz ¢ok yeni oldugundan
literatirde cok kisith sayida calisma bulunmaktadir. Yeni ve kap-
samli ¢alismalara ihtiyac vardir.
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