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Blastocystis Sp. DNA’sinin Diskidan Eldesine izolasyon Oncesi Uygulanan iki Farkli On islemin

Etkisi

Impacts of Two Pre-Treatments Applied Prior to Blastocystis sp. DNA Isolation from Stool Samples

Gulcan Adiyaman-Korkmaz, Tugge Nil Yantira, Funda Dogruman-Al

Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

OZET

Amag: Protozoonlara ait tani ve arastirmalarda molekiler ydntemlerin
uygulanmasindaki ilk basamak protozoona ait DNA izolasyonunun
yapilmasidir. Digski ortamindan DNA izolasyonu, diski igeriginin karmasik,
partikiler olmasi ve inhibitérler nedeniyle zorluk olusturmaktadir. Bu
calismada Blastocystis sp. izolatlarindan DNA izolasyonu o6ncesinde,
uygulanan iki farklh 6n islemin DNA eldesi Gzerine olan etkilerinin aragtiriimasi
amagclanmistir.

Yontem: Rutin parazitolojik inceleme igin laboratuvara goénderilen digki
orneklerinde nativ-lugol inceleme ile Blastocystis sp. belirlenen 12 digki
orneginin %10 at serumu ve %0.05 asparajin igeren Ringer sollisyonunda ift
kaltarleri yapilmistir. DNA izolasyonu dncesinde Ringer sollsyonu kullanarak
kendi modifiye ettigimiz yontem (RMY) ve siikroz gradient yontemi (SGY) ile
kiiltr stspansiyonlari 6n islemden gegirilmistir. iki farkli 6n islem sonrasinda
DNA eldesi igin ticari DNAzol (MRC,USA) soltisyonu dretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda kullanilmigtir. DNA eldesi isleminden sonra F1 ve RB primerleri
kullanilarak protozoonun SSUrDNA bdlgesine ait 1100b¢ uzunlugundaki gen
bolgesi PCR ile gogaltilmistir. Amplikonlar %1.5 agaroz jelde goriintilenmistir.
Bulgular: Agaroz gel gorintiilemesi soucunda RMY ile 12 drnekten 11’inde
(%91.6), SGY ile ise altisinda (%50) Blastocystis sp. ait 1100 bg buytkliginde
bant goruldigl belirlenmistir. RMY ile belirlenen bantlarin daha belirgin
oldugu saptanmistir. Ayni zamanda RMY ydnteminin pratik oldugu ve kisa
surede gergeklestirildigi belirlenmistir.

Sonug: Ticari kitlerde kit prosedurlerini uygulamadan 6nce kimyasal ve/veya
mekanik 6n islemleri uygulamanin DNA izolasyonunun basari sansini artirdig
belirlenmistir. Blastocystis sp. DNA’sinin eldesi dncesinde RMY ile 6n iglemin
yapilmasinin, DNA izolasyonuna olumlu etkisi oldugu gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Blastocystis sp., polimeraz zincir reaksiyonu inhibisyonu,
digki, 6n islem

ABSTRACT

Objective: In the field of research and diagnosis of protozoa, the first step of
the molecular methods is to isolate the DNA of protozoa. DNA isolation from
stool samples has difficulties due to the complex and particulate structure of
the stool and the presence of inhibitors. In this study, before isolating the
DNA from Blastocystis sp. isolates, we aimed to examine the effects of the
two different preprocesses applied before the isolation.

Methods: Blastocystis sp. was determined with native-lugol method in the
12 stool samples that were sent to laboratory for routine parasitological
examination and the duplicate cultures were maintained in Ringer's solution
containing 10% horse serum and 0.05% asparagine. Before DNA isolation,
culture suspensions were processed in Ringer’ solution the technique that
we have modified (RMY) and sucrose gradient method (SGM). Upon two
different pre-treatments, DNA isolation was performed with DNAzol®
(MRC,USA) according to manufacturer’s protocol and instructions. Then,
1100 bp gene belong to protozoa SSUrDNA locus was amplified with F1 and
RB primers by PCR technique. Amplicons were runned and observed on 1.5%
agarose gel.

Results: As a result of agarose gel visualization out of 12 samples, we have
observed the 1100 bp band belong to Blastocystis sp. in 11 samples (91.6%)
with RMY and in 6 samples (50%) with SGM. It was detected that the bands
were more visible and prominent with RMY. Meanwhile, it has been
determined that RMY technique is practical and it can be performed in a
short time.

Conclusions: It has been shown that chemical and/or mechanic pre-
treatments increase the success rate of DNA isolation before applying the kit
procedures in commercial kits. It has been observed that RMY preprocess
contributes positively to DNA isolation from Blastocystis sp. isolates.

Key Words: Blastocystis sp., inhibition of polymerase chain reaction, stool,
pretreatment
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GiRIS

Protozoonlara ait tani ve arastirmalarda molekller yontemlerin
uygulanmasindaki ilk basamak DNA izolasyonunun yapilmasidir. Digki
ortamindan protozoona ait DNA izolasyonu, diski igeriginin karmasik,
partikiler olmasi ve inhibitorler nedeniyle zorluk olusturmaktadir. Lipid,
hemoglobin, safra tuzlari, mukustaki polisakkaritler, bakteri, besinlerin
sindirim Urlnleri gibi inhibitdérler DNA amplifikasyonundaki duyarliligi
azaltmaktadirlar(1). Diskidan DNA izolasyonunda guanidyum tiyoisosiyanat
silika, ak6éz iki fazl sistem, fenol-kloroform, Chelex yontemleri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu metodlarin uygulanmalarinda emek
yogun olmalari, uzun stirmesi ve verimliliklerinin disik olmasi gibi gesitli
kisithliklar yasanmaktadir. inhibitorlerin varligi, kullanilan diskinin miktari,
saklama solusyonlarinin gerekliligi veya taze 6rnek kullaniminin verimliligi
artirmasi bu faktorler arasinda sayiimaktadir(2).

GlUnumizde ise en popller segenek ticari kit kullanimi seklindedir. Bu
tarz kitler igeriklerinde hicrelerin pargalanmasini saglayan pargalayici
tamponlar, inhibitdrleri absorbe eden maddeler ve DNA igeren soliisyondan
inhibitorleri uzaklastiran silika membranlar bulundurmaktadir(3). Kit temelli
yontemler verimli ve pratik olmakla birlikte pahali olabilmekte ve farkh
firmalarin Grinlerinin verimliligi de degisenlik gosterebilmektedir(4). Bununla
birlikte ticari kit kullanimi sirasinda veya oncesinde gesitli 6n islemler ve
modifikasyonlar yapilarak DNA eldesinin verimliligi artirlmakta, inhibitorler
uzaklastirlmaya ¢alisiimaktadir(5). Molekiler yontemlerin  duyarhihginin
artinlmasi igin DNA eldesinde daha verimli tekniklerin gelistirilmesinin
yaninda duyarli amplifikasyon tekniklerinin de kullanima sunulmasi
gerekmektedir.

Bu ¢alismada digskida saptanan Blastocystis sp. izolatlarindan DNA
izolasyonu 6ncesinde, uygulanan iki farkli 6n islemin DNA eldesi tizerine olan
etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Blastocystis taslyicisi oldugu nativ-lugol inceleme ile belirlenen 12
olgunun diski 6rnegi %10 at serumu ve %0.05 asparajin iceren Ringer
soliisyonuna ekilerek 37°C’de inkiibe edilmistir. Her 6rnekten cift kiiltir
yapilmigtir. Kiltiirlerin treme kontroll 3-4. glinde mikroskobik inceleme ile
yapilarak bir-iki kez subkdltiire alinmigtir. DNA izolasyonu 6ncesinde Ringer
soltsyonu kullanarak kendi modifiye ettigimiz yontem (RMY) ile siikroz
gradient yontemi (SGY) kullanilarak kultir stspansiyonlari 6n islemden
gegirilmistir.

RMY kullanildiginda kiiltir stspansiyonu gift katli gazli bezden stzilmus
ve Uzerine serumsuz Ringer solisyonu eklenerek 15 dk santrifiij (500g/dk)
edilmistir. Ust sivi atildiktan sonra pellet Gizerine tekrar Ringer soliisyonu
eklenerek bu yikama islemi Ug¢ kez daha tekrarlanmistir. Son yikama
sonrasinda pellet Gzerine DNA eldesi igin kullanilan izolasyon sollsyonu
(DNAzol®, MRC, USA) eklenerek tretici firmanin 6nerileri dogrultusunda DNA
izolasyonu yapilmistir.

SGY ise kultlr stuspansiyonu cift kat gazli bezden slzlldikten sonra
tizerine 1:5 olacak sekilde serumsuz Ringer sollisyonu eklenerek 15 dk
santrifiij (500g/dk) edilmistir. Ust sivi uzaklastirilip bu yikama islemi bes kez
tekrarlanmistir. Son yikama sonrasinda sediment tzerine 1M sukroz ile ayni
oranda Ringer sollisyonu eklenmistir. Karigim santrifiij edildikten sonra bu
islem Ug kez tekrarlanmistir. En son Ringer sollisyonu ile yikama yapildiktan
sonra pellet Gzerine DNA eldesi igin kullanilan izolasyon sollisyonu (DNAzol®,
MRC,USA) eklenerek DNA izolasyonu yapilmistir.

Diskida Blastocystis izolatlarinin varligi parazit cinsine spesifik olan F: 5’
GGAGGTAGTGACAATAAATC ve R: 5" ACTAGGAATTCCTCGTTCATG primerleri
ile arastinlmistir. Bu primerler ile Blastocystis sp.’e ait 1800 bg¢’lik rDNA
bolgesinin 1100 bg'lik gen bolgesi konvansiyonel Polimeraz Zincir Yontemi
(PZR) ile cogaltilmistir(6). Isi déngii cihazi programi 94°C 5 dk denatiirasyonun
ardindan, 35 déngl 94°C 1dk, 54°C 1 dk ve 72°C 1,5 dk ile baglanma ve 72°C
10 dk uzama basamaklari seklinde diizenlenerek Hemo Klen Taq polimeraz
(NEB, USA) ile ¢ogaltma islemi gergeklestirilmistir. Cogaltma sonrasinda DNA
bantlari %1,5 agaroz jelde goriintilenmistir.

BULGULAR

Agaroz gel gorintllemesi sonucunda RMY ile 12 o6rnekten 11’inde
(%91.6), SGY ile ise altisinda (%50) Blastocystis sp. ait 1.1 kbp buyukluginde
band gorildigu belirlenmistir. RMY ile belirlenen bandlarin daha belirgin
oldugu saptanmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Agaroz jel elektroforezinde goriintiilenen Blastocystis spp. ait DNA
bantlari. A) RMY sonrasinda izole edilen DNA bantlari B) SGY sonrasinda izole
edilen DNA bantlari M: 100bg¢ molekdler agirlik standardi.

Ayni zamanda RMY 6n igsleminin SGY 6n islemine gore daha pratik olmasi
ve kisa strmesi nedeniyle zaman kullanimi agisindan avantaj sagladig
saptanmigtir.

TARTISMA

Diskidaki biyolojik ve biyolojik olmayan birgok madde PCR tepkimesini
inhibe edebilmektedir. Verimli ¢alisan genetik temelli sistemler parazitlerin
prevalansinin belirlenmesinde, molekiiler karakterizasyonlarinin
yapilmasinda, ilag direnci ve virtilans faktorlerinin arastirilmasinda dogru ve
etkinsonuglarin alinabilmesi i¢in 6nem tasimaktadir. Bu konuda gesitli
arastirmacilar tarafindan farkli PCR temelli metodlar kullaniimaktadir(7).
Kullanilan bazi metodlar protozoonlarin kist formlarindan DNA eldesinde ve
ayni zamanda digskida bulunan ve enzimatik tepkimeleri inhibe eden proteaz,
DNaz, bakteri ve mukustan kaynaklanan polisakkaritler, safra tuzlarn
nedeniyle yetersiz kalmaktadir(8). DNA eldesinin kalitesini ve miktarini
artirabilmek i¢in protozoonun direngli kist duvarini pargalamak igin mekanik
metodlarin kullaniimasi ve inhibitérlerin ortadan kaldiracak yontemlerin
gelistirilmesi yarar saglayacaktir. Babei ve ark. Giardia intestinalis igin
mekanik olarak ardi sira yapilan dondurma ve ¢ézme islemi ile cam boncukla
vorteks igleminin birlikte kullaniimasinin Qiagen mini stool kit protokoli
oncesinde uygulanmasinin duyarliligi %100’e yukselttigi gosterilmistir(1).

Diskidan  mikroorganizmalarin  DNA’sinin  gogaltiimasi  izolasyon
asamasinda ortamin yogun inhibitdr icermesi nedeniyle zor olmaktadir. Ticari
kitlerde kit proseddirlerini uygulamadan 6nce kimyasal ve/veya mekanik 6n
islemleri uygulamanin DNA izolasyonunun basari sansini artirdig
belirlenmistir. Bu islemler sirasinda ek bir maliyet de s6z konusu
olmaktadir(7,9,10). Bununla birlikte Blastocystis sp. icin diskidan yapilan
ksenik kultir sonrasinda bakteri yogunlugunu ve inhibitorleri uzaklagtirmak
amaciyla PBS ile yikama sonrasinda parazite ait DNA eldesinin yapildigi
¢alismalar mevcuttur(11,12). Hyeon ve ark. domuz diskisindan Salmonella
Enteriditis DNA'sinin eldesinde ticari kit kullanimi sirasinda yikama
basamaklarini artirarark PCR inhibitérlerinin etkisini azalttiklarini ve bunun
amplifikasyona basarili  etkisi oldugunu real-time PCR sonucunda
gozlemlediklerini bildirmiglerdir(13).

SONUC

Blastocystis sp. DNA’sinin eldesi Oncesinde RMY ile 6n islemin
yapilmasinin, DNA izolasyonuna olumlu etkisi oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda gorulen bantlarin daha belirgin oldugu tespit edilmistir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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