Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2010; 44: 453-459

DISKI ORNEKLERINDE GERCEK ZAMANLI
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ILE ENTAMOEBA
HISTOLYTICA SAPTANMASINDA DUYARLI BiR DNA

SAFLASTIRMA PROTOKOLU UYARLANMASI*

ADAPTATION OF A SENSITIVE DNA EXTRACTION METHOD
FOR DETECTION OF ENTAMOEBA HISTOLYTICA BY REAL-TIME
POLYMERASE CHAIN REACTION

Ahmet PINAR', Yakut AKYON', Alpaslan ALP', Sibel ERGUVEN

" Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara. (apinar@hacettepe.edu.tr).

OZET

Bu calismada, tim diinyada 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olan Entamoeba histolytica’'nin
diski 6rneklerinden tanisinda kullanilan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin duyarl bir
DNA saflastirma protokolii uyarlanmasi amaclanmistir. Digki 6rneklerinden niikleik asit saflastiriimasi, PCR
yonteminde sorun yaratan ve PCR duyarlihgini dogrudan etkileyen bir basamaktir. Calismamizda, E.his-
tolytica saptanmasinda gercek zamanlh PCR duyarliliginin artiriimasi icin, “QlAamp DNA stool minikit (Qi-
agen, Almanya)” protokoli uyarlanarak, bir gece boyunca proteinaz K ve sodyum dodesil siilfat (SDS)
inkiibasyonu eklenmistir. Ug farkh DNA saflastirma protokoliinin [(1) 6zglin yontem, (2) setiltrimetil
amonyum bromiir (CTAB) yontemi, (3) uyarlanmis yéntem] duyarlilik Gzerine etkinlikleri gercek zaman-
Ii kantitatif PCR sisteminde (Artus RealArt™ E.histolytica RG PCR Kit, Qiagen Diagnostics, Almanya) sap-
tanmistir. Bu amacgla, saflastirma éncesinde parazit bulunmadigi bilinen diski 6rneklerine farkli sulandi-
rimlarda standart E.histolytica DNA’si karistirllmis ve saflastirma yontemleri ayri ayri uygulanmistir. “Ql-
Aamp DNA stool minikit” uygulamasiyla saptama duyarliligi 5000 kopya/ml, CTAB yontemiyle saptama
duyarliigi 500 kopya/ml bulunmustur. Uyarlanmis “QlAamp DNA stool minikit” uygulamasiyla ise sap-
tama duyarlihgr 5 kopya/ml’ye yikseltilmistir. PCR duyarliigini dogrudan etkileyen digkidan niikleik asit
saflastirma protokollerinin saptama duyarliliklari, PCR ile saptanacak her mikroorganizma icin degerlen-
dirilmelidir.

Anahtar sozciikler: Entamoeba histolytica, gercek zamanl PCR, diski 6rnegi, DNA saflastirma.
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Diski Orneklerinde Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Entamoeba histolytica

Saptanmasinda Duyarli Bir DNA Saflastirma Protokolu Uyarlanmasi

ABSTRACT

This study was aimed to adapt a sensitive DNA extraction protocol in stool samples for real-time
polymerase chain reaction (PCR) detection of Entamoeba histolytica which causes important morbidity
and mortality worldwide. Stool extraction is a problematic step and has direct effects on PCR sensitivity.
In order to improve the sensitivity of E.histolytica detection by real-time PCR, “QlAamp DNA stool mini-
kit (Qiagen, Germany)” was modified by adding an overnight incubation step with proteinase K and so-
dium dodecyl sulfate (SDS) in this study. Three different extraction methods [(1) original method, (2)
cetyltrimethyl-ammonium bromide (CTAB) method, (3) modified method] were evaluated for effects on
sensitivity in real-time quantitative PCR (Artus RealArt™ E.histolytica RG PCR Kit, Qiagen Diagnostics,
Germany). For this purpose, several concentrations of standard E.histolytica DNA were spiked in parasi-
te-free stool samples and three different extraction protocols were performed. Detection sensitivities of
“QlAamp DNA stool minikit” was found 5000 copies/ml and of CTAB method was found 500 copies/ml.
Detection sensitivity of the extraction was improved to 5 copies/mL by modified “QlAamp DNA stool
minikit” protocol. Since detection sensitivities of nucleic acid extraction protocols from stool samples di-
rectly affect the sensitivity of PCR amplification, different extraction protocols for different microorga-
nisms should be evaluated.

Key words: Entamoeba histolytica, real-time PCR, stool samples, DNA extraction.

GiRis

Entamoeba histolytica, diinyanin buytk kisminda endemik olan bir bagirsak protozo-
onudur. Her yil milyonlarca dizanteri ve karaciger apsesi olgusuna neden olan bu proto-
zoonun erken tanisi biyik 6nem tagimaktadir. Invazif hastalija neden olmadan 6nce,
E.histolytica insan bagirsaginda uzun siire asemptomatik enfeksiyon etkeni olarak yasa-
yabilmektedir. Parazitin bulasini ve enfekte kisilerde invazif hastalik gelismesini onleyebil-
mek amaciyla E.histolytica tagiyicilarinin tedavi edilmesi Gnerilmektedir’.

E.histolytica’nin laboratuvar tanisinda geleneksel olarak kullanilan yontem, diski or-
neklerinin mikroskobik incelemesidir. Ancak Entamoeba dispar ve Entamoeba mosh-
kovskii, hastalandirici 6zellikleri kesin olmayan Entamoeba tirleridir ve Entamoeba tir-
lerinin mikroskobik incelemede morfolojik olarak ayirt edilmeleri oldukga zor, hatta
muimkin degildir. Bu nedenle, patojen olmayan tirlerin bulundugu hastalarin gerek-
siz yere tedavi almalarini onleyebilmek icin, E.histolytica’yr 6zgul olarak saptayabilen
laboratuvar yontemlerine gereksinim dogmustur. Bu amacla tizerinde durulmakta olan
en umut verici yaklasim molekdiler saptama yontemleridir. Nikleik asit saptama yon-
temlerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve gercek zamanli PCR yontemleri kli-
nik orneklerden E.histolytica 6zgul tanisinda Gmit verici yaklagimlar olarak goriinmek-
tedir?.

Nukleik asit saptama yontemlerinde analitik duyarlilik oldukca yiiksek olmakla birlik-
te, ozellikle klinik 6rnekten niikleik asit saflastirma yontemlerine bagh olarak yontem du-
yarlihgi dusebilmektedir. Ayrica, E.histolytica'nin saptanacadi klinik 6rnek genellikle digki
ornegidir. Molekiiler tani icin en sorunlu 6rnek tiirii olan diski 6rnekleri, inhibitorler ve
nukleik asit icerigi yoniinden zengindir. Diski 6rneginden E.histolytica saptanirken secile-
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cek nikleik asit saflastirma yonteminin duyarlihdi, daha sonra kullanilacak nikleik asit
saptama yonteminin duyarliigini da etkilemektedir?.

Bu calismanin amaci digki 6rneklerinden duyarliigi yiksek bir DNA saflastirma proto-
koll gelistirmektir. Boylece digki orneklerinden ytiksek duyarlilikla ve 6zgdilliikte E.histoly-
tica saptanmasi mumkin olacaktir.

GEREC ve YONTEM
Diski Ornekleri

Calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Pa-
razitoloji Laboratuvarina parazit arastirlmasi amaciyla goénderilen ve parazit saptanma-
yan taze digki rnekleri kullanildi. Orneklerden 80-100 mg alinarak steril distile su ile su-
landirldi ve kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

E.histolytica DNA'si ve Digki Orneklerinin Hazirlanmasi

Standart E.histolytica DNA's1 “London School of Hygiene & Tropical Medicine (Univer-
sity of London), Department of Infectious and Tropical Diseases”den saglandi. LYI-S-2
besiyerine %15 ABS eklenerek aksenik olarak uretilmis E.histolytica HM-1: IMSS susuna
ait DNA, liyofilize halde laboratuvarimiza ulastirildi. Standart DNA 6rnegi, steril distile su
ile mililitrede 5 x 108 kopya olacak sekilde sulandirildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de
sakland.

Standart E.histolytica DNA’sinin steril distile su ile 1/10 seri sulandirmlari yapilarak
ml’'de 5 x 10%dan 5 x 10" kopyaya kadar farkli derisimlerde standart DNA'lar elde edil-
di. Farkl derisimlerde sulandiriimis bu standart DNA'lar 180 pl digki stispansiyonuna 20
ul olacak sekilde eklendi ve vorteks ile iyice karistirildi. Her calismaya, sulandinmlar ya-
ninda hi¢ DNA katilmayan negatif kontrol érnekleri de alindi. Ornekler DNA saflagtirma-
sina alinmadan 6nce internal kontroller eklendi.

DNA Saflagtirma Protokolleri
Calismada, asagida ayrintilari verilen tg farkli DNA saflastirma protokoli kullanildi:

1. “QIAamp DNA stool minikit”: Yontem, Uretici firmanin (QIAGEN, Almanya) oneri-
leri dogrultusunda uygulandi. Kisaca; 500 pl diski 6rnegi, kit iceriginde bulunan ASL
tamponundan 1.4 ml ile karistirihp 5 dakika 70 derecede inklbe edildi. 10.000 rpm’de
santrifuj edilip Ustte kalan sivi alindiktan sonra bir adet InhibitEX tableti (kit icerigi) ekle-
nip iki kez santrifiij edildi. Ustte kalan 200 pl 6rnege 1/10 oraninda proteinaz K ve inter-
nal kontrol eklendikten sonra 200 pl AL tamponu (kit icerigi) ile 70°C’de 10 dakika in-
kiibe edildi. Daha sonra lizerine 200 pl saf etanol eklenip toplam 600 pl 6rnek spin ko-
lona alindi. Tipler 8000 rpm‘de bir dakika santrifiij edildikten sonra alta gegen sivilar ati-
larak ve her seferinde temiz tiipler kullaniimak suretiyle ylkama tamponlari (AW1, AW2)
ile G¢ kez yikandi. Son asamada spin kolonlarin tzerine ellisyon tamponu (AE) eklenerek
8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi ve altta toplanan sivi gercek zamanli PCR’de kul-
lanildi.
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2. Setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB): Yontem daha once tarif edildigi sekilde uy-
gulandi3. Kisaca diski 6rnekleri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip tstte kalan kisim
atildiktan sonra ¢okelti Gizerine 500 ul TE tamponu, %10’luk SDS’den 30 pl ve 20 mg/ml
proteinaz K’dan 3 pl eklendi. Karisim 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra 5 M
NaCl’den 100 pl ve CTAB/NaCl ¢ozeltisinden 80 ul eklenerek 65°C’de 10 dakika inklibe
edildi. Inkiibasyondan sonra esit hacimde kloroform eklendi ve 5 dakika 10.000 rpm‘de
santrifuj edildi. Sivi kisim temiz bir tipe alinarak kloroform: izoamil alkol (24:1) eklene-
rek bes dakika oda sicakliginda 10.000 rpm’de santriflij edildi. Yine sivi kissm temiz tipe
alinarak izopropanol ile %60 oraninda karistirilarak santrifigasyon sonucunda c¢okelti
%70'lik etanol ile yikanip, kurutulduktan sonra TE tamponu ile sulandirilarak kullanilin-
caya kadar -20°C’de saklandi.

3. Modifiye “QIAamp DNA stool minikit”: Diski 6rneklerinin bol miktarda protein ve
niikleik asit icermesi nedeniyle CTAB yonteminde kullanilan proteinaz K ve SDS basa-
maklarinin, 6zgiin “QlAamp DNA stool minikit” protokoliine eklenmesinin duyarlilig ar-
tiracagi dislindlda. Bu amacla diski 6rnekleri 10.000 rpm‘de santrifiij edilip Ust kisim
atildiktan sonra 500 pl TE tamponu ile sulandirildi ve (izerine %10 SDS ve 20 mg/ml pro-
teinaz K eklendi. Bu karisim gece boyunca 37°C’de inkube edildi. Ertesi glin karisim vor-
tekslenerek 500 pl'si temiz bir tiipe alinip “QlAamp DNA stool minikit” protokoliine go-
re saflastirild.

Ger¢cek Zamanh Kantitatif E.histolytica PCR

Calismada, diski orneklerinde kantitatif olarak E.histolytica saptamak amaciyla Artus
RealArt™ E.histolytica RG PCR Kit (Qiagen Diagnostics, Almanya) kullanildi. E.histolytica
genomuna 6zgul 230 baz cifti (b¢) uzunlugunda bir bolgenin cogaltildig sistemde, bu-
tiin islemler tiretici firma 6nerilerine gére yapildi. Amplifikasyon isleminde Rotor-Gene™
6000 (Corbett Research, Almanya) cihazi kullanildi. internal kontrol kanalinda pozitif so-
nu¢ alinamayan ornekler degerlendirme disinda tutuldu. Kit iceriginde bulunan kantitas-
yon standartlarina gore Uretici firmanin onerileri dogrultusunda hesaplamalar yapilarak
sonuclar kopya/ml seklinde saptandi.

BULGULAR

Ug farkli giinde tekrarlanan deneyler sonucunda “QIlAamp DNA stool minikit” proto-
koli uygulandiginda saptanabilen en dusiik E.histolytica DNA miktari 5000 kopya/ml
olarak bulunmustur. Duyarlihgin diistik olmasi nedeniyle CTAB protokolli denenmis ve
yine (g farkli glinde tekrarlanan deneyler sonucunda saptanabilen en distk E.histolytica
DNA miktari bu kez 500 kopya/ml bulunmustur. Duyarhligin daha da artirlmasi amaciy-
la, “QlAamp DNA stool minikit” saflagtirma protokoli modifiye edilerek uygulanmis ve
Ug¢ ayr glinde tekrarlanan deneyler sonucunda saptanabilen en disuk E.histolytica DNA
miktarinin 5 kopya/ml oldugu izlenmistir (Tablo 1).
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Tablo I. Uc Farkli DNA Saflastirma Protokolii ile Elde Edilen E.histolytica Gercek Zamanl PCR Kantitasyon
Sonuglar

Saptanan DNA miktari (kopya/ml)

Ornekte bulunan DNA “QlAamp DNA Modifiye “QlAamp DNA
miktari (kopya/ml) stoolminikit” CTAB stool minikit”
5.000.000 5.306.668 4.865.633 5.643.128
500.000 446.975 419.162 448.042

50.000 52.335 77.204 43.313

5000 5035 3969 5707

500 Negatif 1261 752

50 Negatif Negatif 68

5 Negatif Negatif 11

Negatif kontrol Negatif Negatif Negatif

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

TARTISMA

E.histolytica, tim diinyada parazitlerin neden oldugu mortalite etkenlerinin tgiincu si-
rasinda gelmektedir1 43 Her yil yaklasik 50 milyon kiside invazif amibiyaz gelismekte ve
sonugta 100.000 6lum gorilmektedir. E.histolytica laboratuvar tanisi icin en yaygin kul-
lanilan yontem mikroskobidir. Mikroskobi yontemi, 1slak preparat, konsantrasyon ve bo-
yama yaklagimlarini icerir. Islak preparat incelemelerinin duyarlihginin %10’dan dusiik
oldugu belirtiimektedir®. Konsantrasyon ve trikrom gibi boyama yaklasimlari yaninda ti¢
glin ardi ardina alinan diski 6rneklerinin incelenmesi gibi yaklagimlarla mikroskobi duyar-
lihgr %85-95 araligina yiikseltilebilmektedir’. Ancak E.dispar gibi patojen olmadigi disii-
nilen tarlerin mikroskobide E.histolytica ile ayrimi mimkiin olmadigindan 6zgillik du-
stk kalmaya devam etmektedir.

E.histolytica tamisinda bir diger yaklasim ise diski 6rneklerinden antijen saptayan ELISA
testleridir. Literatlirde ELISA testleriyle elde edilen sonuclar arasinda uyumsuzluklar go-
rilmektedir. Ornegin; bir calismada TechLab E.histolytica Il (Blacksburg, Virginia) kiti ile
duyarlilik %86-95 araliginda bulunurken, diger bir calismada %14.3 gibi distk bir oran
saptanabilmektedir®®. Ayrica, ELISA testlerinin E.dispar ile capraz sonuclar verdigi bildi-
rilmis oldugundan 6zgiilliikleri de sorgulanmaktadir'®11.

Yukarida siralanan sorunlar nedeniyle son yillarda E.histolytica tanisinda PCR temelli
bircok yontem tanimlanmig ve kullanima girmistir. Bazi yontemlerin duyarliliginin en iyi
ELISA kitlerinden 100 kat daha fazla oldugu bildirilmistir'>'3. Son olarak gelistirilen ger-
cek zamanlh PCR yaklasimlarinin, konvansiyonel PCR yaklasimlarina gore bazi avantaijlari
bulunmaktadir. Bunlar, PCR sonrasi ayri analiz asamasinin ortadan kalkmasi, daha hizl
tani saglamasi, kontaminasyon riskinin azalmasi ve daha saglikli kantitasyona izin verme-
si olarak siralanabilir'®. Ayrica, gercek zamanl PCR yonteminin analitik duyarliliyi kon-
vansiyonel PCR'ye gore daha yUksektir”.
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E.histolytica tanisinda PCR yontemlerinin en biliyik dezavantaji digki 6rneklerinden
calisiimasidir. icerdigi bilirubin, hem safra tuzlari gibi inhibitorler ve kompleks karbon-
hidratlar nedeniyle diski 6rnekleri PCR caligilmasi icin en zor 6rnekler sinifina girmek-
tedir'®. Dolayisiyla diski 6rneklerinden DNA saflastiriimasi yontemlerinin optimizasyo-
nu, PCR yontemlerinin basarisi icin biyiik 6nem tagimaktadir. Ilk 6nceleri cok zaman
alici ve emek-yogun “manuel” yontemlerin kullaniimasi glindemdeyken, sonralari da-
ha kisa ve az zahmetli hazir kitler Gretilmistir. Bu kitler arasinda “QlAamp DNA stool
minikit” (Qiagen, Almanya), diskidan DNA saflastirnlmasi amaciyla en kabul goren
yontem olmustur'”. McOrist ve arkadaslarinin'® 2002 yilinda yayinlanan calismasin-
da, farkli DNA saflastirma yontemleri karsilastiriimis ve digkidan bakteri DNA’sinin elde
edilmesinde en verimli yontemin “QlAamp DNA stool minikit” oldugu bildirilmistir.
Ancak bakterilerden DNA eldesini konu alan bu calismanin sonuglari, dayanikh kistle-
rin de parcalanmasi gereken E.histolytica tanisi icin ayni gecerlilikte olmayabilir. Nite-
kim E.histolytica tanisinda trikrom boyama, ELISA ve gercek zamanh PCR y6ntemleri-
nin karsilastinlmasi amaciyla planladigimiz ¢alhismada, cogu 6rnek mikroskobi ya da
ELISA yontemleriyle pozitif bulunmasina ragmen gercek zamanl PCR sonuglari nega-
tif bulunmus ve bu 6n calismanin yapilmasi gerekmistir. Analitik duyarliligi 1 kopya/ml
olan gercek zamanl PCR testinde “QlAamp DNA stool minikit” ile ancak 5000 kop-
ya/ml saptanabilmistir. Kompleks karbonhidratlarin uzaklastiriimasinda oldukca etkili
bir yontem olan CTAB kullanildiginda duyarlilik 500 kopya/ml olarak saptanmistir. Du-
yarhhgin daha da yukseltilmesi icin “QlAamp DNA stool minikit” protokoliine bir ge-
ce boyunca proteinaz K + SDS inklbasyonu eklenmis ve bdylece duyarlihigin 5 kop-
ya/ml’ye ulasmasi basarilmistir. Diskidan bakteri DNA'sI saflastirilmasinda oldukca ba-
sarili olan “QlAamp DNA stool minikit”, E.histolytica icin ayni basariyr ancak bu modi-
fikasyon ile gosterebilmistir. Bunun nedeninin, diskida bulunan E.histolytica kistlerinin
parcalanabilmesi icin uzun sureli kimyasal parcalama gereksinimi oldugu distnalmus-
tar. Ariefdjohan ve arkadaslar tarafindan 2010 yilinda yayinlanan calismada, diskidan
direncli duvara sahip organizmalarin DNA'larinin saflastinimasinda, fiziksel parcalama
yontemlerinin de kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir'®. Calismamizin bulgularina
gore, uzun inkiibasyonlu kimyasal parcalama yontemlerinin de yaklasik ayni sonucu
verdigi gorulmustdr.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), gelismis iilkelerde E.histolytica tanisinda mikroskopi ya-
ninda PCR temelli yontemleri énermektedir?. Ancak PCR yontemlerinin etkinligi, DNA
saflastirma etkinligine dogrudan bagldir. Bu etkinligin saptanmasi icin gercek zamanli
PCR gibi saglikli kantitasyon yapan sistemler kullanilmaldir. Sonug olarak bu calisma ile,
diskida E.histolytica DNA'sinin saptanmasi icin duyarli bir saflastirma protokoli modifi-
ye edilerek uygulanmis ve saptama duyarliligi 5000 kopya/ml’den 5 kopya/ml’ye yiik-
seltilmistir. Bu durum, 6zellikle diski 6rneklerinden caligilan PCR yontemlerinde, saptan-
masi istenen her organizmaya 6zgtil protokollerin gelistiriimesinin gerekliligini vurgula-
maktadir.
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