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Hizli Bakteriyel DNA Ekstraksiyon

Metotlarinin Karsilastiriimasi

Emine Arslan', U. Sait UGAN

Selguk Universitesi Fen Edebiyat Fakdiltesi, Biyoloji Baliimii, Konya

Ozet: Bu calisma bakteriyel DNA ekstraksiyonunda kullanilan hizli metotlari
kargilastirmak amaciyla yapildi. Bu amagla Gram pozitif bakterilere 6rnek olarak
Staphylococcus sp., Gram negatiflere 6rnek olarak Escherichia coli segildi. Bu
bakterilerin buyyon kiilttirlerinden (~1O7cfu/ml) kaynatma, sonikasyon ve dondurma-
¢ozme yontemleri ile DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA miktarlari 260 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile okundu. Sonikasyon ile elde edilen DNA miktar diger
yontemlerle elde edilen DNA miktarlarindan istatistiksel olarak daha fazla bulundu
(p<0.05).

Anahtar kelimeler: Staphylococcus sp, Escherichia coli , DNA ekstraksiyonu

Comparison Of Rapid Bacterial DNA Extraction Methods

Summary: This study was carried out to compare rapid bacterial DNA
extraction methods. Strains of Staphylococcus sp. and E. coli were
preferred to represent Gram positive and Gram negative bacteria,
respectively. DNA extractions from the cultured bacteria (~ 10%cfu/ml) were
made by the methods of boiling, sonication and freze-thawing. Then, the
quantities of DNA extracted were measured by spectrophotometric analysis
at 260nm. DNA quantities obtained by sonication method were statistically
more than those obtained by other methods (p<0.05).
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Hizli Bakteriyel DNA Ekstraksiyon Metotlarinin Karsilastiriimasi

Girig

Bakteriyel enfeksiyonlarin epidemiyolojik arastirmalarinda geleneksel biyokimyasal ve
fizyolojik tiplendirme metodlarinin yerini ginimizde Pulsed Field Gel Elektroforezi (PFGE),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ve Polymerase Chain Reaction (PCR) analizi gibi
molekuler teknikler almistir [1, 2, 3]. Molekiler c¢alismalarin ilk basamagini bakteriyel DNA
ekstraksiyonu olusturur. Bu amacla mikrobiyal DNA ekstraksiyonu igin cesitli laboratuvar
yontemleri gelistirilmistir.

Bununla birlikte bu tekniklerden hangisinin, bakteriyel DNA izolasyonunda daha etkili
oldugu kesin olarak agiklanmamistir [4].

Molekuler calismalarda yeterli DNA ekstrakte edebilmek icin galisilacak érnek miktari
her zaman yeterli olmayabilir. Bu nedenle DNA ekstraksiyonunda hangi metodun secilecegi
Oonemlidir [5]. Bu g¢alismanin amaci, herhangi bir kimyasal ya da kit kullanmadan kaynatma,
sonikasyon ve dondurma-¢dzme yontemleri ile bakteri hlicre duvarini pargalayarak ekstraksiyon
sure ve giderlerini disirmek ve az miktarlardaki materyalden etkili bir sekilde DNA ekstrakte
etmek amaciyla farkl ve hizli ekstraksiyon metotlarini karsilastirmaktir.

Materyal ve Metot

Calisma icin Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus sp., Gram negatif bakterilerden
ise Escherichia coli'ye ait birer sus kullanildi. Calismada, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD Laboratuvarindaki Staphylococcus sp ve E. coli stok kiiltirlerinden Triptone
Soy Agar'a pasajlanan bakteri suslari 37°C’de 18 saat inkiibe edildi, fosfat buffer sollisyonu
(PBS) ile 107, 10°®, 10 sulandirmalari yapilarak koloni sayma metodu ile bakteri sayimi yapildi.
Bakteri sUispansiyonlari 2x107/ml olacak sekilde sulandirildi ve bu suspansiyonlardan 5’er ml
(~108 / ml bakteri) DNA ekstraksiyonunda kullanildi. Her bir sustan 20 kez sonikasyon,
dondurma-¢b6zme ve kaynatma yontemleri ile DNA ekstraksiyonu yapildi. Sonikasyon ile DNA
ekstraksiyonu; PBS'’te sulandiriimis olan bakteri siispansiyonundan 5ml (~10% /ml bakteri)
alinarak 5 dakika sonikatérde, 25 Hz'de tutularak pargalandi [6]. Daha sonra 10 dk 13500 rpm
de santrifiij edilerek Ust sivi toplandi. Dondurma-¢ézme ile DNA ekstraksiyonu; PBS'te
sulandiriimis olan bakteri stispansiyonundan 5ml (~108 /ml bakteri) alinarak Ug¢ kez hizh bir
sekilde dondurulup, hizli bir sekilde ¢ozdiurtlmustir. Santrifijlenerek pargalanan bakteriler
uzaklastirildi  [7]. Kaynatma ile DNA ekstraksiyonu; PBS’te sulandiriimis olan bakteri
suspansiyonundan 5ml (~1O8 /ml bakteri) alinarak 10 dk kaynatildi. Santrifljlenerek hicre
kalintilari uzaklastirildi [7]

DNA miktarlar spektrofotometre (SHIMADZU 1700) ile ve ydnergesine uygun olarak
260nm’de okutularak belirlendi.

.Santrifij sonrasi tuplerin pelet kisimlarindan bir 6ze dolusu alinarak preparat
hazirlandi. Preparatlar, kurutulup, alevden ¢ kez gecirerek tespit edildi. Metilen mavisi ile 8 dk.
boyandi ve hafif akan suda yikandi. Mikroskop ile pargalanmamis bakteri varligi arandi. Bir
mikroskop sahasinda rastlanan < 3 sayidaki parcalanmamig bakteri varligi dikkate alinmadi.

Sonuglarin istatistiki degerlendiriimesi varyans analizi (P=0.05) ile ve SPSS programi
kullanilarak yapildi.

Sonug ve Tartisma

Bu galisma ile bakterilerden DNA izosyonunda bakteri hiicresinin duvarini pargalamak
icin yaygin olarak kullanilan hizli ekstraksiyon yontemlerinden sonikasyon, dondurma- ¢ézme
ve kaynatma ydntemleri karsilastirildi. DNA konsantrasyonlari 260nm (A.g) de absorbanslarina
gore belirlendi. (Tablo 1).

Tablo 1: Kaynatma, dondurma-gbzme ve sonikasyon metoduyla elde edilen DNA
miktarlarinin karsilastiriimasi. (n: Bir 6rnede uygulanan ekstraksiyon sayisi)

Metot Staphylococcus sp. E. coli

n *Ageo *Aze0
Kaynatma 20 0.028+0.018a 0.273+0.0130c
Dondurma-¢gézme 20 0.020+0.010a 0.275+0.024c¢
Sonikasyon 7 0.081+0.040b 0.306+0.028d
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* A260:260 nm’de olgllen ekstraksiyonlara ait DNA miktarlarinin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi.

Ayni satir ve situnda farkh harf bulunduran ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir
(P<0.05).

Hem Staphylococcus sp. hem de E. coli DNA miktarlari istatiksel olarak degerlendirildi
ve kaynatma ve dondurma-gbézme metodu ile elde edilen DNA miktarlari arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli olmadidi goérildiu (P>0.05). Fakat sonikasyon metodu ile elde edilen
DNA miktarinin hem kaynatma hem de dondurma-¢ézme metodu ile elde edilen DNA
miktarindan farkli oldugu istatistiksel olarak tespit edildi (P<0.05).

Bu calismada her iki bakteri izolati i¢in, basit boyama ile sonikasyon ve kaynatma
yontemlerinde parcalanmamis bakteriye rastlanmazken, dondurma metodunda ¢ok az da olsa
(=3/mikroskop sahasi) pargalanmamis bakteri hiicresi gorildiu. More ve ark. [8] bakteri hiicre
duvarinin pargalanma oranini dondurma-¢cézme ve cam boncuklarla homojenizasyonla
pargalama Oncesi ve sonrasinda Olgtiklerinde; boncuklarla pargalanma yonteminin
(pargalanmamigs bakteri hiicresi %2) dondurma-¢ézme ydntemine goére (parcalanmamis bakteri
hicresi %8) daha etkili oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada ise dondurma-¢ézme metodu ile
<3 adet bakteri pargalanmadan kalmistir. More ve ark. [8] % ile ifade ettikleri degeri (%8),
arastirmacilar sayl vermedigi icin, bu calismada ifade edilen adet ile karsilastirma olanagdi
yoktur. Ancak More ve ark. [8] ‘larinin ¢alismalarinda oldudu gibi bu ¢alismada da dondurma-
¢6zme ile en az bakteri pargalandigi belirlenmigtir.

Yeates ve ark. [9], cesitli ydontemlerle topraktan bakteri DNA’sini ekstrakte etmigler ve
DNA’nin blyikligi bakimindan bu teknikleri kiyaslamiglardir. Sonikator kullanarak ekstrakte
edilen DNA miktarini, enzimlerle ve cam boncuklari ¢alkalama ile DNA ektraksiyonu gibi diger
metodlara gore daha disuk bulduklarini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada ise en ylksek pargalama
glict sonikasyon ile elde edilmistir. Yeates ve ark. [9]'nin sonikasyon ile yliksek miktarda DNA
ekstrakte edememeleri kullandiklari toprak kékenli bakterilerin sporlu yasam formu gosteren
turler olmalari ve mekanik etkilere (sonikasyon gibi) daha direngli olmalari ile agiklanabilir.
Pitcher ve ark. [10], Gram negatif bakteri hiicrelerinin kiigik miktarlarindan ylksek DNA elde
edilmesi i¢cin uygun ve hizli Guanidyum tiyosiyanat ekstraksiyon metodunu tanimlamislardir.
Gram negatif bakterileri Guanidyum tiyosiyanat: 5 mol/1, EDTA 100 mmol/1 ve % 0.5 v/iv
sarkosil (GES) ayiraci ile karnigtirip pargalayarak, Gram pozitif bakterileri ise GES ayiraci ile
daha yavas ve daha fazla miktarda DNA eldesi igin, lizozim enzimi veya S. aureus igin lizostafin
ile muamele etmislerdir. Arastirmacilar [10] S. aureus’'un 260 nm’de molekiler absorbsiyonu
1.97 bulunurken, Gram negatif olan E. col’nin 1.79 oldugunu gézlemislerdir . Bu durum,
lizostafinin S. aureus’un hiicre duvarini pargalamaya 6zgu bir enzim olmasi ile agiklanabilir. Bu
¢alismada ise hicbir kimyasal madde kullanmadan E. col’nin DNA absorbans degeri 0.306
bulunurken Staphylococcus sp.’'un 0.081 bulunmustur. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
farklihgindan dolay! Staphylococcus sp.’den DNA izolasyonunda 0.081 absorbans degerinin
Uzerinde izolasyonlar igin enzim kullanimi énerilebilir.

Deneysel calismalarda DNA ekstraksiyon metodunun etkinligi ve DNA ekstraksiyon
kitlerinin ve metodlarinin kullanimi, klinik 6rnekler Uzerindeki basarii ve gecgerli PCR
¢alismalarinda énemli bir basamaktir. Bu yizden DNA miktarinin dnemli oldudu c¢alismalarda
ekstraksiyon metodunun secilmesi 6nem arzedebilir. Sonug¢ olarak, ¢ok sayida E.coli suguna ait
DNA izolasyonlarina ihtiya¢ duyulan galismalarda (epidemiyolojik ¢calismalar gibi) sonikasyon
yontemi, basvurulabilecek bir izolasyon metodu olarak dnerilebilir.
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