DERLEME / Review J

Mikrobiyota Caligmalarinda Ornek Alimi
ve DNA izolasyonu

Sampling and DNA Isolation in Microbiota Studies

Mehmet KOROGLU
Sakarya Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Sakarya

Kéroglu M. Mikrobiyota Calismalarinda Ornek Alimi ve Dna izolasyon.

) Biotechnol and Strategic Health Res. 2017;1 (Special issue): 50-55.

Ozet

Anahtar Kelimeler:

insan viicudunda basta bagirsaklar olmak iizere mikrobiyota degisikliklerinin birgok hastalikla iliskili oldugu
saptanmistir. Mikrobiyota calismalarinin en énemli basamaklarindan biri; numunenin uygun sartlarda toplanmasi,
transferi, saklanmasi ve yine uygun kosullarda dizileme islemlerine hazir hale getirilmesidir. Bu asamalarda olusabilecek
hatalar ve eksiklikler calisma sonucunu ciddi sekilde etkileyecektir. Yas, diyet, kilo, antibiyotik kullanimi, diger ilaglar
(metformin, proton pompa inhibitdrleri, kortikosteroidler v.b.), menapoz/puberte gibi hormonal durumlar, sigara/alkol
kullanimi, kronik hastaliklar ve agiz dis sorunlan gibi bircok faktor mikrobiyota izerine etkili oldugundan kayit altina
alinmalidir. Calismalarin biyiik bir kismi bagirsak mikrobiyotasi izerine yapilmistir. Ancak; agiz, Girogenital sistem, deri,
solunum yolu, burun, plesenta, anne siitii ve goz gibi viicudun diger kisimlarina odaklanan calismalar da bulunmaktadr.
Bagirsak mikrobiyota calismalarinda genellikle diski 6rnegi (en az 1 gram) alinmas tercih edilmektedir. Evde veya
saglik kurumunda alinabilir. Diski 8rnegj, oda isisinda en fazla 24 saat, buzdolabinda (+4°C) birkag giin ve -80°C'de
uzun sire saklanabilmektedir. Mimkiinse birkag alikot alinmalidir. Fekal 6rnegin alindiktan sonra hizlica dondurulmasi
(-80°C) referans yontemdir. Dondurulmadan énce stabilizasyon tamponuna alinmasi en uygunudur. Rektal ve fekal
swab o6rnekleri de kullaniimaya baslanmistir. Fekal rneklere gore minor farkliiklar oldugu vurgulanmakta, daha
kullanish, daha kolay ve byik calismalara uygundur. Ancak bu konuda heniiz yeterli sayida calisma yoktur. Kolon
mukozasindan alinan biyopsi 6rnekleri ve kolon lavaj sivisi, cok yaygin olmasa da kullanilabilir. Mukozal mikrobiyota,
bagyrsak epitelinin yiizeyindedir. Bu nedenle daha az degiskendir/tutarlidir ve konak hiicreleri ile dogrudan etkilesim
icerisindedir. Bundan dolayi mukozal biyopsi orneklerinin gold standart 6rnekleme tipi oldugu vurgulanmaktadir.
Ancak; kolonun hazirligi, kolonoskopik biyopsi gibi invaziv bir islem gerektirmesi ve biyopsi boyutunun da sonucu
etkileyebilmesi bu yontemin énemli dezavantajlanidir. Viicudun diger bolgelerinden siriinti veya doku érnekleri v.b.
cesitli 6rnekler mikrobiyota analizlerinde kullanilabilir.

Mikrobiyota ¢alismalari icin tim amaclara uyabilecek evrensel DNA ekstraksiyon yontemi yoktur. Yiksek kaliteli saf
DNA gereklidir. Cok sayida farkli yontemlerle calisan ticari kit mevcuttur. Bunlar, calisma 6ncesi iyi analiz edilip amaca
uygun olduklari arastinlmalidir. Otomatize sistemler en yilksek verimlilige sahiptir. Sonucu etkileyebilecek potansiyel
inhibitorlerin uzaklastinlmalidir.

Mikrobiyota, diski drnegi alimi ve saklanmas, rektal/fekal swab, mukozal biyopsi, nikleik asit izolasyonu.

Abstract

Keywords:

Microbiota changes, especially intestines in the human body, have been found to be associated with many diseases.
One of the most important steps of microbiota studies; transfer, storage and preparation of the specimen under app-
ropriate conditions. Mistakes and omissions that may occur during these stages will seriously affect the result of the
study. Many factors such as age, diet, weight, antibiotic use, other medications (metformin, proton pump inhibitors,
corticosteroids, etc.), hormonal conditions such as menopause / puberty, smoking / alcohol use, chronic diseases
and oral dental problems must be recorded. Much of the work has been done on intestinal microbiota. However, there
are also studies focusing on other parts of the body such as mouth, urogenital system, skin, respiratory tract, nose,
placenta, breast milk and eye.

Itis generally preferred to take a fecal sample (at least 1 gram) in intestinal microbiota studies. It can be taken at home
or at a health institution. The stool specimen can be stored for up to 24 hours in the room, in the refrigerator (+ 4
° C) for a few days and at -80 ° C for long periods. If possible, several aliquots should be taken. Quick freezing (at
-80°C) after taking sample is reference method. Itis best to take it to the stabilization buffer before it is frozen. Rectal
and faecal swab specimens have also begun to be used.It is emphasized that there are minor differences according
to faecal examples, and it is more convenient and easier for bigger works. However, there is not enough work in this
issue yet. Biopsy specimens from colon mucosa and column lavage fluid may be used, although not very common.
Mucosal microbiota is at the surface of the intestinal epithelium. For this reason it is less variant / consistent and
interacts directly with host cells. It is therefore emphasized that mucosal biopsy specimens are gold standard sampling
types. Nevertheless; colon preparation, invasive procedures such as colonoscopic biopsy, and the effect of biopsy
size on the outcome are significant disadvantages of this method. Various samples such as swabs or tissue sumples
from other parts of the body can be used in microbiota anealysis.

There is no universal DNA extraction method that can fit all purposes for microbiota studies. High quality pure DNA
is required. There are many different commercial kit available. They should be well analyzed before the study and
investigated as appropriate. Automated systems have the highest efficiency. Potential inhibitors that may affect the
end must be removed.

Microbiota, fecal sampling and storage, rectal/fecal swab, mucosal biopsy, nucleic acid extraction
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Girig

insan viicudunun cesitli bélgelerinde (agiz, bogaz, solunum sis-
temi, gastrointestinal sistem (GIS), deri ve Grogenital sistem gibi)
hastalik yapmadan yasayan mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Daha dnceden normal flora olarak isimlendirilen bu durum sim-
dilerde mikrobiyota veya mikrobiyom olarak anilmaktadir. insan
vilcudunda basta bagirsaklar olmak tizere mikrobiyota degisiklikle-
rinin bircok hastalikla iligkili oldugu saptanmistir’. Nikleik asit dizi
analizi teknolojilerinin de gelismesi ile mikroorganizma cesitliligi ve
mikroorganizmalarin miktari 6lcilebilmekte olup, bu konuda ¢ok
sayida bilimsel calisma yapilmaya baslanmistir?*. Bu tip ¢alismala-
rin en dnemli basamaklarindan biri, hatta en dnemlisi numunenin
uygun sartlarda toplanmasi, transferi, saklanmasi ve yine uygun
kosullarda dizileme islemlerine hazir hale getirilmesidir. Bu asa-
malarda olusabilecek hatalar ve eksiklikler ¢alisma sonucunu ciddi
sekilde etkileyecektir®®7.

Mikrobiyota ¢alismalari; Calisma gruplar olusturulmasi ve vakalarin
segimi, Orneklerin toplanmasi (alinmasl, transportu, stabilizasyonu
ve saklanmasi), niikleik asit izolasyonu, molekiiler caligmalar (amp-
lifikasyon-sekans analizi), sonuglarin analizi ve yorumu asamala-
rindan olusmaktadir. Kontrol grubunda yer alacak bireyler, arastir-
manin amacina gore ozenle secilmelidir. Ayrica asagida belirtilen
hususlar mutlaka dikkate alinmali ve kaydedilmelidir (2-5,8,9).

*  Yas; insan viicut mikrobiyotasi yaklasik 2 yasinda eriskin mik-
robiyotasina benzer bir hal alir. Ancak bagirsak mikrobiyota-
sinin, 3 yasindan sonra stabil hale geldigi kabul edilmektedir.
Bir kisim ¢alismalarda 18-40 yas araliginin cocukluk, ergenlik
ve menopoz donemindeki degiskenliklerden en az etkilendigi
vurgulanmistir.

+  Antibiyotik kullanimi gok 6nemlidir (bircok ¢alismada rapor-
lanmistir). Ozellikle yakin donemde antibiyotik kullaniminin
ciddi etkileri vardir. Antibiyotigin tiriine ve dozuna gore ba-
girsak mikrobiyotasinin normal haline donebilmesi icin 6 ay
hatta 4 yildan daha fazla siire gerekebilmektedir.

«  Diger ilaclar; metformin, proton pompa inhibitorleri, kortikos-
teroidler, sitokinler, immiinosupresif ajanlar veya biyik doz
probiyotikler.

*  Menapoz, puberte gibi hormonal durumlari,

«  Sigara-titin ve alkol kullamim aliskanliklar,

+  Diyetleri, diyet takviyeleri kullanimi ve yakin zamandaki diyet
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degisiklikleri

«  Malndtrisyon

»  Fiziksel aktiviteleri,

«  Kilo (viicut kitle indeksi)

+  Kanser, bagsiklik sisteminin bozulmasi, belirlenmis kronik
hastalik dykisi

«  Agz ve dis sorunlan (6rnegin; 8'den fazla dis eksikligi olan
bireyler bazi ¢calismalarda calisma disi birakilmistir).

Mikrobiyota Caligmalari icin Ornek Alimi

Literatiirde, yapilan ¢aligmalarin biyik bir kismi (yaklasik 2/3’0)
bagirsak mikrobiyota ¢alismalarina odaklanmistir23¢. Bagirsak mik-
robiyota calismalarinda incelebilecek drnekler; diski, fekal swab-
tuvalet kagidi, rektal swab, doku 6rnekleri-mukozal biyopsi, intesti-
nal mukozal lavaj rnekleri seklinde siralanabilir 34613,

Bagirsak mikrobiyota ¢alismalarinda genellikle diski 6rnegi kulla-
nilirt13. Ancak, diski mikrobiyotasinin GiS‘in cesitli kisimlarindaki
mikrobiyota ile 6zdes olmadigl unutulmamalidir. GIS’in gesitli ki-
simlarinda farkl sayilarda farkli bakteriler bulunmaktadir. Buna
ragmen, bagirsak mikrobiyota ¢alismalarinda diski 6rnegi kullani-
lir. Ciinkii; non-invaziv, nisbeten toplanmasi kolay (evde hastanin
kendisi alabiliyor) ve ucuz bir islemdir. Digkinin kolon mikrobi-
yotasindaki genel varyasyonlar yansittig disinilmektedir. Eger
planlanan ¢alismada bagirsak limenine erisme imkani veren bir
endoskopik veya cerrahi girisim var ise diski 6rnegi alinmayabil-
mektedir31314,

Ancak diski 6rneginin alinmasi distinildigl kadar kolay degildir.
Bazi 6nemli detaylara dikkat etmek gerekmektedir. Birkag yontem
uygulanmaktadir. Ancak bazi soru isaretleri bulunmaktadir. $6y-
le ki; Bir defekasyondaki tim diskiyi almak gerekir mi? yoksa bu
diskidan bir kismi mi alinmali? Diski alikotlamanin 6nemli oldugu
vurgulanmakta, alikotlarinin hazilanmasi ve alikotlamada kullani-
lan yontemler/ticari kitler arasinda fark bildiren calismalar var. Bu
agidan bakildiginda, homojen dagiim olmayabilecegi diisiniliyor.
Bu nedenle, su anda ¢ ana alikotlama yontemi vardir. Bunlar; oda
1sisinda beklettikten sonra, dondurmadan &nce ve dondurduk-
tan sonra alikotlama seklindedir. Dondurduktan sonra alikotlama
en mantikhisi gibi gdrinmektedir. Ancak bu islem oldukga zordur.
Son zamanlarda dondurduktan sonra alikotlama yapabilen ticari
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cihazlar kullaniimaya baslanmistir®. Tim bunlara ragmen alikotlar
arasindaki farkliliklarin cok anlamli olmadig) da savunulmaktadir®.

Bagirsak mikrobiyota analizleri icin standardize edilmis ideal bir
ornek toplama yontemi ve drnek tipi heniiz ortaya konulamamis-
tir. Gaita 6rnegi saghk kurulusunda veya evde alinabilir (Sekil 1)
315, Evde hastalar tarafindan yapildiginda daha kolaydir3'®. Sadece
16 S rRNA analizi yapilacaksa, tuvalet kagidina alinmasi-sirilmesi
yeterlidir®. Ancak tim genom sekanslamasi yapilacak ise yaklasik
(en az) 1 gram diski gereklidir. Her iki durumda da laboratuvara
ulastinlmadan dnce toplanan materyal stabilizasyon tamponuna
batinlmalidir. Béylece uygun atmosfer ve isi kosullarinda transfer
gerceklestirilebilir® 131516, Bagirsak mikrobiyota ¢alismalari icin dis-
ki 6rneklerinin alimi/toplanmasi amaciyla cesitli yontemler ve hazir
ticari Urinler kullanilmaktadir (Sekil 2).

Saglk kuruluslarinda gerceklestirildiginde; numunenin tamami
veya bir miktari alinabilir, bu iki durumda da ara saklama uygulana-
bilir. Anaerobik kosullarda +4°C’de 24 saate kadar, Anaerob/nor-
mal ortam (02) kosullarinda ve -20°C'de birkag giin (maksimum 1
hafta), Anaerob/aerob ortam kosullarinda -80°C’de birkag aydan
birkag yila kadar saklanabilir. Stabilizasyon tamponu icindeki fekal
ornek DNA ekstraksiyonu 6ncesinde normal aerob ortamda -80°C
kosullarinda uzun sire saklanabilir®'3, Gaita numunesinin, Bristol
diski skaladaki hangi tipe uygun ise kayit altina alinmalidir. Bu ska-
ladaki 7 alt tip, intestinal gegis stresini yansitmaktadir. Evde hasta
kendisi 6rnek aldiginda sklaya gore tiplendirmede problemler olu-
sabiliyor®¢. Konstipasyon olan hastalarda diski 6rnegj almak daha
sorunlu olmakta, bazen laksatif veya lavman gerekebilmektedir?.
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Sekil 1. Bagirsak mikrobiyota ¢alismalari icin evde veya saglik kurulusunda diski

drneginin alinmasi ve saklama kosullari (3 No’lu kaynaktan uyarlanmistir).

Mikrobiyota Calismalarinda Ornek Alimi ve Dna izolasyonu

Sekil 2. Bagirsak mikrobiyota calismalari icin digki Grneklerinin alimi/toplanma-

s1 amaciyla kullanilan cesitli yontemler ve bazi hazir ticari Griinler.

Bagirsak mikrobiyota calismalari igin diski 6rnegj toplamada tam
olarak standardize edilmis bir drnek tipi ve ydontemi olmasa da; ali-
nan fekal 6rnegin hizlica (soklama yontemi) dondurulmasi (direkt
-80°C'de hizli dondurma), referans yontemdir. Bununla birlikte
bazi bakteri sayilarinda degisiklikler olsa da taze 6rnekten direkt
DNA izolasyonu arasinda anlaml fark yoktur. Hizli-sok dondurma
isleminde normale gore hiicre bitinligh korunmakta veya daha
az bozumaktadir®3. Hastalarin 6rnegi evde -20°C’de dondurup
sonra laboratuvara de getirmesi mimkindir. Ancak transport-so-
guk zincir- sartlar saglanamayabilir. Bu nedenle direkt dondurma
icin hastanede 6rnek alimi daha uygundur. DNA izolasyonu dncesi
¢6ziliip-dondurma islemi yapiimamalidir. (DNA degredasyona ug-
ramakta). Tek bir ornek yerine birkag alikot alinmasi nerilmekte-
dird13,

Gorildigu gibi diski 6rneginin dondurulmasi ile ilgili teknik kisitla-
malar bulunmaktadir ve bu konuda alternatif ¢ézimler uygulana-
bilir. Bazi ¢alismalarda 24 saat normal ortam (02) atmosferinde
diski 6rneginin bekleyebilecegj, hatta +20°C’'de 14 veya 22 giine
kadar 16SrRNA etkilenmeyecegi belirtilmistirs'3'8. Ancak oda IsI-
sinda saklanabilecegini dne siren bir ¢alismadaki drnekler, swab
ornekleridir ve 1 6rnekte-mantar Gremesi olmustur'®. Bu sorunlar
g6z 6niine alindiginda alternatif ¢dzimlerden birisi; + 4°C'de kisa
sireli (<12 saat) saklama ve miimkiinse dondurma veya mutlaka
anaerobik kosullarda saklama (DNA ekstraksiyonundan nce ok-
sijene asin duyarli bakterilere zarar vermemek amaciyla) yontemi
olabilir3. Digeri ise; stabilizasyon tamponu kullammi yontemidir.




Boylece evde ornek alimi daha da kolaylasmaktadir. Ayrica; -80°C
oncesi bekletme ve uzak yerlere transport avantaji da saglar, ¢ok
sayida alikotlarla biyobank teknolojisine uygundur, RNA'y1 da ko-
rur ve +4°C’de veya oda sicakliginda bile en az birkag giin boyun-
ca DNA'nin stabilize edilmesi mimkindirs™3. Bunlar, konsantre
tamponlu tuz solisyonlaridir ve hazir ticari Griinler olarak temin
edilebilmektedir. Ancak bu tamponlarla ilgili bazi soru isaretleri
de vardir. Bu soliisyonlar tahris edici olabilirler bu yonden dikkatli
olunmali, dondurma-¢6zmenin etkisi tam bilinmemektedir, dogru-
dan ekstraksiyon ile mukayese calismalar yetersizdir ve homoje-
nizasyon sorunu olabileceginden her bir alikot icerigi ayni olma-
yabilirs13,

Son zamanlarda rektal ve fekal striinti-swab ornekleri ile bagr-
sak mikrobiyota calismalari yapilmaktadir. Fekal orneklere goére
mindr farkliliklar oldugu vurgulanmakta, daha kullanisli, daha kolay
ve bilyik calismalara uygun oldugu belirtiimektedir. Ayni kisiler-
de benzer sonuclar alinmistir. Ancak bu konuda da yeterli ¢alisma
olmadigindan heniiz diski 6rneginin yerini alamamaktadir®6™:13,
Kolon mukozasindan alinan biyopsi érnekleri ve kolon lavaj sivisi,
cok yaygin olmasa da bir kisim mikrobiyota galismalarinda (6zellik-
le kolon kanserleri) kullanilmaktadir’®20, Mukozal biyopsi dnerilme
sebebi olarak; bagirsak Iimen iceriginin yani diskinin gegici olmasi,
mukozal mikrobik cesitliligi yansitmamasi ve diyetten etkilenmesi
gosterilmektedir. Oysaki mukozal mikrobiyota, bagirsak epitelinin
yiizeyinde bulundugundan daha az degiskendir/tutarlidir ve konak
hiicreleri ile dogrudan etkilesim icerisindedir'2. Mukozal biyopsi
ornekleri, goreceli olarak daha bol (daha fazla sayida) mikroorga-
nizma barindirmaktadir. Bu gibi nedenlerle mukozal biyopsi 6rnek-
lerinin gold standart 6rnekleme tipi oldugu vurgulanmaktadir. An-
cak; kolonun hazirhg, kolonoskopik biyopsi gibi invaziv bir iglem
gerektirmesi ve biyopsi boyutunun da sonucu etkileyebilmesi bu
yontemin 6nemli dezavantajlaridir’®2°.

Bagirsak digi mikrobiyota ¢alismalari; agirlikli olarak agiz, Girogeni-
tal sistem, deri, solunum yolu, burun, plesenta, anne siiti ve goz
Uzerine yogunlasmistir25°. Urogenital sistem mikrobiyota ¢alisma-
larina uygun ornekler; idrar, vajen sirintiist, serviks strintisd,
Uretra sUriintist, penil siriintd, deri sGrintl 6rnekleri, firga 6rnek-
leri (cytobrush) vb. sayilabilirz+102122, Ancak cinsiyet, yas (6zel-
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likle kadinlarda), gebelik, cinsel davranislar, antibiyotik kullanimi,
erkeklerde stinnet, diger ilaglar ve hormonal degjsiklikler mutlaka
dikkate alinmaldir*3.2,
Vilcudun diger bdlgelerinden; agiz mikrobiyota calismalarn icin
oral 6rnekler (agiz, dil, dis, sub/supra gingival), burun siriintiis,
diger solunum yolu 6rnekleri, gdz 6rnekleri, plesenta, anne siti
ornekleri ve daha bircok strinti veya doku ornekleri v.b. cesitli
ornekler mikrobiyota analizlerinde kullanilabilirz+58.

Mikrobiyota Calismalari icin Dna izolasyonu

Mikrobiyota calismalari icin tim amaglara uyabilecek evrensel
DNA ekstraksiyon yontemi yoktur. Yiksek kaliteli saf DNA ge-
reklidir. European MetaHIT Consortium protokolU-6karyotlar icin,
American Human Microbiome Project (HMP) protokolii-Bacterio-
detes icin daha iyi denilmektedir®. En énemli hususlardan biri de
diski 6rnegi kurumamal ve fiksatif icerisine konulmamalidir (Sekil
3).

Dondurma

Tampon

Digka
ornegi

_ T _.p.

N

Fiksatif [

Sekil 3. Digki drnegi icin nikleik asit izolasyonunda izlenebilecek segenekler 2.

Konsantrasyon; stabilizasyon tamponunda seyreltilen numunelerin
DNA ekstraksiyonundan dnce konsantre edilmesi gerekebilir. Ca-
lisma hedeflerine uygun ¢ozimler dissiinilmelidir. Ornegin; nor-
mal hizda (21,000 rpm) santrifijj ile pellet elde edilmesi halinde
virls kaybi olacaktir. Viriis disi mikroorganizmalar hedeflendiginde,
dustk hizda santrifj ve filtrasyon islemleri yapilabilmektedir®2¢.
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Lizis; manyetik separasyon (beads-beating) yontemi, sporlu bak-
teriler ve mikobakterilerde DNA izolasyonu icin diger fiziksel ve
kimyasal yontemlerden daha verimlidir ve bu yontem cesitli calis-
malarda dnerilmektedir. Manyetik separasyon yonteminde; dnce
veya sonra 95°C’de bir isitma adimu lizis verimliligini arttirmaktadir3.

DNA ekstraksiyonu; lizis adimi sonrasi DNA ekstraksiyonu basa-
mag) yer alir. Manuel veya ticari kitler (manyetik boncuk temelli) ile
yapilabilir. Manuel izolasyon son derece verimli denilmektedir 2.
Ancak zaman alici ve biyk calismalara uygun degildir. Yari-otoma-
tik sistemler vardir. Bunlar, ¢alisma oncesi iyi analiz edilip amaca
uygun olduklan arastinlmalidir®”-2. Bu sistemler; spin kolon veya
manyetik boncuklar (manyetik separasyon) prensibi ile ¢alisiyor ve
yiksek verimli sistemler. Yontemlerin-kitlerin etkinligini belirlemek
zordur (baska unsurlar). Ek calismalar gereklidir®. Otomatize sis-
temler en yiiksek verimlilige sahiptir (Sekil 4)2.

Orneklerin saflastinlmasi; potansiyel inhibitorlerin uzaklastinlma-
st (scatols, fecols, aromatik asitler v.b.) gerekmektedir®?’. Ticari
Urnlerin bu 6zellikleri var, manuel prosedirlerde en sik Polyviny-
Ipolypyrrolidone (PVPP) kullaniliyor®. Diski igeriginde PCR ve nik-
leik asit dizileme ydntemlerinin sonucu etkileyecek diizeyde bircok
inhibitor madde bulundugu dikkate alindiginda bu adimin énemi
daha iyi anlasilmaktadir*?”.

Yontemlerin arasindaki farkin, bireyler arasindaki farkin gerisinde

kalmakta oldugu belirtiimektedir. Ancak daha genis ve kapsamli
calismalara ihtiyag vardir.

'Nl.
gt i B :- =iy Otomatize sistemler
- ,mh":i'ﬂ“

Verimlilik

organik ekstraksiyo

Disik Orta Yiiksek

Sekil 4. Nukleik asit izolasyonu igin yontem/kit ve reaktif secenekleri (26 No’lu

kaynaktan uyarlanmistir).
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